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SAMBUCUS NIGRA L. (KARA MURVER) BITKIiSININ CIiCEK VE
MEYVELERINDEN STANDARDIZE EKSTRELERIN HAZIRLANMASI VE
BiYOLOJIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢alismada T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii ile
calisilarak, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Sambucus nigra L. bitkisinin 121 farkli
bolgeden alinan 6rnekleri toplam antosiyanin igerigi bakimindan degerlendirilmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda, yerli ve antosiyanince zengin bir S. nigra kiiltiir ¢esidi
gelistirilecektir.

Tez kapsaminda, Balikesir Biiyliksehir Belediyesi Ciftgi Egitim Merkezi’nde
(BACEM) Kkiiltiire alinan S. nigra bitkilerinin ¢icek, meyve ve yapraklarindan
toplanmistir. Bu bitkisel materyallerden meyve %96 etanol ekstresi, ¢icek %70 etanol
ekstresi, yaprak %70 etanol ekstresi hazirlanmis ve bu ekstrelerin A549, MCF-7 ve U-
118 MG hiicre hatlarindaki sitotoksisitesi ¢alisilmis, ekstrelerin bu hiicre hatlarinda
onemli sitotoksisite sergilemedigi tespit edilmistir.

Kara miirver ckstrelerindeki rutin ve izokersitrin flavonoitlerini PDA dedektorlii
HPLC cihazinda kantitatif olarak tayin edebilmek i¢in metot gelistirilmistir.
Gelistirilen metot dogruluk, kesinlik, secicilik, tayin sinir, gozlenebilme limiti,
dogrusallik, uygulama araligi ve saglamlik agisindan USP kriterlerine gore valide
edilmistir.

BACEM’den toplanan S. nigra ¢igek, meyve ve yapraklarindan standardize %50
etanol ekstreleri ve %100 su ekstreleri elde edilmis ve her birinin spesifikasyonu
olusturulmustur. Spesifikasyonlarda kimyasal icerik bakimindan fenolik madde
miktari, flavonoit madde miktari, rutin miktar1 ve izokersitrin miktarina yer verilmistir.
Elde edilen standardize ekstrelerin her biri, yiiksek yagl diyetle indiiklenmis obeziteye
sahip erkek Wistar albino si¢an gruplariin diyetlerine dahil edilerek test edilmistir.
Obezitede etkili parametreler olan HDL, LDL, trigliserit, adinopektin, leptin, T3, T4,
TNF-0, IL-1B, kan glukozu seviyesi, serum insiilin seviyesi, lipaz enzim inhibisyonu
ve serum lipaz seviyesi degisimleri 7 hafta boyunca takip edilmistir. In vivo olarak test
edilen ekstrelerin obezite parametrelerinde kayda deger degisiklikler meydana
getirmedigi saptanmistir.

Ek olarak, kara miirver, ekinezya ekstreleri ile C vitamini ve ¢inko iceren, bagisiklik
giiclendirmek i¢in, soguk alginhigma karst kullanilacak damla formunda bir
formiilasyon hazirlanmistir. Formiilasyonun L-askorbik asit, toplam fenolik madde,
toplam flavonoit madde ve toplam antosiyanin madde miktarlarinin stabilitesi
baslangigtan itibaren 3 ay boyunca 3 farkli ortamda takip edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kara miirver, Sambucus nigra L., obezite, sitotoksisite, metot
validasyonu
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PREPARATION OF STANDARDIZED EXTRACTS FROM FLOWERS AND
FRUITS OF SAMBUCUS NIGRA L. (BLACK ELDERBERRY) AND
INVESTIGATION OF BIOLOGICAL EFFECTS

SUMMARY

In this study, working with the Republic of Tiirkiye Ministry of Agriculture and
Forestry Aegean Agricultural Research Institute samples of the Sambucus nigra L.
plant, which grows naturally in Tirkiye, taken from 121 different regions were
evaluated in terms of total anthocyanin content. In line with these results, a native and
anthocyanin-rich S. nigra cultivar will be developed.

Within the scope of the dissertation, flowers, fruits and leaves of S. nigra plants
cultivated at Balikesir Metropolitan Municipality Farmer Training Center (BACEM)
were collected. Fruit 96% ethanol extract, flower 70% ethanol extract, leaf 70%
ethanol extract were prepared from these plant materials, and the cytotoxicity of these
extracts on A549, MCF-7 and U-118 MG cell lines was studied, and it was determined
that the extracts did not exhibit significant cytotoxicity in these cell lines.

A method was developed to quantitatively determine the rutin and isoquercitrin
flavonoids in black elderberry extracts on an HPLC device equipped with a PDA
detector. The developed method has been validated according to USP criteria in terms
of accuracy, precision, selectivity, detection limit, detection limit, linearity, application
range and robustness.

Standardized 50% ethanol extracts and 100% water extracts were obtained from S.
nigra flowers, fruits and leaves collected from BACEM, and the specifications of each
were created. In terms of chemical content, the specifications include the amount of
phenolic substance, the amount of flavonoid substance, the amount of rutin and
isoquercitrin. Each of the resulting standardized extracts was tested by inclusion in the
diets of groups of male Wistar albino rats with high-fat diet-induced obesity. Changes
in HDL, LDL, triglyceride, adiponectin, leptin, T3, T4, TNF-a, IL-1pB, blood glucose
level, serum insulin level, lipase enzyme inhibition and serum lipase level, which are
effective parameters in obesity, were monitored for 7 weeks. It was determined that
the extracts tested in vivo did not cause significant changes in obesity parameters.

In addition, a formulation in the form of drops containing black elderberry and
echinacea extracts, vitamin C and zinc has been prepared to strengthen immunity and
be used against common cold. The stability of the L-ascorbic acid, total phenolic
substance, total flavonoid substance and total anthocyanin substance amounts of the
formulation was monitored in 3 different environments for 3 months from the
beginning.

Keywords: Black elderberry, Sambucus nigra L., obesity, cytotoxicity, method
validation
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1. GIRIS ve AMAC

Sambucus nigra L. (Viburnaceae) Avrupa ve Giineybatit Asya’da dogal olarak yetisen,
daha sonra diinyanin bir¢ok yerinde kiiltiire alinmig, meyve veren, cali veya kiigiik
aga¢ formunda bir bitkidir. Ulkemizde de dogal olarak yetismekte olan bitki “kara
miirver”, “aga¢ miirver” ve “Avrupa miirveri” isimleriyle anilmaktadir. S. nigra
yapisindaki fenolik bilesikler nedeniyle oldukg¢a degerlidir. Flavonoitler bitkinin her
kisminda vardir. Rutin ile izokersitrin her bir kisimda ana flavonol olarak bulunur.
Bitki kersetin, kemferol-3-rutinozit, astragalin, izoramnetin-3-rutinozit, izoramnetin-
3-glukozit ve hiperozit gibi baz1 flavonoitleri de igermektedir. Kara miirver, fenolik
asitlerden klorojenik asit, neoklorojenik asit, kafeik asit, kinik asit ve tiirevlerince
zengindir. Bitkinin meyveleri ayn1 zamanda antosiyaninler icermektedir. Siyanidin-3-
glukozit ve siyanidin-3-sambubiozit kara miirver meyvelerinin  major
antosiyaninleridir. Kara miirver meyvesi ve cicekleri geleneksel olarak ¢esitli
sekillerde hazirlanarak (cay, tentiir, siv1 ekstre, surup vb.) 6zellikle ates ve Oksiiriikle
seyreden iist solunum yolu rahatsizliklarinin tedavisinde, buna ek olarak zaman zaman
laksatif veya ditiretik amacli kullanilmigtir. Bitkinin yapraklarindan ise iilkemiz ve
Balkanlar’da halk arasinda yara ve yanik tedavisinde yararlanilmistir. S. nigra
meyvelerinin antiviral —6zellikle anti-influenza— etkisi yapilan in vitro, in vivo ve
klinik ¢aligmalarca kanitlanmistir ve hem iilkemizde hem de diinya pazarinda kara
miirver meyve ekstrelerinden elde edilen gida takviyeleri genis bir yer tutmaktadir [1-
3].

T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisii ile ¢alisilarak
Tiirkiye’de dogal olarak yetisen S. nigra bitkisinin 121 farkli bélgeden alinan 6rnekleri
antosiyanin bakimindan analiz edilerek lilkemizde antosiyanin acisindan zengin bir

cesit gelistirilmesine katki saglanmasi amaglanmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda, Balikesir Biiyiiksehir Belediyesi Cift¢i Egitim Merkezi’nde
(BACEM) Kkiiltiire alinan S. nigra bitkisinin ¢i¢ek, meyve ve yaprak kisimlarindan
toplandiktan sonra bu materyallerle elde edilen ekstrelerin insan alveoler

adenokarsinom hiicresi (A549), insan meme adenokarsinomu hiicresi (MCF-7) ve



insan beyni glioma kanser hiicresi (U-118 MG) hatlarinda sitotoksisitesinin
arastirilmasit hedeflenmistir. Ayni1 zamanda, toplanan materyallerden toplam fenolik
madde, toplam flavonoit madde, rutin ve izokersitrin miktarlarina gore standardize
edilmis ekstreler elde edilmesi hedeflenmistir. Ekstrelerin rutin ve izokersitrin
miktarlarmin dogru, kesin ve tekrarlanabilir olarak analiz edilebilmesi i¢in fotodiyot
dizisi detektorli yiiksek performansli sivi kromatografisinde metot gelistirilip ve
metodun valide edilmesi amaci1 gidiilmistiir. Standardize edilen ekstrelerin anti-
obezite aktivitesinin in vivo olarak, diyetle indiiklenmis obeziteye sahip Wistar albino

sicanlar lizerinde incelenmesi hedeflenmistir.

Diinya pazarinda kara miirver meyve ekstresi, ekinezya ¢igek ekstresi, askorbik asit (C
vitamini) ve ¢inko igeren sivi formda gida takviyeleri bulunmaktadir [4-7]. Bunlara
alternatif olarak, yurdumuzda yetisen bitkilerden hazirlanan ekstrelerle (kara miirver
meyve ekstresi, ekinezya ¢igek ekstresi) elde edilmis, C vitamini ve ¢inko igeren sivi
formda tirlin gelistirilme ¢alismalarina baglanmasi; C vitamini, toplam fenolik madde,
toplam flavonoit madde ve toplam antosiyanin madde miktarlarinin zamanla

degisiminin takip edilmesi amag¢lanmistir.

Bu calisma ile S. nigra bitkisinin ¢igek, meyve ve yapraklarindan hazirlanan
ekstrelerin igerdigi sekonder metabolitler sayesinde meydana getirecegi biyolojik
aktiviteler arastirilarak yeni kullanim alanlarinin, yeni potansiyel {iriinlerin
olusturulmasi, bdylece S. nigra’nin ticari katma degerlerinin arttirllmasina yonelik
bulgularin ortaya ¢ikarilarak kirsal kalkinma i¢in yeni {iriin ve iiretim modelleri ile

fitoterapotik tirtinlerin gelistirilmesine bilimsel temel olusturulmasi hedeflenmistir.



2. Sambucus nigra L. TURUNE AIT BOTANIK BILGILER

2.1 Sambucus nigra Tiiriiniin Sistematikteki Yeri

Sambucus nigra L., Sambucus L. cinsine ait, Dipsacales takimindan bir tiirdiir.
Dipsacales takiminda bulunan Sambucus L., Viburnum L.ve Adoxa L. cinsleri eskiden
Caprifoliaceaec familyasinda yer aliyordu. Ancak daha sonra yapilan molekiiler
filogenetik caligmalar bu cinslerin Caprifoliaceae familyasindan ayrilmas: gerektigini
ve bu cinslere yeni familya atanmasi gerektigini gostermistir. Sambucus’un da dahil
oldugu bu ii¢ cinsin glinimiizde Viburnaceae (Sin. Adoxaceae) familyasi altinda yer
aldig1 kabul edilmektedir [8, 9].

2.2 Viburnaceae Familyasinin Ozellikleri

Viburnaceae familyas1 Adoxa, Sambucus ve Viburnum olmak iizere ii¢ cins
barmdirmaktadir [10]. Adoxa cinsi yalnizca otsuyken, Viburnum ve Sambucus cinsleri
hem odunsu hem de otsu olarak bulunabilir. Viburnum ve Sambucus ¢ogunlukla kuzey

thiman bolgede bulunur. Ancak Viburnum bazi tropikal daglarda da yetisir [11].

Adoxaceae familyasinin {iyeleri genellikle etli bakka veya drupa tipi meyveler iireten
cok sayida kii¢iik ¢igekten olusan ¢igek durumlarina sahiptir. Bu ¢igekler bes petallidir,
radyal olarak simetriktir [11]. Ovaryum alt durumlu, karpeller kaynasmistir. Lokiiller
1 (Viburnum’da) veya 3—5 tanedir. Yapraklar bilesik (2—3 yaprakli, tek veya cift
pinnatl) veya basittir (Viburnum’da). Karsilikli (opposit) veya nadiren vertisillat
olarak dizilirler [12].

2.3 Sambucus L. Cinsi

Sambucus L. cinsi, morfolojik olarak cesitli bir bitki grubudur [8]. Cogunlugu yaprak
doken c¢alilar, ¢ok yillik bitkiler veya kiiciik agaclar olan 23 kabul edilen tiirii, 6 alttiirii
ve 6 varyeteyi igerir [8, 13]. Bu 23 tiiriin listesi Tablo 2.1°de verilmistir. Bilesik, pinnat



ila ovat-lanseolat seklinde veya ovat-eliptik ve serrat kenar yapraklar ile karakterize
edilirler. Cigekler, terminal diiz tepeli umbellat seklinde veya piramidal panikiilat olan
korimboz talkim ¢icek durumlari halindedir. Meyveler; kiigiik, yuvarlak bakka
tipindedir (4-7 mm ¢apinda) ve olgunlastiklarinda renkleri degisir. Bu cins, asir1 soguk
bolgeler ve ¢ol bolgeleri harig, diinyanin hemen hemen tiim boélgelerinde yaygindir
[8]. Cins diinyanin 1liman ve subtropikal bolgelerinin ¢oguna dagilmistir. Her iki yarim
kiirede de yiiksek ve algak enlem bolgelerinde meydana geldikleri bilinmektedir ve
esas olarak kuzey yarim kiireye 6zgilidiirler. Dagilim araliklar1 Kuzey Amerika, Asya,
Avrupa, Kuzey Afrika, Bati Hint Adalari, Avustralya’nin Dogu ve Giineydogu’su ve
Giliney Amerika'nin And bolgesini igerir [9]. Sambucus cinsinin 2 {iyesi -Sambucus
nigra L. (kara miirver) ve Sambucus ebulus L. (ciice miirver)- ililkemizde de

yetismektedir.

Tablo 2.1: Kabul edilen Sambucus tiirleri [13].

Tiir ismi ve otorii
Sambucus adnata Wall. ex DC.
Sambucus africana Standl.
Sambucus australasica (Lindl.) Fritsch
Sambucus australis Cham. & Schiltdl.
Sambucus canadensis L.
Sambucus cerulea Raf.
Sambucus ebulus L.
Sambucus gaudichaudiana DC.
Sambucus javanica Reinw. ex Blume
Sambucus kamtschatica E.L.Wolf
Sambucus lanceolata R.Br.
Sambucus mexicana C.Presl ex DC.
Sambucus nigra L.
Sambucus palmensis Link
Sambucus pendula Nakai
Sambucus peruviana Kunth
Sambucus racemosa L.
Sambucus sibirica Nakai
Sambucus sieboldiana (Miq.) Graebn.
Sambucus % strumpfii Gutte
Sambucus tigranii Troitsky
Sambucus wightiana Wall. ex Wight & Arn.
Sambucus williamsii Hance




2.4 Sambucus nigra Tiiriiniin Ozellikleri ve Yayilist

Sambucus nigra L., tilkemizde dogal olarak yetisen 2 Sambucus tiiriinden biridir. Kara
miirver, aga¢ miirver veya Avrupa miirveri isimleriyle bilinir. Bitki 4-10 m boyunda,
cali, yari ¢ali veya kii¢iik aga¢ formundadir [14]. Geng gbvde yesilken, olgunlagsan
govde gridir. Yapraklart imparipennattir. Yaprak dizilisi opposittir. 3-7 foliole sahiptir.
Beyaz-krem rengi ¢igeklere sahip olan S. nigra’nin ¢icek durumu bilesik korimbustur.
Cigekleri 5 petallidir. Sepaller bes parcali ve miniktir. [15]. Bakka tipinde meyveleri
6-8 mm c¢apinda, kiiremsidir. Meyveler hamken yesil, olgunlastiklarinda parlak mor-
siyah renktedir (Sekil 2.1) [14]. Bitkinin gigekleri mayis ayindan haziran ayina kadar
cicek acar ve temmuz ayinda meyve vermeye baslar. Meyveler agustos ayinin

sonundan eyliil aymnin baglarina kadar tamamen olgunlagir [16].

Sekil 2.1: Sambucus nigra ¢igek, yaprak ve meyveleri.



S. nigra’nin dogal dagilim araligini takip etmek zordur ¢iinkii eski ¢aglardan beri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde miirver, Irlanda’nin Atlantik kiyilarindan
Iber Yarimadasi’na, Karadeniz’e ve doguya dogru Iran-Turan ve Kafkasya
bolgelerinde 55° dogu boylamina kadar Orta Avrupa’da yaygindir. Akdeniz
bolgesinde daha az yaygindir. Iskandinav ve Baltik iilkelerinin yam sira kuzeybati
Afrika (Fas, Cezayir ve Tunus), Azor Adalari, Amerika Birlesik Devletleri, Dogu
Asya, Giiney Avustralya ve Yeni Zelanda’da da tanmitilmis ve dogallagtirilmistir (Sekil
2.2) [2, 17].

M Dogal M Kiiltir

Sekil 2.2: Sambucus nigra L. tiiriiniin diinya lizerindeki yayilis1 [17].

S. nigra Tirkiye’de Ege, Marmara, Karadeniz bolgelerinde ve Yukari Murat-Van
Bolimii’nde yayilis gostermektedir (Sekil 2.3) [18].
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Sekil 2.3: Sambucus nigra tiiriiniin Tiirkiye’de yayilig1 [18].



3. GENEL BILGILER

3.1 Sambucus nigra’nmin Besin Degeri ve Fitokimyasal Icerigi

Sambucus nigra, fitokimyasal icerigi agisindan bereketli bir bitkidir. Ancak, her bitki
icin oldugu gibi S.nigra’nin da igerdigi fitokimyasallarin oranlart bulundugu
lokasyona, iklim kosullarina, hasat zamanina, kiiltiir ¢cesidine (Haschberg, Korser,
Bohatka, Sambo vb.) ve bunun gibi faktorlere baghdir [1, 19]. Kara miirver
meyvelerinin besin degerleri Tablo 3.1°de verilmistir. icerdigi fitokimyasallar, bu

boliimiin devaminda derlenmistir.

Tablo 3.1: 100 gram Sambucus nigra meyvesinin besin igerigi [20].

Besin igerigi Miktar
Enerji 73 kcal
Su 79,80 g
Protein 0,66 g
Yag 0,509
Karbonhidrat 18,40 ¢
Lif 7,009
Kalsiyum 38,00 mg
Demir 1,60 mg
Magnezyum 5,00 mg
Fosfor 39,00 mg
Potasyum 280,00 mg
Sodyum 6,00 mg
Cinko 0,11 mg
Bakir 0,06 mg
A vitamini 30,00 pg
Niasin 0,50 mg
B6 vitamini 0,23 mg
Folat 6,00 pg
C vitamini 36,00 mg
Kiil 0,64 g




3.1.1 Karbonhidratlar

S. nigra’nin meyveleri gesitli sekerlere ek olarak, pektin, kalsiyum pektat, seliiloz gibi
karbonhidratlar1 icermektedir. Bitkinin meyvelerinin %6,8 ile %11,5’inin sekerden
meydana geldigi tespit edilmistir. Kara miirver meyvelerindeki major sekerlerin ise

glikoz ve fruktoz oldugu belirlenmistir [1, 21, 22].

3.1.2 Aminoasitler ve proteinler

Kara miirver yapraklarinda ortalama %3,3; ¢i¢eklerinde %2,5 ve meyvelerinde %2,8
oraninda; dokuzu esansiyel aminoasit olmak iizere toplam on alt1 farkli aminoasitten
olusan protein bulunmaktadir. Alanin, glutamik asit ve asparjik asidin kara miirverin

icerdigi ana amino asitler oldugu bildirilmistir [1].

3.1.2.1 Ribozomu inaktive eden proteinler ve lektinler

Kara miirverin igerdigi lektinler ve ribozomu inaktive eden proteinler (RIP’ler) olan
Sambucus nigra agliitininler (SNA’lar) fitokimyasal bilesenleri arasinda 6nemli bir
grubu olusturmaktadir [23]. Ribozomu inaktive eden proteinler (RIP’ler), 6karyotlarin
ve prokaryotlarin biiyiikk rRNA’sinda bulunan sarsin-risin dongiisiinde yer alan
spesifik bir adeninin eliminasyonunu katalize eden, rRNA N-glikozilaz aktivitesine
sahip bir protein grubudur. Ribozomlar, bu adneninin kaldirilmasiyla etkisiz hale gelir.
Bu da tersinir olmayan bir sekilde protein sentezini inhibe eder ve hiicre 6limi
gergeklesir. RIP’ler yapilarina 2 simifa ayrilmaktadir. Tip 1 RIP’ler N-glikosilaz
aktivitesine sahip bir polipeptit zincirinden olusurlar. Tip 2 RIP’ler ise iki polipeptit
zincirinden olusup enzimatik aktiviteye sahip aktif bir zincir ve hiicrelerin ylizeyindeki
reseptorlere baglanabilen, RIP nin girigini kolaylastiran lektin (karbonhidrat baglayici
protein) aktivitesine sahip bir baglanma zinciri tasirlar. RIP’lerin yapisi, aktivitesi ve
etki sekli aydinlatilmistir. Buna ragmen biyolojik islevleri belirsizdir. RIP’lerin tek
bagma veya bir konjugatin parcasi olarak selektif antiviral ve antikanser ajanlarin

gelistirilmesi i¢in iyi adaylar oldugu diisiiniilmektedir [24].

Diger bitkilerde bulunan spesifik olmayan RIP’ler biiyiik toksisite potansiyeli tasirlar.
Ancak, S. nigra’da bulunan RIP’ler oldukga spesifiktir. Bu RIP’lerin spesifik hiicreleri
hedefleme potansiyeli vardir. Bu nedenle siklikla terapotik olarak gorev yapmak igin

iyi adaylar olduklari ileri siiriilmektedir [23].



S. nigra kabugu SNA’lar1 (SNA-I ve SNA-I1) incelendiginde patojenezi baglatmak igin
bircok patojenin baglandig1 sialik asit-a-2,6-galaktoz (SAa2,6Gal) ve ozellikle N-
Asetilnoraminik asit-a-2,6-galaktoza (NeuSAco2,6Gal) yiiksek afinite gosterdikleri
saptanmustir [23].

SNA-III ise kara miirverin meyvesinden saflagtirilmistir. SNA-III, agikta kalan N-
asetilgalaktozamin ve galaktoz kalintilarini igeren oligosakkaritlere karsi yiiksek bir
afinite gostermektedir [25].

Yine SNA-IV ve SNA-V de S. nigra meyvelerinden izole edilmistir. SNA-IV, S. nigra
kabuk lektinlerine benzer sekilde SAa2,6Gal’e afinite gosterirken; SNA-V, SNA-I ile
yiiksek homoloji gosterir ve Gal ile NAcGal kalintilarina afinite sergiler. Yani kabuk
SNA’larindaki gibi, bu galaktoz kalintilarin1 kullanan patojenleri rekabetgi olarak
inhibe etme anlamina gelmektedir. Bu muhtemel inhibisyonun detaylar1 net degildir.
Bu mekanizma S. nigra’nin antiviral aktivitesine katk1 sagliyor olsa bile, ¢igeklerde
SNA bulunmamasina ragmen kara miirver ¢igekleri de antiviral etki gosterdiginden,
bunun bitkinin i¢erdigi tek antiviral mekanizma olmasi olas1 goriilmemektedir [23].

SNA-IV ve SNA-V’in fare ve insan hiicre hatlarinda toksik olmadig1 gosterilmistir
[23, 26, 27].

3.1.3 Sabit yag

Kara miirverin tohumlarinda %20-25 oraninda sabit yag bulunmaktadir. Miirver
tohumlarinda bulunan yag asitlerinin yaklasik %75’ini ¢oklu doymamis yag asitleri
olusturur ve bunlarin da major olanlar oleik, linoleik ve a-linolenik asitlerdir. Tekli
doymamis ve doymus yag asitleri (sirasiyla %13-16 ve %9-12), ¢oklu doymamis yag

asitlerine gore S. nigra tohumlarinda daha az oranda bulunmaktadir [28, 29].

3.1.4 Ucucu yag

S. nigra meyvelerinde %0,01 oraninda ve ¢igeklerinde %0,03 oraninda ugucu yag
bulunmaktadir [1, 30, 31].

3.1.5 Organik asitler

Kara miirver meyveleri organik asitler de ihtiva etmektedir. 2009 yilinda yayinlanan
bir ¢alismada 2 farkli S. nigra kiiltir ¢esidi ve 3 farkli S. nigra seleksiyonu
incelenmistir [21]. 2022 yilinda yayinlanan baska bir ¢aligmada ise 6 farkli S. nigra



kiiltiir ¢esidi ve dogal olarak biiyiiyen 2 6rnek incelenmistir [32]. Her iki ¢aligmada da
meyvelerde 4 farkli organik asit tanimlanmistir. Bunlardan kara miirver meyvelerinde

en ¢ok bulunan sitrik asit olurken onu malik, sikimik ve fumarik asitler takip etmistir

[21, 32].

3.1.6 Mineraller

Bir arastirmada S. nigra’nin, bazi varyetelerinin ve hibritlerinin; meyvelerinin, meyve
saplari, ¢igek durumlari, yapraklari, bitki siirgiinleri, kabuklar1 ve kokleri mineral
igerikleri bakimindan incelenmistir. Potasyum (K) bitkinin tiim kisimlarinda en
yiiksek miktarlarda tespit edilen makro mineral olmustur. En fazla K igeren kisimlar
sirayla meyve saplart ve ¢igekler olmustur. Kalsiyum (Ca) bitkinin tiim kisimlarinda
tespit edilen makro mineraller arasinda 2. siradadir. En fazla Ca igeren kisimlar
sirastyla yapraklar ve kabuklar olmustur. Yine makro mineraller iginden, bitkinin
magnezyumu (Mg) da icerdigi ve miktarinin 6zellikle yapraklarda fazla oldugu
arastirmanin bulgular1 arasindadir. Makro minerallerin bir digeri fosfor (P) ise
arastirmanin sonuglarina gére meyve saplarinda diger kisimlara oranla daha yiiksek
miktarlarda bulunmaktadir. Demir (Fe) bitkinin tim kisimlarinda en yiiksek
miktarlarda tespit edilen mikro mineral olmustur. Calisma ekibi, Fe miktarlarinin en
yiiksek koklerde ve en diisiikk meyvelerde oldugunu belirtirken kara miirverin; kizilcik,
yaban mersini ve ahududuya benzer veya onlardan daha yiiksek miktarlarda Fe
icerdiginin altin1 ¢izmistir. Tiim kisimlarda en bol 2. mikro element ise manganez (Mn)
olmustur ve miktarlar1 6zellikle yaprak ve kabuklarda fazladir. En ¢ok ¢inkoya (Zn)
yapraklarda ve en c¢ok bakira (Cu) kabuklarda rastlanmistir. Toksik olan mikro
elementlerden strosinyuma (Sr) en ¢ok yapraklarda ve meyve saplarinda rastlanmistir.
Sr minerali diger kisimlarda da tespit edilse de miktarlar1 bu iki kisima gére oldukga
diistiktiir. Toksik olan bir diger mikro element aliiminyuma ise (Al) en ¢ok koklerde
rastlanmistir. Kabuklar, yapraklar ve meyve saplart onemli 6l¢lide daha diisiik
miktarlarda Al icermektedir. En diisik miktarlarda Al ise meyve ve c¢igek

durumlarinda bulunmaktadir [33].

