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Onsoz

Marmara Universitesi Kimya Miihendisligi boliimiinde 6grenciyken tibbi ve aromatik
bitkilere duydugum ilgiyi fark ettim ve mezuniyetimin ardindan bu ilginin pesinden
gitmeye karar verdim. Bitkileri tanimay1 ve onlardan nasil faydalanabilecegimi
bilimsel olarak 6grenmek istedigim igin sehir degisikligi yaparak lisansiisti egitim
siirecime 2019 yilinda, Ege Universitesi Farmakognozi Tezli Yiiksek Lisans
Programi’nda basladim. Pandemi sebebiyle kisa siireli ara vermek durumunda kalmig

olsam da kosullar iyilesince ¢alismalara kaldigim yerden devam ettim.

Tez danigsman hocam sayin Prof. Dr. Nehir SOMER ile tez konusunu belirlerken az
ele alinmis bitkilere yonelmeye 6zen gosterdik ve On arastirmalarimiz sonucunda
Paliurus spina-christi Mill. bitkisi izerinde ¢alisma yapmaya karar verdik. Egitimimle
birlikte ayn1 zamanda ¢alisma hayatimi da yiiriittiiglim i¢in bu siire¢ boyunca o6zellikle
zaman yonetimini iyi yapmanin, planl ilerlemenin ve olumsuzluklarla karsilagildig:
durumlarda yilmadan devam edebilmenin 6nemini daha iyi kavradim. Deney
calismalarinin bitmesiyle birlikte “Paliurus spina-christi Mill. Bitkisinin Kalite
Kontrol ve Biyolojik Aktivite Agisindan Degerlendirilmesi” isimli ¢alismamizla
literatiire katki sunmaktan mutluluk duyuyorum. Goz agip kapayincaya kadar gegen
lisansiistii egitiminin bana kattigi bilgi ve tecriibe ile 6grenme yolculuguma devam

edecegim.

[zmir, 15.01.2024 Melis KASAP



Ozet
Paliurus spina-christi Mill. Bitkisinin Kalite Kontrol ve Biyolojik Aktivite
Acisindan Degerlendirilmesi

Rhamnaceae familyasina ait olan Paliurus spina-christi Mill. bitkisi tilkemizde “kara
cal1, ¢ali dikeni, calt1 dikeni ve ¢esmezen” gibi farkli isimlerle bilinmektedir. Halk
tibbinda bobrek tasi, diyabet, romatizma gibi ¢esitli rahatsizliklarda kullanilmaktadir.
Meyve ve ¢igekli donemlerde toplanan yaprak ve meyve droglan iizerinde “Tiirk
Farmakopesi ’ne uygun sekilde kalite kontrol ¢aligmalari yapilmistir. Elde edilen
sonuclar % degeriyle verilmistir. Tiirk ve bagka iilkelerin farmakopelerinde bitkiye ait
monograf bulunmamasi sebebiyle ileride hazirlanabilecek monograflara spesifikasyon

saglamasi amaclanmistir.

Literatiir arastirmasi sonucunda bitkiye ait kisimlarda flavonoitler, tanenler, fenolik
asitler, flavonoit glikozitleri, yag asitleri, alkaloitler, steroller, amino asitler, seker
bilesikleri ve mineraller icerdigi tespit edilmistir. Flavonoitlerin de dahil oldugu
fenolik bilesiklerden bazilar1 karagali bitkisinde major olarak bulunmaktadir. Calisma
kapsaminda metanol ile hazirlanan ekstrelerde Kantitatif yontemler kullanilarak total
fenol miktar tayini ve total flavonoit miktar tayini yapilmistir. Ayrica HPLC-DAD

yontemi kullanilarak rutin miktar tayini ve apigenin teshisi yapilmistir.

Kolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu Alzheimer hastaliginda 6nemli bir tedavi
yontemi oldugu i¢in tez ¢alismamizda bitkinin metanol ekstrelerinin asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesteraz enzim inhibitor aktiviteleri incelenmistir. Ayrica ekstrelerin
antioksidan kapasitesi; hidrojen peroksitle indiiklenmis oksidatif stres modelinde

hiicre canlilig1 ve antioksidan enzim aktivitesi agisindan incelenmistir.

Anahtar Kelimeler; Paliurus spina-christi; Kalite Kontrol; Biyolojik Aktivte;

Kolinesteraz Inhibisyon



Abstract

Evaluation of Paliurus spina-christi Mill. in terms of Quality Control and

Biological Activity

Paliurus spina-christi Mill., a member of the Rhamnaceae family, is known in Turkey
by various names, such as "kara cali, ¢ali dikeni, ¢alt1 dikeni and ¢esmezen." It is used
in traditional medicine for various ailments, such as kidney stones, diabetes, and
rheumatism. Quality control studies were carried out on the fruit and leaf drugs in
accordance with the Turkish Pharmacopoeia. The results obtained are given as
percentages. It is aimed to provide specifications for monographs that can be prepared
in the future, as there is no monograph for the plant in the pharmacopeias of Turkey

and other countries.

As a result of the literature research, it was determined that the parts of the plant
contain flavonoids, tannins, phenolic acids, flavonoid glycosides, fatty acids,
alkaloids, sterols, amino acids, sugar compounds, and minerals. Some of the phenolic
compounds, including flavonoids, are major in the karacali plant. Within the scope of
the study, total phenol content determination and total flavonoid content determination
were performed on the extracts prepared with methanol using quantitative methods. In
addition, routine amount determination and apigenin diagnosis were performed using
the HPLC-DAD method.

Inhibition of cholinesterase enzymes is an important treatment method in Alzheimer's
disease, in our thesis study, the acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase enzyme
inhibitory activity of the plant's methanol extracts was investigated. In addition, the
antioxidant capacity of the extracts was investigated in terms of cell viability and
antioxidant enzyme activity in a hydrogen peroxide-induced oxidative stress model.

Keywords; Paliurus spina-christi; Quality Control; Biological Activity;

Cholinesterase Inhibition
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Giris
Rhamnaceae familyasina ait olan Paliurus spina-christi Mill. bitkisine dikenli gali
veya nadir olarak kiiciik aga¢ formunda rastlanabilmektedir (Davis, 1967; Giiner,
2005; Yuca, Karakaya, & Giivenalp, 2023). Ulkemizde “kara cali, ¢ali dikeni, calt1
dikeni ve gesmezen” gibi ¢esitli isimlerle bilinmektedir ve genis bir alanda yayilis
gostermektedir (Baytop, 1999). Tiirkiye disinda ise Kirim, Suriye, iran, Irak, Kafkaslar

ve Avrupa'nin glineyinde bulunmaktadir (Davis, 1967).

Ulkemiz halk tibbinda cesitli amaclar i¢in kullanildig1 bilinmektedir. Meyve kism1 goz
hastaliklarinda ve taze yapraklari ¢iban iizerine sarilarak kullanilmaktadir (Baytop,
1999). Edremit Korfezi’nde meyveleri mide agrisi, akne, soguk alginligi, grip, astim
rahatsizliklarinda; karminatif ve kan temizleyici etkileri i¢in dekoksiyon olarak
tilketilmektedir (Polat & Satil, 2012). Meyve kisimlar1 Elaz1g, Sivrice’de kabizlik
probleminde ditiretik etki i¢in (Cakilcioglu & Turkoglu, 2010); Kastamonu’da bogaz
agrilarinda (Sezik, Zor, & Yesilada, 1992); Edirne, Lalapasa’da kalp hastaligi, diyabet,
bobrek tasi ve karin agrisi rahatsizliklarinda (Ertan Tuzlaci, Alparslan Isbilen, & Bulut,
2010); Istanbul, Sile’de tonik etkisi i¢in (E. Tuzlact & Tolon, 2000); Manisa,
Turgutlu’da ise bobrek tast ve idrar yolu rahatsizliklarinda dekoksiyon olarak
tilketilmektedir (Bulut & Tuzlaci, 2013). Manisa, Alasehir’de tohumlar1 diyabet,
bobrek agrilari ve bobrek tasi rahatsizliklarinda; ditiretik etki i¢in dekoksiyon seklinde
kullanilmaktadir (Sargin, Akcicek, & Selvi, 2013). Hakkari, Gegitli’de antifungal
ozelligi icin dallart 1sitilarak haricen yararlanilmaktadir (Kaval, Behget, &
Cakilcioglu, 2014). Balikesir, Gonen’de kokleri sistit rahatsizligi i¢in dekoksiyon
olarak tiiketilmektedir (Ertan Tuzlac1 & Aymaz, 2001).

Avrupa’da ise P. spina-christi bitkisinin meyve ve taze dallar1 halk tibbinda idrar

soktiirticii, ishal, romatizma ve dogum kontroliinde kullanilmaktadir (Brantner &

Males, 1990, 1999; Male§, Medi¢-Sari¢, & Kustrak, 1994).

Paliurus spina-christi bitkisine ait ¢esitli kisimlar ile yapilan kimyasal igerik
caligmalarinda, flavonoitler, tanenler, fenolik asitler, flavonoit glikozitleri, yag asitleri,

alkaloitler, steroller, amino asitler, seker bilesikleri ve mineraller igerdigi bulunmustur
1



(Ahmed et al., 2013, 2012; Brantner & Males, 1999; Dalakishvili et al., 1985;
Kemertelidze et al., 1999; Males et al., 2001; Takim, 2021; Velcheva, 1993).

Icerdigi bilesikler sebebiyle yiiriitiilen biyoaktivite calismalar1 incelendiginde
antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antidiyabetik, enzim inhibitor
(kolinesteraz, tirozinaz, a-amilaz ve o-glukozidaz), antifungal, antigenotoksik ve
koleretik etkileri tespit edilmistir (Ahmed et al., 2012; Ceylan et al., 2020;
Kemertelidze et al., 1999; Sen, 2018; Takim & Isik, 2020; Zengin et al., 2023).

“Tiirk Farmakopesi” ve “Avrupa Farmakopesi” basta olmak tizere diger iilke
farmakopeleri, “Avrupa Ila¢ Ajansi (EMA), Fitoterapide Avrupa Bilimsel Isbirligi
Grubu (ESCOP), Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Bitkisel Ilaglar i¢in Doktor Referanst
(PDR) ve Farmakognozi ve Fitoterapi Dernegi (FFD) monograflar:” incelenmis
bitkiye ait bir monograf bulunmadigi goériilmiistiir (European Pharmacopoeia 8.0,
2013; Tiirk Farmakopesi, 2017).

Bu calismada esas olarak, literatiir arastirmasi sonucunda Paliurus spina-christi
bitkisinin en ¢ok kullanilan kisimlarinin meyve ve yapraklar oldugu tespit edilmis ve
calisma materyali olarak secilerek kalite kontrol o&zelliklerinin ve biyolojik
aktivitelerinin arastiritlmasi amaglanmistir. Kalite kontrol ¢aligmalari kapsaminda,

.39

“Tiirk Farmakopesi”’nde yer alan yontemler esas alinarak kurutmada kayip, toplam
kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte c¢oziinmeyen kiil testleri yapilarak drog
spesifikasyonlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bitkinin fenolik bilesikler igermesi
ve bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri ile 6n plana ¢ikmalar1 sebebiyle hazirlanacak
ekstrelerde total fenol miktar tayini, total flavonoit miktar tayini ve major fenolik
bilesenlerinden biri olan rutinin yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC-DAD)
yontemi kullanilarak miktar tayini yapilmas: planlanmistir. Biyolojik aktivite
calismalar1 kapsaminda, bitki ekstrelerinin in vitro kosullarda Ellman yOntemine
dayali antikolinesteraz (asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibitor) aktivitesi ve

hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 ile oksidatif hasara karsi etkinliginin arastirilmasi hedef

olarak belirlenmistir (Ellman, Courtney, Andres, & Featherstone, 1961).



Genel Bilgiler

2.1. Paliurus spina-christi Mill. Bitkisinin Genel Ozellikleri

Sinonimi Rhamnus paliurus Linnaeus olan Paliurus spina-christi Mill. bitkisi
Rhamnaceae familyasinda yer almaktadir. Ulkemizde “kara cali, ¢ali dikeni, calt1
dikeni, ¢esmezen, isa dikeni, karadiken, kunar, Sincandikeni” gibi gesitli isimlerle
bilinmektedir. Tiirkiye, Kirim, Suriye, Iran, Irak, Kafkaslar ve Avrupa'nin giineyinde
dogal olarak yetismektedir. Tirkiye cografyasinda yaygin olarak bulunabilen bir
tiirdiir. Seyrek mese ormanlari, ¢aliliklar, fundaliklar, ¢calilik ormanlar, vadi yamaglari,
gecitler, nehir vadileri, temizlenmis ormanlik alanlar, bozulmus ormanlik alanlar ve
bos araziler dahil olmak {izere gesitli habitatlarda bulunabilir (Baytop, 1999; Davis,
1967, Giiner, 2005; “The World Flora Online,” 2023; Yuca et al., 2023).

2-4 m boyuna ulasabilen, dikenli bir ¢cali veya nadir olarak boyu 5 m olabilen kiigiik
agaclardir. Mayis-Temmuz aylarinda sar1 kiigiik ¢igekler agar, kisin ise yapraklarimni
doker. Geng dallar1 yogun ve kahverengimsi tiiylii, olgun dallar ise tiiysiiz ve
kavislidir. Dallar1 ince ve zayif yapilidir. Yaprak kismi oval ve eliptik arasinda degisen
sekilde, tiiysiiz ve saphidir. Cigek kismu tiiysiiz, 3-6 mm capinda Ve ¢igek tablasi disk
seklindedir. Meyve kismi 2-2.5 cm ¢apinda yuvarlak sekilde, ortasi siskin, ii¢ tohumlu
ve kenarlar1 kanatli samaradir (Baytop, 1999; Davis, 1967; Giiner, 2005; “The World
Flora Online,” 2023; Yuca et al., 2023).

2.2. Kimyasal Bilesim

2.2.1. Fenolik Bilesikler

Dalakishvili ve arkadaslar1 tarafindan meyve kismi ile yapilan c¢alismada,
fotokolorometrik yontem kullanilarak tespit edilen rutin, izokersitrin ve hiperozit
bilesikleri poliamit sorbent kolonu ile izole edilmistir (Dalakishvili, Zurabishvili, &
Kemertelidze, 1987).

Kustrak ve arkadaslari tarafindan yaprak kismi ile yapilan caligmada, toz hale

getirilmis drogdaki yagda ¢oziinen kisimlar1 ve klorofili uzaklastirmak i¢in petrol eteri
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kullanilmigtir. Sonrasinda metanol ile ekstre hazirlanarak kolon kromatografisi

kullanilarak rutin ve izokersitrin izole edilmistir (KuStrak, Males, Brantner, &

Pitarevi¢, 1990).

Brantner ve Males tarafindan yaprak kismi ile yapilan ¢alismada, toz hale getirilmis
drog sirasiyla petrol eteri ve metanol ile ekstre edilmistir. Ekstreye cesitli
kromatografik yontemler uygulanarak kersetin-3-rutinozit-7-ramnozit, kemferol-O-

triglikozit ve flavonoit C/O-triglikozitler izole edilmistir (Brantner & Males, 1990).

Brantner ve Males tarafindan yaprak, ¢igek ve meyve kisimlari ile yapilan ¢alismada,
toz hale getirilmis her bir droglar i¢in ayr1 metanol ekstre hazirlanmistir. Yiiksek
basingli stvi kromatografisi (HPLC) kullanilarak flavonoit glikozitlerinden olan rutin,
izokersitrin, kersetin-3-O-ramnoglukozit-7-O-ramnozit, kersetin-3-O-ramnoglukozit-
4'-O-ramnozit,  kemferol-3-O-ramnoglukozit-7-O-ramnozit ve  skoparin-7-O-
ramnoglukozit izole edilmistir. Incelenen tiim bitki kisimlarinda kersetin-3-O-
ramnoglukozit-7-O-ramnozit ve rutin ana flavonoit bilesenler olarak belirlenmistir
(Brantner & Males, 1999).

Ahmed ve arkadaslari tarafindan gévde kismi ile yapilan ¢alismada, toz hale getirilmis
drogun metanol ekstresi hazirlanmistir. HPLC kullanilarak gallik asit, kafeik asit ve
siringik asit gibi fenolik bilesiklerin varligi tespit edilmistir. Ayrica GC-MS
kullanilarak fenolik bilesikler ve trimetil silan gibi fenol onciisii bilesikler tespit
edilmistir (L. T. Ahmed, Al-Ani, & Smariee, 2012).

Ahmed ve arkadaslari tarafindan gévde kismi ile yapilan ¢aligmada, toz hale getirilmis
drogun metanol ekstresi hazirlanmigtir. HPLC kullanilarak gallik asit, siringik asit,
kafeik asit ve epikatesin bilesiklerinin varlig: tespit edilmistir (L. T. Ahmed, Abood,
Ghanim, Ibrahim, & Al-Naim, 2013).

Kayalar ve arkadaslari tarafindan meyve kismi ile yapilan ¢alismada, toz hale
getirilmis drog metanol ile 24 saat boyunca masere edilmistir. Stvi kromatografisi -
kiitle/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilarak katesin hidrat, proantosiyanidin
B dimer, naringenin-C-diglikozit, 5-kafeoil Kkinik asit 5-p-kumaroilkinik asit, rutin,
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kersetin heksozit ve kersetin ana bilesikler olarak bulunmustur (Kayalar, Kiigiik, &
Goger, 2016).

Yasar ve arkadaslari tarafindan dal ve gévde kisimlar ile yapilan ¢alismada, toz hale
getirilmis drog i¢in metanol ekstresi hazirlanmistir. HPLC kullanilarak protokatesik
asit, katesin, p-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin, siringik
asit, vanilin, p-kumarik asit ve ferulik asit varlig1 tespit edilmistir (Yasar, Demir, &
Karatepe, 2016).

Zor ve arkadaglar1 tarafindan meyve kismi ile yapilan ¢alismada, toz hale getirilmis
drogun metanol ekstresi hazirlanmistir. Metanol ekstresi sirasiyla n-hekzan, etil asetat
ve n-butanol ile sivi-sivi ekstraksiyon yapilmistir. Kromatografik yontemler
kullanilarak etil asetat ekstresinden (+/-) katesin ve  gallokatesin; n-butanol

ekstresinden ise rutin izole edilmistir (Zor, Aydin, Giiner, Basaran, & Basaran, 2017).

Takim ve Isik tarafindan meyve kismi ile yapilan c¢alismada, drogun su ekstresi
hazirlanmistir. LC-MS/MS kullanilarak ana bilesikler rutin ve malik asit olmak tizere

toplamda 22 farkli fenolik bilesik tespit edilmistir (Takim & Isik, 2020).

