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OZET

Kozmesotik tirtinler etkili madde olarak sentetik, hayvansal ve bitkisel kaynakli iiriinleri
icermektedir. Ancak son yillarda bitkisel ekstrelerin kozmetik formiilasyonlarda kullanimu;
Ozellikle sentetik maddelerin yan etkileri nedeniyle olduk¢a artmistir. Bag dokusu
elemanlarindan olusan ve cildin orta tabakasi olan dermis, derinin esneklik ve direncini
saglar. Bag dokusunun ana bilesenlerinden iki 6nemli protein olan elastin ve kolajen, cildin
direnci ve elastikiyetinden sorumludur ve serbest oksijen radikallerinin tetikledigi elastaz
ve kolajenaz enzimleri ile pargalanmalari cilt yagslanmasina eslik eden kirisikliklara neden
olur. Serbest oksijen radikalleri kararli olmayip, pek ¢ok fizyolojik hasara neden olmakta,
birgok hastaligin yanisira, ¢esitli dokularda hiicre hasari ile de iliskilendirilmektedir.
Antioksidan maddeler, ¢esitli sebepler sonucunda viicutta iiretilen zararl serbest radikalleri
stipliren maddelerdir. Tirozinaz ise mikroorganizma, bitki ve hayvanlarda yaygin olarak
bulunan ve bakir igeren melanojenik bir enzimdir. Son zamanlarda hiperpigmentasyon
tedavisinde, cilt beyazlatma ve leke giderme amaciyla giivenli ve etkili tirozinaz
inhibitorleri arayis1 6nem kazanmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, tez kapsaminda yaklasik
100 adet bitkisel ekstrenin ve propolisin elastaz, kollajenaz ve tirozinaz enzim inhibitor
etkileri, ELISA mikrotiter plak yontemi ile genis ¢apli bir tarama uygulanarak incelenmis
ve antioksidan etkileri de bir dizi in vitro yontemle tespit edilmistir. Taramada kullanilan
enzimlere kars1 aktif ekstrelere biyoaktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama islemi
uygulanmis ve aktiviteden sorumlu olmasi muhtemel madde(ler)in izolasyonu ve yapi
tayinleri gerceklestirilmistir. Etkili ekstrelerden 2 tanesinden hareketle mikroemiilsiyon, 2
tanesi ile de krem seklinde kozmetik formiilasyonlar gelistirilmis, marka ismi yaratilmis ve
prototip tirlinler hazirlanmigtir.

Bilim Kodu : 1017

Anahtar Kelimeler : Enzim inhibisyonu, elastaz, kolajenaz, tirozinaz, antioksidan
aktivite, kozmetik, kozmesotik, formiilasyon
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ABSTRACT

Cosmeceuticals contain synthetic, plant-, and animal-derived materials. However, use of
herbal ingredients in cosmetic formulations are on increase mostly due to side effects of
synthetic compounds. Dermis, which is the middle layer of the skin consisting of
connective tissue components, provides flexibility and resistance to skin. Elastin and
collagen, two important proteins being the main components of the connective tissue, are
responsible for resistance and elasticity of the skin. Hydrolysis of them through elastase
and collagenase triggered by free oxygen radicals cause wrinkle formation accompanied by
skin aging. Reactive oxygen species are not stable and cause a huge level of physiological
damage, while they are associated with cell damage in various tissues in addition to many
diseases. Antioxidant compounds are the substances that may scavenge harmfull free
radicals produced in the body by different reasons. Tyrosinase is a copper-containing
melanogenic enzyme that is present in microorganisms, plant, and animal tissues.
Recently, search on reliable and potent tyrosinase inhibitors have gained importance for
skin-bleaching purpose in hyperpigmentation therapy. In the light of this information,
approximately 100 herbal extracts and propolis were investiagted for their elastase,
collagenase, and tyrosinase inhibitory effects using ELISA microtiter assays in a large
screening in the thesis, while their antioxidant effect was determined using various in vitro
methods. The active extracts against the enzymes used in the screening were subjected to
bioactivity-guided fractination and the isolation and structural characterization of the
active compound(s) were realized. The cosmetic formulations, 2 in microemulsion and 2 in
cream form from the effective extracts, were developed, a brand name was created, and the
prototype products were prepared.

Science Code : 1017

Key Words . Enzyme inhibition, elastase, collagenase, tyrosinase, antioxidant
activity, cosmetic, cosmeceutical, formulation
Page Number : 174

Supervisor : Prof. Dr. ilkay ERDOGAN ORHAN


http://en.wikipedia.org/wiki/Copper

Vi

TESEKKUR

Tez konum igin beni yonlendiren ve ¢aligmalarim sirasinda bana her konuda destek verip
cesaretlendiren, bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim ve her zaman 6rnek aldigim degerli
hocam Prof. Dr. ilkay ERDOGAN ORHAN’a tiim emekleri i¢in gok tesekkiir ederim.

Tez ¢alismama degerli yorum ve oOnerileri ile katkida bulunan, bilgi ve tecriibelerini
benimle paylasan Farmakognozi Anabilim Dali Baskanm1 sayin hocam Prof. Dr. Bilge
SENER’e ¢ok tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda bilgi, destek ve onerilerini benden esirgemeyen, doktora tez izleme
komitesi iiye hocalarim Prof. Dr. Turhan BAYKAL ve Prof. Dr. Sebnem HARPUT’a,
ayrica Farmakognozi Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.
Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanmasi asamasinda yardimlarini ve desteklerini
esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr. Figen TIRNAKSIZ’a ve Ars. Gor. Dr. Seyda AKKUS
ARSLAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Her zaman bana yardimci olan, ¢alismalarim sirasinda da o6nemli Olciide destegini
hissettigim degerli hocam Prof. Dr. 1. irem TATLI CANKAYAya ¢ok tesekkiir ederim.
Krem formiilasyonlarinin  gelistirilmesinde, hazirlanmasinda ve her asamasinda
sagladiklar1 destek ve imkanlar icin Mikro-Gen Ila¢ Firmasi’nin kozmetik grubu Vivatinell
Cosmeceuticals ailesine, dzellikle de Uzm. Dr. Ozgiir GOKNEL ve Uzm. Dr. Altug
BARUT’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calisilan bazi bitki drneklerinin teminindeki yardim ve destekleri icin Mehmet OTEN’e
(BATEM) cok tesekkiir ederim.

HPTLC analizleri icin sagladiklar1 destek i¢in CAMAG (Isvigre) Ar-Ge Laboratuvar
sorumlusu Dr. Eike REICH ve Dr. Anita ANKLI’ye, NMR spektrumlarinin temin
edilmesindeki yardimlarindan dolayr Dog. Dr. Hasan YUSUFOGLU’na ¢ok tesekkiir
ederim.

Bu siirecte beni hi¢ yalniz birakmayan ve hep destek olan, kardes bildigim arkadaslarima
cok tesekkiir ederim.

Maddi ve manevi her konuda beni destekleyen, sonsuz sevgi ve ilgilerini hep tizerimde
hissettigim annem Inci SENOL’a, babam Emin Hulusi SENOL’a ve sevgili aile iiyelerime
tesekkiirii borg bilirim.

“Yurt I¢i Doktora Burs Programi” (2211) ile sagladigi maddi imkan igin Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na (TUBITAK) cok tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

ABSTRACT .

TESEKKUR......ocviiiiiieeteieee ettt eeete et es sttt s sttt s st s s sttt as s nenae s e

ICINDEKILER ..ottt

CIZELGELERIN LISTESI.....ciiiiiiiiicteees ettt

SEKILLERIN LISTESI ....oviueiitiiieceteetees ettt es st en st en s

RESIMLERIN LISTEST .....oooviiieiicieceeece e

SIMGELER VE KISALTMALAR........cooitiieiiteeeee ettt

I 1] £ TR

2. GENEL BILGILER ..o eeveeseeseessssesssseessesssesssssssssssssssssssssssssssssesssss

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

DETININ YAPIST cuvviiiiiiiiiiieiiiie it siee e sie s sae et e et e et e et e e s e e e ssb e e e nbreeennneas
Cilt Ve YaSlanmma ........ccoooviiiiiiiccic e st
Cilt ve AntiokSidan EtKi ...
Biyolojik Aktivite Caligmalarimizda Kullanilan Enzimler.............cccoccooviinnn
2.4.1. EIaStaZ ENZIMI ...ooviiiiiiiiciiiic e
2.4.2. KOIQJENAZ ENZIMI c.veiiiiiiciieeie et sre e
2.4.3. TIrOZINAZ ENZIMI c.uvviiiiiiiiiiic e
Kozmetik Uriinlerde Kullanilan Formiilasyonlar ve Mikroemiilsiyonlar............

Tez Arastirmamizda Biyolojik Aktivite On Taramasi i¢in Secilen Bitkiler
Hakkinda Genel Bil@Iler ..o

BAYF’da Kullanilan Bitki Tiirlerine Ait Botanik Bilgiler ............cccccoovinininnnn.
2.7. 0. ANACAITIACEAE ... oo e oo oo
A A\, (o] - ol LR PRRRRT

Cotinus coggyria Scop. Bitkisi Uzerinde Yapilan Calismalar.............cccccveunneee.

Vii

Sayfa

Vi

Vil

Xii

Xiv

XV



Sayfa

2.8.1. Biyolojik aktivite ¢aliSmalart.........cc.cccevverueiieiieeiicie e 39

2.8.2. Fitokimyasal ¢aliSmalar .............cccoeeiieiieeie e 46

2.9. Maclura pomifera (Rafin.) Schneider Bitkisi Uzerinde Yapilan Calismalar ...... 50
2.9.1. Biyolojik aktivite ¢alismalart.........cccocvveiiiiiiiiiiiiii e 50

2.9.2. Fitokimyasal ¢calismalar ...........cccovviiiiiiiiiiiic e 55

3. GEREC VE YONTEM ..ottt 57
N € ) (TP R TR OPR PRI 57
I )11 1<) 1 s DT TP P PSS TT PP PSP PP 62
3.2.1. Ekstraksiyon ve drneklerin hazirlanmast ...........ccccovvviiieniniiicnicicsee, 62

3.2.2. Biyolojik aktivite ¢alismalart...........cccorveiiniiiiiiiiee 63

3.2.3. Biyolojik aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama islemi (BAYF)............... 71

3.2.4. Mikroemiilsiyon formiilasyonlart ile ilgili calismalar .............cccccvvvennnnn. 74

3.2.5. Krem formiilasyonu gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar ............cccoeeveenenne. 75

A, BULGULAR ...ttt 77
4.1. Ekstre ve Fraksiyon Verimlerine Ait Bulgular ............ccccoooe i 77
4.2. Enzim Inhibisyonu Tayinlerine Ait BUlGUIATr ...........cccccoevveviiiirereiiiesieeeene 79
4.3. Antioksidan Aktivite Tayinlerine Ait Bulgular ...........c.ccccooviiiieicicieece e, 91
4.4, BAYF Islemine Ait BUIGUIAT ...........cccoviveviriieiiiesiceieeescte e 104
4.4.1. ITK ve HPTLC analizlerine ait bulgular............cccccoevevevceceerececceee, 104

4.4.2. *H- ve ®C-NMR spektrumlarma ait bulgular ..............c.ccocevvirerierereinnnnn. 108

4.5. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarina Ait Bulgular...........ccccooiiiiiiiiiiiiinen, 127
4.6. Krem Formiilasyonlarina Ait Bulgular...........cccooiiiiiiiiiiice, 129
0. TARTISMA . ... i 133

6. SONUC VE ONERILER .....ccocvoviviiiiiieieieececceeeeee e eseen s s, 139



KAYNAKLAR Lo e

OZGECMIS



Cizelge
Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.

Cizelge 3.1.

Cizelge 3.2.

Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

CiZELGELERIN LiSTESI

Sayfa
Biyolojik aktivite taramasinda kullanilan bitkiler ve se¢ilme nedenleri ......... 23
C. coggyria ekstrelerinde tespit edilen ana bilesenler ...............cceeververnnne. 50
Bitkisel materyallerin toplanma / temin edilme yerleri, tarihleri ve
Familya DIIGHETT........oii e 58
Krem formiilasyonlarinda kullanilan bilesikler, kullanim amaglar1 ve %
OTANIATT .t e b e e e 76
Hazirlanan etanol ekstrelerinin % verimleri (a/a).........c.ccccovevviieieeviecnnnne, 77
CCHD EtOAc fraksiyonunun agik kolon kromatografisine (sabit faz:
poliamit) uygulanmas ile elde edilen ve ITK analizine gore birlestirilen
fraksiyonlar ve % verimleri (/a) .......cccccovevivevecicieese e 79
On taramada kullanilan ekstrelerin ve saf maddelerin elastaz, kolajenaz
ve TYR enzim inhibiSyonlari.........coccovereiniiiineiniseseseseseseeeseea 81
Curcuma longa rizomlarindan hazirlanan etanol ekstresinin seyreltilmis
konsantrasyonlardaki TYR ve elastaz enzim inhibisyonlart....................... 85
CCDT EtOAc fraksiyonu, kolon kromatografisi (sabit faz: poliamit)
ile fraksiyonlanmasiyla elde edilen alt fraksiyonlarin elastaz, kolajenaz
ve TYR enzim inhibiSyonlart........c.ccocviriiiininiinininseseesee e 90
Birlestirilen PA 30-34 ve PA 35-43 alt fraksiyonlarinin MPLC ile
fraksiyonlanmasiyla elde edilen alt fraksiyonlarin elastaz, kolajenaz ve
TYR enzim inhibiSyonlart.........ccccooririiiiiiniiise e 90
Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve
propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda DPPH, DMPD, NO radikal
stipiiriicii ve metal selasyon etKileri..........ccoooooiiinniiiiiece 92
Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve
propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda FRAP, PRAP, CUPRAC
deneylerine ait BUIQUIAT ..o 96
Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve
propolis’in toplam fenol ve toplam flavonoit miktar tayinlerine ait
DUIGUIAT ... e 100

Cizelge 4.10. Gallik asit metil esteri’nin (RP 36-37 Prep 4) *H-NMR (500 MHz,

CD30D) ve *C-NMR (125 MHz, CDsOD) spektrum degetleri............... 109



Cizelge

Cizelge 4.11.

Cizelge 4.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.

Cizelge 4.15.

Cizelge 4.16.

Cizelge 4.17.

Xi
Sayfa

Kersetin-3-O-galaktozit’in (RP 38 Prep 1) *H-NMR spektrum degerleri
(500 MHZ, CD30D)......cciiiieiiiiieieie et 113

Kersetin-3-O-galaktozit’in (RP 38 Prep 1) *C-NMR spektrum degerleri
(125 MHZ, CD30D)..oooooeoooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesessseseseeesssessssssssessssssssssessenssseeees 114

Kersetin-3-O-glukozit’in (RP 39-40 Prep 2) *H-NMR spektrum
degerleri (500 MHz, CD30D)......cocoiiiiiiieineneese e 118

Kersetin-3-O-glukozit (RP 39-40 Prep 1A) ve Kersetin-3-O-galaktozit’in
(RP 39-40 Prep 1B) *H-NMR spektrum degerleri (500 MHz, CDs0D).. 120

Kersetin-3-0O-glukozit (RP 39-40 Prep 1A) ve Kersetin-3-O-galaktozit’in
(RP 39-40 Prep 1B) 3C-NMR spektrum degerleri (125 MHz, CD;0D) 121

Kemferol-3-O-glukozit’in (RP 41-44 Prep 2) *H-NMR spektrum
degerleri(500 MHZ, CD30D).......cccciiiiiiriniiinisieesis s 125

Mikroemiilsiyonlarin ortalama damlacik biiytikliigii degerleri (nm),
dagilimlart ve PDI degerleri.........covviriiiiiniciiiiciscsesceseee s 127



Xii

SEKILLERIN LISTESI

Sekil Sayfa
SEKIl 2.1, SIVEIESIAL. ......ccviiiiiiiie ettt e be e be e s be e sbe e s e e sbeeere e 13
Sekil 2.2. Melanin biyoSeNnteZ YOlagl......ccuuuvuviiiiieiiiiieiiiiie it 16
Sekil 2.3. TYR enzimini inhibe eden bazi bilesikler.............ccooceeviiiiieiiiii e, 18
Sekil 2.4. C. coggyria’nin Tiirkiye deKi yay1liS1 ....c.cccvevveiiieiieieiiesecie e 35
Sekil 2.5. C. coggyria bitkisinde bulunan flavonoit yapisindaki bazi bilesikler ............ 47
Sekil 2.6. C. coggyria bitkisinde bulunan auron yapisindaki bazi bilesikler.................. 48
Sekil 2.7. Osajin (A) ve pomiferin (B) .....occooiviiiiiiieee e s 53
Sekil 3.1. Salim deneyinde kullanilan hiicrelerin sematik gosterimi...........ccocvvivviiinnnne 75

Sekil 4.1. CYET ekstresine ait fraksiyonlama islemi ve % enzim inhibisyon sonuclar1 86
Sekil 4.2. MPYH ekstresine ait fraksiyonlama islemi ve % enzim inhibisyon sonuglar1 87

Sekil 4.3. CCDT ekstresine ait fraksiyonlama islemi ve % enzim inhibisyon sonuglar1 88

Sekil 4.4. CCDT EtOAc fraksiyonunun BAYF islemine ait genel sema ..............c....... 89
Sekil 4.5. Citrus ekstrelerinin HPTLC profilleri (3-15)-1 ......ccccovviiiiiiiieie e 106
Sekil 4.6. Citrus ekstrelerinin HPTLC profilleri (3-15)-2 ......ccccovviiiiiiiene e 107
Sekil 4.7. Citrus ekstrelerinin HPTLC profilleri (3-15)-3......cccoiiiiiiiiieie e 108
Sekil 4.8. Gallik asit MELH eI .........ccieieiieii et 110
Sekil 4.9. RP 36-37 Prep 4 kodlu bilesige ait tH-NMR SpeKtrumu.............cccvvevevernnnen. 110
Sekil 4.10. RP 36-37 Prep 4 kodlu bilesige ait >*C-NMR spektrumu............c.coccoevneee.. 111
Sekil 4.11. Kersetin-3-O-galaktozit............cccooiriiiiiiiii e 112
Sekil 4.12. RP 38 Prep 1 kodlu bilesige ait tH-NMR Spektrumu.............cc.ccccovvevevenneeen. 115
Sekil 4.13. RP 38 Prep 1 kodlu bilesige ait *C-NMR ve DEPT spektrumlari............... 116
Sekil 4.14. RP 38 Prep 1 kodlu bilesige ait *H-'H- COSY spektrumu..............cccc......... 117

Sekil 4.15. Kersetin-3-O-glUKOZIt..........cccoiiiiiiiiiiiii e 118



Sekil Sayfa
Sekil 4.16. RP 39-40 Prep 2 kodlu bilesige ait tH-NMR SpeKtrumu...............c..cceve.eee.. 119
Sekil 4.17. RP 39-40 Prep 1 kodlu fraksiyona ait tH-NMR spektrumu........................ 122

Sekil 4.18. RP 39-40 Prep 1 kodlu fraksiyona ait **C-NMR ve DEPT spektrumlari..... 123

Sekil 4.19. RP 39-40 Prep 1 kodlu fraksiyona ait *H-'H- COSY spektrumu................. 124
Sekil 4.20. Kemferol-3-O-gIUKOZIt.........cceivveiiiiiiieie e 125
Sekil 4.21. RP 41-44 Prep 2 kodlu bilesige ait tH-NMR SpeKtrumu...........ccocvvvevevnnnen. 126

Sekil 4.22. Bos (A), liziim ¢ekirdegi (B) veya yesil ¢ay (C) ekstresi igeren
mikroemiilsiyonlarin damlacik biiyiikliikleri (n=3).........ccccooviiiiniiicnien. 128

Sekil 4.23. Yesil ¢ay ve liziim ¢ekirdegi ekstresi igeren mikroemiilsiyonlara ait salim
1YL= €1 L o PRSPPSO 129

Sekil 4.24. C. coggyria ekstresi igeren kirisiklik karsiti krem formiilasyonuna ait
StAbIlite TAPOTIATT .. oo 130

Sekil 4.25. M. pomifera ekstresi igeren leke giderici krem formiilasyonuna ait
Stabilite raPOrIArt ........ccvecveeiecece e 131



Resim

Resim 2.1.

Resim 2.2.

Resim 2.3.

Resim 2.4.

Resim 2.5.

Resim 2.6.

Resim 4.1.

Resim 4.2.

Resim 4.3.

Resim 4.4.

Xiv

RESIMLERIN LISTESI

Sayfa
Epidermisin yapist ve katmanlart ...........ccocooviniiniinincineceie 5
Geng ciltte hiicresel ve hiicre dist bilesenler ... 6
Dogal ve dis faktorlere bagl yaslanma ile ekstraselliiler matriks yapilarinda
g0zlenen deGISTMICT .........coiviiiiiiiiiii e 10
C. coggyria’nin genel goriiniisii (Haziran-2013, Ankara)...........cccccoeveevrueneae 36
C. coggyria’nin genel goriiniisii (Temmuz-2014, AnKara) ..........ccccoveernnns 36
M. pomifera’nin genel gOriniigii Ve MEYVESI..cvrvrvereririerererieererisieresiseneseenans 38

Kolon kromatografisi (poliamit) ve MPLC ile elde edilerek birlestirilen alt
fraksiyonlara ait ITK kromatogramlari .............cc.ccoeveveverererserssesencennsnen, 104

RP 31-34 fraksiyonuna uygulanan kolon kromatografisi (silika jel) ile elde
edilen alt fraksiyonlara ait ITK Kromatogrami ............ccceeeveeureeerererrerenenn. 105

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarina uygulanan toplam proantosiyanidin ve
toplam fenol miktar tayini yontemlerine ait mikroplaklar ...............c.c......... 127

Cotinus coggyria ve Maclura pomifera ekstreleri kullanilarak hazirlanan
krem formiilasyonlarina ait prototip {iriin 6rnegi gorselleri...........c.cccvvnnnen. 129



XV

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrad derece

ng Mikrogram

pL Mikrolitre

pm Mikrometre

uM Mikromolar

dk Dakika

g Gram

kDa Kilodalton

kg Kilogram

M Molar

mg Miligram

mL Mililitre

mM Milimolar

nm Nanometre

ppm Milyonda bir birim

Kisaltmalar Aciklamalar

ABTS 2,2’-Azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
AChE Asetilkolinesteraz

ALP Alkalen fosfataz

ALT Alanin aminotransferaz

AST Aspartat aminotransferaz

BATEM Bati1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirligii
BAYF Biyoaktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama

BChE Biitirilkolinesteraz



Kisaltmalar

BHT
CCDT
CHCIs
CH:Cl2
CUPRAC
CYET
DEPT
DMSO
DPPH
EDTA
EGCG
EROD
EtOAc
FALGPA
FDA
FRAP
GKI/KS
HAS
Homo-COSY
HPLC
HPTLC
INCI

ip

ITK
L-DOPA
MDA
MeOH
MIK
MMP
MPLC
MPYH
n-BuOH

Aciklamalar

Butil hidroksitoluen

Cotinus coggyria’nin tiiylii pedisel etanol ekstresi
Kloroform

Diklorometan

Bakir-indirgeme antioksidan giicli

Cotinus coggyria’nin yaprak etanol ekstresi
Distortionless enhancement by polarization transfer
Dimetilsiilfoksit

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

Etilendiamin tetraasetik asit

Epigallokatesin gallat
7-Etoksirezorufin-O-deetilaz

Etil asetat
N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala

Food and Drug Administration
Demir-indirgeme antioksidan giicii

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
Hyaluronan sentaz

Homoniikleer korelasyon spektroskopisi
Yiiksek basingl sivi kromatografisi

Yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi
International nomenclature of cosmetic ingredients
Intraperitoneal

Ince tabaka kromatografisi
3,4-Dihidroksi-L-fenilalanin

Malondialdehit

Metanol

Minimum inhibisyon konsantrasyonu

Matriks metalloproteinaz

Orta basingli s1v1 kromatografisi

M. pomifera yaprak etanol ekstresi

n-Butanol

XVi



Kisaltmalar

NMR
NPR
ORAC
PDI
PEG
PRAP
ROT
SLRL
SOD
STAT3
TCA
TEAC
TPA
TRAP
TUIK
TYR
UsD
uv
WRT
YEM
YYEM

XVii

Aciklamalar

Niikleer magnetik rezonans

Natural product reagent

Oksijen radikal absorbans kapasitesi
Polidispersite indeksi

Polietilen glikol

Fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan giicii
Reaktif oksijen tiirleri

Eseye bagl ¢ekinik letal test

Stiperoksit dismutaz

Signal transducer and activator of transcription
Trikloroasetik asit

Troloks esdegeri antioksidan kapasite
12-O-Tetradekanoil-13-asetat

Peroksil radikali-yakalama antioksidan parametresi
Tiirkiye Istatistik Kurumu

Tirozinaz

Amerikan dolar1

Ultraviyole

Beyaz 151k (reflektans / transmittans)

Yiizey etkin madde

Yiizey etkin madde + yardimci yiizey etkin madde



il () (i)

GAZI GELECEKTIR...



1. GIRIS

Kozmetik iiriin; insan viicudunun epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar ve dis genital
organlar gibi degisik dis kisimlarina, dislere ve agiz mukozasina uygulanmak iizere
hazirlanmis, tek veya temel amaci bu kisimlar temizlemek, koku vermek, goriiniimiinii
degistirmek ve/veya viicut kokularini1 diizeltmek ve/veya korumak veya iyi bir durumda
tutmak olan biitiin preparatlar veya maddelerdir ("Kozmetik Yonetmeligi, Birinci B6liim,
Amag, Kapsam, Dayanak ve Tanimlar," 2005). Hedeflenen sonuca fizyolojik etki gostererek
ulasan, deri ve deriye bagl olusumlarin yap1 ve fonksiyonlarini pozitif olarak etkileyen,
fiziksel, farmasotik ve tibbi standartlara uygun hazirlanmis kozmetik ile farmasdtikler
arasindaki {rtinler ise “kozmesotik” veya “aktif kozmetikler” olarak tanimlanmaktadir.
Bunlar klasik kozmetik tanimina tam olarak uymayan, ila¢ ve kozmetik arasinda yer alan
preparatlardir (Comoglu, 2012). Kozmesoétik terimi ilk kez 1946 yilinda FDA (Food and
Drug Administration — Amerikan Gida ve ilag Dairesi) tarafindan kullanilmistir. Amerika'da
"kozmesotik" terimi kullanilirken, Avrupa'da ve tilkemizde ise daha ¢ok "dermokozmetik"

tabiri benimsenmistir (Kahraman, 2011).

Kozmetik formiilasyonlarda bitkisel ekstrelerin kullanimi, son yillarda hayvansal kaynakli
ekstrelere gore oldukca artmistir. Hayvan haklari hususundaki hassasiyetten dolayu,
hayvansal kaynakli ekstreler sentetik maddeler ile degistirilmek istenmis, fakat ayni
seviyede etki gozlenmemistir (Aburjai ve Natsheh, 2003). Etkili madde olarak
monoetanolamin, dietanolamin, sodyum lauril siilfat, trietanolamin gibi sentetik maddeleri
iceren kozmesdtik iriinlerin de alerjik kontakt dermatit, irritan kontakt dermatit,
fototoksisite ve fotoalerjik reaksiyonlar gibi yan etkilere neden olmalar bitkisel ekstrelere
olan ilgiyi olduk¢a arttirmistir. Dogal cilt bakim iirlinleri yiizeysel katmanlardan kolaylikla
absorbe olmakta ve genellikle hipoalerjenik olarak bilinmektedir (Mukherjee, Maity, Nema
ve Sarkar, 2011). Bitki kisimlarinin cilt bakiminda kullanim alanlari, serbest radikal
stipiiriicli, antienflamatuvar, yaslanma karsit1 ve cilt koruyucu etkileri yaninda kuruluk,
egzema ve akne tedavisi olarak sayilabilir. Sag bakiminda da sa¢ uzama stimulani, sag
renklendirici ve kepek gibi sa¢ ve sac derisi sikayetlerinde kullanilirlar. Bunun yami sira
ucucu yaglar da cildi yumusatmak ve elastikiyetini arttirmak, parfiimeride gilizel koku
vermek, sa¢ bakim iriinlerinde ise parlaklik vermek ve nemlendirmek amaciyla

kullanilmaktadir (Aburjai ve Natsheh, 2003).



Cilt sirastyla epidermis, dermis ve hipodermis olmak iizere 3 ana tabakadan meydana gelir.
Orta tabaka olan dermis, bag dokusu elemanlarindan olusur ve derinin esneklik ve
saglamligindan sorumludur. Elastin ve kolajen, bag dokusunun ana bileseni olan 2 énemli
proteindir. Bu proteinler cildin direnci ve elastikiyetinden sorumludur ve serbest oksijen
radikallerinin olusumu ile indiiklenen elastaz ve kolajenaz enzimleri ile pargalanmalari cilt
yaslanmasina eslik eden kirigikliklara neden olur. Serbest oksijen radikalleri kararli olmayip
pek ¢ok fizyolojik hasardan sorumlu tutulmakta, insanlarda goriilen birgok hastaligin yani
sira ¢esitli doku ve hiicre hasari ile de iliskilendirilmektedir. Antioksidan maddeler ¢esitli
sebepler (oksijen metabolizmasi, stres, sigara, radyasyon, pestisitler vs.) sonucunda viicutta
tiretilen zararli serbest radikalleri siipiiren veya yok eden maddelerdir. Tirozinaz (TYR) ise
mikroorganizma, bitki ile hayvanlarda yaygin olarak bulunan ve bakir igeren melanojenik
bir enzimdir. Son zamanlarda hiperpigmentasyon tedavisi, cilt beyazlatici ve leke giderici

amacla kullanilmak tizere glivenli ve etkili TYR inhibitorleri arayisi 6nem kazanmustir.

Cilt, harici ve dahili zararli ajanlardan kozmetik iiriinler ile korunarak cilt giizelligi ve sagligi
desteklenebilir. Dermokozmetik iiriinler hiperpigmentasyon, cilt yaslanmasi, kirisiklik ve
piriizlii cilt dokusu gibi rahatsizliklarda en iyi segimlerden biridir. Son yillarda kozmetik
formiilasyonlarin etkisi ve giivenilirligi ile ilgili yapilan in vitro caligmalara ilgi, zaman
tasarrufu sagladigl, daha az masrafli oldugu i¢in ve goniillii denek sayisinin daha az olmasi

nedeniyle oldukga artmistir (Roy ve digerleri, 2013).

Tiirkiye bitki cesitliligi agisindan diinyanin en zengin iilkeleri arasinda yer almaktadir.
Ulkemiz florasi damarli bitkilerin 10 000’den fazla tiiriine ev sahipligi yapmakta olup,
bunlarm % 31’1 (3 035) endemiktir (Ekim, 2014; Giiner, Aslan, Ekim, Vural ve Babag,
2012). Yiizyillardan beri iilkemizde de bitkiler tibbi amagla, gida olarak, siis amagli, tarim
aracl, mobilya, insaat malzemesi olarak kullanilagelmektedir (Kizilarslan ve Ozhatay,
2012). Giiniimiizde ise dogal kokenli bilesiklerden yola ¢ikilarak iiretilen ilaglar, mevcut
ilaglarin yaklasik % 50°sini olusturmaktadir (Stizge¢ Selguk ve Eyisan, 2012). Bunun yam
sira kozmetik triinlerde de bitkisel ekstreler ve dogal bilesikler yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Kozmetik sektoriinde tiriin gruplarinin klasik formiilasyonlarimin bitkisel
icerik ilavesiyle zenginlestirilmesi, gerek i¢, gerekse dis piyasalarda pazar paymnin hizla
arttirllmasinda etkili unsurlardan biri olarak goze ¢arpmaktadir. Kozmetik sektoriiniin
biiyiikliigii diinyada 250 milyar Amerikan dolar1 (USD) iken, Tiirkiye’de 2,5 milyar USD’a
ulagmis durumdadir. Istanbul Kimyevi Maddeler ve Mamiilleri ihracatgilar: Birligi (IKMIB)
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ve Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) rakamlarma gore 2013 y1l1 kozmetik iiriin ihracat1 1,17
milyar USD iken, ithalat rakamlar1 2,01 milyar USD’dir (Sahin Ipekoglu, 2015). Kozmetik
pazarinin yaklasik % 10’u dermokozmetik iiriinlerin satisindan olusmaktadir. Ulkemizde
100°1in iizerinde dermokozmetik iiriin markasi bulunmaktadir ve en bliyiikk pazar payina
Fransiz menseili markalar sahiptir. Tirkiye dermokozmetik pazari, diinya ile
karsilastirildiginda daha hizli biiylimesine ragmen, bu alandaki yerli marka sayisi oldukca
azdir (Altun, 2015).

“Bitkisel Kaynakli Kozmetik Uriin Gelistirilmesi Uzerine Farmakognozik Arastirmalar”
baslikli doktora tez calismalarimiz kapsaminda, etkili oldugu tespit edilen ekstrelerden
hareketle hazirlanan dermokozmetik iiriinlerin bir kism1 i¢in mikroemiilsiyon formiilasyonu
tercth  edilmistir. Dermokozmetik iirlin  formiilasyonu gelistirilmesi  amaciyla,
taramalarimizda yiiksek etki tespit ettigimiz ve tilkemizde yetisen Camellia sinensis (L.)
Kuntze (Theaceae) ve Vitis vinifera L. (Vitaceae) bitkilerinin ilgili kisimlarindan hazirlanan
ekstreler ile mikroemiilsiyon formiilasyonu ¢aligmalari yiiriitilmiistiir. Mikroemiilsiyonlar
yag ve su fazlarinin yiizey etkin madde (YEM), YEM karisimi veya YEM + yardimci yiizey
etkin madde (YYEM) karisimi ile emiilsifiye edilmesi sonucu olusan seffaf veya yar1 seffaf,
optik olarak izotropik, termodinamik olarak dayanikli sistemlerdir (Goddeeris, Cuppo,
Reynaers, Bouwman ve Van den Mooter, 2006; Y. D. Kim, Kim, Cho ve Kim, 2004; Kogan
ve Garti, 2006; Lawrence ve Rees, 2000; Magdassi, 1997; Mehta ve Bala, 2000; Raman,
Suhaimi ve Tiddy, 2003; Sintov ve Shapiro, 2004; Spernath ve Aserin, 2006; Y. W. Xie, Ye
ve Liu, 2007). Bu sistemlerin viskoziteleri diisiiktiir ve Newtonian akig 6zelligine sahiptir
(Kreilgaard, 2002; Lawrence ve Rees, 2000; Spernath ve Aserin, 2006; Spiclin, Homar,
Zupancic-Valant ve Gasperlin, 2003). Cogunun yiiksek oranda YEM icermesi, deri ile
etkilesimin artmasimi saglar ve etkin bilesenler i¢in formiilasyonlarinda kullanilan
YYEM’lerin deriden penetrasyonu artirict 6zellikleri vardir (Changez, Chander ve Dinda,
2006; Escribano, Calpena, Queralt, Obach ve Domenech, 2003; Jurkovic, Sentjurc,
Gasperlin, Kristl ve Pecar, 2003; Kogan ve Garti, 2006; Osborne, Ward ve Oneill, 1988;
Polizelli, Telis, Amaral ve Feitosa, 2006; Spiclin ve digerleri, 2003; X. Zhao, Liu, Zhang ve
Li, 2006). Mikroemiilsiyon sistemleri ¢ok diisiik yiizey gerilimine sahip olmalar1 nedeniyle
deri ile ¢ok iyi temas ederler (Carlfors, Blute ve Schmidt, 1991; Diec, Eitrich, Schmidt,
Sokolowski ve Schreiber, 2001). Biiyiik yiizey alanina sahip olmalari nedeniyle, hem
lipofilik hem de hidrofilik karakterdeki bilesenleri yiiksek oranda g¢ozebilmektedirler
(Polizelli ve digerleri, 2006; Spiclin, Gasperlin ve Kmetec, 2001; Spiclin ve digerleri, 2003).



Lokal veya sistemik etkili maddelerin dermal yoldan kullanimi igin gelistirilmis olan
mikroemiilsiyonlarin, hem hidrofilik hem de hidrofobik etkin bilesenlerin deri
gecirgenliklerini ve deriden emilimlerini artirdigini  gosteren ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Kogan ve Garti, 2006; Sintov ve Shapiro, 2004; Y. W. Xie ve digerleri,
2007).

Bu bilgiler 1s18inda, tez arastirmamizda 99 adet bitkisel ekstre, propolis ve bazi bitkisel
kaynakli saf maddeler (osajin, pomiferin, resveratrol) elastaz, kolajenaz ve TYR enzim
inhibisyonlar1 ve antioksidan aktiviteleri yoniinden genis kapsamli bir 6n taramaya tabi
tutulmustur. Taramamiz sonucunda aktif olduklari saptanan Cotinus coggyria Scop.
(Anacardiaceae) ve Maclura pomifera (Raf.) C. K. Schneid. (Moraceae) bitkilerinin ilgili
kisimlarina etkili madde/madde gruplarin1 saptamak amaciyla biyolojik-aktivite

yonlendirmeli fraksiyonlama (BAYF) islemi uygulanmaistir.

BAYF islemi i¢in segilen Cotinus coggyria bitki ekstrelerinden kirigiklik karsiti, Maclura
pomifera ekstresinden ise leke agict amaglarla kullanilmak iizere krem formiilasyonlari
hazirlanmistir. Bu amagla, Mikro-Gen ila¢ Firmasi’nin kozmetik grubu olan “Vivatinell
Cosmeceuticals” ile ortak Ar-Ge ¢alismalarimiz sonucunda tarafimizdan “Vitabell” adl1 bir
marka ismi yaratilmis ve iki triin gelistirilmistir. Hazirlanan krem formiilasyonlarinin
stabilite ¢alismalar1 da yapilmis olup, calisilan sartlarda krem formiilasyonlarinin stabil

olduklar1 gézlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Yapis1

Cildin genel yapist 3 katmandan meydana gelmektedir. En {ist tabaka olan epidermis
korneositleri, keratinositler ile melanin sentezinden sorumlu olan melanositleri igerir.
Epidermis, stratum corneum, stratum granulosum, stratum spinosum ve stratum
germinativum/basale’den olusur ve bu katmanda kan damarlari bulunmamaktadir. Stratum
lucidum tabakas1 normalde kalin epidermiste goriiliir ve stratum granulosum’dan stratum
corneum’a gecis saglar (Poonawalla ve Diven, 2008). Stratum basale, keratinosit ve
melanositlerden meydana gelir. Melanositler ultraviyole (UV) radyasyonu absorblayan
melanini sentezler. Stratum corneum tabakasi ise bolinme O6zelligi olmayan veya
“korneosit” adi verilen 6lii hiicrelerden olusur ve ana bileseni seramittir. Seramit su
tutulmasi, cildin nemli kalmasi ve korunmasi i¢in dnemli bir role sahiptir. Primer lipitler
olan yag asitleri, kolesterol ve seramit, ¢ift katmanli, amfifilik 6zellikte lipitlerdir. Enzimler
gibi i¢ ve dis proteinler bu katmanlarin arasinda sikismis halde bulunur. Saglikli bir stratum
corneum, epidermis i¢in en iyi korumay: ve saglikli cilt goriiniimiinii saglar. Epidermiste
bulunan diger hiicreler ise Langerhans ve Merkel hiicreleridir (Farage, Miller, Elsner ve
Maibach, 2007).

Stratum corneum
Stratum hucidum \: o.:*:: ”' 2 o ve .
Stratum granulosum
Stratum spinosum
Langerhans hiicresi I— Epidermis
Merkel hiicresi
Melanosit
Bazal membran

Kandaman —— |

I Dermis

Stratum basale

Resim 2.1. Epidermisin yapis1 ve katmanlar1 (Farage ve digerleri, 2007)



Epidermisten sonraki tabaka olan dermis; ince papiller tabaka ve daha kalin retikiiler tabaka
olmak iizere 2 kisimdan olusur. Dermis, kolajen, elastin ve yapisal proteoglikanlar1 tireten
fibroblastlar ile birlikte immiinokompetan mast hiicreleri ve makrofajlar1 igerir. Cildin
ozelliklerini korumasinin yani sira Cilt i¢in nem kaynagi gorevi yapar (Bensouliah ve Buck,
2006; Kusumawati ve Indrayanto, 2013). En alt tabaka olan hipodermis ise dermisin altinda
bulunur ve cildi i¢ organlara baglayan gevsek bag dokudan olusur. Bu tabaka gozenekli doku
ile birlikte deri alt1 yag igerir ve tamponlama ile viicudun 1sisinin diizenlenmesi disinda

dermisi i¢ organlara baglayarak cilde direng¢ kazandirir (Farage ve digerleri, 2007).
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Resim 2.2. Geng ciltte hiicresel ve hiicre dis1 bilesenler (Naylor, Watson ve Sherratt, 2011)
2.2. Cilt ve Yaslanma

Yaglanma siireci dogdugumuz andan itibaren baglamaktadir. Cildimiz ise bu siirecin belirgin
olarak fark edilmesini saglayan en digtaki organimizdir. Son yillarda da yaslanma etkilerini
azaltmak i¢in yapilan bilimsel ¢alismalar oldukc¢a artmistir. Cilt yaglanmasi; zamanla olusan
kronik yaglanma ve giinese maruziyet ile olusan fotoyaslanma olmak tizere 2 tiptir. Kronik
olarak yagslanan bir cildin klinik goriiniimiinde kuruluk, gevseme, kirisiklik, seboroik keratoz
ve ¢ilek anjiom gibi iyi huylu timdrler yer alir (Binic, Lazarevic, Ljubenovic, Mojsa ve
Sokolovic, 2013). Terim olarak ilk kez 1986 yilinda kulanilan fotoyaslanmanin, klinik
belirtileri arasinda diizensiz kuruluk, koyu/agik pigmentasyon, solgunluk, derin kirigiklik
veya ileri derecede atrofi, telenjiektazi, premalign lezyonlar, gevseme ve kdsele goriiniimii,

elastik dokunun dejenerasyonu ve aktinik purpura yer alir (Mukherjee ve digerleri, 2011).



Cevre kirliligine bagli olarak stratosferik ozon tabakasinin koruyucu etkisinin azaldig: ve
UV radyasyonun diinya yilizeyine ulastigi bilinmektedir. UV radyasyonun artmasi cilt
rahatsizliklarini, kutandz maligniteleri, immiinosupresyonu, kirisikligi ve yaslanmayi
tetiklemistir. Giinesin yaydigi UV radyasyon; UV C (270-290 nm), UV B (290-320 nm) ve
UV A (320-400 nm) olmak tizere 3’¢ ayrilir. UV A da kendi arasinda UVA2 (320-340 nm)
ve UVAL (340-400 nm) seklinde 2’ye ayrilir. UV A ve UV B radyasyon, diinya yiizeyine
onemli oranda ulasip biyolojik etkilere neden olurken, UV C stratosferde ozon tabakasi

tarafindan tutulmasi nedeniyle diinya yiizeyine ulasamamaktadir (Roy ve digerleri, 2013).

UV radyasyon ile cilt ylizeyinin etkilesimi serbest radikallerin veya serbest oksijen
radikallerinin olusumuna ayrica kolajen, elastin ve bag dokusunda biyokimyasal degisimlere
neden olur. Bu durum da cildin dayanikliligin1 ve elastikiyetini etkiler, cildin kurumasina ve
kirisiklik olusmasina yol agar. Reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif azot tiirleri, atomik
hidrojen, agir gecis metalleri, klor, bazi ilaglar, iyonize radyasyon ve gevresel atiklar serbest
radikallerin farkli tipleridir. ROT, cildin yapisini ve fonksiyonunu igten ve distan olumsuz
etkilemektedir. UV radyasyon (% 95-98’i UV A, % 2-5’i UV B) cildi etkileyen serbest
radikallerin % 80’ini tiretirken, bu radyasyonun ana hedefi olan Oz epidermisin orta ve daha

alt bolgelerinde bulunur (Kusumawati ve Indrayanto, 2013).

2.3. Cilt ve Antioksidan Etki

Biyolojik molekiillerin ¢ogu radikal 6zeligine sahip olmayip en dis yoriingelerinde bulunan
2 elektron (elektron ¢ifti) ile karakterizedir. Kimyasal bir reaksiyon ile bu elektronlarin bag:
kirildiginda, ortaklanmamus hale gelirler ve “serbest radikal” olarak adlandirilirlar. Serbest
radikaller kararsizdir ve reaktif 6zellikleri elektron kazanma veya kaybetme kapasitelerine
baglidir. Hiicresel metabolizma araciligi ile siirekli olusabilmeleri disinda, serbest radikaller
UV radyasyon, kimyasallar, hava kirliligi, sigara dumanu, ilaglar, pestisitler, anestezikler ve
endiistriyel ¢oziiciiler gibi dis faktorler ile de meydana gelebilirler. Serbest radikallerin hiicre
ve hiicre zarinin 6nemli bilesenleri ile reaksiyonu, hiicre fonksiyonlarimi etkiledigi veya
hiicre 6liimiine neden oldugu i¢in oldukca tehlikelidir. Enzimler, reseptorler ve hiicre
bilesenleri ile kovalent bag olusturarak ve iletim siireclerini etkileyerek metabolizma
diizensizliklerine neden olabilir. Lipitler, proteinler, DNA ve karbonhidratlar oksidasyona

oldukga hassas hiicre bilesenleridir. Serbest radikallerin lipitlerle etkilesmesi sonucunda lipit



peroksidasyonu gergeklesir, hiicre gegirgenligi artar ve hiicresel hasara kadar giden zincir

reaksiyonlar baglar (Kusumawati ve Indrayanto, 2013).