3.1.7 Vitaminler

Kara miirver meyvelerinde A, B ve C vitaminleri bulunmaktadir [32]. S. nigra
meyveleriyle ilgili bir¢cok ¢alisma askorbik asitten yani C vitamininden s6z etmektedir.

Ancak, bu konudaki niceliksel bulgular oldukga tutarsizdir. Yapilan literatiir
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incelemesine gore, S. nigra meyvelerinin C vitamini derigimleri 6 ila 45 mg/100 g
arasinda degismektedir. Sonuglarin bu kadar degiskenlik gostermesinde S. nigra kiiltiir

cesitlerinin ve lokasyonlarin farkliliginin etkili oldugu diistiniilmektedir [1, 22, 34-36].

Kara miirver tohumlarindan elde edilen yagda pg/g yag diizeyinde a- ve y-tokoferol
bulunmaktadir [29].

3.1.8 Polifenoller

S. nigra fenolik bilesenler agisindan zengin bir tiirdiir. S. nigra’nin polifenol igerikleri
bitkinin olgunlasma asamalarina gore degiskenlik gosterir. Siire¢ boyunca her bir
polifenol kendine 6zgii bicimde degisir [1]. Bitkinin ¢icek, meyve ve yapraklarinda
flavonoller ve ozlarindan rutin, izokersitrin, kersetin, kemferol-3-rutinozit, astragalin,
izoramnetin-3-rutinozit, izoramnetin-3-glukozit ve hiperozidi igermektedir (Sekil 3.1-

Sekil 3.8). Bununla beraber bitkinin ana flavonolleri rutin ve izokersitrindir [37].

HO™ ~Y'f 'OH
OH

Sekil 3.2: Izokersitrin [39].
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Sekil 3.5: Astragalin [42].
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Sekil 3.6: Izoramnetin-3-rutinozit [43].

OH

Sekil 3.7: Izoramnetin-3-glukozit [44]
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Sekil 3.8: Hiperozit [45].

Yine cicek, meyve ve yapraklarda baslica flavanon naringenindir (Sekil 3.9) [1, 23,
46]. Bitkinin ana flavonlar1 luteolin ve apigenindir (Sekil 3.10, Sekil 3.11) [23, 46, 47].
Bitki epikatesin ve katesin gibi flavanolleri (proantosiyanidinler) de igermektedir
(Sekil 3.12, Sekil 3.13) [1, 23].

OH
HO O _‘.\\
OH O
Sekil 3.9: Naringenin [48].
OH
HO O
| OH
OH O

Sekil 3.10: Luteolin [49].

14



OH O
Sekil 3.11: Apigenin [50].
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Sekil 3.12: Epikatesin [51].

OH
OH

H O O _‘.\\
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OH

Sekil 3.13: Katesin [52].

Cigek meyve ve yapraklari fenolik asitlerden klorojenik asit, neoklorojenik asit, kafeik

asit, kinik asit ve tiirevlerini bulundurmaktadir (Sekil 3.14-Sekil 3.17) [1, 23, 46].

(;H
HO., ;
HO !
© oH ©

HO

Sekil 3.14: Klorojenik asit [53].
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Sekil 3.15: Neoklorojenik asit [54].

O
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Sekil 3.16: Kafeik asit [55].
O
HO.,
" o “OH
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OH

Sekil 3.17: Kinik asit [56].

S. nigra meyveleri ve meyve dallar1 aynm1 zamanda onlara mor rengini veren
antosiyaninleri icermektedirler. Kara miirver antosiyaninlerinden siyanidin-3-
sambubiozit ve siyanidin-3-glukozit major olanlardir. Bunlara ek olarak bitki
antosiyaninlerden, siyanidin-3,5-diglukozit, siyanidin-3-sambubiozit-5-glukozit,
siyanidin-3-rutinozit de igermektedir (Sekil 3.18-Sekil 3.22) [1, 23].

OH

OH

Sekil 3.18: Siyanidin-3-glukozit [57].

16



Sekil 3.21: Siyanidin-3-sambubiozit-5-glukozit [60].
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Sekil 3.22: Siyanidin-3-rutinozit [61].

Antosiyaninlerin stabilitesi; pH, depolama siiresi, enzimler, oksijen miktari, metal
iyonlar1, 151k ve sicaklik gibi faktorlerden etkilenmektedir. [62]. Ornek olarak,
siyanidin-3-glukozidin sicaklik artisinin etkisiyle parcalanmasi Sekil 3.23’te
gosterilmistir [63].

OH
L . & Siyanidin %
Siyanidin-3-glukozit Y,:\§ J’),é
@
OH 0
E CHO @ OH
HO OH 1O

4-hidroksibenzoik asi
Floroglusin aldehit idroksibenzotic astt

Sekil 3.23: Siyanidin-3-glukozidin sicaklik artisinin etkisiyle par¢alanmasi [63].

S. nigra sulu ekstresinin (pH=5,5) antosiyaninlerinin 70 °C’de 3 saat bekletildikten
sonra 535 nm’deki absorbansimin yaklagik %80’ine distiigi, 90 °C’de 6 saat
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bekletildikten sonra 535 nm’deki absorbansinin %63,8’ine diistiigii kaydedilmistir
[64].

Molekiiler yapilarinin iyonik olmasi sebebiyle antosiyaninlerin rengi, pH’tan etkilenir.
Antosiyaninler ¢ozeltinin pH’1na bagli olarak dort farkli kimyasal formda bulunur. pH
= 1’de antosiyaninler, onlar1 suda ¢ok ¢oziiniir kilan flavilyum katyonu (kirmizi renk)
formunda bulunur ve bu form ayni zamanda kirmizi ve mor renklerin {iretiminden de
sorumludur. pH 2-4 arasinda arttiginda, kinoidal mavi tiirler bol miktarda bulunurken,
5-6 arasinda bir pH'ta, renksiz bilesikler olan karbinol psédobaz ve kalkon ortaya
cikar. 7 ve lzeri bir pH’ta antosiyaninler, siibstitiient gruplarina gére bozunacaktir.

(Sekil 3.24)[62].

Miirver meyve ekstrelerinde depolama siiresinin uzamasi, pH ve depolama
sicakliginin artmasinin antosiyanin igeriginde azalmaya neden oldugu gozlenmistir.
Ortamin asidik olmasi, oksidasyon enzimlerinin ortamda olmamasi, ortamdaki
oksijenin giderilmesi, ortamda metal iyonlarinin varligi, 1siksiz ve diisiik sicaklikli
ortamda saklama antosiyaninlerin stabilitesi i¢in faydali olacaktir. Aksi durumlarda

antosiyaninler bozulma egilimine sahiptir [62].
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Flavilyum katyonu gg_o

OH

OH

Pirokatekol pH’1n antosiyaninler

lizerindeki etkisi
Olusan bozulma iiriinleri*

Karbinolpsddobaz ve bir kalkon*

Ny Kalkon
Psodobaz karbinol

* baskin kimyasal form

Sekil 3.24: Farkli pH degerlerinde antosiyaninler [62].
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3.1.9 Siyanogenetik heterozitler

Siyanogenetik heterozitler, yapisinda alfa konumunda bir hidroksil grubu bulunan bir
nitril grubu i¢eren ve sekerin (genellikle bir monosakarit veya disakkarit) bagli oldugu
bir aglikon tarafindan olusturulur. Siyanojenez olarak bilinen siiregte B-glukosidaz ve
a-hidroksinitril liyaz enzimlerinin varliginda hidrojen siyaniirii (HCN) serbest birakir
(Sekil 3.25). Serbest HCN oldukga toksik bir bilesiktir. Bundan dolayi, siyanogenetik
heterozitler, ot¢ullarin saldirisina karsi bitkilerin savunma sisteminin bir pargasi olarak
kabul edilir [65].

OH N OH
W N HCN
(0] @ B-glukozidaz o W
HO o —————» HO OH + Benzaldehit
HO H
S O
HO OH - »
Sambunigrin D-glukoz Mandelonitril 4

Sekil 3.25: Sambunigrin’in hidroliz yolag: [66].

Kara miirver yapraklari (en ¢ok i¢eren kismi), siirgiinleri, gévde kabugu, kokleri,
olmamis (yesil renkteki) meyveleri ve olmus meyvelerdeki tohumlar siyanogenetik
heterozitlerden baslica sambunigrin, prunasin, holokain ve zierini igerir. Bunlar
sindirim sirasinda HCN’ye doniistiirtiliirler [67]. Siyanogenetik heterozitler bas
donmesi, bulanti, kusma, diyare, bas agrisina; hatta ¢ok yiiksek dozlarda
konviilsiyonlara ve/veya tasikardiye sebep olabilir. Bu sebeple; kirmizi renkli
meyveler hafif toksik olabileceginden yalnizca tamamen olgunlasmis, mor-siyah
renkteki miirver meyveleri kullanilmahidir. Mor-siyah meyvelerin de pisirilerek/is1
verildikten sonra kullanimi 6nerilmektedir [67]. Drogun 1sil islemi siyanogenetik
heterozitlerin bozulmasma yol agar, bu nedenle 1sitma islemlerine tabi tutulan

meyvelerin tiiketimi zehirlenme semptomlarina neden olmaz [68].

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), siyanogenetik heterozitleri dolayisiyla 100
gram taze kara miirver yapragmin 3-17 mg HCN ve 100 gram kara miirver meyvesinin
3 mg HCN igerdigini belirtmektedir [69]. HCN’nin letal dozunun 0,5-3,5 mg/kg viicut
agirhigr oldugu bildirilmektedir. Tiiketilen meyvede 50 mg/kg’dan yiiksek miktarda
HCN olmamalidir. [65].
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4. Sambucus nigra TURUNUN KULLANIM ALANLARI VE BIiYOLOJIK
AKTIVITELERI

4.1 Sambucus nigra Tiiriiniin Kullanim Alanlari

Sambucus nigra, ylizyillardir halk tarafindan geleneksel tedavi amaciyla
kullanilmasinin yani sira kendine gida endiistrisi ve farmasotik endiistride genisge yer

bulmus bir bitkidir.

Miirver cicegi (Sambuci flos), drog olarak Avrupa Ilag Ajansi’'nin (EMA)
monografinda soguk alginlig1 ve grip tedavisinde kullanimi amaciyla yer almaktadir.
Geleneksel tedavide ditiretik, diyaforetik ve antipiretik olmasi ile bilinmektedir [3, 70].
Bitkisel ¢ay, tentiir ve sivi ekstreleri gibi gesitli miirver ¢icegi tirtinleri ticari olarak

piyasada mevcuttur [71].

Miirver meyvesi (Sambuci fructus) ile hazirlanan cesitli preparatlar (suruplar, meyve
sular1 ve bitkisel ¢aylar vb.) geleneksel olarak soguk alginligina karsi, diyaforetik,
diiiretik, laksatif ve analjezik olarak kullanilmaktadir [72]. 1788 Ingiliz
Farmakopesi’ne gore olgun miirver meyvelerinden yapilan miirver surubu 6ksiirik,
soguk alginligi ve kabizlik tedavisinde endikedir. Almanya’da miishil olarak
kurutulmus miirver dekoksiyonunun kullanildigi; Ukrayna, Polonya, Cekya ve
Slovakya’da ise taze miirverden yapilan ¢ayin 1887°den beri ayn1 amagla kullanildig:
bildirilmektedir [73].

Miirver yapragi (Sambuci folium), bitkinin diger kisimlarina oranla daha az bilinse de
tibbi kullanimi vardir. Giinlimiizde nadiren kullanilmakla beraber, geleneksel tipta
genis bir kullanim ge¢misine sahiptir. Miirver yapraklari, 6zellikle Tiirkiye’de ve
Balkan Yarimadasi’nda geleneksel olarak yaralarin iyilestirilmesini hizlandirmak
amaciyla, iltihapli yaralarda, romatizmal rahatsizliklarin tedavisinde haricen
kullanilmistir. Ayrica apse, iilser ve sivilce durumlarinda lezyonun olgunlagsmasini
saglamak, kizariklik ve sisligi azaltmak igin taze ezilmis miirver yapraklarindan elde

edilen kompreslerin topikal olarak uygulanmis oldugu rapor edilmektedir [3, 74, 75].
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Ogiitiilmiis yapraklarla hazirlanan merhemler nasirli yerlere uygulanmistir [76].
Miirver yaprak infiizyonlarinin yanmis cilt lizerinde rahatlatict ve yenileyici etkisi

sebebiyle de geleneksek olarak kullanildig1 kaydedilmistir [77].

Bu geleneksel kullanimlara ek olarak miirverin ¢esitli kisimlar1 gesitli sekillerde
endiistriyel olarak da pek ¢ok farkli amaglarla kullanilmaktadir. Soguk alginligi, grip
ve diger bulasici hastaliklara karst destekleyici etkisi oldugundan S. nigra meyvesinin
ekstreleri giiniimiizde surup, damla, tablet, kapsiil, efervesan tablet, pastil, aerosol,
emiilsiyon ve siispansiyon formundaki bircok gida takviyesinin igeriginde yer
almaktadir. Birg¢ok iilkede profilaktik amagla satilan gida takviyesi, Dr. Madeleine
Mumcuoglu tarafindan patenti alinan, S. nigra’nin Haschberg c¢esidinden elde edilen

standardize kara miirver meyve ekstresi Sambucol® preparatini igermektedir [1].

RxMediaPharma® yazilimi kullanilarak Tiirkiye’de giinimiizde S. nigra igerikli 323
adet miistahzarin piyasada oldugu bilgisine ulasilmistir. Bunlardan bir kism1 kara

miirver meyve ekstresi, bir kismu ise ¢igek ekstresini igermektedir [78].

S. nigra yapraklariin miistahzar1 da mevcuttur. Miirver yapraklarinin yara iyilestirici

merhem {irlinii Avustralya’da bulunmaktadir [79].

Miirver meyveleri, antosiyaninleri sebebiyle dogal gida renklendiricisi ve antioksidan
olarak kullanilmaktadir [80]. Miirver meyvesi Ozellikle gida renklendirici olarak
meyve sular1 ve konsantrelerde, suruplarda, regel ve marmelatlarda; dolgu maddesi
olarak kek, turta ve diger bazi tatlilarda; ayrica sarap gibi alkollii igeceklerin
tretiminde kullanilmaktadir. Meyve suyu tiretiminin atik bir yan {iriinii olan miirver

meyve posasi, hayvan yemi ve organik giibre olarak da kullanilir [1].

Miirverin meyveleri gibi ciceklerinin de gida endiistrisinde kullanimi yaygindir.
Alkollii ve alkolsiiz igeceklerde, meyve brendilerinde, beyaz sarapta, ve ayrica cay,

yogurt veya dondurma gibi tirlinlerde dogal aroma vericidir [1].
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4.2 Antioksidan Aktivite

Kara miirver meyvesi, DPPH radikaline gore %=82-90 inhibisyona sahip yiiksek
antioksidan aktivite ile bilinmektedir. S. nigra meyvelerinin antioksidan 6zellikleri
oncelikle polifenolik bilesiklerine baglanabilir.  Antosiyaninler, meyvelerin

antioksidan aktivitesini 6nemli bir pay sahibidir [1].

Duymus ve arkadaglarinin g¢aligmasinin sonuglari, miirver meyve ekstrelerinin
DPPH’a kars1 antiradikal aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir. 1Cso degeri, %70
aseton ekstresi i¢in 117 pug/ml ve su ekstresi igin 123 pg/ml iken askorbik asit i¢in 8
png/ml olarak tespit edilmistir. TEAC (ABTS radikal temizleme aktivitesi) degerleri
ise 0,89-1,96 mmol Trolox esdegeri/L olarak degismekteydi (0,89: asitli metanol
ekstresi ve 1,96: %70 aseton ekstresi). En yiiksek deger neredeyse askorbik asidinkine
(1,97 mM) esitti. Bulgulara gore, miirver meyveleri ayrica linoleik asit oksidasyonunu
da engelleyebilmektedir. En yiiksek inhibisyon orani (%58) %70 etanol ekstresinde
gozlemlenmistir. Ancak analiz edilen miirver meyve ekstrelerinden higbiri kontrol
olarak kullanilan BHT kadar aktif degildi [81].

Kara miirver meyvelerinin antioksidan etki potansiyeli in vitro olarak kiiltiire edilmis
insan kolon mukoza hiicrelerinde de arastirilmistir. 1 mg dondurularak kurutulmus
miirver tozu konsantrasyonunda bir miirver ekstresinin mL’si kolon hiicrelerindeki
oksidatif DNA hasarini ve asir1 hiicre igi reaktif oksijen tiirlerinin liretimini sirasiyla
%46 ve %22 ve oranlarinda azaltmustir. Ayrica, oksidan kaynakli mutajenitenin
Salmonella typhimurium susunda %26 oraninda inhibe edildigi saptanmistir. Bu
sonuglar, miirver meyvesinin kolon hiicrelerini oksidatif stresin zararh etkilerine karsi

koruyabildigini gostermektedir [1, 82].

Meyve ve yapraklarla kiyaslandiginda S.nigra ¢igeklerinin daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Bir ¢alismada miirver ¢igekleri (%91,95-94,15),
meyvelere (%50,25-67,69) ve yapraklara (%16,76-48,52) kiyasla daha gii¢glii DPPH
radikal inhibisyon aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir [37]. Bu durum gigeklerin

polifenolik iceriginin diger kisimlara kiyasla daha zengin olmasiyla agiklanabilir.

4.3 Antibakteriyel Aktivite

Kara miirver ¢igeklerinin, meyvelerinin ve yapraklarinin su ekstreleri ve etanol

ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi, hastane enfeksiyonlarina neden olan 13 farkli
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patojene karsi incelenmistir. 100 kat seyreltmeye ragmen hem miirver ¢igeklerinin
hem de meyvelerin etanol ekstrelerinin hem Staphylococcus sp. ve Bacillus cereus gibi
gram pozitif olan hem de Salmonella poona ve Pseudomonas aeruginosa gibi gram
negatif olan bakterilerin ¢ogu i¢in inhibitor aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. Kara
mirver cicegi ckstrelerinin, diger ekstrelere gore ozellikle metisiline direngli
Staphylococcus aureus (17 mm) ve Pseudomonas aeruginosa (9 mm) iizerinde olmak
izere genis bir bakteri yelpazesine karsi daha giicli bir antimikrobiyal aktivite
sergiledigi ve daha genis inhibisyon bélgeleri olusturdugu saptanmistir. Miirver
yapraklarinin on kat seyreltilmis su ekstresinin, Bacillus cereus ve Serratia
marcescens’in gelisimine karsi orta derecede aktivite gostermis oldugu, ancak
calismadaki herhangi bir 6nemli patojenin biiylimesini engelleyemedigi belirtilmistir

[83].

Bagka bir calismada, sivi bakteriyel kiiltiirlere %10 konsantrasyonda standardize
edilmis bir sivi miirver meyve ekstresi olan Rubini® ilavesinin, kontrol 6rnekleriyle
karsilastirildiginda gram pozitif bakteri suslart olan Streptococcus pyogenes ve
Streptococcus Grup C ve G’ye ek olarak gram negatif bakteri Branhamella catarrhalis
biiylimesini %70’ten daha fazla azalttigi gézlemlenmistir. %20 derisimdeki miirver
meyve ekstresinin bakteri gelisimini %99 oraninda engelledigi kaydedilmistir.
Sonuglar, Sambucus nigra meyve ekstresinin iist solunum yolu enfeksiyonlarina neden
olan bazi patojenik bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite sergiledigini gostermistir

[84].

4.4 Antienflamatuvar Aktivite

S. nigra meyve ve ¢icekleri soguk alginligi, grip ve enflamasyonla ilgili durumlarin
tedavisinde gegmisten beri geleneksel olarak dahilen kullanilmaktadir. Ayni zamanda,
kara miirverin antienflamatuvar aktivitesiyle ilgili yapilmis ve bu etkiyi kanitlar

nitelikte olan in vitro, in vivo ve insan ¢alismalar1 da mevcuttur.

Cesitli calismalarla S. nigra preparatlarinin, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNF-a, INF-B ve INF-y gibi farkli enflamatuvar sitokinleri veya aracilart kontrol

ederek antienflamatuvar aktivite sergiledigi tespit edilmistir [85-88].

Bir calismada taze ve kurutulmus miirver meyvelerinden ve taze miirver ¢i¢ceklerinden

elde edilen 18 farkli ekstrenin antienflamatuvar aktivitesi lipopolisakkarit ile
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aktiflestirilen RAW 264.7 makrofajlarinda arastirilmistir. Sonuglar, ultrasonik
ekstraksiyon veya metanol ile hazirlanan taze ¢igek ekstrelerinin daha yiiksek in vitro

antienflamatuvar aktivite sergiledigini gostermistir [71].

Wistar siganlar ile yapilan bir hayvan ¢alismasinda cilt yaniklarini tedavi etmek i¢in
uygulanan %10 miirver ¢icegi ekstresi igeren cold kremin, 7 giiniin sonunda
enflamatuvar reaksiyonu diisiirdiigii ve yanma sonrast 6demi azalttig1 tespit edilmistir
[89].

Yapilan randomize kontrollii bir klinik c¢alismada ise miirverin de dahil oldugu
birtakim bagisiklik uyarict bilesenin dahilen aliminin st solunum yolunun
enflamasyonunu azalttig1 ve ¢ocuklardaki orta kulak iltihabini iyilestirmeye katkida

bulundugu saptanmustir [90].

Meyve ve ¢iceklere ek olarak, kara miirver yapraklarinin da antienflamatuvar aktivitesi
mevcuttur. Miirver yapragi ekstreleriyle yapilan bir ¢alismada, ekstrelerin TNF-a ve
reaktif oksijen tiirleri sahmimi inhibe ederek nétrofillerin enflamatuvar tepkisini
etkiledigi gozlemlenmistir. 50 pg/mL derisimindeki miirver yaprak etanol ve su
ekstrelerinin, TNF-o salgilanmasini sirasiyla yaklasik %40 ve %10 oraninda azalttig
tespit edilmistir. Reaktif oksijen tiiri saliminin, 5 ug/mL derisimde tiim ekstreler igin
yaklasik %50 oraninda azaldigi saptanmistir. Caligmadaki tiim ekstreler lipoksijenaz

aktivitesini inhibe edebilmistir [3].

4.5 Anti-influenza Aktivite

Kara miirver meyvelerinin anti-influenza aktivite gosterdigi in vitro ve in vivo
caligmalarla dogrulanmistir. Bu etkiden antosiyaninler ve asidik polisakkaritlerin
sorumlu oldugu 6ne siiriilmektedir. Anti-influenza mekanizmalar1; 1L-6, IL-8 ve TNF
ekspresyonunun artirilmasi, viral glikoproteinlerin bloke edilmesi ve IgA igeriginin

arttirilmasi gibi farkli yolaklardan meydana gelmektedir [80].

S. nigra’nin meyvesinin antiviral o6zellikleri ilk olarak virolog Dr. Madeleine
Mumcuoglu tarafindan incelenmistir. Mumcuoglu’nun c¢alisma sonuglari, miirver
meyvesi bilesenlerinin, influenza A ve B ile Herpes viriisii de dahil olmak tizere gesitli
viriislerin ylizeyinde bulunan hemagliitinin spike proteinlerinin aktivitesini notralize
ettigini gostermistir. Hemaglitinin spike proteinleri devre dis1 birakildiginda, virtiisler

artik hiicreye girip ¢ogalamaz [91-93].
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S. nigra meyve ekstresinin, insan patojenik HSN1 influenza viriisii ile enfekte olmus
Madin-Darby kopek bobrek hiicrelerinde viriisiin yayilmasini 6nledigi ve toplam viral

yiikii azalttig1 saptanmistir [84].

S. nigra’nin standardize bir ticari ekstresi, 95 mg/mL dozunda in vitro HIN2 viriisii

ile enfekte edilmis tavuk embriyolarinda anti-influenza aktivitesi gostermistir [94].

Miirver meyve ekstresinin HIN1 viriisii lizerinde de antiviral etki sergiledigi
kanitlanmistir.  Ekstrenin  dogrudan antiviral etkilerinin, HIN1 viriisiiniin
glikoproteinlerini bloke etmek yoluyla oldugu belirlenirken, dolayli antiviral etkilerin,
IL-6, IL-8 ve TNF proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun arttirtlmasiyla iliskili
oldugu ortaya tespit edilmistir. Yine, miirver meyvelerindeki siyanidin-3-glukozit
antosiyanininin benzer dogrudan engelleyici mekanizmaya sahip oldugu saptanmistir
[80, 95].

Klinik ¢aligmalarin sonuglar1 da miirverin anti-influenza destekler niteliktedir. 300 mg
miirver ekstresi iceren miirver kapsiilleri, ugakla seyahat eden 312 ekonomi sinifi
yolcu ile yapilan randomize, ¢ift kor ve plasebo kontrollii bir klinik ¢alismada soguk
alginliginin siiresini ve siddetini istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azalttig

gozlemlenmistir [80, 96].

Buna ek olarak, randomize, ¢ift kor ve plasebo kontrollii bagka bir ¢alismada, 14 hafta
boyunca miirver (1,5 g) ve reisi (0,5 g) ekstrelerinden meydana gelen oral siispansiyon
sagelerin tliketilmesinin, hastalarda solunum yolu enfeksiyonlarinin siiresini ve

siddetini anlaml1 bir bigimde azalttigi1 gézlemlenmistir [80, 97].

4.6 Antidiyabetik/Anti-obezite Aktivite
Yapilan c¢alismalar kara miirverin diyabet tedavisinde diyet takviyesi olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

Salvador ve arkadaslarimin yiiriittiigli ¢aligmada, miirver meyvesi polar ve apolar
ekstrelerinin yiiksek yagli diyetle beslenen, streptozotosin ile indiiklenmis tip-2

diyabetli siganlarda etkisi arastirllmistir. 4 hafta sonunda polar ekstre aglik kan
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sekerinde azalmaya yol agarken, apolar ekstre insiilin diizeylerinin diismesini
saglamistir. Ayrica, iki ekstrenin de hematolojik indekslerde, serum lipit diizeyinde,
serum ve dokulardaki eser elementlerin (Zn, Fe, Cu) homeostazisinde anlamli

degisiklikler olmaksizin insiilin direncini azalttig1 gézlemlenmistir [98].

Yapilan bir calismada miirver gigeklerindeki polar bilesiklerin, glikoz metabolizmasini
dogrudan uyarabildigi ve klonal pankreatik B-hiicreleri yoluyla insiilin salgilanmasini
tesvik edebildigi tespit edilmistir. Miirver ¢igegi ekstresi (1g/L), fare karin kasinda in
vitro olarak glikoz alimini, glikoz oksidasyonunu ve glikojenezi istatistiksel olarak

anlamli olacak sekilde artirmistir [1, 99].

S. nigra ekstrelerinin potansiyel anti-obezojenik kapasiteleri timit vericidir. Bir
caligmada diyetle indiiklenen obeziteye sahip fareler %13 antosiyanin igeren miirver
meyve ekstresiyle hazirlanan, diyette %0,25 miirver meyve ekstresine (%0,034
antosiyanin) veya %]1,25 mirver meyve ekstresine (%0,17 antosiyanin) karsilik
gelecek yemlerle beraber yiiksek yagl diyetle 16 hafta boyunca beslenmistir (kontrol
gruplart: disiik yagli diyet ve sadece yiiksek yagh diyet). Miirver ekstresi alan her iki
fare grubunun da sadece yiiksek yagl diyetle beslenen gruba kiyasla 6nemli dlgiide
daha diisiik bir karaciger agirligi, serum trigliserit konsantrasyonu, serum enflamasyon
belirtegleri ve insiilin direnci oldugu gozlemlenmistir. Ayrica %1,25 miirver ekstresi
ve yiiksek yagli diyetle beslenen grupta, %0,25 ekstre ve yiiksek yagl diyetle beslenen
gruba kiyasla karaciger kolesteroliiniin daha diisiik oldugu tespit edilmistir [100]. Daha
sonra %1,25 miirver meyve ekstresinin ateroskleroz ve HDL fonksiyon bozukluklar
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla hiperlipidemik fareler ilizerinde arastirma
yapilmustir. EKstre ve kontrol grubu arasinda serum lipitleri agisindan anlaml bir fark
gozlenmemistir, fakat ekstre grubu farelerde aspartat transaminaz ve aglik glukozunda
azalma gorildiigi kaydedilmistir. Miirver meyve ekstresiyle beslenen farelerde HDL
fonksiyonunda iyilesme, hepatik kolesterol seviyelerinde azalma oldugu da
saptanmistir. Ozellikle, ekstre ile beslenen farelerin aortunun toplam kolesterol
icerigindeki istatistiksel olarak anlamli azalma ve ayni grupta aterosklerozun daha az
ilerlediginin gozlemlenmesi arastirmanin énemli bulgular arasindadir. Bu arastirma,
S. nigra meyve ekstresinin, kronik inflamasyonla iligskili HDL fonksiyon bozuklugunu

olumlu yonde etkileme potansiyeline sahip olabilecegini gostermistir [101].

