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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢caligmalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime acilir.

o Enstitli / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime acilmasi
mezuniyet tarithimden itibaren 2 yil ertelenmistir. (1)

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile tezimin erigime
acilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. (2)

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. (3)

23.08.2024
Ecz. Zeliha PARLAR

!“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas:, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iligkin Yonerge”

Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
iki y1l siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamig ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin
uygun goriigii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile alti ay1 asmamak iizere tezin
erisime agilmast engellenebilir.

Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluslarla yapilan igbirligi protokolii ¢cercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karar ise, ilgili
kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu
tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekégretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen
tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallart ¢ercevesinde muhafaza edilir, gizlilik
kararmin kaldirilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun gorisii iizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETIiK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu Prof. Dr. 1. Irem CANKAYA
danmgmanliginda tarafimdan {iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saghik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Y 6nergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Zeliha PARLAR
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TESEKKUR
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hocalarim Dog. Dr. Golshan ZARE, Dr. Ogr. Uyesi Z. Ceren ARITULUK AYDIN, Dr.
Ogr. Uyesi N. Yagmur DIKER’e ve degerli ¢calisma arkadasim Ecz. Irem BEKRET e

Metabolomiks c¢alismalarimin gergeklesmesinde yardimlarini esirgemeyen

Prof. Dr. Mustafa CELEBIER ve Dr. Kim. Ozan KAPLAN’a

Calismalarimda bana laboratuvarlarini agan Farmakognozi Anabilim Dali ve

Farmakoloji Anabilim Dali’na,

TYL-2023-20836 proje kodlu tez destegi icin Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

Tez slirecimde motivasyonumu yiiksek tutmami saglayan kiymetli

arkadaslarima,

Egitim hayatim boyunca her an yamimda ve destekleriyle daha giiclii
hissetmemi saglayan, bugiinkii konumumu bor¢lu oldugum; babam Ahmet PARLAR,
annem Fatma PARLAR, abilerim Isa PARLAR ve Adem PARLAR’a,

Cok tesekkiir ederim.
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OZET

Parlar, Z. Myrtus communis L. Uzerine Farmasotik Botanik Arastirmalar,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Botanik Program
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024. Myrtaceae familyasinin bir iiyesi olan Myrtus
communis L. lilkemizde dogal olarak yetisen, herdem yesil bir bitkidir. Halk arasinda
dahilen stres yonetiminde, yara iyilestirici ve kolesterol diisiiriicii olarak, diyabet,
diyare ve kabizlik tedavisinde kullanimi1 mevcuttur. Bu tez ¢calismasinda M. communis
yaprak ekstreleri, fraksiyonlar1 ve kromatografik yontemlerle izole edilmis saf
bilesiklerin Parkinson patolojisinde 6nemli yeri bulunan oksidatif stres, enflamasyon
ve o-siniiklein fibril proteini iizerine etkileri in vitro testler ile arastirilmistir. Bu
kapsaminda M. communis, anatomik ve morfolojik olarak incelenmis ve farmakope
analizleri yapilarak bitkinin farmakope monografi icin referans kaynak
olusturulmustur. Bitki igerigindeki sekonder metabolit gruplari, genel teshis
reaksiyonlart ile kalitatif olarak belirlenmis ve kantitatif olarak madde miktar tayinleri
yapilmistir.  Bitki  yapraklarinin = %80°lik  EtOH ekstraksiyonundan ¢esitli
kromatografik yontemlerle izole edilmis alt1 adet saf bilesik 1D NMR ve HR-ESI-MS
yontemleriyle tayin edilmistir. Mirsitrin (MC-02), kersitrin (MC-05) olmak iizere iki
flavonoit, ursolik asit (MC-09), korosolik asit (MC-11) ve asiatik asit (MC-18) olmak
lizere ii¢ triterpen ve floroglusinol yapisinda gallomirtukommulon C (MC-04) saf
bilesikleri izole edilmistir. Bitkinin %80’lik EtOH ve sulu ekstresi, %80’lik EtOHtan
kromatografik yontemlerle elde edilmis alt fraksiyonlar iizerinde in vitro ABTS,
CUPRAC, DPPH, FRAP ve NO olmak iizere bes farkli antioksidan aktivite testi; in
vitro elastaz, kolajenaz ve tirozinaz olmak iizere ii¢ farkli enzim inhibisyon testi
uygulanmistir. Biitiin numuneler antioksidan 6zellik gostermekle beraber en yiiksek
antioksidan aktivitenin ekstreler diizeyinde oldugu anlasilmistir. Numunelerin elastaz
enzimini inhibe etmedigi anlagilmistir. Kolajenaz enzim inhibisyonu testi sonuglarina
bakildigindan en yiiksek aktiviteyi bitkinin sulu ekstresi gostermistir. Tirozinaz enzim
inhibisyon testinin sonuglarinda en yiiksek aktivite bitkinin %80’lik EtOH ekstresinde
goriilmiistlir. Bitkiden izole edilmis saf bilesiklerin, bitki ekstreleri ve kromatografik
yontemlerle elde edilmis alt fraksiyonlarda bulunan yiizde igerikleri metabolomiks
yontemlerle analiz edilmistir. Metabolomiks analizi sonucunda kromatografik
yontemler ve izolasyonun devami i¢in uygun en uygun ekstre ve alt fraksiyonlarin
secildigi desteklenmistir. Western blot yontemiyle ekstre ve alt fraksiyonlarin diisiik
ve yiiksek molekiiler agirlikli a-sintiklein fibrilleri iizerine etkileri analiz edilmistir.
MCE-Fr.E kodlu fraksiyonun diisilk molekiiler agirlikli a-sintiklein fibrillerinin
azalmasinda en etkili numune oldugu tespit edilmistir. Izole edilmis saf bilesiklerin in
silico molekiiler kenetleme metoduyla Parkinson patolojisinde bulunan a-siniiklein
tizerinde etkisi analiz edilmistir. Bunun sonucunda a-siniiklein {izerinde en etkili
bilesigin korosolik asit oldugu goriilmiistiir (MC-11). Son olarak bitkinin %80’lik
EtOH ve sulu ekstresinin, etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle elde edilmis
alt fraksiyonlarinin ve saf bilesiklerin, SH-SYS5Y hiicre hattinda hiicre canliligi {izerine
etkileri arastirilmistir. Gallomirtukommulon C’nin (MC-04) ICso degerinin en yiiksek
oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Myrtus communis, fitokimya, parkinson, fenolik bilesikler,
flavonoit.
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ABSTRACT

Parlar, Z. Pharmaceutical Botanical Studies on the Myrtus communis L.,
Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences Department of
Pharmaceutical Botany Master of Sciences Thesis, Ankara, 2024. Myrtus
communis L., a member of the Myrtaceae family, is a naturally growing, evergreen
plant in our country. It is used internally in stress management, diabetes treatment,
wound healing, cholesterol lowering, diarrhea and constipation treatment. In this thesis
study, the effects of M. communis leaf extracts, fractions and pure compounds isolated
by chromatographic methods on oxidative stress, inflammation and a-synuclein fibrils
linked to Parkinson's pathology were investigated with in vitro tests. Within this scope,
M. communis was examined anatomically and morphologically and pharmacopoeial
analyses were performed to create a reference source for the plant's pharmacopoeial
monograph. The secondary metabolite groups in the plant content were determined
qualitatively by general diagnostic reactions and quantitative substance amount
determinations were made. Six pure compounds isolated from the 80% EtOH
extraction of the plant leaves by various chromatographic methods were determined
by 1D NMR and HE-ESI-MS methods. Two flavonoids, myrcitrin (MC-02), quercitrin
(MC-05); three triterpenes, ursolic acid (MC-09), corosolic acid (MC-11) and asiatic
acid (MC-18), and gallomirtukommulon C (MC-04) in phloroglucinol structure were
isolated as pure compound. 5 different antioxidant activity tests, namely ABTS,
CUPRAC, DPPH, FRAP and NO in vitro; 3 different enzyme inhibition tests, namely
elastase, collagenase and tyrosinase in vitro were applied on 80% EtOH and water
extract of the plant, and subfractions obtained from 80% EtOH by chromatographic
methods. Although all samples showed antioxidant properties, it was understood that
the highest antioxidant activity was at the level of the extracts. It was understood that
the samples did not inhibit the elastase enzyme. When the collagenase enzyme
inhibition test results were examined, the highest activity was shown by the water
extract of the plant. In the results of tyrosinase enzyme inhibition test, the highest
activity was seen in 80% EtOH extract of the plant. The percent contents of pure
compounds isolated from the plant, plant extracts and subfractions obtained by
chromatographic methods were analyzed by metabolomics methods. As a result of
metabolomics analysis, it was supported that the most appropriate extracts and
subfractions were selected for chromatographic methods and continuation of isolation.
The effects of extracts and subfractions on low and high molecular weight a-synuclein
fibrils were analyzed by Western blot method and it was determined that the MCE-
Fr.E was the most effective sample in reducing a-synuclein fibrils. The effect of
isolated pure compounds on a-synuclein found in Parkinson's pathology was analyzed
by in silico molecular docking method. As a result, it was seen that the most effective
compound on a-synuclein was corosolic acid (MC-11). Finally, the effects of 80%
EtOH and water extract of the plant, subfractions obtained from 80% EtOH by
chromatographic methods and isolated pure compounds on cell viability in SH-SYS5Y
cell line were investigated. It was observed that gallomirtukommulon C (MC-04) had
the highest ICso value.

Key Words: Myrtus communis, phytochemistry, parkinson, phenolic compounds,
flavonoid.
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1.GIRiS

Insanlar ilk c¢aglardan bugiine kadar dogada bulunan bitkisel, hayvansal ve
madensel kokenli her tiirlii kaynagi kullanma egiliminde olmustur. Giiniimiize kadar
yapilmis olan etnobotanik ¢aligmalar sonucu elde edilen bulgular, insanlarin bitkileri,
barinma, beslenme, tedavi etme gibi temel ihtiyaglarin1 karsilamak amaciyla
kullandiklarini gostermektedir. Yani bitkiler, insanlarin hem temel besin kaynaklari
hem de ilk ilaglar1 olmustur. Insanoglu, hastaliklardan korunmak, &nlem almak ve
hastaliklar1 iyilestirebilmek icin dogaya ve bitkilere yonelmis, derman1 dogada ve
Ozellikle bitkilerde aramislardir. Giiniimiize kadar ulasan bitkilerin kullanilisina ait
bilgiler, etnobotanik caligmalar, aragtirmacilara kaynak olmus ve bu sayede bircok
bitkinin etkisi kanitlanmis, etkiden sorumlu bir¢ok maddenin de yapis1 aydinlatilmistir.
Bugiin, bu bilgiler bilim silizgecinden gecirilerek yeni ilaglar/bitkisel ilaglar
kesfedilmeye veya geleneksel tipta kullanilan bitkilerin tedavi edici Ozellikleri
farmakolojik olarak ispat edilmeye baslanmistir (1). ilag kimyasinin gelismesiyle pek
cok dogal kaynakli ilagc hammaddesi sentezlenebilir olmustur. Ilag molekiillerinin
sentetik ve yari-sentetik tiirevleri de olusturulmustur. Bu ilag molekiillerinden
glinlimiize ulasanlara asetilsalisilik asit, morfin, paklitaksel 6rnek verilebilir (2-5).
Sentetik ilaglarin yan etkilerinin, maliyetlerinin artmasi; kronik hastaliklarin
tedavisinde bu ilaglarin yetersiz kalmasi, halk sagligi agisindan onem arz eden
antibiyotiklerin enfeksiyonlara karsi istenilen etkiyi gosterememesi insanlar1 yeniden
dogal olana yonlendirmistir (6-12). Her ne kadar gelisen modern tedavi kavrami
igerisinde antibiyotikler, kortikosteroitler gibi genis farmakolojik etki profiline sahip
sentetik ilaglar pazarda yer alsa da, giinlimiizde 70.000°den fazla bitkiden tibbi olarak
yararlanildigi tahmin edilmekte, hizla gelisen kimya ve farmakoloji tekniklerinin
sagladig1 olanaklarla yapist ve etkinligi kanitlanan molekiiller ile dogal kaynakli tibbi
tirlinler pazara sunulmaya baglamistir. Diinya {izerinde yaklasik 450.000 bitki tiirii
bulunmakta ve yeni tiirler kesfedilmeye devam etmektedir. Tibbi olarak yararlanilan
70.000 bitkiden, yaklagik 21.000°i hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla tibbi iiriin
hazirlamak igin kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO, WHO), “Geleneksel
Tip Stratejisi 2014-2023” programiyla, geleneksel tibbi bitkilerin kullanimini diinyada

artirmaya caligsarak, insanlarin sagligini korumaya yonelik politikalar uygulamaktadir.



Ulkemiz, ii¢ fitocografik bolgenin kesistigi yerde olmasi yaninda, iklim
farkliliklari, topografik ve jeolojik ¢esitlilik, 0-5000 m arasinda degisen yiikseklik
farkliliklar1, farkli habitatlar1 barindirmasi gibi nedenlerle, bitki zenginligi agisindan,
diinyada 1liman iklim kusagindaki iilkelerin basinda gelmektedir. Ayrica Anadolu’nun
Avrupa ve Asya kitalar arasinda koprii konumunda olmasi, buna bagl olarak iki kita
arasinda karsilikli bitki gd¢leri ve Anadolu Diyagonali’nin dogusu ve batist arasinda
ekolojik cesitlilik de iilkemizin florasina yansimistir. Ulkemiz, iklimsel ve cografik
Ozelliklerin kisa araliklarla degismesi sonucu orman, dag, step, sulak alan, kiy1 ve
deniz ekosistemlerine, bu ekosistemlerin farkli formlarina ve farkli kombinasyonlarina
sahip olmasi1 nedeniyle, diinyanin ¢ok 6nemli gen ya da orijin merkezinin Ortiistiigii
bir konumdadir. Tiirkiye, diinyanin 8 gen merkezinden ikisinin (Akdeniz ve Yakin
Dogu) kesistigi noktada yer almaktadir. Ulkemizde yaklasik 12.000 tanimlanmis
takson bulunmaktadir ve bunun %35’1 endemiktir (13, 14). bu a¢idan Avrupa kita
florasindaki sayiya denk bir zenginlik ortaya ¢ikmaktadir. Endemizm orani yiiksek bu
floristik cesitlilik {ilkemizin sahip oldugu ve sahip ¢ikilmasi gerek en 6nemli
degerlerindendir. Insanoglu, bitkileri daha iyi tamidikga, farkli hastaliklarin tedavisinde
farkl bitkileri kullanmaya baglamistir. Bunun sonucu olarak fitoterapi, yani en genel
anlamda “bitkilerle yapilan tedavi” ortaya c¢ikmistir. Fitofarmakoterapi ise
hastaliklardan korunmak ve tedaviyi desteklemek amaci ile tibbi bitkilerden ve onlarin
etkin maddelerini tagiyan kisimlarindan veya bir islem yoluyla elde edilmis dogal
tiriinlerinden hareketle standardize edilmis farmasotik formlar (tablet, kapsiil, vb.)
kullanarak yapilan ¢agdas uygulamaya verilen isimdir.

M. communis L. bir Akdeniz elementidir. Akdeniz bdlgesinde dogal olarak
veya kiiltiirii yapilarak yetistirilmektedir. Etnobotanik ¢alismalar gostermektedir ki
tilkemizde tedavi amaciyla kullanilan bitkiler oldukg¢a fazladir ve geleneksel halk
tibbinda Mpyrtus cinsi de yer almaktadir. Myrtales ordusunun Myrtaceae familyasina
ait Mpyrtus cinsi lilkemizde Myrtus communis subsp. communis olarak bir alt tiir ile
temsil edilmektedir. Ulkemizde Akdeniz, Ege ve Karadeniz Bolgelerinde

yetismektedir (15).

Geleneksel Tiirk halk tibbinda M. communis ‘murt’, ‘mersin’ veya ‘hambeles’
adlariyla bilinmektedir. M. communis yapraklarinin infiizyonu seker hastaliginda ve

stres yonetiminde, taze meyvelerinin yenilmesi diyareyi tedavi etmek amaciyla



kullanilmaktadir (16). Ayn1 zamanda halk arasinda dahilen oksiiriik kesici, mide
bulantisini azaltici ve ates diisiiriicii etkileri de bulunmaktadir (17). Ayrica M.
communis’in antienflamatuvar, ndroprotektif, analjezik, antidiyabetik, antiproliferatif

ve peptik {ilser tedavi edici etkilerine ait farmakolojik ¢alismalar da mevcuttur (18).

M. communis lizerine yapilan ¢alismalar incelediginde kurutulmus yapraklarin
kersetin, katesin ve mirsetin tiirevi flavonoitler, mirtukommulon A, mirtukommulon B
ve semimirtukommulon tiirevi acilfloroglusinoller, tanenler ve ugucu yag agisindan

zengin oldugu goriilmektedir (18).

Bitki yapraklarinin antioksidan, antienflamatuvar ve néroprotektif etkileri goz
Oniine alindiginda (18) farkli aktivite caligmalari ile Parkinson hastaligi {izerinde

etkilerinin ¢aligilabilecegi diisiiniilmiistiir .

Parkinson hastaligi (PD), idiyopatik tremor felci olarak da bilinen ve
Alzheimer Hastalig1’ndan sonra ikinci en biiyilik ndrodejeneratif hastaliktir. Substantia
nigradaki (SN) dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonu, Lewy cisimcikleri
olusumunun yani sira néroenflamasyon ile karakterizedir. Parkinson patogenezinde;
oksidatif stres, mitokondriyal hasar, enflamasyon ve anormal a-siniiklein birikimi

goriilmektedir (19).

Bitkinin norodejeneratif hastaliklar iizerine etkilerinin arastirildigi caligmalar
mevcut olmakla birlikte bitki yapraklarmin ekstresi ve bu ekstreden elde edilen alt
fraksiyonlarin Parkinson hastalig1 iizerine olasi etkilerinin arastirildig: herhangi bir in

vitro ve in silico ¢aligsmaya rastlanmamastir.

Bu tez kapsaminda geleneksel bitkisel tibbi iiriinler i¢in etkin madde olarak
standardize bitkisel preparatlarin elde edilmesi, lilkemizde ve global olarak ¢ok dnemli
oldugundan yiikselen bitkisel iirlin pazarinda yer almak iizere tezimizde Myrtus
communis L. bitkisinin yapraklar1 kullanilarak bilimsel arastirmalar yapilmistir. M.
communis L. nin farmakope analizleri ve Farmasd6tik Botanik incelemelerinin yapilip
farmakolojik aktiviteye sahip bazi ekstrelerinin igerik analizlerinin yapilmasi, bitkinin
tagidig1 bilesiklerin izole edilmesi; ekstre ve fraksiyonlarin serbest radikallere karsi
antioksidan etkinliklerinin 6l¢iilmesi ve enzim inhibisyonlarmin tayin edilmesi, bu

ekstre ve fraksiyonlar ile birlikte izole edilmis bilesiklerin hiicre canlili1 ve in silico



molekiiler kenetleme metoduyla bilesiklerin Parkinson hastaliginin bir etkeni olan a-

siniiklein proteini tlizerinde etkilerinin arastirilmast amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Morfolojik Ozellikler
2.1.1. Myrtaceae

Herdem yesil agac¢ veya calilardir. Yapraklar basit, biitiin, karsilikli, almasik,
kulake¢iksiz, seffaf aromatik yag bezelidir. Cigekler, yaprak akslarinda veya koltuk alt1
semsiyelerinde tek, erdisi, aktinomorf, 4-5 pargalidir. Kaliks tiipii yumurtaliga
bitisiktir(adnat). Cok sayida stamen bulunur. Ovaryum alt durumlu, plasentasyon
eksensel, 1-cok gozlii), her lokulus ¢ok sayida oviilliidiir. Meyve, kalic1 kaliks disleri
veya bir kapsiil ile taglandirilmis bir {iziimsii meyvedir; tohumlar ¢ok sayida,

endosperm genellikle yoktur (15).

Ulkemizde Myrtaceae familyasina ait 2 cins ve 3 tiir bulunmaktadir. Myrtaceae

familyasindan Myrtus cinsine ait tayin anahtar1 asagida verilmistir:
1.Calilar; yapraklar karsilikli; meyve Uziimsii ..........o.ooiiiiiiiiiiiiin... 1. Myrtus

1.Agaclar; olgun yapraklar alternat; meyve odunsu kapsiil.................. 2. Eucalyptus

Mpyrtus L. Cinsi

Cal1. Yapraklar basit, karsilikli, glandiiler-noktali, aromatiktir. Cigekler yaprak
koltuklarinda tek basina, beyaz; meyvesi kalic1 kaliks disleriyle taglandirilmis bir
meyvedir. Giiney Avrupa, Kuzey Afrika, Bati Suriye, Kibris, Orta Asya, Dogu
Pakistan’da yayilis gostermektedir. Subsp. farentina (L.) Arc kisa boylu, daha kiiciik

yaprakli (2 cm'den az) ve subgloboz meyveleri olan bitki, Giiney Avrupa'da bulunur

(15).



2.2. M. communis Uzerinde Yapilan Calismalar

M. communis iizerine yapilmis pek cok bilimsel ¢alisma mevcuttur. Bunlar
etnobotanik, fitokimyasal ve farmakolojik caligmalar olmak {izere 3 ayr1 baslikta

incelenmistir.

2.2.1. Etnobotanik Calismalar

Bu baglik kapsaminda M. communis’in Tiirkiye’de ve diinyada geleneksel

kullanimina ait bilgiler tablolar halinde sunulmustur.

M. communis’in Tiirkiye’de Geleneksel Tedavide Kullanimi

Tiirkiye’de 2013’ten giiniimiize kadar yapilmis etnobotanik caligsmalar
incelenmis ve M. communis’in geleneksel tedavide kullanimina iligkin bilgiler tablo
halinde sunulmustur (Tablo 2.1.). Bir Akdeniz elementi olan bitkinin, 6zellikle
iilkemizin Ege ve Akdeniz Bolgesi’'nde c¢esitli hastaliklarin tedavisinde siklikla
kullanildig1 tespit edilmistir. En ¢ok yapraklari kullanilmakla birlikte bitkinin

meyveleri, ¢igekleri ve ugucu yagi da halk arasinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir.



Tablo 2.1. M. communis’in Tirkiye’de geleneksel tedavide kullanimi

Kullanildig: Yoresel ad1 Kullanilan Kulanim amaci Hazirlama | Kaynaklar
yore kisim ve uygulama
sekli
Kumluca mersin, sazak meyve ve diyabette, ¢ig olarak; (20)
(Antalya) toprak tistii kolesterol dahilen
diistiriicii olarak,
Turgutlu mersin yapraklar prostat dekoksiyon; 21
(Manisa) rahatsizliklarinda dahilen
ditiretik olarak infiizyon; (22)
dahilen
mersin, murt yapraklar ve | antiseptik olarak, (23)
meyveler bel
soguklugunda,
bronsitte,
diyabette,
kabizlikta,
tiiberkiilozda,
iriner sistem
sorunlarinda,
yara iyilestirici
olarak
Alagehir mersin yaprak ve idrar kacirmaya | inflizyon, ¢ig 24)
(Manisa) meyve karsi, mesane olarak;
enfeksiyonlarina dahilen
karsi
Giindogmus mersin yaprak kolesterol infiizyon; (25)
(Antalya) diisiiriicii olarak, dahilen
kilo kayb1 i¢in
Antakya hambeles, meyve diyabette, ¢ig olarak; (26)
(Hatay) mersin, murt kolesterol dahilen
reyhan, diisiiriicti olarak
yaprak bebek bezi kavrulup toz
dokiintiistinde, edilerek;
iltihaplt haricen
yaralarda
antiseptik olarak
yaprak ag1z kokusuna dekoksiyonu
kars1, ag1z gargara
yaralarinda, seklinde;
haricen
yaprak ates diisiirtici dekoksiyon;
olarak dahilen
Balikesir mersin yaprakli sac¢ bakiminda, inflizyon; 27)
dallar, kalp dahilen
yapraklar hastaliklarinda
Akdeniz hambeles, yaprak diyabette, stres infiizyon; (16)
Bolgesi murt yOnetiminde dahilen
meyve ishale kars1 ¢ig olarak
;dahilen
Marmaris mersin ucucu yag diyabette dahilen (28)

(Mugla)




agri ve felgte haricen
Erzincan mersin yaprak bagisiklik inflizyon; (29)
sistemi dahilen
giiclendirici
olarak, tiriner
sistem
enfeksiyonlarina
karsi
Acipayam mersin yaprak bebeklerde karin infiizyon; 30)
(Denizli) agrisina karsi, dahilen
diyabette
¢ocuklarda deri dekoksiyon;
kizarikliginda haricen
Acipayam ve mersin yaprak ishale kars1 dekoksiyon; 31
Kale dahilen
(Denizli) cicek cilt ¢ig olarak; 31)
hastaliklarinda haricen
Karaisali murt yaprak diyabette, ishale inflizyon; 32)
(Adana) kars1 dahilen
Kumluca mersin yaprak kolesterol inflizyon, 33)
(Antalya) distiriicii olarak dahilen
Giilnar arapmurt, yaprak ve diyabetli ¢ig olarak; 34)
(Mersin) mersin, murt meyve erkeklerde dahilen
afrodizyak
olarak
Mersin hambelez, meyve diyabette ¢ig olarak; (35)
mersin, dahilen
merta, murt yaprak kabizliga kars1 inflizyon;
dahilen

Tirkiye’de geleneksel olarak pek ¢ok hastalik i¢in farkli yontemlerle kullanilan
M. communis’in ayn1 zamanda Akdeniz’e kiyis1 olan diger iilkelerde de etnobotanik

kullanimlar1 mevcuttur.

M. communis’in Dilnyada Geleneksel Kullanimi

M. communis’in diinyada etnobotanik kullanimina iliskin yapilmig ¢caligmalar
derlenmistir. Bitkinin genellikle Akdeniz iilkelerinde yaprak, meyve ve tohumlari
kullanilmakla birlikte Iran, Etiyopya iilkelerinde de pek ¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. M. communis’in diinyada geleneksel kullanimini igeren ¢aligmalar

asagidaki tabloda sunulmaktadir (Tablo 2.2.).



Tablo 2.2. M. communis’in diger iilkelerdeki geleneksel kullanimi1

romatizma

Kullanildig: Yoresel adi | Kullamlan Kulanim amaci1 | Hazirlama ve | Kaynaklar
iilke kisim ve/veya etkisi uygulama
sekli
Cezayir cilmum, yaprak ates diigiirlicii infiizyon; (36-40)
elrayhan olarak, dahilen
rihan, rihene diyabette, ishale
kars1, kabizliga
kars1, karin
agrilarinda,
romatizma
agrilarinda,
sindirim sistemi
rahatsizliklarind
a, stres
yOnetiminde,
tansiyon
diigiiriicii olarak,
vicut
agrilarinda
diyabette, dekoksiyon;
siskinlige kars1 dahilen
egzamaya kars1 | dekoksiyon;
haricen
tohum diyabette dekoksiyon;da
hilen
meyve diyabette, ishale | ¢ig olarak;
karsi, dahilen




Tablo 2.2. M. communis’in diger iilkelerdeki geleneksel kullanim1 (devami)
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agrilarinda, stres
yonetiminde,
tansiyon

diigiiriicii olarak

Etiyopya ades yaprak bas agrisina dekoksiyon/da | (41,42)
kars1, uyuza hilen, kuru
kars1 bitki/haricen

Fas arraihan, yaprak cilt infiizyon; (43-47)

raihane, hastaliklarinda, haricen
rayhan rihan, hazimsizlikta
rihane
diyabette, besin | dekoksiyon;da
zehirlenmelerin | hilen
de,
hazimsizlikta,
kalp
giiclendirici
olarak
migren lapa seklinde;
agrisinda, sag haricen
bakiminda, sa¢
dokiilmesine
karsi
meyve sindirimi kurutulmus ve
kolaylastiric toz edilmis
olarak meyvelerin
kaynatilmastyl
a; dahilen
Iran daneh, yaprak ditiretik olarak, | inflizyon; (48-50)
moord, hazimsizlikta, dahilen
moordaneh, soguk
mourdeneh, algmliginda
murd topikal inflizyon;
enfeksiyonlarin | haricen
tedavisinde
ditiretik olarak, dekoksiyon;da
hazimsizlikta, hilen

sakinlestirici




Tablo 2.2. M. communis’in diger iilkelerdeki geleneksel kullanimi (devami)
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olarak, soguk
alginliginda ter
kokusunu

Onleyici olarak,

topikal dekoksiyon;ha
enfeksiyonlarm | ricen
tedavisinde
meyve sakinlestirici dekoksiyon;
olarak, soguk dahilen
alginliginda
Italya mirtidda, yaprak dis agrisinda, dekoksiyon; (51-57)
mirtu, ditiretik olarak, dahilen
mortella, gogls
murtedda, yumusatici
murtidda, olarak
murtilla,
murtua,
murtuckka ayak kuru tozun
agrilarinda, ayaklara
¢ocuklarda cilt uygulanmastyl
kizarikligia a; haricen
karsi,
terlemenin
azaltilmasinda
meyve ve artritte dekoksiyon
dal
toprak tistii hemoroitte dekoksiyon
meyve hazimsizlikta, meyvenin

suyu sikilarak;

dahilen,

ayak terlemesini

yatigtirici olarak

meyvenin
suyu sikilarak;

haricen
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Tablo 2.2. M. communis’in diger iilkelerdeki geleneksel kullanimi (devami)

Liibnan hemblas meyve tansiyon meyvelerin (58)
diigiiriicii olarak | yagda masere
edilmesiyle;da

hilen

Tunus jedra yaprak bas agrisinda infiizyon; (59)
dahilen

2.2.2 Fitokimyasal calismalar

‘Bitki kimyas1’ anlamma gelen fitokimya, bitkilerin icerdigi sekonder
metabolit gruplarinin ve saflagtiritlan molekiillerin kimyasinin incelenmesini temel
almaktadir. Biyosentez yolaklarina gore fenolik bilesikler, terpenoitler ve alkaloitler
olmak iizere {i¢ ana baglikta incelenmektedir (60, 61). Bu kissmda M. communis’in
lizerine yapilmis fitokimyasal calismalardan elde edilmis sekonder metabolitler
tablolar halinde gruplandirilmistir. Bitki {izerinde yapilan c¢aligmalar sonucunda
alkaloit grubuna ait bilesik izolasyonuna rastlanmadigindan fitokimyasal ¢alismalar

baslig altinda fenolik bilesikler ve terpenoit grubu bilesikler sunulmustur.

Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler sikimik asit ve/veya asetat-malonat yolaklarindan tiireyen
sekonder metabolit gruplaridir. M. communis’in fitokimyasal icerigi incelendiginde;
fenolik asitler, flavonoitler (flavan grubu bilesikler ve bunlarin glikozitleri, flavanon
glikozitleri, flavon grubu bilesikler ve bunlarin glikozitleri), fenilpropanoitler,
floroglusinoller, antosiyanidin grubu bilesikler ve bunlarin glikozitleri, kalkonlar,

kromonlar, kumarin glikoziti ve lignan glikoziti fenolik bilesikleri olusturmaktadir.

Fenolik asitler ve glikozitleri

M. communis lizerine yapilan ¢alismalar dogrultusunda elde edilmis fenolik
asitler ve glikozitlerinin isimleri, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklari

asagidaki tabloda verilmistir.



Tablo 2.3. Fenolik asitler ve glikozitleri

Bilesik adi Elde edildigi kisim Kaynaklar
3,5-digalloil kinik asit Yaprak (62)
Ellajik asit Meyve (63)
Digalloil--D-glukopiranoz Yaprak (64)
Ellajik asit hekzozit Yaprak (64)
Gallik asit Meyve (64)
Galloil glukoz Yaprak (64)
Kinik asit Yaprak (64)
Kornusiin C Yaprak (64)
Striktinin Yaprak (64)
Trigalloil glukoz Yaprak (64)
Kafeik asit Yaprak ve meyve (65)
Ferulik asit Yaprak, gévde, meyve | (66, 67)
Klorojenik asit Meyve (67)
p-Kumarik asit Meyve (67)
Siringik asit Meyve (67)
Vanilik asit Meyve (67)
Searoin Toprak iistli (67)
Usnon A Toprak {istii, yaprak (68, 69)

Izousnik asit

Cicek

(69)
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Sekil 2.1. Tablo 2.3.’te bulunan bilesiklerin kimyasal yapilar
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Sekil 2.1. Tablo 2.3.’te bulunan bilesiklerin kimyasal yapilar1 (devam)
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0 OH %
HOC OH
H /
H H 0
HO
~ o™ OH
H OH
HO
OH
p-Kumarik asit Klorojenik asit
OH (0] OH
(0] (0]
~ N
\o
HO (0] OH
Siringik asik Vanilik asit
(o) ‘ o
b o
o o
HO o
) O
OH (o]
o] b
° 5 2
o
O Q
o o
o
o
L
Searoin Usnon A [zousnik asit

Sekil 2.1. Tablo 2.3.’te bulunan bilesiklerin kimyasal yapilar1 (devam)



Flavonlar, flavonoller ve glikozitleri
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M. communis tizerine yapilan ¢aligmalar dogrultusunda elde edilmis flavonlar,

flavonoller ve glikozitlerinin isimleri, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklari

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.4. Flavonlar, flavonoller ve glikozitleri

R4
Rs
R3
R> o}
Rs
R4 Rz
OH o}

Bilesik adi R, R, Rs R4 Rs R R,
Mirsetin -H -OH -H -OH -OH -OH -OH
Mirsetin-3-O-f- -H -OH -H -OH -OH -OH  -f-galaktoz
D-galaktozit
Mirsetin-3-O-f- -H -OH -H -OH -OH -OH  -galloilgalaktoz
D-galaktozit 6"-
O-gallat
Mirsetin-3-O-f- -H -OH -H -OH -OH -OH - f-ksiloz
D-ksilozit
Mirsetin-3-0-a- -H -OH -H -OH -OH -OH  -a-ramnoz
L-ramnozit
Mirsetin 3- -H -OH -H -OH -OH -OH - g-arabinoz
arabinozit
Mirsetin galloil -H -OH -H -OH -OH -OH -galloilramnoz
ramnopiranozit
Kersetin -H -OH -H -OH -OH -H -OH
Kersetin-3-0- -H -OH -H -OH -OH -H - a-ramnoz
ramnozit
Kersetin 3-O- -H -OH -H -OH -OH -H - p-galaktoz
galaktozit
Izokersetin -H -OH -H -OH -OH -H - p-glukoz
Luteolin -H -OH -H -OH -OH -H -H
[zoramnetin -H -OH -H -OCH; -OH -H -OH
Sideroksilin -CH; -OCH; -CH; -H -OH -H -H
Tektoriksin -H -OCH3; -H -H -H -H -H
KemferoL -H -OH -H -H -OH -H -OH
Kemferol-O- -H -OH -H -H -OH -H -galloilgalaktozit

galloilgalaktozit

Elde edildigi
kisim

Meyve
Yaprak

Yaprak

Yaprak
Yaprak
Yaprak
Yaprak

Meyve
Yaprak

Meyve

Yaprak ve
meyve
Yaprak ve
meyve
Meyve
Toprak istii
Toprak {istii
Meyve
Yaprak

Kayna
klar
(70)
(62)

(62)

(62)
(62)
(64
(64

(70
(64)

(67)

(65,
67)
(65)

(67)
(68)
(68)
(67)
(64)
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Flavanlar, flavanoller ve glikozitleri

M. communis lizerine yapilan ¢aligmalar dogrultusunda elde edilmis flavanlar,
flavanoller ve glikozitlerinin isimleri, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklari

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.5. Flavanlar, flavanoller ve glikozitleri

OH
OH
HO O
Rz
ORy
OH

Bilesik ad1 R: R: Elde edildigi kisim Kaynaklar
(-)-Epigallokatesin -H -OH Meyve (71)
(-)-Epigallokatesin-3-O-gallat  -galloil -OH Yaprak, meyve (64,71)

Epikatesin 3-O-gallat -galloil -H Meyve (71)
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Flavanonlar ve glikozitleri

M. communis lizerine yapilan ¢aligmalar dogrultusunda elde edilmis flavanon
ve glikozitlerinin isimleri, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklar1 asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 2.6. Flavanonlar ve glikozitleri

OH
HO

HO

HO

Bilesik ad1 Elde edildigi Kaynak
kisim
Hesperidin Meyve (72)



Antosiyanidinler ve glikozitleri
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M. communis lzerine yapilan calismalar dogrultusunda elde edilmis

antosiyanidin glikozitlerinin isimleri ve referanslar1 asagidaki tabloda verilmistir. Bitki

igeriginde bulunan antosiyanin grubu bilesikler bitkinin yalnizca meyvesinde

bulunmaktadir.

Tablo 2.7. Antosiyanidinler ve glikozitleri

R;
OH
HO o.
o0
/ OR4
OR4
Bilesik ad1 R: R: R R4
Delfinidin-3-O-glukozit -H -OH -OH - p-glukoz
Delfinidin-3-O-arabinozit -H -OH -OH -a-arabinoz
Delfinidin 3,5-diglukozit -f-glukoz -OH -OH -f-glukoz
Delfinidin kumaroil -OH -OH -OH -p-kumaroilglukoz
glukozit
Delfinidin 3-O-rutinozit -H -CoHs -H -rutinoz
Malvidin-3-O-glukozit -H -OCH; - OCH; - f-glukoz
Malvidin-3-0O-arabinozit -H -OCH; -OCH3 - a-arabinoz
Malvidin 3-O-p- -H -OCH;  -OCH; -p-kumaroilglukoz
kumaroilglukozit
Pelargonidin-3-O-glukozit  -H -H -H - f-glukoz
Peonidin-3-0-glukozit -H -H -OCH; - p-glukoz
Petunidin-3-O-glukozit -H -OCH; -OH - p-glukoz
Petunidin-3-arabinozit -H -OH -OCH3 - a-arabinoz
Siyanidin-3-O-glukozit -H -H -OH - p-glukoz
Siyanidin-3-O-arabinozit -H -OH -H - a-arabinoz
Siyanidin-3,5-di-O- - p-glukoz  -H -OH - p-glukoz

glukozit

Kaynaklar
(65, 70)
(73)

(73)
(73)

(73)
(70)
(73)
(73)

(73)
(73)
(70)
(65)
(65)
(73)
(73)



Tablo 2.7. Antosiyanidinler ve glikozitleri (devam)

HO OH

HO

Bilesik
Oenotein B

G: Galloili temsil etmektedir.

21



22

Tablo 2.7. Antosiyanidinler ve glikozitleri(devam)

HO OH

HO

Bilesik Kaynak
Ojeniflorin D, (64)
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Tablo 2.7. Antosiyanidinler ve glikozitleri(devam)

HO OH
HO
0
HO c/
\ &
o—C
o}
HO c—0
0
OR
I/ -
G
HO G
Bilesik ad1 R Kaynaklar
Tellimagrandin I -H (64)
Tellimagrandin 11 -G (galloil) (64)

Fenilpropanoitler

M. communis Tlzerine yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilmis
fenilpropanoitlerin isimleri, bitkiden elde edildigi kisimlart ve kaynaklar1 asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 2.8. Fenilpropanoitler

R,
R4
——R,
Bilesik ad1 Ri R: R Elde edildigi kisim Kaynaklar
Estragol -OCH; -H -H Toprak tistii (74)
Ojenol -OH -OCH; -H Yaprak, cigek (66)
Metildjenol -OCH; -OCH; -H Toprak tistii (74)

Sinnamil sinnamat -H -H -sinnamat  Yaprak (75)
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Kumarinler

M. communis iizerine yapilan ¢alismalar dogrultusunda elde edilmis kumarinin

ismi, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklar1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.9. Kumarinler

OH
(0]
HO
HO (0] \
OH
HO 0 o
Bilesik adi Elde edildigi kisim Referans
Eskulin Meyve (72)

Lignanlar ve glikozitleri

M. communis lizerine yapilan ¢alismalar dogrultusunda elde edilmis lignan
glikozitinin ismi, bitkiden elde edildigi kisimlari ve kaynaklar1 asagidaki tabloda

verilmisgtir.

Tablo 2.10. Lignan glikoziti

OH
o
OH
OH
OH
0
HO 9
HO
OH
Bilesik adi Elde edildigi kisim Kaynak

Sekoizolarisiresinol-f-glukozit Yaprak (64)
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Kromonlar

M. communis lizerine yapilan ¢caligsmalar dogrultusunda elde edilmis kromonun

ismi, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklar1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.11. Kromonlar

HO e’
HO (0] (0]
OH
0
O  OH 0
HO
HO OH
Bilesik adi Elde edildigi kisim Kaynak
Undulatozit A 6'-O-gallat Yaprak (76)

Kalkonlar

M. communis iizerine yapilan calismalar dogrultusunda elde edilmis

kalkonlarm ismi, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklar1 asagidaki tabloda

verilmigtir.
Tablo 2.12. Kalkonlar
OH o} H
/
H
R,0 OR4 R3
Rs
Bilesik ad1 R1 R2 R3 R4 Elde edildigi Kaynaklar
kisim
Hesperidin metilkalkon - CHj3 -mannoz -OCHj3; -OH Meyve (72)

Pinostrobin kalkon -H -CH; -H -H Yaprak (75)
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Floroglusinoller

M. communis Tlizerine yapilan ¢aligmalar dogrultusunda elde edilmis
floroglusinollerin ismi, bitkiden elde edildigi kisimlari ve referanslari asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 2.13. Floroglusinoller

o}
HO
© HO
(0] 0}
OH
HO OR;
OH

Bilesik ad1 R: Elde Kaynaklar

edildigi

kisim
Gallomirtukommulon A Yaprak (64)
Gallomirtukommulon B Yaprak (77)
Gallomirtukommulon C Yaprak (64)

OH



Gallomirtukommulon D

Gallomirtukommulon F

HO
HO
Bilesik adi
Mirtukommunin A

Mirtukommunin B
Mirtukommunin C
Mirtukommunin D

Ri1

-OH (21 R)
-OH (21 5)
-H(21 R)
-H(2158)

Elde edildigi kisim
Yaprak
Yaprak
Yaprak
Yaprak

Yaprak

Cigcek

Kaynaklar
(76)
(76)
(76)
(76)

(77)

(69)

27
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Bilesik Elde edildigi kisim Kaynak
Mirtukommulon A Yaprak (78)

Bilesik Elde edildigi kisim Kaynak
Mirtukommulon B Yaprak (78)

Bilesik Elde edildigi kisim Kaynaklar
Mirtukommulon C Toprak iistii, ¢igek (68, 69)
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Bilesik Kaynaklar
Mirtukommulon D (79)

Bilesik Kaynak
Mirtukommulon E (79)



Bilesik Kaynak
Mirtukommulon F (79)

Bilesik Elde edildigi kisim Kaynak
Mirtukommulon J Yaprak (80)

30



Bilesik Elde edildigi kisim Kaynak
Mirtukommulon K Yaprak (80)

\\\“‘.-..

Bilesik Elde edildigi kisim Kaynak
Mirtukommulon L Yaprak (80)

Bilesik Elde edildigi kisim Kaynak
Mirtukommulon M Cigek (69)
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Bilesik Elde edildigi kisim
Mirtukommuloasetalon Cicek
O OH
Glu—20 OH
Bilesik Elde edildigi kisim

2-izobutiril-4-metilfloroglusinol 1-O-f-D-glukopiranozit ~ Yaprak

Glu: Glukopiranozili temsil etmektedir.

Bilesik Elde edildigi kisim Kaynak
6-metilizomirtukommulon B Yaprak (76)

32

Kaynak
(69)

Kaynak
(76)



Bilesik
4-metilmirtukommulon B

Elde edildigi kisim
Yaprak

Kaynak
(76)

33
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Terpenoitler

Terpenoitler asetat-mevalonat yolagindan elde edilen sekonder metabolit
gruplaridir. M. communis’in fitokimyasal icerigi incelendiginde; monoterpenler,
seskiterpenler, diterpenler, triterpenler, meroterpenler ve steroidal bilesikler terpenoit

bilesik grubunu olusturmaktadir.

Monoterpenler

M. communis Tlizerine yapilan ¢aligmalar dogrultusunda elde edilmis
monoterpenlerin isimleri, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklar1 asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 2.14. Monoterpenler

Bilesik ad1 Elde edildigi kissm | Kaynaklar
a-Tuyen Cicek, govde (66)
o-Pinen Cicek, govde (66)
S-Pinen Cicek, govde (66)
Mirsen Cicek, govde (66)
0-3-Karen Cicek, yaprak (66)
p-Simen Cicek, yaprak (66)
p-Simen-8-ol Yaprak, govde (66)
Limonen Cicek, yaprak (66)
y-Terpinen Toprak iistii (74)
a-Terpineol Toprak iistii (74)
Terpinolen Toprak iistii (74)
4-Terpineol Toprak {istii (74)
o-Terpinil asetat Toprak iistii (74)
1,8-Sineol Toprak {istii (74)
Linalool Toprak iistii (74)
Linalil asetat Toprak {istii (74)
trans-Linalool oksit Yaprak (81)
Geraniol Yaprak, govde (66)
Geranil asetat Toprak {istii (74)
Geranil 2-metilbiitirat Yaprak, govde (66)
Sabinen Govde, cicek (66)
cis-Sabinen hidrat Yaprak (81)
Trisiklen Yaprak, gévde (66)
Borneol Yaprak, govde (66)
Bornil asetat Yaprak, gévde (66)
Mirtenol Yaprak, govde (66)
Mirtenil asetat Yaprak, gévde (66)
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Nerol Yaprak, govde (66)
Neril asetat Yaprak, gévde (66)
Germakren D Yaprak, govde (66)
Spatulenol Yaprak, gévde (66)
Timol Yaprak (81)
fS-Fellandren Yaprak (81)

é & H
o-Tuyen a-Pinen S-Pinen
Y Y

Mirsen 0-3-Karen
OH
p-Simen p-Simen-8-ol Limonen

Sekil 2.2. Tablo 2.15.’te bulunan bilesiklerin kimyasal yapilar
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y-Terpinen

4

o-Terpinil asetat

=

Linalil asetat

Terpinolen

1,8-Sineol

4-Terpineol

Sek

o
I

trans-Linalol oksit

X
o]

X

Linalool

36



HO \ \

Geraniol

R

Geranil asetat

Geranil 2-metilbiitirat

&> &

Sabinen cis-Sabinen hidrat Germakren D

2 5

Trisiklen Borneol Bornil asetat
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Ty

HO
Mirtenol Mirtenil asetat
HO
HO
H \ \
Timol Nerol
YO
0

Hj\(\/\’/

Neril asetat

HO

f-Fellandren Spatulenol
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Seskiterpenler

M. communis Tlizerine yapilan ¢aligmalar dogrultusunda elde edilmis
seskiterpenlerin isimleri, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklari asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 2.15. Seskiterpenler

Bilesik ad1 Elde edildigi kistm Kaynaklar
o-Humulen Toprak iistii (74)
(E)-p-Karyofillen Toprak iistii (74)
Karyofillen oksit Toprak Ustii (74)
Hedikaryol Yaprak (75)
Humulen epoksit I1 Yaprak (81)
f-elemen Govde, yaprak (66)

H

a-Karyofillen [- Karyofillen

/I, , (0]
o,

0
Karyofillen oksit Humulen epoksit II
CH, —
CH,
/ '////
CH,
CH3 CH3
Hedikaryol f-elemen

Sekil 2.3. Tablo 2.16.’da bulunan bilesiklerin kimyasal yapilari
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Diterpenler

M. communis iizerine yapilan calismalar dogrultusunda elde edilmis diterpenin

ismi, bitkiden elde edildigi kisim ve kanyak asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.16. Diterpenler

Bilesik ad1 Elde edildigi kisim Kaynak
Totarol Yaprak (75)
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Triterpenler

M. communis Tlzerine yapilan calismalar dogrultusunda elde edilmis

triterpenlerin ismi, bitkiden elde edildigi kisim ve kaynak asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.17. Triterpenler

Bilesik ad1 Ry Elde Kaynaklar

edildigi
kisim
Arjunolik -CH,OH -OH -H -CHs -CHs; -COOH Toprak  (68)
asit isti
Asiatik asit -CH,OH -OH -CH; -CH; -H -COOH Toprak  (68)
ustu
Betulin Toprak  (68)
usti
Eritrodiol -CHs -H -H -CH; -CHs3 -CHOH  Toprak  (68)
ustu
Korosolik -CH3 -OH -CHs; -CH; -H -COOH Toprak  (68)
asit isti
Oleanolik -CH; -H -H -CH; -CH; -COOH Toprak  (68)
asit ustu
Ursolik asit -CH3 -H -CH; -CH; -H -COOH Toprak  (68)

usti
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Bilesik adi Elde edildigi kisim Kaynak
Betulin Toprak {istii (68)
Meroterpenler

M. communis tlzerine yapilan c¢alismalar dogrultusunda elde edilmis
meroterpenlerin isimleri, bitkiden elde edildigi kisimlar1 ve kaynaklar1 asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 2.18. Meroterpenler

Bilesik adi Elde edildigi kissm | Kaynaklar
Mirtukomvalon A Yaprak (82)
Mirtukomvalon B Yaprak (82)
Mirtukomvalon C Yaprak (82)
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Mirtukomvalon A

Mirtukomvalon B

Mirtukomvalon C

Sekil 2.4. Tablo 2.19.’da bulunan bilesiklerin kimyasal yapilar
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Steroidal Bilesikler

M. communis lizerine yapilan c¢alismalar dogrultusunda elde edilmis steroidal

bilesigin ismi, bitkiden elde edildigi kism1 ve kaynagi asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.19. Steroidal bilesikler

Bilesik ad1 Elde edildigi kisim Kaynak
[S-Sitosterol Toprak tistl (68)
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2.2.3 Farmakolojik Cahsmalar

M. communis’in farkli kisimlariin tizerinde yapilmis in vitro ve in vivo pek
cok farmakolojik ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar temelini 6ncelikle geleneksel
kullanimdan almakla birlikte biyokimyasal yolaklardaki etkilerinin aydinlatilmasiyla

ileri caligmalara yol gdsterici olmuslardr.
Bitki tizerinde yapilmis ¢alismalar basliklar halinde asagida gruplanmastir.

Noroprotektif etki

Aykag ve ark. (83) tarafindan yapilmis calismada Alzheimer hastaliginin
patogenezinde 6nemli rol oynayan faktdrlerin arastirilmasi ve galantamin tedavisinin
M. communis bitkisinin etkileriyle karsilastirilmasi amaciyla, asetilkolin (ACh),
beyinden tiiretilmis norotropik faktor (BDNF) ve muskarinik reseptér 1 (Mi)’in
ekspresyonu; asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi, indirgenmis glutatyon (GSH)
diizeyi, malondialdehit (MDA) ve miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi; ayrica AChE
gen ekspresyonu skopolamin ile indiiklenen sigan modelinde arastirilmistir. Calisma
sonucunda, bitkinin yapraklarmin %96’lik etanol ekstresinin skopolaminin neden
oldugu nesne tanima siiresindeki azalmay1 énemli 6lctide iyilestirdigi ve farkli beyin
bolgelerinde BDNF, M; ve asetilkolin (ACh) reseptor ekspresyon seviyelerini
artirdigi, bununla birlikte GSH aktivitesini artirarak, MDA seviyesini ve MPO
aktivitesini azaltarak AChE aktivitesinde bir artisa neden oldugu tespit edilmistir.
Sonug¢ olarak M. communis ekstresinin, Alzheimer hastaliginin 6nlenmesinde ve

tedavisinde degerli bir alternatif olabilecegi diisliniilmiistiir.

Yalman ve ark. (84) tarafindan yapilmis calismada M. communis subsp.
communis yapraklarinin %96’lik etanol ekstresinin, si¢canlarda alliminyum kloriir ve
D-galaktoz ile olusturulan Alzheimer hastalig1 iizerinde olas1 koruyucu ve tedavi edici
etkileri arastirilmistir. Farelere koruyucu tedavi olarak 90 giin stireyle oral olarak bitki
ekstresi verilmis ve diger iki gruba ise 60. glinden itibaren aliiminyum kloriir ve D-
galaktoz ile birlikte bitki ekstresi uygulanmgtir. Ogrenme ve hafiza fonksiyonlar,
davranig testleri ile degerlendirilmistir. Bitkinin biyolojik aktivitesi hipokampal
dokularda ELISA testleri ile incelenmistir. D-Galaktoz ve aliiminyum Kkloriir

uygulamasi yapilan siganlarda amiloid beta (Af) ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
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OHdQG) seviyelerinde, asetilkolinesteraz aktivitesinde artis ve neprilisin, sodyum
potasyum adenozin trifosfatazda (Na'/K" ATPaz) azalma goriilmiistiir. Diger yandan,
bitki ekstresi davranis bozukluklarina etki ederek 6grenme ve hafizay1 gelistirmistir.
Ayrica ekstre tedavisi Af ve 8-OHAG diizeylerini ve asetilkolinesteraz aktivitesini
azaltirken, neprilisin diizeylerini, Na'/K" ATPaz diizeylerini arttirmistir. Bu ¢alismaya
gore M. communis ekstresinin antikolinesteraz ve antioksidan ozellikleri sayesinde

biligsel ve noronal islevler lizerinde faydali etkileri oldugu goriilmiistiir.

Kadioglu Yaman ve ark. (85) tarafindan yapilmis calismada M. communis
subsp. communis'in yumurtaliklar1 alinmig diyabetik sicanlarda biligsel bozulma
tizerindeki olas1 etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bitki yapraklarinin %96’lik
etanol ekstresi siganlara uygulanmistir. Deneylerin basinda ve sonunda kan sekeri
Ol¢timleri yapilmistir. Hayvanlara yeni nesne tanima testi uygulanmistir. Hipokampal
dokularda; Af, neprilisin diizeyleri, AChE, kolin asetiltransferaz (ChAT) aktiviteleri,
polisialile edilmis noral hiicre adhezyon molekiilii (PSA-NCAM), ndronal nikotinik
asetilkolin reseptoriiniin a7 alt birimi (a7-nAChR) ve BDNF gen ekspresyonlari
incelenmistir. Yumurtaliklar1 alinmig ve diyabetli hayvanlarda yeni nesne tanimanin
azalmasina paralel olarak kan sekeri, AChE aktivitesi ve Af seviyelerinde artig, ChAT
aktivitesinde, a7-nAChR, PSA-NCAM ve BDNF gen ifadelerinde azalma
goriilmiistiir. Ote yandan bitki ekstresi ile tedavi edilen grupta, kan sekeri diizeylerinde
ve AChE aktivitelerinde anlamli azalma gozlenirken, yeni nesne tanima testi
performanslarinda (NORT) iyilesme ve hipokampal ChAT aktivitesinde, a7-nAChR,
PSA-NCAM ve BDNF ckspresyonlarinda artis goézlenmistir. Bu ¢alisma
dogrultusunda M. communis ekstresinin antikolinesteraz ve antihiperglisemik

ozellikleriyle biligsel ve noronal fonksiyonlari iyilestirebilecegi sonucuna ulagilmistir.

Tiimen ve ark. (86) tarafindan yapilmis ¢alismada M. communis’in yaprak ve
meyvelerinin diklorometan, aseton, etil asetat ve metanol ekstrelerinin AChE,
butirilkolinesteraz (BChE) ve tirozinaz (TYRO) aktivitelerine gore taranmustir.
Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve N,N-
dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) radikallerine kars1 radikal siipiiriicii aktiviteler,
metal selasyon kapasiteleri, demir indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) ve
fosfomolibden indirgeyici antioksidan giici (PRAP) kullanilarak test edilmistir.
Ekstreler orta derecede AChE ve TYRO inhibisyonu gostermistir. Yaprak ekstreleri
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BChE'yi inhibe etmemistir. Meyve ekstrelerinin BChE inhibitor aktivitesi sirastyla:
metanol ekstresi (%36,80+2,01) > etil asetat ekstresi (%29,59+3,38) > aseton ekstresi
(%28,84+%2,17) > diklorometan ekstresi (%21,83+3,82) seklinde bulunmustur. En
yiiksek TYRO inhibisyonu meyvelerin etil asetat ekstresinde gdzlenmistir (%40,53 +
0,47). Yaprak ekstrelerinin BChE'ye karsi etkisiz oldugu gozlenmis, meyve ekstreleri
ise inhibisyon gostermistir. Polar ekstrelerin, DPPH ve DMPD'de en yiiksek aktivite
gosteren ekstreler olduklart goriilmiis ve ayrica meyvelerin diklorometan ekstresinin
en iyl metal selasyon kapasitesine sahip oldugu FRAP testinde goézlenmistir. Bu
calisma M. communis’in in vitro noroprotektif etkilerini gosteren ilk ¢alisma niteligi

tagimaktadir.