Serbest radikal-aracili zincir reaksiyon yoluyla olusan oksidasyonun baslica 6zellikleri
baslama, yayilma, dallanma ve bitis basamaklaridir (Antolovich, Prenzler, Patsalides,
McDonald ve Robards, 2002). Primer antioksidanlar, diisiik miktarda bile radikal ile
reaksiyona girerek baslama basamagimi geciktirebilir, inhibe edebilir veya peroksil ya da
alkoksil radikalleri ile reaksiyona girerek yayilma basamagini engelleyebilirler. Sekonder
veya koruyucu antioksidanlar ise oksidasyon hizini geciktirirler. Bunu da substrati1 ortamdan
uzaklastirmak veya singlet oksijeni bastirmak gibi gesitli yollar ile yapabilirler (Frankel ve
Meyer, 2000). Antioksidan aktivite degerlendirme yontemleri, 6l¢iim mekanizmalar1 dikkate
aliarak spektrofotometrik, elektrokimyasal, kromatografik ve biyosensér metotlar altinda
siniflandirilmaktadir  (Pisoschi  ve  Negulescu, 2011). Reaksiyon tipine gore
siiflandirildiginda ise hidrojen atom transferine ve elektron transferine dayali yontemler
olarak 2’ye ayrilir. Oksijen radikal absorbans kapasitesi (0xygen radical absorbance capacity
- ORAC), toplam peroksil radikali yakalama antioksidan parametresi (total radical-trapping
antioxidant parameter - TRAP), B-karoten soldurma yontemi gibi yontemlerde mekanizma
hidrojen atom transferine dayanirken, bizim de tez arastirmalarimizda kullanmis oldugumuz
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl - DPPH) radikal siipiiriicii etki,
demir-indirgeme antioksidan giicii (ferric-reducing antioxidant power - FRAP), bakir
indirgeme antioksidan giicii (cupric ion-reducing antioxidant capacity - CUPRAC), N,N-
dimetil-p-fenilendiamin (N,N-dimethyl-p-phenylendiamine - DMPD) radikal siipiiriicii
aktivite gibi yontemler kolorimetrik olarak Olgiilen ve elektron atom transferine dayanan
yontemlerdir (Apak ve digerleri, 2013; Badarinath ve digerleri, 2010; Pisoschi ve Negulescu,
2011).

Cildin serbest oksijen radikallerine karsi savunma sistemleri “enzimatik” ve “enzimatik
olmayan” mekanizmalar seklindedir. Enzimatik savunma sistemleri siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz ve glutatyon peroksidazdan olusurken, enzimatik olmayan mekanizmalar
diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar tizerinden gergeklesmektedir. Her iki mekanizma da,
serbest radikalleri siiplirerek ve oksidasyonu yavaglatarak ilerleyen serbest radikallerin
olusumunu engeller. Cilt glinesten gelen UV 1sinlarina maruz kaldiginda antioksidanlarin
miktar1 azalmaya bagslar, antioksidan enzimler inaktif hale gecer ve ciltte lipit peroksidasyon

artarak sonug olarak cilt problemleri meydana gelir. UV radyasyona karsi cildin en 6nemli



savunma sistemleri melanogenez ve DNA onariminin arttirilmasidir. Serbest oksijen
radikalleri, lipit peroksidasyonunu stimiile eder ve TYR enziminin aktivitesinin artmasiyla
epidermiste  hiperpigmentasyona ve melanogeneze neden olur. Epidermiste
hiperpigmentasyonun olusmasi ile giines lekeleri, enflamasyon sonrasi gelisen
melanoderma, solar lentigo gibi dermatolojik rahatsizliklar olusur ve cilt rengi koyulasir.
TYR enzimi L-tirozini, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin’e (L-DOPA) ve L-DOPA’y1 da
dopakinon’a oksitler ki, bu iki reaksiyon da melanin sentez yolagindaki hiz kisitlayici
basamaklardandir. Sonugta UV radyasyonu absorblayan bir cilt pigmenti olan melanin
olusur. Stratum basale tabakasinda bulunan melanositler feomelanin ve 0Omelanin
iiretilmesini saglarlar. Insan cildinde melanin pigmentinin fazla olusmasi ve birikmesi ise
cilt renginin degismesine, cildin kirismasina ve yaslanmasina neden olur. Melanin
biyosentezi UV  maruziyetinden kacinarak, melanositlerin  metabolizmalarini,
proliferasyonlarini ve TYR enzimini inhibe ederek azaltilabilir (Kusumawati ve Indrayanto,
2013; Roy ve digerleri, 2013).

UV ginlarna maruz kalinmasi sonucunda cilt proteinlerinden kolajen, elastin ve
glikozaminoglikanlar yapisal ve fonksiyonel degisime ugrarlar. Dermisin ana bileseni olan
tip-1 kolajenin azalmasi cildin yaslanmasina neden olur. Insan cildinde “nétrofil elastaz” ve
“cilt fibroblast elastaz” olmak tizere 2 tip elastaz enzimi mevcuttur. Her ikisi de kirisiklik
olusumuna neden olan esnek yapilarin bozulmasindan sorumludur. ROT, elastazlarin asiri
tiretimine, kolajenin bozulmasina ve azalmasina, glikozaminoglikanlarin ise birikmesine
neden olur. Bu siiregelen diizensizlikten dermisin hiicrelerarasi matriksinde bulunan kolajen
disinda, HAS-1 (hyaluronan sentaz), HAS-2 ve HAS-3 isimli HAS’larin {irettigi
glikozaminoglikanlardan olan hyaluronan da sorumludur. Hyaluronanin su baglama
kapasitesi ¢ok yiiksek oldugu igin cildin viskoelastik 6zelliklerinin diizenlenmesinde ve
kolajen ile elastin agimin ince ayarinda gérev alir. Ancak yaslanma ile glikozaminoglikan

igeri8i azalir ve kirisiklik olusur (Knott ve digerleri, 2008; Roy ve digerleri, 2013).

Serbest radikallerin olumsuz etkileri ile bas etmek icin cildin, dahili ve harici antioksidanlar
araciligr ile olusturdugu kendi savunma mekanizmast vardir. Dahili antioksidanlar
melaninden kaynaklanirken, harici antioksidanlar oral veya topikal olarak uygulanabilir.
Saglikli ciltte dahili antioksidanlar cildi serbest radikallere kars1 koruyabilir. Ancak yash
ciltte savunma sistemleri bozulmustur ve disaridan oral veya topikal antioksidan destegine

ihtiyac1 vardir. Antioksidanlar radikal elektronunu stabilize etmek i¢in hidrojen atomu
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verebilme kapasitesine sahip olduklar1 i¢in zincir reaksiyonlarin baslamasini veya

ilerlemesini geciktirip en az diizeye indirerek cilt hasarini1 dnlerler.

Glikozaminoglikan

Yash (1smndan korunmus)

Geng

Yash (15tna maruz kalmis)

Resim 2.3. Dogal ve dis faktorlere bagh yaslanma ile ekstraselliiler matriks yapilarinda
gozlenen degisimler (Naylor ve digerleri, 2011)

Antioksidan bilesikler kozmetik formiilasyonlara serbest radikalleri yok edici etkileri
nedeniyle eklenmektedir. Fakat antioksidanlarin ¢ogunun kararli olmamasi, kozmetik
formiilasyonlarda bazi problemlere neden olabilmektedir. Bu nedenle kozmetik
formiilasyonlarda antioksidanlarin ve konsantrasyonlarmin mutlaka optimize edilmesi
gerekmektedir. Antioksidanlar kozmetik iirlinlerin igerisinde kararli kalmali ve icerikteki
diger bilesenler ile etkilesmeksizin oksijen radikallerine karsi koruma saglamalidir.
Gilinimiizde bitkisel kaynakli antioksidanlarin kozmetiklerde kullanimi, bu nedenle sentetik
antioksidanlara gore daha ¢ok tercih edilmektedir. Bitkisel antioksidan etkili ekstrelerin,
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dogal bilesenleri karisim halinde igermesi sinerjik etkiye yol agar ve bu yiizden daha yiiksek
etki, daha diistik toksisite gozlenir.

Harici antioksidanlar ise vitaminler (C, E vitamini vs.), iz elementler (bakir, ¢inko, demir
v.b.) ve bitkisel antioksidanlardir. Selenyum, bakir, ¢inko, manganez ve demir gibi iz
elementler enzimatik antioksidanlar i¢in kofaktor gorevi goriirler. Bitkisel antioksidanlar ise
genellikle terpen ve polifenoller iceren bitki ekstreleridir. Fenolik gruplar, peroksil radikalini
stipiirerek lipit peroksidasyonunu inhibe ettikleri i¢in protein fosforilasyonunu diizenlerler.
Diger yandan flavonoitler ve stilbenler, polifenoliklerin en biiyiik grubunu olustururken
singlet oksijeni siipiiren karotenoitler terpenlerin en biiyiik grubudur (Kusumawati ve
Indrayanto, 2013). Antosiyaninler ve tanenler gibi polifenolik antioksidanlarin tasidiklar
ortaklanmamis elektronlar, aromatik halkalarin rezonansi ile yer degistirdikleri i¢in diger
antioksidanlara gore daha yiliksek stabilite ve daha diisiik reaktivite saglarlar. Ayrica
polifenollerin toksisiteleri yok ettikleri radikallere gore daha disiiktir (Saeidnia ve
Abdollahi, 2013).

2.4. Biyolojik Aktivite Calismalarimizda Kullanilan Enzimler
2.4.1. Elastaz enzimi

Elastazlar 6nemli bir doku proteini olan ve omurgalilarin dokularinda dagilim gosteren,
ozellikle akciger, arterler, cilt ve bag dokuda bol miktarda bulunan elastini pargalayan serin
proteazlar grubundandir. Bu proteazlar arasinda notrofil elastaz (16kosit elastaz), pankreatik
elastaz, makrofaj elastaz ve fibroblast elastaz yer almaktadir. Insan nétrofil elastaz1 30 kDa
agirliginda bir glikoprotein olup, kimotripsin benzeri serin proteaz aktiviteye sahiptir. On
enzim olarak sentezlenir ve aktif hale gelmesi i¢in iki ayr1 amino-terminal islem siirecinden
gecmesi gerekir (Siedle, Hrenn ve Merfort, 2007). Elastaz enzimi elastin disinda kolajen,
fibronektin ve diger hiicrelerarast matriks proteinlerini de parcalayabilmektedir. Matriks
metalloproteinazlar (MMP) gibi normal sartlarda elastaz aktivitesi de, yara olusumundan
sonra doku iyilesmesini saglamak i¢in nétrofiller tarafindan gergeklestirilen fagositoz ile
olusan yabanci proteinlerin pargalanmasi igin gereklidir (Thring, Hili ve Naughton, 2009).
Notrofillerden salinan serin proteazlarin birincil gorevi fagositoz ve mikroorganizmalar1 yok
etmektir. Notrofiller, salgiladiklari insan nétrofil elastaz ve MMP’lar (jelatinaz A ve B) gibi

proteazlar bakteriyel kaynakli olmayan enflamasyon siireci ile de iliskilidir. Elastaz
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aktivitesinin akciger dokusunu sindirme yetenegi vardir ve akcigerdeki nétrofillerin
sayisinin artmasina ya da elastaz igeren graniilleri salgilanmasina neden olan bir uyari ile
aktivite artmaktadir. Fizyolojik sartlarda insan nétrofil elastaz aktivitesi endojen inhibit6r
olan as-antitripsin ile kontrol edilir. Uyarilan nétrofillerden salgilanan serbest radikaller o-
antitripsin aktivitesini azaltabilir. Kontrolsiiz elastaz aktivitesi, amfizeme, yara iyilesmesinin
gecikmesine ve kutandz yaralarin ge¢ kapanmasina da neden olabilmektedir (Atasoy, 2010;
Benedek, Kopp ve Melzig, 2007; Siedle ve digerleri, 2007). Liu ve ark. tarafindan yapilan
bir calismada, noétrofil elastaz, endotelyal hiicreleri hasara ugratarak ve ndtrofilik
infiltrasyonu arttirarak sicanlardaki stres kaynakli gastrik mukozal lezyon olusumuna katki
saglamaktadir. Notrofil aktivasyonunun inhibisyonu, gastrik mukozal hasar olusumunu
onleyebilir (Liu ve digerleri, 1998). Normal fizyolojik sartlarda endojen inhibitorler saglikli
dokuyu hasardan korurken denge bozuldugunda akciger rahatsizliklari, kardiyovaskiiler
hastaliklar, ateroskleroz ve kanser gibi ¢esitli rahatsizliklar ortaya ¢ikabilir (Sahasrabudhe
ve Deodhar, 2010).

Elastin, hiicrelerarasi matrikste bulunan 6nemli bir proteindir ve cilt, akciger, ligamentler ile
arteriyel duvarlar gibi pek ¢ok dokuya elastikiyet veren elastik liflerin ana bilesenidir (Xu
ve digerleri, 2010). Molekiil agirhigi 64-66 kDa olan elastin, diizensiz veya bir sarmal
seklinde olup 830 aminoasit iinitesinden olusmaktadir. Elastin cildin dermis tabakasinda bag

doku hiicreleri (fibroblast) tarafindan iretilir (Ko, Kim, Hyun, Jung ve Lee, 2011).

Biyolojik olarak, yaslanma ile birlikte elastaz aktivitesi artar. UV radyasyona maruziyet ile
olugan fotoyaslanmada da nétrofiller 6nemli rol oynamakta ve MMP’larin ekspresyonu
artmaktadir. Boylece elastin ve kolajen pargalanir, cildin elastikiyeti azalir, kirisiklik ve
catlak olusumu artar. Dolayisiyla elastaz aktivitesinin inhibisyonu cilt yaslanmasina kars1
korumada etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir (Leu ve digerleri, 2006; Masuda ve
digerleri, 2009; Xu ve digerleri, 2010). Sivelestat, klinik asamaya gelmis tek sentetik elastaz
inhibitoriidiir. Yapilan arastirmalarda; flavonoitler, tanenler ve sinnamik asit tiirevleri gibi
fenolikler de insan notroéfil elastaz inhibitorleri olarak tespit edilmistir (Siedle ve digerleri,
2007).
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Sekil 2.1. Sivelestat

Daha Once yapilan c¢alismalarda, Achillea millefolium L., Aesculus hippocastanum L.,
Agrimonia eupatoria L., Alpinia katsumadai Hayata, Arctium lappa L., Areca catechu L.,
Astilbe chinensis (Maxim.) Franch. et. Savat., Callistemon lanceolatus (Sm.) Sweet,
Camellia sinensis (L.) Kuntze, Cinnamomum cassia (L.) J. Presl., Cornus kousa Biirger ex
Mig., Cornus macrophylla Wall., Cucumis sativus L., Curcuma longa L., Distylium
racemosum Siebold & Zucc., Diospyros kaki Thunb., Filipendula ulmaria (L.) Maxim.,
Fucus vesiculosus L., Galium aparine L., Garcinia indica (Thouars) Choisy, Glycine max
(L.) Merr., Morinda citrifolia L., Myristica fragrans Houtt., Potentilla tormentilla Neck.,
Sanguisorba officinalis L. ile Tagetes erecta L. bitkilerinden hareketle hazirlanan ekstrelerin
ve lllicium anisatum L. bitkisinin ugucu yaginmn in vitro elastaz inhibisyonu yaptigi
bildirilmistir (Benedek ve digerleri, 2007; Bos ve digerleri, 1996; J. H. Kim, Byun, Bandi,
Hyun ve Lee, 2009; J. Y. Kim ve digerleri, 2009; S. S. Kim ve digerleri, 2007; Ko ve
digerleri, 2011; K.K. Lee, Cho, Park ve Choi, 2001; K. K. Lee, Kim, Cho ve Choi, 1999; S.
H. Lee, Sancheti, Sancheti ve Seo, 2009; Maity, Nema, Abedy, Sarkar ve Mukherjee, 2011,
Masuda ve digerleri, 2009; Nema, Maity, Sarkar ve Mukherjee, 2011; Piwowarski, Kiss ve
Kozlowska-Wojciechowska, 2011; Sahasrabudhe ve Deodhar, 2010; Sultana ve Lee, 2007;
Thring ve digerleri, 2009; Tsukahara, Moriwaki, Fujimura ve Takema, 2001; R. B. Zhao ve
digerleri, 2009).

2.4.2. Kolajenaz enzimi

Kolajen kemik, dis ve korneanin organik bileseni olmasi yaninda cildin, tendonlarin ve
kikirdagin da ana Ogesidir. Memeli organizmasindaki toplam proteinin yaklasik % 25-
33’iinii kolajen olusturmakta ve bu kolajenin % 80’1 cildin dermis tabakasinda ve kemiklerde
bulunmaktadir. Kolajen yaklasik 300 nm uzunlugunda ve 3 paralel polipeptit zinciri tasiyan
biiyiik bir molekiildiir (Calleja-Agius, Brincat ve Borg, 2013; Harrington, 1996).
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Cildin hiicrelerarasi matriksinde bulunan hemen hemen tiim bilesenleri pargalayabilme
kapasitesine sahip olan MMP’lar ¢inko veya kalsiyum-bagimli endoproteinazlar ailesinde
yer alirlar. MMP’lar; kolajenazlar, jelatinazlar, sitromelizinler, matrilizinler, membran tip-
MMPlar ve diger siiflandirilmayan MMP’lar olmak iizere cesitli alt smiflara ayrilir.
Kolajenazlar siiflandirildiginda ise MMP-1 (kolajenaz-1), MMP-8 (kolajenaz-2) ve MMP-
13 (kolajenaz 3) olmak iizere 3 adet memeli kolajenazi bulunmaktadir (Cawston ve Wilson,
2006; Sim ve digerleri, 2007). Insan cildinin in vivo UV radyasyona akut maruziyeti, cilt
kolajenini par¢alayan MMP-1, MMP-3 (sitromelizin-3) ve MMP-9 (92 kd jelatinaz-B) gibi
bazit MMP’larin sentezini diizenlemektedir (Fisher ve digerleri, 1996; Fisher ve digerleri,
1997; Sim ve digerleri, 2007). MMP’lar yara iyilesmesi, kemigin yenilenmesi, uterus ve
meme dokusunun fonksiyonlari, oviilasyon, embriyogenez, embriyo implantasyonu ve
laktasyon gibi fizyolojik siireclerde yer aldigi gibi ayni zamanda artrit, tiimor hiicresinin
invazyonu ve metastaz gibi patolojik siireglerde de rol oynar. Bu nedenle MMP’lar yeni
antikanser, antiartirit ve antienflamatuvar siirecleri diizenleyen yararli diger farmakolojik
ogelerin arastirlmasinda cazip hedefler arasindadir (Apakkan Aksun, Ozmen ve Bayindur,

2001; S. P. Gupta ve Kumaran, 2003).

Diger yandan, kolajen liflerinin kolajenaz enzimi ile parcalanmasi periodontal
rahatsizliklarin 6nemli goOstergelerinden biridir. Bu nedenle periodontal hastaliklarin
gelisiminde kolajenaz 6nemli bir patojenik faktordiir (Choi ve digerleri, 2012) Yapilan
caligmalar ile periodontal rahatsizliklar ile diseti olugu salgisindaki yiiksek kolajenaz
aktivitesi arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (Makimura ve digerleri, 1993). Ayrica
agir artrit vakalarinda, kikirdak ve kemik yikimi ile eklem normal fonksiyonunu yerine
getirememektedir. Kemik ve kikirdakta bulunan kolajen de, yine kolajenaz enzimi ile
parcalanmaktadir. Kolajenaz inhibitorleri artrit hastalarindaki doku yikimini 6nlemede etkili
olmasa da, kombinasyon ilag tedavileri ile hastalardaki eklem yikiminin onlenebilecegi

saptanmistir (Cawston ve Wilson, 2006).

Cildin dermis tabakasmnin % 97,5’i kolajenden olusurken, geriye kalan % 2,5’lik kisim
elastindir. Kolajen lifleri dermisin esnekliginden sorumludur. Daha 6nce de bahsedildigi
gibi, dis faktorlerle olusan yaslanmaya etki eden birkag¢ faktorden en biiyiik pay sahibi ise
uzun siireli glinese maruziyettir. UV 1sinlari, timin ve pirimidin dimerlerinin olusumu ile
enflamatuvar cevabin baslamasi ve kolajenaz enziminin iiretiminin artmasi ile cilde zarar

vermektedir (Calleja-Agius ve digerleri, 2013). Bulgular, MMP’larin fotoyaslanmis ciltler
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gibi enflamasyonlu ciltlerde de aktif oldugunu ve elastin ile kolajen gibi proteinleri

pargalayarak cilt hasar1 ve kirigiklik olusumuna neden oldugunu gdstermistir (Sin ve Kim,
2005).

Clostridium histolyticum’dan elde edilen kolajenaz enzimi de hiicrelerarasi matriks
proteinlerini pargalar. Bakteriyel kaynakli bu kolajenaz, fizyolojik sartlarda kolajen tiglii
sarmalini, in vitro kosullarda ise substrat olarak kullanilan sentetik peptitleri hidroliz eder
(Thring ve digerleri, 2009).

Onceki calismalar ile Camellia sinensis (L.) Kuntze, Crataegus pinnatifida Bunge,
Diospyros kaki Thunb., Viola yedoensis Makino ve bazi deniz yosunlar1 [Enteromorpha
linza (L.) Ag., Sargassum sagamianum Yendo, Ulva pertusa Kjellman] ekstrelerinin, Aloe
barbadensis Mill. jeli ile baz1 flavonoitlerin ve gay katesinlerinin kolajenaz enzimini in vitro
olarak inhibe ettigi bildirilmistir (An ve digerleri, 2005; Barrantes ve Guinea, 2003; Choi ve
digerleri, 2012; Makimura ve digerleri, 1993; Moon, Kim, Cho ve Kim, 2010; Oshima,
Narukawa, Takeda ve Kiuchi, 2013; Sin ve Kim, 2005; Thring ve digerleri, 2009).

2.4.3. Tirozinaz enzimi

TYR (sin: polifenol oksidaz) enzimi oksidaz ailesinden, multifonksiyonel ve bakir igeren bir
enzimdir. Bu enzim, melanin sentezinde iki farkli reaksiyon olan monofenoliin
hidroksilasyonu ve o-difenol’iin o-kinon’a doniisiimiinii katalizler. Memelilerdeki molekiil
agirhgr yaklasik 60-70 kDa arasindadir. Enzim endoplazmik retikulum iizerinde bulunan
melanozomal ribozomlar tarafindan sentezlenir. Daha sonra glikolize olur ve inaktif formda
melanozomlara tagmir. Ug alandan olusan enzimin merkez alaninda 2 adet bakir-baglanma
bolgesi mevcuttur. Enzimin aktif bolgesinde 6 adet histidin artig1 bir ¢ift bakir iyonuna
baglanir ve bu yap1 molekiiler oksijen ve fenolik yapidaki substrat ile etkilesir (Mahmud
Tareq Hassan Khan, 2007; Y. J. Kim ve Uyama, 2005; Parvez ve digerleri, 2006).

TYR enzimi iizerindeki ilk biyokimyasal arastirmalar 1895 yilinda, kesildikten sonra hava
ile temas edince 6nce kirmizi sonra siyah renge donen Russula nigricans mantari {izerinde
gerceklestirilmistir. Yapilar1 en iyi sekilde karakterize edilen TYR’lar Streptomyces
glausescens, Neurospora crassa ve Agaricus bisporus kaynaklidir. S. castaneoglobisporus,

Bacillus megaterium ve A. bisporus’dan elde edilen mantar TYR’larmin X-15m1
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kristalografisi ile kristal yapilar1 aydinlatilmigtir, fakat insan TYR’1 ile ilgili X-1s1m1 yap1
aydinlatmasi heniiz yapilmamistir (Chang, 2009; Yoshimori ve digerleri, 2014).

Epidermisin bazal tabakasinda bulunan melanositlerde, melanin biyosentezinde TYR, L-
tirozin’in  3,4-dihidroksi-L-fenilalanin’e (L-DOPA) hidroksilasyonu ve L-DOPA’nin
dopakinon’a oksidasyonundan sorumludur. Insanlarda dopakinon, siklizasyon ve oksidatif
polimerizasyon gibi bir seri kompleks reaksiyon ile degisir ve sonunda melanin olusur.
Melaninin gorevi giines 1s1gindan absorblanan UV radyasyondan cildi korumak ve serbest
oksijen radikallerini yok etmektir. Melaninin tipi, miktar1 ve keratinositler etrafinda dagilimi1
cildin gercek tonunu belirler. Fazla miktarda epidermal pigmentasyon olusumu ve melanin
birikimi melazma, yasa bagli lekeler ve aktinik rahatsizliklar gibi ¢esitli dermatolojik
rahatsizliklara neden olur (Mahmud Tareq Hassan Khan, 2007; Y. J. Kim ve Uyama, 2005;
Parvez, Kang, Chung ve Bae, 2007).
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Sekil 2.2. Melanin biyosentez yolagi (Y. J. Kim ve Uyama, 2005; Kobayashi, Vieria, Potterf,
Sakai ve Imokawa, 1995)

Feomelanin

Melanin pigmenti ayn1 zamanda memeli beyninde de bulunur. TYR enzimi insan beyninde
ndromelanin  olusumunda rol oynayarak Parkinson hastaligi ile ortaya ¢ikan
norodejenerasyon ile ilgili olan dopamin norotoksisitesine sebep olabilir. Enzimin santral
sinir sistemindeki varlig1 tartismali olsa da, baz1 ¢alismalar nigral néronlarda TYR geninin

ekspresyonunu, proteinini ve katalitik aktivitesini gostermistir. Ayrica TYR’1n ana substrati
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olan dopamin bakimindan zengin bir bdlge olan substantia nigra’da TYR aktivitesinin daha

yiiksek oldugu bulunmustur (Hasegawa, 2010; Mahmud Tareq Hassan Khan, 2007).

TYR enzimi meyve ve sebzelerin hasadi sonrasinda olusan ve istenmeyen enzimatik
kararmada da rol oynar. Enzim aymi zamanda boceklerde melanogenez, yara iyilesmesi,
parazit enkapsiilasyonu ve skleritizasyonda da gorev alir. Bu nedenle yeni TYR
inhibitorlerinin gelistirilmesi, pigmentasyon problemlerinin 6nlenmesi ve tedavisinde
kullanilacak tibbi ve kozmetik iiriinler i¢in oldugu kadar tarim ve gida alaninda da oldukg¢a

onemlidir (Y. J. Kim ve Uyama, 2005).

TYR enzimini inhibe eden dogal ve sentetik kaynakli maddeler bulunmaktadir. Endiistriyel
bir kimyasal madde olan hidrokinon bunlardan biridir ve fenolik yapidadir. Ancak topikal
steroitler ile kolayca tedavi edilebilen deri irritasyonu veya kontakt dermatit, hidrokinon’un
bilinen yan etkileri arasinda yer almaktadir. Ekzojen okronozis ise daha nadir goriilen ve
hidrokinon uygulanan bolgede mavimsi siyah hiperpigmentasyona neden olan ciddi bir yan
etkidir. Bu rahatsizligin tedavisi zor olmakla birlikte dnlemek daha kolaydir (Kiling ve
Metin, 2011; Parvez ve digerleri, 2006). Fungal bir metabolit olan kojik asit, iizerinde
oldukga fazla calisma yapilmis olan bir diger TYR inhibitoriidiir. Mantar kaynakli TYR’1n
monofenolaz aktivitesinde yarismali, difenolaz aktivitesinde ise karisik inhibisyona yol agar.
TYR’m yavas baglanan diger inhibitorleri ise olduk¢a giiclii bir inhibitor olan tropolon ve
substrat analogu L-mimozin’dir (Cabanes, Garcia-Canovas, Tudela, Lozano ve Garcia-
Carmona, 1987; Espin ve Wichers, 1999). Polifenoller, benzaldehit ve benzoat tiirevleri,
uzun zincirli lipitler ve steroitler diger TYR inhibitorlerinin yer aldigi bazi kimyasal
gruplardir (Chang, 2009). Arbutin, C vitamini, retinol, traneksamik asit ve azelaik asit giiglii
TYR inhibitor etkileri nedeniyle kozmetik endiistrisinin kullanimina sunulmustur (Sekil
2.3.). Fakat retinoik asit (izotretinoin), azelaik asit ve hidrokinon’un cilt beyazlatici ajan
olarak kullanimlar1 yiiksek sitotoksisiteleri ve ciltte olusturduklari yan etkiler nedeniyle
yasaklanmis olup, sadece regete ile kullanilmalarina miisaade edilmektedir (An ve digerleri,

2005).
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Sekil 2.3. TYR enzimini inhibe eden baz1 bilesikler

Bir bagka mantar tiirli olan Agaricus bisporus’tan izole edilen TYR, memeli TYR ile yiiksek
oranda homolog oldugu, melanogenez ¢aligsmalarina uygun oldugu ve ticari olarak kolayca
temin edilebildigi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Chang, 2009). Yapilan arastirmalarda
tespit edilen TYR inhibitérlerinin ¢ogu fenol yapisi tasiyan veya metal baglayan
bilesiklerdir. Fakat giiniimiizde yan etkileri ve diisiik aktiviteleri nedeniyle bunlarin sadece
bir kismi1 kullanilmaktadir. Bu nedenle TYR’1 yan etki gostermeden, etkili bir bigcimde inhibe
edecek bilesik adaylar1 bulmaya yonelik calismalar son derece gereklidir (Si ve digerleri,
2012).

Daha once yapilan g¢aligmalar ile Alhagi camelorum Fisch., Arbutus andrachne L.,
Artocarpus lakoocha Roxb., Astilbe chinensis (Maxim.) Franch. et. Savat., Blechnum
orientale L., Camellia sinensis (L.) Kuntze, Cinnamomum cassia (L.) J. Presl., Citrus
aurantifolia (Cristm.) Swingle, C. aurantium L., C. grandis (L.) Osbeck, C. hassaku hort.
ex Yu. Tanaka, Cudrania cochinchinensis (Lour.) Kudo & Masam., Cuminum cyminum L.,
Cypraea moneta L., Dalea elegans Gillies ex Hook. & Arn., Etlingera elatior (Jack) R. M.
Smith, Glycyrrhiza glabra L., Lavandula angustifolia Mill., L. stoechas L., Lawsonia
inermis L., Lepechinia meyenii (Walp.) Epling, Lithrea molleoides (Vell.) Engl., Maackia
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fauriei (H. Lev.) Takeda, Macaranga pruinosa Miill. Arg., Mangifera indica L., Morinda
citrifolia L., Morus alba L., M. Bombycis Koidz., Phormium tenax J. R. Forst. & G. Forst.,
Portulaca oleracea L., Punica granatum L, Quercus infectoria Oliv., Syzygium aromaticum
(L)) Merr. & L. M. Perry, Terminalia chebula Retz., Thalictrum decipiens B. Boivin. ve
Vaccinium arctostaphylos L. ekstrelerinin TYR enzimini farkli diizeylerde in vitro olarak
inhibe ettikleri bildirilmistir (Adhikari ve digerleri, 2008; Chan ve digerleri, 2008; Chiari,
Joray, Ruiz, Palacios ve Carpinella, 2010; Hsu, Chang, Lu ve Chung, 2007; Issa, Afifi ve
Amro, 2008; Itoh ve digerleri, 2009; Khazaeli, Goldoozian ve Sharififar, 2009; 1. Y. Kim,
Lee, Shim ve Chun, 2013; J. M. Kim, Ko, Jung, Kim ve Lee, 2010; S. S. Kim ve digerleri,
2007; Lai, Lim ve Tan, 2009; S. H. Lee ve digerleri, 2009; Lim, Lim ve Yule, 2009;
Maisuthisakul ve Gordon, 2009; Masuda ve digerleri, 2009; Ngoc ve digerleri, 2009; No ve
digerleri, 1999; Tengamnuay, Pengrungruangwong, Pheansri ve Likhitwitayawuid, 2006; S.
J. Wu, Ng, Tzeng, Ho ve Shyu, 2011; Zheng, Zhu, Fan, Tan ve Wang, 2011).

2.5. Kozmetik Uriinlerde Kullanilan Formiilasyonlar ve Mikroemiilsiyonlar

Glinlimiizde diinya genelindeki tiiketiciler kisisel bakim iirlinlerinden ¢ok ¢aba harcamadan
daha ¢ok fayda saglamayr ve ayni zamanda son teknolojik yenilikleri, innovatif
formiilasyonlarda gérmeyi istemektedir. Bu nedenlerle iireticiler, tedavinin yani sira estetik
tizerine de yogunlasan, multifonksiyonel irtinler gelistirmek igin ¢aba gostermektedir. Yeni
tiriinlerin 6nemli bir kism1 yeni nesil etkin maddeleri igermektedir. Ancak bu, yeni nesil etkin
maddeler ile tek bir kozmetik {iriinde birden fazla etki elde edilmeye ¢aligilmasi, uygun
formiilasyonun secimi, gelistirilmesi ve stabilitenin saglanmasi gibi formiilasyon zorluklar
ortaya ¢ikarmistir. Kozmetoloji, patolojik olmayan cilt tedavisi ile ilgilenen bir disiplinken,

giinlimiizde dermatoloji ile de ilgili hale gelmistir.

Kozmetik iiriinlerde kullanilan tasiyici sistemler, vezikiiler sistemler (lipozomlar, silikon
vezikiiller, ¢ok tabakali tastyici sistemler), emiilsiyonlar (mikroemiilsiyonlar, sivi kristaller,
coklu emiilsiyonlar, nanoemdiilsiyonlar), tanecikli sistemler (mikropartikiiller, poroz
polimerik sistemler, nanopartikiiller), molekiiler tasiyicilar (siklodekstrin kompleksler) ve

kozmetik etkili yamalar olarak siniflandirilabilir (Patravale ve Mandawgade, 2008).

Mikroemiilsiyonlar seffaf goriiniimlii, diisiik viskoziteli, YEM ve YYEM ile yiizeyler aras1

film olusturularak yag ve suyun stabilize edildigi dispersiyonlardir. Sistemin
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olusturulmasinda genellikle polihidroksi bir bilesik, kisa-zincirli veya orta-zincirli alkol gibi

bir maddenin kullanilmas1 gerekmektedir.

Mikroemiilsiyonlar kimyasal yapisina ve bilesenlerin miktarina gére degisen dispersiyon
karakterlerine ve yag/su faz oranlarna gore temelde 2 grupta incelenebilir. Genellikle su
icinde yag (y/s) veya yag iginde su (s/y) sistemleridir. Yag fazinin az oldugu durumlarda
mikroemiilsiyonda y/s damlaciklari, bunun aksine su fazinin az oldugu durumlarda ise s/y
damlaciklar1 goriilmektedir. Su ve yag miktarlarinin nispeten esit oldugu sistemlerde ise
stirekli mikroemtilsiyonlar olugsmaktadir. Mikroemiilsiyonlarda damlacik boyutu 10-140 nm

arasinda degismektedir.

Mikroemiilsiyon terimi, 1940’larin basinda Hoar ve Schulman tarafindan siit kivaminda bir
emiilsiyonun orta-zincirli bir alkol ile titrasyonu sonucu belirgin, tek fazli bir ¢ozelti elde
etmeleri ile ortaya atilmistir. O zamandan beri de yakit, deterjan, kimyasal tarim, gida,

farmasoétik ve kozmetik gibi pek ¢ok alanda kullanilmistir.

Kozmetik {iriinler arasinda yer alan cilt bakim {irtinleri her zaman yogun talep gérmektedir.
Cildin en dis tabakasi olan ve bariyer rolii oynayan stratum corneum, 10-20 um
kalinligindadir ve bu tabakanin olusumundan epidermis (50-100 um) sorumludur. Kolajen
ve elastin lifleri yaninda, su baglanmis hyaliironik asit iceren dermis tabakasi ise cilde
mekanik destek saglar. Yaslanma ile birlikte kolajenin yikimi ve patolojik elastin birikimi
nedeniyle dermal bag dokunun yapist bozulur. Bu nedenle etkili bir yaslanma karsit1 aktivite
icin etkin maddelerin stabilitesi yaninda bu maddelerin dermal absorbsiyonlar1 ve
antioksidan bilesiklerin epidermisten dermise niifuz etmeleri Onkosuldur (Zillich,

Schweiggert-Weisz, Hasenkopf, Eisner ve Kerscher, 2013).

Stratum corneum tabakasinin esnekligi ve koruyucu gorevi nem igerigi ile iligkilidir. Nem
icerigini etkileyen 3 temel faktor bulunmaktadir ve bunlar dermisteki suyun stratum
corneum tabakasina ulasma hizi, suyun buharlasma ile uzaklasma hizi ve stratum
corneum’un su tutma kapasitesidir (Azeem ve digerleri, 2008). Nemlendiriciler, beyazlatici
ve antioksidan ajanlar gibi kozmetik bilesenlerin perkiitan absorbsiyonlar: ciltteki stratum
corneum tabakasmin bariyer fonksiyonu nedeniyle diisiiktiir. Cildin su igerigi %10-20
arasinda degisirken, farmasotik ve kozmetik sektorlerinde kullanilan etken maddelerin

%40’ 1indan fazlasinin suda ¢oziinirliigii olduk¢a zayiftir. Bu bilesenlerin cilt
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gecirgenliklerini arttirmak ve stratum corneum’un bariyer fonksiyonunu agsmak amaciyla
cesitli stratejiler gelistirilmistir. Baz1 aragtirmacilar tarafindan kozmetik bilesenlerin ve
ilaglarin ciltte taginmalarinin basit ¢ozeltiler veya konvansiyonel dozaj formlarina gore daha
iyl oldugunu gosterdikleri yararli formiilasyonlardan bir tanesi de mikroemiilsiyonlardir.
Mikroemiilsiyonlarin cilt gecirgenligini arttirict Ozelliklerini bazi mekanizmalar ile

aciklamak miimkiindiir. Bunlar su sekilde siralanabilir;

e Yiiksek ¢ozme kapasiteleri nedeniyle fazla miktarda etken madde formiilasyonda yer
alabilmektedir.

e Mikroemiilsiyon igindeki etken maddenin termodinamik etkisi nedeniyle transdermal
akista bir artis beklenebilir ki; bu da stratum corneum’a dagilma konusunda olumlu bir
degisim saglayabilir.

e Mikroemiilsiyonlarda bulunan yiizey etkin maddeler stratum corneum’un difiizyonel
bariyer 6zelligini azaltabilirler.

e Mikroemiilsiyonlar etken madde deposu gorevi gorebilirler, bdylece etken madde icteki
fazdan distaki faza ve sonra da cilde salinir.

e Mikroemiilsiyon damlaciklar1 stratum corneum yiizeyinde dagilabilir ve bdylece
iceriklerini cilt yiizeyine salabilirler.

e Mikroemiilsiyonun siirekli fazinda dagilmis olan nano boyuttaki damlaciklar stratum
corneum boyunca rahatlikla ilerleyebilir ve etken maddeyi cilt bariyerinden gegirerek
tastyabilir.

e Eger mikroemiilsiyon igindeki su igerigi yeterliyse, stratum corneum ‘un nemlenmesi ile

etken maddenin perkiitan absorbsiyonu artabilir.

Mikroemiilsiyonlar giizel goriiniimleri, termodinamik stabiliteleri, yiiksek ¢6zme giigleri ve
uygulama kolayliklarinin yani sira kozmetik iirtinlerin daha etkili ve dayanikli olmalarini
saglarlar (Boonme, 2007; Tal-Figiel ve Figiel, 2008). Isik ve 1siya hassas olan dogal
bilesiklerin de mikroemiilsiyon formlarinin sulu ¢ozeltilerine gére daha dayanikli oldugu
tespit edilmistir (Chanchal ve Swarnlata, 2008). Bir ¢alismada da, suda ¢oziiniirliiklerinin az
olmas1 nedeniyle genellikle biyoyararlanimi zayif olan polifenoller, mikroemiilsiyon
formunda uygulandiklarinda stratum corneum tabakasini gecerek epidermis ve dermiste

tespit edilmistir (Zillich ve digerleri, 2013).
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Mikroemiilsiyon ¢alismalarinda, mikroemiilsiyonlarin olustugu alanin saptanmasi igin
iicgen faz diyagramlarindan yararlanilir (S. Q. Cheng ve digerleri, 2007; Tenjarla, 1999).
Ucgen faz diyagramlari, mikroemiilsiyonun olustugu alandaki bilesenlerin % oranini
belirlemek icin kullanilir (X. Zhao ve digerleri, 2006). Mikroemiilsiyon bolgesi, “berrak ve
seffaf formiilasyonlarin saptandigi alan” olarak tanimlanir (Constantinides ve Scalart, 1997).
Uggen faz diyagramlarinin gizilebilmesi ve bunun sonucunda mikroemiilsiyon olusumu igin

gerekli madde oranlarinin belirlenebilmesi i¢in titrasyon yontemi kullanilir (Tenjarla, 1999).

Ulkemiz iiziim (Vitis vinifera L.) iiretiminde diinyada 6. biiyiik iiretici konumundadir ve
2013 yilinda yaklastk 4 milyon ton iretim gergeklesmistir ("Food and Agriculture
Organization of the United Nations Statistics Division," 2015). Uretilen bu iiziimlerin %
52’si sofralik, % 38’1 kurutmalik, % 10°u ise siralik ve saraplik olarak kullanilmaktadir. Yas
meyve agirliginin % 20’sini olugturan iizim ¢ekirdegi ise sarap ve meyve suyu iiretiminde
yan iiriin olarak elde edilir (Tasc1, 2013). Uziim cekirdeginde bulunan polifenoller
antioksidan 6zellikleri nedeniyle son yillarda olduk¢a deger kazanmigtir. Cay tiretimi ise
1924 yilinda Karadeniz Bolgesi’nde Camellia sinensis (L.) Kuntze bitkisinin kiiltiire
alinmasiyla baglamis ve daha sonra bu bolgede hizla yayilmistir. Tiirkiye’de 2013 yilindaki
cay turetimi 210 000 ton civarindadir ve iilkemiz, diinyada 6. biiyiik ¢ay iireticisi
konumundadir ("Caykur- Processing Technology,” 2015; "Food and Agriculture
Organization of the United Nations Statistics Division," 2015). Bitkinin gen¢ siirgiinleri
islenerek beyaz cay, yesil ¢ay, oolong ¢ay1 ve siyah ¢ay liretilmektedir. Yesil ¢ayda bulunan
polifenollerin orani iklim, mevsim veya c¢esidine gore kuru agirhigin % 36’sina kadar
cikmaktadir (Tas¢1i, 2013). Yesil ¢ay ekstresinde bulunan polifenoller ve katesinler
antioksidan 6zellie sahiptir. Uziim ¢ekirdegi ve yesil ¢ay ekstrelerinde bulunan polifenoller
yapilarinda bulunan aktif hidroksil gruplar1 araciligi ile serbest radikallerle etkileserek lipit
peroksidasyonunu Onlerler. Bu etkileri yaninda, tespit edilen diger farmakolojik 6zellikleri
nedeniyle her iki ekstrenin fonksiyonel gida olarak kullanim: da 6nem kazanmustir
(Perumalla ve Hettiarachchy, 2011). Ulkemizde kolaylikla temin edilebildikleri igin
mikroemiilsiyon formiilasyon ¢aligmalarimizda dncelikle, TYR enzim inhibisyonu etkisini
saptadigimiz yesil cay ekstresi ile elastaz ve kolajenaz enzim inhibisyonu etkisini

saptadigimiz liziim c¢ekirdegi ekstresi denenmis ve iki ayr1 formiilasyon hazirlanmstir.
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2.6. Tez Arastrmamzda Biyolojik Aktivitt On Taramas1 icin Secilen Bitkiler
Hakkinda Genel Bilgiler

Tez galismalarimiz kapsaminda arastirilan bitkiler, halk arasinda cilt ile ilgili kullanimlarina
dair kayitlarin bulunmasi, fenolik igeriklerinin yiiksek olmasi, kozmetik triinlerde yer
almalar1 veya iizerinde benzer ¢alismalar olmasi gibi 6zellikleri dikkate alinarak taramaya

dahil edilmislerdir. Taramada kullanilan bitkiler ve secilme nedenleri Cizelge 2.1.’de

verilmistir.

Cizelge 2.1. Biyolojik aktivite taramasinda kullanilan bitkiler ve se¢ilme nedenleri

Bitkilerin Latince ve
Tiirkce isimleri

Secilme nedeni

Aesculus hippocastanum L.

(At kestanesi)

Kozmetik iirtinlerin bilesiminde yer almaktadir ve tiir izerinde
yapilmig benzer ¢alisma bulunmaktadir (Kapoor, Dureja ve
Chadha, 2009; "Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008; Piwowarski ve digerleri, 2011).

Aloe vera (L.) Burm. f.
(Sarisabir)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve tiir izerinde
yapilmig benzer ¢alisma bulunmaktadir (Barrantes ve Guinea,

2003; "Personal Care Products Council - International Buyers'
Guide," 2008).

