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MATRICARIA RECUTITA L. (ALMAN PAPATYASI) BITKIiSININ
CICEKLERINDEN STANDARDIZE EKSTRELERIN HAZIRLANMASI VE
FITOFARMASOTIK URUNLERIN GELIiSTIRILMESI

OZET

Matricaria recutita L. bitkisi Asteraceae familyasindan olup iilkemizde Alman
papatyas1, mayis papatyasi ve tibbi papatya olarak isimlendirilmektedir. Ulkemizde
Marmara, Ege, Trakya, Giineybatt Anadolu’da dogal kosullarda yetisir ve yol
kenarlarinda, bos tarlalarda bol miktarda bulunur. Ayrica, Marmara ve Ege
bolgelerinde kiiltiirii yapilmaktadir. Matricaria recutita'nin ¢igek kisimlar1 basta
antienflamatuvar olmak iizere ¢esitli biyolojik etkilere sahiptir.

Matricaria recutita bitkisini igeren fitofarmasdétik trtinler {ilkemizde yok denecek
kadar az ve mevcut trinlerde bulunan ekstrelerin kalite kontrol analizleri
gerceklestirilmeden tiiketicinin kullanimina sunulmaktadir. Bu nedenle, bitkinin
ciceklerinin gida, kozmetik ve ilag sanayiinde degerlendirilmesi, iilke ekonomisine
kazandirilmasi ve iiriine doniistiiriilmesi biliylik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada,
Avrupa Ilag Ajans1 monografina gore standardize Matricaria recutita ekstrelerinin
hazirlanmasi ve etken madde olarak kullanilmasi, ekstrelerin apigenin-7-O-glikozit
iceriklerinin HPLC yontemi ile belirlenmesi ve gelistirilen yontemin valide edilmesi,
bu ekstreler kullanilarak giivenli, etkili ve kaliteli fitofarmasotik triinlerin formiile
edilmesi hedeflenmektedir.

Matricaria recutita’nin sahip oldugu tibbi etkiler igerdigi fenolik bilesikler ile ilgilidir.
Apigenin, Matricaria recutita 'da bulunan ana flavonoit bilesiktir. Bu bilesigin 6nemli
bir miktar1 glikozit formunda bulunurken, yalnmizca kiicliik bir miktar1 serbestce
bulunmaktadir. Bu nedenle apigenin-7-O-glikozit bilesigi Matricaria recutita L. ¢igek
ekstreleri igin kullanisl ve uygun bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir.

Avrupa Ilag Ajans1 monografinda yer alan 14 farkli ¢oziicii sistemi kullanilarak,
Bandirma/Balikesir bolgesinde yetistirilen Matricaria recutita gicek kisimlari ile
ekstreler hazirlanmisg ve ekstrelerin apigenin-7-O-glikozit i¢erikleri HPLC yontemi ile
analiz edilmistir. Hazirlanan likit ve kati ekstrelerin endikasyon, uygulama yolu ve
apigenin-7-O-glikozit icerikleri degerlendirilmistir ve G, M, N ekstreleri segilerek bu
ekstreler iizerinden analitik metot validasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica
G, M, N ekstrelerinin farkli sicakliklar altindaki stabiliteleri takip edilmis ve artan
sicaklikla apigenin-7-O-glikozit i¢eriginin diistiigii gozlemlenmistir. Gelistirilen ve
valide edilen HPLC yonteminin, Matricaria recutita ekstrelerinin kalite kontroliinde
kullanilmas1 6ngoriilmektedir.

Sonraki y1l Bandirma/Balikesir ve Arnavutkdy/Istanbul bélgelerinde yetistirilen
Matricaria recutita ¢icek kisimlarindan da G, M, N ekstreleri hazirlanmistir. iki
bolgeden toplanan bitkiden elde edilen G, M, N ekstrelerinin apigenin-7-O-glikozit
igerikleri, toplam fenolik ve toplam flavonoit igerikleri, fitokimyasal igerikleri analiz
edilmistir. Ayrica, bitki materyallerinin apigenin-7-O-glikozit icerikleri, ugucu yag
miktar1 ve bilesenleri analiz edilmistir. Arnavutkdy/Istanbul bolgesinde yetistirilen
bitkiden elde edilen ekstrenin apigenin-7-O-glikozit, toplam fenolik ve toplam
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flavonoit igeriklerinin daha yiiksek olmasi nedeniyle, bu bdlgeden toplanan bitkiden
hazirlanan M ve N ekstreleri kullanilarak iki farkli topikal {iriin formiile edilmistir. G
ekstresi dogrudan ekstre formunda uygulama yoluna sahiptir.

Topikal friinler, piyasada bulunan referans friinlerin apigenin-7-O-glikozit
iceriklerine esdeger olarak formiile edilmis, referans tirtinler ile in vitro salim ve
fiziko-kimyasal profilleri karsilastirilmistir. 6. saat sonunda topikal iiriinler referans
tirlinlerden biraz daha hizli in vitro salim gostermekle birlikte, neredeyse benzer bir in
vitro salim ve fiziko-kKimyasal profil sergilemislerdir. Topikal friinlerin farkl
sicakliklar altinda stabiliteleri takip edilmistir. Ayrica, M ekstrelerinin ve M ekstresini
igeren topikal kremin (M1) hiicre canlilig1 profili ve apoptotik etkisi, fibroblast (CCD-
1079SK) ve melanom (SK-MEL-28) hiicre kiiltiirleri lizerinde degerlendirilmistir.

Sonug olarak, topikal formiilasyonlarin in vitro salim ve fizikokimyasal dzellikleri goz
Oonline alindiginda etkili, giivenilir ve Kkaliteli fitofarmasotik {rlinler olarak
sunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Matricaria recutita L., apigenin-7-O-glikozit, topikal {iriin,
metot validasyonu, tibbi papatya
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PREPARATION OF STANDARDIZED EXTRACTS FROM FLOWERS OF
MATRICARIA RECUTITA L. (GERMAN CHAMOMILE) PLANT AND
DEVELOPMENT OF PHYTOPHARMACEUTICAL PRODUCTS

SUMMARY

Matricaria recutita L. plant is from the Asteraceae family, and is called German
chamomile, may chamomile, and medicinal chamomile in our country. In our country,
it grows under natural conditions in Marmara, Aegean, Thrace and Southwestern
Anatolia, and is found abundantly on roadsides and empty fields. Additionally, it is
cultivated in the Marmara and Aegean regions. The flower parts of Matricaria recutita
have various biological effects, especially anti-inflammatory.

Phytopharmaceutical products containing the Matricaria recutita plant are almost non-
existent in our country, and are presented to consumers without quality control
analyzes of the extracts contained in the existing products. For this reason, it is of great
importance to utilize the flowers of the plant in the food, cosmetics and pharmaceutical
industries, to bring them into the country's economy and to turn them into products. In
this study, it is aimed to prepare standardized Matricaria recutita extracts according
to the European Medicines Agency monograph, and its use as an active ingredient, to
determine the apigenin-7-O-glucoside contents of the extracts by HPLC method, and
to validate the developed method, and to formulate reliable, effective and high-quality
phytopharmaceutical products using these extracts.

The medicinal effects of Matricaria recutita are related to the phenolic compounds it
contains. Apigenin is the main flavonoid compound found in Matricaria recutita
While a significant amount of this compound exists in glucoside form, only a small
amount is freely available. Therefore, apigenin-7-O-glucoside compound is
considered a useful and suitable marker for Matricaria recutita flower extracts.

Using 14 different solvent systems included in the European Medicines Agency
monograph, extracts were prepared with the flower parts of Matricaria recutita grown
in Bandirma/Balikesir region, and the apigenin-7-O-glucoside contents of the extracts
were analyzed by HPLC method. The indication, administration route and apigenin-7-
O-glucoside contents of the prepared liquid and solid extracts were evaluated, and
analytical method validations were carried out on these extracts by selecting G, M, N
extracts. In addition, the stabilities of G, M, N extracts under different temperatures
were followed, and it was observed that apigenin-7-O-glucoside content decreased
with increasing temperature. The developed and validated HPLC method is envisaged
to be used in the quality control of Matricaria recutita extracts.

The following year, G, M, N extracts were prepared from the flower parts of
Matricaria recutita grown in Bandirma/Balikesir and Arnavutkdy/Istanbul regions.
Apigenin-7-O-glucoside contents, total phenolic and total flavonoid contents, and
phytochemical contents of G, M, N extracts prepared from plants collected from two
regions were analyzed. In addition, apigenin-7-O-glucoside contents, essential oil
amount and components of the plant materials were analysed. Since apigenin-7-O-
glucoside, total phenolic and total flavonoid contents of the extract prepared from the
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plant grown in Arnavutkdy/Istanbul region were higher, two different topical products
were formulated using M and N extracts prepared from the plant collected from this
region. G extract has a direct administration route.

Topical products were formulated to have apigenin-7-O-glucoside contents equivalent
to commercially available reference products, and their in vitro release and
physicochemical profiles were compared with reference products. At the end of the
6th hour, topical products showed slightly faster in vitro release than reference
products, but they had almost similar in vitro release and physicochemical profiles.
The stability of topical products under different temperatures was monitored. In
addition, the cell viability profile and apoptotic effect of M extracts and topical cream
containing M extract (M1) were evaluated on fibroblast (CCD-1079Sk) and melanoma
(SK-MEL-28) cell cultures.

As a result, considering the in vitro release and physicochemical properties of topical
formulations, these products are presented as effective, reliable and high-quality
phytopharmaceutical products.

Key Words: Matricaria recutita L., apigenin-7-O-glucoside, topical product, method
validation, medicinal chamomile
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1. GIRIS ve AMAC

Doga her zaman bir arada yasamanin 6ne ¢ikan olgularini gosteren altin bir isarettir.
Bitkilerden, hayvanlardan ve minerallerden elde edilen dogal {iriinler, insan
hastaliklarinin tedavisinin temelini olusturur. 1957-1961 yillarnn arasinda Kuzey
Irak'taki Sanidar Magarasi'nda gergeklestirilen kazilarda ortaya ¢ikarilan Neandertal
insan kalintilarinin yani sira mezarda bulunan nesneler, bitki-insan iliskisinin
baslangicina dair ilk kanit olarak kabul edilmektedir. 60 bin y1l 6ncesine tarihlenen ve
bir samana ait oldugu diisiiniilen bu mezarda, kanarya otu, civanper¢cemi, giil hatmi,
mor siimbiil, efedra ve peygamber ¢igegi gibi ¢esitli bitki tiirlerinin bulundugu tespit

edilmistir [1-3].

Tarih boyunca insanlar, beslenme, barinma, 1sinma, yaralar1 iyilestirme ve hastaliklar
tedavi etme amaciyla bitkilerden faydalanmislardir. MO 5000'i yillarda, tedavi amagh
kullanilan 250 bitki tiiriiniin varlig1 tespit edilmistir. Hititler, Misirlilar, Siimerler,
Asurlular ve Mezopotamyalilar uzun yillar boyunca bitkisel tedavi yontemlerini
kullanmiglardir. Ancak, zamanla ilaglarin endiistriyel {iretimine baslanmasi, tibbi
aromatik bitki kullaniminin azalmasina neden olmustur. 1900 yillardan sonra,
sentetik ilaglarin yan etkilerinin kesfedilmesi ve yiyecek ile iceceklerdeki sentetik
maddelerin insan sagligina zararlarinin anlagilmasiyla birlikte dogal {irlinlere olan

talep artmustir [1-3].

Diinya genelinde popiiler olan tibbi bitki sayisinin 4.000-6.000 arasinda oldugu,
ticareti yapilan tiir sayisinin ise 3.000 civarinda oldugu belirtilmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii'ne gore, giiniimiizde kullanilan farmasétik ilaglarin %25'i tibbi bitkilerden elde
edilmektedir. Benzer sekilde, Gida ve Tarim Orgiitii'ne gore, diinya genelinde satilan

ilaglarin %30'u bitkisel materyallerden tiiretilen bilesenler icermektedir [4].

Cogu iilkede gesitli hastaliklarin tedavisinde sifali bitkiler kullanilmaktadir [5].
Matricaria recutita L. (M. recutita) genel olarak “tibbi bitkilerin y1ldiz1” olarak ifade
edilen bir bitki tiirtidiir [6]. Bitki Asteraceae familyasinda yer almaktadir [7]. Bitkinin
cicek kisimlar1 drog olarak kullanilmaktadir [8]. M. recutita, Tiirkiye’de yerel olarak



“Papatya” olarak adlandirilmaktadir [9]. Diinyada yilda 4.000 ton firetilen papatya,
hem tibbi hem de ekonomik agidan diinya ¢apinda biiyiik bir 6neme sahiptir [10].

M. recutita diinyada en ¢ok kullanilan bitkilerden biridir ve ayrica bir¢ok geleneksel
ve tibbi iriiniin igeriginde yer almakta, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde de
kullanilmaktadir. Cildin her yerine uygulanabilmektedir. Bu nedenle M. recutita
preparatlarinda giivenli ve tekrarlanabilir bir belirtecin belirlenmesi endiistri agisindan

oldukg¢a 6nemlidir [11].

M. recutita ¢igek kisimlar1 Avrupa ilag Ajans1 (EMA) monografina gore, siskinlik ve
mindr spazmlar gibi mindr mide-bagirsak sikayetlerinin semptomatik tedavisinde,
soguk alginligi semptomlarinin giderilmesinde, agiz ve bogazdaki iltihaplarin ve
mindr llserlerin tedavisinde, anal ve genital bolgedeki cilt ve mukoza tahriglerinin
adjuvan terapisinde, derinin hafif iltihaplanmasi (giines yanigi), yiizeysel yaralar ve

mindr ¢ibanlarin tedavisinde geleneksel kullanima sahiptir [12].

Bu kadar oOnemli endikasyonlara sahip olmasina ragmen standardize M.
recutita ekstrelerini igeren fitofarmasotik trtinler piyasada yok denecek kadar az ve
mevcut Uriinler ise kalite kontrolii konusunda siiphelere sahiptir. Bu ¢alisma
kapsaminda, M. recutita bitkisinin ¢igek kisimlarmin EMA monografina uygun
¢oziicii sistemleri ile ekstrakte edilerek standardize, yerli ve katma degeri yiiksek ilag
hammaddesi olarak kullanilmasi, elde edilen ekstrelerin apigenin-7-O-glikozit (A7G)
iceriklerini belirlemek igin HPLC-PDA metodunun gelistirilmesi ve valide edilmesi,
bu ekstreler kullanilarak giivenli, kaliteli ve etkili fitofarmasdtik triinlerin
gelistirilmesi hedeflenmistir. Ayrica, gelistirilen ve valide edilen HPLC-PDA
yonteminin M. recutita ekstrelerinin kalite kontroliinde giivenle kullanilabilmesi

amagclanmistir.

Patent iizerine yapilan bir aragtirma, ilag endiistrisinin Matricaria tiirlerini kullanarak
deri hastaliklarina yonelik ilag liretmek icin giderek daha fazla caba ve yatirnm
yaptigini ortaya ¢ikarmistir. Matricaria ile ilgili akademik ¢alismalar her gegen giin
artmaktadir. Sonug¢ olarak, bilimsel c¢alismalardan bunlarin ilag pazarindaki
uygulamalarina kadar uzun bir yolculuk oldugu kabul edilmektedir. Matricaria bazli
yeni Uriinlerin Onlimiizdeki yillarda ila¢ pazarna girebilecegi ihtimalini akla

getirmektedir [13]. Bu nedenle, gergeklestirilen bu kapsamli ¢alismanin etkili,



giivenilir ve kaliteli fitofarmasotik drlinlerin ~ gelistirilmesine 151k tutacagi

ongoriilmektedir.



2. Matricaria recutita TURUNE AIiT BOTANIK BiLGILER

2.1 Matricaria recutita Tiiriiniin Sistematikteki Yeri

M. recutita Compositae olarak da bilinen Asteraceae familyasinda yer almaktadir.
Geleneksel tipta en yaygin kullanilan papatyalar Alman papatyast (Sinonim: M.
chamomilla, diger adi: M. recutita L.), Roman papatyas1 (Chamaemelum nobile (L.)
diger adi: Anthemis nobilis L.) ve Juhua veya Cin papatyasidir (Chrysanthemum x
morifolium Ramat.). Bu papatya tiirlerinin her birinde ¢ok sayida kiiltivar ve hibritler
mevcuttur. Cicek morfolojileri bakimindan yakin benzerliklere sahip olmalari, tiirlerin
tanimlanmasinda kafa karisikligina ve ticareti yapilan malzemelerin kalite kontroliinde
zorluklara yol agmaktadir [7]. Ulkemizde M. recutita tiiriiniin 3 varyetesi bulunmakta
ve bu tiirler dogal olarak yetismektedir [14]. Sonbaharda ekilen bitkinin boyu,
ciceklenme donemi ve verimi ilkbaharda ekilenlere kiyasla daha fazladir [15]. M.
recutita ¢igek tablasinin yapisi konik, i¢i bos olmasi ile karakterize edilmektedir (Sekil
2.1) [16].

Sekil 2.1: M. recutita tiirliniin ¢igek tablasi goriiniimii.



2.2 Asteraceae Familyasinin Ozellikleri

Genellikle Sunflower familyasi olarak da bilinen Asteraceae familyasi, diinya ¢apinda
1600'den fazla cins ve 25.000 tiirii i¢eren en biiyiik ¢igekli bitki familyasidir. Hindiba,
aycicegi, marul, kiz gozii cicegi, yildiz ¢igegi ve papatya gibi iyi bilinen bir dizi tiiriin

yani sira pelin otu ve karahindiba gibi tibbi dneme sahip bir dizi bitkiyi icerir [17].

Asteraceae familyasi, Antarktika harig, diinya ¢apinda cesitli ekolojik habitatlarda
yaygin olarak dagilmaktadir. Orman habitatlarinda, yiiksek rakimli ¢cayirlarda ve hatta
kentsel yesil alanlarda bulunurlar, ancak tropik bolgelerde ¢ok daha az yaygindirlar.
Asteraceae bitkilerinin morfolojisi de gesitlidir. Sili'deki Dasyphyllum excelsum veya
Malezya'daki Vernonia arborea gibi bazi tiirler 30 m'nin {izerine ulasan agaglardir,
Ancak digerlerinin ¢ogu, 1-3 m boyunda degisen ¢ok yillik veya daha az yillik
bitkilerdir [17].

2.3 Matricaria Cinsi

Matricaria, tek yillik ve otsu olan Matricaria apressa Charit., Matricaria aurea
(Loefl.) Sch.Bip., M. recutita L., Matricaria discoidea DC., Matricaria Occidentalis
Greene., Matricaria tzvelevii Pobed. gibi alt1 ana tiire sahiptir. Avrupa, Kuzey Afrika,
Makaronezya, Bati, Giineybati ve Orta Asya ile Batt Kuzey Amerika'da dagilim
gosterir. Ayrica, Matricaria L. cinslerinin bazilar1 Avustralya'da dogallagtirilmistir.
Matricaria cinsinin Tiirkiye florasinda M. aurea, M. chamomilla var. chamomilla, M.
chamomilla var. recutita ve M. matricarioides olmak {izere dort taksonu
tanimlanmustir. Bu cinsin M. recutita gibi baz: tiirleri tibbi bitki olarak taninir ve birgok

tilkede ticari amagcla yetistirilir [16, 18-21].

2.4 Matricaria recutita Tiiriiniin Ozellikleri ve Yayilisi

Chamomile adi "toprakta" anlamimna gelen Khamai ve "elma" anlamina gelen
melon’dan olusan iki Yunanca kelimeden tiiretilmistir. Cigekleri elma benzeri bir
aromaya sahiptir. Kisa kokleri olan tek yillik otsu bir bitkidir. Bitki uzun ve dar kii¢iik
loplara sahip hafif kiigiik yapraklara sahiptir. Kapitulumlar ayri, ¢apt 15-25 mm ve
hepsi heterogamdir. Tiipsii ¢igekler 3-5 disli altin sarisi, dilsi cigekler beyazdir.
Cicegin kokusu tatlidir. Tohumlar kiiciik, hafif ve uzundur. Kokler ince, ig seklindedir.
Govde dalli, dik ve ¢ok dallanmustir (Sekil 2.2) [22].
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Sekil 2.2: M. recutita tiiriniin morfolojik yapisi.

M. recutita L.’nin taksonomik hiyerarsisi Tablo 2.1’de verilmektedir [23].

Tablo 2.1: M. recutita’nin taksonomik hiyerarsisi.

Taksonomik Hiyerarsi

Alem Plantae
Alt alem Tracheobionta
Bolim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Alt sinif Asteridae
Sira Asterales
Aile Asteraceae
Cins Matricaria
Tiir Matricaria recutita L.
Sinonim Matricaria chamomilla L.
Yaygin isim Tibbi papatya, Mayis papatyast,
Alman papatyasi

Ulkemizde Catalca-Kocaeli Boliimii (1b), Ergene Boliimii (1c), Giiney Marmara

Bolimii (1¢), Bati Karadeniz Boliimii (2a) , Asil Ege Boliimii (3a), Yukar1 Sakarya

Bolimii (4a), Antalya Bolimii (6a)ve Adana Bolimii’nde (6b) yayilis

gostermektedir (Sekil 2.3) [24]. Ayrica Yol kenarlarinda, bos tarlalarda bol miktarda

bulunmaktadir [25].
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Sekil 2.3: M. recutita tiiriiniin Tiirkiye’deki yayilisi.

Tiirkiye orjinli varyetelerin ugucu yagi kamazulen agisindan fakirdir, ugucu yaglar
yiiksek oranda bisabolon icerir ve genellikle sar1 renklidir. Ancak kiiresel papatya
pazarinda mavi renkli kamazulen igerigine sahip tibbi M. recutita tiirii kabul
gormektedir. Bu nedenle, lilkemizde genellikle yurt disinda 1slah edilmis ve diinya
pazarinda standartlara ve farmakopelere uygun tibbi papatyalar yetistirilmeye
baslanmistir. Balikesir, Afyonkarahisar ve Samsun’da M. recutita tarimi ile ugrasan

ciftcilerin oldugu bilinmektedir [14].

M. recutita Avrupa, Asya, Akdeniz, Giiney Afrika ve Kuzeybati Amerika'da yaygin
olarak yetismektedir. Topraga ve c¢evreye olduk¢a uyumludur, nispeten dayaniklidir
ve hatta 2000 m rakimda ve pH 8.0-9.0'da alkali topraklarda bile yetisebilir [26].
Tarimsal iiriin olarak Almanya, Misir, Polonya, Arjantin ve daha az Glgekte Cek
Cumhuriyeti, Slovakya, Sili, Ispanya ve birka¢ Balkan (Bulgaristan, Bosna Hersek,
Sirbistan ve Hirvatistan) iilkelerinde yetistiriciligi yapilmakta, Bulgaristan,
Arnavutluk, Macaristan, Kosova, Hirvatistan ve Makedonya gibi iilkelerde de dogadan
toplanmaktadir. Macaristan gegmisten giinlimiize kadar 6nemli iiretici iilkelerin basin-
da gelmektedir. Macaristan dogal florasi nedeniyle M. recutita iiretiminde bolgesel
uzmanlagsmanin nasil olabileceginin bir 6rnegidir. M. recutita’nin yillik kiiresel ticaret
hacminin, ¢gogunlukla Misir, Almanya, Slovakya, Polonya ve Arjantin gibi iilkelerden
saglandig1 bilinmektedir. Bitkinin diinya iizerindeki yayilis1 Sekil 2.4°te yer almaktadir
[14, 21, 27].
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Sekil 2.4: M. recutita tiiriiniin diinya {izerindeki yayilis1.



