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YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi

bir kismini, basih (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen

kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu

izinle Universiteye verilen kullanim haklar digindaki tim fikri miilkiyet haklarim

bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bdlimiintin gelecekteki calismalarda

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullamim haklar bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarimin haklarim ihlal etmedigimi ve

tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif

hakk: bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin

yazil izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim

etmeyi taahhiit ederim.
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Tezimin/Raporumun tamami diinya capinda erisime acilabilir ve bir kismi
veya tamaminin fotokopisi alinabilir. (Bu segenekle teziniz arama
motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra tezinizin erigim statistnin
degistirilmesini talep etseniz ve kiitliphane bu talebinizi yerine getirse bile,
teziniz arama motorlarinin énbelleklerinde kalmaya devam edebilecektir.)

Tezimin/Raporumun 14.07.2020 tarihine kadar erisime acilmasini ve
fotokopi alinmasini (ic Kapak, Ozet, igindekiler ve Kaynakga haric)
istemiyorum. (Bu siirenin sonunda uzatma igin basvuruda bulunmadigim
takdirde, tezimin/raporumun tamami her yerden erigsime acilabilir, kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir.)

Tezimin/Raporumun..........cce... tarihine kadar erisime agilmasini istemiyorum
ancak kaynak gosterilmek sartiyla bir kismi veya tamaminin fotokopisinin
alinmasini onayliyorum.

Serbest Secenek/Yazarin Segimi
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OZET

Géoniilalan, E. M. Tiirkiye’de Ekonomik Onemi Olan Bazi Tibbi Kiiltiir
Bitkileri Uzerinde Stabilite ve Biyolojik Aktivite Calismalar, Hacettepe
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmakognozi Programi, Doktora tezi,
Ankara, 2017. Bu ¢alismanin amaci, Silybum marianum L., Achillea millefolium L.,
A. filipendulina L., Echinacea purpurea (L.) Moench, Mentha piperita L., Salvia
officinalis L., Nigella sativa L., N. damascena L.’nin metanollii ekstrelerinin ve
bitmis iriinlerin kalite kontrollerini HPLC ile gerceklestirmek, MMP-1, 8 ve 13
inhibitor etki, radikal siipiiriicii etki (DPPH, NO, ABTS), antioksidan kapasite
(FRAP, CUPRAC ve total antioksidan kapasiteleri) ve gilinesten koruyucu etki
faktoriinti (SPF) belirleme deneyleri ile Achillea millefolium L., Achillea flipendulina
L., Mentha piperita L., Salvia officinalis L.,’ten hazirlanan 4 ekstrenin fitokozmetik
etkilerini kanitlamak; ayrica GC-MS ile metabolomik analizini gerceklestirmek ve
aktivite ile iliskisini yorumlamaktir., MMP 1,8,13 inhibitér etki, SPF tayini ve
antioksidan potansiyel deneyleri es zamanli olarak ilk kez gergeklestirilmistir.
Mentha piperita’nin metanollii ekstresi, SPF hari¢ tiim testlerde en iyi aktiviteyi
gostermistir. Ayn1 amagcla kullanilan fakat farkli otoriteler tarafindan ruhsatlandirilan
bitkisel ilaglar ve gida takviyelerinin fitoesdegerlikleri, HPLC kromatografik
parmakizi profilleri karsilastirilarak gerceklestirilmistir. Uriinlerin ¢ogunda kimyasal
markorler istenilen diizeyde bulunmamistir. Metabolomik diizeyleri biyolojik
sistemlerin tepkisi olarak diistiniilmektedir. A. millefolium, A. flipendulina, M.
piperita, S. officinalis benzer metabolik profil gostermislerdir. Tek metabolit yerine
tiim metabolitlerin birlikte degerlendirilmesi, sinerjizm veya antagonizma hakkinda
bilgi sahibi olmamiza katki saglamistir. Negatif veya pozitif aktiviteye sahip
metabolitlerin bulunmasi i¢in farkli tiirlerin ve MMP inhibitér aktivitenin tiim
metabolomik profilleri karsilastirilmistir. Metabolit seviyeleri ve MMP inhibitor
aktivite arasinda 67'si pozitif yiiksek korelasyon (r > 0.70) gosterirken, 94

metabolitin negatif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Kalite kontrol, Metabolomik, MMP inhibitér, SPF,
Antioksidan

Destekleyen Kuruluslar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi

(Proje No:THD-2016-91711001)
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ABSTRACT

Goniilalan, E. M. Stability and Biological Activity Studies on Some Medicinal
Cultivated Plants with Economic Priority in Turkey, Hacettepe University,
Institute of Health Sciences, Pharmacognosy Program, PhD Thesis, Ankara,
2017. The aim of this study is to perform quality control of Silybum marianum L.,
Achillea millefolium L., A. filipendulina L., Echinacea purpurea (L.) Moench,
Mentha piperita L., Salvia officinalis L., Nigella sativa L., N. damascena L. and their
finished products by HPLC, to prove the phytocosmetic effects of 4 extract prepared
from Achillea millefolium L., A. filipendulina L., Mentha piperita L., Salvia
officinalis L., by means of the MMP-1, 8, 13 inhibitory effects, radical scavenging
(DPPH, NO, ABTS), antioxidant (FRAP, CUPRAC and total antioxidant) capacities
and sun protection factor (SPF) assays, in addition, to perform metabolomics analysis
with GC-MS and to interpret the relationship with the activity. MMP 1,8,13
inhibitory effects, SPF determination and antioxidant potential assays were
performed simultaneously for the first time. Methanolic extract of Mentha piperita
showed the best activity in all tests except SPF. Phytoequivalence studies of herbal
medicines and food supplements used for the same purpose but licensed by different
authorities were performed by comparing HPLC-chromatographic fingerprint
profiles. Many of products were found not to carry desired quantity of chemical
markers. The levels of metabolites can be considered as the response of biological
systems. A. millefolium, A. filipendulina, M. piperita, S. officinalis showed similar
metabolic profiles. The evaluation of all metabolites instead of a single metabolite
contributed to our knowledge of synergism or antagonism. Therefore, we compared
the whole metabolomic profile of different species and MMP inhibitory activity in
order to find metabolites that have negative or positive activity. 67 positive
correlations were found between metabolit levels and MMP inhibitory activity (r >

0.70) however 94 metabolites were found to posess negative correlations.

Keywords: HPLC, Quality control, Metabolomics, MMP inhibitor, SPF, Antioxidant
Supporter Foundations: Hacettepe University Scientific Researches Coordination
Unit (Project Nr: THD-2016-91711001).
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1. GIRIS

Tibbi bitki ekstreleri ve tibbi bitkilerden hazirlanan iriinler tim diinyada
oldugu gibi tlkemizde de ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ya da kozmetik amagla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, iirlin haline gelmis olsa dahi, tibbi
bitkilerden elde edilen ekstrelerin ¢ogunun biyolojik aktiviteleri ve etki
mekanizmalar1 hakkindaki bilimsel veriler hala yetersizdir. Bu nedenle, tibbi
bitkilerden elde edilen ekstrelerin biyolojik aktivitelerinin bilimsel temele
oturtulmasi ¢aligmalarina ilgi her gecen giin artmaktadr.

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
omiirli, kararsiz, molekiil agirligr diisik ve ¢ok etkin molekiillerdir. Kararli hale
gegebilmek i¢in genellikle en yakin kararli molekiile saldirarak, onun elektronunu
alirlar ve saldiriya ugrayan molekiil serbest radikal haline gelir, sonugta canli hiicre
zarar gorir. Serbest radikaller notralize edilmezse viicutta hiicre zari proteinlerini
yikarak hiicreleri oldiirmek, cekirdekteki genetik materyale etki ederek DNA’y1
kirllma ve mutasyonlara agik hale getirmek, bagisiklik sistemini ¢okertmek,
yaslanma siirecini hizlandirmak ve beyindeki sinir hiicrelerine zarar vermek gibi
ciddi hasarlara neden olabilirler (1). Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlari
onleyen, serbest radikalleri yakalama ve nétralize etme yetenegine sahip maddelere
“antioksidan” ad1 verilmektedir (2). Antioksidanlar mekanizmalarina gore, primer ve
sekonder antioksidanlar olmak {izere ikiye ayrilirlar. Primer antioksidanlar; mevcut
radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni
serbest radikal olusumunu o6nleyen bilesiklerdir. Bu kategoride yer alan siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz gibi enzim sistemleri
serbest radikalleri yok edici ozelliktedir. Bu enzimler, serbest radikallerin DNA,
proteinler ve lipitler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirarak bir
hiicresel bolgeden digerine gecisini de onleyebilmektedirler (1). Sekonder
antioksidanlar ise; oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran
C vitamini, E vitamini, iirik asit, bilirubin ve polifenoller gibi bilesiklerdir (3).

Pek c¢ok hastaligi tetikleyen serbest radikaller, cilt yaslanmasinin da baslica
nedenlerindendir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusmasinda en 6nemli faktorlerden biri

de giines 1sinlaridir (4). Giines 1sinlari, ayni zamanda matriks metalloproteinaz



enzimlerinin artisina da neden olarak (5, 6) ekstraseliiler matrikse zarar verir (6, 7)
ve cildin erken yaslanmasi gergeklestirirler.

Bu tezin amaglarindan biri, kozmetikte kullanilis olan Achillea millefolium,
A. filipendulina, Mentha piperita ve Salvia officinalis (8-10) bitkilerinden hazirlanan
ekstrelerin farkli konsantrasyonlarinin cilt yaslanmasini geciktirici etkilerini
kanitlamak iizere MMP-1, MMP-8 ve MMP-13 enzimlerini inhibe edici etkileri,
DPPH, ABTS ve NO radikal siipiiriicii kapasiteleri, FRAP, CUPRAC ve total
antioksidan kapasiteleri ile glinesten koruyucu faktérlerinin (Sun Protection Factor-
SPF) tayin edilmesidir.

Tibbi bitki ekstraktlart kompleks karisimlar olup pek ¢ok maddeyi bir arada
igerirler. Tedavi edici ozellikleri, icerdikleri bilesiklerin kiimiilatif veya sinerjistik
etkilerinden ileri gelmektedir. Bitkisel tiriinler tilkemizde 2 sekilde belgelendirilirler.
Saglik Bakanligi’ndan ruhsat alinabilmesi i¢in, tedavi amaciyla kullanilabilme kalite
standartlarim1 saglamak iizere, analiz edilmesi gerekir. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’ndan izinli olarak piyasaya cikabilmesi ise beyana dayalidir, herhangi bir
analiz istenmez ve bu gruptaki iriinler endikasyon belirtilmesi yasak olmasina
ragmen piyasada endikasyonlari nedeniyle satilirlar. Bir bitkisel iriiniin etkili
olabilmesi i¢in istenen kalite kriterlerine uymasi gereklidir. Bitkisel {iriinlerde
ozellikle de gida takviyelerinde tagsis veya substitiisyon bitkisel iiriin endiistrisinin
Oonemli problemlerindendir. Kalite kontrol ¢aligmalari {iriinlerin etkin, yiiksek kaliteli
ve gilivenli olup olmadigini tespit etmek amaciyla gereklidir.

Endiistride yaygin olarak kullanilan kalite kontrol metodlarindan biri bitkisel
irtinde bulunan kimyasal markor bilesigin analizidir. Bitkinin yetistigi bolge, kiiltiir
bitkisi olup olmadig1 ve iiretim yontemleri, bitkinin kimyasal bilesimini ve klinik
aktivitesini etkiler. Bunun disinda, fazla kazan¢ saglamak amaciyla kasten tagsis
veya yanliglikla substiitisyon, bitkisel iiriinlerin kalitesini diisiirmektedir. Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan tanman ve kabul géren kromatografik parmakizi
(fingerprint) analizi, kompleks ve multi komponent matrikse sahip bitkiler ve bitkisel
tirinler i¢in avantaj saglamaktadir (11). Bitkisel tiriinlerin kromatografik parmakizi
analizi, tiirlerin dogru teshisi, bilesiminin dogrulugu, kalite degerlendirmesi, {iriin
stabilitesinin kontroliiniin saglanmasi i¢in kapsaml kalitatif bir yaklagimdir. “HPLC

parmakizi analizi” ekstredeki tiim bilesiklere genel bir bakis saglar ve bitkisel {iriiniin



kalitesinin degerlendirilmesinde ¢ok Onemlidir. Bundan hareketle, ¢alismamizda
Asteraceae familyasi1 tyeleri, Silypbum marianum, Achillea millefolium, Achillea
flipendulina, Echinacea purpurea, Lamiaceae familyasindan Mentha piperita, Salvia
officinalis ve Ranunculaceae familyasindan Nigella sativa, N. Damascena kiiltiir
bitkileri ve farkli bi¢cimlerde ruhsatlandirilmis bitmis {riinlerin, HPLC parmakizi
analizlerinin, kimyasal markor bilesiklerin miktar tayinlerinin ve stabilitelerinin,
Avrupa Farmakopesi yontemleri veya modifikasyonlar ile gerceklestirilmesi ve
kullanilacak tiim yontemlerin validasyon ¢alismalarinin yapilmasi planlanmigtir.
Bitkinin farkli hiicrelerinde ayni1 anda anabolizma, katabolizma ve
amfibolizma reaksiyonlar1 yiiriimektedir. ilk olusan metabolitler primer
metabolitlerdir, bunlar canli hiicrenin devamliligi ic¢in gereklidir ve sekonder
metabolitler primer metabolitlerden tiiremektedir. Bir hiicre veya canlidaki
metabolizmanin timii metabolom olarak adlandirilmaktadir ve metabolomun icerdigi
metabolomiklerin konsantrasyonu, hiicre i¢i reaksiyonlar her an olustugu igin stirekli
degisim gostermektedir. Metabolomikleri arastirmak icin kullanilan analitik
tekniklerle, ancak belirli sartlardaki anlik igerik belirlenebilmektedir. Biyobelirteg
tespiti, enzim substrat iliskisi, biyoaktivite ¢alismalari, metabolik yolak analizleri
gibi pek cok alanda metabolomik calismalar1 son donemlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Metabolomdaki kiiciik molekiilli metabolitlerin analizleri, NMR
(niikleer manyetik rezonans), GC-MS (gaz kromatografi-kiitle spektrofotometri) ve
LC-MS (likit kromatografi-kiitle spektrofotometri) gibi yiiksek hassasiyette analitik
teknikler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Calismamizda arastirmaya konu olan
bitkilerin  GC-MS ile metabolomik profillerinin belirlenmesi ve matriks

metalloproteinaz inhibitor etki ile korelasyonlarinin yorumlanmasi planlanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Ranunculaceae Familyasi

Otsu, nadiren tirmanict odunsu bitkilerdir. Yapraklar almasik, stipula yok,
bazen tabanda karsilikli ve stipulali. Cicekler hermafrodit, ovaryum iist durumlu ve
aktinomorf veya zigomorf. Cicek ortiisii tek yada iki sirali diziliglidir, parcalar
genellikle serbest, cogunlukla hepsinin i¢ halkasi nektar tagir. Stamenler genellikle
cok sayida, merkezcil, spiral dizilislidir. Disi organ, apokarp, nadiren sinkarp, tek
karpelli. Meyve aken, folikiil veya bakka, tek baslidir (12).



Nigella sativa L.

Sekil 1.1. Nigella sativa L.

Bitki tek yillik, otsu, 15-30 cm boyunda, dallanmis, az c¢ok tiiylii; yapraklar
pargali, parcalar ince, oldukca kisa, oblong-lanseolat; ¢igekler 5 pargali, involukrum
yok; sepaller beyazimsi, ovat, kisa tirnakli; petaller mavimsi, alt dudak ovat, kisa
sapli ve kiit-akuminat; karpeller tepede birlesmis ve tuberkiil olusturmus; stiluslar
boyunca sert kapsiil olusturmus; tohumlar siyah, 3 koseli. Cigeklenme zamani 5-7.
aylar (12, 13).

Tiirkiye ile birlikte, Misir, Girit adasi, Giineybat1 Asya da dogal olarak yetisir
(12).



Nigella damascena L.

Sekil 1.2. Nigella damascena L.

Bitki tek yillik, otsu; 20-30 cm; govde dik, basit veya gevsekce dallanmis;
gbvdenin alt kismindaki yapraklar lanseolat, govdenin iist kismindaki yapraklar kilsi,
sert ve dik; involukrum var; sepaller mavi, genis ovat, aniden ve belirgin bir sekilde
tirnak olusturur; petaller yuvarlak, alt dudak loblar1 genis kuneat; karpeller tepede
birlesmis, diiz, siskin, zarimsi bir kapsiil olusturmus, boyu stilustan biraz uzun.
Cigeklenme donemi 5-7 aylar (12).

Tiirkiye ile birlikte, giiney Avrupa, Kuzeybat1 Afrika, Kafkasya, Kibris, Bati
Suriye, iran’da yabani olarak yetisir (12).



2.1.2. Asteraceae Familyasi

Cigekli bitkilerin en zengin familyasidir. Tek yillik, iki yillik veya c¢ok yillik
otsu, bazen ¢alims1 nadiren kiigiik agaglar seklindedir. Farkli tiplerde salgi tliyli ve
orti tiyd bulunur veya tiysiizdiir. Latisferli veya latisfersiz dokular bulunur.
Yapraklar alternan, bazen karsilikli; stipulali ya da stipulasiz; basit veya bilesik,
yaprak kenarlar1 tam veya dentattir. Cigek durumu kapitulumdur. Kapitulum, ¢ok
sayida ya da birkag sapsiz cigekli olup, involukrum tarafindan c¢evrilmistir. Bazen
yalanci bas (kapitulumun ikincil bir bas seklinde kiimelesmesi) goriiliir. Kapitulum
homogam ya da heterogamdir. Ciplak ya da paleal1 reseptakulum, kil¢ikli veya uzun
tilylii olabilir. Cicekler epigin, disi, erkek ya da erdisi. Cogu kez papus bulunur bazen
tamamen yoktur. Korolla tiipsii, filiform, dilsi, nadiren iki dudakli olup genellikle 3
veya 5 disli, nadiren indirgenmistir. Stamenler (4-)5, flamentler korollaya bagli,
anterler stilusu silindir seklinde sarar, nadiren serbesttir. Ovaryum alt durumlu, tek
gdzIi, tabanda bir adet anatrop oviilli, stilus yukartya dogru ikiye boliinmiis. Meyve
aken, diislicii veya kalict papuslu; papus sapsiz veya gaga benzeri bir uzantinin

ucundan ¢ikar (12, 14).



Achillea millefolium L.

Sekil 1.3. Achillea millefolium L

Bitki ¢ok yillik, rizomlu, otsu, 10-100 cm boyunda, yiinsii tiiylii; govde ve
taban yapraklari homomorfik, yapraklar pargali, 2-3 pinnatisekt, linear-lanseolat;
taban yapraklart 10-20 x 1-4 cm, govdenin orta kismindaki yapraklar 2-9 x 0.3-1.5
cm; kapitulum 50-150 adet; korimbus 4-15 cm g¢apinda, pedunkiiller 1-5 mm;
involukrum, oblong-ovoit ve 4-5.5 x 2.5 x 4 mm; involukrum brakteleri, oblong-
lanseolat, subakut-akut, kahverengimsi, ince kenarli, imbrikat dizilisli; ¢igekler dilsi,
beyaz; 4-6 adet, 1.5-2.5 mm,; tiipsii ¢i¢ekler 10-20 adet; akenler tiiysiiz, basik, papus
yok. Cigeklenme dénemi 6-9. aylar (13, 15).

Tiirkiye ile birlikte, Avrupa’nin batis1, Kafkasya, iran, Siberya, Himalaya’ da
yabani olarak yetisir (15).



Achillea filipendulina L.

Sekil 1.4. Achillea filipendulina L.

Bitki 60-100 cm boyunda; govde silindirik, obtus-agili, seyrek yatik tiiyli,
bazen tiiysiiz; yapraklar sik, basik tiiylii, nokta seklinde guddeli; taban ve gévdenin
alt kismindaki yapraklar oblong, 10-20 x 3-7 cm, sapsiz veya 5 cm ye kadar sapli,
loblu veya dentat-serrat, 10-15 ¢ift pinnatipartit, oblong-lanseolat; gévdenin {ist
kismindaki yapraklar daha kiigiik ve seyrek loblu; korimbus 4-10 cm genisliginde,
cicek saplar1 2-8 mm,; kapitulum (30-)50-300 veya daha fazla ¢igekli; involukrum
obovoid-oblong, 3,5-5 x 2,5-3,5 mm; dis brakteler linear-filiformdan linear-
lanseolata kadar; akut, i¢c brakteler lanseolat, subakut-obtus, kenarlar belirgin degil,
seyrek tiiylii ve nokta seklinde guddeli; dilsi ¢icekler 2-4, altin sarisi, 0,7-1 mm;
tiipsii gigekler 15-30; akenler tiiysiiz, basik, papus yok. Cigeklenme zamani 6-8. aylar
(15).Tiirkiye ile birlikte, Kafkasya, iran, Afganistan, orta Asya bolgelerinde yabani
olarak yetigir (15).
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Silybum marianum L.

Sekil 1.5. Silybum marianum L.

Iki yillik, otsu; (9)30-100 cm boyunda bitki. Govde kostali, seyrek villoz
tiyli. Yapraklar tliysiiz, soluk yesil, damarlar boyunca beyaz benekli, kenarlari
kuvvetli dikensi-dentat; taban yapraklar obovat, sapli, 9-26 x 5-12 cm, derin tiggensi
loblu; govde yapraklar1 basit, ovat lanseolat, kulak¢ikli ampleksikaul. involukrum
2.5-4 X 2-4 cm; brakteler birbiri ilizerine yatik dikensi ovat birden ovat subulat bir
ucla biter, distaki brakteler disa kivrik, ictekiler dik; en icteki brakteler lanseolat, bir
ek tasimaz. Akenler siyah cizgiler tasiyan kahverengi, yaklasik 7x3 mm. Dis
papuslar tiiylii yaklagik 15 mm. (16).

Tiirkiye ile birlikte, Avrupa merkezi ve kuzey batisi, ingiltere, Fransa, Italya,

akdeniz bolgeleri, giiney ve dogu Irak, iran, Afganistanda yabani olarak yetisir (16).
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Echinacea purpurea (L.) Moench

Sekil 1.6. Echinacea purpurea (L.) Moench

Bitki ¢ok yillik, otsu, 60-180 cm boyunda, govde dik, kalin, dallanmis, az
yada ¢ok yumusak tiiylii veya tiiysiiz; taban yapraklari ovattan ovat-lanseolata kadar,

tepesi akut, kenarlar1 keskin ya da yumusak testere disli; yaprak saplar1 25 cm’ye
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kadar, lamina 20 x 15 cm uzunlugunda, tabana dogru daralir, ¢cogunlukla tabanda
kordat seklinde, dekurrent, 3-5 damarli; govde yapraklari alt kisimda sapli, st
kisimda sapsiz 7-20 x 1,5-8 cm, iki ylizeyde piiriizlii; brakteler linear-lanseolat,
tabana dogru daralan, dis yiizeyi tiiylii, kenarlar1 zarimsi; kapitulum 1,5-3 x 5-10 cm;
morumsu kirmizi renktedir; brakteoller 9-13 mm uzunlugunda, aristali, arista
uzunlugu brakteollerin yarisina kadar; tiipsii ¢iceklerin korollast 4,5-5,5 mm
uzunlugunda, loblar 1 mm uzunlugunda; aken 4-4,5 mm. Ci¢eklenme donemi 8-9.
aylar (17).

Tiirkiye’de kiltiri yapilan bitki, Amerika Birlesik Devletlerinin orta ve

dogu bolgelerinde yabani olarak yetisir (18).
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2.1.3. Lamiaceae Familyas1

Genellikle salgi tiiyleri tasiyan, aromatik, gdvdesi dort koseli olan veya
olmayan, otsu bitki veya calilardir. Yapraklar karsilikli, bazen pennat, basit,
stipulasiz. Ci¢cek durumu simoz ve genellikle vertisillastrumdur. Vertisillastrumlar
bas, rasemoz, simoz ya da spika olusturabilir. Ginodioik bitkilerde c¢icekler
hermafrodit veya disi fonksiyonludur. Brakteler belirgin olarak yapraklardan
farklilik gosterir ya da yapraklara benzemektedir. Brakteoller vardir ya da yoktur.
Kaliks genellikle iistte 3 altta 2 disli olarak 5 lobludur veya kaliks aktinomorftur.
Damarlar 5-20. Korolla gamopetal, zigomorf, {ist dudak 2 loblu falkat, diiz ya da +
konkav, alt dudak 3 lobludur. Ust dudak nadiren indirgenmis ve alt dudak 5 lobludur
veya 1 iist 4 alt loblu veya korolla aktinomorftur. Stamenler korollaya birlesik, 4 adet
ve didinam veya 2 adet ve genellikle staminotlar bulunur, tekalar 1 veya 2 hiicreli,
paralel veya birbirinden uzaklasan sekilde; nadiren uzamis konnektifler ile ayrilir.
Ovaryum iist durumlu, 2 karpelli, 4 oviillii, 4 loblu. Stilus ginobazik, nadiren degil,
tistte kisa bifiddir. Meyve 4 nadiren daha az, kuru nadiren taze findikg¢iktan olusur.

Isitilinca miisilajli veya degildir (19).
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Mentha piperita L.

Sekil 1.7. Mentha piperita L.

Bu tiir bir kiiltiir bitkisi olup M. aquatica L. ile M. spicata L. tiirlerinin
melezidir. Tohum vermedigi i¢in ancak rizomlari ile iiretilebilir.

Bitki ¢ok yillik, otsu 30-90 cm, kuvvetli kokulu, hemen hemen tiiysiiz, gévde
ve dallar1 genellikle kirmizimsi renkli; yapraklar kenarlart disli, 3-8 cm ovat, yiizeyi
burusuk, sapli, koyu yesil renkli; ¢cicek durumu terminal, dallarin ucunda, bir¢ogu bir
arada; cigekler erguvani (13).

[k kez Ingiltere’de tanimlanmistir. Hibrit bir tiirdiir. Tiirkiye’de kiiltiirii
yapilir (12).
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Salvia officinalis L.

Foto: Prof. D YUkséI Kan

Sekil 1.8. Salvia officinalis L.
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Bitki ¢ok yillik, otsu veya g¢alimsi, 50-100 cm boyunda; morumsu mavi
cicekli; yapraklar basit, 3-8 x 1-4 cm, kenarlar1 hafif disli, her iki yiizii de sik tiiylii
ve glimiis renkli.

Dag yamaglarinda yetismekte ve yaygin olarak kiiltiirii de yapilmakta olan
bitkinin ¢igeklenme zamani 6-8. aylardir (13).

Tiirkiye’de kiiltiiri yapilan bitki, Orta Avrupa ve Balkanlarin batisinda
yabani olarak yetisir (13, 19).



isimlendirme:

Nigella sativa L.

Nigella damascena L.

Achillea millefolium L.

Achillea flipendula L.

Silybum marianum L.

Echinacea purpurea (L.) Moench
Mentha piperita L.

Salvia officinalis L.
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:Corekotu, Black cumin (20, 21)

:Sam ¢orekotu, Lady-in-a-mist (20, 22)
:Civanpergemi, Yarrow (18, 20, 23)
:Kovangigegi, Fern-leaf yarrow (20, 24)
:Devedikeni, Milk thistle (18, 20, 23)
:Purple coneflower (20, 23)

:Nane, Peppermint (18, 20, 23)
:Adagay1, Sage (18, 20, 23)



2.2. Tiirler Uzerinde Yapilmis Fitokimyasal Calismalar

Silybum marianum
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Flavonolignan yapisina sahip olan silimarin; silibin, izosilibin, silikristin,

silidianin ve dehidrosilibin izomerlerinden olusmaktadir. Bu sekilde silimarin birden

cok flavonolignan izomerinin karisimindan olugsmus kompleks bir yapidir.

Silimarinin ana maddesi olan silibin yaklasik olarak kompleks yapinin % 60'mi1

olusturmaktadir.

Tablo 2.1. Silybum marianum’da bulunan bilesikler

Ana Iskelet

Bilesik

Yapi

Kaynak

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Silibinin A

Silibinin B

izosilibinin A

izosilibinin B

Silikristin

[zosilikristin

Silidianin

0. WCH,0H

OH (e}
OH o

X

oH
o a[ I
o
oH
o

(18, 25, 26, 27, 28,
29)

(18, 25, 26, 27, 28,

29)

(18, 25, 26, 27, 28)

(18, 25, 26, 27, 28)

(18, 25, 26, 27, 29)

(25)

(18, 25, 26, 27, 29)
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Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonolignan

Flavonoitler

Flavonoitler

Silandrin

2,3-dihidroksisilibinin

2,3-dihidroksisilikristin

3-deoksisilikristin

3-deoksisilidianin

Silihermin

Neosilihermin A

Neosilihermin B

Apigenin ve
(-4,7’-di-O-glukozit)

Taksifolin

Kersetin

(30)

(30)

/@&f ° ) (30)

P~ (30)

(30)

(30)

(30)

(30)

O | (18)

OH O
OH
HO o \\\@
Il OH (18, 25, 30)
I OH
OH O

o O (30)
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Flavonoitler

Flavonoitler

Flavonoitler

Flavonoitler

Flavonoitler

Diger bilesikler

Kemferol
(-7-O-glukozit-3-siilfat)

Dihidrokemferol

Naringin

Eriyodiktiyol

Luteolin (-7-O-Glikozit)

Fumarik asit

OH [¢]
(o}
HO N
OH
(¢}

Steroller, Sabit yag, , dihidrokoniferil alkol,

proteinler ve miisilaj, Krizoeriyol

(18)

(30)

(18)

(18)

(18)

(18)

(18, 30, 31)
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Achillea millefolium

Tablo 2.2. Achillea millefolium’da bulunan bilesikler

Ana Iskelet Bilesik Yap1 Kaynak
Terpenik

P Kamazulen (18, 32)
Bilesikler
Terpenik .