Arbutus unedo L.
(Koca yemis)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir, farkli tiirii
iizerinde yapilmis benzer ¢aligma bulunmaktadir. italya’da halk
arasinda yara iyilestirmek i¢in kullanildigina dair kayit vardir
(Ballero, Poli, Sacchetti ve Loi, 2001; Issa ve digerleri, 2008;
"Personal Care Products Council - International Buyers' Guide,"
2008).

Calendula arvensis L.
(Nergis)

Farkl1 bir tiirti, kozmetik tirtinlerin bilesiminde yer almaktadir.
Bu tiiriin Pakistan’da halk arasinda yara iyi edici olarak
kullanildigina dair kayit vardir (Abbasi ve digerleri, 2010;
"Personal Care Products Council - International Buyers' Guide,"
2008).

Camellia sinensis (L.)
Kuntze

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde siklikla yer almaktadir ve bu tiir
iizerinde yapilmis benzer ¢alisma bulunmaktadir. Tiir geleneksel
Cin tibbinda cilt bakimi i¢in kullanilmaktadir (B. Li ve digerleri,

(Cay) 2011; "Personal Care Products Council - International Buyers'
Guide," 2008; Thring ve digerleri, 2009).
Kozmetik iirtinlerin bilesiminde yer almaktadir ve tiir izerinde
Cassia L. sp yapilmis benzer ¢alisma bulunmaktadir. Tiirtin geleneksel olarak
(Sinamell<i) ' cilt rahatsizliklarinda kullanildigi belirtilmistir (Ahshawat, Saraf

ve Saraf, 2008; "Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008; Srivastava ve digerleri, 2006).

Cinnamomum cassia (L.) J.

Presl
(Tarcin)

Kozmetik iirtinlerin bilesiminde yer almaktadir ve tiir {izerinde
yapilmis benzer ¢aligma bulunmaktadir. (M. S. A. Khan ve
Ahmad, 2011; "Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008).
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Cizelge 2.1. (devam) Biyolojik aktivite taramasinda kullanilan bitkiler ve se¢ilme nedenleri

Citrus aurantium L. (Turung)

Citrus deliciosa Ten.
(Akdeniz mandalinasi)

Farkli Citrus tiirleri kozmetik tirtinlerin bilesiminde yer

Citrus limon (L.) Osbeck (Limon)

almaktadir ve tlizerlerinde yapilmis benzer ¢alisma

Citrus maxima (Burm.) Merr.

(Cin greyfurdu)

bulunmaktadir. Farkli bir tiirlin cilt tizerinde, Citrus
aurantium tiiriiniin ise Afrika’da cilt beyazlatici olarak

Citrus paradisi Macfad. (Greyfurt)

kullanildigina dair kayit vardir (Arias ve Ramon-Laca,

Citrus reticulata Blanco (Mandalina)

2005; Kamagaju ve digerleri, 2013; "Personal Care
Products Council - International Buyers' Guide," 2008;

Citrus reticulata x Citrus paradisi

Thring ve digerleri, 2009).

Citrus sinensis Osbeck (Portakal)

Citrus japonica Thunb. (Kamkat)

Cotinus coggyria Scop.
(Boyaci sumagi)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir, lilkemizde ve
Rusya’da yara iyi edici olarak kullanildigina dair kayit vardir
(Kiiltiir, 2007; Mamedov, Gardner ve Craker, 2005; "Personal
Care Products Council - International Buyers' Guide," 2008;
Tuzlaci ve Alparslan, 2007).

Crataegus monogyna Jacd.

(Adi alig)

Crataegus szovitsii Pojark.
(Koyun alier)

C. monogyna kozmetik {iriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve
farkl1 bir tiirii izerinde yapilmis benzer ¢alisma bulunmaktadir
(X. X. Huang ve digerleri, 2014; "Personal Care Products
Council - International Buyers' Guide," 2008).

Cupressus sempervirens L.
(Servi)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve bu tiir
tizerinde yapilmis benzer ¢aligma bulunmaktadir (Meunier,
Villie ve Bastide, 1994; "Personal Care Products Council -
International Buyers' Guide," 2008).

Curcuma longa L.
(Zerdecgal)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve tiir tizerinde
yapilmig benzer ¢aligma bulunmaktadir. Asya’da geleneksel
olarak cilt tizerinde kullanildigina dair kayit vardir (K. K. Lee ve
digerleri, 1999; "Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008; Sumiyoshi ve Kimura, 2009).

Eicus carica L.
(Incir)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik igerigi
yiiksektir. Farkli bir tiirli tizerinde yapilmig benzer ¢aligma
bulunmaktadir (Debib, Tir-Touil, Mothana, Meddah ve Sonnet,
2014; S. H. Park ve digerleri, 2012; "Personal Care Products
Council - International Buyers' Guide," 2008).

Garcinia mangostana L.
(Mangostan)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir. Fenolik igerigi
yiiksektir ve Tayland’da geleneksel olarak cilt enfeksiyonlarina
kars1 kullanildigina dair kayit vardir (Mahabusarakam,
Wiriyachitra ve Taylor, 1987; "Personal Care Products Council -
International Buyers' Guide," 2008; Zadernowski, Czaplicki ve
Naczk, 2009).

Hedera helix L.
(Duvar sarmasigi)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir. Tiir {izerinde
yapilmis benzer ¢alisma bulunmaktadir (Facino, Carini, Stefani,
Aldini ve Saibene, 1995).

Laurus nobilis L.
(Defne)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve italya’da halk
arasinda cilt enfeksiyonlarina karsi kullanildigina dair kayit
vardir ("Personal Care Products Council - International Buyers'
Guide," 2008; Pieroni ve digerleri, 2004).

Lamium purpureum L.
(Eflatun cicekli ballibaba)

Fenolik icerigi yiiksek bulunmustur ve farkl bir tiir izerinde
yapilmis benzer ¢alismalar bulunmaktadir (K. I. Alipieva,
Taskova, Evstatieva, Handjieva ve Popov, 2003; Nugroho ve
digerleri, 2009).
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Cizelge 2.1. (devam) Biyolojik aktivite taramasinda kullanilan bitkiler ve se¢ilme nedenleri

Maclura pomifera (Raf.) C.
K. Schneider (Ay1 elmasi)

Kozmetik iirtinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik icerigi
yiiksektir ("Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008; Tsao, Yang ve Young, 2003).

Malus Mill. sp.
(Elma)

Malus tiirleri kozmetik tirtinlerin bilesiminde yer almaktadir ve
tirler tizerinde benzer ¢alismalar bulunmaktadir (Leu ve
digerleri, 2006; "Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008)

Olea europaea L.
(Zeytin)

Kozmetik iirlinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik icerigi
yiiksektir. Tiirlin Sudan’da halk arasinda ve Anadolu halk
tibbinda cilt hastaliklari i¢in kullanildigina dair kayit vardir.
Ayrica tiir lizerinde yapilmig benzer ¢aligmalar vardir (Battinelli
ve digerleri, 2006; Kubo ve Kinst-Hori, 1999; “Personal Care
Products Council - International Buyers' Guide," 2008; Sezik ve
digerleri, 2001).

Origanum onites L.
(Bilyah kekik)

Origanum tiirleri kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir,
farkl1 bir tiir izerinde yapilmis benzer ¢alismalar bulunmaktadir
(Binic ve digerleri, 2013; Chou, Ding, Lin, Liang ve Liang,
2010; "Personal Care Products Council - International Buyers'
Guide," 2008).

Passiflora incarnata L.

(Carkafelek)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir. Farkli bir tiirii
tizerinde yapilmis benzer ¢aligmalar bulunmaktadir (Matsui ve
digerleri, 2010; "Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008).

Persea americana Mill.

(Avokado)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik igerigi
yiiksektir (Kosinska ve digerleri, 2012; "Personal Care Products
Council - International Buyers' Guide," 2008).

Pistacia vera L.
(Antep fistigy)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik igerigi
yiiksektir ("Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008; Tomaino ve digerleri, 2010).

Portulaca oleracea L.
(Semizotu)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir. Tiirlin
Hindistan’da halk arasinda yara ve yanik tedavisinde
kullanildigina dair kayit vardir ve tiir iizerinde yapilmis benzer
caligmalar vardir (Cakilcioglu ve Tiirkoglu, 2010; I. Y. Kim ve
digerleri, 2013; "Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008)

Primula vulgaris Huds.

(Mart cicegi)

Kozmetik iirtinlerin bilesiminde yer almaktadir ("Personal Care
Products Council - International Buyers' Guide," 2008)

Punica granatum L.
(Nar)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik igerigi
yiiksektir. Tiir lizerinde yapilmis benzer ¢aligmalar vardir
(Pacheco-Palencia, Noratto, Hingorani, Talcott ve Mertens-
Talcott, 2008; "Personal Care Products Council - International
Buyers' Guide," 2008; Thring ve digerleri, 2009).

Rosa canina L.
(Kusburnu)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik igerigi
yiiksektir. Tiir tizerinde yapilmis benzer ¢aligmalar vardir ve
Anadolu halk tibbinda yara iyi edici olarak kullanim kayd1 vardir
(Fujii ve Saito, 2009; "Personal Care Products Council -
International Buyers' Guide," 2008; Roman, Stanila ve Stanila,
2013; Sezik ve digerleri, 2001).

Rosmarinus officinalis L.

(Biberiye)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik igerigi
yiiksektir. Tiir tizerinde yapilmig benzer ¢aligmalar vardir
(""Personal Care Products Council - International Buyers' Guide,"
2008; Thring ve digerleri, 2009).
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Cizelge 2.1. (devam) Biyolojik aktivite taramasinda kullanilan bitkiler ve se¢ilme nedenleri

Salix alba L.
(Sogiit)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik icerigi
yiiksektir (Harbourne, Marete, Jacquier ve O'Riordan, 2009;
"Personal Care Products Council - International Buyers' Guide,"
2008).

Salvia fruticosa Mill.
(Ada cayn)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve fenolik icerigi
yiiksektir. Farkli tirlerin Anadolu halk tibbinda ciltteki yara ve
enfeksiyonlara kars1 kullanildigina dair kayit vardir ve yapilmis
benzer ¢aligmalar bulunmaktadir (Honda ve digerleri, 1996;
"Personal Care Products Council - International Buyers' Guide,"
2008; Siintar, Akkol, Senol, Keles ve Orhan, 2011; Senol ve
digerleri, 2010).

Tripleurospermum oreades
(Boiss.) Rech. (Hoshos)

Farkl1 bir tiir kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir ve
Anadolu halk tibbinda cilt enfeksiyonlarina karsi kullanildigina
dair kay1t vardir (Ozgen, Mavi, Terzi, Coskun ve Yildirim, 2004;
"Personal Care Products Council - International Buyers' Guide,"
2008).

Verbascum insulare Boiss.
& Heldr.
(Ada sigirkuyrugu)

Cesitli Verbascum tiirleri kozmetik tiriinlerin bilesiminde yer
almaktadir ve farkl tiirlerin Anadolu halk tibbinda cilt
enfeksiyonlarina karsi kullanildigina dair kayit vardir ("Personal
Care Products Council - International Buyers' Guide," 2008;
Tath, Akdemir, Yesilada ve Kiipeli, 2008).

Veronica thymoides P. H.
Davis (Bozkir mavisi)

Cesitli Veronica tiirleri kozmetik {irlinlerin bilesiminde yer
almaktadir ve farkl: tiirlerin Anadolu halk tibbinda yara iyi edici
olarak kullanildigina dair kayit vardir (Baytop, 1999; “Personal
Care Products Council - International Buyers' Guide," 2008;
Saragoglu, Varel, Harput ve Nagatsu, 2004).

Vitis vinifera L.
(Asma)

Kozmetik iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir fenolik icerigi
yiiksektir. Anadolu halk tibbinda cilt iizerinde kullanildigina dair
kayit vardir (Nassiri-Asl ve Hosseinzadeh, 2009; "Personal Care
Products Council - International Buyers' Guide," 2008; Sezik ve
digerleri, 2001).

On taramamizda bahsi gegen bitkisel ekstrelerin yani sira, kozmetik iiriinlerin bilesiminde

yer alan ve fenolik icerigi yiiksek, hayvansal bir iiriin olan propolis (Miguel ve Antunes,

2011; "Personal Care Products Council - International Buyers' Guide,” 2008) enzim

inhibisyonlar1 ve antioksidan aktiviteleri agisindan incelenmistir. Bitkilerin toplanma veya

temin edilme yerlerine ait ¢izelge “Gere¢” boliimiinde yer almaktadir. Deneysel sonuglara

dayanarak elastaz ve kolajenaz enzimlerini inhibe eden Cotinus coggyria ve TYR enzimini

inhibe ettigi tespit edilen Maclura pomifera bitkileri BAYF islemi igin segilmistir. Bunlarin

disinda taramamiza dahil edilen ve en az iki enzime karsi orta veya yiiksek derecede

inhibisyon saptanan diger bitki tiirlerine ait fitokimyasal ¢aligsmalar, biyolojik aktivite

caligmalar1 ve geleneksel kullanimlar1 hakkindaki bilgiler asagida verilmektedir.



27

Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae)

C. sinensis’in (-)-epikatesin ve gallat tiirevleri gibi flavan-3-ol tiirevi bilesikler, flavonoitler
(kersetin, kemferol, mirisetin, kersetin-3-O-glukozit, kersetin-3-O-galaktozit, kersetin-3-O-
rutinozit, kemferol-3-O-rutinozit), gallik asit, gallik, kumarik ve kafeik asit kinik esterleri,
pirin alkaloitleri (teobromin, teofilin, kafein), proantosiyanidinler (prosiyanidin dimer ve
trimerleri), aminoasitler (yiikksek oranda teanin), yag asitleri ile ugucu yag tasidigi
bildirilmistir (Friedman ve digerleri, 2005; Friedman, Levin, Choi, Lee ve Kozukue, 2009;
V. S. Y. Lee ve digerleri, 2008; Lin, Chen ve Harnly, 2008; L. Wang ve digerleri, 2010; C.
Y. Wu, Xu, Heritier ve Andlauer, 2012). Bu bilesikler disinda, bitkinin fermente edilmis
orneklerinde flavon-3-ol yapisindaki bilesiklerin kompleks kondensasyon iiriinleri olan
teaflavinler (teaflavin, teaflavin-3-gallat, teaflavin-3’-gallat, teaflavin-3,3'-gallat, teaflavat A
ve B) ve teaflavinlerin polimerleri olan tearubiginler bulunmaktadir (Del Rio ve digerleri,
2004; Lin ve digerleri, 2008).

Geleneksel Cin tibbinda yesil ¢ay bas ve boyun agrisina karsi ve sindirim sistemi ile immiin
sistemi desteklemesi icin &nerilmektedir (Ercisli, Orhan, Ozdemir, Sengiil ve Giingér, 2008).
Geleneksel olarak ¢ay, kan akigini arttirmak, toksinleri uzaklastirmak ve hastaliklara karsi
direng saglamak amaciyla tiiketilmistir (Balentine, Wiseman ve Bouwens, 1997; Dufresne
ve Farnworth, 2001). Cin’de yapraklarin yani sira ¢igekler de cilt bakiminda, koku
gidermede, Oksiirik kesmek ve balgam soktirmek amaciyla kullanilmistir (B. Li ve
digerleri, 2011). Yapilan ¢alismalar ¢cayin dis ¢iiriiklerine, koroner ve vaskiiler rahatsizliklara
kars1 koruma sagladigin1 gostermistir. Cay tliketimi ile kardiyovaskiiler hastalik riskinde
azalma birbiriyle iliskilendirildigi gibi kafein ve farkli ¢aylarin tiiketimi obezite tedavisinde
kilo kaybr i¢in bir strateji olarak kullanilmaktadir (Serpen ve digerleri, 2012; M. Xie, von
Bohlen, Klockenkamper, X ve Gunther, 1998). Cay ve ¢ay iirlinlerinin ¢esitli kanserler ile
ilgili hayvan modellerinde timér olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (N. Khan ve
Mukhtar, 2007). Cay ¢igek ekstresi kullanilarak yapilan farmakolojik c¢alismalarda,
antioksidan, insan gogiis kanseri hiicreleri lizerinde apoptotik, anti-proliferatif ve serum

trigliserit yiikselmesini inhibe edici etki tespit edilmistir (B. Li ve digerleri, 2011).
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Crataeqgus monogyna L. (Rosaceae)

Yapilan ¢alismalarda C. monogyna’nin farkli kisimlarinda flavonoitler (rutin, hiperozit,
izokersitin, viteksin, viteksin-2''-O-ramnozit, asetilviteksin-2"'-O-ramnozit, viteksin-4''-O-
glikozit), oligomerik prosiyanidinler (epikatesin ve Kkatesin tiirevleri), fenolik asitler
(klorojenik ve kafeik asit) ve triterpen asitler (oleanolik, ursolik ve betulinik asit)
bulunmustur (Caligiani ve digerleri, 2013; McCune, 2013; Tadic ve digerleri, 2008). Ayrica
ciceklerde 5-O-kafeoilkinik asit, trans-4-O-p-kumaroilkinik asit, prosiyanidin trimer,
kersetin-3-O-rutinozit, kersetin-3-O-glikozit, 2''-O-ramnoz-C-asetilheksozit apigenin,
izoramnetin asetilheksozit, tokoferoller, askorbik asit, n-6/n-3 yag asitleri (Banos, Duenas,
Carvalho, Ferreira ve Santos-Buelga, 2012), meyvelerde antosiyaninler (siyanidin-3-O-
glikozit, siyanidin-3-O-pentozit), olgunlasmis meyvelerde karbonhidrat, seker, doymus yag
asitleri, olgunlasmamis meyvelerde de ¢oklu doymamis yag asitleri tespit edilmistir

(Rodrigues ve digerleri, 2012).

Bitkinin Avrupa’da kalp hastaliklari, ateroskleroz, artrit, hipertansiyon ve solunum sistemi
hastaliklarina kars1 kullanimi1 mevcuttur (Banos ve digerleri, 2012). Ayrica Portekiz’de sinir
sistemi rahatsizliklarinda (migren, konfiizyon, hafiza kaybi), obezite, seliilit ve menapoz
tedavisinde de kullanildig1 kayithdir (Barreira, Rodrigues, Carvalho ve Ferreira, 2013;
Neves, Matos, Moutinho, Queiroz ve Gomes, 2009). Meyvelerinin bogaz agrisina, meyve
suyundan hazirlanan topikal iriiniin ciltte agri ve tutulmalara karsi, gigeklerin ise cilt
yumusatici olarak kullanildigi gesitli ¢alismalarda belirtilmistir (Barreira ve digerleri, 2013;
Pieroni ve digerleri, 2004). Geleneksel Cin tibbinda da sindirim stimulani, kan akisin
diizenleyici olarak, diyare, karin agrisi, hipertansiyon ve hiperlipidemiye kars: (Tadic ve
digerleri, 2008), lilkemizde de halk arasinda yilan sokmalarina karsi kullanimi kayithdir

(Kiltiir, 2007).

Curcuma longa L. (Zingiberaceae)

C. longa fenolik bilesikler ve fenilpropan tiirevleri (kalebin A, vanilik asit, vanilin), c¢esitli
terpenoitler, diarilheptanoit, diarilpentanoit, steroller ve alkaloit igermektedir. Cigek ve
yaprak ugucu yaginda monoterpenler (p-simen, p-fellandren, terpinolen, p-simen-8-ol,
sineol ve mirsen) ve seskiterpenler (a-turmeron, S-turmeron, turmeronol A ve turmeronol B)

tespit edilmistir (S. C. Gupta ve digerleri, 2013). Rizomlarin ugucu yag ise a-fellandren,
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sabinen, sineol, borneol, zingiberen ve seskiterpen igerir. Rizomlar1 ayrica kurkumin basta
olmak tizere kurkuminoitler bakimindan zengindir (Hegde, Haniadka, Alva, Periera Colaco
ve Baliga, 2013).

Bitkinin glines maruziyetine bagli cilt yaslanmasimin tedavisinde, cildin sikiligini ve
elastikiyetini arttirmada kullanildigi, ayrica cilt yaralanmalarina karsi etkili oldugunu
belirten ¢alismalar bulunmaktadir (Sumiyoshi ve Kimura, 2009; Zaman ve Akhtar, 2013).
Geleneksel olarak yara iyi edici, enflamasyon ve mide asidine karsi kullanimi olmakla
birlikte, yapilan ¢alismalar ile antiaterosklerotik, antidiyabetik, antimutajenik, antikanser ve
antioksidan etkileri oldugu da gosterilmistir (M. T. Huang ve digerleri, 1994; Y. Kim ve
digerleri, 2014; Nishiyama ve digerleri, 2005). Son ¢alismalar, kurkumin’in de birg¢ok
farmakolojik aktiviteye sahip olduguna isaret etmistir. Kurkumin’in kardiyoprotektif,
noroprotektif (Alzheimer hastaligi), antidiyabetik (tip Il diyabet), antiaterosklerotik ve yara
iyi edici etkilerinin olmasi yaninda, romatoit artrit, akciger toksisitesi, fibrosiz ve multipl
skleroza karsi etkili oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda karaciger hasarina kars1 koruyucu
ve katarakt olusumunu 6nleyici etkileri de mevcuttur (Asai ve Miyazawa, 2001; Naksuriya,
Okonogi, Schiffelers ve Hennink, 2014; Nguyen, Ghosh, Hwang, Tran ve Park, 2013).

Garcinia mangostana L. (Clusiaceae)

Asya ve Afrika’da yetisen tropikal bir agag tiiri olan G. mangostana’da tespit edilen ana
sekonder metabolitler & ve -mangostin, f-mangostin, 1-izomangostin, 3-izomangostin, 9-
hidroksikalabaksanton, 8-deoksigartanin, demetilkalabaksanton, garsinon B, garsinon D,
garsinon E, gartanin, mangostanol, mangostanin, mangostinon gibi ksanton tiirevleridir ve
cogunlukla meyve kabugunda, dalda, aga¢ ortasindaki sert kisimda ve tohumlarda
bulunmaktadir. Benzofenonlar (garsimangoson D, maklurin ve kolanon), flavonoitler,
antosiyaninler (krisantemin, siyanidin-3-O-glikozit ve siyanidin-3-O-soforozit) ile kondanse
tanenler bitkide tespit edilen diger kimyasal madde gruplaridir (Obolskiy, Pischel,
Siriwatanametanon ve Heinrich, 2009; Zadernowski ve digerleri, 2009).

Bitkinin meyve kabugu Giineydogu Asya’da cilt enfeksiyonlarinda, yaralarda ve amipli
dizanteriye kars1 kullanilir. Ayurvedik tipta ise yine meyve kabugu, enflamasyon, diyare,
kolera ve dizanteriye kars1 kullanilir (Pedraza-Chaverri, Cardenas-Rodriguez, Orozco-Ibarra

ve Perez-Rojas, 2008). Yapraklar ve govde kabugunun, antienflamatuvar etkisi nedeniyle
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egzema tedavisinde, hiperkeratoziste ve psoriasiz gibi diger cilt hastaliklarinda kullanimi

bildirilmistir (Obolskiy ve digerleri, 2009).

Lamium purpureum L. (Lamiaceae)

Lamium L. {izerinde yapilan ¢alismalarda iridoitler (lameriozit, lamalbit, sesamozit, lamiit,
6-4-OH ipolamiit, ipolamiit, lamiol, 5-deoksiamiol, sansizit metil ester, karyoptozit,
eriyobiyozit, penstemozit, dehiropenstemozit, lamiozit ve barlerin), flavonoitler (kersetin,
kersetin-3-O-glukozit, rutin, izokersitrin, kemferol-3-O-glukozit ve tilirozit), fenolik
bilesikler (protokatesik, klorojenik, vanilik ve kafeik asit), fenilpropanoitler (lamalbozit,
akteozit ve izoakteozit), polisakkaritler, triterpen saponinler, tanenler ve fitoekdisteroitler
(arbutasteron, inokosteron, polipodin B ve pterosteron) tespit edilen sekonder metabolit
gruplaridir (K. Alipieva, Kokubun, Taskova, Evstatieva ve Handjieva, 2007; K. I. Alipieva
ve digerleri, 2003; Pereira, Domingues, Silva ve Cardoso, 2012; Savchenko, Blackford,
Sarker ve Dinan, 2001; Yal¢in, Kaya, Calis, Ers6z ve Palaska, 2008). Ucucu yag iizerinde
yapilan analizlerde de germakren D (% 35,4), a-pinen (% 13,4), p-pinen (% 26,8) ve
seskiterpen hidrokarbonlar (% 47,1) ile az miktarda terpen alkoller (linalool ve 4-terpineol)

tamimlanmustir (Flamini, Cioni ve Morelli, 2005).

L. album, L. maculatum ve L. purpureum tiirlerinin antispazmodik, antienflamatuvar,
antioksidan ve antiproliferatif 6zellikleri vardir ve halk tibbinda travma, kirik, felg,
hipertansiyon tedavilerinin yani sira vajinal akinti, menoraji, rahimde kanama, vajinal ve
servikal enflamasyon gibi rahatsizliklarda kullanim1 kayitlidir (Akkol ve digerleri, 2008;
Matkowski ve Piotrowska, 2006; Paduch, Wojciak-Kosior ve Matysik, 2007; Shuya,
Xingguo ve Zhide, 2003; Trouillas ve digerleri, 2003). Anadolu halk tibbinda da tonik,
romatizmada agr1 kesici olarak ve konstipasyon tedavisinde kullanim: mevcuttur (Akkol ve
digerleri, 2008; Baytop, 1999).

Pistacia vera L. (Anacardiaceae)

Ulkemizde de yetisen P. vera’nin meyvesinin dis kabugunda antosiyaninler (siyanidin-3-O-
galaktozit ve siyanidin-3-O-glikozit), flavonoit tiirevleri (katesin, epikatesin, Kersetin,
naringenin, luteolin ve kemferol) ve gallik asit bulunmaktadir (Martorana ve digerleri,

2013). Dis kabuk, taze ve kuru yapraklar, govde iizerinde yapilan calisma da yag asiti
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bakimindan zengin oldugu, 6zellikle taze yapraklarin 6nemli oranda linolenik asit (% 30,4
+ 3,28) tasidig tespit edilmistir (Aslan ve Orhan, 2006). Kabuklarin ham protein miktar1 %
7,27 - % 14,99 arasinda degisirken, kondanse tanen oraninin % 2,03 - % 2,63 arasinda
degistigi saptanmistir (Boga, Giiven, Atalay ve Kaya, 2013). Fistik kisminda yapilan
analizlerde de doymamis yag asitleri (tekli ve ¢oklu doymamis yag asitleri), protein, diyet
lif, magnezyum, potasyum, K vitamini, fitosteroller, lutein, y-tokoferol ve polifenol tiirevleri
tespit edilmistir (Dreher, 2012).

Yine fistiklari kan lipit profilini diizenleyici, oksidatif ve enflamatuvar stresi azaltici, damar
sagligint destekleyici, glisemik kontrol ve kilo kontrolii saglayict etkileri vardir (Dreher,
2012). Yapilan ¢alismalar ile bitkinin farkli kisimlarindan hazirlanan lipofilik ekstrelerde
antifungal, antiviral ve antiprotozoal etki tespit edilmistir (1. Orhan, Aslan, Sener, Kaiser ve

Tasdemir, 2006; Ozcelik, Aslan, Orhan ve Karaoglu, 2005)

Punica granatum L. (Punicaceae)

Bitkinin farkli kisimlari iizerinde yapilan ¢alismalar ile alkaloitler (pelletierin, izopelletierin
ve psodopelletierin), flavonoitler, polifenolik bilesikler (delfinidin, siyanidin ve
pelargonidin) ile hidrolize olabilen tanenler (punikalin, pedunkulagin, punikalagin, gallik ve
elajik asitin glikoz esterleri) tespit edilmistir (Bagri, Ali, Aeri, Bhowmik ve Sultana, 2009;
Mohammad ve Kashani, 2012). Cigekler, 6zellikle polifenoller (gallik asit, elajik asit, etil
brevifolin-karboksilat) bakimindan zengindir. Ayrica triterpenler (oleanolik, ursolik,
maslinik ve asiyatik asit), sterol yapisinda daukosterol ve flavonoit olarak punikaflavon
izole edilmistir (T. H. W. Huang ve digerleri, 2005a, 2005b; R. F. Wang ve digerleri, 2006;
Zhang, Fu ve Zhang, 2011).

Bitkinin ¢igekleri geleneksel olarak antidiyabetik ve astrenjan 6zellikleri i¢in kullanilmistir
(Jafri, Aslam, Javed ve Singh, 2000; Y. Li, Qi, Huang, Yamahara ve Roufogalis, 2008). Yine
cicekleri o6zellikle cocuklarda olusan kronik diyarenin tedavisinde ve Cin tibbinda geng
erkeklerdeki sa¢ beyazlamasina karsit kullanilmistir. Cigeklerden hazirlanan dekoksiyon
gargara seklinde ag1z ve bogaz enflamasyonu i¢in kullanilir. Cigek tomurcuklari toz edilerek
bronsit, diyare ve ¢ocuklardaki dizanteriyi onlemek icin verilir (Bagri ve digerleri, 2009;
Zhang ve digerleri, 2011). Olgunlasmis meyvesi tonik, astrenjan, laksatif ve diiiretik
ozellikte olup, bronsit, kulak agrisi ve gogiis hastaliklarinda da kullanilmistir. Agag¢ kabugu
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ve meyve kabugu ise dizanteri, diyare ve bronsit tedavisinde, ayrica antihelmintik amagla

oral yolla kullanilmistir (Bagri ve digerleri, 2009).

Vitis vinifera L. (Vitaceae)

Uziim ¢ekirdekleri yaklasik % 4-5 oraninda flavonoit (kemferol-3-O-glikozitler, kersetin-3-
O-glikozitler, kersetin ve mirisetin) ve % 60-70 oraninda polifenol [flavan-3-ol tiirevleri,
(+)-katesin, (—)-epikatesin, (—)-epikatesin-3-O-gallat, prosiyanidin dimerleri (B1-B5),
prosiyanidin C1, prosiyanidin B5-3"-gallat, gallik asit esterleri] icermektedir (Escribano-
Bailon, Gutierrez-Fernandez, Rivas-Gonzalo ve Santos-Buelga, 1992; Nassiri-Asl ve
Hosseinzadeh, 2009; J. Zhao, Wang, Chen ve Agarwal, 1999). Antosiyaninler (siyanidin,
delfinidin, peonidin, petunidin ve malvidin 3-glikozitler, 3-asetilglikozitler, 3-
kumaroilglikozitler, 3-kafeoilglikozitler, 3,5-diglikozitler, 3-asetil-5-diglikozitler, 3-
kumaroil-5-diglikozitler ve 3-kafeoil-5-diglikozitler) ile stilben tiirevleri (trans-resveratrol)
V. vinifera’da bulunan diger kimyasal madde gruplaridir (Iriti ve Faoro, 2006; Nassiri-Asl
ve Hosseinzadeh, 2009; H. B. Wang, Race ve Shrikhande, 2003).

V. vinifera yapraklarinin astrenjan ve hemostatik o6zellikleri vardir ve Anadolu’da halk
arasinda diyare, hemoraji, hemoroit, agri, hepatit ve enflamatuvar rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilmistir (Baytop, 1999; Deliorman Orhan, Orhan, Ozgelik ve Ergun,
2009). Yapilan c¢alismalar Ozellikle ¢ekirdeklerde yogunlasmig, antioksidan,
kardiyoprotektif, hepatoprotektif, antikarsinojenik, antimikrobiyal, antiviral, yara iyi edici,
antidiyabetik etkilerinin yaninda merkezi sinir sistemi {izerine -etKilerinin oldugu
belirlenmistir (Ahn, Grun ve Mustapha, 2004; Bomser, Singletary, Wallig ve Smith, 1999;
Caillet, Salmieri ve Lacroix, 2006; M. Cheng ve digerleri, 2007; Cui, Cordis, Tosaki, Maulik
ve Das, 2002; Feng, Liu, Fratkins ve LeBlanc, 2005; Jayaprakasha, Selvi ve Sakariah, 2003;
Khanna ve digerleri, 2002; Nassiri-Asl ve Hosseinzadeh, 2009; Ray, Kumar ve Bagchi,
1999; J. Zhao ve digerleri, 1999). Uziim ¢ekirdegi proantosiyanidinlerinin farelerde oral
yolla veya topikal uygulandiginda kimyasal kaynakli veya fotokarsinojeneze karsi koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir (Cronin ve Draelos, 2010; Wright, Spencer ve Flowers, 2006).
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Propolis

On taramamizda kullanilan tek hayvansal kaynakl iiriin olan propolis iizerinde de fazla
sayida arastirma bulunmaktadir. Propolis, Apis mellifera tirii armin, kovanimi dis
etkenlerden korumak ve iy1 durumda tutmak i¢in agaclardan topladigi re¢cinemsi karigimlara
verilen isimdir (Greenaway, Scaysbrook ve Whatley, 1990). Rengi toplandigi bolgeye gore
sari-yesilden koyu kahverengiye kadar degisebilir (Lotfy, 2006). Propolisin kimyasal
bilesimi elde edildigi bitkinin kaynagina, bolgesine ve mevsime gore degismekle birlikte
genellikle regine (% 50), mum (% 30), ugucu yag (% 10), polen (% 5) ve diger organik
bilesiklerden (% 5) olusur (Miguel ve Antunes, 2011). Yapilan bir ¢alismada, propolis
ekstresinde flavonoitler (pinokembrin, asasetin, krizin, rutin, katesin, naringenin, galangin,
luteolin, kemferol, apigenin, mirisetin ve kersetin), fenolik asitler, (sinnamik ve kafeik asit)
ve bir stilben tiirevi (resveratrol) tespit edilmistir (Lotfy, 2006; Volpi, 2004). Bu madde
gruplar1 diginda fS-amilaz, polifenolik bilesikler, flavonlar, flavononlar, fenolik asit ve
esterleri ile yag asitlerinin de varlig1 bildirilmistir (Bankova, Popov ve Marekov, 1982, 1983;
Kaczmarek ve Debowski, 1983; Lotfy, 2006).

Antik Misir’da dahi kullanildig: bildirilen propolisin antienflamatuvar, hipotansif, immiin
sistem stimiilani, bakteriyostatik ve bakterisit etki gibi ¢esitli farmakolojik etkileri vardir
(Lotfy, 2006). Yapilan ¢aligsmalar ile de antimikrobiyal, antioksidatif, antiiilser, antitiimoral,
karaciger, beyin ve kalp koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir (Boyanova ve digerleri,
2003; El-Khatib, Agha, Mahran ve Khayyal, 2002; Fuliang ve digerleri, 2005; ilhan ve
digerleri, 2004; Kimoto ve digerleri, 2001; Lotfy, 2006; E. H. Park ve Kahng, 1999; Ugur
ve Arslan, 2004). Antibakteriyel ve antienflamatuvar 6zellikleri nedeniyle oksiiriik suruplari
ve pastiller gibi farmasétik formlarin yani sira sampuanlar, yumusaticilar, rujlar, dudak
balsamlari, losyonlar, dis macunlar ile diger bazi kozmetik preparatlarin bilesimine de

girmektedir (Davies ve Johnston, 2011).

2.7. BAYF’da Kullamilan Bitki Tiirlerine Ait Botanik Bilgiler

2.7.1. Anacardiaceae

Cotinus coggyria Scop., Anacardiaceae familyasina mensup olup familya tiyeleri genellikle

kabuklarinda regine tasiyan galilar veya agaglardir. Yapraklar alternan dizilisli, basit, trifoliat
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veya pennat, stipulasiz veya belirsiz stipulalidir. Cigekler aktinomorf, genellikle tek eseyli
nadiren hermafrodittir. Sepaller 3-5 adettir ve genellikle tabanda birlesmistir, nadiren yoktur.
Petaller 3-5 adet ve serbesttir veya yoktur. Stamenler 5 veya 10 adettir ve bir tabla tizerine
baglanmistir. Ovaryum iist durumlu ve tek lokulusludur, olgunlasmama sonucu 3 lokulus
bire inmistir. Oviiller 1 (-3) adet ve genellikle bazaldir. Stilus 1-3 adettir, meyve tek tohumlu
drupadir ve genellikle meyillidir, olduk¢a kurudur. Familyada 6zellikle tropik, subtropik ve
1liman bélgelerde yetisen, 82 cinse bagl1 700 tiir bulunmaktadir. Ulkemizde ise familya iiyesi
3 cinse bagh 8 tiir yetismektedir. (Cotinus coggyria Scop., Rhus coriaria L., Pistacia
lentiscus L., P. atlantica Desf., P. eurycarpa Yalt., P. vera L., P. khinjuk Stocks, P.
terebinthus L.) (Davis, 1967; Mati¢, Stani¢, Mihailovi¢ ve Bogojevi¢, in press; Min ve
Barfod, 2008).

Ulkemizde yetisen cinslere ait tayin anahtari su sekildedir;

1. Bazi pediseller abortif ¢icekler tasir, meyveye gegtiginde uzar ve plumoz tiiylii olur;
yapraklar basittir 1. Cotinus
1. Tim pediseller verimli ¢icekler tasir, meyveye gectiginde uzamaz ve plumoz tiiyli

degildir; yapraklar pennat veya trifoliat, nadiren basittir

2. Petaller vardir; yaprakeiklar dislidir 2. Rhus
2. Petaller yoktur; yaprakgiklar pargali degildir 3. Pistacia

Cotinus Mill.

Alem : Plantae

Bolim : Magnoliophyta

Sif : Magnoliopsida

Altsimif : Rosidae

Takim : Sapindales

Familya : Anacardiaceae

Cins : Cotinus Mill. (Babag, 2004; Bakis, Babag ve Uslu, 2011)

Yapraklar: alternan dizilisli, basit ve belirli donemlerde dokiilen ¢alilardir. Cigek durumu
rasemoz-panikuladir. Cigekler hermafrodittir ve 5 iiyelidir. Stilus 3 adettir. Pedisellerin cogu

abortif ¢igekler tasir, meyvede uzamistir ve plumoz-villoz tipte ¢ok hiicreli tiiyler tasir.
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Meyve kuru, tek tohumlu ve drupadir. Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da yetisen 5 tiirii
bulunmakla birlikte, iilkemizde tek tiirli yetismektedir (Davis, 1967; Min ve Barfod, 2008).

C. coggyria Scop. (sin: Rhus cotinus L.) iilkemizde “boyaci sumagi, pamuklu sumak, sar1
boya, sar1 can, sar1 yaprak, tetre, tetra, tetere, duman agac1” isimleri ile bilinmektedir. Boyu
5 m’ye ulasabilmektedir. Yapraklar petiolat, 3-8 c¢cm, obovattan genis eliptik-orbikulara
kadar degisebilmektedir. Sepaller 1,5 mm, petaller beyazimsi yesil renkte 1-2 mm’dir. Drupa
tipi meyve meyilli obovattir, burusuk ve 4-5 x 3-4 mm’dir. Giiney Avrupa ve Anadolu’da
yaygindir. Bu tiiriin kokleri “sar1 kok veya sar1 odun’ adi altinda ipligi, deriyi ve kumasi sar1

renge boyamak icin kullanilmistir. Yapraklar ise antiseptik, kabiz, kan kesici ve ates

diistirticii etkilerinden otiirii dahilen % 5°lik inflizyonu halinde kullanilmistir (Baytop, 1999,
2007; Davis, 1967, Kiiltiir ve Bitig, 2007).

T

—

Sekil 2.4. C. coggyria’nin Tiirkiye’deki yayilis1 (Adana, Istanbul, Kars, Zonguldak, Artvin,
Erzincan, Kahramanmaras, Mugla, Samsun, Sanlurfa) ("Tiirkiye bitkileri veri
servisi (TUBIVES)," 2015)
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Resim 2.4. C. coggyria’nin genel goriiniisii (Haziran-2013, Ankara) (Resim: F. Sezer Senol)

Resim 2.5. C. coggyria’nin genel goriiniisti (Temmuz-2014, Ankara) (Resim: F. Sezer
Senol)

2.7.2. Moraceae

Maclura pomifera (Rafin.) Schneider, Moraceae familyasina mensup olup, familya iiyeleri

lateks tasiyan agac veya cali tipinde bitkilerdir. Yapraklar: basit, alternan dizilisli, digli veya
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loblu, stipulalar1 genellikle diisiictidiir. Cigekler tek eseyli, genellikle bas seklinde veya sise
seklindeki etli reseptakulum ¢ukuruna yerlesmis bigime indirgenmis, monoik veya dioik,
apetaldir. Periant loblar1 4 adet, daha az veya hi¢ yoktur. Erkek ¢i¢eklerde stamenler 1-4 adet
arasinda, genellikle sepalsiz, filamentler tomurcukta sert veya diizdiir. Disi cigeklerde
ovaryum sinkarptir, iist durumludan alt durumluya degisir, 2’ser karpel ve 2 stilusa sahiptir,
karpelin bir tanesi genellikle diisiictidiir, oviil tektir ve uctan sarkmustir. Etli sinkarplar siktir,
meyve kiiciik akenler, nukslar veya drupalar halindedir. Iliman bolgelerde daha az yayilis
olmakla birlikte genellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde yetisen 37-43 cinse bagli,
1100-1400 tiir mevcuttur. Ulkemizde yetisen 2 cinse bagli 4 tiir (Morus alba L., M. nigra L.,
M. rubra L., Ficus carica L.) bulunmaktadir. Maclura pomifera (Rafin.) Schneider ve
Broussonetia papyrifera L. ise genellikle ¢it ¢evrelerine ve bahgelere dekoratif amagla
dikilmektedir (Davis, 1982; Zhekun ve Gilbert, 2003).

Ulkemizde yetisen cinslere ait tayin anahtari su sekildedir;

1. Cigekler kisa, sik spikalar halinde; sinkarp elips seklinde, morumsu, pembemsi veya beyaz
etli drupalar meydana getirir. 1. Morus
1. Cigekler etli reseptakulum ¢ukurunu c¢evrelemis; sinkarp kiiremsi veya armut seklinde,

kahverengimsi, mor, yesilimsi veya sarimsi 2. Ficus

Maclura Nutt.

Alem : Plantae

Bolim : Magnoliophyta

Sif : Magnoliopsida

Altsimf : Hamamelididae

Takim : Urticales

Familya : Moraceae

Cins : Maclura Nutt. ("Maclura pomifera (Raf.) C.K. Schneid., Osage-

orange," 2015)

Maclura Nutt. cinsi tiyeleri agaglar, kii¢iik agaglar, ¢alilar, tirmanict ¢alilar veya odunsu
sarmagiklar, yaprak dokmeyen veya belirli donemlerde doken, lateksli, dioik bitkilerdir.
Dikenler genellikle olgunlasma doneminde ortaya cikar, aksiller, diiz veya kivrilmigtir.

Stipulalar serbesttir. Yapraklar spiral seklinde veya iki sira halinde dizilmistir, ince uzun ve
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kenarlar1 tam, damarlanma pennattir. Cigek durumu aksiller, kiire, spika veya rasemustur.
Involukral brakteler yoktur, fakat ¢igek durumunun dibinde pek ¢ok brakte mevcuttur. Disi
cicek durumlan kiire seklindedir, ¢icekler serbest veya bitisiktir. Erkek c¢iceklerde kaliks
loblar1 3-5 adet, imbrikat, serbest veya dipten birlesiktir. Stamenlerin sayis1 kaliks loblarinin
sayisi kadardir, stamenler dik ve tomurcukta diizdiir. Disi ¢igekler sesildir, kaliks peltat, etli,
serbest veya dipte birlesiktir, ovaryum serbest veya reseptakuluma gomiilmiistiir, stilus kisa,
stigma 1 veya 2 adettir ve esit degildir. Drupalar ovaldir, yilizeyi kabuksu ve etli kaliks ile
sarilmistir. Afrika, Asya, Avustralya, Kuzey Amerika, Giiney Amerika, Pasifik adalar1 ve

Cin’de yaklagik 12 tiirii yetismektedir (Zhekun ve Gilbert, 2003).

Maclura pomifera (Rafin.) Schneider (sin: M. aurantiaca Nutt., loxylon pomiferum Raf.,
Toxylon pomiferum Raf. ex. Sarg.) dikenli, biiyiik (10-15 cm ¢apta) portakal bi¢iminde, 6nce
acik yesil, sonra sar1 renkli ve reginemsi kokulu meyveleri, beyaz ¢icekleri ve tam, ovat
yapraklari olan ¢ali veya agaclardir. Kuzey Amerika’da siirli bir bélgede dogal olarak
yetismektedir. Fakat ekildigi yerlerde de o bolgeye 6zgli olmamasina ragmen, kolaylikla
naturalize olabilmektedir. Ulkemizde de “ay1 elmasi, hint portakali ve yalanci portakal

agact” isimleriyle bilinmekte ve ¢it bitkisi olarak bahce kenarlarinda yetistirilmektedir.

Koklerinden hazirlanan dekoksiyon Komangiler tarafindan iltihapli gozlerin tedavisinde
kullanilmistir (Baytop, 1999, 2007; Davis, 1982; Gilman ve Watson, 1994; 1. Orhan, Senol,
Kartal, ve digerleri, 2009).