3. GENEL BILGIiLER

3.1 Matricaria recutita’nin Besin Degeri ve Fitokimyasal Icerigi

European Pharmacopoeia (EP) c¢icek monografina goére; M. recutita bitkisinin
kurutulmus ¢icek kisimlart minimum 4 mL/kg ugucu yag igermelidir [28]. Bitki
biiyiimesi ¢evresel, iklimsel ve diger faktorlerden etkilenebilir. Bu nedenle, ekim
alaninin yogunlugu, bitki toplandiktan sonra uygulanan kurutma yontemi ve sicakligi,
depolama kosullari, ekim zamani, hasat zamani ve bitki olgunlugu, iklim kosullari,
toprak yapisi ve bir ¢ok etken bitkinin igeriginde hem niteliksel hem de niceliksel
olarak farkliliklara neden olmaktadir [15, 29-36]. 100 gram olarak hazirlanan M.

recutita infiizyonunun besin igerigi Tablo 3.1°de verilmektedir [37].

Tablo 3.1: M. recutita besin igerigi.

Besin icerigi Miktar
Enerji 1 keal
Su 99,7 ¢
Karbonhidrat 02¢g
Kiil 0,01g
Kalsiyum 2 mg
Demir 0,08 mg
Magnezyum 1 mg
Potasyum 9 mg
Sodyum 1 mg
Cinko 0,04 mg
Bakir 0,015 mg
Beta Karoten 12 ng
A vitamini 1 pg
B2 Vitamini 0,004 mg
B1 Vitamini 0,01 mg
BS5 Vitamini 0,011 mg
Folat 1 pg
Manganez 0,044 mg




3.1.1 Vitaminler

M. recutita gigeklerinde A, B ve C vitaminleri bulunmaktadir. Literatiirde C vitamini
lizerine c¢alismalar yer almaktadir. Aishwarya ve Chauhan tarafindan yapilan bir
arastirmada, M. recutita ¢igeklerinin %1,65 oraninda C vitamini igerdigi belirlenmistir
[37, 38]. Telesinski ve arkadaslar1, dort farkli M. recutita kiiltivari lizerine yaptigi
arastirmada C vitamini igeriklerini %0,038-%0,042 araliklarinda analiz etmislerdir
[39].

3.1.2 Karbonhidratlar

M. recutita L. gigeklerinin %4,74 oraninda karbonhidrat i¢erdigi belirlenmistir [38].
Farkli yillarda hasat edilen M.recutita cigeklerinin %13,05 ve %12,28 oranlarinda
karbonhidrat i¢erdigi analiz edilmistir [40].

3.1.3 Proteinler ve aminoasitler

Aishwarya ve Chauhan tarafindan yapilan bir arastirmada, M. recutita gigeklerinin
%0,87 oraninda protein igerdigi belirlenmistir [38]. Hassanain ve arkadaslari, farkli
yillarda hasat edilen M. recutita giceklerinin protein igeriklerini sirasiyla %12,38 ve
%12,00 olarak, toplam serbest aminoasit igeriklerini %0,235 ve %0,209 olarak
bildirmislerdir [40].

3.1.4 Mineraller

Bazi bitkisel ¢aylarin bilesiminde bir dizi makro ve mikro elementler bulunur ve
bunlarin bazilar insan viicudunun gelisimi igin biiyiik bir 6neme sahiptir. Ayrica,
bazen toksik elementler de bitkilerde diisiik miktarlarda tespit edilmektedir. M.
recutita’da kurutulmus 1 kg bitki basina 1440 mg Demir (Fe), 135 mg Mangan (Mn),
45,6 mg Cinko (Zn) gibi mikro elementleri ve 10,23 mg Bakir, <10 mg Kobalt (Co),
Kursun (Pb) ve Kadmiyum (Cd) gibi toksik elementleri igermektedir [41,42]. Basgel
ve Erdemoglu tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, M. recutita’nin Kalsiyum
(Ca), Magnezyum (Mg), Demir (Fe), Aliiminyum (Al), Mangan (Mn), Cinko (Zn),
Stronsiyum (Sr), Bakir (Cu), Baryum (Ba), Nikel (Ni), Krom (Cr), Kobalt (Co),
Kursun (Pb) ve Kadmiyum (Cd) elementlerini igerdigi belirlenmis ve en fazla

Magnezyum (Mg), en diisiik ise Kobalt (Co) igerdigi tespit edilmistir [43].
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3.1.5 Ugucu Yag

M. recutita ciceklerinden elde edilen ugucu yag kamazulen, monoterpenik ve
seskiterpenik (bisabololoksit, bisabolol gibi) bilesikleri i¢ermektedir. Ugucu yag
igeriginde yiiz yirminin iizerinde bilesen tanimlanmistir. Cigeklerin ugucu yag bileseni
kiiltiiri yapilan tiirlerde ortalama %0,42 oraninda tespit edilmistir. Ugucu yagin ana
bilesenleri a-bisabolol terpenoidleri ve onlarin oksitlerini (<%78) ve kamazulen (% 1-
1,5) dahil azulenleri icermektedir [44]. Ayrica, u¢ucu yagin ana bilesenlerinin S-
farnesene (Sekil 3.1), farnesol (Sekil 3.2), a-bisabolol (Sekil 3.3), bisabolol oksitler
(Sekil 3.4 ve Sekil 3.5) ve mavi rengi veren bilesik olarak bilinen kamazulen (Sekil
3.6) oldugu da bildirilmistir. Tiirkiye’de yetisen M. recutita tiirlerinden elde edilen

ugucu yaglar kamazulen agisindan fakir ve sar1 renklidir [14, 45].

X X v

Sekil 3.1: p-Farnesen.

NS > AN OH

Sekil 3.2: Farnesol.

Sekil 3.3: a-bisabolol.
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Sekil 3.4: Bisabolol oksit A.
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Sekil 3.5: Bisabolol oksit B.
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Sekil 3.6: Kamazulen.
3.1.6 Polifenoller

M. recutita ¢igekleri flavon olarak apigenin (Sekil 3.7), A7G (Sekil 3.8), luteolin (Sekil
3.9) ve luteolin-7-O-glikozit (Sekil 3.10), flavonol olarak kuersetin (Sekil 3.11) ve
rutin (Sekil 3.12), flavanon olarak naringenin (Sekil 3.13) bilesiklerini temel olarak
icermektedir [38]. M. recutita 'nin sahip oldugu tibbi etkiler i¢erdigi fenolik bilesikler
ile ilgilidir. Apigenin, M. recutita'da bulunan ana flavonoit bilesiktir. Bu bilesigin
onemli bir miktar1 glikozit formunda bulunurken, yalnizca kiiciik bir miktar1 serbestce
bulunmaktadir. Bu nedenle apigenin-7-O-glikozit bilesigi bu bitkide ve bu bitkiden
elde edilen ekstrelerde belirteg olarak kabul edilmektedir [11].

OH

Sekil 3.7: Apigenin.
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Sekil 3.11: Kuersetin.
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Sekil 3.13: Naringenin.

M. recutita ¢igekleri ayrica A7G’nin asetillenmis tiirevleri [46], luteolin-7-rutinozit,
naringin [47], luteolin-O-agilhekzosit, kuersetin-7-O-asetilhekzosit [48], krozoeriol,
patulitrin, patuletin, kuersetin-7-glikozit [49], epikatesin gallat [50] gibi fenolik
bilesikleri de icermektedir.

Fenolik asitlerden klorojenik asit, kafeik asit [47], 2,5-dihidrobenzoik asit [51],
protokatesik asit [48], ferulik asit ve p-kumarik asit [52] bulundurmaktadir. Ayrica M.
recutita ¢igeklerinde umbelliferon, herniarin, skimmin, daphnin ve daphnetin gibi

kumarin bilesiklerinin de varlig1 bildirilmistir [53, 54].

3.1.7 Organik Asitler

M. recutita giceklerinde organik asitler de bulunmaktadir. Ferreira ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, M. recutita gi¢eklerinde oksalik asit, kinik

asit, malik asit, sikimik asit, askorbik asit, sitrik asit, stiksinik asit ve fumarik asit tespit

edilmistir [48].
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4. Matricaria recutita TURUNUN KULLANIM ALANLARI ve
BiYOLOJIK AKTiVITELERI

4.1 Matricaria recutita Turiiniin Kullanim Alanlari

Tibbi papatya yiizyillardir bilinen bir bitkidir ve geleneksel halk hekimliginde, ishal
ve gaz gibi konviilsiyonlarla baglantili agrili mide ve bagirsak sikayetlerinde ve ayrica
gastrit ve enterit gibi iltihapli mide ve bagirsak hastaliklarinin tedavisinde dahili olarak
icilen ¢ay formu kullanilmaktadir. Tibbi papatya preparatlart esas olarak antiflojistik,
spazmolitik, sakinlestirici ve karminatif aktiviteleri nedeniyle de kullanilmaktadir.
Avyrica, bakteriyostatik ve fungistatik 6zellikleri (antibakteriyel ve antimikotik etkiler)

hafife alinmamalidir ve bunlar bir¢ok ¢alismada kanitlanmistir [55].

T1bbi papatya haricen, zor iyilesen yaralarda sicak kompres seklinde, apseler, ¢ibanlar,
hemoroidler ve kadin hastaliklar1 i¢in oturma banyosu olarak, agiz ve bogaz boslugu
iltihaplarinda agiz gargaras1 olarak, akne wvulgaris tedavisinde papatya buhari
inhalasyonu olarak, burun akintis1 ve bronsit i¢in inhalasyon olarak ve bebek
banyolarina katki maddesi olarak uygulanir. Klinik ve pratikte dermatoloji,
stomatoloji, kulak burun bogaz ile ilgilenen tip disiplini, radyasyon terapisi, pulmoloji,
pediatri, jinekoloji ve gastroenteroloji alanlarinda tibbi papatya'nin galenik

preparatlar kullanilmaktadir [55].

M. recutita’nin ¢icek kisimlart EMA monografina gore, siskinlik ve minér spazmlar
gibi mindr mide-bagirsak sikayetlerinin semptomatik tedavisinde, soguk alginlig
semptomlarinin giderilmesinde, agiz ve bogazdaki iltihaplarin ve mindr ilserlerin
tedavisinde, anal ve genital bolgedeki cilt ve mukoza tahrislerinin adjuvan terapisinde,
derinin hafif iltthaplanmas1 (giines yanig1), yiizeysel yaralar ve mindr ¢ibanlarin
tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir [12]. Tibbi papatya hem tibbi hem de
ekonomik acidan diinya ¢apinda 6nemli bir bitki haline gelmistir. Ayrica, sadece
birka¢ geleneksel ve tibbi preparatin bir bileseni olmakla kalmaz, ayn1 zamanda ilag,

kozmetik, gida ve parfiimeri endiistrilerinde de kullanilmaktadir. Kozmetik alaninda
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cilt bakim, sa¢ bakim ve bebek bakim iiriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [10,

11, 13, 56].

Saglar1 sarartmak ve kumaslar1 boyamak igin kullanilabilmektedir. EK olarak
inflizyonu cilt, agiz, g6z bakiminda ve sampuanlar i¢in aroma olarak kullanilmaktadir
[57, 58]. Giiniimiizde kozmetik endiistrileri, papatyay1 tek basina veya biberiye gibi
diger bitkilerle birlikte kullanmaktadir. Papatya i¢eren sampuan, sa¢ rengini agmada
kullanilir.  Ekstreleri, cildi yumusatmak i¢in sampuanlarda, c¢esitli banyo
kopiiklerinde, sabunlarda ve losyonlarda kullanilir. Papatya ekstreleri, maskenin ve 6n
yikama sivilarinin bilesenlerinden biridir. Papatya ve ekstreleri, saglar1 daha acik, daha

yumusak ve daha dolgun hale getirmektedir [59].

Dermatolojik hastaliklarda kullanilan farmasétik formiilasyonlar iizerine yapilan
arastirmalar sonucunda, tekstil materyallerine aktif bilesenlerin dahil edilmesinin,
kullanimini1 kolaylastirdig1 ve yarali bolgeye uyum saglama kapasitesine sahip oldugu
ve cilt hastaliklarinin tedavisine daha fazla etkinlik kazandirdigi i¢in, bu bitkiyi iceren

bandaj formiilasyonlari gelistirilmistir [13].

Idrar soktiiriicii, kadinlarin adet kanamasini ve emziren annelerin siit salgisini arttirma,
bas agrilarin1 ve migreni hafifleme, mesane taglarini diistirme etkilerine sahiptir.
Diisiik adet akintisinin tedavisinde kullanilmaktadir. Agriyan goz tedavisi igin papatya

sirke ile karigtirilip buharda pisirilerek kullanilmistir [59].

M. recutita ugucu yagi 6zellikle parfiim iiretiminde, belirli farmasotik ve kozmetik
bilesimlerin iiretiminde ve standardizasyonunda onemli bir uygulamaya sahiptir.
Ucucu yag iceren preparatlar (%1'e kadar) lokal olarak yaralarin ve akut kronik cilt
iltihabinin (dermatit, egzama) tedavisinde kullanilir. Papatya ugucu yagi, banyo katkist
seklinde uygulandiginda kaslar iizerinde rahatlatici bir etkiye sahiptir ve zihinsel
gerginligi gidermektedir. Ayrica agiz gargaras1 {riinlerinde, dis macunlarinda,

dekoratif kozmetiklerde ve sampuanlarda da yer almaktadir [60, 61].

Tiirkiye pazarinda tibbi papatya ekstresini veya ugucu yagini igeren Uriinler az sayida
ve diger bircok bitki ile kombine seklinde gida takviyesi olarak satisa sunulmaktadir.
Meda Farma (Almanya) tarafindan iiretilen ve Kamillosan® ismi ile satista olan
tirlinler oral soliisyon, bogaz spreyi, burun spreyi, topikal krem, topikal merhem ve

banyo katkis1 formunda yurtdisi piyasasinda dermokozmetik triinler olarak satisa
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sunulmaktadir. Tiirkiye’de Kamillosan® iiriinlerinin bir kismi satiga sunulmaktadir
[62, 63].

4.2 Antienflamatuvar Aktivite

M. recutita, 6zellikle antienflamatuvar etki olmak tizere ¢esitli biyolojik etkiler sunan
tibbi bir bitkidir. Bu etkiyle iligkili bilesiklerden biri, g¢ogunlukla glikozlanmis
formunda A7G olarak dogal kaynaklarda bulunan ve bir flavonoit olan apigenindir.
Baretta ve arkadaslari, A7G’nin antienflamatuvar 6zelligini daha 6nce lipopolisakkarit
(LPS) ile muamele edilen fare makrofajlarinda TNF-« sitokin tiretimini inhibe ederek
gosterdigini belirtmislerdir [11]. Makrofajlar iizerinde gergeklestirilen diger bir
calismada, M. recutita etanol ekstresinin makrofajlar iizerindeki antienflamatuvar
aktivitesi nitrik oksit liretimi ve hiicre canlilifinda azalma ile iligkiliyken, lenfositler
tizerinde antienflamatuvar etkisinin sitokin tiretiminin (IL-10) indiiksiyonu ve hiicre
canliliginda azalma ile iligkili oldugu gozlemlenmistir. Diger taraftan, M. recutita sulu
ekstresi makrofajlar iizerinde nitrik oksit tiretiminin azalmasina ve hiicre canliliginda
artiga neden olurken, Th1/Th2 dengesini bozarak etkili bir Th1 arttirict Th2 baskilayict
bir davranis sergilmistir. Sonug olarak, alkollii ekstrenin antienflamatuvar etkisi sulu
ekstreden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu iki ekstre arasindaki farkin,
icerdikleri farkli aktif bilesiklerden kaynaklandigi diisiintilmektedir [64].

Sicanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada, liyofilize M. recutita ekstrelerinin hem
enflamatuvar etkiyi hem de 16kosit infiltrasyonunu baskiladigi gézlemlenmistir. M.
recutita %80 etanol ekstresi igin intraperitoneal LDso dozunun 1/10'u tarafindan
tiretilen karragen kaynakli pati 6deminin baskilanmasi olgiilerek, saglam siganlar
tizerindeki antienflamatuvar aktivitesi degerlendirilmistir. Sonuglar bitkinin iyi bir

antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [65, 66].

Tomic ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir galismada, M. recutita kurutulmus
ciceklerinden elde edilen ugucu yagin, doza bagl olarak karragen ile olusturulmus
O6demi (25, 50 ve 100 mg/kg dozlarda sirasiyla inhibisyon oranlar1 % 18,4, %27,5 ve
%40,1) ve hiperaljeziyi (25, 50 ve 100 mg/kg dozlarda sirasiyla inhibisyon oranlar1 %
18,4, %29,5 ve %45,9) giderdigi belirtilmistir [67].

Diz osteoartriti olan hastalarda topikal M. recutita ugucu yagmin etkinligini ve

giivenligini degerlendirmek amaciyla, randomize kontrollii klinik bir ¢alisma
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gerceklestirilmistir. Hastalar giinde 3 hafta boyunca giinde 3 kez topikal tibbi papatya
yagi, diklofenak veya plasebo ile tedavi edilmistir. Analjezik olarak parasetamol
kullanmalarina izin verilmis ve hastalara toplam parasetamol kullanimlari
sorulmustur. Ayrica, kayit sirasinda ve haftalik olarak Western Ontario ve McMaster
Universiteleri Osteoartrit indeksi (WOMAC) anketi kullanilarak agr1, fiziksel islev ve
sertlik agisindan degerlendirilmistir. Tibbi papatya yagi, hastalarin parasetamol
ihtiyacim1 diklofenak ve plaseboya kiyasla 6nemli dl¢giide azaltifi gozlemlenmistir.

Hastalar papatya yagi kullaniminda herhangi bir yan etki bildirmemislerdir [68].

4.3 Antispazmodik Aktivite

M. recutita 'nin spazmolitik aktivitesinin altinda yatan mekanizmalar hala belirsizligini
korumaktadir. Siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve siklik guanozin monofosfat
(cGMP)-fosfodiesterazlar’m (PDE) inhibisyonu spazmolitik ilaglar tarafindan
calistirilan mekanizmalardan biridir. Dellaagli ve arkadaslar1 tarafindan yliriitiilen bir
calismada, tibbi papatyanin PDE iizerindeki etkisi arastirilmistir. Insan trombosit
CAMP-PDE ve rekombinant PDES5AL, ¢igcek kisimlarindan infiizyon yoluyla
hazirlanan ekstre varliginda test edilmistir. M. recutita cCAMP-PDE aktivitesini
(IC50=17,9-40,5 png/mL) inhibe ederken, cGMP-PDES5 (-%15, 50 ug/mL’de) daha az
etkilenmistir. Ayrica, test edilen bireysel bilesikler arasinda, yalnizca flavonoitler
(A7G, apigenin, luteolin, luteolin-7-O-glukozit, hiperozit, patuletin-7-O-glukozit)
inhibitor etki (ICs0=1.3-14.9 uM) gostermis ve inflizyon inhibisyonunun yaklasik
%?39'una katkida bulunmustur. Fenolik asitler (kafeik asit, klorojenik asit ve ferulik
asit), terpenoidler (a-bisabolol ve oksitleri) ve kumarinler (herniarin ve umbelliferon)

ise inaktif etki sergilemislerdir [69].

Yazdi ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, M. recutita hidroalkolik
ekstresinin izole tavsan jejunumunda antispazmodik etkisi incelenmistir. Calismada,
izole jejunum preparatlart kolinerjik, protein kinaz A, nitrerjik ve histaminerjik
reseptorleri modiile eden farmakolojik problar olmak {izere yedi gruba ayrilmistir. M.
recutita ekstresi, jejunumun spontan diiz kas kasilmasini konsantrasyona bagli bir
sekilde inhibe etmis ve hem potasyum hem de kalsiyum kaynakli kasilmalari
azaltmistir. Bu etki, Verapamil’in etkisine benzemektedir. Ekstrenin antispazmodik
etkisi H89 (bir protein kinaz A inhibitorii) tarafindan inhibe edilmistir. M. recutita,

farkli sinyal yollaryla iletilen spazmolitik ve antispazmodik etkileri uyarmistir. Sonug
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olarak, kalsiyum kanallarin1 bloke ederek, asetilkolin ve histamin reseptorlerini aktive
ederek, nitrik asit’i serbest birakarak ve protein kinaz A’y1 aktive ederek bu ikili

inhibitor etkiyi gosterdigi belirtilmistir [70].

4.4 Anksiyolitik Aktivite

Endoskopi oncesi M. recutita ucucu yagmin inhalasyonun kaygiya olan etkisini
belirlemek amaciyla, endoskopi boliimii'ne sevk edilen hastalar arasinda randomize
klinik bir ¢alisma yiiriitilmistiir. Calismanin popiilasyonu, randomize deney ve
kontrol gruplarina ayrilan 152 katilimciy1 igermekteydi. Kaygi, durum-ozellik kaygi
envanteri anketi kullanilarak 6lgiilmistiir. Ardindan, deney grubu 20 dk boyunca M.
recutita ugucu yagmi ve kontrol grubu ise plasebo (susam yagi) solumustur.
Inhalasyondan 10 dk sonra kaygi tekrar &lgiilmils ve gruplar arasinda
karsilastirilmistir. Deney ve kontrol grubunda inhalasyondan sonra ortalama anksiyete
seviyesi her iki grupta da azalmis, fakat deney grubunda azalmanin daha anlamli
oldugu belirtilmistir. Bu ¢alisma, M. recutita ugucu yagi inhalasyonunun endoskopi

aday1 olan hastalarin anksiyetesini azaltmada etkili oldugunu géstermistir [71].

M. recutita caymnin i¢ilmesinin kanser hastalarindaki anksiyete ve depresyon diizeyine
olan etkisini belirlemek amaciyla tek kor klinik bir c¢alisma gerceklestirilmistir.
Calismada, deney ve kontrol grubunda bulunan hastalarin anksiyete ve depresyon
diizeyi, anksiyete ve depresyon anketleri ile olglilmistiir. Deney grubunun ¢ayin
icilmesinden 6nce ve sonra depresyon puanlarinin ortalamasi sirasityla 25,81 ve 19,49
olarak bulunmustur. Kontrol grubunda c¢alismadan oOnce ve sonra depresyon
puanlarinin ortalamasi sirasiyla 25,83 ve 24,90 olarak bulunmustur. Sonuglar deney
ve kontrol grubunda c¢alismadan once ve sonra depresyon puanlarinin ortalamasinin
anlamli derecede farkli oldugu belirtilmistir. Bu nedenle, M. recutita ¢ayinin giivenli
ve etkili olmasi nedeniyle, kemoterapi goren kanser hastalarinin depresyon tedavisine

alternatif bir tedavi olarak onerilmistir [72].

Arnason ve arkadaslan tarafindan gerceklestirilen bir calisma, anksiyete tedavisinde
kullanilan ve ticari olarak tedarik edilebilen Dbitkilerin y-aminobiitirik asit
metabolizmasindan sorumlu birincil beyin enzimlerine dogrudan etkisi olup
olmadigini saptamak amaciyla bir ¢calisma gerceklestirilmistir. Kaygi giderici bitkiler
glutamik asit dekarboksilaz veya gama aminobiitirik asit transaminaz ile etkilesime

girebilir ve nihayetinde beyin gama aminobiitirik asit seviyelerini ve

19



norotransmisyonu etkileyebilir. Farkli bitkilere ait sulu ve etanolik bitki ekstrelerinin
inhibitor konsantrasyonlarini (ICso) belirlemek igin iki in vitro sigan beyin homojenat
testi gelistirilmistir. Kullanilan on farkli bitkiden, Melissa officinalis bitkisinin sulu
ekstresi gama aminobiitirik asit transaminaz aktivitesinin en biiyiik inhibisyonunu
(IC50=0,35 mg/ml) gergeklestirmistir. M. recutita ve Humulus lupulus glutamik asit
dekarboksilaz ~ aktivitesi iizerinde oOnemli inhibisyon (0,11-0,65 mg/mL)

gostermislerdir [73].