Literatiir arastirmasi, S. nigra cicek ekstrelerinin potansiyel obezite karsiti etkisine

iliskin yalnmizca bir adet in vivo caligma yaymninin bulundugunu goéstermektedir.
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Calismanin sonuglari, bitkinin ¢i¢eklerinden elde edilen polar ve apolar ekstrelerin
Caenorhabditis elegans tiirli solucanin viicudundaki yag birikimini azalttigini
gostermektedir [102].

Seksen katilimcinin protokolii tamamladigr bir ¢alismada, goéniilliiler S.nigra ¢igek
ekstresi ile zenginlestirilmis S. nigra meyve suyu ve meyve tozu ile gigek ekstresi
iceren tabletler (glinde toplam 1 mg antosiyanin, 370 mg flavonol glikozit ve 150 mg
hidroksisinamat); ayrica Asparagus officinalis L. tabletleri (giinde 19 mg saponin) ile
beslenmistir. Diyetten sonra viicut kitle indeksi yaklasik %3, agirlik ise ortalama 3,2
kg diismiistiir. Sistolik kan basincinda ortalama %5’ten, diyastolik kan basincinda ise
%2,5’tan fazla azalma gozlemlenmistir. Spesifik olarak herhangi bir bilesigin diyetin
etkinligine katkida bulunup bulunmadiginin belirlenmedigi ekip tarafindan
kaydedilmistir [103].

Yapilan literatiir arastirmasina gore S. nigra Yyaprak ekstrelerinin obezite
parametrelerini nasil etkiledigine dair yaymnlanmig in vivo veya Klinik bir ¢alisma

bulunmamaktadir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

e Metanol (suitable for HPLC - 34860; > %99,9 — Sigma-Aldrich)

e Etanol (absolute, suitable for HPLC - 34852-M; > %99,8 — Sigma-Aldrich)

e Asetonitril (suitable for HPLC, gradient grade-34851; > %99.9 — Sigma-
Aldrich)

e Dimetil siilfoksit (DMSO) (276855; >%99,9 — Sigma-Aldrich)

e Hidroklorik asit (for analysis Emsure® - 100317; % 37 — Merck)

e orto-Fosforik asit (for analysis Emsure® - 100573; %85 — Supelco®)

e Formik asit (for analysis Emsure® - 100264; %98-100 — Merck)

¢ Siyanidin-3-glukozit kloriir (phyproof® Reference Substance - PHL89616;
>9%98,0 — PhytoLab)

e Siyanidin-3-sambubiosit kloriir (phyproof® Reference Substance -
PHL89617; >%95,0 — PhytoLab)

e Rutin (phyproof® Reference Substance - PHL89270; >%95,0 — PhytoLab)

e Izokersitrin (phyproof® Reference Substance - PHL89230; >%95,0 —
PhytoLab)

e Gallik asit ( G7384; >97.5% — Sigma-Aldrich)

e Kersetin (Q4951; >95% — Sigma-Aldrich)

e Dihidrokapsaisin (M1022; >97% — Sigma-Aldrich)

e L-Askorbik asit (A92902; %99 — Sigma-Aldrich)

e Folin & Ciocalteu fenol reaktifi (FCR) (F9252 — Sigma-Aldrich)

e Aliminyum kloriir (206911; %98 — Sigma-Aldrich)

e Sodyum karbonat (223530; %99,5 — Sigma-Aldrich)

e Amonyum asetat (A7262; >%98 — Sigma-Aldrich)

e Sodyum benzoat (Emprove® - 106290 — SAFC)

e Potasyum sorbat (Emprove® - 105118 — SAFC)
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e Tripsin/EDTA soliisyonu (Wisent Bio Products)

e Fetal sigir serumu ([Fetal bovine serum] FBS) (Wisent Bio Products)

o 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) (475989;
>08% — Sigma-Aldrich)

5.2 Miirver (Sambucus nigra) Seleksiyon Islah1i TAGEM (Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii) Projesi icin Kullanilan Gereg ve

Yontemler

5.2.1 Bitkisel materyaller

Bu kisimda kullanilan S. nigra 6rnekleri T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Ege Tarimsal
Arastirma Enstitlisti ile yapilan is birligi ger¢evesinde “Miirver (Sambucus nigra)
Seleksiyon Islahi TAGEM (Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii)
Projesi” kapsaminda TAGEM tarafindan toplanmistir. S. nigra orneklerine dair
bilgiler Tablo 5.1’de verilmistir.

Tablo 5.1: “Miirver (Sambucus nigra) Seleksiyon Islaht TAGEM Projesi”
kapsaminda analiz edilen S. nigra orneklerine dair bilgiler.

Toplanma

Ornek Kodu A Lokasyon
Afyon 1 2021 Afyon Sinanpaga Yildirim Kemal K&yii
Afyon 2 2021 Afyon Sinanpaga Yildirim Kemal Koyii
Afyon 3 2021 Afyon Sinanpaga Yildirim Kemal K&yii
BACEM 1 2021 Balikesir Burhaniye Borezli Mah.
BACEM 2 2021 Balikesir Burhaniye Borezli Mah.
BACEM 3 2021 Balikesir Burhaniye Borezli Mah.
BACEM 4 2021 Balikesir Burhaniye Borezli Mah.
Balya 2021 Balikesir Balya Cukurcak Mah.
Bergama 1 2021 [zmir Bergama Camavlu Mah.
Bergama 2 2021 Izmir Bergama Karaveliler Mah.
Bergama 3 2021 [zmir Bergama Kiranli Mah.
Bergama 4 2021 [zmir Bergama Camavlu Mah.
Bergama 5 2021 [zmir Bergama Gébeller Mah.
Bergama 6-1 2021 [zmir Bergama Terzialiler Mah.
Bergama 6-2 2021 [zmir Bergama Hacialiler Mah.
Bigadic 1 2021 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadic 2 2021 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadic 3 2021 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadic 4 2021 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadi¢ 5 2021 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bozdag 1 2021 [zmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 2 2021 [zmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 3 2021 [zmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 4 2021 [zmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 5 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.
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Bozdag 6 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.

Bozdag 7 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 8 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 9 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 10 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 11 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 12 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.
Bozdag 13 2021 Izmir Odemis Ovacik Mah.
Dursunbey 2021 Balikesir Dursunbey Bozyaka Mah.
Havran 1 2021 Balikesir Havran Tekke Mah.
Havran 2 2021 Balikesir Havran Tekke Mah.
Havran 3 2021 Balikesir Havran Tekke Mah.
Havran 4 2021 Balikesir Havran Tekke Mah.
Havran 5 2021 Balikesir Havran Tekke Mah.
Kiitahya 1 2021 Kiitahya Dumlupinar Arpali Koyt
Kiitahya 2 2021 Kiitahya Dumlupinar Arpali Koyt
Kiitahya 3 2021 Kiitahya Dumlupinar Arpali Koyii
Afyon Sinanpasa Yildirim 1-1 2022 Afyon Sinanpasa Yildirim Kemal Koyt
Afyon Sinanpasa Yildirim 2 2022 Afyon Sinanpaga Yildirim Kemal K&yii
Bergama 1 2022 Izmir Bergama Camavlu Mah.
Bergama 2 2022 Izmir Bergama Karaveliler Mah.
Bergama 3 2022 [zmir Bergama Hacialiler Mah.
Bergama 4 Yukaribey Kirnal1 Yolu 2022 Izmir Bergama Yukaribey Mah.
Bergama 5 Tavuk Ciftligi 2022 Izmir Bergama Kiranl1 Mah.
Bergama 6 Kdyici Camavlu 2022 [zmir Bergama Camavlu Mah.
Bergama 7 Karaveliler Koyigci 2022 Izmir Bergama Karaveliler Mah.
Bergama 8 Kirnali Koyii 2022 Izmir Bergama Kiranl1 Mah.
Bergama 8-2 Kirnali Koyii Girisi 2022 [zmir Bergama Kiranl1 Mah.
Bergama 9-1 Yukaribey 2022 [zmir Bergama Yukaribey Mah.
Bigadi¢ Akyar 1 2022 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadi¢ Akyar 2 2022 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadi¢ Akyar 3 2022 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadi¢ Akyar 4 2022 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadi¢ Akyar 5 2022 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadi¢ Akyar 6 2022 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadi¢ Akyar 7 2022 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bigadi¢c Akyar 8 2022 Balikesir Bigadi¢ Akyar Mah.
Bolu 1 2022 Bolu Merkez Golciik Kdyii
Bolu 2 2022 Bolu Merkez Golciik Koyii
Bolu 3 2022 Bolu Merkez Golciik Koyt
Bolu 4 2022 Bolu Merkez Golciik Koyt
Bolu 5 2022 Bolu Merkez Golciik Koyii
Bolu 6 2022 Bolu Merkez Golciik Koyii
Bolu 7 2022 Bolu Merkez Kiirkgiiler Koy
Bolu 8 2022 Bolu Merkez Kiirkgiiler Koy
Bolu 9 2022 Bolu Merkez Kiirkgiiler Koyt
Bolu 10 2022 Bolu Merkez Kiirkgiiler Koyii
Bolu 11 2022 Bolu Merkez Kiirkgiiler Koyii
Bolu 12 2022 Bolu Merkez Kiirkg¢iiler Koyii
Bolu 13 2022 Bolu Merkez Giilyiizii Koyt
Bolu 14 2022 Bolu Merkez Giilyiizii Koyii
Bolu 15 2022 Bolu Merkez Giilyiizii Koyt
Bolu 16 2022 Bolu Merkez Giilyiizii Koyt
Bolu 17 2022 Bolu Merkez Giilyiizii Koyii
Bolu 18 2022 Bolu Merkez Giilyiizii Koyii
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Bolu 19
Bolu 20
Bolu 21
Bolu 22
Bolu 23
Bolu 24
Bolu 25
Bolu 26
Bolu 27
Bolu 28
Bozdag Uretim
Bozdag 1
Bozdag 1-1
Bozdag 1-2
Bozdag 2-1-14
Bozdag 2-14
Bozdag 3
Bozdag 4-1
Bozdag 4-2
Bozdag 5-1
Bozdag 5-2
Bozdag 6
Bozdag 7
Bozdag 8
Bozdag 9
Bozdag 10
Bozdag 12
Bozdag 13
Bozdag 14-1
Bozdag 14-2
Bozdag 15
Bursa 31
Bursa 32 Yenisehir
Kiitahya Arpali 1
Kiitahya Arpal1 2
Kiitahya Arpal1 2-1
Kiitahya Arpali 3
Kiitahya Arpal1 4
Kiitahya Arpali 11

Yalova 1

Yalova 29

2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022

2022

Bolu Merkez Giilyiizii Koyt
Bolu Merkez Karamanlar Koyt
Bolu Merkez Karamanlar Koyii
Bolu Merkez Karamanlar Koyii
Bolu Merkez Karamanlar Koyt
Bolu Merkez Karamanlar Koyt

Bolu Merkez Agaccilar Koyii

Bolu Merkez Agagcilar Koyii

Bolu Merkez Agagcilar Koyii

Bolu Merkez Agaccilar Koyii

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

[zmir Odemis Bozdag Mah.

[zmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

[zmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

[zmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

[zmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

Izmir Odemis Bozdag Mah.

[zmir Odemis Bozdag Mah.

[zmir Odemis Bozdag Mah.

Bursa Yenisehir Giindogan Mabh.
Bursa Yenisehir Giindogan Mabh.
Kiitahya Dumlupinar Arpali Koyt
Kiitahya Dumlupiar Arpali Koyt
Kiitahya Dumlupinar Arpali Koyt
Kiitahya Dumlupinar Arpali Koyt
Kiitahya Dumlupinar Arpali Koyt
Kiitahya Dumlupiar Arpali Koyt
Yalova Merkez Arastirma Enstitiisii
Bahgesi
Yalova Merkez Arastirma Enstitiisi
Bahgesi

5.2.2 Spektrofotometrik toplam antosiyanin analiz yontemi

Kurutulmus S. nigra meyve 6rneklerinin toplam antosiyanin miktar1 spektrofotometrik

olarak Tiirk Farmakopesi “Coban Uziimii Meyvesi, Taze” monografindaki metot

parametreleri kullanilarak (kullanilan standart madde, ¢oziiciiler ve absorbans dlglimii

icin kullanilan nanometre) analiz edilmistir. Farmakopede kullanilan yontem drog
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miktarlar1 ve seyreltmeler acisindan miirver meyveleri i¢in modifiye edilerek
kullanilmistir. Bahsi gegen metot ile siyanidin-3-glukozit kloriir {izerinden toplam
antosiyanin miktar1 hesaplanmaktadir. Hesaplamalar belirli konsantrasyonlarda
siyanidin-3-glukozit kloriir standardinin metanol igerisindeki (MeOH) %0,1 (v/v)
hidroklorik asit ¢ozeltisi iginde ¢oziilmesi ve ultraviyole-goriiniir bolge (UV-Vis)
mikroplaka  spektrofotometre  cihazinda  (BioTek  Epoch Microplate
Spectrophotometer, ABD) 528 nanometrede (nm) absorbanslarinin Slgiilmesi ile

olusturulan kalibrasyon egrisi ile yapilmistir.

Kuru meyvelerin toplam antosiyanin miktarinin analizi i¢in rnek hazirlanig metodu
Sekil 5.1°de agiklanmistir.

1 g ogiitiilmils kuru meyve alinir, 20 mL metanol ile 30 dakika boyunca sonike edilerek ekstre
edilir.

Soguduktan sonra hacmi metanol ile 25 mL’ye tamamlanir.

25 ml'ye tamamlanan ¢ozeltiden 1 mL alinarak %0,1 HCI-MeOH ¢ozeltisi ile 10 mL’ye
tamamlanir.

528 nm’de absorbans dl¢limii yapilir. (Kor: %0,1 HClI-MeOH)

Siyanidin-3-glukozit kloriir cinsinden yiizde toplam antosiyanin miktari daha 6nceden olusturulan
kalibrasyon egrisinin denklemi (y = 0,0341x - 0,0021) kullanilarak hesaplanir.
(3 tekrarli ¢caligsma)

Sekil 5.1: Kuru meyvelerin toplam antosiyanin miktarinin analizi i¢in 6rnek
hazirlanis metodu

5.3 In vitro sitotoksisite testleri icin kullamlan gere¢ ve yontemler

5.3.1 Bitkisel materyal

Kullanilan bitkisel materyallerden ¢icek ve yapraklar Mayis 2022, meyveler ise
Agustos 2022°de Balikesir Biiyiiksehir Belediyesi Cift¢i Egitim Merkezi’nde S. nigra
kiiltiirii yapilan alandan toplanmistir. Bitki materyali Dr. Ogr. Uyesi Ebru Ozdemir
Nath tarafindan Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi (Flora of Turkey and The East
Aegean Islands) 4. Cilt kullanilarak tayin edilmistir [104]. Herbaryum ornekleri
HERA1056 koduyla Altinbas Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda
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bulunmaktadir. Toplanan S. nigra c¢igek ve yapraklart toplandiktan sonra
kurutulmustur. Meyveler ise toplandiktan sonra kullanilacak zamana kadar -18 °C’ye

kaldirilmastir.

5.3.2 Kara miirver cicek, meyve ve yaprak ekstrelerinin hazirlanmasi

Kurutulan S. nigra c¢igekleri ve yapraklart ogiitiilmiistiir. Dondurulan S. nigra
meyveleri ise 2 saat boyunca oda sicakligindan tutularak buzlari eritilmistir. 50 gram
yas kara miirver meyvesi (10:50, %96 etanol), 10 gram kara miirver yapragi (10:100,
%70 etanol) ve 10 gram kara miirver ¢igegi (10:150, %70 etanol) tartilmis ve belirtilen
coziiclilerle, belirtilen oranlarda 24 saat boyunca masere edilmistir. Whatman® Grade
1 filtre kagidi ile filtrelenen ekstrelerin ¢oziiciileri doner buharlastirict (Heidolph

Rotary Evaporator, Germany) ile uzaklastirilmistur.

5.3.3 Ekstrelerin sivi kromatografisi ve yiiksek rezoliisyonlu kiitle

spektrometresi (LC-HRMS) ile fenolik bilesen tayini yontemi

Kurutulmus ekstrelerin her birinden 250 mg alinmis ve 10 mL metanol igerisinde
¢Oziilmiistiir. Bunlar, berrak ¢ozeltilere doniisene kadar sonikasyona tabi tutulmustur.
Daha sonra ¢ozelti 0,45 um Millipore MillexHV filtre ile filtre edilmistir. Her ekstre
¢ozeltisinin 970 pL’sine metanol i¢indeki 1000 ppm stok ¢ozeltisinden 30 pL dahili

standart dihidrokapsaisin ¢ozeltisi ilave edilmistir.

LC-HRMS olgiimleri, Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE (Bremen, Almanya) kiitle
spektrometresi donanimli ESI iyon kaynagi ve Dionex sivi kromatografi (LC) sistemi
ile gerceklestirilmistir. Tarama araligit m/z 100-900 amu olarak ayarlanmis ve diger
kiitle parametreleri su sekilde kullanilmistir: gaz akis hizi: 45, yardime1 gaz akis hizi:
10, piiskiirtme voltaji: 3,80 kV, kapiler sicaklik: 320 °C, yardimc1 gaz 1siticisi sicaklik:
320 °C ve S-lens RF 50°dir. Bilesiklerin ayrilmasi igin bir Troyasil C18 kolonu (150
x 3 mm i¢ ¢ap, 5 um partikiil boyutu, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir. Mobil fazlar A
ve B sirasiyla %1 formik asit (EMSURE® Merck, Germany)-su ve %1 formik asit-
metanolden (Sigma-Aldrich, Germany) olusmustur. Gradyan programi 0-1,00 dk %50
A ve %50 B; 1,01-6,00 dk %100 B ve son olarak 6,01-15 dk %50 A ve %50 B idi.
Mobil fazin akis hizi 0,35 mL/dak idi. Kolon sicakligi 22°C’dir. Cevre kosullari
sicaklik 22,0 £ 5,0 °C ve bagil nem (50 + 15) % bagil nem olarak ayarlanmstir.
Bezmialem Vakif Universitesi Ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi (ILMER)
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Kiitliphanesi’nde bulunan bilesiklerin alikonma siireleri ve hedef iyonlar

karsilastirilarak bilesikler tanimlanmaistir.

5.3.4 In vitro sitotoksisite test protokolii

Insan alveoler adenokarsinom hiicresi (A549, CCL-185), insan meme adenokarsinomu
hiicresi (MCF-7, HTB-22) ve insan beyni glioma kanser hiicresi (U-118 MG, HTB-
15) hatlari, Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) elde edilmistir. Hiicreler,
FBS (fetal bovine serum) (%10) ve antibiyotik (%]1) ile saglanan uygun hiicre kiiltiiri
ortaminda tutulmus ve 37°C, %5 CO2 ve %90 nem ortaminda inkiibe edilmistir.
Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir ve maruz kalmadan 6nce bir gece boyunca
baglanmalarina izin verilmistir. Daha sonra hiicreler, farkli konsantrasyonlarda taze
DMSO ile ¢oziinmiis S. nigra ekstreleriyle muamele edilmistir. Maruz birakilmayan
hiicreler biiyiime kontrol gruplari olarak kabul edilmis ve %1 DMSO ile muamele
edilen hiicreler ¢oziicli kontrol gruplar1 olarak kabul edilmistir. 24 saat sonra her
kuyucuga 20 pL MTT ¢ozeltisi (0,5 mg/mL) ilave edilmis ve plakalar 3 saat daha
inkiibe edilmistir. Daha sonra iist faz atilarak MTT’nin canli hiicreler tarafindan
metabolize edilmesi sonucu ortaya ¢ikan formazan kristallerinin ¢oziilmesi i¢in 100
uL DMSO eklenmistir. Absorbans (OD), bir Thermofisher mikroplaka okuyucusu
(Massachusetts, ABD) tarafindan 590 nm’de 6l¢iilmiistiir. Canlilik ve dolayisiyla 6liim
orani, ¢Oziicli gruplarmma kiyasla hesaplanmistir. Sonuglar, hiicrelerin yarisinin
Oldirilmesinden sorumlu olan ortalama ICsp konsantrasyonu veya [Csg
hesaplamasinin imkénsiz olmas1 durumunda bundan sorumlu olan konsantrasyon ile

maksimum hiicre 6liimii oran1 olarak ifade edilmistir.

5.4 In Vivo Biyolojik Aktivite Testleri Icin Kullanilan Gereg ve Yéntemler

5.4.1 Bitkisel materyal

Kullanilan bitkisel materyallerden ¢igek ve yapraklar Mayis 2022, meyveler ise
Agustos 2022’de Balikesir Biiyiiksehir Belediyesi Cift¢i Egitim Merkezi’nde S. nigra
kiiltiirli yapilan alandan toplanmustir. Bitki materyali Prof. Dr. Murat Kartal tarafindan
Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi (Flora of Turkey and The East Aegean Islands)
4. Cilt kullanilarak tayin edilmistir [104]. Herbaryum o6rnekleri HERA1245 ve
HERA 1246 numaralariyla Altinbas Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda

bulunmaktadir. Toplanan S. nigra c¢igek ve yapraklart toplandiktan sonra
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kurutulmustur. Meyveler ise toplandiktan sonra kullanilacak zamana kadar -18 °C’ye

kaldirtlmistir.

5.4.2 Kara miirver meyvelerinde nem tayini

Dondurulmus olan kara miirver meyveleri 2 saat boyunca oda sicakliginda bekletilip
buzlar eritildikten sonra OHAUS MB 35 Nem Tayin Cihazi kullanilarak nem oranlari
tayin edilmistir. MB 35, dogru ve giivenilir bir sekilde droglarin nem igerigini kesin
olarak tayin edebilen bir nem tayin cihazidir. MB 35, 0,001g/0,002g okunabilirlik ve
%0,02'ye kadar tekrarlanabilirlik ile ¢aligma kapasitesine sahiptir. Halojen 1s1 kaynagi
kullanarak nem tayini yapar [105].

5.4.3 Kara miirver cicek, meyve ve yaprak ekstrelerinin hazirlanmasi

S. nigra’nin alt1 farkli ekstresi hazirlanmistir. Kurutulmus yapraklar ve gigekler,
mekanik bir Ogiitliiciide Ogiitiilmiistiir. Miirver meyveleri oda sicakliginda 2 saat
bekletilerek buzlari eritilmis ve daha sonra havanda ezilmistir. 100 gram kara miirver
meyvesi (1:10, %50 etanol), 100 gram kara miirver meyvesi (1:10, %100 su), 100 gram
kara miirver yaprag: (1:10, %50 etanol), 100 gram kara miirver yaprag: (1:10, %100
su), 100 gram kara miirver ¢igegi (1:10, %50 etanol) ve 100 gram kara miirver ¢icegi
(1:10, %100 su) tartilmis ve belirtilen ¢oziiciilerle, belirtilen oranlarda, 25°C’de 12
saatlik maserasyondan sonra ekstraktlar Whatman® Grade 1 filtre kagidindan
slizilmiigtiir. Ekstreler daha sonra bir Heidolph Doner Buharlastiricida (Almanya)

50°C’de azaltilmis basing altinda kuruyana kadar birer birer buharlagtirilmistir.

5.4.4 Total fenolik madde miktar tayini yontemi

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenmistir [106].
Bir dizi gallik asit seyreltisi hazirlanarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Tim
ekstrelerin ve gallik asit seyreltilerinin test ¢ozeltileri hazirlanmistir. Test ¢ozeltileri
104 pL distile su, 8 uL numune, 8 uL FCR ve 80 puL %7 Na2CQOg ile hazirlanmistir.
Test ¢ozeltileri 90 dakika boyunca karanlikta tutulduktan sonra 765 nm dalga boyunda
absorbanslar1t UV-Vis mikroplaka spektrofotometre cihazi (BioTek Epoch Microplate
Spectrophotometer, ABD) ile tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktari, gallik
asit kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem ile gallik asit esdegeri (GAE) olarak

verilmistir. 3 tekrarli calisilmisgtir.
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5.4.5 Total flavonoit madde miktar tayini yontemi

Ekstrelerin toplam flavonoit icerikleri aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemiyle
hesaplanmustir [107]. Bir dizi kersetin seyreltisi hazirlanarak bir kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Tium ekstrelerin  ve Kersetin seyreltilerinin test ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Test ¢ozeltileri, 134 uLL damitilmis su, 20 uL numune, 6 uL %10 AICI3
ve 40 pL CH3COONH;4 ile hazirlanmistir. Test ¢ozeltisi karanlikta 10 dakika
bekletildikten sonra 415 nm dalga boyunda absorbanslar1 UV-Vis mikroplaka
spektrofotometre cihazi (BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer, ABD) ile
tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktari, kersetin kalibrasyon egrisinden elde

edilen denklem ile gallik asit esdegeri (KE) olarak verilmistir. 3 tekrarl ¢alisilmistir.

5.4.6 Kara miirver ¢icek, meyve ve yaprak ekstrelerindeki rutin ve izokersitrin
miktarinin yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile analizi ve

yontem validasyonu

Kara miirver bitkisinin major flavonolleri rutin ve izokersitrinin, fotodiyot dizisi
detektorlii (PDA) yiiksek performanslh sivi kromatografisinde (HPLC) miktar tayini
icin metot gelistirilmis ve metot valide edilmistir. Metodun validasyonu USP “(1225)
Validation of Compendial Procedure”daki metot validasyonu kriterlerine goére
yapilmistir [108]. Hazirlanan 6 farkli ekstreden en az miktarda bu maddeleri i¢eren
miirver meyve su ekstresi (MMS) ve en fazla miktarda bu maddeleri iceren miirver

cicek etanol ekstresi validasyon asamasinda numune olarak kullanilmistir.
Cihaz: Shimadzu LC 5020
Dedektor: Photodiode Array Detector (PDA)

Kolon: GL Sciences Inc. InertSustain C-18, Serial N0:22E0328078 (5 um x 250 x 4.6

mm)

Dalga boyu: 350 nm

Enjeksiyon: 10 pL

Firm sicakligr: 30 °C

Mobil faz (A): Asetonitril

Mobil faz (B): %0,3 orto-fosforik asit - su

Akis hiz1: 0,4 mL/dk
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Akis tipi: gradyan

Akis programi:

Dk 0-5 — Mobil faz B: %100

Dk 5-10 — Mobil faz B: %100 = %70
Dk 10-15 — Mobil faz B: %70

Dk 15-20 — Mobil faz B: %70 - %100

Dk 20-35 — Mobil faz B: %100.

5.4.6.1 Sistem tekrarlanabilirligi

%100’ lik standart ¢ozeltisi hazirlanarak 6 kez sisteme enjekte edilir. Bitki ekstresi
tizerinde bir standartlastirma yapilacagindan dogrusallik denklemlerinin orta noktalari

%100 konsantrasyon olarak belirlenmistir.

Kabul Kriteri: %RSD (%Bagil standart sapma) < %2,0

5.4.6.2 Sistem uygunlugu
%100’ lik standart ¢ozeltisi hazirlanir, sistem uygunluk parametrelerine bakilir.
Kabul kriteri: %RSD < %?2,0

Ardisik iki enjeksiyonda pik alanlarindaki degisim %1’den fazla olmamalidir.

5.4.6.3 Secicilik

Bos ¢oziiciden ve mobil faz sisteminden kaynaklanan herhangi bir girisim olup

olmadigini incelemek amaciyla yapilir.