Takim tarafindan meyve kismu ile yapilan ¢alismada, drogun su, metanol ve etanol
ekstreleri hazirlanmistir. LC-MS/MS  kullanilarak ana bilesikler rutin, katesin,
hesperidin, kinik asit ve malik asit olmak tizere toplamda 31 farkli fenolik bilesik tespit
edilmistir (Takim, 2021).

Zengin ve arkadaslari tarafindan meyve, yaprak ve dal kismi ile yapilan ¢aligmada, her
bir drog i¢in n-hekzan, etil asetat, diklorometan, metanol ve su ekstreleri
hazirlanmistir.  Ultra  performans sivi  kromatografisi-ugus  zamanli  kiitle
spektrometresi (UPLC-QTOF-MS) kullanilarak analiz yapilmistir. Dal kisminin
metanol ve su ekstrelerinde kersetin ve epigallokatesin tiirevleri; meyve kisminin
metanol ve su ekstrelerinde kersetin tiirevleri; yaprak kisminin metanol ve su
ekstrelerinde kemferol, kemferol tiirevleri ve kersetin tiirevleri bulunmustur (Zengin
etal., 2023).



2.2.2. Diger Bilesikler

Dalakishvili ve arkadaslar1 tarafindan tohum kismu ile yapilan ¢alismada, lipit profili
incelenmistir. Arastirma sonucunda doymamis yag asidi olarak oleik asit (18:1) ve
linoleik asit (18:2) baskin olmak tiizere eikosenoik asit (20:1) de bulunmustur.
Oksitlenmis asitler olarak 9,10-(12,13) epoksi 12(9)-18:1, 9,10-epoksi 18:0, okso-
18:1, okso-18:2, 12-hidroksi-9-18:1 ve 9-hidroksi-10,11-18:2 yag asitleri izole
edilmistir. Farkli yillarda toplanan P. spina-christi tohumlarindaki lipidlerin
acilgliserol kompozisyonunun degisken oldugu tespit edilmistir. Ayrica ana sterol
bilesenin % 66 oraniyla S-sitosterol oldugu, ardindan % 13 oraninda stigmasterol, %
11 kampesterol ve % 10 tamimlanamayan bilesiklerin geldigi tespit edilmistir
(Dalakishvili, Gusakova, Chachanidze, Kuparadze, & Kemertelidze, 1985).

Velcheva tarafindan meyve kismi ile yapilan ¢alismada, frangufolin, frangulinin,
amfibin C ve amfibin D alkaloitleri izole edilmistir (Giiner, 2005; Velcheva, 1993).

Kemertelidze ve arkadaslari tarafindan meyve ve tohum kisimlari ile yapilan
calismada, kolon kromatografisi ve ITK kullanilarak hidrokarbonlar, yag asidi
esterleri, sterol esterleri, triagilgliseritler, serbest yag asitleri, diagilgliseritler, serbest
steroller, monoagilgliseritler ve tanimlanamayan bilesikler tespit edilmistir
(Kemertelidze et al., 1999).

Male§ ve arkadaslari tarafindan farkli bitki kisimlar ile yapilan calismada, ITK
kullanilarak 16sin, fenilalanin, valin, tirozin, pirolin, alanin, treonin, serin, aspartik asit,
glutamin, asparagin, lizin ve histidin amino asitleri olmak tizere 13 amino asit izole
edilmistir. Bunlardan serin, asparagin ve valin temel amino asitlerdir (Giiner, 2005;
Males, Plazibat, Hazler-Pilepic, & Cetina-Cizmek, 2001).

Ahmed ve arkadaglan tarafindan kok kismi ile yapilan ¢alismada, uygun kosullarda
kurutularak toz hale getirilmis drogun metanol ekstresi hazirlanmistir. GC-MS
kullanilarak ise ¢ok gesitli seker bilesikleri, amino asitler ve esterler tespit edilmistir
(L. T. Ahmed et al., 2012).



Golbkina ve arkadaslari tarafindan yaprak kismi ile yapilan caligmada, uygun
kosullarda kurutularak toz hale getirilmis drogun igerdigi selenyum miktari

florometrik yontem kullanilarak tespit edilmistir (Golbkina et al., 2020).

Takim tarafindan meyve kismu ile yapilan ¢alismada, drogun su, metanol ve etanol
ekstreleri hazirlanmistir. Endiiktif olarak eslestirilmis plazma optik emisyon
spektroskopisi (ICP-OES) kullanilarak mineral igerigi incelenmistir ve analiz
sonucunda sodyum, kalsiyum, magnezyum ve fosfor elementlerinin makro diizeyde,

Zn ve Cr® minerallerinin ise eser miktarda oldugu tespit edilmistir (Takim, 2021).

Yuca ve arkadaglar tarafindan meyve kismi ile yapilan ¢alismada, uygun kosullarda
kurutularak toz hale getirilmis drogun 6nce metanol ekstresi hazirlanmis sonrasinda n-
hekzan kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle alt ekstre hazirlanmistir.
Arastirma sonucunda triterpen olan betulin, betulinik asit, lupeol ve sterol olan p-

sitosterol bilesigi izole edilmistir (Yuca, Ozbek, Demirezer, & Giivenalp, 2022).

Oguz ve arkadagslar tarafindan yaprak ve ¢igek kisimlar ile yapilan ¢alismada, uygun
kosullarda kurutularak toz hale getirilmis drogun etanol ekstresi hazirlanmistir. Gaz
kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanilarak yaprak ekstresinin
pirolidin, 2-desenal, 2-undekanal, fitol, oleik asit, oleamit, skualen, E vitamini ve
gamma-sitosterol; ¢igek ekstraktinin ise pirolidin, 2-desenal, 2-undesenal, oleik asit,
lupeol ve gama-sitosterol igerdigi tespit edilmistir (Oguz, Camli Pulat, ilhan, &
Atmaca, 2022).

Zengin ve arkadaglari tarafindan meyve kismui ile yapilan ¢alismada, n-hekzan, etil
asetat, diklorometan, metanol ve su ekstreleri hazirlanmistir. Ultra performans sivi
kromatografisi-ugus zamanl kiitle spektrometresi (UPLC-QTOF-MS) kullanilarak
analiz yapilmistir. Metanol ve su ekstrelerinde seker yapisinda bilesikler tespit

edilmistir (Zengin et al., 2023).



2.3. Oksidatif Stres

Serbest radikaller, normal hiicresel metabolizmanin {iriinleridir. Son yoriingesinde bir
veya daha fazla eslesmemis elektron iceren atom veya molekiil olarak
tanmimlanmaktadir. Eslesmemis elektron icermesi sebebiyle serbest radikaller kararsiz,
kisa 6miirlii ve son derece reaktif haldedir. Stabil hale gelmek i¢in baska bilesiklerden
elektron alarak o bilesigi de serbest radikal haline getirir. Bunun sonucunda canli
hiicreye zarar verebilecek zincirleme reaksiyon baslamis olur (Dahan, Khalouf,
Salcedo, Taieb, & Gassia, 2023; Mukherji & Singh, 1984; Phaniendra, Jestadi, &
Periyasamy, 2015).

Baz1 serbest radikaller metabolizma sirasinda dogal olarak ortaya ¢ikar. Viicudun
bagisiklik sistemi hiicreleri, viriis ve bakterileri etkisiz hale getirmek icin serbest
radikalleri bilingli olarak yaratir. Bu durumdan bagimsiz Kirlilik, radyasyon, sigara
duman1 ve herbisit gibi ¢esitli ¢evresel faktorler de serbest radikallerin olugmasina
neden olabilir. Dolayisiyla serbest radikaller bir yandan faydali etkiler saglayabilirken
diger yandan zararl1 oksidasyona neden olabilir ve asir1 miktarda tiretildiginde ise ciddi

hiicresel hasarlara neden olabilir (Kaur & Kapoor, 2008).

Serbest radikaller, viicudumuzda bulunan hiicre membranina, hiicre yapisinda bulunan
lipidlere, proteinlere, niikleik asitlere ve DNA’ya zarar vererek cesitli hastaliklara yol
acabilmektedir. Bu istenmeyen etkileri ortadan kaldirmak igin antioksidan
maddelerden faydalanilmaktadir. (Kasnak & Palamutoglu, 2015; Velioglu, 2000).
Viicudumuz Serbest radikallerle bas etmek i¢in ¢esitli enzimler ve yiiksek ve diisiik
molekiil agirlikli antioksidanlar1 igeren etkili bir savunma sistemine sahiptir.
Antioksidanlar kendi elektronlarindan birini vererek serbest radikalleri etkisiz hale
getirir ve zincirleme elektron alma reaksiyonunu sonlandirir. Her durumda stabil
kaldiklart i¢in antioksidanlar elektron verdiklerinde serbest radikale doniismezler
(Kaur & Kapoor, 2008).

Oksidatif stres, serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin antioksidanlar
lehine bozularak organizmaya zarar verme potansiyeli tagiyan bir duruma dontigsmesi
olarak tanimlanmaktadir (Sies, 2019). Artrit, diyabet, demans, kanser, ateroskleroz,

damar hastaliklari, obezite, osteoporoz ve metabolik sendromlar gibi yasa bagh
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hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Antioksidan 6zelliklere sahip dogal
bilesiklerin oksidatif stresi azaltabildigi, bagisiklik fonksiyonunu gelistirebildigi ve
saglikli yaglanma siirecine destek oldugu ortaya konulmustur (Tan, Norhaizan, Liew,
& Rahman, 2018).

Tiiketiciler yasadiklar1 saglik endiseleri dolayisiyla sentetik antioksidanlar yerine
dogal kaynakli antioksidanlari tercih etmektedirler (Pokorny, 2007). Bu endiseler
sebebiyle antioksidan 6zelliklere sahip dogal olarak olusan bilesiklerin etkinliginin
arastiritlmasina olan ilgi artmistir. Dogal kaynaklarin baginda tibbi ve aromatik bitkiler
gelmektedir ve antioksidan kapasiteleri bakimindan kapsamli bir sekilde
arastirlmaktadirlar. Konu hakkinda yayimlanan c¢alisma sayisi giin gectikge
artmaktadir (Kirca & Arslan, 2008). Bitkiler, serbest radikallerle iliskili hastaliklara
karst koruma saglamaya yardimci olan ¢ok sayida antioksidan bilesik icerirler. Bu
bilesikler bitki yapilarinda ¢ogunlukla sekonder metabolit olarak bulunurlar (Nwozo,
Effiong, Aja, & Awuchi, 2023). Sekonder metabolitler grubunda yer alan fenoller
antioksidan aktivite gostermektedir (Julsing, Koulman, Woerdenbag, Quax, & Kayser,
2006; Pietta, 2000). Bitkilerdeki baslica fenolik bilesik gruplari: basit fenoller,
benzokinonlar, fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetik asitler, hidroksisinnamik
asitler, fenilpropenler, kumarinler, izokumarinler, kromonlar, naftakinonlar,
ksantonlar, stilbenler, antrakinonlar, flavonoitler, izoflavonoitler, lignanlar,
neolignanlar, biflavonoitler, ligninler, katesol tiirevleri ve kondanse tanen
olusmaktadir (Harbone, 1989).

P. spina-christi Mill. bitkisinde tespit edilmis fenolik bilesiklere ait ¢aligmalar
“Kimyasal Bilesimi” boliimiinde “Fenolik Bilesikler” alt baslhigi altinda detayli
aciklanmistir. Buna ilaveten, fenolik bilesikler bulunduklart bitki kisimlarina gore

simiflandirilarak Tablo 1.’de dzet olarak sunulmustur.



Bitki Kismi

Yaprak

Meyve

Cicek

Govde

Dal
Dal
Govde

ve

Fenolik Icerik Referans

rutin, izokersitrin (Kustrak et al., 1990)
kersetin-3-rutinozit-7-ramnozit, kemferol-  (Brantner & Males, 1990)
O-triglikozit, flavonoit C/O-triglikozitler
kersetin-3-O-ramnoglukozit-7-O-ramnozit, (Brantner & Males, 1999)
kersetin-3-O-ramnoglukozit-4'-O-ramnozit,
kemferol-3-O-ramnoglukozit-7-O-ramnozit,
skoparin-7-O-ramnoglukozit, izokersitrin,

rutin

kemferol, kemferol tiirevleri ve kersetin (Zengin et al., 2023)
tirevleri

rutin, izokersitrin, hiperozit bilesikleri (Dalakishvili et al., 1987)

kersetin-3-O-ramnoglukozit-7-O-ramnozit, (Brantner & Males, 1999)
kersetin-3-O-ramnoglukozit-4'-O-ramnozit,
kemferol-3-O-ramnoglukozit-7-O-ramnozit,
skoparin-7-O-ramnoglukozit, izokersitrin,

rutin

Katesin hidrat, proantosiyanidin B dimer, (Kayalar et al., 2016)
naringenin-C-diglikozit, 5-kafeoil kinik asit

5-p-kumaroilkinik asit, rutin, Kkersetin

heksozit, kersetin

(+/-) katesin, gallokatesin, rutin (Zor et al., 2017)

rutin, malik asit (Takim & Isik, 2020)
rutin, katesin, hesperidin, kinik asit, malik (Takim, 2021)

asit

kersetin tiirevleri (Zengin et al., 2023)
kersetin-3-O-ramnoglukozit-7-O-ramnozit, (Brantner & Males, 1999).
kersetin-3-O-ramnoglukozit-4'-O-ramnozit,
kemferol-3-O-ramnoglukozit-7-O-ramnozit,
skoparin-7-O-ramnoglukozit, rutin,

izokersitrin

gallik asit, kafeik asit ve siringik asit (L. T. Ahmed et al., 2012)
fenolik bilesikler, fenol Onciisii (trimetil

silan)

gallik asit, siringik asit, kafeik asit, (L. T. Ahmed et al., 2013)
epikatesin

kersetin, epigallokatesin tiirevleri (Zengin et al., 2023)
protokatesik asit, katesin, p-hidroksibenzoik (Yasar et al., 2016)

asit, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin,

siringik asit, vanilin, p-kumarik asit, ferulik

asit

Tablo 1. Paliurus spina-christi Mill. bitkisinden elde edilen fenolik bilesikler
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2.4. Alzheimer Hastahig:

Demans, cesitli beyin hastaliklarinin neden oldugu hafiza, diistinme, davranis ve
giinliik aktiviteleri gergeklestirme yetenegini etkileyen, genellikle kronik veya
ilerleyici nitelikte bir sendromdur. Diinya ¢apinda demansla yasayan insan sayisinin
su anda 50 milyonun iizerinde oldugu tahmin edilmekte ve 2050 yilina kadar saymin
neredeyse li¢ katina ¢ikacagi Ongoriilmektedir (“Dementia,” n.d.). Tiim demans
vakalarinin % 50-70’ini  olusturan Alzheimer hastaligi, beyin hiicrelerinin yok
olmasina neden olarak ilerleyen norolojik bir hastaliktir. Yasin ilerlemesiyle birlikte
belirtilerin ortaya ¢ikmaya baglamasi sebebiyle yasli niifusun arttigi toplumlarda
onemli bir saglik sorunudur. Prevelans, 60 yasindan sonra her bes senede bir 1-2 katina
¢ikmaktadir. 65 yas lizerinde prevelans % 6-10 iken, 85 yas tizerinde ise % 30-47°dir.
Her ne kadar Alzheimer hastaligi i¢in yas faktorii 6nemli olsa da tek risk faktorii
degildir (Selekler, 2010; Tari & Yagmurtasan, 2023). Alzheimer's Disease
International kurulusunun 2023 yilinda yaymladigi rapora gore degistirilebilir ve
degistitilemez risk faktorleri bulunmaktadir. Degistirilebilir risk faktorleri; diisiik
egitim diizeyi, hipertansiyon, igitme kaybi, sigara kullanimi, obezite, depresyon,
fiziksel hareketsizlik, diyabet, sosyal izolasyon, asir1 alkol tiikketimi, kafa travmalari ve
hava kirliligi olmak iizere 12 madde altinda toplanmistir. Degistirilemeyen risk
faktorleri arasinda yas, cinsiyet, aile oykisii ve genetik risk faktorleri olarak
belirtilmistir. Ozellikle down sendromu ve apolipoprotein E4 alelleri varhig

Alzheimer hastalig1 riskini arttirmaktadir (Long, Benoist, & Weidner, 2023).

Alzheimer hastaligimin semptomatik tedavisinde kullanilan en basarili yaklasim
kolinerjik hipotezidir. Bu hipotez, hastalarinin yasadigi biligsel gerilemenin en azindan
bir kisminin merkezi sinir sisteminde bulunan norotransmiter asetilkolin (ACh)
eksikliginden kaynaklandigini 6ne siirmektedir (Barril, Kalko, Orozco, & Luque,
2005).
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2.4.1. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzim Inhibisyonu

Kolinesteraz, asetilkolini, kolin ve asetik aside hidrolizini katalize eden bir enzim
ailesidir. Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BuChE) olmak {izere iki
¢esidi  bulunmaktadir. Asetilkolinesteraz bir¢ok iletim dokusunda yer alirken
biitirilkolinesteraz ise karacigerde bulunur. Antikolinesterazlar, kolinesteraz
enziminin ACh'yi par¢alamasini engelleyerek norotransmiter etkisinin hem seviyesini

hem de siiresini arttirir (Colovi¢, Krsti¢, Lazarevi¢-Pasti, Bondzi¢, & Vasi¢, 2013).

Saglikli beyinde ve Alzheimer'li beyinde BuChE o6zelliklerinin ve davranislarinin
aydinlatilmasiyla birlikte BuChE'nin hastaligin ilerlemesindeki roliine dair kanit
saglanmaktadir. Normal beyinde AChE, kolinesteraz aktivitesinin yaklasik % 80'ini
temsil eder ve geri kalanin1 BuChE olusturur. Ancak ilerlemis Alzheimer hastaliginda
ACHhE aktivitesi belirli beyin bolgelerinde normal seviyenin % 55-67’sine diisebilirken
BuChE aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir. BUChE i¢in arttirilmis secicilige sahip
ajanlarin kullanimi ve rivastigmin gibi hem AChE hem de BUChE'ni inhibe edebilen
kolinesteraz inhibitorlerinin kullanimi Alzheimer hastaliginda potansiyel terapdtik
faydalar gostermektedir (Bergmann, Tomlinson, Blessed, Gibson, & Perry, 1978;
Greig et al., 2001). Alzheimer hastaligi tedavi stratejisinde ana hedef kolinesteraz
inhibitorleri kullanilarak ACh seviyesinin arttirilmasidir (Aynaci, Arslan, Sari, &
Yasar, 2014; Colovi¢ et al., 2013; Yildirim & Ulusoy Gilizeldemirci, 2023).