Hafif ile orta siddette anksiyete bozuklugu olan 57 hasta tizerinde gerceklestirilen
randomize, ¢ift kor ve plasebo (laktoz monohidrat) kontrollii bir ¢aligmada, hastalara
8 hafta boyunca apigenin (%1,2) iizerinden standardize edilmis M. recutita ekstresini
iceren kapsiiller verilmistir. Calismalar, ilk hafta glinde 1 kapsiil olarak baslatilmis ve
tedavinin ikinci haftasinda giinde 2 kapsiile ¢ikarilmistir. Toplam anksiyete puani
(baslangica gore) %50 veya daha az azalma olan hastalar i¢in, tedavinin 3. haftasinda
giinde 3 kapsiile ¢ikarilmis ve ardindan tedavinin 4. haftasinda giinde 4 kapsiile
cikarilmigtir. Baglangic anksiyete puan1 %50 veya daha az azalmaya devam eden
hastalar igin, tedavinin 5 ile 8. calisma haftalar1 arasinda giinde 5 kapsiile ¢ikarilmustir.
M. recutita ekstresinin tedavisinde, plasebo tedavisine kiyasla ortalama toplam
anksiyete puaninda 6nemli 6l¢iide daha biiyiik bir azalma gézlemlenmistir (p = 0,047).
Sonuglar, M. recutita’nin hafif ila orta siddette anksiyete bozuklugu olan hastalarda

orta diizeyde kayg giderici aktiviteye sahip olabilecegini gostermistir [74].

4.5 Yara lyilestirici Aktivite

M. recutita cicek ekstresinin yara iyilestirme aktivitesini degerlendirmek amaciyla
sicanlar lizerinde bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Yara iyilestirme aktivitesi eksizyon,
insizyon ve Olii bosluk yarasi modelleri kullanilarak belirlenmistir. Hayvanlar her
model i¢in altisarli iki gruba ayrilmistir. Test grubundaki hayvanlar igme sularina
karistirtlan M. recutita sulu ekstresiyle (120 mg/kg/giin) tedavi edilmistir. Kontrol
grubundaki hayvanlar sade i¢gme suyuyla beslenmislerdir. Iyilesme yara iyilesme hiz1,
yara kirma giicli, epitelizasyon siiresi, hidroksiprolin igerigi ve graniilasyon doku
agirhgr ile degerlendirilmistir. 15. glinde test grubundaki hayvanlar, kontrol
grubundakilerle kiyaslandiginda yara alaninda daha biiylik bir azalma (%61'e karsi

%48), daha hizl1 epitelizasyon ve dnemli dl¢lide daha yiiksek bir yara kirma giicii
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sergilemislerdir (p<0,002). Ek olarak, 1slak ve kuru graniilasyon doku agirligi ve
hidroksiprolin igerigi 6nemli 6l¢iide daha yiiksek olarak bulunmustur [75].

M. recutita ¢igeklerinin zeytinyagi ile hazirlanan ekstresinin Wistar siganlari iizerinde
yara iyilestirici etkisini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen bir ¢alismada, 36
adet siganin dilinde 5 mm capinda yara olusturulmus ve lineer insizyon yara modeli
kullanilarak test edilmistir. Tedavi grubu hayvanlari topikal olarak 0,04 mL/giin tibbi
papatya ekstresini igeren merhem ile tedavi edilirken, kontrol grubu hayvanlari tedavi
edilmemistir. Enflamasyon derecesinin, fibroblast sayisinin ve yara boyutunun yari
kantitatif analizi, lezyonun yeniden epitelizasyonunun ve kollajen liflerinin yiizdesinin
histometrik analizi yapilmigtir. Tibbi papatya ekstresini iceren merhem ile tedavi
edilen hayvanlar 10 giin sonra epitelizasyon ve kolajen liflerinin yiizdesi agisindan en
iyi sonuglar1 géstermis ve ekstrenin anlamli bir (p< 0,05) yara iyilestirici etkiye sahip

oldugu belirtilmistir [76].

M. recutita ¢gigeklerinin zeytinyagi ile hazirlanan ekstresinin albino siganlardaki yanik
yarasina etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, 30 erkek albino sican rastgele
secilmis ve tasiyici, tedavi ve kontrol grubu olarak 3 gruba ayrilmislardir. Tedavi ve
tastyici grubundaki hayvanlarin sirt kisimlart 8 sn boyunca kaynar suya yerlestirilerek
hayvanin tiim viicut ylizey alaninin %20'sinde ikinci derece yanik olusturulmustur.
Kontrol grubundaki hayvanlara higbir tedavi uygulanmamistir. Tastyict ve tedavi
gruplarindaki hayvanlara, yanik indiiksiyonunun ilk gilinlinden yara iyilesmesi
tamamlanana kadar giinde iki kez sirasiyla zeytinyagi ve zeytinyaginda ¢oziilmiis
ekstre ile topikal olarak tedavi uygulanmistir. Yara iyilesme yiizdesi haftalik olarak
hesaplanmistir. Sonuglar, tasiyici ve tedavi gruplar1 arasinda anlamli bir fark oldugunu
(p<0,05) gostermistir. Bu nedenle, tibbi papatya ekstresinin topikal yag formunda
sicanlarda yanik yarasi iyilesmesini hizlandirmada iyi bir potansiyele sahip oldugu

sonucuna varilmistir [77].

4.6 Antimikrobiyal Aktivite

M. recutita ucucu yaglarinin ve ekstrelerinin antibakteriyel etkinligi cesitli
calismalarla arastirilmistir. Genellikle, diskler veya kuyular kullanilan agar difiizyon
teknigi, M. recutita ucucu yaglarimin ve ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesini

taramak i¢in en ¢ok kullanilan tekniktir [58].

21



Shikov ve arkadaslari, M. recutita ciceklerinin zeytinyagi ile hazirlanan ekstresinin
Helicobacter pylori'ye kars1 antibakteriyel aktivitesini degerlendirmis ve agar diliisyon
testi uygulamislardir. Ekstre, Helicobacter pylori’ye karsi etkili olmus, MIKgo
(minimum inhibitdr konsantrasyonu) ve MiKso degerlerini sirasiyla 125 mg/mL ve
62,5 mg/mL olarak elde etmislerdir. Ekstrenin, Helicobacter pylori tarafindan iretilen

lireaz enziminin inhibisyonu yoluyla bu etkiyi gosterdigi belirtilmistir [78].

Yapilan baska bir c¢alismada, M. recutita etanol ekstresinin, herpes viriisii ve
polioviriisiiniin  biiylimesini  engelledigi  bildirilmistir [79, 80]. Orofaringeal
kandidiyazisli Insan Immiin Yetmezlik Viriisii pozitif hastalardan izole edilen
flukonazol’e direngli ve duyarli C. albicans suslari, duyarli suslar lizerinde daha iyi bir

etkiyle M. recutita ugucu yagi tarafindan inhibe edilmistir [58].

Ilkimen ve Giilbandilar tarafindan yapilan bir calismada, Lavandula stoechas, Salvia
officinalis, Thymus vulgaris ve M. recutita gibi tibbi ve aromatik bitkilerden elde
edilen ekstrelerin antifungal ve antimikrobiyal etkileri degerlendirilmistir. Etanol ile
soxhlet ektraksiyonu sonucunda hazirlanan ekstreler dimetilsiilfoksit iginde
¢ozlindlrilmistir. Kuyu diflizyon yontemi kullanilmistir. Bitkilerden elde edilen
ekstrelerin antimikrobiyal ve antifungal etkileri, gram (+) bakteri olan Staphylococcus
aureus, gram (-) bakteri olan Escherichia coli bakterilerine, Candida parapsilosis ve
Candida krusei mayalarina kars1 belirlenmistir. Antimikrobiyal 6zellikleri agisindan
sefepim, levoflaksasin, vankomisin antibiyotikleriyle, antifungal 6zellikleri
bakimindan ise flukonazol ile kiyaslanmistir. Calisma sonununda, M. recutita bitkisi
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakteri suslarina kars1 etki géstermislerdir.
Ayrica, Candida parapsilosis mantar susuna karsi etki gosterirken Candida krusei

susuna kars1 herhangi bir etki gostermedigi belirtilmistir [81].

4.7 Diger aktiviteler

M. recutita ¢i¢ek kisimlarindan elde edilen ekstreler ve ugucu yaglar, birincil olarak
basta antienflamatuvar aktivite olmak iizere yukarida belirtildigi gibi antispazmodik,
anksiyolitik, antimikrobiyal ve yara iyilestirici etkiler gostermektedir. Yukarida
belirtilen ¢alismalar diginda bu bitkiden elde edilen ekstre veya ugucu yaglarin
antiparazitik [82], antioksidan [83], antikanser [84], antidiyareik [85], antiiilser [86],
antihipertansif [87], antiplatelet [88], antigenotoksik [89], vazodilator [90] ve
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antihelmintik [91] etkileri {izerinde yapilan ¢alismalarda da kayda deger olumlu

sonugclar elde edilmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

e A7G standardi (> %97, Sigma-Aldrich)

e Metanol (HPLC safliginda, Merck)

e Asetonitril (HPLC safliginda, Merck)

e Sitrik asit monohidrat (Analitik saflikta, Merck)

e Folin & Ciocalteu fenol reaktifi (Analitik saflikta, Merck)
e Aliiminyum kloriir (Analitik saflikta, Merck)

e Sodyum karbonat (Analitik saflikta, Isolab)

e orto-Fosforik asit (Analitik saflikta, Merck)

e Sodyum hidroksit (Analitik saflikta, Merck)

e Amonyak (Analitik saflikta, Merck)

o Etanol %96 (Farmasdtik saflikta, Merck)

e Poloksamer 188 (Farmasoétik saflikta, Basf)

e Makrogol hidroksistearat (Farmasotik saflikta, Basf)
e Sodyum askorbat (Farmasétik saflikta, QLP)

e Sodyum asetat (Farmasdtik saflikta, Merck)

e Sodyum asetat trihidrat (Farmasétik saflikta, Merck)
e izopropil alkol (Farmasdétik saflikta, Merck)

e (liseril monostearat (Farmasotik saflikta, Basf)

o Setil alkol (Farmasotik saflikta, Basf)

e Gliserin (Farmasotik saflikta, Merck)
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e Metil 4-hidroksibenzoat (Farmasotik saflikta, Gujarat Organics)
e Spermaceti (Farmasotik saflikta, Galenik Ecza)
e Beyaz balmumu (Farmasétik saflikta, QLP)

e Badem yag (Farmasotik saflikta, Fitomer)

5.2 Bitki Materyallerinin Tanimlanmasi

2022 ve 2023 yillarinda Bandirma/Balikesir bolgesinde yetistirilen M. recutita
bitkisinin ¢icek kisimlar1 kullanilmistir. Arnavutkdy/Istanbul bdlgesinde yetistirilen
M. recutita cicek baslar1 2023 yilinda toplanmistir. Asteraceae familyasindan olan
bitki materyalleri Dr. Ebru Ozdemir Nath tarafindan tayin edilmistir. Herbaryum
ornekleri Altmbas Universitesi Herbaryumu'nda (Herbaryum numarasi: HERA1237,
HERA1241, HERA1236) saklanmaktadir.

5.3 Ugucu Yag Eldesi ve Verimi

Kurutulmus ve toz haline getirilmis her bitki materyalinden 200 gram {i¢ 6rnek halinde
3 saat boyunca EP’de tarif edilen Clevenger cihazi kullanilarak hidrodistilasyona tabi
tutulmustur. Elde edilen ugucu yaglar susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarilarak

analizler i¢in 4°C'de amber renkli siselere konulmustur.

5.4 Ugucu Yag Bilesiklerinin GC-FID/MS ile Analizi

M. recutita ugucu yaglarinin bilesikleri GC-FID/MS yontemi ile belirlenmistir. Agilent
7890B GC-FID (Santa Clara, CA, ABD) ile Agilent 5977E elektron impakt kiitle
spektrometresi (Santa Clara, CA, ABD) iki yonlii kapiler ayirict ile baglanarak ugucu
yaglarm igerdigi bilesikler dl¢iilmiis ve tespit edilmistir. Ornekler, otomatik enjektdr
Agilent G4513A (Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak 1 uL olarak enjekte edildi. DB-
WAX kolonu (60m, 0.25mm, 0.25um) kullanilarak sicaklik programi ilk 15 dk i¢in 70
°C ve 2 °C/dk ile 180 °C'ye ¢ikti. Daha sonra 5 dk boyunca 180 °C'lik izotermal
sicakliga devam edilerek kolon sicakliglr 5 °C/dk ile 230 °C'ye ¢ikarild1 ve izotermal
sicakliklar 15 dk boyunca 230 °C'ye ayarlandi. Split oran1 1:50’dir. Kuadrupol, iyon
kaynagi, FID sicakliklari, MSD transfer hatt1 ve enjektdr portu sicakliklar sirasiyla
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150 °C, 230 °C, 220 °C, 250 °C ve 220 °C idi. Analiz siiresi 100 dkdir ve tasiyici
olarak helyum gazi kullanilmistir (sabit akis hiz1 1,5 mL/dk).

Kiitle aralig1 45-450 m/z’dir. FID hava akis1 400 mL/dk oldugunda H: akis1 30 mL/dk
olarak ayarlanmistir. Kiitle spektrumlar1 70 eV'de gozlendi. Ugucu yag bilesiklerinin
tanimlanmasinda, Wiley Kiitle Spektral Verileri Kaydi, 9. baski (Nisan 2011) ve NIST
11 Kiitle Spektral Kiitiiphanesi'nden (NIST11/2011/EPA/NIH) elde edilen bilesiklerin
kiitle spektrumlar1 karsilagtirilmistir. Ayni1 ¢alisma kosullar i¢in GC-FID/MS'de ii¢
farkl1 es zamanli otomatik enjeksiyon gergeklestirilmistir DB-WAX kolonundaki
bilesiklerin bagil tutulma indeksine (RRI) dayali tanimlama yontemi, FID'deki
doymus n-alkan serisine (C7-C40) gore hesaplanarak gergeklestirilmistir.

Sonuglar literatiirdeki onceki ¢aligmalara ve NIST ¢evrimi¢i web kitabina gore
degerlendirilmistir. Bagil yiizdelerin hesaplanmasi, temsili bilesenlerin GC-FID
analizlerinden elde edilen kalibrasyon egrilerine dayanan bir dig standart yaklagimi

yoluyla gergeklestirilmistir.

5.5 Bitki Materyallerinin Nem Tayini

Tibbi papatyanin nem tayini EP ¢icek monografina gore gergeklestirilmistir.
Kurutulmus ve toz haline getirilmis 1 gr bitki materyali 105 °C'de 2 saat boyunca
OHAUS MB 35 Nem Tayin Cihazinda bekletilerek nem orani tayin edilmistir [28].

5.6 Bitki Materyallerinin A7G Igeriginin Analizi

AT7G'nin analizi i¢in numunelerin hazirlanmasinda EP ¢igek monografinda yer alan
yontem kullanilmigtir. 40 g kurutulmus bitki materyali toz haline getirildi. Toz haline
getirilen bitki materyalinin 2,00 g’1 500 m1’lik balona konuldu. Igerisine 200 mL etanol
(%96) eklendi. Karigim 1sitict iizerinde geri sogutucu altinda 15 dK 1sitildi. Daha sonra
sogutuldu ve siiziildii. Siiziintii ve filtre az miktarda etanol (%96) ile yikand1. Uzerine
10 mL sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklendi ve karisim 1sitic1 iizerinde geri sogutucu
altinda yaklasik 1 saat 1sitildi. Daha sonra, sogutuldu ve etanol (%96) ile 250,0 mL’ye
seyreltildi. 50,0 mL ¢6zeltiye 0,5 g sitrik asit monohidrat eklendi. 5 dk c¢alkaland1 ve
stiziildii. Coziicti karisimi ile 5,0 mL ¢ozelti 10,0 mL'ye tamamlandi [28]. M. recutita
cicek kisimlarimin A7G analizinde kullanilan referans c¢ozeltisinin hazirlanma

yontemi, ekstrenin analizinde kullanilan yontem ile aynidir.
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5.7 Ekstrelerin Hazirlanmasi

M. recutita ¢igek kisimlart kullanilarak, EMA’da yer alan “European Union herbal
monograph on M. recutita, flos” monografi baz alinarak ilk yi1l Bandirma/Balikesir
bolgesinden toplanan farkli ¢oziicii sistemlerine sahip 14 farkli s1v1 ve kat1 ekstrelerin
3’er kez deneme seri boyutundaki iiretimleri gerceklestirilmistir [12]. Daha sonra,
ekstrelerin uygulama yollar1, dozaj sekli ve A7G igerikleri degerlendirilerek G, M ve
N ekstreleri kullanilarak farmasdtik {irtinlerin gelistirilmesine karar verilmistir. Bu
ekstrelerin {i¢ pilot 6l¢ekte iiretimleri gerceklestirilmistir. Daha sonraki siirecte, 2023
yilinda Bandirma ve Arnavutkdy bdlgesinden toplanan bitkilerin ¢igek kisimlarindan
da G, M ve N ekstreleri hazirlanmistir. EMA monografinda yer alan ekstre bilgileri

asagida yer alan Tablo 5.1°de belirtilmistir.

Ekstrelerin hazirlanmasinda, tibbi papatyanin kurutulmus cicek baslart 6gilitme
makinesi (G1, Yazicilar, Tiirkiye) ile yaklasik 20 mm ile 40 mm boyutlarinda toz
haline getirilmistir. Toz haline getirilmis ¢igek kisimlart oda sicakliginda Tablo 5.1°de
bulunan ekstraksiyon ¢oziiciilerinde 2 saat boyunca 1000 rpm'de (W3000-D, Wiggens,
Cin) mekanik karistirict ile karistirilmigtir. Elde edilen ekstreler filtre kagidindan (20
um, 40cmx40cm, Isolab, Almanya) siiziilmiis ve rotary-evaporatdr (G3, Heidolph,
Almanya) kullanilarak, hedef ekstre oranlar1 elde edilene kadar ¢oziiciiler

buharlastirilmistir. Elde edilen ekstreler 4°C'de siselerde saklanmustir.
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Tablo 5.1: M. recutita ¢gigek ekstreleri.

Bitki Coziicii Final Ekstre DER
Ekstre Tipi Ml(l; t)arl Miktar: (mL) Ml(l; t)arl (Bitki/Ekstre Orani)
Bandirma/Balikesir (1.Y1l) /Deneme Olcek
B: Likit ekstre (DER 1:1), ekstraksiyon ¢6ziiciisii: etanol %96 20 250 20 1:1
h/h:su:amonyak soliisyonu %10 a/a (50:47,5:2,5) 20 250 20 1:1
20 250 20 1:1
C: Likit Ekstre (DER 1:4.3-5.7), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %96 10 125 50 1:5
h/h:su:amonyak soliisyonu %10 a/a (50:47.5:2.5) 20 250 100 1:5
20 250 100 1:5
D: Likit Ekstre (DER 1:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %48 10 125 10 1:1
h/h:amonyak soliisyonu %10 a/a (39:1) 20 250 20 1:1
20 250 20 1:1
E: Likit Ekstre (DER 1:1), ekstraksiyon ¢dziiciisii: etanol %45 10 125 10 1:1
h/h:amonyak soliisyonu %10 a/a (14.7:1) 20 250 20 1:1
20 250 20 1:1
F: Kat1 Ekstre(DER 4-7:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %50 a/a 40 500 8,3 482:1
40 500 7,6 526:1
40 500 7,79 513:1
G: Likit Ekstre (DER 1:1.7-2.6), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %48 10 125 21,5 1:2,15
h/h 20 250 45 1:2,25
20 250 45 1:2,25
H: Likit Ekstre (DER 1:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %55 h/h 10 125 10 1:1
20 250 20 1:1
20 250 20 1:1
I: Likit Ekstre (DER 1:2), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %70 h/h 10 125 20 1:2
20 250 40 1:2
20 250 40 1:2
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Tablo 5.1 (devam): M. recutita ¢igek ekstreleri.

Bitki Céziicii Final Ekstre DER
Ekstre Tipi M‘(';t)a“ Miktar1 (mL) M‘('g)a“ (Bitki/Ekstre Orani)
J: Likit Ekstre (DER 1:4.1-4.6), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %55 10 66,6* 435 1:4,35
h/h:Poloxamer 188 (993:3) 20 133,2* 87 1:4,35
20 133,2* 87 1:4,35
K: Likit Ekstre (DER 1:1.8-2.1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %52 20 250 39 1:1,95
h/h:makrogol hidroksistearat (99.5:0.5) 20 250 39 1:1,95
20 250 39 1:1,95
L: Likit Ekstre (DER 1:4-4.5) ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %38,5 10 125 42,5 1:4,25
a/a (%1,36 sodyum asetat trihidrat, %0,45 sodyum askorbat ve 20 250 85 1:4,25
%0,41 sodyum hidroksit i¢eren) 20 250 85 1:4,25
M: Likit ekstre (DER 2.7-5.5:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol 40 500 10 4:1
%95,4 h/h (%0,22 sodyum asetat, %0,12 sodyum hidroksit i¢eren) 80 1000 20 4:1
80 1000 20 4:1
N: Kat1 ekstre (DER 11-16:1), ekstraksiyon ¢oziiclisii: etanol %95,4 67,5 843,75 6 11,25:1
h/h (90,22 sodyum asetat, %0,12 sodyum hidroksit i¢eren) 67,5 843,75 5,97 11,30:1
67,5 843,75 577 11,70: 1
O: Likit Ekstre (DER 1:2-2.8), ekstraksiyon ¢6ziiciisii: propan-2-0l 10 125 24 1:24
%48 h/h 20 250 49 1:2,45
20 250 49 1:2,45
Bandirma/Balikesir (1.y1l) /Pilot Olcek
hG/:hLikit Ekstre (DER 1:1.7-2.6), ekstraksiyon ¢6ziiciisii: etanol %48 100 1950 200 192
M: Likit ekstre (DER 2.7-5.5:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol _
%95,4 h/h (%0,22 sodyum asetat, %0,12 sodyum hidroksit igeren) 1200 15000 300 4:1
N: Kat1 ekstre (DER 11-16:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol %95,4
h/h (90,22 sodyum asetat, %0,12 sodyum hidroksit i¢eren) 3000 37500 2575 1165:1
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Tablo 5.1 (devam): M. recutita ¢igek ekstreleri.