Cevikelli-Yakut ve ark. (87) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis
yapraklarinin %96’lik etanol ekstresinin deneysel renovaskiiler hipertansif siganlarin
biligsel islevlerindeki degisiklikler ilizerindeki olas1 etkileri aragtirilmistir. Tedavinin
sonunda kan basinci kayitlar1 alindiktan sonra hayvanlara yeni nesne tanima testi ve
Morris su labirenti (MWM) testleri uygulanmistir. Bu testlerin ardindan her gruptaki
hayvanlardan bir kisminin kan beyin bariyeri biitiinliigii incelenmistir ve gruptaki
diger hayvanlarin dekapitasyon sonrasi kan orneklerinde osteopontin ve interlokin
(IL)-10 diizeyleri Olglilmiistiir. Hipokampal dokularda matriks metaloproteinaz
(MMP)-13, Na'/K'-ATPaz, AB, ve AChE aktivitesi arastirilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglart M. communis ekstresinin antihipertansif, antienflamatuvar ve
antikolinesteraz aktiviteleri yoluyla hipertansiyondaki bilissel islev bozukluklarini

tyilestirilebilecegi goriilmiistiir.

Ozbeyli ve ark. (88) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis
yapraklarinin %96’lik etanol ekstresinin yiiksek yagli diyetin (HFD) neden oldugu
oksidatif beyin hasar1 lizerindeki etkilerinin davranissal ve biyokimyasal parametreler
kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir. 24 Wistar albino sigan ii¢ gruba ayrilmistir.
Kontrol grubu (C) standart bir diyet alirken, HFD gruplar1 16 hafta boyunca HFD
almistir. HFD+Ekstre (HFDE) grubuna ise son 4 hafta boyunca ekstre verilmistir.
Calismanin sonunda yeni nesne tanima testi uygulanarak hipokampus ve kan érnekleri
toplanmistir. Hipokampal 6rneklerde AChE, Na'/K™-ATPaz aktiviteleri; MDA, 8-
OHdG ve GSH seviyeleri Ol¢iilmiistiir ve serumlarda kolesterol seviyeleri analiz

edilmistir. Bulgular, HFD grubunun yeni nesne tanima testi performansinin diistiigiindi,
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ekstre uygulamasinin bu azalmay1 6nledigini ve buna paralel olarak artan AChE ve
azalan Na*/K*-ATPaz aktivitelerinin ekstre uygulanmasiyla diizeldigini gostermistir.
HFD grubunda gozlenen MDA ve 8-OHdG diizeylerindeki artis, HFDE grubunda
azalmistir. Sonuclar bitki ekstresinin yiliksek yagli beslenmenin neden oldugu
obezitede hipokampal oksidatif stres ve biligsel bozulma iizerinde iyilestirici etkilere

sahip olduguna isaret etmistir.

Caputo ve ark. (89) tarafindan yapilmis calismada M. communis
yapraklarindan elde edilmis ugucu yagin ana bilesenlerinin kimyasal bilesiminin
belirlenmesi ve antibakteriyel, sitotoksik ve antiasetilkolinesteraz aktivitelerinin
Olclilmesi amaglanmistir. Ugucu yagin ve ana bileseninin biyofilm olusumundaki artis1
engelleme kapasitesi ve biyofilm hiicrelerinin metabolik aktivitesi MTT yontemiyle
farkl1 zamanlarda degerlendirilmistir. Ayrica, insan ndroblastoma (SH-SY5Y) hiicre
hattinda MTT yoOntemi ile potansiyel sitotoksik aktivite ve antiasetilkolinesteraz
aktivite arastirllmistir. Staphylococcus aureus harig test edilen tiim suslarda biyofilm
hiicre metabolizmasini inhibe etme kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica
ucucu yagin sitotoksik ve antiasetilkolinesteraz aktiviteleri goriilmiistiir. Sonucta
ucucu yagin, direngli tiirler olan E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes ve S.
aureus'a kars1 etkili olabilecek olasi iiriinler olarak kullanilabilecegi, diger taraftan
norolojik hastaliklarin tedavisinde olast yardimci madde olarak kullanilabilecegi

anlagilmistir.

Hussein ve ark. (90) tarafindan yapilan bir ¢alismada bitkinin yaprak ve
meyvelerinin - metanol ekstrelerinin  kolinesteraz (ChE) inhibitér potansiyeli
arastirilmis ve hesaplamali olarak incelenmistir. Bitkideki metabolitlerin emilim,
dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite Ozelliklerinin SwissADME kullanilarak
hesaplanmasi, ilag¢ benzerligi veya kursun benzerliginin admetSAR software programi
kullanilarak tahmin edilmesi, toksisite sinifi, kimyasal etkilesimlerini 6ngdrmek igin
in silico yontemler kullanilmistir. Yaprak ve meyve ekstrelerinin AChE'nin olasi
inhibitor aktiviteleri eserin (standart madde) aktivitesi ile karsilastirildiginda sirasiyla
%37,33 ve %70,00 iken, yaprak ve meyve ekstrelerinin BChE inhibitor aktiviteleri
strastyla %19,00 ve %50,67 olarak hesaplanmigtir. Orta sinif (Sinif IT) toksik maddeler
arasinda beta-kamigren daha spesifik bir AChE baglayicisiyken, semimirtukommulon

ve mirtukommulon A’nin daha spesifik BChE baglayicist oldugu goriilmiistiir. Sonug
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olarak bitkiden elde edilen metabolitlere siilfonat veya siilfamat gruplarinin eklenmesi
gibi yapisal degisiklik ve stereoselektif sentezin, bu metabolitleri Alzheimer
hastaliginin klinik 6ncesi arastirmalarinda daha uygun adaylar haline getirebilecegi

Ongoriilmiistiir.

Maggio ve ark. (91) tarafindan yapilmis ¢alismada, M. communis'in farkl
konumlardan toplanmis yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin GC-MS ile
bilesenleri ve ugucu yagin ndéroprotektif etkileri, antioksidan 6zellikleri ve AChE ve
BChE inhibitor aktivitesi analiz edilerek arastirilmistir. 5 adet ugucu yag ornekleri
arasinda, 1 ve 2 numarali ugucu yag radikal siiplirme potansiyeli gosterirken, 5
numarali ugucu yag da, AChE ve BChE i¢in sirasiyla 96,0 ve 87,9 pg/mL ICso
degerleriyle en yiiksek kolinesteraz inhibitér aktivitesini gOstermistir. 1 numaral
ucucu yag uygulandiginda da BChE inhibisyonunda anlamli sonu¢ elde edilmistir

(ICso, 77,8 ng/mL).

Rhyaf (92) tarafindan yapilmis calismada arsenik ile indiiklenmis beyin
dokusu hasar1 olusturulan si¢anlarda M. communis yapraklarinin %?20’lik etanol
ekstresinin doku hasan iizerindeki etkileri aragtirllmistir. Beyin dokusundan alinan
histopatolojik kesitler sonucunda arsenik zehirlenmesinin siganlarin beyin dokularinda
ciddi oksidatif hasara ve bozulmaya yol agtig1 ve ekstre uygulamasinin toksisiteyi

azaltabilecegi goriilmiistiir.

Begum ve ark. (93) tarafindan yapilan bir calismada M. communis’in metanol
ekstresi ve bu ekstreden partisyon ile elde kloroform, etil asetat ve n-butanol
fraksiyonlari, AChE, BChE ve lipoksijenaz inhibitér aktiviteleri agisindan
incelenmistir. Metanol ekstresi ve fraksiyonlari, AChE’ye kars1 6nemli bir enzim
inhibisyon aktivitesi (%81-91) gosterirken, BChE’ye kars1 yiiksek enzim inhibe edici
aktivite (%72,5-99) gostermistir. Metanol ekstresi ve bunun ¢esitli fraksiyonlar1 da

lipoksijenaza kars1 6nemli bir aktivite (%79-94,5) gostermistir.

Ma ve ark. (94) tarafindan yapilmis calismada kersitrinin karbon tetrakloriiriin
(CCls) neden oldugu beyin hasarina karsit etkileri degerlendirilmis ve olasi
mekanizmalar aydilatilmigtir. Farelere, 4 hafta boyunca kersitrin ile birlikte veya
kersitrin uygulamasi olmadan intraperitoneal olarak CCls uygulanmistir. Kersitrinin

reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini ve MDA igeriginin artisin1 énemli Olglide
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baskiladigi, doku plazminojen aktivatorii (t-PA) aktivitesini azalttigi, antioksidan
enzim aktivitelerini artirdigr goriilmiistiir. Ayrica kersitrinin monoamin oksidaz
(MAO), AChE ve N-metil-D-aspartat reseptorii 2B alt biriminin (NR2B) aktivitelerini
inhibe etme yetenegi ile iliskili CCls kaynakli serebral fonksiyon bozukluklarini da
Onlemistir. Western blot analizi sonucunda, kersitrinin, timor nekroz faktorii-alfa
(TNF-a) ve IL-6 gibi proenflamatuvar sitokinlerin salimin1 baskiladig1 goriilmiistiir.

Bulgular dogrultusunda kersitrinin néroprotektif ajan olabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Wang ve ark. (95) tarafindan yapilmis bir ¢calismada Alzheimer hastaliginin
tedavisinde kersitrinin etkisi ve mekanizmas1 transgenik fareler {iizerinde
arastinlmistir. Ug ay boyunca kersitrin takviyeli diyetle beslenen farelerin bilissel
yetenegi degerlendirmek i¢in davranigsal deneyler yapilmis, proenflamatuvar
sitokinlerin iiretimi degerlendirilmis ve mikroglia aktivasyonunu aydinlatmak i¢in
immiinohistokimya kullanilmistir. Alzheimer hastaligi olusturulmus farelerde
kersitrinin yeni nesneleri kesfetme sikligini artirdigi, kacis gecikmesini kisalttigi ve
platformu gecme sikligini artirdigr goriilmiistiir. Kersitrinin, mikroglia aktivasyonunu
ve proliferasyonunu inhibe ettigi, enflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin
salgilanmasin1 inhibe ettigi ve hastalik olusturulmus farelerde Af plaklarinin

birikimini azalttig1 da gozlemlenmistir.

Wagner ve ark. (96) tarafindan yapilmis calismada kersetin ve glikozit
analoglarindan ikisinin (rutin ve kersitrin) metil civa (MeHg) toksisitesine karsi
potansiyel koruyucu etkisi si¢an kortikal beyin kisimlarinda degerlendirilmistir. MeHg
(100 uM), siganlarda lipit peroksidasyonuna ve ROS olusumuna neden olmustur.
Kersitrin (10 pg/mL) ve kersetin (10 pg/mL), mitokondriyi MeHg kaynakl
degisikliklerden korumustur. Buna karsilik rutin, kortikal beyin dilimlerinde MeHg
kaynakli lipid peroksidasyonuna ve ROS iiretimine karsi onemli bir koruyucu etki

saglamamustir.

Rattanajarasroj ve ark. (97) tarafindan yapilmis ¢aligmada kersitrinin sigan
hipokampal néronlarinda Af kaynakli norotoksisite tizerindeki potansiyel koruyucu
etkileri hiicre canlilig1, oksidatif durum ve antioksidatif potansiyeller kullanilarak 174-
estradiol ile karsilastirilmistir. Noronlarin 72 saat boyunca kersitrin veya 17f-estradiol

(50-100 pM) ile Aprsas'e birlikte maruz birakilmasi, Apsss'in indiikledigi
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norotoksisiteyi ve lipid peroksidasyonunu zayiflatmig ancak Af»s3s'in indiikledigi
ROS birikimini azaltmamigtir. Bununla birlikte; yalnizca 17f-estradiol ile muamele
edilmis noronlardaki glutatyon igeriginde azalmay1 etkisiz hale getirmistir ve yalnizca
kersitrin muamelesi, GPx aktivitesindeki azalmay1 etkisiz hale getirmistir. Bulgular
dogrultusunda, kersitrin ve 17f-estradioliin, Af>s.35'in neden oldugu norotoksisiteyi

karsilastirilabilir bir sekilde hafiflettigi gozlemlenmistir.

Nakayama ve ark. (98) tarafindan yapilmis calismada nikotiflorin, rutin ve
kersitrinin; hipoksi, yliksek glutamat diizeyleri ve oksidatif stresin neden oldugu retina
ganglion hiicresi (RGC) 6liimii {izerindeki etkisi arastirilmistir. Ayrica flavonoitlerin
yapi-aktivite iligkilerini degerlendirmek i¢in farkli sayida hidroksil grubuna ve seker
zinciri ¢esitlerine sahip {i¢ tip flavonoit incelenmistir. RGC'lerinin 6liimii, 12 saat
boyunca hipoksik kosullar (%5 O, %5 COz, 37°C), ii¢ giin boyunca 25 pM glutamat
veya antioksidanlarin ortamdan 24 saat boyunca tiiketilmesiyle oksidatif stres ile
indiiklenmistir. Stres kaynakli apoptoz ve nekrozdan sonra hiicre 6liimii sinyalinin
flavonoitler tarafindan degistirilmesi immiinoreaktivite analizleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Hipoksik ve glutamat stresi altinda hem nikotiflorin hem de rutin,
RGC hayatta kalma oranini 1 nM veya daha yiiksek diizeyde 6nemli 6lgiide artirirken,
kersitrin bunu 100 nM veya daha yiiksek bir diizeyde artirmistir. Oksidatif stres altinda
nikotiflorin, rutin ve kersitrin RGC hayatta kalma oranini sirasiyla 1 nM, 0,1 nM ve
100 nM veya daha yiiksek diizeyde dnemli dl¢giide artirmistir. Nikotiflorin ve rutin, 1
nM veya daha yiiksek konsantrasyonlarda hipoksi, glutamat veya oksidatif stresin
neden oldugu RGC oliimii iizerinde noroprotektif etkiler gostermistir. Spesifik bir

seker yan zincirinin (rutin) varlig1 ndroprotektif aktiviteyi artirmistir.

Rajamanickam ve ark. (99) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Phyllanthus
niruri Linn. bitkisinden biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama yoluyla izole
edilmis kersitrin ve niruriflavon iizerinde in silico molekiiler kenetleme calismalar1 ve
in vivo AICl3 ile indiiklenmis sican modelinde biyokimyasal incelemeler yapilmistir.
Her iki bilesik de molekiiler kenetleme ¢aligmalarinda AChE ve 5-lipooksijenaz
hedeflerinde 1yi kenetleme skorlar1 gostermistir. 100 mg/kg oral aliiminyum kloriir
(AICI), sicanlarda antioksidatif enzimleri azaltmistir, lipit peroksidasyonunu ve AChE

aktivitesini artirmigtir. Niruriflavonun agiz yoluyla uygulanmasi, AICl3'iin neden
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oldugu norodavranissal degisiklikleri tersine ¢evirmistir. Niruriflavon tedavisi ayrica

antioksidan enzimleri onarmistir. AChE ve lipit peroksidasyonunu zayiflatmistir.

Kim ve ark. (100) tarafindan yapilmis bir calismada Acer okamotoanum
Nakai.’den elde edilen ii¢ flavonoit kersitrin, izokersitrin ve afzelinin, SH-SY5Y ndron
hiicrelerinde Af kaynakli norotoksisiteye karsi noroprotektif etkileri arastirilmistir.
Hiicreye Af2s-35 uygulanmasi, hiicre canliliginin azalmasina ve ¢ekirdek yogunlagmasi
ve parcalanmasinin artmasina neden olmustur. Bununla birlikte, izokersitrin tedavisi
doza bagimli olarak hiicre canliligim1 artirmistir. Cekirdek yogunlasmasini ve
pargalanma seviyelerini azaltmistir. Af»s.35 ile muamele edilen SH-SYSY hiicreleri,
Aprsss ile muamele edilmeyen hiicrelere kiyasla ROS tiretiminde artis gostermistir.
Ug flavonoitin ayr1 ayr1 uygulandigi gruplari, AfB»s3s ile muamele edilen kontrol
grubuyla karsilagtirldiginda ROS {iretimini 6nemli 0Olgiide inhibe etmistir.
Noroprotektif mekanizmalarin daha yakindan incelenmesi ig¢in, disintegrin ve
metalloproteaz 10'un (ADAM10) ve TACE nin ekspresyonu dl¢iilmiistiir. Izokersitrin,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda ADAMI10un ekspresyonunu artirmistir. Ek
olarak ii¢ flavonoitin, TACE'nin upregiilasyonu ilre amiloidojenik olmayan yolu aktive
ettigi gézlenmistir. Sonug olarak, Af»s.35 ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde
amiloidojenik olmayan yolun regiilasyonu ile A. okamotoanum'dan gelen {ic
flavonoitin, Ozellikle izokersitrinin ndrotoksisite tizerindeki noroprotektif etkileri

gosterilmistir.

Lu ve ark. (101) tarafindan, Malus pumila Mill. {izerinde yapilmis ¢alismada
yapraklarindaki polifenollerin kapsamli degerlendirilmesini saglamak amaglanmistir.
Elma yapraklarimin petrol eteri, etil asetat ve %75’lik etanol ekstrelerinin toplam
fenolik ve flavonoit icerikleri analiz edilmistir. Ayn1 zamanda ekstreler, antioksidan
aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Ug ekstre arasinda %75’lik etanol ekstresi en
ylksek fenolik (56,74 mg/g) ve flavonoit (37,56 mg/g) igerigine ve DPPH radikaline
karsi en yiiksek antioksidan aktiviteye (ECso degeri 50,96 mg/L) sahip oldugu
anlagilmistir. Yiiksek performansh sivi kromatografisi profili olusturma ve yiiksek
hizl1 kars1 akim kromatografi ayrimina gore, %75°lik etanol ekstresinin; floridzin (P,
66,1 mg/g), izokersitrin (IQ, 8,4 mg/g), kersetin 3-O-ksilozit (9,5 mg/g), kersetin 3-O-
arabinozit (10,7 mg/g) ve kersetin 3-O-ramnozit (28,5 mg/g) olmak iizere bes ana

polifenol igerdigi goriilmiistiir. Ek olarak, bes polifenoliin antioksidan aktiviteleri ve
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sican hipokampal ndéronlarinda in vitro hidrojen peroksit kaynakli oksidatif strese karsi
koruyucu etkinlikleri agisindan arastirilmistir. Bes polifenoliin, sentetik antioksidanlar
olan butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve tert-butilhidrokinon (TBHQ) ile benzer
antioksidan aktivitelere sahip oldugu ve bunlarin arasinda izokersitrinin en yiiksek
antioksidan aktiviteyi (ECso degeri 2,92 mg/L) gosterdigi tespit edilmistir. Floridzin
veya butillenmis hidroksitoluen ile izokersitrin kombinasyonu, antioksidan aktivitede
sinerjistik etki gdstermistir. Izokersitrin, 0,5-1,0 mg/L konsantrasyonlarinda anlamli
noroprotektif etki gosterirken, floridzin ve butillenmis hidroksitoluenin néroprotektif
etkisi goriilmemistir. tert-Butilhidrokinonun yiiksek konsantrasyonlarda (0,5-5,0

mg/L) norotoksik etkiye sahip oldugu anlasilmistir.

Plekratoke ve ark. (102) tarafindan yapilmis bir calismada Mesua ferrea L.
ciceklerinden kolon kromatografisi yontemiyle izole edilmis kemferol-3-O-ramnozit
ve kersetin-3-O-ramnozit bilesiklerinin antioksidan aktivite, AChE inhibisyonu, Af
agregasyonu ve noroproteksiyon da dahil olmak tizere Alzheimer hastalig1 patogenezi
ile ilgili aktiviteleri acgisindan incelenmistir. Her iki bilesik de ABTS deneyi ile
antioksidan etki, Ellman yontemiyle AChE inhibisyonu ve tioflavin T (ThT) deneyi ile
Ap agregasyonu ve hiicre tabanli deneyler ile noroprotektivite dahil olmak {izere
Alzheimer patogenezi iizerindeki etkileri agisindan degerlendirilmistir. AChE
inhibisyonu ve Af agregasyonunun mekanizmasini agiklamak icin test bilesikleri ile
AChE ve Ap arasindaki baglanma enerjileri in silico olarak incelenmistir. Kemferol-
3-O-ramnozit ve kersetin-3-O-ramnozit sirastyla 424,57+2,97 ve 308,67£9,90 uM
ICso degerleri ile ABTS radikalini siipiirme ve sirasiyla 769,23+6,23 ve 520,64+5,94
ICso degerleri ile AChE’yi inhibe etme yetenegi gostermistir. ThT deneyi, her iki
bilesigin de Af agregasyonunu sirasiyla 406,43+9,95 ve 300,69+1,18 uM ICso
degerleriyle inhibe ettigini gostermistir. Noroproteksiyon ¢alismasi, iki bilesigin de
hidrojen peroksidin neden oldugu SH-SYSY hiicre hattinda hiicre olimini
azaltabildigini ortaya ¢ikarmistir. /n silico ¢aligmada, her iki bilesigin de AChE’yi ilgili
kisimlarindan bagladig1 goriilmiistiir. Ek olarak in silico yontemlerle test edilen iki
bilesik de, onemli bolgelerle etkilesime girerek Af agregasyonunu Onlemistir.
Sonuglar kemferol-3-O-ramnozit ve kersetin-3-O-ramnozitin; antioksidan aktiviteye

sahip oldugu, AChE inhibisyonu yapti§i, Af agregasyonunu Onledigi ve
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ndroproteksiyon dahil olmak tizere Alzheimer hastalig1 patogenezinde yer alan bir¢ok

etki mekanizmasi sergiledigi goriilmiistiir.

Azib ve ark. (103) tarafindan yapilmis ¢alismada Pistacia lentiscus L. yaprak
ekstresinin erkek albino farelerde aliiminyumun neden oldugu davranissal, histolojik
ve biyokimyasal bozukluklar iizerindeki noéroprotektif etkisinin incelenmesi
amaglanmistir. i1k olarak farelere aliiminyum (100 ppm) ve bitki ekstresi (150 ve 300
ppm) iki ay boyunca giinliik olarak birlikte uygulanmistir. Ekstre, aliiminyum
uygulamasi sonucu olusan kafa daldirma ve siyah/beyaz ve yiikseltilmis art1 labirent
testlerinde kaygiy1 azaltmig, Morris su labirenti testinde hafiza performansini artirmis
ve histolojik degisiklikleri inhibe etmistir. Ekstre ve fenolik bilesikleri (mirisetin-3-O-
ramnozit, kersetin-3-O-ramnozit, gallik asit, mirisetin ve kersetin), lipit
peroksidasyonuna karsi test edilmistir. Sonuglar, ekstre ve fenolik bilesiklerinin doza
bagiml bir etkiye sahip oldugunu ve en yiiksek etkinin mirisetin-3-O-ramnozit (ICso

= 0,04 mM) ile elde edildigini géstermistir.

Franco ve ark. (104) tarafindan yapilmis ¢caligsmada tibbi bitkilerden elde edilen
tic flavonoitin (mirisetin, mirsitrin ve rutin) MeHg neden oldugu mitokondriyal
fonksiyon bozukluguna kars1 ex vivo potansiyel koruyucu etkilerini arastirilmistir. Fare
beyni mitokondrisinin MeHg ile inkiibasyonu, mitokondriyal fonksiyonda énemli bir
azalmaya neden olmustur. Azalan GSH seviyelerinin, artan ROS {iretimi ve lipid
peroksidasyonu ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir. Fare beyni mitokondrisinin mirisetin
veya mirisitrin ile birlikte inkiibasyonu, konsantrasyona bagli olarak, MeHg'nin neden
oldugu mitokondriyal fonksiyon bozuklugunda ve oksidatif streste azalmaya neden
olmustur. Rutin, MeHg toksisitesine karsi etkisiz bulunmustur. Test edilen ii¢ flavonoit
arasinda MeHg kaynakli mitokondriyal fonksiyon bozukluguna kars1 korumada en
etkili bilesik mirisetin olmustur. Ayrica mirisetin, MeHg'min neden oldugu ROS
olusumunu ve lipid peroksidasyonunu tamamen bloke etmistir. Ayni zamanda
MeHg'nin neden oldugu GSH tiikenmesini kismen dnlemistir. Mirisetinin MeHg'nin
neden oldugu mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu ve oksidatif stresi hafifletme
yetenegi, mirsitrin ve rutin ile karsilastirildiginda daha yiiksek radikal siipiirme

kapasitesi ile iligkili oldugu 6ngoriilmiistiir.
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Li ve ark. (105) tarafindan yapilmis bir ¢aligmada bir pentasiklik triterpenoit
asit olan ursolik asidin, niikleer faktor-eritroid 2- iligkili faktér 2 (Nrf2) yolu aktive
edilerek serebral iskemi olusturulmus sicanlarda noroprotektif etkisi arastirilmistir.
Iskemik beyindeki davranigsal islev bozuklugu, enfarktiis boyutu ve Nrf2 ve
enflamatuvar faktorlerin (TLR4 ve NF-kB) ekspresyonu felgten 24 saat sonra
Olciilmiistiir. Sonug olarak ursolik asit uygulanmig sicanlarin, iskemi sonrasi olusan
norolojik hasar1 iyilestirdigi ve enfarktiis boyutunu azalttigi goriilmiistiir. Ayrica,
ursolik asit farelerde lipit peroksidasyonu azaltmis, Nrf2 yolunun aktivasyonunu
tesvik etmis ve fel¢ sonrast TLR4 ve NF-«B ekspresyonunu azaltmistir. Ursolik asidin,
siganlarda olusturulmus iskemi sonrasi antioksidan ve antienflamatuvar etkilerle
farelerde beyni iskemik hasara karsi korudugu ve Nrf2 yolunun aktivasyonunun
serebral iskemide wursolik asidin noroprotektif etkilerine katkida bulundugu
goriilmiistiir. Ding ve ark. (106) tarafindan yapilmis benzer bir ¢aligmada da fareler
tizerinde travmatik beyin hasart modeli ve altta yatan mekanizma kullanilarak ursolik
asidin Nrf2 yolunun aktivasyonundaki potansiyel rollerinin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Farelerin norolojik sonuclari, travmatik beyin hasarindan 24 saat sonra
ve ayrica Nrf2, NAD(P)H-oksidorediiktaz (NQO1), heme-oksijenaz-1 (HO1),
stiperoksit  dismutaz (SOD), GPx ve MDA ekspresyonu bakimindan
degerlendirilmistir. Travmatik beyin hasar1 sonrasi ursolik asit tedavisi beyin 6demini
ve norolojik yetersizlikleri 6nemli 6l¢iide iyilestirmistir. Ek olarak ursolik asit tedavisi,
Nrf2 proteininin niikleer translokasyonunu belirgin sekilde giiglendirmistir. Ayni
zamanda ursolik asit, protein kinaz B’nin (AKT) ekspresyonunu onemli oOlciide
artirmigtir ve bu da ursolik asidin Nrf2-ARE sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla
noroprotektif bir rol oynadigini ortaya koymustur. Bu veriler dogrultusunda ursolik
asidin antioksidan enzimlerin aktivitesini artirdigi ve Nrf2 faktorii yoluyla beyin

hasarini azalttigin1 goriilmiistiir.

Zahra ve ark. (107) tarafindan yapilmis ¢aligmada ursolik asidin néroprotektif
potansiyeli, farelerde rotenon ile indiiklenmis Parkinson hastalifi modelinde
arastirllmistir.  Farelerde davranigsal parametreler, biyokimyasal parametreler,
oksidatif stres ve enflamatuvar faktorler incelenmistir. Tirozin hidroksilaz, o-
siniiklein, serin-treonin protein kinaz (Akt), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz ve

NF-kB ve TNF-a enflamatuvar parametreleri immiinohistokimya kullanilarak
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degerlendirilmistir. Tirozin hidroksilaz ve a-siniiklein ekspresyonunu kontrol etmek
icin Western blotlama da yapilmistir. Ayrica a-sintiklein, S-sintiklein, IL-14 ve IL-10
gibi Parkinson hastalig1 ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri ger¢cek zamanli-PCR
kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglara bakildiginda, ursolik asidin davranis
anormalliklerini hafifletmesi ve dopaminerjik noronlar1 oksidatif stres ve
ndroenflamasyondan korumasinin yani sira, a-siniikleinin asir1 ekspresyonunu dnemli
Olclide azalttig1 ve hayatta kalma ile iliskili kinazlarin (serin-treonin protein kinaz,

hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz) fosforilasyonunu diizenledigi goriilmiistiir.

Liu ve ark. (108) tarafindan yapilmis ¢alismada, sicanlar {izerinde lityum-
pilokarpin ile epilepsi modeli olusturulmustur ve ursolik asidin epilepsinin neden
oldugu ndbet davranisi ve bilissel bozulma iizerindeki etkisi aragtirilmistir. Ursolik
asidin genellikle epilepsi olusumuna eslik eden hipokampal néron hasarini iyilestirdigi
goriilmiistiir. Calisma kapsaminda ursolik asit uygulandiginda TNF-a ve IL-14 dahil
olmak tizere enflamasyon faktorlerinin azalmasiyla, ndroenflamasyon dikkate deger
sekilde azalmistir. Benzer sekilde, mitokondrinin oksidatif stres hasar1 belirtegleri ve
oksidatif fosforilasyon enzim komplekslerinin ekspresyon seviyeleri de ursolik asit
uygulamasi ardindan azalmistir. Bu durum ursolik asidin, yiiksek oksidatif stresin
neden oldugu hasar1 ve tekrarlayan epilepsi tarafindan indiiklenen kusurlu

mitokondriyal fonksiyonu bastirdigini diistindiirmiistiir.

Salau ve ark. (109) tarafindan yapilmis bir ¢aligmada, ursolik asidin oksidatif
hasara kars1 olas1 ndroprotektif etkisi, izole edilmis sigan beyninde arastirilmistir. 1zole
edilmis sican beyinlerinde 0,1 mM FeSOsile oksidatif hasarin indiiksiyonu yapilmistur.
Oksidatif hasar indiiksiyonu, malondialdehit ve nitrik oksit (NO) seviyelerini, o-
kimotripsin, ATPaz ve AChE aktivitelerini artirmig ve ayn1 zamanda GSH, SOD,
katalaz ve ekto-niikleozit trifosfat difosfohidrolaz (ENTPDaz) aktivitelerinde
azalmaya yol agmistir. Bu seviyeler ve aktiviteler, beyin dokularin ursolik asit ile
muamelesinin ardindan 6nemli Olgiide tersine donmiistiir. Molekiiler kenetleme
caligmalari ursolik asit, katalaz ve ATPaz arasinda gii¢lii molekiiler etkilesimleri ortaya

cikarmistir.

Rai ve ark. (110) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, farelerde 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ile indiiklenen Parkinson hastalig1 modelinde ursolik
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asidin olas1 noroprotektif etkinligi arastirilmistir. 21 giinliik tedaviden sonra farkl
davranig parametreleri ve biyokimyasal analizler yapilmistir. Substantia nigradaki
dopaminerjik noronlarin tirozin hidroksilaz (TH) immiin boyanmasinin yani sira
dopamin ve onun metabolitleri olan 3,4-dihidroksifenilasetik asit (DOPAC) ve
homovanilik asidin (HVA) HPLC olciimii de gergeklestirilmistir. Sonuglar
dogrultusunda ursolik asidin, MPTP ile indiiklenmis Parkinson hastalig1 olan farelerde
davranig bozukluklarini 1iyilestirdigi, degisen dopamin seviyesini diizelttigi ve

dopaminerjik noronlar1 korudugu kanitlanmistir.

Bang ve ark. (111) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, farelerde rotenon ile
indiiklenmis Parkinson hastaliginin patolojisinde bulunan protein agregatlariin
otofajik klirensi, hastaligin patolojisi ve karakteristik semptomlar1 {izerine ursolik
asidin etkileri arastirilmistir. Rotenon enjeksiyonunun, énemli bir dopaminerjik néron
kayb1 olusturdugu goriilmiistiir. Substantia nigra ve striatumda p62 ve ubikitin gibi
proteinlerin birikmesiyle birlikte dnemli motor eksikligi ve prodromal motor olmayan
semptomlara neden oldugunu gosterilmistir. Ursolik asidin (10 mg /kg ) enjeksiyonu,
rotenonun neden oldugu tiim patolojik degisiklikleri iyilestirmistir. Insan
noroblastoma hiicrelerinde (SH-SYS5Y), bir proteazom inhibitérii MG132 (0,25,
2,5uM) ile iki asamali tedavi, belirgin sekilde ubikuitin ve p62'nin birikimini
indiiklemisken, ursolik asit (5 uM) MGI132'nin indiikledigi etkiyi 6nemli Ol¢iide
zayiflatmigtir. Ayrica ursolik asidin (5 uM) ndron hiicrelerinde ve SH-SYSY
hiicrelerinde otofajik akisi tesvik ederek otofajik klirensi dnemli 6lgiide artirdig

gorilmiistiir.

Rai ve ark. (112) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, ursolik asidin (25 mg/kg)
farelerde MPTP ile indiklenmis Parkinson hastaligt modelindeki olas1
antienflamatuvar  aktivitesi  arastirilmisti. =~ MPTP  uygulamasindan  sonra
immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda farelerin substantia nigra pars
kompaktasinda (SNpc) iyonize kalsiyum baglayici adaptdr molekiilii 1 (Ibal), TNF-a
ve NF-kB seviyelerinin degistigi goriilmiistiir. Bu parametrelerin ekspresyon
seviyesindeki degisiklikler, oncelikle MPTP uygulanmis farelerde kontrole kiyasla
artan enflamatuvar yanitlar1 gostermistir. Bununla birlikte ursolik asit ve MPTP'nin
neden oldugu noéroenflamasyonu inhibe eden transkripsiyon faktorii NF-xB; Ibal ve

TNF-o  enflamatuvar  parametrelerini  Onemli  Olglide  azaltmisti. TH
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immiinoreaktivitesi, Parkinson olusturulmus farelerin SNpcsinde wursolik asit
uygulamasi ile onemli Olgiide artirilmistir. Ursolik asit ile noroenflamasyon ve
norodejenerasyonun yani sira biyokimyasal ve davranigsal parametrelerdeki

bozukluklarin geri dondiigii gorilmiistiir.

Mirza ve ark. (113) tarafindan yapilmis ¢calismada Alzheimer hastaliginin Af.
42 1le indiiklenen fare modelinde Rosmarinus officinalis L. ve onun aktif bilesiklerinin
(ursolik asit ve rosmarinik asit) olasi ndroprotektif etkileri donepezil ile karsilastirmali
olarak aragtirilmistir. R. officinalis'in etanol ekstresi, ursolik asit, rosmarinik asit veya
donepezil oral olarak uygulanmistir. Farelerde davranis analizi yapilmasi amaciyla
Morris su labirenti testi, yeni nesne tanima testi ve ylikseltilmis art1 labirent testleri
uygulanmistir. Uygulamalar sonrasi farelerin beyinlerinden izole edilmis hipokampal
doku, immiinohistokimya i¢in kullanilmistir. Sonuclar dogrultusunda, rosmarinik asit
ve ursolik asidin, Af1.42'nin neden oldugu kayg degisikliklerinin yani1 sira uzaysal ve

tanima hafizasindaki eksiklikleri tersine ¢evirmede koruyucu bir etki géstermistir.

Peshattiwar ve ark. (114) tarafindan yapilmis ¢alismada ursolik asidin sicanlar
tizerinde rotenon kaynakli patofizyolojik degisikliklere kars1 néroprotektif potansiyeli
degerlendirilmistir. Calisma sirasinda rotarod, a¢ik alan ve Barnes labirentinden olusan
norodavranis testleri yapilmistir. 30 giinlin sonunda antioksidan etki (GSH, SOD,
katalaz ve lipid peroksidasyonu) , enflamatuvar (TNF-a), mitokondriyal kompleks I,
mitokondriyal biyogenez (MB) parametreleri degerlendirilmis ve
immiinohistokimyasal analiz yapilmistir. Barnes labirent testinde ursolik aside bagh
olarak biligsel islevlerde anlamli bir iyilesme gozlenmistir. Biyokimyasal olarak
rotenonun tetikledigi oksidatif stres ve enflamasyon, ursolik asit ile dnemli dlgiide
azalmistir. Ayn1 zamanda ursolik asit, mitokondriyal kompleks I inhibisyonunu 6nemli

Olcilide ortadan kaldirmis ve mitokondriyal biyogenezi tesvik etmistir.

Lu ve ark. (115) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, ursolik asidin D-galaktoz
kaynakli norotoksisiteye karst koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Ursolik asidin D-
galaktoz kaynakli 6grenme ve hafiza bozulmasini davranis testleriyle belirgin sekilde
tersine ¢evirmistir. SOD, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon
rediiktaz (GR) antioksidan enzimleri 6l¢iilmiistiir. Lipid peroksidasyon iiriinii MDA

miktar1 da analiz edilmistir. Ursolik asidin D-galaktoz kaynakli ndrotoksisiteye karsi
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noroprotektif etkisinin, lipid peroksidasyonunun azalmasindan ve buna bagli olarak
antioksidan enzimlerin aktivitesindeki artistan kaynaklanabilecegi Ongoriilmiistiir.
Ayrica ursolik asidin, D-galaktoz ile tedavi edilen farelerin beynindeki biiylimeyle

iliskili protein GAP43 seviyesini 6nemli 6l¢iide artirdigr anlasilmastir.

Lu ve ark. (116) tarafindan yapilmis bir ¢calismada ursolik asidin yiiksek yagh
diyetin neden oldugu biligsel bozulma iizerindeki etkisi degerlendirilmis ve bu etkiye
aracilik eden potansiyel mekanizmalar arastirilmistir. Ursolik asit uygulamasi hem
adim testinde hem de Morris su labirenti testinde, yiiksek yagl diyet ile beslenen
C57/BL6J farelerin davranigsal performansini onemli oOlgiide iyilestirmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, endoplazmik retikulum stresi ve IxB kinaz f/NF-xB aracil
enflamatuvar sinyalinin inhibisyonu, insiilin sinyalinin ve fosfoinositid 3 kinaz
(PI3K)/Akt/rapamisin memeli hedefi yolunun restorasyonu (mTOR) ile
iligskilendirilmistir. Ayrica ursolik asit uygulamasi yiiksek yagl diyet verilen farelerin

hipokampusunda hafizayla iligkili protein ekspresyonunu da artirmistir.

Zhang ve ark. (117) tarafindan yapilmis calismada, ursolik asidin
oligodendrosit olgunlagmasi ve santral sinir sistemi miyelin onarimini {izerine etkisi
arastirilmistir. Ursolik asit etkisinin mekanizmalari, astrositlerde PPARy/CREB sinyali
yoluyla promiyelinizan norotrofik faktoriin indiiklenmesini ve PPARy aktivasyonu
yoluyla oligodendrosit olgunlasmasi sirasinda miyelinle iligkili gen ekspresyonunun
diizenlenmesi olarak bulunmustur. Veriler sonucunda ursolik asidin, hem immiin
modiilasyon hem de sinir onarimindaki kapasitesi nedeniyle, 6zellikle kronik ilerleyici

asamada multiple skleroz i¢in potansiyelinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tang ve ark. (118) tarafindan yapilmis bir calismada 5 Gy ile akut 1sinlamanin
veya 10 giin boyunca siirekli olarak 0,5 Gy ile fraksiyonel maruziyetin (toplam 5 Gy
doz) etkisi, fare modelinde degerlendirilmistir. Ursolik asidin radyokoruyucu etkisi de
(akut veya fraksiyone 1s1nlamalarin her birinden 1 saat sonra ve 30 giin boyunca stirekli
olarak uygulanan 25 mg/kg/giin dozunda) aragtirilmistir. Davranis testleri, 5 Gy'deki
akut 1smlamanin baglamsal korku kosullandirma testinde 6grenme ve hafizada
eksikliklere neden oldugunu gostermistir. Yeni nesne tanimaya yonelik hafiza da
bozulmustur. Immiinohistokimyasal ¢alisma, akut ve fraksiyone 1sinlamalarin, dentat

girusun subgraniiler bolgesindeki (SGZ) nérogenezde bozulmaya neden oldugunu,
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ancak fraksiyone maruz kalmanin yeni olusturulan ndronlarin ¢ok daha az kaybina
neden oldugunu agik¢a gdstermistir. Isinlamadan sonra 30 giin boyunca 25 mg/kg/giin
dozunda uygulanan ursolik asit, SGZ'de radyasyonun neden oldugu norojenez
azalmasini siddetlendirmesine ragmen, baglamsal 6grenme ve bellekte ve yeni nesne
tanima belleginde akut 1sinlamanin neden oldugu eksiklikleri biiyiik olgiide

tyilestirmistir.

Wang ve ark. (119) tarafindan yapilmis c¢alismada ursolik asidin
Caenorhabditis elegans transgenik patolojik modelinde Af kaynakli semptomlar
tizerindeki koruyucu etkileri aragtirilmistir. Ursolik asit, Caenorhabditis elegans'ta A
kaynakli felg ve serotonine asir1 duyarlilig1 basariyla baskilamustir. Insan Af'sin1 asir1
eksprese eden transgenik nematodlarda ursolik asit uygulamasindan sonra Ap
monomerleri, oligomerleri ve pargaciklarinin seviyeleri azalmis; ancak ursolik asit,
ekzojen transgen transkripsiyonunu ve ekspresyon seviyelerini etkilememistir. Ursolik
asit, ubikuitin-proteazom sistemini transkripsiyonel olarak gii¢clendirmis ve in vivo
proteazom aktivitesini artirmistir. Ancak proteazom inhibitdrii MG132, ursolik asidin
davranis felci iizerindeki terapotik etkisini ortadan kaldirmistir. Sonuglar, ursolik
asidin, 6zellikle Af miktarin1 azaltarak ve in vivo proteazom aktivitesini artirarak AfS
kaynakl1 proteotoksik stresi onledigini ortaya koymustur. Ayrica ursolik asidin AS’y1
eksprese eden transgenik nematodlar {izerindeki terapdtik etkisinin, proteozomun artan

aktivitesine bagli oldugu ongdriilmiistiir.

Liang ve ark. (120) tarafindan yapilmis ¢alismada ursolik asidin farelerde Af»s.
35 kaynakli norotoksisiteye karsi olasi etkileri arastirilmistir. Ursolik asidin Af»s.35'in
neden oldugu 6grenme ve hafiza eksikliklerini 6nemli 6l¢iide tersine cevirdigi
goriilmiistiir. Ursolik asidin noroprotektif etkisinin potansiyel mekanizmalarindan
birinin, hipokampusta Af»s.35 'in neden oldugu MDA birikimi ve GSH tiikenmesini
hafifletmek oldugu anlasilmistir. Ayrica ursolik asit, Afs35 uygulanmis farelerin
hipokampusunda IL-15, IL-6 ve TNF-a faktorii seviyelerinin artisin1 énemli 6lgiide

inhibe etmistir.

Machado ve ark. (121) tarafindan yapilmis bir calismada, Rosmarinus
officinalis L.’den izole edilmis ursolik asidin antidepresan benzeri etkisi, farelerde

kuyruk siispansiyon testi ve zorla ylizme testi yontemleriyle arastirilmistir. Ursolik
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asit, fluoksetin, imipramin ve bupropion benzer sekilde kuyruk siispansiyon testinde
ve zorla yliriime testinde hareketsizlik siiresini azaltmistir. Ursolik asidin kuyruk
stispansiyon testindeki etkisi, farelerin SCH23390 ve siilpirid ile 5n muamelesi sonucu
onlenmistir. Ursolik asidin subetkili dozunun; SKF38393, apomorfin veya
bupropionun subetkili dozlar1 ile kombinasyonlari, her bir ilacin tek bagsina
uygulanmasina kiyasla kuyruk siispansiyon testinde hareketsizlik siiresini kisaltmistir.
Ursolik asit ve dopaminerjik ajanlar tek basina veya kombinasyon halinde lokomotor
ve kesif faaliyetlerinde 6nemli degisikliklere neden olmamistir. Bu sonuglar, ursolik
asidin kuyruk silispansiyon testinde antidepresan benzeri etkisinin muhtemelen

dopamin D; ve D; reseptdrlerinin aktivasyonu yoluyla oldugunu gostermektedir.

Yoon ve ark. (122) tarafindan yapilmis calismada, PC12 hiicrelerinde Af»s-35'in
neden oldugu toksisiteye karsi Cornus officinalis Sieb. et Zucc.’ten izole edilmis p-
kumarik asit ve ursolik asidin olas1 noroprotektif etkileri ve molekiiler mekanizmalari
arastirilmistir. p-Kumarik asit ve ursolik asit, Afrs3s ile hasar gormiis PC12
hiicrelerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2)
ekspresyonunu onemli Ol¢iide inhibe etmistir. NF-kB p65 alt iinitesinin niikleer
translokasyonunun blokaji1 ve IkB-a'nin fosforilasyonu, p-kumarik asit ve ursolik asit
uygulamasindan sonra da gézlenmistir. Her iki bilesik de NF-«xB aktivitesini, farkli

upstream yolaklari ile kapsamli bir sekilde inhibe etmistir.

Wang ve ark. (123) tarafindan yapilmis ¢alismada, ursolik asidin farelerde
lipopolisakkarit kaynakli bilissel eksikliklere karsi olast koruyucu etkisi
degerlendirilmistir. Ursolik asidin acik alanda lipopolisakkarit ile muamele edilen
farelerde biligsel eksiklikleri onemli 6lgiide iyilestirdigi, pasif kagcinma ve Morris su
labirenti testlerinde adim adim ilerledigi goriilmiistiir. Lipopolisakkarit ile muamele
edilen fare beyninde COX-2, iNOS, TNF-a, IL-18, IL-2 ve IL-6 dahil proenflamatuvar
belirteclerin  iiretiminin azalmasi, ursolik asidin etki mekanizmas:1 olarak
belirlenmistir. Ursolik asit, mekanik olarak fare beyninde lipopolisakkarit kaynakli
IxBa fosforilasyonu ve bozulmasini, NF-kB p65 niikleer translokasyonunu ve p38
aktivasyonunu belirgin sekilde inhibe etmistir, ancak Toll benzeri reseptor 4 (TLR4),
ERK, JNK ve Aktnin aktivasyonunu etkilememistir. Elde edilmis veriler
dogrultusunda wursolik asidin, p38/NF-kB sinyal yollarin1 bloke ederek
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proenflamatuvar faktorlerin {iretimini kismen inhibe ettigi ve enflamasyon ile

baglantili ndrolojik problemleri hafifletebilecegi diisiiniilmiistiir.

Nguyen ve ark. (124) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Ocimum sanctum
Linn."in demans karsit1 etkilerinden sorumlu olan biyoaktif bilesenlerin agiklanmasi
amaglanmistir. Demansin bir hayvan modeli olan koku alma ampulektomili fareler
kullanilarak etanol ekstresi (OS), etanol ekstresinden olusturulmus #n-hekzan (OS-H),
etil asetat (OS-E) ve n-butanol fraksiyonlariin (OS-B), farelerin biligsel eksiklikleri
tizerindeki etkileri, degistirilmis Y-labirent testi ile aydinlatilmistir. Etanol ekstresinin
en aktif fraksiyonunun ana bilesenlerinin etkileri de referans ilag donepezil
kullanilarak aydinlatilmistir. Etanol ekstresi ve etil asetat alt fraksiyonu uygulanmasi,
koku alma ampulektomili farelerde demansin neden oldugu bilissel eksiklikleri
tyilestirmistir. n-Hekzan ve n-butanol alt ekstrelerinde etki goriilmemistir. Etil asetat
alt ekstresinden izole edilmis, ursolik asit ve oleanolik asit koku alma ampulektomili
farelerde demansin neden oldugu biligsel eksikliklere karsi test edilmistir. Ursolik asit
(6 ve 12 mg/kg) ve oleanolik asit (24 mg/kg), bu farelerde bilissel eksiklikleri
hafifletmistir. Ursolik, AChE ex vivo aktivitesini, donepezil ile benzer etkinlikle inhibe
etmistir. Ursolik asit, AChE’in in vitro aktivitesini de inhibe etmistir (ICs50=106,5 uM).
Etanolik ekstre, etil asetat alt fraksiyonu ve diger izole bilesiklerin in vitro AChE
tizerideki etkileri ihmal edilebilir diizeyde bulunmustur. Sonuclara gore ursolik ve
oleanolik asidin, etanol ekstresinin antidemans etkisinden sorumlu oldugu, ayni
zamanda ursolik asidin, izomeri olan oleanolik asitten daha gii¢lii bir antidemans

etkiye sahip oldugu anlasilmistir.

Yamamoto ve ark. (125) tarafindan yapilmis bir c¢alismada ursolik asidin
farelerde multiple kuprizon ile indiiklenmis demiyelinizasyon {izerindeki etkileri
arastirilmistir. Motor dengesi ve koordinasyonun 6l¢iilmesi amaciyla farelere yonelik
hizlanan bir rotarod kosu bandi kullanilmistir. izole beyin dokular1 ELISA ve western
blot yontemleriyle analiz edilmistir. Ursolik asidin oral olarak uygulanmasi,
demiyelinize lezyonlarda IGF-1 seviyelerinin artirilmasi yoluyla kuprizonun neden
oldugu demiyelinizasyonu ve motor fonksiyon bozuklugunu etkili bir sekilde

baskilamistir.
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Li ve ark. (126) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, Pyrola incarnata (DC.)
Freyn’in farelerde Af kaynakli hafiza bozukluguna karsi noroprotektif etkileri
arastirilmistir. P. incarnata'nin etanol ekstresi olusturulmus ve bu ekstreden ursolik asit
elde edilmistir. Farelere intraserebroventrikiiler olarak Af»s.3s enjekte edilmis ve
patoloji olusturulmustur. Etanol ekstresi ve wursolik asidin bilis siireclerini
degerlendirmek i¢in farelere acik alan testi, Barnes labirent testi ve Morris su labirenti
testi yapilmistir. Etanol ekstresi, 6grenme ve hafiza eksikliklerini énemli 6l¢iide
tyilestirmistir. Ayn1 zamanda etanol ekstresinin immiinohistokimyasal incelemelerde
Aprs3s birikimini azalttigi goriilmiistir. Diger yanda ursolik asidin, mikroglia
hiicrelerini aktive ederek ve hipokampustaki Ibal seviyesini artirarak diizenlemis ve
bu seklide uzamsal hafiza performansini iyilestirmistir. Bunlara ek olarak ursolik asit

Aprs.35 birikimini azaltmistir.

Chen ve ark. (127) tarafindan yapilmis calismada asiatik asidin Parkinson
hastaliginda potansiyel antienflamatuvar mekanizmalarmin anlasilmasi amaciyla in
vitro yontemlere tabi olan lipopolisakkarit ile indiiklenen BV2 mikroglia hiicreleri ve
1-metil-4-fenil-piridin (MPP") ile indiiklenen SH-SY5Y hiicreleri iizerinde
aragtirmalar yapilmistir. Asiatik asidin dopaminerjik noronlar iizerindeki etkisinin
incelenmesi i¢in SH-SY5Y hiicreleri ve asiatik asidin néroprotektif etkilerine yonelik
potansiyel mekanizmalar1 arastirmak icin BV2 mikroglia hiicrelerinde NLRP3
enflamazomu aktive edilmistir. Asiatik asidin mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin
hiicre i¢i iiretimini azalttig1, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu diizenlemek i¢in
mitokondriyal membran potansiyelini degistirdigi ve mikroglia hiicrelerinde NLRP3
enflamazomunu baskiladig1 goriilmiistiir. Ayrica asiatik asit uygulamasi yapilan SH-
SY5Y hiicre canlihigini ve MPP™nin neden oldugu mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunu dogrudan iyilestirmistir. Sonuglar dogrultusunda asiatik asidin
dopaminerjik noronlar1 dogrudan korumanin yani sira mikroglia hiicrelerinde NLRP3
enflamazom aktivasyonunu baskilayarak dopaminerjik ndronlar1 néroenflamasyondan

korudugu tespit edilmistir.

Nataraj ve ark. (128) tarafindan yapilmis ¢alismada asiatik asidin SH-SYS5Y
hiicre hattinda rotenon (mitokondriyal kompleks I inhibitorii) ile indiiklenmis
Parkinson modeli iizerinde olas1 etkileri aragtirilmistir. Rotenon uygulanan SH-SYS5Y

hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde artig, mitokondriyal fonksiyon
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bozuklugu ve apoptoz gdzlenmistir. Asiatik asidin 6n tedavi ile hiicrelere uygulanmasi
bu parametrelerde iyilesmeyi saglamistir. Asiatik asidin gozlenen etkisi antioksidan,

mitoprotektif ve antiapoptotik 6zelliklerine atfedilmistir.

Zhang ve ark. (129) tarafindan yapilmis calismada Centella asiatica (L.)
Urb.’dan elde edilmis bir triterpenoit olan asiatik asidin, si¢an kortikal néronlarinda
Cs-seramidlerin neden oldugu hiicre liimiine kars1 potansiyel néroprotektif etkileri
arastirilmistir. Asiatik asit (0,01-1,0 pmol/L), noronlarda konsantrasyona bagli bir
sekilde C;-seramid kaynakl1 hiicre 6liimiinii azaltmistir. Ayrica asiatik asit, Co-seramid
tedavisinin ardindan ROS iiretimini azaltmistir. Asiatik asit, Cs-seramidin
proapoptotik etkilerini kismen ortadan kaldirmistir. Sonucglara bakildiginda asiatik
asidin ndronlar1, mitokondriye bagli apoptozu antagonize ederek Cr-seramid kaynakli

hiicre 6liimiinden korudugu goriilmiistiir.

Xu ve ark. (130) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Centella asiatica (L.)
Urb.’dan elde edilmis asiatik asidin in vitro ve in vivo olas1 néroprotektif etkileri ve bu
etkilerin altinda yatan mekanizmalar belirlenmistir. /n vitro ¢calismalar insan SH-SYS5Y
hiicre hattinda yapilmistir. Hiicre canliliginin analizi icin MTT yontemi kullanilmistr.
Apoptozu incelemek i¢cin Hoechst 33342 boyama ve akim sitometrisi kullanilmistir.
Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), floresan
boya kullanilarak ol¢lilmiistiir. /n vivo ¢alismalar igin farelere, monosodyum glutamat
(2,5 mg/g) verilmis ve asiatik asit 30 giin boyunca oral olarak uygulanmistir. Farelerin
o0grenme hafizas1 Morris su labirenti testi ile degerlendirilmistir. Asiatik asit
uygulamasi sonrasinda SH-SYS5Y hiicrelerinde konsantrasyona bagli bir sekilde
monosodyum glutamat tarafindan indiiklenen toksisiteyi hafifletmistir. Asiatik asit (10
nmol/L), apoptotik hiicre 6limiinii ve ROS’u azaltmistir, mitokondriyal membran
potansiyelini (MMP) stabilize etmistir, Morris su labirenti testindeki biligsel

eksiklikleri onemli 6l¢ilide azaltmistir.

Ding ve ark. (131) tarafindan yapilmis ¢alismada 0,5-2 mg asiatik asit/100 g
diyetinin Drosophila'nin tirmanma yetenegini énemli Gl¢giide iyilestirdigi ve yasam
siiresini uzattig1 gozlenmistir. Asiatik asit, SH-SYSY hiicre hattinda rotenon ile
olusturulmus modelde mitokondriyi oksidatif strese ve apoptoza karsi korumustur.

Asiatik asit, izole edilmis mitokondri modelinde, a-siniiklein tarafindan indiiklenen
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mitokondriyal membran potansiyelindeki diisiisii hafifletmistir. Ayn1 zamanda asiatik
asit o-siniikleinin mitokondriye translokasyonunu bloke ederek mitokondriyi
korumustur. Bu sonuglar dogrultusunda Parkinson hastaliginin tedavisinde asiatik

asidin iyi bir aday olabilecegi anlagilmistur.

Xiong ve ark. (132) tarafindan yapilmis bir ¢calismada asiatik asidin SH-SYS5Y
hiicre hattinda rotenon veya H»O, kaynakli hiicresel hasara ve mitokondriyal
fonksiyon bozukluguna karst koruyucu etkileri arastirilmistir. Asiatik asidin
noroprotektif etkisinin olasi mekanizmalarinin anlasilabilmesi i¢in hiicresel hasarin
ardindan mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) ve voltaja bagli anyon kanalinin
(VDAC) ifadesi, asiatik asit o6n tedavisi ile veya olmadan tespit edilmistir. Sonuglar
dogrultusunda, asiatik asidin (0,01-100 nM) 6n tedavisinin, hiicreleri rotenon veya
H>0O2'min neden oldugu toksisiteye karst korudugu goézlenmistir. Rotenona maruz
kalmanin ardindan MMP kayb1 meydana gelmistir. Asiatik asidin Onceden
uygulanmasi, VDAC mRNA'in yiikselmesini inhibe etmistir. Ayn1 zamanda rotenon
(100 nM) veya H»O; (300 uM) tarafindan indiiklenen protein seviyelerini inhibe
etmistir. Bu sonuclar asiatik asidin noronal hiicreleri mitokondriyal hasara karsi
koruyabilecegini gostermistir. Ayni zamanda asiatik asidin Parkinson hastaliginin

Oonlenmesinde ve tedavisinde kullanilabilecek bir ajan olabilecegi dngdriilmiistiir.