Alzheimer tedavisinde kolinesteraz inhibitérii i¢in kullanilan galantamin ve
rivastigmin dogal kaynakl ilaglardir. Bu sebeple dogal kaynaklarin arastirilarak yeni
kolinesteraz inhibitorleri elde edilmesi 6nemlidir ve konuyla ilgili son yillarda yogun

aragtirmalar yiritilmektedir (S. Ahmed et al., 2021; Bortolami et al., 2021).
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2.5. Biyolojik Aktiviteler
2.5.1. Antioksidan Aktivite

P. spina-christi Mill. bitkisinin ¢esitli kisimlarinda fenolik bilesiklerin tespit
edilmesiyle birlikte cesitli metotlar kullanilarak antioksidan aktivitesi incelenmistir.

Yapilan ¢aligmalar asagida 6zet halinde verilmistir.

Kirca ve arkadaslar tarafindan ¢igek kismiyla hazirlanan metanol ekstresi “troloks
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC)” ve DPPH yontemleri kullanilarak
incelendiginde sonuglar sirasiyla 1281.52 = 11.77 pumol troloks esdegeri/g ve ECso:
0.211 £ 0.001 (mg kuru drog) olarak bulunmustur. iki yontemde de karsilastirildig
diger bitkilere gore yiiksek inhibisyon aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir (Kirca &

Arslan, 2008).

Jukic ve arkadaslari tarafindan ¢i¢cek kismindan metanol, kloroform ve etil asetat ile
hazirlanan ekstreler DPPH ve FRAP yontemleri kullanilarak incelenmistir. DPPH
deneyi sonucunda en yiiksek inhibisyon aktiviteyi 1Cso: 1.75 mg/mL degeriyle metanol
ekstresi gostermistir. FRAP deneyi sonunda ise kloroform ekstresi (448 pmol Fe?*
esdegeri/L) en yiiksek aktiviteyi gostermistir (Jukic, Burcul, Carev, Politeo, & Milos,

2012).

Ahmed ve arkadaglar1 tarafindan govde kismi DPPH yontemi kullanilarak
incelenmistir. 100 pL konsantrasyondaki metanol ekstresinin % 80.8 ile en yiiksek
anti-radikal aktivite gosterdigi bulunmustur. Calisma sonucunda ekstrenin
konsantrasyonu arttikga pro-oksidan aktivitenin de arttigi saptanmistir. Biyolojik
aktivite i¢in diisiik konsatrasyonun iyi bir se¢im olabilecegi belirtilmistir (L. T. Ahmed
etal., 2013).

Kayalar ve arkadaglar tarafindan meyve kismiyla hazirlanan metanol ekstresi DPPH

yontemi kullanilarak incelenmistir. Standart antioksidan BHT (1Cso: 0.054 mg/mL) ile

13



karsilagtirildiginda meyve ekstresinin (ICso: 0.062 mg/mL) daha yiiksek aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Kayalar et al., 2016).

Sen tarafindan meyve, yaprak ve dal kisitmlart DPPH ve “2,2'-Azino-bis(3-
etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)” yontemleri kullanilarak incelenmistir.
DPPH deneyi sonucunda en yiiksek antioksidan aktiviteyi 1Cso: 15.54 £+ 0.02 pg/mL
degeriyle dalin sulu etanol ekstresi, en diisiik antioksidan aktiviteyi ise 1Cso: 2174 +
27.58 pg/mL degeriyle meyvenin n-hekzan ekstresi gostermistir. ABTS deneyi
sonucunda en yliksek antioksidan aktiviteyi ICso: 22.06 = 0.17 ng/mL degeriyle dalin
etanol ekstresi, en diisiik antioksidan aktiviteyi ise ICso: 851.0 £ 1.27 pg/mL degeriyle

meyvenin n-hekzan ekstresi gostermistir (Sen, 2018).

Ceylan ve arkadaslan tarafindan Artvin ve Giresun’dan toplanan ¢igekli kisimlar ve
yapraklar “2,2 ' -difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) " yontemi, “demir iyonu indirgeyici
antioksidan gii¢ (FRAP)” yontemi ve “kuprik iyonu indirgeme kapasitesi (CUPRAC)”
yontemleri kulanilarak incelenmistir. DPPH deneyinde en yiiksek antioksidan
aktiviteyi 1Cso: 0.29 mg/mL degeri ile Giresun’dan toplanan yapragin metanol ekstresi,
FRAP ve CUPRAC deneyinde en yiiksek aktiviteyi Artvin’den toplanan yapragin
metanol ekstresi gostermistir. Deney sonuglar1 sirasiyla  103.90 + 1.99 pmol
FeSO4.7H20/g ve 1.07 = 0.14 mmol TEAC/g bulunmustur (Ceylan, Harsit, Saral,
Ozcan, & Demir, 2020).

Takim ve Isik tarafindan meyve kism1 DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC yontemleri
kullanilarak incelenmistir. DPPH ve ABTS deneyleri sonucunda radikal siiptirme
aktiviteleri sirastyla % 63.69 = 3.21 ve % 77.41 £ 4.62 olarak bulunmustur. CUPRAC
ve FRAP deneyleri sonucunda metal indirgeme aktiviteleri sirasiyla % 56.31 + 2.08

ve % 92.01 + 3.18 olarak bulunmustur (Takim & Isik, 2020).

Arslan ve Kaya tarafindan meyve ve yaprak kisimlari DPPH, ABTS ve CUPRAC
yontemleri kullanilarak incelenmisti. CUPRAC deneyi sonucunda en yiiksek

indirgeme giicli meyvenin su ekstresinde (ABS: 0.824; 450 nm) goriilmiistiir ancak
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standart antioksidan olarak se¢ilmis Troloks (ABS: 1.746; 450 nm) ve BHT (ABS:
1.74; 450 nm) ile karsilastirildiginda tiim ekstrelerin diisiik aktivite gosterdigi
gdriilmiistiir. Hem meyve hem de yapragin etanol ve su ekstrelerinin Cu*? indirgeme
giiciiniin konsantrasyonun artmastyla dogru orantili olarak arttig1 bildirilmistir. DPPH
deneyi sonucunda yapragin etanol ekstresinin % 80.2 degeriyle en yiiksek aktiviteye
sahip oldugu gorilmiistiir ve antioksidanlarla karsilastirildiginda BHT den (% 87.4)
diisiik ancak Troloks’tan (% 65.8) yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. ABTS
deneyi sonucunda en yiiksek aktiviteyi meyvenin su (% 96.2) ve etanol (% 96.2)
ekstreleri gostermistir ve antioksidanlarla karsilastirildiginda ise tiim ekstrelerin BHT
(% 97.2) ve Troloks’tan (% 97.8) diistik aktivite gosterdigi goriilmistiir (Arslan &
Kaya, 2021).

Zengin ve arkadaslari tarafindan meyve, yaprak ve dal kisimlar1 DPPH, ABTS, FRAP,
CUPRAC, “metal selatlama aktivitesi (MCA)” ve “fosfomolibden (PBD)” yontemleri
kullanilarak incelenmistir. DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP ve PBD deneylerinde en
yiiksek aktivite sonuglarini yapragin metanol ekstresi vermistir. Deney sonuglari
sirastyla 909.88 + 4.25 mg TE/g ekstre, 3358.33 + 51.14 mg TE/g ekstre, 781.88 +
16.37 mg TE/g ekstre, 996.70 + 47.28 mg TE/g ekstre ve 4.96 + 0.26 mmol TE/g ekstre
cikmistir. MCA deneyi igin en yiiksek aktivite sonucu 28.80 = 0.32 mg EDTAE/g

ekstre ile gévdenin diklorometan ekstresidir (Zengin et al., 2023).

2.5.2. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzim Inhibisyonu

Jukic ve arkadaslar tarafindan ¢igek kismindan metanol, kloroform ve etil asetat ile
hazirlanan ekstrelerin AChE inhibisyonu incelenmistir. Sadece metanol ekstresinin

inhibisyon aktivitesi (% 11.60) goriilmustiir (Jukic et al., 2012).

Zengin ve arkadaslar1 tarafindan meyve, yaprak ve dal kisimlari ile hazirlanan n-
hekzan, etil asetat, diklorometan, metanol ve su ekstrelerinin asetilkolinesteraz
(AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyonu incelenmistir. AChE inhibisyonu
bakimindan en yiiksek dalin n-hekzan ekstresi (8.89 = 0.08 mg GALAE/g), BChE
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inhibisyonu bakimindan en yiiksek etkiyi dalin metanol ekstresi (2.50 + 0.05 mg
GALAE/qg) gostermistir (Zengin et al., 2023).

2.5.3. Diger Aktiviteler

Arslan ve Kaya tarafindan meyve ve yaprak kisimlari ile hazirlanan etanol ve su
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. En yiiksek antimikrobiyal

aktiviteyi etanol ekstreleri gostermistir (Arslan & Kaya, 2021).

Ceylan ve arkadaslan tarafindan gi¢ekli kisimlar ve yapraklari ile hazirlanan metanol
ekstrelerin 12 mikroorganizma tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris ve Candida albicans
mikroorganizmalarina karst minimum inhibitér konsantrasyon degerleri rapor

edilmistir (Ceylan et al., 2020).

Brantner ve arkadaslar tarafindan yaprak, cicek, meyve, kabuk ve kok kisimlart ile
hazirlanan etanol ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi incelenmigtir. Calisma
sonucunda ekstrelerin hepsi tim Gram-pozitif bakterilere (Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis ve Micrococcus luteus) karsi aktivite gosterirken, Gram-negatif

bakterilerine kars1 etki gériilmemistir (Brantner, Males§, Pepeljnjak, & Antoli¢, 1996).

Sen tarafindan meyve, yaprak ve dal kisimlari ile hazirlanan etil asetat ve etanol
ekstrelerinin antienflamatuar aktivitesi incelendiginde yapraklarin etil asetat ve etanol
ekstrelerinin, lipoksijenaz inhibisyon deneyinde en yiiksek anti-inflamatuar aktiviteye

sahip oldugu bulunmustur (Sen, 2018).

Takim tarafindan meyve kismi ile hazirlanan dekoksiyonun antidiyabetik aktivitesi
incelenmistir. Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik si¢anlardaki kan sekeri, insiilin
ve glikozillenmis hemoglobin diizeyleri {izerindeki etkisi aragtirtlmistir. Calisma

sonucunda insiilin ve meyve dekoksiyonu uygulanan gruplar ile diyabetik kontrol
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grubu karsilagtirildiginda kan sekeri ve glikolize hemoglobin diizeylerinin istatistiksel

olarak diistiigii ortaya konulmustur (Takim, 2021).

Takim ve Isik tarafindan meyve kismi ile hazirlanan inflizyonun aktivitesi
incelenmistir. Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sican dokularinda katalaz ve
stiperoksit dismutaz enzimleri ve lipid peroksidasyonu tizerindeki etkisi in vivo olarak
aragtirllmistir.  Calisma sonucunda inflizyon kullanilan grupta,  streptozotosin
sebebiyle azalan katalaz ve siiperoksit dismutaz enzim diizeylerinin istatistiksel olarak
anlaml bir artis gosterdigi belirlenmistir. Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan
malondialdehit miktari, hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gdstermektedir. Infiizyon kullanilan grupta ise hasta grubuna

gore anlamli bir azalis goriilmektedir (Takim & Isik, 2020).

Zengin ve arkadaslar1 tarafindan meyve, yaprak ve dal kismu ile yapilan bir ¢alismada,
her bir drog i¢in hazirlanan n-hekzan, etil asetat, diklorometan, metanol ve su
ekstrelerinin tirozinaz, a-amilaz ve o-glukozidaz enzimleri fizerine inhibisyon
aktiviteleri incelenmistir. Calisma sonucunda tirozinaz enzimini gévdenin metanol
ekstresinin; a-amilaz enzimini meyvenin etil asetat ekstresinin; a-glukozidaz
enizimini ise govdenin diklorometan ekstresinin en ¢ok inhibe ettigi gortlmistiir

(Zengin et al., 2023).

Zor ve arkadaglan tarafindan meyve kismi ile hazirlanan ekstrelerin antigenotoksik
aktivitesi incelenmistir. Calisma sonucunda DNA hasarina bagli bozukluklardan

korunmada kullanilabilecegi belirtilmistir (Zor et al., 2017).

Esfahani ve arkadaslar1 tarafindan meyve kismi ile hazirlanan ekstrelerin glikoz
tilketimi tizerindeki etkileri, yiliksek glikoz ve insiilin tarafindan indiiklenmis instiline
direngli HepG2 hiicrelerinde sinyal yollar1 arastirilmistir. Calisma sonucunda
meyvenin metanol ve toprak {istii ekstrelerinde bulunan aktif bilesenlerin antidiyabetik
etkisi oldugu tespit edilmistir (Esfahani et al., 2023).
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Yuca ve arkadaglar1 tarafindan meyve kismu ile hazirlanan ekstrelerin a-amilaz ve a-

glukozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri incelenmistir (Yuca et al., 2022).

Ahmed ve arkadaslar tarafindan govde kismi ile hazirlanan metanol ekstresinin
antifungal aktivitesi incelenmis ve Trichophyton mentagrophytes mantari iizerinde

etkisi oldugu gortlmustiir (L. T. Ahmed et al., 2012).

Kemertelidze ve arkadaslari tarafindan meyve kismi kullanilarak “Tsarubol” adi
verilen bir preparat hazirlanmigtir. Preparatin toksik hepatitli melez sigan modeli
kullanildiginda safra salgist ve safra {iretimini normallestirdigi goriilmiistiir. Ayrica
karaciger hiicrelerinde lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi ve kan transaminaz
seviyesini disiirerek karaciger iizerinde koruyucu bir etki olusturdugu belirtilmistir

(Kemertelidze et al., 1999).

Oguz ve arkadaslari tarafindan ¢igek ve yaprak kisimlari ile hazirlanan etanol
ekstrelerinin antikanser aktivitesi insan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde incelenmistir. Calisma sonucunda yaprak ve ¢igek ekstrelerinin MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkilere sahip olduklari

bildirmektedir (Oguz et al., 2022).

2.6. Miktar Tayini Calismalar:

Literatiir taranarak kalitatif sonu¢ elde edilen ¢alismalar bulunmus ve Tablo 2 ve 3’te

Ozet olarak sunulmustur.
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Bitki Kism

Meyve

Ekstre

Dekoksiyon

Tayin Yontemi

LC-MS/ MS

Bilesik

Kinik Asit

Malik Asit

Gallik Asit
Protokatekuik Asit
Katesin

Gentisik asit
Tannik Asit

4-OH Benzoik Asit
Epikatesin

Kafeik Asit
Salisilik Asit
Rutin

Izokersitrin
Hesperidin
Nikotiflorin
Kersetin

Naringenin

Miktar

1163.0 = 0.433 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
7580.5 £ 0.985 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
245.0 £0.027 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
18781.2 £ 6.57 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
4321.4 +1.087 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
282.0 £ 0.047 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
20.2 +0.004 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)
399.6 + 0.095 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
11483.3 +£2.535 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
12.5 £0.005 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
763.0 £0.125 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
3642.4 + 0.895 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
154 £ 0.035 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
2752.3 £0.925 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
24 +0.002 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
1793.0 £ 0.315 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
23 £ 0.009 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Tablo 2. Bitki lizerinde yapilmis kantitafif caligmalar ve elde edilen sonuglar

Literatiir

(Takim, 2021)
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Bitki Kism

Meyve

Meyve

Ekstre Tayin Yontemi
Dekoksiyon  LC-MS/ MS

Su Inflizyonu LC-MS/ MS

Bilesik

Hesperetin
Luteolin

Kemferol

Kinik Asit

Malik Asit

Gallik Asit
Protokatekuik Asit
Katesin

Gentisik asit

4-OH Benzoik Asit
Epikatesin

Kafeik Asit
Vanillin

Salisilik Asit
Rutin

Hesperidin

Nikotiflorin

Miktar

162.8 + 0.055 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)
4.2 £0.001 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
43.6 £ 0.009 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
766 + 0.284 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)
15682.2 +2.038 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
131.7 £0.015 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
15379.5 £ 5.38 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
3265.2 £0.721 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
233.0 £ 0.039 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
415.0 £ 0.098 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)
2582 +0.570 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
9.7 £0.001 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
31.6 £ 0.003 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
1130.0 £ 0.178 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
2789.3 + 0.688 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
2341.6 +0.784 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)

111.5 £0.011 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Tablo 2°nin devamu. Bitki iizerinde yapilmis kantitafif ¢caligmalar ve elde edilen sonuglar

(Takim, 2021)
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Bitki Kism

Meyve

Meyve

Ekstre

Tayin Yontemi Bilesik

Su Inflizyonu LC-MS/ MS Kersetin

Metanol

Naringenin
Hesperetin
Luteolin

LC-MS/ MS Kinik Asit
Fumarik Asit
Malik Asit
Gallik Asit
Epigallokatesin
Protokatekuik Asit
Katesin
Gentisik asit
Klorojenik Asit
Protokatekuik Aldehit
Tannik Asit
4-OH Benzoik Asit

Epikatesin

Miktar Literatiir
365.0 £ 0.063 pg analit/g meyve ekstresi (a/a) (Takim, 2021)
4.0 £0.001 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

38.4 +0.012 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

9.4 £0.002 pug analit/g meyve ekstresi (a/a)

28388.3 £10.561 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)

1035.5 + 0.094 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

17536.8 £2.279 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)

211.0 £ 0.024 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

5749.6 = 1.057 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

1111.0 +0.388 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

43696.5 = 9.656 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

694.1 +0.115 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

834.0 £ 0.177 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

636.5 £0.025 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

103.6 £ 0.019 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

840.0 £ 0.199 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)

8024.3 £ 1.773 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Tablo 2°nin devamu. Bitki iizerinde yapilmis kantitafif ¢caligmalar ve elde edilen sonuglar
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Bitki Kism

Meyve

Ekstre

Metanol

Tayin Yontemi

LC-MS/ MS

Bilesik
Vanillik Asit
Kafeik Asit

Vanillin

Siringik Aldehit
p-Kumarik Asit

Salisilik Asit
Rutin
Izokersitrin
Hesperidin
Kozmaosin
Astragalin
Nikotiflorin
Kersetin
Naringenin
Hesperetin
Luteolin

Kemferol

Miktar Literatiir
9046 + 1.311 pg analit/g meyve ekstresi (a/a) (Takim, 2021)
135.0 £ 0.02 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

573.6 £ 0.069 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)

130.4 +0.028 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)

213.5 £0.041 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

1594.5 £ 0.251 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

66778.5 £ 16.49 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

8079.0 £ 1.777 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)

36698.4 £ 12.29 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

91.2 £ 0.007 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

479.2 £0.054 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

2081.0 + 0.224 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

423.5 +0.074 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)