Bitki

Coziicii

Final Ekstre

Ekstre Tipi Miktar: Miktari Miktari (Bitki /Eift?e Oram)
(9) (mL) (9)
Bandirma/Balikesir (2.y1l) /Deneme Olgek
G: Likit Ekstre (DER 1:1.7-2.6), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol 40 500 90 1:2,25
%48 h/h 40 500 90 1:2,25
40 500 90 1:2,25
M: Likit ekstre (DER 2.7-5.5:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol 120 1500 30 4:1
%95,4 h/h (%0,22 sodyum asetat, %0,12 sodyum hidroksit 120 1500 30 4:1
iceren) 120 1500 30 4:1
N: Kati ekstre (DER 11-16:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol 120 1500 9,56 1255:1
%95,4 h/h (%0,22 sodyum asetat, %0,12 sodyum hidroksit 120 1500 10 12,00:1
iceren) 120 1500 10,43 1150:1
Arnavutkdy/istanbul /Deneme Ol¢ek
G: Likit Ekstre (DER 1:1.7-2.6), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol 40 500 90 1:2,25
%48 h/h 40 500 90 1:2,25
40 500 90 1:2,25
M: Likit ekstre (DER 2.7-5.5:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol 120 1500 30 4:1
%95,4 h/h (%0,22 sodyum asetat, %0,12 sodyum hidroksit 120 1500 30 4:1
iceren) 120 1500 30 4:1
N: Kat1 ekstre (DER 11-16:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii: etanol 120 1500 9,99 12,01:1
%95,4 h/h (%0,22 sodyum asetat, %0,12 sodyum hidroksit 120 1500 10,03 11,96:1
igeren) 120 1500 9,98 12,02:1

*: Coziicii karigimi, Poloksamer 188’in maximum giinliik alim dozu (1800 mg/giin) g6z oniinde bulundurularak g cinsinden tartilarak eklenmistir.

a: agirlik, h:hacim
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5.8 Matricaria recutita L. Cicek Ekstrelerindeki A7G Miktarinin HPLC-PDA

Yontemi ile Belirlenmesi ve Validasyon Cahsmalari

M. recutita ¢igek ekstrelerinin major flavonoiti A7G’nin fotodiyot dizisi dedektorlii
(PDA) yiiksek performansli sivi kromatografisinde (HPLC) miktar tayini i¢in metot
validasyonu gergeklestirilmistir. EP M. recutita likit ekstre monografinda, ekstrelerin
AT7G tayini igin bir analiz yontemi yer almamaktadir [92]. EP M. recutita ¢igek
monografindaki kromatografik kosullar modifiye edilerek (gradient sistemin
uzatilmasi, kolon sicakligi, kolon sayisi) ve numune hazirlama basamagi ekstre analizi
icin gelistirilerek A7G igeriklerinin belirlenmesi i¢in yeni bir analitik yontem
gelistirilmistir [28]. 1k y1l Bandirma/Balikesir bdlgesinden toplanan farkli ¢dziicii
sistemlerine sahip 14 farkli sivi ve kat1 ekstrelerin A7G igeriklerinin belirlenmesi bu
yontem ile gergeklestirilmistir. Ekstrelerin uygulama yollari, dozaj sekli ve A7G
icerikleri degerlendirildikten sonra G, M ve N ekstreleri secilerek, HPLC-PDA
yonteminin metot validasyonu bu ekstreler (G, M, N) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Uluslararas1 Harmonizasyon toplulugu (ICH) yonergelerine gore, HPLC-PDA
yontemi kesinlik, segicilik, dogruluk, tespit limiti, tayin limiti, saglamlik ve

dogrusallik agisindan gelistirilmis ve dogrulanmistir [93].

5.8.1 Numune hazirlanmasi

Numune hazirlanmasinda, yaklasik 1 mL sivi ekstre veya 50 mg kati ekstre 50 mL
erlenmeyere eklendi. 10 mL metanol ve 10 mL sodyum hidroksit ¢ozeltisi (%8,5
g/mL) tizerine eklendi. Karigim, manyetik bir karigtirict yardimiyla 1 saat boyunca bir
geri sogutucu altinda 1sitildi. Daha sonra, ¢ozelti sogutuldu ve %0,5 orto-fosforik asit
igeren su ve asetonitril 3:1 (h/h) karisimi ile 50,0 mL'ye seyreltildi. 50,0 mL ¢ozeltiye
1,5 g sitrik asit monohidrat eklendi. 5 dk ¢alkalandi ve ardindan analizden 6nce 0,45
um RC filtreden siiziilerek sisteme enjekte edildi. Standart ¢ozeltisinin
hazirlanmasinda, 7,2 mg A7G standardi 50,0 mL metanolde ¢dziindiiriildii. Bu
¢ozeltinin 25,0 mL'si, %0,5 orto-fosforik asit igeren su ve asetonitril 3:1 (h/h) karigim1

ile 200,0 mL'ye seyreltildi.
5.8.2 Kromatografik kosullar

Cihaz: Shimadzu LC 2030C

Dedektor: Photodiode Array Detector (PDA)
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Kolon: GLScience Inertsil ODS3 C18 (5 um x 250 x 4.6 mm)
Dalga boyu: 340 nm

Enjeksiyon: 20 uL

Firm sicakligr: 40 °C

Mobil faz (A): %0,5 orto-Fosforik asit -Su

Mobil faz (B): %0,5 orto-Fosforik asit -Asetonitril
Akis hizi: 1 mL/dk

Akais tipi: gradyan

Akis programa:

Dk 0-9— Mobil faz B: %25

Dk 9-19 —Mobil faz B: %25 2> %75

Dk 19-24 — Mobil faz B: %75

Dk 24-25 — Mobil faz B: %75 > %25

Dk 25-50 — Mobil faz B: %25.

5.8.3 Secicilik

Analitin safligr, Likit Kromatografi Is Istasyonu aracilifiyla saglanan yazilim
kaynagiyla birlikte PDA'den elde edilen veriler kullanilarak, A7G'nin alikonma
zamanina siiresine karsilik gelen bir alikonma siiresinde HPLC'den ¢ikan pik boyunca

belirlendi.

5.8.4 Kalibrasyon egrisi ve dogrusallik

AT7G standardinin farkli konsantrasyonlari (0,001, 0,003, 0,01, 0,05, 0,1, 0,3 mg/mL)
altt kez enjekte edildi ve hem dogrusallik faktorii hem de regresyon denklemi

belirlendi.

5.8.5 Tespit simir1 (LOD) ve tayin simir1 (LOQ)

Tespit sinir1 (LOD), o6rnekteki bilesenin belirlenebildigi ancak kantitatif sinirlar
igerisine girmeyen en diisiik konsantrasyonudur. LOD hesaplamasi, ii¢ sinyal-giiriiltii

(S/G) oranma gore yapildi. Bir analitik yontemin tayin smirit (LOQ), 6rnekteki
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bilesenin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilen en diisiik
konsantrasyonudur. LOQ, on sinyal-giiriiltii oraninda (S/G) hesaplandi. Giiriiltii
seviyesi, ekstrelerden birinin analizi sirasinda tespit edildi ve A7G pikinin bulundugu

bolgeden ayrilmis kromatogramin bir kismini icermekteydi.

5.8.6 Dogruluk ve geri kazamim

Dogruluk ve geri kazanim, gelistirilen yontemin ii¢ farkli konsantrasyonla (%80,
%100, %120) zenginlestirilmis ekstrelere uygulanmasiyla belirlendi. Dogruluk, geri
hesaplama ile degerlendirildi ve ¢aligilan ti¢ farkli konsantrasyonda A7G miktari ile

eklenen miktar arasindaki ylizde sapma olarak belirtildi.

5.8.7 Saglamhk

Analitik prosediiriin saglamligi, yontem parametrelerindeki nispeten kii¢iik miktardaki
degisikliklerle kararli kalma kapasitesinin 6l¢iisii olarak bilinir [93]. Saglamlik testleri,
kolonun sicakligimi 50°C ve 30°C'ye degistirerek, mobil fazin pH'im1 %1,0 orto-

fosforik asitle artirarak ve gradyan sistemini degistirerek degerlendirilmistir.

5.8.8 Kesinlik

Yontem kesinligi, ara kesinlik (giinler arasi degisim), test konsantrasyonunun
%100'tinde standart ¢ozeltinin tespiti ile tekrarlanabilirlik tizerinde ¢alisildi. Giinler
aras1 kesinlik, numunenin baska bir analist tarafindan ve farkli giinlerde analiz
edilmesiyle tespit edildi. Yontemin giin i¢i kesinligini, degerlendirmek i¢in numuneler

bir giin i¢inde alt1 kez enjekte edildi.

5.9 Ekstrelere Ait Stabilite Calismalar:

[k y11 Bandirma/Balikesir blgesinden toplanan bitkiden hazirlanan ii¢ ekstrenin (G,
M, N) A7G igeriklerinin 2-8°C, 25°C/%60 RH ve 40°C/%75 RH sicaklik kosullarinda
6 aylik, 60°C kosulunda 3 aylik stabilitesi takip edilmistir.

5.10 Total Fenolik Madde Miktar Tayini Yontemi

Bandirma/Balikesir ve Arnavutkdy/Istanbul bélgelerinden toplanan bitkilerden
hazirlanan G, M ve N ekstrelerinin toplam fenolik bilesikleri, modifiye edilmis Folin

Ciocalteu yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir [94]. Bir dizi

33



gallik asit seyreltisi hazirlanarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Tim
ekstrelerin ve gallik asit seyreltilerinin test ¢dzeltileri hazirlanmigtir. Mikro plakaya
104 pL saf su ve 8 uLL. numune eklenmistir. Daha sonra, 8 ul Folin Ciocalteu Reaktifi
(FCR) eklenmistir. 5 dk bekledikten sonra, 80 uL %10'luk sodyum karbonat (Na2CO3)
eklenmistir. Test ¢ozeltileri 90 dk karanlhkta bekletilmistir. Olgiimler UV-VIS
spektrofotometresinde (BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer, ABD) 725
nm'de alinmistir. Orneklerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit miktari,
standart grafik denklemi kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar, gallik asit esdegerinin

yiizdesi olarak hesaplanmistir.

5.11 Total Flavonoit Madde Miktar Tayini Yontemi

Bandirma/Balikesir ve Arnavutkdy/Istanbul ~ bélgelerinden toplanan bitkilerden
hazirlanan G, M ve N ekstrelerinin toplam flavonoit igerikleri aliminyum kloriir
yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir [94]. Bir dizi kuersetin
seyreltisi hazirlanarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Tiim ekstrelerin ve
kuersetin seyreltilerinin test ¢ozeltileri hazirlanmistir. Mikro plakaya 134 pL saf su ve
20 pL numune eklenmistir. Daha sonra, 6 pL %10 aliiminyum klortir (AlCl3) ve 40 pL
1M amonyum asetat (CH3COONHo.) eklenmistir. Test ¢ozeltisi karanlikta 10 dk
bekletilmistir. Olgiimler, bir UV-VIS spektrofotometresinde (BioTek Epoch
Microplate Spectrophotometer, ABD) 425 nm'de alinmistir. Numunelerin absorbans
degerlerine karsilik gelen kuersetin miktari, standart grafik denklemi kullanilarak

belirlenmistir. Sonuglar, kuersetin esdegerinin yiizdesi olarak hesaplanmustir.

5.12 Ekstrelerin  Sivi  Kromatografisi ve Yiiksek Rezoliisyonlu Kiitle
Spektrometresi (LC-HRMS) ile Fenolik Bilesen Tayini Yontemi

Bandirma/Balikesir ve Arnavutkdy/Istanbul bolgelerinden toplanan bitkilerden
hazirlanan G, M ve N ekstrelerinin fenolik bilesenleri LC-HRMS yontemi ile
belirlenmistir. Ekstre ¢ozeltisinin 970 pL’sine metanol igindeki 1000 ppm stok

cozeltisinden 30 pL dahili standart dihidrokapsaisin ¢ozeltisi ilave edilmistir.

LC-HRMS o6l¢iimleri, Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE (Bremen, Almanya) kiitle
spektrometresi donanimli ESI iyon kaynag1 ve Dionex s1vi kromatografi (LC) sistemi

ile gerceklestirilmistir. Tarama araligit m/z 100-900 amu olarak ayarlanmis ve diger
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kiitle parametreleri su sekilde kullanilmistir: gaz akis hizi: 45, yardimer 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 i¢in 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, Almanya)-su ve %1 formik asit-
metanolden (Sigma-Aldrich, Almanya) olusmustur. Gradient 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 hizi1 0,35 mL/dak idi. Kolon sicakligi 22°C’dir. Cevre kosullar
sicaklik 22,0 £ 5,0 °C ve bagil nem (50 + 15) % bagil nem olarak ayarlanmistir.
Bezmialem Vakif Universitesi Ilagc Uygulama ve Arastirma Merkezi (ILMER)
Kiitliphanesi’nde bulunan bilesiklerin alikonma siireleri ve hedef iyonlar

karsilastirilarak bilesikler tanimlanmistir.

5.13 Topikal Uriinlerin Formiilasyonu

EMA’da yer alan “European Union herbal monograph on M. recutita L., flos”
monografi kapsaminda; G ekstresi direkt olarak ¢6zelti formunda oral, inhalasyon,
oromukozal, kutandz ve banyo katki maddesi gibi kullanim yollarina sahiptir. G
ekstresi direkt olarak ¢ozelti formunda miistahzar olarak kullanildigi i¢in G ekstresi ile
ilgili formiilasyon ¢alismasi gergeklestirilmemistir. M ve N ekstreleri ise topikal yari
kat1 dozaj formunda miistahzar olarak kullanilabilmektedir [12]. Bu bilgiler 15181nda,
M ve N ekstrelerini igeren topikal krem miistahzarlar1 formiile edilmistir. Yiiksek
fenolik, flavonoit miktar ve A7G igerigine sahip olmasi nedeniyle,
Arnavutkdy/Istanbul bdlgesinden toplanan bitkiden hazirlanan ekstreler kullanilarak

krem iirlinleri formiile edilmistir.

5.13.1 M ekstresini iceren topikal krem formiilasyonunun hazirlanmasi

Arnavutkdy/Istanbul bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan M ekstresini igeren
topikal krem’in (M1) formiile edilmesi amaglanmistir. Referans iiriin olarak MEDA
pharma tarafindan iiretilen Kamillosan® Krem (Hamburg, Almanya) baz alinmustir.
Kamillosan® Krem’in (Lot n0:326670) A7G igerigine esdeger M ekstresini iceren

vanishing formda topikal krem (M1) formiile edilmistir.

Formiilasyon ¢alismalarinda, daha 6nce gergeklestirilen bazi ¢alismalar ve derleme

g6z oniinde bulundurularak birim formiil ve iiretim yontemi dizayn edilmistir [95-97].
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Srivastava ve Siddiqui tarafindan yayimlanan derlemede, emiilgatorler, antimikrobiyal
koruyucular ve pH ajanlar1 gibi faktorlerin bitkisel krem formiilasyonu i¢in iiriin
stabilitesini sagladigi belirtilmistir [95]. Bu faktorler goz ontinde bulundurularak, test
kreminin formiilasyonunda emtilgatdrler (gliseril monostearat, setil alkol, stearik asit),
bir antimikrobiyal koruyucu (metil 4-hidroksibenzoat) ve bir pH ajani (sodyum
hidroksit) kullanilmistir. Uddin ve arkadaglari tarafindan, yag fazinin hazirlanmasi, su
fazinin hazirlanmasi ve daha sonra su fazinin yag fazina eklenmesini igeren bir {iretim
yontemi kullanarak poliherbal bir ekstre igeren bir krem formiile edilmistir. Kremin
40°C'de bir ay boyunca fizikokimyasal stabilite gosterdigini bildirmislerdir [96]. Bu
liretim yoOntemi, mevcut formiilasyon gelistirme g¢aligmalarinda da benzer sekilde

kullanilarak su/yag formunda krem elde edilmistir.

Uretilen topikal krem, sivi M ekstresi, stearik asit, gliseril monostearat, setil alkol,
gliserin, sodyum hidroksit, metil 4-hidroksibenzoat ve distile su igermektedir. Birim

formiil Tablo 5.2'de sunulmustur.

Tablo 5.2: M ekstresi i¢eren topikal kremin birim formiilii.

HadiMaddeled Birim Formiil Birim Formiil
(mg/g) (%)
M ekstresi 31,4 3,14
Stearik asit 170,0 17,00
Gliseril monostearat 10,0 1,00
Setil alkol 10,0 1,00
Gliserin 60,0 6,00
Metil 4-hidroksibenzoat 1,5 0,15
Sodyum hidroksit 2,5 0,25
Distile su 714,6 71,46
TOPLAM 1,04 100,0

200 gr seri boyutunda gerceklestirilen tretim prosesi asagidaki adimlar
kapsamaktadir; ana kazana tartilan yag fazi (stearik asit, gliseril monostearat, setil
alkol) 70°C'ye 1sitilarak eritildi. Yardimci kazan-1’de bir miktar distile su (%50’si)
icerisinde sodyum hidroksit ¢6ziindiiriildii. Daha sonra tlizerine gliserin eklenerek 5-10
dk karistirildi. Su fazi, yag fazi ile ayni sicakliga gelene kadar 1sitildi. Yardimer kazan-
1’deki karisim yag fazina aktarildi ve karistirmaya bir 1sitict tizerinde 30 dk devam
edildi. Yardimer kazan-2’de kalan distile su (%50’si) igerisinde 95°C'de metil 4-
hidroksibenzoat ve 70°C'de sivi M ekstresi sirasiyla ¢oziindiiriildi. Karigim
70°C'deyken ana kazana eklendi. Ekleme islemi tamamlaninca oda sicakligina gelene
kadar 40 dk karistirildu.
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Referans Kamillosan® Krem, kontakt dermatit, endiistriyel egzama, ¢ocuk egzamasi
ve norodermatit (atopik egzama) gibi iltihapl cilt hastaliklariin lokal kortikosteroid
tedavisinden sonra takip tedavisinde kullanilmaktadir. Kamillosan® Krem, sivi
papatya ekstresi (%95,4 h/h etanol (0,22% sodyum asetat trihidrat, %0,12 sodyum
hidroksit iceren) ilag/Ekstre Oran1 (DER) 2,7-5,5:1), metil 4-hidroksibenzoat, propil
4-hidroksibenzoat, setil stearil alkol, hidrojene fistik yagi, lanolin alkolleri, gliseril
monostearat, sodyum setil stearil siilfat, izopropil miristat, gliserin ve saf su

icermektedir.

5.13.2 N ekstresini iceren topikal krem formiilasyonunun hazirlanmasi

Arnavutkdy/istanbul bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan N ekstresini igeren
topikal krem’in (N1) formiile edilmesi amaglanmistir. Referans iiriin olarak MEDA
pharma tarafindan iiretilen Kamillosan Salbe® merhem (Hamburg, Almanya) baz
alinmigtir. Kamillosan Salbe® nin (Lot n0:327601) A7G igerigine esdeger N ekstresini
iceren cold formda su/yag tipinde yagli topikal krem (N1) formiile edilmistir.

Formiilasyon calismalarinda, daha once gergeklestirilen calismalar gbz Oniinde
bulundurularak birim formiil ve iiretim yontemi dizayn edilmistir. Tiirk kodeksi
standartlar1 ve kozmetik bilimi teknolojisi el kitabinda yer alan datalar géz 6niinde
bulundurularak topikal iiriin formiile edilmistir [98-100].

Uretilen topikal krem, kat1 N ekstresi, beyaz balmumu, spermaceti, badem yag1, metil

4-hidroksibenzoat ve distile su icermektedir. Birim formiil Tablo 5.3'te sunulmustur.

Tablo 5.3: N ekstresi igeren topikal kremin birim formiili.

Hammaddeler Birim Formiil Birim Formiil
(mg/g) (%)
N ekstresi 13,3 1,33
Beyaz balmumu 70,0 7,00
Spermaceti 80,0 8,00
Badem yag1 600,00 60,00
Metil 4-hidroksibenzoat 1,50 0,15
Distile su 235,2 23,52
TOPLAM 109 100,0

300 gr seri boyutunda gergeklestirilen iiretim prosesi asagidaki adimlar
kapsamaktadir; ana kazana tartilan yag fazi (badem yagi, beyaz balmumu, spermaceti)
70°C'ye 1sitildi. Yardimer kazan’da distile su igerisinde 95°C'de metil 4-

hidroksibenzoat ve 70°C'de kat1 N ekstresi sirastyla eklendi ve karistirildi. Karisim
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70°C'deyken ana kazana eklendi. Ekleme islemi tamamlaninca oda sicakligina gelene

kadar 40 dk karistirildi.

Referans Kamillosan Salbe® merhem ciltte ve mukoza zarmm iltihaplanmasinda
kullanilmaktadir. Merhem ayrica hemoroid tedavisi de dahil olmak iizere anal ve
genital bolgede topikal kullanima sahiptir. Kamillosan Salbe® merhem, kat1 papatya
ekstresi (%95,4 h/h etanol (0,22% sodyum asetat trihidrat, %0,12 sodyum hidroksit
igeren)-Bitki/ekstre Oran1 (DER) 15-25:1), disperse silikon dioksit, lanolin (biitil

hidroksitoluen igeren), sar1 vazelin, gliserin, esanslar ve saf su igermektedir.

5.14 Topikal Uriinlerin Fiziko-Kimyasal Karakterizasyonu ve Stabilitesi

M1 ve N1 test iiriinleri ile referans Kamillosan® iiriinlerinin fiziko-kimyasal 6zellikleri
bakimindan kiyaslamalari gerceklestirilmistir. Ayrica, M ve N ekstresini iceren topikal
tiriinlerin 25°C/%60 RH ve 40°C/%75 RH sicaklik kosullarinda 3. Ay ve 6. Ay
periyotlarinda stabiliteleri takip edilmistir. Uriinler 6 ay boyunca aliiminyum tiiplerde
saklanmustir. Uriinlerin stabilite degerlendirmesi goriiniis, pH, reolojik davranis ve

A7G'nin miktar tayini testlerini icermektedir.

5.14.1 Goriiniis ve pH

Topikal tirtinlerin goriiniisii (yani koku, renk, kivam) gorsel olarak degerlendirilmistir.
Uriinlerin pH1 25 £ 2 °C'de kalibre edilmis bir pH metre ile Sl¢iilmiistiir (Ohaus
ST300, ABD).

5.14.2 A7G ig¢eriginin belirlenmesi

Topikal tirtinlerdeki A7G'nin kantitatif analizi i¢in analitik yontem olarak HPLC-PDA
yontemi kullanilmistir. Numunelerin hazirlanmasinda, yaklasik 500 mg topikal iirlin
100 mL'lik bir erlenmeyer sisesine yerlestirildi. Daha sonra, i¢gine 20 mL metanol ve 2
mL sodyum hidroksit ¢ozeltisi (%8,5 g/mL) eklendi. Karisim, manyetik bir
karistiricida 1 saat boyunca bir geri sogutucu altinda 1sitildi. Daha sonra, ¢ozelti
sogutuldu ve %0,5 orto-fosforik asit igeren su ve asetonitril 3:1 (h/h) karigimi ile 100,0
mL'ye seyreltildi. 100,0 mL ¢6zeltiye 1,0 g sitrik asit monohidrat eklendi. Karigim 5
dk calkalandi ve ardindan HPLC analizinden 6nce 0,45 pm RC ile filtrelendi ve

sisteme enjekte edildi.
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5.14.3 Reolojik ol¢iimler

Test ve referans Triinlerinin akis Ozelliklerini incelemek amaciyla literatiirdeki
yontemler modifiye edilerek calisilmistir [101, 102]. Test ve referans diriinlerin
reolojik 6zellikleri, Thermo Scientific HAAKE RS1 reometresi ve konik plaka sensorii
(C35TiL, 1° konik ag1, 53 um bosluk genisligi) ile "kayma hiz1 artig1" testi kullanilarak
kargilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu test yOnteminde, numunelerin akis
Ozelliklerini 6lgmek i¢in plaka iizerine yaklasik 1 gram numune yerlestirilmistir.
Sicaklik 25°C+£2°C'ye ayarlanmistir. Numunelerin sicakliginin sabitlenmesi i¢gin 60 sn
beklenmistir. Testler, 120 sn boyunca 0-1000 1/s rpm kayma hiz1 araliginda 120 veri

aliacak sekilde gerceklestirilmistir. Her numune i¢in n=3 ¢aligilmistir.

5.15 Referans ve Test Uriinlerin In-Vitro Sahm Profillerinin Karsilastirmasi

Tez calismalarinda M1 test kremi ile referans Kamillosan® krem, N1 test kremi ile
referans Kamillosan Salbe® merhem iiriinlerinin in vitro salim profillerinin

kiyaslamasi gergeklestirilmistir.

In vitro ilag salim g¢alismalari, yar1 kati dozaj formlarinin in vitro performans
calismalarinda yaygin olarak kullanilan 1,77 cm?lik etkili difiizyon alanina ve 500
rpm'lik doniis hizina sahip modifiye edilmis bir Franz tipi difiizyon hiicresi araciligiyla
gerceklestirilmistir (PermeGear, V6A Karistirici, ABD). Reseptor haznesi, batma
kosulu korunarak 12 mL PBS (fosfat tamponlu salin) pH 7,4 ve etanol (%50) ile
doldurulmustur. Diyaliz membrani (Sigma Aldrich, diyaliz tiipii selilloz membran Lot
3110; ABD) en az 18 saat boyunca bir reseptor ortaminda islatilmistir. 400 mg
numune, etkili yilizey alanini tamamen kaplayacak sekilde donér hiicrelerin iizerine
yerlestirilmistir [103]. Reseptor fazi, manyetik bir gubukla siirekli karistirilarak
32°C'de tutulmustur. Test ve referans triinler difiizyon hiicrelerinin donér bélmesine
yukartya dogru yerlestirilerek etkili ylizey alanin1 tamamen kaplanmas1 saglanmistir
(n=6). Dondrler, buharlasmay1 6nlemek i¢in formiilasyon eklendikten hemen sonra

parafilm ile kapatilmistir.