Loganathan ve ark. (133) tarafindan yapilmis bir caligmada asiatik asidin
sicanlarda kinolinik asidin neden oldugu bilissel bozulmayi1 ve oksidatif stresi
onlemedeki olasi etkileri arastirilmistir. Siganlarina 28 giin boyunca oral olarak asiatik
asit (30 mg/kg/giin) uygulanmistir. Kinolinik asit toksisitesinin indiiklendigi
hayvanlara 15. giinden 28. giline kadar 14 giin boyunca kinolinik asit (1,5
mmol/kg/giin) verilmistir. Asiatik asit uygulamasi, yeni nesne konum testi kullanilarak
belirlenmistir ve kinolinik asit kaynakli toksisitesi sonucunda olusan uzaysal hafiza
kaybin1 Onlemistir. Ayrica asiatik asit uygulamasi, kinolinik asidin neden oldugu
beyindeki oksidatif stresin artmasi, antioksidan durumun azalmasi ve mitokondriyal

oksidatif fosforilasyon fonksiyon bozuklugu gibi etkileri azaltmistir.

Suryavanshi ve ark. (134) tarafindan yapilmis bir ¢aligmada asiatik asidin
aliminyumun neden oldugu noérotoksisiteye karsi olast ndroprotektif etkisi

arastirilmistir. Siganlara, 8 hafta aliminyum kloriir ¢ozeltisi (AICl3; 100 mg/kg viicut
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agirhigr) veya AlCls ile kombinasyon halinde asiatik asit (75 mg/kg viicut agirlig1) oral
olarak uygulanmigtir. AlCl; uygulamasinin hafizada bozulmaya neden oldugu,
anksiyete benzeri davranis olusturdugu, sican beyninin korteks ve hipokampus
bolgelerinde AChE aktivitesini, MDA seviyesini artirdigi ve buna eslik eden SOD ve
CAT aktivitelerinde azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Bunlara ek olarak AICl;
uygulanmasi her iki bolgede de noron kaybini ve reaktif astrogliozu artirmistir. Asiatik
asidin AlCl; ile birlikte uygulanmasi davranig degisikliklerini azaltmistir. SOD ve CAT
aktivitelerini geri kazandirmis, AChE aktivitesini ve MDA seviyesini azaltmistir.
Sican beynindeki néron kaybini ve reaktif astrogliozu da azaltmistir. Sonug olarak

asiatik asit, AICl; norotoksisitesine karsi koruyucu etki gdstermistir.

Islamie ve ark. (135) tarafindan yapilmis bir c¢alismada asiatik asidin
biyoyararlanimini artirmak i¢in burun boslugundaki emilimini artirma stratejisi olarak
kat1 lipit nanopartikiillere yliklenmistir. Af1-42 oligomerinin fare beynine dogrudan
enjeksiyonu ile bellek bozuklugu olusturulmustur. Olas1 néroprotektif etki ve etkinin
altinda yatan mekanizmalar, hafiza davranisi incelemeleri ve molekiiler teknikler
kullanilarak arastirtlmistir. Nanopartikiil olusturulmus asiatik asit intranazal
uygulanmasi, Morris su labirentinde ve yeni nesne tanima testlerinde Af1-42'nin neden
oldugu 6grenme ve hafiza bozulmasini azaltmistir. Asiatik asit, pTau-S396 ve pTau-
T231'in tau hiperfosforilasyonunu énemli 6l¢iide inhibe etmistir. Ek olarak asiatik asit,
Apr142 ile bellek bozuklugu olusturulmus farelerin hipokampusunda astrosit
reaktivitesini ve mikroglial aktivasyonu 6nlemistir. Ayrica fare beynindeki ytiksek IL-

15, TNF-a ve MDA seviyelerini de azaltmistir.

Zhao ve ark. (136) tarafindan yapilmis calismada asiatik asidin farelerde MPTP
kaynakli Parkinson hastaligt benzeri motor semptomlar lizerindeki etkileri ve
noroprotektif etkisinin mekanizmasi aragtirilmistir. Farelere davranis testleri
yapilmistir. Substantia nigrada TH pozitif hiicreler immiinohistokimya ile tespit
edilmigtir. iINOS, COX mRNA ekspresyonlari, TNF-a, IL-18 ve MDA igerigi
Ol¢iilmiistiir. Serumdaki IL-15 ve TNF-a seviyeleri ELISA kitleri kullanilarak tespit
edilmistir. Asiatik asit ile tedavi edilen fareler davranis testlerinde daha iyi sonuglar
gostermistir. Ayn1 zamanda asiatik asidin, TH ekspresyonunu arttirarak regiile etmesi
ve TH pozitif hiicre sayisini arttirmasi nedeniyle substantia nigradaki dopaminerjik

ndronlart korumustur. Asiatik asit ile tedavi edilen farelerin orta beyindeki IL-15,
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TNF-a, iNOS ve COX-2 mRNA ifadeleri belirgin sekilde bastirilmistir. Ayrica
serumda IL-15 ve TNF-a seviyelerinde azalmalar gézlenmistir. Asiatik asidin farelerde
motor fonksiyon bozuklugunu ve dopaminerjik noronal eksiklikleri hafiflettigi
anlasilmistir. Noroprotektif etki mekanizmalari, antioksidatif ve antienflamatuvar

aktivitelerine atfedilebilmistir.

Upaganlawar (137) tarafindan yapilmis calismada siganlarda streptozosinle
indiiklenmis diyabetik néropati modeli iizerinde korosolik asidin olasi noroprotektif
ve antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Agri, diyabetik sicanlarda mekanotaktil
allodini, mekanik hiperaljezi ve soguk allodini ile degerlendirilmistir. Tedavi
periyodunun sonunda siyatik sinirdeki plazma glikoz diizeyi, endojen antioksidanlar
(lipit peroksidasyonu, GSH, SOD ve CAT) gibi biyokimyasal degisiklikler
degerlendirilmistir. Ayrica korosolik asit, néropatik hayvanlarda agrida doza bagimh
bir azalma gostermistir. Endojen antioksidan enzimler, Na'/K" ATPaz ve nitrik oksit
diizeyi onemli Ol¢lide Onlenmistir. Sonug¢ olarak diyabetik noropati olusturulmus
siganlarda korosolik asidin antidiyabetik, antioksidan ve noroprotektif etkileri oldugu

anlagilmistir.

Yuan ve ark. (138) tarafindan yapilmis ¢calismada, Potentilla parvifolia Fisch.
ex Lehm.'in etanol ekstresinin etil asetat alt fraksiyonundan oleanolik asit, betulinik
asit, pomolik asit, platanik asit, dskafik asit ve korosolik asit olmak iizere alt1 adet
triterpen bilesik izole edilmistir. SH-SYSY hiicrelerinde okadaik asit ile indiiklenmis
Alzheimer hastalifi modelinde triterpenlerin néroprotektif etkileri arastirilmistir.
Western blot ve morfoloji analizinden elde edilen sonuglara gore pomolik asit, platanik
asit, Oskafik asit ve korosolik asidin daha iyi ndroprotektif etkilere sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, bu bilesiklerin potansiyel noroprotektif mekanizmasinin
arastirtlmasi i¢in SH-SYSY hiicrelerinde mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin
seviyesi ve bu bilesiklerin mitokondriyal membran potansiyeli, akim sitometri
teknolojisi ile test edilmistir. Bunun sonucunda Oskafik asit ve korosolik asit
mekanizmasinin hiicreyi mitokondriyal oksidatif stresten kaynaklanan hasardan

korumak olabilecegi ongoriilmiistiir.

Venkateswarulu ve ark. (139) tarafindan yapilmis ¢alismada korosolik asit ve

tau proteinin molekiiler kenetlenmesi in silico Pyrx-V.0.8 yazilimi kullanilarak
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incelenmistir. Absorpsiyon, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite Ozellikleri
belirlenmistir ve bagli kompleksin molekiiler dinamigi arastirilmistir. Kenetlenme
skoru ve etkilesimlerine bakildiginda, korosolik asidin Alzheimer hastaligini 6nlemek

i¢in tau proteine baglanabilecegi diistiniilmiistiir.

Analjezik etki

Hosseinzadeh ve ark. (140) tarafindan yapilan bir ¢aligmada bitkinin toprak
istii kistmlarinin dekoksiyonu ve etanol ekstresi hazirlanmistir. Fareler iizerinde
antinosiseptif aktivitelerine bakilmistir. Sicak plaka ve kivranma testleriyle ekstrelerin
aktivitesi tayin edilmistir. Su ve etanol ekstreleri sicak plaka testinde antinosiseptif
aktivite gostermistir. Ekstreler, asetik asit kaynakli kivranmaya karst antinosiseptif
aktivite sergilemistir. Bitkinin toprak dstii kisimlarinin su ve etanol ekstreleri
antinosiseptif etkiler gostermistir ve bunlara opioid reseptorlerin aracilik ediyor

olabilecegi diislintilmiistiir.

Mubarak ve ark. (141) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis
yapraklarinin ucucu yag1, analjezik ve gastrointestinal (GIS) hareketlilikler agisindan
test edilmistir. Analjezik etki, farelerde asetik asit kaynakli kivranma testi kullanilarak
degerlendirilmis ve GIS motilitesi iizerindeki etki ise bagirsakta isaretleyici olarak
aktif komiir kullanilarak test edilmistir. Ugucu yaglar, standart ile karsilastirildiginda
doza bagimli analjezik etki géstermis, 100 ve 150 mg/kg'da kivranmay1 6nemli 6l¢iide
(p<0.05) inhibe ederken, 50 mg/kg'lik dozda analjezik etki anlamli bulunmamistir. GIS
motilitesi durumunda yaglar diisiik dozda (50 mg/kg) iyi miishil etkisi gosterirken,
dozun artirilmasiyla motilitede anlamli bir degisiklik olmamastir. Yaglarin kabizlik i¢in
diisiik dozda, analjezik etki i¢in ise yiiksek dozda kullanilmasi gerektigi sonucuna

varilmigtir.

Mirzaee ve ark. (142) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis kreminin
yara iyilesmesi ve epizyotomi agri siddeti iizerine etkisi arastirilmistir. Calisma
Temmuz-Kasim 2018 tarihleri arasinda Zabol Amiralmomenin Ali Hastanesi'nde 100
hamile kadin tizerinde gerceklestirilmistir. Katilimcilara rastgele krem veya plasebo
verilmis ve kremler on giin boyunca giinde iki kez kullanilmistir. Daha sonra
dogumdan sonraki ilk iki saatte, besinci ve onuncu gilinde agr1 siddeti ve iyilesme orani

incelenmistir. Dogum sonrasi ilk 2 saatteki demografik ve obstetrik degiskenler ile agr1
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siddeti acisindan iki grup arasinda anlamli fark bulunmamustir. (p>0,05). M. communis
krem ve plasebo krem gruplarinda dogumdan sonraki besinci (p=0,009) ve onuncu giin
(»=0,012) agn siddeti arasindaki ortalama fark anlamli olup, M. communis krem
grubunda agr1 siddetinin daha az oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismanin sonucunda M.
communis Kkreminin yara iyilestirici 6zelliginden dolayr epizyotomi yarasinin

iyilesmesini hizlandirdig1 ve agr1 siddetini azalttig1 goriilmiistiir.

Panahi ve ark. (143) tarafindan yapilmis bir ¢calismada M. communis’ten elde
edilen ugucu yag ile hazirlanan losyonun, hemoroid belirtilerinin hafifletilmesindeki
klinik etkinliginin degerlendirilmesi ve etkinin antihemoroid merhemlerin
(hidrokortizon, lidokain, aliiminyum subasetat, c¢inko oksit iceren) -etkileriyle
karsilastirilmas1 amacglanmistir. M. communis losyonu, {iriiniin her mL'sinde 30 mg
1,8-sineol igerecek sekilde standardize edilmistir. Calisma sonunda hastalarda kanama,
stirekli agr1, defekasyon sirasinda agri, anal kasint1 ve tahris semptomlari her iki grupta
da onemli oranda azalmistir. Bunun sonucunda bitkinin ugucu yaginin hemoroid

tedavisinde kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Antioksidatif etki

Gardeli ve ark. (144) tarafindan yapilan ¢calismada, M. communis L. ve Pistacia
lentiscus L. bitkilerinin Subat, Mayis ve Agustos aylarinda toprak iistii kisimlar
toplanmistir. %30’luk metanol ekstreleri ve su buhart distilasyonu ile ugucu yaglari
elde edilmistir. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri ve FRAP, DPPH yontemleri ile
antioksidan aktiviteleri dl¢iilmiistiir. M. communis i¢in en gii¢lii antioksidan aktivite

ve en yiiksek fenolik igerik ¢igeklenme doneminde (Agustos) elde edilmistir.

Tuberoso ve ark. (145) tarafindan yapilmis bir calismada Akdeniz bolgesindeki
ti¢ tipik gida iirlinlinlin antioksidan ve vazodilator 6zelliklerinin degerlendirilmesi ve
bu aktivitelerin fenolik icerikleriyle iliskilendirilmesi igin farkli analizlerin yapilmasi
amaclanmistir. Bu nedenle Cannonau kirmiz1 saraplari, M. communis meyvelerinin
soguk maserasyonuyla elde edilen likorler ve Arbutus unedo L. ¢igeklerinden elde
edilen ac1 ballarin toplam fenolik igerikleri; DPPH, ABTS ve FRAP yontemleri ile
antioksidan aktiviteleri analiz edilmistir. In vitro vazodilator etkinin analizi
norepinefrin ile kasilmig sigan aortu iizerinde incelenmistir. Cannonau saraplari ve M.

communis likorleri; FRAP, ABTS ve DPPH analizlerinin sonuglariyla dogrusal olarak
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yiiksek seviyelerde toplam fenolik igerik (sirasiyla 1978 £279 ve 1741 £+ 150 mg gallik
asit esdegeri/L) gostermistir. Maksimum vazodilator aktiviteleri sirastyla %61,7 + 4,1

ve %53,0 £ 3,0 olarak bulunmustur.

Tuberoso ve ark. (70) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis’in
meyvelerinin su, etanol ve etil asetat ile hazirlanmis ekstrelerinin antioksidan
ozelliklerini degerlendirmek amaciyla DPPH ve FRAP testleri yapilmistir. Biyolojik
molekiilleri koruma yetenekleri, kolesterol ve LDL oksidasyon analizleri kullanilarak
degerlendirilmistir. En yliksek antiradikal ve antioksidan aktiviteler etanol ve etil
asetat ekstrelerinde bulunmustur. Ayn1 zamanda en yiiksek fenolik bilesik igerigi bu
ekstrelerde goriilmiistiir. Etil asetat ekstresi, LDL oksidasyonu analizlerinde en yliksek
koruyucu etkinligi gostermis, ¢oklu doymamais yag asitleri ve kolesteroliin azalmasini

ve bunlarin oksidatif lirlinlerinin artigini inhibe etmistir.

Ines ve ark. (146) tarafindan yapilan bir calismada M. communis'in
yapraklarindan saflagtirilan  3,5-O-digalloilkinik asidin (DGQA) antioksidan,
antiproliferatif ve antigenotoksik ozellikleri arastirilmigtir. Antioksidan aktivite i¢in
bilesigin K562 hiicre hattinda H>O; tarafindan lipit peroksidasyonu indiiklenmistir ve
DGQA’nin bu peroksidasyonu engelleme orami analiz edilmisti. DGQA, H>O»
kaynakl1 genotoksisiteyi dnleyici bir etki sergilemistir. DGQA'nin hiicreleri oksidatif

strese karsi koruyabildigi sonucuna varilmaistir.

Gortzi ve ark. (147) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, 160 ppm'ye kadar olan
konsantrasyonlarda sonuglar M. communis yapraginin metanol ekstresinin o-
tokoferolden daha giiglii antioksidan aktivitesi oldugu goriilmiistiir (»<0.05). Ayrica,
lipozom formunda enkapsiilasyon sonrasindaki antioksidan aktivitenin, saf formundan

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Benchikh ve ark. (148) tarafindan yapilmis c¢alismada M. communis
yapraklarindan elde edilmis metanol, kloroform, etil asetat ve sulu ekstrelerinin toplam
polifenol, flavonoit ve tanen igerikleri degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda ekstrelerin
ABTS radikal katyon dekolorizasyon, DPPH radikal siipiiriicii aktivite, OHe radikal
stipiirticii aktivite, H>O» siiptiriicli aktivite, demir iyonu selatlama aktivitesi, f-karoten
agartma aktivitesi yOntemleri, demir tiyosiyanat ve tiyobarbitiirik asit metotlar

kullanilarak antioksidan aktiviteleri analiz edilmistir. Metanol ekstresinin en yiiksek
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toplam fenolik igerige (149,25+3,11 mg gallik asit esdegeri/g ekstre) sahip oldugu,
sulu ekstrenin ise en yiiksek tanen igerigine (83,35+0,36 mg tannik asit esdegeri/g
ekstre) sahip oldugu goriilmiistiir. En yiiksek toplam flavonoit igerigi etanol
ekstresinde (38,4+0,9 mg kersetin esdegeri/g ekstre) goriilmiistiir. Etanol ekstresinin,
ABTS radikal katyon dekolorizasyon testi sonucunda ICso degeri 0015 mg/mL, DPPH
testinde 0,004 mg/mL, OHe radikal siipiiriicii aktivite tayini sonucunda 0,18 mg/mL,
H>O; siipiicii aktivite tayini sonucunda 0,023 mg/mL, demir iyonu selatlama aktivite
tayini sonucunda 6,144+0,058 mg/mL olarak; antioksidan aktivite f-karoten agartma
tayini sonucunda %90,29+0,42, demir tiyosiyanat analizi sonucunda %92,77+1,77 ve

tiyobarbitiirik asit analizi sonucunda %94,77+3,52 olarak tespit edilmistir.

Bouyahya ve ark. (149) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis'in
yapraklarindan elde edilmis etanol, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin antiradikal
etkinligi degerlendirilmistir. Toplam fenolik igerik, Folin-Ciocalteau reaktifi
kullanilarak toplam flavonoit igerigi ise kersetin standardi ile AICI3 kolorimetrik
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri DPPH
radikali kullanilarak degerlendirilmistir. Ekstrelerin  toplam fenolik igerigi
122,72+1,16 ila 137,46+0,35 mg gallik asit esdegeri/g ekstre arasinda degisirken,
flavonoit igerigi ise 18,41+0,43 ila 31,24+1,23 mg kersetin esdegeri/g ekstre arasinda
bulunmustur. Etanol ekstresinin toplam fenolik igerigi 126,41+1,03 mg gallik asit
esdegeri/g ekstre, toplam flavonoit igerigi 18,41+0,43 mg kersetin esdegeri/g ekstre
olarak bulunmustur. Ayrica n-hekzan ekstresi, etanol ve metanol ekstrelerinden daha
fazla aktivite gostermistir. ICso ve Tic, zaman esdegeri, ekstrelerin antiradikal
kapasitesi lizerinde etkili parametrelerdir. Metanol, etanol ve n-hekzan ekstrelerinin
askorbik asit standardina gore antiradikal kapasiteleri sirasiyla (ICso) 514,64 mg/g
DPPH, 633,07 mg/g DPPH, 317,51 mg/g DPPH olarak bulunmustur.

Mozdastan ve ark. (150) tarafindan yapilmis ¢alismada mersin yapraginin
ekstraksiyon yoOnteminin toplam fenolik ve flavonoit igerikleri ile antioksidan
aktiviteleri lizerine etkisi arastirilmistir. Maserasyon, ultrasonik yardimli ve soxhlet
destekli ekstraksiyon olmak iizere ii¢ farkli yontemle metanol kullanilarak ekstreler
olusturulmustur. Antioksidan kapasitesi : DPPH ve NO serbest radikalleri siipiiriicli

etki, indirgeme giicli ve demir selatlama aktivitesi olmak tlizere dort farkli yontem
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kullanilarak degerlendirilmigtir. En yliksek ekstraksiyon verimi soxhlet destekli
ekstraksiyonla elde edilmistir. Ayn1 zamanda en yiiksek miktarda toplam fenolik ve
flavonoit igerigi gostermistir. DPPH radikal siipiiriicli etkisinde, soxhlet ekstresi
(ICs0=11,3+0,3 ug/mL) diger ekstrelerden daha yiiksek aktiviteye sahip bulunmustur.
NO radikal stiptiriicii etkisinde; ultrasonik ekstre, soxhlet destekli ekstraksiyon ve
maserasyon i¢in 1Cso degerleri sirasiyla 355,1, 402,9 ve 173,3 pg/mL bulunmustur.
NO radikal siipiiriicii etkisinde maserasyon en yiiksek aktiviteyi gostermistir.
Sonuglara bakildiginda kullanilan ekstraksiyon yontemlerinin antioksidan kapasiteleri
ve toplam fenolik ve flavonoit icerigini dnemli dlglide etkiledigi goriilmiistiir. Mersin
bitkisinin antioksidan bilesenlerinin ekstraksiyonunda soxhlet destekli ekstraksiyon ve

maserasyon yontemlerinin daha etkili oldugu bulunmustur.

Ali ve ark. (151) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis yapraklarinin
su, kloroform, n-hekzan ve metanol ekstrelerinin toplam fenol igerigi, toplam flavonoit
icerigi, toplam kondanse tanen icerigi ve serbest radikal siipiiriicii potansiyeli
degerlendirilmistir. Toplam fenolik igerigin belirlenmesinde Folin-Ciocalteau
yontemi, flavonoitlerin belirlenmesinde kolorimetrik yontem ve kondanse tanen
analizi i¢in vanilin analiz prosediirii kullanilmistir. H>O»> siipiiriicii etki, SOD benzeri
aktivite ve NO siipiiriicii etki deneylerinde standart olarak askorbik asit kullanilmigtir.
En yiiksek toplam fenolik icerik (gallik asit esdegerleri/g ekstre), toplam flavonoitler
(rutin esdegerleri/g ekstre) ve kondanse tanenler (mg katesin esdegeri/g ekstre)
metanol ekstresinde dl¢iilmiistiir, H>O> siipiiriicii etki %84+1,0, SOD benzeri aktivite

%85+0,5 ve NO siipiiriicii etki %75+1,0 seklinde bulunmustur.

Celik ve ark. (152) tarafindan yapilmis bir calismada miirver ¢igegindeki
antioksidan polifenol bilesenleri HPLC ile tanimlanmistir. Kolon sonrasi
tiirevlendirme islemi yapilarak HPLC-CUPRAC analizi ile bilesiklerin antioksidan
kapasiteleri degerlendirilmistir. Kolon c¢ikisinda HPLC ile ayrilmis antioksidan
polifenoller, 450 nm'de maksimum absorpsiyona sahip bakir(I)-neokuproin (Cu(I)-
Nc) selatina indirgenmesi i¢in bir reaksiyon bobininde bakir(Il)-neokuproin ile
reaksiyona sokulmustur. Test edilen bilesiklerin kolon sonrasi tiirevlendirme
sonucunda 450 nm'de tespit limitleri, tiirevlendirme olmadan 340 nm UV tespitindeki

limitlerle karsilastirnlmistir. Kersetin ve glikozitlerinin 450 nm'deki limit degerleri
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(ug/mL), 340 nm'deki UV tespitinden daha diisiik bulunmustur. Bu yontem miirver
cicegi ekstresinde basariyla uygulanmistir. Numunede gesitli seker bilesenlerine bagl
kersetin ve kemferoliin flavonol glikozitleri tanimlanmistir. Flavonol glikozitlerinin
CUPRAC deneyi sonucunda antioksidan aktiviteleri trolox esdegeri olarak verilmistir

ve kersetin-3-O-ramnozit i¢in antioksidan aktivite 3,42+0,04 bulunmustur.

Ajileye ve ark. (153) tarafindan yapilmis bir calismada, Anacardium
occidentale L. yapragindan elde edilen ekstrelerin antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri arastirilmistir. Ham ekstrenin etil asetat alt fraksiyonunun DPPH analizi
kullanilarak biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlanmasi sonucunda, agatisflavonun
(1), kersetin 3-O-rutinozit (2) ve kersetin 3-O-ramnozit (3) bilesikleri izole edilmistir.
Orneklerin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal siipiiriicii etki, toplam antioksidan
kapasite (TAC) ve FRAP kullanilarak test edilmistir. Antioksidan aktivite i¢in kersetin
(QE) ve askorbik asit esdegerleri (AAE) belirtilmistir. Kersetin 3-O-rutinozit ve
kersetin 3-O-ramnozit bilesiklerinin karigiminin (2:1), DPPH testinde (ICs0=0,96+
0,01 pg/mL) serbest radikalleri siipiiriicli kapasitesi acisindan en aktif numune oldugu
goriilmiistiir. Kersetin 3-O-rutinozit ve kersetin 3-O-ramnozit bilesikleri, TAC
analizinde (5332,00+3,38 mg AAE/g, 8562,00+5,43 mg QE/g) ve FRAP analizinde
(15136,00+7,14 mg AAE/g, 199530,00+94,12 mg QE/g) en yiiksek aktiviteleri
sergilemistir. Ekstrenin fraksiyonlarindan etil asetat fraksiyonu antimikrobiyal
aktivitede en genis spektrumu gostermistir ve ayni zamanda gram-negatiflere karsi

gram-pozitif olanlara gore nispeten daha iyi etki gostermistir.

Hashim ve ark. (154) tarafindan yapilmis bir c¢alismada Anacardium
occidentale L. yapraklarinin %80’lik metanol ekstresinden elde edilen dort flavonol
glikozitin ve sulu ekstreden elde edilen li¢ flavonol aglikonunun antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Antioksidan aktivitelerin tayini i¢in DPPH,
FRAP, ABTS, p-karoten ve metal selasyon testleri kullanilmistir. Sulu ekstresinin
%80’1ik metanol ekstresinden daha yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur. Mirisetin,
en diisiik minimum inhibisyon konsantrasyonu ile test edilen tiim bakteri ve mayalara
kars1 en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Mirisetin, 2,23 ug/mL ile 6,40 pg/mL arasinda
degisen %50 aktivite (ECso) degerleri ile en iyi birincil antioksidan aktiviteyi

sergilemistir. En yliksek ikincil antioksidan aktivite mirisetin-3-O-ramnozit tarafindan
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gosterilmigtir. Sonuglara bakildiginda mirisetin-3-O-ramnozitin ECso degeri 11,9+0,07

pg/mL olarak bulunmustur.

Niamnuy ve ark. (155) tarafindan yapilmis bir ¢alismada secilen kurutma
yontemlerinin ve sicakhigin kurutulmus Centella asiatica (L.) Urb.'un antioksidan
aktivite ve antimikrobiyal aktivite lizerindeki etkileri aragtinnlmistir. C. asiatica’nin
icerdigi triterpenlerin ve gallik asidin antioksidan aktivitesi ABTS ve FRAP
yontemleriyle analiz edilmistir. FRAP deneyi sonucu asiatik asidin antioksidan
aktivitesi  4,14+0,10 mmol FeSO4/g olarak bulunmustur. Sicak havayla kurutma
(HAD), kizilotesi-sicak havayla kurutma (IR-HAD) ve diisiik basingl kizgin buharla
kurutma (LPSSD), cesitli sicakliklarda (50, 60, 70°C) gergeklestirilmistir. Daha
yuksek kurutma sicakliklar1 daha yiiksek kuruma hizi saglamistir. Kurutma sicakligi
yukseldik¢e fenolik bilesik, toplam triterpen, antioksidan aktivite ve antimikrobiyal
aktivitede azalma goriilmiistiir. Ayn1 kurutma sicakliginda IR-HAD en yiiksek kurutma
hizin1 saglamistir; bunu azalan sirayla LPSSD ve HAD takip etmistir. Bununla birlikte
LPSSD, test edilen biyoaktif bilesikler, antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktivite
acisindan en yiiksek seviyede goriilmiistiir. 50°C'deki LPSSD, en iyi genel kaliteye

sahip kurutulmus C. asiatica’y1 vermistir.

Borkh.’in (elma) mevsimsel olarak triterpen miktarlari ve in vitro antioksidan
aktiviteleri arastirilmistir. Triterpen miktarinin en yliksek oldugu biiyiime agamasini
belirlemek i¢in HPLC kullanilmistir. En yiiksek triterpenik bilesik miktarlart meyve
gelisiminin baslangicinda tespit edilmis ve olgunlastikca triterpen miktarinin
2,63+0,26 mg/g'den 1,6+0,28 mg/g'a diistiigii goriilmiistiir. Bu ¢alismada, triterpenik
asitlerin kantitatif bilesimi betulinik asit<korosolik asit<oleanolik asit<ursolik asit
olmak {izere artan siraya gore diizenlenmis dort triterpenik bilesik tanimlanmis ve
miktarlart belirlenmistir. Elma ekstrelerinin in vitro antioksidan aktivitesi, meyvenin
biiyiime asamalar1 boyunca degisiklik gdstermistir. En giiclii antiradikal ve indirgeyici
aktiviteler elma gelisiminin baslangicinda gozlenmistir. DPPH, ABTS, CUPRAC ve
FRAP analizleri ile degerlendirilen elmalarin aseton ekstrelerinin antioksidan
aktivitesi ile bu ekstrelerdeki toplam triterpenik asit miktar1 arasindaki iliskiyi

belirlemek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir. En giiclii pozitif korelasyon,
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oleanolik asit miktar1 ile DPPH, ABTS ve CUPRAC yontemleriyle degerlendirilen
antioksidan aktivite arasinda gozlenmistir. FRAP analizi sonucunda betulinik asit,
korosolik asit, oleanolik asit, ursolik asit bilesiklerin antioksidan aktiviteleri sirasiyla
0,593 umol troloks esdegeri (TE)/g ekstre, 0,447 umol TE/g ekstre, 0,632 umol TE/g
ekstre, 0,388 umol TE/g ekstre olarak bulunmugtur. CUPRAC analizi sonucunda ise
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri sirasiyla 0,606 pumol TE/g ekstre, 0,474 umol TE/g
ekstre, 0,720 umol TE/g ekstre, 0,352 umol TE/g ekstre olarak bulunmustur.

Santiago ve ark. (157) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Ficus pseudopalma
Blanco’da bulunan triterpenlerin antioksidan kapasitesinin karsilastirilmasi mikrotitre
plaka yontemi kullanilarak yapilmistir. DPPH ve FRAP antioksidan testleri ve NOs,
stiperoksit (¢O»-) ve lipit peroksit (LOO¢) siiptiriicii etkisine yonelik testler yapilmistir.
F. pseudopalma’da tespit edilmis a-amirin, oleanolik asit ve ursolik asit ile birlikte,
ekstredeki iki lekenin standart bilesiklere karsilik geldigi goriilmiistiir. Sonuglar, a-
amirin, oleanolik asit ve ursolik asidin proton donorleri oldugunu gostermistir. FRAP
analizi sonucunda a-amirin, oleanolik asit ve ursolik asidin indirgeme giicii % olarak
ifade edilmistir ve ursolik asidin indirgeme giicii %14,19 bulunmustur. Mikrotitre
plaka yontemi, triterpenlerin gii¢lii antioksidanlar oldugunu ve bu bilesiklerin
muhtemelen F. pseudopalma'nin antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkisinden

sorumlu oldugunu acgikg¢a gdstermistir.

Dzoyem ve ark. (158) tarafindan yapilmis bir ¢calismada Entada abyssinica
Steud. ex A.Rich.’ten dan izole edilen ii¢ flavonoit, {i¢ terpenoit, bir monogliserit ve
bir fenolik bilesigi igeren sekiz bilesigin sitotoksisite, antibakteriyel ve antioksidan
aktiviteleri arastirilmistir. Entadanin ve kersitrin, 1,56 ve 3,12 pg/mL minimum
inhibitdér konsantrasyon degerleri ile Salmonella typhimurium'a karst en yiiksek
aktiviteyi goOstermistir. Bilesiklerin Vero hiicrelerine karsi sitotoksisitesi diisiik
goriilmiistiir. Ursolik asit, THP-1 ve RAW 264.7 hiicrelerine karst en giiclii
sitotoksisiteyi gdstermistir. Incelenen terpenoit ve flavonoit grubu bilesikler arasinda
entadanin'in S. #yphimurium'a karsi en ylksek seviyede antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu ve bakteriyel hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilebilecegini gdstermistir. Ayrica
FRAP analizi sonuglarina bakildiginda ursolik asit ve kersitrin i¢in sirasiyla 1,43+0,80

umol FeSO4/g ekstre ve 76,01£1,10 umol FeSO4/g ekstre degerleri bulunmustur.
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Etsassala ve ark. (159) tarafindan yapilmis ¢alismada Salvia chamelaeagnea
P.J.Bergius'un metanolik ekstresinden izole edilmis bilesiklerin (karnosol, karnosik
asit, 7-etoksirosmanol, ursolik asit, rosmanol ve ladanein) in vitro antioksidan
aktivitesi ve elektrokimyasal redoks oOzellikleri arastirilmistir. Trolox esdeger
antioksidan kapasitesi (TEAC), FRAP, oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)
ve ayrica Fe?" kaynakli lipid peroksidasyonunun inhibisyonundan elde edilen sonuglar,
karnosol ve rosmanol i¢in giiclii antioksidan aktivite gostermistir. Karnosol, karnosik
asit, 7-etoksirosmanol, ursolik asit, rosmanol ve ladanein bilesiklerinin FRAP analizi
yapilmistir. Demir indirgeyici antioksidan giicli askorbik asit esdegeri olarak sirasiyla
9338,92+1,72, 4695,98+2,59, 1113,05+5,6, 117,26+2,6, 8622,73+1,92, 5027,55+4,62
uM AAE/g olarak bulunmustur.

Antienflamatuvar etki

Hosseinzadeh ve ark. (140) tarafindan yapilmis calismada M. communis’in
toprak {istli kisimlarinin dekoksiyonu ve etanol ekstresi hazirlanmistir. Bu iki ekstrenin
antienflamatuvar etkisi, ksilen ve pamuk pellet ile indiiklenmis kulak 6demi testi
yapilarak arastirilmistir. Etanol (0,05 g/kg) ve sulu ekstreleri (0,005, 0,015 ve 0,03

g/kg), kronik enflamasyona kars1 antienflamatuvar etkiler géstermistir.

Maxia ve ark. (160) yaptig1 bir ¢alismada ise M. communis ugucu yaginin
topikal antienflamatuvar aktivitesi, farelerde kroton yagi ile indiiklenmis kulak 6demi
ve MPO aktivitesi, siganlarda pamuk pellet ile indiiklenmis graniilom ve serum TNF-
a ve IL-6 kullanilarak incelenmistir. Topikal uygulamada yag, MPO aktivitesinin yani
sira kulak 6deminde de onemli bir azalma sergilemistir. Yag, graniilomu ve serum
TNF-o ve IL-6'y1 da inhibe etmistir. M. communis ugucu yaginin hasarli dokuya l6kosit

gociinii azalttig1 ve antienflamatuvar aktivite gosterdigi sonucuna varilmastir.

Touaibia (161) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis ugucu yaginin
farelerde karagenan ile indiiklenmis pence Odeminde antienflamatuvar etkisi
arastirilmistir ve ugucu yag, ii¢ farkli dozda oral olarak uygulanmistir. Ugucu yag (100
mg/kg), diklofenak uygulanan grupla (pozitif kontrol) karsilagtirildiginda penge
O0demini azalttig1 goriilmistiir. Bu calisma, bitki ucucu yaginin OSnemli bir

antienflamatuvar aktivitesi oldugunu gostermistir.
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Sen ve ark. (17) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis yapraklarindan
elde edilen etanol ekstresinin siganlarda asetik asit kaynakli tilseratif kolit tizerindeki
etkisi degerlendirilmistir. Kolit, makroskopik ve mikroskobik incelemeler ve MDA,
GSH seviyeleri, MPO aktivitesi, NO ve peroksinitrit seviyesi Ol¢lilmiistiir. Kolit;
kolonik MDA diizeylerinde, MPO aktivitesinde, makroskobik ve mikroskobik hasar
skorlarinda anlamli artislara, doku GSH diizeyinde ise anlamli diisiise neden olmustur.
Ekstrenin uygulanmasi ile birlikte, asetik asitin neden oldugu histopatolojik
parametrelerde degisiklikler gozlenmistir. Calisma, M. communis ekstresinin
sicanlarda koliti hafifletebilecegini ve enflamatuvar bagirsak hastaliklarinin
tedavisinde alternatif bir terapotik yaklasim olarak degerlendirilebilecegini

gostermistir.

Romani ve ark. (162) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis
yapraklarindan farkli ¢oziiciilerle sivi-sivi partisyonu yapilmis ve antioksidan igerigi
zengin fraksiyonlar hazirlanmistir. Alt fraksiyonlarmm antioksidan aktivitesini
degerlendirmek i¢in bakir iyonlarina maruz birakilan insan LDL'si kullanilmistir. Bu
ekstrelerin eklenmesi, LDL'min bazal oksidasyonunu etkilememistir ancak bakir
iyonlarinin neden oldugu oksidasyonu doza bagimli olarak azaltmistir. Alt fraksiyonlar
arasindan antioksidan etkisi en yiiksek numune hidroalkolik ekstre olarak
bulunmustur. En diisiik aktivite sivi-sivi partisyondan sonra kalan sulu kisimda

gozlenmistir.

Chiocchio ve ark. (163) tarafindan yapilmis ¢alismada dogal kozmetik
trlinlerin bulunmasi1 amaciyla 100 bitkinin, in vitro elastaz ve tirozinaz enzim
inhibisyon testleri yapilmistir. Bu enzim inhibit6rlerinin cilt beyazlatma, yaslanma
karsiti, kirigiklik Onleyici maddeler olarak ve ayrica dermatolojik bozukluklarin
tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Test edilen numuneler arasinda on yedi ekstre
aktif sonu¢ vermistir. Ozellikle bunlardan on bir tanesi her iki enzimi de inhibe
edebilmistir; besi yalnizca tirozinaza karsi, biri ise yalnizca elastaza kars1 giiclii bir
aktivite gostermistir. Segilen Orneklerin ICso degerleri, elastaz ve tirozinaza karsi
sirastyla 7-100 pg/mL ve 20-100 pg/mL arasinda degisiklik gostermistir. Pistacia
lentiscus'un yaprak ekstresi en gii¢lii elastaz inhibitorii olarak bulunmustur ve Cytinus

hypocistis (toprak tstli kisimlar1) ve Limonium morisianum (toprk istii kisimlar) ile
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birlikte ayn1 zamanda tirozinaz inhibisyonunun en diisiik ICso degerini vermistir. M.
communis yapraklari ve meyveleri de elastaz ve tirozinaz enzimlerine karsi test
edilmistir. M. communis yapraklar elastaz ve tirozinaza kars1 sirasiyla %22 ve %49,

meyveleri ise %36 ve %55 inhibisyon gdstermistir.

Alyousef ve ark. (164) tarafindan yapilmis calismada M. communis'in metanol
ekstresi, bakterilerin biiyltimesini etkilemeden C. violaceum'un viyolasin iiretiminde
%65 inhibisyon gostermistir. Ayrica ekstre, P. aeruginosa'da (elastaz, proteaz,
piyosiyanin ve kitinaz) ve S. marcescens'te (prodigiosin ve proteaz) viriilans liretimine
onemli Ol¢iide miidahale etmistir. Yaprak ekstresi, artan konsantrasyonlarda P
aeruginosa, E. coli, A. baumannii ve S. marcescens biyofilm biyokiitlesine sirastyla
%16-74, %31-84, %12-66 ve %19-71 inhibisyon gostermistir. Ekstre, 50-400 pg/mL
araligindaki alt MiK'lerdeki elastaz aktivitesini azaltmistir. En yiiksek enzim
inhibisyonu 400 pg/mL'de ve %74 olarak kaydedilmistir. Bu etkilerden baglica
sorumlu bilesik linalool olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglardan, M. communis
ve biyoaktif bilesigi linalooliin tibbi etkileri olabilecegi ve iiropatojenik bakterilerin
neden oldugu biyofilm bazli kalici enfeksiyon tehdidiyle miicadelede etkili bir

terapotik ajan olarak kanitlanabilecegi ongoriilmiistiir.

Antimikrobiyal etki

Cherrat ve ark. (165) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Laurus nobilis L. ve M.
communis L. ten su buhari distilasyonu ile elde edilmis ugucu yaglarin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Antimikrobiyal aktivite testleri Escherichia
coli ve Listeria monocytogenes lizerinde yapilmistir. L. nobilis ve M. communis ugucu
yagimin bu mikroorganizmalar {izerinde bakterisidal etkisinin olmadigi gorilmistiir
fakat her bir ugucu yagin (0,2 pL/mL) hafif 1s1 (10 dakika boyunca 54°C) veya yiiksek
hidrostatik  basingla  birlestirildiginde sinerjistik  Oldiirticii  etkileri  oldugu

gozlemlenmistir.

Mansouri ve ark. (166) tarafindan yapilmis bir ¢calismada M. communis'in
metanol ekstresinin 6 gram-pozitif (Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,

Listeria monocytogenes) ve 4 gram-negatif bakteriler (Escherichia coli, Proteus
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vulgaris, Pseudomonas aeruginosa ve Campylobacter jejuni) lizerinde antibakteriyel
aktivitesi degerlendirilmistir. Metanol ekstresi, C. jejuni diginda test edilen tim
bakterilerin biiylimesini inhibe etmistir. 0,5 mg/mL metanol ekstresinin dietil eter, etil
asetat ve etanol ile alt fraksiyonlar olusturulmustur. Bu alt fraksiyonlar kolay lireyen
bakterilere (S. aureus, M. luteus, E. coli, P. vulgaris ve P. aeruginosa) karsi
antibakteriyel aktivite acisindan tarandiginda dietil eter alt fraksiyonu, 0,5 mg/mL
metanol ekstresi ve diger alt fraksiyonlara gore en yiiksek aktiviteyi gostermistir.
Farkli fraksiyonlarda antibakteriyel aktivitenin varhigi, ekstrenin farkli aktivitelere

sahip farkli bilesikler bulundurdugunu gdstermistir.

Messaoud ve ark. (167) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis’in 3
farkli zamanda hazirlanan yaprak inflizyonlarinin fenolik ve ugucu bilesenleri ile
antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri aragtirnlmistir. Bitki inflizyonlarinin
antibakteriyel aktiviteleri, Escherichia coli, Salmonella typhi, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae ve Shigella flexneri’ye karsi test edilmistir. inflizyonlar 6
bakteriye karsi 6nemli bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir ancak standart
antibiyotik imipeneme kiyasla daha az etkili bulunmustur. Tiim inflizyonlar i¢in en

giiclii inhibisyonlar P. mirabilis ve S. flexneri'ye kars1 elde edilmistir.

Antifungal etki

Mehrabani ve ark. (168) tarafindan yapilmis bir ¢calismada M. communis’in
%80’lik metanol ekstresi, bu ekstreden sivi-sivi partisyon ile elde edilmis petrol eteri,
diklorometan, etil asetat alt fraksiyonlar1 ve bu partisyon sonunda kalan su fazinin
Microsporum canis, M. gypseum ve Trichophyton mentagrophytes lizerinde antifungal
aktivitesinin biyootografi ile degerlendirilmesi i¢in yeni bir yontem gelistirilmesi
amagclanmistir. Biyootografi ITK’sini gerceklestirmek igin ITK’de ¢oziicii sistemi
gelistirilmis  (¢oziicii sistemi: trifloroasetik asit, etil asetat, metanol, su:
0,1:10:0,04:0,04)), biyootografi i¢in ayn1 ¢oziicii sistemi kullanilmistir. Etil asetat ve
%80’lik metanol ekstresi sirasiyla test edilen ili¢ dermatofit cinsine karsi en iyi
antifungal etkiyi gostermistir. Diger fraksiyonlarla karsilastirildiginda etil asetat alt
fraksiyonu ve metanol ekstresinin en fazla inhibitér etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Test edilen fraksiyonlarda flavonoitlerin varligi, M. communis yapraklarinin

onemli tibbi 6zellikleri olabilecegini gostermistir.
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Alyousef (169) tarafindan yapilmis ¢calismada Suudi Arabistan'da geleneksel
olarak kullanilan bir bitki olan M. communis'in kok, govde, yaprak ve ¢iceklerinden
elde edilmis %95°1lik metanol ekstrelerinin Candida albicans, C. glabrata, C. kefyr, C.
parapsilosis ve C. tropikalis’e kars1 antifungal aktiviteleri degerlendirilmistir. Kok ve
yaprak ekstreleri, standart kontrol olarak uygulanan flukonazol ile kiyaslandiginda C.
glabrata'ya kars1 giiclii inhibitor aktivite sergilemistir. M. communis kok ve yaprak
ekstrelerinin Candida hiicreleri iizerindeki etkisi 37°C'de 1 saat siireyle tedaviden
sonra 260 nm'de absorbans Olgiilerek belirlenmistir. Calismanin sonucunda, M.
communis koklerinin ve yapraklarinin metanol ekstreleri, C. glabrata susuna karsi iyi
bir antifungal aktivite sergilemistir. Taramali elektron mikroskobisinin sonuglar1 ve
260 nm absorbans degerlerine gore, ekstrenin Candida hiicrelerinin hiicre duvari ve

hiicre zar1 lizerinde etki gostererek hiicre 6liimiine yol agabilecegini kanitlanmustir.

Sadeghi Nejad ve ark. (170) tarafindan yapilmis bir ¢calismada da M. communis
yapraklarmin %80’lik etanol ekstresinin C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis,
Aspergillus  niger, A. flavus ve A. terreus iizerinde minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 bulunup antifungal aktiviteleri incelenmistir. Sonug¢ olarak bitki
ekstresinin bu ¢alismadaki biitiin patojen mantarlara kars1 aktivitesi oldugu anlasilmis

ve dogal bir antifungal ajan oldugu sonucuna varilmistir.

Barac ve ark. (171) tarafindan yapilmis bir ¢calismada M. communis ugucu
yagiin Malassezia sp.'ye kars1 antifungal aktivitesi aragtirilmistir. Mantar, Pityriasis
versicolor hastalarmin derisinden izole edilmistir. M. communis ugucu yagmin

Malassezia bliyiimesi iizerinde Onleyici aktivitesi bulunmustur.

Hmiri ve ark. (172) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis ve
Rosmarinus officinalis ugucu yaglarinin kimyasal bilesimi ve Botrytis cinerea,
Penicillium expansum ve Alternaria alternata tizerindeki antifungal aktivitesini
incelenmistir. Kromatografik analiz, M. communis (%37,0) ve R. officinalis (%43,16)
ana bileseninin 1,8-sineol oldugunu gostermistir. Ugucu yaglarin antifungal aktivitesi,
elma cliriigiine sebebiyet veren li¢ mantara karsi incelenmistir. M. communis'in ugucu
yaglar1 daha aktif olup, sirasiyla 400, 600, 1800 uL/L konsantrasyonlarda B. cinerea,
P expansum ve A. alternatamin gelisimini tamamen inhibe etmistir. R. officinalis

ucucu yagi ile yalnizca A. alternata i¢in 800 puL/L ve B. cinerea i¢in 1200 pL/L'nin
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tizerindeki konsantrasyonlarda inhibisyona ulasilamazken, P. expansum tizerinde 1800

nL/L konsantrasyonda %89'luk bir inhibisyon yiizdesi elde edilmistir.

Antikanser ve antimutajenik etki

Giizelmeri¢ ve ark. (173) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis’in
cicek tomurcuklari, ¢icekleri, yapraklar: ve meyvelerinden hazirlanan %70’lik etanol
ekstrelerinin kimyasal bilesimleri, antioksidan, antikanser ve antimutajenik aktiviteleri
karsilastirilmistir. Yapraklardan hazirlanan hidroalkolik ekstre, WST-1 testinde 8,2
mg/mL ICso degeriyle insan kolorektal kanser hiicre hattt HT-29'a kars1 en yiiksek
antikanser aktiviteyi sergilemistir. Antimutajenite testindeki numunelerin hicbiri test
edilen  konsantrasyonlarda mutajenik bulunmamistir. Aslinda antimutajenite
analizinin sonuglari, yapraklarin test edilen tiirlere karsi en giiglii aktiviteyi

gosterdigini ortaya ¢ikarmustir.

Roozitalab ve ark. (174) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis ugucu
yagini iceren nanojel dozaj formu hazirlanarak ugucu yagin antioksidan, antikanser ve
antibakteriyel aktiviteleri arastirilmistir. Nanoemiilsiyon, karboksimetil seliiloz (%3
a/h) ilavesiyle jellestirilmistir. ICs0=132,6 ng/mL'ye sahip nanojelin, A-375 melanom
hiicrelerine karst ucucu yagdan (ICs0=580,8 pg/mL) 4 kat daha gii¢lii oldugu
goriilmiistiir. Ayrica DPPH antioksidan testine gore nanojel, incelenen tiim

konsantrasyonlarda u¢ucu yagdan daha giiclii bulunmustur.

Harassi ve ark. (175) tarafindan yapilmis ¢alismada Fas'in farkli bolgelerinden
elde edilen M. communis ugucu yaginin kimyasal bilesimi, sitotoksik ve antioksidan
aktiviteleri arastirilmistir. Ugucu yag GC-MS ile analiz edilmistir. Sitotoksik aktivite,
murin mastositoma P815 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde MTT yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. Antioksidan etki, f-karotenin agartilmasi ve DPPH
radikal siliplirme yontemleriyle Olciilmesiyle belirlenmistir. GC-MS analizinde
Benslimane bolgesinden elde edilen ugucu yagda yiiksek miktarlarda metil 6jenol
(%18,7), a-terpineol (%15,5) ve geranil asetat (%11,64) goriilmiistiir. Buna karsilik,
1,8-sineol (%36,3) acisindan en zengin ugucu yagin Ouazzane'den elde edilen ugucu
yag oldugu bulunmugstur. Sitotoksisite sonuglari, Ouazzane ve Benslimane
bolgelerinden elde edilen ugucu yaglarin MCF-7 hiicrelerin iizerinde 1Cso degerleri

sirastyla 4 ve 6,25 pg/mL bulunmustur. Sonucglar, MCF-7 hiicrelerinin P815
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hiicrelerinden daha duyarli oldugunu gostermistir. Test edilen ugucu yaglar giiglii

antioksidan aktivite gostermemistir.

Kadhem ve ark. (176) tarafindan yapilmis ¢alismada, M. communis bitkisinden
elde edilmis alkaloit ekstresi ve ugucu yaglarin antikanser aktivitesi, MTT yontemi
kullanilarak incelenmistir. Antianjiyogenez aktivitesi, ekstrelerin anjiyogenezde
onemli olan 43 sitokin seviyesi iizerindeki etkisini degerlendirilerek incelenmistir.
Sonuglar her iki ekstrenin de yumurtalik kanseri (Skov-3) ve meme kanseri (MCF-7)

hiicre hattina kars1 belirli bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.

Yangui ve ark. (177) tarafindan yapilmis bir ¢calismada {i¢ farkli M. communis
genotipinin yapraklarindan elde edilmis %70’lik etanol ekstrelerinin, toplam fenolik
ve terpenik icerik analizi yapilmistir. Fenolik profiller ve ugucu bilesikler genotipler
arasinda 6nemli Ol¢iide farklilik gostermistir. Tiim yaprak ekstrelerinin DPPH radikal
stipiirticti aktivitesi ve f-karoten agartma inhibisyon kapasitesi sirasiyla 1Cs50=3,81
mg/mL, ICs50=3,58 mg/mL olarak Ol¢iilmiistir. MTT deneyi, M. communis
genotiplerinin PC12 kanser hiicresi ¢ogalmasina karst etkinligini ve segici
sitotoksisitesini gostermistir. Tedavi edilen kanser hiicre hatlarinda Kaspas 3/7
indiiksiyonu, apoptoz ve hiicre i¢i ROS birikimi, M. communis genotiplerinin
sitotoksik etkisini kanitlamistir. Bu sitotoksik aktivite, calisilan ekstrelerin antioksidan
ozellikleriyle iligkili olabilecegini gostermektedir. Antioksidan ve antiproliferatif

aktiviteler genotipler arasinda 6nemli 6l¢iide farklilik gostermistir.

Terzi ve ark. (178) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, M. communis ugucu
yagiin A549 hiicrelerinden tiiretilen kanser sferoidleri {izerindeki etkisinin, hiicre
canlilig, belirgin kanser kok hiicresi ve apoptoz belirteglerinin ekspresyon diizeyleri
analiz edilerek arastirilmasi amaglanmistir. Ugucu yagin etkisi, hiicrelerin
klonojenitesi lizerinde degerlendirilmistir. Ugucu yag, 24 saat ve 72 saat sonra A549
hiicrelerinin hiicre canliligin1 azaltmistir. 7 giin boyunca ugucu yag tedavisinden sonra
kanser kiirelerinin sayisinda bir azalma gdzlenmistir. 24 saatlik ugucu yag
uygulamasindan sonra PROM1, POUS5F1, ABCG2 ve CASP3 gen ekspresyonlari
azalmisg, ancak 72 saat sonra bazal seviyelere donmiistiir. Ugucu yag antitiimorojenik

etkilerini; kanser hiicrelerinin hiicre canliligin1 azaltarak, sferoid olusum verimliligini
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inhibe ederek ve cesitli kanser kok hiicre belirteclerinin downregiilasyonu ile A549

hiicrelerinden tiiretilen akciger kanseri sferoidleri iizerinde gostermistir.

Bilgic ve ark. (179) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Tiirkiye’nin glineyinde
bulunan M. communis'in ugucu yaglariin GC/MS yontemiyle analiz edilmesi ve A549
hiicreleri iizerindeki proapoptotik etkilerinin ortaya konulmasi amaglanmistir.
Hiicreler 24 saat boyunca farkli ugucu yag konsantrasyonuyla (200'den 31,25
ng/mL'ye kadar) isleme tabi tutulmustur. Kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, Bcl-2 ve p21
genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-PCR ydntemi ile yapilmistir. 62,5 pg/mL ve bu
konsantrasyondan daha yiiksek ucucu yag konsantrasyonlarmin, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 24 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre canlilifin1i énemli 6lciide
baskiladig1 gériilmiistiir. Intrinsik yolak aracilari olan kaspaz 3 ve kaspaz 9 genlerinin
ekspresyon seviyeleri, 31,25 pg/mL ugucu yag konsantrasyonunun uygulanmastyla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir (sirasiyla, p=0,0129 ve p=0,0180). p21
geninin ekspresyon seviyesi, 156,25 ug/mL ucucu yag konsantrasyonunun
uygulanmasiyla 6nemli 6l¢iide artmistir (p=0,0002). Tiirkiye'nin giineyinden gelen M.

communis ugucu yaglarinin dogal olarak apoptozu indiikledigi bulunmustur.

Antidiyabetik etki

Panjeshahin ve ark. (180) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis
yapraklarmin %70’lik etanol ekstresinin bilesenlerinin ve olgun Charles-River erkek
siganlar iizerinde antidiyabetik etki mekanizmasmin belirlenmesi amaglanmistir.
Bitkinin yapraklar1 Soxhlet aparati ile petrol eteri kullanilarak ekstre edilmistir.
Soxhlet aparatinda kalan posanin 100’er grami 2 farkli perkolatore alinarak 72 saat
icinde etanol:su (1:1) ve ayrica distile su ile ekstre edilmistir. Sulu ekstreden geri kalan
posa tekrar etanol kullanilarak perkolasyon metoduyla ekstre edilmistir. Bitkinin
hidroalkolik, su ve etanol ekstreleri 5 giin boyunca giinde iki kez uygulanmistir.
Yapraklarinin hidroalkolik ekstresinin orta derecede antidiyabetik etki gosterdigi,
diyabetik siganlarda etanol ekstresinin (2 g/kg) sulu ekstreyle karsilastirildiginda daha
iyi bir hipoglisemik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica birlikte
kullanildiginda etanol ekstresinin (2 g/kg) oral yoldan uygulanmasinin, sicanlarda

glibenklamidin (oral uygulama 5 mg/kg) hipoglisemik etkisi iizerinde ilave bir etkiye
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sahip oldugu goézlemlenmistir. Bu calisma, ekstrelerin, pankreasin g hiicrelerinin

insiilin salgilamasi i¢in uyarabilecegini diigiindtiirmiistiir.