Resim 2.6. M. pomifera’nin genel goriiniisii ve meyvesi (Ekim-2013, Atatiirk Orman
Ciftligi, Ankara) (Resim: F. Sezer Senol)
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2.8. Cotinus coggyria Scop. Bitkisi Uzerinde Yapilan Calismalar
2.8.1. Biyolojik aktivite calismalari

In vitro calismalar

Antimikrobiyal aktivite

Tirkiye’de yetisen C. coggyria orneginin toprakiistii kisimlarindan hareketle hazirlanan
etanollii ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon yontemi ile arastirilmigtir.
Calismada Bacillus cereus, B. subtilis, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, P. putida, Salmonella
typhimurium, S. typhi ve Staphylococcus aureus tiirii bakteriler ile Candida albicans, C.
utilis, Debaryomyces hansenii, Hanseniaspora guilliermondii, Rhodotorula rubra,
Kluyveromyces fragilis ve K. marxianus mantar suslar1 kullanilmistir. Ekstreler bakterilere
kars1 gliglii antibakteriyel etki gosterirken, mantarlara karsi zayif etki gostermislerdir
(Diilger, Hacioglu ve Bilen, 2009). Yine iilkemizde yapilan bir bagka caligmada, Yalova’da
yetisen bitkinin yapraklarindan hazirlanan etanollii, metanollii, sulu, kloroformlu (CHCls),
asetonlu ve petrol eterli ekstrelerin antibakteriyel etkileri disk difiizyon yontemi ile B.
subtilis, E. coli, Enterecoccus faecalis, P. aeruginosa, S. typhimurium, S. aureus ve S.
epidermis suslart kullanilarak arastirllmis ve ekstrelerin  farkli oranlarda bu
mikroorganizmalarin iiremesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Bitkinin su ve metanol
ekstrelerinin S. aureus, S. epidermis ve E. faecalis’e kars1 oldukga etkili oldugu gozlenmistir
(Tung, Hos ve Giines, 2013).

Sirbistan’da yapilan bir g¢alismada, bitkinin gévdesinden hareketle metanol ekstresi
hazirlanmis ve bu ekstrenin yan1 sira gallik asit’in de B. subtilis, Klebsiella pneumoniae, E.
coli, S. aureus ve Micrococcus lysodeikticus ile C. albicans suslarina kars1 antimikrobiyal
etkileri silindir plak ve makrodiliisyon yontemleri ile arastirtlmistir. Metanol ekstresi biitiin
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki gosterirken, gallik asit’in ekstreye gore daha
diistik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Matic, Stanic, Solujic, Milosevic ve
Niciforovic, 2011).
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Bitkinin geng siirgiinlerinden hareketle hazirlanan ekstrelerin antimikrobiyal, antioksidan,
antienflamatuvar etkilerinin arastirildig bir bagka ¢alismada, aseton ekstresi ve bu ekstreden
elde edilen etil asetat fraksiyonu Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin biiyiimesini
onemli 6l¢iide inhibe ederken, (minimum inhibisyon konsantrasyonu, MIK: 25-200 pg/mL),
C. albicans’a kars1 CHCI3 fraksiyonu inhibitor etki gostermistir (Marcetic ve digerleri,
2013).

Italya’da yapilan bir ¢alismada, yara iyi edici olarak kullanilan 72 adet bitkiden hazirlanan
hekzan, etanol ve su ekstrelerinin agar difiizyon yontemi ile dis ¢iiriiklerine neden olan
mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel etkileri incelenmistir. Yontemde oral patojenik
bakteriler olarak Streptecoccus mutans, S. sobrinus, Lactobacillus casei ve Actinomyces
viscosus kullanilmistir. Ekstrelerin hepsi % 10 dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren suda
¢Oziilmiis ve son konsantrasyonlar1 12,5-200 mg/mL arasinda olacak sekilde seyreltilmistir.
Calismada pozitif kontrol olarak dis macunlart ve agiz yikama sularinda antigingivit ajan
olarak yer alan triklosan % 0,3 konsantrasyonda kullanilmistir. Ekstrelerin MiK degerleri
beyin-kalp inflizyon ortaminda standart mikrodiliisyon metodu ile hesaplanmistir.
Ekstrelerin 6,25-100 mg/mL konsantrasyon araligindaki diliisyonlar1 kullanilarak taranan
ekstreler arasinda 22 ekstre dikkate deger antibakteriyel etki gostermistir. En yiiksek etkiyi
ise C. coggyria’dan hareketle hazirlanan sulu ekstre gostermistir ve tiim bakterilere karsi
denenen biitlin konsatrasyonlarda antibakteriyel etki saptanmistir. Bu etkinin de ekstrenin
fazla miktardaki fenolik iceriginden kaynaklanabilecegi yorumu yapilmistir (Ferrazzano ve
digerleri, 2013).

Sirbistan’da bitkinin iki farkli bolgede yetisen 6rneginin yaprak ve geng dallarindan elde
edilen ucucu yaglarin analizi yapilmis ve antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Bunun i¢in
B. cereus, B. subtilis, E. coli, Micrococcus flavus, M. luteus, Proteus mirabilis, S.
typhimurium, S. aureus, S. epidermidis, S. faecalis ile Aspergillus niger, A. ochraceus, A.
versicolor, A. flavus, A. fumigatus, Penicillium ochrochloron, P. funiculosum, Trichoderma
viride, C. albicans ve Trichophyton mentagrophytes suslar1 kullanilmistir. Antibakteriyel ve
antifungal etkinin tayini igin disk difiizyonu ve mikrodiliisyon yontemleri kullanilmustir. iki
ugucu yagin da etkisi streptomisin ile karsilastirildiginda, 6zellikle Gram-pozitif bakterilere
kars1 disk diflizyon yonteminde daha yiiksek, mikrodiliisyon yonteminde ise daha diisiik
aktivite saptanmistir. Antifungal etkileri de ticari fungusit olarak satilan bifonazol’e gore

daha yiiksek bulunmustur (Novakovic ve digerleri, 2007).
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Antioksidan aktivite

Sirbistan’da yetisen 6 bitkinin (Ballota nigra, C. coggyria, Echium rubrum, E. vulgare,
Gentiana asclepiadea, Halacsya sendtneri) antioksidan aktiviteleri toplam antioksidan
kapasite, DPPH serbest radikal stipiiriici etki, lipit peroksidasyonunu inhibe edici etki,
FRAP, demir selasyon kabiliyeti ve hidroksil radikali siipiiriicii aktivitesi gibi yontemler ile
arastirllmig, aynt zamanda etanol ekstrelerinin toplam fenol ve flavonoit miktarlari
hesaplanmustir. C. coggyria etanol ekstresinin toplam fenol miktar1 gallik asit esdegeri olarak
413 mg/g kuru ekstre bulunmus ve taranan bitkiler arasinda en yiiksek fenolik igerige sahip
oldugu tespit edilmistir. Yine C. coggyria’dan hazirlanan metanol ekstresinin toplam
antioksidan kapasitesi (313 mg/g kuru ekstre askorbik asit esdegeri), DPPH radikal siipiiriicii
etkisi (ICso= 9 pg/mL), lipit peroksidasyonunu inhibe edici aktivitesi (ICso= 3 pg/mL) ve
FRAP degerinin, tiim ekstreler arasinda en yiiksek oldugu belirlenmistir. (Niciforovic ve
digerleri, 2010)

Bulgaristan’da yapilan bir c¢aligmada, halk arasinda solunum, gastrointestinal ve
enflamatuvar rahatsizliklara kars1 kullanilan 21 bitkinin troloks esdegeri antioksidan
kapasiteleri (TEAC) 6l¢iilmiistiir. Bunun i¢in bitkilerden halk arasinda kullanimlarina uygun
sekilde ¢aylar hazirlanmis ve sulu kisimlarinin antioksidan aktiviteleri 2,2'-Azinobis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal soldurma yontemi ile yesil gay, siyah gay,
rooibos ¢ayi, mate ¢ayr ve Cyclopia sp. (honeybush, Fabaceae) cay1 gibi olduk¢a sik
tiiketilen bitkisel gaylar ile karsilastirilmistir. C. coggyria yapraklarindan hazirlanan ¢ayin,
hazirlanan ¢aylarin hepsinden daha yiiksek antioksidan potansiyeli (7,05 = 0,19 mM troloks
esdegeri) oldugu tespit edilmistir. Folin-Ciocalteu yontemine gore spektorofotometrik
olarak tayin edilen toplam fenol miktar ise antioksidan aktivitesine paralel olarak, olduk¢a
yiiksek bulunmustur ( 923,23 + 14,19 uM kersetin esdegeri) (Ivanova, Gerova, Chervenkov
ve Yankova, 2005).

Antioksidan aktivite ile ilgili yapilan bir baska ¢alismada ise, C. coggyria cicekleri ve
yapraklarindan hazirlanan metanol ekstresinin aktivitesi DPPH radikal siipiiriicii etki ve lipit
peroksidasyon inhibisyon yontemleri ile test edilmistir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite
tayininde hem c¢iceklerden hem de yapraklardan hazirlanan ekstreler oldukga yiiksek etki
gosterirken (sirastyla ICs0=3,8 pg/mL ve ICso=2,6 ng/mL), lipit peroksidasyon yonteminde
orta derecede etki géstermistir (sirasiyla ICso = 31,9 pg/mL ve ICsop = 35,8 pg/mL).
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Ekstrelerin antioksidan etkileri yaninda Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde
miktarlari, Avrupa Farmakopesi 5.0’da yer alan yonteme gore de toplam tanen miktarlari
tayin edilmistir. Bu deneylerin sonuglarina gore ¢igek ekstresinde 76,5 mg/g gallik asit
esdegeri toplam fenolik madde, % 13,7 oraninda da toplam tanen, yaprak ekstresinde ise
515,5 mg/g gallik asit esdegeri toplam fenolik madde, % 18,5 oraninda da toplam tanen
oldugu bulunmustur (Savikin ve digerleri, 2009).

Sitotoksik etki

C. coggyria’nin yaprak ve c¢iceklerinden hareketle hazirlanan metanollii ekstrelerin
antioksidan aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada ayn1 zamanda sitotoksik etkileri de
incelenmistir. Bu amagla HelLa ve LS174 insan kanser hiicre hatlar1 kullanilmistir. Ekstreler
HeLa hiicrelerinin biiylimesini LS174 hiicrelerinin bilyiimesine gore daha ¢ok inhibe etmis
ve sitotoksik etki gostermistir (¢igek ekstresi: ICsoHeLa: 29,4 png/mL, 1CsoLs174: 41,3 pg/mL;
yaprak ekstresi: 1CsoHeLa: 19,1 pg/mL, ICsoLsi74: 65,4 pg/mL). Tuzlu su karidesi toksisite

testinde ise ekstreler ¢ok diisiik toksisite gostermistir (Savikin ve digerleri, 2009).

Italya’da yapilan, 6zellikle dis rahatsizliklarinda rolii olan bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivitenin arastirildigi calismada, ekstrelerin sitotoksik etkileri de arastirilmistir. Bunun i¢in
hiicre proliferasyon testlerinden XTT [sodyum 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil )-2H-
tetrazolyum-5-karboksianilit tuzu] yontemi, normal insan gingival fibroblast ve
oliimsiizlestirilmis HaCaT hiicre hatlar1 kullanilmistir. C. coggyria sulu ekstresi hem
fibroblast, hem de HaCat hiicrelerinin biiylimesini diisiik seviyede inhibe etmistir. Ayn
bitkinin etanollii ekstresi ise, test edilen hiicre hatlarinda toksik etki géstermistir (Ferrazzano
ve digerleri, 2013).

In vivo calismalar

Antienflamatuvar aktivite

Bitkinin geng¢ siirgiinlerinden hazirlanan aseton ekstresinin antimikrobiyal aktivitesinin
arastirlldigr ¢alismada, ekstrenin etil asetat fraksiyonun antienflamatuvar etkisi de
incelenmistir. Bahsi gecen fraksiyonun karragen-nedenli sican penge édemini doza bagh

olarak, 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozda sirasiyla % 46,5 + 18,5 ve % 76,7 + 0,0 azalttig
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gozlenmistir. Ayrica etil asetat fraksiyonunun 100 mg/kg dozda antienflamatuvar ilag
indometazin’den (% 53,8 + 14,6) daha yiiksek etki gosterdigi saptanmistir (Marcetic ve
digerleri, 2013).

Antiiilserojenik etki

C. coggyria yapraklarindan hareketle hazirlanan sulu inflizyonun indometazin-nedenli
gastrik mukozal hasarlar lizerine etkisi Wistar tipi siganlarda arastirtlmistir. Calismada 1-2-
4 g bitki/100 mL kaynar su olacak sekilde 3 farkli konsantrasyon kullanilmis ve infiizyonlar
tek doz indometazin (100 mg/kg) uygulamasindan 3 giin 6nce gastrik gavaj ile 10 mL/kg
dozda uygulanmustir. indometazin uygulamasindan 4 saat sonra gastrik iilser olusumu
morfometrik ve histopatolojik olarak incelenmistir. Serumda ve midede bulunan
malondialdehit (MDA) miktar1 lipit oksidasyonunun biyokimyasal belirleyicisi olarak
olglilmistiir. Ayrica gastrik nekrozlar alkalen fosfataz (ALP) ve tirik asit yontemleri ile tayin
edilmigtir. Midenin morfometrik incelemesinde 2/100 konsatrasyondaki inflizyonun iilser
sayis1 ve alanin1 onemli Olgiide azalttig1 tespit edilmistir. Histopatolojik incelemelerde de
inflizyonlarin indometazin-nedenli mokozal lezyonlarin derinlik ve siddetinde azalmaya yol
actigl gozlenmistir. Ayn1 zamanda infiizyonlar indometazin ile artan gastrik MDA, ALP ve

iirik asit diizeylerini azaltmistir (Pavlov ve digerleri, 2013).
Genotoksik etki

Kosova’nin kuzeyinde bulunan bir dagdan toplanan C. coggyria govdesinden hareketle
Soxhlet apareyi kullanilarak metanol ekstresi hazirlanmistir. Bu ekstrenin Drosophila
melanogaster iizerinde eseye bagl ¢ekinik letal test (sex-linked recessive lethal test, SLRL)
ile genotoksik etkileri arastirilmistir. Etil metansiilfonat 0,75 ppm, ekstre ise % 5°lik
konsantrasyonda D. melanogaster erkek bireylerin X kromozomunda 6nemli mutasyonlara
yol agmistir. Ayni ekstrenin % 2’°lik konsantrasyonu ise etil metansiilfonatin (pozitif kontrol)
cinsiyet hiicre hatlarinda (Spermatozoitler ve spermatitler) olusturdugu genotoksisiteyi
azaltmigtir. Bu anti-genotoksik etkiden, ekstrede bulunan flavonoitlerin ve diger fenolik
maddelerin kombinasyonunun sorumlu oldugu disiiniilmiistiir (Stani¢ ve digerleri, 2011).
Ayni grubun yapmis oldugu bir bagka ¢alismada ise, yine bitkinin gévdesinden hazirlanan
metanol ekstresinin SLRL yani sira alkali Comet yontemi ile genotoksik potansiyeli

arastirtlmistir. Comet yontemi intraperitoneal (ip) uygulamadan 24 ve 72 saat sonra sigan
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karacigeri ve kemik iliginde yiiriitiilmiistiir. Ekstre, tuzlu soliisyondaki ¢6zlinme limitlerine
gore 500, 1000 ve 2000 mg/kg viicut agirligr dozlarda test edilmistir. Kontrol grubuna gore
500 mg/kg doz uygulanan grupta, uygulamadan 24 ve 72 saat sonra Comet kuyruk momenti
ve toplam skorlar1 anlamli fark géstermezken, ayni sartlarda 1000 ve 2000 mg/kg doz ekstre
uygulanan hayvan gruplarinda skorlar istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Biitiin dozlarda
72 saat uygulama ile Comet skoru ve kuyruk momentinde zayif bir azalma goriilmesi C.
coggyria nedenli DNA hasarinin zaman ile azaldiginmi gostermistir (Matic, Stanic, Bogojevic,
ve digerleri, 2011).

Hepatoprotektif etki

Daha oOnceki yayinlarinda, C. coggyria metanol ekstresinin genotoksik/antigenotoksik
potansiyelini inceleyen ayni arastirma grubu, yine ayni bitkinin metanol ekstresinin
hepatotoksik bir bilesik olan pirogallol’e maruz kalmis siganlardaki karaciger koruyucu
etkisini arastirmiglardir. Ayn1 zamanda kantitatif HPLC (yiiksek basingli sivi
kromatografisi) ile analiz ettikleri ekstrenin fenolik asitler ve flavonoitlerce zengin oldugu,
mirisetin’in ise ana bilesik oldugu tespit edilmistir. Daha 6nceki ¢alismada, genotoksik
olmayan doz olarak tespit edilen 500 mg/kg dozda ekstre ve esit miktarda mirisetin, akut
karaciger hasarina neden olan pirogallol (100 mg/kg) verilmesinden 2 veya 12 saat dnce
sicanlara uygulanmigtir. Ekstre ve mirisetin hepatik fonksiyonlarin iyilesmesini pirogallol-
nedenli yiikselen serum enzimleri aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT), ALP ve toplam bilirubin diizeylerini 6nemli 6l¢lide diigiirerek desteklemistir. Ayrica
alkali Comet yontemi ile karacigerdeki DNA hasarinin ekstre ve mirisetin ile azaldig
dogrulanmistir. Sonuglar siirdiiriilen Akt aktivitesi ve STAT3 (signal transducer and
activator of transcription) protein ekspresyonunun, ekstrenin DNA hasarin1 azaltarak
karaciger koruyucu etki gostermesinde 6nemli rolii oldugunu da gostermistir. Ayn1 zamanda
metanol ekstresinin antigenotoksik ve pirogallol-nedenli karaciger toksisitesine karsi
hepatoprotektif etkilerinden, ekstrenin ana bileseni olan mirisetin’in sorumlu oldugu

sonucuna varilmistir (Matic ve digerleri, 2013).

Immiinostimulan etki

Bilen ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, kurutulan ve toz edilen C.coggyria 6rnegi suya

konulmus, “gékkusagi alabaligi” olarak bilinen Oncorhynchus mykiss tiirii baliklar 3 hafta



45

boyunca % 0,5 ve % 1 dozda bitki igerecek soliisyonlar ile beslenmis ve bitkinin baliklar
tizerinde spesifik olmayan immiin etkileri aragtirilmistir. Bu siire sonunda 6 hafta temel diyet
ile beslenmelerine devam edilmistir. Ilk 3 hafta sonunda ve temel diyetle beslenilen siirede
de, 3 haftada bir hiicre dis1 ve hiicre i¢i solunum patlamasi aktiviteleri, 16kositlerdeki
fagositoz 6zellikleri, lizozim aktiviteleri ve toplam plazma protein diizeyleri 6l¢iilmiistiir. 3.,
6. ve 9. haftalarin sonunda bitki soliisyonu ile beslenen grupta hiicre disi ve hiicre ici
solunum patlamasi aktiviteleri, fagositik aktivite, lizozim aktivitesi ve toplam protein diizey
parametreleri kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Spesifik olmayan immiin
parametrelerde en yiliksek deger % 1 doz ile beslenen grupta gozlenmistir. Fakat bitki
soliisyonu ile beslenen gruptaki baliklarin spesifik biiylime oranlarinda ve ortalama
agirliklarinda 6nemli bir farklilik saptanmamustir (Bilen, Bulut ve Bilen, 2011). Aym
arastirmacilarin yapmis oldugu benzer bir ¢calismada ise, bitkinin Kirklareli’nden toplanmis
yapraklarindan hazirlanan metanol ekstresinin koi baliklarinda (Cyprinus carpio carpio)
Vibrio anguillarum enfeksiyonuna kars1 etkileri incelenmistir. Ortalama agirliklari 4,14 +
0,08 g olan koiler ii¢ farkli dozda (0; 0,5; 1; 1,5 g/kg) ekstre i¢eren yemlerle 4 hafta boyunca
beslenmislerdir. Stire sounda baliklar Vibrio anguillarum ile enfekte edilmis ve kontrol testi
yapilmistir. Ekstrenin baliklarin  biliylime performanst {izerinde etkisi bulunmazken,
nitromavisi tetrazolyum aktivitesi en yiiksek 1,5 g/kg dozda ekstre verilen grupta
saptanmistir. Lizozim ve miyeloperoksidaz aktiviteleri ekstre uygulanan gruplarda kontrol
grubuna goére 6nemli dlgiide yiiksek bulunurken, akyuvar ve hemoglobin konsantrasyonlari
1 g/kg ekstre uygulanan grupta daha yiiksek bulunmustur. 0; 0,5; 1 ve 1,5 g/kg ekstre ile
beslenen gruplarda yapilan kontrol testlerinde 6liim oranlar1 sirastyla % 37,50, % 31,94, %
18,06 ve % 12,50 olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore ekstrenin koiler igin

etkili bir immunostimulan oldugu sonucuna varilmistir (Bilen, Yilmaz ve Bilen, 2013).

Yara iyi edici aktivite

Tiirkiye’de Aksoy ve digerleri tarafindan yapilan bir calismada, bitkinin geleneksel
kullanimina dayanarak yapraklarindan hazirlanan etanol ekstresinin yara iyi edici aktivitesi
sicanlarda eksizyon yara modeli ile arastirilmistir. Yara dokularindaki MDA, Katalaz,
stiperoksit dismutaz, glutatyon ve hidroksiprolin miktarlar1 tayin edilmis ve ayrica
histopatolojik inceleme yapilmistir. Tedavi grubundaki graniilasyon dokusunun
hidroksiprolin igerigi ve glutatyon miktar1 kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide yiiksek

bulunurken, MDA miktarlar1 oldukga diisiik bulunmustur. Flavonoitler ve terpenoitler gibi
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fitokimyasal bilesiklerin, astrenjan ve antimikrobiyal etkilerinden dolay1 yaray: bilizdiikleri
ve epitelizasyonu arttirdiklar1 i¢in yara iyilesmesini hizlandirdigi son c¢aligmalar ile
gosterilmis ve bu ¢alismada da, bahsi gegen bilesiklerin bitkide bulunmasindan dolay1 yara

1yi edici aktivitesi ile iliskilendirilebilecegi yorumu yapilmistir (Aksoy ve digerleri, 2016).

Diger etkiler ile ilgili ¢alismalar

Bitkisel ekstrelerin Ellman yontemi ile asetilkolinesteraz (AChE) enzim inhibisyonlarinin
tarandig1 bir ¢alismada C. coggyria 6z odunundan hazirlanan metanol ekstreSinin en yiiksek
etkiyi (1C50=89,3 ng/mL) gosterdigi tespit edilmistir.  Biyoaktivite-yonlendirmeli
fraksiyonlama islemi ile eterli fraksiyonun ana bileseni olan siilfiiretin, aktif bilesik
(1C50=29,9 uM) olarak bildirilmistir. Bu sonuglardan hareketle, bitkinin eterli fraksiyonunun
sican beyinlerinde kolinerjik iletimi gelistirme tizerine etkisi “it-gek teknigi” ile
arastirilmustir. Ipsilateral serebral ventrikiile 10 mg/kg dozda eterli fraksiyonun enjeksiyonu,
sican beynindeki hiicre dis1 asetilkolin konsantrasyonunu bazal salim ile karsilastirildiginda

% 220 oraninda arttirmistir (Antal ve digerleri, 2008).

Tiikiirtik bilesiminin agiz sagligi i¢in 6nemli bir faktér olmasi nedeniyle, farkl: bitkilerden
hazirlanan sulu ekstrelerin tiikiiriik bilesimine etkisi aragtirtlmigtir. Saglikli ve benzer oral
hijyene sahip olan deneklerden alinan tiikiiriik 6rneklerine ekstreler son konsantrasyonlari 1
mg ekstre/mL tiikiirik 6rnegi olacak sekilde karistirilmis ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ekstrelerin uygulanmasindan 6nce ve sonra tiikiiriik 6rnekleri pH, tamponlama
kapasiteleri, glutatyon diizeyi, doku faktorii ve siiperoksit dismutaz aktiviteleri yoniinden
sitolojik olarak incelenmistir. C. coggyria yapraklarindan hazirlanan ekstre diger ekstreler
ile kiyaslandiginda tamponlama kapasitesini arttirdigi, bakteriyel agregasyonu onledigi ve
glutatyon diizeyini yiikselttigi i¢in dikkati ¢ekmis ve daha ileri ¢alismalarda kullanilmasi
planlanmistir (Yarat ve digerleri, 2013).

2.8.2. Fitokimyasal ¢calismalar

C. coggyria iizerinde yapilan galismalara gore, bitkinin farkli kisimlarinda asagida verilen

sekonder metabolit gruplar1 ve bilesikler bildirilmistir.
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e Flavonoitler

Fisetin (3',4",7-trihidroksiflavonol), fustin  (3',4',7-trihidroksiflavanonol), kersetin
(3',4",5,7-tetrahidroksiflavonol), kemferol-3-O-glukozit, luteolin-7-O-glukozit, apigenin,
dihidrokersetagetin, mirisetin (3,3',4,5,5',7-hekzahidroksiflavonol), taksifolin (3',4',5,7-
tetrahidroksiflavanonol), eriyodiktiyol, butin (3',4",7-trihidroksiflavanon), butinin C3/C3'
dimeri, likuritigenin  (4',7-dihidroksiflavanon),  4',5,7-trihidroksiflavanon,  4',7-

dihidroksiflavanol

Taksifolin Mirisetin

Butin
Sekil 2.5. C. coggyria bitkisinde bulunan flavonoit yapisindaki bazi bilesikler

e Auronlar

Siilfiiretin  (3',4",6-trihidroksiauron), disiilfiiretin  (2,2'-[1,2-bis(3,4-dihidroksifenil)-1,2-
etandiliden]- bis [6-hidroksi-3(2H)-benzofuranon]), siilfiirein (2-[(3,4-dihidroksifenil)
metiliden]-6-[(2S,4S,5S)-3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil) oksan-2-il] oksi-1-benzofuran-
3-0n)
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Sekil 2.6. C. coggyria bitkisinde bulunan auron yapisindaki bazi bilesikler

e Kalkonlar

Butein (trans-2',3,4,4'-tetrahidroksikalkon), izolikuritigenin (trans-2',4,4'-
trihidroksikalkon)

e Antosiyaninler

Delfinidin-3-galaktozit, siyanidin-3-galaktozit, petunidin-3-glikozit, delfinidin-7-glikozit,
siyanidin-3-glikozit-7-ramnozit, I6kodelfinidin, 16kosiyanidin

e Katesinler

Fisetinidol-(4a—8)-(+)-katesin, epifisetinidol-(4p—8)-(+)-katesin

e Diger fenolikler

Gallik asit, metil gallat ve pentagalloil glikoz

(Antal, Schwaiger, Ellmerer-Muller ve Stuppner, 2010; Kiiltiir ve Bitis, 2007; Marcetic ve
digerleri, 2013; Tanchev ve Timberlake, 1969; Valianou ve digerleri, 2009; Westenburg ve
digerleri, 2000).
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e Ucucu yag

Farkl1 tilkelerde bitkinin ugucu yagi ile ilgili ¢alismalar da yapilmistir. Tiirkiye’de yapilan
bir ¢alismada, bitkinin yapraklarindan % 0,87 (h/a) verim ile elde edilen ugucu yagin gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi (GK-KS) ile yapilan analizinde ana bilesenler limonen
(% 48,5), (2)-p-osimen (% 27,9), (E)-p-osimen (% 9,7) olarak tayin edilmistir (Demirci,
Demirci ve Baser, 2003).

Yunanistan’da yapilan calismada, ii¢ farkli bolgede yetisen bitkinin yapraklari, ¢igek
durumu ve meyve durumlarmin ugucu yaglar1 analiz edilmis ve ugucu yaglarin
monoterpenler bakimindan zengin oldugu goriilmiistiir. Mt. Pilio bolgesinde yetisen bitkinin
yaprak ve ¢icek durumundan elde edilen ugucu yaglarda, limonen (sirasiyla % 67,4 ve %
41,4) a-pinen (sirasiyla % 14,7 ve % 32,4) ve terpinolen (sirasiyla % 8,6 ve % 14,3) baslica
bilesenler olarak bulunmustur. Mt. Elikon 6rneginin yaprak ve meyve durumuna ait ugucu
yaglarin ana bilesenleri ise mirsen (sirastyla % 32 ve % 29,5), sabinen (sirastyla % 18 ve %
15,5) ve a-pinen (sirasiyla % 15,9 ve % 10,5) olarak tespit edilmistir. Evvoia bolgesi
bitkisinin yapraklarindan ve meyve durumundan elde edilen ugucu yaglarda ise sabinen
(swrastyla % 24,2 ve % 41,4), mirsen (sirastyla % 14 ve % 9,3), limonen (sirastyla % 10,9 ve
% 6,5) ve terpin-4-ol (sirasiyla % 10,9 ve % 8,8) ana bilesenler olarak tayin edilmistir

(Tzakou, Bazos ve Yannitsaros, 2005).

Sirbistan’da yetisen C. coggyria 6rnegi tizerinde yapilan ugucu yag analizinde de geng dallar
ve yapraklar iki farkli lokaliteden (Deliblatska pescara ve Zemun) toplanmis ve sirastyla %
0,23 (a/a) ve % 0,20 (a/a) verimle ucucu yag elde edilmistir. Iki ugucu yag érneginde de
baslica madde gruplar1 monoterpenlerdir ve yine iki 6rnekte de limonen (sirasiyla % 42 ve
% 39,2) ana bilesen olarak tespit edilmistir (Novakovic ve digerleri, 2007). Italya’da yapilan
calismada ise bitkinin ¢igekli kisimlarindan elde edilen ugucu yag analiz edilmis ve ana
bilesenler olarak limonen (% 47,1), (Z)-f-osimen (% 15,2), a-pinen (% 8,5) ve (E)-f-o0simen
(% 5,3) tespit edilmistir (Fraternale ve Ricci, 2014).

Bu iilkeler disinda, Fransa’da dogal olarak yetisen bitkinin ugucu yaginda mirsen (% 50), a-
pinen (% 10), kamfen (% 8), linalool ve a-terpineol, Macaristan’da kiiltiir bitkisinden elde
edilen ugucu yagda o-pinen ve limonen ana bilesenler olarak tespit edilmistir. Macaristan

orneginde kamfen, mirsen, a-terpinen, terpinolen ve ¢-3-karen bulundugu bildirilmistir.
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Bulgaristan’da elde edilen ugucu yagda ise a-pinen (% 44), limonen (% 20) ve S-pinen ana

bilesenler olarak analiz edilmistir (Demirci ve digerleri, 2003).

Cizelge 2.2. C. coggyria ekstrelerinde tespit edilen ana bilesenler (Mati¢ ve digerleri, in

press)
Coziicii Bitki kism Bilesenler Kaynaklar
Etil asetat ~ Tiim bitki Disiilfiiretin (Westenburg ve digerleri, 2000)
Etil asetat  Siirgiinler Gallik asit (Simic, Vucicevic, Milenkovic
ve Kovacevic, 2008)
Etanol Dallar 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-B-  (Cha ve digerleri, 2009)
D-glikoz
Metanol Oz odun Siilfiiretin (Valianou ve digerleri, 2009)
Fisetin
Fustin
Kersetin
Taksifolin
Butin
Metanol Cigekler, Gallik asit (Savikin ve digerleri, 2009)
yapraklar
Kuru ekstre Oz odun 3',4' 7-trihidroksiflavanon  (Antal ve digerleri, 2010)
Metanol Govde Mirisetin (Matic ve digerleri, 2013)
Aseton Dallar Gallik asit (Marcetic ve digerleri, 2013)

2.9. Maclura pomifera (Rafin.) Schneider Bitkisi Uzerinde Yapilan Calismalar
2.9.1. Biyolojik aktivite calismalari

In vitro calismalar

Antikanser etki

Histon deasetilaz inhibitorleri, hayvan modellerinde ve hiicre kiiltlirlerinde tiimor
hiicrelerinin apoptozis ve farklilagsmasimi tetikledigi ve proliferasyonu inhibe ettigi i¢in
antikanser ajan arastirmalarinda yer almaktadir. M. pomifera meyvelerinden izole edilen
0sajin ve pomiferin’in histon deasetilaz enzim inhibisyonunun arastirildig1 bir ¢alismada,
pomiferin enzimi inhibe etmistir. Ayn1 zamanda HCT-15 kolon timér hiicre dizisine daha
hassas olmakla birlikte 5 insan timdr hiicre dizisi iizerinde biiylimeyi inhibe edici etki

gostermistir (Son, Chung, Lee, Yang ve Moon, 2007).

Yapilan son arastirmalar ile glioma hastaliinda kemo- ve radyo-direngli kok-benzeri

hiicrelerin varligi tespit edilmistir. Gliomaya kars1 48 dogal bilesigin etkinliginin arastirildig:
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bir ¢alismada, 6zellikle pomiferin dikkat ¢ekmistir. M. pomifera meyvelerinden izole edilen
pomiferinin hiicre yasayabilirligini, kok-benzeri hiicre popiilasyonunu, tabaka olusumunu
ve glioma norosfer hiicrelerinin invazyon yetenegini inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayni
caligmada, glioma norosfer hiicrelerinin pomiferin ile tedavisi sonucu ¢oklu kokliiliik-iligkili
genlerin de (BIM1, Nestin ve Nanog) azalarak diizenlendigi gézlenmistir (D. Zhao ve
digerleri, 2013).

Antioksidan aktivite

M. pomifera bitkisinin meyvesinden hareketle hazirlanan etil asetat ekstresinden izole edilen
izoflavon yapisindaki 0sajin ve pomiferin’in antioksidan aktiviteleri FRAP ve f-karoten-
linoleik asit soldurma yontemi ile arastirilmigtir. Pomiferin her iki yontemde de C ve E
vitaminleri ile sentetik antioksidan olan biitil hidroksitoluen (BHT) ile karsilastirildiginda

gliclii antioksidan etki gosterirken, 0sajin etki gostermemistir (Tsao ve digerleri, 2003).

M. pomifera meyvelerinin baslica bilesikleri olan osajin ve pomiferin’in peroksinitrit
stipiiriicti etkisi, lipit peroksidasyon inhibisyonlari, DPPH siipiiriicii etkisi ve fare hepatik
mikrozomal 7-etoksirezorufin-O-deetilaz aktiviteleri (EROD) arastirilmistir. Pomiferin
antioksidan aktivite testlerinde referans bilesikler (katesin, dirik asit, BHT) ile
kiyaslandiginda ytiksek etki gosterirken, osajin diisiik etki gdstermistir. Bilesiklerin EROD
testi sonuglarinda ise antioksidan aktivite sonuglarinin aksine yakin etki saptanmigtir

(Vesela, Kubinova, Muselik, Zemlicka ve Suchy, 2004).

Bizim grubumuz tarafindan yapilan bir ¢aligmada, bitkinin yaprak ve meyvelerinden
hazirlanan ekstrelerin, bitkiden izole edilen osajin, pomiferin, makluraksanton ile yari
sentetik tiirevleri izoosajin ve izopomiferin’in farkli yontemlerle antioksidan etkileri tayin
edilmistir. Meyveden hazirlanan sulu ekstre DMPD ve NO radikallerine kars1 en yiiksek
stipliriicli etkiyi gosterirken, etil asetat ekstresi onemli 6l¢tide DPPH radikal siipiiriicii etki
(% 68,61 + 2,53) gostermistir. Test edilen bilesikler arasinda en yiiksek DPPH (% 91,74 +
0,26) ve DMPD (% 30,63 + 1,31) radikal stipiiriicii etki makluraksanton ile elde edilmistir.
Metal selasyon kapasitesi yontemi disinda kalan yontemlerde pomiferin ve izopomiferin,

0sajin ve izoosajin’e gore daha yiiksek etki gdstermistir (I. E. Orhan ve digerleri, in press).
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Antikolinesteraz etki

Arastirma grubumuzun yaptigi calismada, bitkinin yapraklari, ¢igekleri, meyveleri ve govde
kabugundan hazirlanan metanol ekstreleri ile ana bilesenler olan osajin, pomiferin ve yari
sentetik tiirevleri 1zoosajin, izopomiferin’in AChE ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitor
etkileri Ellman yontemi ile arastirilmistir. Osajin ve pomiferin AChE enzimini dikkate deger
sekilde inhibe ederken (sirastyla ICso= 2,239 ve 0,096 mM) yari sentetik tlirevler daha diisiik
inhibisyon gostermislerdir. Ekstreler ve bilesiklerin  BChE enzimini test edilen
konsantrasyonlarda inhibe etmedikleri gozlenmistir (I. Orhan, Senol, Kartal, ve digerleri,
2009).

Bocek kovucu etki

Bitkinin meyvesi ve meyveden hazirlanan pentanli ekstre ile yapilan bir 6n ¢alismada
Avrupa’da goriilen ev cireir bocegi (Gryllus domesticus) tizerinde bocek kovucu etkisi
oldugu tespit edilmistir. Bunun iizerine meyveden izoamilalkol ve 2-metil-2-butanol izole
edilmis ve bu bilesiklerin tek baslarina ve birlikte bocek kovucu 6zelliklere sahip oldugu
gozlenmistir (Ufkes ve Grams, 2007). Bir baska c¢alismada ise meyve hidrodistilasyon,
hekzanla maserasyon ve hekzanla Soxhlet apareyi ile ekstraksiyon iglemlerine tabi tutulmus,
elde edilen ekstreler ve tespit edilen bazi saf maddelerin Alman hamambdcegine (Blattella
germanica) karst bocek kovucu etkileri arastirilmistir. Ekstrelerin hepsi, test edilen
bilesiklerden de farnesol, a-kubeben, elemol ve osajin uygulanan konsantrasyonlarda
hamambdcegine karst bocek kovucu etki gosterirken, pomiferin ve o-kopaen etkisiz

bulunmustur (Peterson, Zhu ve Coats, 2002).

Cilt iizerine etki

M. pomifera meyvelerinden izole edilen ve antioksidan etkisi tespit edilen pomiferin ile
yapilan bir ¢aligsmada, in vitro ve ex vivo yontemler kullanilmistir. Normal insan dermal
fibroblastlar1 ile yapilan ¢alismada, pomiferin’in énemli bir ekstraselliiler matriks protein
stimiilan1 oldugu tespit edilmistir. Kolajen, elastin miktarin1 ve fibrillin ekspresyonunu
arttirma konusunda ayn1 konsantrasyondaki retinol ile karsilastirildiginda daha {istiin oldugu
gozlenmistir. EX vivo sag¢ folikiil yonteminde de pomiferin 0,05-5 ppm konsantrasyon

araliginda kolajen ve elastin ekspresyonunda kiyaslanabilir etki gostermistir. Farkli
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yontemlerin kullanildigi bu ¢alismada elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, pomiferin’in

ekstraselliiler matriks protein ekspresyon diizenlenmesinin 6nemli oldugu topikal cilt ve kafa

derisi tedavilerinde kullanmak igin ilging bir bilesen oldugu sonucuna varilmistir (Gruber,
Holtz, Sikkink ve Tobin, 2014).

Sekil 2.7. Osajin (A) ve pomiferin (B)

In vivo calismalar

Antienflamatuvar aktivite

Bitkinin meyvelerinden hareketle hazirlanan etanol ve CHCIz ekstreleri ile meyvelerden
izole edilen prenil izoflavon yapisindaki skandenon ve aurikulasin’in antienflamatuvar ve
antinosiseptif etkisi arastirilmistir. Calismada antienflamatuvar etki tayini i¢in karragen-
nedenli arka penge 6demi ve 12-O-tetradekanoil-13-asetat (TPA)-nedenli fare kulak 6demi
yontemleri, antinosiseptif aktivite tayini igin ise p-benzokinon-nedenli kivranma testi
kullanilmistir. Skandenon, CHCl3 ve etanol ekstreleri 100 mg/kg dozda antinosiseptif etki
ve karragen-nedenli arka penge 6demi yonteminde de antienflamatuvar etki gostermistir.
Ayni bilesik ve ekstreler TPA-nedenli fare kulak 6demi yonteminde de oldukga yiiksek etki
gosterirken, aurikulasin ve sulu ekstre tiim yontemlerde etkisiz bulunmustur (Kiipeli, Orhan,

Toker ve Yesilada, 2006).

Kardiyoprotektif etki

M. pomifera meyvelerinden izole edilen pomiferin’in kardiyoprotektif etkisinin arastirildig1
15 giinliik bir ¢calismada, izole, modifiye Langendorff-perfiize sigan kalbi kullanilmis ve

kalpte iskemi; koroner akisin 30 dk durdurulmasinin ardindan, 60 dk reperfiizyon ile
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saglanmistir. Wistar siganlar 3 gruba ayrilmig, tedavi uygulanan gruba % 0,5 Avicel iginde
5 mg/kg/glin dozda pomiferin, plasebo gruba % 0,5 Avicel verilmis, 3. gruba ise higbir
uygulama yapilmamistir. Oksidatif hasarin  biyokimyasal belirtegleri olan, lipit
peroksidasyon iiriinii MDA, antioksidan enzimler (siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz) ve serum ile miyokarttaki toplam antioksidan aktivite Ol¢iilmiistiir. Ayni
zamanda pomiferin’in iskemi ve reperfiizyondan sonraki kardiyak fonksiyonlar tizerindeki
etkileri de arastirilmistir. Sonuglar pomiferinin iskemi-reperfiizyon ile olusan miyokardiyal
disfonksiyonu hafiflettigini gostermistir. Bunun yani sira toplam antioksidan aktivite ve
antioksidan enzim degerleri artmistir. Pomiferin tedavisi ile olusan kardiyoprotektif etkinin
oksidatif hasarin baskilanmasi ve ventrikiiler fonsiyonun gelistirilmesi ile iligkili olabilecegi

diisiiniilmistiir (Necas ve digerleri, 2007).

Ureme sistemi iizerine etki

Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada, M. pomifera meyvelerinden hazirlanan sulu ekstrenin
sisplatin uygulanan erkek ratlarin spermatolojik parametreleri {izerine etkileri incelenmistir.
Calismada Sprague Dawley tipi sicanlar kullanilmis ve 3 deney grubu olusturulmustur. Grup
1’de (kontrol grubu) yer alan hayvanlara ip serum fizyolojik enjeksiyonuyla birlikte,
enjeksiyondan 5 giin dncesi ve sonrasi boyunca oral gavaj yoluyla yine serum fizyolojik
verilmistir. Grup 2’de yer alan hayvanlara bir kez ip 7 mg/kg sisplatin enjeksiyonundan 5
giin oncesi ve sonrast boyunca oral yolla serum fizyolojik verilmistir. Grup 3’de yer alan
hayvanlara ise bir kez ip 7 mg/kg sisplatin enjeksiyonuyla birlikte, enjeksiyondan 5 giin
Oncesi ve sonrasi boyunca oral yolla giinliik 500 mg/kg dozda ekstre verilmistir. Calisma
sonunda siganlar dekapite edilmis, testis ve kauda epididimis agirliklart ile epididimal sperm
parametreleri incelenmistir. Sisplatin enjeksiyonu ile sperm motilitesi ve yogunlugu 6nemli
derecede azalirken 6lii spermatozoa sayisi artmistir. Ekstre ve sisplatinin birlikte uygulandigi
grup, sadece sisplatin uygulanan grup ile kiyaslandiginda toplam testis agirligi ve toplam
kauda epididimis agirligi 6nemli derecede azalmis ancak canli sperm sayisinda énemli bir
artis olmustur. Sonug olarak ekstre ve sisplatin uygulanan grubun, sisplatin grubuna kiyasla
toplam testis ve kauda epididimis agirlig1 iizerine olumsuz bir etki gostermesiyle birlikte,
olii sperm sayisini dnemli oranda azalttig1 tespit edilmistir (Aksu, Akman, Ozkaraca, Omiir

ve Ugar, 2015).
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2.9.2. Fitokimyasal ¢alismalar

M. pomifera bitkisi lizerinde yapilan ¢aligmalara gore, bitkinin farkli kisimlarinda asagida

verilen sekonder metabolit gruplar1 ve bilesikler bildirilmistir.

e Flavonoitler

5,7,2',4'-tetrahidroksi-6-[3""-metilbut-3""-enil]-flavon, 5,7,4'-trihidroksi-6-[3"'-metilbut-
3" "-enil]-flavon, 5,7,4'-trihidroksi-6,7-[2,2-dimetilkromen]-flavon, 5,7,4",2" '-tetrahidroksi-
6-[3"'-metil-but-3""-enil]-flavon, 5,4"-dihidroksi-2"'-(1-hidroksi-1-metiletil)-3" -
metoksifurano (4'',5''(6,7)-flavon, kemferol-7-O-glikozit, dihidrokemferol-7-O-glikozit,
okrestaflavanon B, okrestaflavanon C

e izoflavonlar

Osajin, pomiferin, 5,7,4',2" -tetrahidroksi-6-[3"'-metil-3""-butenil]-izoflavon, 5,7,4'-
trihidroksi-6-[3,3-DMA]-izoflavon, 5,4'-dihidroksi-2"'-(1-hidroksi-1-metiletil)-3" -
metoksifurano (4'',5''(6,7) izoflavon

e Ksantonlar

Osanjaksanton, alvaksanton, makluraksanton, 8-preniltoksiloksanton

e Triterpenler

Lupeol, lupan-3p3,20-diol, lupan-3,28-diol, lup-20(29)-en-3-3(R)-hidroksihekzadekanoat,
19a-H-lupeol, butirospermol sitosterol, stigmasterol, uvaol (S. J. Lee, Ahmed, Wood ve
Mabry, 1997; S. J. Lee, Wood, Maier, Dixon ve Mabry, 1998; Teixeira ve da Costa, 2005;
Tian, Blount ve Dixon, 2006).

e Ucucu bilesenler

Yapilan bir aragtirma ile meyveden farkli yontemlerle ekstre edilmis ve GK/KS ile yapilan
analizde genellikle seskiterpen yapisinda bilesikler tespit edilmistir. Bunlar arasinda
elemol/hedikaryol, o-kopaen, a-kubeben, &-kadinen, p-elemen, p-karyofillen, a-
ylangen/halensen, (Z,E)-farnesol ve yesil, ugucu hekzil hekzanoat yer almaktadir (Peterson
ve digerleri, 2002). Bir baska ¢alismada ise, yine bitkinin meyvesinde bulunan serbest ve
bagli ugucu bilesenler arastirllmis ve alifatik bilesenler, fenilpropan tiirevleri,
monoterpenler, seskiterpenler ve diger bilesikler tespit edilmistir. Toplamda 39 bagli ugucu
bilesen tespit edilirken bunlar arasinda 6jenol ve p-krezol ana bilesenlerdir. Ugucu yaginda
bulunan baslica bilesikler ise elemol (% 19,2), 1-dodekanol (% 9,7), trans-karyofillen (%
5,6) ve n-hekzil hekzanoattir (% 5,4) (Jerkovic, Mastelic ve Marijanovic, 2007). Yine

bitkinin meyvesi lizerinde yapilan ¢aligmada izole edilen izomerik alkol yapisindaki ugucu
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bilesenlerin izoamilalkol ve 2-metil-2-butanol oldugu tespit edilmistir (Ufkes ve Grams,
2007). Bizim grubumuzun yaptigi bir ¢alismada, meyve ile erkek ve disi agaglarin
yapraklarindan elde edilen ugucu yag GK/KS ile incelenmis, yaprak ugucu yaglarinda fitol,
meyve ucucu yaginda ise f-Karyofilen ana bilesen olarak tespit edilmistir (i. E. Orhan ve

digerleri, in press).