Formiilasyonlarin ilag salinimi1 6 saat boyunca takip edilmistir. Analiz i¢in uygun
zaman araliklarinda (1, 2, 3, 4, 5 ve 6 saat) 1 mL'lik numuneler ¢gikarilmis ve hemen

taze reseptor ortamiyla degistirilmistir [104]. Numuneler 0,45 um HPTFE filtrelerden
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(CHROMAFIL®XTRA H-PTFE-45/13) filtrelenmistir. Numuneler, valide edilmis
HPLC-PDA yontemi ile A7G igerikleri agisindan analiz edilmistir.

5.16 Sitotoksik Aktivite Calismalari

Tez ¢alismalarinda, Bandirma/Balikesir (1.y11) ile Arnavutkdy/Istanbul bdlgelerinden
toplanan bitkinin ¢igek kisimlarindan elde edilen M ekstreleri ve daha iyi stabilite
sonuglar1 elde edilen M1 krem ve referans Kamillosan® krem iiriinlerinin sitotoksik
aktivitelerinin  belirlenmesi  ve  karsilastirllmast  amaciyla  bir  ¢alisma
gergeklestirilmistir. Ekstrelerin ve topikal iirlinlerin hiicre canlilik profili ve apoptotik
etkisi fibroblast (CCD-1079Sk) ve melanom (SK-MEL-28) hiicre hatlarinda

degerlendirilmistir.

5.16.1 Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

SK-MEL-28 (insan melanom hiicreleri, ATCC, HTB-72) ve CCD-1079Sk (insan
normal deri fibroblast hiicreleri, ATCC, CRL-2097) hiicre hatlar1 baglangigta kiiltiir
ortammma ekilmis ve %10 FBS (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), %l
penisilin/streptomisin (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA) ile desteklenmis
DMEM'de ¢ogaltilmistir. Hiicre hatlar1 37 °C sicaklikta %5 CO2'li nemli bir ortamda
tutulmustur. Kiiltiir ortami hiicreler %80 konfluent hale gelinceye kadar kadar her iki

giinde bir degistirilmistir.

5.16.2 Hiicre canhh@ analizi

3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) ekstrelerin, A7G
ve apigenin Dbilesiklerinin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in kullanilmistir.
Hiicreler, kuyucuk basina 5x10° hiicre yogunlugunda 96 kuyucuklu plakalarda
cogaltilmistir. Toplamda, konfluent hiicrelerin %70 ila %80'1 (24 saat sonra) 24 ve 48
saat boyunca biiyiime ortaminda farkli konsantrasyonlarda ekstreler, A7G ve apigenin
(1% DMSO igeren bir ortamda hazirlanmis) ile muamele edilmistir. Inkiibasyon
stirelerinin sonunda, 0,5 mg/mL'lik son konsantrasyon elde etmek i¢cin kuyucuklara
MTT c¢ozeltisi eklenmistir. Hiicreler daha sonra 37 °C'de 3,5 saat daha inkiibe
edilmistir. Formazan kristallerini ¢dzmek i¢in her kuyucuga 100 pL. DMSO
eklenmistir. Optik yogunluk, bir ELISA mikro plaka okuyucusu kullanilarak 540

nm'de olgiildi ve dogrudan canli hiicre sayisiyla iligkilendirildi. Her konsantrasyon
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i¢in, Ol¢iimiin en az {i¢ kez tekrarlandig1 veriler karsilastirilmistir. Goreceli % hiicre
canlilig1 ve ICso degerleri, grafigin konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak ¢izilmesiyle
belirlenmistir. islem gérmemis hiicreler kontrol ve hiicresi olmayan ortam arka plan
kontrolii olarak kabul edilmistir. Bilesiklerin hiicre canlilig1 iizerindeki sitotoksik
etkisini degerlendirmek i¢in, bilesik igeren islem gérmemis hiicreler %100 canli kabul

edilmis ve hiicre canliligi denklem 5.1°e gore hesaplanmuistir.

% Hiicre canlihgi = (Ornek /kontrol) x 100

(5.1)

M1 krem ve Kamillosan® kremin sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in, SK-MEL-28 ve
CCD-1079Sk hiicreleri 24 kuyulu bir plakaya ekilmistir ve yari-konfluent olana kadar
(24 saat) inkiibe edilmistir. Daha sonra numuneler dogrudan temas i¢in bir mumlu
kagidin yiizeyine uygulanmis ve hiicre yiizeyindeki test maddesiyle kuyulara
yerlestirilmistir. Mumlu kagitlar, kuyularin 1:10 yiizey alanma uyacak sekilde
hazirlanmistir ve sterilize edilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra, her
numune i¢in formazan olusumu belirlenmistir ve degerler kontrol kiiltiirlerinden elde
edilen degerlerle karsilastirilmistir. Hiicrelerin canliligi, 540 nm'de optik yogunluk

olarak okunan mavi-mor formazan miktariyla dogrudan iliskilendirilmistir [105].

5.16.3 Apoptoz analizi

Orneklerin apoptotik etkileri, PT'li bir FITC Annexin V Apoptozis Tespit Kiti ile bir
Flow sitometri (BD Accuri C6) kullanilarak analiz edilmistir. Apoptozis testi igin,
CCD1079-Sk ve SK-MEL-28 hiicreleri ayr1 ayr1 24 kuyulu plakalara (kuyucuk bagina
2x10° hiicre) ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler érneklerle
muamele edilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, 6rnekleri igeren
biiyiime ortamu ¢ikarilmistir ve iki kez PBS ile, ardindan bir kez baglama tamponu ile
yikanmugtir. Hiicreler tripsinizasyonla toplanmistir ve 1x108 hiicre/mL'de Annexin V
baglama tamponunda yeniden silispanse edilmistir. 100 pL hiicre siispansiyonuna 2,5
pL FITC Annexin V eklenmistir. Hiicreler oda sicakliginda karanlikta 15 dk inkiibe
edilmistir. Hiicreler 5 dk santrifiij edilmis ve tstteki sivi atilmistir. 2,5 pLL PI, 100 pL
hiicre siispansiyonuna aktarilmistir. 15 dklik bir inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler

bir Flow sitometri ile analiz edilmistir [106].
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6. BULGULAR ve TARTISMA

6.1 Ugucu Yag Eldesi ve Verimi

Kurutulmus ve toz haline getirilmis her bitki materyalinden 200 gram {i¢ 6rnek halinde
3 saat boyunca EP’de tarif edilen Clevenger cihazi kullanilarak hidrodistilasyona tabi
tutulmustur ve ugucu yaglar elde edilmistir. Ugucu yag verimleri Tablo 6.1°de

verilmektedir.

Tablo 6.1: Orneklerin ugucu yag verimleri.

- Ucucu Yag Verimi
Ornekler (ML/100 g)
Bandirma/Balikesir (1.y1l) 0,50 £0,02
Bandirma/Balikesir (2.y1l) 0,48 +£ 0,01
Arnavutkoy/ Istanbul 1,22 + 0,03

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).
EP tibbi papatya cigek monografina gore M. recutita ugucu yagi minimum 4 mL/kg
kurutulmus bitki materyali, yani 100 g kurutulmus bitki materyali minimum 0,4 mL
ucucu yag icermelidir [28]. Bu kapsamda bitki 6rneklerinin hepsi EP’de belirtilen
limitler dahilinde bulunmustur. Arnavutkdy bolgesinden elde edilen ugucu yag yiiksek
kamazulen igerigi nedeniyle mavi, Bandirma bolgesinden elde edilen ugucu yaglar ise

diisiik kamazulen icerigi nedeniyle sarimsi renktedir.

6.2 Ugucu Yag Bilesiklerinin GC-FID/MS ile Analizi

Bandirma/Balikesir bolgesinden iki farkl yillarda toplanan bitkiden elde edilen ugucu
yaglar basta bisabolol oksit A olmak fiizere cis-f-farnesen, bisabolol oksit B ve
bisabolon oksit bilesiklerini major olarak igermektedir. Arnavutkdy/Istanbul
bolgesinden toplanan bitkiden elde edilen ugucu yag ise basta cis-S-farnesen olmak
tizere germakren-D, bisiklogermakren, bisabolol oksit A ve B, bisabolon oksit ve

kamazulen bilesiklerini major olarak igermektedir (Tablo 6.2).
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Tablo 6.2: M. recutita ¢igek ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri.

Bandirma/ Bandirma/ istanbul/
Balikesir Balikesir Arnavutkoy
No Bilesikler KI RRI (1.ynl) (2.y1l)
icerik (%)
1 a-Pinen 1018-10322 1026  0,387+0,006 - -

2 cis-Osimen 1028-1047* 1039 - - 0,502+0,003
3 Artemisia keton 1050-10712 1062 - - 1,700+0,012
4 Artemisia alkol 1072-10922 1080 - - 0,501+0,005
5 Limonen dioksit MD 1110 - - 0,177+0,001
6 Lavandulol 1145-1168* 1165 - - 0,171+0,004
7 p-Simen 1264-1280* 1275  0,175+0,009 - -

8 Octanal 1296° 1301 - 0,224+0,002 -
9 Yomogi alkol 1377-14052 1390  0,274+0,019 - 0,628+0,004

10 trans-Nerolidol 1539-1570* 1564 - - 0,293+0,002

11 p-Farnesen, cis- 1638-1667* 1664  6,443+0,061 21,090+0,153 33,761+0,120

12 endo-Borneol 1690-1719* 1698  0,726+£0,066 0,340+0,005 -

13 Germakren-D 1699-1726* 1703 - 0,714+0,009 5,703£0,027

14 Bisiklogermakren 1723-1751% 1732 - 0,526+0,068 5,356+0,019

15 Denderalasin MD 1925 - 0,160+0,001 -

16 Kaprilik asit MD 1992 - 0,170+0,002 -

17 7-Hidroksi farnesen 1658-2260° 2022 - 0,229+0,002  0,805+0,002

18 cis-Lanceol MD 2040 - 0,520+0,001 0,405+0,000

19  b-Tumeron MD 2044 - - 0,358+0,001

20 Metil oktadekanoat 2110-21392 2136 - - 0,145+0,001

21 Spathulenol 2117-2144* 2143 3,731+£0,039  2,702+0,011 1,660+0,000

22 Santalol MD 2050  2,137+0,085  0,976+0,009 -

23 Bisabolol oksit B 1646-2115° 2070  3,936+0,183  2,584+0,008 15,850+ 0,018

24 Bisabolon oksit 1735-2400° 2090  3,508+0,004  1,872+0,006 10,767+0,020

25 a-Bisabolol 2204-22322 2224 0,741+£0,004  0,407+0,004 -

26 Bergamotol, z-a-trans 2241-22474 2244 - 0,350+0,001 -

27 Z;fap“k asit-Dekanoik )01 2796 2070 4.414£0,027 2.476£0,007 ]

28 Leden oksit (IT) MD 2299 - 0,099+0,001 -

29 Kamazulen 1711-2380P 2330  0,485+0,004  0,316+0,003 12,768+ 0,092

30 Bisabolol oksit A 1735-2400° 2370  72,603+0,336 63,052+0,103 7,462+ 0,139

31 Etil linoleat 2613¢ 2541 - 0,173+0,013 -

32 Miristik asit 2670° 2572 - 0,223+0,002 -
Toplam tanimlanan bilesiklerin miktar1 (%) 99,560 99,202 99,844
Monoterpen hidrokarbon (1, 2, 7) 0,562 - 0,502
Seskiterpen hidrokarbon (11, 13, 14, 29) 6,928 22,646 57,588
Oksijenli monoterpen (3-6, 9, 12) 1,000 0,340 3,177
Oksijenli seskiterpen (10, 15, 17-19, 21-26, 28, 30) 86,656 72,951 37,600
Yag asitleri (16, 27, 31, 32) 4,414 3,042 -
Digerleri (8, 20) - 0,224 0,145

RRI: n-alkanlara kars1 hesaplanan bagil tutma indeksleri; % FID verilerinden hesaplanmustir.

MD: Giincel literatiirde mevcut degildir.

KI, ¢ogunlukla her bilesik icin RI veri araliklarindan elde edilen literatiirlerden verilmistir (a: [107], b: [108], c: [109], d: [110], e:

[111].
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Ilgili bilesiklere ait GC kromatogramlar1 Sekil 6.1, Sekil 6.2 ve Sekil 6.3’te

sunulmaktadir.

h - b
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Sekil 6.1: Ugucu yag kromatogrami (Bandirma, 1.y1l).
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Sekil 6.2: Ugucu yag kromatogrami (Bandirma, 2.y1l).
—
1800000
1700000
i
1500000-
-
-
-
1100000-
1000000
H0000-
e
700 00-
e
-
.
000-
o
100060- h
] 1 i " N A u Le 4
e atn 150 2 = by B0 s sm sabo 500 ey &sto f o ajto s oo sm

Sekil 6.3: Ugucu yag kromatogrami (Arnavutkdy).

Bitkilerdeki ugucu yaglarin igerigi ve bilesimi iklimsel, ¢evresel ve diger faktorlere
bagli olarak degiskenlik gosterir. Bu faktorler tek baslarina veya kombinasyon halinde,
bitkilerdeki ugucu yaglarin hem igerigi hem de bilesimi lizerinde énemli bir etkiye
sahiptir [112]. Gosztola ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, gilinesli saatlerin sayisinin
azalmas1 ve bol yagmurun a-bisabolol’iin oksidasyonu i¢in elverissiz kosullar
sagladigin1 ve birikmesine neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica c¢alismada,

kamazulen, a-bisabolol oksit A ve B miktarlarinin 6nemli olgiide degisiklik
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gostermedigi gozlemlenmistir [36]. Baska bir ¢alismada bitkini tam c¢iceklenme
doneminde, bitkinin daha fazla gilines 15181na ve sicakliga maruz kalmasi nedeniyle

daha fazla ugucu yag verimi elde edilmistir [112].

Bettray ve Vomel'in M. recutita lizerindeki ¢alisma, bitkinin ugucu yag verimi, a-
bisabolol ve kamazulen miktarinin daha yiiksek hava sicakliklarinda arttiginini
bildirmektedir [113]. Farkli bir ¢aligma, yiiksekligin M. recutita ugucu yag verimi

tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir [114].

Bandirma boélgesinden farkli yillarda toplanan bitkilerin ayni sartlarda (yiikseklik,
toprak yapis1) yetistirilip hasat edilmesi nedeniyle, ugucu ugucu yag veriminde ve
ucucu yag bilesenlerindeki kiigiik varyasyonlarin gozlemlenmesinde biiyiik Olcilide

iklimsel faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Arnavutkdy bolgesinde yetistirilip toplanan tibbi papatya’dan elde edilen ugucu yag
verimi ve ugucu yag bilesenlerinin Bandirma bolgesinden toplanan ugucu yaglara gore
major farkliliklar géstermesinde tohum tipi, toprak yapisi, kuraklik, ylikseklik, yagis
miktar1 ve gilinesli giin sayis1 gibi bircok cevresel ve iklimsel faktorlerin etkili oldugu

diistiniilmektedir.

6.3 Bitki Materyallerinin Nem Tayini Analizi Bulgulari

EP monografina gore kurutulmus M. recutita ¢igekleri maksimum % 12 nem
icermelidir [28]. Nem oranlart Bandirma (1.y1l) 6rnegi i¢in %10,10, Bandirma (2.y1l)
ornegi icin %9,58 ve Arnavutkdy ornegi i¢in % 9,62 olarak analiz edilmistir. Nem

tayini sonuglart EP monografi dahilinde olup, Tablo 6.3 ‘te sunulmaktadir.

Tablo 6.3: Bitki materyallerinin nem igerikleri.

Nem icerigi

Ornekler (%)

Bandirma/Balikesir (1.y1l) 10,10+0,19
Bandirma/Balikesir (2.y1l) 9,58 +£ 0,18
Arnavutkoy/ Istanbul 9,62+0,20

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).
6.4 Bitki Materyallerinin A7G Analizi Bulgular:

M. recutita ¢igeklerinin A7G igerikleri analiz edilmistir. Sonuglar, valide edilen

HPLC-PDA yontemindeki kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmigtir. EP
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monografina goére M. recutita kurutulmus cicek kisimlar1 agirlikga minimum %0,25
A7G icermelidir. A7G igerikleri Bandirma (1.y1l) 6rnegi i¢in %0,725, Bandirma (2.y1l)
ornegi icin %0,425 ve Arnavutkdy ornegi i¢in %1,128 olarak analiz edilmistir. A7G

igerik analiz sonuglar1 EP monografi dahilinde olup, Tablo 6.4‘te sunulmaktadir.

Tablo 6.4: Bitki materyallerinin A7G igerikleri.

. A7G igerikleri ©
Ornekler G icerikleri %

(9/9)
Bandirma/Balikesir (1.y1l) 0,725+0,011
Bandirma/Balikesir (2.y1l) 0,425 £+ 0,006
Arnavutkdy/ Istanbul 1,128 +£0,014

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).
Bitki biiyiimesi ¢evresel, iklimsel ve diger faktorlerden etkilenebilir. Bu nedenle, ekim
alanimin yogunlugu, bitkiyi toplandiktan sonra uygulanan kurutma yontemi ve
kurutma sicakligi, depolama kosullari, ekim zamani, hasat zamani ve bitki olgunlugu,
iklim kosullari, toprak yapisi ve bir ¢cok etken bitkinin igeriginde hem niteliksel hem

de niceliksel olarak farkliliklara neden olmaktadir [15, 29-36].

Benkovic-Lacic tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, kurutma yontemlerinin tibbi
papatyanin kimyasal profilinde farkliliklara yol actigi gdézlemlenmistir ve yiiksek
sicakliklarda bitkiyi kurutmanin polifenolik bilesikler {izerinde onemli derecede
olumsuz bir etkisi olmustur [31]. Farkli caligmalarda, M. recutita'nin depolama
sirasinda  A7G  kaybinin artan sicaklik kosullariyla birlikte yavasca arttigi
gozlemlenmistir [32, 33]. T1bbi papatya bitkisini terapotik amaglarla toplamak i¢in en

uygun zaman, tam ¢igeklenme zamani olarak belirtilmistir [32].

Onceki ¢alismalarda, ilkbahar ve sonbahar ekiminin M. recutita 'nin hasat sonrast A7G
miktarindaki degisimlere dogrudan bir etkisi olup olmadigi tam olarak
belirlenememistir [33,34]. Fakat, Dadkhah ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada
sonbahar ekiminde bitki boyu, ¢igceklenme siiresi ve verimin ilkbahar ekimine gore

onemli dl¢iide arttigini ortaya koymustur [15].

Baghalian ve Afzali tarafindan gerceklestirilen iki farkli ¢alismada, A7G igeriginin
artan kuraklik stresi kosullar1 altinda azaldig: bildirilmistir. [115,116]. Gosztola ve
arkadaglar, farkli hava kosullarinda en yiiksek apigenin igeriginin havanin kuru, sicak

ve giinesli oldugu zamanlarda elde edildigini belirlemistir [117].

Tiim bu calismalarda elde edilen sonuglar dahilinde, Bandirma bélgesinden farkli

yillarda toplanan bitkiler i¢in toprak yapisi, ekim ve hasat zamani, toplanma sirasinda
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bitki olgunlugu, toplanan bitkinin depolama kosullar1 gibi faktorlerin benzer olmasi
nedeniyle bu faktorlerin etkisinin A7G igerigindeki farkliliklar tizerine etkisi olmadigi
diistiniilmekte olup, A7G igerigindeki farkliliklarin gozlemlenmesinde biiytik dlciide
iklimsel faktorlerin etkili oldugu diistintilmektedir. Arnavutkdy bolgesinde yetistirilip
toplanan tibbi papatya’dan elde edilen bitkinin A7G igeriginin Bandirma bdlgesinden
toplanan bitkilere gore major farklilik gostermesinde tohum tipi, toprak yapisi,
depolama kosullari, kuraklik, yagis miktar1 ve gilinesli giin sayis1 gibi bir¢ok ¢evresel,

iklimsel ve diger faktorlerin etkili oldugu diistiniilmektedir.

6.5 Matricaria Recutita L. Cicek Ekstrelerinin A7G Iceriklerinin Analizine Ait
Bulgular

M. recutita ¢igek kisimlar1 kullanilarak, EMA’da yer alan “European Union herbal
monograph on M. recutita L., flos” monografi baz alinarak ilk yil Bandirma
bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan farkli ¢6ziicii sistemlerine sahip 14 farkli sivi
ve kat1 ekstrelerin deneme seri boyutundaki tiretimleri gergeklestirilmistir. Elde edilen

ekstrelerin gorselleri Sekil 6.4’te yer almaktadir.

L]
O Ekstresi

e
%

Sekil 6.4: Hazirlanan ekstrelerin gorselleri.
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Elde edilen ekstrelerin sahip oldugu endikasyonlar ve uygulama yollarina ait bilgiler

Tablo 6.5’te sunulmustur [12].

Tablo 6.5: M. recutita ¢igek ekstrelerinin endikasyonlari ve uygulama yollari.

Endikasyon
Siskinlik ve kiigiik spazmlar gibi kiiclik mide-bagirsak
sikayetlerinin semptomatik tedavisinde
Endikasyon 2 Soguk alginlig1 semptomlarinin giderilmesinde

Endikasyon 1

Endikasyon 3  Kiiciik iilserlerin ve agiz ve bogazdaki iltihaplarin tedavisinde
Anal ve genital bolgedeki cilt ve mukoza tahrislerinin adjuvan

Endikasyon 4 tedavisinde
. Derinin hafif iltihaplanmasi (gilines yanig1), ylizeysel yaralar ve
Endikasyon 5 kiiciik ¢ibanlarin (gﬁban) tede%isin?lg B yizeysely
‘ K;;onr;c;z, Kutonoz,
Uygulamayolu Oral Inhalasyon Oromukozal A Banyo katki1
. maddesi
maddesi
Endikasyon No 1 2 3 4 5
B Ekstresi X - - - -
C Ekstresi - - X - X
D Ekstresi X X X X X
E Ekstresi X X X X X
F Ekstresi - - - - X
G Ekstresi X X X X X
H Ekstresi X X X X
I Ekstresi X - X - X
J Ekstresi X X X X X
K Ekstresi X X X X X
L Ekstresi X X X X X
M Ekstresi* - - - X X
N Ekstresi* - - - X X
O Ekstresi - - - X X

*M ve N ekstreleri yari-kat1 dozaj formunda kullanilmaktadir
Bandirma bdlgesinden ilk yil toplanan tibbi papatyanin c¢iceklerinden elde edilen
ekstrelerin A7G igerikleri HPLC-PDA yontemi ile analiz edilmistir. Sonuglar Tablo

6.6’da sunulmustur.
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Tablo 6.6: M. recutita ¢igek ekstrelerinin A7G igerikleri.

A7G icerikleri

Ekstre Tipi
(mg/mL)

B Ekstresi 3,028 +0,015
C Ekstresi 0,627 + 0,043
D Ekstresi 2,469 + 0,641
E Ekstresi 2,460 £ 0,220
F Ekstresi* 19,921 £ 0,321
G Ekstresi 1,679 +0,112
H Ekstresi 3,763 £0,152
I Ekstresi 1,855 £0,094
J Ekstresi 0,922 +0,104
K Ekstresi 1,943 + 0,029
L Ekstresi 0,871 = 0,006
M Ekstresi 4,161 +£0,144
N Ekstresi* 14,451 £0,318
O Ekstresi 1,794 + 0,023

*Kat1 ekstrelerin analiz sonuglar1 mg/g olarak sunulmaktadir
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).