Demir ve ark. (181) tarafindan yapilmis bir calismada streptozotosin ile
indiiklenen diyabetik sicanlarda M. communis meyvelerinin olast antidiyabetik ve
hepatoprotektif etkilerinin analiz edilmesi amaclanmigtir. Sigcanlarda diyabet
olusturulduktan sonra 3 gruba 250, 500 veya 1000 mg/kg meyvenin sulu ekstresi
uygulanmistir. Serumda alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP) ve
aspartat aminotransferaz (AST) diizeyleri, karaciger dokusunda ise GSH, MDA
diizeyleri ve SOD aktivitesi belirlenmistir. Meyve ekstresi uygulamasi, tiim diyabet
gruplarinda serum glukozu, AST, ALT ve ALP diizeylerinde anlamli bir azalma
saglamistir. Ekstre, diyabetik si¢anlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda SOD
aktivitesini ve GSH diizeyini artirarak ve MDA diizeylerini azaltarak O6nemli
antioksidan aktivite gostermistir (»<0.05). Meyvenin sulu ekstresinin antidiyabetik ve
antioksidan aktiviteye sahip oldugu goézlemlenmistir Bu sonuglar, bitkinin seker

hastaliginda kullanilan bir bitki olarak geleneksel kullanimini dogrulamaktadir.

Talebianpoor ve ark. (182) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis
meyvelerinin hidroalkolik ekstresinin (%70°lik etanol) Wistar sicanlar1 iizerinde
streptozotosin ile olusturulmus Tip I diyabet ve deksametazon ile olusturulmus Tip II
diyabet tlizerindeki etkileri arastirilmistir. M. communis meyvelerinin hidroalkolik
ekstresi, 45 giinliik tedavi sonunda serumdaki glukoz, trigliserit, idrar hacmi, idrar
proteini ve MDA diizeylerini azaltmistir. M. communis meyvelerinin hidroalkolik
ekstresinin, 6zellikle insiilin direnci ile baslayan Tip II diyabetik hayvanlarda, diyabet

komplikasyonlarinin iyilestirilmesi lizerinde etkili olabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Tas ve ark. (183) tarafindan yapilmis bir ¢alisma M. communis meyveleri
hidroalkolik ekstresinin (%70’lik etanol) hipoglisemik ve hipolipidemik etkilerini
arastirmak i¢in tasarlanmis ve ayn1 zamanda streptozotosin ile indiiklenen diyabetik
sicanlarda oksidan-antioksidan sistemlerdeki roliiniin degerlendirilmesini de
hedeflemistir. Bobrek, kalp, karaciger ve kas dokularindaki MDA diizeyleri tayin
edilmistir. Ek olarak serum insiilin seviyeleri degerlendirilmistir. Toplam kolesterol,
yiiksek yogunluklu lipoprotein-kolesterol, trigliserit, eritrosit SOD ve tam kan GPx

parametreleri analiz edilmistir. Meyve ekstresi ile tedavi edilen deney sigan gruplarinin
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serum glukozunda, lipit profilinde ve doku MDA diizeylerinde bir azalma ve insiilin,
serum paraoksonaz, arilesteraz, eritrosit SOD ve tam kan GPx’inde artis gostermistir.
Buna gore, meyve ekstresinin streptozotosin ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda
hipoglisemik, hipolipidemik ve oksidatif stres Onleyici aktivitelere sahip oldugu

gOriilmiistiir.

Issa ve ark. (184) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis yapraklarinin
sulu ve metanolik ekstrelerinin antidiyabetik aktivitesi ve toksisite degerlendirilmesi
amaglanmistir. Ekstrelerin antidiyabetik etkisi, bu ekstrelerin alloksanla indiiklenen
diyabetik farelere 500, 750 ve 1000 mg/kg tek dozunda oral olarak uygulanmasiyla
ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Ote yandan, sulu ekstrenin toksisite ¢alismalari, ekstrenin
toksik olmadigin1 ve giivenli oldugunu gostermistir. M. communis'in sulu ekstresi,
diyabetik farelerin ortalama kan sekeri seviyesini 500 mg/kg dozunda 5. saatte %61,8
oraninda (p<0,003) diisiirmiistiir. Buna karsilik M. communis'in metanol ekstresi de
1000 mg/kg dozda ortalama kan sekeri seviyesini %48 (p<0,00003)’e kadar

diistirmistir.

Noroprotektif etki baslig1 altinda da yer verilmis olan Kadioglu Yaman ve ark.
(85) tarafindan yapilmis calismada M. communis subsp. communis'in yumurtaliklari
alinmis diyabetik sicanlarda biligsel bozulma iizerindeki olasi etkilerinin arastirilmasi
sonucunda M. communis ekstresinin antikolinesteraz ve antihiperglisemik

ozellikleriyle biligsel ve noronal fonksiyonlari iyilestirebilecegi sonucuna ulagilmstir.

Aggiil ve ark. (185) tarafindan yapilmis bir calismada zengin fenolik igerigi ve
saglhiga faydali etkileri nedeniyle iyi bilinen M. communis L. meyvelerinin etanol
ekstresinin streptozotosin ile indiiklenmis diyabetik siganlarda oksidatif strese karsi
koruyucu etkinlikleri degerlendirilmistir. Diyabet indiiksiyonu sonrasinda ALT, AST,
MDA ve kan sekeri diizeylerinde anlamli artis, SOD aktiviteleri ve GSH diizeylerinde
ise anlamli azalma gdzlenmistir. Siganlar, 14 giin boyunca mersin meyvelerinin ii¢
farkli etanol ekstresi (0,25, 0,5 ve 1 g/kg) ile tedavi edilmistir. Deney sonunda
siganlarin ALT, AST, MDA ve kan sekeri diizeylerinde anlaml diisiisler goriiliirken,

GSH diizeylerinde ve SOD aktivitelerinde 6nemli artiglar gézlenmistir.

Ibrahim ve ark. (186) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis’in siyah

meyveli ve beyaz meyveli olan iki farkli ¢esidinin toprak tstii kisimlarindan izole
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edilen ugucu yaglarinin serbest radikal siipiiriicii etkileri, 5 farkli yontemle (DPPH,
ABTS, NO, SOR, LP) vitamin C ve BHT standartlar1 kullanilarak test edilmistir. 5
kanser hiicre hattinda (PC3, MCF-7, A549, HepG2, HCT-116) ve 1 normal hiicre
hattinda (Rpel-1) iki ¢esit ugucu yagin sitotoksik aktiviteleri taranmistir ve her iki
ucucu yagi da PC3 ve MCF-7 hiicre hatlarinda etkinlige sahip oldugu bulunmustur.
Ugucu yaglar normal hiicre hattinda (Rpel-1) giivenli bulunmustur. Yaglarin a-amilaz
enzim inhibisyon aktivitesi, referans inhibitor olarak akarboz kullanilarak
arastirilmistir ve her iki ugucu yagin da standarttan daha fazla aktiviteye sahip oldugu

anlasilmistir.

Ciftci Yegin ve ark. (187) tarafindan yapilmis bir ¢alismada M. communis'in
hipoglisemik etkisinin ve antioksidan aktivitesinin arastirilmasi amaglanmistir. Beyaz
ve siyah meyveli bitki toplanmistir. Meyveler etanol ile ekstre edilmistir. Bu ¢alismada
DPPH radikal siipiiriicii aktivite, hidrojen peroksit siipiiriicii aktivite (HPSA), metal
selatlayici aktivite (MCA), FRAP, toplam fenol-flavonoit igerikleri ve a-amilaz, a-
glukozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri incelenmistir. Hipoglisemik etki a-amilaz ve
a-glukozidaz inhibisyon analizleri ile arastirilmisti. Beyaz ve siyah mersin
orneklerinin DPPH, HPSA, FRAP, MCA degerleri sirasiyla 56,75-63,52 pg/mL,
193,95-207,73 pg/mL, %81,68-90,87 ng/mL ve %20,88-27,71 pg/mL olarak

bulunmustur. Bitki numuneleri hipoglisemik etki gostermistir.

Gastrointestinal sistem ilizerine etki

Jabri ve ark. (188) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis
tohumlarinin sulu ekstresinin, siganlarda asetik asit ile olusturulmus kolit hastalig1
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Ekstrenin enflamasyon kaynakli uyarilmig notrofilleri
doza bagimli sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir. Sicanlara asetik asit uygulanmasi
sonucu kolonda olusan hiicre i¢i tiim bozulmalarin ekstre uygulandiktan sonra
engellendigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak bitki tohumlarinin sulu ekstresinin, sigan
kolonunda asetik asidin olusturdugu hasara ve oksidatif strese karsi koruyucu etkinlige

sahip oldugu anlasilmistir.

Jabri ve ark. (189) tarafindan M. communis tohumlarinin sulu ekstresi tizerinde

yapilmis bir baska ¢calismada ekstrenin siganlarda hint yagi ile olusturulan ishale karsi
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etkileri arastirilmigtir. Ekstre uygulamasi ishal ve buna bagli bagirsakta
hipersekresyona kars1 doza bagimli olarak etkili bulunmustur. Hint yagi ile indiiklenen
hipersekresyona bagirsakta oksidatif stres eslik etmektedir. Calismada, akut ishale
intestinal mukoza hidrojen peroksit (H202), kalsiyum ve serbest demir diizeylerinde
artis eslik ederken, ekstre uygulamasinin hint yag: kaynakli tiim hiicre i¢i bozulmalar
engelledigi gosterilmistir. Sonug olarak akut ishalde bitki tohumlarinin sulu ekstresinin

giiclii bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Jabri ve ark. (190) tarafindan M. communis tohumlarinin sulu ekstresi tizerinde
yapilmig bir baska c¢alismada, siganlarda olusturulmus oOzefageal reflii indiiklii
ozefagus mukoza hasarina kars1 ekstrenin etkinligine bakilmistir. Ozefageal reflil, lipid
peroksidasyonunda artis, siilfidril gruplar1 ve glutatyon diizeylerinde ve antioksidan
enzim aktivitelerinde azalma ile degerlendirilen oksidatif stres ile eslik etmektedir. Bu
kapsamda yapilan c¢aligmalarda ekstrenin fenolik bilesiklerce zengin oldugu ve
antioksidan Ozellikte oldugu goriilmiistiir. Bu etkiler dogrultusunda ekstrenin

siganlarda 6zefageal reflii izerinde koruyucu etkisi oldugu anlagilmstir.

Jabri ve ark. (191) tarafindan yapilmis bir ¢calismada M. communis meyve
suyunun sicanlarda mide-bagirsak hareketliligi ve mide bosalmasi {izerine etkileri
arastirtlmistir. Meyve suyunun bagirsak hareketliligini ve mide bosalmasini anlaml
diizeyde ve doza bagimli olarak inhibe ettigi goriilmiistiir. Sicanlara hint yagi
uygulamasiyla gelisen ishal ve bagirsakta sivi birikmesine karsi doza bagimli bir

koruma saglamistir.

Jabri ve ark. (192) tarafindan yapilmis bir ¢alismada bitki tohumlarmin sulu
ekstresinin sicanlarda etanol ile indiiklenmis peptik iilser modelindeki antiiilser ve
antioksidan etkileri arastirilmigtir. Ekstrenin DPPH ve siiperoksit anyon siiptiriicii etki
testleri sonucunda antioksidan aktivitesi bulunmustur. Ayrica ekstre doza bagiml

olarak peptik iilsere kars1 koruyucu etki gostermistir.

Zohalinezhad ve ark. (193) tarafindan yapilmis bir calismada, refli
hastaliginda M. communis'in meyve ekstresi igeren kapsiil formu omeprazol ile
karsilagtirilarak degerlendirmistir. Meyve ekstresi kapsiilli, omeprazol ve bu ikisini bir

arada kullanan gruplar olmak {izere hastalar {i¢ gruba ayrilmistir. Tiim gruplarda, hem
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reflii hem de dispeptik skorlar, ilgili baslangi¢ degerlerine kiyasla énemli dlgiide

azalmistir. Gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Mansour ve ark. (194) tarafindan yapilmis ¢alismada M. communis ugucu yagi,
maltodekstrin ile mikrokapsiillenmistir. Mikrokapstillenmis mersin ugucu yagi daha
sonra siganlarda etanol/hidroklorik asit kaynakli akut mide iilseri modelinde
gastroprotektif aktivitesi agisindan degerlendirilmistir. Sicanlara mikrokapsiil
uygulanmasi sonrasi iyilesme ve koruma yiizdeleriyle iliskili olarak gastrik
lezyonlarda ve asiditede kayda deger bir inhibisyona neden olmustur. Mide mukozasi
tizerinde giiclii bir antienflamatuvar etki gostererek etanoliin neden oldugu mide

lipoperoksidasyonunu 6nlemistir.

Sumbul ve ark. (195) tarafindan yapilmis bir calismada, M. communis
meyvelerinin su ve metanol ekstrelerinin sicanlarda gastrik {ilsere karsi1 koruyucu
etkisi arastirilmistir. Sicanlarda {ilser olusturulmadan Once sicanlara ekstreler
uygulanmistir. Diisiik dozda sulu ekstre ve yiiksek dozda metanol ekstresi omeprazol
ile karsilagtirildiginda daha anlamli etki gostermistir. Hem su hem de metanol ekstresi
dozlar1 ayn1 zamanda bu calismada kullanilan tiim iilser modellerinde mide suyu
hacmini, toplam asiditeyi azaltmis, mide pH'sin1 ve mide duvart mukus igerigini

artirmigtir.

Kardiyotonik etki

Janbaz ve ark. (196) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis toprak
istli kisimlarinin %70’lik metanol ekstresinin gastrointestinal, solunum ve damar
hastaliklarindaki etkinligi aragtirilmistir. Ekstre, izole tavsan aort preparatlarinda
fenilefrin (1 pM) ve K* (80 mM) kaynakli kasilmalarda gevsemeye neden olmustur.
Bu etkiler standart bir kalsiyum kanal blokoérii olan verapamile benzemektedir. Bu
bulgular dogrultusunda ekstrenin spazmolitik, bronkodilatatér ve vazodilator

aktivitelerini olas1 kalsiyum kanali bloke etmesiyle gosterdigi diistiniilmiistiir.

Abutaleb ve ark. (197) tarafindan yapilmis bir calismada M. communis yaprak
ve meyvelerinin %70’lik etanol ekstreleri hazirlanmis ve sicanlarda izoproterenol
kaynakli kalp yetmezligi lizerine koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Ekstrelerin

uygulanmasi sonucunda ELISA yontemleri kullanilarak oksidatif stres faktorlerinin
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(MDA, SOD, GSH) diizeyleri dlgiilmiistiir. Ekstrelerin oksidatif stres ve miyokardiyal

fibrozisin azaltilmasi yoluyla kardiyoprotektif etkiler saglayabilecegi ongoriilmiistiir.

Anksiyolitik/Sedatif-Hipnotik Etki

Hajiaghaee ve ark. (198) tarafindan yapilmis bir caligmada fare ve sicanlarda
M. communis yapraklarmin %80°lik etanol ekstresinin uyku ve anksiyete iizerine etkisi
arastirilmistir. Ekstre (tiimii i¢in p=0,001) 6nemli dl¢lide kas tonusunu zayiflatmistir.
Ayrica hayvanlara 200 mg/kg ekstre (p=0,01) uygulandiginda 6nemli bir hipnotik etki
gozlenmistir. Veriler, yaprak ekstresinin anksiyolitik ve kas gevsetici etkisi oldugunu

gostermistir.

Walle ve ark. (199) tarafindan yapilmis bir ¢calismada, M. communis ugucu
yaginin fareler iizerindeki sedatif-hipnotik aktivitesinin arastirilmasi amaglanmistur.
Ugucu yagim motor koordinasyonu ve kas gevsemesi {lzerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Ugucu yag ilacla tedavi edilen grupla karsilastirildiginda
pentobarbital kaynakli uyku siiresini uzatmistir. M. communis'in ugucu yaginin, doza
bagimli sedatif-hipnotik aktiviteye ve merkezi sinir sisteminde anksiyolitik aktiviteye

sahip oldugu bulunmustur.

Hailu ve ark. (200) tarafindan yapilmis ¢alismada, M. communis ugucu yaginin
fareler tlizerindeki anksiyolitik etkisi farkli kaygi modelleri kullanilarak
degerlendirilmistir. 100 mg/kg'lik bir dozda ugucu yagin oral olarak uygulanmasi
sonucunda, standarda gore daha iyi anksiyolitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu
calisma, kaygi tedavisinde bitkinin ugucu yaginin Etiyopya’da geleneksel kullanimini

desteklemistir.
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2.3. Parkinson Hastahig

Parkinson hastalig1, ilerleyici nérodejeneratif hastaliklardan biridir. Diinya
Saglhk Orgiitii raporuna gére diinya iizerinde Alzheimer’dan sonra en sik goriilen
norodejeneratif hastaliktir. Substantia nigrada dopaminerjik ndéron hasar1 ile
karakterizedir ve substantia nigra basta olmak iizere hastaligin ilerleyen siireclerinde
beynin diger bolgelerinde de hasara neden olmaktadir. Hastaligin sebebi net olarak

bilinmemektedir (201).

2.3.1. Parkinson Hastaliginin Etiyolojisi

Parkinson hastaliginin etiyolojisinde temel olarak ii¢ faktor rol almaktadir.
Bunlar genetik faktorler, cevresel faktorler ve yasliliktir. Bu faktorlerin yani sira yasam

tarzi da hastaligin olusumunda rol almaktadir.

Son 25 yilda yapilan ¢alismalar dogrultusunda hastaligin kalitimsal 6zellikleri
iizerinde rol oynayan genler ile ilgili bilgiler derlenmistir. Ozellikle otozomal
dominant kalittmda rol oynayan gen lokuslart SNCA, LRRK2, VPS35 olarak
bilinmektedir. Otozomal resesif kalitimda rol oynayan gen lokuslar1 ise PINK1, DJ-1,

ATPaz tipi 13A2 ve Parkin olarak bilinmektedir (201).

Hastaligin patolojisinde bulunan Lewy cisimcikleri, a-siniiklein proteininin
birikimi sonucunda olusmaktadir. a-siniiklein proteinlerinden sorumlu olan SNCA
geni, Lewy cisimcikleri olusumu ve Parkinson hastalifinin seyri agisindan énem arz
etmektedir. Bu gen iizerine mutasyonlar nadiren gergeklesmektedir. Mutasyon tipine
bagli olarak hastaligin seyri degisiklik gdstermektedir. Gen duplikasyonuna sahip
hastalar klasik Parkinson semptomlar1 gdsterirken genin triplikasyonuna sahip hastalar

daha siddetli semptom gostermektedirler.

Parkinson hastaliginin olusumunda herbisit, pestisit tarim ilaglarina maruziyet,

agir metal toksisitesi, sigara ve alkol kullanimi ¢evresel faktorleri olusturmaktadir.

Yaslanmayla birlikte oksidatif stresin artmasi, gen ifadelerinde degisiklik
olusturabilmektedir (202). 60 yasin iizerinde toplumun %1’inde bu hastalik
gbzlenirken, 85 yasin iizerinde bu oran %S5’e ¢ikmaktadir ve subtantia nigradaki
dopaminerjik néronlar yaslanmayla birlikte her on yilda %4.7-%9.8 oraninda azalis

gostermektedir (203, 204).
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2.3.2 Parkinson Hastaliginin Patogenezi

Hastaligin patogenezinde temel olarak mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif
stres, demir birikimi ve enflamasyon rol almaktadir. Mitokondriyal disfonksiyon ile
Parkinson hastaliginin baglantis1 ilk kez 1983 yilinda norotoksik bir ajan olan

MPTP’ye maruz kalmis olan hastalarin bulunmasiyla kurulmustur (205).

Ilerleyen zamanlarda Parkinson hastalarinin beyin 6rnekleri incelendiginde
substantia nigradaki mitokondriyal kompleks I aktivitesinin belirgin olarak azaldigi ve
mitokondriyal DNA silinmesinin yiiksek seviyelerde dolugu goriilmiistii. Bulgular,
mitokondriyal hasarin Parkinson hastalig1 ile iliskisini kanitlamaktadir (206). Ayni
zamanda hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin birikiminin, mitokondriyal kompleks I
tizerinde hasar olusturarak mitokondriyal disfonksiyona sebep oldugu bilinmektedir

(207).

Substantia  nigradaki  dopaminerjik  noronlar, dopaminin  oksidatif
deaminasyonunu ve otooksidasyonunu, monoaminoksidaz enzimi araciligiyla
saglamaktadirlar. Dopaminin otooksidasyonu sonucu melanin olusmaktadir ve
melanin miktar1 hiicredeki oksidasyon hakkinda bilgi vermektedir. Melanin saglikli
hiicrelerde toksik metabolitlerin birikimini engellemektedir, reaktif oksijen tiirlerinin
noronlardan atilimini saglamaktadir. Ayni zamanda Olmekte olan noronlar
noromelanin pigmenti salarak kronik enflamasyona neden olmaktadir. Kronik

enflamasyon da reaktif oksijen tiirlerinin artigina sebebiyet vermektedir (208).

Noroenflamasyonun  sebeplerinden  biri  de  mikroglial  hiicrelerin
aktivasyonudur. Bu hiicreler, zarar gérmiis hiicreleri ve yabanci maddeleri fagosite
etmektedirler. Mikroglial hiicreler aktivasyon sirasinda ~ TNF-a, IL-1-, NO
enflamasyon parametrelerini salgilamaktadir. Mikroglialarin bu sekilde aktive
olmalarinda a-sintikleinin, LRRK?2, Parkin gibi proteinlerin etkisi bulunmaktadir

(201).

Insan beynindeki demir iyonu oraninda gdzlenen degisiklikler nérodejeneratif
hastaliklara sebebiyet verebilmektedir. Normal insan beyninde bulunan demir iyonu
orani, beynin boliimlerine gore degisiklik gdstermektedir. Yaslanmayla birlikte

substantia nigra ve beynin farkli bolgelerinde toplam demir konsantrasyonu artis
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gostermektedir (209, 210). Norodejenerasyondan sonra aktive olan mikroglialar demir
iceren artik hiicresel bilesenleri fagositozlayip hiicrelerdeki demir konsantrasyonunu
artirabilmektedir. Buna ek olarak 6lmekte olan mikroglialar demirlerini serbest
birakarak komsu hiicrelerin oksidatif stresini yiikseltebilmektedirler. Bu olaylar birbiri
ile yakindan baglantili oldugu i¢in hastaligin seyrinde hizlanmaya sebebiyet

verebilmektedir (201).

2.3.3. Parkinson Hastaliginin Belirtileri

Hastaligin patogenezinde ilerlemeler belli bir seviyeye ulastiktan sonra
hastaligin semptomlar1 belirginlesmektedir. Semptomlar hareket bozukluklari,
kaslarda rijidite, postiiral instabilite, donma ve tremor ile karakterizedir. Bu
semptomlar, tiim viicut hareketlerinde yavaslik ve beceri gerektiren ince hareketlerde
bozukluk ile anlagilmaktadir. Bahsi gecen hareket bozukluklari ve hareket

bozukluklarinin agiklamalari asagida verilmistir:
Hipokinezi: Hareket sikliginda azalma.
Bradikinezi: Hareketlerde yavaslama.

Akinezi: Hareket kaybi.

Rijidite: Herhangi bir eklemde pasif harekete karsi ortaya ¢ikan artmis kas tonusudur

ve genellikle eklemlerde hareket kisitliligina neden olmaktadir.

Postiiral instabilite: Postiiral reflekslerin kaybi, yilirimede donmalar ile beraber en sik

diisme nedenidir.

Donma: Motor harekette, Ozellikle yiirimede gegici bir duraklama seklinde
goriilmektedir. Akinezinin bir formu olarak kabul edilmektedir. istemli motor
hareketler, agonist ve antagonist kaslarin kasilmasina bagli olarak durur ve

gerceklesemez.

Tremor: Bir viicut parcasinin sabit frekans ve degisken genlige sahip, antagonist
kaslarin kontraksiyonlarindan kaynaklanan, ritmik ve istemsiz hareket olarak

tanimlanir.
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2.3.4. Parkinson Hastahg) Tedavisi

Parkinson hastaliginin tedavisinde Oncelikle levodopa, dopamin agonistleri,
katekol-O-metiltransferaz inhibitorleri ve MAO-B inhibitorleri tercih edilmektedir
(211). Levodopa, Parkinson hastaliginin semptomatik tedavisinde en giiglii ilagtir.
Motor davranis bozukluklarini hizla kontrol altina aldig1 bilinmektedir (212). Fakat
dopamin prekiirsorii  olan levodopanin 3-5 yil kullanimindan sonra motor

davraniglarda dalgalanmalarin goriilmesi sebebiyle yeni arayislara baglanmistir (213).

Levodopa/karbidopa ilag kombinasyonu hastaligin ilk evrelerinde siklikla
tercih edilen ilag tedavilerinden biridir. Dekarboksilaz inhibitorii olan ve kan beyin
bariyerinde gecemeyen karbidopa, levodopanin periferde dopamine c¢evrilmesini

engellemektedir. Bu sayede beyne ulasan levodopa orani artirilmaktadir (212).

Hastaligin baslangicinda ila¢ tedavisine karar verilirken, daha az motor
davranig dalgalanmasimma neden olan dopamin agonistleri, levodopaya tercih
edilmektedir. Dopamin agonistleri, dopamin metabolizmasina girmemektedir ve
postsinaptik  dopamin reseptorlerini  uyararak etkilerini  gostermektedirler.
Levodopadan sonra en gii¢lii antiparkinson ila¢ grubunu olusturmaktadirlar (212).
Apomorfin hastaligin tedavisinde sikca tercih edilen bir dopamin agonistidir ve D2
reseptor agonisti oldugu kabul edilmektedir. Apomorfin, dopamin agonisti olmasi
nedeniyle sedasyon, haliisinasyon ve psikoz gibi ndropsikayatrik sorunlara yol
acabilmektedir (213). Dopamin agonisti olan ila¢ grubunda apomorfinin yan sira

bromokriptin, pergolid ve pramipeksol ilaglari da bulunmaktadir.

MAO-B inhibitorleri, beyinde dopamin yikimindan sorumlu MAO izoformu
olan monoamin oksidaz-B’yi geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmektedir. Rasajilin ve
selejilin ilaglar1 bu grupta yer almaktadir. Bu grup ilaglar beyinde dopamin yikimin
azaltarak endojen dopamin etkisini artirmaktadir, fakat semptomatik etkileri zayiftir
(212). Ayn1 zamanda MAO-B inhibitorlerinin, klinik 6ncesi verileri dogrultusunda
Parkinson hastalig1 i¢in noroprotektif etkileri oldugu goriilmistiir (214).

Antikolinerjik ilaclarin, dopamin azalmasiyla ortaya ¢ikan striatal dopamin ve
asetilkolin aktiviteleri arasindaki dengesizligi diizelttigi ongoriilmistiir. Antikolinerjik
ilaglar, levodopa ve dopamin agonistleri hastaligin motor semptomlarini

hafifletmediginde, tremor siddetini azaltmak amaciyla tedavide yer almaktadir (212).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Botanik Calismalar

3.1.1 Bitki Materyali

Myrtus communis L. 2022 yilinin temmuz ayinda Hatay ilinin Arsuz ilgesine
bagli Hiiylik Mahallesinin makiliklerinden toplanmistir. Bitkinin herbaryum o6rnegi
olusturulmustur ve Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda HUEF

22061 numarastyla muhafaza edilmektedir.

Sekil 3.1. M. communis genel gorlinlisii, habitat1 ve herbaryum 6rnegi
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3.1.2 Morfolojik Calismalar

Bitki ciceklenme zamaninda 10 Temmuz 2022°de Arsuz’dan toplanmustir.
Cigeklenme doneminde toplandigi i¢in morfoloji caligmalar1 kapsaminda yapraklari
ve ¢igekleri iizerinde inceleme yapilmistir. Bitkinin teshisi i¢in yapilan morfoloji
caligmalarinda araziden toplanan bitki Ornegi, Ankara’da ziyaret edilen
herbaryumlardaki ornekler ile karsilastirilmistir. Ayrica yaprak ve ciceklerin
literatiirdeki betimlemelere uygunlugu Leica EZ4 marka stereomikroskop yardimiyla

incelenmistir.

3.1.3 Anatomik Calismalar

Bitkinin yapraklar1 dallar1 ile birlikte toplandigindan anatomik caligmalar
yapraklar1 ve dallar1 izerinde yapilmistir. Bu kisimlar %70°lik etanol igerisine alinarak
anatomik ¢aligmalar i¢in gerekli olan materyal hazirlanmistir. Keskin jilet yardimiyla
yaprak iist ve alt yiizey kesitleri, yaprak enine kesitleri, dal enine kesitleri alinmistur.
Anatomik yapilarin tanimlanmasinda  bitkinin literatiirdeki caligmalarindan

yararlanilmistir (215-217).

Bu calisma kapsaminda su, kloral hidrat ¢ozeltisi, Sartur reaktifi ve ikili

boyama yontemi kullanilmistir.

Goriintiilleme i¢in Leica CME Isik mikroskobu kullanilmis, 4X, 10X, 40X ve
100X’1ik objektifler yardimiyla incelenmistir.

Yaprak iist epidermisinde bulunan epidermis hiicrelerinin, yaprak alt
epidermisinde bulunan epidermis ve stoma hiicrelerinin ortalama boyutlari en ve boy
olarak um cinsinden verilmistir. Epidermis hiicrelerinin boyutlar1 Sekil 3.2.°de

gosterildigi sekilde belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Epidermis hiicrelerinin boyutlarinin belirlenmesi.

A: Alt epidermis, B: Ust epidermis.

Bunu takiben stoma hiicrelerine ait stoma indisi asagidaki formiile gore
hesaplanmaistir:

Stoma indisi=[S/(S+E)]x100 (3.1,
S= Yapragin belirli alanindaki stoma say1si

E= Yapragin ayn1 alanindaki (tiiyleri de tasiyan) epiderma hiicreleri sayisi.

Dokularm boyanmasinda kloralhidrat, SARTUR ve ikili boyama ydntemi

olmak tizere ti¢ farkli yontem kullanilmistir.

Kloralhidrat  reaktifi: Kesitleri berraklagtirmak i¢in kullanilmaktadir.
Nigastalar1  eritmekle birlikte kalsiyam okzalat kristallerinin ~ gorlintiisiinii
degistirmemektedir. Lamin {izerindeki dokuya damlatilip {istii lamel ile kapatildiktan
sonra bek alevinde hafif¢ce 1sitilmaktadir. Bu islemler sonrasinda doku incelenmeye

hazir hale gelmektedir.

SARTUR reaktifi: Karigim bir reaktiftir. Reaktifin i¢eriginde bulunan sudan III,
yag, kiitin ve siiberini turuncu renge boyamaktadir. Anilin, lignin ile sar1 renk

olusturmaktadir. Bu nedenle odunlasmis dokular sar1 renkte goriilmektedir. lyot,
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nisastayr mavi-mor renge boyamaktadir. Lamin iizerindeki dokuya damlatilip tstii
lamel ile kapatildiktan sonra bek alevinde hafif¢e 1sitilmaktadir. Bu islemler

sonrasinda doku incelenmeye hazir hale gelmektedir (218).

Ikili boyama yontemi: Astra mavisi ve safraninden olusmaktadir. Safranin
odunlagsmis yapilar1 kirmizi renge, astra mavisi kollenkimayr mavi renge
boyamaktadir. Lamin iizerindeki dokuya damlatilip iistii lamel ile kapatildiktan sonra

doku incelenmeye hazir hale gelmektedir.

3.2 Fitokimyasal Calismalar

3.2.1 Genel Teshis Reaksiyonlar1

Genel teshis reaksiyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in sulu ekstre, etanol ekstresi
ve alkaloit ekstreleri hazirlanmis ve ilgili tayinlerin yapilabilmesi i¢in kullanilmistir.
Izolasyon calismalari, toplam fenolik, toplam flavonoit ve toplam proantosiyanidin
igerik tayinleri, biyolojik aktivite ve omiks ¢alismalar i¢in hazirlanan ekstreler ise

3.2.2 Ekstraksiyon bagligi altinda verilmistir.

Sulu ekstre: Bitkinin kurutulmus ve toz haline getirilmis yapraklarindan
4,0232 gram tartilmis ve 250 mL’lik erlene aktarilmistir. Uzerine 200 mL kaynamis
distile su eklenmistir. Erlenin agz1 tipa ile kapatilarak sicak su banyosunda 15 dakika
boyunca bekletilmis, sicakken siiziilmiistiir. Sulu ekstre kullanilarak saponozitlerin,
antrasen tlirevi glikozitlerin, flavonoitlerin, tanenlerin, antosiyanin glikozitlerin,

ozlarin, nigasta ve kumarin gruplarinin teshis reaksiyonlart yapilmstir.

Saponozitler: 10 mL sulu ekstre bir deney tiipline alinmistir. Tiiplin agz1 bas
parmak ile sikica kapatilmis ve yatay olarak 30 saniye boyunca calkalanmistir. Tiip
kendi haline birakilmis, 15 dakika sonra kdpiik seviyesi gozlemlenmistir. 15 dakikanin
sonunda deney tiiplinde 1 cm’ye yakin kopiik kalmis olmasi saponozit varligin
gostermektedir. Saponozit bilesiklerinde aglikonun tespit edilebilmesi i¢in asagidaki
reaksiyon gerceklestirilmistir:

Hager-Salkowski Reaksiyonu: Bitkinin 1,0763 g kurutulmus ve &giitiilmiis
yapraklar1 5 mL kloroform ile ekstre edilmis ve siiziilmiistiir. Uzerine esit miktarda

derisik H>SO4 eklenmis ve tabakalardaki renk degisimleri incelenmistir. Steroidal
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yapida sapogenol bulunmasi durumunda kloroformlu tabakada kan kirmizisi renk,
asitli tabakada yesil bir floresan goriintli olugmaktadir.
Brieskorn-Briener Reaksiyonu: Triterpenik sapogenollerin kloroforomdaki

¢oOzeltileri klorosiilfonik asitle kirmizi renk verirler.

Antrasen tiirevi glikozitler: Borntrager reaksiyonu bu grup icin 6zel bir
reaksiyondur. 10 mL sulu ekstre iizerine 5 damla derisik H>SO4 eklenmis ve 5 dakika
bek alevi tizerinde i¢i su dolu beherde isitilmistir. Bu basamak glikozitin hidroliz
olmast ve aglikonun serbest hale gelmesi amaciyla yapilmistir. Ekstre sicakken
stiziilmiis, siiziintii sogutulmusg ve 5 mL eter ile partisyona tabi tutulmustur. Eter fazi
ayrilmig ve sicak su banyosunda kuruluga kadar ugurulmustur. Oda sicakligina
geldikten sonra %10°luk NH3 ¢ozeltisi ile calkalanmis ve renk degisimi incelenmistir.
Eter fazinda antrasen tiirevi olmasi durumunda sar1 renk gozlenmektedir. Ayrica
amonyak ilavesi ile giil pembesinden kiraz kirmizisina degisen bir renk gézlenmesi
antrasen tiirevi glikozitlere isaret etmektedir. Aglikon bir antronol ise renk 6nce sar1, 5

dakika sonra karakteristik kirmiziya dontismektedir.

Flavonoitler: Siyanidin reaksiyonu flavonoitlere 6zel bir reaksiyondur. 20 mL
sulu ekstre ayirma hunisinde 6 mL EtOAc ile partisyona tabi tutulmustur. EtOAc faz1
bir behere alinarak sicak su banyosunda kuruluga kadar ug¢urulmustur. Tamamen
kuruduktan ve oda sicakligina getirildikten sonra 2 mL HCI:MeOH:H>O (1:1:1)
coOzeltisi ve spatiil ucu kadar Mg talast eklenmistir. Kapsiildeki renk degisimi
incelenmistir. Flavon iskeleti bulundugu durumda turuncu-kirmizi, flavonol iskeleti
bulundugu durumda kiraz kirmizisi, flavonon iskeleti bulundugu durumda mor-kirmizi

renk gozlenmektedir.

Tanenler: Iki farkli deney tiipiine 5 mL sulu ekstre koyulmustur. Ilk tiipteki
ekstrenin Ustiine 2 mL tuzlu jelatin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Tiipteki renk ve/veya
cokelti gozlemlenmistir. Krem rengi ¢okelti olusmasi tanen varligini géstermektedir.
Ikinci tiipteki ekstre iizerine seyreltik %5°lik FeCls ¢ozeltisinden 3 damla ilave edilmis
ve renk degisimi incelenmistir. Esmer-zeytin yesili renk ve/veya ¢okelek katesik tanen,

mavi-siyah renk ve/veya ¢okelek gallik tanen varligini gostermektedir.
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Antosiyanin glikozitleri: Bu deney antosiyaninlerin farkli pH’lerde farkli
renkler vermesi esasina dayanmaktadir. 4 adet deney tiipiine sirasiyla 2’ser mL sulu
ekstre eklenmistir. Ik deney tiipiine 1 mL diliie H>SO4, ikinci deney tiipiine NaOH
¢ozeltisi eklenmis ve diliie HCI ile asitlendirilmistir. Ugiincii deney tiipiine bir miktar
amil alkol koyulup ¢alkalanmistir. Dordiincii deney tiiptine 1 mL diliie H2SO4
eklenmis, hafifce 1sitilmig ve sogutulduktan sonra amil alkolle ¢calkalanmistir. Her bir

deney tliptindeki renk degisimleri incelenmistir.

Ozlar: 2 mL sulu ekstre bir deney tiipiine alinmustir. Ustiine 3 mL Fehling A,
3 mL Fehling B ¢ozeltileri ilave edilmistir. Bek {izerinde bulunan kaynar su igeren
beherde bir siire 1sitilmis ve ¢okelek olusumu incelenmistir. Kirmizi renkte ¢okelti
olusumu oz varligini géstermektedir.

Nisasta: 3 mL sulu ekstre bir deney tlipline alinmistir. 3 damla 0,5 N iyot
cozeltisi eklenmis ve renk degisimi incelenmistir. 0,5 N iyot ¢dzeltisi eklendikten

sonra mor renk olusmasi nisasta varligini gostermektedir.

Kumarinler: 5 mL sulu ekstre yogunlagtirllmistir. Yogun ekstre bir siizgec
kagidina damlatilmistir. Kuruduktan sonra iizerine 1 N NaOH damlatilmis ve
kurutulmustur. UV3e6 da incelenmistir. UV3ee da goriinen yesil floresan renk kumarin

varhigim gostermektedir.

Etanol ekstresi: Bitkinin kurutulmus ve toz haline getirilmis yapraklarindan

0,4855 gram tartilmig ve 250 mL’lik erlene aktarilmistir. 10 mL %50°1lik EtOH ve 2

mL MeOH ilave edilip 3-5 dakika bekletilmis ve siizlilmiistiir. Siizlintiiye 1 mL kursun
subasetat eklenmis ve siiziilmiistiir. Temizlenmis siiziintii kloroform ile partisyona tabi
tutulmustur. Kloroform fazi ayrilmigtir. Bu faz kardiyoaktif glikozit aranmasi igin

kullantlmistir.

Kardiyoaktif glikozitler: Kloroformlu faz kapsiil i¢inde sicak su banyosu
tizerinde kuruluga kadar ugurulmustur. Kapsiile 3 mL %3,5’lik FeCls/glasiyel asetik
asit ¢ozeltisi eklenmis ve 1 dakika bekletilmistir. Icinde 2 mL derisik H,SO4 bulunan
deney tiipiine tabaka yapacak sekilde c¢eperden sizdirilmistir. Tabakalardaki renk
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degisimleri incelenmistir. Bekledik¢e tabakalarin ayrilma yiizeyinde esmer tabaka
olugsmas1 deoksipentoz varligini, asetik asitli iist tabakada soluk yesil renk olusmasi

digitoksigenin varligin1 gostermektedir.

Alkaloit ekstresi: Bitkinin kurutulmus ve toz haline getirilmis yapraklarindan

0,4820 g gram tartilmis ve 250 mL’lik erlene aktarilmistir. Uzerine 20 mL 1 N HCI
ilave edilmistir. 15 dakika boyunca ¢alkalanarak ekstre edilmis ve siizilmiistiir. 10 mL
eter ile partisyona tabi tutulmus ve eterli faz atilmistir. Kalan sulu asitli faz derisik NH3
ile alkalilendirilmistir. Bu ¢ozelti 2 defa 10 mL eter ile partisyona tabi tutulmus ve

eterli fazlar toplanmistir. Bu faz alkaloit aranmasinda kullanilmigtir.

Alkaloitler icin genel teshis reaksiyonu: Dragendorf reaktifi ile doyurulmus
stizgec kagidina 2-3 damla alkaloit ekstresi damlatilmis ve renk degisimi incelenmistir.
Alkaloit varhig diisiiniildiigiinden bazi alkaloitler i¢in 6zel teshis reaksiyonlari

yapilmustir.

Tropan tiirevi alkaloitler: Vitali-Morin reaksiyonu Solanaceae alkaloitleri
icin spesifiktir. Kapsiile alinan 2 mL alkaloit ekstresinin {istiine derisik HNO;
eklenmigtir. Sicak su banyosunda kuruluga kadar ugurulmustur. Oda sicakligina
gelince 2 damla %5’lik alkollii potas ¢ozeltisi ilave edilmis ve renk degisimi
incelenmistir. Cabuk solan mor rengin goriilmesi tropan tiirevi alkaloitlerin varligina

isaret etmektedir.

Izokinolein tiirevi alkaloitler: Alkaloit ekstresinden 2’ser mL olacak sekilde
3 deney tiipiine alinmistir. Ekstrenin bulundugu 1. deney tiipiine 3 mL derisik H2SO4
ve 2 damla Marquis reaktifi eklenmistir. 2. deney tiipiine 2 damla Froehde reaktifi
eklenmis ve deney tiipii sicak su banyosunda kisa bir siire 1sitilmistir. 3. deney tilipiine
de 2 damla H>SO4ve 1 damla HNOj3 eklenmistir. Olusan renkler (mor-pembe, mavi,

kirmiz1) incelenerek izokinolein tiirevi alkaloitlerin varlig1 tespit edilmistir.
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indol tiirevi alkaloitler:

Iginde 2 mL alkaloit ekstresi bulunan deney tiipiine 2 damla derisik HNOs
eklenmis ve olusan renkler (kan kirmizisi, sar1) gozlemlenerek indol tiirevi

alkaloitlerin varlig1 tespit edilmistir.

Miireksit Deneyi: Porselen kapsiilde bulunan numune iizerine 1 mL HCI ve
spatiil ucu kadar KCIO; eklenmistir. Sicak su banyosunda kuruluga kadar
ucurulmustur. Kapsiil oda sicakligina geldiginde i¢inde derisik NH3 bulunan sisenin
agzina kapatilmis ve renk degisimi gozlemlenmistir. Kafein varliinda kapsiilde

erguvani renk olugsmasi beklenmektedir.
Ince Tabaka Kromatografisi

Ince Tabaka Kromatografisinde sekonder metabolit gruplarinmn teshisi i¢in
uygun numune ¢ozeltileri, sabit faz ve hareketli fazlar se¢ilerek analiz yapilmstir.
Antrasen Tiirevi Glikozitler

. Numune ¢ozeltisi: M. communis’in sulu ekstresi

o Sabit faz: ITK Silika jel 60 F2s4 plak (MERCK)

o Hareketli faz: n-Propanol:etil asetat:gl. asetik asit:su (40:40:30:1 h/h/h/h)
° Piskiirtme reaktifi: %20’lik Nitrik asit, 5 dakika 105°C’de 1sitma.

. Goriintiileme: Gortiniir 1s1kta kirmizi-kahverengi leke.
Flavonoitler
o Numune ¢dzeltisi: M. communis’in sulu ekstresi

. Sabit faz: ITK Silika jel 60 Fas4 plak (MERCK)
. Hareketli faz: Kloroform:metanol:su (70:30:3 h/h/h)

° Piiskiirtme reaktifi: %1°lik Vanilin/siilfiirik asit, 5 dakika 105°C’de 1sitma.
. Goriintiileme: Goriiniir 151kta sar1 leke, UV3e6°da sari-yesil floresan leke.
Tanenler

. Numune ¢o6zeltisi: M. communis’in sulu ekstresi

. Sabit faz: ITK Silika jel 60 Fas4 plak (MERCK)



102

. Hareketli faz: Toluen:aseton:formik asit (5:5:1 h/h/h)

° Piiskiirtme reaktifi: %1°lik Vanilin/siilfiirik asit, ve 5 dakika 105°C’de 1s1itma.
. Goriintiilleme: Goriiniir 1sikta kirmizi leke.

Alkaloitler

o Numune ¢dzeltisi: M. communis’in alkaloit ekstresi

. Sabit faz: ITK Silika jel 60 Fas4 plak (MERCK)
. Hareketli faz: Etil asetat:metanol:su (100:13,5:10 h/h/h)
. Piiskiirtme reaktifi: Seyreltik Dragendorf, 5 dakika 105°C’de 1sitma.

. Gorilintiileme: Goriiniir 151kta kahverengi/kahverengi-turuncu leke.

Terpenik maddeler

. Numune ¢ozeltisi: M. communis’in etanol ekstresi

. Sabit faz: ITK Silika jel 60 Fas4 plak (MERCK)

° Hareketli faz: Petrol eteri:etil asetat (85:15 h/h)

° Piiskiirtme reaktifi: %1°lik Vanilin/stilfiirik asit, 5 dakika 105°C’de 1sitma.

. Gorilintiilleme: Goriiniir 1s1kta mor renk, UVies‘da kirmizi-turuncu floresan
leke.

Kafein

o Numune ¢dzeltisi: M. communis’in alkaloit ekstresi

. Sabit faz: ITK Silika jel 60 F2s4 plak (MERCK)
. Hareketli faz: Etil asetat:metanol:su (100:13,5:10 h/h/h)
. Piiskiirtme reaktifi: A¢ik havada kurutma.

. Goriintiileme: UV2s4°te floresansi engelleyen leke.
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3.2.2 Ekstraksiyon Caliymalar

Hatay’dan toplanmis M. communis yapraklari ag¢ik havada ve gdlgede
kurutulmustur. Etnobotanik ve halk ilaci ¢aligsmalar1 dikkate alindiginda halk arasinda
genel olarak infiizyon yontemiyle hazirlandig1 tespit edildiginden ilk olarak sulu
ekstresi hazirlanmistir. Diger taraftan fitokimyasal ¢alismalar i¢in genis profilde

madde grubunun elde edilebilmesi amaciyla %80’lik etanol ekstresi hazirlanmistir.

Bitkinin sulu ekstresi (MCI) i¢in bir kisim bitki materyali {izerine 10 kisim
kaynatilmig distile su eklenmistir. 30 dakika bekletildikten sonra distile su ile 1slatilmig
stizge¢ kagidi ve huni yardimiyla siiziilmiistir. Hazirlanan inflizyon rotavapor
yardimiyla 40°C’de diisiik basing¢ta kuruluga kadar ugurulduktan sonra elde edilen
madde miktar1 4,44 g olarak hesaplanmis ve verim %14,23 olarak belirlenmistir (Sulu

ekstre=4,44 g).

%80’lik etanol ekstresi (MCE) 3 tekrarli hazirlanmistir. Bir kisim bitki
materyali iizerine 8 kisim ¢0ziicli (%80’°lik etanol) eklenerek 12 saat maserasyona
birakilmistir. Oda sicaklifinda ve agik hava basincinda ekstre edilen bitkisel droglar
12 saatin sonunda %@80’lik etanol ile islatilmig pilili siizge¢ kagidi yardimiyla
siziilmistiir. Her siiziintiide elde edilen madde miktarinin Olgiilebilmesi ve verim
hesabinin yapilabilmesi i¢in siiziintiiler rotavapor yardimiyla 40°C’de al¢ak basingta
kuruluga kadar ugurulmustur. 11k ekstraksiyondan 39,27 g, ikinci ekstraksiyondan
14,29 g, ticlincii ekstraksiyondan 8,46 g madde alinmis ve birlestirilerek toplam verim
%31,01 olarak hesaplanmistir. Ekstrelerin icerdigi madde gruplarini ve bunlarin nitel
olarak yogunluklarinin anlasilabilmesi amaciyla her ekstrenin uygun derisimdeki

¢Ozeltisi ince tabaka kromatografisi yardimiyla gozlenmistir (etanol ekstresi=62,02 g).
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3.2.3. Kromatografik Yontemler

Calismalar siiresince kullanilmig tiim kromatografik yontemler ve sartlari,

kullanilan kisaltmalarla birlikte asagida verilmistir.

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kromatografik yontemlerle gerceklestirilen izolasyon caligmalarinin takibinde

normal faz silika jel, ters faz silika jel ve poliamit ile kapli hazir plaklardan

faydalanilmistir.

Tablo 3.1. Calismalarda kullanilan ITK bilgileri

Adsorban

-Silika jel (Aliiminyum plak, Kieselgel 60 F2s4, Merck)

-Silika jel (Aliminyum plak, Kieselgel 60 RP-18 Fasus,
Merck)

-Poliamit (abcr)

Coziicii sistemleri

-EtOAc:gl. asetik asit:formik asit:H,O (100:11:11:27)
-CHCl3:MeOH:H,O (90:10:1, 85:15:0,5, 80:20:2, 80:20:1,
70:35:5, 70:30:3, 75:25:5, 70:25:5, 61:32:7, 60:40:10, 50:50:10)
-EtOAc:MeOH:H,O (100:25:20, 100:17,5:13,5, 100:17,5:12,
100:15:10, 100:10:5, 85:15:3, 85:15:0,5, 55:35:10)
-n-Hekzan:EtOAc:MeOH (4:6:4, 10:10:3, 10:10:4, 10:10:4,5,
10:10:0,5)

-Siklohekzan:EtOAc:MeOH (10:10:3, 10:10:2,5, 7:3:2)
-Siklohekzan: CHCl3:MeOH (10:10:3, 10:10:3,5, 4:5:2)
-n-BuOHé:asetik asit: H>O (40:10:20)

CHCIl3:MeOH (99:1, 98:2, 97:3, 96:4, 95:5, 94:6, 90:10, 88:12)
-n-Hekzan:EtOAc (7:3)

-MeOH:H,O (95:5, 90:10, 80:20, 80:15, 65:35, 60:40, 55:45,
50:50, 40:60, 35:65, 25:75, 20:80)

-ACN:H,O0 (85:15, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 25:75)
-Izopropil alkol: H,O (50:50)

Tatbikler

Pastor pipeti yardimiyla plagin alt ucunun 1 cm yukarisina ve
tatbik noktalar1 arasinda birer cm birakilarak yapilmustir.

Siiriiklenme mesafesi

5-7 cm

Lekelerin belirlenmesi

1) UV 254 ve 366 nm’da Camag UV lambasi altinda gozlenen
floresan

2) %20’1ik siilfiirik asit ¢ozeltisi pliskiirtiildiikten sonra 105 °C’de
2 dakika 1s1itma

3)%1’lik vanilin/siilfiirik asit ¢ozeltisi puskiirtiildiikten sonra
105°C’de 2 dakika 1sitma

4) Daldirma yontemi (Plak puskiirtme reaktifi icerisine daldirilir
ve kurutma tabancasiyla kurutulur.)
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Vakum Si1vi Kromatografisi (VSK)

VSK, on fraksiyonlama ve saflastirma amaciyla kullanilmigtir. Tam kapali
sistem haline getirilebilen Spectra/Chrom™ LC Column marka ve model cam kolon
kullanilmistir. Kolon boyutlarina, tatbik edilecek numune miktarina gore karar
verilmistir. Kolon dolgu materyali olarak ters faz silika jel (LiChroprep Cis, Merck)
kullanilmistir. Kolonlar yas yontemle hazirlanmistir. Coziicti sistemleri HO—MeOH
olarak belirlenmistir. Numune tatbik edildikten sonra, belirlenen ¢dziicii sistemiyle
polarite degisikligi yapilarak izolasyona devam edilmistir. Toplanan fraksiyon
hacimleri 10 ve 25 mL olarak belirlenmistir. Niige erlenine baglanan bir hortum
yardimiyla kolonun altindan vakum uygulanmis ve BOYU marka hava pompasi ile
kolonun iist vidasindan hava verilmistir. Bu sayede hizli ve verimli bir ayrim

saglanmustir.

Kolonun hazirlanmasi: Yeterli miktarda MeOH ile siispande edilen LiChroprep
Cis cam kolona aktarilmistir. Izolasyona baslanacak c¢oziicii sistemi ile kolon

sartlanmustir.

Numune tatbiki: Numuneler, az miktarda uygun ¢oziiciiler ile ¢6ziilmiis, yeterli

miktarda LiChroprep Cisile kuru tatbik i¢in hazirlanmigtir.

Acik Kolon Kromatografisi (AKK)

a) Recine Kolon Kromatografisi (RKK)

Ana ekstrelerin farkli polaritede hazirlanan hareketli fazlar kullanilarak
fraksiyonlanmasi, %80’lik EtOH maserasyonu yapilan ekstreden klorofil ve

pigmentlerin uzaklastirilmasi i¢in regine kolon kromatografisi kullanilmistir.

Tablo 3.2. Calismalarda kullanilan re¢ine kolon kromatografisi bilgileri

Dolgu materyali | -Reg¢ine (SEPLITE D101 adsorbent resin, Sunresin)
Coziicti sistemi | -Ho O—MeOH (100—0)
-H,O—Aseton (25:75—0:100)

Kolonun hazirlanmasi: Uygun miktarda regine tartilip alt kismina pamuk
yerlestirilmis cam kolona aktarilmistir. Kolon, izolasyona baslanacak ¢oziicli sistemi

ile sartlanmustir.
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Numune tatbiki: Numune uygun ¢oziiclide c¢ozilip bir miktar regine

yardimiyla kuru tatbik i¢in hazirlanmis ve kolona aktarilmistir.

b) Poliamit Kolon Kromatografisi (PKK)

Fraksiyonlardan maddelerin saflastirilmasi amaciyla poliamit kolon

kromatografisi kullanilmistir.

Tablo 3.3. Caligmalarda kullanilan poliamit kolon kromatografisi bilgileri

Dolgu -Poliamit (Polyamid 6, Supelco)
materyali
Coziicli sistemi | -Ho O—MeOH (100—0)

Kolonun hazirlanmasi: Uygun miktarda poliamit, yeterli miktarda baslangi¢
¢Oziiciisii ile manyetik bir karigtiricida bir miiddet karistirilmis ve cam kolona
aktarilmistir. Kolonun sartlanmasi, izolasyona baslanacak ¢oziicli sistemi ile

yapilmustir.

Numune tatbiki: Numune, izolasyona baslanacak ¢dziicii sisteminde ¢oziiliip
kolona sivi olarak tatbik edilmistir. Baz1 saflagtirma basamaklar1 i¢in numune az
miktarda uygun ¢oziiclide ¢oziiliip bir miktar poliamit yardimiyla kuru tatbik icin

hazirlanmis ve kolona aktarilmistir.

¢) Silika jel Kolon Kromatografisi (SKK)

VSK, RKK ve Sefadeks KK’den alinan fraksiyonlarin, alt fraksiyonlarini

olusturma ve saflastirma amaciyla silika jel kolon kromatografisi kullanilmistir.

Tablo 3.4. Calismalarda kullanilan silika jel kolon kromatografisi bilgileri

Dolgu materyali | -Silika jel (Flash silika, Silicycle)

-Silika jel (Silica gel 60, 0,063-0,200 mm, Merck)
Coziicii -CHCl3:MeOH (99:1, 98,2:1,8, 98:2, 97:3, 95:5, 94:6,
sistemleri 92:8,90:10, 88:12)

-CHCIl3:MeOH:H,O  (90:10:2, 90:10:4, 85:15:0,5,
80:20:1, 80:20:2, 70:30:3)

-EtOAc:MeOH:H>O (100:15:10, 100:15:5, 100:10:5)
-Siklohekzan:EtOAc:MeOH (10:10:1, 10:10:1,5,
10:10:2, 10:10:2,5, 10:10:3, 10:10:4)
-n-Hekzan:EtOAc:MeOH (10:10:2, 10:10:3,5, 10:10:4)
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Kolonun hazirlanmasi: Yeterli miktarda silika jel, izolasyona baslanacak
¢oziicii sisteminde siispande hale getirilmis ve alt kismina pamuk yerlestirilmis kolona

aktarilmistir. Kolon, ayni ¢6ziicii sistemi ile sartlanmastir.