Bitkinin tohumlarindan elde edilen sabit yag iizerinde yapilan analizlerde ise linoleik (%
76,19), oleik (% 13,87), stearik (% 6,76) ve palmitik asit (% 2,40) baslica yag asitleri olarak
bulunmustur. Bunlarin yani sira sterol (f-sitosterol, kampesterol, stigmasterol, lupeol, A®-
avenesterol) ve tokoferol (a-, y-, - ve o-tokoferol) yapisinda bilesikler tohum yaginda tespit
edilmistir (Saloua, Eddine ve Hedi, 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Deneysel c¢alismalarimizda kullanilan bitkisel materyallerin toplanma veya temin edilme
yerleri, tarihleri ve familya bilgileri Cizelge 3.1.’de verilmistir. Toplanan materyallere ait
herbaryum &rnekleri Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda (GUE)
saklanmaktadir ve 6rneklere ait herbaryum numaralar1 Cizelge 3.1.’de belirtilmistir. Diger
materyaller Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiit Midirligi (BATEM, Antalya) ve
Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali’nda muhafaza
edilmektedir. Bu materyallerin yan1 sira hayvansal kaynakli bir tiriin olan propolis (Zhejiang
Shaoxing Dongling Health Food Co. Ltd., Cin, Batch no: 912052), Slovakya’da bitkisel
ekstre iiretimi yapan Calendula® firmasina ait baz1 ekstreler (Aesculus hippocastanum L.
tohum, Arctium lappa L. kok, Betula pendula Roth. yaprak, Urtica dioica L. kok, Rosa
canina L. meyve, Vaccinium myrtillus L. meyve ekstreleri), M. pomifera’dan 6nceden izole
edilmis osajin, pomiferin ve makluraksanton (M. T. H. Khan ve digerleri, 2009) ile yari-
sentetik tiirevler olan izoosajin, izopomiferin ve resveratrol (Nutraceuticals, Batch no:

20120405) de enzim inhibisyonu 6n tarama ¢alismalarimiza dahil edilmistir.



Cizelge 3.1. Bitkisel materyallerin toplanma / temin edilme yerleri, tarihleri ve familya bilgileri

Semen

Bitki Herbaryum Kisim Toplanma/Temin edilme yerleri, Tarih Familya
numarasi
E:)OHS& Ankara, Mayis 2013
Aesculus hippocastanum | GUE 3397 - - Hippocastanaceae
Pericarpium ,
Ankara, Eyliil 2013
Semen
Aloe vera Folia Gazimagosa (Kibris), 2011 Liliaceae
Folia
Arbutus unedo GUE 3403 Fructus Uludag (Bursa), Eyliil 2013 Ericaceae
(olgunlagmamis)
Calendula arvensis GUE 3395 Herba Sincan (Ankara), Haziran 2013 Asteraceae
. i Siyah cay (Folia) | Cay isletmeleri genel mudiirligii
Camellia sinensis Yesil cay (Folia) | (CAYKUR), 2013 Theaceae
Cassia sp. Folia Ankara’dan satin alindi, Ocak 2012 Fabaceae
Cinnamomum cassia Cortex Ankara’dan satin alindi, Ocak 2012 Lauraceae
Albedo
Citrus aurantium Flavedo
Folia
Citrus deliciosa Pericarpium
Citrus limon cv. Interdonato Albedo
' Flavedo Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
. . . Albedo Enstitiisii Midiirligii (BATEM-Antalya), | Rutaceae
Citrus limon cv. Kara limon
Flavedo 2011
Citrus limon cv. Kibris Albedo
Flavedo
Albedo
Citrus maxima Flavedo

89



Cizelge 3.1. (devam) Bitkisel materyallerin toplanma / temin edilme yerleri, tarihleri ve familya bilgileri

Bitki Kisim Toplanma/Temin edilme yerleri, Tarih | Familya
Citrus paradisi var. Henderson Albedo
Flavedo
Citrus paradisi var. Red blush Albedo
Flavedo
: . Albedo
Citrus paradisi var. Star ruby Flavedo
Citrus reticulata-Lee Pericarpium
Citrus reticulata-Nova Pericarpium
Citrus reticulata x Citrus paradisi Zelgggcr)plum BATEM (Antalya), 2011 Rutaceae
Citrus sinensis cv. Navelina
Flavedo
Citrus sinensis cv. Shamouti Albedo
Flavedo
Citrus sinensis cv. Valencia late Albedo
Flavedo
Citrus sinensis cv. Washington navel Albedo
Flavedo
Citrus japonica (Fortunella margarita) Pericarpium
Cotinus coggyria GUE 3391 Fo||_a —~—— Ankara, Haziran 2013 Anacardiaceae
Pedicel (meyveli)
Crataegus monogyna ss Flos Rosaceae
g gynasse. | GUE 3394 | Folia GUEF Bahgesi, May1s 2013
monogyna
Fructus
Crataegus szovitsii GUE 3392 E:ﬁfa Kizilcahamam (Ankara), May1s 2013
Cupressus sempervirens GUE 3404 Folia GUEF Bahgesi (Ankara), May1s 2013 Cupressaceae
Curcuma longa Rhizoma Ankara’dan satin alindi, Ocak 2012 Zingiberaceae

69



Cizelge 3.1. (devam) Bitkisel materyallerin toplanma / temin edilme yerleri, tarihleri ve familya bilgileri

Bitki Kisim Toplanma/Temin edilme yerleri, Tarih | Familya
Ficus carica Folia Aydin’dan satin alindi, Eyliil 2012 Moraceae
Garcinia mangostana Pericarpium Tayland’dan satin alindi, Haziran 2011 Clusiaceae
Hedera helix | GUE 3398 Folia Kecioren (Ankara), Mayis 2013 Araliaceae
Laurus nobilis Folia BATEM (Antalya), 2011 Lauraceae

Gemmae

Lamium purpureum Herba Sincan (Ankara), Mayis 2012 .

° v Lamiaceae

Lamium purpureum var. GUE 3405 Herba Isik Dag1, Kizilcahamam (Ankara),
purpureum Mayis 2012
Maclura pomifera GUE 3402 Folia Atatiirk Orman Ciftligi (Ankara), EKim Moraceae

Fructus 2013
Malus sp. Pericarpium Ankara’dan satin alindi, Kasim 2012 Rosaceae
Cortex Denizli, 2012
Olea europaea Folia Denizli, 2012 Oleaceae
Folia Kibris, 2012
Origanum onites Herba BATEM (Antalya), 2011 Lamiaceae
Herba
Passiflora incarnata Flos Koycegiz (Mugla), Ekim 2013 Passifloraceae
Fructus
Folia
Persea americana Fru_c ws - BATEM (Antalya), 2011 Lauraceae
Pericarpium
Semen
Pistacia vera Pericarpium Gaziantep, 2011 Anacardiaceae
Portulaca oleracea Herba Sincan (Ankara), Eyliil 2013 Portulacaceae
Primul_a vulgaris ssp. GUE 3400 Herba Isik Dag1, Kizilcahamam (Ankara), Primulaceae
vulgaris Mayis 2012

09



Cizelge 3.1. (devam) Bitkisel materyallerin toplanma / temin edilme yerleri, tarihleri ve familya bilgileri

Bitki Kisim Toplanma/Temin edilme yerleri, Tarih | Familya
Flos Koycegiz (Mugla), 2013
Punica granatum Pericarpium Ankara’dan satin alindi, 2012 Punicaceae
Semen Kilis, 2013
. Stipites Kizilcahamam (Ankara), Mayis 2013
Rosa canina GUE 3401 Fructus Kizilcahamam (Ankara), Ekim 2013
- Rosaceae
ROSA 'S Fructus Tunceli, 2011
P- Fructus Doganct Koyii (Bursa), 2011
Rosmarinus officinalis Herba Gazimagosa (Kibris), 2011 Lamiaceae
Herba BATEM (Antalya), 2011
Salix alba | GUE 3399 Stipites Beypazari (Ankara), Mayis 2012 Salicaceae
Salvia fruticosa Herba BATEM (Antalya), 2011 Lamiaceae
Tripleurospermunm GUE 3393 Herba Kizilcahamam (Ankara), Mayis 2013 Asteraceae
oreades var. oreades
Verbascum insulare GUE 3396 E!Jc:isa Kizilcahamam (Ankara), Mayis 2013
Veronica thymoides ssp. Isik Dagi, Kizilcahamam (Ankara), Scrophulariaceae
; GUE 3390 Herba
pseudocinerea Mayis 2012
Vitis vinifera Semen Denizli, 2013 Vitaceae

19
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3.2. Yontem

3.2.1. Ekstraksiyon ve o6rneklerin hazirlanmasi

Cizelge 3.1.’de verilen arastirma materyallerini teskil eden bitki tiirleri golgede kurutulmus
ve toz edilmistir. Daha sonra her 6rnek tartilmis, tizerine % 96’lik etanol ilave edilmis ve 5
giin boyunca, oda sicakliginda ara sira elle ¢alkalanarak maserasyona birakilmistir. Siire
sonunda filtre kagidindan siiziilen organik ¢dziiciiler algak basing altinda 42°C’de
evaporatdrde (Biichi, Isvigre) kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Elde edilen ekstreler
tartilarak verimleri (a/a) hesaplanmis ve 6n tarama deneylerinde kullanilmak tizere +4°C’de

saklanmustir.

Biyolojik aktivite taramalari tamamlandiktan sonra BAYF islemi i¢in se¢ilen Cotinus
coggyria’nin tiiylii pediselleri ve yapraklar: ile Maclura pomifera yapraklar1 ekstre miktarini
arttirmak amaciyla tekrar toplanmis, ayni sekilde etanol ekstreleri hazirlanmig ve CCDT (C.
coggyria’nin tiiylii pedisellerinden hazirlanan etanol ekstresi), CYET (C. coggyria’nin
yapraklarindan hazirlanan etanol ekstresi) ve MPYH (M. pomifera yapraklarindan
hazirlanan etanol ekstresi) olarak kodlanmistir. Mikroemiilsiyon formiilasyonu ¢alismalari
icin V. vinifera tohumlar1 ve C. sinensis (yesil) yapraklarindan da aynmi sekilde ekstreler

hazirlamak suretiyle ekstre miktarlart arttirilmistir.

Biyolojik aktivite caligmalari arasinda yer alan enzim inhibisyon tayin yontemlerini
gerceklestirmek tlizere ekstreler uygun miktarda tartilmis ve stok konsantrasyonlar1 10
mg/mL olacak sekilde DMSO (Merck, Almanya) i¢inde ¢6ziilmistiir. Renklerinin koyu
olmasindan dolay1 absorbans 6l¢iimiinii zorlastiran bitki ekstreleri ise konsantrasyonlari 5
mg/mL olacak sekilde yine DMSO kullanilarak seyreltilmistir. Taramaya dahil edilen saf
maddeler de stok konsantrasyonlar1 1 mg/mL olacak sekilde DMSO iginde ¢oziilmiislerdir.
Antioksidan aktivite tayin yontemlerinde kullanilmak iizere ekstrelerden uygun miktarda
tartilmig ve konsantrasyonlart 5 mg/mL olacak sekilde etanolde c¢oziilmiislerdir. Bu
yontemler arasindan sadece nitrik oksit radikal siipiiriicii etki tayini yonteminde kullanilan
ekstreler konsantrasyonlart 5 mg/mL olacak sekilde tartilmis ve DMSO iginde

¢Oziilmiislerdir.
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3.2.2. Biyolojik aktivite calismalari

Enzim inhibisyon tayin yontemleri

Elastaz enzim inhibisyonu

Elastaz enzim inhibisyonu Kraunsoe ve digerleri’nin, Lee ve digerleri tarafindan modifiye
edilmis spektrofotometrik yontemi kullanilarak test edilmistir (Kraunsoe, Claridge ve Lowe,
1996; S. H. Lee ve digerleri, 2009). Enzim kaynag1 olarak domuz pankreatik elastazi (Tip
IV, Sigma, EC 3.4.21.36) kullanilirken, substrat olarak N-Suc-(Ala)z-p-nitroanilit (Sigma,
ABD) kullanilmistir. YOntemin esasi, substrattan salinan nitroanilin’in 410 nm dalga
boyunda olgiilmesine dayanmaktadir. 1,015 mM substrat 0,1 M Tris-Cl (pH 8,0)
tamponunda hazirlanmis ve bu ¢ozelti (130 uL) DMSO’da ¢6ziilen ekstreler (10 uL) ile 96
kuyucuklu mikroplakta karistirtlmistir. Mikroplak 25 C°de 5 dk on-inkiibasyona
birakildiktan sonra 0,5 tinite/mL (15 pL) enzim soliisyonu eklenmistir. Enzim eklendikten
sonra mikroplak 25°C’de 30 dk inkiibe edilmis ve substrattan salinan p-nitroanilin miktari
410 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD)
okutulmustur. Referans olarak oleanolik asit (Sigma), kontrol olarak ise DMSO
kullanilmistir  Orneklerin % elastaz inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gore
hesaplanmistir. Her 6rnek 4 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 4 deneyden elde edilen %

inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]

A1= Ornek ¢ozeltilerinin 410 nm dalga boyundaki absorbansi

Ao= Kontrol ¢ozeltilerinin 410 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Kolajenaz enzim inhibisyonu

Kolajenaz enzim inhibisyonu Wart ve Steinbrink tarafindan gelistirilen, modifiye edilmis
spektrofotometrik yontem kullanilarak olgiilmiistiir (Barrantes ve Guinea, 2003; Van Wart
ve Steinbrink, 1981). Enzim kaynagi olarak Clostridium histolyticum kolajenazi (Sigma, EC
3.4.23.3) kullanilirken, substrat olarak N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA)
(Sigma, ABD) kullanilmustir. 0,8 tinite/mL enzim 50 mM trisin tamponunda (10 mM CaCl,
ve 400 mM NaCl ile pH 7,5) ¢oziilmiistiir. Substrat FALGPA 2 mM olacak sekilde ayni
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tamponda ¢ozilmistiir. 25 uL tampon, 25 uL DMSO veya ekstre ve 25 pL enzim 96
kuyucuklu mikroplak kuyucugunda karistirilmistir. 15 dk 6n-inkiibasyondan sonra 50 pL
substrat eklenmistir. Absorbans 340 nm’de 20 dk boyunca 2 dk aralikla ELISA mikroplak
okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okutulmustur. Referans olarak (-)-
epigallokatesin gallat (EGCG, Sigma), kontrol olarak ise DMSO kullaniimistir. Orneklerin
% kolajenaz inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gére hesaplanmistir. Her 6rnek 4 paralel
olarak ¢alisilmis ve sonuglar 4 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin ortalamasi + standart

sapma olarak verilmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100]

Ai= Ornek ¢ozeltilerinin 340 nm dalga boyundaki absorbansi

Az= Kontrol ¢ozeltilerinin 340 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
TYR enzim inhibisyonu

TYR enzim inhibisyonu Masamato ve digerleri tarafindan gelistirilen L-DOPA’nin (Sigma,
ABD) substrat olarak kullanildig1 spektrofotometrik bir yontemle tayin edilmistir (S. H. Lee
ve digerleri, 2009; Masamoto, lida ve Kubo, 1980). Substratin enzim ile reaksiyonu sonucu
olusan dopakromun absorbansinin 492 nm dalga boyunda olglilmesi yontemin esasini
olusturmaktadir. Yonteme gore, 96 kuyucuklu mikroplaga 10 pL 6rnek ¢ozeltisi veya
DMSO eklenmistir. Ardindan 80 uL 67 mM fosfat tamponu (pH 6,8) ve 30 uL 5 mM L-
DOPA ilave edilmistir. 37°C’de 10 dk inkiibasyonun ardindan 30 pL mantar kaynakli
tirozinaz (Sigma, EC 1.14.18.1) enzim soliisyonu eklenmistir. 20 dk daha inkiibasyondan
sonra 492 nm’de absorbans ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate
reader, ABD) olgiilmiistiir. Referans olarak alfa-kojik asit, kontrol olarak ise DMSO
kullanilmistir.  Orneklerin % TYR inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gore
hesaplanmistir. Her 6rnek 4 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 4 deneyden elde edilen %

inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]

A1= Ornek ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki absorbansi

Az=Kontrol ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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Antioksidan aktivite tayin yontemleri

2,2-Difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikal stipiiriicii aktivite

Orneklerin DPPH radikaline kars: siipiiriicii etkileri, koyu-viyole renkten agik-sar1 renge
doniisimiin  UV/goriniir bolgede 515 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
olgiilmesiyle tayin edilmistir (Barros, Baptista ve Ferreira, 2007; Hatano, Kagawa, Yasuhara
ve Okuda, 1988). Calismada uygulanan yonteme gore, 0,138 mg/mL DPPH soliisyonu
Olgtimlerden Once hazirlanmis ve Ornek ¢ozeltilerinden 10 uL alinarak 96 Kkuyucuklu
mikroplaga eklenmistir. Uzerlerine 90’ar uL. DPPH soliisyonu ilave edilmistir. Daha sonra
ornek ve DPPH soliisyonlari, karanlikta, oda sicakliginda 30 dk bekletilerek inkiibe
edilmistir. Kontrol olarak etanol kullanilmis ve tiim soliisyonlarin absorbanslart 515 nm’de
ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okutulmustur.
Tim o6rnekler i¢in deney 3 paralel olarak uygulanmis ve kersetin referans madde olarak

kullanilmistir.

% Stipiirticti etki ise su formiile gore hesaplanmistir:
% Stipirtici etki = [ ( A-Az2) / A1] x 100

A:1= DPPH stok soliisyonunun 515 nm dalga boyundaki absorbansi
Ao= Ornek soliisyonunun 515 nm dalga boyundaki absorbansi

N,N-Dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) radikal siipiiriicii aktivite

Orneklerin DMPD radikaline kars: siipiiriicii etkileri, mor renkli DMPD* katyonunun
rediiksiyonu sonucu acgilan rengin 505 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesiyle tayin edilmistir. Hidrofil 6zellikte bir madde olan DMPD uygun oksidan ¢6zelti
ile (FeCls) asidik pH’da mor renkli DMPD™ katyonunu olusturur. Antioksidan 6zelligi olan
maddeler hidrojen atomu transferi ile DMPD™ katyonunun renginin yok olmasina neden olur.
Uygulanan yonteme gore, 100 mM DMPD ¢ozeltisi, 0,1 M asetat tamponu (pH: 5,25) ve
0,05 M demir-lll-kloriir ¢ozeltisi ile karistirilarak mor-viyole renkli DMPD* soliisyonu
ol¢iimlerden dnce taze hazirlanmustir (Schlesier, Harwat, Bohm ve Bitsch, 2002). Ornek
cozeltilerinden 10 pL alinarak, {izerlerine 200 uLL. DMPD soliisyonu ilave edilmistir. Daha
sonra 0rnek ve DMPD soliisyonlar1 oda sicakliginda 10 dk bekletilerek inkiibe edilmistir.
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Kontrol olarak etanol kullanilmis ve tiim soliisyonlarin absorbanslari 505 nm’de ELISA
mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okutulmustur. Tim
ornekler i¢in deney 3 paralel olarak calisilmis ve askorbik asit referans madde olarak

kullanilmastir.

% Stipiirticti etki ise su formiile gore hesaplanmistir:
% Stiptiriicti etki = [ ( A1-A2) / A1] x 100

A1= DMPD stok soliisyonunun 505 nm dalga boyunda absorbansi

Ao= Ornek soliisyonunun 505 nm dalga boyunda absorbansi

Nitrik oksit (NO) siipiiriicii etki tayini

Orneklerin NO siipiiriicii etkilerini tayin etmek icin bazi modifikasyonlar ile Sreejayan ve
Rao’nun yontemi kullanilmigtir (Sreejayan ve Rao, 1997; Tsai, Tsai, Yu ve Ho, 2007).
Deneye baslamadan dnce % 5’lik fosforik asit iginde % 1’lik siilfanilamit ve % 0,1°lik
naftiletilendiamin dikloriir hazirlanmis, bu iki ¢ozelti karigtirilarak Griess reajani elde
edilmistir. Orneklerden ve kontrol ¢ozeltisini hazirlamak icin DMSO’dan 60 pL alinmis ve
iizerine 60 pL 10 mM sodyum nitroprussit ¢ézeltisinden ilave edildikten sonra karigim 150
dk, oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 120 pL Griess reajani
eklenmistir ve 10 dk bekledikten sonra absorbanslar 577 nm’de ELISA mikroplak
okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okutulmustur. Tiim 6rnekler i¢in

deney ti¢ paralel olarak ¢alisilmis ve askorbik asit referans madde olarak kullanilmistir.

% Stiptirticti etki ise su formiile gore hesaplanmustir:
% Stipiriici etki = [ ( A1-Az2) / A1] x 100

A1= Kontrol ¢ozeltilerinin 577 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

A= Ornek ¢ozeltilerinin 577 nm dalga boyundaki absorbansi

Metal (demir) iyonu selasyon etki tayini

Orneklerin demir iyonu-selasyon etkilerini tayin etmek icin Carter’in modifiye edilmis

yontemi uygulanmistir (Carter, 1971; Lantto ve digerleri, 2009). Ferrozin ve demir (1), 562
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nm dalga boyunda giiclii absorbsiyon veren bir kompleks olustururlar. Deneyde kullanilmak
tizere 2 mM demir-l1-kloriir ile 5 mM ferrozin ¢6zeltisi hazirlanmistir. Yonteme gore; her
bir 6rnekten ve kontrolden (etanol) 20 uL mikropipet ile alinarak 96 kuyucuklu mikroplaga
konulmus, tizerlerine 10 pL demir-1l-kloriir ve ardindan 40 pL ferrozin ¢ozeltisi eklenmistir.
Daha sonra, son miktar 160 pL olacak sekilde etanol ilave edilmistir, karisim 10 dk oda
sicakliginda bekletilmis ve siire sonunda absorbans 562 nm dalga boyunda ELISA mikroplak
okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okutulmustur. Orneklerin %
selasyonlar1 asagida verilen formiile gore hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak
calisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen % selasyonlarin ortalamasi = standart sapma
olarak verilmistir. Referans madde olarak etilendiamintetraasetikasit (EDTA, Sigma)

kullanilmastir.

% Selasyon =[( A1—A2)/A1] x 100

A1 = Kontrol ¢ozeltisinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi
Az = Ornek ¢ozeltilerinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi

Demir-indirgeme antioksidan giiciiniin tayini (FRAP)

Orneklerin demir-indirgeme antioksidan giicii (ferric-reducing antioxidant power, FRAP),
baz1 modifikasyonlar ile Oyaizu’nun yontemine gore tayin edilmistir (Ferreira, Baptista,
Vilas-Boas ve Barros, 2007; Oyaizu, 1986). Diisik pH’da demir III’tin demir II’ye
indirgenmesi renkli demir (I1)-tripiridiltriazin kompleksinin olusmasini saglar (Benzie ve
Strain, 1996). Yonteme gore; ornek ¢ozeltilerinden 10 pL alinarak, 0,2 M pH degeri 6,6 olan
25 pL fosfat tamponu ve 25 pL potasyum ferrisiyaniir ilave edilmis, elde edilen karigim
50°C’de 20 dk 6n-inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 25 pL % 10 trikloroasetik asit
(TCA, Sigma) eklenmistir. Daha sonra {izerine 85 uL distile su ve 17 uL demir-1l1-kloriir
eklenmigtir. Oda sicakliginda 30 dk daha inkiibasyona birakildiktan sonra, absorbanslar 700
nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader,
ABD) okutulmustur. Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde
edilen absorbanslarin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir. Referans madde olarak
kersetin kullanilmistir. Sonuglar, artan absorbans degerlerinin indirgeme giiciiniin arttigina

isaret etmesi seklinde yorumlanmaktadir.
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Fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan giiciiniin tayini (PRAP)

Orneklerin fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan giicii (phosphomolybdenum-reducing
antioxidant power, PRAP), baz1 modifikasyonlar ile Falcioni ve digerleri’nin yontemine gore
tayin edilmistir (Falcioni ve digerleri, 2002; Pricto, Pineda ve Aquilar, 1999). Antioksidan
giic, molibden-VI'nin (sar1) molibden-V’e indirgenmesi sonucu olugan yesil rengin dl¢timii
esasina dayanmaktadir. Yonteme gore; drnek ¢ozeltilerinden 300 pL alinarak {izerlerine 1
mL % 10’luk fosfomolibdik asit (Sigma) ilave edilmistir. Elde edilen karisim 80°C’de 30 dk
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda uygun miktarda karistm mikroplaklara aktarilmis
ve absorbanslar 600 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable
microplate reader, ABD) okutulmustur. Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 3
deneyden elde edilen absorbanslarin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir. Referans
madde olarak kersetin kullanilmistir. Sonuglar, artan absorbans degerlerinin indirgeme

giiclinilin arttigina isaret etmesi seklinde yorumlanmaktadir.
Bakir-indirgeme antioksidan giiciiniin tayini (CUPRAC)

Orneklerin bakir-indirgeme antioksidan giiglerini (cupric reducing antioxidant capacity,
CUPRAC) tayin etmek amaciyla Apak ve digerleri’nin mikroplakta uygulanmak {izere
modifiye edilmis ydntemi uygulanmustir (Apak, Giiglii, Ozyiirek ve Karademir, 2004;
Ribeiro, Magalhaes, Reis, Lima ve Segundo, 2011). Yontemin esasi; bakir-neokuproin
kompleksinin (Cu(l1)-Nc) antioksidan etkili maddeler ile Cu(l)-Nc’e rediiksiyonuna dayanr.
Bunun i¢in 25 pL 10 mM bakiar (IT) kloriir, 25 puL 7,5 mM neokuproin, 25 uL. 1 M amonyum
asetat (pH 7), 25 pL ekstre ve 100 pL distile su 96 kuyucuklu mikroplak kuyucugunda
karistirilmistir. Daha sonra mikroplak 30 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda absorbanslar
450 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader,
ABD) okutulmustur. Her 6rnek ti¢ paralel olarak calisilmis ve sonuglar ii¢ deneyden elde
edilen absorbanslarin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir. Referans madde olarak
gallik asit kullanilmistir. Sonuglar, artan absorbans degerlerinin indirgeme giiciiniin arttigina

isaret etmesi seklinde yorumlanmaktadir.
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Spektrofotometrik miktar tayini yontemleri

Toplam fenol miktar tayini

Toplam fenol miktarini tayin etmek i¢in Singleton ve Rossi’nin (Singleton ve Rossi, 1965)
modifiye edilmis Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmistir (I. Orhan, Senol, Giilpinar, ve
digerleri, 2009). Bitki ekstreleri uygun miktarda tartilip, konsantrasyon 5 mg/mL olacak
sekilde etanol’de (% 75) ¢ozilmiistiir. Daha sonra her ornekten 10 pL alinip, lizerine
sirasiyla, 30 uL Folin-Ciocalteu reaktifi (Sigma, suda seyreltilmis x 2 ) ve 150 uL % 3,5’1ik
sodyum karbonat (Na,COz3) ¢ozeltisi eklenmistir. Diger taraftan kalibrasyon egrisi igin
0,0312 mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda
gallik asit dilisyonlar1 hazirlanmig ve 6rnekler yerine gallik asit diliisyonlar1 konularak diger
¢ozeltiler aynen ilave edilmistir. Mikroplak 40°C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda absorbanslar 765 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax
tunable microplate reader, ABD) okunmustur. Her 6rnek 3 paralel olarak calisilmistir.
Ornegin ortalama absorbansindan, gallik asit kalibrasyon ¢ozeltileri yardimryla hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore, toplam fenol konsantrasyonu gallik asit esdegeri olarak
hesaplanmis ve ekstrenin toplam fenol miktar1 mg/g ekstre + standart sapma olarak

verilmistir.

Belirtilen yontem ayni sekilde tiziim ¢ekirdegi ve yesil ¢ay etanol ekstrelerine, bu ekstreler
ile hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarina, ekstrelerin formiilasyona ne kadar
gectigini hesaplamak amaciyla ve ayn1 formiilasyonlar ile yapilan salim ¢aligmasinda da
uygulanmigtir. Bu c¢alismalarda kontrol olarak ekstre icermeyen bos formiilasyon

kullanilmastir.
Toplam flavonoit miktar tayini

Toplam flavonoit miktarini tayin etmek igin Woisky ve Salatino’nun (Woisky ve Salatino,
1998) gelistirdigi aliiminyum kloriir (AICI3) kolorimetrik yontemi uygulanmustir. Bitki
ekstreleri yeterli miktarda tartilip, konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde etanolde (% 75)
¢ozllmiistiir. Daha sonra drnekten 96 kuyucuklu mikroplak kuyucuguna 25 pL konulmustur.
Uzerine sirastyla 75 pL etanol (% 75), 5 uL % 10’luk AlCI3, 5 pL 1 M sodyum asetat
cozeltisi ve 100 pL distile su eklenmistir. Diger taraftan kalibrasyon egrisi i¢in 0,0312
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mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda kersetin
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmis ve 6rnekler yerine kersetin diliisyonlar1 konularak diger
cozeltiler aynen ilave edilmistir. Karisimlar 30 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda absorbanslar 415 nm dalga boyunda ELISA mikroplak
okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okunmustur. Her 6rnek 3 paralel
olarak calistlmistir. Ornegin ortalama absorbansindan, kersetin kalibrasyon ¢ozeltileri
yardimiyla hazirlanan kalibrasyon egrisine gore, toplam flavonoit konsantrasyonu kersetin
esdegeri olarak hesaplanmis ve ekstrenin toplam flavonoit miktar1 mg/g ekstre + standart

sapma olarak verilmistir.
Toplam proantosiyanidin miktar tayini

Uziim ¢ekirdegi ve yesil ¢ay etanol ekstrelerine, bu ekstreler ile hazirlanan mikroemiilsiyon
formiilasyonlarina, ekstrelerin formiilasyonlardaki miktarin1 hesaplamak amaciyla toplam
fenol miktar tayini yani sira, toplam proantosiyanidin miktar tayini de uygulanmistir. Bunun
icin modifiye edilmis vanilin-hidroklorik asit (vanilin-HCl) yontemi kullanilmistir (Herald,
Gadgil, Perumal, Bean ve Wilson, 2014; Price, Van Scoyoc ve Butler, 1978). Hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan ve konsantrasyonlar1 1 mg/mL olacak sekilde tartilip
metanolde (MeOH, Merck) c¢oziilmiis ekstre Orneklerinden 96 kuyucuklu mikroplak
kuyucuguna 20 pL konulmustur. Uzerine 100 uL vanilin reajan1 ilave edilmis ve 1 dk sonra
her kuyucuga 100 pL % 4’lik HCI ¢ozeltisi eklenmistir. Diger taraftan kalibrasyon egrisini
olusturabilmek i¢in 0,0625 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL
konsantrasyonlarda (+)-katesin kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmis ve 6rnekler yerine (+)-
katesin diliisyonlar1 konularak diger ¢ozeltiler aynen ilave edilmistir. Karigimlar 20 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda absorbanslar 500 nm dalga boyunda
ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okunmustur. Her
ornek 3 paralel olarak calisilmistir. Ornegin ortalama absorbansindan, (+)-katesin
kalibrasyon ¢0zeltileri yardimiyla hazirlanan kalibrasyon egrisine gore, toplam

proantosiyanidin konsantrasyonu (+)-katesin esdegeri olarak hesaplanmstir.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler, GraphPad Prism 6.0. programinda tek yonlii varyans analizi (One way

ANOVA), Dunnett ¢oklu karsilagtirma testi uygulanarak gerceklestirilmistir.
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3.2.3. Biyoaktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama islemi (BAYF)

Sivi-sivi ekstraksiyon

Taramada elastaz ve kolajenaz enzimlerine karsi inhibisyon gosterdigi saptanan C. coggyria
tiyli pediselleri (CCDT), yapraklar1 (CYET) ve TYR’a kars1 etkili bulunan M. pomifera
yapraklarindan (MPYH) hareketle hazirlanan etanol ekstrelerinden tam olarak 4 g
tartilmistir. Tartilan bu ekstreler oncelikle % 90’lik MeOH’de tamamen ¢oziilmiis ve ilk
olarak n-hekzan (Merck) ile ayirma hunisinde sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Geriye kalan MeOH’lii fazin MeOH kismui evaporatorde ugurulmus ve elde edilen ekstre
distile suda ¢Oziilmiistiir. Daha sonra distile su ile ¢oziilen ekstre sirasiyla diklorometan
(CH2CIy, Merck), etil asetat (EtOAc, Merck), n-butanol (n-BuOH, Merck) ile ayirma
hunisinde fraksiyonlanmis ve ayr1 ayr1 toplanan organik fazlar evaporatdrde ugurulmustur.
Geriye kalan sulu ekstre de liyofilizatdrde 2 giin boyunca bekletilmis ve sonugta her bir ana
ekstreden 5 adet fraksiyon elde edilmis, tartilarak % verimleri (a/a) hesaplanmistir. Elde
edilen bu fraksiyonlar uygun miktarda tartilarak DMSO’da ¢6ziilmiis ve enzim inhibisyon

testleri uygulanmustir.

Kolon kromatografisi

Sivi-sivi ekstraksiyon ile elde edilen fraksiyonlara enzim inhibisyon testleri uygulanmis ve
yiiksek inhibisyon saptanan, CCDT etil asetat fraksiyonu (CCDT EtOAc) ilerleyen
caligmalar igin se¢ilmistir. Bu amagla kolon kromatografisinde ilk 6nce adsorban olarak
poliamit kullanilmistir. Yaklasik 40 g tartilan poliamit {izerine su ilave edilmis ve sigsmesini
saglamak amaciyla 30 dk boyunca karistirilmistir. Bahsi gegen fraksiyondan 1,02 g tartilmis
ve MeOH’de ¢oziilmiistiir. Eliisyon, gradient sistem uygulanarak gergeklestirilmis ve
toplama hacmi 100 mL olarak belirlenmistir. Kolona tatbik edilen fraksiyon sirasiyla % 100
distile su (4 x 100 mL), % 10 MeOH (4 x 100 mL), % 20 MeOH (4 x 100 mL), % 30 MeOH
(4 x 100 mL), % 40 MeOH (6 x 100 mL), % 50 MeOH (4 x 100 mL), % 60 MeOH (4 x 100
mL), % 70 MeOH (4 x 100 mL), % 80 MeOH (4 x 100 mL), % 90 MeOH (4 x 100 mL) ve
% 100 MeOH (16 x 100 mL) ile eliie edilmistir. Kolon kromatografisi sonucu elde edilen
fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi (ITK) ile degerlendirilmis, benzer bilesikleri igeren

fraksiyonlar birlestirilmis ve toplam 5 alt fraksiyon elde edilmistir.
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Daha sonra enzim inhibisyon testleri uygulanan alt fraksiyonlardan yiiksek inhibisyon
saptanan PA 35-43, miktarin1 arttirmak amaciyla benzer madde gruplari tasiyan PA 30-34
alt fraksiyonu ile birlestirilmistir. Birlestirilen bu fraksiyonlar orta basingli sivi
kromatografisi (medium pressure liquid chromatography, MPLC) ile fraksiyonlanmistir.

MPLC uygulamas ile ilgili detayli bilgi asagida verilmistir.

MPLC ile elde edilen ve enzim inhibisyon testleri uygulanan alt fraksiyonlardan yiiksek
inhibisyon saptanan RP 34, miktarini arttirmak amaciyla benzer madde gruplari tastyan RP
31-33 alt fraksiyonu ile birlestirilmistir. Birlestirilen bu fraksiyon, 15 g silika jelin
CH2Cl2:MeOH (90:10) karisiminda siispande edilmesi ile kurulan kolona tatbik edilmistir.
Eliisyon, gradient sistem uygulanarak gergeklestirilmis ve toplama hacmi 10 mL olarak
belirlenmistir. Kolona tatbik edilen fraksiyon sirasiyla CH2Cl:MeOH (9:1)-4 x 75 mL,
CH2Cl2:MeOH (8:2)-2 x 75 mL, CH2Cl2:MeOH (7,5:2,5)-3 x 75 mL, CH2Cl2:MeOH (7:3)-
2 x 75 mLve CH2Cl2:MeOH (6:4)-2 x 75 mL ile eliie edilmistir. Kolon kromatografisi
sonucu elde edilen fraksiyonlar ITK ile degerlendirilmis, benzer bilesikleri igeren

fraksiyonlar birlestirilmis ve toplam 15 alt fraksiyon elde edilmistir.

Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarin takip edilmesinde, normal faz silika
jel kapli aluminyum plaklar (Merck, Silica gel 60 Foss) kullanilarak ITK ydntemi
uygulanmustir. Hareketli faz olarak CHCl3:MeOH:Su (61:32:7), revelator olarak vanilin /
siilfiirik asit, kullanilmistir. Plaklar siiriiklendikten sonra kurutulmus, UV 254 ve UV 366
nm’de incelenmis, reaktif piiskiirtiildiikkten sonra 110°C’de yaklasik 10 dk sitilarak lekeler

belirlenmistir.

Ayni marka plaklar preparatif amacla da kullanilmistir. Solvan sistemi olarak RP 36-37 ve
RP 39-40 alt fraksiyonlari icin CHCIs:MeOH:Su (80:20:2), RP 38 alt fraksiyonu i¢in ise
EtOAc:MeOH:Su (100:17:13) kullanilmistir. RP 21-30, RP 41-44 ve RP 48-53 alt
fraksiyonlarmin preparatif ITK uygulamas: igin kullanilan solvan sistemleri Sekil 4.4’de
verilmistir. Plaklar, kararlastirilan solvan sistemlerinde siiriiklendikten sonra kurutulmus,
UV 254 ve UV 366 nm’de incelenmis ve belirlenen lekeler kesilmistir. Kesilen aluminyum

plaklar tizerindeki silika jel kazinarak MeOH ile yikanmistir. Silika jel ve madde igeren
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MeOH’lii ¢ozeltiler siizge¢ kagidindan (Whatman®, blue ribbon) siiziilmiis ve elde edilen

maddeler ITK ile kontrol edilmislerdir.

Orta basincli sivi kromatografisi (MPLC)

MPLC’de adsorban olarak ters faz silika jel [LiChroprep Cig (40-63 pm, Merck)], kolon
olarak Biichi kolon (2,5 x 45 cm), pompa olarak ise Dionex P680 kullanilmistir. Yeterli
miktarda adsorban kuru sistemle kolona doldurularak, basing altinda sikistirilmis, yeterli
miktarda MeOH gegirilerek adsorbanin yerlesmesi saglanmistir. Kolon yeterli miktarda su
ile sartlandirilmistir. Kolon kromatografisi (adsorban: poliamit) sonucu elde edilen alt
fraksiyonlardan yiiksek enzim inhibisyonu saptanan PA 35-43, miktarini arttirmak amaciyla
benzer madde gruplari tasiyan PA 30-34 alt fraksiyonu ile birlestirilerek 1-2 mL solvan
sistemi i¢inde ¢oziilerek bir enjektor yardimiyla kolona enjekte edilmistir. Eliisyon gradient
sistem uygulanarak gerceklestirilmis, sirasiyla % 0 MeOH (%100 su), % 5, % 15, % 25, %
35, % 40, % 45, % 50, % 55, % 60, % 65, % 70, % 75, % 80, % 85, % 90, % 95 ve % 100
MeOH gegirilmistir. Toplama hacmi 20 mL olarak belirlenmistir. MPLC sonucunda elde
edilen alt fraksiyonlar ITK ile degerlendirilmis ve benzer bilesikleri iceren fraksiyonlar
birlestirilmistir. Sonugta toplam 14 alt fraksiyon elde edilmistir. Elde edilen fraksiyonlar ve
miktarlar1 Sekil 4.4’de verilmektedir.

Yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi (high performance thin layer
chromatography-HPTLC)

Isvicre’de bulunan CAMAG firmasinin Ar-Ge Laboratuvari ile halen devam eden ortak
projemiz kapsaminda, Citrus tiirlerinin farkli kisimlarindan hareketle hazirlanan etanol
ekstreleri HPTLC ile analiz edilmistir. Analiz icin CAMAG HPTLC sistemi (Isvigre) ve
silika jel plaklar (HPTLC glass 20 x 10, silica gel 60 F2s4) kullanilmistir. Ekstreler 5 mg/mL,
referans olarak kullanilan hesperidin ve kafeik asit sirasiyla 0,4 mg/mL ve 0,2 mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde MeOH’de ¢ozlilmiistiir. Referanslar ve 6rnek ¢ozeltileri 5,
10 veya 15 puL miktarda, plagin alt kenarindan 8 mm yukarida olacak sekilde tatbik
edilmistir. Hareketli faz olarak etil asetat:formik asit:su (75:15:10) sistemi kullanilmistir ve
tank 20 dk boyunca bu sistemin buhar1 ile doyurulmustur. Siiriiklenme, plagin alt kenarindan
70 mm yukarida sonlandirilmis ve plak 5 dk kurutulmustur. Kromatogram UV 254 ve UV
366 nm’de incelenmis, revelator olarak AICI3 (% 1), NPR (natural product reagent, % 0,5)
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ve polietilen glikol400 (PEG, % 5) kullanilmis, beyaz 1sik (WRT) altinda goriintiileri

alimmustir.

Niikleer magnetik rezonans (NMR) analizleri

BAYF islemi ile fraksiyonlanan, kolon kromatografisi veya preparatif ITK ile elde edilen ve
miktar1 yeterli olan maddelerin, Prens Sattam bin Abdulaziz Universitesi, Eczacilik Koleji,
Farmakognozi Anabilim Dali (Suudi Arabistan), NMR laboratuvarinda, Bruker Ultrashield
500 plus NMR spektrometresi (Almanya) ile *H- (500 MHz) ve C-NMR (125 MHz)
analizleri, CD30D’da ¢oziilerek gergeklestirilmistir. Bazi 6rneklere ait DEPT (Distortionless
enhancement by polarization transfer) spektrumlar1 ve *H-'H-Homoniikleer Korelasyonlu
Spektrumlar (Homo-COSY) da mevcuttur. RP 36-37 Prep 4, RP 38 Prep 1, RP 39-40 Prep
1, RP 39-40 Prep 2 ve RP 41-44 Prep 2 kodlu fraksiyonlarda bulunan bazi bilesiklerin yap1

tayinine ait yorumlar “Bulgular” boliimiinde verilmistir.