16.0 £ 0.006 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

35.2+0.011 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

11.3 £0.003 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

11.0 £ 0.002 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Tablo 2°nin devamu. Bitki iizerinde yapilmis kantitafif ¢caligmalar ve elde edilen sonuglar
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Bitki Kismu  Ekstre Tayin Yontemi Bilesik Miktar Literatiir

Meyve Etanol LC-MS/ MS Kinik Asit 38279.5 £ 14.239 ng analit/g meyve ekstresi (a/a) (Takim, 2021)
Malik Asit 1242.53 £0.161 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Gallik Asit 59.5 £0.006 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
Epigallokatesin 11359.3 £2.090 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Protokatekuik Asit 455.0 +0.159 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)

Katesin 58695.3 + 12.971 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Gentisik asit 89.2 £0.014 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Klorojenik Asit 255.3 £0.054 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)

Protokatekuik Aldehit 104.3 +0.041 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Tannik Asit 11.0 £ 0.002 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
4-OH Benzoik Asit 677.5 £0.160 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Epikatesin 4882.6 + 1.078 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)
Vanillik Asit 1833 +0.265 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Kafeik Asit 151.0 £ 0.022 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Vanillin 744.9 + 0.09 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Siringik Aldehit 31.8 £ 0.006 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Tablo 2’nin devamu. Bitki {izerinde yapilmis kantitafif calismalar ve elde edilen sonuglar



Bitki Kism

Meyve

Meyve

Ekstre

Etanol

Hidroliz

Tayin Yontemi

LC-MS/ MS

LC-MS/ MS

Bilesik
p-Kumarik Asit
Salisilik Asit
Sinarozit
Rutin
Izokersitrin
Hesperidin
Kersitrin
Astragalin
Nikotiflorin
Kersetin
Naringenin
Hesperetin
Kinik Asit
Fumarik Asit
Malik Asit

Gallik Asit

Miktar

232.8 +0.045 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)
456.1 £0.072 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
13.0 £ 0.005 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
98753.4 £24.39 g analit/g meyve ekstresi (a/a)
15088.5 +3.319 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
47445.2 £ 15.894 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
37.7 £0.009 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
532.2 £0.060 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
1659.1 + 0.179 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
364.3 £ 0.063 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)
28.0 £0.010 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
43.0 £ 0.013 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
25113.2 +9.342 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
976.0 £ 0.088 pug analit/g meyve ekstresi (a/a)
8286.2 = 1.077 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

284.0 £0.031 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Tablo 2’nin devamu. Bitki {izerinde yapilmis kantitafif calismalar ve elde edilen sonuglar

(Takim, 2021)
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Bitki Kism

Meyve

Ekstre
Hidroliz

Tayin Yontemi

LC-MS/ MS

Bilesik
Epigallokatesin
Protokatekuik Asit
Katesin

Gentisik asit
Klorojenik Asit
Protokatekuik Aldehit
Tannik Asit

4-OH Benzoik Asit
Epikatesin

Vanillik Asit
Kafeik Asit
Vanillin

Siringik Aldehit
Epikatesin Gallat

p-Kumarik Asit

Salisilik Asit

Miktar

1520.0 + 0.279 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
993.5 £ 0.347 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
3866.0 + 0.854 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
1293.0 £ 0.215 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
59.0 £0.012 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
1828.0 + 0.723ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
1505.0 £ 0.285 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
284.6 = 0.067 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
2139.0 £ 0.472 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
7258.3 +1.052 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
87.4 £0.013 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
1050.0 + 0.128 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
142.7 £ 0.030 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)

170.3 £0.038 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
105.2 £0.020 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

1051.0 £ 0.166 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

Tablo 2°nin devamu. Bitki {izerinde yapilmis kantitafif calismalar ve elde edilen sonuglar

Literatiir

(Takim, 2021)

25



Bitki Kism

Meyve

Meyve

Ekstre
Hidroliz

Tayin Yontemi

LC-MS/ MS

ICP-OES

Bilesik
Rutin
Izokersitrin
Hesperidin
Kozmosin
Astragalin
Nikotiflorin
Kersetin
Naringenin
Hesperetin
Luteolin
Kemferol
Kalsiyum
Bakir
Demir
Potasyum
Magnezyum

Mangan

Miktar

24141.5 £5.962 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)  (Takim, 2021)

2360.0 = 0.519 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
11958.4 +£4.005 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
49.6 + 0.004 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)
118.8 +£0.013 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
1019.0 £ 0.110 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
2133.0 £ 0.373 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
10.2 £0.003 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
182.5 £ 0.058 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
11.3 £0.003 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
152.1 £0.032 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
790.8 £ 38.14 mg/kg (ppm)

1.46 £ 0.106 mg/kg (ppm)

43.71 + 8.31 mg/kg (ppm)

2017 +£206.46 mg/kg (ppm)

275.03 £ 10.25 mg/kg (ppm)

18.03 £ 0.18 mg/kg (ppm)

Tablo 2°nin devamu. Bitki iizerinde yapilmis kantitafif ¢caligmalar ve elde edilen sonuglar

Literatiir
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Bitki Kismu  Ekstre Tayin Yontemi Bilesik Miktar Literatiir

Meyve . ICP-OES Sodyum 193.96 + 5.66 mg/kg (ppm) (Takim, 2021)
Nikel <LOQ
Aliiminyum 45.20 £5.62 mg/kg (ppm)
Cinko 3.1 £0.04 mg/kg (ppm)
Kadmiyum <LOQ
Kobalt <LOQ
Krom 1.36 £ 0.16 mg/kg (ppm)
Kursun <LOQ
Fosfor 254.13 £22.46 mg/kg (ppm)
Meyve Infiizyon LC-MS/MS Kumarin 6.54 £ 0.005 pg analit/g meyve ekstresi (a/a) (Takim & Isik, 2020)
Hesperidin 1.85 £0.0005 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
p-Kumarik Asit 166.4 + 0.085 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Gallik Asit 205.78 £0.058 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Kafeik Asit 24.98 +0.0088 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Vanilik Asit 1106.2 £ 0.56 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Kinik Asit 3331.72 £ 0.27 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)

4-OH-Benzoik Asit 105.79 £ 0.03 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
Tablo 2°nin devamu. Bitki iizerinde yapilmis kantitafif ¢caligmalar ve elde edilen sonuglar



Bitki Kism

Meyve

Yaprak

Ekstre

Infiizyon

Metanol

Tayin Yontemi

LC-MS/MS

Mikro Florometri

Bilesik

Ferulik Asit
Klorojenik Asit
Protokatekuik Asit
Sinnamik Asit
Fumarik Asit
Vanillin

Malik Asit
Siringik Asit
Rutin

Kersetin
Kersitrin
[zokersitrin
Rhoifolin
Nikotiflorin

Selenyum

Miktar Literatir

156.27 + 0.077 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)  (Takim & Isik, 2020)
397.01 £ 0.027 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
14.66 £ 0.006 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
96.1 +£0.013 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
3.21 £ 0.0004 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
1.1 £0.0003 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
28424.18 + 3.21 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
12.76 + 0.0005 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
23459.68 + 3.73 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
1.53 £ 0.0008 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
23.02 £ 0.46 ug analit/g meyve ekstresi (a/a)
1312.25 £ 0.17 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
2.07 £0.0019 pg analit/g meyve ekstresi (a/a)
234.44 + 0.064 ng analit/g meyve ekstresi (a/a)

1800 £ 200 pug/kg kuru agirhk (Golbkina et al., 2020)

Tablo 2°nin devamu. Bitki {izerinde yapilmis kantitafif caligsmalar ve elde edilen sonuglar
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Bitki Kism Ekstre TPC Miktarn TFC Miktan Literatiir

Dal n-Hekzan 22.36 +0.26 mg GAE/g ekstre @ 0.83 +£0.07 mg RE/g ekstre ® (Zengin et al., 2023)
Etil Asetat 55.19 + 1.29 mg GAE/g ekstre 7.84 +0.26 mg RE/g ekstre
Diklorometan 30.50 + 0.82 mg GAE/g ekstre 8.56 + 0.15 mg RE/g ekstre
Metanol 121.78 + 1.41 mg GAE/g ekstre 11.25 £ 0.26 mg RE/g ekstre
Su 105.14 + 0.99 mg GAE/g ekstre 5.32 £0.08 mg RE/g ekstre
Meyve n-Hekzan 16.86 = 0.25 mg GAE/g ekstre 0.14 £ 0.03 mg RE/g ekstre
Etil Asetat 17.36 £ 0.32 mg GAE/g ekstre 0.51 £0.03 mg RE/g ekstre
Diklorometan 16.58 +0.75 mg GAE/g ekstre 0.34 +0.02 mg RE/g ekstre
Metanol 7591 +0.58 mg GAE/g ekstre 17.55 £ 0.09 mg RE/g ekstre
Su 68.97 £ 0.36 mg GAE/g ekstre 8.84 + 0.39 mg RE/g ekstre
Yaprak n-Hekzan 23.21 £ 0.28 mg GAE/g ekstre 8.43 +0.03 mg RE/g ekstre
Etil Asetat 25.72 +0.10 mg GAE/g ekstre 11.68 + 0.47 mg RE/g ekstre
Diklorometan 21.77 £ 0.04 mg GAE/g ekstre 21.56 £ 0.14 mg RE/g ekstre
Metanol 94.64 + 2.12 mg GAE/g ekstre 75.36 £ 0.92 mg RE/g ekstre
Su 62.55 +0.28 mg GAE/g ekstre 42.18 £0.26 mg RE/g ekstre
Meyve Su (Infiizyon) ~ 272.94 + 1.74 mg TE /g kuru drog © — (Takim, 2021)
Yaprak Metanol 56 + 3 mg GAE/g kuru agirhik — (Golbkina et al., 2020)

Tablo 3. Bitki lizerinde yapilmis total fenol ve total flavonoit kantitafif calismalar ve elde edilen sonuglar



Bitki Kismm
Meyve
Yaprak

Dal

Meyve

Ekstre

Su

Etanol
n-Hekzan
Kloroform
Etil Asetat
Sulu Etanol
Etanol
n-Hekzan
Kloroform
Etil Asetat
Sulu Etanol
Etanol
n-Hekzan
Kloroform
Etil Asetat

Sulu Etanol

TPC Miktar1

22.10 + 0.09 mg GAE/g kuru drog

106.9 £ 0.65 mg GAE/g ekstre
3.83 £ 0.42 mg GAE/g ekstre

76.38 £ 0.68 mg GAE/g ekstre
210.0 £3.98 mg GAE/g ekstre
149.1 + 3.66 mg GAE/g ekstre
216.2 +2.92 mg GAE/g ekstre
6.26 £ 0.16 mg GAE/g ekstre

147.8 + 0.80 mg GAE/g ekstre
286.6 = 0.90 mg GAE/g ekstre
194.4 +£2.28 mg GAE/g ekstre
61.24 +2.28 mg GAE/g ekstre
2.44 +£0.27 mg GAE/g ekstre

85.13 £ 1.27 mg GAE/g ekstre
17.81 £0.27 mg GAE/g ekstre
36.49 + 0.90 mg GAE/g ekstre

TFC Miktan
8.29 £ 0.07 mg QE/g kuru drog @

Literatiir

(Takim & Isik, 2020)

(Sen, 2018)

Tablo 3’iin devamu. Bitki lizerinde yapilmais total fenol ve total flavonoit kantitafif calismalar ve elde edilen sonuglar
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Bitki Kismi Ekstre TPC Miktari

Yaprak Metanol 10.14 + 0.94 mg GAE/g ekstre
14.63 + 0.42 mg GAE/g ekstre
Cicek Tohumu 4.35 + 0.25 mg GAE/g ekstre
8.24 +£5.99 mg GAE/g ekstre
Meyve Metanol 109.54 mg GAE/qg ekstre
Cigek Metanol 64.85 mg GAE/mg kuru ekstre

Kloroform 10.27 mg GAE/mg kuru ekstre

Etil Asetat 5.99 mg GAE/mg kuru ekstre
Meyve Metanol 91.20 + 3.89 mg GAE/g
Yaprak/Govde 75.50 £ 0.35 mg GAE/g

TFC Miktan
67.72 + 1.88 QE/qg ekstre
97.45 + 2.20 QE/g ekstre
9.73 + 0.97 QE/qg ekstre
11.74 + 2.61 QE/g ekstre

Literatir

(Ceylan et al., 2020)

(Kayalar et al., 2016)
(Jukic et al., 2012)

(Kirca & Arslan, 2008)

Tablo 3’iin devamu. Bitki iizerinde yapilmis total fenol ve total flavonoit kantitafif calismalar ve elde edilen sonuglar

(a) GAE = Gallik asit esdeger
(b) RE = Rutin esdeger

(c) TE = Tanen esdeger

(d) QE = Kersetin esdeger
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Gerec ve Yontem

3.1. Kullanilan Kimyasallarin Listesi
2,2'-Azino-Bis(3-Etilbenztiyazolin-6-Siilfonik Asit) (ABTS) (C1sH18N406S4)

5-(3-Karboksimetoksifenil)-2-(4,5-Dimetil-Tiyazolil)-3(4-Siilfofenil) ~ Tetrazolyum
(MTS) (C20H20N506S2)

5,5"-Ditiyobis-(2-Nitrobenzoik Asit) (DTNB) (Sigma) (C14HsN20sS>)
Aliiminyum Kloriir (Merck) (AlCl3)

Amonyum Karbonat (Merck) ((NH4).COs)

Apigenin (TCI) (C1sH100s)

Asetilkolinesteraz Enzimi (Sigma)

Asetiltiyokolin Iyodiir (Sigma) (C7H16INO2)
Asetonitril (Merck) (C2HsN)

Bikinkoninik Asit (BCA) Kiti

Biitirilkolinesteraz Enzimi (Sigma)

Disodyum Hidrojen Fosfat (Merck) (NazHPO.)
Dipotasyum Fosfat (Sigma) (KH2PO4)

Dulbecco Modifiye Eagle Soliisyonu (DMEM) (Lonza)
Fetal Sigir Serumu (FBS) (Hyclone)

Folin-Ciocalteu Reaktifi (Sigma)

Fosforik Asit (Merck) (H3zPOa)

Galantamin (Sigma)

Gallik Asit (Sigma) (C7HeOs)

Hidrojen Peroksit (Sigma) (H20,)

Hidroklorik Asit (Sigma) (HCI)

Kersetin (Sigma) (C1sH1007)

L-Glutamin (Gibco) (CsH1oN203)
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Metanol (Sigma) (CHsOH)

Penisilin (Invitrogen) (C1sH18N204S)
Potasyum Asetat (Sigma) (CH3CO2K)

Rutin (Sigma) (C27H30016)

S-Biitiriltiyokolin Iyodiir (Sigma) (CoH20INO3)
SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™)

Si1gir Serum Albiimini (Sigma)

Sodyum Dihidrojen Fosfat (Riedel) (NaH2PQOa)
Sodyum Hidroksit (Merck) (NaOH)

Sodyum Karbonat (AFG Bioscience) (Na.COs)
Sodyum Kloriir (Merck) (NaCl)

Streptomisin (Invitrogen) (C21H39N7012)
Siilfiirik Asit (Merck) (H-SOx)

Tripan Mavisi Soliisyon (Biowest)

Tripsin (Sigma) (CasHa7N7010)

Troloks (Sigma) (C14H1804)

Tween 20 (Sigma) (CsgH114026)

3.2. Kullanilan Geregler

12 Kuyucuklu Kiiltiir Kaplari

96 Kuyucuklu Mikroplaka (Greiner)
Analitik Terazi (Denver)

Degirmen (Retsch GmbH SK 1)
Etiiv (Heraus)

Isitic1 Plaka (Sinbo)
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Invert Mikroskop

Laminar Hava Kabini (Termofisher Scientific)

Manyetik Karistiricr (Yellowline)

Mikropipet (Brand)

Mikroplaka okuyucu (Multiskan Go, Thermo Scientific)

Mikroplaka Okuyucu (Versamax ™ Tunable Microplate Reader)

pH Kagidi (Isolab)

pH Metre (WTW Inolab)

Rotary Evaporator (Buchi)

Santrifiij (Hettich EBA 20)

Spektrofotometre (SP3000 Nano Optima)

Stizgec Kagidi (Sartorius)

Total Antioxidant Status ((TAS) Rel Assay Diyagnostik Gaziantep, Tiirkiye)
Total Oxidant Status ((TOS) Rel Assay Diyagnostik Gaziantep, Tiirkiye)
Ultrasonik Banyo (Bandelin Sonorex)

Vorteks (IKA)

Yakma Firin1 (Elektromag)

3.3. Bitkisel Materyalin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Calismada Paliurus spina-christi Mill. bitkisine ait yaprak ve meyve kisimlari
kullanilmistir. Bitki &rnekleri Izmir, Bornova, Ege Universitesi Kampiisii'nden
toplanmigtir. Toplanan 6rnekler Prof. Dr. Nehir SOMER (Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dal1) tarafindan teshis edilmistir. Uygun sartlarda
kurutulmus bitki 6rneklerinden herbaryum hazirlanmis ve herbaryum 6rnekleri Ege
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumu’nda 1657
ve 1658 numaralariyla kayit altina alinmistir. Bitki kismina gore toplanma tarihi ve

calismalar sirasinda kullanilan 6rnek kodlar1 Tablo 4’°te belirtilmistir.
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Bitki Kism1 Ornek Kodu Toplanma Tarihi
Kara Cal1 Yaprak KCY 23.05.2022

Kara Cali Meyve KCM 05.07.2022

Tablo 4. Bitki 6rneklerine verilen kodlar ve toplanma tarihleri

Toplanan bitki kisimlart golgede ve oda sicakliginda kurutulmustur ve kurutma
isleminin ardindan elek cap1 1 mm olan Retsch GmbH SK 1 marka elektrikli degirmen

kullanilarak toz haline getirilmistir.

{ \

gﬁsﬁ
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Sekil 2. Paliurus spina-christi Mill. bitkisinin meyve donemindeki goriiniisii

&

Sekil 3. Paliurus spina-christi Mill. bitkisine ait herbaryum gorselleri
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3.4. Kalite Kontrol Calismalari
3.4.1. Farmakope Analizleri

Paliurus spina-christi  Mill. bitkisi i¢in “Tiirk Farmakopesi” ve “Avrupa
Farmakopesi” basta olmak tizere diger iilkelerin farmakopeleri, “EMA, ESCOP,
WHO, PDR ve FFD monograflar:” gibi gesitli kaynaklar aragtirnlmistir ancak bitkiye
ait monografa rastlanamamistir. Bu sebeple Kkalite kontrol g¢alismalar1 “Avrupa
Farmakopesi 8.0” ve “Tiirk Farmakopesi” esas alinarak yiritilmistir (European
Pharmacopoeia 8.0, 2013; Tiirk Farmakopesi, 2017).