Ekstreler arasinda F, N ve M ekstrelerinin A7G igerikleri yiiksek miktarlarda analiz
edilmigstir. Ekstrelerin A7G igerikleri, uygulama yollar1 ve endikasyonlar1 g6z 6niinde
bulundurularak G, M ve N ekstreleri ile ¢alismalarin devam edilmesi
kararlastirilmistir. G, M ve N ekstrelerinin daha biiyiik 6lgekte liretimleri ve bu ii¢
ekstre lizerinden validasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Validasyon ¢aligsmalarina
Bolim 6.6’da yer verilmistir. Ayrica daha sonraki yillarda Balikesir ve Arnavutkdy
bolgelerinden toplanan bitkinin ¢igek kisimlarindan da G, M ve N ekstreleri hazirlanip
A7G igerikleri tespit edilmistir. ilgili drneklere ait sonuglar dzet tablo halinde Tablo

6.7°de sunulmustur.
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Tablo 6.7: Farkli bolgelerden elde edilen G, M ve N ekstrelerinin A7G igerikleri.

AT7G icerikleri
Ornekler G ekstresi M ekstresi N ekstresi
(mg/mL) (mg/mL) (mg/g)

Bandirma/Balikesir (1.y1l) 1,679 +0,112 4,161 £0,144 14,451 £0,318
Bandirma/Balikesir (2.y1l) 2,212+0,068 3,760+0,023 11,378+0,009

Armavutkdy/ Istanbul 3,171+0,027  6,434+0,037 21,820+0,316

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).

Sonuglar incelendiginde, Arnavutkdy bolgesinden toplanan bitkiden elde edilen
ekstrelerin en yliksek A7G igeriklerine sahip oldugu, Bandirma bélgesinden ilk yil
toplanan bitkiden hazirlanan M ve N ekstrelerinin ikinci yil toplanana goére daha

yiiksek A7G igeriklerine sahip oldugu gozlemlenmistir.

Literatiirdeki baz1 ¢alismalarda M. recutita ¢igek kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin
A7G igerikleri analiz edilmistir. Haghi ve arkadaslar1 su, metanol ve %70 etanol
¢Oziiciilerini  kullanarak M. recutita ¢icek ekstrelerinin  A7G  igeriklerini
incelemislerdir. Ekstrelerin A7G igeriklerini sirasiyla %0,68, %1,11 ve %]1,23 olarak
analiz etmislerdir [122]. Baska bir calismada, Baretta ve arkadaslari, M. recutita gigek
glikolik ekstresinin A7G igerigini incelemis ve 7,01 mg/g olarak analiz etmislerdir
[11]. Redaelli ve arkadaglari, farkli yillarda toplanan M. recutita ¢igek hidro-alkolik
ekstresinin A7G igeriklerini analiz etmis ve 0,16-0,86 mg/mL araliginda

gozlemlemislerdir [123].

Literatiirde G, M ve N ekstreleri kullanilarak gerceklestirilen bir ¢alisma yapilmamais
olup, farkli ¢oziicti ve farkli ekstre oranlariyla hazirlanan ekstrelerin A7G igerikleri
hem daha yiiksek hem de daha diisiik degerler olmak iizere degisken sonuglar

gostermektedir.

6.6 HPLC-PDA Yonteminin Validasyon Cahsmalar: Bulgular

Bandirma bolgesinden ilk yil toplanan bitkinin ¢igek kisimlari kullanilarak biiytlik
Olgekte G, M ve N ekstreleri hazirlanmistir. Bu ti¢ ekstrenin A7G igerikleri gelistirilen
HPLC-PDA yo6ntemi ile analiz edilmistir ve yontem valide edilmistir. ICH
yonergelerine gore, HPLC-PDA yontemi kesinlik, segicilik, dogruluk, tespit limiti,
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tayin limiti, saglamlik ve dogrusallik acisindan gelistirilmis ve validasyonu

gerceklestirilmigtir [93].

6.6.1 Secicilik

Analitleri belirlemek i¢in analitik yontemlerin dizayn edilmesi, birincil dogrulama
parametresi olarak seciciligi ele alarak baglar. Segicilik, bozunma {iiriinleri, matris
bilesenleri ve safsizliklar gibi mevcut olmasi beklenen bilesenlerin varliginda analiti
degerlendirme yetenegidir ve bu da tespit ve segici belirleme olaylariyla iliskilidir.
Kisa stirede analit piklerinin nominal kosullar altinda girisimden arinmis oldugunu ve
ol¢iildiigiinii gosterir, bu da analitik yontemin giivenilirligi hakkinda bir fikir verir
[118]. Sunulan ¢alismada segiciligi degerlendirmek igin; ¢6ziicii olarak metanol ve
asetonitril, plasebo, mobil faz, referans standart, G, M, N ekstreleri sisteme enjekte
edilmistir. G, M, N ekstre piklerinin arasinda iyi bir ayrim elde edilmis ve tutulma
stireleri %7,5 = 1,5 olarak gerceklesmistir. Bu pikin tutulma siiresinin ve seklinin
bircok denemede tutarli oldugu goriilmiistiir. Ayrica, ekstrelerin kromatografik pikleri
sirastyla 0,9, 1,9 ve 2,5 ile iyi bir rezoliisyon gdstermistir. Ozetle, gelistirilen HPLC-
PDA numunelerdeki standardi uygun sekilde tanimlayabilmistir. Ekstrelerin ve
standardin kromatogrami Sekil 6.5'te de goriildiigii gibi, gelistirilen analitik yontem
ekstrelerde herhangi bir girisim olmaksizin A7G pikinin dogru ve spesifik bir sekilde

Ol¢iilmesini saglamigtir.
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Sekil 6.5: G, M ve N ekstrelerine ait HPLC kromatograma.
6.6.2 Kalibrasyon egrisi ve dogrusallik

Analitik bir prosediirdeki dogrusallik, numunedeki analit konsantrasyonuna dogrudan

orantilt bir yanit iiretme kabiliyetini ifade eder [119]. Dogrusal bir kalibrasyon
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egrisinin varligi, dogrulanmis bir analitik aralikta deney performansinin olumlu bir
gostergesidir [120]. Dogrusallik, analitik yontemin ¢esitli konsantrasyonlarda dogru
sonuglar saglamasina, tartim ve analiz sirasinda olusabilecek olasi analit kayiplarinin
olup olmadigini belirlemesine ve dogru 6l¢limlerin elde edilebilecegi iist ve alt sinirlari
belirleyerek yontemin dinamik araligini belirlemesine olanak tanir. Sonug¢ olarak,
analitik bir yontemin gilivenilirligi biiyiik 6l¢iide kalibrasyon egrisinin dogrusalligina
baglhdir.

Bu calismada, yontemin dogrusalligi alti A7G konsantrasyon seviyesinde (0,001,

0,003, 0,01, 0,05, 0,1, 0,3 mg/mL) analitik egri degerlendirilerek belirlenmistir (Sekil
6.6).

y=60216288.48748x - 130203.80970
R2=10.99941
20000000

18000000
16000000
14000000
12000000
Alan 10000000
8000000
6000000
. 4000000
2000000
0
-2000000 O 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03 0,35

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 6.6: A7G standardinin kalibrasyon egrisi.

Regresyon denklemi (6.1) i¢in A7G kalibrasyon egrisi 0,9994'liik r degeri ile

belirlenen araligin iizerinde dogrusal oldugu goriilmektedir.

y = 60216288,48748x — 130203,80970

(6.1)

Ayrica, her konsantrasyonun bagil standart sapmasi (RSD) %0,1'den diisiik, yani kabul
edilebilir maksimum sinirdan (%2,0) daha diisiik oldugu gézlemlenmistir (Tablo 6.8).
Kalibrasyon egrisinin regresyon degeri (r?) 0,999'dan biiyiiktii. Dolayisiyla, bu
yontemin segilen aralikta dogrusal oldugu sonucuna ulasildi ve gelistirilen bu

yontemin uygun oldugu goriilmektedir.
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Tablo 6.8: A7G standardlarinin konsantrasyon ve alanlart.

Konsantrasyon Ortalama
RSD (%)

(mg/mL) A7G alan (n=6)

0,001 50802 0,02
0,003 193924 0,01
0,01 531827 0,01
0,05 2678585 0,10
0,1 5663502 0,05
0,3 18040485 0,03

6.6.3 Tespit simir1 (LOD) ve tayin simir1 (LOQ)

Analitiksel bir giiriiltiden gilivenilir bir sekilde ayirt edilebilen bir analitik sinyal
tiretmek icin yeterli analit konsantrasyonu mevcut olmalidir ve bu sinyal bir analitin
yoklugunda iiretilmektedir [121]. Bu nedenle, LOD ve LOQ, analitik yontemde en
kiigiik konsantrasyonlarin glivenilir bir sekilde 6l¢iilmesini saglar. Mevcut ¢alismada,
LOD ve LOQ degerleri, A7G dogrusalliginda kesisim ve egim degerleri ile
bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis ve sirasiyla 0,033 p/mL ve 0,1

pw/mL olarak bulunmustur.

6.6.4 Dogruluk ve geri kazanim

Dogrulugun uygunlugu, analitik yontemin giivenilir ve inandirict sonuglar tirettigini
gosterir. Analitik siirecteki olasi hata kaynaklarinin belirlenmesini ve ele alinmasinm
saglayarak yanlis sonuclar elde etme riskini azaltir. Ozetle, dogruluk parametresinin
analitik dogrulamasi, analitik yontemlerin giivenilirligini ve kalitesini saglamak icin

temeldir.

Mevcut ¢aligmada, her bir ekstrenin gerikazanim veya dogrulugu, bulunan orijinal
miktardan ve hesaplanan miktardan elde edilmistir. A7G ekstrelerdeki ti¢ farkli
konsantrasyonda (%80, %100 ve %120) incelenmis ve 6rneklerin %98,24 ile %101,85
arasinda gerikazanim degerleri elde edilmistir (Tablo 6.9). Sonuglar ICH
yonergelerinin limitleri (95%-105%) dahilinde bulunmustir. Bu nedenle dogruluk
calismasinin sonuglari, yontemin dogru ve kesin sonuglar lirettigini degerlendirmek ve
dogrulamak ic¢in sistematik bir yaklasim saglamis ve analitik yOntemin genel

basarisina ve kabuliine katkida bulunmustur.
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Tablo 6.9: Gerikazanim ¢aligmasi bulgulari.

Konsantrasyon Deneysel RSD Geri Kazanim
A7G icerikleri (%) (%)
Ekstre- G %80 1,500 £ 0,004 mg/mL 0,27 101,54
Ekstre -G %100 1,847 £ 0,000 mg/mL 0,03 99,98
Ekstre -G %120 2,247 £ 0,003 mg/mL 0,16 101,36
Ekstre -M %80 3,949 + 0,002 mg/mL 0,07 99,61
Ekstre -M %100 4,956 = 0,000 mg/mL 0,01 99,99
Ekstre -M %120 5,842 + 0,002 mg/mL 0,04 98,24
Ekstre -N %80 11,852 £ 0,006 mg/g 0,05 101,85
Ekstre -N %100 14,546 + 0,004 mg/g 0,03 100,00
Ekstre -N %120 17,220 + 0,002 mg/g 0,01 98,65

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).

6.6.5 Saglamhk

Saglamlik parametresinin birincil amaci, yontemdeki deneysel zayifliklar1 belirlemek
ve olgmek, kritik faktorlerin 6ngoriilmesini ve kontrol edilmesini saglamaktir. Yani,

caligma kosullarinin bozulmamis bir aralikta kalmasini saglamaktadir [118].

Mevcut ¢alismada, N ekstresinin analiz sonuglari, degismeyen yontem verisi olarak
kullanilmistir. Tablo 6.10°daki sonuclarin farkinin ylizde olarak dahil oldugu
saglamlik testlerinin verileri gosterilmistir. ICH yonergelerine gore, fark %2'den az
olmalidir. Bu nedenle, kurulan yontemin saglamligi ICH yonergelerini karsilamistir.
Yontem, pH, kolon sicakligi ve gradyan sistemindeki degisikliklerden etkilenmemistir

ve sonuclar normal kullanim sirasinda giivenilirligini gostermektedir.

Tablo 6.10: Saglamlik ¢aligmasi bulgulari.

Nora Metod Degisiklik Fark (%)
Sicaklik degistirilmis metot (50°C)
799273 1,6
Sicaklik degistirilmis metot (30°C)
796888 1,3
pH degistirilmis metot
786299 (%1.0 orto-fosforikasit)
798619 1,5
Gradient sistem degistirilmis metod
794678 1,1
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6.6.6 Kesinlik

Kesinlik, homojen bir numunenin birden fazla 6rneklemesine tutarlt bir sekilde bir
prosediir uygulandiginda, bireysel test sonuglar1 arasindaki uyum derecesi olarak
tamimlanir [118]. Yiiksek kesinlik, yontemin tutarli bir sekilde benzer sonuglar
liretmesini  saglar ve bu da giivenilirlik i¢in temeldir. Calismalarimizda,
tekrarlanabilirlik ve ara hassasiyet calismalar1 bu kapsamda yiiriitiilmistiir.
Hassasiyet, yontemin performansinin giivenilir olmasmi ve deneysel kosullardaki

degisikliklerden biiyiik 6l¢iide etkilenmemesini saglamak i¢in esastir.

Kesinlik c¢aligmasi verileri Tablo 6.11'de sunulmustur. Ayrica, deney sonuglari
arasinda Onemli farkliliklar elde edilmemistir ve bu da gelistirilen ydntemin

hassasiyetinin tatmin edici oldugunu géstermektedir.

Tablo 6.11: Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik ¢alismas1 bulgulari.

Tekrarlanabilirlik
Ez:lsiz;l-tlrasyon Ortalama RSD (%)
G ekstresi 100% 1,888 £ 0,001 mg/mL 0,03
M ekstresi 100% 4,951 £ 0,005 mg/mL 0,11
N ekstresi 100% 14,576 + 0,004 mg/g 0,04

Arakesinlik

Konsantrasyon
Analist-1, Analist-2, Ortalama RSD (%)
Analist-3
G ekstresi 100% 1,482 + 0,008 mg/mL 0,52
M ekstresi 100% 4,315+ 0,011 mg/mL 0,24
N ekstresi 100% 17,248 + 0,032 mg/g 0,19

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3)

6.7 Ekstrelerin Stabilite Calismalar: Bulgular:

[lk yil Bandirma bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan ve  validasyon
caligmalarinda kullanilan G, M, N ekstrelerinin 2-8°C, 25°C/60% RH, 40°C/75% RH
ve 60°C sicaklik kosullar1 altindaki A7G igerigindeki degisiklikler Sekil 6.7, Sekil 6.8

ve Sekil 6.9’da sunulmaktadir.
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G ekstresinin A.7.G. igerigi
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Sekil 6.7: Farkli sicakliklar altinda G ekstresinin A7G igeriginin stabilitesi.

M ekstresinin A.7.G. igerigi
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Sekil 6.8: Farkli sicakliklar altinda M ekstresinin A7G igeriginin stabilitesi.
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N ekstresinin A.7.G. icerigi
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Sekil 6.9: Farkli sicakliklar altinda N ekstresinin A7G igeriginin stabilitesi.

Flavonoitler, yararli biyo-fonksiyonlara sahip dogal polifenolik bilesiklerdir. Ancak,
termal ve diger faktorlere karst duyarlilik ve kimyasal kararsizliga sahiptirler [124].
Sicakligin artmasi flavonoitlerin bozulmasina neden olabilir [46]. Uzun vadeli termal
kararlilik kosullari altinda, M. recutita ekstrelerindeki A7G’nin aglikona dontistiigi

icin A7G miktarinda 6nemli bir azalma gozlemlenmektedir [33].

Stabilite sonuclar1 degerlendirildigine, sicaklik A7G iizerinde 6nemli bir rol oynamis
ve sicakligin artmasi ti¢ ekstrenin de A7G igerigini olumsuz yonde etkilemistir. 2-
8°C'deki ve 25°C/%60 RH kosulundaki sonuglar stabil olmakla birlikte, 2-8°C
kosulunda daha iyi sonuglar elde edilmistir. 40°C/%75 RH ve 60°C kosullarinda,
ozellikle 60°C'de A7G miktarinda belirgin azalmalar gozlemlenmistir. Artan
sicakligin etkisiyle ii¢ ekstre igin en kotii stabilite kosulu 60 °C olmustur. Ozetle,
yapilan stabilite caligmalar1 ii¢ ekstre i¢in en stabil depolama kosulunun 2-8°C

oldugunu gostermistir.

6.8 Ekstrelerin Spektrofotometrik Yontemle Tayin Edilen Total Fenolik ve
Flavonoit Madde Miktarlar

Fenolik bilesikler, bitkilerde ve bitki kaynakli iirlinlerde antioksidan aktivitenin ana
kaynagini temsil eden fitokimyasallarin ana grubunu olusturur. Flavonoitler, dogal
olarak var olan fenolik bilesiklerin en kapsamli grubunu olusturur ve hem serbest
hallerinde hem de glikozitler olarak ¢esitli bitki kisimlarinda bulunmaktadir [125].

Birgok ¢alisma, M. recutita ekstrelerinin antioksidan aktivitesi ile toplam fenolik ve

57



toplam flavonoit bilesikleri arasinda dogrusal pozitif bir korelasyon oldugunu
bildirmektedir.

Toplam fenolik madde miktar tayini i¢in gallik asit kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 6.10°da verilmistir.
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Sekil 6.10: Gallik asidin UV-VIS mikroplaka spektrofotometresi ile olusturulan

kalibrasyon egrisi.

Bandirma ve Istanbul bélgelerinde yetistirilen bitkilerden hazirlanan ekstrelerdeki
toplam fenolik bilesik miktarlarina ait analiz sonuglar1 Tablo 6.12°de verilmektedir. M
ve N ekstreleri i¢in en yiiksek fenolik igerik Arnavutkdy bolgesinde sirastyla %0,25
ve %4,39 oranlarinda elde edilmistir. G ekstresi i¢in en yiiksek fenolik icerik ikinci y1l

Balikesir bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan ekstrede %0,50 olarak elde

edilmistir.
Tablo 6.12: Ekstrelerin toplam fenolik miktarlari.
Toplam Fenolik Miktarlar
Ornekler G ekstresi M ekstresi N ekstresi
% % %
(a/a) (a/a) (a/a)
Bandirma/Balikesir (1.y1l) 0,43 +0,03 0,14 £ 0,02 2,70+ 0,27
Bandirma/Balikesir (2.y1l) 0,50+ 0,09 0,17+ 0,01 3,27 £ 0,28
Arnavutkoy/ Istanbul 0,40 + 0,03 0,25+ 0,09 4,39+ 0,58

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).

Toplam flavonoit madde miktar tayini igin kuersetin kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 6.11°de verilmistir.
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Sekil 6.11: Kuersetinin UV-VIS mikroplaka spektrofotometresi ile olusturulan
kalibrasyon egrisi.
Bandirma ve Istanbul bolgelerinde yetistirilen bitkilerden hazirlanan ekstrelerdeki
toplam flavonoit bilesik miktarlarina ait analiz sonuglar1 Tablo 6.13’te verilmektedir.
G, M ve N ekstreleri igin en yiiksek flavonoit igeriklerine Arnavutkdy orneklerinde

strastyla % 0,25, %0,10 ve %2,10 oranlarinda elde edilmistir.

Tablo 6.13: Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlari.

Toplam Flavonoit Miktarlar

Ornekler G ekstresi M ekstresi N ekstresi
% % %
(a/a) (a/a) (a/a)
Bandirma/Balikesir (1.y1l) 0,09 £ 0,00 0,06 £ 0,00 1,06 £ 0,08
Bandirma/Balikesir (2.y1l) 0,12+0,01 0,06 £ 0,01 1,17+ 0,01
Arnavutkdy/ Istanbul 0,25 +0,05 0,10 £ 0,02 2,10+£0,14

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).

Literatiirde tibbi papatyadan elde edilen ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit
igceriklerinin belirlendigi bir ¢ok calisma yer almaktadir. Tarantilis ve arkadaslari,
farkli sicakliklarda hazirlanan sulu M. recutita ¢igek ekstrelerinin toplam fenolik
iceriklerinin %0,06 ile %0,02 arasinda degistigini gozlemlemistir [126]. Ayni bitkinin
metanollii ekstresinin toplam fenolik icerigi Selvam ve arkadaslar tarafindan %0,12,
toplam flavonoit igerigi ise %23,10 olarak tespit edilmistir [127]. Baska bir ¢alismada,
metanollii M. recutita ¢icek ekstrenin toplam fenolik igerigi Elmastas ve arkadaslari
tarafindan %0,03 olarak bulunmustur [128]. Haghi ve arkadaslari, etanollii M. recutita
ekstrenin toplam fenolik igeriginin %2,43 oldugunu ve toplam flavonoit igeriginin ise
%4,95 oldugunu bildirmislerdir [122]. Freitas ve arkadaslari, hidro-alkollii M. recutita

cicek ekstrenin toplam flavonoit igerigini %4,11 olarak belirlemislerdir [129].
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Literatiirde, calismalarda kullanilan ekstrelerin hazirlandig ¢oziicii ve ekstre orani ile
benzer olarak elde edilmis ekstrenin kullanildig: bir ¢alisma yapilmamis olup, farkli
¢oziciilerle hazirlanan ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit igerikleri hem daha

yiiksek hem de daha diisiik degerler olmak tizere degisken sonuglar gostermektedir.

6.9 Ekstrelerin LC-HRMS Bulgulari

Bitkilerin ikincil metabolitleri olan fenolik bilesikler, hastaliklarin tedavisi ve
onlenmesinde ¢cok onemli bir yere sahiptir. Ayrica fenolik bilesikler kozmetik, ilag ve
gida triinlerinde dogal boya ve koruyucu madde vb. olarak kullanilabilir. Fenolik

bilesiklerin 6nemli antioksidan etkileri de mevcuttur [130].

G, M ve N ekstreleri, fenolik madde icerikleri agisindan Bezmialem Vakif Universitesi
ILMER’de bulunan LC-HRMS cihaz ile analiz edilmistir. ILMER Kiitiiphanesi’nde
bulunan bilesiklerin alikonma siireleri ve hedef iyonlar1 karsilastirilarak bilesikler
tamimlanmistir. G ekstreleri A7G, klorojenik asit, hispidulin 7-glikozit, herniarin,
apigenin-7-O-agil glikozit ve apigenin bilesiklerini major olarak icermektedir. M
ekstreleri  A7G, klorojenik asit, hispidulin 7-glikozit, herniarin ve apigenin
bilesiklerini major olarak icermektedir. N ekstreleri askorbik asit, klorojenik asit,
luteolin 7-glikozit, A7G, hispidulin 7-glikozit, herniarin, apigenin-7-O-agil glikozit,
apigenin ve Kkastisini major olarak igermektedir. Ekstrelerin igerdikleri fenolik

bilesiklerin miktarlar1 Tablo 6.14’te sunulmustur
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Tablo 6.14: LC-HRMS bulgularina gére G, M, N ekstrelerindeki fenolik bilesiklerin miktarlari.