3.2.4. Mikroemiilsiyon formiilasyonlari ile ilgili cahsmalar

Mikroemiilsivon formiilasyonlariin gelistirilmesi

Calismamizin formiilasyon gelistirilmesi boliimiinde, yiiksek enzim inhibisyonu saptanan,
sirastyla % 21,9 ve % 11,9 verimle elde edilen yesil ¢ay ve iiziim gekirdegi ekstrelerinin bir
tastyict  sistem ig¢inde kullanilip, tiiketiciye sunulacak bir forma dondstiiriilmesi
planlanmistir. Bu amagla mikroemiilsiyonun en uygun sistem olduguna Kkarar verilmistir.
Ekstreleri iceren mikroemiilsiyon sistemleri Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Kozmetoloji Bilim Dali ile beraber hazirlanmus,
kontrolleri yapilmis ve en uygun mikroemiilsiyon formiilasyonunun yag iginde su
emiilsiyonu olduguna karar verilmistir. Bu emiilsiyonun olusturulmasi amaciyla kullanilan
maddeler kaprilik/kaprik/linoleik trigliserit (yag fazi), absolii etanol (YYEM), yumurta
lesitini (YEM) ve distile sudur. Formiilasyonlarin hazirlanmasi igin gerekli tim asamalarda
Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali, Kozmetoloji
Bilim Dali’nda Prof. Dr. Figen Tirnaksiz danismanliginda tamamlanan, Dr. Ecz. Seyda
Akkus Arslan’a ait yiiksek lisans tezi esas almmustir (Akkus, 2007). Ekstre igeren
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kalite kontrol amaciyla damlacik biyiikligi ve

damlacik biyiikligi dagilimi ile polidispersite indeksi (PDI) incelenmis ve
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formiilasyonlardan salim c¢alismalar1 yapilmistir. Ekstre iceren mikroemiilsiyonlarin
hazirlanmasi igin, ekstreler once etanolde ¢6ziilmiis, daha sonra diger asamalara gegilmistir.
Elde edilen mikroemiilsiyonlarin damlacik biiyiikliikleri ve dagilimlart Malvern Zeta Sizer

Nano ZS (ingiltere) ile dl¢iilmiistiir.

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda vapilan salim calismasi

Ekstre iceren mikroemiilsiyonlardan, ekstrelerde bulunan fenolik madde gruplarinin salim
caligmasinin yapilmasi i¢in 20 mL dondr ve 9 mL reseptodr faz kullanilmistir. Zar olarak
molekiil agirlig1 12 000 g/mol’den kiiciik olan molekiillerin gegisini saglayan diyaliz zar
secilmis ve deney 32°C’de gergeklestirilmistir. Salim ortami olarak pH 5,2 tampon
kullanilmis, salim alami ise 3,8 cm? olarak belirlenmistir. Hiicrelerin dondr odacigi, deney
stiresince sabit hizda manyetik karistiric ile karistirilmistir. Ekstrelerin salim ortamindaki
coziiniirliiklerinin diisiik olmasi nedeniyle, reseptdr odacikta sink kosulun saglanabilmesi
icin, her bir numune araliginda, reseptor odaciktaki tiim sivi ortam ¢ekilip, taze tampon ile
yeniden doldurulmustur. Ornekler 60., 120., 180., 240. ve 360. dk’larda alinmis ve alinan
orneklerin toplam fenol miktar tayinleri spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Ekstrelerde
bulunan etkin bilesenlerin salimini incelemek amaciyla ters diyaliz teknigi kullanilmistir. Bu

amacla Sekil 3.1.”de gosterilen 6zel diyaliz hiicreleri yaptirilmistir.

pH 5.2

diyaliz zar
ekstre iceren

formilasyon magnet

Sekil 3.1. Salim deneyinde kullanilan hiicrelerin sematik gosterimi

3.2.5. Krem formiilasyonu gelistirilmesi ile ilgili cahismalar

Mikro-Gen Ilag¢ Firmas1’nin (Istanbul) kozmetik grubu olan “Vivatinell Cosmeceuticals” ile
ortak Ar-Ge ¢alismalarimiz sonucunda Cotinus coggyria tiiylii pedisel ve yaprak ekstreleri
kullanilarak kirisiklik karsiti, Maclura pomifera yaprak ekstresi kullanilarak leke giderici
krem formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Hazirlanan krem formiilasyonlarinin igerigi, kullanim

amaglari ve % oranlar1 Cizelge 3.2.’de verilmektedir. Belirtilen bilesiklerin yani sira, leke
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giderici lirlin formiilasyonunda Maclura pomifera yaprak ekstresi (% 0,45), kirisiklik karsiti
krem formiilasyonunda Cotinus coggyria tiiylii pedisel ekstresi (% 0,14) ile yaprak ekstresi
(% 0,16) kullanilmustir.

Hazirlanan krem formiilasyonlarinin stabiliteleri 3 ay boyunca 25°C, % 65 nem ve 45°C, %
75 nem kosullarinda test edilmistir. Bu islemde, formiilasyonlarin goriiniis, pH, yogunluk,
viskozite, donma ¢oziilme dongiisii ve mikrobiyolojik limitleri gibi 6zellikleri tayin

edilmistir.

Cizelge 3.2. Krem formiilasyonlarinda kullanilan bilesikler, kullanim amaglar1 ve % oranlar1

Bilesik ismi (INCI name) Kullamim amaci % Oran
Su (Aqua) Coziicii 69,63
Etilhekzil metoksisinnamat -

(Ethylhexyl methoxycinnamate) UV absorbe edici 9
Setearl_l glukozit ve setearil alkol (Cetearyl Emiilgator ve emoliyan 25
glucoside, cetearyl alcohol)

C12-15 AlKil benzoat Emolivan 25
(C12-15 Alkyl benzoate) y ’
Niasinamid (Niacinamide) Yatistiric 2
Dikaprilil karbonat :

(Dicaprylyl carbonate) Emoliyan 15
Kaprilik/Kaprik trigliserit (Caprylic/capric .

triglyceride) Emoliyan L5
Pantenol (Panthenol) Antistatik 1,5
Oenothera biennis yagi .

(Oenothera biennis oil - EPO) Emoliyan 15
Butil metoksidibenzoilmetan -

(Butyl methoxydibenzoylmethane) UV absorbe edici 15
Sorbitol (Sorbitol) Nemlendirici 1
Siklometikon (Cyclomethicone) Antistatik 0,6
VP/Hekzadesen kopolimer (VP/Hexadecene Viskozite diizenleyici 0.6
copolymer)

Sodyum poliakrilat . o -

(Sodium polyacrylate) Viskozite diizenleyici 0,55
Trietanolamin (Triethanolamine) Tamponlama ajani 0,55
Borago officinalis tohum yagi .

(Borago officinalis seed oil) Emoliyan 0.5
Gliseril stearat SE (Glyceryl stearate SE) Emiilgator ve emoliyan 0,5
Potasyum setil fosfat .

(Potassium cetyl phosphate) Siirfaktan 0.5
Tegosoft® DC (Diethylhexyl carbonate) Emoliyan 0,5
Koku verici 0,45
Sitrik asit (Citric acid) Tamponlama ajani 0,25
Tokoferol (Tocopherol) Antioksidan 0,12
Bisabolol (Bisabolol) Yatistirici 0,1
Sorbik asit (Sorbic acid) Koruyucu 0,1
Biitil hidroksitoluen (BHT) Antioksidan 0,1
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4. BULGULAR

4.1. Ekstre ve Fraksiyon Verimlerine Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden bitkisel materyallerden hareketle hazirlanan etanol ekstreleri
tartilarak hesaplanan % verimleri (a/a) Cizelge 4.1°de verilmektedir. On taramada etkili
oldugunu tespit ettigimiz ve miktart arttirllan CCDT, CYET ve MPYH ekstrelerinin ve bu
ekstrelerden sivi-sivi ekstraksiyon ile elde edilen fraksiyonlarin % verimleri (a/a) Sekil 4.1
ve Sekil 4.2°de verilmistir. CCDT EtOAc fraksiyonunun kolon kromatografisine (sabit faz:
poliamit) uygulanmast ile elde edilen ve ITK analizine gore birlestirilen fraksiyonlar ve %

verimleri (a/a) Cizelge 4.2.’de verilmektedir.

Cizelge 4.1. Hazirlanan etanol ekstrelerinin % verimleri (a/a)

Bitki Kisim % Verim (a/a)
Aesculus hippocastanum Flos 8,44
Folia 11,68
Semen 2,56
Pericarpium 2,69
Aloe vera Folia 1,11
Arbutus unedo Folia 17,70
Fructus (olgunlasmamis) 6,51
Calendula arvensis Herba 10,58
Camellia sinensis Folia (Siyah) 6,38
Folia (Yesil) 13,70
Cassia sp. Folia 8,66
Cinnamomum cassia Cortex 2,98
Citrus aurantium Albedo 22,02
Flavedo 8,48
Folia 5,87
Citrus deliciosa Pericarpium 10,81
Citrus limon cv. Interdonato Albedo 13,83
Flavedo 11,74
Citrus limon cv. Kara limon  Albedo 20,86
Flavedo 14,17
Citrus limon cv. Kibris Albedo 14,56
Flavedo 7,23
Citrus maxima Albedo 15,89
Flavedo 14,48
Semen 11,42
Citrus paradisi var. Albedo 26,82

Henderson Flavedo 12,25
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Cizelge 4.1. (devam) Hazirlanan etanol ekstrelerinin % verimleri (a/a)

Bitki Kisim % Verim (a/a)
Citrus paradisi var. Red blush Albedo 24,61
Flavedo 12,47
Citrus paradisi var. Star ruby Albedo 33,79
Flavedo 15,86
Citrus reticulata-Lee Pericarpium 7,86
Citrus reticulata-Nova Pericarpium 9,37
Citrus reticulata Blanco x Citrus paradisi  Pericarpium 11,39
Citrus sinensis cv. Navelina Albedo 18,00
Flavedo 9,49
Citrus sinensis cv. Shamouti Albedo 16,45
Flavedo 13,49
Citrus sinensis cv. Albedo 15,36
Valencia late Flavedo 7,56
Citrus sinensis cv. Albedo 22,80
Washington navel Flavedo 13,27
Citrus japonica Pericarpium 13,42
Cotinus coggyria Tiyli pedisel 10,10
(meyveli)
Folia 19,86
Crataegus monogyna ssp. monogyna Flos 12,48
Folia 10,72
Fructus 7,95
Crataegus szovitsii Flos 12,06
Folia 11,99
Cupressus sempervirens Folia 10,72
Curcuma longa Rhizoma 1,70
Ficus carica Folia 8,76
Garcinia mangostana Pericarpium 21,37
Hedera helix Folia 8,18
Laurus nobilis Folia 9,72
Gemmae 8,16
Lamium purpureum Herba 5,85
Lamium purpureum ssp. purpureum Herba 8,96
Maclura pomifera Folia 7,44
Fructus 9,42
Malus sp. Pericarpium 32,63
(Kirmizi)
Pericarpium 21,42
(Yesil)
Olea europaea Cortex 0,87
Folia (Denizli) 21,12
Folia (Kibris) 18,37
Origanum onites Herba 4,80
Passiflora incarnata Herba 29,08
Flos 1,09
Fructus 16,31
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Cizelge 4.1. (devam) Hazirlanan etanol ekstrelerinin % verimleri (a/a)

Bitki Kisim % Verim (a/a)
Persea americana Folia 9,53
Fructus 5,35
Pericarpium 9,47
Semen 3,01
Pistacia vera Pericarpium 11,20
Portulaca oleracea Herba 1,43
Primula vulgaris ssp. Herba 11,37
vulgaris
Punica granatum Flos 7,08
Pericarpium 14,71
Semen 1,06
Rosa canina Stipites 7,75
Fructus 9,49
Rosa sp. Fructus (Bursa) 3,67
Fructus (Tunceli) 5,62
Rosmarinus officinalis Herba 13,37
Herba 9,06
Salix alba Stipites 8,61
Salvia fruticosa Herba 7,95
Tripleurospermum oreades  Herba 6,90
Verbascum insulare Flos 14,54
Folia 7,74
Veronica thymoides ssp. Herba 22,23
pseudocinerea
Vitis vinifera Semen 2,45

Cizelge 4.2. CCDT EtOAc fraksiyonunun kolon kromatografisine (sabit faz: poliamit)
uygulanmasi ile elde edilen ve ITK analizine gore birlestirilen fraksiyonlar ve
% verimleri (a/a)

Fraksiyon kodlar1 % Verim
CCDT EtOAc PA 1-20 10,41
CCDT EtOAc PA 21-29 5,25
CCDT EtOAc PA 30-34 16,75
CCDT EtOAc PA 35-43 41,71
CCDT EtOAc PA 44-68 6,18

4.2. Enzim Inhibisyonu Tayinlerine Ait Bulgular

Tez gereclerimizi teskil eden bitkisel materyallerden hareketle hazirlanan etanolli

ekstrelerin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis 6rneginin 666
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pg/mL final konsantrasyondaki elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlarina ait
bulgular Cizelge 4.3.’de verilmektedir. Baz1 ekstrelere ait DMSO’lu ¢ozeltilerin renklerinin
koyu olmasinin absorbanslarinin okunmasini zorlastirmasi nedeniyle final konsantrasyonlari
133 pg/mL olacak sekilde DMSO ile seyreltilerek iki konsantrasyonda da enzim
inhibisyonlari test edilmistir. Curcuma longa rizomlarindan hareketle hazirlanan etanolli
ekstrenin test edilen konsantrasyonlarda kolajenaz enzim inhibisyonu saptanmazken, ayni
konsantrasyonda ekstrenin sar1 renginden dolayr TYR ve elastaz enzim inhibisyonlari
testlerinde absorbanslarin okunmasi mimkiin olmamis, bu nedenle daha dusiik
konsantrasyonlarda denenmistir. Bu ekstreye ait enzim inhibisyon bulgular1 da Cizelge

4.4.°de verilmektedir

Veterinerlik ve Farmasotik Bilimler Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi (Brno, Cek
Cumbhuriyeti) ile ortak ¢alismalar yaptigimiz arastirma grubu tarafindan M. pomifera’dan
daha 6nce izole edilmis osajin, pomiferin ve makluraksanton ile yari-sentetik tiirevler olan
izoosajin ve izopomiferinin, ayrica resveratrol’iin 66,6 pg/mL final konsantrasyondaki
elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlarina ait bulgular da Cizelge 4.3.’de

verilmektedir.

BAYF islemine tabi tutulan CCDT ekstresinden, bunun yani sira CYET ve MPYH
ekstrelerinden sivi-sivi ekstraksiyon ile elde edilen fraksiyonlarin elastaz, kolajenaz ve TYR
enzim inhibisyonlarina ait bulgular Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’de verilmektedir.
Ilerleyen ¢alismalar icin secilen CCDT EtOAC fraksiyonunun BAYF islemine ait genel sema
Sekil 4.4.’de verilmektedir. Ayni fraksiyonun, kolon kromatografisi (sabit faz: poliamit) ile
fraksiyonlanmasiyla elde edilen alt fraksiyonlarin elastaz, kolajenaz ve TYR enzim
inhibisyonlarina ait bulgular ise Cizelge 4.5.’de verilmektedir. Birlestirilen PA 30-34 ve PA
35-43 alt fraksiyonlarinin MPLC ile fraksiyonlanmasiyla elde edilen alt fraksiyonlarin
elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlarina ait bulgular Cizelge 4.6°da verilmektedir.
Bu fraksiyonlardan RP 31-34 kodlu alt fraksiyon kolon kromatografisi (sabit faz: silika jel)
ile fraksiyonlanmis, elde edilen alt fraksiyonlardan 31-34 Fr 49-54 kodlu fraksiyona enzim
inhibisyon testleri uygulanmustir. Fraksiyon 133 pg/mL konsantrasyonda, elastaz enzimini
% 30,40 + 1,24, TYR enzimini % 11,88 + 1,25 oraninda inhibe ederken, kolajenaz enzim

inhibisyonu saptanmamustir.



Cizelge 4.3. On taramada kullanilan ekstrelerin ve saf maddelerin elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlari

TYR Enzim Inhibisyonu

Elastaz Enzim inhibisyonu

Kolajenaz Enzim inhibisyonu

Familya Bitki Kisim (% Inhibisyon = S.S.%) (% Inhibisyon + S.S.) (% Inhibisyon + S.S.)
133 pg/mL" 666 ng/mL 133 pg/mL 666 ng/mL 133 pg/mL 666 ng/mL
Cotinus codavria Pedisel (meyveli) § 61,97 + 1,801 § 3,01 + 1,18¢ § 55,30 + 4,689
Anacardiaceae 99y Folia 17,19 £ 4,357 | 64,43+ 2,80° | 2,09+0,71° | 51,76 + 2,33* E -
Pistacia vera Pericarpium § 6,75 + 1,92¢ § 64,33 + 1,83¢ § 50,33 + 4,68*
Araliaceae Hedera helix Folia 14,95+ 0,23¢ | 47,35+ 3,41¢ - 32,53 + 4,52¢ - -
Calendula arvensis | Herba 11,05+ 3,92¢ | 51,66 +0,57¢ - 8,40 + 1,30¢ - -
Asteraceae er;g'deg‘;os"erm”m Herba 35,30 +£0,12° | 57,01+053¢ | 4,45+1,36° | 23,36 +2,45¢ - -
. Garcinia . . d d d
Clusiaceae Pericarpium 9,13+0,51 52,55 + 0,40 - 36,50 + 3,43 - 52,99 + 2,63***
mangostana
Cupressaceae Cupressus Folia 11,63£ 0,949 | 33,39 + 1,24¢ - 26,09 + 1,28 - ;
sempervirens
Folia 1,85+0,80° | 32,21 +241° - 3,49 +0,15¢ - 14,05 + 1,34¢
Ericaceae Arbutus unedo Fructus § 11,82 + 1,54 § 2,29+ 0,74¢ § 1041 + 1.83¢
(olgunlagsmamis)
Fabaceae Cassia sp. Folia - 30,09 +5,63 | 12,74 +2,17° 24831*12 4,64 +1,28° -
Flos § 40,59 + 0,33¢ § 48,75+ 1,64 § -
Hiopocastanaceae | Aesculus Folia - 1555+ 3,069 | 11,862,459 | 64,67 + 2,32¢ - -
PP hippocastanum Pericarpium § 12,81 +1,95¢ § 4,11+ 0,78¢ § 8,35 + 0,061
Semen § 18,00 + 0,86¢ § 3,53 +0,61¢ § 42,05+ 0,87
Lamium purpureum | Herba 21,01+£0,12¢ | 57,67 +1,15¢ - 25,54 + 2,63¢ - -
Lamium purpureum | o, 2057+1,64° | 60,34+ 1,31 | 462+056° | 49,27 2,70 - i
Ssp. purpureum
Lamiaceae Origanum onites Herba 15,31 +1,03¢ | 25,55 + 2,40¢ - 28,00 + 1,65¢ - -
Rosmarinus Herba (BATEM) 570+1,70 | 29,36 + 3,12¢ - 24,80 + 1,58¢ - 20,09 + 1,09¢
officinalis Herba (Kibris) 13,10 +1,96¢ | 35,13 +4,27¢ - 29,48 + 1,46¢ - 17,75 + 2,419
Salvia fruticosa Herba 24,86 + 1,68¢ - 2,65+0,70¢ | 18,76 +2,13¢ - -
ggsri‘:mom“m Cortex 23,34+0,58¢ | 60,82 +3,87 - 11,10 £ 1,387 - .
Lauraceae Laurus nobilis Folia 3,51+£1,17¢ | 28,47 +3.31¢ - 16,78 + 1,75¢ - -
Gemmae § 33,04 + 4,844 § - § 24,27 + 0,47¢
Persea americana Folia 3,39+0,94¢ | 34,09+0,31¢ - 12,01 + 0,78¢ - -
Fructus § 31,30 + 4,27¢ § - § -
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Cizelge 4.3. (devam) On taramada kullanilan ekstrelerin ve saf maddelerin elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlar1

TYR Enzim inhibisyonu Elastaz Enzim inhibisyonu | Kolajenaz Enzim Inhibisyonu
Familya Bitki Kisim (% Inhibisyon = S.S.%) (% Inhibisyon + S.S.) (% Inhibisyon + S.S.)
133 pg/mLP 666 ng/mL 133 pg/mL 666 ng/mL 133 pg/mL 666 ng/mL
L auraceae Persea americana Pericarpium § 33,73 + 0,62¢ § - § 15,80 + 3,444
Semen § 27,61 +1,98¢ § 56,68 + 1,74° § 10,81 + 1,60°
Liliaceae Aloe vera Folia 5,661,224 | 40,80+ 1,66% | 17,37 +1,67¢ | 37,58 + 1,49¢ - -
Ficus carica Folia 7,31+1,88¢ | 40,70 + 0,62¢ - 23,53 + 3,319 - -
Moraceae Maclura pomifera Folia 48,43 £ 1,06 | 67,40 +3,05¢ - 30,69 +£2,989 | 26,98 +4,68¢ | 10,12 + 3,65°
Fructus § 54,31 + 3,29¢ § - § -
Cortex 2,700,114 | 21,50 + 1,54¢ - - 18,49+1,60¢ | 16,90 + 0,64
Oleaceae Olea europaea Folia (Denizli) 2,77+0,65¢ | 729+0,31¢ - 15,70 + 3,08¢ - -
Folia (Kibris) 3,24+1,26% | 22,24 + 3,86¢ - - - -
Herba 10,22 +1,74% | 46,33 +1,80° - 27,48 +2,18¢ - 9,11 +2,10¢
Passifloraceae Passiflora incarnata | Flos § 3,58 +0,31¢ § 4,50 + 0,95¢ § 37,98 £2,61**
Fructus § - § - § -
Portulacaceae Portulaca oleracea Herba 6,81 +0,23¢ | 38,30 +2,01¢ - 13,42 +2,65% | 7,53 + 3,494 -
Primulaceae Primula vulgaris Herba 12,20+ 1,419 | 44,08 +038° | 2,74+0,849 | 34,80 + 1,62° - -
ssp. vulgaris
Flos § 47,45+ 0,27¢ § - § 64,88 +2,07¢
Punicaceae Punica granatum Pericarpium § 22,63 +2,74¢ § - § -
Semen § 20,44 +2,20¢ § - § 27,01 + 1,231
Crataegus Flos § 53,25 + 1,66° § - § -
monogyna ssp. Folia 3,15+1,35¢ | 33,39 +324¢ - 34,30 + 1,219 - -
monogyna Fructus § 30,82 £ 1,52¢ § - § -
Crataegus Szovitsii Flos 3 44,74 £ 0,66° 3 : 3 .
Folia 6,56 £ 1,70 | 19,56 + 1,04¢ - 17,64 + 1,07 - -
Pericarpium § §
Rosaceae (Kll‘leFl)) 22,48+ 0,90° ' i ' i
Malus sp. Pericarpium § 19.34 + 2 720 § §
(Yesil) ’ ’ i i
Rosa canina Stipites 9,63+0,47¢ | 51,01 +0,57¢ - 27,60 + 0,58¢ - 6,94 + 0,64¢
Fructus § 3,28 +0,93¢ § - § -
Rosa sp Fructus (Bursa) § 24,99 + 1,77¢ § - § 8,02 + 1,59¢
' Fructus (Tunceli) § 11,84 +0,96¢ § - § -
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Cizelge 4.3. (devam) On taramada kullanilan ekstrelerin ve saf maddelerin elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlar1

TYR Enzim inhibisyonu Elastaz Enzim inhibisyonu | Kolajenaz Enzim inhibisyonu
Familya Bitki Kisim (% Inhibisyon = S.S.%) (% Inhibisyon + S.S.) (% Inhibisyon + S.S.)
133 pg/mLP 666 ng/mL 133 pg/mL 666 ng/mL 133 pg/mL 666 ng/mL
Albedo § 14,51 + 1,864 § 4726 + 3,90 § -
Citrus aurantium Flavedo § 7,45 = 1,60¢ § 20,03 + 5,37 § -
Folia 1550+ 1,57° | 21,93+ 2,84 . B . .
Citrus deliciosa Flavedo § 2,33 +0,58¢ § - § -
Citrus limon cv. Albedo § 5,45 + 0,861 § 9,02 +2,07¢ § -
interdonato Flavedo § 5,08 = 1,36¢ § 24,22 + 2 35¢ § -
Citrus limon cv. Albedo § 2,47 + 1,049 § 2,17 £0,76¢ § -
Kara limon Flavedo § 4,89 + 1,15¢ § 20,26 + 2,144 § -
Citrus limon cv. Albedo § 7,82 + 0,68¢ § 4,09 + 2,001 § -
Kibris Flavedo § 4,97 + 1,38° § 6,71 + 2,89 § -
Albedo § 12,46 + 0,761 § 37,42 + 4,88 § -
Citrus maxima Flavedo § 6,27 + 1,464 § - § -
Semen § - § 27,06 + 4,37¢ § -
Citrus paradisi var. | Albedo § 13,36 + 1,62¢ § 43,69 + 4,23 § -
Rutaceas Henderson Flavedo § 8,95 +2,01¢ § 22,86 + 4,701 § -
Citrus paradisi var. | Albedo § 15,01 £2,32¢ § 25,79 + 3,144 § -
Red blush Flavedo § 13,56 £ 0,419 § 22,46 +5,97¢ § -
Citrus paradisi var. | Albedo § 5,01 +1,57¢ § - § -
Star ruby Flavedo § 9,88 +2,71¢ § 13,36 + 2,88¢ § -
Egg“s reticulata- | 1040 3 2,40 = 1,349 § 17.60 = 5.30¢ $ -
ﬁg\r/gs reticulata- Flavedo 3 3,74+ 1,71 § 15,66 + 5,98¢ § -
Citrus §
reticulata Blanco Flavedo 7,00 + 2,844 § 27,02 + 3,87¢ § -
x Citrus paradisi
Citrus sinensis cv. Albedo § 17,79 + 1,849 § 2,23 + 1,88¢ § -
Navelina Flavedo § 6,31 £ 1,434 § 20,44 + 3,479 § -
Citrus sinensis cv. Albedo § 7,41 +0,97¢ § - § -
Shamouti Flavedo § 3,84 + 1,361 § 10,99 + 1,824 § -
Citrus sinensis cv. Albedo § 2,19 +0,97¢ § 14,87 + 1,95¢ § -
Valencia late Flavedo § 11,86 + 1,60¢ § 22,19 + 3,26¢ § -
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Cizelge 4.3. (devam) On taramada kullanilan ekstrelerin ve saf maddelerin elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlar

TYR Enzim inhibisyonu Elastaz Enzim inhibisyonu | Kolajenaz Enzim Inhibisyonu
Familya Bitki Kisim (% Inhibisyon = S.S.%) (% Inhibisyon + S.S.) (% Inhibisyon + S.S.)
133 pg/mLP 666 ng/mL 133 pg/mL 666 png/mL 133 pg/mL 666 ng/mL
Citrus sinensis cv. Albedo § 11,07 +2,25¢ § 27,69 + 5,77¢ § -
Rutaceae WaShington navel Flavedo § 9,03 + 1,58d § 9,76 + 4,46d § _
Citrus japonica Flavedo § - § 20,34 + 3,06¢ § -
Salicaceae Salix alba Stipites 20,10 +3,11¢ | 57,67 +0,82¢ - 12,31 +1,30¢ - -
Verbascum insulare |-1% 3 61,90 +0,77° 3 - 3 -
. Folia 498+0,23% | 23,42+0,47¢ - 19,77 £ 3,01¢ - 3,50 + 1,90¢
Scrophulariaceae Veronica thymoides
y Herba 26,66 £2,00¢ | 56,70 = 0,744 - 20,25 + 1,461 - 27,14 + 3,244
ssp. pseudocinerea
Folia (Siyah) 5,900,359 | 37,653,671 - 15,92 + 1,46¢ - -
Theaceae Camelliasinensis | poro (Vesil) 24,09 £2,11¢ 707%;92% ; 9,94+3,57% | 2,08+ 0,46 -
Vitaceae Vitis vinifera Semen § 27,70 +2,55¢ § 70,74 + 1,19¢ § 59,79 + 2,88¢
Aesculus Semen 3 23,75 + 1,324 3 - S .
hippocastanum
Arctium lappa Radix § 18,41 + 1,704 § 9,39 +2,18¢ § 56,96 + 3,30¢
CALENDULA® Betula pendula Folia 6,59+0,99¢ | 3924 +2 099 - 17,70 £2,64 | 5,05+ 1,56° 2,91 +0,37¢
Urtica dioica Radix § 30,83 +2,52¢ § - § -
Rosa canina Fructus 2,77+0,65¢ | 33,85+2,62¢ - - - -
Vaccinium myrtillus | Fructus 7,76 £2,62% | 29,65+ 1,42¢ - 9,36 + 0,83¢ - -
Propolis 47,92 +1,24% | 64,38 +2,89¢ - 45,43 +5.22 - 7,81+ 1,35¢
Izoosajin (66,6 pg/mL) 12,62 +2,65¢ - -
Izopomiferin (66,6 ng/mL) 29,97 £2,50¢ - -
Makluraksanton (66,6 pg/mL) 15,91 + 1,93¢ 24,42 +2.28¢ 19,13 + 1,66¢
Osajin (66,6 pg/mL) - - -
Pomiferin (66,6 pg/mL) - - -
Resveratrol (66,6 pg/mL) 23,97 + 1,02¢ - -
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Cizelge 4.3. (devam) On taramada kullanilan ekstrelerin ve saf maddelerin elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlar

TYR Enzim inhibisyonu Elastaz Enzim inhibisyonu | Kolajenaz Enzim Inhibisyonu
(% Inhibisyon % S.S.%) (% Inhibisyon % S.S.) (% Inhibisyon % S.S.)
Kojik asit (133 ng /mLP) 83,06 £ 0,79 § §
Referans EGCG (1 mMP) § § 44,64 + 2,87
Oleanolik asit (1 mMP) § 46,90 + 3,66 §

aStandart sapma, ® Kuyucuktaki final konsantrasyon, ¢ Etki gézlenmedi, § Denenmedi, ¢ **** (p<0,0001), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Cizelge 4.4. Curcuma longa rizomlarindan hazirlanan etanol ekstresinin seyreltilmis konsantrasyonlardaki TYR ve elastaz enzim inhibisyonlari

TYR Enzim Inhibisyonu Elastaz Enzim inhibisyonu
Bitki Kisim (% Inhibisyon £S.8.%) (% Inhibisyon £ S.S.)
6,66 pg/mL® | 33,3 ng/mL 66,6 ng/mL 133 pg/mL 6,66 ng/mL 33,3 pg/mL 66,6 ng/mL 133 pg/mL

Curcumalonga | phizoma | 15,28 +1,48° | 38,50+2,249 | 42,19+ 1,500 | 56,81+ 3,277 - - 854+3,15% | 27,80 +0,74¢
(Zingiberaceae)

aStandart sapma, ° Kuyucuktaki final konsantrasyon, ©Etki gozlenmedi, ¢ **** (p<0,0001)
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Cotinus coggyria yaprak EtOH ekstresi
(Y%oVerim= 34,54)
(4.0170 g)

133 pg/mL
T inh.= % 27,59 + 2,06
E inh.= % 4,75+ 0,83
K'inh.= % 20,08 + 5,88

666 ng/mL
T inh.= % 57,94 + 0,67
E inh.= % 28,16 + 2,91
Kinh.= % 47,78 + 4,90

Sivi-s1vi ekstraksivon

CYET n-Hekzan
fraksiyonu

(%Verim= 13,83)

CYET EtOAc
fraksiyonu

(%Verim= 40,40)

CYET CH,Cl,
fraksiyonu

(%Verim= 5,08)

CYET n-BuOH
fraksiyonu

(%Verim= 12,45)

CYET kalan su
fraksiyonu

(Y%Verim= 27,24)

133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL
Tinh.=% 7,73 +2,88 T inh.= % 28,31 + 0,63 T inh.= % 43,74 +£ 0,82 T inh.= % 5,97 + 1,56 T inh.=-
" |Einh.=*a ~ |Einh=- " Einh.=- ~ |Einh=- "~ |Einh=-
Kinh.=-b Kinh.= - K inh.= 9% 28,33 + 1,62 Kinh.= - Kinh.= -
666 ng/mL 666 ng/mL 666 ng/mL 666 ng/mL 666 ng/mL
T inh.=% 8,77 £ 0,20 T inh.= % 57,66 + 0,29 T inh.=% 73,31 + 0,50 T inh.=9% 26,26 +1,79 T inh.=9% 20,84 + 1,83
" |Einh=* " Einh=9%2123+3,64| |Einh=%2651+344  Einh.=- " |Einh.=-
Kinh.= - K inh.= % 98,82 + 2,36 K inh.= % 99,99 + 0,01 K inh.= % 9,90 + 0,83 Kinh.=% 11,32 + 3,87

Sekil 4.1. CYET ekstresine ait fraksiyonlama islemi ve % enzim inhibisyon sonuglar1 (T: TYR, E: Elastaz, K: Kolajenaz enzim inhibisyonlari,

2 Absorbans okunamads, ® Etki gozlenmedi)



Maclura pomifera yaprak EtOH ekstresi
(%Verim= 13,98)
(4.0940 g)

133 pg/mL
T inh.= % 24,56 + 1,31
Einh.=-P

666 pg/mL
T inh.= % 44,13+ 1,63
E inh.= % 26,85 + 2,83

Kinh.= - Kinh.= -
Sivi-sivi ekstraksivon
MPYH n-Hekzan MPYH CH,CI, MPYH EtOAc MPYH n-BuOH MPYH kalan su
fraksiyonu fraksiyonu fraksiyonu fraksiyonu fraksiyonu

(%Verim= 21,22)

(%Verim= 3,16)

(%Verim= 7,45)

(%Verim= 18,98)

(%Verim= 48,66)

133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL
T inh.= % 6,47 + 0,90 T inh.= % 37,86 £ 0,76 T inh.= % 45,86 + 0,49 T inh.= % 8,96 + 0,49 T inh.= -
"~ |Einh.=*a " |Einh=- " |Einh=- " Einh=- " Einh.=-
Kinh.= - K inh.= - K inh.= - Kinh.= - | K inh.=% 7,97 + 1,02
666 pg/mL 666 pg/mL 666 pg/mL 666 pg/mL 666 pg/mL
Tinh.= * T inh.= % 33,52 £2,94 T inh.= 949,98 + 0,80 T inh.= % 23,10 £ 0,43 Tinh.= % 5,94 + 1,92
" |Einh.=* T |Einh=9%1649+1,12  |Einh=9%17,46+247  |Einh.=%817+240  |Einh=-
K inh.= - K inh.= % 9,56 + 1,45 K inh.= - K inh.= % 3,12 + 1,60 K inh.= % 12,52 + 2,79

Sekil 4.2. MPYH ekstresine ait fraksiyonlama islemi ve % enzim inhibisyon sonuglar1 (* Absorbans okunamadi, ® Etki gozlenmedi)
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Cotinus coggyria tiiylii pedisel EtOH ekstresi

(%Verim=9,41)
(4.0437 g)

133 pg/mL
T inh.= % 21,98 + 2,99

Einh.=9%28,17+0,80 |

666 ng/mL
T inh.= % 46,20 + 0,92
E inh.= % 25,76 + 1,71

88

Kinh.=-b Kinh.= % 46,51 + 3,15
Sivi-sivi ekstraksivon
CCDT n-Hekzan CCDT CH,CI, CCDT EtOAc CCDT n-BuOH CCDT kalan su
fraksiyonu fraksiyonu fraksiyonu fraksiyonu fraksiyonu
(%Verim= 20,67) (%Verim= 7,78) (%Verim= 34,49) (Y% Verim= 9,34) (%Verim= 23,16)
133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL 133 pg/mL
T inh.=% 4,95+ 1,25 Tinh.=9% 19,72 +1,72 T inh.= % 37,86 + 0,68 Tinh.=% 6,99 + 1,63 T inh.= -
E inh.=*2 E inh.= - E inh.= % 12,37 + 2,56 E inh.= % 6,62 + 0,50 E inh.= -
Kinh.= - Kinh.= - K inh.= % 15,98 + 1,20 Kinh.= - K inh.= % 8,08 + 1,49
666 pg/mL 666 pg/mL 666 ng/mL | 666 ng/mL | 666 ng/mL
T inh.= - T inh.= % 55,07 + 1,08 T inh.= % 65,39 + 1,08 T inh.= % 30,74 + 1,70 T inh.= % 6,08 + 1,36
E inh.=>* E inh.= % 16,32 + 3,13 E inh.= % 55,09 + 2,38 E inh.= % 14,68 + 0,64 E inh.= -
Kinh.= - Kinh.= - K inh.= 9% 99,99 + 0,01 Kinh.= - Kinh.= -

Sekil 4.3. CCDT ekstresine ait fraksiyonlama islemi ve % enzim inhibisyon sonuglar1 (* Absorbans okunamadi, ® Etki gozlenmedi)



CCDT EtOAc fraksiyonu

(1,02 g)

Kolon kromatografisi
(Adsorban: Poliamit)

| | | |
CCDT EtOAc PA 1-20 CCDT EtOAc PA 21-29 CCDT EtOAc PA 30-34 CCDT EtOAc PA 35-43 CCDT EtOAc PA 44-68
(0,1062 g) (0,0535 g) (0,0630 g) (0,1709 g) (0,4254 g)
+
CCDT EtOAc PA 30-43
(254 mg)
MPLC
RP 1-20 RP 21-30 RP 31-33 RP 34 RP 35 RP 36-37 RP 38 RP 39-40 RP 41-42 RP 43-44 RP 45-47 RP 48-53 RP 54-94
(6,6 mg) (21,9 mg) (19,9 mg) (8,6 mg) (17,2mg) | (34,6 mg) (13,9 mg) | (20,6 mg) (16,2 mg) (14,9 mg) (6 mg) (5,1 mg) (13,6 mg)
RP 6-10 KK "
RP 31-34 . _ Preparatif ITK
aymrild: Cis Preparatif ITK RP 41-44 CHCls:MeOH:Su
(4 mg) Kolon kromatografisi s (80:20:2)
(Adsorban: Silika jel) it IS
; ' EtOAc:MeOH:Su u
Preparatif ITK 31-34 Fr 23-27 (100:17:13) 48-53 Prep 1 48-53 Prep 2
CHCl3:MeOH:Su (1,4 mg) (0,7 mg)
(80:20:2) 31-34 Fr 49-54
41-44 41-44 41-44 41-44
31-34 Fr 55-59
21-30Prep1 fIj  21-30 Prep 1 Prep 2 Prep 3 Prep 4
(0.5 mg) Prep 2 31-34 Fr 65-69 (19mg) || (12,7 mg)

Sekil 4.4. CCDT EtOAc fraksiyonunun BAYF islemine ait genel sema
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Cizelge 4.5. CCDT EtOAc fraksiyonu, kolon kromatografisi (sabit faz: poliamit) ile fraksiyonlanmasiyla elde edilen alt fraksiyonlarin

elastaz, kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlar1

Alt fraksiyon TYR Enzim Inhibisyonu Elastaz Enzim Inhibisyonu Kolajenaz Enzim Inhibisyonu
kodlar (% Inhibisyon + S.S.%) (% Inhibisyon + S.S.) (% Inhibisyon + S.S.)

133 pg/mLP 666 pg/mlL 133 pg/mL 666 pg/mL 133 pg/mL 666 pg/mL
Ana fraksiyon 37,86 + 0,68 65,39 + 1,08 12,37 £ 2,56 55,00 + 2,38 15,98 + 1,20 99,99 + 0,01
CCDT EtOAc ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
PA 1-20 17,21+ 0,42 34,07 £ 1,96 4,81 +0,46 9,35+1,01 33,71 £ 3,00 31,66 + 2,37
PA 21-29 27,52 +0,30 46,86 + 2,07 11,69 + 0,83 59,28 +£ 1,95 17,94 + 4,07 79,67 + 2,88
PA 35-43 36,19+ 1,24 45,82 +1,25 34,22 +1,38 91,41 + 3,67 39,80 + 2,42 91,38 +2,96
PA 44-68 20,72 + 3,69 42,39+ 1,69 - 19,18 £ 0,91 90,61 + 3,30 94,67 + 3,01
Referans 87,17 + 0,42¢ 46,90 + 3,66° 44,64 + 2,87

3 Standart sapma, ® Kuyucuktaki final konsantrasyon,® Etki gézlenmedi, ¢ Kojik asit (133 pg/mL), ¢ Oleanolik asit (LmM), fEpigallokatesin gallat (1mM)

Cizelge 4.6. Birlestirilen PA 30-34 ve PA 35-43 alt fraksiyonlarinin MPLC ile fraksiyonlanmasiyla elde edilen alt fraksiyonlarin elastaz,
kolajenaz ve TYR enzim inhibisyonlari

Alt fraksiyon TYR Enzim Inhibisyonu Elastaz Enzim Inhibisyonu Kollajenaz Enzim inhibisyonu
kodlar1 (% Inhibisyon + S.S.%) (% Inhibisyon + S.S.) (% Inhibisyon + S.S.)
133 pg/mLP 666 pg/mL 133 ng/mL 666 pg/mL 133 ng/mL 666 pg/mL
Ana fraksiyon 36,19 + 1,24 4582 +1,25 3422+ 1,38 91,41 + 3,67 30,80 + 2,42 91,38 + 2,96
PA 30-43 ' ’ ’ ' ’ ' ’ ' ' ’ ’ '
RP 6-10 - 14,79 + 1,36 7,81+0,90 15,57 +1,81 31,97 £ 0,70 86,18 + 3,95
RP 34 30,92+ 2,19 65,05 + 3,50 4452 + 1,67 Absorbans okunamadi - 99,99 + 0,01
RP 36-37 26,74+ 0,84 51,54 + 0,36 32,97 + 0,26 88,66 + 1,19 - 99,99 + 0,01
RP 45-47 7,47+0,10 23,57 +0,43 36,56 + 1,26 79,23 +£1,09 - 5,15+ 2,46
RP 48-53 8,01+151 17,83 +2,51 19,91 £ 0,22 79,72 £ 2,77 27,54 +£4,19 63,98 + 4,08
Referans 92,70 + 0,54¢ 46,90 + 3,66° 44,64 + 2,87

3 Standart sapma, ® Kuyucuktaki final konsantrasyon, ¢ Etki gézlenmedi, ¢ Kojik asit (133 pg/mL), ¢ Oleanolik asit (LmM), fEpigallokatesin gallat (1mM)
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4.3. Antioksidan Aktivite Tayinlerine Ait Bulgular

Tez gereclerimizi teskil eden bitkisel materyallerden hareketle hazirlanan etanol
ekstrelerinin, Calendula® firmasindan (Slovakya) temin edilen ekstrelerin ve propolisin 5
mg/mL stok konsantrasyonda DPPH, DMPD ve NO radikal siipiiriicii ile metal selasyon
etkilerine ait bulgular Cizelge 4.7.’de verilmektedir. Ayni1 materyallerin FRAP, PRAP ve
CUPRAC deneylerine ait bulgular Cizelge 4.8.’de, toplam fenol ve toplam flavonoit miktar

tayinlerine ait bulgular ise Cizelge 4.9.’da verilmektedir.