P 1,8-sineol ? (18, 32)
Bilesikler o
Terpenik .

p sabinen )@ (32)
Bilesikler
Terpenik

Kafur (18, 32)

Bilesikler 0.
Terpenik o

Linalol w (18, 32)
Bilesikler AN =

Terpenik
Bilesikler

Terpenik .
Bilesikler A~ pinen Agf (18, 32)

[¢]
7 |
o]
Terpenik
P Bornil asetat (32)
Bilesikler Y
o

a-pinen (18, 32)

T ik
erpent Askaridol (32)

Bilesikler

Terpenik

a-borneol Hou,, (32)

"

Bilesikler
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Terpenik
Bilesikler

Kamfen

Terpenik

Terpinen-4-ol
Bilesikler

Diger Terpenik
Bilesikler

Seskiterpen

Laktonlar

Flavonoitler Rutin

Apigenin-7-O-Glukozit

Luteolin (-7-O-Glikozit)

Diger flavonoitler

Fenolik asitler Rozmarinik asit

Klorojenik asit

Kamazulen, Karyofillen epoksit,

izoartemisyaketon, £ - karyofillen,
Germakren-D, Spatulenol, Bisabolol, o.-
amirin asetat, 5 -sitosterol, vanilik asit,

Guayenolit, Germakrenolit, Odesmenolit

tirevi seskiterpen laktonlar. Akillifolin,
dihidropartenolit, dihidroreynosin

6,7,3”,4’-tetramethyl ether, nepetin, cirsilineol,

akillin, millefin

OH [¢]

artemitin, 6-hydroxyluteolin

cirsiliol,

salvigenin, hispidulin,

(32)

(32)

(18, 32,
33)

(33, 34)

(35)

(36)

(36)

(33)

37)

(36)




23

Betainler

Ucucu Yag

Betain

Stakhidrin

Akillein

Azulen bilesikleri

HOW Y Z
gH
'OH
OH
o} CH,
)k/ ’L/CHa
0 \CH3

e /
o
o

H3C\ /CH3 o
N /
V!
o

HO

Akillisin

(32)

(32)

(32)

(23, 33)




Achillea filipendulina

Tablo 2.3. Achillea filipendulina ’da bulunan bilesikler
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Ana Iskelet Bilesik Yap1 Kaynak
Terpenik .
P 1,8-sineol Q’/\ (38, 39)
Bilesikler o
T ik
erpent Kafur Ow\ié (38, 39)
Bilesikler
Terpenik .
p o-pinen A@ (38, 39)
Bilesikler
Terpenik .
- pinen 38, 39
Bilesikler 'B P Agf ( )
Terpenik
P o-borneol Houy,,, @ (38, 39)
Bilesikler
Terpenik
P Bornil asetat o (38, 39)
Bilesikler Y
NE)
Terpenik
P Kamfen (Et (38, 39)
Bilesikler
OH
Terpenik
peni Terpinen-4-ol /Q)\ (38, 39)
Bilesikler
Terpenik
pent Neril-asetat (38, 39)
Bilesikler
Terpenik
pent Santolina alkol (38, 39)

Bilesikler
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Diger Terpenik
Bilesikler

Ucucu yag (38, 39)

Santolina trien, o-simen, pinokarvon (38,39)




Echinacea purpurea

Tablo 2.4. Echinacea purpurea’da bulunan bilesikler
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Ana Iskelet Bilesik Yap1 Kaynak
Kafeik asit ve
Ferulik asit Ekinakozit (23)
Tiirevleri
Fenolik asitler Klorojenik asit (23, 40)
éH
'OH
OH
o
HO.
Fenolik asitler Kafeik asit N oH (23)
HO
Kafeik asit ve
Ferulik asit Kikorik asit (23, 41)
Tiirevleri
Kafeik asit ve . . . . .
2-O-feruloil-tartarik asit, 2-O-kafeoil-3-O-kumaroil-
Ferulik asit . . . . (23, 41)
) . tartarik asit, kaftarik asit
Tiirevleri
Terpenik
Germakren D o (42)
Bilesikler )
7
H
Terpenik Karyofillen
p Yy _ “2)
Bilesikler (ve -epoksit)
Terpenik HO,
P Borneol K (42)
Bilesikler
Terpenik ) o
Bornil asetat (42)
Bilesikler
o
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Polisakkaritler

Pirolizidin
Alkaloitleri

Alkamitler

Polienler

Glikoproteinler

Flavonoitler

Diger
Flavonoitler

4-O-metilglukuronil arabinoksilanlar, asidik
arabinoramno-galaktanlar, ksiloglukan, iniilin tip

fruktanlar, pektin benzeri fruktanlar

tussilagin, izotussilagin

undeka-2E,4Z-dien-8,10-dinoik asit izobutilamit,
dodeka-2E,4Z-dien-8,10- dinoik asit izobutilamit,
dodeca-2E,4E,10E-trien-8-inoic asit izobutilamit,
dodeca-2E,4E,8Z-trienoik asit izobutilamit, dodeca-
2E,4Z-dien-8,10-dinoic asit 2-metilbutilamit

[zoramnetin

(ve glikozitleri)

kersetin, kemferol ve glikozitleri

(43, 44,
45, 46)

(43)

(47, 48)

(49)

(47, 48)

(47, 48)
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Mentha piperita

Tablo 2.5. Mentha piperita ‘da bulunan bilesikler

Ana Iskelet Bilesik Yap1 Kaynak
- e Ul
Fenolik asitler Rozmarinik asit . (23,50)
Terpenik on
P Mentol /@)\ (18, 51)
Bilesikler
. A
Terpenik . ?
P Mentil asetat /@A (18, 51)
Bilesikler
Terpenik .
P 1,8-sineol @ (51)
Bilesikler
Terpenik .
P o-pinen A@ (51)
Bilesikler
Terpenik .
- pinen 51
Bilesikler ﬂ P AQ:/K ( )
Terpenik
P Germakren - D @K (51)
Bilesikler
Z
Terpenik ulegon 0 (18, 51)
Bilesikler pueg o '
Diger Terpenik menton, limonen, mentofuran, izomenton, (18, 51)
Bilesikler pulegon, karvon trans-sabinen hidrat ’
HO OH
HsC o}
5,7-dihidroksikromon-7- °
Flavonoitler ”ﬁ& (52)

O-rutinoside on \(;;g
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Flavonoitler

Flavonoitler

Flavonoitler

Flavonoitler

Diger

flavonoitler

Luteolin (-7-O-Glikozit)

Diosmin

Hesperidin

Narirutin

OH

Eriositrin, izorhoifolin, apigenin

(18, 52)

(52)

(52)

(52)

(18, 52)
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Salvia officinalis

Tablo 2.6. Salvia officinalis’te bulunan bilesikler

Ana iskelet Bilesik Yapi Kaynak
o N m (53, 54,
Fenolik asitler Rozmarinik asit
HO’ I 55)
Rozmarinik asit .. . . . .
Fenolik asitler ) Sagerinik asit, Salvisnolik asit (54)
tiirevleri

Kafeik asit Sa ekumarln . o o i me (56)
tiirevleri g w
Flavonoitler 5-metoksisalvigenin O \ (57)

Flavonoitler Hispudilin ) O \ (58)

7-O-metilapigenin, 6-metoksigenkvanin,
luteolin, 6-metoksiluteolin, 6-
Diger Flavonoitler metoksiluteolin-7-methylether, 6- (53, 58)

metoksiluteolin, luteolin-7-metil eter,

apigenin
Saffisinolit, sageon, karnozik asit,
. (53, 59, 60,
Diterpenler karnozol, 7-metoksirozmanol, galzdozol, 61, 62)
rozmanol ’
Triterpenler Ursolik asit (63)
Triterpenler Oleanolik asit (63)
T ik
erpen Kafur (18)
Bilesikler
T ik .
erpent 1,8-sineol (18)

Bilesikler
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Terpenik
Bilesikler

Diger Bilesikler

a-tuyon

(ve Stuyon)

é/_\/ro
“u

Polisakkaritler ve 6strojenik bilesikler

(18)

(64)




Nigella sativa

Tablo 2.7. Nigella sativa’da bulunan bilesikler

Ana lIskelet

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik

Bilesikler

Diger Terpenik
Bilesikler

Bilesik

Timokinon

[-selinen

a-selinen

sabinen

p-elemen

y-Terpinen

a-Terpinen

o-pinen

S - pinen

Tuyol

O

i

_

/

Y%
G
ik
=
’
¢
@

oy

karvon, p-simen, timol, Tuyon, mirsen, o —
terpinen, o-simen
Limonen,
trans sabinen hidrat,
Mirtenol g -burbonen+ g -karyofillen,
germakren A, 7-Epi-selinen
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Kaynak

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)

(65, 66)



Alkaloitler

Alkaloitler

Alkaloitler

Flavonoitler

Sabit yag

Doymus yag
asitleri

Vitaminler

Glikozidal

saponinler

Diger bilesikler

Nigellisin

Nigellimin

Nigellidin

Srel
o

OH

Kemferol, Kersitrin
Esansiyel yag asitleri, fitosteroller,

glikolipitler, fosfolipitler
Palmitik asit, linoleik asit, oleik asit
Tiamin, niasin, askorbik asit, folik asit
Melantin, melantigenin

Tanen, recine,
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(67)

(68)

(69)

(70)
(71,72)
(71)
(71)
(71)

(71)



Nigella damascena

Tablo 2.8. Nigella damascena’da bulunan bilesikler

Ana Iskelet

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Terpenik
Bilesikler

Bilesik

Timokinon

Tuyon

[S-selinen

a-selinen

sabinen

p-elemen

y-Terpinen

a-Terpinen

o-pinen

- pinen

Tuyol

B

.

.
Wy
it
ey
¢
¢

/

L

7

Agf
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Kaynak

(73)

(73)

(73)

(73)

(73)

(73)

(73)

(73)

(73)

(73)

(73)



Mirsen, o-simen

p — simen,

Limonen,
Diger Terpenik trans sabinen hidrat, Tuyol, (73)

Bilesikler
Mirtenol
Timol, g -burbonen+ g -karyofillen,
germakren A, 7-Epi-selinen
Hiperozit
Flavonoitler P (70)
(R: p-D-galaktopiranoziloksi)
Dis
- (70)
Flavonoitler

Alkaloitler Damascenin (74)




36

2.3. Tiirlerin Kullanihslari

Silybum marianum

Kronik ve dejeneratif karaciger rahatsizliklar1 ve hazimsizlik sikayetlerinde

kullanilir (75, 76, 77, 78).

Achillea millefolium

Antienflamatuvar, spazmolitik, koleretik ve emanogog etkilerinden dolayi;
dahili olarak, safra kesesi ve karaciger rahatsizliklari ile birilkte gastrointestinal
sistem rahatsizliklar1 ve menstriiel agrilarda ve adet soktiiriicii olarak (32, 35, 79),
harici olarak yara iyi edici olarak hemoroit kanamalarinda, enflamasyonlu cilt ve
mukoza rahatsizliklarinda, terlemeyi onleyici olarak banyo seklinde ve kadinlarda

pelvis bolgesinin agrili ve krampli durumlarinda oturma banyosu olarak kullanilir

(18, 32, 80).

Achillea filipendulina

Su distilasyou ile elde edilen ucucu yaginin antibakteriyel etkisi

bulunmaktadir (24).

Echinacea purpurea

Immiinostimiilan, antienflamatuvar, antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antikanser ve sikatrizan etkilerinden dolay1 (81) soguk alginliginda destekleyici
tedavi olarak, agiz ve yutak, {iriner yollar, iist solunum yollar1 enfeksiyonlarinda,

harici olarak enflamasyonlu cilt yanig1 ve yaralarinda kullanilir (17, 82).
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Mentha piperita

Gida ve koku verici olarak kullanilan bitki ve ugucu yagi halk arasinda dahili
olarak, soguk alginliginin semptomatik tedavisinde, mide bulantilarinda, gaz
soktiiriicii ve antiseptik olarak kullanilir (13, 82).

Ugucu yag1 ayrica harici olarak soguk alginliginda rahatlatici, gerilim tipi bag
agrilarinda, pruritus, romatizmal agrilarda ve tirtikerde kullanilir (82).

Salvia officinalis

Halk arasinda gaz soktiiriici ve st solunum yollar1 rahatsizliklarinda

(stomatit, gingivit, faranjit) antiseptik olarak kullanilir (13, 82).

Nigella sativa

Dahili olarak, siit artirici, istah agici, adet soktiiriici (13), gebeligi
sonlandirmada, karin agrilarinda ve kulak agrilarinda, harici olarak, soguk
alginhiginda gogiise sarilarak kullanilir (83-85).

Nigella damascena

Balgam soktiiriicii olarak veya yagi parfiim endiistrisinde kullanilir (86).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Silypum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina, Echinacea
purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa, N. damascena kiiltiir
bitkileri Konya Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tibbi Bitkiler Anabilim Dali’na
ait kiiltiir sahasinda yetistirilmis ve ilgili bdliimden satin alma yoluyla temin
edilmistir.

Tezde kullanilan diger bitki materyalleri ve bitkisel {irlinler rastgele olarak
yurtici ve yurtdist piyasadan (eczane, aktar, market, bitkisel {irlin satan

magazalardan) satin alinmistir.

Hasat sonrasi islemler

Kiiltiir bitkileri kullanilmadan 6nce kuru olarak ve sonrasinda yikanarak

tizerlerindeki toprak ve diger tiim yabanci maddeler uzaklastirilmistir.

Kisimlara ayirma

Temizlenmis bitkilerin kullanilacak kisimlar1 belirlenmis ve buna gore
yapraklari, ¢icekli iist kisimlari, toprak iistii kisimlari, meyveleri, tohumlar1 olarak
ayrilmistir. Bu ayirma igleminde bazi bitkilerde Avrupa farmakopesi esas alinmustir.
Buna gore Silybum marianum’un meyvalari, Echinaceae purpurea’nin ¢igekli toprak
istii kisimlari, Mentha piperita ve Salvia officinalis’in yapraklari, Achillea
millefolium’un ¢icekli st kisimlari ayrilmistir. Diger bitkilerde drog olarak
kullanilan kisimlar ayrilmistir. Buna goére Achillea filipendulina’nin ¢igekli {ist

kisimlari, Nigella sativa ve N. damascena’nin tohumlari kullanilmistir.
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Kurutma:

Tiim bitkiler gélgede, nemli olmayan izole bir ortamda siirekli kontrol altinda

kurutulmustur.

Toz etme:

Kullanilacak yontemlerde daha Onceden belirlenmis olan miktarlarda kuru
droglar, kiiciik Olgekli bir degirmende ihtiya¢ oldukca gerekli miktarlarda toz
edilerek kullanilmistir. Tezde kullanilan ve piyasadan toplanan degisik formdaki

(kapsiil, tablet vb..) bitkisel {irlinler ise dogrudan kullanilmistir.

3.2. Kimyasal Malzemeler

Kat1 maddeler

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil ~ (Sigma), Siilfanilamid (Sigma), Sodyum
Nitroprussid Dihidrat (Sigma), N- (1-Naftil) Etilendiamindihidroklorid (Sigma),
Potasyum persiilfat (Sigma), 2,2-Azino-bis (3-Etilbenztiazolin-6-sulfonik asit)
(Sigma), 6-Hidroksi-2,5,7,8-Tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Sigma), Askorbik
asit (Sigma), Troloks (Sigma), sodyum fosfat (Sigma).

Solvanlar

t-butanol (Carlo Erba), metanol (Merck), etanol (Sigma, Merck), fosforik asit
(Merck), Asetonitril (Merck).

Diger Kimyasallar

MMP-1 enzimi (abcam), MMP-8 enzimi (abcam), MMP-13 enzimi (abcam),
MMP substrati (abcam), MMP inhibitorii (abcam), kolorimetrik deney tamponu

(abcam).



Revelatorler

Vanilin/H2S04

Vanilinin derisik siilfiirik aitteki %
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I’lik  ¢ozeltisi.

Puskiirtildiikten sonra plak110 °C’de 1-2 dakika 1sitilir

3.3. Kullanilan Aletler ve Geregler

Tablo 3.1. Tezde kullanilan alet ve gerecler

Liyofilizator : Virtis Benchtop K
PH-metre : Hanna pH 211
Rotavapor : Buchi R-210

Ultrasonik Banyo

: Transsonic 570

UV Lamba : Camag

UV spektrofotometre ve mikroplaka | : BIO-TEK, pQuant (MXQ 200)

okuyucu

Derin dondurucu :Nuve DF290

Mono distile saf su cihazi :Gesellschaft Fiir Labortechnik
(GFL) 2004

HPLC sistemi Dionex HPLC Sistemi

HPLC kolonu ACE 5 C18 (250mm x 4mm X 6um)

Hassas terazi

Sartorius TE2141S

Etliv Elektro Mag M 5040

Ceker ocak Tez-San

Kompresor Herkules

pH metre Cyberscan 510

Kromatografi tanki Camag (cam kiivet, 22x23x8 cm)

Magnetik karistirict

Virtis 145 Mr Ba
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3.4. Ekstraksiyon

3.4.1. Avrupa Farmakopesi’nde Yer Alan Ekstraksiyon Yontemleri:

Ekstraksiyon ~yOntemi olarak Echinaecea purpurea i¢in Avrupa
Farmakopesi’nde yer alan 6zel bir yontem kullanildi. Bunun sebebi klorojenik asit
tizerinden kikorik asit ve kaftarik asit hesaplamaya yonelik olarak bir formiil ve
katsayinin belirtilmis olmasiydi. Burada miktar tayini yaparken bu formiili
kullanabilmek amaciyla ekstraksiyon yontemi de birebir ayni olarak gerceklestirildi.
Diger bitkilerde ise ortak olarak miimkiin olan en kolay ve hizli bir yontem

uygulandi. Buna gore ekstraksiyonlar su sekilde gerceklestirildi;

Echinacea purpurea

0,5 g drog toz edilerek drog tizerine 80 mL % 70’lik etanol ilave edildi.
Ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildikten sonra ayni solvan ile 100 mL ye
tamamlandi. Coziinmeyen kisimlarin ¢okmesi i¢in dinlenmeye birakildi. Daha sonra

stuzildi ve stiziinti numune olarak kullanildi.

3.4.2. Diger Extraksiyon Yontemleri

Silybum marianum meyvalari, Achillea millefolium ve A. filipendulina ¢igekli
iist kisimlari, Mentha piperita ve Salvia officinalis yapraklari, Nigella sativa ve N.
damascena tohumlar1 toz edilmis droglari ve piyasadan temin edilen degisik
formlardaki (kapsiil, tablet vb..) iirlinler basit olarak 2 g (veya 2 grama denk gelecek
sekilde ekstre) tartildi ve 2 ser kez 25 mL metanol ile geri ¢eviren sogutucu altinda
30 °C sicaklikta 30 dakika ekstre edildi. Siiziildiikten sonra birlestirilen siiziintiilerin

metanolleri rotavaporda kuruluga kadar ugurulduktan sonra liyofilize edildi.
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3.5. Matriks Metalloproteinaz Inhibitér Aktivite Cahsmalar

Tiim aktvite calismalarinda kolorimetrik olarak sonuclarin giivenilirligi
acisindan ekstrelerin kullanilan konsantrasyonlarinin bos olarak absorbanslari
Olclilmiis ve hesaplamalarda bu absorbanslar bertaraf edilerek sonuglar

belirlenmistir.

3.5.1. MMP-1 Inhibitér Aktivite Tayini

Calismada uygulanan prosediir satin alinan kolorimetrik deney kiti esas
alinarak belirlenmistir.

Deney kiti igerisinde bulunan; 96’lik mikroplaka, MMP-1 enzimi (30,6
U/ul), MMP inhibitorii (1,3 mM NNGH, DMSO ig¢inde), MMP substrat (25 mM,
DMSO i¢inde) kolorimetrik deney tamponu deneyin yapilacagi zamana kadar -80
°C’de muhafaza edilmistir. Deney baslamadan hemen Once kit bilesenleri oda
1isisinda bekletilmis ve ¢ozlinmesi saglanmistir. Kit bilesenlerinden MMP-1 enzimi
mikroplakada bulunan her bir kuyucukta 20 puL kullanilmigtir. Prosediir geregi
kullanilmadan 6nce enzim tamponla 1/40 oraninda seyreltilmis ve deneyden hemen
once 37 °C’ye kadar getirilmistir. Aynm1 sekilde inhibitér tamponla 1/200, substrat
1/25 (her kuyucuk igin 10uL ) oraninda seyreltilerek deney sirasinda 37 °C’ye kadar
getirilmistir. Deneyde kullanilacak kit bilesenleri de 96’lik mikroplakada 37 °C’ye
getirildikten sonra Ornekler kuyucuklara konmaya baslanmistir. Kor olarak
kullanilacak kuyucuga tampon, kontrol olarak kullanilacak kuyucuga tampon, enzim,
standart olarak kullanilacak kuyucuga da tampon, enzim, inhibitor eklenmistir. Test
edilecek numuneler farkli konsantrasyonlarda tampon kullanilarak hazirlanmis,
kuyucuklara konulmus ve iizerine enzim ilave edildikten sonra 60 dakika 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda kuyucuklarin hepsine substrat
eklendikten sonra 20 dakika boyunca UV spektrofotometre mikroplak okuyucu
kullanilarak 412 nm’de pespese absorbans Ol¢limleri yapilmistir. Enzim ve substratin
birbiriyle etkilesmesi sonucu ortaya c¢ikan sari1 rengin siddeti aktivitenin arttigi

kuyucuklarda daha az olarak gézlemlenmistir.
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Bu absorbans degerleri kullanilarak yapilan % inhibisyon hesab1 ig¢in

asagidaki formiil kullanilmistir.

% inhibisyon: ((Absksr — AbSnumune)/Absksr) X 100

3.5.2. MMP-8 Inhibitér Aktivite Tayini

Calismada uygulanan prosediir satin alinan kolorimetrik deney kiti esas
alinarak belirlenmistir.

Deney kiti igerisinde bulunan; 96’lik mikroplaka, MMP-8 enzimi (9,2 U/uL),
MMP inhibitorii (1,3 mM NNGH, DMSO i¢inde), MMP substrat (25 mM, DMSO
icinde), kolorimetrik deney tamponu deneyin yapilacagi zamana kadar -80 °C’de
muhafaza edilmistir. Deney baslamadan hemen once kit bilesenleri oda 1sisinda
bekletilmis ve ¢Oziinmesi saglanmistir. Kit bilesenlerinden MMP-8 enzimi
mikroplakada bulunan her bir kuyucukta 20 pL kullanilmistir. Prosediir geregi
kullanilmadan 6nce enzim tamponla 1/100 oraninda seyreltilmis ve deneyden hemen
once 37 °C’ye kadar getirilmistir. Ayn1 sekilde inhibitor tamponla 1/200, substrat
1/25 (her kuyucuk i¢in 10uL ) oraninda seyreltilerek deney sirasinda 37 °C’ye kadar
getirilmistir. Deneyde kullanilacak kit bilesenleri de 96’lik mikroplakada 37 °C’ye
getirildikten sonra Ornekler kuyucuklara konmaya baslanmistir. Kor olarak
kullanilacak kuyucuga tampon, kontrol olarak kullanilacak kuyucuga tampon, enzim,
standart olarak kullanilacak kuyucuga da tampon, enzim, inhibitér eklenmistir. Test
edilecek numuneler farkli konsantrasyonlarda tampon kullanilarak hazirlanmus,
kuyucuklara konulmus ve {izerine enzim ilave edildikten sonra 60 dakika 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda kuyucuklarin hepsine substrat
eklendikten sonra 20 dakika boyunca UV spektrofotometre mikroplak okuyucu
kullanilarak 412 nm’de pespese absorbans Ol¢timleri yapilmistir. Enzim ve substratin
birbiriyle etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikan sari rengin siddeti aktivitenin arttig
kuyucuklarda daha az olarak gozlemlenmistir.

Bu absorbans degerleri kullanilarak yapilan % inhibisyon hesab1 i¢in
asagidaki formiil kullanilmastir.

% inhibisyon= ((Absksr — AbSnumune)/AbSksr) X 100
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3.5.3. MMP-13 inhibitér Aktivite Tayini

Calismada uygulanan prosediir satin alinan kolorimetrik deney kiti esas
almarak belirlenmistir.

Deney kiti igerisinde bulunan; 96’lik mikroplaka, MMP-13 enzimi (3,45
U/uL), MMP inhibitérii (1,3 mM NNGH, DMSO iginde), MMP substrat (25 mM,
DMSO i¢inde) kolorimetrik deney tamponu deneyin yapilacagr zamana kadar -80
°C’de muhafaza edilmistir. Deney baslamadan hemen o6nce kit bilesenleri oda
1is1sinda bekletilmis ve ¢oziinmesi saglanmistir. Kit bilesenlerinden MMP-13 enzimi
mikroplakada bulunan her bir kuyucukta 20 puL kullanilmigtir. Prosediir geregi
kullnilmadan 6nce enzim tamponla 1/100 oraninda seyreltilmis ve deneyden hemen
once 37 °C’ye kadar getirilmistir. Aynmi sekilde inhibitér tamponla 1/200, substrat
1/25 (her kuyucuk i¢in 10uL ) oraninda seyreltilerek deney sirasinda 37 °C’ye kadar
getirilmistir. Deneyde kullanilacak kit bilesenleri de 96’lik mikroplakada 37 °C’ye
getirildikten sonra oOrnekler kuyucuklara konmaya baglanmistir. Kor olarak
kullanilacak kuyucuga tampon, kontrol olarak kullanilacak kuyucuga tampon, enzim,
standart olarak kullanilacak kuyucuga da tampon, enzim, inhibitér eklenmistir. Test
edilecek numuneler farkli konsantrasyonlarda tampon kullanilarak hazirlanmis,
kuyucuklara konulmus ve iizerine enzim ilave edildikten sonra 60 dakika 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda kuyucuklarin hepsine substrat
eklendikten sonra 20 dakika boyunca UV spektrofotometre mikroplak okuyucu
kullanilarak 412 nm’de pespese absorbans Ol¢timleri yapilmistir. Enzim ve substratin
birbiriyle etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikan sari rengin siddeti aktivitenin arttig
kuyucuklarda daha az olarak gozlemlenmistir.

Bu absorbans degerleri kullanilarak yapilan % inhibisyon hesab1 igin

asagidaki formiil kullanilmastir.

% inhibisyon= ((Absksr — AbSnumune)/Absksr) X 100
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3.6. Giinesten Koruyucu Faktor Tayini

Giinesten koruyucu faktdor SPF (Sun Protection Factor) bir bilesik ya da
ekstrenin giinesin zararli 1sinlarindan koruma kapasitesini gosteren bir degerdir. Bu
faktoriin = hesaplanmasinda  kolorimetrik  bir  yontem  kullanilmistir.  Tez
bitkilerimizden Mentha piperita, Salviaofficinalis, Achillea millefolium ve A.
filipendulina bitkilerinin metanollii ekstreleri test edilmistir.

Test edilecek oOrmekler 200 ve 100 ppm lik konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. Bunun i¢in Oncelikle 1000 ppm’lik konsantrasyonda ekstreler
hazirlanmis ve etanol kullanilarak 200 ve 100 ppm konsantrasyonlara gecis
yapilmistir. Calismada kor olarak sadece etanol kullanilmistir. Test edilecek 6rnekler
hazirlandiktan sonra absorbsiyon spektrumlari 1 cm kuvars hiicrelerde dlglilmiistiir.
Olgiim islemi 290 nm den baslayarak 320 nm’ye kadar yapilmis olgiimler 3 kez
tekrarlanmustir.

Tiim 6lgme islemleri tamamlandiktan sonra elde edilen absorbans degerleri

Mansur esitliginde yerine konarak SPF degerleri hesaplanmistir (87, 88).

SPFspektrofotometrik=CF X ZEE (1) x I (A) x Abs (1)

EE= Eritemal etki spektrumu
I= glines yogunlugu spektrumu
CF= dogrulama faktorii

Abs= absorbans

3.7. Antioksidan Kapasite Tayini

3.7.1. DPPH Radikalini Siipiiriicii Kapasite Tayini

DPPH koyu menekse renkli, kararli bir azot radikalidir. Bu radikali siipiirerek
antioksidan kapasitesi belirlenecek ekstre veya saf bilesiklerin bu radikali

indirgemesi sonucu koyu menekse renginde agilma meydana gelir. Bu ¢alismada test

edilecek orneklerin indirgeyici kapasitelerinden yola ¢ikilarak, renk siddeti lizerinde
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olusturduklar1 degisim spektrofotometrik olarak tespit edilmis ve askorbik asitin
etkisi ile karsilastirilmigtir (89-91).

3.4.1 ve 3.4.2°de belirtilen sekilde hazirlanan ekstrelerin, 500 ug/mL, 250
ug/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL metanoldeki konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Standart olarak kullanilan askorbik asitin 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10
ug/mL, 5 ug/mL, 2 pg/mL Kkonsantrasyonlarda metanoldeki ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kor olarak metanol ve DPPH kullanilmustir.