. G ekstresi (mg/mL) M ekstresi(mg/mL) N ekstresi (mg/g) . Tutulma
No Fenolik Bilesikler m/z Polarite ..
BN1 BN2 AR BN1 BN2 AR BNl BN2 AR siiresi/dk
1 (-)-Epigallokatesin 0,02 0,02 0,01 - - - - 0,05 - 307.1 Pozitif 1.99
2 Askorbik asit - - - 0,38 0,03 048 0,55 1,29 0,50 175.0  Negatif 2.14
3 Fumarik asit - - 0,13 - 0,27 0,26 - 1,71 - 115.0  Negatif 2.14
4 Klorojenik asit 096 096 035 028 066 048 1,00 3,11 1,71 353.1 Negatif 2.21
5 (-)-Epikatesin gallat 0,01 - 0,01 - - 0,01 - - - 441.1  Negatif 2.34
6 Verbaskosit 0,01 0,01 0,01 - 0,01 - - 0,01 - 623.2  Negatif 2.83
7 Kafeik asit 0,10 0,03 004 009 005 002 025 043 0,08 179.0  Negatif 3.12
8 2,5 Dihidrobenzoik asit 0,04 0,13 - 0,05 - 0,01 0,25 - - 153.0  Negatif 3.50
9 6-OH-Luteolin-7-glikozit 0,03 - 0,03 0,01 0,03 002 0,13 0,20 0,20 463.1 Negatif 3.55
10  (+)-trans taxifolin 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 - - 303.1 Negatif 3.74
11  Luteolin-7-rutinozit 0,03 0,04 - 0,01 0,02 0,01 0,03 0,11 0,03 593.2  Negatif 3.77
12 Naringin - 0,01 0,01 - 0,01 0,01 0,05 - 0,06 579.2  Negatif 3.96
13 Vanilik asit - 0,02 0,04 - 0,05 0,03 - 0,37 0,43 167.0  Negatif 4.04
14  Kuersitrin - - 0,01 - 0,01 0,02 - - 0,05 447.1 Negatif 4.08
15  Luteolin 7-glikozit 0,15 0,19 0,05 0,08 0,09 005 022 0,77 0,33 447.1 Negatif 4.10
16  Rutin 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 - 0,02 609.1 Negatif 4.33
17  Hiperosit 0,06 0,04 002 002 003 003 007 0,07 0,13 463.1 Negatif 4.45
18  Dihidrokamferol 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 - 0,01 287.1 Negatif 4.73
19 A7G 0,80 0,64 048 2,10 1,30 1,16 5,14 150 11,94 431.1 Negatif 4.86
20  Hispidulin 7-glikozit 1,99 140 1,14 1,45 091 042 387 7,08 7,12 461.1 Negatif 4.90
21  Ellagik asit - 0,01 - - - - - - - 301.0  Negatif 4.99
22  Herniarin 0,67 049 0,19 235 166 088 587 183 7,08 177.1 Pozitif 5.50
23  Kuersetin 0,02 0,05 003 0,10 0,01 0,01 0,07 0,01 0,02 301.0  Negatif 5.58
24  Salisilik asit 0,03 0,01 0,01 0,07 0,05 0,03 0,16 0,39 0,09 137.0  Negatif 5.65
25  Naringenin - 0,01 0,01 - 0,01 0,01 - 0,02 0,05 271.1 Negatif 5.65
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Tablo 6.14 (devam): LC-HRMS bulgularina goére G, M, N ekstrelerindeki fenolik bilesiklerin miktarlari.

ol G ekstresi (mg/mL) M ekstresi(mg/mL) N ekstresi (mg/g) . Tutulma
No  Femolik Biggikler BNI BN2 AR BNI BN2 AR BNI BN2 AR Wz Polarite ik
26  Luteolin 0,03 0,04 0,04 003 005 001 007 021 0,08 285.0  Negatif 5.73
27  Apigenin 7-O-agil glikozit 0,33 0,18 0,08 0,69 030 024 2,01 3,53 3,37 473.1  Negatif 5.90
28  3'-O-Metil kuersetin 0,05 0,02 0,02 0,02 0,01 - 0,05 - 0,04  315.1  Negatif 6.04
29  Apigenin 0,18 024 032 034 040 048 0,74 2,69 4,06 269.0 Negatif 6.08
30  Hispidulin 0,04 0,01 002 005 002 002 013 0,10 0,11 301.1 Pozitif 6.11
31  Krizoeriol 0,01 0,02 002 002 002 002 007 0,12 0,14  299.1  Negatif 6.11
32 Sirsillinol 0,01 0,01 - 0,07 0,08 - - 0,53 - 343.1  Negatif 6.49
33  Penduletin 0,02 0,02 - 0,10 0,11 - 0,07 0,83 - 343.1  Negatif 6.51
34  Kastisin 0,39 0,08 0,06 - 0,48 - 321 5,02 2,16  375.1 Pozitif 6.52
35  Sirsimaritin 0,07 - - - - - 0,26 - - 313.1 Negatif 6.57
36 Pinosembrin 0,01 - - 0,02 - - - - - 255.1 Negatif 6.63
37  Isosakuranetin 0,02 - - 0,04 - - 0,13 - - 285.1 Negatif 6.70
38 Kafeik asit fenil ester 0,01 - - 0,01 0,01 0,01 0,01 - - 283.1 Negatif 6.82
39  Chrysin 0,03 001 0,01 005 001 001 0,19 0,01 0,01 253.1  Negatif 6.92
40  Acacetin 0,01 - - 0,02 - - 0,05 - - 283.1 Negatif 7.23
41  Apigenin 7-metilat 0,01 - - 0,01 - - 0,01 - - 283.1  Negatif 7.23
42 Quillaik asit 0,01 - - - - - - - - 485.3  Negatif 7.32
43  Sarsasapogenin - - - - - - - 0,71 - 417.3 Pozitif 8.35
44  Sclareol - - 0,01 - - - - 0,01 - 273.3 Pozitif 8.61

BNI1: Bandirma 1. y1l, BN2: Bandirma 2. yil, AR: Arnavutkdy
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6.10 Formiile Edilen Topikal Uriinlerin Fiziko-Kimyasal Karakterizasyonu ve
Stabilitesine Ait Bulgular

6.10.1 M ekstresini iceren topikal iiriiniin fiziko-kimyasal karakterizasyonu ve

stabilitesine ait bulgular

Referans Kamillosan® kremin (Lot no: 326670) A7G igerigine esdeger olarak
Arnavutkdy bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan M ekstresini igeren krem (M1)
formiile edilmistir ve stabilitesi 6 ay boyunca 25°C/%60 RH ve 40°C/%75 RH sicaklik
kosullarinda takip edilmistir. Formiile edilen M1 krem ve referans Kamillosan Krem®
icin baslangi¢ A7G igerikleri 0,63 mg/g olarak analiz edilmistir. Uriinlere ait gorseller
Sekil 6.12°de verilmektedir.

Sekil 6.12: Kamillosan® krem ve M1 kreme ait gorseller.

Organoleptik bir test (koku, renk, goriiniim, vb.) topikal {riinii hizli bir sekilde
karsilagtirmak ve fazlarin ayrilmadigindan, depolama sirasinda renk/koku degisimi
olmadigindan emin olmak i¢in ¢ok onemlidir. M1 kremi, karakteristik bir papatya
ekstresi kokusuna ve hafif kahverengi-yesilimsi krem rengine sahiptir. Uretimden
sonra faz ayrimi gézlemlenmemistir. pH degeri ilag molekiillerinin stabilitesini, yar1
kat1 triinlerin reolojik davramigint ve {rilinlerdeki koruyucularin etkinligini

etkileyebilir [131]. M1 kremin pH" 6,31 olarak 6l¢iilmstiir.

M1 kremin stabilite degerlendirmesi goriiniis, pH, reolojik davranis ve A7G'nin miktar

tayini testlerini igermektedir. Sonuglar Tablo 6.15’te sunulmustur.
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Tablo 6.15: M1 kremin baslangig ve stabilite analizlerine ait bulgular.

. P AT7G igerik
Periyot Goriiniis pH (ma/y)
Hafif kahverengi-
Baslangic J 6,31 0,63£1,32
yesilimsi krem (%100,0)
Hafif kahverengi-
25°C/%60 RH 3.ay J 6,35 0,65+0,09
yesilimsi krem (%103,2)
Hafif kahverengi-
25°C/%60 RH 6.ay o 6,33 0,60+0,24
yesilimsi krem (%95,2)
Hafif kahverengi-
40°C/%75 RH 3.ay J 6,40 0,64+0,09
yesilimsi krem (%101,6)
Hafif kahverengi-
40°C/%75 RH 6.ay P 6,44 0,55+0,22
yesilimsi krem (%87,3)

A7G igerikleri ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).

Reoloji, bir maddenin bir zorlayic1 kuvvet karsisinda deformasyonuna ve akigina
neden olan mekanik 6zelliklerini, yani reolojik 6zelliklerini inceleyen bir disiplindir
[132]. Kamillosan® krem ve M1 kremin viskozitesi yukarida aciklandigi (Boliim
5.14.3) gibi ol¢iilmistiir. Viskoziteler, Sekil 6.13'te goriildiigi gibi sonuglarin plato
olusturdugu sabit kaldigi kayma hizlarinda (diisiik, orta ve yiiksek) degerlendirilmistir.

nin Pas

100 200 300 400 500 600 700 800 <200 1000
yin /s

Sekil 6.13: M ekstresini igeren kremin (M1) viskozite profili.

M1 kremin baslangi¢ ve stabilite periyotlarinda sergilemis oldugu ti¢ farkli kayma
hizindaki viskoziteleri, Kamillosan® kremin sonuglar1 ile birlikte Tablo 6.16’da

sunulmustur.
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Tablo 6.16: Kamillosan® krem ve M1 kremin ii¢ farkli kayma hizindaki
viskozitelerine ait bulgular.

. ® Mlkrem  Mlkrem  Mlkrem  M1krem
. Kamillosan
Uriin Krem M1 krem (25°C/ (40°C/ (25°C/ (40°C/
%60 RH)  %75RH) %60 RH) %75 RH)

Periyot Baslangi¢ 3.ay 6.ay
Kayma
Hiza Viscosity (n; Pas)
(1/sn)
15 6,18+0,09 13,12+538  13,54+920 3,59+1,50 6,55+1,25  3,04+0,18
500 0,40+0,02 0,29+0,07 0,48+ 0,04 0,18£0,02 0,29+0,02  0,03+0,01
1000 0,21+0,01 0,13+0,04 0,25+ 0,01 0,09+0,01 0,13+0,01 0,01+0,01

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).

Tablo 6.16 ve Sekil 6.13'te goriildiigli gibi, M1 {irliniiniin baslangi¢ viskozitesi diisiik
kayma geriliminde daha yiiksektir ve her ikisi de bir plato gostermektedir. Orta ve
yilksek kayma hizlarinda, viskozite degerleri birbirine yaklasmis ve grafikte
Ortiismiistlir. Hem test {iriinii hem de referans iiriin, artan kayma hiziyla birlikte azalan
viskozite ve kayma incelmesi davranigi gostermektedir. 40°C/%75 RH'deki 3. ay
stabilite sonuglarinda, M1 {riiniiniin viskozitesinin baslangica kiyasla azaldigi
goriilmektedir. 25°C/%60 RH ve 40°C/%75 RH’de 6. Ay stabilite sonuglarinda M1
liriinlinlin  viskozitesinin baglangica kiyasla azaldigi ve anlamli bir fark oldugu
goziikmektedir (Two-way ANOVA, Multiple comparisons, (P <0.05), GraphPad Prism

8.0.). Fakat {iriiniin gbriiniisii izerinde etkisi gozlemlenmemistir.

Formiile edilen M1 kremin 6 aylik stabilite sonuglar1 incelendiginde, 25°C/%60 RH'de
A7G igerigi % 4,8 azalmis ve major bir degisiklik olmamistir. Ayrica pH ve goriiniis
olarak stabilitesini korudugu gozlemlenmistir. 40°C/%75 RH'de ise A7G igeriginde
sicaklik artisi ile %12,7 diisiis gézlemlenmistir. pH ve goriiniis agisindan stabilitesini
korumus ve viskozitesinde diisme gozlemlenmistir. Fakat {iriinlin goriiniisiinde bir
farklilik g6zlemlenmemistir. Bu bulgulara dayanarak iki ortamda da M1 kremin stabil

oldugu, fakat en iyi saklama kosulunun 25°C/%60 RH oldugu belirlenmistir.

6.10.2 N ekstresini iceren topikal iiriiniin fiziko-kimyasal karakterizasyonu ve

stabilitesine ait bulgular

Referans Kamillosan Salbe® merhem (Lot no: 327601) iiriiniiniin A7G igerigine
esdeger olarak Arnavutkdy bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan N ekstresini
iceren krem (N1) formiile edilmistir ve stabilitesi 6 ay boyunca 25°C/%60 RH ve
40°C/%75 RH sicaklik kosullarinda takip edilmistir. Formiile edilen N1 krem ve
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referans Kamillosan Salbe® merhem icin baslangic A7G icerikleri 0,56 mg/g olarak

analiz edilmistir. Uriinlere ait gorseller Sekil 6.14’te verilmektedir.

Sekil 6.14: Kamillosan Salbe® ve N1 kreme ait gorseller.

N1 krem, karakteristik bir papatya ekstresi kokusuna ve kahverengi-yesilimsi krem
rengine sahiptir. Uretimden sonra faz ayrimi gdzlemlenmemistir. N1 kremin pH'1 6,21

olarak dl¢lilmiistiir.

N1 kremin stabilite degerlendirmesi goriiniis, pH, reolojik davranis ve A7G'nin miktar

tayini testlerini igermektedir. Sonuglar Tablo 6.17°de sunulmustur.

Tablo 6.17: N1 kremin baslangi¢ ve stabilite analizlerine ait bulgular.

. e A7G icerik
Periyot Goriinii H
d ’ P (mglg)
Kahverengi-
Baslangic g 6,21 0,56 + 7,10
yesilimsi krem (%100,0)
Kahverengi-
25°C/%60 RH 3.ay o 6,12 0,55 £ 0,10
yesilimsi krem (%98,2)
Kahverengi-
25°C/%60 RH 6.ay o 5,91 0,51 +0,20
yesilimsi krem (%91,1)
Kahverengi-
40°C/%75 RH 3.ay o 5,90 0,53+0,10
yesilimsi krem (%94,6)
Kahverengi-
40°C/%75 RH 6.ay o : 5,62 0,42+ 0,17
yesilimsi krem (%75,0)

A7G igerikleri ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).
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Kamillosan Salbe® ve N1 kremin viskozitesi yukarida agiklandig1 (Béliim 5.14.3) gibi
Ol¢iilmiistiir. Viskoziteler, Sekil 6.15'de goriildiigii gibi sonuglarin plato olusturdugu
sabit kaldig1 kayma hizlarinda (diistik, orta ve yiiksek) degerlendirilmistir.

Karmillosan salbe
—= n=fy)
N

50

35

30

25

n in Pas

20\

: = . —
100 200 300 400 500 600 700 80O 900 1000 1700
yin /s

Sekil 6.15: N ekstresini iceren kremin (N1) viskozite profili.

N1 kremin baslangi¢ ve stabilite periyotlarinda sergilemis oldugu ii¢ farkli kayma
hizindaki viskoziteleri, Kamillosan® kremin sonuclari ile birlikte Tablo 6.18’de

sunulmustur.

Tablo 6.18: Kamillosan Salbe® merhem ve N1 kremin ii¢ farkli kayma hizindaki
viskozitelerine ait bulgular.

N1 N1 N1 N1
Driin Kamillosan N1 krem krem krem krem krem
Salbe® (25°C/ (40°C/ %75 (25°C/ 40°C/
%60 RH) RH) %60 RH) %75 RH)
Periyot Baslangi¢ 3.ay 6.ay
Kayma
Hiz1 Viscosity (n; Pas)
(1/sn)
15 10,67+1,56  37,80+11,20 17,88+1,13  12,17+1,68 13,22+2,69 14,56+4,10
500 1,03+0,54 0,59+0,01 0,36+0,02 0,28+0,02 0,21+0,20  0,30+0,16

1000 0,93+0,06  0,36+0,01  0,16+0,07  0,17+0,01  0,10+0,10  0,13+0,08

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=3).

Tablo 6.18 ve Sekil 6.15'de goriildiigli gibi, N1 {iriiniliniin baslangi¢ viskozitesi diisiik
kayma geriliminde daha yiiksektir ve her ikisi de bir plato gostermektedir. Orta ve
yiksek kayma hizlarinda, viskozite degerleri birbirine yaklagsmigs ve grafikte
Ortiigmiistlir. Hem test {liriinii hem de referans iirilin, artan kayma hiziyla birlikte azalan
viskozite ve kayma incelmesi davranist gostermektedir. 40°C/%75 RH'deki 3. ve 6. Ay

stabilite sonuclarinda, N1 iriinlinliin viskozitesinin baslangica kiyasla azaldigi
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goriilmektedir. N1 krem ise baslangic viskozite degerleri ve 25°C/60% RH'deki,
40°C/75% RH'deki 3. ay viskozite degerlerinde azalma goriilmekte olup aralarinda
anlamli bir fark goriilmektedir. Ancak 25°C/60% RH'de ve 40°C/75% RH'de 3. ay ve
6. ay viskoziteleri arasinda anlamli fark goriilmemistir. (Two-way ANOVA, Multiple
comparisons, (P >0.05), GraphPad Prism 8.0.).

Formiile edilen N1 kremin 6 aylik stabilite sonuglar1 incelendiginde, 25°C/%60 RH'de
ATG igerigi % 8,9 azalmis ve major bir degisiklik olmamistir. Ayrica pH ve goriiniis
olarak stabilitesini korudugu gézlemlenmistir. 40°C/%75 RH'de ise A7G igeriginde
sicaklik artisi ile 9%25°lik bir diislis gdzlemlenmistir. Bu sicaklikta goriiniis agisindan
stabilitesini korumus, fakat pH degeri 5,62’ye kadar diismiistiir. Ayrica reolojik olarak
viskozitesinde diisme gdzlemlenmistir. Bu bulgulara dayanarak 40°C/%75 RH'de
kosulunda N1 f{iriiniiniin 6. Ay sonunda fiziko-kimyasal olarak stabil olmadigi
anlagilmaktadir. Bu bulgulara dayanarak, 40°C/%75 RH kosulunda N1 kremin
stabilitesinin ¢ok iyi olmadigi, 25°C/%60 RH saklama kosulunda iiriiniin stabil oldugu

belirlenmistir.

6.11 Referans ve Test Uriinlerin In-Vitro Salim Profillerinin Karsilastirilmasina

Ait Bulgular

In vitro salim testleri, bir dozaj formundan ilacin salim 6zelliklerini incelemek, ilacin
in vitro performansi hakkinda bilgi saglamak ve diger iiriinlerle karsilagtirmaya olanak
saglamak i¢in kullanilmaktadir. Farmasotik alanda, bu testler dozaj formlarinin
gelistirilmesi ve kalite kontrolii i¢in ¢ok 6nemlidir ve ilacin potansiyel in vivo etkinligi
hakkinda fikir vermektedir [133]. Literatiirde ¢cogunlukla apigenin yiiklii bilegikler
igeren iiriinlerin in vitro salimin1 degerlendiren ¢aligsmalar bulunmaktadir [103, 134].
Literatiir arastirmalarinda, daha 6nce bu ¢alismada kullanilan M. recutita ekstrelerini
igeren topikal iiriinlerin ve referans Kamillosan® topikal iiriinlerinin in vitro A7G

salimini degerlendiren bir ¢calismaya rastlanmamastir.
6.11.1 M1 krem ve Kamillosan® kremin in-vitro salim profillerinin
karsilastirilmasina ait bulgular

Referans iiriin Kamillosan® Krem ve M1 kremin analizi igin in vitro salim ¢alismalari
kapsaminda, HPLC analizinden sonra zamanin karekdkiine (Higuchi kinetigi) kars

elde edilen kiimiilatif A7G miktarlarini (pug) igeren bulgular Tablo 6.19'da verilmistir.
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Tablo 6.19: Kamillosan® Krem ve M1 kremden salinan A7G'nin kiimiilatif

miktarlari.
Siire Kamillosan® Krem M1 Krem
(Saat) ng/cm? ng/cm?
1 18,11 £0,44 22,41 +£1,67
2 21,01 £0,75 26,26 £ 2,43
3 23,82+ 0,75 29,56 + 2,82
4 26,42 + 1,10 32,36 + 3,08
5 28,99 + 1,23 35,09 +£3,31
6 29,87 + 1,27 35,76 +£ 3,41

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=6).

Kamillosan® krem ve M1 kremin Franz difiizyon hiicreleri ve diyaliz membrani
kullanilarak yapilan in vitro salim caligsmalari sonucunda elde edilen profillerden,
formiile edilmis M1 kreminin salim degeri 35,76+3,41 pug/cm? olarak belirlenirken,
Kamillosan® kremin 6. saat sonundaki salim degeri 29,87+1,27 pg/cm? olarak
belirlenmistir (Eslestirilmemis t testi (P>0,05), GraphPad Prism 8.0.1). Sonuglar
ortalamalar + standart sapmalar (n=6) olarak ifade edilmistir. Test kremin A7G
kiimiilatif salim miktarinin Kamillosan® kremden biraz hizli olmakla birlikte anlaml1
bir fark yoktur. Birim alandan gegen A7G miktarina gére M1 ve referans Kamillosan®

kremin in vitro salim profilleri Sekil 6.16’da sunulmustur.

50—
o Kamillosan® Krem

? 40 :
3] &  M1Krem
P
2 30—
£

20—
3
% 10-
|
5 0 T T 1
M 0 1 2 3

JZaman (sa)

Sekil 6.16: M1 Krem ve Kamillosan® kremin salim profilleri.

Salim hizi sabiti (k) degerlerinin birbirine yakin olmasi, etken maddenin her iki {irtinde
de difiizyon hizlarinin benzer oldugu anlamina gelmektedir. Salim hiz1 sabiti (k) M1
krem icin 9,67+1,22, Kamillosan krem® ise 8,53+0,58 olarak olarak hesaplanmistir
(Eslestirilmemis t testi (P>0,05), GraphPad Prism 8.0.1). Sonuclar ortalamalar +
standart sapmalar (n=6) olarak ifade edilmistir. M1 kreminin A7G salim hiz sabiti
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Kamillosan krem®'den biraz hizli oldugu, fakat aralarinda anlamli bir fark olmadig
goriilmektedir. Kamillosan® krem ve formiile edilmis M1 kremin in vitro salim testi

sonucunda hesaplanan salim hizi sabitleri (k) Sekil 6.17'de sunulmustur.

15—
== Kamillosan® Krem
Bl M1Krem
10—
5=
0

Sekil 6.17: M1 Krem ve Kamillosan® kremin salim hiz1 sabitleri.

6.11.2 N1 krem ve Kamillosan Salbe® merhemin in-vitro salim profillerinin

karsilagtirmasina ait bulgular

Referans iiriin Kamillosan Salbe® merhem ve N1 kremin analizi i¢in in vitro salim
calismalar1 kapsaminda, HPLC analizinden sonra zamanin karekdkiine (Higuchi
kinetigi) karsi elde edilen kiimiilatif A7G miktarlarini1 (nug) iceren bulgular Tablo
6.20'de verilmistir.

Tablo 6.20: Kamillosan Salbe® merhem ve N1 kremden salinan A7G'nin kiimiilatif

miktarlari.
Siire Kamillosan Salbe® N1 Krem
(Saat) ng/cm? ng/cm?
1 15,02 £ 0,01 18,36 + 0,06
2 16,28 £ 0,01 19,92 + 0,07
3 17,52 £ 0,01 21,46 £ 0,06
4 18,77 £ 0,01 23,00 + 0,06
5 20,03 £ 0,01 24,53 £ 0,06
6 20,02 £ 0,01 24,55 £ 0,06

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmaktadir (n=6).

Kamillosan Salbe® ve N1 kremin Franz difiizyon hiicreleri ve diyaliz membrani
kullanilarak yapilan in vitro salim g¢alismalar1 sonucunda elde edilen profillerden,
formiile edilmis N1 kreminin salim degeri 24,55+0,06 ug/cm? olarak belirlenirken,
Kamillosan Salbe® merhemin 6. saat sonundaki salim degeri 20,02+0,01 pg/cm?
olarak belirlenmistir (Eslestirilmemis t testi (P>0,05), GraphPad Prism 8.0.1).
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Sonuglar ortalamalar + standart sapmalar (n=6) olarak ifade edilmistir. Test kremin
A7G kiimiilatif salim miktarnin Kamillosan Salbe® merhemden biraz hizli oldugu,
fakat aralarinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmektedir. Birim alandan gegcen A7G
miktarma gore N1 ve referans Kamillosan Salbe® merhemin in vitro salim profilleri

Sekil 6.18’de sunulmustur.