Numune tatbiki: Numune, uygun ¢oziiciide ¢oziiliip bir miktar kolon dolgu
materyali yardimiyla kuru tatbik i¢in hazirlanmis ve kolona aktarilmistir. Stv1 olarak
tatbik edilecek numuneler ise izolasyona baslanacak ¢oziicli sisteminde ¢oziiliip

kolona tatbik edilmistir.

d) Sefadeks Kolon Kromatografisi (Jel Filtrasyon) (Sefadeks KK)

Saflastirma islemlerinde VSK, PKK ve SKK yaninda Sefadeks KK de

kullanilmastir.

Tablo 3.5. Caligmalarda kullanilan Sefadeks kolon kromatografisi bilgileri

Dolgu -Sefadeks (Sephadex LH-20, Merck)
materyali
Coziicii sistemi | -MeOH

Kolonun hazirlanmasi: Yeterli miktarda Sefadeks LH-20, izolasyona
baslanacak ¢oziicii sisteminde slispande hale getirilmis ve manyetik bir karistiricida
sismeye birakilmistir. Alt kismina pamuk yerlestirilmis kolona aktarilmistir. Kolon
aymi  ¢Oziicii sistemi ile sartlanmistir.  Gerekli  goriildiigiinde, kolonun

hizlandirilmasinda, vakumdan ve hava akimidan faydalanilmistir.

Numune tatbiki: Saflastirma basamagi i¢in kurulan kolonda, numuneler

metanolde ¢6ziillip kolona siv1 olarak tatbik edilmistir.
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3.2.4 Izolasyon Cahsmalari

Bitkinin %80’lik etanol ekstresinde bulunan fenolik ve fenolik olmayan
bilesiklerin 6n ayriminin yapilmasi; ekstrede bulunan klorofil ve pigmentlerin

uzaklastirilmasi icin regine ile hazirlanmis kolon kromatografisi kullanilmistir.

Bitkinin 46,52 g %80’lik etanol ekstresi yeterli miktarda regine kullanilarak
kuru tatbik i¢in hazirlanmig ve regine kolona (8 x 23 cm) tatbik edilmistir (300 g).
Kolon kromatografisinde hareketli faza %100 su ile baslanmis ve metanol oram
artirilarak izolasyona devam edilmistir (100—0). Yeterli miktarda %100 metanol
eklemesinden sonra hareketli faz olarak su:aseton (25:75) ile baslanmis ve %100
aseton kullamlarak kolon sonlandirilmistir (25:75—0:100). ITK analizleri ile yapilan
kontroller sonucunda 6 alt fraksiyon belirlenmistir: MC-RC[3-5] (3,74 g), MC-RC|[6-
8] (17,34 g), MC-RC[9-22] (9,48 g), MC-RC[23] (450 mg), MC-RC[24-28] (1,89 g),
MC-RC[29-30] (2,72 g). ITK analizleri sonucunda bu fraksiyonlarin flavonoit ve

tanenlerce zengin oldugu gozlenmistir.

MC-02, MC-04 ve MC-05 bilesiklerinin izolasyonu: Recine kolondan alinan
MC-RC[9-22] fraksiyonunun (9,48 g) iTK analizlerinde goriilen flavonoitlerin izole
edilebilmesi amaciyla dncelikle n-butanol ile s1vi-sivi partisyona tabi tutulmustur (3 x
330 mL n-butanol). Partisyondan elde edilmis n-butanol fazi, %100 metanol ile
sartlanmis vakum sivi kromatografisine tatbik edilmistir. 20:80 su:metanol ile
eliisyona basglanan vakum sivi kromatografisinde elde edilmis Fr. 86-95 (116 mg),
80:20 su:metanol ile sartlanmis poliamit kolona tatbik edilmistir (45 g). Poliamit
kolondan elde edilmis Fr. 35-36 (20,1 g), %100 metanol ile sartlanmis Sefadeks
kolona tatbik edilmistir. %100 metanol ¢oziiciisii ile yapilmis eliisyon sonucunda MC-
02 (13,1 mg) bilesigi izole edilmistir. VSK’dan elde edilmis diger fraksiyon, Fr. 107-
114 (160,6 mg) %100 metanol ile sartlanmis Sefadeks kolona tatbik edilmistir. %100
metanol ile yapilmis eliisyon sonucunda elde edilmis Fr. (87-95) (50,3 mg), 85:15:0,5
kloroform: metanol:su ¢oziicii sistemi ile sartlanmuis silika jel kolona tatbik edilmistir.
80:20:2 kloroform:metanol:su ¢oziicli sistemi ile yapilmis eliisyon sonucunda MC-04
(9,8 mg) bilesigi izole edilmistir. %100 metanol ¢oziiciisii ile yapilmis eliisyon
sonucunda elde edilmis Fr. 103-131 (23,2 mg) fraksiyonu da yine %100 metanol ile

sartlanmis baska bir Sefadeks kolona tatbik edilmistir. %100 metanol ¢oziiciisii ile
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yapilmis eliisyon sonucunda elde edilmis Fr. 106-129 (8,5 mg), 100:10:2 etil
asetat:metanol:su ¢oziicii sistemi ile sartlanmis silika jel kolona tatbik edilmistir. Bu

kolonda yapilmis eliisyon sonucunda MC-05 (3,0 mg) bilesigi izole edilmistir.

MC-09, MC-11 ve MC-18 bilesiklerinin izolasyonu: Recine kolondan alinan
MC-RC[24-28] fraksiyonunun (1,89 g) ITK analizlerinde gériilen terpenlerin izole
edilebilmesi amaciyla oOncelikle 90:10 kloroform:metanol ¢6ziici sistemi ile
sartlanmis silika jel kolona tatbik edilmistir. 80:20:2 kloroform:metanol:su ¢oziicli
sistemi ile yapilan eliisyon sonucunda elde edilmis Fr. (5) (166,3 mg) organik ¢oziicii
ile ¢oktiirmeye tabi tutulmustur. ITK analizi sonucunda ¢okelegin MC-09 (12,2 mg)
bilesigi oldugu anlasilmistir. 80:20:2 kloroform:metanol:su ¢oziicli sistemi ile yapilan
eliisyon sonucunda elde edilmis bir diger fraksiyon, Fr. (10-11) (38,3 mg), %100
metanol ile sartlanmis Sefadeks kolona tatbik edilmistir. %100 metanol ile yapilmis
eliisyon sonucunda MC-11 (7,5 mg) bilesigi izole edilmistir. Fr. (16-18) (46,9 mg) ise
10:10:2 n-hekzan:etil asetat:metanol ¢oziicii sistemi ile sartlanmis silika jel kolona
tatbik edilmistir. 10:10:4 n-hekzan:etil asetat:su ¢oziicii sistemi ile yapilmis eliisyon

sonucunda MC-18 (17,7 mg) bilesigi izole edilmistir.
Saf bilesiklerin yap1 tayinleri 1D NMR ('H- ve '*C-NMR) ve HR-ESI-MS

yontemleri kullanilarak yapilmastir.

Ilerleyen boliimlerdeki calismalara konu olan ekstre ve fraksiyonlarin takibini
kolaylagtirmak amaciyla yapilmis kisaltmalar asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo
3.1.).

Tablo 3.6. Ekstre ve fraksiyonlara ait kisaltmalar

Ekstre ve fraksiyon adi Kisaltmalar
%80’lik Etanol ekstresi MCE
Infiizyon/Sulu ekstre MCI
MC-RCJ[3-5] MCE-Fr.A
MC-RCJ[6-8] MCE-Fr.B
MC-RC[9-22]-LL-n-BuOH MCE-Fr.C-BuOH
MC-RC[9-22]-LL-su MCE-Fr.C-Su
MC-RCJ[23] MCE-Fr.D
MC-RC[24-28] MCE-Fr.E
MC-RC[29-30] MCE-Fr.F
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3.2.5 Metabolomik Calismalar

qTOF-LC-MS Cahsmalar:

Numuneler, ugus zamanl kiitle spektrometresi-sivi kromatografisi (LC/MS Q-
TOF) (Agilent Technologies, 6530, US) cihaziyla analiz edilmistir. Kromatografi
kolonu olarak Cig (100 x 2.1 mm 2.5 pum) Waters corp., A.B.D. kullanilmistir.
Hareketli faz olarak A: %0,1°lik formik asit igeren su, B: %0,1’lik formik asit i¢ceren
asetonitril kullanilmistir. Numuneler, elektrosprey iyonizasyon (Electrospray
ionization-ESI) iyon kaynagi kullanilarak negatif iyon modunda 100-1700 m/z aras1
taranarak analiz edilmistir. Analiz sonucu cihazdan ham veriler “.mzdata” uzantili
olarak alinmistir. Her bir numune i¢in kiitle/yiik (m/z) tespiti, MZmine 2.53 yazilimi
kullanilarak (219) ger¢eklestirilmistir. Akis hiz1 0,4 mL/dakika ve enjeksiyon hacmil0

uL olarak ayarlanmustir.

Tablo 3.7. qTOF-LC-MS analizlerinde kullanilan gradient eliisyon programi

Zaman Hareketli Faz Oram (B)*
Baslangic %5
2. dakika %35
8. dakika %95
10. dakika %5
15.dakika %5

* 900.1 formik asit igeren asetonitril
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3.2.6 Toplam Madde Miktar Tayinleri

Toplam fenol ve flavonoit igerik analizleri Arituluk ve ark. (220) tarafindan
uygulanan metot kullanilarak yapilmistir. Toplam proantosiyanidin (kondanse tanen)
igerik analizi ise Broadhurst ve Jones (221) tarafindan gelistirilen yontem modifiye

edilerek uygulanmastir.

Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

M. communis’in MCE, MCI kodlu ekstrelerin ve MCE-Fr. kodlu
fraksiyonlarinin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
tayin edilmistir. Fenolik maddelerin bazik ortamda Folin Ciocalteau (fosfomolibdat ve
Fosfotungstat karigimi) ile reaksiyona girerek, mavi renkli bir kompleks olusturmasi

ve olusan kromoforun spektrofotometrik dl¢lilmesi yontemin esasini olusturmaktadir

(222).

Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifi distile su ile seyreltilmistir (1:10). 100 pL
reaktifile 20 pL ekstreler, fraksiyonlar (1000-125 pg/mL) ve standart maddenin (gallik
asit, 50-6,25 pg/mL) farkli konsantrasyonlar karigtirilmistir. Karisim galkalandiktan
sonra tlizerine 80 pL sodyum karbonat ¢ozeltisi (%7,5°lik) eklenmistir. Oda
sicakliginda ve karanlikta 2 saat inkiibe edildikten sonra 765 nm’de absorbansi
Ol¢iilmiistiir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak
hesaplanmis ve sonuglar mg GAE/g ekstre/fraksiyon olarak ifade edilmistir.

Toplam Flavonoit Miktar Tayini

M. communis’in MCE, MCI kodlu ekstreleri ve MCE-Fr. kodlu
fraksiyonlarinin total flavonoit miktari, aliiminyum kloriir kolorimetrik ydntem
kullanilarak tayin edilmistir (223). Y 6ntem, aliiminyum kloriiriin flavon ve flavonoller
ile reaksiyona girerek, 4. karbon atomuna bagli keton grubunun, 3. ve 5. karbon
atomuna bagli hidroksil grubuyla aside dayanikli kompleks olusturmasi ve olusan sari

renkli kompleksin spektrofotometrik 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

25 uL ekstreler, fraksiyonlar (1000-125 pg/mL) ve standart maddenin
(kersetin, 800-25 pg/mL) farkli konsantrasyonlari, 75 pL %95°lik etanol, 5 pL
%10’luk aliminyum kloriir, 5 pL 1M potasyum asetat ve 140 pL distile su ile
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karistirtlmistir. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 415 nm’de absorbansi
Olciilmiistiir. Total flavonoit madde miktar1 kersetin esdegeri (KE) olarak hesaplanmis

ve sonuglar mg KE/g numune olarak ifade edilmistir.

Toplam Proantosiyanidin (Kondanse Tanen) Miktar Tayini

M. communis’in MCE, MCI kodlu ekstreleri ve MCE-Fr. kodlu
fraksiyonlarinin kondanse tanen madde miktari, vanilin/HCIl kolorimetrik yontemi
kullanilarak tayin edilmistir. Yontem flavanollerin asidik ortamda wvanilin ile
reaksiyonundan maksimum 500 nm’de absorbans veren renkli iiriinlerin olugmasi

esasina dayanmaktadir (221).

Ekstreler, fraksiyonlar (1000-125 pg/mL) ve standardin [(+)-katesin, 100-6,25
ng/mL] farkli konsantrasyonlar1 30 pL olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplaka
igerisine alinmigtir. Vanilin reaktifinden 150 pL eklendikten 1 dakika sonra 150 uL
%4’lik HCI ¢ozeltisi eklenmistir. 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda 500 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iilmiistiir. Ekstre,
fraksiyon ve standartlarin ortalama absorbanslarindan hazirlanan kalibrasyon
egrilerinden yararlanilarak total proantosiyanidin madde miktar1 (+)-katesin esdegeri

(KAE) olarak hesaplanmis ve sonuglar mg KAFE/g olarak ifade edilmistir.



3.3. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.8. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz adi Marka
Buzdolabi Argelik
Buz tanki Scotsman AF-80
Calkalayici FinePCR, FMS2 Shaker
Derin dondurucu BEKO
Distile su cihazi Sartorius arium advance
Niive ND12
Etiiv Memmert
JSR
Hassas terazi Mettler Toledo AB204-S
AND GH-252
Hava pompasi BOYU Air Pump
Is1 tabancasi Bosch
Kamera Samsung Galaxy A72
Kompresor KL Pro KLK 25S
Kromatografi tanki (21x23,6x8 cm?)
Kiil firini Protherm Furnaces
Kurutma makinesi Felix rinnamini
Raks mona
Liyofilizator Christ Alpha 1-2 LD Plus
LABCONCO
Manyetik karistirict Isolab
DLAB MS-H280-Pro
Heidolph MR 3001
Membran goriintiileme cihazi | Kodak
NMR Spektrofotometresi Varian 400 MHz
(‘H- ve *C-NMR) Bruker 400 MHz
pH metre Mettler Toledo
Plak 1s1tict CAMAG TLC Plate Heater 111
qTof-LC-MS Agilent Technologies
Prob sonikatorii Sonics Vibra-Cell™, VCX 750
Rotavapor Heidolph G3
Isolab
BUCHI

Greatwall RE-1020CE

Santrifiij cihazi

Hitachi, Himac CT6E
LabnetZ150A

Niive NF 800R

Thermo Scientific MicroCL 21R

Speedvac Thermo Scientific

Spektrofotometre Biostar

Terazi RADWAG WTC 2000

Transmisyon Elektron | FEI Tecnai™ G2 Spirit BioTwin

Mikroskobu

Ultrasaf su Sartorius arium pro

Ultrasonik banyo Medisson Ultrasonic Cleaser
Bandelin Sonorex

UV lamba CAMAG

Vilber Lourmat CN-15.LM

Vakum pompasi

ILMVAC

113
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3.4. In Vitro Biyolojik Aktivite Calismalari

Biyolojik aktivite ¢alismalarinin tamamu in vitro ortamda gerceklestirilmistir.
Antioksidan aktivite ¢aligsmalar1 ve enzim aktivite ¢aligmalari olmak iizere iki baglik

altinda toplanmaistir.

3.4.1. Antioksidan Aktivite Calismalari
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikal Siipiiriicii Kapasite Tayini

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii kapasite tayini, ticari
olarak iiretilebilen, menekse renginde ve kromojen bir radikal olan DPPH’in

antioksidan madde tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir (220, 221).

M. communis’in MCE, MCI ve MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarmin farklh
konsantrasyonlar1 ve 1 mM DPPH c¢o6zeltisi etanolde hazirlanmistir. Numunelerden
150 pL aliarak tizerine 50 uL. 1 mM DPPH ¢ozeltisi ilave edilmistir. Oda sicakliginda
ve karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda 517 nm’de absorbanslar1
Olciilmiistiir. Kontrol olarak etanol, standart madde olarak kersetin kullanilmistir.
Radikal siipiiriicii kapasite % inhibisyon degeri olarak asagidaki formiil ile

hesaplanmaistir:

%Inhibisyon = [(Akontrol-A6mek) / Akontrol] X 100 (3.2)

Formiilde Axontrol, kontroliin absorbansini; Asmek, test edilen 6rnegin absorbansini ifade

etmektedir.

Ekstre ve fraksiyonlarin %350 inhibisyona neden olan konsantrasyonlar:t (ICso

degerleri), % inhibisyon grafiklerinden yararlanilarak hesaplanmistir.

ABTS Radikal Katyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini

ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)) radikal katyonu
stipiirticii aktivite tayini Re ve ark. (224) tarafindan gelistirilmis ve ABTS radikal
katyonunun (ABTSe") bir antioksidan tarafindan indirgenerek mavi-yesil rengini
kaybetmesi esasina dayanmaktadir. Antioksidan kapasite, sentetik bir antioksidan olan
E vitamininin suda ¢dzlinen analogu troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman 2-

karboksilik asit) esdegeri (TE) olarak ifade edilmektedir (225).
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Calismada 7 mM ABTS ve 2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltileri 1:0,5
oraninda karigtirilarak oda sicaklifinda ve karanlik bir ortamda 12-16 saat
bekletilmistir. Meydana gelen ABTS" ¢ozeltisi 734 nm’de absorbansi 0,70 olacak
sekilde etanol ile seyreltilmistir. Ekstre ve fraksiyonlarin etanol ile farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerinden 20 pL alinarak 96 kuyucuklu
mikroplaklara aktarilmis ve iizerine 200 pL ABTS' ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Karanlikta 6 dakika inkiibe edildikten sonra 734 nm’de absorbanslar1 6l¢tilmiistiir.
Kontrol olarak etanol, standart madde olarak troloks kullanilmistir. Inhibisyon
ylizdeleri referans madde kullanilarak olusturulan grafigin dogru denklemi
kullanilarak troloks esdegeri olarak hesaplanmistir ve antioksidan aktivite mg TE/g
ekstre olarak ifade edilmistir. Radikal siipiiriicli kapasite % inhibisyon degeri olarak

asagidaki formiil ile hesaplanmistir:
%Inhibisyon = [(AKontrol‘AC)mek) / AKontrol] x 100 (32)
Nitrik Oksit (NO) Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Nitrik oksit radikal siipiiriicii etki tayini, ortaminda sodyum nitroprussit ile
olusturulan nitrik oksitin antioksidan bir bilesik ile temasi sonucu olusan en stabil
doniislim iiriinii olan nitrit (NO2) konsantrasyonunun Griess reaksiyonu ile

spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (226, 227).

Distile suda seyreltilmis 60 pL ekstre ve fraksiyonlara, 60 puL fosfat tamponu
salin (PBS)’de ¢6ziilmiis 10 nM sodyum nitroprussit eklenerek oda sicakliginda ve
151k altinda 150 dakika inkiibe edilmistir. Son olarak esit hacimde Griess reaktifi
eklenmistir. Nitrit miktar1 spektrofotometrik olarak 577 nm’de OSl¢iilmiistiir.
Hesaplanan % inhibisyon degerlerinden yola ¢ikilarak %50 inhibisyona neden olan
antioksidan konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplanmistir. Nitrik oksit siiptiriicii

kapasite % inhibisyon degeri olarak asagidaki formiil ile hesaplanmustir:

%Inhibisyon = [(AKontrol‘AOmek) / AKontrol] x 100 (32)
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Bakir iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) tayini Apak ve ark.
(228) tarafindan gelistirilmistir. YOntemin esasi, neokuproin (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin)’in bakir (II) ile olusturdugu kromojenik bir oksidan olan bakir (II)
neokuproin (Cu(Il)-Nc) kompleksinin, antioksidan varliginda 450 nm’de maksimum
absorbans veren bakir (I)-neokuproin (Cu(I)-Nc¢) selatina indirgenmesine

dayanmaktadir.

50 pL bakir(Il)klorid ¢ozeltisi, 50 pL neokuproin ¢ozeltisi ve 50 pL. amonyum
asetat tampon ¢ozeltisi (1M, pH 7.0) 96 kuyucuklu mikroplak igerisinde
karistirtlmistir. 25 pL farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis ekstre ve fraksiyonlar ile
25 uL distile su eklenmistir. 30 dakikalik karanlikta inkiibasyondan sonra 450 nm’de
absorbansi Olciilmiistiir. Kontrol olarak etanol, referans madde olarak gallik asit
kullanilmustir. Inhibisyon yiizdeleri standart madde kullanilarak olusturulan grafigin
dogru denklemi kullanilarak gallik asit esdegeri (GAE) olarak hesaplanmistir ve
sonuclar mg GAE/g ekstre olarak ifade edilmistir. Antioksidan kapasite % inhibisyon

degeri olarak asagidaki formiile ile hesaplanmistir:
%Inhibisyon = [(AKontrol‘AC)mek) / AKontrol] x 100 (32)
Demir Iyonu indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ tayini antioksidanin ortamda Fe*
iyonlarm1 Fe'? iyonlarina indirgemesiyle olusan Prusya mavisi kompleksinin
absorbansinin olgiilmesi esasina dayanmaktadir (229). Yiiksek absorbans degeri

ylksek indirgeme kapasitesinin gostergesidir.

Ekstre ve fraksiyonlarin farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltileri etanolde
coziilerek hazirlanmistir. 20 pL ekstre, 50 uL 0,2 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.6)
ve %1°lik potasyum ferrisiyantir ile karistirilmistir. Karisim 50°C’de 20 dakika inkiibe
edildikten sonra reaksiyon karisimina 50 pL %10’luk trikloroasetik asit eklenerek
reaksiyon karigimi asidik hale getirilmistir. Karisim ¢alkalandiktan sonra 50 pL distile
suve 10 uL %0,1°lik demir (III) kloriir, bu karisimin 50 uL’sinin iizerine eklenmistir.
30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda 700 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiistiir. Standart

olarak kersetin kullamlmustir. Inhibisyon yiizdeleri referans madde kullanilarak
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olusturulan grafigin dogru denklemi kullanilarak kersetin esdegeri (KE) olarak
hesaplanmis ve sonuclar mg KE/g ekstre olarak ifade edilmistir. Antioksidan gii¢ %

inhibisyon degeri olarak asagidaki formiil ile hesaplanmaistir:

%Inhibisyon = [(Akontrol-Admek) / Akontrol] X 100 (3.2)
3.4.2 Enzim Inhibisyon Testleri

Tirozinaz Enzim Inhibisyon Tayini

Tirozinaz enzim inhibisyonu Masamoto ve ark. (230) tarafindan gelistirilen
spektrofotometrik yOntemin modifiye edilmesiyle tayin edilmistir. L-Dopa’nin
substrat olarak kullanildig1 yontemin esasi, substratin enzim ile reaksiyonu sonucu
olusan dopakromun absorbansinin 475 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Olclilmesine dayanmaktadir

Tirozinaz enzim inhibisyon tayini i¢in 0,1 mL mantar tirozinaz ¢ozeltisi (1,375
U/mL), 0,9 mL 1/15 M fosfat tamponu (pH 6.8) ve 1 mL ayn1 tampon veya tampon
olmadan ekstre veya fraksiyon ile karistirlmistir. 10 dakika siireyle 25°C’de
inkiibasyona birakilmistir. %0,03’liikk L-Dopa ¢ozeltisinden 1 mL eklenmistir. 25°C’de
2 dakikalik ikinci bir inkiibasyondan sonra 475 nm’de absorbansi Ol¢lilmiistiir.
Standart madde olarak kojik asit kullanilmistir. Tirozinaz enzim inhibisyonu tayini %

inhibisyon olarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir:
%Inhibisyon = [(AKontrol‘AKér)'(Anumune'Akér) / (AKontrol‘Akér)] x 100 (33)

Formiilde, Axkontroi kontroliin absorbansini; Anumune, test numunesinin

absorbansini; Axsr, kOrtin absorbansini ifade etmektedir.

Ekstre ve fraksiyonlarin konsantrasyonlara karsi inhibisyon degerleri, %
inhibisyon olarak ve bu degerlerden yola c¢ikilarak ICso degerleri olarak ifade

edilmistir.

Kolajenaz Enzim Inhibisyon Tayini

Kolajenaz enzim inhibisyonu, enzimin substrat olarak kullanilan maddeyi
hidrolize etmesi sonucu agiga ¢ikan 2-furanakriloil grubunun 335 nm dalga boyundaki

absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanan spektrofotometrik yontem kullanilarak tayin
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edilmistir. Enzim kaynagi olarak Clostridium histolyticum kolajenaz enzimi (Tip IA;
EC 3.4.23.3) kullanilirken, substrat olarak N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA) kullanilmigtir (231).

Clostridium histolyticum kollajenaz enzimi 50 mM trisin tamponu ile (10 mM
CaCl; ve 0,4 mM NaCl, pH 7.5) icerisinde 0,8 iinite/ mL olacak sekilde ¢ozlilmiistiir.
Substrat olan FALGPA’nin ayn1 tamponda 2 mM olacak sekilde c¢ozeltisi
hazirlanmistir. 25 uL tampon, 25 pL distile su ya da ekstre veya fraksiyon ve 25 pL
enzim karisimi hazirlanmig ve 15 dakika 6n inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra 50
uL substrat eklenmistir. Absorbansi 20 dakika siiresince her bes dakikada bir olmak
tizere 340 nm’de Olgiilmistiir. Standart madde olarak epigallokatesin gallat
kullanilmistir. Kolajenaz enzim inhibisyonu tayini % inhibisyon olarak asagidaki

formiile gore hesaplanmistir:
%inhibisyon = [(AKontrol'AKbr)‘(Anumune'Aki')r) / (AKontrol'Aki')r)] x 100 (33)

Formiilde, Axonrol kontroliin absorbansini; Anpumune, test numunesinin

absorbansini; Aksr, kOriin absorbansimi ifade etmektedir.

Ekstre ve fraksiyonlarin konsantrasyonlara karsi inhibisyon degerleri, %
inhibisyon olarak ve bu degerlerden yola ¢ikilarak ICso degerleri olarak ifade

edilmistir.

Elastaz Enzim Inhibisyon Tayini

Elastaz enzim inhibisyonu, enzimin substrat olarak kullanilan maddeyi
hidrolize etmesi sonucu a¢iga ¢ikan p-nitroanilin bilesiginin 410 nm dalga boyundaki
absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanan spektrofotometrik yontem kullanilarak tayin
edilmistir. Enzim kaynagi olarak domuz pankreatik elastaz (Tip IV) enzimi (EC
3.4.21.36) kullanilirken, substrat olarak N-Suc-(Ala)s-p-nitroanilit kullanilmistir (232,
233).

Yonteme gore 0,2 M, pH’s1 8’e ayarlanmis Tris tampon ¢ozeltisinde ekstre ve
fraksiyonlarin farkli konsantrasyonlari olusturulmustur. 100 pL elastaz enzimi ve 100
pL 0,8 mM N-Suc-(Ala)s-p-nitroanilit ve 50 pL Tris-HCl tamponunda farkli

konsantrasyonlarda hazirlanmis bitki ekstresi veya fraksiyon igermektedir. Numuneler
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enzimle 20 dakika ve 25°C’de inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda substrat ilavesi
ile reaksiyon baslatilmistir. Absorbans 420 nm’de UV spektrofotometresi kullanilarak
Olciilmiistiir. Standart madde olarak oleanolik asit kullanmilmistir. Elastaz enzim

inhibisyonu tayini % inhibisyon olarak asagidaki formiile gore hesaplanmstir:
%Inhibisyon = [(AKontrol‘AKér)'(Anumune‘Akér) / (AKontrol‘Akér)] x 100 (33)

Formiilde, Axonrol kontroliin absorbansini; Apumune, test numunesinin

absorbansini; Axsr, kOrtin absorbansini ifade etmektedir.

Ekstre ve fraksiyonlarin konsantrasyonlara karsi inhibisyon degerleri, %
inhibisyon olarak ve bu degerlerden yola ¢ikilarak ICso degerleri olarak ifade

edilmistir.

3.4.3 Hiicre Canlhihg: Tayini

SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicreleri, 25 cm?’lik steril hiicre kiltiirii
flasklarinda, %10’luk fotal sigir  serumu, %1’lik  L-glutamin, %1’ lik
Penisilin/Streptomisin ve %1°lik non-esansiyel aminoasit igeren Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM; yiiksek glukoz, 4 mM L-Glutamin, fenol kirmizis1) kiiltiir
ortaminda %S5 oraninda CO; igeren inkiibatore yerlestirilmistir. Hiicreler, flaski %80
oraninda kapladiklarinda Tripsin/Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) ile
kaldirilarak ihtiya¢ duyulan grup sayisina gore pasajlanmig ve MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] deneyleri i¢in 96 kuyucuklu
petrilere ekilmistir. Hiicrelerin kuyucuk ylizeyini kaplama orami yaklasik %80
oldugunda besiyerleri uzaklastirilarak ekstre, fraksiyon ve saf bilesikler artan
konsantrasyonlarda hiicre igeren kuyucuklara uygulanmistir. Hiicreler numunelerin
uygulanmasindan sonra 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda besiyeri
uzaklastirilarak 5 mg/mL konsantrasyonda MTT ¢ozeltisi (PBS igerisinde ¢oziinmiis)
kuyucuklara eklenmistir. 4 saat inkiibe edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir.
Formazan kristalleri dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenerek c¢oziinmiistiir. 5 dakika
boyunca ¢alkalanmistir. 577/655 nm’de spektrofotomerik olarak absorpsiyonlari
Olclilmiistiir. Hiicre canliligimin kolorimetrik Olglimiine dayanan MTT deneyi ile
ekstre, fraksiyon ve saf bilesiklerin ¢oziicii kontrol grubuna goére % canlilik

seviyesinde anlamli azalmaya neden oldugu konsantrasyonlar belirlenmistir.
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Her numune i¢in 3 farkli deneyin ortalamasi hesaplanmistir. Her deney kendi
icerisinde 3 tekrarli gergeklestirilmistir. Her numunenin % inhibisyon degeri asagidaki

formiile gore hesaplanmistir:

% Inhibisyonz[(Akontrol‘Anumune)/ Akontrol] x 100 (3 2)

M. communis’ten izole edilmis kersitrinin (MC-05) miktar1 yeterli

olmadigindan, hiicre canlilig1 tayinine dahil edilememistir.

3.4.4. Western Blot Analizi

Western Blot, 6zgiil protein miktarinin saptanmasi i¢in kullanilan bir molekiiler
biyoloji yontemidir. Konsantrasyonlari bilinen proteinlerde Western Blot ile semi-
kantitatif miktar tayini yapilir. Tez ¢aligmast kapsaminda ekstre ve fraksiyonlarin a-
siniiklein protein miktar1 {izerine etkisi arastirilmistir. Oncelikle; &rneklerin
ylklenecegi ideal miktarin belirlenmesi i¢in optimizasyon yapilmistir. Bu amacla tek
bir 6rnegin artan miktarlart jele yiiklenerek proteinin doygunluga ulagtigi miktar
saptanmigtir. Yapilan optimizasyon ¢alismasi sonrasinda her oOrnekten 360 ug

ylklenmesine karar verilmistir.
a-Siniiklein Fibril Proteinin Hazirlanmasi

Yabanil-tip insan a-siniiklein fibrilleri Bilkent Universitesi, Ulusal
Nanoteknoloji Aragtirma Merkezi, Seker Laboratuvari’nda PBS igerisinde iiretilmistir.
Fibrillerin hiicre i¢ine girebilmesi i¢in fibrillerin kisa uzunluga kirilmasini saglayan
sonikasyon islemi de Seker Laboratuvari, hiicre kiiltliriinde, biyogiivenlik diizeyi-II

kabin (BSL-II) altinda gerceklestirilmistir.

Fibrillerin hiicre icine girebilmesi ve seeding ile a-siniiklein patolojisini
olusturabilmesi i¢in sonikasyon ile 50-200 nm uzunluga kirilmalidir. Sonikasyon
deneyi, prob sonikatorii, mikro uclu prob ve steril santrifiij tiipleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sonikasyon oda sicakliginda, 1 dakika boyunca 5 saniye agik (on)/
5 saniye kapali (off) darbe siiresi uygulanarak 20 kere tekrar edilmistir. Kirilan
fibrillerin tekrar fibrilizasyonuna neden olan asir1 1sinmayir Onlemek i¢in her 1
dakikalik sonikasyon arasinda 1 dakika beklenilmistir. Sonikasyon sirasinda santrifiij

tiipii ceperine sigrayan siviy1 toplamak i¢in 2000 rpm'de 1 saniye boyunca santrifiij
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edilmistir. Sonike fibriller steril ependorf tiiplere alikotlanarak -80°C’de saklanmustir.
Sonikasyon sonrasi, BSL-II kabininin ve prob ucunun tiim yiizeyi énce % 1 sodyum
dodesil siilfat ile ve ardindan %70’lik etanol ile temizlenmistir. Daha sonra ultraviyole

151k kullanilarak 15 dakika sterilize edilmistir.
a-Siniiklein Fibril Proteinin Karakterizasyonu

Sonike edilen fibrillerin 50-200 nm uzunluga kirildig1 transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) kullanilarak incelenmistir. Formvar ve karbon kapli, 200-mesh
iceren bakir gridler (Ted Pella Inc., 1801) kullanilmistir.

Temiz ve hidrofobik bir ¢alisma ylizeyi hazirlamak i¢in banko parafilm ile
kaplanmistir. Parafilm {izerine 2 damla 200 pL steril filtrelenmis distile su
damlatilmistir. Ince uglu kilitlenebilir forseps ile tutulan grid, belirtilen distile su
damlalan tizerinde ikiser dakika inkiibe edilerek yiizeyi yikanmistir. Sonrasinda grid
sonike edilen fibril damlasinin {izerinde 3 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Kontrast
olusturan negatif boyama i¢in, gridler birer dakika boyunca iki farkli %1’lik uranil
asetat damlas1 lizerinde karanlikta inkiibe edilmistir. Uranil asetat kalintisi filtre
kagidiyla gridin kenarindan uzaklastirilmistir. Birer dakika olmak iizere grid yiizeyi
iki kere distile su damlasi iizerinde yikanmstir. Gridler, goriintiilleme gergeklestirilene
kadar bir grid kutusunda (Ted Pella Inc.) oda sicakliginda saklanmistir. TEM
goriintiileme, hizmet alimi yapilarak Orta Dogu Teknik Universitesi, Merkez
Laboratuvari'nda gerceklestirilmistir. Gridin tiim yiizeyi taranarak farkli bolgelerinden
fotograflar elde edilmistir. Bu fotograflardaki fibrillerin uzunlugu Image J 1.53k
programi kullanilarak &l¢iilmiistii. Olgiim sonucunda uzunluga karsilik frekans

dagilim1 grafigi ve ortalama uzunluk elde edilmistir.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Icerdigi bilesiklerin polaritesi nedeniyle MCE, MCI, MCE-Fr.A, MCE-Fr.B,
MCE-Fr.C-BuOH fosfat tamponlu salinde (PBS) ¢oziilitken MCE-Fr.E % 0,5’lik
DMSO’da, MCE-Fr.F, MCE-Fr.C-Su ve MCE-Fr.D % 1’lik DMSO’da ¢6zlilmiistiir.
Coziicii kontrol grubu olarak PBS, % 0,5 ve % 1’lik DMSO kullanilmistir. Uygulanan

son konsantrasyonlarda DMSO orani % 0,11 gegmemistir. MTT sonuglarina gore
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hiicre canliliginda % 80'in altinda kalan degerler sitotoksik kabul edilmistir ve her bir

maddenin sitotoksik olmayan en yiiksek konsantrasyonu belirlenmistir.

6 kuyulu steril petrilere ekilen hiicrelere a-siniiklein fibrilleri Gao ve ark. (234)
tarafindan yapilmis ¢alismada belirtildigi gibi 5 pg/mL konsantrasyonda 4 giin
boyunca uygulanmistir. Belirtilen bitki fraksiyonlar:1 ise fibril inkiibasyonunun 3.
giinlinde uygulanmis ve 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda Western
Blot ile toplam a-siniiklein protein diizeyinin incelenmesi i¢in hiicrelerin toplam

protein lizat1 elde edilmistir.

Hiicrelerden Toplam Protein Lizatlarinin Elde Edilmesi ve Protein Tayini
o-Sintliklein fibril uygulamasi1 ve bitki ekstre/fraksiyon tedavilerinin hemen
bitiminde Western blot ile protein diizeyinde meydana gelen degisiklikleri
degerlendirmek i¢in hiicrelerin morfolojik 6zellikleri faz-kontrast mikroskobunda
kontrol edilmistir. Soguk proteaz inhibitdrleri igeren 1X Radioimmunoprecipitation
Assay lizis tamponu hazirlanmistir. i1k olarak 6 kuyucuklu petrilerden besiyeri aspire
edilmistir ve 1000 pL steril soguk PBS eklenerek bir kez yikama yapilmistir. Kuyulara
120 pL lizis tamponu eklenerek hiicre styirict yardimiyla hiicreler yiizeyden toplanmis
ve steril ependorf tliplere aktarilmistir. Toplanan hiicreler buz iizerinde inkiibe edilerek
30 dakika boyunca pipetaj yapilmistir. Hem lizis tamponu aracili hem de mekanik
olarak hiicre membraninin pargalanmasi saglanmistir. Ependorf i¢indeki hiicreler
sogutmali santrifiijde 14,000 g'de 30 dakika boyunca santrifiijjlenmistir ve

siipernatantlar yeni ependorflara aktarilmistir.

Stipernatantlarda, Western Blot dncesi konsantrasyonu belirlemek i¢in protein
tayini yapilmistir. Protein konsantrasyon tayininde; Bradford Protein Assay Kit
kullanilmistir. Kitin protokoliine gore; belirli konsantrasyonlarda hazirlanan albiiminin
absorbans degerleri Olgiilerek, denklemi bilinen bir dogru elde edilmistir. Bu
denklemde konsantrasyonu bilinmeyen orneklerin absorbans degerleri formiildeki
yerlerine konularak Orneklerin protein konsantrasyonlari hesaplanmistir. Bradford
yontemi ile total protein miktarlar1 hesaplanan lizatlar Western blot deneylerinde

kullanilmak iizere -80°C’ de saklanmislardir.

Bu agamalardan sonra f-merkaptoetanol ile Laemmli tamponu 1:10 oraninda

kanistirilarak 4x Ornek tamponu hazirlanmistir. Hiicre lizatlarinin her birinden esit



123

miktarda (360 pg) protein iceren oOrnekler alinmistir ve 4x Ornek tamponu ile
ependorflar i¢cinde karistirilmistir. Biitiin kuyucuklarda esit hacmi saglamak i¢in kalan
miktar distile su ile tamamlanmistir. Hazirlanan 6rnekler 95°C'ye ayarlanmis kuru 1s1
blogunda 5 dakika boyunca kaynatilmis ve 10 saniye kadar -20°C’de hizlica
sogutulmustur. Ornekler laboratuvarda hazirlanan % 15°lik poliakrilamid jellerin
kuyucuklarina yerlestirilmistir. Ilk kuyucuga molekiiler agirlik belirteci yiiklendikten
sonra diger kuyucuklara 6rnekler yiiklenmistir. Yiiriitme islemi 100 V'da 120 dakika
boyunca MES tamponunda ger¢eklestirilmistir. Molekiiler agirliklarina gore ayrilan
proteinlerin membrana transferleri i¢in jel boyutuna uygun olarak polivinilidin floriir
membran kesilerek aktivasyon i¢in soguk metanolde 5 dakika bekletilmistir. PVDF
membran ve Wattmann kagitlar1 transfer tamponunda 20 dakika bekletilmistir. Jeldeki
proteinlerin membrana ge¢mesini saglamak i¢in Whatman kagitlar1 arasina membran
alta ve jel iiste yerlestirilmistir. Tek membran i¢in akim siddeti 120 mA olacak sekilde
2 saat 45 dakika yari-kuru (semi-dry) transfer islemi gerceklestirilmistir. Transfer
asamasinin ardindan, a-sintiklein proteinin membrana fiksasyonunu saglamak icin %
0,4’lik paraformaldehit ile membran oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe
edilmistir (235). Ardindan, non-spesifik baglanmalar1 dnlemek amaciyla membranlar,
% 0,1’lik Tween-20 eklenmis tris-tamponlu tuz ¢ozeltisi (TBS-T) i¢indeki %5’lik siit
tozu c¢oOzeltisinde, ¢alkalayici tlizerinde oda sicakliginda 1 saat boyunca
bloklanmislardir. Bloklama asamasi tamamlandiktan sonra membranlar a-siniiklein
antikoru % 5’lik siit tozu: TBS-T c¢ozeltisi icerisinde 4°C'de gece boyunca
calkalayicida inkiibe edilmistir. Primer antikorla inkiibasyondan sonra membranlar ii¢
kez 10 dakika boyunca TBS-T ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra, horseradish peroxidase
konjlige goat anti-mouse sekonder antikorunu igceren %5’lik siit tozu: TBS-T ¢ozeltisi
icinde oda sicakliginda calkalayici {izerinde 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi bitiminde membranlar ii¢ kez 10 dakika boyunca TBS-T ¢ozeltisi
ile yikanarak distile su igerisine birakilmigtir. Protein bantlari, kemiluminesans
¢oOzeltisi ile muamele edilerek membran goriintiilleme cihazinda goriintiillenmislerdir.
Islemin ardindan membranlar ii¢ kez 5 dakika boyunca TBS-T ile yikanarak
kemiluminesansin etkisi sonlandirilmistir. Yiikkleme kontroliiniin var olan bantlarla
cakismasin1 engellemek i¢in kimyasal soyma (stripping) asamasina gecilmistir.

Membranlar 10 dakika boyunca Stripping ¢ozeltisi (pH= 2,2) ile muamele edilmis, iki
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kez 5 dakika boyunca PBS ve ardindan TBS-T ile yikanmislardir. Yiikleme kontrolii
olarak %35’lik siit tozu: TBS-T ¢ozeltisi icindeki S-tubulin-III antikoru ile membranlar
oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda membranlar,
tic kez 5 dakika boyunca TBS-T ile yikanmis ve HRP konjiige goat anti-rabbit
antikoru ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Bantlarin optik dansitesi (O.D.)
ImagelJ 1.53k programi kullanilarak dl¢iilmiistiir. a-siniiklein bantlarindan elde edilen
0O.D. degerleri, her bandin kendi f-tubulin-III O.D. degerlerine oranlanarak normalize

edilmistir. Sonuclar grafiklerde rolatif (goreceli) yogunluk olarak ifade edilmistir.
Istatiksel Analiz

Western Blot analizinde ¢oklu gruplarin istatistiksel karsilastirilmas1 GraphPad
Prism 7.0 programi kullanilarak tek yonli ANOVA ve Tukey testleri ile
degerlendirilmistir. Sonucglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Sadece
istatistiksel olarak anlamli bulunan farklar belirtilmistir, p<0.05’ten kii¢iik oldugunda

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.5. In Silico Molekiiler Kenetlenme Calismalari

Hedef proteinin hazirlanmasinda a-siniiklein:3Q28 Zhao ve ark.’a (236) ait
kristal yapt RCSB Protein Databank (237)’tan edinilmistir. Proteinin analize
hazirlanmasinda Maesrto 13.0 programi kullanilmistir. Bu asamada tiim su atomlari
silinmis ve polar hidrojen atomlar1 eklenmistir. Ayrica tez ¢calismasi dahilinde izole
edilerek yapilar1 aydinlatilan 6 adet bilesigin baglanabilmesi i¢in protein lizerindeki
ligandin kodlar1 silinmistir. Yine ligandlarimizin baglanabilmesi icin gereken
baglanma bolgesine ait koordinatlarin belirlenmesinde Priya ve ark. (238) tarafindan
yapilan ¢alisma temel alinmigtir. Buna gore grid box 66 x 66 x 76 A olarak; merkezi
ise X, y, z;-9.943, 7.116, -12,779 olarak belirlenmistir. Ligandlarin hazirlanmasinda
ise analizde yer alacak tiim bilesiklerin 3 boyutlu yapilarinin hazirlanmasi,
stabilizasyonu ve PDB formatina getirilmesinde Avogadro ver.1.94.0 programi
kullanilmistir (239). Bilesiklerin geometri optimizasyonu ise MMFF94 kuvvet alani

ile olusturulmustur.

Molekiiler kenetleme hesaplamalarinin yapilabilmesi iginse temel yazilim

Autodock4 ve program olarak AutodockTools-1.5.7rcl kullanilmistir (240).
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Kenetleme calismalarinda Lamarckian Genetik Algoritmasi segilerek 50 calistirma
(Run) ve 2.500.000 enerji hesaplamasi (max number of evals) tercihleri ile
hesaplamalar yapilmistir. Cikt1 olarak verilen Docking log (.dlg) dosyasi en diisiik
baglanma enerjisi ve kiime sayisi ile ilgili bilgi sunmaktadir. Elde edilen sonug
dosyalarinda en yiiksek sayida konformasyona sahip olan kiimedeki en diisiik
baglanma enerjisi sonu¢ olarak verilmistir. Sonuglara ait baglanma enerjisi
degerlerinin gozlenmesi ve en iyi baglanmaya ait molekiil-protein etkilesiminin

gorsellestirilmesi icin BIOVIA Discovery Studio 2021 Client programi kullanilmistir.

3.6. Farmakope Analizleri

Farmakope analizleri kapsaminda makroskobik ve mikroskobik analizler ile
birlikte Tiirk Farmakopesi’nde 2.8. Farmakognozik Ydntemler boliimiinde yer alan
hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini, toplam kiil miktar tayini, yabanci
madde tayini, stoma ve stoma indisi, sisme indisi, ugucu yag miktar tayini ve

kurutmada kayip analizleri yapilmistir.

Her bir farmakope analizi 3 tekrarh gergeklestirilmistir. Bitkinin monografinin
bulunmamasi nedeniyle farmakopede bulunan diger yaprak droglarinin monograflari
referans alinmistir ve yapilan analizler dogrultusunda M. communis yapraginin

monografinin 6n ¢alismasinin olusturulmasi hedeflenmistir.

3.6.1 Makroskobik ve Mikroskobik Analiz

Makroskopik inceleme ¢iplak goz ve stereomikroskop ile yapilmistir. Bitkisel
drogun tasimasi1 gereken ozellikler olan sekil, boyut, renk gibi morfolojik 6zellikler
incelenmistir. Mikroskopik incelemesi ise Tirk Farmakopesi 2017 “Analiz
Yontemleri” baghig: altinda yer alan ‘Bitkisel Droglarin Mikroskobik incelenmesi’
(2.8.23.) yontemi dikkate alinarak yapilmistir. “Bitkisel Droglar™ i¢in 07/2017:1433
Genel Boliim’de verilen parcalanma derecesi bilgilerine gore kurutulmus bitkisel drog
mikroskobik analizler i¢in 1 g tartilmis ve kabaca toz edilmistir. Toz haline getirilen

numuneler reaktifle muamele edilip mikroskop altinda incelenmistir.
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Stoma ve Stoma Indisi Tayini

Stoma ve stoma indisinde yaprak alt ve iist epidermisinde 10 adet 6rnek

alinmis, stoma indisleri asagidaki formiile gore hesaplanmustir:
Stoma indisi=[S/(S+E)]x100 (3.1)

Formiildeki S, yapragin belirli alanindaki stoma sayisini; E, yapragin ayni

alanindaki (tliyleri de tastyan) epiderma hiicreleri sayisini ifade etmektedir.

3.6.2 Farmakope Sinir Testleri

Yabanci1 Madde Tayini

Drogun tasimasi kabul edilebilecek yabanci madde miktarinin maksimum
degeri, Tiirk Farmakopesi 2017 “Analiz Yontemleri” baslig altinda yer alan ‘Yabanci
Madde’ (2.8.2.) yontemi dikkate alinarak tayin edilmistir. Buna gore, bitkisel droglar
kiif, bocek ve diger hayvan artiklarini tasimamalidir. Bitkisel droglarda iki tip yabanci
madde tanimlanmistir. Bunlardan ilki yabanci organlardir ve drog elde edilen bitkiden
gelen ancak bitkisel drog olarak tanimlanmayan kisimlardir. Ikincisi ise yabanci
elementler olup drog elde edilen bitkiye ait olmayan ve bitkisel veya mineral kaynakli

maddelerdir.

Numuneden degerlendirme i¢in 6ngoriilen en diisiik miktar alinarak ince bir
tabaka halinde yayilir. Yabanci madde ciplak géz veya (6x) biiylitmeli mercek ile
incelenir. Yabancit maddeler ayrilir, tartilir ve yiizdesi hesaplanir. Hesaplama igin

asagidaki formiil kullanilir.

% Yabanc1 madde miktari=(a x 100)/b 34,

Yukaridaki formiilde yer alan a, drogta tespit edilen yabanci maddelerin toplam

agirhiging; b, incelemeden onceki drogun agirligini ifade etmektedir.

Kurutmada Kayip

Drogun kurutmada kay1p tayini i¢in maksimum deger sinirini belirlemek tizere
Tiirk Farmakopesi 2017 “Analiz Yontemleri” baghigi altinda yer alan ‘Kurutmada

Kayip’ (2.2.32.) yontemi dikkate alinarak analiz yapilmaistir.
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Kurutmada kayip icin, toz edilmis numuneden (355) (2.9.12) 1 g tartilarak
etlivde 1sitilarak sabit agirliga getirilmis ve darast alinmis cam kapakli tart1 kabinin
i¢ine yerlestirilmistir. Etiivde 105°C'de 120 dakika tutulmustur. Daha sonra desikatore
almarak sogutulmus ve tartilmistir. Islemlere sabit vezne gelinceye kadar devam
edilmistir. Numunede % (agirlik/agirlik) cinsinden nem miktar1 hesaplanmaistir. Analiz

tic kez tekrarlanmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.

Sonuglar % deger olarak asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

% Kurutmada kayip=[(b-c)x100]/(b-a) (3.5)

Yukaridaki formiilde yer alan a, krozenin agirligini; b, drogla birlikte krozenin

agirhigini; ¢, kurutma sonrasi drogla birlikte krozenin agirligini ifade etmektedir.

Toplam Kiil Miktar Tayini

Drogun toplam kiil miktar1 icin maksimum deger sinirin1 belirlemek {izere Tiirk
Farmakopesi 2017 “Analiz Yontemleri” basligi altinda yer alan ‘Toplam Kiil’ (2.4.16.)

analizi yapilmstir.

Toplam kiil miktar tayininde sabit agirhia getirilmis krozelerin igine toz
edilmis numune (355) (2.9.12) 1 g olacak sekilde tartilmigstir. 600°C’lik firinda yakma
islemi gerceklestirilmistir. Firindan ¢ikartilip desikatore alinan numuneler sogumaya
birakilmis ve tartilmistir. Sabit agirhiga gelinceye kadar isleme devam edilmistir.
Numunede % (agirlik/agirlik) cinsinden kiil miktar1 hesaplanmistir. Analiz ii¢ kez

tekrarlanmig ve sonuclarin ortalamasi alinmstur.

Degerin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmastir:

%Toplam kiil=[(b-c)x100]/(b-a) (3.6.)
Yukaridaki formiilde yer alan a, krozenin agirligini; b, drogla krozenin
agirhigini; ¢, yakma sonrasi kiil ile krozenin agirligini ifade etmektedir.
Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Drogun hidroklorik asitte ¢dziinmeyen kiil miktar1 i¢in maksimum deger

sinirini belirlemek iizere Tiirk Farmakopesi 2017 “Analiz Y6ntemleri” baglig1 altinda
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yer alan ‘Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kil’ (2.8.1.) yontemi kullanilmstir.
Hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil, siilfat kiiliiniin veya toplam kiiliin hidroklorik asit

ile ekstre edilmesiyle elde edilen artiklardir.

Toplam kiil analizinden elde edilen artig1 tasiyan krozeye 15 mL su ve 10 mL
hidroklorik asit eklenmistir. Uzerine saat cami kapatilmis ve hafif bir sekilde bek
alevinde 10 dakika kaynatilmistir. Karisim soguduktan sonra kiil birakmayan siizgeg
kagidindan siiziilmiistiir. Stizge¢ kagid1 tizerinde kalan artik sicak su ile siiziintii notr
oluncaya kadar yikanmistir. Kurutulan kalint1 i¢eren siizge¢ kagidi sabit tartim sonrasi
daras1 alinmis kroze igerisinde 600°C kiil firininda yakilmistir. Kroze, sogumasi i¢in
desikatore alinmig, soguduktan sonra tartimi yapilmistir. Sabit agirliga gelene kadar
bu islem yinelenmistir. Sabit agirliga geldikten sonra kaydedilen degerlerin

hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir:

%Toplam kiil=[(b-c)x100]/(b-a) (3.6.)

Yukaridaki formiilde yer alan a, krozenin agirligini; b, drogla krozenin

agirhigini; ¢, yakma sonrasi kiil ile krozenin agirligini ifade etmektedir.

Sisme Indisi

Literatiir taramalar1 sonucunda bitkinin miisilaj igermedigi anlasilmis, bu

nedenle sisme indisi tayini yapilmamuistir.

Ucucu Yag Miktar Tayini

Ugucu yag miktar tayininde toz edilmis 30 g drog (355) (2.9.12) Clevenger
cihaz1 kullanilarak 2 saat boyunca su distilasyonuna tabi tutulmustur. Distilasyon
siiresi sonunda cihaz sogumaya birakilmistir. Soguma isleminden sonra dereceli
kisimdan ugucu yag miktar1 Ol¢iilmiistiir. Miktar tayini yapilip sonuglar %

(hacim/agirlik) cinsinden ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Calismalara ait Bulgular

Myrtus communis L. subsp. communis

Yayilis ve Habitat
8 9 10
T
Py
AT
0 100 ZDEm

Sekil 4.1. M. communis subsp. communis’in Tiirkiye’de yayilisi.

Herdem yesil agag veya calilardir. Yapraklar basit yapida ve biitiindiir, nodlarda
karsilikl1 yer almaktadir. Lamina sekli yumurtamsi-mizraksi, laminanin boyu 2-5+0,1
cm, laminanin eni 1,21+0,1 cm lamina kenar1 integer, lamina yiizeyi noktali-glandiiler,

ezildiginde aromatik kokuludur.

Cicekler hermafrodit, tekli, 3 cm ¢apa kadar. Korolla 5 petal, kaliks 5 sepalden
olusur. Korolla, beyaz renkli, petallar ayri, dairesel, 7-15 mm boyunda; kaliks yesil
renkli, sepaller ayri, 0,14+0,04 cm boyunda. Cigek saplart 1,5-2,5+0,25 cm. Stamen
cok sayida, anterlerin filamentlere baglanma sekli adnat. Ginekeum sinkarp, alt

durumlu ve 1 pistilli.