5.4.6.4 Dogrusallik

Ekstre analizi i¢in planlanan konsantrasyonun en az bes nokta olacak sekilde
%konsantrasyonlar1 hazirlanir. Hazirlanan standart ¢ozeltiler sisteme 3 kez verilir.
%100’liik standarttan ise 6 kez verilir. (Biitiin konsantrasyonlar 6 kez sisteme
verilmistir). Her konsantrasyonda elde edilen ortalama alanlarin konsantrasyonlara
kars grafigi cizilerek, dogrusal regresyon analizi ile dogrunun egimi, ¢akisma noktasi

ve korelasyon katsayis1 hesaplanir.

Kabul Kriteri: R? > 0,995
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5.4.6.5 Uygulama arahg

Uygulama araligindaki en diisiik ve en yliksek konsantrasyondaki standart ¢ozeltisi

hazirlanir. 3 kez sisteme enjekte edilir.

Kabul Kriteri: Her iki seviye i¢in, %RSD < % 2,0.

5.4.6.6 Dogruluk

Standartlar1 en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonda iceren ekstreler tartilarak (MMS
ve MCE), test derisiminin %80, %100 ve %120 oranlarinda numune (her bir
numuneden 3 hazirlik olacak sekilde) hazirlanir. (MMS kuru esktresi ig¢in %100
derigim 300 mg/10 mL metot ¢oziiciisii -%60 MeOH-, MCE kuru ekstresi i¢in %100

derigim 150 mg/10 mL metot ¢oziiciisti kabul edilmistir.)
%Geri kazanim=(Deneysel miktar/Teorik Miktar )*100

Kabul Kriteri: Her bir konsantrasyonda elde edilen %geri kazanim %98-%102

arasinda olmalidir.

%RSD < %2,0 olmalidir.

5.4.6.7 Kesinlik
Kesinlik-tekrarlanabilirlik:

Analitik teknigin, ayn1 laboratuvarda, ayni analist ile ayn1 cihaz ile arka arkaya 6 fakli
kez hazirlanan numunenin analitik metoda gore calisilmasi ile alinan test sonuglarinin

birbirine yakinlik derecesinin 6l¢iilmesidir.
Kabul Kriteri: %RSD <% 2,0
Kesinlik-ortam kesinligi:

Analitik teknigin ayn1 laboratuvarda, farkli analist, farkli giin, farkli cihaz ve ayni tip
farkli bir kolon ile yontemlerden bir tanesi ya da birkaci kullanilarak ayni numuneden
metoda gore c¢alisilmasi ile alinan birden fazla test sonucunun birbirine yakinlik

derecesi Olciiliir.

Her sete ait %RSD ve 2 sete ait ortalama %RSD degerleri ve ortalamalar arasindaki

fark hesaplanir.

Kabul Kriteri:
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Ardisik olarak calisilan 6rneklerden elde edilen sonuglar i¢in; %RSD < %2,0
[ki farkli analist arasindaki ortalama deger arasindaki %fark <% 2,0

%Fark= ((X Deger - Y Deger) / Y Deger) * 100

5.4.6.8 Saglamhk

Uygulanan analitik teknigin calisma ortamindaki stabilitesinin test edilmesidir.
Metodun sistem uygunluk parametrelerinin gecerliligi saglanarak belirlenir. Metot
parametrelerinde (kolon sicakligi, mobil faz asit orani, gradyan degisimi, akis hizi

degisimi vb.) farkli varyasyonlarla yapilan degisiklik ile olgiiliir.

Kabul Kriteri: Yontemde kasitlt yapilan degisikliklerden sonra tayin edilen sonuglar
arasindaki %fark % 2,0’yi gegcmemelidir.

5.4.6.9 Stabilite

Hazirlanan numune ¢6zeltisi ve standart ¢ozeltisi belirlenen sicaklikta ve siirede

bekletilerek tekrar analiz edilir.

Kabul kriteri: %Fark < 2,0

5.4.6.10 Tayin simr1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir1 (LOD)
Tayin simir1 (limit of quantification, LOQ):

Bir analitik yontemin nicelik siniri; 6rnekteki bilesenin kabul edilebilir dogruluk ve
kesinlikle tayin edilebilen en diisiik konsantrasyonudur. Hesaplanma denklemi 5.1°de

gosterilmistir.

Kabul Kriteri:

Gorsel degerlendirme
Sinyal/giiriiltii oran

Dogrusallik calismasi

LOO = 100
0=

(5.1)
o: En kiigiik konsantrasyondaki standart alanlarinin standart sapmasi

S: Regrasyon dogrusunun egimi
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Gozlenebilme sinir1 (limit of detection, LOD):

Ornekteki bilesenin belirlenebildigi ancak kantitatif siirlar icerisine girmeyen en
diisiik konsantrasyonudur. Bu miktarin ger¢ek deger olarak belirlenmesi gerekmez.

Hesaplanma denklemi 5.2°de gosterilmistir
Kabul Kriteri:

Gorsel degerlendirme

Sinyal/giiriiltii oran

Dogrusallik ¢alismast

Lond 3,30
S

(5.2)
o: En kii¢lik konsantrasyondaki standart alanlariin standart sapmasi

S: Regrasyon dogrusunun egimi

5.4.7 Kara miirver meyve ekstrelerindeki siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-

sambubiozit miktar tayini icin kullanilan HPLC-PDA metodu

5.4.7.1 Standart siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-3-sambubiozit ¢ozeltilerinin

hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi i¢in siyanidin-3-glikozit kloriirden 0,01% HCI ¢ozeltisi igerisinde
0,2; 0,7; 16,2; 46,3; 116 ve 232 ng/mL’lik konsantrasyonlarda siyanidin-3-glikozide
esdeger standart cozeltileri hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi igin Siyanidin-3-
sambubiozit kloriirden 0,01% HCI ¢ozeltisi icerisinde 0,15; 0,75; 1,49; 4,47; 7,45 ve
11,12 pg/mL’lik konsantrasyonlarda siyanidin-3-sambubiozite esdeger standart
cozeltileri hazirlanmistir. Standart ¢ozeltileri 0.45 pum filtreden gegirilerek viallere
alimmistir. PDA dedektorliic HPLC cihazinda bu standart ¢ozeltileri ile kalibrasyon

egrisi olusturulmustur.

5.4.7.2 Kromatografik kosullar

Analizler PDA dedektorliit HPLC cihaziyla (Shimadzu LC 5020) yapilmistir. Kolon
olarak GL Sciences Inc. InertSustain C-18, Serial No:22E0328078 (5 um, 250x4.6
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mm) kullanilmigtir. Mobil faz olarak ise su, asetonitril, formik asit (81:9:10, v/v/v) (A)
izokratik olarak kullanilmistir. Akis hizi dakikada 1 mL olacak sekilde analizler
yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL olup kolon sicakligi 25 °C’de tutulmustur. 525
nm dalga boyunda elde edilen kromatogramlardan alan hesabi yapilmistir [109].

5.4.7.3 Ekstrelerin nicel analizi

Analiz ornekleri, ekstrelerden 1,5 g ekstre 0,01% HCI ¢ozeltisi ile ¢oziindiiriilerek 25
mL’ye tamamlanmas:1 sonucu hazirlanmistir. Ornekler igerisindeki siyanidin-3-
glikozit ve siyanidin-3-sambubiozit miktarlar1 kalibrasyon egrisinden elde edilen

formiillerden hesaplanmustir.

5.4.8 Ekstrelerin LC-HRMS ile fenolik bilesen tayini yontemi

“5.3.3 Ekstrelerin sivi kromatografisi ve yiliksek rezoliisyonlu kiitle spektrometresi
(LC-HRMS) ile fenolik bilesen tayini yontemi” bashginda aciklanan metot

kullanilmistir.
5.4.9 In vivo anti-obezite aktivite ¢calismalari

5.4.9.1 Deney hayvanlari

Deneylerde Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan temin edilen 200-250 g
agirliginda, erkek, Wistar albino ratlar kullanilmistir. Hayvanlar standart sartlar altinda
12 saat aydinlik-12 saat karanlik 151k periyodunda bekletilmis ve standart pellet yem/su
ile beslenmistir (ad libitum) [110].

5.4.9.2 Deney protokolii

Deneysel ¢alismalar giin igerisinde, 10:00-18:00 saatleri arasinda gerceklestirilmistir.
Biitiin calismalar uluslararasi etik kurallar dogrultusunda, hayvan haklarini suistimal

etmeksizin yapilmistir.
Test numunelerinin hazirlanmasi

Biyolojik aktivite deneylerinde, test numuneleri %0,5’lik sodyum karboksimetil
selilloz (CMC) ¢ozeltisi igerisinde, gerekli durumlarda ultrasonik banyo yardimiyla
siispanse edilerek, deney hayvanlarina 6zel mide gavaji vasitasiyla oral yolla 100

mg/kg dozda uygulanmistir. Kontrol grubu hayvanlarina ise sadece test numunelerinin
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hazirlanmasinda kullanilan %0,5’lik CMC verilmistir. Deneylerde, test numuneleri 7

hafta boyunca siganlara uygulanmistir [110].

Referans madde

Referans madde olarak kullanilan Orlistat 5 mg/kg doz olacak sekilde %0,5’lik
karboksimetil seliiloz icerisinde siispanse edilerek hazirlanmig ve hayvanlara gastrik

gavaj yoluyla giinde bir kez olmak kaydiyla deney siiresi boyunca uygulanmaistir.
Deney gruplar

Her grup i¢cin minimum 7 rat kullanilmistir. Deneyler 7 hafta boyunca devam ettirilmis
ve kullanilan si¢canlarin agirlik takibi haftalik periyotlar halinde yapilmistir. Sicanlar
bireysel kafeslerde barindirilmis ve asagida belirtildigi gibi 15 gruba ayrilmistir (Tablo
5.2).

Tablo 5.2: Deney gruplari

Gruplar Uygulama
%0,5’1ik CMC siispansiyonu (1mL/kg/p.0.) +
Standart pellet yem

%0,5’lik CMC siispansiyonu (1mL/kg/p.o.) + %40
dana eti i¢eren yiiksek yagh diyet yemi

Kontrol grubu

Negatif kontrol grubu

Test numuneleri gruplar:
(6 adet)

Miirver yapraklari etanol-su ekstresi
Miirver yapraklari sulu ekstresi
Miirver ¢igekleri etanol-su ekstresi
Miirver ¢igekleri sulu ekstresi
Miirver meyveleri etanol-su ekstresi
Miirver meyveleri sulu ekstresi

%0,5’lik CMC stispansiyonu igerisinde siispanse
edilmis test numuneleri (100 mg/kg, p.o) + %40
dana eti i¢eren yiiksek yagh diyet yemi

Orlistat (5 mg/kg doz) + %40 dana eti i¢eren yliksek

Referans madde grubu AR .
yagl diyet yemi

5.4.9.3 Biyokimyasal analizler

Serum parametrelerinin ol¢iimii

7 haftalik deney siiresinin sonunda sicanlar oldiiriildiikten sonra gogiis kafesleri
acilmig ve kalpten alinan kan Ornekleri antikoagiilansiz tiipe alimmistir. Oda

sicakliginda pihtilagsmasi beklendikten sonra 1000 g’de 10 dakika santrifriij edilerek

serumlari elde edilmistir. Elde edilen serumlar 1.5 mL’lik ependorf tiiplere konularak
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Olgiimler yapilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir [110]. Elde edilen serum
orneklerinde insiilin (Cat. EZRMI-13K), trigliserit, HDL, LDL, adiponektin (Human
Diagnostica. GmbH, Germany), leptin (Cat. EZRL-83K), serbest T3 (DSL-10-41100),
serbest T4 (DSL-10-40100i), TNF-a, IL-1B ve lipaz diizeyleri ticari kitler kullanilarak
Olgtlmistiir [111].

HDL-C tayini

Esterlesmemis kolestroliin N, N-bis (4-sulfobiitil)-m-toluidin-disodyum (DSBmT) ile
reaksiyonu sonucunda ag¢iga ¢ikan renksiz iiriiniiniin kolestrol esteraz enzimi ile renkli

bilesige doniistiiriilmesi ile olusan HDL-C miktarinin dlglilmesi esasina dayanan bir

yontemdir [110, 112].

Serum HDL-C diizeyleri, Dimension RL Max otoanalizor cihazi kullanilarak mg/dL

cinsinden hesaplanmustir [110].
LDL-C tayini

Cok diisiik dansiteli lipoprotein, HDL ve silomikronlarin belirli kosullar altinda
parcalanarak LDL-C’ye doniistiiriilmesi ve bundan enzim ve surfaktanlar yardimi ile
renkli bilesiklerin olusturularak absorbansinin dlgiilmesi esasina dayanan bir

yontemdir [110, 112].

Serum LDL-C diizeyleri, Hitachi Moduler otoanalizér cihazi kullanilarak mg/dL
cinsinden Ol¢tilmiistiir [110].

Trigliserit tayini

Lipoprotein lipaz enzimi araciligiyla trigliseritlerden agiga ¢ikan gliseroliin, gliserol
kinaz ile fosoforilasyonu sonucu olusan gliserol-3-fosfatin gliserol-3-fosfat oksidaz
enzimi ile okside olarak dihidroksiaseton fosfat ve hidrojen peroksite doniismesi ve

bundan 4-klorofenol ile H>O2 varliginda kuinoniminin olugsmasi, olusan rengin 510 ve

700 nm’de absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanan bir yontemdir [110, 112].

Serum TG diizeyleri, Dimension RL Max otoanalizor cihazi kullanilarak, bikromatik

ug nokta teknigi ile mg/dL cinsinden hesaplanmustir [110].
Leptin diizeyinin ol¢iilmesi

Leptin diizeyleri ELISA kit kullanilarak Olclilmiistiir. Reajanlar, ornekler ve

standartlar Uiretici talimatlarina gore hazirlanmis ve kuyucuklara 100 pL ilave edilerek
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1 saat inkiibe edilmistir. Kuyucuklar bosaltilarak yikama ¢ozeltisi ile yikandiktan
sonra kuyucuklara 100 puL biotinle isaretlenmis antikor ¢ozeltisi eklenmis ve 1 saat
inkiibe edilmistir. Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikandiktan sonra lizerine 100
uL streptavidin-HRP konjugati eklenerek 30 dakika inkiibe edilmis ve yikanmistir.
Yikamadan sonra 100 pL substrat ¢ozeltisi ilave edilerek 10 dakika inkiibe edilmis ve
son olarak 100 uL durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek 450 nm’de okuma yapilmistir

[110].
IL-1B ve TNF-a seviyelerinin 6l¢iimii

IL-1B ve TNF-a seviyeleri ELISA kitler kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Reajanlar, 6rnekler
ve standartlar iiretici talimatlarina gore hazirlanmistir. 100 pL standart ve test
numunesi 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna konulmus ve 37 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her kuyucuktan sivilar c¢ikarilmis ve
kuyucuklara 100 pL biotin antikor ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklar 3 kez yikama ¢ozeltisi ile
yikandiktan sonra kuyucuklar bosaltilmis ve her kuyucuga 100 pL yaban turpu
peroksidazi (HRP)-avidin ilave edilerek tekrar 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kuyucuklar bosaltilarak 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 90
L 3,3".5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) substrat1 eklenerek ve 37 °C’de 30 dakika
karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Son olarak 50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave

edilip 450 nm’de ELISA mikroplaka okuyucu ile okuma yapilmistir [110].
Lipaz enzim inhibisyonu tayini

Test numuneleri 0.1 M Tris-HCI tamponu (pH=8.0) ile mikroplaklardaki son
konsantrasyonlari 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL olacak sekilde diliie edilmistir. Lipaz
inhibisyon diizeyleri, substrat olarak p-nitro fenil butirat (p-NPB) (CAS:2635-84-9)’1n
kullanildig1 modifiye yontemle gergeklestirilmistir [113-115]. Lipaz inhibitor etkiye
sahip olan orlistat, referans madde olarak kullanilmistir. Orlistat, tampon ¢ozelti ile
mikroplaktaki son konsantrasyonlar1 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/mL olacak sekilde
diliie edilmistir. Orneklerin absorbans &lgiimleri 405 nm dalga boyunda 96 kuyucuklu
mikroplak kullanilarak, spektrofotometrede gergeklestirilmistir. Her bir 6rnege ait, her

bir konsantrasyon 3 paralel olarak ¢aligilmistir [110].

Deney sonucunda belirlenen % enzim inhibisyon degerleri ve ait oldugu

konsantrasyonun logaritmasi (ordinat ve absis) seklinde grafige gecirilmis ve
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olusturulan grafik denkleminden 6rneklerin lipaz enzim {iizerine olan ICso degerleri
belirlenmistir. Calisilan doz aralig1 disinda ICso degerine sahip drnekler, lipaz inhibitor

etkili olarak degerlendirilmemistir [110].
Istatistiksel analiz

Caligsma sonucunda si¢canlarin haftalik agirliklari, haftalar aras1 agirlik farki ve haftalar
arast % agirhik degisimleri, biyokimyasal parametrelere ait veriler istatistiksel
ortalamazstandart sapma olarak hesaplanmstir. Istatistiksel analizlerde GraphPad
Prism 6.0 (San Diego, CA, ABD) programi kullanilmistir. Tiim parametrelerde
ANOVA testi yapilmis ve ardindan Dunnett testi uygulanmistir [110].

5.5 Kara Miirver ve Ekinezya Ekstreleri iceren Formiilasyon Olusturulmasi

5.5.1 Formiilasyonun hazirlanmasi
Miirver ekstresinin hazirlanmasi:

25 gram kuru miirver (Sambucus nigra L. - FITOMER marka) 6giitiilmiistiir. 125 g su,
125 g gliserin ve 25 mL etanol ile oda sicakliginda 4 saat boyunca manyetik karistirict

aracilifiyla karigtirilmistir. Olusan ekstre filtre kagidiyla siiztilmiistiir.
Ekinezya ekstresinin hazirlanmasi:

25 gram ekinezya (Echinacea purpurea (L.) Moench - BACEM marka) 6giitiilmiistiir.
125 g su, 125 g gliserin ve 25 mL etanol ile oda sicakliginda 4 saat boyunca manyetik

karistirict araciligiyla karistirilmistir. Olusan ekstre filtre kagidiyla siiziilmiistiir.

Daha sonra hazirlanan ekstrelerden ve belirtilen diger maddelerden asagida belirtilen

miktarlarda alinmastir.

e 150 mL miirver ekstresi

e 150 mL ekinezya ekstresi

e 9,9 g L-askorbik asit

e 3 gram ¢inko (10,071 gram ¢inko asetat formunda)
e 450 mg potasyum sorbat

e 450 mg sodyum benzoat

Bir araya getirildikten sonra formiilasyon oda sicakliginda 1 saat boyunca manyetik

karigtiricida  karistinnllmistir.  Baslangic analizi i¢in bir kismi ayrildiktan sonra
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formiilasyon 9 siseye boliinerek siselenmistir. 1, 2 ve 3 kodlu 3 sise stabilite kabinine
(25 °C£2°C /%60 BN + %5 BN); 4, 5 ve 6 kodlu 3 sise oda sicakligina (25 °C); 7, 8
ve 9 kodlu 3 sise de buzdolabina (4 °C) kaldirilmustir.

5.5.2 Formiilasyonun askorbik asit miktarimin HPLC-PDA ile takip edilmesi

5.5.2.1 Standart L-askorbik asit ¢cozeltilerinin hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi i¢in L-askorbik asitten, metafosforik asit (%15 m/m) ¢ozeltisi
igerisinde 0,03; 0,17; 0,62; ve 0,84 mg/mL’lik konsantrasyonlarin standart ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Standart ¢ozeltileri 0.45 pum filtreden gegirilerek viallere alinmustir.
PDA dedektorli HPLC cihazinda bu standart g¢ozeltileri ile kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

5.5.2.2 Kromatografik kosullar

Analizler PDA dedektérlit HPLC cihaziyla (Shimadzu LC 5020) yapilmistir. Kolon
olarak GL Sciences Inc. InertSustain C-18, Serial No:22E0328078 (5 um, 250x4.6
mm) kullanilmigtir. Mobil faz olarak ise metanol (A) ve pH=3"¢ fosforik asit ile
ayarlanmisg H2O (B), 5:95 oraninda izokratik olarak kullanilmigtir. Akis hiz1 dakikada
1 ml olacak sekilde analizler yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL olup kolon sicakligi
20 °C’de tutulmustur. 254 nm dalga boyunda elde edilen kromatogramlardan alan

hesab1 yapilmistir [116].

5.5.2.3 Orneklerin nicel analizi

Analiz ornekleri formiilasyondan 0,5 mL alinarak 25 mL’ye metafosforik asit (%15
m/m) ¢dzeltisi ile tamamlanmasi sonucu hazirlanmistir. Ornekler igerisindeki L-

askorbik asit miktar1 kalibrasyon egrisinden elde edilen formiilden hesaplanmistir.
5.5.3 Formiilasyonun toplam fenolik ve flavonoit madde miktarlarimn takip
edilmesi

“5.4.4 Total fenolik madde miktar tayini yontemi” ve “5.4.5 Total flavonoit madde
miktar tayini yontemi” basliklarinda yer alan metotlar kullanilarak fenolik ve flavonoit

madde miktarlarinin analizi 0-1-3. aylarda yapilmistir.
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5.5.4 Formiilasyonun toplam antosiyanin miktarlarinin takip edilmesi

Analiz Ornekleri numunelerin 1:10 oraninda %0,1 HCI-MeOH ¢ozeltisi ile
seyreltilmesi sonucu elde edilmistir. Absorbans dl¢iimleri 528 nm’de yapilmais, “5.2.2
Spektrofotometrik toplam antosiyanin analiz yontemi” baghiginda kullanilan

yontemdeki kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplamalar yapilmistir.
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6. BULGULAR ve TARTISMA

6.1 Miirver (Sambucus nigra) Seleksiyon Islahi TAGEM Tarimsal Arastirmalar
ve Politikalar Genel Miidiirliigii Projesi Kapsamindaki Kara Miirver

Orneklerinin Toplam Antosiyanin Miktarlar

Toplam antosiyanin miktar tayini i¢in siyanidin-3-glukozit kloriir ile spektrofotometre

cihazinda olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil 6.1°de verilmistir.

0,800

0,700 y=0,0341x-0,0021
0,600 R*=0,9998
0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (mg/L)

Absorbans

Sekil 6.1: Siyanidin-3-glukozit kloriiriin UV-Vis mikroplaka spektrofotometresi ile
olusturulan kalibrasyon egrisi.

TAGEM tarafindan génderilen kurutulmus 121 farkli kara miirver drneklerinin her
birinin 100 graminda bulunan toplam antosiyanin miktari (gram) Sekil 6.1’de yer alan
kalibrasyon egrisi denklemi sayesinde siyanidin-3-glukozit kloriir cinsinden
hesaplanmistir. Sonuglar asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 6.1).

Tablo 6.1: Miirver (Sambucus nigra) Seleksiyon Islahit TAGEM Tarimsal

Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigli projesi kapsamindaki kara miirver
orneklerinin toplam antosiyanin miktarlari.

Toplanma - Absorbans %Antosiyanin Standart
Ornek kodu
yili ortalamasi ortalamasi sapma
2021 Afyon 1 0,6855 0,5010 0,0150
2021 Afyon 2 0,4341 0,3167 0,0171
2021 Afyon 3 0,8159 0,5966 0,0287
2021 BACEM 1 0,4520 0,3299 0,0086
2021 BACEM 2 0,5370 0,3922 0,0183
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2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2022

2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022

2022

BACEM 3
BACEM 4
Balya
Bergama 1
Bergama 2*
Bergama 3
Bergama 4
Bergama 5
Bergama 6-1
Bergama 6-2
Bigadic 1
Bigadic 2
Bigadi¢ 3
Bigadic 4
Bigadi¢ 5
Bozdag 1
Bozdag 2
Bozdag 3
Bozdag 4
Bozdag 5
Bozdag 6
Bozdag 7
Bozdag 8
Bozdag 9
Bozdag 10
Bozdag 11
Bozdag 12
Bozdag 13
Dursunbey
Havran 1
Havran 2
Havran 3
Havran 4
Havran 5
Kiitahya 1
Kiitahya 2
Kiitahya 3
Afyon Sinanpasa
Yildirim 1-1
Afyon Sinanpasa
Yildirim 2
Bergama 1
Bergama 2
Bergama 3
Bergama 4 Yukaribey
Kirnali Yolu
Bergama 5 Tavuk
Ciftligi
Bergama 6 Kdoyici
Camavlu
Bergama 7
Karaveliler Koyici
Bergama 8 Kirnali
Koyt

0,3060
0,4436
0,3625
1,5332
1,1646
1,4172
1,0682
1,5805
0,7568
0,4097
0,6620
0,4475
0,4761
0,1670
0,3530
1,0008
1,0434
0,7184
1,1896
0,7220
1,4932
1,9114
1,4426
1,2659
1,4740
0,6681
0,6714
0,2680
0,1851
0,6209
0,4081
0,7773
0,6801
0,4873
0,4921
0,4859
0,3625

0,7113

0,8487

0,6745
0,6470
0,6453

0,7340
0,7937
1,5416
1,6082

1,7667

0,4457
0,3237
0,2642
1,1225
1,7045
1,0374
0,7816
1,1572
0,5533
0,2988
0,4838
0,3265
0,3475
0,1209
0,2573
0,7322
0,7634
0,5252
0,8706
0,5278
1,0932
1,3998
1,0561
0,9265
1,0791
0,4883
0,4907
0,1949
0,1342
0,4537
0,2977
0,5683
0,4971
0,3557
0,3592
0,3547
0,2642

0,5200

0,6207

0,4929
0,4728
0,4715

0,5366
0,5804
1,1287
1,1775

1,2937

0,0230
0,0102
0,0212
0,0634
0,0141
0,1288
0,1076
0,0051
0,0272
0,0072
0,0193
0,0033
0,0200
0,0072
0,0104
0,1259
0,0741
0,0484
0,1218
0,0222
0,1854
0,2659
0,1995
0,0797
0,1769
0,0430
0,0232
0,0145
0,0019
0,0197
0,0188
0,0192
0,0156
0,0124
0,0124
0,0098
0,0212

0,0217

0,0432

0,0318
0,0044
0,0214

0,0309
0,0259
0,2305
0,1291

0,0491

51



2022

2022

2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022

Bergama 8-2 Kirnali
Koyt Girisi
Bergama 9-1

Yukaribey
Bigadi¢ Akyar 1
Bigadi¢ Akyar 2
Bigadi¢ Akyar 3
Bigadi¢ Akyar 4
Bigadi¢ Akyar 5
Bigadi¢ Akyar 6
Bigadi¢ Akyar 7
Bigadi¢ Akyar 8

Bolu 1
Bolu 2
Bolu 3
Bolu 4
Bolu 5
Bolu 6
Bolu 7
Bolu 8
Bolu 9
Bolu 10
Bolu 11
Bolu 12
Bolu 13
Bolu 14
Bolu 15
Bolu 16
Bolu 17
Bolu 18
Bolu 19
Bolu 20
Bolu 21
Bolu 22*
Bolu 23
Bolu 24
Bolu 25
Bolu 26
Bolu 27
Bolu 28
Bozdag Uretim

Bozdag 1

Bozdag 1-1

Bozdag 1-2

Bozdag 2-1-14
Bozdag 2-14

Bozdag 3

Bozdag 4-1

Bozdag 4-2

Bozdag 5-1

Bozdag 5-2

Bozdag 6

Bozdag 7

Bozdag 8

Bozdag 9

0,9056

1,0089

0,5161
0,8464
0,3711
0,8687
0,5074
1,6311
0,6495
0,6790
1,0460
1,2420
1,4561
0,4934
0,6451
0,4726
0,5606
0,8959
0,9133
0,2573
0,9666
1,4484
0,9128
0,3876
0,3540
0,0412
1,5163
1,1612
0,6184
1,2184
1,7330
1,0193
1,7767
1,8907
0,8131
1,8903
0,9030
0,6589
1,0505
0,7320
1,1154
1,1077
1,1390
1,1019
1,2416
0,4660
0,9541
0,6476
1,0143
0,9813
0,6708
0,8494
0,9831

0,6624

0,7381

0,3769
0,6190
0,2705
0,6353
0,3705
1,1943
0,4746
0,4963
0,7653
0,9090
1,0660
0,3602
0,4714
0,3449
0,4094
0,4094
0,6680
0,1871
0,7071
1,0604
0,6677
0,2826
0,2580
0,0286
1,1101
0,8498
0,4519
0,8917
1,2690
1,4930
1,3011
1,3846
0,5945
1,3843
0,6605
0,4815
0,7686
0,5351
0,8162
0,8106
0,8335
0,8063
0,9087
0,3401
0,6980
0,4732
0,7421
0,7179
0,4903
0,6212
0,7192

0,0097

0,0877

0,0109
0,0326
0,0289
0,1152
0,0246
0,1125
0,0784
0,0078
0,0818
0,0467
0,0403
0,0049
0,0442
0,0037
0,0368
0,0368
0,0270
0,0109
0,0353
0,0894
0,0256
0,0428
0,0183
0,0001
0,0209
0,0641
0,0242
0,0164
0,0260
0,0722
0,1040
0,0834
0,0285
0,0936
0,0124
0,0346
0,0352
0,0108
0,0666
0,0690
0,0222
0,0359
0,0060
0,0235
0,0199
0,0125
0,0149
0,0499
0,0254
0,0514
0,0513
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2022 Bozdag 10 1,3275 0,9717 0,0370

2022 Bozdag 12 1,1433 0,8366 0,0090
2022 Bozdag 13 1,2575 0,9204 0,0526
2022 Bozdag 14-1 1,5823 1,1585 0,0303
2022 Bozdag 14-2 1,0804 0,7906 0,0179
2022 Bozdag 15 0,6408 0,4682 0,0178
2022 Bursa 31 0,7364 0,5383 0,0336
2022 Bursa 32 Yenisehir 0,4811 0,3511 0,0151
2022 Kiitahya Arpali 1 0,6877 0,5026 0,0140
2022 Kiitahya Arpali 2 0,3846 0,2804 0,0049
2022 Kiitahya Arpali 2-1 0,9902 0,7244 0,0124
2022 Kiitahya Arpali 3 0,9773 0,7149 0,0329
2022 Kiitahya Arpali 4 0,6013 0,4393 0,0207
2022 Kiitahya Arpali 11 0,5884 0,4299 0,0203
2022 Yalova 1 1,5999 1,1714 0,0539
2022 Yalova 29 1,4323 1,0486 0,0335

* Absorbans asimi sebebiyle 2 kat daha seyreltilen 6rneklerdir.