3.4.1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Ornekler iizerinde yapilan ¢alismalar 3 paralel seklinde yiiriitiildii. Daralar1 bilinen
kurutma kaplari 105 °C’ye getirilmis etlivde 1 saat bekletildi, ardindan desikatore
alinarak 30 dakika sogumaya birakildi. Siirenin sonunda ilk tartim alindi. Ayni islem
adimlar1 tiim kurutma kaplar1 sabit vezne gelinceye kadar devam edildi. Iki tartim
arasindaki farkin 0.5 mg’1 gegmedigi durumda kurutma kaplarinin sabit vezne geldigi
kabul edildi. Sabit vezne getirilen kurutma kaplarma 1 g toz drog tartildi. 105 °C’deki
etiivde 1 saat bekletildi, ardindan desikatore alinarak 30 dakika sogumaya birakildu.
Siirenin sonunda tartim alind1. Ayni1 islem adimlar1 tiim 6rnekler sabit vezne gelinceye
kadar devam edildi. Orneklerin hepsi sabit vezneye geldikten sonra ¢alisma
sonlandirildi. Kurutmada kayip miktarini hesaplanirken asagida belirtilen formiil

kullanild1 ve her drog i¢in 3 paralelin ortalamasi alinda.
A: Kurutma Kabinin Darasi

B: Kurutma Kabinin Daras1 + Drog Miktar1

C: Kurutma Kabinin Darast + Son Drog Miktar1

% Kurutmada Kayip Miktar1 = (B-C) x 100 / (B-A)
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3.4.1.2. Biitiin Kiil Miktar Tayini

Ornekler iizerinde yapilan ¢alismalar 3 paralel seklinde yiiriitiildii. Daralar1 bilinen
porselen krozeler, 600 °C’ye getirilmis yakma firininda 1 saat bekletildi, ardindan
desikatore alinarak 30 dakika sogumaya birakildi. Siirenin sonunda ilk tartim alindu.
Ayni islem adimlari tiim krozeler sabit vezne gelinceye kadar devam edildi. iki tartim
arasindaki farkin 0.5 mg’1 gegmedigi durumda krozelerin sabit vezne geldigi kabul
edildi. Sabit vezne getirilen porselen krozelere 1 g toz drog tartildi ve nemi
uzaklagtirmak amaciyla 105 °C’ye getirilmis etiivde 1 saat bekletildi. Porselen
krozelere sogutma islemi uygulamadan hemen 600 °C’de bulunan yakma firinina
alinarak 1 saat bekletildi, ardindan desikatore alinarak 30 dakika sogumaya birakildi.
Siirenin sonunda tartim alindi. Ayni islem adimlari tiim 6rnekler sabit vezne gelinceye
kadar devam edildi. Orneklerin hepsi sabit vezneye geldikten sonra calisma
sonlandirildi. Biitiin kiil miktari hesaplanirken asagida belirtilen formiil kullanildi ve

her drog i¢in 3 paralelin ortalamasi alindi.
A: Kroze Darast

B: Kroze Daras1 + Drog Miktari

C: Kroze Daras1 + Kiil Miktar1

% Biitiin Kiil Miktari = (C-A) x 100 / (B-A)

3.4.1.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Ornekler {izerinde yapilan calismalar 3 paralel seklinde yiiriitiildii. Daralar1 bilinen
porselen krozeler, 600 °C’ye getirilmis yakma firninda 1 saat bekletildi, ardindan
desikatore alinarak 30 dakika sogumaya birakildi. Siirenin sonunda ilk tartim alindi.
Ayni1 islem adimlari tiim krozeler sabit vezne gelinceye kadar devam edildi. Iki tartim
arasindaki farkin 0.5 mg’1 gegmedigi durumda krozelerin sabit vezne geldigi kabul
edildi. Sabit vezne getirilen porselen krozelere 1 g toz drog tartildi. Drogun iizerine 2
mL %10’luk siilfiirik asit ¢ozeltisi yavas yavas ilave edildi. Kroze 1sitici plakaya
yerlestirildi ve duman ¢ikis1 bitene kadar 1sitild1. Krozeler, 600 °C’de bulunan yakma
firininda 1 saat bekletildi, ardindan desikatore alinarak 30 dakika sogumaya birakildi.

Krozeye 1-2 damla %10’luk siilfiirik asit ¢ozeltisinden damlatildi. Benzer sekilde
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duman ¢ikisinin bittigi gozlemlenene kadar 1sitic1 plakaya yerlestirildi ve ardindan 1
saat yakma firininda yakildi. Desikatore alinarak 30 dakika sogumaya birakildiktan
sonra krozeye % 15.8’lik amonyum karbonat ¢ozeltisinden 1-2 damla ilave edildi.
Krozeler yine 600 °C’de bulunan yakma firminda 1 saat bekletildi, ardindan desikatore
aliarak 30 dakika sogumaya birakildi. Siirenin sonunda tartim alindi. Tiim krozeler
sabit vezne gelinceye kadar islem adimlarina yakma firini-sogutma-tartim seklinde
devam edildi. Orneklerin hepsi sabit vezne geldikten sonra ¢alisma sonlandirild.
Biitiin kiil miktar1 hesaplanirken agagida belirtilen formiil kullanildi ve her drog i¢in 3

paralelin ortalamasi alindi.

A: Kroze Daras1

B: Kroze Daras1 + Drog Miktar1
C: Kroze Daras1 + Kiil Miktar1

% Siilfat Kiilii Miktar1 = (C-A) x 100 / (B-A)

3.4.1.4. Hidroklorik Asit (HCl)’de Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Deneyin ilk kisminda biitiin kiil miktar tayininde yapilan islemlerin aynist uygulandi.
Sonrasinda sabit vezne gelmis krozenin i¢ine 15 mL distile su ve 10 mL HCI konuldu.
Krozenin agzi saat camu ile kapatilarak 10 dakika isitict plakada isitildi. Biraz
sogumaya birakildiktan sonra krozenin ic¢indekiler kiil birakmayan siizge¢ kagidina
aktarilarak stiziildii. Bakiye, distile su ile yikanmaya baslandi ve pH kagidi ile belirli
araliklarla pH’1 kontrol edildi. Distile su ile bakiyeyi yikama islemi pH nétr ¢ikincaya
kadar strdiriildii. Stzgeg kagidi ve fiizerinde kalan bakiyesi krozenin igine
yerlestirildi. 600 °C’de bulunan yakma firimina alinarak 1 saat bekletildi, ardindan
desikatore alinarak 30 dakika sogumaya birakildi. Stirenin sonunda tartim alindi. Ayn
islem adimlari tiim ornekler sabit vezne gelinceye kadar devam edildi. Orneklerin
hepsi sabit vezne geldikten sonra ¢alisma sonlandirildi. Hidroklorik asitte ¢6ziinmeyen
kil miktar1 hesaplanirken asagida belirtilen formiil kullanildi ve her drog i¢in 3

paralelin ortalamas1 alind.
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A: Kroze Darast
B: Kroze Daras1 + Drog Miktar1
C: Kroze Daras1 + HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktar1

% HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktar1 = (C-A) x 100 / (B-A)

3.4.2. Ekstre Hazirlama

Meyve ve yaprak kismi i¢in iki ayri ekstre anlatilan adimlara gore hazirlandi. Darasi
bilinen 500 mL’lik balona (E1) 15 g toz edilmis drog tartildi. 150 mL metanol meziirle
Olgiilerek balona ilave edildi. Agz1 pamuk ile kapatilarak 30°C’deki ultrasonik
banyoya konuldu ve yarim saat bekletildi. Siire sonunda biraz sogumaya birakildi.
Elde edilen ¢ozelti, darast bilinen 250 mL’lik baska bir balona (E2) filtre kagidi
yardimiyla stiziildii. Coziicli algak basing altinda distillendi. Tam katiliga ulasmadan
igerisinde biraz ¢oziicti birakilan ekstre darasi bilinen 50 mL’lik balona (E3) cam
pastor pipeti yardimiyla aktarildi. E1 balonuna tekrardan 150 mL metanol ilave edildi.
Agz1 pamuk ile kapatilarak 30°C’deki ultrasonik banyoya konuldu ve yarim saat
bekletildi. Siire sonunda biraz sogumaya birakildi. Ekstre filtre kagidi kullanilarak E2
balonuna siiziildii ve rotary evaporatorde ¢oziiciisii uzaklastirildi. Kalan bakiye E3
balonuna aktarildi. Ayni islem adimlar1 bir kere daha tekrarlandi. Son basamakta E3
balonunda kalan ¢oziiciiniin tamami al¢ak basing altinda kuruluga kadar distillendi.

Verim hesaplanirken asagida belirtilen formiil kullanildu.
A: Kullanilan Drog Miktar1

B: Balon Darasi1 (E3)

C: Balon Daras1 + Ekstre Miktari

% Verim = (C-B) x 100/ A
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3.5. Total Fenol Miktar Tayini
3.5.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Folin-Ciocalteu Cozeltisi (%10): 100 mL’lik balon jojeye 10 mL Folin ¢ozeltisi

konulduktan sonra sonra tizerine 90 mL distile su ilave edilerek tamamlandi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (1 M): 100 mL’lik balon jojeye 10.59 g sodyum
karbonat tartilarak konuldu. Bir miktar distile su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’ye

tamamlandi.

Standart Gallik Asit Cozeltisi: Cam flakona tartilan 5 mg gallik asit, 5 mL
metanol:su (1:1) karnsimi iginde c¢oziilerek stok gallik asit ¢ozeltisi hazirlandi.
Ardindan stok gallik asit ¢ozeltisi seyreltilerek 12.5, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300
ng/mL’lik standart gallik asit igeren ¢ozeltiler hazirlandi. Seyreltmeler metanol:su

(1:1) karisim ile yapildi.

Kor Cozeltisi: 500 uL metanol:su (1:1) iizerine 5 mL Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ilave
edildi. Vorteks ile homojenizasyon islemi yapildiktan sonra karanlik ortamda yarim
saat inkiibe edildi. 4 mL 1 M sodyum karbonat ¢ozeltisi eklendikten sonra 45 °C’ye
1sitilmis su banyosunda yarim saat bekletildi. 765 nm dalga boyunda absorbans

degerleri olgtildii.

3.5.2. Gallik Asit Standart Egri Grafigi Hazirlama

Santrifiij tiiplerine 500 uL gallik asit ¢ozeltisi konulduktan sonra 5 mL %10’luk
hazirlanan Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ilave edildi. Vorteks karistirict kullanilarak
karigimlar homojen hale getirildikten sonra yarim saat karanlik ortamda inkiibe edildi.
Siirenin sonunda 4 mL 1 M sodyum karbonat ¢ozeltisi eklendi. Tiipler, 45 °C’ye
1sitilmis su banyosunda yarim saat bekletildi. Soguduktan sonra spektrofotometrede
765 nm dalga boyunda kor ¢ozeltisine karst absorbans degerleri olgiildii. Her
konsantrasyon i¢in 3 paralel ¢aligmanin ortalamasi alindi. Her konsantrasyona karsilik
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gelen absorbans degeri kullanilarak standart gallik asit egrisi grafigi olusturuldu ve

olusan egrinin denklemi bulundu.

3.5.3. Bitki Ekstrelerinde Total Fenol Miktar Tayini

Darasi bilinen cam flakonlara 5 mg ekstre tartildiktan sonra tizerine 5 mL metanol
ilave edilerek stok cozeltisi hazirlandi. Santrifiyj tiiplerine 500 pL stok c¢ozelti
konulduktan sonra 5 mL %10’luk hazirlanan Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ilave edildi.
Vorteks karistirict kullanilarak karigim homojen hale getirildikten sonra yarim saat oda
sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edildi. Siirenin sonunda 4 mL 1 M sodyum
karbonat ¢ozeltisi eklendi. Tiipler, 45 °C’ye 1sitilmis su banyosunda yarim saat
bekletildi. Soguduktan sonra spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda kor ¢ozeltiye
kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii. 3 paralel ¢calismanin ortalamasi alindi. Bir 6nceki
caligmada bulunan standart gallik asit egri denkleminde absorbans degeri yerine
konularak fenolik miktar “mg Gallik Asit Esdegeri / g Ekstre + Standart Sapma (GAE

+ SS)” cinsinden hesaplandi.

3.6. Total Flavonoit Miktar Tayini
3.6.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Aliiminyum Kloriir Cézeltisi (%10): 50 mL’lik balon jojeye 5 g aliiminyum kloriir

tartilarak konuldu. Bir miktar distile su ile ¢oziildiikten sonra 50 mL’ye tamamlandi.

Potasyum Asetat Cozeltisi (1 M): 10 mL’lik balon jojeye 0.982 g potasyum asetat

tartilarak konuldu. Bir miktar distile su ile ¢oziildiikten sonra 10 mL’ye tamamlandi.

Standart Kersetin Cozeltisi: Cam flakona tartilan 5 mg kersetin, 5 mL metanol i¢inde
coziilerek stok kersetin ¢oOzeltisi hazirlandi. Ardindan stok kersetin ¢ozeltisi
seyreltilerek 12.5, 25, 50, 75, 100, 150 ve 200 pg/mL’lik standart Kersetin igeren

cozeltiler hazirland1. Seyreltmeler metanol ile yapildi.
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Kor Cozeltisi: 500 pL metanol {izerine sirasiyla 1.5 mL metanol, 0.1 mL %10’luk
aliminyum kloriir, 0.1 mL 1 M potasyon asetat ve 2.8 mL distile su ilave edildi.
Vorteks ile homojenizasyon islemi yapildiktan sonra karanlik ortamda oda
sicakliginda yarim saat inkiibe edildi. 415 nm dalga boyunda absorbans degerleri
olgtildii.

3.6.2. Kersetin Standart Egri Grafigi Hazirlama

Santrifiij tiiplerine 500 pL kersetin ¢ozeltisi konulduktan sonra sirasiyla 1.5 mL
metanol, 0.1 mL %10’luk aliiminyum kloriir, 0.1 mL 1 M potasyon asetat ve 2.8 mL
distile su ilave edildi. Vorteks karistirict kullanilarak karistm homojen hale
getirildikten sonra yarim saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edildi.
Spektrofotometrede 415 nm dalga boyunda kore kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii. Her
konsantrasyon i¢in 3 paralel ¢alismanin ortalamasi alindi. Konsantrasyona karsilik
gelen absorbans degeri kullanilarak standart kersetin egrisi grafigi olusturuldu ve

olusan egrinin denklemi bulundu.

3.6.3. Bitki Ekstrelerinde Total Flavonoit Miktar Tayini

Darasi bilinen cam flakonlara 5 mg ekstre tartildiktan sonra tizerine 5 mL. metanol
ilave edilerek stok cozeltisi hazirlandi. Her drog i¢in 3 paralel calisildi. Santrifiij
tiiplerine 500 pL stok ¢ozelti konulduktan sonra sirastyla 1.5 mL metanol, 0.1 mL
%10’luk aliiminyum kloriir, 0.1 mL 1 M potasyon asetat ve 2.8 mL distile su ilave
edildi. Vorteks karistirict kullanilarak karistm homojen hale getirildikten sonra yarim
saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edildi. Spektrofotometrede 415 nm
dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri 6lgiildii. 3 paralel galismanin ortalamasi
alindi. Bir 6nceki calismada bulunan standart kersetin egri denkleminde absorbans
degeri yerine konularak flavonoit miktar “mg Kersetin / g Ekstre + Standart Sapma
(KE £ SS)” cinsinden hesaplandi.
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3.7. Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC-DAD) ile Rutin ve Apigenin
Bilesiklerinin Teshis ve Miktar Tayini

3.7.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanisi

Santrifiij tiiplerine 500 mg drog tartildiktan sonra iizerine 5 mL metanol ilave edildi.
Her drog icin 3 paralel deneme yapildi. Yarim saat 30 °C’de ultrasonik su banyosunda
bekletildi. Siirenin sonunda tiipler santrifiij aletine yerlestirilerek 5000 rpm hizda 10
dakika santrifiij edildi. Toz droga ait partikiiller ¢oktiikten sonra iistte toplanan sivi faz
balona aktarildi. Adimlar toplamda 3 kez tekrar edildikten sonra islem sonlandirild.

Cozeltiler birlestirilerek ¢oziicii algak basing altinda distillendi.

3.7.2. Ornek Céozeltilerinin Hazirlamis

Hazirlanan ekstreden 20 mg tartilarak Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’'ne (MATAL) analiz yaptirildi. KCY-1,
KCY-2, KCY-3, KCM-1, KCM-2 ve KCM-3 kodlar1 verilen ekstrelere tartim
miktarlarina gore uygun oranda metanol:su (80:20, v:v) karisimi ilave edildi. Karigim

vortekslendikten sonra filtreden siiziilerek cihaza enjekte edildi.

3.7.3. Standart Rutin ve Apigenin Cozeltisinin Hazirlanisi

Rutin ve apigenin standartlarinin ana stok c¢ozeltileri 1000 pg/mL derisimde

metanol:su (80:20, v:v) karisimi kullanilarak hazirlandi.

3.7.4. Standart Rutin ve Apigenine Ait Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrileri i¢in farkli ¢alisma derisimleri ana stoktan uygun oranda
seyreltilerek hazirlandi. 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0 ve 100.0 pg/mL
derisimlerinde calisildi. 20 ul enjeksiyon yapilarak alan degerleri 6lgiildii. Uygulanan
miktara karsi okunan alan degerleriyle rutin ve apigenine ait 6l¢ii egrisi ve denklem

olusturuldu.
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3.7.5. Deneyin Yapilisi

Analizler Agilent 1260 Infinity 1l HPLC-DAD sisteminde gergeklestirildi. Kolon
olarak C18 reverse-phase column (4.6 mm x 25 cm), type Spherisorb ODS-2 5um, 100
A° kullanildi. Dedektor dalga boyunun 330 nm oldugu yontemde enjeksiyon hacmi 20
pL’dir. Gradient eliisyon ile gerceklestirilen analizde mobile fazlar su 0.2% HsPO4
(VIV) (A), metanol (B), asetonitril (C)’den olusmaktadir. Gradient eliisyon oranlari
Tablo 5’te verildi.