Standart ve ekstrelerin % DPPH siipiiriici kapasiteleri asagidaki formiille

hesaplanmustir.

DPPH siipiiriicti kapasite (%)=((AbSksr — AbSnumune)/ Absksr) X 100

Bu degerler hesaplandiktan sonra konsantrasyona kars1 % radikal siipiiriicii
kapasite grafikleri ¢izilmis ve egilim c¢izgisi belirlenmistir. Bu grafik ve egilim
cizgisi formiiliinden faydalanarak askorbik asit ve ekstrelerin 1Cso degerleri

hesaplanarak karsilastirma yapilmaistir.

3.7.2. Nitrik Oksit Radikalini Siipiiriicii Kapasite Tayini

Deneyde, ortamda bulunan Nitrik oksit radikali ile antioksidan 6zellige sahip
bir madde ya da ekstrenin etkilesmesi sonucunda, nitrit oksit konsantrasyonunun
spektrofotometrik olarak Slgiilmesi esas alinmustir.

Nitrit oksit radikali olusturmak i¢in sodyum nitroprussid kullanilmugtir.
Sodyum nitroprussid, c¢alismada kullanilacak miktar hesaplandiktan sonra buz
dolabinda muhafaza edilen fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) ile ¢cozeltisi hazirlanmustir.

Tayin i¢in gerekli diger bir bilesen ise Griess reaktifidir. Taze olarak

hazirlanmalidir (92). Igerigindeki maddeler sunlardir:

Silfanilamid 101
Naftiletilendiamin dihidroklorid 19%0,1
Fosforik asit 1% 2,5

Distile su ile tamamla : 100 mL
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3.4.1 ve 3.4.2°de belirtilen sekilde hazirlanan ekstrelerin 500 pg/mL, 250
pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL konsantrasyonlar: distile su ile
hazirlanmistir. Standart olarak kullanilan askorbik asit ayni sekilde distile su ile
seyreltilerek 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10 ug/mL, 5 pg/mL, 2 ng/mL konsantrasyonlarda
cozeltileri hazirlanmistir. Kor olarak distile su, griess reaktifi ve sodyum nitroprussid
karigimi kullanilmastir.

96’lik mikroplak igerisindeki kuyucuklara 60 ar uL kor ve hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki ekstre ve standartlar eklenmis tizerlerine 60 ar uL sodyum
nitroprussid c¢ozeltisi eklenmis ve 150 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra taze hazirlanan griess reaktifinden 120’ser uL kuyucuklara
eklenerek 577 nm’de absorbanslari 6l¢lilmiistiir.

Standart ve ekstrelerin % NO radikalini siipliriicii kapasiteleri

asagidaki formiille hesaplanmistir.

NO siipiirticii kapasite (%)=((Absksr — AbSnumune)/Absksr) X 100

Bu degerler hesaplandiktan sonra konsantrasyona kars1 % radikal stipiiriicii
kapasite grafikleri ¢izilmis ve egilim ¢izgisi belirlenmistir. Bu grafik ve egilim
cizgisi formiiliinden faydalanarak askorbik asit ve ekstrelerin ICso degerleri

hesaplanarak karsilastirma yapilmstir.

3.7.3. ABTS Radikalini Siipiiriicii Kapasite Tayini

ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) ile antioksidan bir
bilesik ya da ekstre muamele edildiginde olusan spektrofotometrik dekolorizasyonun

Olgiilmesiyle radikal siipiiriicii kapasite belirlenir. ABTS*™* radikali olusturmak igin:

ABTS mM 2mL distile su
Potasyum persiilfat 2,45 mM 2mL distile su
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Bu karisim 16 saat karanlikta bekletilerek ABTS’ nin oksidasyonu saglanmis
ve ABTS™ radikali olusturulmustur. Olusan radikal 734 nm’de 0,7 + 0,05 absorbans
verene kadar etanolle seyreltilmistir.

3.4.1 ve 3.4.2°de belirtilen sekilde hazirlanan ekstrelerin 500 pg/mL, 250
ug/mL, 100 ug/mL, 50 pg/mL, 25 pug/mL konsantrasyonlar1 etanolle hazirlanmistir.
Standart olarak kullanilan troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit) ayni sekilde etanol ile seyreltilerek 50 pg/mL, 25 ug/mL, 10 ug/mL, 5 pg/mL, 2
ug/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kor olarak etanol ve ABTS™
radikali kullanilmustir.

96’11k mikroplak icerisindeki kuyucuklara 50’ser uL kor, hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki ekstre ve standartlar eklenmis tlizerlerine 130’ar uL ABTS™
radikali eklenmis ve 6 dakika 24 °C’de bekletilmistir. Daha sonra 734 nm’de
absorbanslar1 dl¢tilmiistiir.

Standart ve ekstrelerin % ABTS™ radikalini siipiiriicli kapasiteleri agsagidaki

formiille hesaplanmustir.

ABTS™ siipiirticti kapasite (%)=((Absksr — AbSnumune)/Absksr) X 100

Bu degerler hesaplandiktan sonra konsantrasyona kars1 % radikal siipiiriicii
kapasite grafikleri ¢izilmis ve egilim c¢izgisi belirlenmistir. Bu grafik ve egilim
c¢izgisi formiiliinden faydalanarak ekstrelerin TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant

Capacity) degerleri hesaplanmistir (93-94).

3.7.4. Total Antioksidan Kapasite Tayini

Fenolik  bilesiklerin asit ortamda molibdeni indirgemesi esasina
dayanmaktadir (95). Kullanilan fosfomolibdat reaktifinin hazirlanisi su sekildedir:

0,6 M H2S04 100 mL

4mM amonyum molibdat 100 mL

28 mM sodyum fosfat 100 mL
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3.4.1 ve 3.4.2°de belirtilen sekilde hazirlanan ekstrelerin 500 pg/mL, 250
ug/mL, 100 pg/mL, 50 pug/mL, 25 pug/mL konsantrasonlart metanolle hazirlanmstir.
Standart olarak kullanilan askorbik asit ayni sekilde metanol ile seyreltilerek 50
ug/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda g¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kor olarak metanol ve fosfomolibdat reaktifi kullanilmistir.

24’11 plaka igerisindeki kuyucuklara 100°er pL kor i¢in metanol, hazirlanan
farkl1 konsantrasyonlardaki ekstre ve standartlar eklenmis {izerlerine 1’er mL
fosfomolibdat reaktifi eklenmistir. Bu islemden sonra plaka giimiis folyo ile
kaplanmis ve 95 °C’lik su banyosunda 90 dakika boyunca inkiibasyona birakilmisgtir.
Daha sonra sogutulmus ve 765 nm’de absorbanslari 6l¢tilmiistiir.

Standart ve ekstrelerin % total antioksidan kapasiteleri asagidaki

formiille hesaplanmustir.

Total antioksidan kapasite (%)=((AbSnumune — AbSksr)/Absksr) X 100

Bu degerler hesaplandiktan sonra konsantrasyona karst % kapasite grafikleri
cizilmis ve egilim c¢izgisi belirlenmistir. Bu grafik ve egilim ¢izgisi formiiliinden
faydalanarak ekstrelerin ve standartin ICso degerleri hesaplanarak karsilagtirma

yapilmistir.

3.7.5. FRAP (Demir-rediikleyici antioksidan kapasite) tayini

3.4’te belirtilen sekilde hazirlanan ekstrelerin farkli konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlar 500 png/mL, 250 pg/mL, 100 png/mL, 50 pg/mL,
25 pg/mL olarak seg¢ilmistir. Bu konsantrasyonlar hazirlanirken seyreltme islemleri
metanol ile gergeklestirilmistir. Standart olarak kullanilan kersetinin metanoldeki
2,50 pug/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 png/mL, 80 pg/mL, 125 pg/mL, 160
ug/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltileri
hazirlanmustir.

Bu ¢ozeltilerin 1 mL’si tizerine 2,5 mLfosfat tamponu (pH:6.6) ve 2,5 mL
potasyum ferrisiyanit (KsFe(CN)e) ilave edilmis 50 °C’de 20 dakika inkiibasyona

birakilmistir. Stirenin sonunda 2,5 mL TCA (trikloroasetikasit) ilave edilmis ve
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kuvvetlice ¢alkalanmistir. Daha sonra ¢6zeltiden 2,5 mL alinmis ve lizerine 2,5 mL
distile su ve 0,5 mL FeCls (% 0,1 a/h) ilave edilmistir.

Orneklerin ~ demir-rediikleyici  antioksidan kapasiteleri 700 nm’de
spektrofotometrik olarak 6lglim yapilarak belirlenmistir (96-97).

Bu degerler hesaplandiktan sonra konsantrasyona karsi absorbans grafikleri
cizilmis ve egilim ¢izgisi belirlenmistir. Bu grafik ve egilim ¢izgisi formiiliinden
faydalanarak ekstrelerin KEAK (Kersetin Ekivalan Antioksidan Kapasite) degerleri

hesaplanmustir.

3.7.6. CUPRAC (Bakir Rediikleyici Antioksidan Kapasite) tayini

3.4’te belirtilen sekilde hazirlanan ekstrelerin farkli konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlar 500 ng/mL, 250 pg/mL, 100 png/mL, 50 pg/mL,
25 pg/mL olarak sec¢ilmistir. Bu konsantrasyonlar hazirlanirken seyreltme islemleri
metanol ile gergeklestirilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ayni sekilde
metanol ile seyreltilerek 2,50 ug/mL, 5 pug/mL, 10 png/mL, 20 png/mL, 40 png/mL, 80
ug/mL, 125 pg/mL, 160 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir.

1 mL CuClz ¢6zeltisi, ImL neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) ve 1mL
amonyum asetat (CH3COONHs) tamponu (pH:7) karistirilmigs ve {izerine
ekstrelerden veya standarttan 0,5 mL eklenmistir. 30 dakika karanlikta inkiibasyona
birakilan 6rneklerin daha sonra 450 nm’de absorbans dl¢timleri yapilmustir (98).

Bu degerler hesaplandiktan sonra konsantrasyona karsi absorbans grafikleri
cizilmis ve egilim cizgisi belirlenmistir. Bu grafik ve egilim ¢izgisi formiiliinden
faydalanarak ekstrelerin GAEAK (Gallik Asit Ekivalan Antioksidan Kapasite)

degerleri hesaplanmistir.
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3.8. Fitokimyasal Cahsmalar

3.8.1. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Calismada standart maddeler ve ekstrelerin genel profillerinin tayini i¢in iITK
yapilmistir.

Adsorban: Normal faz (Aliiminyum hazir plak, Kieselgel 60 F2s4, 0,20 mm,
Merck, Art. 5554).

Revelator: Vanilinin stilfiirik asitteki %1°lik ¢ozeltisi

Lekelerin belirlenmesi: UVa2s4 ve UV3ss nm lamba.

Isitma: 105 °C’de 1-2 dakika

Siriklenme mesafesi: 7-10 cm

3.8.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Tez kapsamindaki tiim HPLC ¢alismalari (parmak izi analizleri, miktar tayini

ve validasyon ¢alismalar1) Dionex HPLC sistemi ile yiirtitiilmiistiir.

Adsorban : LiChroprep C-18 (40-63 um, Merck)

Kolon : ACE 5 C18 (250mm x 4mm X 6um)
Enjektor : Rheodyne

Pompa : Dionex

Akis hiz1 :,0,8,1,2, 1 ml/dk

Basing : 50-300 bar

Yontem : Silybum marianum Tablo. 3.4.

Achillea millefolium Tablo. 3.7.
Achillea filipendulina Tablo. 3.8.
Echinacea purpurea Tablo. 3.3.
Mentha piperita Tablo. 3.5.
Salvia officinalis Tablo. 3.6.
Nigella sativa Tablo 3.9.

Nigella damascena Tablo 3.10.
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Solvan sistemi

Kromatografik
Yontem

Bitki

CHCl3-MeOH-H.0 (80:20:2)

ITK, Prep. iITK

Silybum marianum
Echinacea purpurea
Achillea millefolium
A. filipendulina
Nigella sativa

N. damascena
Salvia officinalis
Mentha piperita

CHCls-MeOH-H.0 (70:30:3)

ITK

Silybum marianum
Echinacea purpurea
Achillea millefolium
A. filipendulina
Nigella sativa

N. damascena
Salvia officinalis
Mentha piperita

EtOAc- MeOH-H.0 (100:17:13)

ITK, Prep. ITK

Silybum marianum
Echinacea purpurea
Salvia officinalis
Mentha piperita

H>0(% 0.1 fosforik asit)-Asetonitril HPLC Echinacea purpurea
Achillea millefolium
A. filipendulina
Nigella sativa
N. damascena

%0,5 fosforik asit igeren % 35 MeOH HPLC . .
Silybum marianum

90,5 fosforik asit iceren % 50 MeOH HPLC . .
Silybum marianum

Fosforik asit: asetonitril:su (1:19:80) HPLC Salvia officinalis
Mentha piperita

Fosforik asit:metanol:asetonitril (1:40:59) HPLC Salvia officinalis

Mentha piperita

Standartlarin Kalibrasyonu

Standart olarak secgilen klorojenik asit, ekinakozit, silibinin, rozmarinik asit

tartildiktan sonra metanolde c¢oziilerek 100, 75, 50, 40, 25, 10, 5, 1, 0,5, 0,1 ve 0,05

ppm’lik konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmis, her standart kendine ait uygun

metotlarla HPLC sisteminde analiz edilmistir.
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Echinacea purpurea

Asagidaki tabloda yer alan solvan sistemi ile ayirim gergeklestirilmistir.

Tablo 3.3. Echinaceae purpurea HPLC eliisyon profili

A B
Fosforik asitli su (pH:2,5) (Asetonitril)

0 dk. 90 10
13 dk. 88 22
14 dk. 60 40
20 dk. 60 40
25 dk. 20 80
30 dk. 90 10
35 dk. 90 10

Akis Hizi: 1 mL / dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 puL

Kolon: ACE 5 C18 (250mm x 4mm X 6um)

Sicakhik: 30 °C

Dedektor: UV 330

Hareketli fazin hazirlanmasi: Fosforik asit eklenmis ¢ozeltinin pH’s1 kolonun
yapisini bozmamast i¢in 2,4 e ayarlanmistir. Solvan sistemleri kullanilmadan 6nce
stizlilmiis ve ultrasonik banyoda 20 dakika bekletilmistir.

Standart maddelerin hazirlanmasi: Ekinakozit ve klorojenik asit 1mg/1mL olarak
hazirlanmis, daha sonra ihtiyaca gore degisik konsantrasyonlara gecis yapilmistir.

Ekstrelerin hazirlanmasi: Ekstreler 3.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmistir.
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Silybum marianum

Asagidaki tabloda yer alan solvan sistemi ile ayirim gerceklestirilmistir.

Tablo 3.4. Silypbum marianum HPLC eliisyon profili

A B
% 35 metanol + fosforik asit % 50 metanol + fosforik asit
(pH:2,5) (pH:2,5)

0 dk. 100 0
28 dk. 0 100
35 dk. 0 100
36 dk. 100 0
51 dk. 100 0

Akis Hizi: 0,8 mL / dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 puL

Kolon: ACE 5 C18 (250mm x 4mm x 6um)

Sicakhik: 30 °C

Dedektor: UV 288

Hareketli fazin hazirlanmasi: Fosforik asit eklenmis ¢ozeltinin pH’s1 kolonun
yapisini bozmamasi i¢in 2,4 e ayarlanmistir. Solvan sistemleri kullanilmadan 6nce
stizlilmiis ve ultrasonik banyoda 20 dakika bekletilmistir.

Standart maddelerin hazirlanmasi: Silibinin 1mg/ImL olarak hazirlanmis sonra
ihtiyaca gore degisik konsantrasyonlara gecis yapilmistir.

Ekstrelerin hazirlanmasi: Ekstreler 3.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmgtir.
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Mentha piperita

Asagidaki tabloda yer alan solvan sistemi ile ayirim gerceklestirilmistir.

Tablo 3.5. Mentha piperita HPLC eliisyon profili

A B
asetonitril:su (19:80) metanol:asetonitril (40:59)
+Fosforik asit - pH:2,5 +Fosforik asit - pH:2,5

0 dk. 90 10
13 dk. 88 22
14 dk. 60 40
20 dk. 60 40
25 dk. 20 80
30 dk. 90 10
35 dk. 90 10

Akis Hizi: 1,2 mL / dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 uL

Kolon: ACE 5 C18 (250mm x 4mm x 6um)

Sicaklik: 30 °C

Dedektor: UV 330

Hareketli fazin hazirlanmasi: Fosforik asit eklenmis ¢ozeltinin pH’s1 kolonun
yapisini bozmamasi i¢in 2,4 e ayarlanmistir. Solvan sistemleri kullanilmadan 6nce
stiziilmiis ve ultrasonik banyoda 20 dakika bekletilmistir.

Standart maddelerin hazirlanmasi: Rozmarinik asit 1mg / 1mL olarak hazirlanmis
sonra ihtiyaca gore degisik konsantrasyonlara gecis yapilmistir.

Ekstrelerin hazirlanmasi: Ekstreler 3.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmistir.
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Salvia officinalis

Asagidaki tabloda yer alan solvan sistemi ile ayirim gerceklestirilmistir.

Tablo 3.6. Salvia officinalis HPLC eliisyon profili

A B
asetonitril:su (19:80) metanol:asetonitril (40:59)
+Fosforik asit - pH:2,5 +Fosforik asit - pH:2,5

0 dk. 90 10
13 dk. 88 22
14 dk. 60 40
20 dk. 60 40
25 dk. 20 80
30 dk. 90 10
35 dk. 90 10

Akis Hizi: 1,2 mL / dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 uL

Kolon: ACE 5 C18 (250mm x 4mm x 6um)

Sicaklik: 30 °C

Dedektor: UV 330

Hareketli fazin hazirlanmasi: Fosforik asit eklenmis ¢ozeltinin pH’s1 kolonun
yapisini bozmamasi i¢in 2,4 e ayarlanmistir. Solvan sistemleri kullanilmadan 6nce
stiziilmiis ve ultrasonik banyoda 20 dakika bekletilmistir.

Standart maddelerin hazirlanmasi: Rozmarinik asit 1mg / ImL olarak hazirlanmig
sonra ihtiyaca gore degisik konsantrasyonlara gecis yapilmistir.

Ekstrelerin hazirlanmasi: Ekstreler 3.4.2°de anlatildig: sekilde hazirlanmistir.
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Achillea millefolium

Asagidaki tabloda yer alan solvan sistemi ile ayirim gerceklestirilmistir.

Tablo 3.7. Achillea millefolium HPLC eliisyon profili

A B
(%0,1 Fosforik asitli su) (Asetonitril)

0 dk. 90 10
13 dk. 78 22
20 dk. 70 30
30 dk. 60 40
38 dk. 20 80
40 dk. 90 10
45 dk. 90 10

Akis Hizi: 1 mL / dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 puL

Kolon: ACE 5 C18 (250mm x 4mm X 6um)

Sicakhik: 30 °C

Dedektor: UV 330

Hareketli fazin hazirlanmasi: Fosforik asit eklenmis ¢ozeltinin pH’s1 kolonun
yapisini bozmamast i¢in 2,4 e ayarlanmistir. Solvan sistemleri kullanilmadan 6nce
stizlilmiis ve ultrasonik banyoda 20 dakika bekletilmistir.

Standart maddelerin hazirlanmasi: Standart kullanilmadi.

Ekstrelerin hazirlanmasi: Ekstreler 3.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmastir.
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Achillea filipendulina

Asagidaki tabloda yer alan solvan sistemi ile ayirim gerceklestirilmistir.

Tablo 3.8. Achillea filipendulina HPLC eliisyon profili

A B
(%0,1 Fosforik asitli su) (Asetonitril)

0 dk. 90 10
13 dk. 78 22
20 dk. 70 30
30 dk. 60 40
38 dk. 20 80
40 dk. 90 10
45 dk. 90 10

Akis Hizi: 1 mL / dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 puL

Kolon: ACE 5 C18 (250mm x 4mm X 6um)

Sicakhik: 30 °C

Dedektor: UV 330

Hareketli fazin hazirlanmasi: Fosforik asit eklenmis ¢ozeltinin pH’s1 kolonun
yapisini bozmamast i¢in 2,4 e ayarlanmistir. Solvan sistemleri kullanilmadan 6nce
stizlilmiis ve ultrasonik banyoda 20 dakika bekletilmistir.

Standart maddelerin hazirlanmasi: Standart kullanilmadi.

Ekstrelerin hazirlanmasi: Ekstreler 3.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmastir.
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Nigella sativa

Asagidaki tabloda yer alan solvan sistemi ile ayirim gerceklestirilmistir.

Tablo 3.9. Nigella sativa HPLC eliisyon profili

A B
(%0,1 Fosforik asitli su) (Asetonitril)

0 dk. 90 10
13 dk. 78 22
20 dk. 70 30
30 dk. 60 40
38 dk. 20 80
40 dk. 90 10
45 dk. 90 10

Akis Hizi: 1 mL / dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 puL

Kolon: ACE 5 C18 (250mm x 4mm X 6um)

Sicakhik: 30 °C

Dedektor: UV 330

Hareketli fazin hazirlanmasi: Fosforik asit eklenmis ¢ozeltinin pH’s1 kolonun
yapisini bozmamast i¢in 2,4 e ayarlanmistir. Solvan sistemleri kullanilmadan 6nce
stizlilmiis ve ultrasonik banyoda 20 dakika bekletilmistir.

Standart maddelerin hazirlanmasi: Standart kullanilmadi.

Ekstrelerin hazirlanmasi: Ekstreler 3.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmastir.
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Nigella damascena

Asagidaki tabloda yer alan solvan sistemi ile ayirim gerceklestirilmistir.

Tablo 3.10. Nigella damascena HPLC eliisyon profili

A B
(%0,1 Fosforik asitli su) (Asetonitril)

0 dk. 90 10
13 dk. 78 22
20 dk. 70 30
30 dk. 60 40
38 dk. 20 80
40 dk. 90 10
45 dk. 90 10

Akis Hizi: 1 mL / dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 puL

Kolon: ACE 5 C18 (250mm x 4mm X 6um)

Sicakhik: 30 °C

Dedektor: UV 330

Hareketli fazin hazirlanmasi: Fosforik asit eklenmis ¢ozeltinin pH’s1 kolonun
yapisini bozmamast i¢in 2,4 e ayarlanmistir. Solvan sistemleri kullanilmadan 6nce
stizlilmiis ve ultrasonik banyoda 20 dakika bekletilmistir.

Standart maddelerin hazirlanmasi: Standart kullanilmadi.

Ekstrelerin hazirlanmasi: Ekstreler 3.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmastir.
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3.8.3. Yontemlerin Validasyon Calismalar:

Kromatografik yontem kosullar1 optimize edildikten sonra yoOntemin

validasyon ¢alismalar1 ICH’e gore yapilmistir (99).
Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunlugu, enjeksiyon kesinligi, kapasite faktorii, ayiricilik, teorik
tabaka sayis1 ve pik asimetri oranina gore degerlendirilmistir. Test i¢in ayn1 standart
¢ozeltinin on tekrarli enjeksiyonu sonucunda elde edilen veriler kullanilmigtir.

Analiz sonunda elde edilen degerler, sinir degerler ile karsilastirilmigtir (Tablo 3.11).

Tablo 3.11. Sistem uygunluk test kriterleri.

Test edilen parametre Simir deger
Enjeksiyon kesinligi BSS< % 1,n>5
Kapasite faktorii (k") k'>2

Ayiricilik Rs>1.5

Asimetri faktorii <15

Teorik tabaka sayisi N > 2000

n: Enjeksiyon sayisi

HPLC calismasinda enjektoriin numuneyi alarak tatbik etmesi ile numunenin
dedektor tarafindan tespit edildigi ana kadar gegen siireye alikonma zamani (tRr)
denir. Tatbik edilen standart ya da numune icersinden kolon ile etkilesime
girmeyecek olan bilesikler, ¢ok kisa bir alikonma zamanina sahiptirler ve ¢ok ¢abuk
sinyal verirler. Bu sinyalin siiresi 6lii hacim Vo veya to olarak adlandirilir. Bu iki
deger ile kapasite faktorii (k") hesaplanir. Her maddenin kendine 6zgii bir kapasite
faktorti vardir (Sekil 3.1).

k' = (tr-to) / to
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trveya Vr

v

A

toveya Vo
+—>

v
1

Dedektor cevabi

trveya Vr

Sekil 3.1. Kapasite faktorii (k") hesaplanmasi

Kolon etkinligini gosteren bir parametre olan teorik tabaka sayisi N = 16 X

(tr / w)2 formiilii ile esaplanir

Kolon etkinligi i¢in diger 6nemli parametre pik asimetrisidir. Hesaplanmasi

icin As=B/A formiilii kullanilir (Sekil 3.2).

0 =——————————— ; ‘.‘ -
) N Pik .- Pik ()
yiksekligi yitksekliginin
/ \ % 107u
7 A B
X L P ‘N
C — v . i
! W \‘

\ 4

Sekil 3.2. Pik asimetrisi hesaplanmasi

Kararhhk

Her standart buzdolabinda (+4 °C’de) ve oto ornekleyicideki kararliliklarina
gore degerlendirilmigstir. Standartlarin baslangicta ve farkli zamanlarda enjekte

edildiginde elde edilen sonuglar, % bagil miktarlar hesaplanarak degerlendirilmistir.
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Duyarhhk

Gozlenebilme smir1t (LOD) ve alt tayin smir1 (LOQ) sinyal/giiriiltii (S/G)

oraninin sirastyla 3 ve 10 oldugu konsantrasyonlar olarak bulunmustur (Sekil 3.3).

153 MENT-SAL-TEZ #21 Rosmo,L UV Vs 3
" mau b WVL:350

sinyel (S) Giiriiltii (G)

Giiriltii (G)

Sekil 3.3. LOD ve LOQ hesaplanmasi

Dogrusallik

Kalibrasyon egrileri en az on ayr1 konsantrasyonda standart ¢cozelti eklenerek
her bir standart i¢in olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi her bir standardin
konsantrasyonuna kars1 pik alaninin grafige gecirilmesiyle olusturulmustur.

Yontemlerin dogrusalligt ANOVA testi uygulanarak degerlendirilmistir.
ANOVA testi ile korelasyon katsayisinin dnemi ve regresyon katsayilarinin sifirdan
farkli olup olmadig1 degerlendirilmistir. Ayrica olmast gereken konsantrasyonlara
kars1, kalibrasyon verileri kullanilarak bulunan konsantrasyonlarin grafige gegirilerek

bir dogru elde edilip edilmemesi ile de yontem dogrusalligi degerlendirilmistir.

Kesinlik

Kesinlik caligmalar1 igin Oncelikle cihaz (enjeksiyon) tekrarlanabilirligi
calismas1 yapilmistir. Bu amagcla, dogrusal aralik igerisindeki bir konsantrasyon
degerinde hazirlanan standart ¢ézeltiden on enjeksiyon yapilmis ve sistem uygunluk
parametreleri degerlendirilmistir.

Yontemlerin kesinligi i¢in, giin i¢i ve gilinler aras1 ¢aligsmalar yapilmistir. Giin
i¢i ¢calismalarda, dogrusallik araligina giren ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde ticer

¢ozelti hazirlanmis ve bu cozeltiler ayni giin i¢inde analiz edilmistir. Giinler arasi
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caligmalar, giin i¢i ¢alismalarin aym sartlarla ii¢ farkli glinde tekrarlanmasi ile
yapilmistir. Kesinlik sonuglar1 Bagil Standart Sapma (BSS) degerlerinin

hesaplanmasi ile degerlendirilmistir.

Dogruluk

Dogruluk, kesinlik caligmasindaki gibi gilin i¢i ve giinler arasit caligmalar
yapilarak belirlenmistir.

Dogruluk, 3 farkli konsantrasyonda (5, 25 ve 50 pg/mL) hazirlanan
standartlarin ayni giin i¢cinde 3 kez ve farkli giinlerde 3 kez daha analizi sonucunda
olmas1 gereken miktarlar ile elde edilen sonuglarin karsilagtirilarak bagil hata

degerlerinin hesaplanmasi ile degerlendirilmistir.

Geri Kazanim

Geri kazanim ¢aligmalarinda her bir standart igin farkli matrikslerden geri
kazanim ¢alismalar1 yapilmistir.
Geri kazanim ¢aligmalar1 her bir matriks i¢in dogrusallik araligina giren {i¢

farkli konsantrasyonda gergeklestirilmis ve ortalama geri kazanim hesaplanmaigtir.

Secicilik (Ozgiinliik)

Secicilik, dogrudan kalibrasyon ve standart ekleme kalibrasyon yontemi
kullanilarak yapilmistir. Her iki kalibrasyon egrisinden elde edilen egimler

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Saglamhk

Saglamlik  calismalarinda  optimum  deney  kosullarindaki  kiiglik
degisikliklerin cevap iizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen veriler ANOVA

testi kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.84. GC-MS (Gaz Kromatografisi — Kiitle Spektrometresi) ile
metabolomik analizi

Numune hazirlama

Bitki ekstresi ve standartlar alinarak kuruluga kadar ugurulur. Uzerine 50 pL
20 mg /mL metoksiamin/piridin eklenir ve 90 dk 30 °C’de inkiibe edilir. 80 pL N-
metil- N-trimetilsililtrifloroasetamit+%]1 trimetilklorosilan eklenerek 30 dk 37 °C’de
tirevlendirme islemi gergeklestirilir. Oda sicakligina ulasildiktan sonra numuneler
GC/MS viallerine aktarilir.