Calisma sonucunda toplam antosiyanin miktarinin en fazla oldugu tespit edilen 5

ornege asagidaki tabloda yer verilmistir (Tablo 6.2).

Tablo 6.2: Toplam antosiyanin miktari en fazla olan 5 6rnek.

%Toplam antosiyanin miktari

Toplanma yih  Numune kodu (Ortalama + Standart Sapma)

2021 Bergama 2 1,7045 + 0,0141
2022 Bolu 22 1,4930 + 0,0722
2021 Bozdag 7 1,3998 £+ 0,2659
2022 Bolu 24 1,3846 + 0,0834
2022 Bolu 26 1,3843 + 0,0936

6.2 In Vitro Sitotoksisite Testi Icin Hazirlanan Ekstrelerle ilgili Bulgular

6.2.1 Ekstrelerin verimleri

425,4 mg miirver meyvesi kurutulmus ekstresi (%0,85 verim), 1,9615 g miirver
yapragl kurutulmus ekstresi (%19,62 verim) ve 1,9591 g miirver ¢igegi kurutulmus
ekstresi (%19,60 verim) elde edilmistir.

6.2.2 Ekstrelerin LC-HRMS bulgular:

Her ti¢ ekstre de igerikleri agisindan LC-HRMS ile analiz edilmistir. Daha sonra
ekstrelerden droglara orant1 ile gegis yapilmis; taze meyve, kurutulmus yaprak ve
kurutulmus ¢igeklerdeki her bilesigin miktart hesaplanmistir. Rutin (78,1890 mg/100
kg taze miirver), klorojenik asit (14,1580 mg/100 kg taze miirver) ve hiperozit (6,0910

mg/100 kg taze miirver) miktarlar1 taze miirver meyvesinde nispeten yiiksek
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bulunmustur. Klorojenik asit (105,7338 mg/100 g kuru yaprak), fumarik asit (93,0616
mg/100 g kuru yaprak) ve rutin (73,7087 mg/100 g kuru yaprak) miktarlar1 kurutulmus
miirver yapraklarinda nispeten yiiksek bulunmustur. Rutin (231,5114 mg/100 g kuru
cigek), fumarik asit (101,5408 mg/100 g kuru ¢igek) ve hiperozit (19,1591 mg/100 g
kuru ¢igek) miktarlart kurutulmus miirver ¢igeklerinde nispeten yiiksek bulunmustur

(Tablo 6.2). Her ekstrenin kromatogramina asagida yer verilmistir (Sekil 6.2-6.4).

Tablo 6.3: LC-HRMS bulgularina gore miirver meyve, yaprak ve ¢i¢eklerindeki
fenolik bilesiklerin miktarlar

Bilesik Rolatif mg/100 kg mg/100 g mg/100 g
belirsizlik (%)  taze meyve kuru yaprak kuru cicek
(-)-Epigallokatesin 3,09 0,0480 - 0,0045
Klorojenik asit 3,58 14,1580 105,7338 58,8815
Fumarik asit 2,88 - 93,0616 101,5408
(-)-Epikatesin 3,17 0,0870 - 0,0081
Kafeik asit 3,74 - 0,4547 1,2641
Rutin 3,07 78,1890 73,7087 231,5114
Hiperozit 3,46 6,0910 2,2531 19,1591
Dihidrokemferol 2,86 0,0070 - 0,1781
Apigenin-7-glukozit 3,59 0,0020 - -
Kersitrin 3,78 0,0590 0,2274 3,1312
Kersetin 2,95 0,4520 0,0357 0,8843
Naringenin 4,20 0,1350 0,0143 12,1588
Luteolin 3,42 0,0280 - -
6—OH—Lute0_I|n—7— 2.99 0,3820 i i
glukozit
Kemferol 3,56 - - 0,2658
3'-O-Metil kersetin 3,58 - - 0,4159
Apigenin 2,87 - 0,009 0,0063
Krizin 3,24 - 0,0062 -
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Sekil 6.2: In vitro sitotoksisite testi i¢in hazirlanan miirver meyve ekstresinin LC-
HRMS kromatogramlari
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Sekil 6.3: In vitro sitotoksisite testi i¢in hazirlanan miirver yaprak ekstresinin LC-
HRMS kromatogramlari
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Sekil 6.4: In vitro sitotoksisite testi i¢in hazirlanan miirver ¢igek ekstresinin LC-
HRMS kromatogramlari

6.2.3 Ekstrelerin in vitro sitotoksisite testi bulgular:

Sonuglar hiicrelerin yarisinin  6ldiiriilmesinden sorumlu olan ortalama ICso
konsantrasyonu olarak ifade edilmistir. ICso hesaplamasinin imkansiz olmasi
durumunda bundan sorumlu konsantrasyonla birlikte maksimum hiicre 6liimii orani
olarak ifade edilmistir. Test sonuglar1 U-118 MG hiicrelerinin diger hiicre hatlarina
gore daha duyarli oldugunu gostermektedir. U-188 MG hiicrelerinde ICso, yapraklar
ve cicekler icin sirasiyla 97,06 ve 124,60 ng/mL olarak hesaplanirken maksimum
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hiicre 6limii, 150 pg/mL meyve ekstrelerinde %32,9 idi. A549’da maksimum hiicre
oliimii, 150 pg/mL yaprak ekstresinde %21 idi ve MCF-7 hiicre hattinda maksimum
hiicre 6liimii oran1, 150 pg/mL yaprak ekstresinde %25,5 idi. Hem A549 hem de MCF-
7 hiicre hatlarinda c¢igek ekstreleri Oonemli sitotoksisite gostermezken, meyve

ekstresinin sitotoksisitesi bu iki hiicre hattinda %12,3’ten azd1 (Tablo 6.4).

Tablo 6.4: Miirver ekstrelerinin farkli hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi.

Ekstre Hiicre hatti Degerlendirme tipi Sonug¢

Meyve A549 Hiicre 6liim oran1 150 pg/mL konsantrasyonda %12,3 + 4,2
Meyve MCF-7 Hiicre 6liim oran1 150 pg/mL konsantrasyonda %9,8 + 3,0
Meyve U-118 MG Hiicre 6liim oran1 150 pg/mL konsantrasyonda %32,9 + 3,7

Yaprak A549 Hiicre 6liim oran1 150 pg/mL konsantrasyonda %21,0 + 3,5
Yaprak MCF-7 Hiicre 6liim oran1 150 pg/mL konsantrasyonda %25,5 + 4,7
Yaprak U-118 MG ICso 97,06 pg/mL
Cigek A549 Hiicre 6liim orani 100 pg/mL konsantrasyonda %4,1 + 3,0
Cigek MCF-7 Hiicre 6liim orant 150 ug/mL konsantrasyonda %3,0 + 2,5
Cicek U-118 MG ICso 124,60 pg/mL

S. nigra ekstrelerinin, meyve sularinin, ticari tiriinlerin vb. sitotoksik aktivitesi farkli
caligmalarca da degerlendirilmistir. Bunun igin farkli hiicre tipleri ve farkli testler
kullanmiglardir. Bazi ¢alismalarda S. nigra’nin sitotoksik etkisinin olmadigi
bildirilirken [117, 118], baz1 ¢alismalarda bazi hiicre hatlarinda sitotoksisitenin oldugu
ancak digerlerinde olmadig1 veya bazi ekstrelerin/iiriinlerin etkisinin oldugu halde
digerlerinin olmadig: rapor edilmistir [71, 119-121]. Ek olarak, bazi ¢aligmalar ise,
kullanilan tiim hiicre hatlarinda test edilen tiim ekstrelerin/iiriinlerin sitotoksik
etkilerini bildirmistir [82, 122-126]. Bu sonuglar, kullanilan hiicre hatlari,
degerlendirilen  ekstre/iirlinler ve toplanan sonuglar arasindaki iliskiyi
vurgulamaktadir. Onceki ¢alismalar esas olarak cigekler ile meyvelere ve bunlarin
etanolik, metanolik, su ekstrelerine odaklanmistir. S. nigra c¢icek ekstreleri igin
hesaplanan 1Cso mesane karsinomu hiicreleri (T24) hiicre hattindaki biitanolik ekstre
icin 21,57 pg/mL [124] ile insan kolorektal kanser (HCT-116) hiicre hattindaki su
ekstresi i¢in 3441 + 230 pg/mL arasinda degismektedir [122]. Ancak ICso’nin
hesaplanamadigi, ekstrenin etkisinin olmadigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur [71,
120].

Daha 6nce, Banach ve arkadaslarinin ¢alismasinda A549 hiicre hatti membran ayirma
(B1) veya kolon kromatografisi (B2) kullanilarak yapilan saflastirma sonrasinda
donmus meyve suyunu degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Bu hiicre hattinda herhangi

bir toksisite bildirilmemistir. Ayn1 ¢alismada MCF-7 hiicre hatti da kullanilmus;
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sonuglari, 24 saatlik maruz kalma sonrasinda hem Bl hem de B2 igin ICsp’nin
hesaplanamayacagini, ancak 72 saat sonra ICsp degerlerinin B1 ve B2 i¢in sirasiyla
268 ve 140 pg/mL oldugunu gostermektedir [119]. MCF-7 hiicre hatt1 ayrica Ghanbari
ve ark. (2022) ve da Silva ve ark. (2019) tarafindan da kullanilmigtir. Bildirilen ICso
degerleri sirasiyla 104+2,6 uM (72 saat, kisim ve ekstrakt tiirlinden bahsedilmemis) ve
58 png/mL (24 saat, taze meyve suyu) olmustur [125, 126]. Onceki ¢alismalar ve veriler
mevcut ¢alismamizin sonuglarini dogrulamaktadir. Test edilen ekstreler, A549 ve
MCEF-7 hiicre hatlarinda sitotoksisite yok ila diisiik sitotoksisite gosterirken, U-118
MG hiicre hattinda ¢i¢ek ve yaprak ekstrelerin sitotoksik etkisi anlamliydi. Bu, hiicre
hatlar1 arasindaki farklarla agiklanabilirken, test edilen ekstreler arasindaki farklar,
ekstrelerin igerigindeki farkliliklarla agiklanabilir. Sonuglar, S. nigra ekstrelerinin ve

tirtinlerinin belirli sinirlardaki glivenligini vurgulamaktadir.

6.3 In Vivo Biyolojik Aktivite Testleri icin Hazirlanan Ekstrelerle Ilgili Bulgular

6.3.1 Kullanilan yas miirver meyvelerindeki nem tayinine ait bulgular

Meyve ekstrelerinin hazirlanmasinda kullanilan miirver meyvelerinin nem orani

%70,886 =+ 0,246 olarak tespit edilmistir (Sekil 6.5).

Sekil 6.5: Kara miirver meyvelerinde nem tayininin yapilmasi.
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6.3.2 Ekstrelerin verimleri

100 g drogdan 1:10 DER (drog/ckstre orani) ile hazirlanan ekstrelerden; miirver
yaprak %50 etanol ekstresinden 24,33 g kuru ekstre (%24,33 verim), miirver yaprak
su ekstresinden 32,41 g kuru ekstre (%32,41 verim), miirver ¢icek %50 etanol
ekstresinden 22,40 g kuru ekstre (%22,40 verim), miirver ¢igek su ekstresinden 26,29
g kuru ekstre (%26,29 verim), miirver meyve %50 etanol ekstresinden 15,69 g kuru
ekstre (%15,69 verim) ve miirver meyve su ekstresinden 17,03 g kuru ekstre (%15,69

verim) elde edilmistir.
6.3.3 Ekstrelerin spektrofotometrik yontemle tayin edilen toplam fenolik madde
miktarlar:

Toplam fenolik madde miktar tayini igin gallik asit kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 6.6’da verilmistir.

¥ =0,0023x + 0,0418
0,600 R*=0,2999

Absorbans (Abs)

0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon {pg/mL)

Sekil 6.6: Gallik asidin UV-Vis mikroplaka spektrofotometresi ile olugturulan
kalibrasyon egrisi.

Ekstrelerin spektrofotometrik yontemle tayin edilen toplam fenolik madde miktarlar

gallik asit esdegeri olarak Tablo 6.5°te gdsterilmistir.
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Tablo 6.5: Sambucus nigra ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlari.

Ekstre Toplam fenol® i¢erigi + S.S."
Miirver yaprak %50 EtOH 49,20 + 0,35
Miirver yaprak %100 su 44,86 + 0,34
Miirver ¢icek %50 EtOH 59,05 +0,21
Miirver gigek %100 su 49,38 £ 0,21
Miirver meyve %50 EtOH 35,49+ 0,28
Miirver meyve %100 su 36,84 +0,29

2 Veriler, 1 g ekstredeki gallik asit esdegerinin mg cinsinden degeridir.
b Standart sapma (n = 3).

6.3.4 Ekstrelerin spektrofotometrik yontemle tayin edilen toplam flavonoit
madde miktarlar

Toplam flavonoit madde miktar tayini igin kersetin kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 6.7°de verilmistir.

1,8

1,6 y =0,0029x + 00,0762
14 R*=0,9977
_J.;_ 1,2
a1
g8 08
S ge
2 06
T 04

0,2

o 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 6.7: Kersetinin UV-Vis mikroplaka spektrofotometresi ile olusturulan
kalibrasyon egrisi.

Ekstrelerin spektrofotometrik yontemle tayin edilen toplam flavonoit madde miktarlari

kersetin esdegeri olarak Tablo 6.6°da gosterilmistir.

Tablo 6.6: Sambucus nigra ekstrelerinin toplam flavonoit madde miktarlari.

Ekstre Toplam flavonoit® icerigi + S.S.
Miirver yaprak %50 EtOH 23,92 +£0,11
Miirver yaprak %100 su 16,89 + 0,28
Miirver ¢igek %50 EtOH 35,43+0,23
Miirver ¢igek %100 su 23,33+ 0,33
Miirver meyve %50 EtOH 5,63 +0,23
Miirver meyve %100 su 6,06 £ 0,25

aVeriler, 1 g ekstredeki kersetin esdegerinin mg cinsinden degeridir.
b Standart sapma (n = 3).
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6.3.5 Kara miirver cicek, meyve ve yaprak ekstrelerindeki rutin ve izokersitrin
miktarinin yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile analizi ve

yontem validasyonu

6.3.5.1 Sistem tekrarlanabilirligi

Rutin ve izokersitrin i¢in %100°liik standart ¢ozeltisi olarak kabul edilen derisimdeki
standartlar sisteme 6 kez enjekte edilmistir Tablo 6.7. Kabul sart1 %RSD < %2,0’yi

saglamaktadir.

Tablo 6.7: Sistem tekrarlanabilirligi.

Standart ve derisimi (mg/mL) Enjeksiyon  Alan  Ortalama %RSD

1 4214620
4214421
4215234
4226458
4226996
4219136
452624
452790
452570
452666
452718

6 452303
RSD: Bagil standart sapma.

Rutin

0,132 mg/mL 4219478 0,14

Izokersitrin,

0,0102 mg/mL 452611,8 0,04

OO wWDNREFPOOOPRWDN

6.3.5.2 Sistem uygunlugu

%100’lik kabul edilen standart c¢ozeltileri hazirlanmis ve sistem uygunluk
parametrelerine bakilmigtir. Kabul kriteri olan %RSD < %2,0’yi saglamaktadirlar.
Ardisik iki enjeksiyonda pik alanlarindaki degisim %1’den fazla degildir (Tablo 6.8).
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Tablo 6.8: Sistem uygunlugu.

Standart
ve Enjeksiyon  Alan  Ortalama %RSD N T Rs
derisimi (mg/mL)
1 4214620
2 4214421
Rutin 3 4215234
0,132 mg/mL 4 4926458 4219478 0,14 6572 2,28 2,82
5 4226996
6 4219136
1 452624
2 452790
Izokersitrin, 3 452570
0,0102 mg/mL 4 452666 4526118 0,04 6428 2,32 2,74
5 452718
6 452303

RSD: Bagil standart sapma; N: Teorik plaka sayisi; T: Kuyruklanma faktorii; Rs: Rezoliisyon

6.3.5.3 Secicilik

Bos ¢oziicii (%60 MeOH), standart c¢ozeltileri, %100 konsantrasyonda hazirlanan
numuneler miirver meyve su (MMS) ve miirver ¢icek %50 etanole (MCE) ait
kromatogramlar belirtilmistir. Bos ¢oziicii veya mobil fazdan kaynaklanan herhangi
bir girisim saptanmamistir (Sekil 6.8-Sekil 6.12).

mau hax Intensity : 750

M
J3500m.4nm Tme 0401 inten. 0.001

Sekil 6.8: Bos ¢oziicii kromatogrami.

mAU Max Intensiy : 356,842
0.730

J3500m,2nm Time 20037 Inten

Sekil 6.9: Rutin standardi kromatogramu.
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mau Max Intensity - 122,123
Sekil 6.10: Izokersitrin standardi kromatogrami
VT&EE@‘M_WI Time znnn'.‘\an’t(e‘:m"sny 1&n2n2§,:
Sekil 6.11: MMS kromatogrami.
mAU Max Intensity - 1,870,636
Sekil 6.12: MCE kromatogramu.
6.3.5.4 Dogrusallik
5 farkli derisimde rutin standardi sisteme 6 kez verilmistir (Tablo 6.9). Her

konsantrasyonda elde edilen ortalama alanlarin konsantrasyonlara karsi grafigi

cizilerek, dogrusal regresyon analizi ile dogrunun egimi, ¢akisma noktasi ve

korelasyon katsayis1 belirlenmistir. Kabul Kriteri olan R? > 0,995 saglanmustir (Sekil

6.13).
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Tablo 6.9: Rutin standardinin dogrusallig.

Rutin standardi derisimi (mg/mL) Enjeksiyon Alan Ortalama %RSD

1 182021
182234
182010
182051
182197
182037
745045
745457
745433
745755
745787
745748
4214620
4214421
4215234
4226458
4226996
4219136
9367850
9369127
9370758
9360049
9363823
9373769
19360931
19369673
19373814
19364732
19341326
6 19372432

0,0055 182092 0,054

0,022

745538 0,039

0,132

4219478 0,139

0,275

9367563 0,053

0,55 19363818 0,062

GO B W NEFP OO B~ WNEO OO PR WNEOORWDNDNEOOOG®MWDN

RSD: Bagil standart sapma
25000000
20000000 y=35258871,9175x - 166774,4139

15000000

Alan

.e*
.®
O

10000000 ®
5000000 | g

0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000 0,6000

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 6.13: Rutin standardinin kalibrasyon egrisi, denklemi ve R? degeri.
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6 farkli derisimde izokersitrin standardi sisteme 6 kez verilmistir (Tablo 6.10). Her
konsantrasyonda elde edilen ortalama alanlarin konsantrasyonlara karsi grafigi
cizilerek, dogrusal regresyon analizi ile dogrunun egimi, ¢akisma noktasi ve
korelasyon katsayis1 belirlenmistir. Kabul kriteri olan R? > 0,995 saglanmustir (Sekil
6.14).

Tablo 6.10: Izokersitrin standardinin dogrusallig1.

izokersitrin standardi derisimi (mg/mL) Enjeksiyon Alan Ortalama %RSD
1 115762
115735
115655
115822
115581
115649
221666
221988
222010
222143
221915
222003
452624
452790
452570
452666
452718
452303
1816398
1818647
1818665
1816540
1817446
1817686
3773268
3775966
3776692
3779060
3771307
3777542
7542465
7548963
7550238
7555851
7558731
6 7551997
RSD: Bagil standart sapma

0,00255 115701 0,076

0,0051

221954 0,072

0,0102

452612 0,037

0,0408

1817564 0,054

0,0816

3775639 0,076

0,1632 7551374 0,075

O B W NEFEP OO P WNEO OO WNEOOGORMWDNEOOOGRWDNDNEOOORWNDN

66



8000000

y =46382819,5148x - 23337,15.2.5".

7000000 =
R?=0,9999 .-

6000000
5000000

4000000

Alan
[ ]

3000000
2000000 .

1000000

o
0 @@
0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,1000 0,1200 0,1400 0,1600 0,1800

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 6.14: izokersitrin standardinin kalibrasyon egrisi, denklemi ve R? degeri.

6.3.5.5 Uygulama arahg

Uygulama araligindaki en diisiik ve en yiiksek derisimdeki standart ¢ozeltileri 3 kez
sisteme enjekte edilmistir. Kabul kriteri olan her iki seviye i¢in %RSD < %2 degeri

hem rutin hem izokersitrin standartlar1 i¢in saglanmistir (Tablo 6.11).

Tablo 6.11: Uygulama araligi.

Standart ve derisimi (mg/mL) Enjeksiyon Alan Ortalama %RSD
1 182021

182234  182088,3 0,069

182010

19360931

19369673 19368139 0,034

19373814

115762

115735  115717,3 0,048

115655

7542465

7548963 7547222 0,055

7550238

RSD: Bagil standart sapma

Rutin 0,0055 mg/mL

Rutin 0,55 mg/mL

Izokersitrin 0,00255 mg/mL

NP, WNEFPE OWODNMNEDNDN

[zokersitrin 0,1632 mg/mL

w
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6.3.5.6 Dogruluk

MMS ve MCE kuru ekstreleri test derisiminin %80, %100 ve %120 oranlarinda
numune (her bir numuneden 3 hazirlik olacak sekilde) hazirlanmistir. (MMS kuru
ekstresi i¢in %100 derisim 300 mg/10 mL, MCE kuru ekstresi i¢in %100 derisim 150
mg/10 mL kabul edilmistir.) Kabul Kkriteri olan her bir konsantrasyonda elde edilen
%98-%102 aras1 %geri kazanim saglanmistir. Bir diger kabul kriteri olan %RSD <
%2,0 degeri de saglanmustir (Tablo 6.12, Tablo 6.13).

Tablo 6.12: Rutin standard: i¢in dogruluk analizi.

Ekstre Alan mg/mL  %RSD SF mg/l10 mL Ortalama %Geri kazamim
1770521  0,0549 10 0,549

MMS %80 1775641  0,0551 014 10 0,551 0,550 98,52
1771137  0,0550 10 0,550
2296356  0,0699 10 0,699

MMS %100 2294138  0,0698 012 10 0,698 0,698 100,00
2290624  0,0697 10 0,697
2801878  0,0842 10 0,842

MMS %120 2817830  0,0846 032 10 0,846 0,843 100,71
2801017  0,0842 10 0,842
17647092  0,5052 10 5,052

MCE %80 17698075 0,5067 025 10 5,067 5,053 98,70
17607810 0,5041 10 5,041
22398668 0,6400 10 6,400

MCE %100 22377194 0,6394 0,10 10 6,394 6,400 100,00
22420953 0,6406 10 6,406
27417280 0,7823 10 7,823

MCE %120 27474606 0,7840 0,14 10 7,840 7,827 101,92
27403829 0,7819 10 7,819

RSD: Bagil standart sapma; SF: Seyreltme faktorti.

Tablo 6.13: izokersitrin standardi igin dogruluk analizi.

Ekstre Alan mg/mL  %RSD SF mg/l0 mL Ortalama %Geri kazamim
788929 0,0175 10 0,175

MMS %80 784328  0,0174 0,37 10 0,174 0,175 101,93
789992 0,0175 10 0,175
973907 0,0215 10 0,215

MMS %100 971959  0,0215 029 10 0,215 0,214 100,00
968198  0,0214 10 0,214
1150277  0,0253 10 0,253

MMS %120 1148995  0,0253 0,10 10 0,253 0,253 98,31
1151232  0,0253 10 0,253
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9139807  0,1976 10 1,976

MCE %80 9135930 0,1975 0,07 10 1,975 1,976 98,87
9149225  0,1978 10 1978
11507288  0,2486 10 2486

MCE %100 11589601 0,2504 0,43 10 2,504 2,498 100,00
11595789  0,2505 10 2505
13671850  0,2953 10 2953

MCE %120 13712025 10,2961 031 10 2961 2,952 98,48
13626734  0,2943 10 2,943

RSD: Bagil standart sapma; SF: Seyreltme faktorti.

6.3.5.7 Kesinlik
Kesinlik-tekrarlanabilirlik:

Ayni laboratuvarda, ayni analist ile, aymi cihaz ile arka arkaya 6 kez %2100
konsantrasyonda hazirlanan numuneler (MMS ve MCE) analitik metotta galisilmistr.
Alinan test sonug¢larinin birbirine yakinlik derecesinin 6l¢iilmiistiir. Kabul kriteri olan
%RSD < % 2,0 saglanmistir (Tablo 6.14, Tablo 6.15).

Tablo 6.14: MMS ve MCE ekstrelerinin rutin iceriginin tekrarlanabilirlik
parametrelerinin sonuglari.

Alan Ortalama mg/mL SF mg/l10mL %RSD Rs T N

2261620
MMS1 220020 2270582 0069 10 0691
2295648
MMs2  2200%%8 2205551 0070 10 0698
MMS-3 ;g;i‘;gg 23766185 0072 10 0721
S 1811 274 217 6418
MMS4  230% 2325104 0071 10 0707
2248787
MMS5 5005090 2248376 0068 10 0685
2304748
MMs6 2309738 305051 0070 10 0701
22032577
MCEL 52052511 92072478 0631 10 6307
22367128
MCE2 5230128 55300505 0637 10 6372
MCE-3 21787925 5055086 0,636 10 6,359
21777455
T 1741 287 228 7561
MCE-4 5072990 25710861 0649 10 6488
22256469
MCES 222%04%9  ga602264 0648 10 6483
23125484
MCE-6 5012248 53150015 0661 10 6613

SF: Seyreltme faktorii; RSD: Bagil standart sapma; Rs: Rezoliisyon; T: Kuyruklanma faktori;
N: Teorik plaka sayisi.
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Tablo 6.15: MMS ve MCE ekstrelerinin rutin i¢eriginin tekrarlanabilirlik

parametrelerinin sonuglari.