Zaman Akis Hiz A (%) B (%) C (%)

(dakika) (mL/dak)
0 1.0 96 2 2
40 1.0 50 25 25
45 1.0 40 30 30
50 1.0 0 50 50
52 1.0 0 50 50
56 1.0 96 2 2

Tablo 5. HPLC-DAD Gradient eliisyon oranlari

Hazirlanan 6rnek ¢ozeltiler cihaza enjekte edildi. Okunan alan degerlerine karsilik

gelen miktarlar, kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak hesaplandi.
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3.8. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz inhibitor Aktivite
3.8.1. Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Fosfat Tampon Céozeltisinin Hazirlanmas1 (PBS): Bir cam siseye 0.695 ¢
dipotasyum fosfat (KoHPO4), 0.136 g sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO.), 4.385 ¢
sodyum kloriir (NaCl) ve 0.25 mL tween 20 konuldu. Maddeler distile su ig¢inde
¢oOziindiirildi. Manyetik karistirictda homojen hale getirildikten sonra pH 7.5’a

ayarlandi. Karigim ¢dzelti distile su ilave edilerek 500 mL’ye tamamlandi.

Asetilkolinesteraz Inhibitor Aktivite icin Substrat Cozeltisi Hazirlama: Bir cam
siseye 0.284 g disodyum hidrojen fosfat (NaoHPO4), 0.004 g 5,5-Ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ve 0.0034 g asetiltiyokolin iyodiir konuldu. Maddeler
distile su iginde ¢oziindiiriildii. Manyetik karistiricida homojen hale getirildikten sonra

pH 7.5’a ayarlandi. Karisim ¢dzelti distile su ilave edilerek 50 mL’ye tamamlandi.

Biitirilkolinesteraz Inhibitor Aktivite icin Substrat Cézeltisi Hazirlama: Bir cam
siseye 0.284 g disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO.), 0.004 g 5,5-Ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ve 0.0038 g S-biitiriltiyokolin iyodiir konuldu. Maddeler
distile su icinde ¢oziindiiriildii. Manyetik karistiricida homojen hale getirildikten sonra

pH 7.5’a ayarlandi. Karigim ¢ozelti distile su ilave edilerek 50 mL’ye tamamlandi.

Asetilkolinesteraz Enzim Cozeltisi Hazirlama: 0.25 U/mL konsantrasyonu i¢erecek

sekilde hazirlandi.

Biitirilkolinesteraz Enzim Cozeltisi Hazirlama: 0.25 U/mL konsantrasyonu

igerecek sekilde hazirlandi.

Ornek Cozeltileri Hazirlama: Darasi bilinen cam flakonlara 5 mg ekstre tartildiktan
sonra lizerine 5 mL metanol ilave edilerek stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan stok
cozelti seyreltilerek 20, 200 ve 1000 pg/mL’lik ornek c¢ozeltiler hazirland.
Seyreltmeler PBS ile yapild:.
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3.8.2. Enzim inhibisyon Tayini

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim inhibitér aktiviteleri 6l¢gmek ig¢in
Ellman metodu kullanilarak mikroplaka deneyinden yararlanildi. Deneyin esast,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin sirastyla asetiltiyokolin ve
biitiriltiyokolin substratlarini kataliz etmesi neticesinde meydana gelen tiyokolin-5,5’-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile tepkimeye girerek 2-nitrobenzoat-5-
merkaptotiyokolin ve sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat meydana getirmesidir. Bu
kapsamda farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerinden 50 pL alinarak
tizerine 50 pL enzim ¢ozeltisi kuyucuklara konulduktan sonra 30 dk inkiibe edildi.
Siirenin sonunda 100 pL substrat ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edildi. Pozitif kontrol
olarak galantaminden (ICsg AChE: 0.043 pg/ml ICso BuChE:0.711 ug/ml) yararlanildu.
Reaksiyon sonucunda olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat bilesigine ait absorbans
405 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢tildii. Her bir 6rnek ¢ozeltisi
icin 3 paralel deneme yapildi. Enzimin % inhibisyonu hesaplanirken asagida belirtilen

formiil kullanildi.

E: Ornek Cozeltisinin Absorbans Degeri

B: Kor Cozeltisinin Absorbans Degeri

C: Kontrol Cozeltisinin Absorbans Degeri

BC: Kontrol Cozeltisinin Koriinliin Absorbans Degeri

% I = 100 - ((E-B)/(C-BC)) x 100

3.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalar: ve Antioksidan Enzim Aktivitesi

Calismamizda insan noroblastoma hiicre serileri (SH-SY5Y, ATCC CRL-2266)
kullanild1. Hiicreler %10 fetal sigir serumu (FBS), 2 mM L-glutamin, 100 U/mL
penisilin ve streptomisin igeren besi yeri (DMEM) kullanilarak poli-L-lizin kaph
polistiren hiicre kiiltiir kaplarina ekilip, %5 CO2 ve 37°C’de inkiibe edilerek ¢ogaltildi
ve 1:4 oraninda pasajlandi. Acilan her hiicre serisinin kullanim siiresi 20 pasajlama
sayist ile sinirlandirildi. Hiicreler istenen oranda c¢ogaldiktan sonra tripsin (%0.25)

yardimi ile flasklardan kaldirilarak santrifiij edildi ve 1:1 oraninda hiicre slispansiyonu
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ve % 0.4 tripan mavisi soliisyonu ile karistirildi. Hemositometre lamina yerlestirilerek

1-2 dakika oda sicakliginda bekletilerek invert mikroskopta sayildi.

3.9.1. Bitki Ekstresi Hazirlamisi

Sayfa 28’de yer alan Bolim “3.4.2. Ekstre Hazirlama” kisminda anlatilmis olan

bitkisel ekstreler kullanildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari i¢in 10 mg ekstre tartildi.

3.9.2. Hiicrelere Ekstre Uygulamasi

Hiicreler 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 0.25x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi ve %5 CO; ve 37°C’ye ayarlanmis inkiibatérde 24 saat boyunca inkiibe edildi.
Hiicrelerin adhere olmasini takiben kiiltiir ortami iginde hazirlanmis ekstreler (1, 10,
100 pg/mL) 2 saat boyunca uygulandi. Ardindan hiicreler besiyerinde hazirlanmis
H20: (200 uM) ¢o6zeltisi ile 2 saat muamele edildi. Siire sonunda besiyeri uzaklastirilip

yenilendi. Taze besiyeri ile hiicreler 18 saat inkiibe edildi.

3.9.3. Hiicre Canlihg Analizi

Uygulamalarin sonunda her bir kuyucuga 40 pL 5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-
dimetil-tiyazolil)-3(4-siilfofenil) tetrazolyum (MTS) calisma ¢ozeltisi eklendi ve 2
saat siire ile %5 CO2 ve 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde inkiibe edildi. Mikroplaka
okuyucu (Multiskan Go, Thermo Scientific) ile her bir kuyucuk 440 nm dalga boyunda
okutuldu. Okunan absorbans degerine gore hiicre canliligi belirlendi. Hiicre
canliligindaki degisim: 1-(test kuyucugunun absorbansi / kontrol kuyucugunun

absorbansi) x 100 denklemi kullanilarak tayin edildi.
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3.9.4. Hiicrelerin Toplanmasi ve Protein Miktar Tayini

Uygulamalar1 takiben hiicreler soguk 1x PBS ile siispande edilerek pellet halinde
toplandi. Toplanan pellet, proteaz inhibitor kokteyli igeren homojenizasyon tamponu
ile sogukta homojenize edildi. 15000xg’de +4°C’da 15 dakika santrifiij edildi. Ayrilan
supernatanlar protein miktar tayini i¢in kullamldi. Toplam protein miktar
bikinkoninik asit (BCA) kiti kullanilarak 6l¢tildii (Erdogan, Ashour, Yuca, Gorgulu,
& Ozpolat, 2021). Ol¢iim 562 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda yapildi. Sigir
serum albiimini konsantrasyonlarina karsi okunan absorbans degerleri kullanilarak
standart egri grafigi olusturuldu ve denklem ile 6rneklerdeki protein miktari tayin
edildi.

3.9.5. Total Antioksidan Durum Ol¢iimii

Total Antioksidan Durum 6lgiimii, test edilecek 6rnekteki antioksidan durumu koyu
mavi-yesil renkli ABTS radikalinin renksiz olan rediiklenmis ABTS formuna
indirgenmesi esasina dayanarak tespit etmeyi saglamaktadir. 660 nm'de oOlgiilen
absorbans degeri numunenin toplam antioksidan seviyesi ile iligkilidir. Standart ¢ozelti
i¢in yaygin olarak bilinen bir E vitamini analogu olan Troloks ¢6zeltisi kullanildi.
Ekstrelerin H20; varliginda ve yoklugunda hiicrelerdeki total antioksidan durumuna
olan etkisi “Total Antioxidant Status ((TAS) Rel Assay Diyagnostik Gaziantep,
Tiirkiye)” kiti ile degerlendirildi. Uygulamalari takiben toplanan hiicre homojenatlari
ve standart Troloks c¢ozeltisi (ImM) 18’er uL olacak sekilde 96 kuyucuklu kaplara
eklendi. Bunu takiben tizerine 1. ¢alisma ¢ozeltisi eklendi (Reagent 1) ve 30 saniye
sonunda 660 nm’de 1. 6l¢lim alind1 (A1l). Ardindan 2. ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek
(Reagent 2) 5 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 660 nm’de 2.
Olgiim alindi (A2). Sonuglar asagida belirtilen formiil {izerinden hesaplandi ve

uygulama yapilmamus hiicrelere gore % degisim olarak verildi.
A2-Al = AAbs (Standart veya ornek)

Sonug (mmol Troloks esdegeri/L cinsinden) = AAbsH20 - AAbsOrnek / AAbsH,0-
AAbsStandart
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3.9.6. Total Oksidan Durum Olc¢iimii

Total Oksidan Durum 6l¢iimii, test edilecek 6rnekteki oksidanlarin ferr6z demir selator
kompleksini ferrik iyona oksitleyerek renk reaksiyonu olusturmasi esasina dayanir.
Ferrik iyon, asidik bir ortamda kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Renk
yogunlugu, Ornekte bulunan oksidan molekiillerin toplam miktar ile iligkilidir.

Standart ¢6zeltisi olarak H2O2 (10uM) kullanildi. Renk degisimi 530 nm'de olgiildii.

Ekstrelerin H2O; varliginda ve yoklugunda hiicrelerdeki total antioksidan durumuna
etkisi “Total Oxidant Status ((TOS) Rel Assay Diyagnostik Gaziantep, Tiirkiye)” Kiti
ile degerlendirildi. Uygulamalar1 takiben toplanan hiicre homojenatlart ve H20>
standart ¢ozeltisi (10uM) 45’er uL olarak 96 kuyucuklu kaplara eklendi. Bunu takiben
tizerine 1. ¢alisma ¢ozeltisi eklendi (Reagent 1) ve 30 saniye sonunda 530 nm’de 1.
Ol¢iim alind1 (Al). Ardindan 2. galisma ¢ozeltisi eklenerek (Reagent 2) 5 dakika
37°C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 530 nm’de 2. dlgiim alindi (A2).
Sonugclar asagida belirtilen formiil {izerinden hesaplanmis ve H.O, uygulamasina gore

% degisim olarak verildi.
A2-Al = AAbs (Standart veya 6rnek)

Sonug (uM H20; esdegeri/L cinsinden) = [AAbsOrnek / AAbsStandart] x 10

3.9.7. Istatistiksel Degerlendirme

Deney gruplarinda tiim 6rnekler en az ti¢ kez calisildi. Elde edilen degerler ortalama
+ standart sapma olarak sunuldu. Degerlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilks ile test edildi, ¢oklu grup karsilastirmasinda ise tek yonlii varyans analizi post
hoc Bonferroni testi kullanildi. p < 0.05 ise ortalamalar arasi fark anlamli kabul

edilmistir.
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Bulgular

4.1. Kalite Kontrol Calismalarina Ait Bulgular
4.1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini Bulgular:

Paliurus spina-christi Mill. bitkisine ait KCM ve KCY kodlu ornekler {izerinde 3
paralel olarak, “Avrupa Farmakopesi” ve “Tiirk Farmakopesi ”’nde yer alan yontem
kullanilarak kurutmada kayip miktar tayini yapilmistir (European Pharmacopoeia 8.0,
2013; Tiirk Farmakopesi, 2017). Deney sonucunda elde edilen veriler Tablo 6 ve 7°de

gosterilmistir.
Ornek Kodu Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip Miktari
KCY-1 1.0056 8.7709
KCY-2 1.0047 7.9228
KCY-3 1.0108 7.7958

Ortalama + Standart Sapma: % 8.1632 + 0.5301

Tablo 6. KCY o6rneklerine ait kurutmada kayip miktar tayini sonuglari

Ornek Kodu Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip Miktar:
KCM-1 1.0013 5.6027
KCM-2 1.0008 5.4057
KCM-3 1.0010 5.3946

Ortalama + Standart Sapma: % 5.4677 + 0.1171

Tablo 7. KCM o6rneklerine ait kurutmada kayip miktar tayini sonuglari
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4.1.2. Biitiin Kiil Miktar Tayini Bulgular:

Paliurus spina-christi bitkisine ait KCM ve KCY kodlu 6rnekler {izerinde 3 paralel
olarak, “Avrupa Farmakopesi” ve “Tiirk Farmakopesi’’nde yer alan yontem
kullanilarak biitiin kiil miktar tayini yapilmistir (European Pharmacopoeia 8.0, 2013;

Tiirk Farmakopesi, 2017). Deney sonucunda elde edilen veriler Tablo 8 ve 9°da

gosterilmistir.
Ornek Kodu Drog Miktar (g) % Biitiin Kiil Miktari
KCY-1 1.0007 8.0444
KCY-2 1.0004 7.9868
KCY-3 1.0006 7.9752

Ortalama = Standart Sapma: % 8.0021 + 0.0370

Tablo 8. KCY 6rneklerine ait biitiin kiil miktar tayini sonuglari

Ornek Kodu Drog Miktar (g) % Biitiin Kiil Miktari
KCM-1 1.0005 5.2174
KCM-2 1.0006 4.9970
KCM-3 1.0007 5.1664

Ortalama = Standart Sapma: % 5.1269 + 0.1154

Tablo 9. KCM o6rneklerine ait biitiin kiil miktar tayini sonuglari
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4.1.3. Siilfat Kiilit Miktar Tayini Bulgular:

Paliurus spina-christi bitkisine ait KCM ve KCY kodlu 6rnekler {izerinde 3 paralel

olarak, “Avrupa Farmakopesi” ve “Tiirk Farmakopesi’’nde yer alan yontem

kullanilarak siilfat kiilii miktar tayini yapilmistir (European Pharmacopoeia 8.0, 2013;

Tiirk Farmakopesi, 2017). Deney sonucunda elde edilen veriler Tablo 10 ve 11°’de

gosterilmistir.
Ornek Kodu Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktar:
KCY-1 1.0013 10.7660
KCY-2 1.0016 11.0623
KCY-3 1.0016 11.1322

Ortalama = Standart Sapma: % 10.9868 + 0.1944

Tablo 10. KCY orneklerine ait siilfat kiilii miktar tayini sonuglari

Ornek Kodu Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktar:
KCM-1 1.0007 6.7952
KCM-2 1.0006 7.1357
KCM-3 1.0006 6.5761

Ortalama = Standart Sapma: % 6.8357 + 0.2820

Tablo 11. KCM orneklerine ait siilfat kiilii miktar tayini sonuglari
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4.1.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini Bulgulari

Paliurus spina-christi bitkisine ait KCM ve KCY kodlu 6rnekler {izerinde 3 paralel

olarak, “Avrupa Farmakopesi” ve “Tiirk Farmakopesi’’nde yer alan yontem

kullanilarak hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini yapilmistir (European

Pharmacopoeia 8.0, 2013; Tiirk Farmakopesi, 2017). Deney sonucunda elde edilen

veriler Tablo 12 ve 13’te gosterilmistir.

Ornek Kodu Drog Miktar (g) % HCI Coziinmeyen Kiil
Miktar:
KCY-1 1.0007 0.1899
KCY-2 1.0004 0.0700
KCY-3 1.0006 0.0800

Ortalama + Standart Sapma: % 0.1133 + 0.0665

Tablo 12. KCY o6rneklerine ait HCI ¢ozliinmeyen kiil miktar tayini sonuglari

Ornek Kodu Drog Miktar (g) % HCI Coziinmeyen Kiil
Miktar:
KCM-1 1.0005 0.1099
KCM-2 1.0007 0.0500
KCM-3 1.0006 0.0700

Ortalama + Standart Sapma: % 0.0766 + 0.0305

Tablo 13. KCM orneklerine ait HCI ¢éziinmeyen kiil miktar tayini sonuglari
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4.2. Ekstre Verimi

KCM ve KCY kodlu metanol ekstrelerinin tartimi alinarak verim hesabi yapilmistir.

Elde edilen veriler Tablo 14°te gosterilmistir.

Ornek Kodu  Drog Miktar (g) Ekstre Miktar (g) % Verim
KCY 15.0025 3.8332 25.5504
KCM 15.0004 1.5848 10.5651

Tablo 14. KCM ve KCY ekstrelerine ait verim sonuglari

4.3. Total Fenol Miktar Tayini Calismalarina Ait Bulgular

4.3.1. Gallik Asit Standart Egri Grafigi Bulgular:

Total fenol madde miktar1 analizi i¢in ¢esitli konsantrasyonlardaki gallik asit
¢ozeltilerinin 765 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Olgiilerek gallik asit
standart egrisi olusturulmustur. Deney sonucunda elde edilen ortalama absorbans
degerleri “Ortalama + Standart Sapma” seklinde Tablo 15’te gosterilmistir. Bu

degerlerle olusturulan gallik asit standart egrisine ise Grafik 1’de yer verilmistir.
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Gallik Asit Calisma Gallik Asit Calisma Ortalama Absorbans

Cozeltisi Konsantrasyonu Cozeltisi Son Degeri + SS
(ng/mL) Konsantrasyonu (ng/mL)

12.5 0.6579 0.0993 £ 0.0067
25 1.3158 0.1947 +0.0035
50 2.6316 0.3597 £ 0.0032
75 3.9474 0.5920 = 0.0080
100 5.2632 0.7267 = 0.0208
150 7.8947 1.1490 + 0.0040
200 10.5263 1.3740 £ 0.0259
300 15.7895 2.1623 +£0.0265

Tablo 15. Farkli konsantrasyondaki gallik asit ¢6zeltilerine ait absorbans degerleri

Gallik Asit Standart Egrisi
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Grafik 1. Gallik asit standart egrisi
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4.3.2. Bitki Ekstrelerinde Total Fenol Miktar Tayini Bulgular:

KCY ve KCM kodlu 6rneklerin metanol ekstreleri 765 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri Ol¢iilmiis ve ortalamasi alimmustir. Gallik asit standart egrisinde ¢ikan
denklem ile total fenol miktar hesaplanmistir. Deneyden elde edilen sonuglar “mg
GAE / g Ekstre + Standart Sapma” seklinde Tablo 16 ve 17°de gosterilmistir.