Ciceklenme zamani: Haziran-Ekim
Habitat: Kayalik yamaclar, Pinus brutia ormani, maki, kum tepeleri

Yiikseklik: 0-840 m
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Yayihis: Akdeniz bolgesi. A1 Canakkale: Suvla, A1 Canakkale: Erenkdy, A2
Istanbul: Dolaiba'dan Pendik'e, Istanbul: Burgaz Ada, Davis (ANK 26211!), A3
Zonguldak: Eregli'nin 15 km giineyi, Alapli, Zonguldak: GOBU bélgesi, 100 m,
20.06.1984, Demirérs (ANK 1707!), Bolu: Akcakoca M.T.A. karsisi, deniz seviyesi,
Aydogdu 136 (ANK!), Bolu: Akgakoca, M.T.A. Karsis1, maki toplumu, deniz seviyesi,
28.07.1981, Aydogdu (ANK 736!), Diizce: Akgakoca, Kale sirtlari, denize bakan
kisimlar, ¢alilik, kirlik, 15-20 m, 23.07.2002, Dogru Koca 1919 (GAZI!), A4
Zonguldak: Zonguldak'in 4-5 km Dogusu, Kastamonu: Inebolu,-Abana ¢ikisi, Maki
top. Ana kaya: Marn, 20 m, 12.06.1990, Yurdakulol E4-5 (ANK 3210!), Kastamonu:
Cide yolu, Kerempe Burnu, 100 m, 01.06.1978, Ketenoglu (ANK 1360!), AS Sinop:
Ince Burun, Sinop: Tiirkeli, Catalzeytin’e 8. Km, 41°56°24”’K, 34°15°43”D, 1 m,
Arbutus-Pinus nigra ¢aliligi, killi yamaclar, 21.10.2009, Dénmez 16380 (GAZI!), A6
Ordu: Fatsa, Ering, A7 Trabzon: 'Cotsi', B1 Izmir:, izmir: Dilek yarimadasi, Samson
Dag1, Milli Park, 200 m, 07.10.1970, Akman (ANK 7006!), B2 Izmir: Birgi, Basoglu,
C1 Izmir: Kusadasi, Mugla: Datca, ciftik yarimadasi, 29.01.1993, Tanker (AEF
17438!), Mugla, Dat¢a, 150 m, 18.07.1960, Khan, Prance ve Rateliffe (ANK 95!),
Aydin: Germencik, Camkdy cevresi, yamaglar, 200-400 m, Cesur (GAZI V4303!), C2
Mugla: Koycegiz, bahge kenari, 02.10.2008, Akalin (AEF 25231!), Mugla: Kdycegiz,
Dalyan, Iztuzu kumsali, 1 m, kiy1 kumsali, 15.06.1991, Vural, Duman, Dénmez,
Sagban ve Giiner 9366 (HUB!), Mugla: Koycegiz, Ekincik Kdyii, zeytin alani, beyaz
meyve, 10 m, 02.11.1991, Vural, Donmez, Sagban ve Giiner 10310 (HUB 14796!),
Mugla: Giilliikk yolu, 14.06.1969, Tanker, Tanker ve Giiley (AEF 2879!), Mugla:
Marmaris cevresi, 23.11.1974, Tanker, Tanker ve Koyuncu (AEF 4786!), Mugla:
Marmaris’ten Datca’ya 20 km, orman yangin alani, serpantin arazi, 100 m,
04.10.1982, Giiner, Ekim ve Koyuncu AG 4568 (AEF 13382! HUB 14779!), Mugla:
Marmaris, 10.07.1960, Khan, Prance ve Rateliffe (ANK 13!), Mugla: Sandraz Dagi,
Agla, Davis (ANK 13584!), Mugla: Kdycegiz, Hamitkdy-Sultaniye Domuzdiregi
tepesi, 50 m, Frigana, siyah meyveli, 02.11.1991, Vural, Duman, Dénmez ve Giiner
10302 (GAZI! HUB 14794!), Mugla: Marmaris, su deposu ¢evresi, P. brutia ormani,
50 m, 25.07.1983, Yildirimh 5657 (HUB 14780!),4Antalya: Kas, 26.07.1960, Khan,
Prance ve Rateliffe (ANK 202!), C3 Antalya: Antalya, Antalya: Antalya-Akseki yolu,
Murtici Koyii’ne giriste yol ¢evresi, 06.06.1981, Tanker, Tanker, Sarer ve Filisulu
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(AEF 10835!), Antalya: Akseki, Mahmutlar K&yti, 700 m, 01.11.2012, Kii¢iikbaywr
(AEF 26246!), Antalya: Akseki-Cukurkdy mevkii, maki, 700 m, 29.03.1996, Duran
3357 (GAZI!), Antalya: Perge harabeleri, 21.05.1971, Karamanoglu, Baykal, Sezik ve
Koyuncu (AEF 1656!), Antalya: Alanya, Alanya Kalesi, 100 m, 24.10.1992, Coskun
ve Koyuncu 9555 (AEF 16857!), Antalya: Alanya, Giizelbag-Payalar, 10.07.1984,
Ezer (HUEF 690!), Antalya: Lara, 29.06.1938, Grassner (ANK 1170!), Antalya:
Manavgat, Petrokent tatil koyii kumulu, 10 m, 31.07.1994, Ekim 9409 (GAZI!),
Antalya: Kemer, 20 m, 16.07.1986, Antalya: Kemer, 20 m, 16.07.1986, Yildirimh
9444 (HUB 14792!), Antalya: Manavgat, Manavgat Caglayani, agaclik, 10.09.1988,
Yildirimli 11633 (HUB 14790!), Antalya: Kemer, Faselis Koyu ve ¢evresi, 0-150 m,
23.06.1978, Yildiz, Kaplan ve Pesmen 4040 (HUB 14781!), Antalya: Kemer, Beycik
Koyii tstli, masif kalker tabanli G. yamag, Pinus brutia-Cupressus sempervirens
ormani, 600 m, 05.10.1977, Pesmen 3551 (HUB 14783!), Antalya: Sarisu, 10 m,
28.08.1979, Turak ve Akkiran (HUB 14787!), Antalya: Kumluca, Adrasan Koyii
cevresi, 10 m, 08.06.1979, Giiner ve Pesmen 4428 (HUB 14786!), C4 Icel: Anamur,
Icel: Anamur, Cariklar Koyii bahge kenarlar1 (asil1), 20 m, 17.10.1993, Giines ve
Koyuncu 10702 (AEF 17819!), icel: Anamur, Nasreddin K&yii yol kenarlari, 100 m,
25.07.1979, (AEF 6730!), Antalya: Alanya, Dim Cay1 Vadisi, Burcaklar Mahallesi,
kalker, Pinus brutia agikligi, 88 m, 27.06.2005, Donmez 12643 (HUB!), Antalya:
Gazipasa, Camlica Koyt asagisi, 36° 20°27” K, 32°21°27” D, 147 m, bozuk makilik,
17.10.2006, Agar ve Donmez 14166 (HUB!), Antalya: Alanya, Demirtas, Camlica
Koyii, Beslengi Mahallesi, 36°27°46” K, 32°14°31” D, Pinus brutia acikligi, 99 m,
14.06.2006, Mutlu, Agar ve Donmez 13557 (HUB!), Antalya: Kemer, Phasel,s 6ren
cevresi, serpantin tabanli karisik orman, 0-20 m, 07.10.1977, Pesmen 3579 (HUB
14782!), C5 Adana: Karatas, Adana: Osmaniye: Nur Dagi, 800 m, 16.07.1984, Coskun
745 (AEF 13278!), Adana: Adana-Mersin, 25.05.1958, Cetik (ANK 805!), Icel:
Akkale, Koca Hasan, Erdemli, 26.09.1966, Celik (ANK 804!), Icel: Silifke,
04.03.1939, Krause (ANK 5350!), igel: Erdemli korulugu, 22.04.1986, Boran 1673
(HUB 14793!), Adana: Karsanli, Egner irmak deposu, 840 m, 16.07.1972, Yurdakul
(ANK 1730!), Mersin: Erdemli, 27.04.1986, Sen 1008 (HUB 14784!) Adana: Silifke,
cennet mevkii, 20-120 m, 30.04.1988, Gdék¢ce (HUB 14791!), Adana: Karatas,
Yumurtalik Lagiinii Tabiat1 Koruma Alani, ¢camlik dalyani, kumul, 1 m, 04.06.1998,
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Sagban 2481 (HUB 14789!), Hatay: Arsuz, Kurtbagi Koyii, Maki zonu, Amanos Dagi,
450 m, 02.11.1967, Akman (ANK 7912!), C6 Hatay: Dértyol'dan iskenderun’a,
Antakya: Iskenderun, Belen’in iistii, kurumus yamaglar, 550 m, 29.08.1981, Coskun
553 (AEF 7351!), Antakya-Bedirge: Tahtakoprii Koyl cevresi. (Amanos’larin
Antakya tarafi), 200 m, 24.04.1971, Baykal, Sezik ve Koyuncu (AEF 1371!), Antakya:
Samandag, Cevlik, Vespasiyanus ve Titus Tiineli boyunca, Besikli Magarasi, kayalik
ve taslik, maki, 10-150 m, 04.09.1990, Yi/dirimlr 13899 (HUB!), Hatay: Samandag,
Teknepinari, Seldire Koyt yolu, Teknepinari civari, 11.07.1972, Sezik ve Sezik (HUEF
331!), Hatay: Dortyol, maki zonu, Amanos Dagi, 20.09.1967, Akman (ANK 7911!),
Hatay: Sogukoluk-Iskenderun, Amanos Daglari, 24.05.1964, Akman (AEF 3312!),
Hatay: Antakya; Harbiye, kayaliklar, 19.06.1993, Ayta¢ 5852 (GAZI!), Osmaniye:
Gavur Dagi, 400 m ye kadar vadilerde, D.07.1942, Kasapligil (AEF 7609!),
Osmaniye: 25.05.1935, Krause (ANK 4803!).

Kurutulmus bitkinin genel goriiniisti, yaprak ve ¢i¢eklerinin morfolojik
analizi yapilmstir.

Sekil 4.2. M. communis 'in morfolojik calismalarina ait bulgular.
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A:Bitkinin genel goriiniisii, B:Erkek organ(Androkeum), C:Yaprak iist yiizeyi, D:Cicegin genel
goriinisi.

4.2. Anatomik Caliymalara ait Bulgular

4.2.1. Yaprak epidermisi

Yaprak iist epidermisinde diizensiz sekilli hiicreler, ucucu yag tasiyan salgi
vezikiilleri, tiiyler, basit billurlar (kalsiyum okzalat kristalleri), yag damlaciklari

gbzlenmis fakat stoma gézlenmemistir.

Isik mikroskobu kullanilarak elde edilen goriintiiler {izerinden epidermis hiicre
boyutu ortalamasi hesaplanmistir. Olgiimler sonucunda iist epidermis hiicrelerinin eni

61£7 um ve boyu 88+10 um olarak bulunmustur.

Sekil 4.3. M. communis yaprak list epidermisin kloralhidrat reaktifi ile goriintiisii.

a: epidermis hiicresi, b:salg1 vezikiilii, c:basit billur, d:yag damlacig1
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Yaprak alt epidermisinde diizensiz sekilli hiicreler, ugucu yag tasiyan salgi
vezikiilleri, tiiyler, basit billurlar (kalsiyum okzalat kristalleri), druzlar, yag
damlaciklar1 ve stoma gozlenmistir. Stoma ve yardimci hiicrelerin diizenlenisi esas
alindiginda stoma tipi anomositik tip ve stoma duvarlari sinuat olarak belirlenmistir.
Isik mikroskobu kullanilarak elde edilen goriintiiler lizerinden epidermis hiicre boyutu
ortalamasi hesaplanmus, alt epidermis hiicrelerinin eni 1943 pm, boyu 34+5um ve

stoma hiicrelerinin eni 18+2 pm, boyu 21+2 um olarak bulunmustur.

Sekil 4.4. M. communis yaprak alt epidermisinin kloralhidrat reaktifi ile goriintiisii.

a:Epidermis hiicresi, b: salgt vezikiili, c: stoma hiicresi, d: basit billur.
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4.2.2. Yaprak enine kesiti

Yaprak enine kesitinde en dista tek sirali epidermis dokusu altinda, iki sirali

palizat parankimasi1 gézlenmistir.

Ucucu yag tastyan salgi vezikiilleri, epidermisin altinda ve palizat parankimasi

hiicrelerinin arasinda yer almaktadir.

Ic kisimda bir katman veya sira halinde bosluklu siinger parankimasi
bulunmaktadir. fletim demetleri ksilem, floem ve alt tarafta birkac katmandan olusan

sklerenkima hiicrelerinden olusmaktadir.

Yag damlaciklar1 gozlenmistir. Druzlar salg1 vezilkiillerinin i¢inde ve palizat

parankimasinda gézlenmistir. Yapragin bifasiyal (iki yiizlii) oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.5. M communis yaprak enine kesitinin goriintiileri.

a:list epidermis tabakasi, b:palizat parankimasi, c:druz, d:stoma hiicresi e:sklerenkima, f:siinger
parankimasi bosluklari, g:alt epidermis tabakast, h:siinger parankimasi, 1:salg1 vezikiilii j:ksilem k:floem
1: sklerenkima hiicresi.



136

4.2.3. Dal enine Kesiti

Dal enine kesitinde 6z bolgesi, yirtilmis 6z dokusu, ksilem, floem ve epidermis

kalintis1 gozlenmistir.

.
%
S Barg &

Sekil 4.6. M communis dal enine kesitinin sartur reaktifi (sol) ve ikili boyama (sag)
goruntisu

b
"
|

250 ﬁm

b: Floem. a:Ksilem, c:floem, d:yirtilmis 6z dokusu, e:6z bdlgesi.

Sekil 4.7. M. communis dal enine kesitinin sartur reaktifi (sol) ve ikili boyama yontemi
ile (sag) goriintiisii.

d:epidermis kalintisi, c:floem , b:ksilem, a:06z bolgesi
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4.2. Fitokimyasal Caliymalara ait Bulgular

4.2.1. Genel Teshis Reaksiyonlarina ait Bulgular

M. communis’te bulunan sekonder metabolitlerin teshisi i¢in yapilan bu
analizler Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi 111 Laboratuvari

dersi kapsamindaki deney yonergelerine gore yapilmistir.

Sulu__ekstre: Sulu ekstre kullanilarak saponozitlerin, antrasen tiirevi
glikozitlerin, flavonoitlerin, tanenlerin, antosiyanin glikozitlerinin, ozlarin, nisasta ve
kumarin gruplarinin teshis reaksiyonlar1 yapilmigtir. Sonuglar asagidaki tabloda

verilmistir:

Tablo 4.1. Sulu ekstre iizerinde yapilmis teshis reaksiyonlar1 ve sonuglari

Bilesik grubu Reaksiyon sonucu Sonu¢
Saponozit 15 dakika sonunda 1 cm ()
kopiik
Steroidal Renk degisimi )
sapogenol gbzlenmemistir
Triterpenik Reaktiflerin eksikligi nedeniyle triterpenik yapida
sapogenol sapogenollerin teshisi yapilamamistir.
Antrasen tlirevi Renk degisimi )
glikozit gozlenmemistir.
Flavonoitler Kiraz kirmizisi-mor renk | Flavonon ve flavonol
renk gruplari (+)
Tanen Krem rengi ¢okelti (+)
Gallik tanen Mavi-siyah renk ()
Antosiyanin Renk degisimi (-)
glikoziti gozlenmemistir.
Kirmizi renk (+)
Renk degisimi (-)
gozlenmemistir
Amil alkol tabakasinda (+)
kirmizi renk
Oz Kirmizi renk ¢okelti (+)
Nisasta Renk degisimi (-)
gozlenmemistir.
Kumarin UV3e66‘da goriilen yesil ()
floresan renk

Tabloda goriilen (+) isareti, test sonucunun pozitif oldugunu ve teshisi yapilan sekonder metabolit
grubunun ekstrede bulundugunu gdstermektedir. (-) isareti test sonucunun negatif oldugunu ve teshisi
yapilan sekonder metabolit grubunun ekstrede bulunmadigini gostermektedir.
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Bulgular sonucunda sulu ekstrede saponozit, flavonoit, gallik tanen,
antosiyanin glikoziti, kumarin ve oz gruplarinin bulundugu; saponozit bilesiklerinin
aglikonunun steroidal yapida olmadigi; antrasen tiirevi glikozitleri ve nisasta

gruplarinin bulunmadigi kanitlanmastr.

Etanol ekstresi: Bu ekstrede kardiyoaktif glikozit aranmigtir. Sonuglar

asagidaki tabloda belirtilmistir:

Tablo 4.2. Etanol ekstresinde yapilmis teshis reaksiyonunun sonucu

Bilesik grubu Reaksiyon sonucu Sonuc¢
Kardiyoaktif Tabakalarda renk degisimi -)
glikozit gdzlenmemistir.

Tabloda goriilen (+) isareti, test sonucunun pozitif oldugunu ve teshisi yapilan sekonder metabolit
grubunun ekstrede bulundugunu gdstermektedir. (-) isareti test sonucunun negatif oldugunu ve teshisi
yapilan sekonder metabolit grubunun ekstrede bulunmadigini gostermektedir.

Bulgular sonucunda etanol ekstresinde kardiyoaktif glikozit bulunmadig:

kanitlanmustir.

Alkaloit_ekstresi: Bu ekstre alkaloit aranmasinda kullanilmistir. Sonuglar

asagidaki tabloda belirtilmistir:

Tablo 4.3. Alkaloit ekstresinde yapilmis teshis reaksiyonlarinin sonuglari

Bilesik grubu Reaksiyon sonucu Sonu¢
Alkaloit Ekstrenin damlatildig yerde (+)
renk acilmustir.
Tropan tiirevi Renk degisimi goriilmemistir. (-)
alkaloitler
Izokinolein tiirevi Renk degisimi (-)
alkaloitler gozlenmemistir.
Indol tiirevi Renk degisimi (-)
alkaloitler gozlenmemistir.
Kafein Renk degisimi (-)
gozlenmemistir.

Tabloda goriilen (+) isareti, test sonucunun pozitif oldugunu ve teshisi yapilan sekonder metabolit
grubunun ekstrede bulundugunu gdstermektedir. (-) isareti test sonucunun negatif oldugunu ve teshisi
yapilan sekonder metabolit grubunun ekstrede bulunmadigini gdstermektedir.
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Bulgular sonucunda, Dragendorf reaktifi ile doyurulmus siizge¢ kagidina 2-3
damla alkaloit ekstresi damlatildiginda renk degisimi gozlenmis ancak farkli yapidaki
alkaloit tiirevleri i¢in yapilan teshis reaksiyonlar1 negatif sonug verdiginden ekstrede

diger alkaloit gruplarina rastlanabilecegi gibi proteik yapidaki maddelerin de pozitif

sonug verebilecegi goriisiine varilmistir.

Ince Tabaka Kromatografisine ait Bulgular

3.2.1 Genel Teshis Reaksiyonlar1 baslig1 altindaki Ince Tabaka Kromatografisi
deney sonuglar1 agagidaki tabloda yer almaktadir:

Tablo 4.4. ITK analiz sonuglar1

Bilesik Coziicii sistemi Piiskiirtme Goriintiileme Sonug¢
grubu reaktifi
Terpenik Petrol eteri: EtOAc %1°lik GOriintir 1s51kta mor | (+)
maddeler 85:15 vanilin/H2SOq4 leke, UV366°da
kirmizi-turuncu
floresan leke
Antrasen n-Propanol:EtOAc: %2011k Goriiniir 151kta (+)
tiirevi gl. asetik asit: H,O HNO;3 kahverengi leke
glikozitler 40:40:30:1
Flavonoitler | CHCIl;:MeOH:H,0O %1°lik Goriintr 151kta (+)
70:30:3 vanilin/H,SO4 | sari/kahverengi
leke, UV366’da
yesil floresan leke
Kondanse | Toluen:aseton:formik %1°lik Gortiniir 1g1kta (-)
tanenler asit vanilin/H2SO4 kirmizi leke
5:5:1
Alkaloitler | EtOAc:MeOH:H>O Seyreltik Goriintir 151kta )
100:13,5:10 Dragendorf | kahverengi/turuncu
leke
Kafein EtOAc:MeOH:H>O - UVass‘te floresan (-)
100:13,5:10 engelleyen leke

Tabloda goriilen (+) isareti, test sonucunun pozitif oldugunu ve teshisi yapilan sekonder metabolit
grubunun ekstrede bulundugunu gdstermektedir. (-) isareti test sonucunun negatif oldugunu ve teshisi
yapilan sekonder metabolit grubunun ekstrede bulunmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.8. ITK analizi goriintiisii |

Plaklarimn sol {ist kdsesindeki yazi bilesik grubunun adini, sag iist kdsesindeki yazi ¢oziicii sistemindeki
¢oziiciilerin oranlarini, alt taraftaki yazi ekstre adini belirtmektedir.

4.2.2. Ekstraksiyonlara ait Bulgular
Bitki materyali ile hazirlanmis ekstrelerden elde edilen ekstre miktarlari ve

verimleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4.5. Ekstraksiyon sonucu madde miktarlar1 ve ekstraksiyon verimleri

Ekstre Miktari (g) Verim (%)
MCE 1. ekstraksiyon 39,27 19,63
MCE 2. ekstraksiyon 14,29 7,15
MCE 3. ekstraksiyon 8,46 423
MCI 4,44 14,23

Ekstrelerin igerdigi madde gruplarinin ve bunlarin nitel olarak yogunluklarinin
anlagilabilmesi amaciyla her siiziintiiniin uygun derisimdeki ¢6zeltisinin uygulandigi

ITK goriintiileri asagida verilmistir.



141

Sekil 4.9. Maserasyonlara ait Silika jel 60 F2s4 kapli hazir plak kullanilarak yapilmis
ITK analizinin goriintiisii.

A:Reaktif piiskiirtiilmeden 6nce UVas4 goriintiisii, B: Reaktif piiskiirtiilmeden dnce UV 36 goriintiisii, C:
Reaktif piiskiirtiildiikten sonra UV3e6 goriintiisii. Numuneler; 1: MCE1, 2: MCE2, 3: MCE3. Coziicii
sistemi: EtOAc:MeOH:H,O (100:17,5:13,5). 1.v:1. ekstraksiyon, 2.v:2. ekstraksiyon, 3.v:3.
eksraksiyon.

Sekil 4.10. Maserasyonlara ait Silika jel RP-18 Fas4s kapli hazir plak kullanilarak
yapilmis ITK analizinin goriintiisii.

D:Reaktif piskiirtilmeden once UVys4 goriintiisii, E:Reaktif piiskiirtiilmeden 6nce UVie goriintiisii
F:Reaktif piiskiirtiildiikten sonra UV,s4 goriintiisii G:Reaktif piiskiirtiildiikten sonra UV3g goriintiisii.
Numuneler; 1: MCEL, 2: MCE2, 3: MCE3. Coziicii sistemi: MeOH:H,O (50:50). 1.v:1. ekstraksiyon,
2.v:2. ekstraksiyon, 3.v:3. eksraksiyon.
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Sekil 4.11. %80 EtOH (MCE) ve su ekstresinin (MCI) karsilagtirmali ITK analizinin
goruntusu

1 ve 2: Reaktif piskiirtiildiikten sonra UV3e gorintiileri. 1: Silika jel 60 F254 kaph hazir plak
kullanilarak yapilmig ITK analizinin gériintiisii; 2: Silika jel RP-18 F254s kaplh hazir plak kullanilarak
yapilmis ITK analizinin goriintiisii. Coziicii sistemi 1: EtOAc:MeOH:H,0O (100:17,5:13,5), ¢oziicii
sistemi 2: MeOH:H,O (50:50)

Ince Tabaka Kromatografisi analizlerinde %80°lik EtOH ekstresi ve infiizyondan elde
edilen sulu ekstrenin icerdigi madde gruplarmin ve nitel olarak yogunluklarinin
karsilastirilmas1 sonucunda, benzer lekeleri sulu ekstrenin de igeriyor olmasi, buna
karsin %80’lik EtOH ekstresinin madde gruplarinca daha yogun olmasi nedeniyle

izolasyon ¢alismalarina %80’lik EtOH ekstresi ile devam edilmistir.
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4.2.3. Izolasyon Cahsmalarina ait Bulgular

Myrtus communis L.
Kurutulmus yapraklar (200,05 g)

‘ Maserasyon (%80°lik EtOH, 3x1600 mL, 25°C) (MCE)

Recine KK (MCE:46.52 g)
H,0—MeOH (100—0)
H,0—Aseton(25:75—0:100)

| | | |

RC [3-5] RC [6-8] RC [9-22 RC [23] RC [24-28] RC [29-30]
Fr.A Fr.B Fr.C Fr.D Fr.E Fr.F
GI5g) (1734 g) (948 ) 450,50 mg (189 g) Q@159
[ —
Stvi-stvi partisyon (»-biitanol,
3x330 mL, 25°C) Silika jel KK
CHC1:MeOH—CHCI1,;:MeOH:H,O
n-Biitanol faz Sufazn (90:10—80:20:2)
Fr.C-BuOH Fr.C-Su T
624 9) G24g) [ |
fj Fr.5 Fr. 10-11 Fr. 16-18
(166,3 mg) (38,3 mg) (46,9 mg)
Vakum Siv1 Kromatografisi Silila el KK
H.O—MeOH (20:0—0:100) n—— |_' je
ACH e coktiame |—> n-HekzanEtOAcMeOH
1 ﬁ—l Sefadeks KK (10:10:2—10:10:4)
. MeOH
MC-09 Ustfaz
5 12,2 759 m
Fr. 86.95 F;&é% 7-114 (22mg) Bo=a | MC-18
,0 m;
(116 mg) (160.6 mg) NCAL (17,7 mg)
(7,5mg)
Poliamit KK Sefadeks KK
H,0—MeOH MeOH
(80:20—0:100)

, T

Fr.35-36 N —
(20,1 mg) Fr. 87-95 Fr. 103-131
¢ (50,3 mg) (232 mg)
Sefadeks KK . n }
MeOH Silika jel KK -
CHC1.:MeOH:H,0 Sefadeks KK
l (85:15:0,5—80202) MeOH
| |
i\;cioz ) Fr. 106-129
T MC-04 (8.5 mg)
(9.8mg) ‘
Silika jel KK
EtOAc:MeOHH.O
(100:1022)

MC-05
(3.0mg)

Sekil 4.12. M. communis yapraklari izolasyon semasi
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Sekil 4.13. %80’lik EtOH ekstresinin re¢ine kolon kromatografisinden elde edilmis
fraksiyonlarin Silika jel 60 Fass kapli hazir plak kullanilarak yapilmis ITK analiz

goriintiileri
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Sekil 4.13. %80’lik EtOH ekstresinin re¢ine kolon kromatografisinden elde edilmis
fraksiyonlarin Silika jel 60 Fass kapli hazir plak kullanilarak yapilmis ITK analiz
goriintiileri (devam).

A, E, I, M, R:Reaktif pliskiirtiilmeden 6nce UV,s4 goriintiisii; B, F, J, N, S: Reaktif piiskiirtiilmeden 6nce
UV3e6 goriintiisii; C, G, K, O, T: Reaktif piiskiirtiildiikten sonra UV,s4 goriintiisii; D, H, L, P, U: Reaktif
puskiirtiildiikten sonra UV3e6 goriintiisii. Coziicii sistemi: CHCl;:MeOH:H»O (70:25:5, 70:30:3)

Izolasyon calismalarina baslanilan %80’lik EtOH ekstresinden elde edilmis
fraksiyonlarm ITK analizleri sonucunda ana ekstrenin fenolik ve terpenik bilesiklerce
zengin oldugu gozlenmis ve ilgili madde gruplar birlestirilerek izolasyona bu madde
gruplarmin elde edilmesi iizerine devam edilmistir (Birlestirilmis fraksiyonlarin ITK

goriintiileri net olmadigi i¢in teze ilave edilmemistir). Elde edilen 6 ana fraksiyon ve
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MCE-Fr. C’nin 2 alt fraksiyonundan (bkz. Sekil 4.12.) yiizde icerik analizleri igin
metabolomik calismalarda kullanilmak {izere ayrilmistir. Bununla birlikte halk ilaci
caligmalarinda gozlenen bitkisel drogun kullanim alanlarina yonelik biyolojik aktivite

calismalari i¢in de 6 ana ve 2 alt fraksiyonlardan bir miktar (%10’u) ayrilmastir.
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M. communis’ten izole Edilen Bilesikler

M. communis Dbitkisinin yapraklarmin  %80’lik EtOH ekstresinden
kromatografik yontemler kullanilarak 2 adet flavonol 3-O glikoziti (MC-02, MC-05),
3 adet triterpen (MC-09, MC-11, MC-18) ve 1 adet floroglusinol tiirevi bilesik (MC-
04) izole edilmis ve yapilar1 spektroskopik yontemler (1D NMR ve HR-ESI-MS)

kullanilarak aydinlatilmistir.

Tablo 4.6. Elde edilen bilesiklerin kodlar1 ve isimleri

Bilesik kodu Adi

MC-02 Mirisetin-3-0-a-L-ramnopiranozit
MC-04 Gallomirtukommulon C

MC-05 Kersetin-3-O-a-L-ramnopiranozit
MC-09 Ursolik asit

MC-11 Korosolik asit

MC-18 Asiatik asit

Sekil 4.14. Izole edilmis saf bilesiklerin ITK analizinin gériintiileri

A: MC-02, ¢oziicii sistemi: 100:11:11:27 (EtOAc:gl. asetik asit:formik asit:H,O); B: MC-04, ¢o6ziicii
sistemi: 80:20:2 (CHCl3:MeOH: H,0); C: MC-05, ¢oziicii sistemi: 100:10:5 (EtOAc:MeOH:H,0); D:
MC-09, ¢ozici  sistemi:94:6  (CHCl;:MeOH); E: MC-11, ¢ozici  sistemi:10:10:3
(Siklohekzan:EtOAc:MeOH); F: MC-18, ¢oziicii sistemi: 10:10:4 (Siklohekzan:EtOAc:MeOH).
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Flavonol-3-0 glikozitleri

OH

OH

HO O

OR;

OH O

Tablo 4.7. M. communis’ten izole edilen flavonol-3-O glikozitleri

Bilesik Bilesik kodu Ri1 R2
Mirisetin-3-0-a- MC-02 -ramnopiranozil -OH
L-ramnopiranozit
Kersetin-3-O-a-L- MC-05 -ramnopiranozil -H

ramnopiranozit
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MIiRISETIN-3-0-a-L-RAMNOPIRANOZIT (MC-02)

C21H20012 (Mol. Ag. 464 g/mol)

1H-NMR Tablo 4.8.
Sekil 4.14.

13C-NMR Tablo 4.8.
Sekil 4.15.

HR-ESI-MS Sekil 4.16.

%80’lik EtOH ekstresi, c¢esitli kromatografik yontemlerle ayirma ve
saflastirma basamaklarina tabi tutulmus, MCE-Fr.C-BuOH fazindan VSK ve AKK

yontemleriyle sar1 renkli MC-02 maddesi elde edilmistir.

ITK analizinde reaktif kullanmadan 6nce UV2s4 nm’de koyu mor, UV366 nm’de
acik sar1 ve %20’lik siilfiirik asit reaktifi piiskiirtiildiikten ve 1sitildiktan sonra giin
1s181nda sar1 ve UV3es nm’de sari-yesil floresan renk elde edilen maddenin flavonoit

yapisinda olabilecegini diisiindiirmiistir.

BC-NMR spektrumu (DMSO-d) incelendiginde 21 C atomu tespit edilmistir.
"H-NMR spektrumunda da du 5,17 (1H d, J=2,0 Hz)’de gozlenen anomerik proton
sinyali, dn 0,82 (d, J=6,0 Hz)’de gozlenen sekonder metil sinyali ve 3,14-3,95 ppm
arasinda rezonansa gelen diisiik alan sinyalleri bir oz {initesi varligina isaret etmistir.

Anomerik protonun kenetlenme sabiti degerinden (J=2,0 Hz) ozun o konfigiirasyonda
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oldugu anlasilmistir. Oza ait proton ve karbon sinyalleri literatiir ile karsilastirildiginda

oz linitesinin a-ramnoz oldugu belirlenmistir.

BC-NMR spektrumu incelendiginde 6 karbon sinyalinin oz iinitesine ait
oldugu, geri kalan 15 karbon sinyalinin ise bir flavonoit aglikonuna ait olabilecegi
diisiiniilmistiir. Spektrumda bilesigin 10 kuaterner karbon (C) ve 5 metin karbonu
(CH) tasidig1 saptanmustir. 'H-NMR spektrumu incelendiginde, du 6,85 (2H, s) (H-2'
ve H-6")’de goOzlenen 6zdes aromatik protonlarin varlhigi 3',4',5" trisiibstitiie B
halkasimin varligin1 dogrulamistir. A halkasina ait karakteristik H-6 ve H-8 sinyalleri
de sirastyla ou 6,13 (1H, s) ve 6,30 (1H, s)’da gozlenmistir. 'H- ve '*C-NMR
spektrumlarinda, MC-02 bilesiginin aglikon kismina ait rezonanslar literatiir ile

karsilastirildiginda aglikonun mirisetin oldugu tespit edilmistir (241, 242).

HR-ESI-MS’de gbzlenen [M-H] iyon piki (m/z= 463,0887), Myrtus cinsinden
elde edilen glikozitlerdeki ramnoz iinitelerinin  biyogenetik olarak L
konfigiirasyonunda gozlenmesi ve bununla birlikte literatiir degerleri MC-02 kodlu
bilesigin yapisinin mirisetin-3-0O-a-L-ramnopiranozit oldugunu gostermistir (241,

242).
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Tablo 4.8. Mirisetin-3-O-a-L-ramnopiranozit (MC-02)’e ait '3C- ve 'H-NMR
spektroskopik degerleri (DMSO-ds; *C: 100 MHz, 'H: 400 MHz)

MC-02
C/H oc (ppm) ou (ppm) , J (Hz)
1 - -
2 156,5 -
3 134,3 -
4 177,7 -
5 161,3 -
6 98,9 6,13 (1H, s)
7 - -
8 93,7 6,30 (1H, s)
9 157,4 -
10 104,2 -
1’ 119,6 -
2’ 107,9 6,85 (2H, s)
3 145,8 -
4' 136,6 -
5! 145,8 -
6 107,9 6,85 (2H, s)
1" 103,9 5,17 (1H, d, J=2,0)
2" 71,3 3,95 (1H, d, J=2,8)
3" 70,8 3,54 (2H, dd, J=9,0/3,0)
4" 70,4 3,14 (1H, m)
5" 70,1 3,35 (1H, m)
6" 17,6 0,82 (2H, d, J=6,0)
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KERSETIN-3-0-a-L-RAMNOPIRANOZIT (MC-05)

C21H20011 (Mol. Ag. 448 g/mol)

1H-NMR Tablo 4.9.
Sekil 4.17.
HR-ESI-MS Sekil 4.18.

%80’lik EtOH ekstresi, cesitli kromatografik yontemlerle ayirma ve
saflastirma basamaklarina tabi tutulmus, MCE-Fr.C-BuOH fazindan VSK ve AKK

yontemleriyle sar1 renkli MC-05 maddesi elde edilmistir.

ITK analizinde reaktif kullanmadan 6nce UV2s4 nm’de koyu mor, UV366 nm’de
acik sar1 ve %20’lik silfiirik asit reaktifi piiskiirtiildiikten ve 1sitildiktan sonra giin
1s181nda sar1 ve UV3es nm’de sari-yesil floresan renk elde edilen maddenin flavonoit

yapisinda olabilecegini diisiindiirmiistiir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) du 5,21 (1H d, J=2,0 Hz)’de gdzlenen
anomerik proton sinyali, du 0,78 (d, J/=6,0 Hz)’de gbzlenen sekonder metil sinyali ve
3,94-4,02 ppm arasinda rezonansa gelen diisiik alan sinyalleri bir oz {initesi varligina

isaret etmistir. Anomerik protonun kenetlenme sabiti degerinden (J=2,0 Hz) ozun «
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konfigiirasyonda oldugu anlasilmistir. Oza ait proton ve karbon sinyalleri literatiir ile

karsilastirildiginda oz tinitesinin a-ramnoz oldugu belirlenmistir.

"H-NMR spektrumu incelendiginde, du 7,27 (1H, d, J=2,0 Hz), 7,21 (1H, dd,
J=8,0/2,0 Hz) ve 6,84 (1H, d, J=8,0 Hz) (swrasiyla H-2', H-6', H-5')’de gdzlenen
aromatik protonlarin varligir 3’4’ disiibstitiie B halkasinin (ABX sistemi) varligin
dogrulamistir. A halkasina ait karakteristik H-6 ve H-8 sinyalleri de sirasiyla du 6,17
(1H, s) ve 6,35 (1H, s)’te gozlenmistir. '"H- ve '*C-NMR spektrumlarinda, MC-05
bilesiginin aglikon kismina ait rezonanslar literatiir ile karsilastirildiginda aglikonun

kersetin oldugu tespit edilmistir (243-247).

HR-ESI-MS’de gbzlenen [M-H] iyon piki (m/z= 447,0960), Myrtus cinsinden
elde edilen glikozitlerdeki ramnoz {initelerinin  biyogenetik olarak L
konfigiirasyonunda gézlenmesi ve bununla birlikte literatiir degerleri MC-05 kodlu
bilesigin yapisinin kersetin-3-O-a-L-ramnopiranozit oldugunu gostermistir (243-

247).
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Tablo 4.9. Kersetin-3-O-a-L-ramnopiranozit (MC-05)’in ait 'H-NMR spektroskopik
degerleri (DMSO-ds, 'H-NMR: 400 MHz)

MC-05

C/H ou (ppm), J (Hz)

1 -

2 -

3 -

4 -

5 -

6 6,17 (1H 5)

7 -

8 6,35 (1H 5)

9 -

10 _

1’ -

2’ 7,2 (1H d, J=2,0)

3’ -

4' -

5’ 6,84 (1H d, J=8,0)

6 7,2 (1H dd, J=8,0/2,0)

1" 5,21 (1H d, J=2,0)

2" 4,02 (1H d, /=2,0)

3" 4,00 (1H d, /=2,0)

4" 3,94 (1H d, J=2,8)

5" 3,97 (1H, d, /=2,0)

6" 0,78 (1H d, J=6,0)
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Sekil 4.18. Kersetin-3-0-a-L-ramnopiranozit (MC-05)’in H-NMR spektrumu (DMSO-d e 400 MHz)
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x10 & |-ESI Scan (rt: 4.923 min) Frag=175.0V zeliha-mc-05_neg_kolonlu.d
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Sekil 4.19. Kersetin-3-0-a-L-ramnopiranozit (MC-05)’in HR-ESI-MS spektrumu.
HR-ESI-MS (negatif iyon modu) [M-H]: m/z 447,0939 (C21H 19011, hesaplanan 448,3800)
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Tablo 4.10. M. communis’ten izole edilen triterpenler
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Bilesik adi Bilesik kodu | R; R2 R3

Ursolik asit MC-09 -H -CH; -CHs
Korosolik asit | MC-11 -OH -CH; -CH3
Asiatik asit MC-18 -OH -CH,OH -CH3
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URSOLIK ASIT (MC-09)

30

N e

~

HO

C30H4303 (Mol. Ag. 456 g/mol)

1H-NMR Tablo 4.11.
Sekil 4.19.

13C-NMR Tablo 4.11.
Sekil 4.20.

HR-ESI-MS Sekil 4.21.

%80’lik EtOH ekstresi, cesitli kromatografik yontemlerle ayirma ve
saflagtirma basamaklarina tabi tutulmus, MCE-Fr.E fraksiyonundan AKK yontemiyle
beyaz renkli amorf yapili MC-09 maddesi elde edilmistir.

ITK’de UV aktif 6zellik gdstermeyen, %20’lik siilfiirik asit piiskiirtiildiikten ve
isitildiktan sonra giin 1518inda pembe-mor renk ve UVies nm’de ise kizilimsi renk

veren MC-09 kodlu bilesigin terpen yapisinda bir bilesik olabilecegi diisiintilmiistiir.

Bilesigin proton ve karbon NMR spektral degerlerinin 1D NMR spektrumlari
(piridin-ds) yardimiyla yorumlanmasi sonucunda, 'H-NMR spektrumunda yiiksek
alanda yogun olarak gorillen metil sinyalleri (7 metil sinyali) ve '*C-NMR
spektrumunda 30 C atomuna ait sinyalin gézlenmesi bilesigin triterpen yapisinda

olabilecegini gostermistir.
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MC-09’un '"H-NMR spektrumu incelendiginde, ou 3,44’te (1H, dd, J=10,1/6,2,
H-3) gozlenen proton sinyali bir hidroksil komsuluguna ('*C-NMR spektrumunda C-
3: 0c 77,9, CH), ou 5,47°de (1H, brs, H-12) goriilen proton sinyali ise olefinik proton
varligina isaret etmistir. Bunlarin yaninda on 0,92-1,22 arasinda, 3H degerinde, 5’1
singlet, 2’si dublet seklinde c¢ikan sinyaller, yapida 7 metil grubu oldugunu
gostermistir.

BC-NMR spektrumunda diisiik alanda gdzlenen, dc 125,4 (C-12, metin-CH)
ve dc 139,0 (C-13, katerner) sinyalleri ile "H-NMR spektrumunda Ju 0,98 (3H, d,
J=6,5 Hz, H-29) ve ou 0,92°de (3H, d, J/=6,3 Hz, H-30) dublet olarak gbzlenen 2 metil
sinyali literatiir verileri ile karsilastirildiginda; C-12/C-13 c¢ifte bag ve 2 tane dublet
metil sinyali ile birlikte 5 singlet metil sinyali ursan tipi triterpenler igin karakteristik
olup bilesigin de ursan yapisinda bir triterpen olabilecegini gdstermistir. *C-NMR
spektrumunda, Jdc 179,7 (C-28)’de bir katerner karbon sinyalinin gdzlenmesi,

karboksilik asit varligina isaret etmistir (246, 247).

1D NMR spektral degerlerinin literatiirde bulunan bilgilerle karsilagtiriimasi
sonucunda ve HR-ESI-MS’de gbzlenen [M-H] iyon piki (m/z=455,3538) ile MC-09
kodlu bilesigin yapisinin ursolik asit oldugu tespit edilmistir (246, 247).
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Tablo 4.11. Ursolik asit (MC-09)’in '*C- ve '"H-NMR spektral degerleri (piridin-ds;
13C: 100 MHz, 'H: 400 MHz)

MC-09
C/H oc (ppm) Jou (ppm), J (Hz)
1 39,7 -
2 28,4 1,81%*
3 77,9 3,44 (1H, dd, J=10,1/6,2)
4 38,8 -
5 55,6 -
6 18,1 1,61%*
7 33,3 1,61*
8 41,9 -
9 47,9 -
10 37,2 -
11 23,5 -
12 125.4 5,47 (1H, brs)
13 139,0 -
14 42,3 -
15 27,9 1,25%*
2,33 (1H, dd(t), J= 13,6/4,8)
16 23,6 2,11 (1H, dd(t), J= 13,2/4,4)
2,06%*
17 47,8 -
18 53,3 2,62 (1H, d, /=11,3)
19 39,2 1,51*
20 39,2 -
21 30,1 -
22 37,0 -
23 28,6 1,21 (3H s, CH3)
24 16,4 1,00 (3H s, CH3)
25 15,4 0,93 (3H s, CH3)
26 17,3 1,03 (3H s, CH3)
27 23,4 1,22 (3H s, CH3)
28 179,7 -
29 17,2 0,98 (d, J=6,5)
30 21,2 0,92 (d, J=6,3)

*@irigim nedeniyle bazi sinyallerin kenetlenme sabitleri (J) hesaplanamamustir.
**Bilesigin izomer yapida oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.20. Ursolik asit (MC-09)’in 'H-NMR spektrumu (piridin-ds, 400 MHz)
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Sekil 4.20. Ursolik asit (MC-09)’in 'H-NMR spektrumu (piridin-ds, 400 MHz) (devam)
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Sekil 4.21. Ursolik asit (MC-09)’in "C-NMR spektrumu (piridin-ds, 100 MHz)
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-ESI Scan (rt: 0.063-0.709 min, 40 scans) Frag=175.0V zeliha-mc-09_neg_kolonsuz.d
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Sekil 4.22. Ursolik asit (MC-09)’in HR-ESI-MS spektrumu.
HR-ESI-MS (negatif iyon modu) [M-H]: m/z 455,3538 (C30H4703, hesaplanan 456,7110)
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KOROSOLIK ASIT (MC-11)

30

HO//,/ ’

SRS

-~

HO

C30H4304 (Mol. Ag. 472 g/mol)

1H-NMR Tablo 4.12.
Sekil 4.22.
HR-ESI-MS Sekil 4.23.

%80’lik EtOH ekstresi, cesitli kromatografik yontemlerle ayirma ve
saflagtirma basamaklarina tabi tutulmus, MCE-Fr.E fraksiyonundan AKK yontemiyle
beyaz renkli amorf yapilit MC-11 maddesi elde edilmistir.

ITK’de UV aktif 6zellik gdstermeyen, %20’lik siilfiirik asit piiskiirtiildiikten ve
1sitildiktan sonra giin 1s18inda pembe-mor renk ve UV3es nm’de ise kizilimsi renk

veren MC-11 kodlu bilesigin terpen yapisinda bir bilesik olabilecegi diistiniilmiistir.

Bilesigin 'H-NMR spektral degerlerinin (piridin-ds) yorumlanmasi sonucunda,
yiiksek alanda yogun olarak goriilen metil sinyalleri (7 metil sinyali) ve MC-09
bilesigi ile benzer spektruma sahip olmasi bilesigin triterpen yapisinda olabilecegini

gostermistir.
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MC-11’in '"H-NMR spektrumu incelendiginde, du 3,71°de (1H, d, J=10,4 Hz,
H-3) gozlenen proton sinyali bir hidroksil komsuluguna, Ju 5,68’de (1H, H-12)
goriilen proton sinyali ise olefinik proton varligina; ou 0,96 (3H, d, J=6,3 Hz, H-29)
ve on 0,92°de (3H, d, /=5,8 Hz, H-30) dublet olarak gézlenen 2 metil sinyali ile birlikte
on 0,96-1,25 arasinda, 3H degerinde 5 singlet metil sinyali ursan tipi triterpenler igin

karakteristik olup bilesigin de ursan yapisinda bir triterpen olabilecegini gostermistir.

MC-09 bilesigi ile karsilastirildiginda "H-NMR spektrumunda, 3,39 ppm’de
J=9,3 Hz yarilma degeri ile orto (o) etkilesim gosteren dublet sinyalinin 3 numarali
protona ait rezonans oldugunu, yarilmanin da komsulugundaki 2 numarali karbonda
yer alan bir protondan kaynaklandigini gostermektedir. Bununla birlikte, ou 4,09 (1H,
dd(t), /=11,0/4,0 Hz)’da diisiik alanda g&zlenen proton sinyalinin bir hidroksil grubuna
komsulugu oldugu ve 2 numarali karbona bir hidroksil grubunun baglanmis

olabilecegini gdstermektedir (248, 249).

'H-NMR spektral degerlerinin literatiirde bulunan bilgilerle karsilastirilmasi
sonucunda ve HR-ESI-MS’de gozlenen [M-H] iyon piki (m/z=471,3488) ile MC 11
kodlu bilesigin yapisinin korosolik asit oldugu tespit edilmistir (248, 249).
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Tablo 4.12. Korosolik asit (MC-11)’in '"H-NMR spektroskopik degerleri (piridin-ds,

'H: 400 MHz)

MC-11

C/H

on (ppm), J (Hz)

4,09 (1H, dd(t), J =11,0/4,0)

3,71 (1H, d, J/=10,4)

5,68 (1H)*

2,66 (1H, d, =11,3)

NS N NS I NS I I NS [ e e e e e e e N e =Y
NI g e I Eo S R N I N LT Y = e D e I R Al Rl D

1,25 (3H s)

24 1,06 (3H s)

25 0,96 (3H s)

26 1,01 (3H s)

27 1,19 (3H s)

28 -

29 0,96 (3H d, J=6,3)
30 0,92 (3H d, J=5.8)

*@irigim nedeniyle bazi sinyallerin kenetlenme sabitleri (J) hesaplanamamustir
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Sekil 4.23. Korosolik asit (MC-11)’in H-NMR spektrumu (piridin-ds, 400 MHz)
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Sekil 4.24. Korosolik asit (MC-11)’in HR-ESI-MS spektrumu.
HR-ESI-MS (negatif iyon modu) [M-H]-: m/z 471,3474 (C30H4704, hesaplanan 472,7100)



ASIATIK ASIT (MC-18)

HO/I/ ‘s,

HO
23

24
\OH

30

t\‘j LD

C30H430s (Mol. Ag. 488 g/mol)

1H-NMR Tablo 4.13.
Sekil 4.24.

13C-NMR Tablo 4.13.
Sekil 4.25.

HR-ESI-MS | Sekil 4.26.
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%80’lik EtOH ekstresi, c¢esitli kromatografik yontemlerle ayirma ve

saflagtirma basamaklarina tabi tutulmus, MCE-Fr.E fraksiyonundan AKK yontemiyle

beyaz renkli amorf yapilt MC-18 maddesi elde edilmistir.

ITK de UV aktif 6zellik gdstermeyen, %20°lik siilfiirik asit piiskiirtiildiikten ve

1sitildiktan sonra giin 1s18inda pembe-mor renk ve UVies nm’de ise kizilimsi renk

veren MC-18 kodlu bilesigin terpen yapisinda bir bilesik olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Bilesigin proton ve karbon NMR spektral degerlerinin 1D NMR spektrumlari

(piridin-ds) yardimiyla yorumlanmasi1 sonucunda, 'H-NMR spektrumunda yiiksek
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alanda yogun olarak goriilen metil sinyalleri ve '*C-NMR spektrumunda 30 C atomuna

ait sinyalin gézlenmesi bilesigin triterpen yapisinda olabilecegini gostermistir.

MC-18’in 'H-NMR spektrumu incelendiginde, ou 4,22°de (1H, H-3), gdzlenen
proton sinyali bir hidroksil komsuluguna ('*C-NMR spektrumunda C-3: éc 78,3 CH),
on 5,46’da (1H, brt, J=3,1 Hz, H-12) goriilen proton sinyali ise olefinik proton
varligina isaret etmistir. Bunlarin yaninda Jn 0,93-1,14 arasinda, 3H degerinde, 4’1
singlet, 2’si dublet seklinde ¢ikan sinyaller, yapida 6 metil grubu oldugunu
gostermistir.

BC-NMR spektrumunda diisiik alanda gdzlenen, dc 125,6 (C-12, metin-CH)
ve dc 139,4 (C-13, katerner) sinyalleri ile '"H-NMR spektrumunda du 0,96 (3H, d,
J=6,4 Hz, H-29) ve ou 0,93’te (3H, d, J/=6,3 Hz, H-30) dublet olarak gézlenen 2 metil
sinyali literatiir verileri ile karsilastirildiginda; C-12/C-13 ¢ifte bag ve 2 tane dublet
metil sinyali ursan tipi triterpenler icin karakteristik olup bu bilesigin de ursan
yapisinda bir triterpen olabilecegini gdstermistir. '*C-NMR  spektrumunda, dc
180,0’de (C-28) bir katerner karbon sinyalinin gdzlenmesi, karboksilik asit varligina

isaret etmistir.

'"H-NMR spektrumunda, dn 4,22 (1H, dd, J=9,2/4,0 Hz)’de diisiik alanda
gdzlenen proton sinyali, MC-09 bilesigi ile karsilagtirildiginda bu sinyalin 2,4 ppm
diisiik alana kaymasi1 (du 1,81, H-2, MC-09; oy 4,22, H-2, MC-18) ve '*C-NMR
spektrumunda diisiik alanda goézlenen, dc 69,0 rezonansi 2 numarali karbona bir
hidroksil grubunun baglanmis olabilecegini gostermektedir. Bu degerler ile yapinin

MC-11 bilesigine benzer oldugu anlagilmaktadir.

MC-09 ve MC-11 bilesikleri ile karsilastirildiginda "TH-NMR spektrumunda du
4,22 (1H, d, J=10,2 Hz, H-23a) ve ou 3,72 (1H, d, J/=10,5 Hz, H-23/)’de diisiik alanda
gbzlenen proton sinyalleri ile '*C-NMR spektrumunda diisiik alanda gdzlenen dc 66,6
(C-23) sinyali yapida bir primer alkol varligin1 gostermektedir. MC-09 bilesigi ile
karsilastirildiginda *C-NMR spektrumunda, yapida bir metil sinyalinin eksik oldugu
ve oc 66,6’da gozlenen bu metilen karbon (CH2) sinyalinin C-23’e atfedilerek 4
numarali konumda bir primer alkol grubunun varlig1 tespit edilmistir. Bunun yani sira,
4 numarali karbon rezonansinin 4,9 ppm diisiik alana (dc 38,8, C-4, MC-09; Jc 43,7,
C-4, MC-18) ve 24 numarali karbon rezonansinin da 1,9 ppm yiiksek alana (dc 16,4,
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C-24, MC-09; oc 14,5, C-24, MC-18) kaymis olmasi yapidaki primer alkol grubunun

4 numarali karbon atomundan baglanmis oldugunu gostermistir.

1D NMR spektral degerlerinin literatiirde bulunan bilgilerle karsilastiriimasi
sonucunda ve HR-ESI-MS’de gbzlenen [M-H] iyon piki (m/z=487,3427) ile MC-18
kodlu bilesigin yapisinin asiatik asit oldugu tespit edilmistir (250).

Tablo 4.13. MC-18’e ait '*C- ve "H-NMR spektroskopik degerleri (piridin-ds;'3C:100
MHz, 'H: 400 MHz)

MC-18
C/H oc (ppm) ou (ppm), J (Hz)
1 47,8 -
2 69,0 4,22 (1H, dd, J=9,2/4,0)
3 78,3 4,22 (1H)*
4 43,7 -
5 48,0 -
6 18,6 -
7 33,3 -
8 40,1 -
9 48,1 -
10 38,4 -
11 23,8 -
12 125,6 5,46 (1H, brt, J=3,1)
13 139,4 -
14 42.6 -
15 28,7 2,29 (1H, dd, J=12,4/4,4)
16 25,0 -
17 48,2 -
18 53,6 2,61 (1H,d J=11,2)
19 39,5 -
20 39,4 -
21 31,0 -
22 37,5 -
23 66,6 04,22 (1H, d, J=10,2)
£ 3,72 (1H, d, J=10,5)
24 14,5 1,06 (3H, s)
25 17,5 1,14 (3H, s)
26 17,6 1,06 (3H, s)
27 24,0 1,07 (3H, s)
28 180,0 -
29 17,5 0,96 (3H, d J=6,4)
30 21,5 0,93 (3H, d J=6,3)

*Qirisim nedeniyle bazi sinyallerin kenetlenme sabitleri (J) hesaplanamamistir
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Sekil 4.25. Asiatik asit (MC-18)’in H-NMR spektrumu (piridin-ds, 400 MHz)
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Sekil 4.25. Asiatik asit (MC-18)’in 1H-NMR spektrumu (piridin-ds, 400 MHz) (devam)
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Sekil 4.27. Asiatik asit (MC-18)’in HR-ESI-MS spektrumu.
HR-ESI-MS (negatif iyon modu) [M-H]: m/z 487,3425 (C30H470s, hesaplanan 488,7090)



Floroglusinol tiirevleri

GALLOMIRTUKOMMULON C (MC-04)

C27H36013 (Mol. Ag. 568 g/mol)

1H-NMR Tablo 4.14.
Sekil 4.27.

13C-NMR Tablo 4.14.
Sekil 4.28.

HR-ESI-MS | Sekil 4.29.
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%80’lik EtOH ekstresi, c¢esitli kromatografik yontemlerle ayirma ve

saflastirma basamaklarina tabi tutulmus, MCE-Fr.C-BuOH fraksiyonundan VSK ve

AKK yontemleriyle sarimsi-kahverengi renkli MC-04 maddesi elde edilmistir.

ITK analizinde reaktif kullanmadan 6nce UV2s4 nm’de koyu kahverengi, UV3e6

nm’de renksiz, %20’lik stilfiirik asit reaktifi piiskiirtiildiikten ve 1sitildiktan sonra giin

1s51g¢inda koyu kahverengi ve UVies nm’de gozlenen kahverengi renk, elde edilen

maddenin Myrtus tiirlerinde yaygin olarak bulunan floroglusinol grubuna ait bir madde

olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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MC-04 kodlu bilesigin *C-NMR spektrumunda 27 adet karbona karsilik gelen
25 sinyal gorlilmiistiir. Bu rezonanslardan 11°1 katerner (C) (3’1 karbonil), 9’u metin

(CH), 1’1 metilen (CH2) ve 6’s1 metil (CH3) grubuna aittir.

'"H-NMR spektrumunda diisiik (aromatik) alanda éu 6,94 (H-3"/H-7")’te
goriilen 2 proton degerindeki singlet sinyal ile *C-NMR spektrumunda dc 165,7’de
gozlenen bir karbonil ve Jdc 108,7-145,6 arasinda gozlenen karbon rezonanslari
trihidroksisiibstitiie aromatik bir yapmin varligin1 ve bunun da bir galloil {initesi

oldugunu gostermistir.

'H-NMR spektrumunda dn 5,94 (1H, brs, H-4)’te gdzlenen olefinik proton, oy
3,89 (1H, s, H-10)’da gozlenen bir oksimetin sinyali, on 1,73 (3H, s, H-1/3)’te
gozlenen iki allilik metil ile birlikte ou 1,00-1,16 (3H, s, H-11/12/13/14) arasinda
gbzlenen dort metil sinyali; bunun yani sira, '>*C-NMR spektrumunda da, dc 214,3 (C-
8) ve 207,9 (C-6)’da gozlenen iki keton karboniline, dc 54,0 (C-7) ve 48,7 (C-9)’da
gbzlenen iki katerner karbon ile Jdc 82,7 (C-10)’de gozlenen oksitlenmis metin

karbonuna ait sinyaller bilesigin floroglusinol yapisinda olabilecegini gostermistir.