Alan Ortalama mg/mL SF mg/l0mL %RSD Rs T N
975222
MMS-1  010%% 977472 0022 10 0216
966564
MMS2 0000 967009 0021 10 0214
MMS-3 ggigig 983502 0022 10 0,217
o 1206 261 237 6713
MMS-4 00057 952200 0021 10 0210
977784
MMs5 o7l oree06 0022 10 0216
984723
MMS-6 0072 983580 0022 10 0217
11609432
MCE-L 1700052 11615099 0251 10 2509
11712368
MCE-2 7112500 11714057 0253 10 2531
MCE-3 14763111 ich640 0247 10 2475
11432987
Ty 1464 273 229 7484
MCE-4 770052 11771288 0254 10 2543
11382346
MCES I1oo’> 11374084 0246 10 2457
11397842
MCE6 Iroooie 11396179 0246 10 2462

SF: Seyreltme faktorii; RSD: Bagil standart sapma; Rs: Rezoliisyon; T: Kuyruklanma faktorii;

Kesinlik-ortam kesinligi:

Ayni konsantrasyonda numuneler (MMS ve MCE) farkli analistler tarafindan
hazirlanip ayni laboratuvarda farkli giinlerde analiz edilmistir. Alinan test sonuglarinin
birbirine yakinlik derecesi 6l¢lilmiistiir. Her analistin kendi enjeksiyonlar: arasindaki
%RSD ve analistlerin arasindaki %RSD degerleri ve %fark degerleri hem rutin hem
izokersitrin miktarlart i¢in hesaplanmistir. Kabul Kkriteri olan ardisik olarak g¢alisilan
orneklerden elde edilen sonuglar icin %RSD < %2,0 saglanmistir. Bir diger kabuk

kriteri olan iki farkli analist arasindaki ortalama deger arasindaki %fark < %2,0 de

saglanmistir (Tablo 6.16-Tablo 6.19).
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Tablo 6.16: Farkli kisiler tarafindan hazirlanan numunelerin rutin miktar analizi.

Numune Enjeksiyon Alan mg/mL mg/l10 mL Ortalama %RSD
1 2295173  0,0698 0,6982

MMS-$ 2 2296266  0,0699 0,6986 0,698 0,027
3 2296384  0,0699 0,6986
1 2252871 0,0686 0,6863

MMS-H 2 2256586  0,0687 0,6873 0,687 0,092
3 2252594  0,0686 0,6862
1 2289508 0,0697 0,6966

MMS-B 2 2278742  0,0694 0,6936 0,695 0,243
3 2279697  0,0694 0,6939
1 22322753 10,6378 6,3784

MCE-$ 2 22365724 0,6391 6,3906 6,384 0,095
3 22344041 10,6384 6,3844
1 22112601 0,6319 6,3188

MCE-H 2 22113586 0,6319 6,3191 6,327 0,213
3 22195523 0,6342 6,3423
1 22590693 0,6454 6,4544

MCE-B 2 22583137 0,6452 6,4523 6,449 0,115
3 22542190 0,6441 6,4406

RSD: Bagil standart sapma.

Tablo 6.17: Farkli kisiler tarafindan hazirlanan numunelerin rutin miktarmin ikili

karsilastirmasi.
Karsilastirilan ikili %Fark %RSD
MMS-S ve MMS-H 1,732 0,942
MMS-S ve MMS-B 0,543 0,334
MMS-H ve MMS-B 1,169 0,665
MCE-S ve MCE-H 0,913 0,519
MCE-S ve MCE-B 1,002 0,560
MCE-H ve MCE-B 1,897 1,060

RSD: Bagil standart sapma.

Tablo 6.18: Farkli kisiler tarafindan hazirlanan numunelerin izokersitrin miktar
analizi.

Numune Enjeksiyon Alan mg/mL  mg/10 mL Ortalama %RSD
1 981002  0,0217 0,2165

MMS-S 2 981112  0,0217  0,2166 0217 0,029
3 980562  0,0216  0,2164
1 964185  0,0213  0,2129

MMS-H 2 963874 0,0213  0,2128 0213 0,046
3 964772 0,0213  0,2130
1 970658  0,0214  0,2143

MMS-B 2 970463  0,0214  0,2143 0214 0,030
3 971057  0,0214  0,2144

MCE-S 1 11606464 0,2507  2,5074 2518 0,362
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2 11666407 0,2520 2,5203
3 11688167 0,2525 2,5250
1 11512518 0,2487 2,4871

MCE-H 2 11575245 0,2501 2,5006 2,493 0,286
3 11525853  0,2490 2,4900
1 11487821 0,2482 2,4818

MCE-B 2 11401875 0,2463 2,4632 2,469 0,450
3

11395454 0,2462 2,4619
RSD: Bagil standart sapma.

Tablo 6.19: Farkli kisiler tarafindan hazirlanan numunelerin izokersitrin miktarinin
ikili kargilagtirmasi.

Karsilastirilan ikili %Fark %RSD
MMS-S ve MMS-H 1,682 0,914
MMS-S ve MMS-B 1,023 0,558
MMS-H ve MMS-B 0,649 0,358
MCE-S ve MCE-H 1,002 0,619
MCE-S ve MCE-B 1,967 1,128
MCE-H ve MCE-B 0,956 0,620

RSD: Bagil standart sapma.

6.3.5.8 Saglamhk

Once metot parametreleri degistirilmeden standart ve numuneler sisteme verilmistir.
Metot parametrelerinde farkli varyasyonlarla yapilan degisiklikler bu enjeksiyonlarla
mukayese edilerek Olciilmiistiir (Tablo 6.20). Yontemde kasitli  yapilan
degisikliklerden sonra tayin edilen sonuglar arasindaki %fark kabul kriterini saglamus,
%2,0’yi gegmemistir.

Tablo 6.20: Metot parametreleri degistirilmeden sisteme verilen standart ve
numunelerin alanlart.

Ornek Rutin alan Ortalama izokersitrin alan Ortalama
; 4260169
Rutin standart 4263810
(0,132 mg/mL) 4267451
i e - 454369
Izokersitrin standart ) 454302
(0,0102 mg/mL) - 454235
2299070 969158
MMS 2297591 969180
2296112 969202
22773130 11678146
MCE 22778648 11661941
22784165 11645735
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Kolon sicakhi@: degisimi:

Kolon sicakligi 5°C artirilip eksiltilmistir. Sonuglar orijinal metotla (Tablo 6.20)
%farklar1 alinarak karsilastirilmistir (Tablo 6.21).

Tablo 6.21: Kolon sicakligi degisiminin alanlara etkisi.

Sicakhik Ornek Rutinalan Ortalama %Fark Izoﬁgs;trin Ortalama %Fark
i 4202554 -
Rutin standart 4201486 15 ) i
(0,132 mg/mL) 4200417 -
[zokersitrin standart - 446345
(0,0102 mg/mL) - ) ) 446895 446620 ol
25°C
2281670 959897
MMS 2279689 0,8 960007 0,9
2277708 960117
22375230 11526340
MCE 22382469 1,7 11512084 1,3
22389708 11497828
Rutin standart 4295027 -
4294605 0,7 - -
(0,132 mg/mL) 4294183 -
[zokersitrin standart - 460640
(0,0102 mg/mL) - ) ) 460247 400444 14
35°C
2283283 974514
MMS 2282407 0,7 976559 0,8
2281530 978604
22397732 11614694
MCE 22368798 1,8 11637576 0,2
22339864 11660458

Mobil faz asit orani degisimi:

Mobil faz B’de kullanilan fosforik asit miktar1 %0,05 artirilip azaltilmistir. Sonuglar
orijinal metotla (Tablo 6.20) %farklar1 alinarak karsilastirilmistir (Tablo 6.22).

Tablo 6.22: Mobil faz pH degisiminin alanlara etkisi.

MFB Ornek Rutinalan Ortalama %Fark IZO];eI;sr:trm Ortalama 9%/Fark
i 4271749 _
Rutin standart 4273432 0.2 . )
(0,132 mg/mL) 4275115 -
[zokersitrin standart - 460795
%0,25  (0,0102 mg/mL) - ) ) 459813 460304 13
H3POg4
H,0 2305684 979777
MMS 2307123 0,4 979689 1,1
2308562 979601
22504255 11496217
MCE 22513965 1,2 11497965 1,4
22523674 11499713
i 4296326 -
(lgultég Srg}?nalr-t) s0e00 08 07 - ) )
%0,35 '
HsPOs  jzokersitrin standart - 460494
/M0 (0,0102 mg/mL) - ) ) 460212 460353 13
MMS 2319343 2317477 0,9 973118 972804 0,4
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2315610 972489
22832590 11594073

MCE 22833291 0,2 11548447 1,0
22833992 11502820

MFB: Mobil faz B.

Gradyan degisimi:

Mobil faz gradyan akisindaki 30:70 orami 20:80 ve 40:60 olarak degistirilmistir.
Sonuglar orijinal metotla (Tablo 6.20) %farklar1 alinarak karsilastirilmistir (Tablo
6.23).

Tablo 6.23: Mobil faz gradyan akisinin degisiminin alanlara etkisi.

Gradyan Ornek Rutin alan Ortalama %Fark Izo':‘igsnitrin Ortalama %/Fark
i 4203084 -
Rutin standart 4204282 14 R -
(0,132 mg/mL) 4205479 -
Izokersitrin standart - 450282
(0,0102 mg/mL) ' ) ) 450471 450877 09
40:60
2303680 960140
MMS 2304131 0,3 960181 0,9
2304581 960221
22433884 11539545
MCE 22443167 15 11519454 1,2
22452449 11499363
Rutin standart 4185088 -
4186569 18 - -
(0,132 mg/mL) 4188050 -
Izokersitrin standart - 445560
(0,0102 mg/mL) - ) ) 445998 4779 L9
20:80
2257831 961927
MMS 2258272 1,7 961912 0,7
2258713 961897
22399959 11532941
MCE 22389927 1,7 11528468 1,1
22379895 11523995
Akis h1zi degisimi:

0,4 mL/dk olan akis hiz1 0,3 ve 0,5 mL/dk olarak degistirilmistir. Sonuglar orijinal
metotla (Tablo 6.20) %farklar1 alinarak karsilastirilmistir (Tablo 6.24).
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Tablo 6.24: Mobil faz akis hiz1 degisiminin alanlara etkisi.

Alas Ornek Rutinalan Ortalama %Fark Izokersitrin Ortalama %Fark
hizi alan
i 4281637 -
Rutin standart 4283697 05 )
(0,132 mg/mL) 4285757 -
[zokersitrin standart - 456897
- - 456555 0,5
03 (0,0102 mg/mL) - 456213
mL/dk 2324680 980732
MMS 2325715 1,2 984122 1,5
2326750 987512
22729226 11457395
MCE 22725759 0,2 11466556 1,7
22722291 11475717
Rutin standart 4198467 -
4198865 15 -
(0,132 mg/mL) 4199263 -
izokersitrin standart - 446646
- - 446466 1,7
05 (0,0102 mg/mL) - 446286
mL/dk 2252649 969699
MMS 2253752 1,9 969807 0,1
2254855 969915
22535265 11420566
MCE 22520617 1,1 11489045 1,8
22505969 11489045

6.3.5.9 Stabilite

Hazirlanan standart maddeler -18°C’de 2 hafta, kullanilan numuneler olan MMS ve
MCE 25°C’de 2 hafta bekletilerek tekrar analiz edilmistir (Sekil 6.15 - Sekil 6.18).
%Fark kabul kriterinde istendigi gibi %2,0’yi gegmemistir (Tablo 6.25, 6.26).

Tablo 6.25: Standart ve numunelerdeki rutin stabilitesi.

Standart Zaman Alan %Fark
Rutin Baslangig 4215234
(0,132 mg/mL) 2 haftasonra 4260169
Baslangig 2294138
2 haftasonra 2261620
Baslangic 22398668

2 hafta sonra 22256469
RSD: Bagil standart sapma.

1,07
MMS 1,42

MCE 0,63

Tablo 6.26: Standart ve numunelerdeki izokersitrin stabilitesi.

Standart Zaman Alan %Fark
Izokersitrin Baslangic 454369 0.37
(0,0102 mg/mL) 2 haftasonra 452666 ’
Baslangic 971959
MMS 2 haftasonra 975222 0.34
MCE Baglangic 11507288 0.27

2 hafta sonra 11476311
RSD: Bagil standart sapma.
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mAU Wax Intensity : 373,715
T

4g0-JE50nm 20T Time 0088 _Inten. 7.008]

00 2 50 75 100 125 150 175 200 2is 250 275 30,0 3zs min

Sekil 6.15: 2 hafta arayla analiz edilen rutin standardinin kromatogramlarinin
cakigtirilmig hali.

mAU Max Intensity : 33,523
35-E50nm 4nm| Time 0228 Inten. 0.003]

00 s 50 75 180 125 150 175 200 25 280 278 b0 ads min

Sekil 6.16: 2 hafta arayla analiz edilen izokersitrin standardinin kromatogramlarinin
cakistirilmis hali.

mAU Wax Intenstty : 183,569
350 f350nm anm] Time 29.796 inten. 045
300
2504
200
1504
100

50
0.0 25 50 s 10.0 125 150 175 20,0 225 250 215 30,0 s min

Sekil 6.17: 2 hafta arayla analiz edilen MMS kromatogramlarinin ¢akistirilmis hali.

x Intensity : 1,935,310
0073

may Ma
2000 B500m 4nm] Tine 33949 nfen

0o 2 50 75 10.0 125, 150 175 20,0 225 250 275 30.0 325 min

Sekil 6.18: 2 hafta arayla analiz edilen MCE kromatogramlarinin ¢akistirilmis hali.
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6.3.5.10 LOQ ve LOD

Denklem 5.1°e gore

Rutin standardinin LOQ degeri:

(10*97,63)/ 35258871,92 = 0,000028 mg/mL
Izokersitrin standardinin teorik LOQ degeri:

(10* 88,02)/ 46382819,51 = 0,000019 mg/mL

Gozlenebilme sinir1 (limit of detection, LOD):

Denklem 5.2’ye gore

Buna gore, rutin standardinin LOD degeri:
(3,3*%97,63)/ 35258871,92 = 0,00000914 mg/mL
[zokersitrin standardinin LOD degeri:

(3,3* 88,02)/ 46382819,51 = 0,00000626 mg/mL
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6.3.5.11 Tiim kuru ekstrelerin valide edilen HPLC-PDA metoduyla elde edilen rutin ve izokersitrin analiz sonuclari

Tiim kuru ekstrelerden belirli miktarlarda alinip metot ¢6ziiclisiinde ¢oziindiiriildiikten sonra rutin ve izokersitrin miktarlar1 valide edilen HPLC-
PDA metodu ile hesaplanmistir (Tablo 6.27). En az ve en fazla rutin ve izokersitrin i¢eren ekstreler olan MMS ve MCE’nin kromatogramlar1 Sekil
6.19 ve Sekil 6.20’te verilmistir.

Tablo 6.27: Kuru ekstrelerin belirli konsantrasyonlarinin rutin ve izokersitrin miktarlari.

Rutin Izokersitrin
Enjeksiyon Alan mg/mL  mg/10 mL kurrS%/Igstre Alan mg/mL  mg/10 mL kurTge/I?stre

MMS 1 2296356 0,070 0,699 973907 0,022 0,215

(300 mg/10 mL) 2 2294138 0,070 0,698 2,326 + 0,003 971959 0,021 0,215 0,717 + 0,002
3 2290624 0,070 0,697 968198 0,021 0,214
MME 1 3933765 0,116 1,163 1467425 0,032 0,321

(300 mg/10 mL) 2 3932064 0,116 1,162 3,875+0,001 1171256 0,026 0,258 1,071 £ 0,119
3 3931291 0,116 1,162 1191081 0,026 0,262
MY'S 1 9346698 0,270 2,698 1914538 0,042 0,418

(300 mg/10 mL) 2 9362285 0,270 2,703 8,999+ 0,009 1942898 0,042 0,424 1,393 £ 0,010
3 9346382 0,270 2,698 1931225 0,042 0,421
MYE 1 17914202 0,513 5,128 2635799 0,057 0,573

(300 mg/10 mL) 2 18054116 0,517 5,168 17,182 £ 0,077 2624349 0,057 0,571 1,911 + 0,009
3 18056520 0,517 5,168 2648017 0,058 0,576
MCS 1 12172282 0,350 3,500 7457901 0,161 1,613

(300 mg/10 mL) 2 12232611 0,352 3,517 11,795+ 0,177 7520482 0,163 1,626 5,376 + 0,038
3 12522912 0,360 3,599 7564241 0,164 1,636
MCE 1 22398668 22398668 0,640 11507288 0,249 2,486

(150 mg/10 mL) 2 22377194 22377194 0,639 42,667 £0,041 11589601 0,250 2,504 16,573 + 0,071
3 22420953 22420953 0,641 11595789 0,251 2,505

MMS: miirver meyve su ekstresi, MME: Miirver meyve %50 etanol ekstresi, MYS: Miirver yaprak su ekstresi, MYE: Miirver yaprak %50 etanol ekstresi,
MCS: Miirver ¢icek su ekstresi, MCE: Miirver meyve %50 etanol ekstresi.
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mAU Wax Intensity : 208,670
400-f550hm nm| Time 24863 Inien 11567

“\)\.\“

a3
Suds
B O
10

Sekil 6.19: MMS ekstresinin kromatograma.

mAU Max intensty : 3,721,750
s4hmtnm] Time 26320 Inten 52.558]

Sekil 6.20: MCE ekstresinin kromatograma.

6.3.6 Ekstrelerin siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-sambubiozit miktarlarimin

HPLC-PDA ile analizinin sonuc¢lari

Kalibrasyon pikleri elde edilen her bir standart maddenin kalibrasyon egrisi ¢izilerek
en kiiciik kareler denkleminden R? degerleri hesaplanmustir (Sekil 6.21 ve Sekil 6.22).
Standartlardan elde edilen pikler Sekil 6.23 ve Sekil 6.24’te verilmistir.

12000000
10000000 RZ =09994 L
8000000 | e

6000000

Alan

4000000

2000000 o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 6.21: Siyanidin-3-glukozit bilesiginin hazirlanan kalibrasyon egrisi.
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350000

300000 y = 26195673,8794x - 2214,1891 o
R =0,9985

250000
< 200000 i
ke
< 150000 s

100000 @

50000 .

N
0 e
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 6.22: Siyanidin-3-sambubiozit bilesiginin hazirlanan kalibrasyon egrisi.

Max Intensity : 62,849
Sm,4nm| Time 2.443 nten. 0.092

2504
225
2004
175
150+
1254

100

00 75 50 7s 10.0 125 150 175 200 25 250 275 min

Sekil 6.23: Siyanidin-3-sambubiozit standart piki.

Max Intensity ; 68,945
Je25im.2nm Time 2944 Inten 0.053]

2504

2254

200

1504

1254

100

00 B 50 75 100 125 120 175 200 225 280 278 min

Sekil 6.24: Siyanidin-3-glukozit standart piki.
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Hem miirver meyve su hem de miirver meyve %350

etanol ekstresinden elde edilen

kuru ekstrelerden 1,5 g alinarak metot ¢oziiciisii olan %0,01 hidroklorik asit

¢Ozeltisinde ¢oziilmiis ve ornekler 25 mL’ye tamamlanmistir. Bu 6rneklerden elde

edilen pikler Sekil 6.25 ve Sekil 6.26’da verilmistir. Bu piklerden yapilan alan

hesaplar1 sonucu kuru ekstrelerde bulunan siyani
sambubiozit miktarlar1 Tablo 6.28’de gosterilmistir.

Al

din-3-glukozit ve siyanidin-3-

Max intensdy - 74832
407]

525]m, anm]

Time 10, inten.

s

g

\\)
3—9}‘“ \.‘\‘0,,:\\
‘M\'\ﬁ"“:y%
W

25 175

200 25 290 275 min

Sekil 6.25: Miirver meyve %50 etanol ekstresinin siyanidin-3-sambubizoit ve
siyanidin-3-glukozit piklerini gosteren kromatogram.

MaX Inensty : Y3313
Twme 0450 Infen ~0.007

60 EiLS

553 | ’ “‘“\‘“\U a
) LS -\‘o’l»‘
504 ‘ ‘\'\6“ LA %\‘

pE ow? O

a0

50 100 125 18

Sekil 6.26: Miirver meyve %50 etanol ekstresinin siyanidin-3-sambubizoit ve
siyanidin-3-glukozit piklerini gosteren kromatogram.

Tablo 6.28: Ekstrelerin siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-sambubiozit miktarlari.

Ekstre Siyanidin-3-glukozit Siyanidin-3-sambubiozit

Miirver meyve %50 etanol 3,00 + 0,01 mg/100 g kuru ekstre 6,76 £ 0,03 mg/100 g kuru ekstre

Miirver meyve su 2,61+ 0,01 mg/100 g kuru ekstre 3,10 + 0,01 mg/100 g kuru ekstre
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6.3.7 Ekstrelerin LC-HRMS bulgulari

Her ekstre, fenolik madde icerikleri acisindan Bezmialem Vakif Universitesi
ILMER’de bulunan LC-HRMS cihaz ile analiz edilmistir. ILMER Kiitiiphanesi’nde
bulunan bilesiklerin alikonma siireleri ve hedef iyonlar1 karsilastirilarak bilesikler
tanmimlanmustir. Miirver yapraklarinin %50 etanol ekstresinin LC-HRMS analizinin
sonucunda tanimlanan ana fenolik bilesenler klorojenik asit (3736,26 mg/100 g), rutin
(3032,09 mg/100 g) ve hiperozit (188,10 mg/100 g) olmustur. Miirver yapraklarinin
su ekstresinin ana fenolik bilesenleri klorojenik asit (897,58 mg/100 g), rutin (506,56
mg/100 g) ve kafeik asit (50,09 mg/100 g) olarak saptanmistir. Miirver ¢iceklerinin
%50 etanol ekstresinin major fenolik bilesenleri rutin (6235,87 mg/100 g), klorojenik
asit (3145,95 mg/100 g) ve hiperozit (575,76 mg/100 g) olarak belirlenmistir. Benzer
sekilde, miirver ¢igegi su ekstresinin major fenolik bilesikleri rutin (1906,35 mg/100
g), klorojenik asit (1267,69 mg/100 g) ve hiperozit (272,67 mg/100 g) olarak
tanimlanmistir. Miirver meyvesi %50 etanol ekstresinin ana fenolik bilesenleri rutin
(578,30 mg/100 g), hiperozit (66,40 mg/100 g) ve klorojenik asit (33,42 mg/100 Q)
olarak belirlenmistir. Miirver meyvesi su ekstresinin major fenolik bilesikleri ise rutin
(251,37 mg/100 g), hiperozit (46,16 mg/100 g) ve kersetin (41,56 mg/100 g) olarak
belirlenmistir. Analiz sonuglari, S. nigra’nin %50 etanol ekstrelerinde (¢igek, yaprak
ve meyve) ILMER LC-HRMS kiitiiphanesi yoluyla belirlenen ana fenolik bilesiklerin
ayni 3 bilesik oldugunu gostermektedir: rutin, klorojenik asit ve hiperozit (Tablo 6.29).
Tiim ekstrelerin LC-HRMS kromatogramlart Sekil 6.27- Sekil 6.32°de verilmistir.

Tablo 6.29: LC-HRMS bulgularina gore miirver kuru ekstrelerindeki fenolik
bilesiklerin miktarlari.

bflz';;’lg'e‘r %U mz MYE MYS MCE MCS MME MMS
Apigenin 2,87 269,05 0,05 002 0,05 0,03 002 0,02
Apigenin-7- 350 43110 007 005 050 0,18 0,06 0,02
glukozit

Kafeik asit 3,74 179,04 1926 50,09 80,06 - 0,19 .
Klorojenik asit 3,58 353,09 373626 897,58 314595 1267,69 3342 7,90
Hiperozit 3,46 463,09 188,10 24,86 575,76 272,67 66,40 46,16
Kemferol 3,56 285,04 - - 3,79 13,09 - ;
L‘g‘ﬁ‘]’('(‘)‘z‘lz 414 44709 0,63 0,04 ; ; 012 005
Naringenin 420 271,06 0,08 - 84,29 7,14 0,26 0,24
Kersetin 2,95 301,04 220 593 2437 13658 1,78 41,56
Kersitrin 3,78 447,09 1138 131  67.00 32,56 061 0,40
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Rutin 3,07 609,15 3032,09 506,56 6235,87

1906,35 578,30 251,37

%U: Rolatif belirsizlik; MYE: Miirver yaprak %50 etanol kuru ekstresi; MYS: Miirver yaprak su kuru ekstresi; MCE: Miirver
cicek %50 etanol kuru ekstresi; MCS: Miirver ¢igek su kuru ekstresi; MME: Miirver meyve %50 etanol kuru ekstresi; MMS:

Miirver meyve su kuru ekstresi.

F:2023-04-04-DISK CL..\MK-MYE-2

02/27/24 14:18:54

RT: 0.00-15.01 SM: 15G

100— RT:2.43 NL:-3.61E8
] miz=
] Chlorogenic acid 353.08604-353.08958 F:
7 FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-800.0000] MS
] MK-MYE-2
o - ‘
RT:434 Rutin NL: 1.27E8
100+ -
miz=
] £09.14306-609.14816 F:
- FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-800.0000] MS
p MK-MYE-2
o RT:4.99 Quercitrin NL:3.08E6
100 i -

miz=

447.09104-447 08552 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS

Relative Abundance
3

] i MK-MYE-2
@ RT: 5.56 Quercetin NL: 1.53E6
100
i miz=
] 301.03387-301,03689 F:
B FTMS - p ES| Full ms
507 [100.0000-800.0000] MS
] MK-MYE-2
o = — .
100+ RT:5.75 Naringenin NL: 3.85E4
i miz=
] !I 271.05984-271.06256 F:
E | FTMS - p ESI Full ms
507 [ [100.0000-800.0000] MS
] | | MK-MYE-2
] B J- 1
O R T T T T T T T
15
Time (min)
F:12023-04-04-DISK C1..\MK-MYE-2 02/27/24 14:16:54
RT: 0.00-15.01 SM: 15G
100= RT:3.10 Cafieic acid NL: 8.45E6
= miz=
e 179.03408-
E 179.03588 F: FTMS
80 - p ES| Full ms
E [100.0000-900.0000]
§ 707 MS MK-MYE-2
] |
T 60
R
£ 505
PR
2 40
= =
@ 30
207
103
G: - NL: 7 4
100, - RTEDE m;.F 53E
003 Apigenin 269.04420-
E 269.04680 F: FTMS
80 [ - p ES| Full ms
3 il [100.0000-900.0000]
70 | MS MK-MYE-2
= |
603 |
507 II |
40 (1
E |
30 ‘ | |
203 [
107 [\
3 A .
L1 e B e
0 9 0 N 12 13 14

Time (min)

Sekil 6.27: Miirver yaprak %50 etanol ekstresinin LC-HRMS kromatogramlari.
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F:12023-04-04-DISK C\...\MK-MYE-2 02/27/24 14:16:54

RT: 0.00-15.01 SM: 15G
10

80

B0

40

0

0

RT:4.80 Apigenin 7-glucoside

2

NL: 1.68E4

miz=
431.09621-431.10053
F: FTMS - p ESI Full
ms
[100.0000-200.0000]
MS MK-MYE-2

RT:4.99  Luteclin 7-glucoside

Relative Abundance

10
8
B
4
20

[=]

T -
RT:4.48 Hyperoside

10
: |
8
40 /
20
e s EEEEEEmEEme IR R R EEEEEEEERE
6 7 8 9 10 1 12 13 14

0 1 2 3 4 5
Time (min}

NL: 3.08E6

miz=
447.09104-447.09552
F: FTMS - p ESI Full
ms
[100.0000-900.0000]
MS MK-MYE-2

NL: 1.88E7

miz=
463.08588-463.09052
F: FTMS - p ESI Full
ms
[100.0000-200.0000]
MS MK-MYE-2

15

Sekil 6.27 (devam): Miirver yaprak %50 etanol ekstresinin LC-HRMS

kromatogramlar1 (devami).