Cizelge 4.7. Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda DPPH, DMPD,

NO radikal siipiiriicti ve metal selasyon etkileri

DPPH Serbest DMPD Serbest NO Radikal Metal Selasyon
Familya Bitki Kisim Radikal Siipiiriicii Radikal Siipiiriicii Siipiiriicii Etki Etki
Etki Etki (%Siipiirme £S.S.) | (%Selasyon %
(Y%Siipiirme £ S.S.%) | (%Siipiirme + S.S.) S.S)
Cotinus coggyria Pedisel (meyveli) 90,01+0,71 16,03 + 0,16° 36,73 + 2,96° 7,17 +£2,03°
Anacardiaceae Folia 86,47 £ 0,22** b - -
Pistacia vera Pericarpium 90,31+ 0,93 57,98 + 3,28° - 8,50 + 1,60°
Araliaceae Hedera helix Folia 83,69 + 0,27° 75,67 £1,43 51,32 + 0,58¢ 2,44 £ 0,51°
Calendula arvensis Herba 12,67 +1,72° 28,48 + 0,01° 573+141° 48,12 + 3,50°
Asteraceae Irrég'(feusr“perm“m Herba 86,51 + 1,13%* 30,49 + 2,54° 28,82 + 3,86° 12,75+ 0,67¢
Clusiaceae Garcinia mangostana Pericarpium 87,16 + 0,45** 30,37 £ 2,76° 57,17 + 0,62° 17,64 + 3,96°
Cupressaceae Cupressus sempervirens Folia 44,43 + 2,20° - 39,68 + 4,31° 2,99+0,17¢
Folia 90,38 + 0,91 43,26 +3,51° 86,28 + 2,28 6,91 + 1,45°
Ericaceae Arbutus unedo Fructus 89,03 + 0.27 55,50 + 1.76° 73.01 + 3.35%* 5,56 + 0,85°
(olgunlagsmamis)
Fabaceae Cassia sp. Folia 27,97 +1,97¢ - 47,70 + 0,38° 11,57 + 0,36°
Flos 73,38 +0,77¢ 14,57 + 1,90° 65,09 + 0,90° 9,61+ 1,89°
Hippocastanaceae | Aesculus hippocastanum Folia 80,80 £ 041" 30,04 £ 0,95° 4,32+ 18 -
Pericarpium 89,65 + 0,68 43,44 +1,76° 73,39 + 1,93** 3,68 +£0,71°
Semen 89,69 + 1,65 50,35+ 2,51°¢ 63,87 + 1,29¢ 4,60+0,41°
Lamium purpureum Herba 74,27 + 3,98¢ 51,91 +1,11° 10,68 + 0,58° 12,71+ 0,37°¢
L.amium purpureum ssp. | o, 82,98 = 0,37¢ 26,79 +0,79° 21,00 + 3,40° 10,86 + 1,80°
purpureum
Lamiaceae Origanum onites Herba 77,69 + 2,53¢ - 56,54 + 3,49¢ 5,34+ 1,72°
Rosmarinus officinalis Herba (BATEM) 91,63+0,16 11,28 + 3,37° 79,67 + 0,65 6,43 +0,76°
Herba (Kibris) 92,02 + 0,05 20,28 +0,77¢ 76,84 + 2,58 6,09 + 1,55°¢
Salvia fruticosa Herba 88,92 + 3,27 - 79,78 + 3,00 12,73+ 0,11°
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Cizelge 4.7. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda DPPH,

DMPD, NO radikal siipiiriicii ve metal selasyon etkileri

DPPH Serbest DMPD Serbest NO Radikal Metal Selasyon
Familya Bitki Kisim Radikal Siipiiriicii Radikal Siipiiriicii Siipiiriicii Etki Etki
Etki Etki (%Siipiirme £S.S.) | (%Selasyon %
(Y%Siipiirme £ S.S.%) | (%Siipiirme + S.S.) S.S)
Cinnamomum cassia Cortex 73,34 +5,26° - 85,12+ 1,33 -
Laurus nobilis Folia 58,08 + 1,64° - 9,01 +0,78¢ -
Gemmae 64,40 + 2,69° - 3,59 + 0,36° 30,99 + 1,46°
Lauraceae Folia 87,72+ 0,74 - 13,31 +0,01°¢ -
Persea americana Fruptus _ 4,68 +0,93¢ - - 66,27 + 0,49°
Pericarpium 28,96 + 2,08¢ - 494+121° 11,94 + 3,58°
Semen 92,07 + 0,26 - - 14,06 + 3,40°
Liliaceae Aloe vera Folia - 51,74 £ 0,15°¢ 66,01 + 1,94°¢ 81,93 +0,27¢
Ficus carica Folia 23,55+ 1,68°¢ 45,29 + 3,17° 29,91 + 3,99¢ 2,48 +£0,71°¢
Moraceae Maclura pomifera Folia 43,72 +1,11¢ - - -
Fructus 76,87 +1,09¢ 29,61 +1,25° 45,29 + 1,54° 32,61 +1,05¢
Cortex 90,81+ 1,70 24,73 + 3,37° 58,65 + 0,52¢ 17,25+ 1,88¢
Oleaceae Olea europaea Folia (Denizli) 91,36 + 0,05 40,13 + 1,23° 83,43 +1,93 -
Folia (Kibris) 90,48 + 1,04 24,08 + 2,15°¢ 78,18 + 1,32 2,29 +0,88¢
Herba 56,81 + 0,39¢ 23,58 + 4,26° 69,59 + 1,84° 91,27 + 0,89**
Passifloraceae Passiflora incarnata Flos 24,47 +£1,92¢ - 45,71 + 1,04¢ 34,75 + 3,45¢
Fructus 11,11+ 0,62° 49,47 +0,25° 52,55 + 2,39¢ 74,06 + 3,12¢
Portulacaceae Portulaca oleracea Herba 42,51 + 0,54° 38,90 + 0,48° 4291 +0,77° 67,26 + 1,95°¢
Primulaceae \F/’l::gma“r'l";‘ vulgaris ssp. Herba 24,23 + 1,48° 19,62 + 0,79° 26,05 + 2,64° 32,04 + 0,48°
Flos 88,09 + 0,60 28,19 + 0,25¢ 86,10 + 0,92* 20,18 + 3,51°¢
Punicaceae Punica granatum Pericarpium 91,85 + 0,05 60,30 + 0,31°¢ 66,39 + 1,00¢ 8,70+ 0,93°
Semen 69,14 + 2,59¢ 4752 + 3,01¢ 13,81 + 2,69¢ -
C Flos 78,55 + 3,31° 16,26 + 1,43¢ 78,05+ 1,48 6,43 + 2,16°
mﬁfg‘ggﬁ; mMonogyna ssp - "Fojia 50,03 = 3,38° 30,72 = 1,50° 7500 < 4,24 ;
Rosaceae Fructus 70,99 + 2,67° 23,54 +0,01°¢ 67,45+ 1,03¢ -
Crataegus szovitsii Flo_s 67,95 + 3,65¢ 6,61 +1,11°¢ 66,86 + 0,19¢ 2,93 +0,54¢
Folia 86,87 + 0,06* 41,48 + 3,81° 79,14 + 1,09 6,24 + 0,63¢
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Cizelge 4.7. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda DPPH,
DMPD, NO radikal siipiiriicii ve metal selasyon etkileri

DPPH Serbest DMPD Serbest NO Radikal Metal Selasyon
. s Radikal Siipiiriicii Radikal Siipiiriicii Siipiiriicii Etki Etki
Familya Bitki Kisim Etkip Etkip (%Si?piirme +8S.S.) (%Selasyon =
(Y%Siipiirme £ S.S.%) | (%Siipiirme + S.S.) S.S)
- fg;clﬁlrze)'“m 17,91 + 1,48° 15,29 + 2,91° 46,37 + 2,78¢ 5,93 + 0,21
alus sp. - .
(Péz';grp'”m 6,75 = 1,08° 23,97 +0,77¢ 31,80 + 0,06¢ 30,95 + 1,89¢
Rosaceae Rosa canina Stipites 87,69 + 2,60° 10,31+ 1,90° 75,82 + 0,26* 11,92 +1,88°
Fructus 44,12 +1,81° 65,60 + 2,51¢ 49,85+ 2,32°¢ 13,17 £ 0,70°
Fructus (Bursa) 36,08 +1,13° 31,95 + 2,06°¢ 56,09 + 3,09¢ 13,94 + 0,36°
Rosa sp. (FTrﬂf]f:‘;fl) 19,95 + 2,39° 21,52 +0,32¢ 48,27 + 1,54¢ 3,56+ 1,71¢
Citrus aurantium Albedo 3,31 +£0,24¢ 17,96 + 1,42¢ 73,75+ 1,92** -
Flavedo 6,24 +2,37¢ 7,57 £1,91° 72,02 + 1,89*** -
Folia 11,85+ 0,41° - 53,21 + 2,89°¢ 10,94 £ 0,21°
Citrus deliciosa Flavedo - - 48,22 + 3,78°¢ -
Citrus limon cv. Albedo - 7,09 +£1 42¢ 52,05 + 2,48¢ -
interdonato Flavedo - 4,02+ 0,57¢ 53,49 + 3,59° -
Citrus limon cv. Kara Albedo - 5,46 + 2,74° 38,92 + 2,83¢ -
limon Flavedo - 3,26 +1,28°¢ 57,38 + 1,86°¢ -
Citrus limon cv. Kibris Albedo - 4,60 +2,01° 95,82 + 0,74° .
Rutaceae Flavedo - - 35,47 +1,81¢ -
Albedo - 2,44 +0,61°¢ 69,68 + 3,96° -
Citrus maxima Flavedo - 6,90 + 1,25°¢ 61,93 + 3,07° -
Semen 5,47 +£0,38°¢ - 41,57 + 3,20¢ -
Citrus paradisi var. Albedo - 10,06 + 0,81° 79,54 £ 0,42 -
Henderson Flavedo - 2,16 + 1,06° 69,05 + 1,90¢ -
Citrus paradisi var. Red Albedo - 8,91 +1,60° 79,76 = 0,58 -
blush Flavedo - 3,45+1,72¢ 77,77+ 1,34 -
Citrus paradisi var. Star Albedo - 8,33+ 1,15°¢ 76,04 + 1,15 -
ruby Flavedo - 3,564 +£2,23° 74,62 + 0,40 -
Citrus reticulata-Lee Flavedo - - 51,88 + 0,66° -

©
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Cizelge 4.7. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda DPPH,

DMPD, NO radikal siipiiriicii ve metal selasyon etkileri

DPPH Serbest DMPD Serbest NO Radikal Metal Selasyon
Familya Bitki Kisim Radikal Siipiiriicii Radikal Siipiiriicii Siipiiriicii Etki Etki
Etki Etki (%Siipiirme £S.S.) | (%Selasyon %
(Y%Siipiirme £ S.S.%) | (%Siipiirme + S.S.) S.S)
Citrus reticulata-Nova Flavedo 5,07 + 0,30° - 42,71 +2,32° -
Citrus reticulata Blanco | ¢, e . 12,36 + 1,04° 62,11 + 2,21° .
x Citrus paradisi
Citrus sinensis cv. Albedo - 4,31 +1,04¢ 48,99 + 1,14¢ -
Navelina Flavedo - - 44,39 + 1,75°¢ -
Rutaceae Citrus sin_ensis CV. Albedo - 3,07 +0,83° 56,31 + 3,80° -
Shamouti Flavedo - - 45,79 +£0,57¢ 12,61 +0,33°
Citrus sinensis cv. Albedo - 6,03 + 1,44° 59,06 + 3,00° -
Valencia late Flavedo - - 58,50 + 0,60° -
Citrus sinensis cv. Albedo - 2,49+ 0,17° 64,16 + 2,90° -
Washington navel Flavedo - - 58,92 + 1,64° -
Citrus japonica Flavedo - - 29,31 +1,72° -
Salicaceae Salix alba Stipites 85,87 + 0,21*** - 47,68 +0,74° 7,13 + 3,60°
Verbascum insulare Flo_s 14,38 + 1,66° 26,01 +0,32¢ 52,50 + 1,35¢ 2,13+0,41°
. Folia 26,09 + 1,56° 21,64 + 3,33¢ 28,36 + 1,16° -
Scrophulariaceae Veronica thymoides ssp
- ' Herba 89,19+ 0,39 59,75+ 1,11°¢ 57,32 +2,38¢ 2,99+0,67¢
pseudocinerea
Theaceae camellia sinensis Folia (Siyah) 83,44 +0,82¢ 29,26 + 2,06° 18,82 +0,51° 2,26 +0,84¢
Folia (Yesil) 88,83 £ 0,22 27,24 +0,79¢ 49,59 + 2,39¢ -
Vitaceae Vitis vinifera Semen 90,45 + 0,38 50,53 + 5,77¢ 73,11 + 1,19%** -
Zingiberaceae Curcuma longa Rhizoma 81,76 +1,71° - - 25,25 + 2,85°
Propolis 85,77 + 0,80*** - - 3,54 +0,10°
Aesculus hippocastanum | Semen - 57,70 + 1,84° 30,96 +1,91°¢ 19,8 +2,53°
Arctium lappa Radix - 17,46 +0,77°¢ 32,30 + 3,65° 8,34 +2,28°
® Betula pendula Folia 79,35+ 3,10° 47,61 +1,69¢ 81,53+ 1,96 33,54 + 3,59¢
CALENDULA Rosa canina Fructus - 80,48 + 0,31 67,55+ 1,81° 19,40 + 3,87°¢
Urtica dioica Radix - 65,73 +1,23¢ 52,52 + 3,53¢ 63,96 + 0,67°
Vaccinium myrtillus Fructus 68,92 + 3,96° 69,96 + 0,15*** 75,04 + 0,91** 40,62 + 0,50°
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Cizelge 4.7. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda DPPH,

DMPD, NO radikal siipiiriicii ve metal selasyon etkileri

DPPH Serbest DMPD Serbest NO Radikal Metal Selasyon Etki
Radikal Siipiiriicii Radikal Siipiiriicii Siipiiriicii Etki (%Selasyon = S.S.)
Etki Etki (%Siipiirme + S.S.)
(Y%Siipiirme =+ S.S.%) (% Siipiirme + S.S.)
Kersetin (1 mg/mL) 91,96+0,08 § § §
Referans Askorbik asit (2 mg/mL) § 77,64 +1,27 81,18 + 1,53 §
EDTA (2 mg/mL) § § § 97,14 + 0,06
Biitilhidroksianisol (BHA) (1 mg/mL) 91,32+0,23 39,36 + 2,51 - 2,62+1,00

2 Standart sapma, ° Etki gézlenmedi, § Denenmedi, ¢ **** (p<0,0001), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Cizelge 4.8. Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda FRAP, PRAP,
CUPRAC deneylerine ait bulgular

. L FRAP PRAP CUPRAC
Familya Bitki Kisim (Absorbans + S.S.%) (Absorbans + S.S.) (Absorbans + S.S.)
Cotinus coggyria Pedisel (meyveli) 2,151 + 0,057 0,278 + 0,023° 1,689 + 0,260P
Anacardiaceae Folia 2,173 £ 0,026 0,490 + 0,017 1,643 + 0,134
Pistacia vera Pericarpium 2,441 + 0,054° 0,495 + 0,005 1,642 + 0,034°
Araliaceae Hedera helix Folia 1,108 + 0,097° 0,333+ 0,013° 1,794 + 0,092°
Asteraceae Calendula arvensis Herba 0,456 + 0,016° 0,232 + 0,009° 0,329 + 0,045°
Tripleurospermum oreades Herba 1,388 + 0,099° 0,256 + 0,043° 1,961 + 0,043°
Clusiaceae Garcinia mangostana Pericarpium 2,322 + 0,054° 0,844 + 0,009° 1,226 + 0,038°
Cupressaceae Cupressus sempervirens Folia 0,782 + 0,024° 0,301 + 0,007° 0,839+ 0,017°
Folia 1,926 + 0,026 0,391 + 0,013° 2,499 + 0,136**
Ericaceae Arbutus unedo Fructus 1,316 + 0,044 0,366 + 0,007° 1,678 +0,013"
(olgunlagsmamus)
Fabaceae Cassia sp. Folia 0,815 + 0,018° 0,546 + 0,023 0,651 + 0,058°
Flos 0,952 + 0,058° 0,213 + 0,006° 1,770 + 0,099°
Hippocastanaceae | Aesculus hippocastanum FO“.a - 2,176 £0,057 0,615+ 0,020° 2,314+ 0,094°
Pericarpium 2,022 + 0,060 0,640 + 0,012° 2,541 + 0,033*
Semen 1,892 + 0,058* 0,566 + 0,023* 1,613 + 0,065°




Cizelge 4.8. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda FRAP,

PRAP, CUPRAC deneylerine ait bulgular

. . FRAP PRAP CUPRAC
Familya Bitki Kisim (Absorbans + S.S.%) (Absorbans + S.S.) (Absorbans + S.S.)
Lamium purpureum Herba 1,104 + 0,059° 0,300 + 0,018" 1,702 +0,115°
L.amium purpureum ssp. Herba 1,551 + 0,060 0,410 = 0,002° 2,011 + 0,005
purpureum
Lamiaceae Origanum onites Herba 1,285 + 0,078P 0,431 + 0,003*** 1,880 + 0,051°
Rosmarinus officinalis Herba (BATEM) 2,031+ 0,038 0,471 + 0,002 1,961 + 0,087°
Herba (Kibris) 2,077 £ 0,021 0,640 + 0,016° 2,127 + 0,071°
Salvia fruticosa Herba 1,139 + 0,097° 0,322 + 0,005P 1,907 + 0,045
Cinnamomum cassia Cortex 0,748 + 0,021° 0,603 + 0,052P 1,514 + 0,098
Laurus nobilis Folia 0,852 + 0,024P 0,412 + 0,010° 1,112 + 0,078°
Gemmae 0,965 + 0,144° 0,320 + 0,010P 1,629 + 0,044
Lauraceae Folia 1,183 + 0,104° 0,393 + 0,016° 1,273 +0,072°
Persea americana Fru_ctus _ 0,501 + 0,018° 0,171 + 0,003° 0,149 + 0,018
Pericarpium 0,803 + 0,068° 0,210 + 0,004° 0,613 + 0,033
Semen 2,268 + 0,033** 0,424 + 0,007° 1,602 + 0,095°
Liliaceae Aloe vera Folia 0,452 + 0,024° 0,366 + 0,017° 0,693 + 0,022b
Ficus carica Folia 0,513 + 0,018 0,323 +0,010P 0,510 + 0,008
Moraceae Maclura pomifera Folia 0,843 + 0,017° 0,438 + 0,015P 0,126 + 0,007°
Fructus 0,640 + 0,002° 0,245 + 0,031P 0,924 + 0,063
Cortex 1,971 + 0,096 0,346 + 0,013° 2,012 + 0,074°
Oleaceae Olea europaea Folia (Denizli) 2,098 + 0,016 0,323 + 0,018° 2,333 + 0,090°
Folia (Kibris) 1,934 + 0,056** 0,254 + 0,011° 1,977 + 0,038°
Herba 0,616 + 0,014° 0,275 + 0,006° 0,997 + 0,006
Passifloraceae Passiflora incarnata Flos 0,446 + 0,013° 0,239 + 0,008° 0,389 + 0,031°
Fructus 0,244 + 0,010° 0,211 + 0,004° 0,216 + 0,020°
Portulacaceae Portulaca oleracea Herba 0,818 + 0,010° 0,358 + 0,030° 1,275 + 0,018
Primulaceae \'jl::g“a‘ﬂz vulgaris ssp. Herba 0,650 = 0,014° 0,301 = 0,002" 0,589 + 0,029
Flos 2,118 + 0,036 0,324 + 0,009° 1,748 + 0,062°
Punicaceae Punica granatum Pericarpium 2,100 + 0,002 0,279 + 0,008° 1,813 +0,021°
Semen 0,991 + 0,033° 0,379 + 0,001° 1,081 + 0,080°
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Cizelge 4.8. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda FRAP, o
PRAP, CUPRAC deneylerine ait bulgular

. . FRAP PRAP CUPRAC

Familya Bitki Kisim (Absorbans + S.S.%) (Absorbans + S.S.) (Absorbans + S.S.)

Crataegus monogyna ssp. FIO? 1,110+ 0,07ZE 0,229 + 0,0042 1,868 + 0,1352

monogyna Folia 0,796 + 0,013 0,373 +0,010 1,470+ 0,144

Fructus 0,879 + 0,066° 0,246 + 0,022° 1,675 + 0,091°

Crataegus szovitsii FIO_S 0,953 + 0,080° 0,227 + 0,008° 1,772 £ 0,147°

Folia 1,553 + 0,071° 0,341 + 0,005° 2,061 + 0,029°

Rosaceae Malus sp Pericarpium (Kirmiz) 0,414 + 0,014 0,206 + 0,008° 0,541+ 0,017°

' Pericarpium (Yesil) 0,320 + 0,040° 0,207 + 0,004° 0,240 + 0,015°

Rosa canina Stipites 2,100 + 0,058 0,610 + 0,043° 2,283 + 0,059°

Fructus 0,566 + 0,028° 0,276 + 0,005P 1,078 + 0,007°

Rosa sp Fructus (Bursa) 0,560 + 0,019° 0,218 + 0,009° 0,913 + 0,001°

' Fructus (Tunceli) 0,394 + 0,015° 0,197 + 0,001° 0,612 + 0,003°

Citrus aurantium Albedo 0,466 + 0,035° 0,163 + 0,011° 1,449 + 0,046°

Flavedo 0,514 + 0,023° 0,164 + 0,013° 1,473 + 0,016°

Folia 0,767 + 0,043° 0,383 + 0,014° 0,917 + 0,009°

Citrus deliciosa Flavedo 0,291 + 0,009° 0,124 + 0,004° 0,526 + 0,025°

Citrus limon cv. Interdonato | Albedo 0,471 + 0,005° 0,121 + 0,005° 1,164 + 0,065°

Flavedo 0,378 + 0,001° 0,120 + 0,006° 0,758 £ 0,021°

Citrus limon cv. Kara limon Albedo 0,468 + 0,009° 0,139 + 0,003° 1,059 + 0,057°

Flavedo 0,468 + 0,004° 0,122 + 0,003° 0,996 + 0,042°

Citrus limon ev. Kibris Albedo 0,313 + 0,014° 0,108 + 0,005° 0,642 +0,012°

Rutaceae Flavedo 0,443 + 0,007° 0,159 + 0,016° 0,908 + 0,044

Albedo 0,242 + 0,010° 0,117 + 0,004° 0,376 + 0,022°

Citrus maxima Flavedo 0,314 + 0,004° 0,131 + 0,004° 0,537 + 0,048

Semen 0,512 + 0,025° 0,154 + 0,004° 0,580 + 0,016°

Citrus paradisi var. Albedo 0,309 + 0,004° 0,154 + 0,008° 0,574 + 0,061°

Henderson Flavedo 0,299 + 0,027° 0,128 + 0,008° 0,472 + 0,025°

Citrus paradisi var. Red Albedo 0,281 + 0,007° 0,108 + 0,003P 0,602 + 0,055°

blush Flavedo 0,320 + 0,024° 0,125 + 0,004° 0,555 + 0,044°P

Citrus paradisi var. Star Albedo 0,299 + 0,014° 0,112 + 0,006" 0,603 + 0,015°

ruby Flavedo 0,284 + 0,006° 0,111 + 0,006° 0,592 + 0,020°




Cizelge 4.8. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda FRAP,

PRAP, CUPRAC deneylerine ait bulgular

. . FRAP PRAP CUPRAC
Familya Bitki Kisim (Absorbans + S.S.%) (Absorbans + S.S.) (Absorbans + S.S.)
Citrus reticulata-Lee Flavedo 0,367 + 0,020P 0,172 + 0,004° 0,538 + 0,025
Citrus reticulata-Nova Flavedo 0,351 + 0,008P 0,208 + 0,004° 0,758 + 0,021°
S'g:tjrsurseg;f;gf; Blanco Flavedo 0,320 + 0,002° 0,122 + 0,008" 0,760 + 0,030°
Citrus sinensis cv. Navelina Albedo 0,256 + 0,001° 0,117 + 0,002° 0,516 + 0,024°
Flavedo 0,309 + 0,001° 0,149 + 0,010° 0,567 + 0,016°
Rutaceae Citrus sinensis cv. Shamouti Albedo 0,251 + 0,008° 0,104 + 0,005° 0,596 + 0,029°
) Flavedo 0,208 + 0,007° 0,106 + 0,002° 0,426 + 0,020P
Citrus sinensis cv. Valencia | Albedo 0,276 + 0,003° 0,131 + 0,007° 0,588 + 0,017°
late Flavedo 0,291 + 0,007° 0,142 + 0,005° 0,550 + 0,018
Citrus sinensis cv. Albedo 0,264 + 0,023° 0,157 + 0,051° 0,541+ 0,071°
Washington navel Flavedo 0,297 + 0,007° 0,141 + 0,002° 0,550 + 0,033
Citrus japonica Flavedo 0,190 + 0,014° 0,101 + 0,003° 0,140 + 0,078
Salicaceae Salix alba Stipites 1,418 +0,019° 0,341+ 0,013° 2,008 + 0,207°
Verbascum insulare Flos 0,368 = 0,025" 0,433 £ 0,032** 0,520 + 0,009°
. Folia 0,571 + 0,020° 0,348 +0,011° 1,071+ 0,001°
Scrophulariaceae Veronica thymoides ssp
. ' Herba 1,985+ 0,012 0,254 + 0,006° 2,217 +0,012°
pseudocinerea
Theaceae Camellia sinensis Folia (Siyah) 2,115 + 0,047 0,581 + 0,036** 1,566 + 0,015°
Folia (Yesil) 2,200 + 0,019** 0,632 + 0,011° 2,033 +0,013°
Vitaceae Vitis vinifera Semen 2,361 + 0,006° 0,550 + 0,010 1,807 + 0,146°
Zingiberaceae Curcuma longa Rhizoma 1,171+ 0,105P 0,477 + 0,026 0,986 + 0,034°
| Propolis 2,786 + 0,032° | 0,428 + 0,001** 1,598 + 0,025°
Aesculus hippocastanum Semen 0,420 + 0,015P 0,440 + 0,030* 0,699 + 0,029°
Arctium lappa Radix 0,470 + 0,035P 0,288 + 0,092° 0,592 + 0,055°
® Betula pendula Folia 2,062 + 0,081 0,507 + 0,057 2,134 +0,020°
CALENDULA Rosa canina Fructus 2,051 + 0,038 0,823 + 0,006° 1,911 + 0,006°
Urtica dioica Radix 0,515 + 0,023° 0,361 + 0,051° 0,548 + 0,062°
Vaccinium myrtillus Fructus 1,448 + 0,029P 0,534 + 0,004 1,976 = 0,009°
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Cizelge 4.8. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in 5 mg/mL konsantrasyonda FRAP,

PRAP, CUPRAC deneylerine ait bulgular

FRAP PRAP CUPRAC
(Absorbans + S.S.?) (Absorbans = S.S.) (Absorbans = S.S.)
Kersetin (1 mg/mL) 2,061 + 0,049 0,509 + 0,011 §
Referans Gallik asit (1 mg/mL) § § 2,764 + 0,106
BHA (1 mg/mL) 2,306 + 0,023 0,245 + 0,011 2,251 + 0,038

2 Standart sapma, § Denenmedi, ® **** (p<0,0001), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Cizelge 4.9. Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in toplam fenol ve toplam flavonoit miktar

tayinlerine ait bulgular

Familya

Bitki

Kisim

Toplam Fenol Miktar Tayini
(Gallik asit esdegeri mg / g ekstre + S.S.?)

Toplam Flavonoit Miktar Tayini
(Kersetin esdegeri mg / g ekstre = S.S.)

Cotinus coggyria Pedisel (meyveli) 207,87 + 0,26 56,68 + 2,17

Anacardiaceae Folia 165,26 + 2,19 47,35+ 0,85

Pistacia vera Pericarpium 156,02 + 3,29 25,38 £5,95

Araliaceae Hedera helix Folia 40,30 + 0,69 15,56 + 1,09
Asteraceae Ca_lendula arvensis Herba 16,03 + 0,09 -

Tripleurospermum oreades | Herba 61,07 + 1,16 44,18 + 1,86

Clusiaceae Garcinia mangostana Pericarpium 193,11 £ 5,37 19,32 +£1,75

Cupressaceae Cupressus sempervirens Folia 44,62 + 0,34 10,90 + 1,53

Folia 149,45+ 6,11 41,46 + 0,61

Ericaceae Arbutus unedo Fructus 61,83 + 0.5 6,24 + 0,49

(olgunlagsmanus)

Fabaceae Cassia sp. Folia 17,39+ 0,46 22,57 + 3,20

Flos 71,01+3,35 46,09 = 6,91

Hi + A us hi ¢ Folia 107,02 £ 4,13 86,86 + 4,96

Ippocastanaceas esculus hippocastanum Pericarpium 206,48 + 3,88 23,06 + 3,47

Semen 122,48 + 3,64 12,02 +0,24

Lamium purpureum Herba 44,25 + 0,69 24,92 +1,82

Lamiaceae Lamium purpureum ssp. Herba 49,54 + 1,03 2126+ 4,16

purpureum

=
o
o



Cizelge 4.9. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in toplam fenol ve toplam flavonoit

miktar tayinlerine ait bulgular

Toplam Fenol Miktar Tayini

Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Familya Bitki Kisim (Gallik asit esdegeri mg / g ekstre £ S.S.%) | (Kersetin esdegeri mg/ g ekstre +8S.S.)
Origanum onites Herba 70,50 + 5,58 11,27 £ 0,85
Lamiaceae Rosmarinus officinalis Herba (BATEM) 75,95 + 3,04 9,39+ 1,33
Herba (Kibris) 84,49 + 6,29 27,57 £ 4,52
Salvia fruticosa Herba 4455+ 2,21 10,65 + 2,06
Cinnamomum cassia Cortex 21,43 +£0,33 8,85+ 1,87
Laurus nobilis Folia 38,16 £ 5,75 4.88+1,74
Gemmae 39,45 +1,92 12,67 +1,23
Lauraceae Folia 46,23 £ 0,42 5,91 + 0,04
Persea americana Fru_ctus _ 11,15+ 0,04 2,78 +£0,49
Pericarpium 23,70 £ 0,87 22,78 £0,75
Semen 93,91 + 4,46 10,69 + 6,49
Liliaceae Aloe vera Folia 19,54 £ 1,42 10,33 + 4,58
Ficus carica Folia 16,85 + 0,65 3,73+£0,82
Moraceae Maclura pomifera Folia 67,61 £ 0,65 10,27 £ 0,45
Fructus 38,88 + 2,94 5,26 + 0,16
Cortex 85,49 + 3,71 16,93 + 0,52
Oleaceae Olea europaea Folia (Denizli) 117,56 + 8,58 16,87 + 0,77
Folia (Kibris) 66,46 + 6,96 28,82 + 0,86
Herba 48,19+ 1,18 30,47 £ 1,17
Passifloraceae Passiflora incarnata Flos 23,13 +0,88 18,05+ 0,36
Fructus 6,58 + 0,53 3,35+ 0,61
Portulacaceae Portulaca oleracea Herba 28,71 +£0,73 3,02+0,71
Primulaceae Primula vulgaris ssp. Herba 29,50 + 0,90 14,60 + 0,63
vulgaris
Flos 234,42 +£1,18 23,09 +5,30
Punicaceae Punica granatum Pericarpium 68,02 + 6,08 13,57 £ 0,26
Semen 53,18 + 1,88 23,43+ 4,09
Crataegus monagyna ssp. Flo:s 40,08 + 0,39 24,94 + 0,62
Rosaceae monogyna Folia 27,61 £2,62 5,89+ 0,82
Fructus 30,96 +£ 0,39 1,27 £0,16

10T



Cizelge 4.9. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in toplam fenol ve toplam flavonoit

miktar tayinlerine ait bulgular

Toplam Fenol Miktar Tayini

Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Familya Bitki Kisim (Gallik asit esdegeri mg / g ekstre £ S.S.%) | (Kersetin esdegeri mg/ g ekstre +8S.S.)
Crataegus szovitsii F|0§ 34,15+ 0,01 10,86 + 0,88
Folia 56,60 + 4,47 28,74+ 0,12
Pericarpium
Malus sp. (Kll’leFl)) 5,29+ 0,08 212+0,19
Rosaceae Pericarpium (Yesil) 0,64 +0,17 -
Rosa canina Stipites 135,25+ 7,74 58,06 = 4,76
Fructus 28,62 +1,12 2,60+ 0,36
Rosa sp Fructus (Bursa) 13,90 + 1,98 2,39 + 0,006
' Fructus (Tunceli) 3,65+ 0,65 0,67+0,19
Albedo 29,88 £1,37 27,88 +1,27
Citrus aurantium Flavedo 30,20 £ 0,27 21,31+ 2,55
Folia 40,07 £ 0,12 15,86 £ 0,75
Citrus deliciosa Flavedo 22,63 £ 2,05 8,49 + 0,80
Citrus limon cv. Albedo 22,85+ 2,28 9,30+ 0,38
interdonato Flavedo 18,72 + 3,60 5,66 + 0,98
Citrus limon cv. Kara Albedo 26,57 + 3,12 9,76 £ 1,15
limon Flavedo 22,96 + 3,11 8,27 +1,29
Citrus limon cv. Kibris Albedo 13,53 +2,25 4,81+047
Flavedo 20,59 + 0,75 6,91+ 0,60
Rutaceae Albedo 17,97 + 3,29 8,01+1,18
Citrus maxima Flavedo 24,03+ 1,30 8,76 £ 0,75
Semen 26,45 + 2,60 3,70+1,17
Citrus paradisi var. Albedo 16,29 + 0,85 19,48 + 0,80
Henderson Flavedo 9,49 + 3,23 9,21 +0,62
Citrus paradisi var. Red Albedo 16,67 + 0,27 21,97 + 0,05
blush Flavedo 13,77 +£ 1,34 14,02 + 0,44
Citrus paradisi var. Star Albedo 18,98 + 0,62 25,89 + 0,98
ruby Flavedo 14,37 +£0,43 18,10+ 0,89
Citrus reticulata-Lee Flavedo 11,99 + 1,68 5,63 +0,80
Citrus reticulata-Nova Flavedo 27,59 +1,74 7,81+1,33
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Cizelge 4.9. (devam) Etanol ekstrelerinin, Calendula® firmasindan temin edilen ekstrelerin ve propolis’in toplam fenol ve toplam flavonoit

miktar tayinlerine ait bulgular

Toplam Fenol Miktar Tayini

Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Familya Bitki Kisim (Gallik asit esdegeri mg / g ekstre £ S.S.%) | (Kersetin esdegeri mg/ g ekstre +8S.S.)
Citrus reticulata Blanco | ¢4, 21,73+ 0,67 10,61 + 0,46
x Citrus paradisi
Citrus sinensis cv. Navelina Albedo 1191+2,17 6,69£022
) Flavedo 11,34+ 1,10 5,77 £ 0,56
Citrus sinensis cv. Albedo 14,24 £ 291 9,14 +£0,71
Rutaceae Shamouti Flavedo 11,86+ 1,12 4,82 +0,16
Citrus sinensis cv. Valencia | Albedo 20,65 + 1,62 9,29+ 0,84
late Flavedo 17,02 + 2,65 7,45+ 1,55
Citrus sinensis cv. Albedo 12,01+ 1,45 6,66 + 0,15
Washington navel Flavedo 12,10+ 1,10 5,28 £ 0,38
Citrus japonica Flavedo 12,57 + 3,57 1,10+ 0,25
Salicaceae Salix alba Stipites 64,78 + 2,97 10,82 +1,41
Verbascum insulare FIO.S 11,25+ 1,59 4,71+0,03
. Folia 18,25+ 0,82 4,28 +0,97
Scrophulariaceae Veronica thymoides ssp
- ' Herba 131,17 + 3,27 27,91 +£0,65
pseudocinerea
Theaceae Camellia sinensis Folia (Siyah) 97,62 £ 5,20 22,78+ 0,32
Folia (Yesil) 232,87 +0,01 20,32 £ 0,23
Vitaceae Vitis vinifera Semen 278,11+ 4,53 15,11+ 1,05
Zingiberaceae Curcuma longa Rhizoma 75,00 + 6,87 8,64+ 142
Propolis 205,61 + 6,76 122,22 + 3,88
Aesculus hippocastanum Semen 5,64 + 0,67 5,76 + 3,02
Arctium lappa Radix 2,37+0,21 2,06 + 0,49
® Betula pendula Folia 82,66 + 4,79 37,82+ 2,16
CALENDULA Rosa canina Fructus 128,17 + 8,75 25,84 + 3,59
Urtica dioica Radix 10,56 + 0,79 3,67+0,82
Vaccinium myrtillus Fructus 73,53+ 4,04 18,14 + 6,57

Kalibrasyon denklemi

y=2,4057x + 0,0953, r?>=0,9992

y=3,7891x + 0,0734, r’>=0,9999

2 Standart sapma, ® Az miktarda oldugu i¢in hesaplanamadi

€07
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4.4. BAYF Islemine Ait Bulgular
4.4.1. ITK ve HPTLC analizlerine ait bulgular

BAYF islemi i¢in uygulanan kolon kromatografisi (poliamit) ve MPLC ile elde edilerek
birlestirilen alt fraksiyonlara ait ITK kromatogramlar1 Resim 4.1.”de, RP 31-34 fraksiyonuna
uygulanan kolon kromatografisi (silika jel) ile elde edilen alt fraksiyonlara ait ITK

kromatogrami ise Resim 4.2.’de verilmistir.

Solvan sistemi: EtOAc: MeOH: Su
(61:32:7)
Revelator: Vanilin / H2SO4

Resim 4.1. Kolon kromatografisi (poliamit) ve MPLC ile elde edilerek birlestirilen alt
fraksiyonlara ait ITK kromatogramlar1
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Resim 4.2. RP 31-34 fraksiyonuna uygulanan kolon kromatografisi (silika jel) ile elde edilen
alt fraksiyonlara ait ITK kromatogrami

Citrus sp. ekstrelerine uygulanan HPTLC analizlerine ait bulgular ise Sekil 4.5., 4.6. ve
4.7.’de verilmistir. HPTLC kromatogramlarina gére flavedo ekstreleri, albedo ekstrelerine
gore UV 366 nm’de daha yogun lekeler vermistir. WRT’de goriintiilenen sonuglara gore,
albedo Orneklerinde gozlenen sari lekeler flavedo 6rneklerinde tespit edilenlere gore daha
yogundur. Bulgularimiza gore; C. aurantium, C. deliciosa, C. limon, C. maxima/C. paradisi
ve C. sinensis/C. reticulata 6rneklerini, kromatogramlar ile ayirt etmek miimkiindiir. C.
maxima ve C. paradisi’ye ait kromatogramlar ¢ok benzedigi i¢in, bu iki tiirii ayirt etmek
miimkiin degildir. Ayn1 durum C. sinensis ve C. reticulata tiirleri i¢in de gegerlidir. C.
aurantium tiiriine ait albedo ve flavedo ekstrelerinin kromatogramlarinin da WRT’de, Rt
degeri (retention factor) ~ 0.36 olan, yogun kirmizi bir leke ve yukarisinda farkl sar1 lekeler
vererek birbirine ¢ok benzer oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.5.). C. limon kiiltiirlerine ait
tiim ekstrelerin kromatogramlarinda, WRT’de Rt degeri ~ 0.39 olan karakteristik kirmizi bir
leke gozlenmistir. C. maxima tiiriine ait albedo ve flavedo ekstrelerine ait kromatogramlarda,
Rt degeri hesperidin’den biiyiik olan sar1 lekeler mevcuttur. C. paradisi varyetelerine ait
analizlerde, benzer ve hesperidin igeren kromatogramlar gozlenmis, C. reticulata ve C.
sinensis cv. Navelina ekstrelerine ait kromatogramlarin da birbirine ¢ok benzedigi tespit
edilmistir (Sekil 4.6.). Sekil 4.7.’de verilen kromatogramda, biitiin C. sinensis kiiltiirlerinde,

bir tanesi hesperidin ile ayn1 Rt degerine sahip, 2 sar1 leke gozlenmistir.
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Sekil 4.5. Citrus ekstrelerinin HPTLC profilleri (3-15)-1, A) AIClz ile derivatize edilen
plagim UV 366 nm’deki goriintiisii, B) WRT (AICl3, sonra NP ve PEG400) ile
derivatize edilen plagin gorintiisii [1: Kafeik asit, 2: Hesperidin, 3 ve 4: C.
aurantium (albedo ve flavedo), 5: C. deliciosa (pericarpium), 6 ve 7: C. limon cv.
Interdonato (flavedo ve albedo), 8 ve 9: C. limon cv. Kara limon (flavedo ve
albedo), 10 ve 11: C. limon cv. Kibris (flavedo ve albedo), 12 ve 13: C. maxima
(flavedo ve albedo), 14 ve 15: C. maxima (15: 15 uL).
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Sekil 4.6. Citrus ekstrelerinin HPTLC profilleri (3-15)-2, A) AIClz ile derivatize edilen
plagim UV 366 nm’deki goriintiisii, B) WRT (AICl3, sonra NP ve PEG400) ile
derivatize edilen plagin gorintiisii [1: Kafeik asit, 2: Hesperidin, 3 ve 4: C.
paradisi var. Henderson (flavedo ve albedo), 5 ve 6: C. paradisi var. Red blush
(flavedo ve albedo), 7 ve 8: C. paradisi var. Star ruby (flavedo ve albedo), 9: C.
reticulata-Lee (pericarpium), 10: C. reticulata- Nova (pericarpium), 11: C.
reticulata Blanco x C. paradisi (pericarpium), 12 ve 13: C. sinensis cv. Navelina
(flavedo ve albedo), 14 ve 15: C. sinensis cv. Navelina-15 pL (flavedo ve albedo).
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Sekil 4.7. Citrus ekstrelerinin HPTLC profilleri (3-12)-3, A) AIClsz ile derivatize edilen
plagim UV 366 nm’deki goriintiisii, B) WRT (AICl3, sonra NP ve PEG400) ile
derivatize edilen plagin goriintiisii [1: Kafeik asit, 2: Hesperidin, 3 ve 4: C.
sinensis cv. Shamouti (flavedo ve albedo), 5 ve 6: C. sinensis cv. Valencia
(flavedo ve albedo), 7 ve 8: C. sinensis cv. Washington navel (flavedo ve albedo),
9: C. japonica-10 uL (pericarpium), 10 ve 11: C. sinensis cv. Shamouti-5 ve 15
uL (flavedo), 12: C. sinensis cv. Shamouti-15 pL (albedo).

4.4.2. *H- ve 3C-NMR spektrumlarina ait bulgular

BAYF islemi ile elde edilen, miktar1 yeterli olmasi nedeniyle, kimyasal karakterizasyonu

yapilan bilesiklere ait bulgular su sekildedir;

Gallik asit metil esteri (RP 36-37 Prep 4)

RP 36-37 Prep 4 kodlu bilesige ait *H-NMR ve *C-NMR spektrum degerleri Cizelge
4.10°da verilmistir. Bilesigin 'H-NMR spektrumunda, biri aromatik sahada 6,95 ppm’de,
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digeri ise 3,71 ppm’de, her ikisi de singlet olan pikler gdzlenmistir. Aromatik sahada
gozlenen sinyaller 1,3,4,5-tetrasiibstitiie fenil grubunun simetrik H-2 ve H-6 protonlar
olarak yorumlanmistir. 3,71 ppm’de gozlenen sinyal ise metoksil grubu olarak
yorumlanmustir. RP 36-37 Prep 4 kodlu bilesige ait ‘H-NMR spektrumu Sekil 4.9°da
verilmistir. Bilesigin, 3C-NMR spektrumu incelendiginde; 6 tip karbon atomuna ait sinyal
tespit edilmistir. Bu rezonanslar, C=0 grubunu (168,84 ppm), iki adet simetrik oksijenize
aromatik karbon atomunu (146,50 ppm, C-3 ve C-5), bir adet oksijenize aromatik karbon
atomunu (139,74 ppm, C-4), bir adet kuaterner aromatik karbon atomunu (121,63 ppm, C-
1) ve iki adet simetrik aromatik metin karbon atomunu (110,07 ppm, C-2 ve C-6) isaret
etmektedir. 49,56 ppm’de gozlenen sinyal ise karbonil ester yapisindaki metoksil grubu
olarak yorumlanmistir. RP 36-37 Prep 4 kodlu bilesige ait *C-NMR spektrumu, Sekil
4.10’da verilmistir. 'H-NMR ve C-NMR bulgularmin, literatiirdeki degerler ile
karsilastirilmast sonucunda RP 36-37 Prep 4 kodlu bilesigin gallik asit metil esteri oldugu
saptanmistir (Akdemir ve digerleri, 2001; Hisham, Lip, Noh, Normah ve Nabilah, 2011).

Cizelge 4.10. Gallik asit metil esteri’nin (RP 36-37 Prep 4) 'H-NMR (500 MHz, CDs0D)
ve 3C-NMR (125 MHz, CD30D) spektrum degerleri

H-atomu o (ppm) C-atomu 6 (ppm)
2 6,955 1s 121,63

6 6,955 2d 110,07
-OCHs 3,71s 35 146,50
4s 139,74

5s 146,50

6d 110,07

C=0s 168,84

-OCHsq 49,56
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Sekil 4.8. Gallik asit metil esteri
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Kersetin-3-O-galaktozit (RP 38 Prep 1)

RP 38 Prep 1 kodlu bilesige ait *H-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.11.’de, *C-NMR
spektrum degerleri ise Cizelge 4.12°de verilmistir. Bilesigin *H-NMR spektrumunda,
aromatik bolgede bilesige ait 5 adet sinyal goriilmektedir [6,10 ppm ve 6,30 ppm, d, J=1,5
Hz (m-etkilesim), sirasiyla H-6 ve H-8; 6,77 ppm, d, J=8,5 Hz (0-etkilesim), H-5"; 7,48 ppm,
dd, J=8,4/1,55 Hz (o- ve m-etkilesim), H-6"; 7,74 ppm, d, J=1,65 Hz (m-etkilesim), H-2'].
5,03 ppm’de (d, J=7,8 Hz) goézlenen sinyalin de anomerik oz protonuna ait oldugu
diisiiniilmektedir. RP 38 Prep 1 kodlu bilesige ait *H-NMR spektrumu Sekil 4.12’de
verilmistir. Bilesige ait 2*C-NMR ve DEPT (135°) spektrumlar1 ise Sekil 4.13’de verilmis
olup, C atomlarma ait kimyasal kayma degerlerinin bazilari, giiriiltii nedeniyle tespit
edilememistir. Bilesige ait *H-'H-COSY spektrumu da Sekil 4.14’de verilmistir. *H-NMR
ve ¥*C-NMR bulgularmin, literatiirde verilen degerler ile karsilastiriimas1 sonucunda RP 38
Prep 1 kodlu bilesigin kersetin-3-O-galaktozit oldugu saptanmistir (Akdemir ve digerleri,
2001; Giivenalp ve Demirezer, 2005).