Ornek Kodu Absorbans Degeri Total Fenol Madde Miktar1
(mg GAE/g ekstre) + SS

0.7170 97.8056
KCY 0.7760 106.1217
0.7680 104.9941

Ortalama Total Fenol Madde Miktar: £ SS: 102.9738 +4.5112

Ortalama Absorbans Degeri £ SS: 0.7537 = 0.02374

Tablo 16. KCY metanol ekstrelerinin total fenol miktar tayini sonuglari

Ornek Kodu Absorbans Degeri Total Fenol Madde Miktar:
(mg GAE/g ekstre) = SS

0.4370 58.3394
KCM 0.4710 63.1318
0.4820 64.6822

Ortalama Total Fenol Madde Miktar: = SS: 62.0511 + 3.3066

Ortalama Absorbans Degeri + SS: 0.4633 + 0.0235

Tablo 17. KCM metanol ekstrelerinin total fenol miktar tayini sonuglari
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4.4. Total Flavonoit Miktar Tayini Calismalarina Ait Bulgular

4.4.1. Kersetin Standart Egri Grafigi Bulgular:

Total flavonoit madde miktar1 analizi i¢in gesitli konsantrasyonlardaki Kkersetin
¢ozeltilerinin 415 nm dalga boyundaki absorbans degerleri olgtilerek kersetin standart
egrisi olusturulmustur. Deney sonucunda elde edilen ortalama absorbans degerleri
“Ortalama + Standart Sapma” seklinde Tablo 18’de gosterilmistir. Bu degerlerle

olusturulan Kersetin standart egrisine ise Grafik 2’de yer verilmistir.

Kersetin Calisma Kersetin Calisma Ortalama Absorbans
Cozeltisi Konsantrasyonu Cozeltisi Son Degeri + SS
(ng/mL) Konsantrasyonu (ug/mL)
125 1.25 0.0460+0
25 2.5 0.1230 + 0.001
50 5 0.2833 +0.0112
75 7.5 0.5113 + 0.0067
100 10 0.6550+0
150 15 1.0673 +0.0419
200 20 1.4293 +0.0220

Tablo 18. Farkli konsantrasyondaki kersetin ¢ozeltilerine ait absorbans degerleri
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Kersetin Standart Egrisi
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Grafik 2. Kersetin standart egrisi

4.4.2. Bitki Ekstrelerinde Total Flavonoit Miktar Tayini Bulgular:

KCY ve KCM kodlu 6rneklerin metanol ekstreleri 415 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri 6l¢iilmiis ve ortalamas1 alinmistir. Kersetin standart egrisinde ¢ikan denklem
ile total flavonoit miktar: hesaplanmistir. Deneyden elde edilen sonuglar “mg KE / g
Ekstre + Standart Sapma” seklinde Tablo 19 ve 20°de gosterilmistir.
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Ornek Kodu Absorbans Degeri + SS Total Flavonoit Madde
Miktar1 (mg KE/g ekstre) +

SS
0.4220 65.2815
KCY 0.4650 71.0456
0.4550 69.7051

Ortalama Total Fenol Madde Miktar:1 £ SS: 68.6751 + 3.0163

Ortalama Absorbans Degeri + SS: 0.4473 + 0.0225

Tablo 19. KCY metanol ekstrelerinin total flavonoit miktar tayini sonuglar

Ornek Kodu Absorbans Degeri + SS Total Flavonoit Madde
Miktar1 (mg KE/g ekstre) +
SS
0.2890 47.4531
KCM 0.2750 45.5764
0.2900 47.5871

Ortalama Total Fenol Madde Miktar:1 =+ SS; 46.8722 +1.1242

Ortalama Absorbans Degeri + SS: 0.2847 + 0.0084

Tablo 20. KCM metanol ekstrelerinin total flavonoit miktar tayini sonuglari
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4.5. Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC-DAD) ile Rutin ve Apigenin

Bilesiklerinin Teshis ve Miktar Tayinine Ait Bulgular

4.5.1. Bitki Ekstre Verimi

Analiz i¢in hazirlanan KCY ve KCM kodlu ekstrelerin % verim degerleri Tablo 21 ve
22’de verilmistir.

Ornek Kodu  Drog Miktari (g) Ekstre Miktar (g) % Verim
KCY-1 0.5000 0.1003 20.0600
KCY-2 0.5000 0.1185 23.7000
KCY-3 0.5003 0.1104 22.0668

Ortalama * Standart Sapma: % 21.9423 + 1.8232

Tablo 21. KCY o6rneklerine ait % verim sonuglari

Ornek Kodu  Drog Miktari (g) Ekstre Miktar1 (g) % Verim
KCM-1 0.5000 0.0531 10.6200
KCM-2 0.5005 0.0482 9.6304
KCM-3 0.5001 0.0376 7.5185

Ortalama + Standart Sapma: % 9.2563 + 1.5842

Tablo 22. KCM o6rneklerine ait % verim sonuglari
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4.5.2. Standart Rutin Kalibrasyon Egrisi Hazirlanis

Ana stoktan seyreltilerek farkli ¢alisma derisimlerinde hazirlanan rutin ¢6zeltilerinin
Olctim sonuglar1 Tablo 23’te verilmistir. Konsantrasyona karsilik gelen ortalama alan
degerleri ile hazirlanan kalibrasyon egrisi Grafik 3’te gosterilmistir. Standart olarak

kullanilan rutinin kromatogrami ise Sekil 4’te gdsterilmistir.

Konsantrasyon (pg/mL) Rutin I¢in Ort. Alan Degerleri

0.5 2
1.0 4.5
2.5 10.7

5.0 22.9

10.0 41.9

25.0 105.1

50.0 197.5

100.0 398.6

Tablo 23. Rutin ¢ozelti konsantrasyonuna karsilik gelen HPLC-DAD’da okunan
ortalama alan degerleri
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Rutin Kalibrasyon Egrisi

450
y =0.004x + 1.6835
400 R>=0.9998

350

geri

300
250
200
150

Ortalama Alan De

100
50

0 20000 40000 60000 80000 100000
Konsantrasyon (ng/ml)

Grafik 3. Rutin i¢in kalibrasyon egrisi
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Sekil 4. Standart rutine ait HPLC kromatogrami (Rt = 33.1 dakika)

4.5.3. Standart Apigenin Kalibrasyon Egrisi Hazirlamsi

Ana stoktan seyreltilerek farkli ¢alisma derisimlerinde hazirlanan apigenin
¢oOzeltilerinin 6l¢tim sonuglar1 Tablo 24°te verilmistir. Konsantrasyona karsilik gelen
ortalama alan degerleri ile hazirlanan kalibrasyon egrisi Grafik 4’te gdsterilmistir.

Standart olarak kullanilan apigeninin kromatogrami Sekil 5’te gdsterilmistir.
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Konsantrasyon (ug/mL) Apigenin icin Ort Alan Degerleri

0.5 29.1
1.0 60.1
2.5 130
5.0 301.9
10.0 577.6
25.0 1326.2
50.0 2644.7
100.0 5322.9

Tablo 24. Apigenin ¢6zelti konsantrasyonuna karsilik gelen HPLC-DAD’da okunan

ortalama alan degerleri
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Grafik 4. Apigenin i¢in kalibrasyon egrisi
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Sekil 5. Standart apigenine ait HPLC kromatogrami (Rt = 49.7 dakika)

4.5.4. Bitki Ekstrelerine Ait HPLC-DAD Bulgulari

KCY-1,KCY-2, KCY-3, KCM-1, KCM-2 ve KCM-3 kodlar1 verilen ekstreler HPLC-
DAD cihazina enjekte edildikten sonra alan degerleri okunmustur. Calismada her
ornek iki kez tekrarlanmistir. Alan degerleri, kalibrasyon egrisinden elde edilen
denklemde yerine yerlestirilerek konsantrasyon hesaplanmustir. Calisilan 6rneklerde
apigenin varlig1 kantitatif diizeyde saptanamamis olup her iki 6rnekte de rutin teshis
edilmis ve miktar tayini gergeklestirilmistir. Ekstrelere ait rutin ve apigenin

konsantrasyon bulgulari sirasiyla Tablo 25, 26, 27 ve 28’de gosterilmistir.
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Ornek Kodu

KCY 1-1

KCY 1-2

KCY 2-1

KCY 2-2

KCY 3-1

KCY 3-2

Rutin Konsantrasyonu
(ng/mL)

31.1800

29.5800

29.3800

29.9000

28.9500

28.6800

Rutin Miktar
(ng/9)

3118.0

2958.0

2938.0

2990.0

2895.0

2868.0

Ortalama = Standart Sapma: 2961.1667 + 88.3548 ng/g

Tablo 25. KCY ekstre 6rneklerine ait rutin konsantrasyon degerleri

Ornek Kodu

KCM 1-1

KCM 1-2

KCM 2-1

KCM 2-2

KCM 3-1

KCM 3-2

Rutin Konsantrasyonu
(ng/mL)

36.1300
36.3800
38.7300
38.3300
32.9300

33.1300

Rutin Miktari
(na/g)

3613.0
3638.0
3873.0
3833.0
3293.0

3313.0

Ortalama = Standart Sapma: 3593.8333 + 247.7179 pg/g

Tablo 26. KCM ekstre drneklerine ait rutin konsantrasyon degerleri
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Ornek Kodu Apigenin Konsantrasyonu (upg/mL)

KCY 1-1 <LOQ
KCY 1-2 <LoQ
KCY 2-1 <LOQ
KCY 2-2 <LoQ
KCY 3-1 <LOQ
KCY 3-2 <LoQ

Ortalama = Standart Sapma: 0.0000 + 0.0000

Tablo 27. KCY ekstre dérneklerine ait apigenin konsantrasyon degerleri

Ornek Kodu Apigenin Konsantrasyonu (ng/mL)
KCM 1-1 <LoQ
KCM 1-2 <LOQ
KCM 2-1 <LoQ
KCM 2-2 <LoQ
KCM 3-1 <LOQ
KCM 3-2 <LOQ

Ortalama = Standart Sapma: 0.0000 + 0.0000

Tablo 28. KCM ekstre drneklerine ait apigenin konsantrasyon degerleri
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4.5.5. Bitki Ekstrelerine Ait HPLC-DAD Kromatogramlari

Bitki ekstrelerine ait HPLC-DAD kromatogramlar1 Sekil 6, 7, 8, 9, 10 ve 11’de

gosterilmistir.

DAD1 B, Sig=330, 16 Ref=360,

Sekil 6. KCY 1 6rnegi icin HPLC kromatogrami

Sekil 7. KCY 2 6rnegi icin HPLC kromatogrami

Sekil 8. KCY 3 6rnegi icin HPLC kromatogrami
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Sekil 9. KCM 1 6rnegi icin HPLC kromatogrami

DAD1 B, Sig=330,16 Ref=360, i 0231116 0

Sekil 10. KCM 2 6rnegi igin HPLC kromatogrami

Sekil 11. KCM 3 6rnegi igin HPLC kromatogrami

4.5.6. Rutin Miktar Tayini Validasyonu

Kullanilacak yontemin gegerliligini ispat edecek dogrusallik, segicilik, tanimlama ve
Ol¢tim limiti ve dogruluk parametrelerini igeren yontem validasyon ¢aligmasina ait

sonuclar agagida belirtilmistir.
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4.5.6.1. Dogrusallik

8 ayr1 konsantrasyonda hazirlanan standart ¢6zeltiler HPLC-DAD cihazina enjeksiyon
edildi ve bu konsantrasyonlardaki rutin miktar1 cihaz tarafindan olgiilerek alanina
karsilik gelen konsantrasyon grafigi olusturuldu. Rutine ait standart grafik Grafik 3’te

belirtilmistir ve degerler Tablo 23’te gosterilmistir.

4.5.6.2. Ozgiilliik (Segicilik)

Ozgiilliik, bir analitin tanimlanmasinda ve/veya miktarinin belirlenmesinde diger
maddelerin (6rnegin safsizliklar, bozunma iiriinleri, ilgili maddeler, matrisler veya
mevcut olmast muhtemel diger bilesenler) varligindan etkilenmedigini ifade
etmektedir (ICH Steering Committee, 2023). Standart rutinin pikine ait retansiyon
zamani ve Kromatogrami Kkarsilastirilarak ekstredeki rutin varhi@i saptanmustir.
Y ontemin, standart rutin (Rt: 33.1 dk) ve apigeninin (Rr: 49.7 dk) alikonma zamanlart

karsilastirildiginda ayni anda tayin edilebilmesi i¢in uygun oldugu gdsterilmistir.

- 8 8 & & B 83

A

Sekil 12. Rutin ve apigenin standartlarina ait HPLC kromatogrami

4.5.6.3. Tammlama Limiti (LOD) ve Ol¢iim (Rapor) Limiti (LOQ)

Tanimlama limiti (LOD), analitin gilivenli sekilde tespit edilebildigi en diisiik
konsantrasyonu; olgim (rapor) limiti (LOQ), ise analitin giivenli sekilde tespit
edilebildigi en diisiik miktar1 ifade etmektedir. Sinyal (S) ve giiriiltii (N) yiiksekligine
dayanarak hesaplama yapilmaktadir. LOD degeri (S/N)*3; LOQ degeri (S/N)*10
formiilleri kullanilarak hesaplanabilir (ICH Steering Committee, 2023). Rutin i¢in
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LOD ((S/N)*3) ve LOQ ((S/N)*10) degerleri S/N tizerinden hesaplandi. Hesaplamaya

ait veriler ve sonuglar Tablo 29°da gosterildi.

Kor Sinyal Yiiksekligi 0.028
En Diisiik Derisim Sinyal Yiiksekligi 0.13
Rutin Standardin Derisimi 0.1
LOD (pg/mL) 0.065
LOQ (ug/mL) 0.005

Tablo 29. Rutin i¢in tanimlama ve 6l¢tim limit verileri ve sonuglari

4.5.6.4. Dogruluk (Gerceklik)

Dogruluk parametresi i¢in konsantrasyonu bilinen rutin ekstrelere eklenerek geri

kazanim islemi 3 farkli derisimde gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 30’da

verildi.
Rutin Eklenen Derisim (ug/mL) Geri Kazanmim (%)
10 101.1+1.6
25 100.9+3.3
50 100.7+1.9

Tablo 30. Rutin i¢in geri kazanim yiizdeleri
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4.6. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz inhibitor Aktivite Cahsmalarina Ait
Bulgular

Mikroplakalar 405 nm dalga boyunda 3’er kez 6l¢iilmiistiir. Deney sonucunda elde
edilen % inhibisyon degerleri (1) Tablo 31, 32, 33 ve 34’te gosterilmistir.

Konsantrasyon (ng/mL) Son Konsantrasyon % |
(ng/mL)
1000 250 % 18.2149
200 50 % 3.8251
20 5 % 0.1821

Tablo 31. Yaprak ekstrelerine ait asetilkolinesteraz inhibisyon sonuglari

Konsantrasyon (ng/mL) Son Konsantrasyon % |
(ng/mL)
1000 250 % 24.2833
200 50 % 7.3356
20 5 % 3.7943

Tablo 32. Yaprak ekstrelerine ait biitirilkolinesteraz inhibisyon sonuglari

Konsantrasyon (ug/mL) Son Konsantrasyon % |
(ng/mL)
1000 250 % 40.9091
200 50 % 6.7273
20 5 % 0.3636

Tablo 33. Meyve ekstrelerine ait asetilkolinesteraz inhibisyon sonuglari
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Konsantrasyon (ug/mL) Son Konsantrasyon % |

(ng/mL)
1000 250 % 44.9050
200 50 % 6.2176
20 5 % 1.8998

Tablo 34. Meyve ekstrelerine ait biitirilkolinesteraz inhibisyon sonuglari

4.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar1 ve Antioksidan Enzim Aktivitesi Ait Bulgular

4.7.1. Hiicre Canlihg Analizine Ait Bulgular

Hidrojen peroksitle indiiklenmis oksidatif stres kosullarinda 1, 10, 100 upg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanan ekstrelerin SH-SY5Y hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi

incelenmistir. Deney sonucunda elde edilen degerler Grafik 5°te gosterilmistir.

150-
£ 1ug/mL
= _ . @m 10 pg/mL
g _| : | 100 pg/mL
)g') f— —t—
= e T
= n
(8]
o 50-
3]
=)
5
0 T | ]
Kontrol ' '

H,0, + KCY

Grafik 5. KCM ve KCY ekstrelerin (1, 10, 100 pg/mL) SH-SY5Y hiicrelerinde
hiicre canliligina etkisi

*p<0.05; uygulama yapilmamuis hiicrelerle karsilastirildiginda hiicre canliliginda anlamh

azalma

**p<0.05; H2O2 uygulanan hiicrelerle karsilagtirildiginda hiicre canliliginda anlaml artig
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4.7.2. Total Oksidan ve Antioksidan Durumuna Ait Bulgular

Ekstrelerin (1 pg/mL) hidrojen peroksitle (200 uM) indiiklenmis SH-SY5Y hiicrelerinde total
antioksidan durum (TAS) ve total oksidan durum (TOS) iizerine etkisi incelenmistir. Deney

sonucunda elde edilen degerler Grafik 6’da gosterilmistir.

Q
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Kontrol H,0, KCM  KCY Kontrol H,0, , KCM  KCY
|
H202 H202

Grafik 6. KCM ve KCY ekstrelerin (1pg/mL) SH-SYSY hiicrelerinde a) total
antioksidan durum (TAS) ve b) total oksidan durum (TOS) {izerine etkisi

*p<0.05; uygulama yapilmamis hiicrelerle karsilagtirildiginda anlaml degisim

**p<0.05; H20, uygulanan hiicrelerle karsilastirildiginda anlamli degisim
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Tartisma

Calismamizda, Paliurus spina-christi Mill. bitkisinin en ¢ok kullanilan kisimlari
oldugu tespit edilen yaprak ve meyve kismi i¢in botanik bilgiler, kimyasal igerigi,
gosterdigi biyolojik aktiviteler ve halk tibbinda kullanimi konu basliklarindan yola
cikilarak daha oOnce yapilan caligmalar incelenmis ve detayli bir derleme

hazirlanmastir.

5.1. Kalite Kontrol Calismalari

Bitki materyalimiz, Ege Universitesi Kampiisi'nden mayis aymnda ¢iceklenme
doneminde ve temmuz ayinda meyveli donemde olmak iizere iki farkli zamanda
toplanmustir. Uygun sartlarda kurutularak toz hale getirilen droglar calismalarda
kullanilmaya hazir hale getirilmistir. “77irk Farmakopesi” ve ¢esitli monograflarda
bitkiye ait bir monograf bulunmamasi sebebiyle droglar i¢in ileride hazirlanabilecek
monograflara yardimci olabilecek kalite kontrol ¢alismalari yapilmistir. Gravimetrik
yontemlere dayali kurutmada kayip, biitiin kiil miktar tayini, siilfat kiilii miktar tayini
ve hidroklorik asitte ¢6ziinmeyen kiil miktar tayini ¢alismalar1 “Avrupa Farmakopesi
8.0” ve “Tiirk Farmakopesi’’nde yer alan yoOntemler esas alinarak yapilmistir

(European Pharmacopoeia 8.0, 2013; Tiirk Farmakopesi, 2017).