F:\2023-04-04-DISK C\_.\MK-MYS-1 02/27/24 14:00:49

RT: 0.00-15.02 SM: 15G

100 RT:2.45 Chlorogenic acid NL: 2.56E8
_: miz=s
e 353.08604-353.08958
3 F:FTMS - p ESI Full
60 ms
407 [100.0000-500.0000)
E MS MK-MYS-1
207
c_ .
100 RT-4.33 NL: 6.33E7
8 B Rutin miz=
§ 805 809.14306-609.14916
2 4 F: FTMS - p ESI Full
2 604 ms
< o0 [100.0000-800.0000)
£ MS MK-MYS-1
& 207
(7] 4
o G_ - -
RT:4.98 NL: 1.03E6
1004 L - -
3 | Quercitrin miz=
807 || 447.09104-447.09552
E | F: FTMS - p ESI Full
60 | | ms
40 | [100.0000-800.0000]
E I MS MK-MYS-1
207
o ~ RT.554 NL: 1.05E7
1UOE Quercetin miz=
807 301.03387-301.03689
] F: FTMS - p ESI Full
604 ms
40,: [100.0000-200.0000]
B MS MK-MYS-1
204
G_ LN L LU LU L N O I B |
0 9 10 11 12 13 14 1

Time (min)

Sekil 6.28: Miirver yaprak su ekstresinin LC-HRMS kromatogramlari.
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F:2023-04-04-DISK C\_\MK-MYS-1 02/27/24 14:00:48

RT: 0.00-15.02 SM: 15G

100+, RT: 6.05 NL: 7.30E4
3 miz=
FLE - 269.04420-
3 Apigenin 269.04680 F: FTMS
80 - p ES| Full ms
3 [100.0000-200.0000]
g 704 MS MK-MYS-1
2 60
=1 3
2 505
P
2 40
o =
& 305
203 f
10; n f“ | ,n\ II‘ '|
o AN AV N S
RT:3.13 NL: 5.83E7
1004 -
= miz=
a0 o 179.03408-
E Caffeic acid 179.03588 F: FTMS
804 - p ESI Full ms
E [100.0000-200.0000]
704 MS MK-MYS-1
605
507
403
307
207
103
e e e L e o VLS
0 3 4 5 ih 4
Time {min)
F:2023-04-04-DISK C\.\MK-MY5-1 02/27/24 14:00:48
RT: 0.00-15.02 SM: 15G
100 RT:4.62 Apigenin T-glucoside NL: 4.21E4
7 miz=
80 431.09621-431.10053
7 F: FTMS - p ESI Full
60— ms
7 [100.0000-200.0000]
do_: MS MK-MYS-1
204
= » HL: 1.
» 1007 RT: 4.98 L | 03E&
(=3 b miz=
& 804 ) ) 447.08104-447 09552
2 3 Luteclin 7-glucoside F: FTMS - p ESI Full
3 807 ms
< 405 [100.0000-500.0000]
_E B MS ME-MYS-1
£ 2
[ —
1004 RT:4.47 . NIT:_B 52E6
7 Hyperoside z=
80 463.08588-463.08052
7 F: FTMS - p ESI Full
60 ms
7 [100.0000-900.0000]
40_: MS MK-MYS-1
204
0_ TTrTrrrrrr i rrrrrrerr T ey rr T rr T rrrr T rr T rrrr [ rrrrprrr T rrrr T rrrrrrrorTg
0 9 10 11 12 13 14 15
Time (min}

Sekil 6.28 (devam): Miirver yaprak su ekstresinin LC-HRMS kromatogramlari
(devami).
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F:\2023-04-04-DISK C\...\MK-MCE-4 02/27/24 14:49:08

RT: 0.00-15.02 SM: 15G

RT:243 ic acid NL: 3.39E8
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E F: FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-800.0000] MS
] MK-MCE-4
g o RT 500 NL: 1.85E7
& 1005 Quercitrin miz= 447.09104-447.00552
§ B F: FTMS - p ESI Full ms
2 s [100.0000-200.0000] MS
¢ 7 MK-MCE-4
z 7
B gl
8 00 RT:5.53 Quercetin NL: 1.59ET
E miz= 301.03387-301.03689
3 F: FTMS - p ES| Full ms
50 [100.0000-800.0000] MS
. MK-MCE-4
103_ RT:5.62 Naringenin NL: 3.75E7
B miz= 271.05984-271.06256
3 F: FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-800,0000] MS
7 MKE-MCE-4
103 RT:5.91 Kaempferol NL: 4 65E6
miz= 285.03903-285.04189
F: FTMS - p ESI Full ms
51 [100.0000-800.0000] MS
MK-MCE-4
R e e o T B o o B o L B e EERmmE RS me
Time (min)
F12023-04-04-DISK C\._\MK-MCE-4 02/27/24 14:49:08
RT-0.00-15.02 SM: 15G
100 RT:6.08 4 icenin NL: 9.28€4
miz=
0 269.04420-
269.04690 F: FTMS
80 - p ES| Full ms
[100.0000-800.0000)
g 70 | MS MK-MCE-4
-
T B0
E '\
< 50 |
o
e |
=
& 30 |‘
20 ‘ ||rll
0 1 i
| I
0 JI | )'I /\_
100 RT:3.13 Caffeic acid NL: 3.51E7
miz=
90 179.03408-
179.03588 F: FTMS
80 - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000)
70 MS MK-MCE-4
80
50
40
30
20
10
L o o L L e
0 11 13 14

Time (min)

Sekil 6.29: Miirver cigek %50 etanol ekstresinin LC-HRMS kromatogramlari.
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F:\2023-04-04-DISK C\...\MK-MCE-4 02/27/24 14:48:08

RT: 0.00 - 15.02 SM: 15G

100 RT:4.76 Apigenin 7-glucoside NL: 2.10E5
miz=
80 431.09621-431.10053
F:FTMS - p ESI Full
60 ms
40 (100.0000-200.0000]
MS MK-MCE-4
20
mg RT:4.48 Hyperoside NL: 5.94E7
3 miz=
5 80 463.08588-483.09052
B F: FTMS - p ESI Full
2 80 ms
< 40 [100.0000-800.0000]
2 MS MK-MCE-4
E 20
L o o o
Time (min)
Sekil 6.29 (devami): Miirver ¢icek %50 etanol ekstresinin LC-HRMS
kromatogramlari.
F:2023-04-04-DISK C\_\MK-MCS-3 02/27/24 14:33:04
RT: 0.00-15.02 SM: 15G
100 Chlorogenic acid NL: 1.35E8
7 miz= 353.08604-353.08958
B F: FTMS - p ESI Full ms
50+ [100.0000-900.0000] MS
E MK-MCS-3
mg— RT:4.37 Rutin NL: 8.22E7
1 miz= 609.14306-609.14916
9 F: FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-200.0000] Ms

MK-MCS-3

=
o
= o

RT:5.00 o creitrin

L

NL: 9.36E6

miz= 447.09104-447. 09552
F: FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
MK-MCS-3

Relative Abundance
= o
(=~} E=1

RT:5.56 Quercetin

NL: 1.0ZE8

mfz= 301.03387-301.03689
F: FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
MK-MCS-3

RT: 5.“62 Naringenin
|
i

NL: 3.33E6

miz= 271.05984-271.06256
F: FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-800.0000] MS
MK-MCS-3

<k
RT:5.87 Kaempferol

NL: 1.73E7

miz= 285.03903-285.04189
F: FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-200.0000] MS
MK-MCS-3

Time (min)

L
8 1 11 12 13

Sekil 6.30: Miirver ¢igek su ekstresinin LC-HRMS kromatogramlari.
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F:\2023-04-04-DISK C\...\MK-MCS-3 02/27/24 14:33:04

RT: 0.00-15.02 SM: 15G

NL: 5.46E4
100 1 RT: 8.03 Apigenin miz=
] || 289.04420-
& so] 269.04690 F: FTMS
o b | - pESIFullms
2 o] I [100.0000-800.0000]
g ] MS MK-MCS-3
2 40 i
- [
& 207 (|
] (|
L o e e
0 1 2 3 4 5 3] 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Time (min)
F:\2023-04-04-DISK C\...\MK-MCS-3 02/27/24 14:33:04
RT: 0.00-15.02 SM: 15G
100 RT:4.77 Apigenin 7-glucoside NL: 6.93E4
7 miz=
80 431.09621-431.10053
= F: FTMS - p ESI Full
60— ms
E (100.0000-200.0000]
407 MS MK-MCS-3
204
mg—_ RT 4.47 NL: 2.90E7
31 Hyperoside miz=
5 804 463.08588-463.09052
T ] F:FTMS - p ESI Full
7 B0 ms
< 403 [100.0000-800.0000]
-E E MS MK-MCS-3
§ =
e 3
v} rrrr|rrrrryrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrryrrrrrrrrryrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrroey
1]
Time (min)

Sekil 6.30 (devam): Miirver ¢icek su ekstresinin LC-HRMS kromatogramlari.

F:12023-04-04-DISK C\.. \MK-MME-& 02/27/24 156:21:18

RT: 0.00-15.01 SM: 15G
RT: 2.43 Chlorogenic acid NL: 4.28E6
1007 miz=
] 353.08604-353.08958 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
MK-MME-8

RT:4.32  Rutin NL: 3.21E7
miz=
609.14306-609.14916 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
MK-MME-&

-

o3 f..59..8.,.52..%..5%..5..97..%

RT: 4.08 NL: 2.11E5
Quereitrin il
447.09104-447.09552 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
MK-MME-&

-

Relative Abundance

RT:5.52 Quercetin NL: 1.47E6

-

miz=
301.03387-301.03689 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
MK-MME-8

-

RT:5.61  Naringenin NL: 9.57E4
II'lI miz=
| ll 271.05984-271.06256 F:
FTMS - p ESI Full ms
[ [100.0000-800.0000] MS
j '|II MK-MME-&
A

Rt T B B o
10 1" 12 15
Time (min)

Sekil 6.31: Miirver meyve %50 etanol ekstresinin LC-HRMS kromatogramlari.
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F:\2023-04-04-DISK C\...\MK-MME-&8

02/27/24 15:21:18

RT: 0.00-15.01 SM: 15G
3.10 NL: 3.15E5
100§ |1‘ miz=
03 f 179.03408-
3 | 179,03588 F; FTMS
805 | | -p ESI Full ms
1 Caffeic acid I [100.0000-800.0000]
8 707 | | MS MK-MME-&
_’é EO% RT: 2.47 ‘
3 o] | A
< 504 Al
o E | | I
2 404 | |
4 . | |
o L Y
o 30 i/ \
3 o |
205 . ][ \%\
10 4 \I ‘I M TN e e
CE I'\ !
100+ Apigenin  RT:6.06 NL: 2.75E4
E miz=
g0 1 269.04420-
3 il 269.04690 F: FTMS
o i -p ESI Full ms
3 | | [100.0000-900.0000]
703 ([ MS MK-MME-8
603 I
50 [
e I
E [
303 | |
205 |
E f f [l
104 I A Il
3 I [\ e
L o e o L e i B o o o e e e e e
15
Time (min)
F2023-04-04-DISK C\..\MK-MME-& 02/27/24 15:21:118
RT: 0.00- 15.01 SM: 15G
100— Apigenin 7-glucoside RT:4.79 NL; 2.78E4
] miz=
3] 431.09821-
805 431.10053 F: FTMS
7 - p ESIFull ms
80 [100.0000-800.0000]
] MS MK-MME-6
40
] f
20 f\
- ’ )
0 RT: 4.98 ML: 2.11E8
100+ - -
] miz=
] Luteclin 7-glucoside 447.09104-
8 807 447.09552 F: FTMS
L] ] - p ESI Full ms
g 80 [100.0000-800.0000]
2 . MS MK-MME-8
2 40
.
& 20
4 FAY
= Lo
100 RT: 4.44 NL_? 81EB
miz=
80 453.08588-
B . 483.08052 F: FTMS
E Hyperoside -p ESI Full ms
60— [100.0000-900.0000]
] MS MK-MME-6
404
20+
i T B I I o o e AR
Time (min)

Sekil 6.31 (devami): Miirver meyve %50 etanol ekstresinin LC-HRMS

kromatogramlari.
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F:\2023-04-04-DISK C\..\MK-MMS-5 02/27/24 15:05:14

RT: 0.00-15.02 SM: 15G
RT: 2.43 NL: 1.27E6
100+ el
- Chlorogenic acid 353.08604-353.08958 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-800.0000] MS
MK-MMS-5

o
o

(TR

o

RT:4.33  Rutin NL: 1.92E7
m/z=
609.14306-609.14916 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-800.0000] MS
MK-MMS-5

-
o
i

5
AJII?IAAI

RT:4.98 Quercitrin NL: 2.07ES

miz=
447.09104-447.09552 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-800.0000] MS
MK-MMS-5

-
o
o o

{0 S 4 e T  B e |

Relative Abundance
w
o

o
)

BPAN 2

RT: 5.52 Quercetin NL: 4.86E7
m/z=
301.03387-301.03689 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
MK-MMS-5

100
503
0
100
503

: RT: 5.65 NL: 1.00E5
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Naringenin m/z=
271.05984-271.06256 F:
FTMS - p ESI Fullms
[100.0000-900.0000] MS

MK-MMS-5
T
Time (min)
F:2023-04-04-DISK C\...\MK-MMS-5 02/27/24 15:05:14
RT: 0.00-15.02 SM: 15G
RT: 6.07 NL: 5.25E4
1!3'1.1-E miz=
95 269.04420-
E 269.04690 F: FTMS
90 -p ES| Full ms
E [100.0000-200.0000]
85 Apigenin MS MK-MMS-5
803
75
7]
e
g 60
5 ..
E
3 E
< 50
%45—2
& 40
0]
7 |
|||
15 fl
103 [
] ‘ I
E /
o3 /
LIS e
1] 4 5

Time (min)

Sekil 6.32: Miirver meyve su ekstresinin LC-HRMS kromatogramlari.
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F:2023-04-04-DISK C\...\MK-MMS-5 02/27/24 15:05:14

RT: 0.00-15.02 SM: 15G

100 RT: 4.80 NL: 1.48E4
] !.i Apigenin 7-glucoside /z=
80 | 431.09621-431.10053
E il F: FTMS - p ESI Full
60 I ms
407 I [100.0000-800.0000]
3 I MS MK-MMS-5
20 n
3 N
0 RT: 4.98 NL: 2.07E5
o 1005 | Luteolin 7-glucoside miz=
& 804 Il 447.09104-447.09552
2 - i F: FTMS - p ESI Full
2 604 | ms
< 40: I [100.0000-200.0000]
2 " i MS MK-MMS-5
3 207 -
© o SV Cavw— NL: 7.44E8
100 "4:45 Hyperoside de hEREE
3 ] miz=
80 463.08588-463.09052
7 F: FTMS - p ESI Full
60— ms
= [100.0000-800.0000]
405 MS MK-MMS-5
204 |
Ot 1_'|'\'I_|_F'|‘_I‘T‘I|=f._n1_|’1||| TTTT T T T T TT] TTTT 11T TTTTT T TTTTT] T
0 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Time (min)

Sekil 6.32 (devam): Miirver meyve su ekstresinin LC-HRMS kromatogramlart .

6.3.8 Standardize ekstrelerin spesifikasyon parametreleri

Standardize ekstrelerin spesifikasyon degerleri belirlenmistir. Her biri igin

spesifikasyon tablolar1 hazirlanmistir (Tablo 6.30 — Tablo 6.41).

Tablo 6.30: Miirver yaprak %50 etanol ekstresinin kimyasal analizi.

Test Metot Spesifikasyon Sonug

Tayin HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin varligina bakilir -~ Uygun
Kimyasal profil LC-HRMS Rutin ve izokersitrin miktarma bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin miktarina bakilir ~ Uygun
Toplam fenolik i¢erik  Folin-Ciocalteu testi %5,00 + 0,50 %4,92
Toplam flavonoit igerik AIClI; testi %2,50 = 0,25 %?2,39
Rutin HPLC-PDA %1,70+ 0,20 %1,72
Izokersitrin HPLC-PDA %0,40 + 0,04 %0,37

Tablo 6.31: Miirver yaprak %50 etanol ekstresinin fiziksel 6zellikleri.

Test Metot Spesifikasyon Sonug
Nem OHAUS MB 35 nem tayin cihazi ile nem tayini <%5,00 %1,81
Gorliniim Gorsel inceleme Sar1 toz Uygun
. Miirver yapragina
Koku Organoleptik 67gi koku Uygun
Tablo 6.32: Miirver yaprak su ekstresinin kimyasal analizi.
Test Metot Spesifikasyon Sonug
Tayin HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin varligina bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil LC-HRMS Rutin ve izokersitrin miktarma bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin miktarma bakilir ~ Uygun
Toplam fenolik i¢erik  Folin-Ciocalteu testi %4,50 + 0,45 4,49
Toplam flavonoit AICl; testi %1,70 £ 0,17 1,69
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Rutin HPLC-PDA %0,90 + 0,09 %0,90
Izokersitrin HPLC-PDA %0,18 £ 0,02 %0,17

Tablo 6.33: Miirver yaprak su ekstresinin fiziksel 6zellikleri.

Test Metot Spesifikasyon Sonug

Nem OHAUS MB 35 nem tayin cihazi ile nem tayini <%5,00 %2,35

Goriintim Gorsel inceleme Sar1 toz Uygun
. Miirver yapragina

Koku Organoleptik 62gii koku Uygun

Tablo 6.34: Miirver gigek %50 etanol ekstresinin kimyasal analizi.

Test Metot Spesifikasyon Sonug

Tayin HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin varligina bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil LC-HRMS Rutin ve izokersitrin varligina bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin miktarina bakilir ~ Uygun
Toplam fenolik i¢erik  Folin-Ciocalteu testi %6,00 + 0,60 %5,91
Toplam flavonoit AIClI; testi %3,50 = 0,35 %3,54
Rutin HPLC-PDA %4,30 £ 0,43 %4,27
Izokersitrin HPLC-PDA %1,70 £ 0,17 %1,67

Tablo 6.35: Miirver ¢icek %50 etanol ekstresinin fiziksel 6zellikleri.

Test Metot Spesifikasyon ~ Sonug

Nem OHAUS MB 35 nem tayin cihazi ile nem tayini <%5 %1,65

Goriiniim Gorsel inceleme Sar1 toz Uygun
. Miirver ¢igegine

Koku Organoleptik 67gii koku Uygun

Tablo 6.36: Miirver gigek su ekstresinin kimyasal analizi.

Test Metot Spesifikasyon Sonug

Tayin HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin varligina bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil LC-HRMS Rutin ve izokersitrin miktarma bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin miktarina bakilir ~ Uygun
Toplam fenolik igerik  Folin-Ciocalteu testi %5,00 + 0,50 %4,94
Toplam flavonoit AIClI; testi %2,30 £ 0,23 %2,33
Rutin HPLC-PDA %1,20 +£ 0,12 %1,18
Izokersitrin HPLC-PDA %1,10 +0,11 %1,09

Tablo 6.37: Miirver gicek su ekstresinin fiziksel ozellikleri.

Test Metot Spesifikasyon ~ Sonug

Nem OHAUS MB 35 nem tayin cihazi ile nem tayini <%5 %2,41

Goriiniim Gorsel inceleme Sar1 toz Uygun
. Miirver gigegine

Koku Organoleptik 67gii koku Uygun

Tablo 6.38: Miirver meyve %50 etanol ekstresinin kimyasal analizi.

Test Metot Spesifikasyon Sonug

Tayin HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin varligina bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil LC-HRMS Rutin ve izokersitrin miktarma bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin miktarma bakilir ~ Uygun
Toplam fenolik i¢erik  Folin-Ciocalteu testi %3,50 + 0,35 %3,55
Toplam flavonoit AICl; testi %0,55 + 0,05 %0,56
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Rutin HPLC-PDA %0,40 + 0,04 90,39
Izokersitrin HPLC-PDA %0,12 + 0,01 %0,12

Tablo 6.39: Miirver meyve %50 etanol ekstresinin fiziksel 6zellikleri.

Test Metot Spesifikasyon Sonug

Nem OHAUS MB 35 nem tayin cihazi ile nem tayini <%5 %2,14

Goriintiim Gorsel inceleme Bordo toz Uygun
. Miirver meyvesine

Koku Organoleptik 67gii koku Uygun

Tablo 6.40: Miirver meyve su ekstresinin kimyasal analizi.

Test Metot Spesifikasyon Sonug

Tayin HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin varligina bakilir ~ Uygun
Kimyasal profil LC-HRMS Rutin ve izoKersitrin miktarma bakilir -~ Uygun
Kimyasal profil HPLC-PDA Rutin ve izokersitrin miktarina bakilir ~ Uygun
Toplam fenolik i¢erik  Folin-Ciocalteu testi %3,70 + 0,37 %3,68
Toplam flavonoit AIClI; testi %0,60 £ 0,06 %0,60
Rutin HPLC-PDA %0,22 £ 0,02 %0,23
Izokersitrin HPLC-PDA %0,07 + 0,01 %0,07

Tablo 6.41: Miirver meyve su ekstresinin fiziksel 6zellikleri.

Test Metot Spesifikasyon Sonug

Nem OHAUS MB 35 nem tayin cihazi ile nem tayini <%5 %?2,88

Goriintiim Gorsel inceleme Bordo toz Uygun
. Miirver meyvesine

Koku Organoleptik 67gii koku Uygun

6.3.9 In vivo anti-obezite aktivite calisma bulgulari

7 hafta siiren deney tamamlandiginda siganlarin ilk hafta agirliklarinin ve son hafta
agirliklarinin ortalamasinin arasindaki farkin test numuneleri gruplari arasinda en az
olanlarinin; 104,20 g fark ile miirver yaprak %50 etanol ekstresi (MYE) grubu, 105,30
g fark ile miirver yaprak su ekstresi (MYS) grubu ve 114,77 fark ile miirver gigek %50
etanol ekstresi (MCE) grubu oldugu tespit edilmistir (Tablo 6.42).

Benzer sekilde deney siiresi sonrasinda karin i¢i yag dokusunun genel goriintiisii
degerlendirildiginde obezite grubunun diger gruplarla kiyaslandiginda daha yiiksek

oranda karin i¢i yag1 i¢erdigi gézlemlenmistir.

Yiiksek yagli diyetin viseral dokularda lipit birikimine yol agtig1 ve viicut agirligi [127,
128] ile leptin seviyesinde artis1 [129] tetikledigi goriisii ile bu ¢alismada elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugu goriilmiistiir. Enerji homeostazi, birbiriyle etkilesime giren
karmasik ve dinamik prosediirlerle saglanir. Bunlar arasinda yer alan leptin, gida alim1

ve enerji homeostazinda ana diizenleyici olarak gorev yapan ve santral sinir sistemi ile
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periferik dokulardaki spesifik reseptorler aracilifiyla metabolik etki gosteren adiposit
kaynakli bir hormondur [130]. Bu hormon ayni zamanda, enerji harcamasi i¢in yag
dokusundan gelen sinyalleri uyarir [131]. Plazmadaki kalinti leptin, kan-beyin
bariyerini gecerek, hipotalamik reseptorler vasitasiyla viicudun istah kontrol merkezi
olarak bilinen yays1 ¢ekirdeginde néropeptid Y'nin (NPY) salimini engeller. Boylece
istahta azalma, sempatik sinir sistemi aktivasyonu ve metabolik hiz ile enerji

harcamalarinda artisa neden olur [132].

Obeziteyle birlikte gelisen dislipideminin degerlendirilmesi amaciyla deney
gruplarindan alinan serumlarda HDL-C, LDL-C ve trigliserit ile yag dokusundan
salgilan ve obeziteyle iliskili olan adiponektin ve leptin diizeyleri degerlendirilmistir.
Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda MYS ve miirver meyve %50 etanol
ekstresi (MME) test gruplari ile referans madde grubunda serum LDL, trigliserit, leptin
seviyeleri distis gosterirken, HDL-C diizeylerinde artis oldugu belirlenmistir (Tablo
6.43). 2006 yilinda Yang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 12 hafta boyunca
yiiksek yagli diyet ile beslenen farelerde serum LDL-C, TG ve kolesterol diizeylerinde
onemli artisin oldugu rapor edilmistir. Calismamizin sonuglar1 Yang ve ark. tarafindan

yapilan galisma ile paralellik gostermistir [128].

Metabolik olarak aktif olan T3 asil olarak T4’tin enzimatik 5'-deiodinasyonu ile ekstra
tiroidal dokularda tiretirken tiroid bezi temel olarak T4’ii sentezler [133]. Kandaki
tiroid hormonlar1 temel olarak plazma proteinlerine baglanir; yani albiimin, tiroksin
baglayic1 globiilin (TBG) ve tiroksin baglayict 6n albiimin (TBPA) ile hiicresel
membranlar1 gegebilen ve tiroid hormonlarinin aktif formlar1 olarak kabul edilen
serbest formlarla dengededirler [134]. Tiroid hormonlari (TH), TH'ye bagl siireglerde
ATP tiikketimini artirarak ve ATP sentezinin etkinligini azaltarak termojenezi uyarir
[135]. Tiroid hormonlar1, mitokondrinin i¢ zarindaki ayirici proteini (UCP) uyararak
proton baglanmasini nler. Boylece ATP sentezi yerine 1s1 salimi saglayarak daha fazla

enerji tiiketimine neden olur [136].

Tarafimizdan yapilan c¢alismada, calisma gruplarinda Ts ve T4 seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik elde edilememistir (Tablo 6.43). Yiiksek yagl
diyet ile artan T4 deiyodinasyonu ve hedef hiicreler tarafindan artan Ts alimu ile
baglantili oldugu [137], yag asitlerinin hipofiz T3 ve T4 alimmm farkli sekilde
diizenleyebildigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [138]. Bu nedenle, yiiksek yag

diyetinden kaynaklanan daha ytiksek T4 aliminin, normal serum T4 konsantrasyonuna,
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yikksek serum Tz seviyelerine ve yiiksek tiroid hormon etkisine neden olmasi
mimkiindiir [139]. Calisma sonuglarimiz, test numunelerinin T3 ve Ts seviyeleri

tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermistir.
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Tablo 6.42: Deney gruplarin haftalara gore agirlik ortalamalari.