Cahisma Kosullar

GC-MS i¢in optimize edilen ¢alisma kosullar1 asagida verilmistir.

Tablo 3.12. GC-MS i¢in optimize edilen ¢aligma kosullar

Cihaz Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Kolon DB5-MS kolon (30 m +10 m 6n kolon; 0.25 mm
i¢ ¢ap ve 0.25 pm film kalinlig1)

Firin sicaklik programi 60 °C (1 dk), 10 °C/dk ile 325 °C ulagilir. 10 dk
beklenir ve sogutulur.

Analiz stiresi 37.5 dk

Enjeksiyon hacmi 1 pL (1:10 bolmeli)

Tastyic1 gaz Helyum 1 mL/dk

MSD transfer bolmesi 290°C

sicaklig1
Coziicli delay siiresi 5.90 dk
Kiitle aralig1 50-650 dalton
Veri analizi

GC-MS analizleri sonucunda elde edilen kompleks kromatogramlar

ayristirildiktan sonra piklerin alikonma zamanlar1 SpectConnect yazilimi kullanilarak
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diizeltildi ve verimatrisleri olusturuldu. Metabolitlere ait pikler, alikonma indeksli
Fiehn ve Golm Database kiitiiphaneleri kullanilarak aydinlatilmistir.

GC-MS temelli metabolomik analizler sonucunda elde edilen veri matrisi
SIMCA-P+ programina aktarilarak temel bilesenler analizi (PCA) analizi

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Matriks Metalloproteinaz Inhibitér Aktivite Cahsmalar’’na Ait

Bulgular

4.1.1. Matriks Metalloproteinaz-1 (MMP-1) inhibitor Aktivite Bulgular

Achillea millefolium ve A. filipendulina ¢igekli iist kisimlarinin Mentha
piperita ve Salvia officinalis yapraklarinin metanolli ekstrelerinin MMP-1 enzimini
inhibe edici etkileri 5 farkli konsantrasyonda (500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 ug/mL,
50 png/mL, 25 pg/mL) NNGH ile karsilastirilarak test edilmistir.

Tablo 4.1. Achillea millefolium, A. filipendulina, Mentha piperita ve Salvia
officinalis’in metanolli ekstrelerinin MMP-1 enzimini inhibisyon

ylizdeleri
25 ug/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 250 ug/mL | 500 pg/mL | 1,3uM
Achillea millefolium 67,24 70,32 73,20 77,62 81,27
A. filipendulina 57,73 63,98 66,95 71,47 78,29
Mentha piperita 60,04 68,88 72,24 75,31 84,44
Salvia officinalis 60,13 65,90 70,99 75,79 70,51
NNGH 90,8

4.1.2. Matriks Metalloproteinaz-8 (MMP-8) inhibitor Aktivite Bulgular

Achillea millefolium ve A. Filipendulina ¢igekli iist kisimlarinin, Mentha
piperita ve Salvia officinalis’in yapraklarinin metanollii ekstrelerinin MMP-8
enzimini inhibe edici etkileri 5 farkli konsantrasyonda (500 ug/mL, 250 pug/mL, 100
ug/mL, 50 ug/mL, 25 png/mL) NNGH ile karsilastirilarak test edilmistir.



Tablo 4.2. Achillea millefolium, A. filipendulina, Mentha piperita

ve Salvia officinalis’in metanollii ekstrelerinin MMP-8 enzimini
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inhibisyon yiizdeleri
25 pg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1,3uM
Achillea millefolium 71,98 73,34 72,96 74,47 75,30
A. filipendulina 70,32 71,90 73,19 72,89 62,99
Mentha piperita 70,62 73,04 76,21 78,25 80,36
Salvia officinalis 70,85 73,19 77,79 80,51 80,06
NNGH 93,88
4.1.3. Matriks Metalloproteinaz-13 (MMP-13) Inhibitér Aktivite
Bulgulan

Achillea millefolium ve A. filipendulina g¢igekli tist kisimlarinin, Mentha

piperita ve Salvia officinalis’in yapraklarinin metanolli ekstrelerinin MMP-13

enzimini inhibe edici etkileri 5 farkli konsantrasyonda (500 png/mL, 250 pg/mL, 100

ug/mL, 50 pg/mL, 25 ug/mL) NNGH ile karsilastirilarak test edilmistir.

Tablo 4.3. Achillea millefolium, A. filipendulina, Mentha piperita ve Salvia

officinalis metanolli ekstrelerinin MMP-13 enzimini inhibisyon

ylizdeleri
25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1,3uM
Achillea millefolium 80,99 76,39 77,90 83,37 89,20
A. filipendulina 77,83 76,10 77,32 82,00 84,31
Mentha piperita 82,72 73,94 90,64 92,73 91,72
Salvia officinalis 78,83 86,47 85,53 89,27 89,63

NNGH

91,94




4.2. Giinesten Koruyucu Faktor Calismalarina Ait Bulgular

Tablo 4.4. Achillea millefolium, A. filipendulina, Mentha piperita ve Salvia

officinalis metanollii ekstrelerinin giinesten koruyucu faktorleri

100 pg/mL | 200 pg/mL
Achillea millefolium 1,16 2,08
A. filipendulina 1,29 2,51
Mentha piperita 2,15 4,08
Salvia officinalis 2,35 3,80
GKF
45
gy
X
8 35
3 3
225
>
5 2
<15
a1
He=
o 0
Achillea Achillea Mentha Salvia
millefolium  filipendulina piperita officinalis

B 100 mg/mL ®200 mg/mL

Sekil 4.1. Achillea millefolium, A. filipendulina, Mentha piperita ve Salvia

officinalis metanollii ekstrelerinin giinesten koruyucu faktorleri
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4.3. Antioksidan Kapasite Tayini Calismalarina Ait Bulgular

4.3.1. DPPH Radikalini Siipiiriicii Kapasite

S. marianum, A. millefolium, A. filipendulina, E. purpurea, M. piperita, S.
officinalis, N. sativa, N. damascena metanollii ekstrelerinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin DPPH radikalini siipiiriicii kapasitesine ait bulgular
asagidaki tablolarda verilmistir. Ekstrelerin DPPH radikalini siipiiriicii kapasitesi 500
ug/mL, 250 ug/mL, 100 ug/mL, 50 ug/mL, 25 pug/mL konsantrasyonlarda askorbik
asitin DPPH radikalini siipiiriicii kapasitesi 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5

ug/mL, 2 ng/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tiim Ekstrelerin DPPH Radikalini Siipiiriicii Kapasitesi

Tablo 4.5. S. marianum, A. millefolium, A. filipendulina, E. purpurea, M. piperita, S.
officinalis, N. sativa, N. damascena metanollii ekstrelerinin DPPH
radikalini stipiiriicti kapasiteleri

% Inhibisyon
Ekstre 500 pg/mL | 250 pg/mL | 100 pg/mL | 50 pg/mL 25 pg/mL
Silybum marianum 19,81 - - - -
Achillea millefolium 88,35 63,53 1,34 - -
A. filipendulina 88,98 79,11 24,12 - -
Echinacea purpurea 62,89 11,32 - - -
Mentha piperita 91,58 92,36 91,50 62,71 217,87
Salvia officinalis 88,65 89,05 58,89 39,74 -
Nigella sativa - - - - -
N. damascena - - - - -
Askorbik asit 94,21 93,77




Tablo 4.6. Askorbik asitin DPPH radikalini siipiiriicii kapasitesi
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Standart 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL 2 pg/mL
Askorbik asit 94,21 93,77 42,86 19,74 6,86
®500 /momug/mL ™250 /@5Eug/mL “ 100 /ELOGg/mL 50 /BEug/mL  ®10 /2Eug/mL

100
90
80
70
6
5
4
3
2
1

% Inhibisyon
o O O o o

o

0

Silybum marianum

ALkk |

Sekil 4.2. S. marianum, A. millefolium, A. filipendulina, E. purpurea, M. piperita,

Achillea millefdium
Achilleafilipendulina

Echinacea purpurea

Mentha piperita

Salvia officinalis

Nigella sativa
Nigella damascena

Askorbik asit

S. officinalis, N. sativa, N. damascena metanollii ekstrelerinin DPPH

radikalini siipiiriicii kapasiteleri

4.3.2. ABTS Radikalini Siipiiriicii Kapasite

Silybum marianum

Silybum marianum  meyvelerinin metanollii ekstresinin ve standart olarak

kullanilan troloksun ABTS radikalini siipiiriicii kapasitesine ait bulgular asagidaki

tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50

ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda troloksun etkisi 50 ug/mL, 25 pug/mL, 10

ug/mL, 5 ng/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.
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Tablo 4.7. Silybum marianum meyvelerinin metanollii ekstresinin ABTS radikalini

stipiiriicti kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Silybum marianum
metanol ekstresi

54,59 24,15 7,99 9,01 5,27

Tablo 4.8. Silybum marianum ¢igekli iist kisimlarinin TEAK (mg troloks/g ekstre)
degeri

TEAK (mg troloks/g ekstre)
‘ Silybum marianum metanol ekstresi 14,46

Achillea millefolium

Achillea millefolium ¢igekli iist kisimlarinin metanollii ekstresinin ve standart
olarak kullanilan troloksun ABTS radikalini siipiiricti kapasitesine ait bulgular
asagidaki tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 ug/mL, 100
ug/mL, 50 ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda troloksun etkisi 50 pg/mL, 25
ug/mL, 10 ug/mL, 5 ng/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.9. Achillea millefolium gigekli tist kisimlarinin metanollii ekstresinin ABTS

radikalini stipiirticii kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Achillea millefolium
metanol ekstresi 85,37 77,38 42,52 29,42 21,60

Tablo 4.10. Achillea millefolium gigekli iist kisimlarinin TEAK (mg troloks/g ekstre)

degeri

TEAK (mg troloks/g ekstre)
Achillea millefolium metanol ekstresi 65,10
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Achillea filipendulina

Achillea filipendulina ¢igekli iist kisimlarinin metanollii ekstresinin ve
standart olarak kullanilan troloksun ABTS radikalini siipiiriicti kapasitesine ait
bulgular asagidaki tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 pg/mL, 250
ug/mL, 100 ug/mL, 50 ug/mL, 25 pg/mL konsantrasyonlarda troloksun etkisi 50
ng/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.11. Achillea filipendulina gigekli {ist kistmlarinin metanollii ekstresinin
ABTS radikalini siipliriicii kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Achillea filipendulina
metanol ekstresi 85,54 84,35 64,29 31,12 20,92

Tablo 4.12. Achillea filipendulina gigekli st kisimlarinin TEAK (mg troloks/g
ekstre) degeri

TEAK (mg troloks/g ekstre)
| Achillea filipendulina metanol ekstresi 93,20

Echinacea purpurea

Echinacea purpurea toprak istii kisimlarmin metanollii ekstresinin ve
standart olarak kullanilan troloksun ABTS radikalini siipiiriicii kapasitesine ait
bulgular asagidaki tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 pg/mL, 250
ug/mL, 100 ug/mL, 50 ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda troloksun etkisi 50
ug/mL, 25 ug/mL, 10 ug/mL, 5 ng/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.13. Echinacea purpurea toprak iistii kistmlarinin metanollii ekstresinin
ABTS radikalini siipiiriicli kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Echinacea purpurea
metanol ekstresi 83,33 50,17 17,18 11,90 8,67




Tablo 4.14. Echinacea purpurea toprak iistii kisimlarinin TEAK (mg troloks/g

ekstre) degeri

TEAK (mg troloks/g ekstre)

Echinacea purpurea metanol ekstresi

26,62

Mentha piperita

Mentha piperita yapraklarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak

kullanilan troloksun ABTS radikalini siipliriicii kapasitesine ait bulgular asagidaki

tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50

ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda troloksun etkisi 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10

ug/mL, 5 ng/mL, 2 ug/mL Konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.15. Mentha piperita yapraklarinin metanollii ekstresinin ABTS radikalini

stiptirticti kapasitesi

% Inhibisyon

EKSTRE

500 pg/mL

250 pg/mL

100 pg/mL

50 pg/mL

25 ng/mL

Mentha piperita
metanol ekstresi

85,71

85,37

79,76

73,64

46,26

Tablo 4.16. Mentha piperita yapraklarinin TEAK (mg troloks/g ekstre) degeri

TEAK (mg troloks/g ekstre)

‘ Mentha piperita metanol ekstresi

243,48

Salvia officinalis

Salvia officinalis yapraklarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak

kullanilan troloksun ABTS radikalini siipiiriicti kapasitesine ait bulgular asagidaki

tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50

ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda troloksun etkisi 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10

ug/mL, 5 ug/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.
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Tablo 4.17. Salvia officinalis yapraklarinin metanollii ekstresinin ABTS radikalini

stiptiriicii kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Salvia officinalis
metanol ekstresi 85,88 85,88 84,01 75,17 46,26

Tablo 4.18. Salvia officinalis yapraklarinin TEAK (mg troloks/g ekstre) degeri

TEAK (mg troloks/g ekstre)
| Salvia officinalis metanol ekstresi 245,68

Nigella sativa

Nigella sativa tohumlarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan troloksun ABTS radikalini siipliriicii kapasitesine ait bulgular asagidaki
tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ng/mL, 250 ug/mL, 100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda troloksun etkisi 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10
ug/mL, 5 ng/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.19. Nigella sativa tohumlarinin metanollii ekstresinin ABTS radikalini

stiptirticti kapasitesi

% Inhibisyon

EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
Nigella sativa
metanol ekstresi 26,19 13,10 11,22 11,22 0,00

Tablo 4.20. Nigella sativa tohumlarinin TEAK (mg troloks/g ekstre) degeri

TEAK (mg troloks/g ekstre)
‘ Nigella sativa metanol ekstresi 7,96
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Nigella damascena

Nigella damascena tohumlarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan troloksun ABTS radikalini siipliriicii kapasitesine ait bulgular asagidaki
tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda troloksun etkisi 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10
ng/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.21. Nigella damascena tohumlarinin metanollii ekstresinin ABTS radikalini

stiptirticti kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Nigella damascena
metanol ekstresi 1548 5,95 4,93 9,18 12,59

Tablo 4.22. Nigella damascena tohumlarinin TEAK (mg troloks/g ekstre) degeri

TEAK (mg troloks/g ekstre)
‘ Nigella damascena metanol ekstresi 5,74

Tiim Ekstrelerin ABTS Radikalini Siipiiriicii Kapasiteleri

Tablo 4.23. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina, Echinacea
purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa, N.
damascena metanollii ekstrelerinin ABTS radikalini siipiiriicii

kapasiteleri
% Inhibisyon

Ekstre 500 pg/mL | 250 pg/mL | 100 pg/mL | 50 pg/mL 25 pg/mL
Silybum marianum 54,59 24,15 7,99 9,01 5,27
Achillea millefolium 85,37 77,38 42,52 29,42 21,60
A. filipendulina 85,54 84,35 64,29 31,12 20,92
Echinacea purpurea 83,33 50,17 17,18 11,90 8,67
Mentha piperita 85,71 85,37 79,76 73,64 46,26
Salvia officinalis 85,88 85,88 84,01 75,17 46,26
Nigella sativa 26,19 13,10 11,22 11,22 0,00
N. damascena 15,48 5,95 4,93 9,18 12,59
Troloks 85,88 86,56




Tablo 4.24. Troloksun ABTS radikalini stipiiriicli kapasitesi
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Standart

50 pg/mL

25 pg/mL

10 pg/mL

5 pg/mL

2 pg/mL

Troloks

85,88

86,56

68,37

34,01

12,76

% Inhibisyon

0

Silybum marianum

Achilleamillefolium
Achilleafilipendulina

Echinacea purpurea

Mentha piperita

Salviaofficinalis

" 500 /momug/mL ™ 250 /@5mug/mL ¥ 100 /ELOEg/mL

Nigdla saIiva
Nigdla damascena

b l L"Lli“ I..1IL

Troloks

50 /Bmug/mL ™10 /2Oug/mL

Sekil 4.3. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina,

Echinacea purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa,

N. damascena metanollii ekstrelerinin ABTS radikalini siiptiriicii

kapasiteleri
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4.3.3. NO Radikalini Siipiiriicii Kapasite

Silybum marianum

Silybum marianum meyvelerinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin NO radikalini siipiiriicii kapasitesine ait bulgular asagidaki
tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 upg/mL, 25
ug/mL, 10 ug/mL, 5 ng/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.25. Silybum marianum meyvelerinin metanolli ekstresinin NO radikalini

stiptirticti kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE /st 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Silybum marianum
metanol ekstresi

22,05 19,57 13,35 -

Achillea millefolium

Achillea millefolium ¢igekli iist kisimlarinin metanollii ekstresinin ve standart
olarak kullanilan askorbik asitin NO radikalini siipiiriicii kapasitesine ait bulgular
asagidaki tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 pug/mL, 250 pg/mL, 100
ug/mL, 50 pg/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50
ug/mL, 25 ug/mL, 10 ug/mL, 5 ng/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.26. Achillea millefolium ¢igekli iist kistmlarinin metanollii ekstresinin NO

radikalini siipiiriicti kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Achillea millefolium
metanol ekstresi 25,47 24,07 20,19 19,25 15,84
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Achillea filipendulina

Achillea filipendulina ¢igekli iist kisimlarimin metanollii ekstresinin ve
standart olarak kullanilan askorbik asitin NO radikalini siipiiriicii kapasitesine ait
bulgular asagidaki tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 pg/mL, 250
ug/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL konsantrasyonlarda askorbik asitin
kapasitesi 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda

test edilmistir.

Tablo 4.27. Achillea filipendulina gigekli tist kisimlarmin metanollii ekstresinin NO
radikalini siipiiriicti kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Achillea filipendulina
metanol ekstresi 29,81 26,40 22,98 19,88 18,32

Echinacea purpurea

Echinacea purpurea toprak {istii kisimlarinin metanollii ekstresinin ve
standart olarak kullanilan askorbik asitin NO radikalini siipiiriicii kapasitesine ait
bulgular asagidaki tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250
ug/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL konsantrasyonlarda askorbik asitin
kapasitesi 50 pug/mL, 25 pug/mL, 10 pg/mL, 5 pug/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda

test edilmistir.

Tablo 4.28. Echinacea purpurea toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinin NO

radikalini stipiiriici kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Echinacea purpurea
metanol ekstresi 29,19 27,33 26,09 22,05 16,46




Mentha piperita
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Mentha piperita yapraklarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak

kullanilan askorbik asitin NO radikalini siipliriicii kapasitesine ait bulgular agagidaki

tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50

ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 pg/mL, 25

pug/mL, 10 png/mL, 5 ug/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.29. Mentha piperita yapraklarinin metanollii ekstresinin NO radikalini

stiptirticti kapasitesi

% Inhibisyon

EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
Mentha piperita
metanol ekstresi 91,58 36,96 31,99 22,67 22,05
Tablo 4.30. Askorbik asitin NO radikalini siipiiriicti kapasitesi
% Inhibisyon
EKSTRE 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL 2 pg/mL
Askorbik asit 70,11 59,87 58,87 51,02 47,89

Menthaipiperitall Askorbik@sit
metanolekstresi

mIC50 427,98 5,15

Sekil 4.4. Mentha piperita yapraklarmin metanollii ekstresinin ve askorbik asitin

ICso degerleri (ug/mL).




81

Salvia officinalis

Salvia officinalis yapraklarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin NO radikalini siiptiriicii kapasitesine ait bulgular agagidaki
tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 pg/mL konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 pg/mL, 25
ng/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.31. Salvia officinalis yapraklarmin metanollii ekstresinin NO radikalini

stiptirticti kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Salvia officinalis
metanol ekstresi 27,02 25,78 25,47 24,53 22,98

Nigella sativa

Nigella sativa tohumlarmin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin NO radikalini siipiiriicii kapasitesine ait bulgular asagidaki
tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 ug/mL konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 upg/mL, 25
ug/mL, 10 ug/mL, 5 ng/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.32. Nigella sativa tohumlarinin metanollii ekstresinin NO radikalini
slipiiriicti kapasitesi

% Inhibisyon

EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
Nigella sativa
metanol ekstresi 23,60 22,05 19,57 14,60 0,31
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Nigella damascena

Nigella damascena tohumlarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin NO radikalini siiptiriicii kapasitesine ait bulgular agagidaki
tablolarda verilmistir. Ekstrenin kapasitesi 500 ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 pg/mL konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 pg/mL, 25
ng/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.33. Nigella damascena tohumlarinin metanollii ekstresinin NO radikalini

stiptirticti kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Nigella damascena
metanol ekstresi 20,19 19,57 16,46 10,56 -

Tiim Ekstrelerin NO Radikalini Siipiiriicii Kapasitesi

Tablo 4.34. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina, Echinacea
purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa, N.
damascena metanollii ekstrelerinin NO radikalini siipiiriicii kapasiteleri

% Inhibisyon
Ekstre 500 pg/mL | 250 pg/mL | 100 pg/mL | 50 pg/mL 25 pg/mL

Silybum marianum 22,05 19,57 13,35 - -
Achillea millefolium 25,47 24,07 20,19 19,25 15,84
A. filipendulina 29,81 26,40 22,98 19,88 18,32
Echinacea purpurea 29,19 27,33 26,09 22,05 16,46
Mentha piperita 91,58 36,96 31,99 22,67 22,05
Salvia officinalis 27,02 25,78 25,47 24,53 22,98
Nigella sativa 23,60 22,05 19,57 14,60 0,31

N. damascena 20,19 19,57 16,46 10,56 -
Askorbik asit 70,11 59,87




Tablo 4.35. Askorbik asitin NO radikalini siipiiriicti kapasitesi
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Standart

50 pg/mL

25 ng/mL

10 pg/mL

5 pg/mL

2 pg/mL

Askorbik asit

70,11
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47,89
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Sekil 4.5. S. marianum, A. millefolium, A. filipendulina, E. purpurea, M. piperita,

S. officinalis, N. sativa, N. damascena metanollii ekstrelerinin NO

radikalini stipiiriicii kapasiteleri

4.3.4. Fosfomolibdat Antioksidan Kapasite Tayini

Silybum marianum

Silypum marianum meyvelerinin metanollii ekstresinin ve standart olarak

kullanilan askorbik asitin fosfomolibdat yontemi kullanilarak yapilan total

antioksidan kapasite tayinine ait bulgular asagidaki tabloda verilmistir. EKstrenin
kapasitesi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL

konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 ug/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5

ug/mL, 2 ng/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.
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Tablo 4.36. Silybum marianum meyvelerinin metanollii ekstresinin total antioksidan
kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Silybum marianum
metanol ekstresi

- 6,43 - - -

Achillea millefolium

Achillea millefolium g¢igekli {ist kisimlarinin metanollii ekstresinin ve standart
olarak kullanilan askorbik asitin fosfomolibdat yontemi kullanilarak yapilan total
antioksidan kapasite tayinine ait bulgular asagidaki tabloda verilmistir. Ekstrenin
kapasitesi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 upg/mL
konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 ug/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5

ug/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.37. Achillea millefolium gigekli {ist kistmlarinin metanollii ekstresinin total

antioksidan kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Achillea millefolium
metanol ekstresi - - 56,10 49,00 33,26

Tablo 4.38. Askorbik asitin total antioksidan kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL 2 pg/mL
Askorbik asit 95,12 95,12 42,35 28,16 -14,85
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13,4

% nhibisyonZug/mL

AchilleaBmillefolium@ Askorbik@sit
metanolBekstresi

mIC50 72,13 13,4

Sekil 4.6. Achillea millefolium ¢igekli {ist kisimlarinin metanollii ekstresinin ve

askorbik asitin I1Cso degerleri (ug/mL).

Achillea filipendulina

Achillea filipendulina g¢igekli st kisimlarmin metanollii ekstresinin ve
standart olarak kullanilan askorbik asitin fosfomolibdat yontemi kullanilarak yapilan
total antioksidan kapasite tayinine ait bulgular asagidaki tabloda verilmistir.
Ekstrenin kapasitesi 500 pg/mL, 250 pug/mL, 100 ug/mL, 50 ug/mL, 25 ug/mL
konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10 ug/mL, 5
ug/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.39. Achillea filipendulina gigekli tist kistmlarinin metanollii ekstresinin

total antioksidan kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Achillea filipendulina
metanol ekstresi 119,00 .1 66,74 55,21 48,11

Tablo 4.40. Askorbik asitin total antioksidan kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL 2 pg/mL
Askorbik asit 95,12 95,12 42,35 28,16 -14,85
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AchilleaFilipendulina® AskorbikBsit
metanolZkstresi
mIC50 24,99 134

Sekil 4.7. Achillea filipendulina ¢igekli tist kisimlarinin metanollii ekstresinin

ve askorbik asitin 1Cso degerleri (ng/mL).

Echinacea purpurea

Echinacea purpurea toprak dstii kisimlarinin metanollii ekstresinin ve
standart olarak kullanilan askorbik asitin fosfomolibdat yontemi kullanilarak yapilan
total antioksidan kapasite tayinine ait bulgular asagidaki tabloda verilmistir.
Ekstrenin kapasitesi 500 pg/mL, 250 pug/mL, 100 ug/mL, 50 ug/mL, 25 ug/mL
konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10 ug/mL, 5

ug/mL, 2 pg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.41. Echinacea purpurea toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinin total

antioksidan kapasitesi

% Inhibisyon

EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
Echinacea purpurea
metanol ekstresi ) 13,30 ) ]
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Mentha piperita

Mentha piperita yapraklarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin fosfomolibdat yontemi kullanilarak yapilan total
antioksidan kapasite tayinine ait bulgular asagidaki tabloda verilmistir. Ekstrenin
kapasitesi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 upg/mL
konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10 ug/mL, 5
ug/mL, 2 ng/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.42. Mentha piperita yapraklarinin metanollii ekstresinin total antioksidan

kapasitesi
% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
Mentha piperita
metanol ekstresi ) 86,25 ] ) )

Tablo 4.43. Askorbik asitin total antioksidan kapasitesi
% Inhibisyon

EKSTRE 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL 2 pg/mL
Askorbik asit 95,12 95,12 42,35 28,16 -
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Menthapiperital Askorbik@sit
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%@ nhibisyonZug/

Sekil 4.8. Mentha piperita yapraklarinin metanollii ekstresinin ve askorbik

asitin 1Cso degerleri (ug/mL).
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Salvia officinalis

Salvia officinalis yapraklarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin fosfomolibdat yontemi kullanilarak yapilan total

antioksidan kapasite tayinine ait bulgular asagidaki tabloda verilmistir. Ekstrenin
kapasitesi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 upg/mL
konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10 ug/mL, 5
ug/mL, 2 ng/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.44. Salvia officinalis yapraklarinin metanollii ekstresinin total antioksidan

kapasitesi
% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
Salvia officinalis
metanol ekstresi ) 29,09 ]
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Salviakbfficinalis@netanol Askorbik@sit
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Sekil 4.9. Salvia officinalis yapraklarinin metanollii ekstresinin ve askorbik

asitin 1Cso degerleri (ug/mL).
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Nigella sativa

Nigella damascena tohumlarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin fosfomolibdat yontemi kullanilarak yapilan total
antioksidan kapasite tayinine ait bulgular asagidaki tabloda verilmistir. Ekstrenin
kapasitesi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 upg/mL
konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10 ug/mL, 5

ug/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.45. Nigella sativa tohumlarinin metanollii ekstresinin total antioksidan

kapasitesi
% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
Nigella sativa 12,2 - - _
metanol ekstresi

Nigella damascena

Nigella damascena tohumlarinin metanollii ekstresinin ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin fosfomolibdat yontemi kullanilarak yapilan total
antioksidan kapasite tayinine ait bulgular asagidaki tabloda verilmistir. Ekstrenin
kapasitesi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL
konsantrasyonlarda askorbik asitin kapasitesi 50 ug/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5

ug/mL, 2 ug/mL konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 4.46. Nigella damascena tohumlarinin metanollii ekstresinin total

antioksidan kapasitesi

% Inhibisyon
EKSTRE 500 pg/mL 250 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Nigella damascena
metanol ekstresi 39,02 24,17 - 7,54
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Tiim Ekstrelerin Total Antioksidan Kapasitesi

Tablo 4.47. S. marianum, A. millefolium, A. filipendulina, E. purpurea, M. piperita,
S. officinalis, N. sativa, N. damascena metanollii ekstrelerinin total

antioksidan kapasitesi

% Inhibisyon
Ekstre 500 pg/mL | 250 pg/mL | 100 pg/mL | 50 pg/mL 25 pg/mL
Silybum marianum - 6,43 - - -
Achillea millefolium - - 56,10 49,00 33,26
A. filipendulina 119,00 71,17 66,74 55,21 48,11
Echinacea purpurea - 13,30 - - -
Mentha piperita - 86,25 - - -
Salvia officinalis - 29,09 - - -
Nigella sativa 12,2 - - - -
N. damascena - 39,02 24,17 - 7,54
Askorbik asit 95,12 95,12

Tablo 4.48. Askorbik asitin total antioksidan kapasitesi

Standart 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL 2 pg/mL

Askorbik asit 95,12 95,12 42,35 28,16 -
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Sekil 4.10. S. marianum, A. millefolium, A. filipendulina, E. purpurea, M. piperita,

S. officinalis, N. sativa, N. damascena metanolli ekstrelerinin total

antioksidan kapasiteleri

4.3.5. FRAP (Demir rediikleyici antioksidan kapasite)

Tablo 4.49. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina, Echinacea

purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa, N.
damascena metanollii ekstrelerinin demir rediikleyici antioksidan

kapasiteleri (Kersetin ekivalan)

Ekstre KEAK

(mg kersetin / g ekstre)
Silybum marianum 150,57
Achillea millefolium 188,09
A. filipendulina 223,81
Echinacea purpurea 141,05
Mentha piperita 605,90
Salvia officinalis 417,24
Nigella sativa 92,86
N. damascena 83,33
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Sekil 4.11. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina,

Echinacea purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella

sativa, N. damascena metanollii ekstrelerinin demir rediikleyici

antioksidan kapasiteleri (Kersetin ekivalan)

4.3.6. CUPRAC (Bakir Rediikleyici Antioksidan Kapasite)

Tablo 4.50. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina, Echinacea

purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa, N.

damascena metanollii ekstrelerinin bakir rediikleyici antioksidan

kapasiteleri (Gallik asit ekivalan)

Ekstre CABAK
(mg gallik asit / g ekstre)

Silybum marianum 72,91
Achillea millefolium 118,20
A. filipendulina 150,39
Echinacea purpurea 59,68
Mentha piperita 485,39
Salvia officinalis 389,59
Nigella sativa 13,96

N. damascena 31,46
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Sekil 4.12. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina, Echinacea
purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa, N.
damascena metanollii ekstrelerinin bakir rediikleyici antioksidan

kapasiteleri (Gallik asit ekivalan)

4.4. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

4.4.1. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) Yontem Validasyonu

Kromatografik yontem kosullar1 optimize edildikten sonra yoOntemin

validasyon ¢alismalar1 ICH’e gore yapilmustir.