OH

OH
0 0
HO
OH

OH O OH

HO

Sekil 4.11. Kersetin-3-O-galaktozit
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Cizelge 4.11. Kersetin-3-O-galaktozit’in (RP 38 Prep 1) *H-NMR spektrum degerleri (500

MHz, CD;0OD)
RP 38 Prep 1
H-atomu J (Hz)
o (ppm)
Aglikon
6 6,10d 1,5
8 6,30 © ()
2 7,74d 1,65
5 6,77 d 8,5
6’ 7,48 © 8,4/1,55
Galaktoz
1" 5,03d 7,8
2" 3,76 d 9,25
3" 3,55 @ ()
4" 3,76 d 2,95
5" 3,39 m
6 ''a 3,47d 7,2
6'b 3,750 ()

@ Coziillemedi
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Cizelge 4.12. Kersetin-3-O-galaktozit’in (RP 38 Prep 1) 3C-NMR spektrum degerleri (125
MHz, CDs0D)

RP 38 Prep 1

C-atomu
6 (ppm)

Aglikon
2 159 s
136 s
170,00 s
163 s
99,97d
164 s
94,78 d
159 s
10 105s
122,98 s
116,10d
145,83 s
149,98 s
117,79 d
6 123 d
Galaktoz
1" 105,44 d
v 73,15d
75,07d
70,03d
77,16 d
61,93t

© 00 N o O b W

N B W N

A U A W N
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Sekil 4.14. RP 38 Prep 1 kodlu bilesige ait *H-'H- COSY spektrumu

Kersetin-3-O-glukozit (RP 39-40 Prep 2)

RP 39-40 Prep 2 kodlu bilesigin *H-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.13.’de verilmistir.
Bilesigin *H-NMR spektrumunda, aromatik bdlgede sinyaller gdzlenmistir (6,04 ppm ve
6,21 ppm, d, J=1,7 Hz, sirasiyla H-6 ve H-8; 6,76 ppm, d, J=8,25 Hz, H-5"). 7,50 ppm ve
7,52 ppm’de gozlenen sinyallere ait eslesme sabiti degerleri tam ¢ozlilememistir, fakat bu
sinyallerin H-6" ve H-2" protonlarina ait olduklar diisiiniilmektedir. 5,03 ppm’de (d, J=7,25
Hz) goézlenen sinyalin de anomerik oz protonuna ait oldugu yorumu yapilmistir. RP 39-40
Prep 2 kodlu bilesige ait *H-NMR spektrumu Sekil 4.16’da verilmistir. Bulgularimiz ile
literatiirde verilen degerlerin karsilagtirilmasi sonucunda RP 39-40 Prep 2 kodlu bilesigin
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kersetin-3-O-glukozit oldugu kanaatine varilmistir (Akdemir ve digerleri, 2001; Giivenalp

ve Demirezer, 2005).

OH
OH
\O 0
HO OH
HO
Sekil 4.15. Kersetin-3-O-glukozit

Cizelge 4.13. Kersetin-3-O-glukozit’in (RP 39-40 Prep 2) *H-NMR spektrum degerleri (500

MHz, CD30OD)
H-atomu RP 369(:1)(;;’1;ep 2 J (H2)
Aglikon
6 6,04d 1,7
8 6,21 ® D
2 7520 ()
5 6,76 d 8,25
6’ 7,50 @ D
Glukoz
1" 5,03d 7,25
2" 3,45 dd D
3" 3410 D
4" 3,32t 8,65
5" 3,23 m
6''a 3570 )
6''b 3,70dd D

O Coziilemedi
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Kersetin-3-O-glukozit (RP 39-40 Prep 1A) ve Kersetin-3-O-galaktozit karisimi (RP 39-40
Prep 1B)

RP 39-40 Prep 1 kodlu fraksiyonun *H-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.14’de, *C-NMR
spektrum degerleri ise Cizelge 4.15°de verilmistir. Fraksiyonun *H-NMR spektrumunda
aromatik bolgede gozlenen proton sinyallerinden 6,08 ppm (H-6), 6,27 ppm (H-8), 6,76
ppm (d, 1Ave 1BH-5"), 7,61 ppm (LA H-2") ve 7,74 ppm’de (1B H-2") gézlenen sinyallerde
eslesme sabiti degeri hesaplanamamistir. Ayn1 bolgede 7,50 ppm’de (dd) gézlenen sinyalin
de 1A ve 1B H-6" protonlarina ait oldugu seklinde yorumlanmustir. 5,04 ppm (d, J=7,7 Hz)
ve 5,13 ppm’de (d, J=7,3 Hz) gozlenen sinyallerin anomerik oz protonlarina ait oldugu ve
iki farkli oz iinitesi bulundugu diisiiniilmektedir. RP 39-40 Prep 1 kodlu fraksiyona ait *H-
NMR spektrumu Sekil 4.17°de verilmistir. Fraksiyona ait *C-NMR ve DEPT (135°)
spektrumlari ise Sekil 4.18”de verilmis olup, C atomlarina ait kimyasal kayma degerlerinin
bazilari, giiriiltii nedeniyle tespit edilememistir. Fraksiyona ait *H-'H- COSY spektrumu ise
Sekil 4.19°da verilmistir. *C-NMR ve DEPT spektrumlarinda oz karbonlarmna ait
rezonanslar incelendiginde C-4"" 71,18 ppm’de goriilen sinyalin glukoz, C-4"" 70,02 ppm’de
goriilen sinyalin ise galaktoz igin literatiirde verilen degerler ile uyum iginde oldugu

gozlenmistir (Akdemir ve digerleri, 2001; Giivenalp ve Demirezer, 2005).

Cizelge 4.14. Kersetin-3-O-glukozit (RP 39-40 Prep 1A) ve Kersetin-3-O-galaktozit’in (RP
39-40 Prep 1B) H-NMR spektrum degerleri (500 MHz, CD30D)

RP 39-40 RP 39-40
H-atomu Prep 1A J (H2) Prep 1B J (H2)
o (ppm) o (ppm)
Aglikon
6 6,08 ® () 6,04d ()
8 6,27 ® () 6,21 © ()
2 7,61 ® () 7,74 © ()
5 6,76 d () 6,76 d ()
6 7,50 dd () 7,50 dd ()
Glukoz
1" 5,13d 7,3
Galaktoz
1" 5,04d 7,7

® Coziilemedi



39-40 Prep 1B) 3C-NMR spektrum degerleri (125 MHz, CD30D)
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Cizelge 4.15. Kersetin-3-O-glukozit (RP 39-40 Prep 1A) ve Kersetin-3-O-galaktozit’in (RP

RP 39-40 Prep 1A RP 39-40 Prep 1B
C atomu
o (ppm) o (ppm)
Aglikon
2 159s 159s
3 136's 136's
4 170s 170s
5 163 s 163 s
6 100,04 d 100,04 d
7 164 s 164 s
8 94,85d 94,85d
9 159s 159s
10 105s 105s
1 122,97 s 122,97 s
2 116,03 d 116,11 d
3 145 s 146 s
4 149 s 148 s
5 117,60 d 117,83 d
6" 123,24 d 122,97 d
Glukoz
1 104,40 d
2 75,72 d
3 78,09d
4" 71,18d
5 78,36 d
6 62,52 t
Galaktoz
1 105,47 d
2 73,20d
3 75,09d
4" 70,02d
5 77,14 d
6’ 61,931t

* Coziillemedi
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Sekil 4.19. RP 39-40 Prep 1 kodlu fraksiyona ait *H-'H- COSY spektrumu

Kemferol-3-O-glukozit (RP 41-44 Prep 2)

RP 41-44 Prep 2 kodlu bilesigin *H-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.16°da verilmistir.
Spektrumda, aromatik bolgede bilesige ait toplam 6 protona karsilik gelen 4 sinyal
goriilmektedir [ 6,10 ppm ve 6,30 ppm, d, J=1,7 Hz (m-etkilesim), sirasiyla H-6 ve H-8; 6,79
ppm ve 7,98 ppm, d, J=8,8 Hz (0-etkilesim), sirasiyla H-3'/5" ve H-2'/6']. B halkasina ait
rezonanslar p-stibstitiie fenil grubu i¢in karakteristiktir. Spektrumda 4,99 ppm’de (d, J=7,8
Hz) gbzlenen sinyalin anomerik 0z protonuna ait oldugu diisiiniilmektedir. RP 41-44 Prep 2

kodlu bilesige ait *H-NMR spektrumu Sekil 4.21°de verilmis ve bilesigin kemferol-3-O-

glukozit oldugu kanaatine varilmistir (Akdemir ve digerleri, 2001).

F1 [ppm]
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Cizelge 4.16. Kemferol-3-O-glukozit’in (RP 41-44 Prep 2) 'H-NMR spektrum degerleri
(500 MHz, CD30D)

H-atomu 6 (ppm) J (Hz)
Aglikon
6 6,10d 1,7
8 6,30d 1,7
2 7,98 d 8,8
3 6,79d 8,8
5 6,79d 8,8
6’ 7,98d 8,8
Glukoz
1" 4,99 d 7,8
2 ~345* *
3" 3,43 * *
4" 3,34t *
5 3,21*
6''a ~353* *
6''b 3,72* *

* Coziilemedi

OH O

Sekil 4.20. Kemferol-3-O-glukozit
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4.5. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Tez ¢alismamizda, tiziim ¢ekirdegi ve yesil ¢ay etanol ekstreleri ve bu ekstreler ile hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarina toplam fenol ve proantosiyanidin miktar tayini
yontemleri uygulanmigtir. Gallik asit iizerinden hesaplanan toplam fenol miktarina gore
formiile edilebilen iiziim ¢ekirdegi ekstresi miktar: % 59,48, yesil ¢ay ekstresi miktar1 %
100, (+)-katesin lizerinden hesaplanan toplam proantosiyanidin miktaria gore ise formiile
edilebilen iiziim ¢ekirdegi ekstresi miktar1 % 63,45, yesil cay ekstresi miktar1 ise % 94,95

oraninda bulunmustur.
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Resim 4.3. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarina uygulanan toplam proantosiyanidin ve
toplam fenol miktar tayini yontemlerine ait mikroplaklar

Hazirlanan mikroemiilsiyonlarin ortalama damlacik biiyiikliigii degerleri, dagilimlari ve PDI
degerleri Cizelge 4.17.’de, bos (kor), izim c¢ekirdegi veya yesil gay ekstresi igeren
mikroemiilsiyonlarin damlacik biiyiikliikleri (n=3) Sekil 4.22.°de, yesil ¢ay ve iliziim
cekirdegi ekstresi igeren mikroemiilsiyonlara ait salim verileri ise Sekil 4.23.’de verilmistir.
Yapilan analiz ile tiziim ¢ekirdegi ekstresi ile hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonundan
6 saat sonunda ortalama % 2,05 + 1,74, yesil ¢ay ekstresi ile hazirlanan mikroemiilsiyon

formiilasyonundan % 12,70 + 6,78 salim gergeklestigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.17. Mikroemiilsiyonlarin ortalama damlacik biyikliigi degerleri (nm),
dagilimlar1 ve PDI degerleri

Mikroemiilsiyon Damlacik Biiyiikliigii (+ S.S., n=3) PDI (£S.S., n=3)

ME-H-Uziim cekirdegi 17,61 £ 2,30 1,00 £ 0,00

ME-H-Yesil cay 23,98 + 1,86 0,316 +0,173
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A Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.22. Bos (A), iizim c¢ekirdegi (B) veya yesil cay (C) ekstresi igeren
mikroemiilsiyonlarin damlacik biiytikliikleri (n=3)
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Sekil 4.23. Yesil ¢ay ve liziim ¢ekirdegi ekstresi igeren mikroemiilsiyonlara ait salim verileri

4.6. Krem Formiilasyonlarma Ait Bulgular

Cotinus coggyria ve Maclura pomifera ekstreleri kullanilarak gelistirilen krem
formiilasyonlarina (Resim 4.4.) ait stabilite raporlar1 Sekil 4.24. ve Sekil 4.25.”de verilmistir.
Elde edilen sonuclara gore, ¢alisilan sartlarda krem formiilasyonlarinin 6zelliklerinde 6nemli

bir degisiklik saptanmamistir ve krem formiilasyonlarinin stabil oldugu gézlenmistir.

i

Vitapel
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Resim 4.4. Cotinus coggyria ve Maclura pomifera ekstreleri kullanilarak hazirlanan krem
formiilasyonlarina ait prototip iiriin 6rnegi gorselleri



130

VIVATINEL
UNITED KINGDOM STABILITY TESTING g . i
; Ambient Conditions evision o

Product Name : Vitabell SPF 30 Anti-Aging Cream Stability Testing Conditions;
Active Ingredients : SPF 30 (UVB) Temperature :25°C+2°C
Lot Number : 001 Relative Humidity :60% RH:5%
Manufacture Date/Place : 08/2015
Stability Testing Start Date : 08/2015 Stability Testing Termination Date: 08/2018
Package : 50 mL HDPE Airless Tubes
Results
Tests Specifications Initial M1 M3 M6 M12 M18 M24 M30 M36
Appearance Light green homogenous
cream Comply Comply Comply
Filling Weight 48,5-51.59 50,3 50,1 50,3
pH 50-7.0 5,61 5,63 5,63
Density 1,0g9/mL£0,1 1,01 1,01 1,00
Max 10000 cP (Sp7, 100
o 8147 8164 8203
Viscosity rpm, 25°C)
Not Less Than 30 30.7 30,2 313
SPF 30 (UVB)
ASTM D4303-10. <2.3 AE | Not Not Not
Day light Exposure [ Not Noticeable Noticeable | Noticeable | Noticeable
Freeze Thaw Cycle |3 cycles Stability Comply | Comply | Comply
Microbiologic
Limits EU Pharm. Comply, |Gomely |[Comely
Prepared by Controlled by Approved / Imprint : 5 .
Quality Control Lab. Manager Quality Assurance Staff Quality Assurance Manager Revision’ Date,of this form: 11/2008
//f/ S A ﬂ Revision No: 01

VIVATIMEL
UNITED KINGDOM STABILITY TESTING ;ggies i':';: ,:‘L i
A : ¢ Accelerated Conditions !

Product Name : Vitabell SPF 30 Anti-Aging Cream Stability Testing Conditions;
Active Ingredients : SPF 30 (UVB) Temperature :45°C+2°C
Lot Number : 001 Relative Humidity :75%RH%5%
Manufacture Date/Place 1 08/2015
Stability Testing Start Date : 08/2015 Stability Testing Termination Date: 08/2018
Package : 50 mL HDPE Airless Tubes
Results
Tests Specifications Initial M1 M3 M6 M12 M18 M24 M30 M36
Appearance Light green homogenous
cream Comply Comply Comply
Filling Weight 48,5-51.59g 50,3 50,0 50,1
pH 50-17.0 561 5,67 5,69
Density 1,0g/mL £0,1 1,01 1,00 1,00
Max 10000 cP (Sp7, 100
o 8147 8303 8257
Viscosity TPm. 25¢C)
Not Less Than 30 30,7 31.2 314
SPF 30 (UVB)
ASTM D4303-10. <2.3 AE | Not Not Not
Day light Exposure | Not Noticeable Noticeable | Noticeable | Noticeable
Freeze Thaw Cycle |3 cycles Stability Comply Comply Comply
Microbiologic
Limits EU Pharm. Comply |Gomply: [Comply
Prepared by Controlled by Approved / Imprint - ;
Quality Control Lab, Manager Quality Assurance Stalff Quality Assurance Manager Revision Data;of thes fomn;: 11/2006
S 7% % Revision No: 01
ELECTRONIC COPY

Sekil 4.24. C. coggyria ekstresi i¢eren kirisiklik karsiti krem formiilasyonuna ait stabilite
raporlari
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\/IVATIHELL

UNITED KINGDOM

Unir
BRAD.

STABILITY TESTING
Ambient Conditions

Page No: 1/1
Revision No:00

Product Name

: Vitabell SPF 30 Skin-Whitening Cream

Stability Testing Conditions;

Active Ingredients : SPF 30 (UVB) Temperature :25°C+2°C
Lot Number : 002 Relative Humidity :60% RH:5%
Manufacture Date/Place 1 08/2015
Stability Testing Start Date : 08/2015 Stability Testing Termination Date: 08/2018
Package : 50 mL HDPE Airless Tubes
Results
Tests Specifications Initial M1 M3 M6 M12 M18 M24 M30 M36

Appearance Light green homogenous

cream Comply Comply Comply
Filling Weight 48,5-51.59g 50,3 50,1 50,3
pH 50-7.0 5,65 5,67 5,68
Density 1,0g/mL £0,1 1,01 1,01 1,01

Max 10000 cP (Sp#7, 100

o 7103 7187 7240

Viscosity TPm. 25¢C)

Not Less Than 30 31.8 31,6 319
SPF 30 (UVB)

ASTM D4303-10. <2.3 AE | Not Not Not
Day light Exposure [ Not Noticeable Noticeable | Noticeable | Noticeable
Freeze Thaw Cycle |3 cycles Stability Comply Comply Comply
Microbiologic
Limits EU Pharm. Comply |Gomply: [Comply

Prepared by Controlled by Approved / Imprint - ;
Quality Control Lab, Manager Quality Assurance Stalff Quality Assurance Manager Revision Data;of thes fomn;: 11/2006
//4//’ =5 % Revision No: 01
S

VIVATIIELL

UNITED KINGDOM
Uit 8 &
BRADLEY LANE 577

NG BSIATE
AN WNS 0XQ)

STABILITY TESTING
Accelerated Conditions

Page No: 1/1
Revision No:00

Product Name

Active Ingredients : SPF 30 (UVB)

Lot Number 1002
Manufacture Date/Place : 08/2015
Stability Testing Start Date : 08/2015

: Vitabell SPF 30 Skin-Whitening Cream

Stability Testing Conditions;
Temperature :45°C+2°C
Relative Humidity :75%RH%5%

Stability Testing Termination Date: 08/2018

Package : 50 mL HDPE Airless Tubes
Results
Tests Specifications Initial M1 M3 M6 M12 M18 M24 M30 M36
Appearance Light green, homogenous
cream Comply Comply Comply
Filling Weight 48,5-51.59 50,3 50,0 50,1
pH 50-7.0 5,65 571 5,70
Density 1,0g9/mL£0,1 1,01 1,01 1,01
Max 10000 cP (Sp#7, 100
o 7103 7245 7387
Viscosity rpm. 25¢C)
Not Less Than 30 31.8 31.5 314
SPF 30 (UVB)
ASTM D4303-10. <2.3 AE |Not Not Not
Day light Exposure [ Not Noticeable Noticeable | Noticeable | Noticeable
Freeze Thaw Cycle |3 cycles Stability Comply | Comply | Comply
Microbiologic
Limits EU Pharm. Comply, |Gomely |[Comely
Prepared by Controlled by Approved / Imprint : 5 .
Quality Control Lab. Manager Quality Assurance Staff Quality Assurance Manager Revision’ Date,of this form: 11/2008
//f/ S ﬂ Revision No: 01
ELECTRONIC COPY

raporlari

Sekil 4.25. M. pomifera ekstresi iceren leke giderici krem formiilasyonuna ait stabilite
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5. TARTISMA

Bitkiler, geleneksel olarak tedavide kullanimlar1 nedeniyle potansiyel yeni ilag adaylarinin
gelistirilmesi i¢in heniiz ¢ogu kesfedilmemis ¢ok zengin bir kaynak olusturmaktadir. Ayni
sekilde cilt bakimi i¢in kozmetik iiriin gelistirilmesinde de, yine bitkilerin geleneksel
kullanimlarindan yararlanilabilmektedir (K. H. Wang ve digerleri, 2006). Kozmetik
iriinlerde bitkisel kaynakl ekstrelerin veya bitkilerden elde edilen saf maddelerin kullanimi
son yillarda olduk¢ca onem kazanmistir. Kozmetik iirlinler kullanim amaglarina gore
temizleyiciler, nemlendirici ve yumusaticilar, besleyiciler, kirigiklik gidericiler, leke
gidericiler, bronzluk vericiler, gilinesten koruyucular ve bebek kozmetikleri olarak
siniflandirilabilir. Bu tip iiriinler incelendiginde, bircogunun iceriginde bitkisel ekstrelerin
bulundugu goézlenmektedir. Bu nedenle doktora tez ¢aligmalarimiz kapsaminda bilimsel
anlamda etkinlikleri kanitlanmis kirisiklik giderici ve leke giderici kozmetik iiriin
gelistirilmesi iizerine odaklanilmistir. Cilt, tekrarlanan gilines maruziyeti ile serbest
radikaller veya reaktif oksijen tiirlerini iiretir ve bu yapilar bag dokunun dermal ve epidermal
tabakalarinda oksidatif stres ile enflamatuvar cevaplar olusmasina neden olur. Bunun
sonucunda da yaslanma ve hiicre membraninda, DNA, lipit ve proteinlerde hasar meydana
gelir (Nema ve digerleri, 2011). Yapilan son ¢aligmalar da fotoyaslanmis ciltler gibi
enflamasyonlu ciltlerde ve ilerleyen yas ile birlikte MMP’larin tetiklendigini ve kolajen,
elastin gibi dermal proteinlerin yikilarak cilt hasar1 ve kirisgiklhik meydana geldigini
gostermistir (Sin ve Kim, 2005; Xu, Ryoo, Kim, Choo ve Y00, 2009). Bitkisel kaynakl leke
acici irlinlerin gelistirilmesinde de, ilk hedef melanin iiretimini saglayan TYR enzim
inhibitorlerini aragtirmaktir (Issa ve digerleri, 2008). Bu bilgiler ile paralel olarak, tez
calismamizin temel hedefi de bilimsel zeminde etkisi kanitlanmis, yeni bir anti-aging
kozmetik iiriin gelistirilmesi oldugundan, 6n taramamizda bitkisel ekstrelerin anti-elastaz,
anti-kolajenaz ve anti-TYR etkileri ve yani sira antioksidan etkileri arastiritlmistir. Cilinkii
giiniimiizde pek ¢ok laboratuvarda cilt bakim iirlinlerinin Ar-Ge ¢alismalarinda bu yontemler

kullanilmaktadir.

Elde ettigimiz sonuglar incelendiginde enzim inhibisyonu yaptig1 saptanan bitki tiirlerinin
geleneksel kullanimlart ile genellikle ortiistiigiinii ve cilt ile ilgili kullanimlarina yonelik
kayitlart oldugu goriilmektedir. BAYF islemi i¢in tercih edilen ve ucucu yagi INCI’de
(International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) kayitli olan Cotinus coggyria Scop.

bitkisinin Rusya’da cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanildig1 ve bunun yani sira yara iyi
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edici 6zellikte oldugu ve cilt elastikiyetini arttirmak amactyla kullanildigina dair kayitlar
mevcuttur (Savikin ve digerleri, 2009; Stani¢ ve digerleri, 2011). Yapilan literatiir
arastirmalarinda goriildiigii tizere bitki flavonoitler bakimindan zengin olup, bizim de BAYF
islemi ile bu tiirden izole ettigimiz bilesiklerden kersetin-3-O-glukozit (izokersitrin) ve
kersetin-3-O-galaktozit’in (hiperozit) flavonoit yapisinda olmasi bu bilgiyi dogrulamaktadr.
Flavonoitlerin cilt enflamasyonuna kars1 etkili oldugu, etki mekanizmalarindan birisinin de
lipooksijenaz gibi aragidonik asit metabolizmasinda rol oynayan enzimleri inhibe ederek
enflamasyonlu bélgede eikozanoit miktarini azaltmalar1 oldugu bildirilmistir. izole edilen
bilesiklerin miktarinin ¢ok az olmasi, sadece yapi tayinine imkan saglamis ve enzim
inhibisyon testleri uygulanamamaistir. Fakat yapilan ¢alismalar farkli kimyasal gruplardan
flavonoitlerin degisik tipte MMP’lar1 ve TYR enzimini inhibe ettigini gostermistir (1. E.
Orhan ve Khan, 2014). Bazi flavon, flavonon, flavonol ve izoflavon yapisindaki bilesiklerin
kolajenaz enzim inhibisyonu potansiyellerinin arastirildig bir ¢alismada (Sin ve Kim, 2005),
flavonol yapisindaki bilesiklerin, flavon ve izoflavon yapisindaki bilesiklere gore daha giiclii
inhibisyon gosterdikleri saptanmig, C-3 konumundaki —OH grubunun etki i¢in onemli
olabilecegi kanisina varilmistir. Test edilen flavonoitler arasinda, en yiiksek inhibisyonu
kersetin gOstermistir. Ayni arastirma grubunun sentetik flavon tiirevlerinin kolajenaz
inhibitor etkilerini arastirdiklari bir bagka ¢aligmada ise, ¢ogu A ve B halkasinda hidroksil,
metoksil, metilsiilfiiril ve/veya kloro siibstitiie olan bilesiklerin kolajenaz inhibisyonu
saptanmamig, sadece 2 sentetik flavon tirevi (3',4'-dihidroksiflavon ve 5-hidroksi-4'-

metoksiflavon) zayif kolajenaz inhibitor etki gostermistir (H. Park, Sin ve Kim, 2006).

Tilia taquetii C. K. Schneid. yaprak ekstresinde bulunan bazi bilesiklerin kirigiklik karsiti
etkilerini arastirmak amaciyla MMP-1 ve insan nétrofil elastazina karst muhtemel inhibitor
etkileri test edilmistir (S. Y. Kim, Kim, Bu, Hyun ve Lee, 2014). Taranan bilesiklerden
arjunolik asit MMP-1 inhibisyonu gosterirken, maslinik asit’in hem elastaz, hem de MMP-
1 enzimlerini inhibe ettigi tepit edilmistir. Thuja orientalis L. meyvesinden izole edilen
flavonoitlerin serbest radikal siipiiriicii ve elastaz inhibisyonu etkilerinin arastirildigi bir
baska calismada ise kupressuflavon, amentoflavon ve robustaflavon gibi biflavonoit
yapisindaki bilesiklerde 6nemli 6l¢iide elastaz inhibisyonu tespit edilmistir (Xu ve digerleri,
2009). Bir baska ¢alismada da, Drosera madagascariensis DC.’den hareketle hazirlanan
etanol ekstresinin insan notrofil elastaz inhibitdr etkisi saptanmis, ancak ekstrenin
bilesiminde bulunan naftakinonlarin enzimi inhibe etmedigi tespit edilmistir. Bitkiden izole

edilen kersetin ve tez ¢alismamizda da izole ettigimiz hiperozit ve izokersitrin’in enzim
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inhibisyonuna neden oldugu gozlenmistir (Melzig, Pertz ve Krenn, 2001). Achillea
millefolium L.’un % 20’lik metanol ekstresinin, % 48,8 dikafeoilkinik asit igeren fraksiyonu
ile apigenin-7-O-glukozit, rutin ve luteolin-7-O-glukoziti ana bilesenler olarak i¢eren % 11,1
flavonoit i¢eren fraksiyonunun doz-bagimli olarak insan nétrofil elastaz inhibisyonuna yol
actig1 tespit edilmistir. Ana ekstre ve flavonoit fraksiyonu esit derecede, dikafeoilkinik asit
fraksiyonu ise daha disiik etki gostermistir. Ana ekstrede bulunan flavonoitlerin de %
20°den diistik elastaz inhibisyonu gosterdikleri saptanmustir. Flavonoitlerin elastaz
inhibisyonuna katkisinin diisiik oldugu anlasilinca, seskiterpen lakton olan ve yine ana ekstre
ve fraksiyonda bulunan deasetilmatrikarin’in elastaz inhibitor potansiyeli arastirilmis, sonug
olarak inhibisyona etkisinin oldugu, fakat etkiden sorumlu ana bilesik olmadigi anlasilmistir.
Sonuglar ile beklenildigi gibi, ana ekstrenin fraksiyonlanmasinin proteaz inhibitor etkiyi
artttrmadig@i, ana ekstrenin yol actigi inhibisyonun da bitkide bulunan bilesenlerin sinerjik
etkisi ile olusabilecegi yorumu yapilmistir. Yine ayni ¢aligmada, ekstrenin ve fraksiyonlarin
MMP-2 ve MMP-9 inhibitor etkileri arastiritlmis ve dikafeoilkinik asit fraksiyonunun iki
enzime kars1 da daha yiiksek inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir (Benedek ve digerleri,
2007). Bir baska galismada da, Cornus kousa Biirger ex Miq. koklerinden hazirlanan
metanol ekstresinden izole edilen triterpen yapisindaki betulinik ve maslinik asit ile 2-
hidroksinaringenin-7-O-B-D-glukopiranozit adli flavonoit, elastazt referans olarak
kullanilan oleanolik asit’e yakin oranda inhibe etmislerdir (Sultana ve Lee, 2007).
Bitkilerden elde edilen 40 fenolik bilesigin muhtemel nétrofil elastaz inhibisyonunun
arastirdigi ¢alismada (Melzig, Loser ve Ciesielski, 2001), en giiglii inhibisyonu 6zellikle
katesol yapisi tastyan flavonoitlerin gosterdikleri saptanmistir. Taranan bilesikler arasinda
en yiiksek inhibisyona hiperozit yol agmistir. Ayrica lipofilik karakterdeki kafeik asit
esterleri ve katesol yapisi tasiyan bilesiklerin enzimi inhibe etme yetenegi yiiksek
goriinmektedir. Leu ve digerleri tarafindan Malus doumeri A. Chev. var. formosana (Kawak.
& Koidz.) S.S. Ying. yapraklarinin sulu-aseton ekstresinden fenolik yapida bilesikler izole
edilmis ve bunlarin arasinda dihidrokalkon yapisindaki filoretin ve 3-hidroksifiloretin
oldukca yiiksek elastaz inhibisyonu gostermesine ragmen, B halkasinda 3-hidroksil tagiyan
diger iki dihidrokalkon ile anti-elastaz aktivite saptanamamistir. Bu nedenle katesol
yapisinin elastaz inhibisyonuna olumlu bir etki géstermedigi sonucuna varilmistir. (Leu ve
digerleri, 2006). Rubus sanctus Schreb. bitkisinin yara iyi edici etkisini arastirmak amaciyla
yapilan bir ¢aligmada, degisik polaritedeki ekstrelerin hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz
enzim inhibisyonlar1 arastirilmistir. Bitkiden hazirlanan metanol ekstresi aktivite-

yonlendirmeli fraksiyonlama islemine tabi tutulmus ve izole edilen hiperozit’in elastaz ve



135

kolajenazi inhibe ederek, yara iyi edici etkiden sorumlu oldugu ifade edilmistir (Akkol,

Siintar, {lhan ve Aras, 2015).

Flavonoitler disinda farkli sekonder metabolit gruplarinin da bahsi gegen enzimlere karsi
inhibe edici etkileri arastirilmistir. Bir ¢alismada, Viola yedoensis Makino bitkisinden
kolajenaz enzimini inhibe eden eskuletin ve skopoletin izole edilmis, kiigiik O-alkil
gruplarinin aktivite i¢in gerekli oldugu ve biiyiikk O-alkil gruplarin etkiyi diistirdiikleri
gbzlenmistir (Oshima ve digerleri, 2013). Bir baska ¢alismada, yesil cay katesinlerinin etkili
proteaz inhibitorleri oldugu bilgisine dayanarak, beyaz c¢aydan hareketle hazirlanan
inflizyonun yiiksek elastaz ve kolajenaz inhibisyonu yaptigi gosterilmistir (Demeule,
Brossard, Page, Gingras ve Beliveau, 2000; Thring ve digerleri, 2009). Beyaz ¢aydan elde
edilen ekstre EGCG’dan yliksek kolajenaz inhibisyonu gostermis, kolajenaz inhibisyonunda
beyaz cayda bulunan katesinlerin sinerjik etki gosterdigi sonucuna varilmistir. Ayrica
kolajenaz bakir igeren bir metalloproteinaz oldugu igin c¢ay ekstresinde bulunan metal
selasyon Ozellikteki katesinlerin enzimdeki bakir iyonuna baglanarak substrata baglanmasini
engelleyebilecegi kanisina varilmigtir. Callistemon lanceolatus (Sm.) Sweet koklerinin
elastaz enzimini yiiksek oranda inhibe ettigi tespit edilmis ve ana ekstreden elde edilen etil
asetat fraksiyonu BAYF islemine tabi tutulmustur (J. H. Kim ve digerleri, 2009). Sonug
olarak, triterpen yapisindaki tic madde ile flavonoit tiirevi olan katesin ve piseatannol izole
edilmis, triterpen yapisindaki pirakrenik asit oleanolik asit’ten 2 kat daha yiiksek elastaz
inhibisyonu gostermistir. Areca catechu L. ekstresinden izole edilen CC-517 kodlu fenolik
yapida bir bilesik, oleanolik ve ursolik asit’ten daha yiiksek elastaz inhibisyonu gostermis
ve hidroksil veya karboksil gibi bir hidrofilik grubun inhibisyonu olumlu yo6nde
etkileyebilecegi sonucuna varilmistir (K.K. Lee ve digerleri, 2001). Glycyrrhiza glabra L.
koklerinden elde edilen ester yapisindaki iki adet kafeik asit tiirevi olan eikosanil kafeat ve
dokosil kafeat, yiiksek oranda elastaz inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir (Dey ve
digerleri, 2009). Bir baska ¢alismada, Hedyotis diffusa Willd. metanol ekstresinden iridoit
glikozit yapisinda 5 adet bilesik izole edilmis, bunlar arasindan E-6-O-p-metoksisinnamoil
skandozit metil ester 6nemli 6l¢iide insan notrofil elastaz enzim inhibisyonu gostermistir.
Bu bilesik ile yapilan molekiiler modelleme calismasinda, bilesigin aromatik halkasinda
bulunan p-metoksi grubunun Argl77’nin yan zincir nitrojen atomu ile hidrojen bagi yaptigi
gbzlenmistir. Sonug olarak p-metoksi grubu ile olusan hidrojen baginin, enzime baglanmak

icin 6nemli olabilecegi diisliniilmiistiir (Xu ve digerleri, 2010).
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Bizim de BAYF islemi ile izole ederek yapisini teshis ettigimiz metil gallat’in ve farkli alkil
zicirleri tagiyan gallik asit tlirevlerinin daha onceki ¢aligmalarda TYR, hyaluronidaz ve
kolajenaz enzim inhibisyonlar1 arastirilmistir. Barla ve digerleri tarafindan yapilan bir
caligmada, gallik asit, kolajenaz enzimini inhibe ederken, gallik asit’in kisa zincirli alkil
esterlerinde (C1-C4) inhibisyon saptanmamigtir Daha uzun alkil zinciri tasiyan esterler (Ce-
Co) ise kolajenaz ve hyaluronidaz’a kars1 yiiksek inhibisyon gostermistir (Barla ve digerleri,
2009). Bir baska calismada ise metil gallat ve kersitrin, referans olarak kullanilan
arbutin’den daha yiiksek TYR enzimi inhibe edici etki gostermelerine ragmen, elastaz

enzimini inhibe etmemistir (Ko ve digerleri, 2011).

Antioksidan etkili maddeler kozmetik formiilasyonlarda, ciltteki endojen oksidanlarin
zararlarini bertaraf etmek ve formiilasyonda olusabilecek oksidasyonu dnlemek i¢in mutlaka
kullanilmaktadir. Ancak ¢ogu, yapisal olarak stabil olmayip, formiilasyonlarda sikinti
yaratabilmektedir. Bitkisel ekstreler ise karisim halinde igerdikleri dogal bilesenlerin siklikla
sinerjik etki gostermesi ve toksisitelerinin nispeten daha az olmasi nedeniyle, sentetik
antioksidanlardan daha c¢ok tercih edilmektedir. Antioksidan etkili molekiiliin, etkili
formuyla emilip hedef tabakalara ulasabilmesi i¢in gelistirilen formiilasyonlarin da bazi
Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu nedenle klasik formiilasyonlardan farkli
formiilasyonlarin hazirlanmasi geregi duyulmustur. Derideki antioksidan savunma aginin,
enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalardan olugsmasi nedeniyle, tek bir antioksidan
iceren kozmesdtik iirlinlin, derinin antioksidan savunma sistemini taklit edemeyecegi,
dolayisiyla birka¢ antioksidanin birlikte kullanilmasinin daha etkili olacagi diisiiniilmektedir

(Kusumawati ve Indrayanto, 2013; Tirnaksiz, 2005).

Antioksidan etkilerini farkli yontemler ile arastirdigimiz ekstrelerden Arbutus unedo L.
yaprak ve meyvelerinden, Olea europaea L. yapraklarindan, Punica granatum L.
ciceklerinden, Rosa canina L. ¢igekli dallarindan, Rosmarinus officinalis L. ve Salvia
fruticosa Mill. toprak iistii kisimlarindan ve Vitis vinifera L. tohumlarindan hareketle
hazirlanan ekstrelerin, kullanilan referanslar ile kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide DPPH,
DMPD ve NO siipiiriicii etkileri oldugu tespit edilmistir. Ayni ekstrelerin ve Camellia
sinensis (L.) Kuntze yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin FRAP, PRAP ve CUPRAC
yontemlerinde de etkili oldugu saptanmustir. Citrus L. tiirlerinden elde edilen ekstrelerin ise
NO siipiiriicii etkileri orta veya yiiksek derecede bulunmustur. Metal selasyon etki tayini

sonuglar1 incelendiginde Aloe vera L. yapraklarindan ve Passiflora incarnata L. toprak tistii
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kisimlarindan elde edilen ekstrelerin dikkate deger etkiye sahip olduklar1 saptanmistir
(swrasiyla % 81,93 £ 0,27 ve % 91,27 £ 0,89). Cotinus coggyria Scop. pedisel ve
yapraklarindan, Pistacia vera L. kabuklarindan ve Persea americana Mill. tohumlarindan
hazirlanan ekstreler ve propolis FRAP yonteminde, referans olarak kullanilan kersetine gore
daha yiiksek etki gostermistir. Spektrofotometrik olarak belirlenen toplam fenol ve flavonoit
miktarlar1 ve antioksidan aktivite sonuglari arasinda da genel olarak dogrusal bir iliski
g6zlenmistir. Bu sonuglar goz 6niine alindiginda, enzim inhibisyonu saptanan bitki ekstreleri
ile hazirlanan kozmetik formiilasyonlara, antioksidan etkili sentetik bilesikler yerine ¢esitli
mekanizmalar ile antioksidan etkisi saptanan bitkisel ekstrelerin kullaniminin uygun olacagi

sOylenebilir.

Mikroemiilsiyonlar, konvansiyonel ila¢ formiilasyonlarina gore hem hidrofilik, hem lipofilik
bilesenlerin perkiitan absorbsiyonu arttirmaktadir (Kreilgaard, 2002). Kersetin ve hesperidin
gibi bazi flavonoitler de kozmesdtik preparatlarda kullanilmak {izere mikroemiilsiyon
formiilasyonlari ile enkapsiile edilmis, polifenolik bilesiklerin biyoyararlanimini arttirmak
amaciyla nanopartikiiller ve lipozomlar hazirlanmistir (M. H. Lee, Kao ve Lin, 2011).
Yapilan calismalar ile Mangifera indica L., Boswellia serrata Roxb. ve Polygonum
cuspidatum Willd. ex Spreng bitkilerinden hareketle hazirlanan ekstrelerin mikroemiilsiyon
formiilasyonlar1 gelistirilmis ve in vitro deriden gegirgenlik testlerinde olumlu sonuglar
alimmistir (Gohel, Soni, Hingorani, Patel ve Patel, 2014; Leanpolchareanchai, Padois,
Falson, Bavovada ve Pithayanukul, 2014; M. H. Lee ve digerleri, 2011).

Tez calismalarimiz kapsaminda, tiziim ¢ekirdegi ve yesil ¢ay ekstreleri kullanarak
gelistirdigimiz mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda yapilan salim c¢alismalari sonucunda
yesil cay i¢in 6 saat sonunda formiilasyonda bulunan polifenolik bilesiklerin, derinin pH's1
olan 5,2 pH’daki tampon c¢ozeltisine %12,7 + 6,78 (ort = S.S.) oraninda salindig
gdzlenmistir. Uziim cekirdegi ile hazirlanan ekstrede ise salim oran1 %2,05 £ 1,73 olarak
bulunmustur. Uziim c¢ekirdegi ile yapilan ¢alismada, salim oraninin beklenenden az
olmasinin ve varyasyonun fazla olmasinin olas1 nedenlerinden birisi iiziim ¢ekirdegi ekstresi
ile hazirlanan formiilasyonun PDI degerinin 1,0 + 0,0 olmasidir. Bu deger, {iziim ¢ekirdegi
ile hazirlanan formiilasyonun damlacik biiytlikliigli dagiliminin ¢ok genis olduguna isaret
etmektedir. Formiilasyonumuzun damlacik biyikliginin 17,6 + 2,3 nm olarak
belirlenmesine ragmen, PDI degerinin maksimum degerde Ol¢iilmesi, damlacik biiyiikligi

dagilimimin ¢ok genis oldugunun ve formiilasyonda nm boyutlu damlaciklar oldugu kadar
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10 um’den biiyiikk damlaciklarin var oldugunu da gostermektedir. Yiizey alaninda yeterli
artis saglanamamis olmasi salim oranini etkilemis olabilir. Ayrica liziim ¢ekirdegi
ekstresinin formiile edilmesi asamasinda, iiziim ¢ekirdegi ekstresinin alkoldeki ¢ozeltisi,
lesitin’in alkoldeki ¢ozeltisi ile karsilastigi anda, lesitin’in ve ekstrenin alkol ile ¢ozelti
olusturabilmek icin yaristigi ve bir siire sonra iiziim ¢ekirdegi ekstresinin ayrigmaya
basladig1 gézlenmistir. Salim ¢aligmalar1 boyunca da, tiziim ¢ekirdegi ekstresi topaklanmaya
egilim gostermistir. Bu nedenle salim ¢alismalar1 sonucunda salinan miktarin, beklenenden

daha diisiik ve varyasyonlarin beklenenden fazla oldugu sonucuna varilmaistir.

“Bitkisel Kaynakli Kozmetik Uriin Gelistirilmesi Uzerine Farmakognozik Arastirmalar” adl1
doktora tez calismamiz sonucunda, Oncelikle anti-aging etki olarak degerlendirilen,
kirisiklik karsit1 ve leke giderici (cilt beyazlatici) etkiye sahip oldugu laboratuvar ¢caligsmalari
ile kanitlanmig, Cotinus coggyria ekstresinin aktif fraksiyonundan etkili bilesikleri tespit
etmek tizere BAYF caligmasi yapilmis ve etkiden sorumlu bilesiklerin muhtemelen flavonoit
tiirevleri olabilecegi kanisina varilmis, daha sonra formiilasyon gelistirilme tizerine Ar-Ge
caligmalar1 yapilarak, 2 adet mikroemiilsiyon ve 2 adet krem formunda kozmetik iiriin
tasarlanmig ve prototip iirlinler hazirlanarak, stabilite testleri tamamlanmis ve planlanan
hedefe ulagilmistir. Calismalarimizin bundan sonraki hedefi, gelistirilen formiilasyonlarin
markalasma ve ticarilesme siirecine sokulmasi oldugundan, “Vitabell” adiyla bir marka ismi
yaratilmistir. Tez sonrasinda amacimiz yine Ar-Ge calismalart ile {iriin profilinin
genisletilerek anti-aging etkili bir seri elde edilmesi ve bilimsel, kaliteli ve etkin bir marka

altinda ticarileserek yerli kozmetik sektoriine katkida bulunulmasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ozellikle son yillarda popiiler bir arastirma konusu haline gelmis olan kozmetik iiriinlerin
%100 dogal olmas1 miimkiin olmadigi i¢in, bu durum giiniimiizde tamamen bir pazarlama
stratejisi olarak kullanilmaktadir. Ancak “dogal kozmetik” olarak tanimlanan iiriiniin
icerigindeki aktif bileseninin muhakkak dogal olmasi gerekmektedir. Etkin bir anti-aging
kozmetik iirliniin i¢inde nemlendirici etkiyi saglamasi i¢in su ve cildin lizerine yayilan yag
veya benzeri maddelerle, bazen cildin i¢ine su transferini saglayabilecek bilesenlerin
bulunmasi gerekir. Bu nedenle, tez calismamizda kirigiklik karsiti veya leke agici iiriinlerde
tercih edilebilecek, etkinligi in vitro enzim inhibisyon yontemleri ve antioksidan aktivite
deneyleri ile gosterilmis bitki ekstrelerinden pek c¢ok avantaji bulunan mikroemiilsiyon
formiilasyonu ile ¢alisma yapilmistir. Formiilasyon gelistirildikten sonra, etkin bilesenler
formiilasyon igine dahil edilen ve “aktif bilesen” rolii oynayan ekstrelerin ve daha sonra
denenmesi planlanan saf maddelerin cilde mevcut benzer kozmetik iirlinlerden ¢ok daha iyi
niifuz etmesi, istenen yaslanma ve kirigik karsit1 veya leke agici etkiyi elde etmek i¢in deriye
iyi penetre olmasi saglanabilecektir. Boylece mikroemiilsiyon ve krem formiilasyonu ile
gelistirdigimiz prototip kozmetik triinlerin, cilt bakim driinleri ve dermokozmetikler
alanindaki Ar-Ge ¢alismasina ¢ok diisiik biitce ayiran veya hi¢ ayirmayan yerli firmalarimiza
ait ¢cok az sayidaki benzer iriinlerden daha avantajl, etkinligi kanitlanmig ve yenilikgi
formda olup, ithal kozmetiklerle rekabette zayif olan Tiirk kozmetik sektoriine bilimsel

temelli tiretilen ve yenilik¢i anti-aging kozmetik tiriinler olarak sunulabilecektir.
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= Doktora tez ¢alismalarimizin 6n tarama kismi, 18-19 Eyliil 2012 tarihleri arasinda
Istanbul Kimyevi Maddeler ve Mamiilleri Ihracatgilar Birligi (IKMIB) tarafindan
diizenlenen Kimyevi Maddeler ve Mamiilleri Sektoriinde 2. Ar-Ge Proje Pazari’nda,
“Kozmetik, Sabun ve Temizlik Uriinleri Kategorisi”’nde 3.liik 6diilii kazanmustir.

» Doktora tezimiz kapsaminda Mikro-Gen Ilag & Vivatinell Cosmeceuticals firmasi
ile gelistirilen 2 adet krem formiilasyonu, TUBITAK-Marmara Teknokent
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