Gruplar

Ortalama agirhik (g) £ SS

Kontrol

Negatif kontrol

MYE
MYS
MCE
MCS
MME
MMS

Referans madde

0. Hafta
221,40 + 10,85
234,66 + 12,08
249,31 +£10,01
231,75 +10,92

244,06 + 7,34
230,95+ 11,62
235,52 +10,14
241,11 +£11,43
221,27 +6,79

1. Hafta
239,95 + 12,94
251,13 £ 14,05
259,81 +11,39
243,39 + 11,34
261,78 + 10,61
241,34 £ 10,06
261,30 + 8,67
259,28 £9,25
229,50 + 7,06

2. Hafta
249.44 £ 13,26
298,51 + 12,19
265,77 £ 11,23
259,94 + 14,21
298,38 £9,08
257,12 +£9,94
279,60 + 9,56
270,73 +£10,42
237,61 + 8,01

3. Hafta
258,12 + 14,61
319,26 + 13,04
279,95 + 13,34
278,45+ 11,49
302,45 + 9,08
290,62 + 8,75
296,30 + 12,82
285,53 + 15,08
251,13+ 8,26

4. Hafta
265,34 £ 13,61
327,43+ 11,36
298,36 + 11,35
292,12 + 12,29
317,42 + 11,46
311,65 +£9,26
313,76 £ 11,08
301,57 + 14,12
262,13+ 8,10

5. Hafta
278,36 + 12,54
366,55 £ 11,13
310,52 +£9,71
305,12 + 14,08
325,61 +£11,39
326,91 + 9,64
337,74 £ 13,12
337,60 + 12,71
284,32 £ 8,02

6. Hafta
289,46 + 10,32
378,23 £ 11,01
322,71 £ 8,10
318,51 +£ 13,12
334,17 +9,08
341,57 £ 11,12
354,37 + 12,68
371,08 + 11,26
290,31 +9,12

7. Hafta
29931 + 12,44
391,28+ 10,12
353,51 £9,41
347,05+ 11,78
358,83 £9,85
372,11 +£10,03
381,17 +£9,45
390,46 + 12,67
291,12 + 8,61

MYE: Miirver yaprak %50 etanol ekstresi; MY S: Miirver yaprak su ekstresi; MCE: Miirver ¢icek %50 etanol ekstresi; MCS: Miirver ¢igek su ekstresi; MME: Miirver meyve

%S50 etanol ekstresi; MCS: Miirver meyve su ekstresi.
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Tablo 6.43: Calisma materyallerinin HDL-C, LDL-C, trigliserit, adinopektin, leptin, T3 ve T4 seviyleri tizerindeki etkileri

S . . . Ts Ta
s A St N R /%

Kontrol 97,34 £6,72 37,09 £ 3,81 98,43 £ 5,34 12,03 £2,55 1,71 +0,83 1,42+ 0,55 0,54 +0,29
Negatif kontrol 62,52 £ 4,17 45,40 £ 3,24 116,27 £ 6,51 9,34 +£1,42 498+ 1,56 1,30+ 0,41 0,45+0,34
MYE 61,16 + 6,05 35,39+5,10 91,45+ 7,38 8,82+ 0,67 324+1,17 1,53+0,72 0,63+ 0,09
MYS 70,63 +£ 5,12 39,48 +£3,27 114,75 £ 8,91 7,49 +2,13 3,54+ 0,82 1,24 + 0,37 0,57+0,11
MCE 65,51 £3,08 41,25 £ 3,86 123,51 £5,42 7,78 £0,81 3,70+ 0,51 1,26 £ 0,65 0,59 +0,08
MCS 53,38+ 6,49 42,05 £4,12 131,12+ 5,08 8,91+1,73 4,08+ 0,94 1,42 +£0,53 0,41 +0,07
MME 75,92 + 3,41 43,72 + 4,06 112,53 +5,03 5,65+0,79 4,67+0,89 1,34 +£0,46 0,55+ 0,06
MMS 71,73 £7,62 45,13 £3,90 135,09 +7,42 9,25+ 0,56 4,98 + 0,43 1,56 £0,74 0,42 +0,02
Referans madde 95,40 + 4,19 29,53 +3,41 71,65+4,82 13,05+ 1,63 1,43+ 0,82 1,31+0,29 0.39+ 0,08

MYE: Miirver yaprak %50 etanol ekstresi; MYS: Miirver yaprak su ekstresi; MCE: Miirver ¢icek %50 etanol ekstresi; MCS: Miirver ¢igek su ekstresi; MME: Miirver meyve

%50 etanol ekstresi; MCS: Miirver meyve Su ekstresi.
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Obeziteyle iliskili olarak kronik enflamasyonun degerlendirilmesi amaciyla siganlarin
serum TNF-a ve IL-1B diizeyleri de incelenmistir. MYS, miirver ¢icek su ekstresi
(MCS), MME ve miirver meyve su ekstresi (MMS) test numunelerinde serum TNF-a
ve IL-1p diizeylerinin negatif kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oranda oldugu tespit
edilmistir (Tablo 6.44).

Tablo 6.44: Calisma materyallerinin si¢anlarda olusturulan obezite modelinde
serumdaki sitokin seviyeleri.

Gruplar TNF-a seviyesi (pg/mL) IL-1p seviyesi (pg/mL)

Kontrol 703,12 £ 15,84 914,82 + 10,67
Negatif kontrol 925,31+ 17,06 1271,94 + 11,83
MYE 964,27 £ 11,13 1017,51 + 14,06
MYS 917,46 + 13,24 965,24 + 13,21
MCE 944,07 £ 11,45 913,05+ 11,72
MCS 890,14+ 10,19 996,22 + 12,09
MME 851,82 + 12,65 871,24+ 11,75
MMS 804,51+ 13,73 886,31 £ 15,49

Referans madde 675,09 +9,82 731,28 £ 10,04

MYE: Miirver yaprak %50 etanol ekstresi; MY S: Miirver yaprak su ekstresi; MCE: Miirver ¢igek %50
etanol ekstresi; MCS: Miirver gi¢ek su ekstresi; MME: Miirver meyve %50 etanol ekstresi; MCS:
Miirver meyve su ekstresi.

Plazma insiilin seviyesindeki artis karaciger ve adipoz dokularda lipogenezisin
indiiklenmesine, plazma leptin ve ob gen mRNA seviyelerinde artisa neden olur [140,
141]. Insiilin hormonu 6zellikle kalp kast, iskelet kas1 ve yag dokularina glukoz girisini
ve bu dokularmn insiiline duyarliligin1 arttirmaktadir [142]. Bununla birlikte, serbest
yag asitleri ve amino asitler gibi diger besinlerin hiicreye alimina neden olur. Bu
nedenle glikoz, glikolizis sirasinda oksitlenir ve sitoplazmada ATP / ADP oranim
yiikseltir. Yiikksek ATP / ADP orani, insiilin igeren graniillerin ekzositozunu tetikler.
Yag asitleri ayrica yliksek ATP / ADP oranina yol acan yag asitlerinin f-
oksidasyonunu artirarak veya bazi protein kinazlar1 aktive ederek insiilin
sekresyonunu arttirir.  Uzun  siireli  yiiksek yagli diyet tiiketiminde goriilen
hiperinsiilineminin, pankreas hiperplazisi, yag asitleri alimi ve artmis pankreas [-

hiicreli glukoz metabolizmasi sonucu ortaya ¢iktigi bilinmektedir [141].

Obeziteyle iligkili insiilin direncinin belirlenmesi amaciyla sicanlarin kan glukoz
diizeyleri ve serum insiilin diizeyleri degerlendirilmistir. Glukoz 6l¢lim cihaziyla

belirlenen kan glukoz seviyelerinin ve serum insiilin diizeylerinin, referans madde
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grubunda ve MYE, MYS ve MMS kodlu test numuneleri uygulanan gruplarda negatif
kontrol grubuna kiyasla daha diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (Tablo 6.45).

Tablo 6.45: Calisma materyallerinin kan glukoz ve serum insiilin diizeyleri iizerine
etkisi.

Kan glukoz seviyesi Serum insiilin diizeyi

Gruplar

(mg/dL) (mIU/)

Kontrol 122,70 + 4,18 8,16+ 1,90
Negatif kontrol 134,03 + 4,96 11,93 +£2,24
MYE 129,15 + 4,04 7,08+1,71
MYS 123,46 + 5,07 8,08 + 0,45
MCE 138,53 £ 3,74 9,46 + 0,59
MCS 141,05 + 4,09 8,92+0,71
MME 137,16 £ 5,12 9,30+ 1,44
MMS 129,43 +5,72 9,61 +0,34
Referans madde 125,06 + 8,25 5,19+ 0,34

MYE: Miirver yaprak %50 etanol ekstresi; MYS: Miirver yaprak su ekstresi; MCE: Miirver ¢icek %50 etanol
ekstresi; MCS: Miirver ¢igek su ekstresi; MME: Miirver meyve %50 etanol ekstresi; MCS: Miirver meyve su
ekstresi.

Sicanlarin  serum lipaz diizeyleri karsilastirildiginda, orlistat uygulamasi
gerceklestirilen grupta ¢cok daha belirgin olmakla birlikte 6zellikle MMS kodlu test
numunesinde negatif kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oranda oldugu belirlenmistir
(p<0,01). In vitro lipaz enzim inhibisyon g¢alismalarinda referans madde olarak
kullanilan orlistat gurubunda lipaz enzim inhibitor etki gozlenirken, istatistiksel olarak
anlamli olmamakla beraber test gruplari arasinda goriilen en iyi ICso degeri yine MMS

kodlu numuneye aittir (Tablo 6.46).

Tablo 6.46: Caligma materyallerinin siganlarda serum lipaz ve lipaz enzimi {izerine
belirlenen ICsp diizeyleri iizerine etkisi.

Lipaz enzim inhibisyonu

Gruplar Serum lipaz diizeyi (U/L) (ICso (pg/mL) % SS)
Kontrol 13,06 £ 1,94 -
Negatif kontrol 41,20+ 5,12 -
MYE 38,19 £ 3,74 287,08 + 8,51
MYS 35,48 +£2,95 250,14 + 6,95
MCE 27,01 £1,87 230,62 + 8,04
MCS 31,74+ 1,76 306,17 + 8,13
MME 44,51 +2,87 298,13 + 8,07
MMS 19,32 +1,31" 149,56 + 8,11
Referans madde 8,21+ 0,46 20,53 +£0,98

MYE: Miirver yaprak %50 etanol ekstresi; MYS: Miirver yaprak su ekstresi; MCE: Miirver ¢igek %50 etanol
ekstresi; MCS: Miirver gicek su ekstresi; MME: Miirver meyve %50 etanol ekstresi; MCS: Miirver meyve su
ekstresi, *: p<0,01.
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Sonug olarak, test edilen standardize ekstreler; HDL, LDL, trigliserit, adinopektin,
leptin, T3, T4, TNF-q, IL-1p, kan glukozu seviyesi, serum insiilin seviyesi, lipaz enzim
inhibisyonu degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamistir. Yalnizca
miirver meyve su ekstresi serum lipaz seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmustur (p<0,01). Boliim 4.6°da S. nigra ekstrelerinin kullanildigi ve obezite
parametreleri ile ilgili daha 6nce yapilan in vivo ve klinik ¢alismalara yer verilmistir.
Bu ¢aligmalardan Caenorhabditis elegans tiirii solucan tizerinde yalnizca kara miirver
cigek ekstreleriyle yapilani hari¢ tutulursa, obezite parametreleri iizerinde olumlu
degisiklik meydana geldigi gozlemlenen ¢alismalarin hepsinde ortak noktanin, test
numunelerinin belirlenmis miktarlarda antosiyanin igermesi oldugu gorilmektedir
[100-103]. Bu durumda S. nigra bitkisinin ekstrelerinin meydana getirdigi anti-obezite
etkileri potansiyel olarak meyvelerindeki antosiyanin igerigi ile iliskilendirilebilir. Bu
tez kapsaminda olusturulan standardize meyve ekstreleri ise oldukca diisiik
miktarlarda antosiyanin igermekteydi. Kara miirver meyvelerinin major
antosiyaninleri siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-sambubiozittir. Ancak miirver
meyve %50 etanol ekstresi (MME) 100 gramda 3,00 + 0,01 mg siyanidin-3-glukozit;
6,76 + 0,03 mg siyanidin-3-sambubiozit i¢ermekteydi. Miirver meyve su ekstresi
(MMS) 100 gramda 2,61 + 0,01 mg siyanidin-3-glukozit; 3,10 + 0,01 mg siyanidin-3-
sambubiozit icermekteydi. In vivo olarak test edilen numunelerin obezite
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik meydana getirmemesi, bu

durumla agiklanabilir.

6.4 Kara Miirver ve Ekinezya Ekstreleri iceren Formiilasyonla ilgili Bulgular

6.4.1 Formiilasyonun zaman icinde L-askorbik asit miktarlarimin degisimini

gosteren HPLC-PDA bulgular

Kalibrasyon pikleri elde edilen standart madde L-askorbik asidin kalibrasyon egrisi
cizilerek en kiigiik kareler denkleminden R? degeri hesaplanmistir (Sekil 6.33).
Standart pik o6rnegi Sekil 6.34’te verilmistir. Hazirlanan kalibrasyon egrisinin
denkleminden formiilasyon numunelerinin mL’sinde bulunan L-askorbik asit
miktarlar1 0, 1 ve 3. aylarda hesaplanmistir (Tablo 6.47). 3. ayin sonunda analiz edilen
7 kodlu numunede bulunan L-askorbik asidin 254 nm’deki piki drnek teskil etmesi

agisindan Sekil 6.35’te verilmistir.
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Sekil 6.34: L-askorbik asit standart piki.
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Sekil 6.35: 3 ay sonunda 7 kodlu numunedeki L-askorbik asit piki.

Baslangi¢ formiilasyonunun 0. aydaki ve her bir numunenin 1 ve 3. aylardaki L-
askorbik asit konsantrasyonu Tablo 6.47°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore
buzdolabi (4 °C) grubunda olan numuneler (7, 8 ve 9 kodlu numuneler) 3 ayin sonunda
hala baslangigtaki L-askorbik asidin %86,76’sin1 korumaktadir. Diger numunelerin ise

L-askorbik asit miktarlar1 3 aym sonunda %50’nin altina diismiistiir.
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Tablo 6.47: Numunelerin 0-1-3. aylarda tayin edilen L-askorbik asit miktarlari.

Ortam

L-askorbik asit konsantrasyonu
(Ortalama + standart sapma mg/mL)

Numune kodu

Baslangic (0. ay)

1. ay

Ortam ortalamasi

3. ay

Ortam ortalamasi

Stabilite kabini
(25°C=+x2°C/

%60 BN = %5 BN)

Oda sicaklig1
25°C

Buzdolab:1
4°C

33,638 + 0,002

23,855+ 0,027

24,059 + 0,167

24,253 £ 0,047

25,690 + 0,042

24,404 + 0,051

24,734 £ 0,042

33,305 £ 0,013

33,162 £ 0,023

32,290 £ 0,012

24,056 + 0,194

24,943 + 0,580

32,919+ 0,476

13,078 £ 0,017

12,740 + 0,008

13,564 + 0,037

14,035 + 0,004

14,113 + 0,004

13,763 £ 0,008

29,914 £ 0,211

29,896 + 0,018

27,747 +£ 0,030

13,128 £ 0,359

13,970 +£ 0,159

29,186 £ 1,084
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6.4.2 Formiilasyonun zaman icinde toplam fenolik ve flavonoit miktarlarinin degisimini gosteren spektrofotometrik bulgular

Baslangi¢ formiilasyonunun 0. aydaki ve her bir numunenin 1 ve 3. aylardaki mL basina diisen toplam fenolik madde konsantrasyonlar1 Tablo
6.48’da ve toplam flavonoit konsantrasyonlar1 Tablo 6.49°de pg cinsinden sunulmustur. Elde edilen sonuglara gére buzdolabi (4 °C) grubunda olan
numuneler (7, 8 ve 9 kodlu numuneler) 3 ayin sonunda hala baslangigtaki toplam fenolik madde miktarinin %96,93’{inti, toplam flavonoit madde
miktarmin %83,05’ini korumaktadir. Oda sicakligindaki 25 °C numuneler 3 ayin sonunda baslangictaki toplam fenolik madde miktarinin
%88,94’1inii, toplam flavonoit madde miktarinin %82,98’ini korumaktadir. Stabilite kabinindeki (25 °C + 2°C / %60 BN + %5 BN) numuneler 3

ayin sonunda baslangigtaki toplam fenolik madde miktarinin %87,29’unu, toplam flavonoit madde miktarinin %82,17’sini korumaktadir.

Tablo 6.48: Numunelerin 0-1-3. aylarda tayin edilen toplam fenolik madde miktarlari.

Toplam fenolik madde konsantrasyonu
(Ortalama = standart sapma pg/mL)

Ortam Numune kodu | Baslangi¢ (0. ay) 1. ay Ortam ortalamasi 3. ay Ortam ortalamasi
Stabilite kabini 1 4979,420 + 130,730 4404,058 + 39,030
(25 °C +2°C / 2 4880,145 + 153,293  4976,763 + 132,993 4972,899 + 130,024 4792,705 + 302,018
%60 BN % %5 BN) 3 5070,725 + 153,882 5001,159 + 77,299
Oda sicaklig 4 4967,826 + 135,290 5023,623 + 174,081
55 oC 5 5490,783+ 6,957 4813478+ 69,870 4955,990 + 160,167 4914,928 + 85,042 4883,527 + 186,681
6 5086,667 + 152,117 4712,029 + 163,786
Busdolaby 7 5424,348 + 56,522 5464,203 + 129,568
4 o0 8 5331,594 + 17,980  5395,845 + 82,533 5241,014 + 122,828 5322,174 + 186,406
9 5431,594 + 28,372 5261,304 + 247,826
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Tablo 6.49: Numunelerin 0-1-3. aylarda tayin edilen toplam flavonoit madde miktarlari.

Toplam flavonoit madde konsantrasyonu
(Ortalama = standart sapma pg/mL)

Ortam Numune kodu | Baslangig (0. ay) 1. ay Ortam ortalamasi 3.ay Ortam ortalamasi

Stabilite kabini 1 239,448 + 4,778 224,048 + 15,259

(25°C +2°C / 2 252,322+ 8,868 240,061+ 12,549 211,738+ 13,095 223,807 + 14,685
%60 BN = %5 BN) 3 228,414 + 9,946 235,634 + 5,467
Oda sicakh@ 4 249,563 + 18,368 241,655 + 12,586

55 o 5 272,368+ 2,871 253241+ 25283 250,176+ 16,749 214,759+ 12,585 226,023 + 15,896
6 247,724 + 11,034 221,655 + 10,414
Budolabr 7 258,000 + 4,741 224,048 + 7,629

2 o0 8 269,379 +3,103 260,069+ 7,912  217,531+8,780 226,221 + 11,598
9 252,828 + 1,792 237,083 + 10,266
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6.4.3 Formiilasyonun zaman icinde toplam antosiyanin miktarlarinin degisimini gosteren spektrofotometrik bulgular

Baslangi¢ formiilasyonunun 0. aydaki ve her bir numunenin 1 ve 3. aylardaki mL basina diisen toplam antosiyanin madde konsantrasyonlar1 Tablo
6.50’de pg cinsinden sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore buzdolab1 (4 °C) grubunda olan numuneler (7, 8 ve 9 kodlu numuneler) 3 ayin
sonunda hala baslangigtaki toplam antosiyanin madde miktarinin %86,32’sini korumaktadir. Oda sicakligindaki 25 °C numuneler 3 aymn sonunda
baslangigtaki toplam antosiyanin madde miktarinin %76,59’unu korumaktadir. Stabilite kabinindeki (25 °C +2°C /%60 BN =+ %5 BN) numuneler

3 aym sonunda baslangigtaki toplam antosiyanin madde miktarinin %71,36’sin1 korumaktadir.

Tablo 6.50: Numunelerin 0-1-3. aylarda tayin edilen toplam antosiyanin madde miktarlari.

Toplam antosiyanin madde konsantrasyonu
(Ortalama = standart sapma pg/mL)
1. ay Ortam ortalamasi 3. ay

Ortam Numune kodu Ortam ortalamasi

Baslangic¢ (0. ay)

Stabilite kabini 1 53,148 + 0,738 49,922 + 1,030
(25°C+2°C/ 2 51,681 + 0,448 53,245+ 1,510 51,975+ 0,448 51,160 + 1,165

%60 BN = %5 BN) 3 54,907 + 0,738 51,584 + 0,776

Oda stcakli@ 4 71 688 4 2.423 55,753 + 1,322 55,689 + 2,607
25 °C 5 ’ ' 56,471+ 1,185 57,058 +1,037 54,125 + 1,221 54,907 + 1,652

6 57,449 + 0,587 54,907 + 0,896

Buzdolabi 7 65,171+ 1,615 63,118 + 3,217
4°C 8 67,224 + 1,476 66,279+ 1,719 60,577+0,610 61,880+ 2,039

9 66,442 + 1,953 61,945 + 1,030
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7. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii
ile ¢alisilarak, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Sambucus nigra L. bitkisinin 121 farkli
bolgeden alinan 6rnekleri toplam antosiyanin igerigi bakimindan degerlendirilmistir.
Buna gore, toplanan ornekler arasinda toplam antosiyanin igerigi bakimindan en
zengin olanlar1 2021 yilinda toplanan Bergama 2, Bozdag 7 6rnekleri ile 2022 yilinda
toplanan Bolu 22, Bolu 24 ve Bolu 26 olmustur. Bu 6rneklerin, sirasiyla siyanidin-3-
glukozit kloriir lizerinden hesaplanan antosiyanin miktarlart %1,7045 + 0,0141;
%1,3998 + 0,2659; %1,4930 + 0,0722; %1,3846 + 0,0834 ve %1,3843 + 0,0936°dir.
Bu sonuglar dogrultusunda, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Ege Tarimsal Aragtirma
Enstitlisii ortakliginda yerli ve antosiyanince zengin bir S. nigra kiiltir cesidi

gelistirilecektir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen sitotoksisite caligmasinda insan alveoler
adenokarsinom hiicresi (A549, CCL-185), insan meme adenokarsinomu hiicresi
(MCF-7, HTB-22) ve insan beyni glioma kanser hiicresi (U-118 MG, HTB-15)
hatlarinda ¢aligilmig, in vitro olarak test edilen S. nigra ekstrelerinin bu hiicre
hatlarinda ancak ¢ok yliksek miktarlarda sitotoksik olabilecegi gézlemlenmistir. Bu
sonug, S. nigra ekstrelerinin ve iriinlerinin belirli sinirlardaki giivenligini

vurgulamaktadir.

Yine bu tez kapsaminda, kara miirver ekstrelerindeki rutin ve izokersitrin
flavonoitlerini PDA dedektorlit HPLC cihazinda kantitatif olarak tayin edebilmek icin
metot gelistirilmis ve validasyonu yapilmistir. Gelistirilen metot sistem
tekrarlanabilirligi, sistem uygunlugu, secicilik, dogrusallik, uygulama araligi,
dogruluk, kesinlik, saglamlik ve stabilite acisindan USP tarafindan belirlenen kabul

kriterlerini saglamaktadir.

Tez kapsaminda, Balikesir Biiyliksehir Belediyesi Ciftgi Egitim Merkezi’nin kiiltiir

bahgesinden toplanan S. nigra bitkisinden standardize ekstreler elde edilmis (miirver
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cicek %50 etanol ekstresi, miirver ¢igek %100 su ekstresi, miirver meyve %50 etanol
ekstresi, miirver meyve %100 su ekstresi, miirver yaprak %50 etanol ekstresi ve
miirver yaprak %100 su ekstresi) ve her birinin spesifikasyonu olusturulmustur.
Spesifikasyonlarda kimyasal igerik bakimindan fenolik madde miktari, flavonoit
madde miktar1, rutin miktar1 ve izokersitrin miktarina yer verilmistir. Antosiyaninler
sicaklik, 151k, oksijen, pH gibi ortama bagli faktorler sebebiyle bozunabildiginden
stabil degildirler. Bu sebeple spesifikasyon parametrelerinde antosiyanin miktarina yer
verilmemistir. Flavonoitler daha stabil oldugundan onlarla iliskili parametrelere yer

verilmigtir.

Bu tez kapsaminda elde edilen standardize ekstrelerin her biri, yiiksek yagl diyetle
indiikklenmis obeziteye sahip erkek Wistar albino si¢an gruplarinin diyetlerine dahil
edilerek test edilmistir. Obezitede etkili parametreler olan HDL, LDL, trigliserit,
adinopektin, leptin, T3, T4, TNF-a, IL-1B, kan glukozu seviyesi, serum insiilin
seviyesi, lipaz enzim inhibisyonu ve serum lipaz seviyesi degisimleri 7 hafta boyunca
takip edilmistir. Yalnizca miirver meyve su ekstresi serum lipaz seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmustur (p<0,01). Diger parametrelerde 7
hafta sonunda istatistiksel olarak anlamli farklar olusmamustir. Literatiire bakildiginda,
S. nigra ekstrelerinin test edilip, omurgali canlilarin obezite parametreleri lizerinde
olumlu degisiklikler meydana geldigi gozlemlenen c¢aligmalarin hepsinde ortak
noktanin, test numunelerinin belirlenmis miktarlarda antosiyanin icermesi oldugu
goriilmektedir [100-103]. Bu durum da S. nigra bitkisinin ekstrelerinin meydana
getirdigi  anti-obezite etkilerinin  meyvelerindeki  antosiyanin igerigi ile
iligskilendirilebilecegi yorumuna yol a¢maktadir. Bu tez kapsaminda olusturulan
standardize meyve ekstreleri ise oldukc¢a diisiik miktarlarda antosiyanin icermekteydi.
In vivo olarak test edilen numunelerin obezite parametrelerinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik meydana getirmemesi, bu durumla agiklanabilir.

Tez kapsaminda kara miirver ve ekinezya ekstreleri igeren formiilasyon hazirlanmistir.
Hazirlanan bu formiilasyon baslangi¢ asamasinda stabilite incelemeleri i¢in 3 gruba
boliinmistiir: 1. stabilite kabini (25 °C = 2°C / %60 BN + %5 BN); 2. oda sicakligi
(25 °C); 3 buzdolab1 (4 °C). Formiilasyonun L-askorbik asit, toplam fenolik madde,
toplam flavonoit madde ve toplam antosiyanin madde miktarlarinin stabilitesi
baslangigtan itibaren 3 ay boyunca takip edilmistir. 3 ayin sonunda her 3 gruptaki

numuneler de toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlarinin en az %80’ini, toplam
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antosiyanin miktarlarinin ise en az %70’ini korumustur. Hazirlanan formiilasyonlarda
ortamlar arasinda en fazla farkin olustugu parametre L-askorbik asit miktaridir. Elde
edilen sonuglara gore buzdolabi (4 °C) grubunda olan numuneler 3 ayin sonunda hala
baslangigtaki L-askorbik asit miktarinin  %86,76’simn1  korumaktadir. Diger
numunelerin L-askorbik asit miktarlart ise 3 ayin sonunda baslangic miktarinin
%350’sinin  altina dismdistiir. Bu formiilasyon kullanilacaksa L-askorbik asit
miktarinda meydana gelecek kayiplar g6z oniine alinarak, formiilasyona bu maddeden
daha yiiksek oranda ilave edilmelidir. Veya daha farkli formiilasyon denemeleri

yapilabilir.

Kara miirver, her gegen giin kullanimi artan 6nemli bir bitkidir. Soguk alginlig1 ve
gribal enfeksiyonlara kars1 faydali olmasi sebebiyle ekstrelerinden elde edilen surup,
damla, tablet, kapsiil, efervesan tablet, pastil, aerosol, emiilsiyon ve siispansiyonlari
gida takviyesi olarak biitiin diinyada yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Future
Market Insights tarafindan yayimlanan “Kara Miirver Takviyeleri Pazar Analiz
Raporu”, miirver gida takviyelerinin 2022 yilindaki kiiresel satiglarinin 1,1 milyar
ABD Dolar1 seviyesinde gerceklestigini ortaya koymaktadir. Yine ayni raporda, kara
miirver gida takviyelerinin pazar paymin 2023’ten 2033’¢ kadar %8,9 oraninda
biiyiime gosterecegini ongoriilmektedir [143]. Diinya piyasasinda durum boyleyken,
Tiirkiye’de 323 farkli kara miirver iriinii satistayken [78], ve bitki Tiirkiye’de dogal
olarak yetisebiliyorken lilkemizde bu bitkinin yeterince degerlendirilmiyor olmasi izah
edilemez. Tirkiye’de kaliteli, istenen antosiyanin ve fenolik bilesenleri gerekli
miktarlarda igeren Sambucus nigra L. yetistiriciliginin yapilmasi i¢in kara miirver
bahgelerinin olusturulmasi gerekmektedir. Daha sonra iilkemizde elde edilen kara
miirverler iglenerek bunlardan standardize ekstreler elde edilmeli. Bu sayede diinya
kara miirver hammadde iiretiminde Tiirkiye s6z sahibi olabilir. Ayrica, tiretilmis yerli
hammaddelerden (standardize sivi, kat1 ekstrelerden) gida, gida takviyesi ve ilag
formunda yeni ve yaratici iiriinler gelistirilip diinya pazarinda satisa sunulmali, tilke
ekonomisine katkida bulunulmalidir. Bu tez kapsaminda gelistirilen ve
spesifikasyonlar1 belirlenen standardize ekstrelerin endiistriyel Olgekte iiretilerek
ekonomiye katki saglayacagi disiiniilmektedir. Bu amagla miirver ve {iriinleriyle

ilgilenen kurum ve kuruluslara hazirlamis oldugumuz tez destek olacak niteliktedir.

Ek olarak, kara miirverin yapraklar1 yara ve yanik iyi edici etkileriyle gecmiste

topraklarimizda geleneksel olarak kullanilmistir. Literatiirde, S. nigra yapraklarinin
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yara-yanik iyilestirici etkisini bilimsel olarak destekleyen bazi ¢aligmalar da mevcuttur
[3, 144]. Bu konudaki biyolojik aktivite ¢aligsmalar1 artirilip aktivite bilimsel bir zemini
oturtulduktan sonra, yine iilkemizde yetistirilecek kara miirverlerin yapraklarindan

olusturulacak standardize ekstrelerle yerli tirlinler olusturulmasi hedeflenmelidir.
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