"H-NMR spektrumunda, Ju 4,48 (1H, d, J=10,8 Hz, H-6'a) ve 4,26 (1H, dd
J=11,7/6,8 Hz, H-6'b) ile ou 4,17 (1H, d, J=7,8 Hz, H-1") ve 2,91-3,16 (H-2', H-3', H-
4") arasinda godzlenen rezonanslar ile '*C-NMR spektrumunda dJc 63,3-103,1
arasindaki karbon rezonanslari [dc 103,1 (C-1"), 73,7 (C-2"), 76,7 (C-3"), 70,3 (C-4"),
74,1 (C-5"), 63,3 (C-6'a ve C-6'b)] da oz iinitesine ait olup 6 numarali hidroksil

grubundan agillenmis glukozil linitesine isaret etmistir.

ID NMR spektral degerleri yorumlandiginda ve literatiir ile
karsilagtirildiginda, bilesigin acilfloroglusinol yapisinda mirtukommulon tiirevi
oldugu tespit edilmistir. HR-ESI-MS’de gozlenen [M-H] iyon piki (m/z= 567,2117)
ile de MC-04 kodlu bilesigin yapisinin gallomirtukommulon C oldugu belirlenmistir
(77).
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Tablo 4.14. Gallomirtukommulon C (MC-04)’nin *C- ve 'H- NMR spektroskopik
degerleri (DMSO-ds; '3C:100 MHz, 'H: 400 MHz, )

MC-04
C/H oc (ppm) ou (ppm), J (Hz)

1 26,8 1,73 (3H, s)

2 138,4 -

3 19,2 1,73 (3H, s)

4 119,5 5,94 (1H, brs)

5 77,0 -

6 207,9 -

7 54,0 -

8 2143 -

9 48,7 -

10 82,7 3,89 (1H, s)

11 25,4 1,16 (3H, s)

12 25,1 1,14 (3H, s)

13 27,7 1,14 (3H, s)

14 24.8 1,00 (3H, s)

1’ 103,1 4,17 (1H, d, J=7,8 Hz)
2' 73,7 2,91-3,16*

3 76,7 2,91-3,16*

4' 70,3 2,91-3,16*

5’ 74,1 -

6'a 63,3 4,48 (1H, d, J=10,8 Hz)
6'b 4,26 (1H, dd J=11,7/6,8 Hz)
1" 165,7 -

2" 121,9 -

3"/7" 108,7 6,94 (2H, s)

4" 145,6 -

5" 138,3 -

6" 145,6 -

*@irigim nedeniyle bazi sinyallerin kenetlenme sabitleri (J) hesaplanamamustir
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Sekil 4.30. Gallomirtukommulon C (MC-04)’nin HR-ESI-MS spektrumu.
HR-ESI-MS (negatif iyon modu) [M-H]: m/z 567,2091 (C,7H35013, hesaplanan 568,5720)
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4.2.2 Metabolomiks Calismalara ait Bulgular
qTOF-LC-MS Cahismalarina ait Bulgular

MCE ve MCI kodlu %80’lik EtOH ve su ekstrelerine ait kromatogramlar
incelenerek ekstrelerin igeriginde yer alan bilesiklerin alikonma zamanlarina ve

polaritelerine gore karsilastirmasi yapilmistir.
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Sekil 4.31. Ekstrelere ait temel pik kromatogramlari.
A: MCE’ye ait kromatogram. B: MCI’ya ait kromatogram
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MCE ve MCI'mn kromatogramlar1 karsilagtirildiginda 1-7. dakikalar
arasindaki pikler benzerlik gosterirken 7. dakikadan sonra farklilik gosteren piklerden,
MCE’nin apolar 6zellikteki pek ¢ok bilesige sahip oldugu, MCI’nin ise bu polaritede
daha az bilesige sahip oldugu anlasilmaktadir.

Izolasyon ¢alismalar sonucunda elde edilmis MC kodlu saf bilesiklerin, MCE,
MCI kodlu ekstrelerde ve MCE-Fr. kodlu fraksiyonlardaki % miktarlari, saf

bilesiklerin molekiil agirhgr ve pik yilksekligi parametreleri kullanilarak
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Sekil 4.32. MC-02’ye ait HR-ESI-MS spektrumu, MC-02’ye ait ayrilmis iyon
kromatograma.
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Sekil 4.43. MCE, MCI kodlu ekstreler ve MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarda bulunan MC-
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Tablo 4.15. Saf bilesiklerin ekstre ve fraksiyonlardaki % igerik miktarlar

Miktar (%)
kstre ve MC-02 | MC-04 | MC-05 | MC-09 | MC-11 | MC-18
fraksiyonlar
MCI 3962 | 7.6 18 | 1295 | 0 0
MCE 4118 | 0 20 | 929 [ 103 [ 131
MCE-Fr.A 74,2 0 06 | 131 0 0
MCE-Fr.B 9,1 0 0 479 0 0
MCE-Fr.C-BuOH | 8828 | 34,1 | 96 0 0 0
MCE-Fr.C-Su 5.5 0 0 43,7 0 0
MCE-Fr.D 1469 | 568 | 149 [ 513 0 0
MCE-Fr.E 1,8 | 108 | 13 | 859 | 692 | 757
MCE-Fr.F 6407 | 0 0 562 | 23 9.4
Allkonma zamam 4,7 5,6 5 10,4 9,5 7,6

M. communis yapraklar1 izolasyon semasina bakildiginda (bkz. Sekil 4.12.)
MC-02, MC-04 ve MC-05 kodlu bilesiklerin MCE kodlu %80°lik EtOH ekstresi ve
ardindan MCE-Fr.C-BuOH fraksiyonundan baslayarak devam eden kromatografik
caligmalar sonucunda saflastirildig1 goriilmektedir. Yiizde igerik miktarlar1 tablosunda
yer alan degerlerden de anlasildig1 {lizere her bir bilesik i¢in ekstreden baslayan
izolasyon asamalarinda % icerigin de dogru orantili olarak arttig1 gézlenmistir. Ayni
sekilde MC-09, MC-11 ve MC-18 kodlu bilesikler de MCE kodlu ekstre ve MCE-
Fr.E kodlu fraksiyondan izole edilmis olup her bir bilesik i¢in ekstreden baglayan

izolasyon agamalarinda % icerigin dogru orantili olarak arttig1 tespit edilmistir.

4.2.3 Toplam Madde Miktar Tayinlerine ait Bulgular

Bitkinin fitokimyasal igerigi hakkinda nicel verilerin elde edilmesi ve aktivitelerden
sorumlu bilesiklerin 6ngoériilmesi amaciyla MCE, MCI kodlu ekstrelerin ve MCE-Fr.
kodlu fraksiyonlarin toplam madde miktar tayinleri yapilmistir. Bahsi gecen ekstre ve
fraksiyonlarin sekonder metabolit iceriklerinin iTK analizi de yapilarak sonuglar

karsilastirilmis ve 5. Tartisma boliimiinde degerlendirilmistir.

Toplam Fenolik Madde Miktar Tayinine ait Bulgular

MCE, MCI kodlu ekstre ve MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarin toplam fenolik madde
miktar tayinlerine ait bulgular asagidaki tablo ve sekilde gosterilmistir (Tablo 4.16. ve
Sekil 4.45.).
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Standart olarak kullanilan gallik asidin 50-6,25 pg/mL konsantrasyonuna karsilik
gelen absorbans degerlerine gore ¢izilen standart grafigi ve dogru denklemi asagidaki

sekilde verilmistir (Sekil 4.44.).

Gallik asit
0,8
wn
S 0.6 y= 0,02105)( £00939 . °
3 R?=0,9998 ..o
504 L o
£ 02 o
< PR { N
0
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.44. Gallik asit standart grafigi ve dogru denklemi

Tablo 4.16. Toplam fenolik madde miktar tayini sonuglari

Ekstre/Fraksiyon adi Gallik asit esdegeri (mg GAE/g numune)
MCI 135,85
MCE 110,90
MCE-Fr.A 70,32
MCE-Fr.B 122,04
MCE-Fr.C-BuOH 135,15
MCE-Fr.C-Su 166,93
MCE-Fr.D 140,74
MCE-Fr.E 57,85
MCE-Fr.F 27,72

Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini
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Sekil 4.45. Toplam fenolik madde miktar tayini sonuglari
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Toplam fenolik madde miktar tayini sonuglarina bakildiginda MCI (135,85 mg
GAE/g numune)’nin MCE’ye (110,90 mg GAE/g numune) gore daha fazla fenolik
yapida madde igerdigi, en yiiksek fenolik madde igerigine MCE-Fr.C-Su
fraksiyonunun (166,93 mg GAE/ g numune) sahip oldugu goriilmiistiir.

Toplam Flavonoit Madde Miktar Tayinine ait Bulgular

MCE, MCI kodlu ekstre ve MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarin toplam flavonoit
madde miktar tayinine ait bulgular asagidaki tablo ve sekilde gosterilmistir (Tablo

4.17. ve Sekil 4.47.).

Standart olarak kullanilan kersetinin 800-25 pg/mL konsantrasyona karsilik
gelen absorbans degerlerine gore ¢izilen standart grafigi ve dogru denklemi asagidaki

sekilde verilmistir (Sekil 4.46.).

Kersetin
3
% y=0,0032x +0,0658 ..ot °
g’ R = 0,998+
1| e 4
Na! PR LA
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0 200 400 600 800 1000

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.46. Kersetin standart grafigi ve dogru denklemi

Tablo 4.17. Toplam flavonoit madde miktar tayini sonuglari

Ekstre/Fraksiyon adi Kersetin esdegeri (mg KE/g numune)
MCI 28,81
MCE 39,44
MCE-Fr.A 6,62
MCE-Fr.B 12,46
MCE-Fr.C-BuOH 115,69
MCE-Fr.C-Su 27,56
MCE-Fr.D 59,85
MCE-Fr.E 21,73
MCE-Fr.F 45,06
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Toplam Flavonoit Madde Miktar Tayini
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Sekil 4.47. Toplam flavonoit madde miktar tayini sonuglari

Toplam flavonoit madde miktar tayini sonuglarina bakildiginda MCE’nin
(39,44 mg KE/ g numune) MCI’ya (28,81 mg KE/g numune) gore daha fazla flavonoit
yapisinda Dbilesik icerdigi, en yiiksek flavonoit igerigine MCE-Fr.C-BuOH

fraksiyonunun (115,69 mg KE/ g numune) sahip oldugu goriilmiistiir.

Toplam Proantosiyanidin (Kondanse Tanen) Madde Miktar Tayinine ait Bulgular

MCE, MCI kodlu ekstre ve MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarin toplam
proantosiyanidin madde miktar tayinine ait bulgular asagidaki tablo ve sekilde

gosterilmistir (Tablo 4.18. ve Sekil 4.49).

Standart olarak kullanilan katesinin 100-6,25 pg/mL konsantrasyonlarina
karsilik gelen absorbans degerlerine gore ¢izilen standart grafigi ve dogru denklemi

asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 4.48).
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Katesin
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Sekil 4.48. Katesin standart grafigi ve dogru denklemi

Tablo 4.18. Toplam proantosiyanidin madde miktar tayini sonuglari

Ekstre/Fraksiyon adi Katesin Esdegeri (mg KAE/g numune)

MCI 7,44

MCE 7,44
MCE-Fr.A 0
MCE-Fr.B 0

MCE-Fr.C-BuOH 20,29

MCE-Fr.C-Su 7,91

MCE-Fr.D 15,06

MCE-Fr.E 18,87

MCE-Fr.F 12,20

Toplam Proantosiyanidin Madde Miktar Tayini
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Sekil 4.49. Toplam proantosiyanidin madde miktar tayini sonuglari

Toplam proantosiyanidin madde miktar tayini sonuglarina bakildiginda MCE

ve MCI’'nin toplam proantosiyanidin madde miktarinin ayni oldugu sonucuna
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ulagilmistir (7,44 mg KAE/g numune). En yiiksek proantosiyanidin i¢erigi MCE-Fr.C-
BuOH fraksiyonunda (20,30 mg KAE/g numune) goriilmiistiir.

4.3. In Vitro Biyolojik Aktivite Calismalarina ait Bulgular

4.3.1. In Vitro Antioksidan Aktivite Tayin Testlerine ait Bulgular

Ekstrelerin ve fitokimyasal ¢aligmalar sonucunda kolon kromatografisinden
elde edilen fraksiyonlarin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin bes farkli yontem

kullanilmistir. Elde edilen bulgular asagida verilmistir.

DPPH Radikal Siipiiriicii Kapasite Tayini

M. communis’ten elde edilen ekstreler ve fraksiyonlar 800-12,5 pg/mL
konsantrasyonlarda; standart madde olarak kersetin 200-1,56 pg/mL konsantrasyon
araliginda ¢alisilmistir. Olgiilen absorbansa karsilik gelen konsantrasyon degerleri
kullanilarak %inhibisyon degeri hesaplanmis ve konsantrasyona bagli % inhibisyon

grafigi olusturulmustur (Sekil 4.50.).

Kersetin

o 120
S 100 e
s B B 8. y=-13,327x + 120,91
2 B B B B . R?=0,9105
R I
= 20 I ..........
X 5, ]

200 100 50 25 12,5 625 3,125 1,563

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.50. Kersetin standardina ait DPPH radikal siipiiriicii kapasitesinin %
inhibisyon degerleri

Numuneler iizerinde yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler asagidaki tabloda ve

sekilde ifade edilmistir (Tablo 4.19. ve Sekil 4.51.).



Tablo 4.19. Numunelerin DPPH radikaline kars1 ICso degerleri

Ekstre/fraksiyon adi ICso degeri (ng/mL)

MCI 25,37

MCE 27,89
MCE-Fr.A 49,05
MCE-Fr.B 25,68

MCE-Fr.C-BuOH 31,31
MCE-Fr.C-Su 31,66
MCE-Fr.D 31,22
MCE-Fr.E 137,48
MCE-Fr.F 855,21
Kersetin 10,22

DPPH Radikal Siipiiriicti Kapasite Tayini
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Sekil 4.51. Numunelerin DPPH Radikal Siipiiriicti Kapasite Tayininde ICso degerleri

DPPH radikal siipiiriicii kapasite tayininde, elde edilen sonuglar standart madde

(Kersetin: 10,23 pg/mL ) ile karsilagtirildiginda en yiiksek aktivitenin MCI kodlu

ekstrede (25,37 pg/mL) oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlama igslemi ile aktivite azalmus,

en diisiik aktivite MCE-Fr.F (855,21 pg/mL) fraksiyonunda gozlenirken en yiiksek
aktivite MCE-Fr.B (25,69 pg/mL) ve MCE-Fr.C-BuOH (31,31 pg/mL) kodlu

fraksiyonlarda gozlenmistir.

ABTS Radikal Katyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini

M. communis’ten elde edilmis MCE, MCI ve MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarin

1000-31,25 pg/mL konsantrasyonlarinin ABTS radikal katyonu siipiiriicii aktiviteleri

test edilmistir.
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Standart olarak kullanilan troloks 50-12,5 pg/mL konsantrasyon araliginda ¢alisilmis
ve Olgiilen absorbansa karsilik gelen konsantrasyon degerleri kullanilarak standart

grafigi cizilmistir (Sekil 4.52.).

Trolox

% inhibisyon
S

10 0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.52. Trolox standart grafigi ve dogru denklemi

Sonuglar gram ekstrede troloks esdegeri olarak (mg TE/g ekstre) asagidaki
tablo ve sekilde verilmistir (Tablo 4.20. ve Sekil 4.53.).

Tablo 4.20. ABTS radikal katyonu siipiiriicii aktivite tayini sonuglari

Ekstre/fraksiyon adi Trolox esdegeri (mg TE/g ekstre)
MCI 71,54
MCE 72,00
MCE-Fr. A 71,83
MCE-Fr.B 71,37
MCE-Fr.C-BuOH 72,33
MCE-Fr.C-Su 70,68
MCE-Fr.D 72,24
MCE-Fr.E 72,07
MCE-Fr.F 37,49
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ABTS Radikal Katyonu Siipiiriicli AktiviteTayini

mg TE/g numune
N

Sekil 4.53. Numunelerin ABTS radikal katyonu siipiiriicii aktivite tayininde mg TE/g
numune degerleri

ABTS radikal katyonu siipiiriicii aktivite tayininde, sonu¢lar mg TE/g numune
olarak verilip karsilastirildiginda en yiiksek aktivitenin MCE kodlu ekstrede (72,00
mg TE/g numune) oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite sonuglarinin
degismedigi, MCE-Fr.C-BuOH (72,33 mg TE/g numune) fraksiyonunda arttig1

gozlenmistir.

NO Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Bu yontemde ekstre ve fraksiyonlar 800-12,5 pg/mL konsantrasyon araliginda
calisilmis olup standart madde olarak kersetin kullanilmistir. Standart madde icin
konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerlerine gore ¢izilen standart grafigi ve

dogru denklemi asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 4.54.).

Kersetin
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Sekil 4.54. Kersetin standardina ait NO radikal siipiiriicii etkinliginin % inhibisyon
degerleri
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Numuneler iizerinde yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler asagidaki tablo

ve sekilde ifade edilmistir (Tablo 4.21. ve Sekil 4.55).

Tablo 4.21. Numunelerin NO radikaline kars1 ICso degerleri

Ekstre/fraksiyon adi | ICso degeri (ng/mL)
MCI 286,26
MCE 148,67
MCE-Fr.A 280,49
MCE-Fr.B 80,32
MCE-Fr.C-BuOH 77,78
MCE-Fr.C-Su 97,02
MCE-Fr.D 160,49
MCE-Fr.E 414,51
MCE-Fr.F 227,70
Kersetin 34,45

NO Radikal Siipiiriicti Etki Tayini
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Sekil 4.55. Numunelerin NO radikal siipiiriicii etki tayininde ICso degerleri

NO radikal siipiiriicii etki tayininde, elde edilen sonuglar standart madde
(Kersetin: 34,45 pg/mL ) ile karsilastirildiginda en yiiksek aktivitenin MCE kodlu
ekstrede (148,68 ng/mL) oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite artmas,
en yliksek aktivite MCE-Fr.C-BuOH (77,78 ug/mL) fraksiyonunda gézlenmistir.

Bakir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

CUPRAC analizinde ekstreler ve fraksiyonlar 1000-62,5 pg/mL, standart
madde olarak gallik asit ise 100-12,5 pg/mL konsantrasyonu araliginda ¢alisilmistir.
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Olgiilen absorbansa karsilik gelen konsantrasyon degerleri kullanilarak standart grafigi

ve dogru denklemi olusturulmustur (Sekil 4.56.).

Gallik asit
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Sekil 4.56. Gallik asit standart grafigi ve dogru denklemi

Sonuglar gallik asit esdegeri olarak (mg GAE/g numune) asagidaki tablo ve
sekilde gosterilmistir (Tablo 4.22. ve Sekil 4.57.).

Tablo 4.22. Numunelerin bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi

Ekstre/fraksiyon adi Gallik asit esdegeri (mg GAE/g numune)
MCI 121,72
MCE 122,39
MCE-Fr.A 70,20
MCE-Fr.B 126,32
MCE-Fr.C-BuOH 127,63
MCE-Fr.C-Su 128,61
MCE-Fr.D 133,34
MCE-Fr.E 56,56
MCE-Fr.F 33,87
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Bakir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini
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Sekil 4.57. Numunelerin bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi tayininde mg
GAE/g numune degerleri

Bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayininde, sonuglar mg GAE/g
numune olarak verilip karsilastirildiginda, MCE (122,39 mg GAE/g numune) ve MCI
(121,73 mg GAE/g numune) kodlu ekstrelerin birbirine yakin degerde bakir iyonu
indirgeyici kapasite gosterdigi saptanmistir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite
sonuglarmin degismedigi, MCE-Fr.C-Su (128,61 mg GAE/g numune) ve MCE-Fr.C-
BuOH (127,63 mg GAE/g numune) fraksiyonlarinin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi

tespit edilmistir.
Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giic (FRAP) Tayini

Bu yontemde ekstreler ve fraksiyonlar 800-25 pg/mL konsantrasyon araliginda
calisilmis olup standart madde olarak kersetin kullanilmistir. Standart madde icin
konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerlerine gore ¢izilen standart grafigi ve

dogru denklemi asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 4.58.).
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Sekil 4.58. Kersetin standart grafigi ve dogru denklemi

Ekstre ve fraksiyonlardan elde edilen sonuglar bu grafikten yararlanilarak
asagidaki tablo ve sekilde kersetin esdegeri (mg KE/g ekstre) olarak verilmistir (Tablo
4.23. ve Sekil 4.59.)

Tablo 4.23. Numunelerin demir iyonu indirgeyici antioksidan giicii

Ekstre/fraksiyon adi Kersetin esdegeri (mg KE/g numune)
MCI 205,87
MCE 184,25
MCE-Fr.A 127,76
MCE-Fr.B 209,12
MCE-Fr.C-BuOH 282,18
MCE-Fr.C-Su 297,22
MCE-Fr.D 331,01
MCE-Fr.E 97,22
MCE-Fr.F 36,14
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Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Gii¢ Tayini

(FRAP)
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Sekil 4.59. Numunelerin demir iyonu indirgeyici antioksidan giicii tayininde mg KE/g
ekstre degerleri

Demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ tayininde, sonuglar mg KE/g numune
olarak verilip karsilastirildiginda, MCI kodlu ekstrenin (205,87 mg KE/g numune),
MCE (184,25 mg KE/g numune) kodlu ekstreden daha yiiksek demir iyonu
antioksidan gii¢ gosterdigi tespit edilmistir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite sonuglari
artmis ve en yiiksek aktivite MCE-Fr.D (331,0 mg KE/g numune), MCE-Fr.C-Su
(297,23 mg KE/g numune) ve MCE-Fr.C-BuOH (282,18 mg KE/g numune)

fraksiyonlarinda gézlenmistir.
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4.3.2. In vitro Enzim Inhibisyon Calismalarina ait Bulgular
Tirozinaz Enzim Inhibisyon Testi

Tirozinaz enzim inhibisyon testi M. communis’ten MCE, MCI ve
kromatografik yontemlerle elde edilen fraksiyonlarm 800-12,5 pg/mL araligindaki 7
farkli konsantrasyonu iizerinde gergeklestirilmistir. Standart madde olan kojik asidin
400-12,5 pg/mL konsantrasyonlart hazirlanmis ve bu araliktaki konsantrasyonlarin %

inhibisyon degerlerine ait veriler asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 4.60.).

Kojik asit
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Sekil 4.60. Kojik asit standardina ait tirozinaz enziminin % inhibisyon degerleri

Numuneler iizerinde yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler asagidaki tablo

ve grafikte ifade edilmistir (Tablo 4.24. ve Sekil 4.61.).

Tablo 4.24. Numunelerin tirozinaz enzim inhibisyonuna kars1 ICso degerleri

Ekstre/fraksiyon adi ICso (pg/mL)

MCI 103,77

MCE 99,38
MCE-Fr.A 1818,52
MCE-Fr.B 1119,72
MCE-Fr.C-BuOH 1243,57
MCE-Fr.C-Su 1537,34
MCE-Fr.D 1375,39

MCE-Fr.E 102,1
MCE-Fr.F 102,48

Kojik asit 20,74
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Tirozinaz Enzim Inhibisyon Testi
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Sekil 4.61. Numunelerin tirozinaz enzim inihibisyonuna kars1 ICso degerleri

Elastaz Enzim Inhibisyon Testi

M. communis’in MCE, MCI ve kolon kromatografisinden elde edilmis
fraksiyonlarinin 800-12,5 pg/mL konsantrasyon araliginda elastaz enzim inhibisyonu
testi calisilmigtir. Standart madde olan oleanolik asidin 800-6,25 pg/mL konsantrasyon
araliginda numuneleri hazirlanmis ve konsantrasyona karst % inhibisyon grafigi
olusturulmustur. Test edilen numunelerin 1Cso degerleri negatif ¢ikmistir. Bu nedenle
numunelerin elastaz enzim inhibisyonu yapmadigi, enzim ekspresyonunu artirdigi

sOylenebilir. Elde edilen ICso degerleri asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4.25.).

Tablo 4.25. Numunelerin elastaz enzim inhibisyonuna kars1 1Cso degerleri

Ekstre/fraksiyon adi ICso (pg/mL)
MCI -35,20
MCE -529,27
MCE-Fr.A -82,67
MCE-Fr.B -298,92
MCE-Fr.C-BuOH -24,34
MCE-Fr.C-Su -65,74
MCE-Fr.D -191,34
MCE-Fr.E -184,88
MCE-Fr.F -75,23
Oleanolik asit 120,64
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Kolajenaz Enzim Inhibisyon Testi

Kolajenaz enzim inhibisyon testi numunelerin 800-12,5 pg/mL araligindaki 7
farkli konsantrasyonu iizerinde yapilmistir. Standart madde olan epigallokatesin gallat
(EGCQ) i¢in 800-25 pg/mL konsantrasyon araligindaki % inhibisyon degerlerine ait
veriler asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 4.62.).
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Sekil 4.62. Epigallokatesin gallatin % kolajenaz enzim inhibisyonu

Numuneler iizerinde yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler asagidaki tablo

ve sekilde ifade edilmistir (Tablo 4.26. ve Sekil 4.63.).

Tablo 4.26. Numunelerin kolajenaz enzim inhibisyonuna karsi ICso degerleri

Ekstre/fraksiyon adi ICso (ng/mL)
MCI 57,20
MCE 172,72
MCE-Fr.A 344,32
MCE-Fr.B 249,05
MCE-Fr.C-BuOH 123,66
MCE-Fr.C-Su 243,20
MCE-Fr.D 142,88
MCE-Fr.E 188,07
MCE-Fr.F 596,06

Epigallokatesin gallat 9,18
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Kolajenaz Enzim Inhibisyon Tayini

& O &K T LR 0
RSP S

o) /
&0 QS 3 & & < ®
Q;@Q $\C @Q Q&g & & Q\Q ~
R &
.og
<R

Sekil 4.63. Numunelerin kolajenaz enzim inihibisyonuna kars1 ICso degerleri
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4.3.3. In Vitro Hiicre Canlihi@1 Tayinine ait Bulgular

SH-SYS5Y noéroblastoma hiicreleri iizerinde ekstrelerin  5-250 pg/mL,
MCE’den elde edilmis fraksiyonlarin 5-1000 pg/mL ve saf bilesiklerin 1-50 pg/mL

araligindaki konsantrasyonlart MTT yOntemi ile tayin edilmistir.

MCE, hiicre canliligini artan konsantrasyonlarda dogrusal olarak azaltmis ve
hiicre canliligt 250 pg/mLl’de %16’ya kadar inmistir. Ekstrenin, 100 pg/mL
konsantrasyonda hiicre canliligini etkilemedigi goriilmiistiir. Ekstrenin ICso degeri
191,547 pg/mL olarak hesaplanmistir. MCI'nin hiicre canlilig1 tizerine etkisi yiiksek
konsantrasyonlara dogru daha keskin bir azalis gostermistir ve hiicre canliligi 250
ug/mL’de %21’e ulagmustir. Ekstrenin ICsp degeri 92,0941 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Ekstrelerin hiicre canlilig1 lizerine etkisi asagidaki tablo ve sekilde

ifade edilmistir (Tablo 4.27. ve Sekil 4.64).

Tablo 4.27. MCE ve MCI’'nin hiicre canlilig1 {izerine etkisi

Hiicre canlilig: (%)
Konsantrasyon pg/mL) MCE MCI
5 85,14 102,75
10 98,58 89,27
25 97,80 101,19
50 126,24 87,84
100 104,85 42,30
250 16,42 20,86
ICso 191,55 92,09

Ekstrelerin hiicre canliligi iizerine etkisi

150
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5 100

= 50

. mn
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Sekil 4.64. M. communis ekstrelerinin hiicre canlilig1 iizerine etkisi
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MCE’den elde edilmis MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarin hiicre canlilig1 iizerine
etkileri incelendiginde MCE-Fr.A’nin 250 pg/mL’de hiicre canlilif1 {izerine etkisi

olmadig1 ve hiicre canliliginin 1000 pg/mL’ye dogru diisiis gosterdigi gdzlenmistir.

MCE-Fr.B’nin 50 pg/mL’de hiicre canlilig1 iizerine bir etkisi olmadigi ve 250

ng/mL’de dahi hiicrelerin %50°sinden fazlasinin canli kalabildigi gézlenmistir.

MCE-Fr.C-BuOH’un 100 pg/mL’de hiicre canlilif1 {izerinde etkisi olmadig:
anlasilmis ve MCE-Fr.B’ye benzer sekilde 250 pg/mL’de dahi hiicrelerin %50’sinden

fazlasinin canl kalabildigi gézlenmistir.

MCE-Fr.C-Su fraksiyonunun 10 pg/mL’den itibaren hiicre canlilifinda
azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. 100 pg/mL’de ise hiicre canlilig1 %50’ nin altina

diismiistiir.

MCE-Fr.D’nin hiicre canlilig1 {izerine etkisine bakildiginda MCE-Fr.B’ye
benzer sekilde 50 pg/mL’de hiicre canlili1 iizerine bir etkisi olmadig1 anlagilmig ve

250 pg/mL’de dahi hiicrelerin %50°sinden fazlasinin canli kalabildigi gozlenmistir.

MCE-Fr.E’nin deney metodundaki en diisiik konsantrasyon olan 5 pg/mL’den
baslayarak hiicre canliligini azalttig1 gézlenmistir. Artan konsantrasyonlarda keskin bir
sekilde hiicrelerin 6liimiine sebep oldugu ve 250 ng/mL konsantrasyonda %4 oraninda

canlt hiicre biraktig1 gozlenmistir.

MCE-Fr.F’nin 5 pg/mL’den baslayarak hiicre canliligin1 azalttig1 gézlenmistir.
Bu azalma dogrusal olmakla birlikte 100 pg/mL’de hiicre canliliginin %53 oldugu

anlasilmistir.

Fraksiyonlarin hiicre canlilig1 {izerine etkisinin tayin edilmesi sonucunda elde

edilmis ICso degerleri asagidaki tabloda yer almistir(Tablo 4.28.).
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Tablo 4.28. Fraksiyonlara ait ICso degerleri

Fraksiyon kodu ICso(ng/mL)
MCE-Fr.A >500
MCE-Fr.B 263,38

MCE-Fr.C-BuOH 283,57
MCE-Fr.C-Su 85,70
MCE-Fr.D 287,80
MCE-Fr.E 103,11
MCE-Fr.F 209,10

MC-02 uygulanmis hiicrelerin canlilig1 yiiksek konsantrasyonlara cikildik¢a
azalig gostermis ve 50 pg/mL’de hiicre canliliglr %71 degerine inmistir. MC-02’nin

ICso degeri 78,8617 ug/mL olarak hesaplanmustir.

MC-04 uygulanmis hiicrelerin canlilig1 1-25 pg/mL konsantrasyonlari arasinda
sabit kalmistir. 50 pg/mL’ye dogru ¢ikildikg¢a hiicre canlilig1 azalis gostermis ve 50
png/mL’de hiicre canlilig1 %93 degerine inmistir. MC-04"{in ICso degeri 405,498 pg/mL

olarak hesaplanmustir.

MC-09 uygulanmis hiicrelerin canlilign 1-10 pg/mL araliginda azalig
gostermistir. Hiicrelerin canliligt 10-25 pg/mL konsantrasyonlari arasinda, 1-10
ng/mL konsantrasyon araligina gore daha yavas bir azalis gostermistir. 50 pg/mL’ye
dogru ¢ikildik¢a hiicrelerin canliligi 1-10 pg/mL konsantrasyon araligindaki azalisa
benzer bir azalig géstermis ve 50 pg/mL’de %358 degerine inmistir. MC-09un 1Csg
degeri 70,7383 pg/mL olarak hesaplanmistir.

MC-11 uygulanmis hiicrelerin canliligi dogrusal bir azalis gostermis ve 50
png/mL’de hiicre canliligi %1 degerine inmistir. MC-11"in 1Cso degeri 27,0891 pg/mL

olarak hesaplanmuistir.

MC-18 uygulanmis hiicrelerin canliligt 1-25 pg/mL konsantrasyon araliginda
yavas bir azalig gostermistir. 25 pg/mL’den 50 pg/mL konsantrasyona dogru ¢ikildikca
hiicrelerin canlilig1 1-25 pg/mL konsantrasyon araligina gore daha keskin bir azalis
gostermis ve 50 upg/mL’de hiicre canliligt %2 degerine inmistir. 1 pg/mL
konsantrasyonda maddenin hiicrelerin 6liimii iizerine etkisi olmadig1r goriilmiistiir.

MC-18’in ICsp degeri 31,8 ug/mL olarak hesaplanmaistir.
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Bitkiden izole edilmis saf bilesiklerin hiicre canlilig1 {izerine etkileri asagidaki

tabloda ifade edilmistir (Tablo 4.29.).

Tablo 4.29. M. communis’ten izole edilen saf bilesiklere ait ICso degerleri

Saf bilesikler ICs0 (ug/mL) ICso (uM)
MC-02 78,86 170,33
MC-04 >250 >250
MC-09 70,74 140,31
MC-11 27,09 41,54
MC-18 31,80 64,80
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4.3.4 Western Blot Analizine ait Bulgular

MTT yontemiyle Olgililen hiicre canlilik verileri dogrultusunda ekstre ve
fraksiyonlarin Western Blot analizinde kullanilacak konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Ekstre ve fraksiyonlarin belirlenen konsantrasyonlarina ait tablo asagida verilmistir.

Tablo 4.30. Ekstre ve fraksiyonlarin Western Blot analizinde kullanilan

konsantrasyonlari

Ekstre/Fraksiyon adi Analiz icin secilen konsantrasyon pg/mL
MCE 50
MCI 50
MCE-Fr.A 100
MCE-Fr.B 100
MCE-Fr.C-BuOH 100
MCE-Fr.C-Su 10
MCE-Fr.D 100
MCE-Fr.E 10
MCE-Fr.F 10

a-Siniiklein Fibril Proteinin Karakterizasyonuna ait Bulgular

Prob sonikasyon ile a-siniiklein fibrilleri ~50-200 nm'lik uzunluga kirilmistir.
Fibrillerin sonikasyonu kritik bir adim olmakla birlikte olgun fibrillerin ~50-200
nm'lik bir boyut uzunluguna sahip kisa uzunluga yeterli sekilde kirilmasini
saglamaktadir ve bu sayede fibriller hiicre icine girebilmektedir. Sonike edilen
fibrillerin ~50-200 nm uzunluga kirildig1 transmisyon elektron mikroskobu

goriintiilemesinden sonra degerlendirilmistir.

Prob sonikasyon ile 1 dakika boyunca 5 saniye agik (on)/ 5 saniye kapali (off)
darbe uygulamasi ve bu uygulamanin 20 tekrar1 sonucunda fibriller farkli uzunluklarda
olmak tizere kirilmigtir. TEM goriintiileme sonrasi gridin farkli bolgelerinden alinan
resimlerdeki fibrillerin uzunluklar1 6l¢iilmistiir (Sekil 4.65). Ortalama fibril uzunlugu
260,01 nm olarak hesaplanmistir. Olgiim sonucunda uzunluga (nm) kars1 goreceli
frekans ytizdeleri incelenmistir (Sekil 4.66.). Fibrillerin ~50-200 nm uzunluga kirildig1

gozlenmistir.
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Sekil 4.65. Sonikasyon sonrasi a-siniiklein fibrillerinin TEM goriintiisti
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Sekil 4.66. a-Siniiklein fibrillerinin uzunluga kars1 goreceli frekans yiizdelerine ait
grafik

Hiicrelerden Total Protein Lizatlarimin Elde Edilmesi ve Protein Tayinine ait
Bulgular

5 ng/mL konsantrasyonda 4 giin boyunca a-siniiklein fibrilleri uygulanan SH-
SYS5Y hiicrelerinde (234), 24 saatlik farkli fraksiyon tedavilerinin a-siniiklein {izerine

etkisi Western blot ile anti-a-siniiklein antikoru kullanilarak degerlendirilmistir.
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Monomerik a-siniiklein (15 kDA), diisiik molekiiler agirlikli a-siniiklein (~31 ve ~42
kDA) ve yiiksek molekiiler agirlikli a-siniikleine (~240 kDA) ait bantlar gézlenmistir.
Hastalik patolojisindeki rollerinden dolay1 deneylerde diisilk molekiil agirlikli ve
ylksek molekiil agirlikli a-siniiklein bantlarinin analizi gergeklestirilmistir (251-253).
Analiz sonucunda elde edilmis veriler asagida sunulmustur (Sekil 4.67., Sekil 4.68. ve
Sekil 4.69.).
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Sekil 4.67. Ekstre ve fraksiyonlarin diisiik ve yiiksek molekiiler agirlikli a-siniiklein
protein yogunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.68. Ekstre ve fraksiyonlarin diisiik molekiiler agirlikli a-siniiklein protein
yogunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.69. Ekstre ve fraksiyonlarin yliksek molekiiler agirliklt a-siniiklein protein
yogunlugu iizerine etkileri

PBS ve DMSO c¢oziicii gruplarinda, fibril uygulamasi olmamasina ragmen
Chumarina ve ark. ve Rostami ve ark.’in (251, 253) yaptig1 ¢calismalarda gorildigi
gibi diisiik ve yliksek molekiiler agirlikli a-siniikleine ait bantlar gdzlenmistir (251).
Bu durumun hiicresel yaglanma nedeniyle olabilecegi ongoriilmektedir (254). 5 ug/mL
konsantrasyonda a-siniiklein fibrilleri uygulanan fibril grubunda (1,32+0,14), diisiik
molekiil agirliklt a-siniiklein diizeyinde goriilen artig, PBS (1,11+0,01) ve DMSO
(1,1+0,017) ¢oziicli gruplarina kiyasla anlamliliga ulagmamustir.

Tiim tedaviler sonucunda, fibril grubuna gore (1,32+0,14) sadece MCE-Fr.E
tedavisi sonucunda diisiik molekiiler agirlikl a-siniiklein diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli azalma olmustur (0,36+0,10, ** p=0,0023).

MCE-Fr.E tedavisi sonucunda (0,36+0,10), MCE-Fr.C-BuOH (1,13+0,11)
tedavi gruplarina kiyasla diisiik molekiiler agirlikli a-siniiklein miktarinda istatistiksel
olarak anlamli azalma olmustur (#p=0,02). MCE-Fr.E tedavisi uygulanan grupta
diisiik molekiiler agirlikli a-siniiklein miktarinin en az oldugu gozlenmistir (Sekil
4.67.).

Yiiksek molekiiler agirlikli a-siniiklein diizeylerine bakildiginda da fibril grubunda

(0,42+0,17), a-siniiklein diizeyinde goriilen artig, PBS (0,13+ 0,01) ve DMSO (0,13+
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0,01) c¢oziici gruplarmma kiyasla istatistiksel olarak anlamliliga ulagsmamistir.
Tedavilerin etkinlikleri karsilagtirildiginda da benzer sekilde fibril grubuna gére MCI,
MCE-Fr.A, MCE-Fr.B, MCE-Fr.C-Su, MCE-Fr.D ve MCE-Fr.F tedavileri ile a-
siniiklein diizeyinde azalma olsa da istatistiksel olarak anlamliliga ulagmamistir. MCE-
Fr.E uygulamasinin fibril grubuna gore kiyasla a-siniiklein diizeyinde azalma yerine
artisa neden oldugu goriilmiistiir (#p:0,036; MCE-Fr.E 1,13+0,17 vs. fibril 0,42+0,16;
Benzer sekilde PBS ve DMSO gruplarina kiyasla da a-siniiklein diizeyinde artisa
neden olmustur (**p:0,002 vs. PBS 0,13+0,01; ++p:0,002 vs. DMSO 0,13+0,01).
Beklenenin aksine MCE-Fr.C-BuOH (0,89+0,03) de PBS ve DMSO gruplarina kiyasla
yiiksek molekiiler agirlikli a-siniiklein diizeyinde artisa neden olmustur (*p:0,037 vs.
PBS 0,13+0,01; +p:0,037 vs. DMSO 0,13+0,01). Tedavi gruplar1 karsilastirildiginda
MCE-Fr.E grubunda yiiksek molekiiler agirlikli a-siniiklein miktarinin en yiiksek

oldugu gozlenmistir.
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4.4. Molekiiler Kenetleme Calismalarina ait Bulgular

Molekiiler kenetleme calismalarinda bitkiden izole edilerek tanimlanmis alti
molekiiliin Parkinson hastaliginin tedavisinde 6nemli olan a-siniiklein proteini ile
etkilesimi arastirilmistir. Calisma sonucunda protein ve molekiil arasindaki etkilesim
icin baglanma enerjisi degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.32.). Buna gore a-siniiklein
proteini ile en diisiikk baglanma enerjisine sahip ilk 3 molekiil sirasiyla korosolik asit
(-10,04 kcal/mol), ursolik asit (-10,00 kcal/mol) ve asiatik asit (-9,85 kcal/mol) olarak
tespit edilmistir.

Tablo 4.31. a-Siniiklein proteini ile 6 bilesik arasindaki molekiiler kenetleme
calismasindan elde edilen sonuglar

Bilesik Adi Baglanma Enerjisi (kcal/mol)
Asiatik asit -9,85

Korosolik asit -10,04

Ursolik asit -10,00

Kersetin-3-O-a-ramnopiranozit | -9,22
Mirisetin-3-O-ga-ramnopiranozit | -8,53
Gallomirtukommulon C -8,70

Ayrica en diisiik baslanma enerjisine sahip molekiil ve proteinin etkilesimleri
ise 2D olarak asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.69.). En diisiik baglanma
enerjisine sahip molekiil olan korosolik asidin a-siniiklein proteini ile konformasyonu
incelendiginde molekiiliin yerlestigi aktif bolgedeki aminoasitler ile van der Waals
(Asnl51, Arg67, Asp66), konvansiyonel hidrojen bagi (Asnl3, Aspl5, Asp42, Glu45,
Glul54, Glyl4, Lys43, Phel57, Tyr211), alkil ve pi-alkil (Ala64, Met331, Trp63,
Trp341, Tyr156) 6zelliklerine gore etkilesim gostermistir.
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Sekil 4.70. a-Siniiklein proteinine en gli¢lii baglanan korosolik asit molekiiliiniin iki
boyutlu konformasyon modeli
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4.5. Farmakope Analizlerine ait Bulgular

M.  communis’in  Avrupa ve Tirk Farmakopesi’nde monografi
bulunmadigindan makroskobik, mikroskobik analizler ve farmakope sinir testleri

yapilarak bitkisel drog monografinin 6n ¢aligsmasi hazirlanmistir.

4.5.1 Makroskobik ve Mikroskobik Analizlere ait Bulgular

M. communis lizerinde yapilan makroskobik analiz sonuglar1 4.1. Morfolojik
Calismalara ait Bulgular baglig1 altinda, mikroskobik incelemelere ait bulgular ise
asagida sunulmustur. Avrupa Farmakopesi’nde “Bitkisel Droglar™ i¢in 07/2017:1433
Genel Boliim’de verilen bilgilere gore kurutulmus ve kabaca toz edilmis yapraklar

kloralhidrat reaktifi kullanilarak 151k mikroskobu ile incelenmistir.
Mikroskobik Analizler

Toz edilmis bitkisel drog (355) (2.9.12): Toz edilmis bitkisel drog acik yesil
renkli olup karakteristik bir kokuya sahiptir. Mikroskobik incelemeler i¢in 1s1k
mikroskobu altinda kloral hidrat reaktifi ile incelenmistir. Epidermis parcalarinda
stomalar, az sayida tek hiicreli ortii tiiyleri tespit edilmistir. Stoma anomositiktir ve
stoma duvarlari sinuattir. Epidermisin altinda ve parankima hiicrelerinin yaninda salg1
cepleri ve druzlar bulunmaktadir.  Ayrica siinger, palizat parankimalar1 ve iletim

demetlerinin kalintilar1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.71. M. communis yapraklarinin toz drog anatomisi.
a:epidermis hiicresi, b: stoma hiicresi, c:stoma komsu hiicreleri, d:salg1 vezikiilii, e:parankima dokusu,
f:druz, g:tek hiicreli ortii tiiyii, h:odunlagmis sklerenkima lifleri

Stoma ve Stoma Indisi Tayini

Stoma indisi, birim alandaki stoma sayisinin oranini % olarak ifade etmektedir.
Bitki yapragmin st epidermisinde stoma gozlenmemistir. Isik mikroskobu

kullanilarak alt epidermisin stoma indisi %15,05+3,53 olarak hesaplanmustir.

4.5.2 Farmakope Sinir Testlerine ait Bulgular
Yabanc1 Madde Tayini

30,19 gram kuru drog tartilip beyaz zemin iizerine ince tabaka halinde
yayildiktan sonra yabanci maddeler ¢iplak goézle analiz edilmistir. Bitkisel drogtan
0,0439 gram yabanci madde ayrilmistir. Bunlar bitkiye ait olmayan aken tipi meyveler,

taglar ve tanimlanamayan cisimlerdir. Sonu¢ olarak, kurutulmus drogta %0,145
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oraninda yabanci madde tespit edilmistir. Yabanci madde analizi yapilmais bitkisel drog

asagida gosterilmistir (Sekil 4.71.).

Sekil 4.72. Yabanci madde analizi

Kurutmada Kayip

Ortalama 1 g tartilan toz edilmis numuneler 105°C’lik etiivde 2 saat tutulduktan
sonra ve 3 tekrarli yapilan analiz sonucunda M. communis’in kurutulmus ve kabaca
toz edilmis yaprak drogunda kurutmada kaybin %6’y1 ge¢medigi gozlenmistir.
Kurutmada kayip testine ait bulgular asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4.33.) .

Tablo 4.32. Kurutmada kay1p analizinin sonuglari

Kroze Drog Kurutma Kurutma % Kurutma
darasi(g) miktari(g) oncesi kiitle | sonrasi kiitle kayip
1 29,9528 1,0134 30,9662 30,9144 5,1110
2 25,9770 1,0073 26,9843 26,9511 3,2950
3 29,9532 1,0056 29,9532 30,9270 3,1620
Ortalama | 3,856 + 0,8990
Toplam Kiil Miktar Tayini

Farmakope smir testlerinden biri olan toplam kiil miktar tayini, M.
communis’in kurutulmus ve kabaca toz edilmis yaprak drogunda 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Numunelere ait toplam kiil miktar1 sirastyla %13,7145, 9%12,2600
ve 9%16,3901 olarak bulunmus ve ortalama deger %14,1215+1,7105 olarak
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hesaplanmistir. Toplam kiil miktar tayinine ait bulgular asagidaki tabloda gosterilmistir

(Tablo 4.34.).

Tablo 4.33. Toplam kiil miktar tayini sonuglari

Kroze Drog Yakma Yakma % Toplam
darasi(g) miktari(g) oncesi sonrasi Kiil
kiitle kiitle
1 42,3730 1,0055 43,3785 42,5109 13,7145
2 39,1399 1,0088 40,1487 39,2625 12,2600
3 40,3690 1,0067 41,3757 40,5340 16,3901
Ortalama | 14,1215+
1,7105

Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini, M. communis’in kurutulmus
ve kabaca toz edilmis yaprak drogunda ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
Numunelerde toplam hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 sirasiyla %2,6887,
%3,4756 ve %4,5621 olarak bulunmus ve ortalama deger %3,575440,7680 olarak
hesaplanmistir. Hidroklorik asitte ¢dziinmeyen kiil miktar tayinine ait bulgular

asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4.35.).

Tablo 4.34. Hidroklorik asitte ¢éziinmeyen kiil miktar tayini sonuglari

Kroze Toplam Kiil Yakma Kiil Kiitle(g) | % Hidroklorik

darasi(g) Kiitlesi(g) Sonrasi Asitte
Kiitle Coziinmeyen
Kiil

1 42,2818 0,1748 42,2865 0,1701 2,6887
2 39,1432 0,164 39,1728 0,1583 3,4756
3 40,3074 0,1907 40,3161 0,182 4,5621

Ortalama | 3,5754 + 00,7680

Sisme Indisi

Literatiir verilerine gore M. communis’in yapraklar1 miisilaj tasimadigindan bu

deney yapilmamaistir.
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Ucucu Yag Miktar Tayini

Ugucu yag volumetrik miktar tayini i¢in, 30,1461 g kurutulmus ve toz edilmis
M. communis yaprak drogu Clevenger diizenegine yerlestirilmis ve distilasyona tabi
tutulmustur. Distilasyon, bitkisel drogdan ugucu yaglarin su buhari ile stiriiklenmesi
esasina dayanmaktadir. 2 saatlik distilasyonun sonunda cihazda toplanan sudan hafif
ucucu yag alinmistir. 30,1461 g drogdan 0,3 mL ugucu yag elde edilmistir. Analiz
sonucuna gore bitkisel drogun ugucu yag oran1 %0,9951°dir. Clevenger diizeneginde

toplanmis ugucu yagin goriintiisii asagida verilmistir (Sekil 4.72.).

Sekil 4.73. Clevenger diizenegi ve toplanan ugucu yagin goriintiisii
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5. TARTISMA

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve halk ilaci olarak kullanilan M. communis’in
morfolojik olarak yapraklari, dallar1 ve ¢igekleri, anatomik olarak da yaprak ve dallar1
incelenmistir. Bitkinin morfolojik ve anatomik karakterlerinin analizi ve Ankara’da
bulunan herbaryumlardaki oOrneklerin de degerlendirilmesi ile bitkinin teshisi
yapilmistir.  Bitki, uygun tayin anahtar1 kullanilarak taksonomik olarak

siiflandirilmistir.

Yapraklarin basit yapida ve biitiin olmasi, nodlarda karsilikli yer almasi ve
seffaf salg1 vezikiillerini tasimasi; ¢igeklerin hermafrodit, beyaz renkli 5 petalli, yesil
renkli 5 sepalli, ¢ok sayida stamenli ve ginekeumun bir pistilli olmasi tiiriin aromatik

ozellikteki Myrtaceae familyasina ait 6zelliklerle uyumlu oldugunu goéstermistir (15).

Anatomik caligmalar kapsaminda yaprak ve dallardan kesitler alinmistir.
Kesitler 151k mikroskobu altinda incelendikten sonra anatomik karakterler tespit
edilmistir. Yaprak iist epidermisinde kloralhidrat reaktifi ile gozlenen diizensiz sekilli
hiicrelerin, basit tek hiicreli ortii tliylerinin, basit billurlarin (kalsiyum oksalat
kristalleri) ve SARTUR reaktifi ile turuncu renk almis ucucu yag tasiyan salgi
vezikiillerinin ve yag damlaciklarinin gozlenmesi literatiir ile uyumlu bulunmustur
(215, 217). Yaprak alt epidermisinde ise kloralhidrat reaktifi ile diizensiz sekilli
hiicreler, basit tek hiicreli ortii tiiyleri, druzlar, stomalar; SARTUR reaktifi ile turuncu
renk almis ucucu yag tasiyan salgi vezikiilleri ve yag damlaciklar1 gozlenmistir.
Stomalar yalnizca alt epidermiste bulunmaktadir. Stoma ve yardimci hiicrelerin
diizenlenisi esas alindiginda anomositik tip stomaya sahip oldugu belirlenmistir.
Literatiir incelendiginde, yapragin alt ve {ist epidermisinde stomalarin mevcut oldugu
ancak calismamiz sonucunda elde edilen veriler ile uyumlu olmadig1 goézlenmistir. Bu
durum bitkinin sicak veya kurak iklimlerde yetismesinden dolay1 su kaybini azaltmaya
adaptasyonu i¢in stoma yogunlugunun azalmasi ile agiklanabilir. Ayrica literatiir ile
karsilastirildiginda anatomik caligmalarda ayni dokular tespit edilmis, ancak
stomalarin boyutu ile ilgili nitel karakterler varyasyon gostermistir. Bunun sebebi ise
bitkinin ekolojik faktdrlerden etkilenmesi ile aciklanabilir. Sonug olarak bitki iizerinde

yapilan morfolojik ve anatomik incelemeler tiirlin Myrtaceae familyasinin Myrtus
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cinsine ait oldugunu kanitlamistir (215-218). Bitkinin fitokimyasal igeriginin kalitatif
olarak analiz edilebilmesi i¢in kurutulmus ve kabaca toz edilmis yaprak drogu
kullanilarak su, etanol ve alkaloit ekstreleri hazirlanmistir. Sulu ekstresi lizerinden
saponozitler, antrasen tiirevi glikozitler, flavonoitler, tanenler, antosiyanin glikozitleri,
ozlar, nisasta ve kumarin gruplarina ait teshis reaksiyonlar1 gerceklestirilmigtir.
Reaksiyon sonuglarina gore ekstrede saponozitler, flavonoitler, tanenler, ozlar ve
kumarinlerin varligi gézlenmis, antrasen tiirevi glikozitler, antosiyanin glikozitleri ve
nisastaya rastlanmamustir. Etanol ekstresi iizerinden kardiyoaktif glikozitlerin teshis
reaksiyonu gergeklestirilmis, reaksiyon sonucunda ekstre igeriginde kardiyoaktif
glikozitlerin bulunmadig: tespit edilmistir. Genel teshis reaksiyonlar1 kapsaminda
iclincii ekstre olan alkaloit ekstresi lizerinden tropan, izokinolein ve indol tiirevi
alkaloitler ile kafeinin teshis reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Bulgular sonucunda,
Dragendorf reaktifi ile doyurulmus siizge¢ kagidina alkaloit ekstresi damlatildiginda
renk degisimi gbzlenmis ancak farkli yapidaki alkaloit tiirevleri (tropan, izokinolein,
indol) i¢in yapilan teshis reaksiyonlari negatif sonu¢ verdiginden ekstrede diger
alkaloit gruplarina rastlanabilecegi gibi proteik yapidaki maddelerin de pozitif sonug
verebilecegi goriisiine varilmistir. Elde edilen veriler, genel teshis reaksiyonlarini
takiben yapilmis ITK analizi ile dogrulanmis (bkz. Sekil 4.9.), literatiir verileri ile de
uyumlu bulunmustur (bkz. 2.2.2. Fitokimyasal ¢aligmalar).

Izolasyon calismalar1 kapsaminda, 2 adet flavonol-3-O glikoziti, 1 adet
floroglusinol tlirevi ve 3 adet triterpenik bilesik olmak {izere toplam 6 adet bilesik izole
edilmistir. 4.2.3. Izolasyon Calismalarma ait Bulgular bashig: altinda bilesiklerin 'H-
ve *C-NMR spektrumlari yorumlanarak yapi tayinleri yapilmus, bilesiklerin
hesaplanan molekiil agirliklari, HR-ESI-MS spektrumlar ile dogrulanmistir. Sonug
olarak, MC-02 kodlu bilesigin yapisi mirsitrin, MC-05 kodlu bilesigin yapisi
kersitrin, MC-04 kodlu bilesigin yapist gallomirtukommulon C, MC-09 kodlu
bilesigin yapis1 ursolik asit, MC-11 kodlu bilesigin yapisi korosolik asit ve MC-18
kodlu bilesigin yapisi asiatik asit olarak tayin edilmistir. Literatiirde Myrtus communis
lizerinde yapilan izolasyon ¢alismalar1 incelendiginde, re¢ine kolon kromatografisinin
ilk defa bu tez galismasinda kullanilmis oldugu tespit edilmis olup bitkinin total

ekstresinden klorofil ve pigmentlerin kolayca ayrilmasinin yani sira sivi-sivi partisyon
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yapmay1 gerektirmeksizin igerdigi bilesiklerin polaritelerine gore kabaca ayrilmalari

ve buna gore alt fraksiyonlarin olusturulmasi saglanmaistir.

[zolasyon ¢alismalar1 sonrasinda, qTOF-LC-MS analizi ile bilesiklerin
polaritelerine bagli olarak ekstre ve fraksiyonlardaki i¢eriklerinin nitel ve oran olarak
(%) belirlenmesi hedeflenmistir. Bilesiklerin ekstre ve fraksiyonlardaki % miktarlari,
molekiil agirhigi ve pik yiliksekligi parametreleri kullanilarak % cinsinden
hesaplanmistir. MCE ve MCI’nin kromatogramlar1 karsilastirildiginda, 1-7. dakikalar
arasindaki piklerin benzerlik gosterdigi; 7. dakikadan sonra MCE’nin apolar
ozellikteki pek cok bilesigi igerdigi, MCI’nin ise apolar bilesiklerinin daha az sayida
oldugu tespit edilmistir. Bilesiklerin polaritelerine bagli olarak ekstrelerdeki %
igeriklerinin, ekstrelerin su ve etanol ¢oziiciileri ile hazirlanmasindan kaynaklandigi
anlasilmistir. qTOF-LC-MS analizinde 1-7. dakikalar arasinda polar ozellikte
bilesiklerin, 7. dakikadan sonra ise apolar 6zellikteki bilesiklerin piklerinin gézlenmesi
beklenmektedir. MC-02, MC-04, MC-05 kodlu bilesiklerin alikonma zamanlarina
bakildiginda sirasiyla Ri: 4,7, 5,6 ve 5,0. dakikalar; MC-09, MC-11 ve MC-18 kodlu
bilesiklerin alikonma zamanlarina bakildiginda ise sirasiyla R¢: 10,4, 9,5 ve 7,6.
dakikalar oldugu goriilmiis, degerler yorumlandiginda MC-02, MC-04, MC-05 kodlu
bilesiklerin polar, MC-09, MC-11 ve MC-18 kodlu bilesiklerin ise apolar 6zellikte

oldugu dogrulanmastir.