Kurutmada kayip miktar tayini deneyinde, KCY kodlu 6rnekler i¢in ortalama %
8.1632, KCM kodlu ornekler igin ortalama % 5.4677 oraninda nem tespit edilmistir.
Yaprak ve meyve drog oOrnekleri arasinda karsilagtirma yapildiginda yaprak

droglarinin daha yiiksek oranda nem igerdigi bulunmustur.

Biitiin kiil miktar tayini deneyinde, KCY kodlu 6rnekler i¢in ortalama % 8.0021, KCM
kodlu 6rnekler igin ortalama % 5.1269 oraninda kiil tespit edilmistir. Yaprak ve meyve
drog ornekleri arasinda karsilastirma yapildiginda yaprak droglarinin daha yiiksek

oranda kiil igerdigi bulunmustur.
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Siilfat kiilii miktar tayini deneyinde, KCY kodlu 6rnekler i¢in ortalama % 10.9868,
KCM kodlu ornekler i¢in ortalama % 6.8357 oraninda siilfat kiilii tespit edilmistir.
Yaprak ve meyve drog Ornekleri arasinda karsilagtirma yapildiginda yaprak

droglarinin daha yiiksek oranda sitilfat kiilii icerdigi bulunmustur.

HCI’de ¢oziinmeyen kiil miktar tayini deneyinde, KCY kodlu 6rnekler igin ortalama
% 0.1133, KCM kodlu 6rnekler i¢in ortalama % 0.0766 oraninda HCI’de ¢6ziinmeyen
kiil tespit edilmistir. Yaprak ve meyve drog Ornekleri arasinda karsilagtirma
yapildiginda yaprak droglarinin daha ytiksek oranda HCI’de ¢oziinmeyen kiil icerdigi

bulunmustur.

Ekstre verimi bakimindan degerlendirildiginde yaprak drogunda verimin % 25.5504,
meyve drogunda ise % 10.5651 oldugu saptanmistir. iki drog karsilastirildiginda

yaprak drogundan daha yiiksek verimde ekstre elde edilmistir.

5.2. Total Fenolik ve Flavonoit Miktar Tayini

Literatiir aragtirmasinda, bitkinin yaprak ve meyve drogunun flavonoitlerin de dahil
oldugu fenolik bilesiklerce zengin oldugu tespit edilmistir. Bu grup bilesiklerin
antioksidan aktivitede 6dnemli rol oynayan bitki sekonder metabolitleri arasinda yer
almasi sebebiyle calismamizda bitkiden hazirlanan ekstrelerde kantitatif yontemler
kullanilarak s6z konusu metabolit gruplarinin toplam miktari tespit edilmistir. Caligma
kapsaminda, spektrofotometrik esasa dayali total fenol miktar tayini, total flavonoit

miktar tayini yapilmustir.

5.2.1. Total Fenolik Miktar Tayini

Gallik asit iizerinden yapilan total fenol miktar tayini deneyinde, gallik asit standart
egrisinden bulunan denklem kullanilarak ekstrelerin igerdikleri gallik asit miktar
hesaplanmistir. KCY kodlu 6rnekler i¢in ortalama 102.9738 mg GAE/g ekstre, KCM
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kodlu 6rnekler i¢in ortalama 62.0551 mg GAE/g ekstre degerleri bulunmustur. Yaprak
ve meyve drog sonuglar karsilastirildigi zaman yaprak drogunda daha fazla fenolik

madde bulundugu tespit edilmistir.

Kirca ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, meyve ve yaprakli dallarindan hazirlanan
metanol ekstrelerinin gallik asit iizerinden hesaplanan total fenol bilesen miktari
sirastyla 91.20 + 3.89 mg GAE/g ve 75.50 = 0.35 mg GAE/g olarak bulunmustur
(Kirca & Arslan, 2008). Sen tarafindan yapilan calismada, yaprak, dal ve meyve
kisimlarindan hazirlanan etanol, n-hekzan, kloroform, etil asetat ve sulu etanol
ekstrelerinin gallik asit {izerinden total fenol bilesen miktar1 hesaplanmistir. Deney
sonucunda en yiiksek sonucu 216.2 + 2.92 mg GAE/g ekstre degeri ile dalin etanol
ekstresi almigtir. Yaprak ekstreleri arasinda en yiiksek miktar 210.0 + 3.98 mg GAE/g
ekstre degeri ile etil asetat ekstresinde bulunmustur. Meyve ekstreleri arasinda en
yiiksek miktara 85.13 + 1.27 mg GAE/g ekstre ile kloroform ekstresinde rastlanmistir
(Sen, 2018). Ceylan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, iki farkli lokasyondan
toplanan yaprak kismindan hazirlanan metanol ekstrelerinin gallik asit {izerinden
hesaplanan total fenol bilesen miktari sirasiyla 14.63 + 0.42 mg GAE/g ve 10.14 +
0.94 mg GAE/g olarak bulunmustur (Ceylan et al., 2020). Takim ve Isik tarafindan
yapilan c¢alismada, meyve kismindan hazirlanan su ekstresinin gallik asit {izerinden
hesaplanan total fenol bilesen miktar1 22.10 + 0.09 mg GAE/g kuru drog olarak
bulunmustur (Takim & Isik, 2020). Zengin ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada
ise meyve, yaprak ve dal kisimlarindan hazirlanan n-hekzan, etil asetat, diklorometan,
metanol ve su ekstrelerinin gallik asit {izerinden total fenol bilesen miktari
hesaplanmustir. En yiiksek fenolik bilesik igerigi 121.78 + 1.41 mg GAE/g ekstre
degeri ile dalin metanol ekstresinde bulunmustur. Yaprak kismi igin en yiiksek fenolik
bilesen miktar1 94.64 + 2.12 mg GAE/g ekstre ile metanol ekstresinde saptanmistir.
Meyvedeki en yiiksek fenolik bilesen miktart 75.91 + 0.58 mg GAE/g ekstre ile
metanol ekstresinde tespit edilmistir (Zengin et al., 2023). Calismalarda elde ettigimiz

sonuglar literatiir ile karsilastirildiginda genel olarak uyumlu goriinmektedir.
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5.2.2. Total Flavonoit Miktar Tayini

Kersetin tizerinden yapilan total flavonoit miktar tayini deneyinde, kersetin standart
egrisinden bulunan denklem kullanilarak ekstrelerin igerdikleri Kkersetin miktar
hesaplanmistir. KCY kodlu 6rnekler igin ortalama 68.6774 mg KE/g ekstre, KCM
kodlu 6rnek i¢in ortalama 46.8722 mg KE/g ekstre degerleri bulunmustur. Yaprak ve
meyve drog sonuglar1 karsilastirildigi zaman yaprak drogunda total flavonoit

miktarinin daha yiiksek bulundugu tespit edilmistir.

Ceylan ve arkadaslarin yaptig1 ¢aligmada, iki farkli lokasyondan toplanan yaprak
kismindan hazirlanan metanol ekstrelerinin kersetin iizerinden hesaplanan total
flavonoit miktar1 sirasiyla 67.72 + 1.88 mg kersetin esdegeri/g ve 97.45 + 2.20 mg
kersetin esdegeri/g olarak bulunmustur (Ceylan et al., 2020). Takim ve Isik tarafindan
yapilan ¢aligmada, meyve kismindan hazirlanan su ekstresinin kersetin iizerinden
hesaplanan total flavonoit miktar1 8.29 + 0.07 mg kersetin esdeger/g kuru drog olarak
bulunmustur (Takim & Isik, 2020). Zengin ve arkadaslar tarafindan yapilan
calismada, meyve, yaprak ve dal kisimlarindan hazirlanan n-hekzan, etil asetat,
diklorometan, metanol ve su ekstrelerinin rutin tizerinden total flavonoit miktari
hesaplanmustir. En yiiksek flavonoit igerigi 75.36 + 0.92 mg rutin esdegeri/g ekstre
degeri ile yapragin metanol ekstresinde bulunmustur. Meyve kismi i¢in en yiiksek
miktar 17.55 £ 0.09 mg rutin esdegeri/g ekstre degeri ile metanol ekstresinde
saptanmistir (Zengin et al., 2023). Calismalarda elde ettigimiz sonuglar literatiir ile

karsilastirildiginda genel olarak uyumlu gériinmektedir.

5.3. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (HPLC-DAD) ile Rutin ve Apigenin
Bilesiklerinin Teshis ve Miktar Tayini

Bitki {izerinde daha 6nce yapilan ¢aligmalarda major bilesenler arasinda saptanan
(Takim, 2021; Takim & Isik, 2020) ve bitkilerde yaygin olarak bulunan bir flavonol
glikozidi olan rutinin (Baliga et al., 2014; Patel & Patel, 2019). HPLC-DAD yo6ntemi
kullanilarak miktar tayini ger¢eklestirilmistir. Ayrica elimizde standardi bulunmasi ve

sectigimiz HPLC yonteminin uygunlugu nedeniyle flavon yapisina sahip apigenin adlt
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bilesigin de ekstredeki varligi arastirilmistir. Analiz sonucunda meyve ekstresindeki
ortalama rutin miktar1 (3593.8 (1g/g)), yaprak ekstresindeki miktara (2961.2 (ug/g))
gore yiiksek bulunmustur. Apigeninin ise literatlirle uyumlu olarak kantitatif olarak

tayin edilebilecek diizeyde bulunmadigi (<LOQ) dogrulanmustir.

Dogrusallik, segicilik, tanimlama ve 6l¢tim limiti ve dogruluk parametrelerini igeren
yontem validasyon calismalar1 yapilarak kullanilacak yontemin gecerliligini ispat

edilmistir.

Takim’in yaptig1 calismada, LC-MS/MS analizi sonucunda rutin meyvenin metanollii
ekstresinde 66778.5 + 16.49 ug rutin/g miktarinda bulunmustur. Bizim ¢alismamizla

benzer sekilde apigenin varligi tespit edilememistir (Takim, 2021).

5.4. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz inhibitor Aktivite

Asetilkolinesteraz inhibitér aktivite deneyinde 1000, 200 ve 20 ug/mL (son
konsantrasyon 250, 50, 5 pg/g) konsantrasyonlarinda hazirlanan metanol meyve
ekstreleri sirastyla % 40.9091, % 6.7273 ve % 0.3636 oraninda AChE enzimini inhibe
ettigi saptanmustir. Biitirilkolinesteraz inhibitor aktivite deneyinde ise 1000, 200 ve 20
ug/mL (250, 50, 5 ng/g) konsantrasyonlarindaki metanol ekstrelerinin sirasiyla %
44.9050, % 6.2176, % 1.8998 oraninda BUChE enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir.

Zengin ve arkadaslar tarafindan meyve, yaprak ve dal kisimlar ile gesitli ¢oziictiler
kullanilarak hazirlanan ekstrelerde AChE inhibisyonu bakimindan en yiiksek dalin n-
hekzan ekstresi (8.89 + 0.08 mg GALAE/g), BChE inhibisyonu bakimindan en yiiksek
etkiyi dalin metanol ekstresinin (2.50 + 0.05 mg GALAE/g) gosterdigi bulunmustur
(Zengin et al., 2023).

79



5.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar: ve Antioksidan Enzim Aktivitesi

Ekstrelerin antioksidan kapasitesi; hidrojen peroksitle indiiklenmis oksidatif stres modelinde
hiicre canliligi ve antioksidan enzim aktivitesi agisindan degerlendirilmistir (Loubidi et al.,
2018). Hidrojen peroksitle (H20,) indiiklenmis oksidatif stres kosullarinda 1, 10, 100 pg/mL
konsantrasyonundaki ekstrelerin insan noroblastoma hiicre serileri (SH-SY5Y, ATCC®
CRL-2266™) iizerindeki hiicre canlihig etkisi gozlemlenmistir. Grafik 5°te (sayfa 71) yer
alan verilere gore kontrol grubu ile oksidatif stres yaratilmis grup karsilastirildiginda hiicre
canliliginda anlamli azalma oldugu bulunmustur (p<0.05). Bu durum oksidatif stres
kosullarinin yaratildigini gostermektedir. H,O2 uygulanan hiicreler ile yaprak ve meyve
ekstrelerinin uygulandig hiicreler karsilastirildiginda hiicre canliliginda anlaml artis oldugu
gozlemlenmistir. Meyve ekstresinin uygulandigr hiicreler icerisinde en yiiksek % canlilik orani
1 pg/mL konsantrasyonunda goriilmiistiir. 1 pg/mL ve 10 pug/mL konsantrasyonlarmda %
canlilik oraninda anlamli farklilik olmasa da konsantrasyon arttikga oranin distigi
gozlemlenmistir. Yaprak ekstresinin uygulandigi hiicreler igerisinde ise en yiiksek % canlilik

orani 1 pg/mL konsantrasyonunda gorilmiistiir.

Hiicre kiiltiir deneyinin ikinci asamasinda ise 1 pg/mL konsantrasyonundaki yaprak ve meyve
ekstrelerinin hidrojen peroksitle indiiklenmis SH-SY5Y hiicrelerinde total antioksidan durum
(TAS) ve total oksidan durum (TOS) iizerine etkisi incelenmistir. Grafik 6’da (sayfa 72) yer
alan verilere gore meyve ekstresiyle aralarinda anlamli fark bulunmasa da yaprak ekstresinin
daha yiiksek % TAS oranina sahip oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
ekstrelerin H20- ile indiiklenmis oksidatif stresi ortadan kaldirdig1 bulunmustur. Ekstreler %
TOS oranina gore karsilastirildiklarinda meyve ekstresinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Iki calismanin sonuglarinim birbiriyle uyumlu oldugu belirtilebilir.
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Sonuc ve Oneriler

Tez calismamizda, Tirkiye’de yaygin olarak yetisen ve halk arasinda kullanimi
bulunan Paliurus spina-christi Mill. bitkisinin “Tiirk Farmakopesi’’ne uygun sekilde
kalite kontrol ¢calismalar1 (kurutmada kayip, biitlin kiil miktar tayini, siilfat kiilii miktar
tayini ve hidroklorik asitte ¢dziinmeyen kiil miktar tayini) yiriitilmiistiir. Kurutmada
kayip yaprakta ortalama % 8.1632, meyvede ortalama % 5.4677; biitiin kiil yaprakta
ortalama % 8.0021, meyvede ortalama % 5.1269; siilfat kiilii yaprakta ortalama %
10.9868, meyvede ortalama % 6.8357; HCI’de ¢6ziinmeyen kiil yaprakta ortalama %
0.1133, meyvede ortalama % 0.0766 oranlarinda bulunmustur. Elde edilen sonuglar,
sinir  degerlerin belirlenmesi amaciyla ileride hazirlanabilecek monograflarda

kullanilabilir.

Ekstre veriminin yaprak drogunda % 25.5504, meyve drogunda ise % 10.5651 oldugu

saptanmistir.

Total fenol miktar tayini ¢alismalar sonucunda yaprak ekstresinde ortalama 102.9738
mg GAE/g, meyve ekstresinde ise ortalama 62.0511 mg GAE/g degerleri bulunmustur.

Total flavonoit miktar tayini ¢alismalari sonucunda yaprak ekstresinde ortalama
68.6774 mg KE/g, meyve ekstresinde ise ortalama 46.8722 mg KE/g degerleri

bulunmustur.

Rutin miktar tayini HPLC-DAD yontemi kullanilarak yapilmistir. Yaprak drogunda
rutin ortalama 2961.1667 pg/g, meyve drogunda ise ortalama 3593.8333 pg/g olarak

bulunmustur. Iki ekstrede de apigenin saptanamamistir.
Antikolinesteraz ve antibiitirilkolinesteraz aktivite ¢alismalart in vitro kosullarda

yapilmigtir. En yiiksek inhibisyonu gosteren meyve ekstresinin AChE ve BChE
inhibisyon yiizdesi degerleri sirastyla % 40.9091 ve % 44.9050 olarak bulunmustur.
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Hiicre canlilig1 ¢aligmalar1 sonucunda hidrojen peroksitle indiikklenmis oksidatif stres
modelinde 1 ve 10 ug/mL meyve ve yaprak ekstreleri uygulanmis hiicreler H2O>
uygulanan hiicrelerle karsilastirildiginda hiicre canliliginda anlamli artis goriilmiistiir
(p<0.05). Antioksidan enzim aktivitesi ¢aligmalar1 sonucunda hidrojen peroksitle (200
uM) indiikklenmis SH-SY5Y hiicreleri ile 1 pg/mL meyve ve yaprak ekstreleri
uygulanmis hiicreler karsilastirildiginda total antioksidan durum (TAS) ve total

oksidan durum (TOS) iizerine anlamli degisim (p<0.05) goriilmiistiir.

Literatiir taramasi sonucunda bitki {izerinde gerek kimyasal igerik gerekse biyolojik
aktivite agisindan yapilan bazi ¢alismalarin oldugu goériilmiistiir. Biyolojik aktivite
olarak antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antidiyabetik, enzim inhibitor
(kolinesteraz, tirozinaz, a-amilaz ve o-glukozidaz), antifungal, antigenotoksik ve
koleretik etkilerini inceleyen c¢alismalar mevcuttur. Bununla birlikte, SH-SY5Y
hiicreleri tizerinde kiiltiir galismalar1 ve antioksidan enzim aktivitesi ile ilgili bilgimiz

dahilinde bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

Sonug olarak, mevcut literatiir bilgileri 15181nda, bitkinin hem kimyasal i¢erik hem de
biyolojik aktivite a¢isindan arastirmacilarin ilgisini ¢ektigini belirtmek miimkiindiir.
Son yillarda, Alzheimer ve diyabet iizerine calismalar ylriitiildiigli goriilmekle birlikte
bu alanda daha ileri c¢alismalar yapilmasi, bitkinin biyoaktivite agisindan
potansiyelinin ortaya konulmasi i¢in uygun olabilir. Bitkilerin yetistigi ¢evre kosullari
ve genetik cesitlilige bagl olarak icerdigi bilesikler farklilik gdsterebilir. Teze konu
olan bitkinin farkli lokasyonlarda, farkli zaman araliklarinda veya farkl bitki kisimlar

toplanarak fitokimyasal igerigi kalitatif ve kantitatif yontemlerle arastirilabilir.
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