Sistem Uygunluk Calismasi

Sistem uygunluk ¢aligsmasi, standartlarin 50 pg/mL standart ¢ozeltisinin on
tekrarli  enjeksiyonu ile gergeklestirilmistir.  Standartlara ait enjeksiyon
tekrarlanabilirligi, kapasite faktori, teorik tabaka sayist ve pik asimetri oran1 Tablo

4.51°de verilmistir.
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Tablo 4.51. Sistem uygunluk parametreleri.

Klorojenik - e owozit Silibinin A Silibinin g RoZmarinik
asit asit
Enjeksiyon tekrarlanabilirligi® 1,78 1,94 1,00 1,29 0,87
Kapasite faktorii® 1,96° 3,00° 8,264 8,82¢ 3,21°
Teorik tabaka sayisi 36213 105342 49360 42674 38751
Pik asimetri oran1 (%10) 1,17 1,08 1,08 1,12 1,08

aAlanlarin BSS degeri verilmistir (n=10), "Olii hacim, ayn kosullarda urasil enjeksiyonu yapilarak
bulunmustur: °Klorojenik asit ve ekinakozit i¢in to= 2,8 dKk., dSilibinin A ve B to=3,5 dk.,
¢Rozmarinik asit igin to = 2,4 dk.,

Kararhhk
Kararlilik ¢aligmalar1 +4 °C’deki 50 pug/mL konsantrasyondaki standartlarin

kararliligina gore degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.52°de verilmistir.

Tablo 4.52. 50 ug/mL konsantrasyondaki standartlarin +4 °C’deki kararlilik

calismalar1 sonuglari

i1k 6l¢iim 1 ay sonraki 6l¢iim Olcgiim fark: (%)
Klorojenik asit 10,82 10,46 3,38
Ekinakozit 5,07 4,77 1,68
Silibinin A 10,83 10,46 3,12
Silibinin B 10,46 10,28 5,86
Rozmarinik asit 30,41 30,15 0,85

Duyarhhk
Sinyal/giirtiltii oraninin 3 ve 10 oldugu konsantrasyon degerleri sirastyla LOD

ve LOQ olarak se¢ilmis ve sonuglar Tablo 4.53’de verilmistir.

Tablo 4.53. Standartlarin LOD ve LOQ degerleri.

LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL)
Klorojenik asit 0,02 0,08
Ekinakozit 0,04 0,12
Silibinin A 0,15 0,50
Silibinin B 0,15 0,50

Rozmarinik asit 0,03 0,10
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Dogrusalhk

Kalibrasyon egrileri her bir standart icin LOQ, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100
pg/mL konsantrasyonlarinda standart ¢ozelti eklenerek olusturulmustur (Sekil 4.13.).
Kalibrasyon egrileri her bir standart alan degerinin konsantrasyona karsi grafige
gecirilmesiyle olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrileri ve ANOVA analiz

sonuglar1 Tablo 4.54°te verilmistir.
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Silibinin A SilibininEB
30 30
.. .
25 -
= 20
3 ot 20 e.
® 15 PR et
= e y =0,2546x +0,1321 15
a 10 et R2=0,99907 L YED,2651x3D,0678
5 o 10 R2D,99885
o ef s Lo
0 20 40 60 80 100 120 ’,0‘"
3
Konsantrasyon (ug/mL 0
yon (ug/mL) 0 20 40 60 80 100 120

Rozmarinik asit

70
60 .0
ol
~ Q.-°
Ss0 T
X 30 L ®T y=05804% +0,6587
& 20 o R2=0,99801
10 g
.
0 e
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.13. Standartlarin kalibrasyon egrilerinin grafikleri
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Tablo 4.54. Standartlarin kalibrasyon egrilerine ait veriler.

b a R? p?

Klorojenik asit 0,2575 -0,0297 0,9981 0,8585
(+0,0038) (+0,1620)

Ekinakozit 0,0920 -0,0035 0,9991 0,9333
(0,0009) (0,0407)

Silibinin A 0,2546 0,2651 0,9991 0,3575
(£0,0029) (£0,1342)

Silibinin B 0,17805 0,0678 0,9989 0,7163
(£0,0037) (+0,2651)

Rozmarinik asit 0,4482 0,6587 0,9980 0.1851
(0,0098) (£0,5804) '

Kalibrasyon egrileri LOQ ile 100 pg/mL araliginda olusturulmustur. ? Kesisimin p degeri, egimin p
degeri biitiin standartlar i¢in 0.0000<p’dir; ® Korelasyon katsayismnin F degeri. y =b x C + a (y= alan;
C = konsantrasyon; b= egim; a= kesigim).

120
100
80
60
40
20

Hesaplanan konsantrasyon
png/mL

120
100
80
60
40
20
0

Hesaplanan konsantrasyon
ng/mL

Klorojenik asit

K J
R
e y =x-5E-14
.0 =
. R2=0,99809
a0®’
0 20 40 60 80 100 120
Olmasi gereken konsantrasyon pg/mL
Silibinin A
.‘.
I
_____ T y=09961x +0,2792
KX R=0,99891
os®”
0 20 40 60 80 100 120

Olmast gereken konsantrasyon pg/mL

Ekinakozit

§ 120
2 100 .
£ 80 e
SE o0 o
X = K 4 -

S 10 s y =0,9993x +0,0523
% = 2 P R2=0,99903
- ’."'
£ 0 20 40 60 80 100 120

Olmasi gereken konsantrasyon pg/mL
Silibinin B
120

S 100 o
& 80
g, 60 o
SE 4 - y =0,9856x +0,048

= R2=0,9996
g+ 20 ..
8 0 20 40 60 80 100 120
I

Rozmarinik Asit

s 120
z 100

=1 80

§ g 60

L :\Em 40

g§F 20 =
8 o Lof

& 0 20
8

I

Olmas: gereken konsantrasyon pg/mL

y=1,0192x +0,5421

R*=0,99516

40 60

80
Olmasi gereken konsantrasyon pg/mL

100 120

Sekil 4.14. Gelistirilen yontemlerin dogrusallik kontrol grafikleri
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Kesinlik

Ug farkl1 konsantrasyon (5, 25 ve 50 pg/mL) ayn1 giinde (giin igi kesinlik) alti
farkli seride hazirlanarak analiz edilmis ve bu islem ii¢ farkli giinde yinelenerek
(glinler aras1 kesinlik) analiz edilmistir. Veriler hazirlanan kalibrasyon egrilerine

gore degerlendirilmis ve BSS degerleri Tablo 4.55 ve 4.56’da verilmistir.

Dogruluk

Ug farkli konsantrasyon (5, 25 ve 50 pg/mL) ayni giinde (giin i¢i dogruluk)
alt1 farkl seride hazirlanarak analiz edilmis ve bu islem {i¢ farkli giinde yinelenerek
(glinler aras1 dogruluk) analiz edilmistir. Veriler hazirlanan kalibrasyon egrilerine

gore degerlendirilmis ve BH degerleri Tablo 4.55 ve 4.56’da verilmistir

Tablo 4.55. Standartlar giin i¢i kesinlik ve dogruluk verileri (n=6).

Klorojenik asit Ekinakozit Silibinin A Silibinin B Rozmarinik asit

5 pg/mL
Ortalama 4,62 5,64 5,13 5,10 4,99
BSS (%) 1,92 3,06 3,68 3,87 1,98
BH (%) 7,53 -12,85 -2,54 2,07 0,15
25.00 pg/mL
Ortalama 25,13 24,77 25,11 23,99 26,91
BSS (%) 1,58 2,54 0,02 3,12 1,49
BH (%) -0,53 0,92 -0,45 4,05 -7,65
50.00 pg/mL
Ortalama 50,07 47,19 56,55 46,37 50,11
BSS (%) 1,62 1,82 3,18 0,16 0,69
BH (%) -0,14 5,63 -13,10 7,27 0,21

Tablo 4.56. Standartlarin giinler aras1 kesinlik ve dogruluk verileri (n=18).

Klorojenik asit Ekinakozit Silibinin A Silibinin B Rozmarinik asit

5 pg/mL
Ortalama 6,74 4,02 4,67 6,87 5,28
BSS (%) 4,68 4,07 1,34 4,25 1,48
BH (%) -34,70 19,57 6,54 -37,46 -5,65
25.00 pg/mL
Ortalama 25,88 24,93 25,65 23,28 26,62

BSS (%) 2,57 9,12 4,21 4,04 2,23
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BH (%) -3,53 0,30 -2,58 6,87 -6,50
50.00 pg/mL

Ortalama 47,14 41,02 48,95 44,30 49,32

BSS (%) 1,15 1,00 2,13 1,16 0,79

BH (%) 5,72 17,95 2,10 11,41 1,37

Geri Kazanim

Geri kazanim caligmalar1 standart ekleme yontemi ile hesaplanmis ve elde

edilen geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.57°da verilmistir.

Tablo 4.57. Standartlarin geri kazanim verileri

Klorojenik Ekinakozit Silibinin A Silibinin B Rozmarinik
asit (%) asit
Kapsiil 90,65 88,20 84,98 86,91 -
Drog 89,57 92,20 93,43 87,86 83,66
Likit 85,39 94,28 - -
Secicilik
Yontemin  segiciligini  gozlemek igin standart ekleme yapilarak
degerlendirilmistir. (Tablo 4.58).
Tablo 4.58. Standart ekleme kalibrasyon egrilerinin egimi
Dogrudan
Kalibrasyon Likit Drog Kapsiil
Klorojenik asit 0,2575 0,22487 0,1616 0,1768
(0,2490 - 0,2660) | (0,1882 - 0,2615) | (0,1098 — 0,2135) | (0,1495 — 0,2040)
Ekinakozit 0,0920 0,0642 0,0857 0,0729
(0,0898 — 0,0941) | (0,0214 - 0,1070) | (0,0795 — 0,0920) | (0,0121 — 0,1337)
Silibinin A 0,2546 - 0,2662 0,2176
(0,2476 — 0,2615) (0,2476 — 0,2849) | (0,1680 — 0,2672)
Silibinin B 0,2651 - 0,3029 0,237
(0,2562 —0,2741) (0,2724 - 0,3334) | (0,1801 —0,2939)
Rozmarinik asit 0,5804 - 0,5912 -
(0,5573 — 0,6036) (0,5298 — 0,6527)

* Parantez i¢indeki veriler %95 giliven araligindaki verilerdir.
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Saglamhk

Yontemin saglamlik calismalar1 akis hizi, pH ve dalga boyunda kiigiik
degisiklikler yapilmis ve sonuglar Tablo 4.59 ve 4.60’da verilmistir.

Tablo 4.59. Standartlarin saglamlik ¢alismasi igin belirlenmis kosullar ve sonuglari.

Klorojenik asit ~ Ekinakozit Silibinin A Silibinin B Rozmarinik

Optimum kosullar 12,44+0,31 4,644+0,27 9,45+0,14  9,69+0,34 30,12151'2),06
Akis hiz1 + (mL/dk.) 12,13+0,16 4,49+0,05 9,44+0,16  9,43+0,07 29,62+0,29
Akis iz - (mL/dk.) 12,68+0,08 4,74+0,02  9,46+0,10 9,89+0,03 30,14+0,11

pH (2,55) 12,63+0,11 4,66+0,04  9,48+0,16 10,03£0,30 30,02+0,3
pH(2,45) 12,44+0,11 4,63£0,03  9,67+0,31  9,99+0,28 29,75+0,62

Dalga boyu (nm) + 12,27+0,36 4,45+0,28  9,35+0,21  9,62+0,12 30,18+0,22

Dalga boyu (nm) - 12,17+0,15 4,43+0,28 9,50+0,14 9,46+0,12 30,15+0,29

Tablo 4.60. Standartlarin saglamlik ¢alismasi sonucunda elde edilen p degerleri*

Klorojenik asit  Ekinakozit Silibinin A Silibinin B Rozg‘s"’i‘t””'k
Akis uz1 + (mL/dk.) 0,48 0,65 0,97 0,55 0,98
Alas hizt - (mL/dk.) 0,53 0,65 0,97 0,63 0,93
PH (2.55) 0,63 0,65 0,01 0,54 0.71
H(2,45

PH(2.45) 0,99 0,65 0,60 0,57 0,60
Dalga boyu (hm) +

0,48 0,65 0,77 0,89 0,92
Dalga boyu (nm) - 0,54 0,65 0,83 0,61 0,99

* p degerleri optimum kosulla karsilagtirilmus t-testi
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4.4.2. Kiiltiir Bitkileri ve Farmasotik Formdaki Uriinler Uzerinde Kalite
Kontrol Calismalari

Echinacea purpurea

Echinacea purpurea Kiiltiir bitkisi ve farmasotik formdaki
iiriinlerin HPLC analizleri

50,0 ECHINACEAE AF #41 [modified by PCPC] Killtiir uv_VIS 3

AU WL330

Kikorik asit
400
3004
Kaftarik asit
2004
Klorojenik asit

10,0-] Ekinakozit

-5,0
4 T T T T T
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 240 260 280 300 320 350

Sekil 4.15. Echinacea purpurea Kiiltiir bitkisi HPLC kromatogrami

50 ECHINACEAE AF #8 moified by PCPC] KLA+ECHIN100 UV Vis 3
mAU o WWL30
Klorojenik asit
2004
Ekinakozit
1004 J
o Py
-50 T T T T T T T T T T T T T T T T T m
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 20 260 280 00 20 30
Sekil 4.16. Klorojenik asit ve Ekinakozit standart bilesiklerinin HPLC
kromatogrami
60.0_ECHINACEAE AF #48 [modified by PCP Klltir uv_vis
*ImAu Kikorik asit WVL:330 nm)
. Standart
Kaftarik asit lorojenik asit .
eklenmig
25,0
Ekinakozit
12,5+
R
-10.0 T T T T T T T T T T T T T T T T 0
0,0 2.0 40 6.0 8.0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0 35,0

Sekil 4.17. Standart bilesikler eklenmis Echinacea purpurea kiiltiir bitkisi (Ech-1)
HPLC kromatogrami
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300_ ECHINACEAE AF #42 madified by PCPC] Ech2 uv_VIS 3
AU Kaftarik asit e —— VW30 i
Kikorik asit
200+
100+
Klorojenik asit ~ Ekinakozit
mi
-50 T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 240 260 280 300 20 350

Sekil 4.18. Echinacea purpurea igeren iiriin (Ech-2) HPLC kromatogrami

400 ECHINACEAE AF #43 [modified by PCPC] Uv_VIS 3
[mAU

WL:330 nnj

Kikorik asit

Kaftarik asit

200

Ekinakozit

100 Klorojenik asit

Vsco,o 20 4o 60 80 100 120 140 160 180 20 20 240 2o Ao 2o 2o ‘ m& 0
Sekil 4.19. Echinacea purpurea igeren iiriin (Ech-3) HPLC kromatogrami
140 ECHINACEAE AF #44 [modiied by PCPC] Echa UV VIS 3
U Kikorik asit s
1004
Kaftarik asit  Klorojenik asit Ekinakozit
-2 T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 00 20 30
Sekil 4.20. Echinacea purpurea igeren iiriin (Ech-4) HPLC kromatogrami
BV(LE‘(A:U\NACEAEAFMS [ s | \L/JV\\//L\QZ?Oi
Kikorik asit
25
00]
25]
'597 T T T T T T T T T T T T T T T T —
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 200 20 30

Sekil 4.21. Echinacea purpurea igeren iiriin (Ech-5) HPLC kromatogrami
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180 ECHINACEAE AF #46 [modified by PCPC] Eché UV_VIS 3
ImAU | S VWWL:330 i

Kikorik asit

100+

504 Kaftarik asit

T T T T T T T T T T T T T T T
00 20 40 60 80 100 120 140 16,0 180 200 20 240 26,0 280 300 320 350

Sekil 4.22. Echinacea purpurea igeren iiriin (Ech-6) HPLC kromatogrami

160 ECHINACEAE AF #47 [modified by PCPC] Ech7 UV VIS 3

"TmAU L3301
Kikorik asit

100+

50-{ Kaftarik asit

T T T T T T T T T T T T T T T T
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 .0

Sekil 4.23. Echinacea purpurea igeren iiriin (Ech-7) HPLC kromatogrami

Echinacea purpurea HPLC miktar tayini bulgular:

3.4.1 de belirtildigi gibi ekstre edilen toprak {iistii kisitmlar, Avrupa
Farmakopesinde yer alan formiile gore hesaplanmis ve olmas1 gereken miktar ile
karsilastirilmistir.

Tablo 4.61. Echinacea purpurea kiiltiir bitkisi ve bu bitkiyi igeren tirinlerde
bulunan, klorojenik asit iizerinden hesaplanmis kaftarik asit ve kikorik

asit toplam miktarlar1 ve Avrupa Farmakope’sine uyumlulugu

KLOROJENIK ASIiT UZERINDEN AVRUPA FARMAKOPESINE
{RUN KODU _ HESAPLANAN GORE BULUNMASI
KAFTARIK ASIT + KIKORIK ASIT MIKTARI GEREKEN MIKTAR
(KURU DROG ICINDEKI %) (% EN AZ)

ECH-1 0,021 01
ECH-2 0,203 01
ECH-3 0,186 01
ECH-4 0,046 01
ECH-5 0,010 01
ECH-6 0,052 01
ECH-7 0,058 01
ECH-8 - 0,1
ECH-9 - 0,1
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Echinacea purpurea parmak izi (fingerprint) analizi

Sekil 4.24. Echinacea purpurea igeren tiim triinler ve kiiltiir bitkisinin
karsilagtirmali parmakizi HPLC kromatogrami

Echinacea purpurea stabilite ¢calismalari

0 E‘CAU\NACEAEAFase[nmmedeCPC] [ e | \L,\J,\\//ngga
200
100
o —
-50 T T T T T T T T T T T T T T T T T m
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 20 260 280 200 20 %0
Sekil 4.25. Echinacea purpurea igeren tarihi gegmis iiriin (Ech-8) HPLC
kromatogrami
120 ECHINACEAE AF 157 stabilte sz
1-20503
s 2- 24,059
s0]
2]
f i
-0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 20 260 280 200 20 E

Sekil 4.26. Echinacea purpurea iceren odada bekletilmis iiriin (Ech-9) HPLC
kromatogrami



S
250
mAl

104

Silybum marianum

Silybum marianum Kiiltiir bitkisi ve farmasotik formdaki iiriinlerin
HPLC analizleri

LYBUMTEZ #45 [modified by PCPC] KOLTUR UV_VIS 3

U WVL:288 nn)
i Silibinin B
Silibinin A
100
o
50 T T T T T T T T T e
00 50 100 150 200 250 300 350 400 450 510
Sekil 4.27. Silybum marianum kiiltiir (Sil-1) HPLC kromatogrami
700~ SILYBUMTEZ #25 [modified by PCPC] ST.100 UV_VIS 3
Y Silibinin A s
] Silibinin B
40,0+
20,0
I
-100 T T T T T T T T T =
00 50 100 150 200 250 300 350 400 450 510
Sekil 4.28. Silibinin A ve B standart bilesiklerinin HPLC kromatogrami
%‘wr?kEBUMTEZ#SQ[miﬁedbyPCPC] sil2 \l,JV\\//LVIZSSSS
30,0+
200+
10,0+
-50 T T T T T T T T T \m
00 50 100 150 200 250 300 350 400 450 510
Sekil 4.29. Silybum marianum igeren {iriin (Sil-2) HPLC kromatogrami
45,0 SILYBUMTEZ #92 [modified by PCPC] sil-3 - Uv.ViS 3
" mau —J Silibinin B WL:288 |

300+

200+

100+

-50

Silibinin A

00

T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 510

Sekil 4.30. Silybum marianum igeren iiriin (Sil-3) HPLC kromatogrami
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5,0 SILYBUMTEZ #05 [modified by PCPC] 14 UV VIS 3
JmAU WWL:283
Silibinin B

Silibinin A

-4,0

T T T T T T T T
00 50 100 150 200 250 30,0 35,0 40,0 450 510

Sekil 4.31. Silybum marianum igeren iirtin (Sil-4) HPLC kromatogrami1

140-SILYBUMTEZ #93 [modified by PCPC] Sil-5 uv. VIS 3
Y I — Silibinin B WWL:288

Silibinin A

100+

5,04

0,0+

-4,0

T T T T T T T
00 50 100 150 200 250 300 350 400 450 510

Sekil 4.32; Silybum marianum igeren ﬁrﬁn‘(Sil-S) HPLC kromatogrami

Silybum marianum HPLC miktar tayini bulgulari

3.4.2°de belirtilen sekilde ekstre edilen meyvalar igerisindeki Silibinin A ve
Silibinin B maddeleri, standart maddelere ait kalibrasyon egrileri iizerinden
hesaplanmis, Avrupa Farmakopesi’ndeki olmasi gereken miktar ile karsilastirilmistir.

Tablo 4.62. Silybum marianum kiiltiir bitkisi ve bu bitkiyi i¢eren {irlinlerde
bulunan, Silibinin A ve Silibinin B toplam miktarlar1 ve Avrupa
Farmakope’sine uyumlulugu

L L . AVRUPA FARMAKOPESINE
URON KODU SILI?E\SEI?SRS(I)]&I?(I;%%EK?%T ARI GORE BULUNMASI GEREKEN
MIKTAR (% en az)
SiL-1
(KULTUR) 22l L2
SiL-2 2,66 1,5
SiL-3 4,2 15
SiL-4 0,46 15
SiL-5 1,12 15
SiL-6 0,7 15
SiL-7 0,9 15
SiL-8 1,05 15
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Silybum marianum parmak izi (fingerprint) analizi

[mAU

VWL:288 nie

125

17

Sekil 4.33. Silybum marianum igeren tiim iiriinler ve kiiltiir bitkisinin
karsilagtirmali parmakizi HPLC kromatogrami

maAuU

WVL:288 v

200
20,521 -
L 6-94.480 7- 37,022
b — 4-23738 5., T T —
. = 55088 ‘ %&
.

T T T T T T
191 213 25 238 250 263 2715

T T T T T T T T T
288 300 313 25 338 350 363 375 388 .8

Sekil 4.34. Silybum marianum igeren iirtinlerden Silibinin A ve B miktar1 diisiik
olanlarin karsilastirmali parmakizi HPLC kromatogrami

Silybum marianum stabilite calismalari

50_SILYBUMTEZ #96 sil6 UV Vis 3
mAU I e — Silibinin B WVL:288
7 Silibinin A

T T T T T T T T T
00 50 100 150 200 250 300 350 400 450

510

Sekil 4.35. Silybum marianum igeren tarihi gegmis iiriin (Sil-6) HPLC

kromatogrami
J T — s
" Tnau - WVL:288 m]
Silibinin B
6] Silibinin A
50]
25]
00]
-40 T T T T T T T T T =
00 50 100 150 200 250 200 350 400 450 510

Sekil 4.36. Silybum marianum kiiltiir (toplanmasi iizerinden 6 ay geg¢mis) (Sil-7)
HPLC kromatogrami



12,0 SILYBUMTEZ #91 [modified by PCPC]

[mau

50+

0,0

107

Uv_ VIS 3

Silibinin B

Silibinin A

WWL:288

Sekil 4.37. Silybum marianum kiiltiir (toplamadan18 ay sonra) (Sil-8) HPL
kromatogrami
Mentha piperita
Mentha piperita kiiltiir bitkisi ve farmasotik formdaki iiriinlerin
HPLC analizleri
mmrhrﬁlwm'mz fotlmodfiedbyPeRe] Rozmarinik asit \l/Jv\\//E\ﬂx%in
Sekil 4.38. Mentha piperita kiiltiir (Men-1) HPLC kromatogrami
600 MENT-SAL-TEZ #13 [modified by PCPC] Rosm100 UV VIS 2
i Rozmarinik asit o)
Sekil 4.39. Rozmarinik asit standart bilesiginin HPLC kromatogrami
600 MENT-SAL-TEZ #36 [moiified by PCPC] - IT‘ UV_VIS 2
mAU Rozmarinik asit L WWL:330
375+

Sekil 4.40. Mentha piperita igeren tiiriin (Men-2) HPLC kromatogrami




Mentha piperita HPLC miktar tayini bulgulari
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3.4.2°de belirtilen sekilde ekstre edilen yapraklardaki rozmarinik asit
miktarlari, standart maddeye ait kalibrasyon egrileri iizerinden hesaplanmis, Avrupa
Farmakopesi’ndeki olmasi gereken miktar ile karsilastirilmastir.

Tablo 4.63. Mentha piperita kiiltiir bitkisi ve bu bitkiyi i¢eren tirinlerde bulunan,
rozmarinik asit miktarlar1 ve Avrupa Farmakope’sine uyumlulugu.

L ROZMARINIK ASIT MiKTARI A G e L
URUN KODU (KURU EKSTRE ICINDEKI %) GORE BULUNMASI
GEREKEN MIKTAR (% en az)
MEN-1 \ 6,883 0,5
MEN-2 \ 3,709 0,5
MEN-3 2,954 0,5
MEN-4 2,824 0,5

Mentha piperita parmak izi (fingerprint) analizi

400

200

Sekil 4.41. Mentha piperita igeren tiriin ve kiiltiir bitkisinin karsilagtirmali

T
60 70 80 90 100 11,0 120

parmakizi HPLC kromatogrami

Mentha piperita stabilite ¢alismalari

500 MENT-SAL-TEZ #33 [modified by PCPC] Men-3
ImAU | S|

Rozmarinik asit

UV VIS 2
WWL:330

Sekil 4.42. Mentha piperita kiiltiir bitkisinden elde edilen drog (toplanmasi

tizerinden 6 ay gecmis) (Men-3) HPLC kromatogrami




Salvia officinalis

Salvia officinalis kiiltiir bitkisi ve farmasotik formdaki uriinlerin

HPLC analizleri

1600 MENT-SAL-TEZ #37 [modified by PCPC] sal kit

Rozmarinik asit

109

UV_VIS 2
VWL:330 nnf

-200-

T T T T
00 20 40 60 80

T
100

T T T T T T T T
120 140 160 180 200 20 240 26,0 280 300 320 .0

Sekil 4.43. Salvia offivcinalis kiiltiir (Sal-1) HPLC kromatogrami

600 MENT-SAL-TEZ #13 [modified by PCPC]
mAU

Rosm100 UV_VIS 2

Rozmarinik asit

VWWL:330 i

-100 T T T T

Sekil 4.44. Rozmarinik asit standart bilesiginin HPLC kromatogrami

160 MENT-SAL-TEZ #40 [modified by PCPC]

sal-2 Uv_VIS 2

ImAU

100+

-20

i Rozmarinik asit

WVL:330 nm|

min

T T T T
00 20 40 6,0 80

T
100

T T T T T T T T T
120 140 160 180 200 20 240 260 280 300 320 .0

Sekil 4.45. Salvia officinalis igeren tiriin (Sal-2) HPLC kromatogrami

Salvia officinalis HPLC miktar tayini bulgulari

3.4.2°de belirtilen sekilde ekstre edilen yapraklardaki rozmarinik asit
miktarlari, standart maddeye ait kalibrasyon egrileri tizerinden hesaplanmis, Avrupa
Farmakopesi’ndeki olmasi gereken miktar ile karsilastirilmistir.

Tablo 4.64 Salvia officinalis kiiltiir bitkisi ve bu bitkiyi i¢eren iiriinlerde bulunan,
Rozmarinik asit miktari.