M. communis yapraklar1 izolasyon semasina bakildiginda (bkz. Sekil 4.11.)
MC-02, MC-04 ve MC-05 kodlu bilesiklerin MCE kodlu %80°lik EtOH ekstresi ve
ardindan MCE-Fr.C-BuOH fraksiyonundan baslayarak devam eden kromatografik
caligmalar sonucunda saflastirildig1 goriilmektedir. Yiizde igerik miktarlar1 tablosunda
yer alan % degerlerden de anlasildig1 lizere her bir bilesik i¢in ekstreden baslayan
izolasyon asamalarinda % icerigin de dogru orantili olarak arttig1 gézlenmistir. Ayni
sekilde MC-09, MC-11 ve MC-18 kodlu bilesikler de MCE kodlu ekstre ve MCE-
Fr.E kodlu fraksiyondan izole edilmis olup her bir bilesik i¢in ekstreden baglayan
izolasyon asamalarinda % icerigin dogru orantili olarak arttig1 tespit edilmistir. Bu
sonuglar bilesiklerin izolasyonunda en verimli ekstre ve fraksiyonlarin se¢ildigini
gostermistir. Devam eden g¢aligmalarimizda, hedeflenmis yontemler gelistirilerek

bilesiklerin ekstre ve/veya fraksiyonlarda birbirlerine gore oranlariin tespit edilmesi,
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yapist tayin edilmeyen diger bilesiklerin de ekstreler ve/veya fraksiyonlarda %
iceriklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, farkli yapidaki bilesiklerin izole
edilerek veya standart bilesikler temin edilerek her bir ekstre ve fraksiyondaki %
miktarlarinin belirlenmesi ile standardizasyon ¢alismalarinda bitkisel drogta en yiiksek
oranda bulunan bilesigin tespit edilerek standardize ekstrede belirte¢ bilesik olarak
kullanilmast hedeflenmistir. qTOF-LC-MS analizi daha once Myrtus communis
meyveleri iizerinde yapilmis olsa da yaprak ekstreleri lizerinde ilk defa bu ¢alisma ile

gosterilmistir (255).

MCE, MCI kodlu ekstreler ve MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarin toplam fenolik,
flavonoit ve proantosiyanidin madde miktar tayinleri yapilmistir. Toplam fenolik
madde miktar tayini sonuglarina bakildiginda MCI (135,85 mg GAE/g numune)’nin
MCE’ye (110,90 mg GAE/g numune) gore daha fazla fenolik yapida madde igerdigi,
en yliksek fenolik madde icerigine MCE-Fr.C-Su fraksiyonunun (166,93 mg GAE/ g
numune) sahip oldugu goriilmiistiir. Izole edilen bilesiklerin alindig1 fraksiyonlara
bakildiginda, fenolik yapidaki bilesiklerin (MC-02, MC-04, MC-05) yiiksek fenol
icerigine sahip MCE-Fr.C-BuOH fraksiyonundan (135,15 mg GAE/ g numune) elde
edildigi, terpenik yapidaki bilesiklerin (MC-09, MC-11, MC-18) ise fenolik madde
igerigi disiik MCE-Fr.E fraksiyonundan (57,85 mg GAE/ g numune) elde edildigi
tespit edilmistir. Toplam flavonoit madde miktar tayini sonuglarina bakildiginda
MCE’nin (39,44 mg KE/g numune) MCI’ya (28,81 mg KE/g numune) gore daha fazla
flavonoit yapisinda bilesik igerdigi, en yiiksek flavonoit igerigine MCE-Fr.C-BuOH
fraksiyonunun (115,69 mg KE/g numune) sahip oldugu gériilmiistiir. Izole edilen
bilesiklerin alindig1 fraksiyonlara bakildiginda, flavonoit yapisindaki bilesiklerin
(MC-02, MC-05) yiiksek flavonoit igerigine sahip MCE-Fr.C-BuOH fraksiyonundan
elde edildigi tespit edilmistir. ITK analizi sonucunda da, MCE-Fr.A, MCE-Fr.B, MCE-
Fr.C-BuOH, MCE-Fr.C-Su ve MCE-Fr.D’de fenolik yapidaki bilesiklere ait oldugu
diisiiniilen lekeler, MCE-Fr.E ve MCE-Fr.F’de ise yogun olarak terpen yapisindaki
bilesiklere ait oldugu diisiiniilen lekelerin gozlenmesi yukarida verilen sonuglar
desteklemistir (bkz. Sekil 4.12.). Toplam proantosiyanidin madde miktar tayini
sonuglarina bakildiginda MCE ve MCI'nin toplam proantosiyanidin madde miktarinin

aynt oldugu sonucuna ulasilmistir (7,44 mg KAE/g numune). En yiiksek



238

proantosiyanidin i¢erigi MCE-Fr.C-BuOH fraksiyonunda (20,30 mg KAE/g numune)

gOriilmiistiir.

Literatiir incelendiginde, M. communis yapraklarinin farkli ¢oziiciilerle ekstre
edilmesi sonucu toplam fenolik, flavonoit ve proantosiyanidin madde miktarinin
degistigi tespit edilmistir (149, 151, 256-258). Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri
birbirlerine yakin olmakla birlikte en yliksek fenolik madde miktarinin sirasiyla
metanol, etanol ve sulu ekstrelerinde oldugu goriilmiistiir (149, 256). %80’lik EtOH
ekstresi iizerinde toplam fenolik, flavonoit ve proantosiyanidin madde miktar tayini
yapilmis ¢aligma ile karsilagtirildiginda, fenolik madde miktarinin (110,9 mg GAE/g
numune) literatiirdeki fenolik madde miktarindan (64,18+0,05 mg GAE/g numune)
yaklasik iki kat daha fazla oldugu; toplam flavonoit madde miktarinin (literatiir verisi:
16,2 mg KE/g numune, MCE: 39,44 mg KE/g numune) ve proantosiyanidin madde
miktarinin yiiksek (literatiir verisi: 5,20 mg KAE/g numune, MCE: 7,44 mg KAE/g
numune) oldugu tespit edilmistir. Elde edilen farkli sonuglar, M. communis’in
toplandig1 yer, zaman; ekstraksiyon siiresi, sicakligi ve kullanilan kimyasallarin

kalitesi ile agiklanabilir (257).

Oksidatif stres, oksidatif hasarin artmasi ve serbest radikallerin organizmada
asirt Uretimi ile karakterize bir durumdur. Oksidatif stresin, norodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser ve osteoporoz gibi pek c¢ok hastaligin
etiyopatogenezinde rolii oldugu bilinmektedir (230). Reaktif oksijen ve nitrojen
tiirevleri, reaktif yapilar1 nedeniyle basta lipitler, niikleik asitler ve proteinler olmak
lizere tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve zarar verme potansiyeline sahiptir.
Enflamatuvar siireclerde de hiicresel hasara ve hiicresel islev bozukluguna sebep
olabilecek sitokinlerin {iretiminin artmasina yol agabilirler (258). Hiicresel bilesiklerin
oksitlenmesini Onlemek icin radikallerle veya diger reaktif tiirlerle dogrudan
reaksiyona giren antioksidanlar oksidatif hasarin Onlenmesini saglamaktadir.
Bitkilerde fenolik yapidaki bilesiklerin antioksidan etkili olduklar1 ve pek c¢ok
biyolojik aktivite ¢aligmalarmin temelini olusturdugu bilinmektedir (144, 150, 256).

Bu amacla ekstre ve fraksiyonlar iizerinde antioksidan aktivite tayinleri yapilmistir.

DPPH radikal siipiiriicii kapasite tayininde, elde edilen sonuclar standart madde

(Kersetin: 10,23 pg/mL ) ile karsilastirildiginda en yiiksek aktivitenin MCI kodlu
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ekstrede (25,37 pg/mL) oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite azalmis,
en disiik aktivite MCE-Fr.F (855,21 pg/mL) fraksiyonunda gozlenirken en yiiksek
aktivite MCE-Fr.B (25,69 ug/mL) ve MCE-Fr.C-BuOH (31,31 pg/mL) kodlu
fraksiyonlarda gézlenmistir. Sonuglar, ekstre ve fraksiyonlardaki fenolik yapidaki
madde igerigi ile dogru orantilidir. Literatiir ile karsilastirildiginda, bitkinin
yapraklarinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstreler ve fraksiyonlarinin DPPH

radikal siiptiiriicli kapasite tayinine ait sonuglarin doza bagimli olarak degistigi tespit

edilmistir (70, 86, 145, 148-150)

ABTS radikal katyonu siipiiriicii aktivite tayininde, sonuglar mg TE/g numune
olarak verilip karsilastirildiginda en yiiksek aktivitenin MCE kodlu ekstrede (72,00
mg TE/g numune) oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite sonug¢larinin
degismedigi, MCE-Fr.C-BuOH (72,33 mg TE/g numune) fraksiyonunda arttig1
gozlenmistir. Sonuglar, ekstre ve fraksiyonlardaki fenolik yapidaki madde igerigi ile

dogru orantilidir.

NO radikal siipiiriicii etki tayininde, elde edilen sonucglar standart madde
(Kersetin: 34,45 pg/mL ) ile karsilastirildiginda en yiiksek aktivitenin MCE kodlu
ekstrede (148,68 png/mL) oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite artmas,
en yiiksek aktivite MCE-Fr.C-BuOH (77,78 pg/mL) fraksiyonunda gozlenmistir.
Sonuglar, ekstre ve fraksiyonlardaki fenolik yapidaki madde igerigi ile dogru
orantilidir. Literatiir ile karsilastirildiginda, %80’lik etanol ekstresinin NO radikal
stiptiriicli etkisinin (173,3 pg/mL) MCE’den daha diisiik oldugu saptanmistir (150).

Bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayininde, sonuglar mg GAE/g
numune olarak verilip karsilastirildiginda, MCE (122,39 mg GAE/g numune) ve MCI
(121,73 mg GAE/g numune) kodlu ekstrelerin birbirine yakin degerde bakir iyonu
indirgeyici kapasite gosterdigi saptanmistir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite
sonuglarmin degismedigi, MCE-Fr.C-Su (128,61 mg GAE/g numune) ve MCE-Fr.C-
BuOH (127,63 mg GAE/g numune) fraksiyonlarinin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi
tespit edilmistir. Sonuglar, ekstre ve fraksiyonlardaki fenolik yapidaki madde icerigi
ile dogru orantilidir Literatiirde M. communis yapraklarmin ekstre ve fraksiyonlari
tizerinde yapilmis bakir iyonu indirgeyici kapasite tayini ¢alismasi bulunmamaktadir.

Bu analize ait veriler ilk defa bu tez calismasi kapsaminda verilmistir.
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Demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ tayininde, sonuglar mg KE/g numune
olarak verilip karsilastirildiginda, MCI kodlu ekstrenin (205,87 mg KE/g numune),
MCE (184,25 mg KE/g numune) kodlu ekstreden daha yiiksek demir iyonu
antioksidan gii¢ gosterdigi tespit edilmistir. Fraksiyonlama islemi ile aktivite sonuglari
artmis ve en yiiksek aktivite MCE-Fr.D (331,0 mg KE/g numune), MCE-Fr.C-Su
(297,23 mg KE/g numune) ve MCE-Fr.C-BuOH (282,18 mg KE/g numune)
fraksiyonlarinda gozlenmistir. Sonuglar, ekstre ve fraksiyonlardaki fenolik yapidaki
madde igerigi ile dogru orantilidir Literatiirde M. communis yapraklarinin %80’lik
etanol ekstresi lizerinde yapilmis demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ tayini
caligmasi bulunmamaktadir. Bu analize ait veriler ilk defa bu tez caligmas1 kapsaminda

verilmistir.

Tiim antioksidan aktivite tayinlerinde, MCE-Fr.C-BuOH kodlu fraksiyonun
diger fraksiyonlara gore en yiiksek aktiviteyi gdstermesi flavonoit igceriginin en yiiksek
olmasima atfedilebilir. Nitekim MC-02 ve MC-05 kodlu flavonoit yapilarinin bu
fraksiyondan elde edilmesi de bu sonucu dogrulamaktadir. Aktivitelerin diisiik oldugu
MCE-Fr.E ve MCE-Fr.F kodlu fraksiyonlarin da fenolik bilesiklerin aksine yogun
olarak terpenik yapidaki bilesikleri igermesi ve MC-09, MC-11, MC-18 kodlu
triterpenik yapidaki bilesiklerin MCE-Fr.E’den elde edilmesi ¢alisma sonuglarinin

uyumlu oldugunu gostermektedir.

Flavonoit yapisindaki MC-02 ve MC-05 kodlu bilesiklerin yapi-aktivite
iliskileri degerlendirildiginde, B halkasinda serbest orto-hidroksi grubu, C halkasinda
C-2 ile C-3 arasindaki cifte bag ile 4 numarali konumdaki okso grubunun bulunmasi
antioksidan aktivite agisindan 6nem tasimaktadir (259). Flavon glikozitlerinde, A
halkasinda C-7 OH’ nin serbest olmas1 antioksidan aktivitenin gézlenmesinde énemli

bir faktordiir (260).

Tirozinaz, polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, katekolaz veya fenolaz,
oksijen oksidorediiktaz olarak adlandirilan multifonksiyonel bir enzimdir. Tirozin;
dopamin, norepinefrin, epinefrin, melanin ve tiroksinin prekiirsorii olup fenilalaninden
sentezlenir. Tirozinaz, melanin olusumunda gorevli olup sa¢ ve derinin
pigmentasyonunda rol oynayan bir enzimdir. Tirozinaz enziminin anormal sekilde

artis1 veya aktiflesmesi vitiligo, albinizm ve Parkinson hastalig1 ile iliskilendirilmistir
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(261). Parkinson hastalig1 dopaminerjik néronlarin hasarindan kaynaklanan ikinci en
yaygin norodejeneratif hastaliktir. Parkinson hastaliginda tirozinaz enziminin seviyesi
onemli bir faktordiir. Tirozinaz enziminin fazla ekspresyonu, tirozini L-DOPA’ya ve
L-DOPA’y1 da dopakinona doniistirmektedir. L-DOPA bilesigi dopaminin
prekiirsoriidiir ve bu bilesigin dopakrom yapisina donmesinin Parkinson hastaliginda
diisiik seviyede olan dopaminin daha da azalmasina yol agabilecegi ongdriilmustiir.
Ote yandan tirozinaz enziminin yeterli seviyede olmamasindan dolay1, tirozin L-
DOPA’ya doniistliriilemeyeceginden farkli  enzimler aracilifiyla ndromelanin
olusumunu da engelleyebilecegi tespit edilmistir. Noromelanin ise insan beyninde
dogal olarak bulunan ve oksidatif stresin artisin1 engelleyerek noroprotektif etki
gosteren bir bilesiktir. Parkinson hastaliginda, substantia nigrada ndromelanin
seviyesinin diisiik oldugu bildirilmistir (262). Bununla birlikte, Parkinson hastaliginda
6len noronlarin sitoplazmada ve hiicre dis1 boslukta néromelanin salgiladig1 ve bunun
da ndromelaninin noroprotektif etkisinin kaybolmasina yol ac¢tigi gozlemlenmistir

(263).

Tirozinaz enzim inhibisyonu testinde, kojik asit (ICs50=20,74 npg/mL)
standardina gore tirozinaz enzim inhibisyonu etkinligi en yliksek ekstre MCE
(IC50=99,38 ng/mL) olarak gozlenmistir. MCE-Fr.E (ICs50=102,10 pg/mL) ve MCE-
Fr.F (IC5=102,48 pg/mL) de en yiiksek inhibisyonu yapan fraksiyonlar olarak
bulunmustur. Literatiirde yapilmis calismalarda tirozinaz enzim inhibisyonlar1 %
olarak veya kojik asit esdegeri/g ekstre/fraksiyon olarak verildiginden karsilastirma
yapilamasa da (163), MCE-Fr.E ve MCE-Fr.F fraksiyonlarindan izole edilen terpenik
bilesiklerin nérodejenerasyon iizerindeki etkileri agiklanmigtir. Terpenik bilesiklerin
norodejeneratif hastaliklar {izerinde olas1 etkilerinin arastirildig1 pek ¢ok in vitro ve in
vivo calisma mevcuttur. Parkinson hastaligi iizerinde yapilmis ¢alismalar da yer
almakla birlikte daha ¢ok diterpen ve triterpen yapisindaki bilesiklerin aktiviteleri
tizerine yogunlagilmistir. Triterpenlerin aktivitelerinin, genellikle enflamasyonda rol
oynayan TNF-a, IL gibi sitokinler, NF-xB transkripyon faktorii; beyin tiirevli
norotrofik faktor (BDNF), dopamin seviyesi ve antioksidan etki (NO radikaline kars1)
mekanizmalar iizerinden degerlendirildigi tespit edilmistir. Bu bilesiklerin oksidatif
stresin artigini ve mitokondriyal disfonksiyonu onledigi, ayrica dopaminerjik néron

hasarini yavaglatabilecegi sonucuna ulasilmistir (264-268).
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Elastaz enzimi, protein baglarini pargalayarak aminoasitlere yikilmalarini
saglayan proteolitik bir enzimdir. Serbest radikallerin olusumunda énemli bir kaynak
olan nétrolfiller azurofilik graniillerinde oksidan etkili elastaz enzimini icerirler. Bu
enzimler, bulundugu dokularda oksidan ve enflamatuvar doku hasarinin 6nemli
mediyatorleridir (269). Hiicrenin normal fizyolojik gelisimi ve bagkalasimi, doku
diizenlenmesi ve gelisim siirecinden sorumlu olduklari i¢in ¢esitli hastalik siireclerinde

kritik rol oynarlar (270).

Elastaz enzim inhibisyonu testinde, test edilen numunelerin ICso degerleri
negatif ¢ikmisti. Numunelerin elastaz enzim inhibisyonu yapmadigi, enzim
ekspresyonunu artirdigr diistinlilmiistiir. Bu nedenle, literatiirde bitki ekstreleri
lizerinde yapilmis elastaz enzim inhibisyonu testinin sonuclar1 ile uyumlu
bulunmamistir. Devam eden ¢alismalarda testin tekrar yapilmasi planlanmaktadir

(163, 164).

Ekstraseliiler matriks, derinin dermis tabakasinda bulunan, hiicreleri birbirine
baglayan ve destekleyen, derinin biiylimesinden ve esnekliginden sorumlu baslica
yapisal bilesenidir. Ekstraseliiler matriksin yapisinda proteoglikanlar ve matriks
metalloproteinleri bulunur. Kolajen ve elastin bu yapisal matriks proteinlerindendir.
Ekstraseliiler matrikste en ¢ok bulunan protein kolajendir ve toplam memeli protein
kiitlesinin yaklasitk %30’unu olusturmaktadir. Kolajen; hiicre adhezyonunun
diizenlenmesinden, derinin gerilim kuvvetinden ve dokularin gelisiminin
yonetiminden sorumludur. Bag dokusu bilesenlerinin (kolajen, elastin) yikimi cilt
yaslanmasi, yara iyilesmesinin gecikmesi gibi durumlara neden olur ve bu maddelerin
yikimindan sorumlu enzimler sirasiyla kolajenaz, elastaz ve hyaliironidazdir.
Kolajenaz bir matriks metalloproteinaz enzimidir. Normal sartlarda esasen dokularin
saglikli ve dengeli kalmasini saglamakla gorevli bu enzimler, bu dengenin enzimlerden
yana bozulmas1 durumunda ekstraseliiler matriks bilesenlerinin kontrolsiizce yikimina
ve bu durum da deri yaglanmasinin yaninda yaslanmaya bagl bir¢cok hastaliga neden

olur (271, 272).

Kolajenaz enzim inhibisyon testinin sonuglar1 standart madde ile
karsilastirildiginda (EGCG: IC50=9,18 pg/mL), MCI (ICs50=57,2 ng/mL) kodlu ekstre,
MCE-Fr.C-BuOH (ICs50=123,66 pg/mL) ve MCE-Fr.E (IC5=188,08 pg/mL)
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fraksiyonlarinin en yiiksek kolajenaz enzim inhibisyonu gosterdigi tespit edilmistir.
Fraksiyonlardan elde edilen maddeler goz oniine alindiginda, etkinin, hem fenolik ve
hem de triterpen yapisindaki bilesiklerden ileri geldigi; ekstreden fraksiyonlara
gecildiginde aktivitenin azalmasinin da ekstrede bulunan bilesiklerin sinerjistik
etkisine bagli olabilecegi diislinlilmiistiir. Literatiirde, M. communis iizerinde yapilmisg
kolajenaz enzim inhibisyon testine rastlanmadigindan, elde edilen veriler tarafimizca

literatiire ilk kez kazandirilmistir.

SH-SY5Y (insan noéroblastoma hiicreleri), norodejeneratif hastaliklarin
temelindeki  biyokimyasal yolaklarin analizi ve ayn1 zamanda hiicre
canlilig/sitotoksisiste analizlerinde kullanim1 uygun bulunmus ve {izerinde pek ¢ok

caligma yapilmis bir hiicre hatt1 olarak bilinmektedir (273-275)

Hiicre canlilig1 tayini, ilag ve standardize ekstre gelistirme asamalarindan biri
olan klinik ¢aligmalarda doz belirleme acisindan 6nem arz etmektedir. SH-SYSY
(insan noroblastoma hiicreleri) ndrodejeneratif hastaliklarin temelindeki biyokimyasal
yolaklarin analizi ve aym1 zamanda hiicre canliligi/sitotoksisiste analizlerinde
kullanimi uygun bulunmus ve {izerinde pek ¢ok calisma yapilmisg bir hiicre hatt1 olarak
bilinmektedir (273-275). Hiicre canlilig1 tayini, ilag ve standardize ekstre gelistirme
asamalarindan biri olan preklinik ¢alismalarda toksik doz belirleme siirecinde dnem

arz etmektedir.

Cogaltilmis SH-SYSY hiicreleri iizerinde MTT ile yapilan hiicre canlilif
tayininde, farkli konsantrasyondaki ekstre/fraksiyon ve saf bilesiklerin % canlilik
seviyeleri Olclildiiglinde, konsantrasyona bagli olarak ekstrelerin hiicre 6liimiini
dogrusal olarak artirdig1 goriilmiistiir. iki ekstre arasinda % hiicre canliligi bakimindan
belirgin bir fark goriilmiis, ICso degerleri hesaplandiginda (MCE: 191,55 pg/mL, MCI:
92,1 pg/mL), MCI’nin saglikli hiicrelere daha toksik oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde M. communis ekstrelerinin saglikli SH-SYSY hiicreleri iizerinde
MTT yontemi ile hiicre canlilig1 tayin ¢aligmasi bulunmamaktadir. Saglikli SH-SYSY
hiicreleri ilizerinde yapilmis bu deney, M. communis’in %80’lik etanol ve sulu
ekstrelerinden hareketle ilk kez yapilmistir. Literatiirde farkli hiicre hatlar1 tizerinde

yapilmis calismalar mevcuttur. Kongiil Safak ve ark. (276) tarafindan yapilmis
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calismada bitkinin %70’lik metanol ekstresi kullanilmis, 7.81-1000 pg/L
konsantrasyon araliginda HeLa ve Colo (sirasiyla ICso: 78,31 ve 38,92 uM) kanser
hiicre hatlarinda ekstrenin sitotoksik etkili bulundugu gézlenmistir. Bu ekstrenin farkl
coOziiciilerle partisyonu sonucunda alt fraksiyonlar1 olusturulmus ve bu alt
fraksiyonlarda bulunan sekonder metabolitler arasindaki farkliliklarin sitotoksisiteyi
etkiledigi goriilmiistlir. Diklorometan fraksiyonunun icerdigi terpenlerden dolay1
sitotoksik etkisinin yliksek oldugu tespit edilmistir. Buradan hareketle, MCE ve MCI
ekstrelerinin yaninda fraksiyonlarin da g¢alisilmasi gerektigi ve fraksiyonlarin farkl

igeriginin hiicre canliligini etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir.

MCE’den elde edilmis MCE-Fr. kodlu fraksiyonlarin hiicre canlilig1 iizerine
etkileri incelendiginde, MCE-Fr.A’nin 250 pg/mL’de hiicre canlilig1 {izerine etkisi
olmadig1 ve hiicre canliliginin 1000 pg/mL’ye dogru diisiis gosterdigi; MCE-Fr.B’nin
50 pg/mL’de hiicre canlilig1 iizerine bir etkisi olmadigi ve 250 pg/mL’de dahi
hiicrelerin  %50’sinden fazlasinin canli kalabildigi; MCE-Fr.C-BuOH’un 100
ng/mL’de hiicre canlilig1 tizerinde etkisi olmadigi ve MCE-Fr.B’ye benzer sekilde 250
pg/mL’de dahi hiicrelerin %50’sinden fazlasinin canli kalabildigi; MCE-Fr.C-Su
fraksiyonunun 10 pg/mL’den itibaren hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu ve
100 pg/mL’de ise hiicre canliligimin %50’nin altina diistiigii; MCE-Fr.D’nin, MCE-
Fr.B’ye benzer sekilde 50 pg/mL’de hiicre canlilig1 iizerine bir etkisi olmadigi ve 250
png/mL’de dahi hiicrelerin %50’sinden fazlasinin canli kalabildigi gézlenmistir. MCE-
Fr.E’nin deney metodundaki en diisiik konsantrasyon olan 5 pg/mL’den baglayarak
hiicre canliligini azalttig1, artan konsantrasyonlarda keskin bir sekilde hiicrelerin
Olimiine sebep oldugu ve 250 pg/mL konsantrasyonda %4 oraninda canli hiicre
biraktigi; MCE-Fr.F’nin ise 5 pg/mL’den baslayarak hiicre canliligini azalttig1 ve bu
azalmanin dogrusal olmakla birlikte 100 pg/mL’de hiicre canliliginin %53 oldugu
tespit edilmistir. Bu degerler incelendiginde MCE-Fr.E ve MCE-Fr.F fraksiyonlarinda
en diigiik konsantrasyondan itibaren hiicre canliliginda azalma oldugu ve bu sonucun
da igerdikleri triterpenik yapidaki bilesiklere atfedilebilecegi diisiinlilmiistiir. Bu
noktada bilesiklerin her ne kadar saglikli hiicrelerde azalmaya neden olsa da selektif
bir sekilde kanser hiicreleri iizerinde yapilacak sitotoksisite ¢aligmalarinda etkin rol

oynayabilecegi ongoriilmiistiir.
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Cottiglia ve ark. (80) tarafindan yapilmis bir calismada da bitkinin
yapraklarinin diklorometan ekstresinin ve biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
yontemiyle alt fraksiyonlarmin ve saf bilesiklerinin MT-4, HepG2, DU145 ve normal
insan doku hiicre hatlarinda sitotoksisitesi ¢alisilmistir. Konsantrasyona bagli olarak,
ekstrenin MT-4 hiicreleri, fraksiyonlarin ise HepG2, DU145 ve normal insan doku
hiicre hatlarinda sitotoksisitesi tespit edilmistir. Elde edilen floroglusinol tiirevleri
tizerinde yapilan ¢alismada ise, mirtukommulon J ve A’nin potent sitotoksik aktiviteye
sahip oldugu, diger bilesiklerin ise (mirtukommulon K ve L) sitotoksik olmadigi
goriilmiistiir. Yapr aktivite iliskisi degerlendirildiginde aromatik floroglusinol

cekirdeginin aktivitede olduk¢a 6nemli oldugu kanisina varilmistir.

MCE’den elde edilmis MCE-Fr. kodlu fraksiyonlardan izole edilmis
bilesiklerin (1-50 pg/mL konsantrasyon araliginda) ICso degerlerine bakildiginda,
hiicrelerin %50’sinin 6liimiine sebep olan konsantrasyonun en diisiik oldugu bilesigin
MC-11 (korosolik asit) oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.29.). Bunu takiben ICso
degerlerinin, sirasiyla MC-18 (asiatik asit), MC-09 (ursolik asit), MC-02 (mirisetin-
3-) ve MC-04 (gallomirtukommulon C) kodlu bilesiklerde arttig1 gozlenmistir. ICso
degeri en yiliksek olan MC-04 (gallomirtukommulon C)’lin en az sayida hiicre
Oliimiine neden oldugu anlasilmistir. Bu veriler yorumlandiginda, fenolik yapidaki
bilesiklerin hiicre canliligin1 koruyucu, terpenik yapidaki bilesiklerin ise sitotoksik

etkili olabilecegi goriilmiistiir.

Wang ve ark. (277) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, SH-SYS5Y hiicreleri
tizerinde mirsitrinin (MC-02) (2,2-108 uM) hiicre 6liimiine neden olmadig1 ve
denenen konsantrasyon araliginda her bir konsantrasyonda hiicre canlilig1 lizerine
etkinin degismedigi goriilmiistiir. Literatiir ile karsilastirildiginda verilerin uyumlu

oldugu tespit edilmistir.

MC-04 iizerinde MTT yoOntemi ile hiicre canlilifi tayini ¢aligmasina ait
referans bir yaymm bulunmadigindan maddenin literatiir ile karsilastirilmasi
yapilamamistir. MC-04’lin belirlenmis konsantrasyon araliginda hiicre O6liimiine
belirgin bir etkisinin olmadig1 goézlenmis, bu sonuglar SH-SYS5Y hiicre hattinda
gallomirtukommulon C’nin hiicre canlilig1 {izerine etkisinin arastirildig: ilk ¢alisma

olarak tezde yer almigtir.
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Shao ve ark. (278) tarafindan yapilmis ¢alismada ursolik asidin (MC-9) SH-
SYS5Y hiicrelerine uygulanmasi sonrasi elde edilmis ICso degeri (54,62+3,87 uM), tez
caligmasinda elde edilen deger (140,31 uM) ile uyum gostermemistir. Ayn1 zamanda
Yuan ve ark. (138) tarafindan korosolik asit (MC-11) iizerinde yapilmis calisma

sonuglar1 da elde edilen degerler ile uyum gostermemektedir.

Asiatik asidin (MC-18), MTT yontemiyle hiicre canliginin analiz edildigi pek
cok caligmada yer aldigi, ancak bu caligmalarda saglikli hiicrelerin kullanilmadigi
gbzlenmistir. Ternchoocheep ve ark. (279) tarafindan yapilmis bir ¢aligmada hiicrelere
kolesterol uygulamasi yapilarak sitotoksisite olusturulmus ve asiatik asidin etkisi
arastiritlmistir.  Hasarli noronlar 1 mmol/L asiatik asit ile 48 saat boyunca inkiibe

edilmis ve asiatik asidin hasarli néronlarin {izerinde olumlu etkisi oldugu anlasilmistir.

MCE ekstresi ve MCE-Fr.C-BuOH fraksiyonu karsilastirildiginda, fraksiyonun
ICso degerinin ekstreden daha yiiksek oldugu anlasilmistir. Fraksiyonun igerik
analizinde goriildiigli gibi flavonoit bilesikleri agisindan zengin oldugundan dolay1
daha az toksik etkili oldugu disiiniilmiistiir. Bununla birlikte, MC-02"nin ICso
degerinin fraksiyondan daha diisiik oldugu goriilmiis ve bunun sebebi olarak da izole
edilmis bu bilesigin tek basina hiicre canlilifin1 koruyamadigi gosterilmistir. MC-
04’iin ICso degerine bakildiginda ise fraksiyondan daha yiiksek oldugu goriilmiis ve

MC-02’nin aksine tek basina hiicre canliligin1 daha iyi korudugu tespit edilmistir.

MC-09, MC-11 ve MC-18’in elde edildigi MCE ekstresi ve MCE-Fr.E
fraksiyonu karsilastirildiginda, ekstreden saf bilesiklere dogru giden fraksiyonlamada
ICso degerlerinin azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonug terpenik bilesiklerin bu fraksiyonda
yogunlagmasina atfedilmistir. Ayrica izole edilmis bilesiklerin ICso degerleri
degerlendirildiginde, bilesiklerin hiicre canliligin1 korumak yerine sitotoksisik etki
gosterdigi anlasilmistir. Chudzik ve ark. (280)’1in triterpenlerin potansiyel olarak
sitotoksik etkilerinin oldugundan bahsettigi ¢alisma ile elde edilen sonuglar uyumlu

bulunmustur.

Patolojik kosullarda diisiik molekiiler agirlikli a-siniiklein oligomerleri; dimer
(28-35 kDa), trimer (42-51 kDa) ve tetramer (56-68 kDa) igerebilmekte ve siireg
icerisinde bu oligomerler sodyum dodesil siilfat ile ¢oziinmeye direngli yiiksek

molekiiler agirlikli pre-fibriler oligomerleri (281-283); sonrasinda pre-fibriler
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oligomerler, beta-yaprak yapisina sahip ¢ozlinmeye direngli fibrilleri
olusturabilmektedirler (284). Bu yiiksek molekiiler agirlikli pre-fibriler oligomerlerin,
hiicre membran hasar1 ve hiicre dliimiinii indiikleyerek diisiik molekiiler agirlikli a-
sinlikleinden daha sitotoksik oldugu bulunmustur (285). M. communis’ten elde edilmis
ekstre veya fraksiyonlarin a-siniiklein proteini iizerine olasi etkilerinin arastirildig: bir
calisma bulunmamakla birlikte Morshedi ve ark. (286) tarafindan yapilmis ¢alismada,
M. communis ugucu yaginin a-siniikleinin fibrilasyonunu doza bagimli olarak artirdigi
gozlenmistir. Buna karsilik tez kapsaminda MCE kodlu ekstre ve MCE-Fr. kodlu
fraksiyonlarin diisiik ve yiiksek molekiiler agirlikli a-siniiklein proteininin yogunlugu
tizerindeki etkilerinin tespiti amaciyla yapilmis western blot analizi sonucunda, MCE-
Fr.E disindaki numunelerin diisiik molekiiler agirlikli a-sintiklein miktarinda
istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden olmadigi anlasilmistir. Elde edilen bu
sonuca gore, agregasyon siirecinin oligomerik asamada degerlendirilmesinin 6neminin
vurgulandig1 Lashuel HA. (287) tarafindan yapilmis calismada belirtildigi gibi, MCE-
Fr.E’nin ¢oziinmeye direngli a-siniiklein olusumunun erken basamaklarinda rol
oynayan oligomerlerin olusumunu azaltmasit acgisindan avantajli  oldugunu
gostermistir. Buna karsin MCE-Fr.E kodlu numune diisiikk molekiiler agirlikli o-
siniiklein diizeyini azaltirken daha sitotoksik ve ¢oziinmeye direngli yiiksek molekiiler
agirliklt a-siniiklein miktarinda istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmustur.

3’1 fenolik 3’1 de triterpenik yapidaki 6 bilesigin, a-siniiklein proteini ile
etkilesimleri  iizerine yapilan molekiiler kenetleme c¢alismasi  sonuglar
degerlendirildiginde, protein ile bilesikler arasinda hesaplanan baglanma enerjilerine
gore en gliclii baglanma gosteren ilk ti¢ bilesik belirlenmistir. Bu bilesikler sirasiyla
korosolik asit (MC-11), ursolik asit (MC-09) ve asiatik asittir (MC-18). Bu ii¢ bilesik
de triterpen yapisindadir. Etkilesimler incelendiginde bu bilesiklerin a-siniiklein
birikimine bagli Parkinson hastaliginin tedavi siirecinde olumlu etkilerinin olabilecegi

distinilmistur.

o-Sintiklein proteininin agregasyonunun, Parkinson hastaliginin patolojisinde
onemli bir belirte¢ oldugu bilinmektedir. Tez kapsaminda izole edilmis triterpenlerin
a-sinlikleinin mitokondriye taginmasi ve agregasyonu iizerine etkilerinin arastirildigi

caligmalarda, ursolik asidin (MC-09) a-siniikleinin asir1 ekspresyonunu azaltarak,
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asiatik asidin (MC-18) ise a-siniikleinin mitokondriye tasinmasini engelleyerek

Parkinson hastaligini1 engelledigi tespit edilmistir (107, 131).

Literatiirde M. communis’in yapraklarindan elde edilen ucucu yaginin
farmakope analizleri ve monograf taslagi mevcuttur (288). Tez ¢alismasi kapsaminda
M. communis yapraklan iizerinde ilk kez farmakope analizi yapilarak monograf
hazirlanmasi i¢in 6n bilgiler olusturulmustur. Bununla birlikte, bitki yapraklarinin
farmakopelere kayitlhh monografi bulunmadigindan herhangi bir referans ile
karsilastirmas1t yapilamasa da Tiirk Farmakopesi Avrupa Adaptasyonu 2016’da
bulunan yaprak monograflar incelenmis ve farmakope sinir testleri sonucunda elde
edilmis degerler asagidaki tabloda karsilagtirmali olarak sunulmustur. (Tablo 4.36.) M.
communis’in kurutulmus yapraklar1 {izerinde yapilmis farmakope sinir testlerinden
elde edilmis degerler ile farmakopede bulunan yaprak droglarindaki sinir degerler
karsilagtirildiginda tez  kapsaminda elde edilmis degerlerin  farmakope
monograflarindaki smir degerleri asmadigi ve bu degerlerle uyum gosterdigi

anlasilmistir.
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Tablo 5.1. Yaprak droglarinin monograflarinda bulunan sinir testlerinin degerleri

Farmakope Simir Testleri

Drog ad1 Yabanci madde | Kurutmada Toplam Kiil Hidroklorik asitte | Ucucu yag
kayip ¢oziinmeyen Kiil

Altheae folium En fazla %4 En fazla %10,0 En fazla %18 En fazla %2 -

Belladonnae En fazla %3 - En fazla %16 En fazla %4 -

folium

Betulae folium En fazla %4 En fazla %10 En fazla %6 - -

Boldo folium En fazla %2 En fazla %10 En fazla %13 - En fazla %4

Cynarae folium - En fazla %12 En fazla %20 - -

Digitalis - En fazla %10 En fazla %12 En fazla %5 -

purpureae folium

Eucalyptii folium | En fazla %2 En fazla %10 En fazla %6 - Biitiin drog en
az %2
Pargalanmis
drog en az
%1,5

Fraxini folium - En fazla %10 En fazla %12 - -

Hamamelidis En fazla %2 En fazla %10 En fazla %7 En fazla %2 -

folium

Hedera folium En fazla %2 En fazla %10 En fazla %10 - -

Malvae folium En fazla %2 En fazla %12 En fazla %17 En fazla %3 -

Melissa folium En fazla %2 En fazla %10 En fazla %12 - -

Menthae En fazla %2 En fazla %11 En fazla %15 En fazla %1,5 Biitiin drog en

piperitae folium az %1,2
Pargalanmis
drog en az
%0,9

Oleae folium - En fazla %10 En fazla %9 - -

Orthosiphonis En fazla %2 En fazla %11 En fazla %12,5 - -

folium

Plantaginis En fazla %2 En fazla %10 En fazla %14 - -

lanceolata folium

Rosmarini folium | En fazla %2 En fazla %10 En fazla %9 - En az %1,2

Salvia officinalis | En fazla %2 En fazla %10 En fazla %10 - Biitiin drogta

folium enaz %1,2
Pargalanmis
drogta en az
%1

Salvia  trilobae | En fazla %2 En fazla %10 En fazla %10 - Biitiin drogta

folium enaz %1,8
Pargalanmis
drogta en az
%1,2

Stramonii folium | En fazla %3 - En fazla %20 En fazla %4 -

Urtica folium En fazla %5 En fazla %12 En fazla %20 En fazla %4 -

Uva ursi folium En fazla %3 En fazla %5 En fazla %5 - -

Verbenae - En fazla %10 En fazla %13 En fazla %3,5 Biitiin drogta

citriodorate en az %0,3

folium Pargalanmis
drogta en az
%0,2

Myrtii folium %0,145 %3,856+0,8990 %14,1215+1,7105 %3,5754+0,7680 Toz edilmis

drogta
%0,9951
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6. SONUC ve ONERILER

Tiirkiye’de mersin, murt veya hambeles olarak bilinen ve halk arasinda
kullanilan M. communis’in yapraklari ekskiirsiyon ¢aligmasi ile toplanmistir. Bitkinin
morfolojik ve anatomik olarak incelenmesi sonucunda, tibbi bitkilerin kullaniminda
ilk ve en onemli basamak olan bitkinin teshisi gerceklestirilmistir. Bitkinin halk
arasinda kullanimina istinaden referans niteligi tasiyan M. communis yapraklarmin
monografinin olusturulmas1 amaglanmig ve bitkisel drog {izerinde farmakope
analizleri gerceklestirilmistir. Anatomik ve morfolojik c¢alismalarin dahil oldugu
farmakope analizleri, bitkinin teshisinin dogru yapilabilmesi ve karakterizasyonunda

Oonemli rol oynamustir.

M. communis yapraklari tizerinde planlanan fitokimyasal c¢alismalar igin
bitkinin farkli ekstreleri hazirlanmis ve sekonder metabolit gruplarinin belirlenmesi
icin genel teshis reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Literatlir verileri ile de bitkide
bulunan sekonder metabolit gruplarinin varligi desteklenmistir. Kalitatif olarak
yapilmis genel teshis reaksiyonlarini takiben bitkinin igeriginde bulunan toplam
fenolik, toplam flavonoit ve toplam proantosiyanidin (kondanse tanen) miktari
spektrofotometrik yontemler kullanilarak tayin edilmistir. Bitkinin flavonoitler basta
olmak {izere fenolik yapidaki bilesiklerce zengin oldugu anlasilmistir. Fenolik
bilesiklerin biyolojik etkinlerine yonelik olarak antioksidan aktivite caligmalar
gerceklestirilmis, konsantrasyona bagli olarak serbest radikalleri siipiiriicii ve metal

iyonu indirgeyici kapasiteleri belirlenmistir.

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan Parkinson hastalig tizerinde bitkinin
etkinliginin tespiti i¢in, a-sinliklein agregasyon inhibisyonu ile birlikte hastaligin
patogenezinde rol oynayan tirozinaz enzimi ile enflamasyon patolojisinde ve doku
hasarinda rol oynayan elastaz ve kolajenaz enzim inhibisyonu testleri yapilmistir.
Tirozinaz ve kolajenaz enzim inhibisyon testleri sonuglarina goére bitkinin yaprak
ekstrelerinin fraksiyonlarina gore daha aktif bulundugu tespit edilirken, elastaz enzim
inhibisyonu testi sonucunda drneklerin enzimi inhibe etmedigi deneyin tekrar edilmesi
gerekliligi anlagilmistir. Ekstrelerin fraksiyonlardan daha etkili olmas: igerdikleri

bilesiklerin sinerjik etki gostermesine atfedilse de devam eden calismalarda izole
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edilmis bilesikler tizerinde bu aktivite tayinlerinin yapilmasi ve etkinliklerinin tespit
edilmesi gerekliligi belirtilmistir. Ayn1 zamanda Parkinson hastaliginin patolojisinde
rol oynayan diger parametrelerin de laboratuvar ortaminda test edilebilir hale
getirilmesi ve hastaliga sebep olan biyokimyasal yolaklar {izerinde bitkilerin

etkinliginin 6lgiilebilecegi testlerin sayisinin artirilmasi 6nerilmektedir.

Fitokimyasal c¢alismalar ile fraksiyonlardan, literatiirde var olan, 2 adet
flavonoit, 1 adet floroglusinol tiirevi ve 3 adet triterpen olmak iizere toplam 6 adet
bilesik izole edilmistir. Yapilar1 ID NMR teknikleri ve HR-ESI-MS kullanilarak tayin
edilmis; bilesikler, mirsitrin (MC-02), kersitrin (MC-05), gallomirtukommulon C
(MC-04), ursolik asit (MC-09), korosolik asit (MC-11) ve asiatik asit (MC-18) olarak

belirlenmistir.

SH-SYS5Y saglikli hiicreler {iizerinde yapilan hiicre canlilii testlerinin
sonucunda, MCI kodlu ekstrenin MCE kodlu ekstreye gore daha toksik,
fraksiyonlardan ise MCE-Fr.C-BuOH’un (ICs50=283,57 pg/mL) oldukca giivenilir
oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gére MCE-Fr.C-BuOH’un hiicreler iizerinde diisiik
diizeyde toksik etki gostermesi fenolik yapilara atfedilmistir. Hiicre canlilig
bakimindan MCE-Fr.C-Su kodlu fraksiyon ve triterpen igerige sahip olan MCE-Fr.E,
MCE-Fr.F kodlu fraksiyonlar disindaki fraksiyonlar ekstrelerden daha giivenli
goriiliirken MC-04 kodlu saf bilesik disindaki saf bilesikler ayni1 konsantrasyonlardaki

ekstrelerden daha fazla hiicre 6liimiine neden olmustur.

Ekstre, fraksiyon ve saf bilesiklerin hiicre canlilig1 iizerinde etkilerinin MTT
yontemiyle arastirilmasi sonucunda elde edilen verilerin de kullanilmasiyla birlikte,
western blot yontemiyle ekstre ve fraksiyonlarin diisiik ve yiiksek molekiiler agirlikli
o-sinliklein fibrilleri tizerindeki etkileri arastirilmistir. Triterpen igerige sahip olan
MCE-Fr.E kodlu fraksiyonun, diisiik molekiiler agirlikli a-siniiklein fibrillerinin
yogunlugunu azaltmada en etkili numune oldugu tespit edilmistir. Ancak MCE-Fr.E
diisiik molekiiler agirlikli a-siniiklein diizeyini azaltirken daha sitotoksik ve
¢oziinmeye direngli yiliksek molekiiler agirlikli a-siniiklein diizeyini artirmistir. Bu
nedenle numunelerin sadece a-siniiklein diizeyine etkilerinin yani sira etki
mekanizmalarinin da degerlendirilmesi Parkinson hastaliginin tedavisinde etkinliginin

tespiti agisindan 6nem arz etmektedir. Ek olarak, Aulic ve ark. (254) tarafindan yapilan
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calismada goriildiigli gibi dordiincii pasajlamadan sonra hiicre popiilasyonun
morfolojik ve fonksiyonel olarak degismesi nedeniyle a-siniiklein uygulamasi
yapilmamasina ragmen a-siniiklein diizeyinin arttigi gézlemlenmistir. Bu nedenle,
ekzojen a-siniiklein fibrillerinin uygulanmasi ile olusturulacak Parkinson hastaligi
modelinde diisiik pasajli gen¢ SH-SYSY hiicrelerinin kullanimi ve deneylerde
biyolojik tekrar sayisinin artirilmast M. communis’in etkinliginin degerlendirilmesine
fayda saglayacaktir.

In vitro ve in vivo ortamda gerceklestirilmesi planlanan deneylerden Once,
bilesiklerin in silico yontemlerle hedefe yonelik olarak taranmasi, arastirmacilara 6n
bilgi saglayarak zaman ve sarf malzeme kullanimi agisindan avantaj saglamaktadir. Bu
durum gozetilerek izolasyon c¢alismalar1 sonucunda izole edilmis 6 adet saf bilesigin,
Parkinson hastalig1 patolojisinde 6nemli bir yeri olan a-siniiklein proteinine
hedeflenerek molekiiler kenetlenmesi incelenmistir. En etkili bilesigin MC-11
(korosolik asit) oldugu anlasilmistir. [n vitro yontemlere gegildiginde bu sonugla
baglantili olarak CUPRAC testinde en yiiksek indirgeyici etkinin MC-11 tarafindan
saglandig1 ve FRAP testinde de antioksidan etkinliginin yiiksek oldugu bulunmustur.
Farkl1 aktivite metotlarinin bir arada kullanilmasi da etkinin desteklenmesi agisindan

Onemlidir.

Bitki igeriginin modern yontemlerle taranmasi, bitki igerigindeki
fitokimyasallarin polarite bakimimdan yorumlanmasi ve izolasyon basamaklarinda da
en verimli yolun tercih edilmesinde yardimci olmaktadir. izolasyon ¢alismalari
sonrasinda, qTOF-LC-MS analizi ile bilesiklerin polaritelerine bagh olarak ekstre ve
fraksiyonlardaki iceriklerinin nitel ve oran olarak (%) belirlenmesi hedeflenmistir.
Bilesiklerin ekstre ve fraksiyonlardaki % miktarlari, molekiil agirligi ve pik ytliksekligi
parametreleri kullanilarak % cinsinden hesaplanmistir. Her bir bilesik i¢in ekstreden
baslayan izolasyon asamalarinda % icerigin dogru orantili olarak arttig1 tespit
edilmistir. Bu sonuglar bilesiklerin izolasyonunda en verimli ekstre ve fraksiyonlarin
secildigini gostermistir. Devam eden c¢aligmalarimizda, hedeflenmis yontemler
gelistirilerek bilesiklerin ekstre ve/veya fraksiyonlarda birbirlerine gore oranlarinin
tespit edilmesi, yapisi tayin edilmeyen diger bilesiklerin de ekstreler ve/veya
fraksiyonlarda % iceriklerinin belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica, farkli yapidaki

bilesiklerin izole edilerek veya standart bilesikler temin edilerek her bir ekstre ve
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fraksiyondaki % miktarlarinin belirlenmesi ile standardizasyon ¢aligmalarinda bitkisel
drogta en yiiksek oranda bulunan bilesigin tespit edilerek standardize ekstrede belirte¢
bilesik olarak kullanilmasi hedeflenmistir. Bilesiklerin polaritelerine bagli olarak
ekstrelerdeki % iceriklerinin, ekstrelerin su ve etanol ¢oziictileri ile hazirlanmasindan
kaynaklandig1 anlagilmistir. Bilesiklerin alikonma zamanlarina bakildiginda, MC-02,
MC-04, MC-05 kodlu bilesiklerin polar, MC-09, MC-11 ve MC-18 kodlu bilesiklerin

ise apolar 6zellikte oldugu dogrulanmistir.

M. communis’in Tiirkiye’de bulunan preparatlar1 arastirildiginda ¢ogunlukla
ucucu yag igeren lrlinler ve tibbi ¢ay olarak satilan yapraklar1 goriilmektedir. Bunlar
internet iizerinden veya aktarlar aracilii ile satisa sunulmaktadir. Ayrica; soguk
alginlig1 ve grip semptomlarini rahatlatici etkili, ugucu yag kombinasyonlar1 halinde,
kapsiil formunda takviye edici gida olarak bitkisel iiriin pazarinda yer alan tek bir tirlin
bulunmaktadir. Bu preparat da internet ve eczaneler araciligi ile satilmaktadir. ABD’de
kayitli preparatlarin i¢eriginde ugucu yagi, tentiir ve sivi ekstreleri mevcuttur. Ugucu

yaglarin sa¢ ve cilt bakiminda kullanildig1 bildirilmistir.

Tibbi amagla kullanilacak tiriinlerin kalite, etkililik ve giivenlilik unsurlarin
blinyesinde tasimasi gerekir. Bir iirlin ancak bu unsurlar1 tamamladiktan sonra “tibbi”
olabilme 6zelligini kazanabilir. Dolayisiyla, etkin bir tedavi uygulamasi i¢in gerekli
olan dozun siirekli olarak saglanmasi gerekmektedir. Bir maddenin tedavi edici ve
oldiiriicii etkisi arasindaki en énemli fark “miktaridir”. Oyleyse bitkisel {iriinlerde doz
¢ok onemlidir. Tibbi bitkilerin i¢indeki etken madde miktarinin her bir farmasotik
formda esit olarak saglanabilmesi ve ilacin etkinliginin stirdiriilebilirligi i¢in
muhakkak standardize edilmesi ve standardize bitki ekstrelerinin olusturulmasi,
ayrica, elde edilen iiriiniin stabilitesinin belirlenmis olmasi, farmakolojik ve klinik
bulgularin yani sira toksikolojik verilerin de saptanmis olmasi gerekmektedir. Bu
amacla T.C. Saghk Bakanlig: tarafindan 6 Ekim 2010 / 3 Subat 2023 tarihlerinde
yayimlanan “Geleneksel Bitkisel Tibbi Uriinler Yénetmeligi” ile insan sagligm
koruyucu, tedavi edici etkileri olan ve geleneksel kullanima sahip tibbi bitkilerden
hazirlanan bitkisel tibbi iirtinlerin ruhsatlandirilmasi miimkiin olmustur. Geleneksel
Bitkisel Tibbi Uriin, bilesiminde yer alan tibbi bitkilerin basvuru tarihinden 6nce
Tiirkiye’de veya Avrupa Birligi iiye iilkelerinde en az 15 yildir, diger iilkelerde ise 30

yildir kullaniliyor oldugu bibliyografik olarak kanitlanmis; terkip ve kullanim amaglari
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itibartyla, hekimin teshis i¢in denetimi ya da recetesi ya da tedavi takibi olmaksizin
kullanilmas: tasarlanmis ve amacglanmis olan, geleneksel tibbi {irlinlere uygun 6zel
endikasyonlar1 bulunan, sadece spesifik olarak belirlenmis doz ve pozolojiye uygun
0zel uygulamalar1 olan, oral, haricen uygulanan veya inhalasyon yoluyla kullanilan
miistahzarlardir. Bu tanimdan yola ¢ikarak geleneksel bitkisel tibbi {iriinler i¢in etkin
madde olarak standardize bitkisel preparatlarin elde edilmesi, iilkemizde ve global
olarak ¢ok onemli oldugundan yiikselen bitkisel iiriin pazarinda yer almak iizere
tezimizde Myrtus communis bitkisinin yapraklar1 kullanilmis ve etnobotanik

caligsmalardan ileri gelen etkileri nedeniyle tizerinde bilimsel aragtirmalar yapilmaistir.

Hastaliklarin tedavisinde ilag adayr molekiillerin kesfi veya bitkisel tibbi
triinleri olusturmaya yonelik calismalarda klinik 6ncesi verilerin birbiri ile
desteklenebilir ve uyumlu olmasi son derece 6nemlidir. Calisma sonucunda elde
edilmis veriler 15131nda, Parkinson hastalif1 iizerinde etkili olabilecek M.
communis’ten hazirlanan ekstre, fraksiyon ve/veya saf bilesiklerin daha farkl: testlere
tabi tutularak gelecekte calisilmasi planlanan in vivo c¢alismalar i¢in verilerin
artirilmasi onerilmektedir. /n silico molekiiler kenetleme c¢alismalar1 sonucunda MC-
11 bilesigi Parkinson hastaligi i¢in etki potansiyeli en yiiksek bilesik olarak
bulunmusken, diisiik konsantrasyonlarda dahi hiicre 6liimiine sebep olmayan MC-04
bilesiginin ve/veya western blot analizi sonucunda a-siniiklein fibrillerinin
azalmasinda en etkili bulunan MCE-Fr.E kodlu fraksiyonun bu ileri ¢aligmalarda
degerlendirilmesi, ayrica qTOF-LC-MS c¢alismalar1 ile hedeflenmis yontemler
gelistirilerek standardize ekstrelerin hazirlanmasinda kullanilacak isaretleyici
bilesiklerin tespit edilmesi planlanmistir. Bunun yaninda farkli molekiillerin kesfi ile
dogal kaynakli ila¢ adaylarmin elde edilmesi de miimkiin olup devam eden
fitokimyasal ve preklinik aktivite ¢alismalarimiz ile yapis1 yeni ve aktif olan sekonder
metabolitlerin izole edilmesi de hedeflenmistir. Tezimizde elde edilen sekonder
metabolitler ve bunlarin yapi-aktivite iligkileri tartisilarak hedeflerimize bir baslangic
yapilmustir. Bir diger taraftan bitkisel tibbi iiriinler pazarinda yer alan bitkilerin
kullanilan kisimlarinin  ve/veya bitkisel preparatlarinin Tiirk ve/veya Avrupa
Farmakopesi’nde monografi olmasi gerektiginden tarafimizca bitkinin yapraklarinin
farmakope analizleri tamamlanarak monograf taslagi hazirlanmistir. Bitkinin

kullanilan kismi ekolojik sartlardan etkilendigi icin gilivenilir sonuglar1 elde etmek
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adina farkli bolgelerden toplanan M. communis yapraklar1 {lizerinde farmakope
analizleri tekrar edilerek smir degerler aralikli olarak belirlenecek ve Tiirk

Farmakopesi’ne yayin olarak sunulacaktir.
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