URUN ROZMARINIK ASIT MIKTARI
KODU (%)

SAL-1 | 14,416

SAL-2 | 1,448

SAL-3 | 7,959

SAL-4 | 1,929
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Salvia officinalis parmak izi (fingerprint) analizi

Sekil 4.46. Salvia officinalis igeren tirlinler ve kiiltiir bitkisinin karsilastirmali
parmakizi HPLC kromatogrami
Salvia officinalis stabilite ¢alismalar:
00— MENT-SAL-TEZ #39 [muxified by PCPC] sal-3 Uv.VIS 2
:MU Rozmarinik asit v
Sekil 4.47. Salvia officinalis kiiltiir (toplanma tarihi {izerinden 6 ay ge¢mis)
(Sal-3) HPLC kromatogrami
Achillea millefolium
, ACH-NIG-TEZ #30 [modified by PCPC] ACH M KULT UV VIS 3
Sekil 4.48. Achillea millefolium HPLC kromatogrami
Achillea filipendulina
73&ACH'NIG'TEZ#’32 PC| ACH F KULT uv. \g;i
j 2o ko Ao o 2 0 "0

Sekil 4.49. Achillea filipendulina HPLC kromatogrami
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56 80 10“0 12“0 lA“LO 16‘,0 18‘,0 ZC‘I,D 22‘,0 2),0 26“0 28“0 3(‘)0 32“0 338
Sekil 4.50. Achillea filipendulina ve A. millefolium kiiltiir bitkilerinin
karsilastirmali parmakizi HPLC kromatogrami

Nigella sativa

5 ACHNIG-TEZ 19 maiied by PCPC] 2 s
Sekil 4.51. Nigella sativa HPLC kromatogrami
Nigella damascena
ZZVL:;‘,U-N\G»TEZ #13 [modified by PCPC] ach-nyg mﬁ;z

50+

Sekil 4.52. Nigella damascena HPLC kromatogrami

T
T T T T T T T T
20 24,0 260 280 300 320 340

Sekil 4.53. Nigella damascena ve N. sativa kiiltiir bitkilerinin karsilagtirmali
parmakizi HPLC kromatogrami

T T T T T
67 100 120 14,0 160 180 200
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4.4.3. Gaz Kromatografisi—Kiitle Spektrometrisi (GC-MS)
Kromatogramlari

Silybum marianum

1.;: A ISR T NV MM

‘|r—r—-'|.

Sekil 4.54. Silybum marianum GC-MS kromatogrami

Achillea millefolium

dllul e L

Sekil 4.55. Achillea millefolium GC-MS kromatogrami

Achillea filipendulina

Sekil 4.56. Achillea filipendulina GC-MS kromatogrami

Echinacea purpurea

Sekil 4.57. Echinacea purpurea GC-MS kromatogrami
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Mentha piperita

Sekil 4.58. Mentha piperita GC-MS kromatogrami

Salvia officinalis

1_,.{ ‘ s

Sekil 4.59. Salvia officinalis GC-MS kromatogrami

Nigella sativa

Sekil 4.60. Nigella sativa GC-MS kromatogrami

Nigella damascena

| Lok, L\ll L3 uJﬂl

I L

Sekil 4.61. Nigella domascena GC-MS kromatogrami
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4.4.4. GC-MS Analizi Metabolomiklerin Alilkonma Zamanlan ve Pik

Alanlar

Tablo 4.65. GC-MS Metabolit alikonma zamanlari
Metabolomikler Rt _Achillga - A. ] Echinaceae Ment_ha Nigella N‘. S_a!via_ Sil)_lbum
millefolium | filipendulina purpurea piperita damascena sativa officinalis marianum
O-fosfokolamin 15,98 - - - - 1031395 2205794 - 267598
Arasidik asit 22,28 4299848 3402288 1400797 - 5472013 4495432 591157 645441
Piriivik asit 6,24 98278 289370 16018438 121112 - - 192659 -
L-(+) laktik asit 6,40 8736114 7905443 23601085 19077389 8955245 9333432 6466047 6682773
2-hidroksibittirik asit | 7,41 193920 431286 - 307899 - - 55067 -
Urasil 10,49 - - 339948 - 34095 - - -
Ure 9,10 2522371 1639515 3695532 - 288693 474533 - 785127
Vanilin 14,47 | 2026584 844144 - - - - - 1506729
4-hidroksibenzoik asit | 14,25 2199923 3936085 - - 5906956 3452520 - 384363
Kafeik asit 19,58 26928218 75639043 199193772 128288015 32966602 16653988 46749668 17740322
3-hidroksi-3-
metilglutarik asit 13,90 - 624836 7554473 9000175 - - 641921 -
(dikrotalik asit)

D-treitol 12,72 5647069 10329234 20032768 6151599 16583674 2387863 447687 2056059
Maltotrioz 22,17 - 9694322 - 3346136 - - 682575 -
L-norldsin 8,02 515023 8201008 4890719 5235691 1039210 - 4174847 507886

O-asetilsalisilik asit | 12,79 8743862 5013395 - 243354 - - - -
Beta- alanin 11,73 1068115 1183858 2280654 4166867 - - 1420571 614245
Benzoik asit 9,28 5931436 8925742 768452 939771 273520682 - 102121 11092

D-glukoz 17,16 | 578611397 793349237 243549659 877027044 115012392 27166035 | 304470458 29436267

1-hekzadekanol 17,86 855824 - - - - 296481 - 194011
Palatinitol 25,47 11730260 10080497 - - 28830058 2732704 - 16478676
L-glutamik asit 14,11 - - 2733021 - 1495215 19560415 - 821411

Rafinoz 33,14 - - - 4424375 3818695 - - -

N-asetil-D-triptofan | 22,22 - - 1066925 - - - - 5361950
L-mimozin 8,46 61799 - - - - - - -

Melibioz 32,59 - - - 338343 - - 2926877 -
Maleik asit 10,01 - - 2935697 13709250 - 390535 1760867 -

Tartarik asit 14,29 545741 - 149962170 108115667 2652690 - 36234704 938548
Fumarik asit 10,66 1579260 2453922 25059627 611579878 2228713 505406 2068665 438141

Oleik asit 2035 | 110740033 | 38448193 - - 433692183 | “1%7° | 34460684 | 45677426
Ferulik asit 19,10 - - 13760116 3676985 - 55930 - -

D-alloz 17,12 - 4794727 43022647 587382 - - - -

alfa ketoglutarik asit | 13,57 12659448 12360990 - - - - 4382570 -
Linoleikasit | 20,30 | 57042071 | 44481668 - - 636842283 | °°5"97 | g7210012 | 08541557

Kemferol 26,88 805760 9584673 - - 3571521 1318006 - -
Metil oleat 19,31 - - - - 237825995 165312333 - -

Tiramin 17,41 - - 5905746 - - - 3174265 -
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L-serin 936 | 3502912 9200501 32464784 | 3785690 7741832 | 2405081 | 6737208 1574682
D-mannitol 17,55 | 57016206 | 31784618 6141342 7956057 | 62815412 | 11047910 | 6217360 | 257171706
Fitol 19,93 | 3232331 3478262 - - 527650 - 883639 -
Sitrakonikasit | 10,65 | 451021 211852 7637441 - - - - 69445
Kinik asit 16,76 | 148446660 | 251573369 | 11506779 | 9831903 2001504 | 2837265 | 43232111 | 3541205
Klorojenikasit | 27,10 | 185422870 | 576437297 - - - - - 30400296
Piceatannol 2563 | 135371 247732 189855 ; - - - -
Porfin 1043 | 1827738 1055392 672003 - - - 805105 -
Sd-dhidroksivenzolk | 1639 | 5819833 | 13240331 | 1106179 | 1301337 | 5550847 - 1594297 740005
p-simen 6,04 - 40003 - - 254920 5153095 - -
Gliserol 1-fosfat | 1571 | 10414508 | 5198990 2037904 8433523 | 33516305 | 19028470 | 3124903 5532419
Glikolik asit 6,65 | 2862661 3545999 4588148 8607894 1035859 ; 1999472 1039740
Epsilon-kaprolaktam | 5,88 - - 363772 - - 364415 | 222580 402545
Hidrokinon 11,38 | 289999 500175 979996 136136 82603 60631 76230 161654
ftakonikasit | 10,55 - - - - - - - 28917
Behenikasit | 23,87 | 2962129 6461771 ; - - 2961014 - -
eridroksi 3 | 15,80 | 3440726 4510203 504963 596544 ; ; ) 1507150
Sikimikasit | 16,23 | 5747983 | 10050797 | 11963333 - 1885470 - 8931307 -
2-hidroksipiridin | 6,08 | 1000158 1604930 1034742 1767824 306525 3772048 | 1681779 1124972
allo-dnositol | 17,78 | 1033727626 | 737794928 | 242572439 - - - - 41033038
vasell D | 18,98 - - 2311582 | 4971670 | 17530846 - - -
dinichoraton likol | 18:57 - - 924257 3372228 366902 - 56491 -
Niketinikasit | 9,96 | 507845 659219 491420 792926 827735 262479 | 331832 867521
gskopranorit | 1640 | - : : - : S| 7aseses :
Okzalik asit 755 | 1176321 128438 948944 487630 - - - 245805
Pamiticasit | 1873 | 118901277 | 70883416 | 39964284 | 25038274 | 174160328 | "*°%%% | 33360503 | 41466536
Riboz 14,59 - - - - : - 1238542 494027
Metil Palmitat | 17,56 - - - - 63183562 | 44328210 - -
Metil Stearat | 19,54 ; ; ; ; 12956551 | 7077736 ; ;
Alanin 705 | 4754745 9836382 44085370 | 30229631 | 1828500 | 1663902 | 5146139 7968071
Aspartikasit | 11,67 | 763844 ; 16131640 ; 27280383 | 4038478 | 1089399 2353505
Sitrik asit 16,34 | 10440113 | 56610564 | 170616084 | 338852003 | 32073143 - 307367152 | 6933209
L-Treonin 988 | 2649773 | 12588199 4135538 7186660 | 15663381 | 805934 | 4924804 699003
Dodekametisikloek | 10,06 - - 408402 491362 - 205365 - -
Ksilitol 14,99 - - - - - - 4369950 -
Fruktoz metoksiamin | 16,89 | 750458767 | 1132803751 | 330416747 | 834829040 | 25515043 | 17451847 | 214353683 | 34804052
Glukopiranoz | 17,95 | 7264965 9368661 418299 - 6570698 - - 508436
Galaktonikasit | 18,21 | 6164846 2574022 84732883 | 43676297 | 2935083 - 15687716 | 3096842
Sukroz 2380 | 813497667 | 1603134809 | 1011934424 | 1462042189 | 1780233746 | “*°i01® | 1023032862 | 968265345
Sukroz 2436 | 16033141 | 234708873 - 22685803 - - - -
Galaktinol 26,41 - - - - - - 8589242 -
Trinaloz 23,86 - 952207409 - - 1043126417 | 99009168 - -
Etilglukopiranozit | 17,45 - 26806135 - 8519896 | 93538515 - - -
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et | 2325 | 14068563 | 24658860 - 11409546 - - 2536977 -
Galaktinol; alfa-D- 16671921
Gab3myo- | 26,28 - - 10463371 | 111331189 | 671960859 h 68102148 | 139500618
$Hidroksipropanolk | 769 | 2327964 4198418 2231182 3760006 1448574 - 736516 514561
Malonik asit 857 | 8154632 6702103 25214263 | 21415983 1027323 949430 | 9349671 174271
L-Alanin 10,81 - - - 1589951 365436 - 480077 412241
Prolin 1368 | 10201018 | 12381069 8184082 - - - - 601999
Dihidmki}?;tlnandioik 13,86 - - 2780632 3551421 - - 1033351 -
asl
Ksiloz metoksiamin | 14,60 | 10312154 | 11607182 - 22723162 2010305 | 2413556 | 9470153 526152
Fruktoz metoksiamin | 16,90 | 301853924 | 524417784 - 564618386 - 5152225 - -
Guloz 21,20 - - 20159796 - - - - -
Gliserol 9,57 - - - - - - 41115019 -
L-Prolin 9,95 | 5542062 10042758 | 10137180 - - - - -
Z';Eﬁfjg‘i’r';i‘;?' 2001 | 17606435 | 14748305 - 9674087 - - - -
Benzilglu:ll(-opiranozit 21,75 - - 3045052 : - : : °
siksinkasit | 10,16 | 32830218 | 42536350 | 66879505 | 150007768 | 3132595 - 34127825 1883380
Gliserikasit | 10,37 | 6520990 7304484 18274519 | 31201491 | 3808041 - 11572038 676462
Ribonikasit | 1577 | 1602276 3704458 11732692 | 42038527 689015 - 7670527 -
Benzilglubepiranczit | 21,75 | 5087291 8153821 2060510 3912512 - - 3020016 -
Guloz 20,49 - - 20150796 | 2641675 - - 15661756 -
Sitramalikasit | 12,27 - - 123518430 | 2620839 - - 14791198 -
Malik asit 1247 | 87213540 | 165059908 | 686985404 | 424525017 | 34677053 - 120313684 | 5303784
Threonicasit | 13,34 | 2247064 4546326 23515674 | 62885276 6744386 - 14744263 655755
Gliserol 9,56 | 301115277 | 100162643 | 115858527 | 194504086 | 168685024 | 94957321 | 84313278 | 57994649
myo-inositol | 19,13 | 414572115 | 403532238 | 187961258 | 1021913215 | 129414428 | 39286452 | 411028688 | 34448952
Sukroz 2020 | 45496741 | 595757773 | 17830499 | 454790976 | 1416470652 | 27207%% | 262039340 | 153426285
Piroglutamik asit | 12,04 | 12826062 | 19632196 | 81392876 | 11163345 | 29980838 | 18550775 | 7131380 12283658
Glukarikasit | 18,36 - - 1748550 - 4055088 - 2072186 -
Zgaﬁ'c'fg;‘l’r'aﬁi'fnt’ 20,03 | 3512549 - 12012776 | 4685766 2998959 - 5104925 -
Trehaloz 2459 | 8162384 7591982 2755037 | 33610638 7418700 | 9527388 | 4511019 2370649
NA 763 | 9082009 6518819 4713039 5184174 9285281 | 14918400 | 7134738 7766935
ettt 11318 - - 790656 743941 - 930439 598843 -
Oktadekanol | 19,78 | 3866176 3336416 3571368 389313 1001196 | 1993344 | 750007 796022
Eikozanol 2153 | 2782206 2264775 - - 553504 701048 - -
Dokozanol 2316 | 10970854 | 13890101 - - - - - -
Hekzakozanol | 26,08 | 34408360 | 40807687 757379 - - - - -
Triskontanol | 28,84 | 22270589 | 26080480 956052 - - - - -
Dotriakontanol 30,72 3680695 5344247 - - - - - -
Glisin 1006 | 1865359 1138784 5423271 927644 969591 107614 - 9141387
Monohekaadekaroigl | 23,42 | 21312282 | 10837093 | 16778430 | 20946986 | 81266598 | 66105457 | 13079332 | 15790847
iserol
Monooktald-eranoilgli 2483 | 25948298 | 62151077 | 28638999 | 21405447 | 50628079 | 35427121 | 17394903 | 20415462
Sero
Pentadekancik asit | 17,75 - - - - - - 105546 115455
Octadekanoik asit | 20,58 | 21991310 | 14934378 | 18219706 | 18440324 | 50885126 | 37799947 | 19564007 | 12425864
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Hidroksilamin 7,24 - 248015 - 473902 258505 - 481299 -
2-Pirrolidinon 7,74 636545 1033355 959309 - - - 177522 726461
Monometilfosfat 8,19 439336 223779 - 2899243 - - 174027 547374
4-Aminobutiric asit | 13,04 | 26748842 17833119 38823994 2622309 - - 10114752 15224884
Ksilitol 15,16 33979715 34190415 29435026 9683247 34458964 11968278 2892495 16801900
cis-Akonitik asit 15,58 539660 355685 1205078 1413510 - - 1247616 -
Galaktitol 17,64 2448043 - - - - - - -
Koniferil alkol 17,67 - - - - - - - 17447345
4-Hidroksi-3-
metoksifenetilen 25,92 14891948 22673992 - 53445877 - - - -
glikol
trans-Ferulik asit 19,16 - - - - 297492 387686 390801 -
myo-Inositol-1-fosfat | 22,03 - - 498561 499302 - - 957938 -
Gentiobioz 25,29 777567 - - 77013123 - - 38942068 2774875
gamma-Tokoferol 26,48 - - - - 880593 1118779 - -
Kemferol 28,42 - - - 245181 191772 941332 1994050 1475548
Oktakosanol 27,40 30711201 28946274 2387238 - 4374822 - - -
alpha-Tokoferol 27,45 - 533019 - - 1630769 785191 26607 -
trans Caffeailkinik | 5767 | 11700386 | 43025420 - - - - 6646351 -
Kampesterol 28,35 - - - - 29048679 7334031 - -
beta-Sitosterol 29,04 39660058 30149591 - - 145266424 59314807 - 9387670
Triakontanoik asit | 29,68 476356 6227078 - - - - - -
Melezitoz 30,08 6395621 23376911 - 41103169 4123206 8399754 - -
Ursolik asit 31,91 - - 1677435 9372604 - - 19753266 -
Etanolamin 7,85 - - - - 184700 117470 - -
Galaktosilgliserol 21,11 17733833 16652501 8027840 36366706 - - 5754298 -
Etanolamin 9,49 13083731 18289660 6359510 7397115 - 680856 6565766 1873533
2.4-
Bishidro:ssiitbutanoik 11,48 - - 1824915 3052150 - - 943402 -
Z-Hidro:ssiitglutarik 13,56 _ _ _ 8605317 _ _ _ _
myo-Inositol 19,13 | 314783483 319259450 163894954 - - - 334739471 -
Galaktinol 17,96 - - - - - - - -
Treitol 22,69 - 2612623 22505537 4767980 - - - 5288210
Gliserol 9,81 646295 1776503 1308599 29418179 - - - -
Nonanoik asit 10,83 - - - - 465332 459031 - 162449
Glutarik asit 11,38 6789292 4344973 95599802 2900138 - - 543232 -
Ksilitol 14,01 1210120 15233128 - 5651695 - - 3119877 -
Alloz metoksiamin | 17,04 2508282 5228568 - - - - - 2124292
myo-Inositol-2-fosfat | 22,04 - - - - 21139580 20073661 - 8358833
Stansheffeoilkinik | 5773 | 64005832 | 249038771 - - - - - -
Melibioz 27,22 7246322 38977927 6026050 165429471 86823985 62228554 7912082 2058178
Glutamik asit 13,05 - - 39291954 - 65716118 30321511 - 25829916
Fenilalanin 13,32 4499528 - 17681720 - - - 2086747 1176356
Prolin 8,23 20914513 95443352 104952303 10696057 - 490167 2213807 -
Triptofan 20,25 - - - 1248964 17192392 885169 296246 7258468
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Tiraozin 17,15 - - 3333502 - 8013610 460476 1721965 1306625
Valin 8,74 4041693 6653633 15134859 2335461 835774 237992 1461145 1259749
Fosforik asit 9,56 | 164077299 52255815 54151519 65267968 29794961 22945790 | 82263085 32508720

Bilinmeyen_001 5,52 - - - - - - 244821 -
Bilinmeyen_003 5,53 - 261413 - - - - - -
Bilinmeyen_005 5,61 29487 35338 - 36538 - - - -
Bilinmeyen_006 5,68 1540045 1143615 1674958 818718 1369779 1317658 1059451 1338373
Bilinmeyen_007 5,70 47544 - - 38535 - 37498 - 34781
Bilinmeyen_008 5,78 - - - 17149 - - 15596 11594
Bilinmeyen_009 5,80 - 18066 - - 32776 - - -
Bilinmeyen_010 5,86 - - - - - 134691 141839 118599
Bilinmeyen_013 5,99 403419 431867 - - 388027 329595 - -
Bilinmeyen_014 5,99 - 535539 - - - - 374252 -
Bilinmeyen_015 5,99 - - 775322 - - - - -
Bilinmeyen_018 6,16 447177 437970 321331 612769 1549680 449891 892604 673887
Bilinmeyen_019 6,19 7046320 5712571 - - - - - -
Bilinmeyen_020 6,29 - 45668 - - - 39102 - -
Bilinmeyen_021 6,36 - 127372 103343 125861 408648 114927 163836 101954
Bilinmeyen_022 6,36 221029 - - - - - - -
Bilinmeyen_024 6,41 289758 - - - - 336031 - 260493
Bilinmeyen_028 6,42 - - 17863 - - - - -
Bilinmeyen_030 6,48 - 129704 177868 - 603835 - - -
Bilinmeyen_031 6,48 128601 321232 119586 - - - 94811 -
Bilinmeyen_033 6,50 - - - - - - 65093 -
Bilinmeyen_034 6,51 1592069 5274039 761839 9897700 - - 1071055 -
Bilinmeyen_035 6,53 2477077 2532561 1726480 1465212 2348891 1587227 1787031 1563833
Bilinmeyen_036 6,54 - - - - 662446 - 16474 29940
Bilinmeyen_037 6,59 182013 - 151788 - - - - -
Bilinmeyen_038 6,59 182013 - 151788 - - - - -
Bilinmeyen_039 6,62 - - 748208 - - - 203929 333320
Bilinmeyen_040 6,62 - - 386760 - - - 108930 -
Bilinmeyen_041 6,63 1405229 2914519 - - 988025 518434 - -
Bilinmeyen_042 6,82 - - - - - - 248079 -
Bilinmeyen_043 6,82 1188589 1041055 2020170 1393394 1007572 - - -
Bilinmeyen_044 6,84 - - 22031 - - 122721 - -
Bilinmeyen_046 6,86 38379 42536 - 34937 70808 - 32382 -
Bilinmeyen_047 6,88 7148554 20012879 31019668 19250527 6414636 398459 8581851 4342604
Bilinmeyen_048 6,97 - - - - - - 38301 15984
Bilinmeyen_049 7,05 - - 69569 12806 - - - -
Bilinmeyen_050 7,06 - - - - 4032315 1277032 2062441 -
Bilinmeyen_053 7,16 - - - - 433949 788830 - -
Bilinmeyen_055 7,20 120210 64125 - - - - - -
Bilinmeyen_057 7,26 - - 162988 - - - - -
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Bilinmeyen_058 7,26 271250 - - - - 114662 - -
Bilinmeyen_059 7,38 207650 - - 138052 - - 40040 -
Bilinmeyen_061 7,48 1000556 477241 128671 275423 683614 223073 493682 -
Bilinmeyen_062 7,51 - - - 18361 - 16521 - 13814
Bilinmeyen_063 7,58 - - 515997 - - - 627558 -
Bilinmeyen_064 7,62 49677 56849 - - - - - -
Bilinmeyen_065 7,65 - 1211173 - 731367 - - 1206300 1141210
Bilinmeyen_066 7,65 - 1211173 - 731367 - - 1206300 1141210
Bilinmeyen_067 7,65 - 1211173 - 731367 - - 1206300 1141210
Bilinmeyen_068 7,65 382223 - - - - - - -
Bilinmeyen_069 7,72 - - - - - - - 2255
Bilinmeyen_076 7,79 574589 528071 - - - - - 158198
Bilinmeyen_077 7,88 - - - 94140 - - 38976 -
Bilinmeyen_079 7,92 627884 915905 18081577 1551838 563637 - - -
Bilinmeyen_080 7,97 - 62151 - 87553 - - - -
Bilinmeyen_082 7,98 44286 - - - - - - -
Bilinmeyen_083 7,99 2361095 1753617 - - - - - -
Bilinmeyen_084 8,00 417305 168792 - - - - - -
Bilinmeyen_085 8,02 - 18320 - 10337 - - 6401 -
Bilinmeyen_087 8,11 - - 8132 15848 - - 16325 -
Bilinmeyen_088 8,13 - - - 7448 - - - -
Bilinmeyen_089 8,14 1675026 2291895 1524574 4064623 15810327 2216811 6285167 2010077
Bilinmeyen_090 8,16 - - - 37700 - - 25134 -
Bilinmeyen_091 8,23 - - - 18750157 12020218 582703 - 4945653
Bilinmeyen_092 8,32 28230 - - 12313 18315 - - -
Bilinmeyen_093 8,35 - 446246 - 449294 - - 240214 -
Bilinmeyen_094 8,44 38883423 32065770 - - - - - -
Bilinmeyen_095 8,44 - - 2092602 - - - - -
Bilinmeyen_096 8,47 - - - - - 2226089 1039425 384942
Bilinmeyen_100 8,58 - - - - - - 24671 -
Bilinmeyen_101 8,67 353442 857799 - 115713 480989 - 36045 152486
Bilinmeyen_102 8,70 - - 66058 63293 - - 60805 -
Bilinmeyen_103 8,70 26935 - - - - - - -
Bilinmeyen_104 8,76 - - - - 28618 - - -
Bilinmeyen_106 8,81 138173 143899 160519 126377 300002 23537 - 99545
Bilinmeyen_107 8,85 - - - - - 132968 - -
Bilinmeyen_108 8,87 - - 2532935 - - - 1947522 -
Bilinmeyen_109 8,92 80642 - - - - 103930 - -
Bilinmeyen_110 8,94 - - - 79626 125453 - - -
Bilinmeyen_111 8,99 4482040 3220502 3716669 3334926 5225890 1839432 2162468 2187841
Bilinmeyen_112 9,02 19194229 33593996 - - - - - -
Bilinmeyen_ 113 | 9,04 ; ; ; ; s26016480 | 205347 - -
Bilinmeyen_114 9,05 556697 1091291 - - 108064 - - -
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Bilinmeyen_115 9,05 - - - - - - 1108754 -
Bilinmeyen_116 9,11 - - - 14981 - - 1904 -
Bilinmeyen_117 9,13 - - - - 159188 - - -
Bilinmeyen_118 9,16 181203 226157 - - - - - -
Bilinmeyen_121 9,18 1889241 1957838 - - - - - -
Bilinmeyen_122 9,20 - - - 12263 - - - -
Bilinmeyen_123 9,20 - - - - 118491 - - 17101
Bilinmeyen_124 9,23 - - - 86506 - - - -
Bilinmeyen_125 9,23 - 29470 22093 72262 69110 - 34958 -
Bilinmeyen_126 9,26 - - - 581954 - - - -
Bilinmeyen_127 9,33 - - - - 58479292 83582256 - -
Bilinmeyen_128 9,35 - - - - - 5276 13028 5208
Bilinmeyen_129 9,44 7686365 9853231 - - - - - -
Bilinmeyen_131 9,49 5674489 10979971 - - - - - -
Bilinmeyen_132 9,49 12129762 23195864 - - - - - -
Bilinmeyen_133 9,55 - 9833518 - - - - - -
Bilinmeyen_134 9,56 - - 136458011 231212361 201913912 - - -
Bilinmeyen_135 9,59 - - - - 765818 1171397 - -
Bilinmeyen_136 9,68 - - - 296880 338305 - 287345 246397
Bilinmeyen_138 9,86 739612 - 923776 - - - - 61247
Bilinmeyen_139 9,88 - - 7887 - 7312 - - -
Bilinmeyen_142 9,98 - - - 544572 - - 1265665 -
Bilinmeyen_143 9,99 - - 408988 335677 - - - -
Bilinmeyen_144 9,99 - - 480891 - - - 74065 478908
Bilinmeyen_145 9,99 - - 480891 - - - 74065 478908
Bilinmeyen_146 9,99 2338541 2937186 - - - - - -
Bilinmeyen_147 10,10 693841 264545 - - - - - -
Bilinmeyen_148 10,11 - 852341 - 452686 1182287 640289 482452 890118
Bilinmeyen_150 10,29 514554 442229 284947 365086 454241 345132 472069 235464
Bilinmeyen_153 10,35 255005 263734 - 229316 506987 - - -
Bilinmeyen_154 10,37 - - - 6679682 - - 2817707 -
Bilinmeyen_155 10,37 - - - 25484056 - - 9357530 -
Bilinmeyen_156 10,55 1171480 - 3136083 - - - 267029 -
Bilinmeyen_157 10,55 - 638001 - 1236771 - - - -
Bilinmeyen_160 10,71 2194327 1687045 - - - - 66962 -
Bilinmeyen_161 10,75 - 225159 - 457060 267551 - - -
Bilinmeyen_163 10,77 595660 624092 - 166591 - - - -
Bilinmeyen_164 10,81 - - - - 539436 - 406983 -
Bilinmeyen_165 10,83 1273063 1578250 - - - - - -
Bilinmeyen_166 10,99 - - 3525205 2522962 - - - 1265067
Bilinmeyen_168 11,19 - - - - - - - 107472
Bilinmeyen_170 11,31 - - - 1963538 - 10548203 3146229 1129051
Bilinmeyen_171 11,34 - - - - - - 223211 375772
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Bilinmeyen_174 11,50 - - - - 255549137 9780175 - 229934
Bilinmeyen_175 11,50 133651 - - - - - - 18676
Bilinmeyen_177 11,57 933114 684607 724818 159050 - 219364 498210 463275
Bilinmeyen_178 11,58 - - - - 37189 - - -
Bilinmeyen_179 11,64 166635 - 187161 - - 264472 279557 342989
Bilinmeyen_180 11,70 28568 - 13615 - - - - -
Bilinmeyen_181 11,73 - - - - 8448 - 10456 80105
Bilinmeyen_182 11,74 1422315 - 2882146 - 882955 - 398447 218164
Bilinmeyen_183 11,74 - - - - - - - 89463
Bilinmeyen_184 11,80 - - - - 60091 - 28941 -
Bilinmeyen_185 11,82 - - - - 204970 - - -
Bilinmeyen_186 11,86 50951323 3245816 - - - - - -
Bilinmeyen_187 11,90 475626 - - 48493 356087 67780 84018 114631
Bilinmeyen_190 12,10 - 533997 - - - - - -
Bilinmeyen_192 12,24 - - - - 1729656 1633121 - -
Bilinmeyen_193 12,30 4191744 3633673 5740509 2679879 3329272 5768980 3470636 4947031
Bilinmeyen_194 12,38 45683 216846 - - - - - -
Bilinmeyen_195 12,41 - - - - 13191 - 38672 -
Bilinmeyen_196 12,42 - - - - - - - 26269
Bilinmeyen_197 12,46 - - 166287355 47443507 - - - -
Bilinmeyen_198 12,46 - - 166287355 47443507 - - - -
Bilinmeyen_199 12,57 - - - - - 1096225 - 685125
Bilinmeyen_202 12,62 2802440 1975619 - - - - - -
Bilinmeyen_203 12,70 - - 4877700 3220495 - - - 788280
Bilinmeyen_204 12,71 - - 5626490 - - - 949689 -
Bilinmeyen_206 12,76 - - - - 409439 - 3723177 -
Bilinmeyen_207 12,80 - - 24456444 - - - - -
Bilinmeyen_211 12,94 - - - - - 11625 11458 -
Bilinmeyen_212 13,01 1233283 - 1191534 - - - - -
Bilinmeyen_213 13,06 549480 - - - - - R .
Bilinmeyen_214 13,10 - 1055555 - - - - 139587 -
Bilinmeyen_217 13,22 - - - 748927 - - 572690 218226
Bilinmeyen_218 13,22 - - 7784701 1083896 - - - -
Bilinmeyen_219 13,29 2119696 9454691 2841136 3189944 1640288 1259238 3417192 -
Bilinmeyen_220 13,32 - 2512436 - - - - 1245926 -
Bilinmeyen_221 13,41 10065011 19811856 - - - - - -
Bilinmeyen_222 13,43 - - - - - 103%062 - -
Bilinmeyen_224 13,53 - - - - 56940 144032 - 21577
Bilinmeyen_226 13,56 2209448 2934290 - - - - - -
Bilinmeyen_228 13,59 - - - 966239 - - - -
Bilinmeyen_229 13,65 | 18964790 6386391 1094482785 7204380 - - 4848531 -
Bilinmeyen_231 13,68 - - 20462 - - - - -
Bilinmeyen_232 13,70 - 1371629 - 672543 - - - -
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Bilinmeyen_233 13,85 | 21357798 94906229 - - - - - -
Bilinmeyen_234 13,86 24041069 - - - 27297002 - - -
Bilinmeyen_235 13,86 | 15308655 - 116348780 - 24990888 - - 5083456
Bilinmeyen_238 13,96 3098219 1833224 - - - - - -
Bilinmeyen_239 13,96 - - - - 296703874 497060 - -
Bilinmeyen_240 14,02 - - 4830012 - - - - -
Bilinmeyen_241 14,18 - - - 475277 - - - -
Bilinmeyen_243 14,25 - - - 421877 - - 147772 -
Bilinmeyen_248 14,56 218661 - - - - - - -
Bilinmeyen_249 14,65 2299151 3885483 - - - - - -
Bilinmeyen_250 14,83 - - - 1792448 - - - -
Bilinmeyen_251 14,98 - - - 1557419 - - 1363160 -
Bilinmeyen_254 15,03 4138088 4964871 - - - - - -
Bilinmeyen_255 15,14 - - - - - 200555 116241 175836
Bilinmeyen_256 15,19 1986843 3066223 - 2682934 - - 1940814 -
Bilinmeyen_257 15,19 - - - - - - - 238817
Bilinmeyen_259 15,22 - - - 2901986 - - 1798204 -
Bilinmeyen_260 15,22 3413546 5851845 - - - - - -
Bilinmeyen_261 15,44 - - - - - - 2822466 -
Bilinmeyen_262 15,49 - - 5377430 12116686 - - 6809432 -
Bilinmeyen_263 15,51 | 25017428 160171804 - 105278298 19705888 2947403 10637891 1206506
Bilinmeyen_264 15,59 - - - 479262 - - 141146 -
Bilinmeyen_265 15,68 - 1259590 - 132039 854338 1038521 - 171760
Bilinmeyen_266 15,73 - - - 10107730 - - 157694 -
Bilinmeyen_267 15,73 - - - 10107730 - - 157694 -
Bilinmeyen_268 15,78 - 2458517 - 24786503 - - - 2317288
Bilinmeyen_270 15,89 - - - 16452628 - - 3504715 -
Bilinmeyen_271 15,99 | 11559275 5094703 11066159 12272779 2203419 529468 2570850 -
Bilinmeyen_273 16,06 - - - - - - 22901 32496
Bilinmeyen_275 16,11 - - - - 22932 - 51757 -
Bilinmeyen_277 16,15 12763279 11648318 1326427 - - - - 197964
Bilinmeyen_278 16,15 | 12763279 11648318 1326427 - - - - 197964
Bilinmeyen_279 16,15 - - - - 2007397 - 1310252 -
Bilinmeyen_280 16,15 - - - 2065698 - - - -
Bilinmeyen_281 16,26 - - - - 14635238 7054633 966594 1123847
Bilinmeyen_282 16,39 2935343 7618475 - - - - - -
Bilinmeyen_283 16,49 2686351 - - - - - - -
Bilinmeyen_284 16,50 - 11182693 - 35512943 8693982 1632578 2493470 477062
Bilinmeyen_286 16,64 - - - - - - - 187622
Bilinmeyen_287 16,66 - - - 8186908 - - - -
Bilinmeyen_288 16,71 2737581 10459070 2580593 2931360 - - - -
Bilinmeyen_289 16,72 1445348 3672529 - - - - - -
Bilinmeyen_291 16,73 7123363 6471215 : 292885 B B - -
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Bilinmeyen_292 16,77 - - - 1441414 - - 1040690 -
Bilinmeyen_293 16,81 - 132711 - - - - 103179 -
Bilinmeyen_294 16,85 3770570 2229965 - - - - - -
Bilinmeyen_296 16,89 74956965 - - - 10418323 - - 15815895
Bilinmeyen_297 16,89 | 250986599 329398004 - 240428519 - - - -
Bilinmeyen_298 16,90 | 156720752 183496023 - 171884300 - - - -
Bilinmeyen_301 16,94 7127692 4915178 - 5430516 - - 671841 -
Bilinmeyen_302 16,94 - 9006060 - 12543514 - - - -
Bilinmeyen_304 16,98 - 602645053 - 132047848 - - - -
Bilinmeyen_305 17,00 - - - 503515 - - - -
Bilinmeyen_306 17,04 3132998 - 4381321 - - - - -
Bilinmeyen_307 17,07 440809 - - 1520470 - - 1049997 -
Bilinmeyen_308 17,07 1243923 - 32189603 - - - 690057 -
Bilinmeyen_310 17,14 - - - 20757200 - - - -
Bilinmeyen_311 17,14 - 1747416 - - - - 1396813 -
Bilinmeyen_312 17,15 | 21850620 93242713 - 94480698 - - - -
Bilinmeyen_313 17,16 - - - 383021039 37497493 7451609 - -
Bilinmeyen_314 17,23 - - - 43800915 - - - -
Bilinmeyen_315 17,31 - - 19001719 - - - - -
Bilinmeyen_317 17,36 - - - 78300233 - - - -
Bilinmeyen_318 17,37 - - - 7184831 - - - -
Bilinmeyen_319 17,37 - - - - 21303186 7858896 - -
Bilinmeyen_320 17,37 - - - - - 4957330 - -
Bilinmeyen_321 17,37 - - - - - - 2197218 -
Bilinmeyen_322 17,37 - - - - - - 2197218 -
Bilinmeyen_323 17,37 - - - - - - - 6954738
Bilinmeyen_324 17,42 - - - - 67891 54172 - -
Bilinmeyen_326 17,54 19347938 6327767 - - - - - -
Bilinmeyen_327 17,59 7597685 9026282 - 3283737 - - - -
Bilinmeyen_328 17,59 7597685 9026282 - 3283737 - - - -
Bilinmeyen_329 17,65 - - - - - 131822 - 263708
Bilinmeyen_330 17,69 - - - - - - - 317241
Bilinmeyen_331 17,69 - - - 3708671 - - 1331168 -
Bilinmeyen_332 17,70 - - - - - 154009 371208 -
Bilinmeyen_334 17,72 | 165875554 138712620 - - - - - -
Bilinmeyen_335 17,77 - - - 12083630 - - - -
Bilinmeyen_336 17,78 | 380724874 246746537 50262645 - - - - -
Bilinmeyen_337 17,78 - - - - - - 3837846 -
Bilinmeyen_338 17,79 10323953 - - - - - - -
Bilinmeyen_339 17,82 - - - 293193 - 3582733 - 2415677
Bilinmeyen_341 17,96 - - 1510828 943997 - - 392934 -
Bilinmeyen_342 17,99 - 132786 - - - - - 658834
Bilinmeyen_343 17,99 31272 - - - - - - -
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Bilinmeyen_344 18,01 2697505 - 10797468 22557791 1096145 - 4629390 -
Bilinmeyen_347 18,10 - - - - - - 205999 -
Bilinmeyen_349 18,24 1859073 703537 - - - - - -
Bilinmeyen_350 18,24 2992211 1314064 - - - - - -
Bilinmeyen_352 18,26 3011933 1951877 - 2081949 - - - 1390627
Bilinmeyen_353 18,45 - - - 23495518 - - 4405148 -
Bilinmeyen_354 18,50 - - - - - - 179152 -
Bilinmeyen_357 18,64 - - - 148814 387129 - 460162 100215
Bilinmeyen_362 18,75 - - - - - - 78142 -
Bilinmeyen_363 18,75 - - 451027 - - - 387362 -
Bilinmeyen_364 18,76 - - - 5170120 - - 897485 -
Bilinmeyen_365 18,84 - - - - 17545050 - 18747909 4417334
Bilinmeyen_366 18,84 - - - - - - 71498995 15880425
Bilinmeyen_367 18,84 539992 - 5994443 147202602 77108024 15389722 | 95123895 17928499
Bilinmeyen_368 18,87 310996 166795 - - - - - -
Bilinmeyen_369 18,89 | 41003309 165092862 - - - - - -
Bilinmeyen_370 18,98 1721601 1894417 - - - - - -
Bilinmeyen_371 19,12 | 94175612 79117853 - - - - - -
Bilinmeyen_372 19,13 - - - - - 19533578 | 98641344 10922368
Bilinmeyen_374 19,22 - - - - 46351 - - -
Bilinmeyen_375 19,33 | 22654361 59958676 6771260 38869893 - - 7241629 -
Bilinmeyen_378 19,38 - - - 178299 - - 94840 -
Bilinmeyen_379 19,52 - 7991125 2684940 - - - 2562635 -
Bilinmeyen_380 19,57 2155191 4188785 - - - - - -
Bilinmeyen_381 19,58 - 51953043 - 122636807 - - 20558628 -
Bilinmeyen_382 19,59 - 40822214 - - - - 31935288 -
Bilinmeyen_383 19,63 - 1031697 - - - - - 153500
Bilinmeyen_384 19,64 - - - - 482694890 14407404 - -
Bilinmeyen_385 19,83 - - 1444523 2153778 - - - -
Bilinmeyen_386 19,95 | 17743964 - - - - - - -
Bilinmeyen_387 19,97 - - 6644900 26458286 - - 1336629 2853623
Bilinmeyen_388 20,01 - - - - 13463825 - - 1824760
Bilinmeyen_389 20,05 - 1220892 - 8105828 1854610 3218258 942748 -
Bilinmeyen_390 20,05 - 1220892 - 8105828 1854610 3218258 942748 -
Bilinmeyen_391 20,15 2708530 14689389 - - - - - -
Bilinmeyen_392 20,24 - - - - 64737664 24144008 - 20601862
Bilinmeyen_393 20,30 - - - - 39084 73364 - 19638
Bilinmeyen_394 20,30 - - - - 5026646 7628152 - -
Bilinmeyen_395 20,38 - 1679388 2025469 590892 2500504 502985 - -
Bilinmeyen_396 20,39 | 10855227 6153759 - - - - - -
Bilinmeyen_397 20,40 - - - - - - 253724 -
Bilinmeyen_398 20,43 12737684 - - - - - 1540309 -
Bilinmeyen_399 20,43 12737684 - - - - - 1540309 -




125

Bilinmeyen_400 20,65 - 5783285 8109152 4282863 - - - -
Bilinmeyen_401 20,69 - 38002 - - - - - -
Bilinmeyen_402 20,82 - - - - 1671707 - - -
Bilinmeyen_403 20,83 3760315 - - 22838611 - - 6167825 -
Bilinmeyen_405 20,99 - - 10705843 - - - - -
Bilinmeyen_406 21,09 - - - - 18435168 9098105 - -
Bilinmeyen_407 21,17 - 1008238 504415 1182900 - - - -
Bilinmeyen_408 21,29 - 5066102 7987375 880378 - - - 659170
Bilinmeyen_409 21,34 - - 478757 - - - - -
Bilinmeyen_410 21,45 4964423 7161275 - - 64258889 33010812 1275563 12527981
Bilinmeyen_412 21,58 - - - 22510851 - - - -
Bilinmeyen_413 21,62 - 9759565 - - - - - -
Bilinmeyen_414 21,62 7404314 13630800 5353252 6022476 - - 2686453 -
Bilinmeyen_415 21,63 | 45895304 43793245 17014983 35027434 2623073 - 9243959 -
Bilinmeyen_416 21,67 - - 614404 - - - - -
Bilinmeyen_417 21,87 15576635 8650494 - - - - - -
Bilinmeyen_419 21,96 - - - 237147 - - - -
Bilinmeyen_420 22,04 - - - - 50454634 48586093 5117310 6603793
Bilinmeyen_421 22,08 - - - - - - 64586 -
Bilinmeyen_423 22,24 - - 1856127 - - - - 2261093
Bilinmeyen_424 22,33 - - - - 13286146 634686 - -
Bilinmeyen_425 22,49 - 4255144 - - - - - 3016797
Bilinmeyen_426 22,49 - - - 7304005 - - 4466273 -
Bilinmeyen_427 22,49 2341832 - - - 3167730 3091787 2595390 1937211
Bilinmeyen_428 22,63 | 48941032 40801679 6738747 11354450 22317021 3353921 10028502 -
Bilinmeyen_429 22,65 - - - - 43926 28647 - -
Bilinmeyen_430 22,74 10408645 3761654 - - - - - -
Bilinmeyen_433 22,98 | 52429377 39011196 - 10199978 6646986 - 5136680 -
Bilinmeyen_434 23,02 - - - - - - - 2148292
Bilinmeyen_435 23,05 - - - - - - 6270015 -
Bilinmeyen_436 23,11 | 11083456 106488191 - 6917620 - - - -
Bilinmeyen_438 23,15 - - - - 4112373 3112878 - -
Bilinmeyen_439 23,29 1156924 1001021 - - - - - 49421
Bilinmeyen_440 23,32 - - - - 18842584 1112624 - -
Bilinmeyen_441 23,42 9057423 - 4069982 - - 16952849 - 6766269
Bilinmeyen_443 23,55 199004 - - - - - - 89115
Bilinmeyen_444 23,58 - - 12113713 22025389 - - 2963610 -
Bilinmeyen_445 23,62 4146729 6763312 981437 437661 - - 438539 356016
Bilinmeyen_446 23,64 7912688 17897383 21129774 4107367 32284060 - 267913 547742
Bilinmeyen_447 23,70 5594737 3968023 342219 4886339 - - 886401 -
Bilinmeyen_448 23,76 - 2045275 - 1968047 1920006 2280338 39276 1048893
Bilinmeyen_449 23,76 | 315168278 - - - 178269379 - 102798346 -
Bilinmeyen_450 23,77 - 59978112 - 5765031 - - - -
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Bilinmeyen_451 23,78 - 208236403 - - 446200131 53273?685 - -
Bilimeyen 452 | 23,80 | 199070820 | 258891502 | 400967070 | 237060843 | 378086826 | 5’0" | 182707562 | 115507659
Bilinmeyen_453 23,80 - - 439155792 502446732 - - 192702595 279744005
Bilinmeyen_454 23,81 - - 22293084 - - - - -
Bilinmeyen 455 | 23,82 - 577483867 - - 440306009 | 4709420 - -
Bilinmeyen_456 23,82 3922535 7782317 - - 4544147 - - -
Bilinmeyen_457 23,82 - 35190866 - - - - - -
Bilinmeyen_458 23,91 13627766 5710600 - 2286064 - - - -
Bilinmeyen_459 23,99 7341246 11549085 - - - - - -
Bilinmeyen_462 24,39 - - - 14339785 - - - -
Bilinmeyen_464 24,43 - - - - 114657470 308078874 - -
Bilinmeyen 465 | 24,43 - - - - 14go79028 | 342909 - -
Bilinmeyen_466 24,44 - - - - 121581843 14305846 - -
Bilinmeyen_469 24,46 196358 189603 108852 - - - - -
Bilinmeyen_470 24,48 - - 155465 - - 282874 - -
Bilinmeyen_471 24,49 10869839 - - 27400298 13112779 - 4006706 -
Bilinmeyen_472 24,68 - 89987572 24923666 - - - - -
Bilinmeyen_473 24,69 - - - - - 127974251 - -
Bilinmeyen_474 24,69 - - - - - - 23524800 -
Bilinmeyen_475 24,70 - - - - 325577916 78246410 - -
Bilinmeyen_476 24,70 - - - - 302169555 112231151 - -
Bilinmeyen_477 24,71 - - - - 136177222 29596276 - -
Bilinmeyen_479 24,72 - - - - 356065857 - - -
Bilinmeyen_480 24,86 - - - 9498046 - - 3039103 -
Bilinmeyen_481 24,87 - 13510483 - - - - - -
Bilinmeyen_482 24,88 - - - - 16054732 15441705 - -
Bilinmeyen_483 24,88 21528218 - - 22208898 - - - 13380254
Bilinmeyen_484 25,07 4637094 4839859 - - - - 1292891 -
Bilinmeyen_485 25,27 - - - - - - 118028 -
Bilinmeyen_486 25,32 - - - 8875330 - - - -
Bilinmeyen_487 25,33 10238932 14168619 3027915 - - - - -
Bilinmeyen_488 25,36 - - - - 291035 392254 - -
Bilinmeyen_490 25,48 - - - - - - - 119377
Bilinmeyen_491 25,62 - - - 14339851 - - - -
Bilinmeyen_492 25,78 14684198 2420130 283967 7331043 - - - -
Bilinmeyen_493 25,84 10520629 8392433 - 16219356 - - - -
Bilinmeyen_494 25,88 - - - - - - 5305294 -
Bilinmeyen_495 25,98 - 4040268 - - - - - -
Bilinmeyen_496 26,08 - - - - 30851757 20605123 - -
Bilinmeyen_497 26,09 - - - - 58580577 25227547 - -
Bilinmeyen_500 26,26 - - - - 2071699 1069839 - -
Bilinmeyen_501 26,39 - - - - - - 933270 1432041
Bilinmeyen_503 26,52 27215190 9298329 - - - - - -
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Bilinmeyen_504 26,99 | 11888909 38146372 - 28305644 7416897 - - -
Bilinmeyen_505 27,15 - B : 6692879 6692224 2034799 2126194 1366629
Bilinmeyen_506 27,15 - - - 1693762 10939457 - - -
Bilinmeyen_507 27,17 - - - - 3268480 8847786 - -
Bilinmeyen_508 27,33 - - - - - 48450540 | 25906489 -
Bilinmeyen_509 27,33 - - - - - - 11924373 10809086
Bilinmeyen_510 27,52 - - - 12479823 - - - -
Bilinmeyen_511 27,63 - 31903812 - - - - - -
Bilinmeyen_512 27,64 | 19508579 39158309 - - 434941 517658 1111341 5061707
Bilinmeyen_513 27,66 | 14586956 44006256 296616 - 35028 26763 - -
Bilinmeyen_514 27,70 - - - 83334599 - - - -
Bilinmeyen_515 27,91 1447974 6065284 - 11007073 - - - -
Bilinmeyen_516 27,94 | 27020028 43669031 - 18724902 - - - -
Bilinmeyen_517 27,98 - - - 848634 - 205062 231451 420398
Bilinmeyen_518 28,00 - - - 92165850 - - 29193794 -
Bilinmeyen_519 28,16 3056461 - - 46357565 49863977 7816255 49995020 8057752
Bilinmeyen_520 28,25 - - - - - 10904105 - -
Bilinmeyen_521 28,25 - - - - - - 7975170 7610743
Bilinmeyen_522 28,37 2024172 7180839 - - - - - -
Bilinmeyen_523 28,46 - - - - - 22556662 | 15810264 -
Bilinmeyen_524 28,47 6523896 61095228 - - - - - -
Bilinmeyen_525 28,54 6992216 13490831 2331960 - 1874299 - - -
Bilinmeyen_526 28,80 | 16001827 61024341 - - - - - -
Bilinmeyen_527 29,19 - - - - 84322544 215378681 - -
Bilinmeyen_528 29,42 - - - 2665278 - - 525078 -
Bilinmeyen_529 29,44 - - - 571396963 - - 234883856 -
Bilinmeyen_530 29,45 - - - 13789016 - - - -
Bilinmeyen_531 30,34 - - 139 - 2538 - - -
Bilinmeyen_532 30,52 - - - - - 1594558 1815373 2351481
Bilinmeyen_533 30,55 | 25885866 - - - 11198877 - - -
Bilinmeyen_534 31,57 3417942 1825954 768476 3302547 99212 7360813 1910865 1847648
Bilinmeyen_535 31,77 - - - - 8824 - - -
Bilinmeyen_536 33,21 - - - - - 13979861 - -
Bilinmeyen_537 33,65 - 7032 - - - - 3971 -
Bilinmeyen_538 35,44 - - - 5712 2985 - - -
Bilinmeyen_539 35,69 - 15779 - 4143 - 8462 8150 2598
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4.4.5. GC-MS Temel Bilesenler Analizi (3D)
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Sekil 4.62. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina, Echinacea

purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa, N.

damascena metanollii ekstrelerinin 3D PCA (Temel Bilesenler Analizi)
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5. TARTISMA

Tibbi bitkiler insanligin varolusundan itibaren tedavi ya da kozmetik
amaciyla kullanilmaktadir. Serbest radikaller ve oksidasyon pek cok hastaligin
olusmasinda ve cilt yaglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Glines 1sinlar1 reaktif
oksijen tiirlerini tiretirken (4), aym1 zamanda kollajenaz ve elastaz enzimlerinin ait
oldugu matriks metalloproteinaz enzimlerinin (MMP-1, 8, 13) artisina da sebep olur
(5, 6). Elastaz aktivitesinin artmasiyla birlikte elastik fibrillerin yapist bozulur,
bozulan fibril pargalari kollajenaz ve stromelisin sentezini artirmak suretiyle
ekstraseliiler matrikse zarar verir (6, 7). Sonug¢ olarak cilt yaslanmasinda, giines
1sinlar1 ana faktor olarak disiliniilmektedir. UV-A ve UV- B 1sinlar cilt iizerinde
negatif etkilerini gosterirken UV-C yeryliziine ulasmadan atmosfer tarafindan emilir.

Calismamizda kozmetik amagla kullanilisi olan Achillea millefolium, A.
filipendulina, Mentha piperita ve Salvia officinalis’in cilt yaslanmasimi geciktirici
etkilerini belirlemek tizere metanollii ekstrelerinin MMP-1, MMP-8 ve MMP-13
enzimleri tizerindeki inhibitor etkileri arastirilmistir (8-10). A. millefolium, A.
filipendulina, M. piperita ve S. officinalis’in metanollii ekstreleri MMP-1 enzimini
500 pg/mL konsantrasyonlarda sirasiyla % 81,27, % 78,29, % 84,44, % 70,51
oranlarinda (Bkz. Tablo 4.1, Sekil 5.1.) inhibe etmistir.

100 90,8
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K onsantrasyon

% Inhibisyon

= Achillea Millefdium = Achillea filipendulina® Mentha piperita
Salvia officinalis = NNGH

Sekil 5.1. Achillea millefolium, A. filipendulina, Mentha piperita ve Salvia
officinalis’in metanolli ekstrelerinin MMP-1 inhibisyon yiizdeleri
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MMP-8 enzimini % 75,30, % 62,99, % 80,36, % 80,06 oranlarinda (Bkz. Tablo 4.2,
Sekil 5.2.) inhibe etmistir.
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= Achillea Millefdium = Achillea filipendul ina= Mentha pi perita
Salvia officinalis = NNGH

Sekil 5.2. Achillea millefolium, A. filipendulina, Mentha piperita ve Salvia
officinalis’in metanollii ekstrelerinin MMP-8 inhibisyon yiizdeleri

MMP-13 enzimini % 89,20, % 84,31, % 91,72, % 89,63 oranlarinda (Bkz. Tablo
4.3, Sekil 5.3) inhibe etmistir.
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Sekil 5.3. Achillea millefolium, A. filipendulina, Mentha piperita ve Salvia
officinalis’in metanollii ekstrelerinin MMP-13 inhibisyon yiizdeleri

Mentha piperita yapraklarinin metanollii ekstresi, MMP-1, 8 ve 13 enzimlerini %

84,44, % 80,36 ve % 91,72 inhibisyon oranlart ile test edilen bitkiler i¢inde belirgin
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ve en yiiksek etkiyi gdstermistir. Tiim bitkilerin, MMP-13 enzimini diger 2 enzime
gore daha yiiksek oranda inhibe ettigi gézlenmistir. Bu ¢alisma ile bitkilerin MMP
inhibitor etki deneyleri ilk kez gergeklestirilmistir.

Aragtirmaya konu olan bitkilerin GC-MS ile metabolomik profilleri
belirlenmis ve matriks metalloproteinaz inhibitdor etki ile korelasyonlar
yorumlanmustir.

Metabolom, bir hiicre veya canlidaki metabolizmanin tiimii olup,
metabolomdaki kiigiik molekiillii metabolitlerin NMR (niikleer manyetik rezonans),
GC-MS (gaz kromatografi-kiitle spektrofotometri) ve LC-MS (likit kromatografi-
kiitle spektrofotometri) gibi yiiksek hassasiyette analitik teknikler kullanilarak
belirlenmesine metabolomik analizi adi1 verilmektedir. Bitkiler aleminde 200 000
metabolit tespit edilmisken bu say1 insanlarda ancak 3 000 adettir.

Canli organizmada reaksiyonlarin hiicrelerde devamlilik gdstermesi
nedeniyle icerdikleri metabolitlerin konsantrasyonlar1 da siirekli degismektedir.
Metabolomikleri aragtirmak i¢in bugiin kullanilan analitik teknikler, belirli
sartlardaki anlik icerigi belirlemeye yararlar. Bitki metabolomikleri, bitkilerde primer
ve sekonder metabolitlerin dizileri ve fonksiyonlar1 nedeniyle ozellikle ilgingtir.
Metabolomik caligmalari; biyobelirte¢ tespitinde, enzim substrat iligkisini
degerlendirmede, biyoaktivite ¢alismalarinda, metabolik yolak analizlerinde ve daha
birgok amaca hizmet eden ¢aligmalarda son donemlerde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar.

Metabolit profilleme c¢alismalar1 i¢in kullanilan tekniklerinden elde edilen
verinin bilgisayar destekli bir 6n islemden gecirilmesi, ¢alisma siirecinde harcanacak
zaman kaybini, yapilabilecek olasi hatalar1 ve varolduklari halde gbzden kagabilecek
metabolitlerin tespit edilememe sorunlarin1i en aza indirgemektedir. Yapilan
caligmalarda onlarca hatta yiizlerce metabolitin ayrilmasi ve tanimlanmasinda
yazilim ve veribankasi destegi kaginilmazdir.

Biyolojik bir numunedeki tim metabolitleri kapsamli bir sekilde analiz
etmeyi amaglayan metabolomik c¢alismalarin, genetik veya cevresel degisiklikleri
saptamak i¢in dnemli roller oynadig1 ortaya konmustur.

Metabolit seviyeleri, biyolojik sistemlerin tepkisi olarak diistiniilmektedir.

Calismamizda, donilisiimden ve kromatogramlarin hizalanmasindan sonra, 586 kiitle
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spektral oOzellikleri tespit edilmis ve bunlarim 166’s1 tutma indeksi kiitiiphaneleri
kullanilarak ag¢iklanmistir. Teshis edilenler, sitrik asit dongiisiinde yer alan, amino
asit ve yag asidi metabolizmasina ait olan metabolitlerdir (Sekil 5.4 ve 5.5).

(Glikoliz)

Gliserol e Fosfogliseraldenit
(PGAL)

l

Pirilivik asit == Gly, Ser, Ala, Cys

l De-nova Sentez
. . . Phe, Leu, Ilg, Thr, l .
Doymusyagasitieri {mmmm) Asetil koenzim A = Lys, Trp, Tyr E Stearik asit Zincir uzamasi
= C18
=3
2| |
Asp, Asn mpOk saloasetik Sitrik® g - ik asi ik asi
asit asit S Aratiriin - e, Aykosanikasit __, Erusik asit
C18A9:10 c20A1M:12 C22A13:14
Sitrik asit dongtisii l
i . i Glu, GIn, Arg, . X .
Phe, Tyr Q—bFuan;_E;nk a kagllutank — Hie Pro 9 Linolek asit

C18A9:10,12:13

Siiksinik
asit

Linolenik asit
Val, Met, Ile C18A9:10,12:13,15:16

Sekil 5.4. Hiicrelerde sitrik asit dongiisii ~ Sekil 5.5. Yag asitlerinin biyosentezi

Canli organizmada maddelerin biyosentezinde, anabolizma (yapim),
katabolizma (yikim) ve bu reaksiyonlar1 birbirine baglayan amfibolizma 6nemli rol
oynamaktadir. Amfibolizma reaksiyonlar1 genellikle dongiidiir ve sitrik asit dongiisii
(krebs dongiisii, trikarboksilik asit dongiisii) (Sema. 5.4.) primer metabolitlerden,

sekonder metabolitlere gegiste prekiirsorleri saglamasi bakimindan 6nemlidir.

Glukoz, glikoliz ile Asetil CoA ya doniisiir, glukoz disinda amino asitler ile
yag asitleri ve gliserol de Asetil CoA ya doniigsebilen primer metabolitlerdir. Yag

asitlerinin zincir uzamasinda ise, de novo sentez 6énemlidir (Sema 5.5.).
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Tablo 4.66 Sitrik asit siklusu ve yag asitlerinin biyosentezi sirasinda olusan
metabolitlerin GC-MS analizinde alikonma zamanlari ve pik alanlari

Metabolomikler Rt _Achillga - A. ] Echinaceae N_Ient_ha N. Nigglla S_a!via_ Sil)_/bum
millefolium | filipendulina purpurea piperita damascena sativa officinalis marianum
D-glukoz 17,16 | 578611397 793349237 243549659 877027044 115012392 27166035 | 304470458 29436267
Gliserol 9,57 - - - - - - 41115019
Piriivik asit 6,24 98278 289370 16018438 121112 - - 192659
Sitrik asit 16,34 19440113 56610564 170616084 338852093 32073143 - 307367152 6933209
alfa ketoglutarik asit | 13,57 12659448 12360990 - - - - 4382570
Siiksinik asit 10,16 | 32830218 42536359 66879505 150097768 3132595 - 34127825 1883380
Fumarik asit 10,66 1579260 2453922 25059627 611579878 2228713 505406 2068665 438141
Okzalik asit 7,55 1176321 128438 948944 487630 - - - 245805
Linoleikasit | 2030 | 57042071 | 44481668 - - 636842283 | 097 | g7210012 | 08541557
L-serin 9,36 3592912 9200501 32464784 3785690 7741832 2405981 6737208 1574682
Alanin 7,05 4754745 9836382 44085370 30229631 1828509 1663902 5146139 7968071
Aspartik asit 11,67 763844 - 16131640 - 27289383 4038478 1089399 2353505
L-Treonin 9,88 2649773 12588199 4135538 7186660 15663381 805934 4924804 699093
L-Alanin 10,81 - - - 1589951 365436 - 480977 412241
Pirolin 13,68 10201018 12381069 8184082 - - - - 601999
Aykozanol 21,53 2782206 2264775 - - 553504 701048 -
Fenilalanin 13,32 4499528 - 17681720 - - - 2086747 1176356
Pirolin 8,23 20914513 95443352 104952303 10696057 - 490167 2213807
Triptofan 20,25 - - - 1248964 17192392 885169 296246 7258468

Primer metabolitler organizmanin enerji liretimi sirasinda olusan ara iirlin
veya son trlinlerdir. Bu firiinlerin metabolizmada 6nemli rolleri vardir, zira bu
metabolitler lireme ve biiylime i¢in gereklidirler. Anaerobik metabolizma iirlinleri
olan etanol, izopropanol, butanol gibi alkoller ve biitirik asit, propiyonik asit, laktik
asit gibi asitler ile aerobik metabolizma {irtinleri olan sitrik asit, fumarik asit,
stiksinik asit, malik asit gibi iiriinler; amino asitler, asetil-CoA’dan {iretilen lipit
metabolizmas1 {rilinleri olan yag asitleri, yaglar ve poli-f-hidroksi biitirat gibi
maddeler primer metabolit tiriinleridir. Sekonder metabolitler, primer meabolizma
iirlinlerinden sentezlenirler.

Veri analizi yapilirken veri setinin boyutlarini kiigiiltmek i¢in temel bilesenler

analizi (PCA = Principal Component Analysis) gereklidir.
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Sekil 5.6. Silybum marianum, Achillea millefolium, A. filipendulina, Echinacea
purpurea, Mentha piperita, Salvia officinalis, Nigella sativa, N.
damascena metanollii ekstrelerinin PCA (Principal Component
Analysis = Temel Bilesenler Analizi)

Bu baglamda aktivite ile metabolomik profillemenin tamami arasindaki
iliskileri aragtirmak icin metabolomik profillemenin tamami ile MMP inhibitor
aktivite arasindaki korelasyon tek degiskenli, cok degiskenli ve korelasyon analizleri
ile degerlendirilmistir. Bitkisel ekstraktlarin sinerjizm veya antagonizma ile aktivite
gosterdikleri dikkate alindiginda, tek metabolit yerine tiim metabolitlerin birlikte
degerlendirilmesi sinerjizm veya antagonizma hakkinda bilgi sahibi olmamiza katk1
saglamigtir.

Bu diisiinceden hareketle, negatif pozitif aktiviteye sahip metabolitlerin
bulunmasi icin farkli tiirlerin ve MMP inhibitor aktivitenin tiim metabolomik
profilleri karsilastirllmistir. Tezimizde, MMP-1, 8, 13 inhibitor aktiviteleri ¢alisilmis
olan bitkiler (A. millefolium, A. fiipendulina, M. piperita, S. officinalis) benzer
metabolomik profili gostermislerdir. Metabolit seviyeleri ve MMP inhibitor aktivite
arasinda 50'si pozitif yiiksek korelasyon (r > 0.70) gosterirken (Sekil 5.7.), 85
metabolitin negatif korelasyon gdsterdigi tespit edilmistir. Bu metabolomiklerin 10
tanesi ortak olarak MMP-1, 8, 13 aktiviteleri igin negatif korelasyon gosterirken, 2

tanesi pozitif korelasyon gostermistir (Sekil 5.8. ).
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MMP 1 MMP 8

Sekil 5.7. MMP1,8,13 inhibitor aktivite i¢in negatif korelasyon gosteren
metabolitler

MMP 1 MMP 8

v
o

MMP 13

Sekil 5.8. MMP1,8,13 inhibitor aktivite i¢in pozitif korelasyon gosteren
metabolitler

Tanimlanamayanlarin ise kiitliphanenin sekonder metabolitler bakimindan
yeterli olmayis1 dikkate alindiginda sekonder metabolitler olmasi ihtimalini
giiclendirmektedir. GC-MS ile tanimlanamayan sekonder metabolitlerin analizi
HPLC ile gergeklestirilmistir.

Cilt yaslanmasinda 6nemli bir etken olan giines 1sinlarina karsi bu bitkilerin
koruyucu olup olmadig1 boliim 3.6.'da verilen yontemle hesaplanmistir. Elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde giinesten koruyucu faktorleri (SPF) anlaml
bulunmamustir.

Giines 1sinlart ya da gevre kirliligi ve sigara gibi nedenlerden otiirii serbest
radikaller olugsmaktadir. A. millefolium, A. flipendula, M. piperita ve S. officinalis’in
DPPH radikalini stiptiriicti etkileri sirasiyla % 88.35, % 88,98, % 91.58, % 88.65,
ABTS radikalini siipiiriicii etkileri sirastyla % 85.37, % 85,54, % 85,71, % 85,88
olarak bulunmustur. NO radikalini siipiiriicii etkileri ve total antioksidan kapasiteleri
dikkate deger bulunmamistir. Demir rediikleyici antioksidan kapasitelerine
baktigimizda (Kersetin ekivalan antioksidan kapasite) A. Millefolium ve A.

filipendulina diisiik bir etki aktivite gosterirken (sirasiyla 188,09 ve 223, 81 mg
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kersetin/g ekstre) M. piperita ve S. officinalis’in daha yiiksek aktivite gosterdikleri
(strastyla 605,90 ve 417,24 mg kersetin/g ekstre ) belirlenmistir. Ekstrelerin bakir
rediikleyici antioksidan kapasiteleri (Gallik asit ekivalan) hesaplandiginda ise tiim
ekstrelerde demir rediikleyici antioksidan kapasiteye oranla daha diisiik aktivite
gozlemlenmis ve yine aymi sekilde M. piperita ve S. Officinalis ekstrelerinin
antioksidan kapasiteleri daha yiiksek bulunmustur. A. millefolium, A. flipendula, M.
piperita ve S. officinalis’in bakir rediikleyici antioksidan kapasiteleri sirasiyla
118,20, 150,39, 485, 39, 389,59.

Tez konusu kapsaminda yer alan diger bitkilerin de giinesten koruyucu
faktorleri ve serbest radikal siipiiriicii etkileri ile antioksidan kapasiteleri test
edilmistir. Silybum marianum, Echinacea purpurea, Nigella sativa, N. damascena
DPPH radikalini siipiiriicii etkileri sirastyla % 19,81, % 62,89, % 0, % -28,24, ABTS
radikalini stipiiriicti etkileri sirasiyla % 54,59, % 83,33, % 26,19, % 15,48 olarak
bulunmustur. NO radikalini siipiiriicii etkileri ve total antioksidan kapasiteleri ile
ilgili anlamli sonug¢ elde edilememistir. Silypbum marianum, Echinacea purpurea,
Nigella sativa, N. damascena metanollii ekstrelerinin demir rediikleyici antioksidan
kapasiteleri sirastyla 150,57, 141, 05, 92,86, 83,33 (mg kersetin / g ekstre) bakir
rediikleyici antioksidan kapasite sonuglar1 sirasiyla 72,91, 59,68, 13,96, 31,46 (mg
gallik asit / g ekstre) olarak hesaplanmustir.

Tim sonuglar degerlendirildiginde bu 4 metanol ekstrelerinin  bu
konsantrasyonlarinda yiiksek bir antioksidan kapasiteden bahsetmek miimkiin
degildir.

Yukarida da belirtildigi gibi sekonder metabolitlerin analizi HPLC ile
gergeklestirilmistir.

Tibbi bitki ekstraktlar1 kompleks karigimlar olup pek ¢ok maddeyi birarada
icermektedirler. Tedavi edici Ozellikleri igerdikleri bilesiklerin kiimiilatif veya
sinerjistik etkilerinden ileri gelmektedir. Bitkisel iriinlerde oOzellikle de gida
takviyelerinde tagsis veya substitiisyon bitkisel iriin endiistrisinin  6nemli
problemlerindendir. Kalite kontrol ¢alismalar1 iirtinlerin etkin, yiiksek kaliteli ve
giivenli olup olmadigini tespit etmek amaciyla gereklidir. Kromatografik parmakizi
(fingerprint) analizi, kompleks ve multi komponent matrikse sahip bitkiler ve bitkisel

tirtinler i¢in avantaj saglamaktadir.
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Kalite kontrol analizleri iITK ve HPLC ile gerceklestirilmistir. Avrupa
Farmakopesinde monografi yer alan droglarin kromatografik analizleri Farmakopeye
gore veya modifiye edilerek yapilmistir. Digerlerinde ise literatiirlerden destek
alinarak yeni yontem gelistirilmistir.

Nigella sativa, N. damascena, Achillea millefolium ve A. filipendulina igin
Avrupa farmakopesinde yontem bulunmadigi igin parmak izi ¢alismalarinda en
uygun sonuglart veren sistemler denenerek ve literatiir arastirmasi yapilarak en
uygun metotlar tespit edilmistir. Avrupa farmakopesinde yer alan Echinaceae
purpurea, Silybum marianum, Mentha piperita ve Salvia officinalis bitkilerine ait
yontemler titzlikle incelenmis ve kullanilan mobil faz sistemleri ayni sekilde
uygulandiginda pH 1,5 civarinda o6l¢iilmiistir. Bu pH derecesinin ydntemlerde
kullanilan kolonlarin kullanma kilavuzlari ile uyumlu olmadigr (pH en diisik 2
olmal1) tespit edilmistir. Bu durumda tiim yontemlerde hazirlanan mobil faz
sistemlerinde pH agisindan modifikasyon gerceklestirilmistir.  Yapilan tiim
calismalarda yontemlerin  dogrulugu, giivenilirligi ve tekrarlanabilirliginin
arastirilmasit acisindan yontem validasyonu tezde kullanilan tiim standartlar igin
gerceklestirilmistir ve sonuglar Bolim 4.4.1°de verilmistir. Yontem validasyonu

calismalarinin sonuglar1 su sekilde degerlendirilmistir.

Yontem Gecerlilik Calismalar:

HPLC ile yapilan parmak izi ve miktar tayini analizleri i¢in kullanilan
yontemler Avrupa Farmakopesi’nden ilgili bitki monografinda verilen yontemlerden
uyumlastirilmigtir. Uyumlastirma siirecinde  yontemlerde degisiklikler yapilarak
(pH, sicaklik, harektli faz bilesimi gibi) en uygun kosullar belirlenmistir. Ciinkii
Avrupa Farmakopesi’ndeki yontemler drog matriksi i¢in iken tez calismasinda
birden fazla matrikste analiz edilmistir. Bu ylizden uyumlastirilan yontemlerin
gecerlilik caligmalari, gelistirdigimiz yontemlerin giivenilirligi, tekrarlanabilirligi,
dogrulugu ve saglamhigi agisindan degerlendirilmistir. Bu amagla gelistirilen
yontemlerde sistem uygunlugu, dogrusalligi, kesinligi, dogrulugu, ve saglamlig

ICH’e gore degerlendirilmistir.
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Sistem uygunlugu

Analiz yontemi i¢in sistem uygunlugu icin standartlarin ayni vialden (50
ug/mL) 10 tekrarli enjeksiyonu (n=10) yapilarak degerlendirilmistir. Enjeksiyon
tekrarlanabilirligi i¢in standartlarin alanlarinin BSS’lart hesaplanmig ve BSS<%:2
bulunmustur.

Standartlarla aynmi sartlarda yapilan urasil enjeksiyonu ile 6lii alikonma
zamani (to) belirlenmistir. Bu degerler 0,88 mL/dk. i¢in 3,59, 1 mL/dk i¢in 2,87 ve
1,2 mL/dk i¢in 2,409 olarak belirlenmistir. Bu degerler kullanilarak kapasite
faktorleri hesaplanmustir. Standartlara ait kapasite degerlerinin 1 ile 10 arasinda
¢tkmast sistemin uygunlugunu gostermektedir.

Teorik tabaka sayilar1 (N) kolon etkinligi gostergelerinden birisi olup
standart maddelerimiz olan Klorojenik asit, Ekinakozit, Silibinin A, Silibinin B,
Rozmarinik asit i¢in sirastyla 36213, 105342, 49360, 42674 ve 38751 olarak tespit
edilmistir. Bu degerlerin N>2000, olmas1 yontemin uygun oldugunu gostermektedir.

Kolon etkinligini gosteren bir diger parametre olan pik asimetri orani igin
bulunan degerler 1,00 — 1,25 aralifinda olup kullanilan standartlar olan Klorojenik
asit, Ekinakozit, Silibinin A, Silibinin B, Rozmarinik asit i¢in sirasiyla 1,17, 1,08,
1,08, 1,12 ve 1,08 olarak belirlenmistir.

Bulunan sonuglarin belirlenen smirlar iginde c¢ikmasit gelistirilen

yontemlerin sistem uygunlugu ag¢isindan uygun oldugunu gostermistir.
Kararhihik

Bu ¢alisma bize analizini yaptigimiz maddelerin g¢alisma siiresindeki
dayanikliliklar1 hakkinda bilgi vermektedir. Tez ¢alismamizda kullandigimiz
standartlar 50 pg/mL konsantrasyonlarda bir kez analiz edildikten sonra +4 °C’de 1
ay silireyle bekletilmis ve ayni numune ayni sartlarda tekrar analiz edilerek
hesaplanan alanlarin 6l¢gtim farklar1 (% olarak) belirlenmistir. Standartlarimiz olan
Klorojenik asit, Ekinakozit, Silibinin A, Silibinin B, Rozmarinik asit i¢in bu fark
degerleri sirasiyla 3,38, 1,68, 3,12, 5,86, 0,85 olarak bulunmus ve % 10 degerinin
altinda oldugu i¢in standartlarimizin +4 °C’de 1 ay siireyle dayanikliliklarinm

koruduklar1 belirlenmistir.
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Duyarlilhik

Yontemimizin kullandigimiz standartlar1 ayirmakta ne kadar duyarl
oldugunu anlamak i¢in LOD (limit of detection) ve LOQ (Limit of quantification)
degerleri hesaplanmigtir. Bu degerler standartlarimiz Klorojenik asit, Ekinakozit,
Silibinin A, Silibinin B, Rozmarinik asit i¢in sirasiyla 0,02- 0,08 ug/mL, 0,04-0,12
ug/mL, 0,15-0,5 pg/mL, 0,15-0,5 pg/mL, 0,03-0,1 ug/mL olarak belirlenmistir. Bu
degerler yontemimizin standartlarimizi analiz etmede yeterli duyarlilikta oldugunu

gostermistir.
Dogrusallik

Her bir standart i¢in farkli konsantrasyonlarda (100, 75, 50, 40, 25, 10, 5,
1, 0,5, 0,1, 0,05 pg/mL) hazirlanan ¢ozeltiler icinde bulunduklar bitki i¢in kullanilan
analiz yontemi ile ayni parametreler kullanilarak ayni giin ve giinler aras1 olmak
lizere en az 6 kez (n=6) test edilmis ve ¢ikan sonuclarla kalibrasyon egrileri
cizilmistir (Sekil 4.13). Bu egrilerin korelasyon katsayilar1 (r?) hesaplanmis ve biitiin
degerlerin 0,9980 degerinden yiiksek oldugu bulunmustur. Bu degerler kalibrasyon
egrilerimizin dogrusalligint gostermistir. ANOVA analzileri sonucu bulunan, biitiin
matris bilesenlerinin kalibrasyon egrilerindeki egimlerin sifirdan farkli, kesisim
degerlerinin ise dnemsiz (sifira esit) olmasi koralesyon katsayis1 degerlerinin tesadiifi

olmadigini gdstermistir.

Ayrica yontem dogrusalligini kontrol i¢in hesaplanan konsantrasyona karsi
olmasi gereken konsantrasyon grafikleri (Sekil 4.14) ¢izilmis ve bu grafiklere ait
kalibrasyon egri egimlerinin bire yakin ve korelasyon katsayilarinin 0,995’ten biiyiik

¢ikmas1 yontemin dogrusalligini gostermistir.
Kesinlik ve Dogruluk

Ug farkl1 konsantrasyon (5, 25 ve 50 pg/mL) ayn1 giinde (giin ici kesinlik ve
dogruluk) alt1 farkli seride hazirlanarak analiz edilmis ve bu islem {i¢ farkli giinde
tekrarlanarak (giinler aras1 kesinlik ve dogruluk) analiz edilmistir. Veriler hazirlanan
kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve BSS ve BH degerleri Tablo 4.55 ve
4.56’te verilmistir. BSS degeri tiim standartlar i¢in % 3,87’nin altinda, BH degeri
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tim standartlar icin % 7,53’in altinda bulunmustur. Bu degerler ydntemimizin

kesinligini ve dogrulugunu gostermistir.

Geri Kazanim

Standart ekleme yontemi ile hesaplanmis olan geri kazanim ¢aligsmalarinin
sonuclar1 Tablo 4.57°da verilmistir. Kullanilan standartlar 3 farkli matris icerisinde
(bitki tozu, kapsiil, likit) analiz edilmesi nedeniyle standart ekleme yontemi igin ayri
ayrt bu matrislerin hepsinden bir O6rnek kullanilmigtir. Analiz ¢aligmalarinin
sonucunda kapsiil i¢in en diisiik geri kazanim % 84,98, en yiiksek geri kazanim %
90,65, bitki tozu i¢in en diisiik geri kazanim % 83,66, en yiiksek geri kazanim %
93,43, likit i¢cin en diisiik geri kazanim % 85,39, en yiiksek geri kazanim % 94,28
olarak hesaplanmigtir. Bu veriler geri kazanim agisindan yontemin dogrulugunu

destekler niteliktedir.
Secicilik

Standart ekleme metodu ile yapilan segicilik ¢aligmalarinda farkli
matrislerden elde edilen kalibrasyon egrilerinin egimlerinin ayni olmasi ve giiven

araliklarinin ¢akismasi yontemde girisim olmadigini, segici oldugunu gostermistir.
Saglamlik

Akis hizi, pH ve dalga boyu gibi parametrelerde yapilan kiiclik
degisikliklerin, elde edilen sonuglar iizerindeki etkisi arastirilmis ve bu sonuglar
Tablo 4.59’da verilmistir. Elde edilen p degerlerinin (tablo 4.60) p >0,05 olmasi bu
parametrelerde yapilan degisiklikler iizerindeki etkisinin anlamsiz bir deger
oldugunu ve yontemimizin saglamligini géstermistir.

Bir bitkisel iriinlin ticari olarak degerlendirilebilmesi igin stabilitesinin
Olclilmiis olmas1 en 6nemli kalite kontrol kriterlerinden biridir. Boylece iiriiniin
degisime veya farklilasmaya kars1 direnci 6l¢iilmektedir (100).

Calisilan bitkilerden Echinaceae purpurea, Silypbum marianum, Mentha
piperita, Salvia officinalis iizerinde 6n stabilite ¢aligmalar1 oda sicakliginda bekletme

yoluyla ger¢eklestirilmistir.
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Taze hazirlanmig ekstrelerin kimyasal profilleri, 1 yil bekletmeden 6nce ve
sonra HPLC yontemi ile belirlenmistir. Referans olarak Echinaceae purpurea igin
Klorojenik asit ve ekinakozit, Silybum marianum igin silibinin A ve B, Mentha
piperita ve Salvia officinalis igin rozmarinik asit kullanilmistir. Referans bilesiklerin
ve ekstrelerin HPLC profillerinin belirlenebilmesi i¢in Avrupa Farmakopesi ve
modifiye yontemler (bkz. Béliim 3.8.2) kullanilmistir. Oncelikle referans bilesiklerin
alikonma zamanlar1 saptanmistir (Bkz. Boliim 4.4.2), sonra ekstreler uygun yontemle
HPLC sistemine uygulanmis Ve bir aradayken sergiledikleri ayirim optimize
edilmistir (Bkz. Bolim 4.4.2) Markor bilesiklerin ekstre igindeki stabilite testleri
yapilacak olan ekstrelerdeki miktarlarinin tayin edilebilmesi i¢in konsantrasyona
karst (x ekseni, pg/ml), pik alanlarn isaretlenerek (y ekseni) kalibrasyon egrileri
cizilmistir (Bkz. Sekil 4.13.). Onemli validasyon parametrelerinden biri olan
kalibrasyon egrisinin nasil yapilacagi 1SO-11095 te belirtilmistir (101). Korelasyon
katsayilar1 0,99'dan biiyikk bulunmustur (Bkz. Sekil 4.13. ve 4.14.). Kalibrasyon
egrisi, denklemi ve korelasyon katsayisi her bilesik i¢in belirlendikten sonra 4 bitkiye
ait ekstrelerin stabilite ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Kimyasal stabilite HPLC yontemi ile belirlendikten sonra 6 ay - 1 yil
sonrasinda fiziksel stabiliteleri de degerlendirilmis ve fiziksel bir degisiklik ya da
agirlik kaybi olmadigi, herhangi bir mikrobiyolojik kontaminasyona ugramadigi,
ancak etkin madde miktarmin Echinacea purpurea bitkisini igeren (Ech-8 kodlu )
tarihi gegmis lirtinde standartlara ait pikler tespit edilememistir. Benzer sonu¢ Ech-9
kodlu odada bekletilen iirlinde de gozlemlenmistir (Bkz.Sekil 4.25. ve Sekil 4.26. ve
tablo 4.61.). Silybum marianum kiiltiir bitkisi ve onu igeren iirlinler {izerinde yapilan
stabilite c¢alismalarinda oda ortaminda 6 ay bekleyen (Sil-8 kodlu {iirin), 1 yil
bekleyen (Sil-7 kodlu iirin) ve son kullanim tarihi ge¢mis iriinlerde (Sil-9 kodlu
iriin) bekleme siireleri ile orantili olarak belirgin sekilde (ilk giine oranla % 50’ye
varan) standart maddelerde kayiplar gozlenmistir (Bkz. Tablo 4.94). Ayni sekilde
Mentha piperita ve Salvia officinalis bitkilerinin oda 1sisinda bekletilerek yapilan
stabilite ¢alismalarinda, ilk giine oranla standart maddede % 50’ye yakin kayiplar
meydana gelmistir. Oysa FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) nin yaymladig
kilavuza gore bir {iriinlin stabilitesini korudugu, ancak 6zelliginin % 95'ini korumasi

ile anlagilmaktadir (102).
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Kromatografik parmakizi yontemi (fingerprint yontemi), bitkisel ilaclar ve
bitkisel iiriinlerin kalite kontrol analizinde FDA ve EMA (Avrupa ilag Ajans),
tarafindan kabul edilen yontemlerdir. Bu yontemlerle, bitkisel iiriinlerin ve bitkisel
ilaglarin kimyasal bilesiminde yer alan bilesiklerin miktar tayinleri yapilmaktadir
(103).

Genel olarak bakildiginda piyasada bulunan ve belli bir etken maddeyi veya
ekstreyi belli bir oranda igerdigini iddia eden iiriinlerin pek ¢ogunun bu c¢alisma
sonucunda bu iddialarindan uzak oldugu belirlenmistir.

Yurt disindan rastgele, bitkisel iirlin satan merkezler veya eczanelerden
alinan tirtinlerin i¢ piyasada satilan iirlinlere gore belirgin derecede yiiksek kalitede
olduklar1 net olarak gézlemlenmistir.

Kiltiirti yapilan Echinacea purpurea’nin Avrupa Farmakopesi’'ne gore
igermesi gereken referans madde miktarina sahip olmadigi ancak Silybum marianum
ve Mentha piperita kiiltiir bitkilerinin Avrupa Farmakopesi’ne uyumlu sekilde
referans madde miktarina sahip oldugu belirlenmistir.

Bitkilerin veya {iriinlerin normal kosullarda oda 1sisinda raf dmriinii gececek
stirede bekletildikten sonra markér madde miktarlarini ilk giinkii oranda

koruyamadiklari net olarak ortaya konmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez sonunda, tez basliginda yer alan " Tiirkiye’de Ekonomik Onemi Olan Bazi
Tibbi Kiiltiir Bitkileri Uzerinde Stabilite ve Biyolojik Aktivite Calismalar1”

hedeflerinin hepsi ger¢eklestirilmistir.

Achillea millefolium, Achillea flipendulina, Mentha piperita, Salvia officinalis
ten hazirlanan metanollii ekstrelerin farkli konsantrasyonlarinin cilt yaglanmasina
neden olan MMP-1, MMP-8 ve MMP-13 enzimlerini inhibe etme oranlari, DPPH,
NO, ABTS radikal siipiiriicii kapasiteleri ve FRAP, CUPRAC ve total antioksidan

kapasiteleri ve SPF degerleri es zamanli olarak ilk kez saptanmustir.

Metabolom ile MMP-1, 8, 13 inhibitor etki korelasyonu ilk kez

degerlendirilmistir.

Silypum marianum Echinacea purpurea, Nigella sativa ve N. Damascena ’dan
elde edilen metanollii ekstrelerin farkli konsantrasyonlarmin DPPH, NO, ABTS
radikal siipliriicti kapasiteleri ve FRAP, CUPRAC ve total antioksidan kapasiteleri

ilk kez saptanmustir.

S. marianum E. purpurea, A. millefolium, A. filipendulina, M. piperita, S.
officinalis, N. sativa ve N. damascena’nin metabolomik analizleri ilk kez yapilmus,
2D ve 3D veri analizi gergeklestirilmistir.

S. marianum, E. purpurea, A. millefolium, A. filipendulina, M. piperita, S.
officinalis, N. sativa ve N. damascena kiiltiir bitkileri ve bu bitkileri igeren bitmis
tirtinlerin kalite kontrolii HPLC ile ilk kez gerceklestirilmistir.

Tez ile ekonomik 6neme sahip 8 bitki tiiriiniin kalite standartlarina uygun olarak
pazara c¢ikabilmesi i¢in kalite kontrol c¢alismalarinda yararlanilacak yontemler
oturtulmus ve bu 8 bitkinin metabolomik analizlerinin ve dordiiniin matriks
metalloproteinaz inhibitor etki ile korelasyonunun yorumlanmasinin ilk kez yapilmis
olmasi, caligmanin bilimsel kalitesini ve bugiline kadar bu bitkilerle yapilan
calismalardan farkliligini gostermektedir.

Yapilan ¢alismalar bu alanda bundan sonra yapilacak ¢alismalar i¢in referans

teskil edecektir.
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4 bitkinin MMP enzimlerini inhibe edici etkisinin yaninda, giinesten koruyucu
etkilerinin ve antioksidan ozelliklerinin tayin edilmesi, daha sonra yapilacak farkli
fitokozmetik formiilasyonlara olanak saglamasi ve iiriin cesitliligi sunmasi1 agisindan

Onemlidir.

Bu calisma ile elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, bundan sonra yapilacak

olan ¢alismalara 151k tutacagi bir gergektir.
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