30-
Kamillosan Salbe®
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Sekil 6.18: N1 krem ve Kamillosan Salbe® merhemin salim profilleri.

Salim hiz1 sabiti (k) N1 krem icin 4,64+0,01, Kamillosan Salbe® merhemin ise
3,76+0,01 olarak olarak hesaplanmistir (Eslestirilmemis t testi (P>0,05), GraphPad
Prism 8.0.1). Salim hiz1 sabiti (k) degerlerinin birbirine yakin olmasi, etken maddenin
her iki iirlinde de diflizyon hizlariin benzer oldugu anlamina gelmektedir. Sonuglar
ortalamalar + standart sapmalar (n=6) olarak ifade edilmistir. N1 kreminin A7G salim
hizinin Kamillosan Salbe®den ¢ok az hizli, fakat aralarinda anlamli bir olmadig1
goriilmektedir. Kamillosan Salbe® merhem ve formiile edilmis N1 kremin in vitro

salim testi sonucunda hesaplanan salim hizi sabitleri (k) Sekil 6.19'da sunulmustur.

] =3 Kamillosan Salbe®
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Sekil 6.19: N1 krem ve Kamillosan Salbe® merhemin salim hiz1 sabitleri.
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6.12 Sitotoksik Aktivite Calismalari

6.12.1 Sitotoksisite calismalarina ait bulgular

Arnavutkdy ve Bandirma boélgelerinden ilk yil toplanan bitkilerden hazirlanan M
ekstreleri, A7G, apigenin, M1 krem ve referans Kamillosan® kremin SK-MEL-28
tiimor hiicreleri ve CCD-1079Sk tiimdr olmayan hiicrelere kars: sitotoksik aktivitesi
24 ve 48 saat boyunca MTT testi kullanilarak degerlendirilmistir. Hiicre canliligi
grafikleri degerlendirildiginde (Sekil 6.20 A, B), ekstrelerin 0,5 mg/mL
konsantrasyonda toksik etkisinin olmadigr goriilmektedir. 0,031 mg/mL
konsantrasyonda, hiicre canlilifi hem hiicre hatlarinda hem de periyotlarda %50'nin
altina diismiistiir. Ekstre ve krem formiilasyonlarinin konsantrasyonlari, icerdikleri
A7G'ye gore dengelenmistir. Sasirtict bir sekilde, daha yiiksek konsantrasyonlarda
hiicre canlilig1 lizerinde higbir etki gézlemlenmemistir. Bu, ekstrelerin igerdigi farkl
bilesiklerden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, ekstre ornekleri arasinda biiyiik farklar
gozlenmedi. M1 krem Ornegi ayrica 48 saatte kanser hiicre hattina karsi canlilik
tizerinde daha biiyiik bir etkiye sahipti. Yiiksek konsantrasyonlarda krem 6rneklerinde,
ekstre orneklerinde oldugu gibi, canlilik iizerinde olumlu bir etki gézlemlenmistir.
Sekil 6.20C, A7G'nin farkli konsantrasyonlarda saglikli ve kanser hiicre hatlarina karsi
toksisitesini gostermektedir. En yliksek hiicre oliimii 5 pg/mL konsantrasyonunda
gozlemlendi. Konsantrasyon azaldikga hiicre canliligi  artmisti.  Krem
formiilasyonlarinda 0,01 mg/g konsantrasyonu, 48 saatte kanser hiicre canliligim
CCD-1079Sk'dan daha fazla azaltmistir (Sekil 6.20 D, E). Hiicrelere DMSO'daki A7G
ve apigenin ¢ozeltileri uygulanirken (Sekil 6.20 F), krem ve ekstre 6rnekleri mumlu
kagitla uygulanmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (n=3) olarak ifade

edilmistir. Uygulama yontemine bagli olarak farkliliklar gozlemlemek miimkiindiir.
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Sekil 6.20: Orneklerin CCD-1079Sk ve SK-MEL-28 hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik
muamelesi sonra canlilig.

M. recutita gigek ekstrelerinin SK-MEL hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesi bir yayinda
arastirllmistir.  Bu calismada, 0,8 mg/mL konsantrasyonunda sitotoksik etki
gbézlenmemistir [135]. Mevcut c¢alismadaki en yiiksek doz olan 0,5 mg/mL
konsantrasyonunda sitotoksik etki gozlenmemistir. Sonuglar dnceki calismalarla
tutarlidir. M. recutita gigek ekstrelerinin melanom hiicre hatlari tizerindeki sitotoksik
etkilerini arastiran calismalar mevcuttur. Ozellikle, B16F10 melanom hiicre hatlari
izerinde yliriitiilen arastirmalar, M. recutita ekstrelerinin doza bagl bir sekilde hiicre
6liimiine yol agan dnemli sitotoksik etkilere sahip oldugunu gostermistir [136]. M.
recutita, diger kanser tipleri iizerindeki etkileri agisindan da incelenmistir. Ornegin,
hepatoselliiler karsinom hiicre hatlar1 {izerinde yapilan bir c¢alisma, papatya
ekstrelerinin anti-proliferatif etkilere sahip oldugunu ve hiicre canliligini 6nemli
Olclide azalttigim1 bulmustur [137]. Ek olarak, M. recutita'nin 5-florourasil ile
kombinasyonunun antitimor aktivitesini artirdigi ve kemoterapinin yan etkilerini

azalttig1 gosterilmistir [138].

Bu bulgular, M. recutita ekstrelerinin melanom ve diger kanserler {iizerindeki
potansiyel terapotik etkilerini vurgulamaktadir. Ayrica, bu etkilerin mekanizmalarini
ve klinik uygulamalarini agiklamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu da

gostermektedir.
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6.12.2 Apoptoz analizine ait bulgular

CCD-1079Sk ve SK-MEL-28 hiicrelerine karst Annexin V-FITC ve 7-
aminoactinomycin-D  ¢ift boyama yontemi ile Flow sitometri analizi
gerceklestirilmistir. Sonuglar, Arnavutkdy ekstresinin Balikesir'e kiyasla biraz daha
diisiik toksisiteye sahip oldugunu gostermektedir; bu fark, 24 saatlik inkiibasyon
sonrast toplam apoptoz/nekroz hiicre popiilasyonunda CCD-1079Sk hiicreleri igin
yaklagik %1,9 ve %2,6, SK-MEL-28 hiicreleri i¢in ise %21,4 ve %30,1 olarak
gozlemlenmistir. Buna gére, Kamillosan® krem ve M1 krem'in A7G igin sabit
konsantrasyonda (0,63 mg/g) 24 saat ve 48 saat inkiibasyondan sonra CCD-1079Sk
hiicreleri iizerinde toksik etkisinin olmadigini gdstermektedir. Ancak, Kamillosan®
krem ve M1 krem ile kanser hiicrelerinin tedavisinin apoptotik/nekrotik hiicre sayisini
artirdig1 bulunmustur. M1 test kremi grubu, SK-MEL-28 hiicrelerinde sirasiyla 24 ve
48 saat boyunca %11,7 ve %12,4 toplam apoptotik/nekrotik hiicre popiilasyonu

olusturmustur. Sonuglar Sekil 6.21°de gosterilmistir.
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Sekil 6.21: Orneklerin 24 ve 48 saatlik muamelesi sonras1 CCD-1079Sk ve SK-
MEL-28 hiicrelerindeki apoptoz analizi.
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7. SONUC ve ONERILER

M. recutita ¢i¢ek kisimlart EMA monografina gore siskinlik ve minor spazmlar gibi
mindr mide-bagirsak sikayetlerinin semptomatik tedavisinde, soguk alginligi
semptomlarinin giderilmesinde, agiz ve bogazdaki iltihaplarin ve minér iilserlerin
tedavisinde, anal ve genital bolgedeki cilt ve mukoza tahrislerinin adjuvan terapisinde,
derinin hafif iltihaplanmasi (giines yanigi), ylizeysel yaralar ve mindr ¢ibanlarin
tedavisinde geleneksek olarak kullanilmaktadir [12]. Bu tez kapsaminda
Bandirma/Balikesir bolgesinde yetistirilen M. recutita bitkisinin ¢igek kisimlar
kullanilarak EMA monografinda yer alan, farkli ¢oziicli sistemlerine ve oranlarina
sahip 14 farkli kat1 ve siv1 ekstreler hazirlanmistir. Bu ekstrelerin her birinin A7G
icerikleri HPLC-PDA yo6ntemi ile analiz edilmistir. Ekstrelerin A7G igerikleri ve EMA
monografinda belirtilen uygulama yolu ve endikasyonlar1 g6z 6niinde bulundurularak
ti¢ farkli ekstre (G, M, N ekstreleri) secilmistir. Bu ekstrelerden G ekstresi oral,
inhalasyon, oromukozal, kutanéz ve banyo katki maddesi olarak direkt ekstre
formunda kullanima sahiptir. M ve N ekstreleri ise kutandz olarak yari-kati1 formda

kullanilmaktadir.

Daha biiyiik olgekte bu ii¢ ekstre (G, M, N) tekrar hazirlanmistir. Bu ekstrelerin A7G
igerikleri likit G ekstresi i¢in 1,679 mg/mL, likit M ekstresi i¢in 4,161 mg/ mL, kati N
ekstresi i¢in 14,451 mg/g olarak analiz edilmistir. Bu ii¢ ekstrenin A7G igeriklerinin
belirlenmesinde kullanilan ve gelistirilen HPLC-PDA yontemi valide edilmistir. ICH
yonergelerine gore, HPLC-PDA yontemi kesinlik, secicilik, dogruluk, tespit limiti,
tayin limiti, saglamlik ve dogrusallik acgisindan gelistirilmis ve validasyonu
gerceklestirilmistir [93]. Ilk y1l Bandirma bélgesinden toplanan bitkiden hazirlanan ve
validasyon calismalarinda kullanilan G, M, N ekstrelerinin 2-8°C, 25°C/60% RH,
40°C/75% RH ve 60°C sicaklik kosullar1 altindaki A7G igerigindeki degisiklikler
takip edilmistir. Flavonoitler, yararli biyo-fonksiyonlara sahip dogal polifenolik
bilesiklerdir.
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Ancak, termal ve diger faktorlere kars1 duyarlilik ve kimyasal kararsizlia sahiptirler
[124]. Sicakligin artmasi flavonoidlerin bozulmasina neden olabilir [46]. Stabilite
sonuglar1 degerlendirildiginde, sicaklik A7G iizerinde 6nemli bir rol oynamis ve
sicakligin artmasi ii¢ ekstrenin de A7G igerigini olumsuz yonde etkilemistir. 2-
8°C'deki sonuglar 25°C/%60 RH'ye gore biraz daha iyidir. 40°C/%75 RH ve 60°C
kosullarinda, 6zellikle 60°C'de A7G miktarinda belirgin azalmalar gézlemlenmistir.
Artan sicakligin etkisiyle ti¢ ekstre i¢in en kotii saklama kosulu 60 °C ve en stabil

saklama kosulu 2-8°C olarak belirlenmistir.

Daha sonraki yilda, Bandirma/Balikesir ve Arnavutkdy/istanbul bolgelerinde
yetistirilen M. recutita’nin ¢cicek kisimlarindan bu ii¢ ekstre hazirlanmistir. Ikinci yil
Bandirma bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan G, M, N ekstrelerinin A7G
igerikleri sirasiyla 2,212 mg/mL, 3,760 mg/mL ve 11,378 mg/g olarak belirlenmistir.
ArnavutkOy bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan G, M, N ekstrelerinin A7G
igerikleri ise sirasiyla 3,171 mg/mL, 6,434 mg/mL ve 21,820 mg/g olarak

belirlenmistir.

Ayrica bu bitkilerin ugucu yaglari elde edilmis ve igerikleri GC-FID/MS yontemi ile
belirlenmistir. Nem ve A7G igerikleri analiz edilmistir. Bitki materyalleri ugucu yag
verimi, nem igerigi ve A7G igerikleri agisindan EP M. recutita ¢igek monografinda yer

alan limitler dahilinde bulunmustur [28].

Ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit igerikleri spektrofotometrik olarak analiz
edilmistir. Ik y11 Bandirma bélgesinden elde edilen G, M ve N ekstrelerinin fenolik
igerikleri sirastyla %0,43, % 0,14 ve % 2,70 olarak, ikinci yi1l Bandirma bolgesinden
elde edilen G, M ve N ekstrelerinin fenolik igerikleri sirasiyla %0,50, % 0,17 ve %
3,27 olarak, Arnavutkdy bolgesinden elde edilen G, M ve N ekstrelerinin fenolik
icerikleri sirastyla %0,40, % 0,25 ve % 4,39 olarak tespit edilmistir. ilk y1l Bandirma
bolgesinden elde edilen G, M ve N ekstrelerinin flavonoit igerikleri sirasiyla %0,09,
% 0,06 ve % 1,06 olarak, ikinci y1l Bandirma bdlgesinden elde edilen G, M ve N
ekstrelerinin flavonoit igerikleri sirasiyla %0,12, % 0,06 ve % 1,17 olarak, Arnavutkdy
bolgesinden elde edilen G, M ve N ekstrelerinin flavonoit igerikleri sirastyla %0,25,

% 0,10 ve % 2,10 olarak tespit edilmistir.

Bandirma ve Istanbul 6rneklerinden elde edilen G, M ve N ekstrelerinin fenolik madde

iceriklerinin fitokimyasal taramast LC-HRMS cihaz1 ile gerceklestirilmistir.
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Ekstrelerin fenolik igeriklerinde kalitatif olarak ¢ok biiyiikk farkliklar olmamakla
birlikte, genel olarak A7G, klorojenik asit, hispidulin 7-glikozit, herniarin, apigenin-

7-O-agil glikozit ve apigenin bilesiklerini major olarak igermekteydi.

ArnavutkOy bolgesinde yetistirilen bitkiden elde edilen ekstrenin A7G igeriginin,
toplam fenolik ve toplam flavonoit iceriklerinin daha yliksek olmasi nedeniyle bu
bolgeden toplanan bitkiden hazirlanan M ve N ekstreleri kullanilarak iki farkl topikal
triin formiile edilmistir. G ekstresi, tek basina ¢6zelti formunda triin olarak

kullanilmaktadir.

Referans Kamillosan® kremin A7G igerigine esdeger olarak Arnavutkdy bolgesinden
toplanan bitkiden hazirlanan M ekstresini i¢eren krem (M1) formiile edilmistir ve
stabilitesi 6 ay boyunca 25°C/%60 RH ve 40°C/%75 RH sicaklik kosullarinda takip
edilmistir. Formiile edilen M1 krem ve referans Kamillosan Krem® icin baslangic A7G
icerikleri 0,63 mg/g olarak analiz edilmistir. Formiile edilen M1 kremin 6 aylik
stabilite sonuglart incelendiginde, 25°C/%60 RH'de A7G igerigi % 4,8 azalmis ve
major bir degisiklik olmamistir. Ayrica pH, goriiniis ve reolojik olarak stabilitesini
korudugu goézlemlenmistir. 40°C/%75 RH'de ise A7G igeriginde sicaklik artist ile
%12,7 diisiis gozlemlenmistir. pH ve goriinlis agisindan stabilitesini korumus ve
reolojik olarak viskozitesinde diisme gozlemlenmistir. Fakat {iriiniin goriintisiinde bir
farklilik g6zlemlenmemistir. Bu bulgulara dayanarak iki ortamda da M1 kremin stabil

oldugu, fakat en iyi saklama kosulunun 25°C/%60 RH oldugu belirlenmistir.

Referans Kamillosan Salbe® merhemin A7G icerigine esdeger olarak Arnavutkdy
bolgesinden toplanan bitkiden hazirlanan N ekstresini igeren yaglh bir krem (N1)
formiile edilmistir ve stabilitesi 6 ay boyunca 25°C/%60 RH ve 40°C/%75 RH sicaklik
kosullarinda takip edilmistir. Formiile edilen N1 krem ve referans Kamillosan Salbe®
icin baslangi¢ A7G igerikleri 0,56 mg/g olarak analiz edilmistir. Formiile edilen N1
kremin 6 aylik stabilite sonuglar1 incelendiginde, 25°C/%60 RH'de A7G igerigi % 8,9
azalmis ve major bir degisiklik olmamistir. Ayrica pH, goriiniis ve reolojik olarak
stabilitesini korudugu gézlemlenmistir. 40°C/%75 RH'de ise A7G igeriginde sicaklik
artist ile %25°lik bir diisiis gozlemlenmistir. Bu sicaklikta goriiniis agisindan
stabilitesini korumus, fakat pH 5,62’ye kadar dismiistiir. Ayrica reolojik olarak
viskozitesinde diisme goézlemlenmistir. Bu bulgulara dayanarak 40°C/%75 RH'de
kosulunda N1 iirlinliniin 6. Ay sonunda fiziko-kimyasal olarak stabil olmadigi

anlasilmaktadir. Bu bulgulara dayanarak, 40°C/%75 RH kosulunda N1 kremin
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stabilitesinin ¢ok iyi olmadigi, 25°C/%60 RH saklama kosulunda {irtiniin stabil oldugu

belirlenmistir.

Kamillosan® krem ile M1 kremin ve Kamillosan Salbe® merhem ile N1 kremin in vitro
salim profilleri karsilagtirilmistir. /n vitro salim testleri, bir dozaj formundan ilacin
salim Ozelliklerini incelemek, ilacin in vitro performansi hakkinda bilgi saglamak ve
diger iiriinlerle karsilastirmaya olanak saglamak icin kullanilmaktadir. Farmasotik
alanda, bu testler dozaj formlarinin gelistirilmesi ve kalite kontrolii i¢in ¢ok dnemlidir

ve ilacin potansiyel in vivo etkinligi hakkinda fikir vermektedir [133].

Kamillosan® krem ve M1 kremin Franz difiizyon hiicreleri ve diyaliz membrani
kullanilarak yapilan in vitro salim ¢aligmalari sonucunda elde edilen profillerden, M1
kremin salim degeri 35,76 pg/cm? olarak belirlenirken, Kamillosan® kremin 6. saat
sonundaki salim degeri 29,87 pg/cm? olarak belirlenmistir. M1 kremin A7G kiimiilatif
salim miktarmin Kamillosan® kremden biraz hizli oldugu ortaya ¢ikmus fakat anlaml
bir fark elde edilmemistir M1 kremin daha hizli salinimi nedeniyle in vivo
calismalarda referans iirlinden daha etkili olmas1 beklenmektedir. Salim hiz1 sabiti (k)
degerlerinin birbirine yakin olmasi, etken maddenin her iki iiriinde de difiizyon
hizlariin benzer oldugu anlamina gelmektedir. Salim hiz1 sabiti (k) M1 krem igin
9,67, Kamillosan krem® ise 8,53 olarak olarak hesaplanmistir. M1 kreminin A7G salim
hizinin Kamillosan krem®'den biraz hizli, fakat aralarinda anlamli bir fark olmadig

belirlenmistir.

Kamillosan Salbe® ve N1 kremin in vitro salim ¢alismalar1 sonucunda elde edilen
profillerden, formiile edilmis N1 kreminin salim degeri 24,55 pg/cm? olarak
belirlenirken, Kamillosan Salbe® merhemin 6. saat sonundaki salim degeri 20,02
ug/cm? olarak belirlenmistir. N1 kremin A7G kiimiilatif salim miktar1 Kamillosan
Salbe® merhemden biraz hizlidir. Salim hiz1 sabiti (k) N1 krem icin 4,64, Kamillosan
Salbe® merhemin ise 3,76 olarak olarak hesaplanmistir. N1 kreminin A7G salim
hizinin Kamillosan Salbe®'den ¢ok az hizli, fakat aralarinda anlamli bir fark olmadig1

belirlenmistir.

Ek olarak, M1 kremin fiziko-kimyasal olarak N1 kremine gore daha stabil olmasi
nedeniyle, Bandirma ve Istanbul bodlgelerinden elde edilen M ekstrelerinin ve M
ekstresini igeren topikal kremin (M1) hiicre canliligi profili ve apoptotik etkisi,

fibroblast (CCD-1079Sk) ve melanom (SK-MEL-28) hiicre kiiltiirleri iizerinde
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degerlendirilmistir. In vitro sitotoksisite ve apoptoz sonuglari, Balikesir drneginden
elde edilen ekstrenin SK-MEL-28'de Istanbul 6rneginden elde edilen ekstreden daha
yiiksek bir toksisite ve apoptotik orana sahip oldugunu gostermistir. Benzer sekilde,
Kamillosan® kremle karsilastirildiginda, formiile edilmis M1 kreminin melanom hiicre

hatlar1 i¢in biraz daha toksik oldugu bulunmustur.

M. recutita bitkisini igeren fitofarmasoétik tirtinler iilkemizde yok denecek kadar az ve
mevcut tirtinler ise kalite kontrol analizleri gergeklestirilmeden tiiketicinin kullanimina
sunulmaktadir. Bu nedenle, bitkinin ¢i¢eklerinin gida, kozmetik ve ila¢ sanayiinde
degerlendirilmesi, iilke ekonomisine kazandirilmasi, iiriine doniistiiriilmesi biiytlik
onem tagimaktadir. Bu nedenle yerli bitkisel kaynaklarimizin dogru, etkin ve
ekonomik getirisi yiiksek kullanimi, bitkilerin bu bdliimlerinin  sanayiiye
kazandirilmasi ile miimkiindiir. Bu tezin ana hedefi iilkemiz i¢in biiyiik ekonomik
oneme sahip M. recutita bitkisinin ¢igeklerinden yiiksek katma degerli, standardize

edilmig, yerli ekstre ve bu ekstreden fitofarmasotik tiriinler elde etmektir.

Tez kapsaminda yapilan calismalar kapsaminda, ekstrelerin EMA monografina gore
hazirlanmast  ekstrelerin  giivenilirligine katki saglamistir.  Ekstrelerin  A7G
igeriklerinin gelistirilmis ve valide edilmis HPLC-PDA yontemi ile standardize
edilmesi ve farkli sicakliklar altindaki stabilitesinin takibi sonrasinda uygun saklama
kosulunun belirlenmesi ile kalitesinin siirdiiriilebilirligi saglanmistir. Ekstrelerin
toplam fenolik ve flavanoit igeriklerinin belirlenmesi, fenolik bilesenlerinin
aydinlatilmasi ekstrelerin sahip oldugu etkinliklerinin daha 1yi anlasilmasina katkida
bulunmaktadir. Boylece elde edilene ekstreler ilag, gida ve kozmetik endiistrisinde,
fitofarmasotik tirtinlerin gelistirilmesinde kaliteli, etkili ve glivenilir birer hammadde
olarak kullanilabilecektir. Ayn1 zamanda gelistirilen ve valide edilen HPLC-PDA

yontemi ekstrelerinin kalite kontroliinde giivenli bir sekilde kullanilabilecektir.

Bir patent arastirmasma gore, cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak iizere
firmalarin  Matricaria tiirlerini igeren ¢esitli formiilasyonlarin  gelistirildigi
goriilmektedir. Bu, Matricaria'ya dayali yeni ilaglarin oniimiizdeki yillarda ilag
pazarina ulasma olasiligini diistindiirmektedir [13]. Ayrica, literatiirde daha once
gergeklestirilen calismalarda, M. recutita ekstresini igeren topikal iirlinlerin A7G
igeriklerinin in  vitro salim profillerini inceleyen yeteri kadar ¢alisma

bulunmamaktadir.
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Bu nedenle tez kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalarda, formiile edilen topikal
driinlerin  in-vitro ¢aligmalar ile etkinligi desteklenmistir. Fiziko-kimyasal
Ozelliklerinin farkli sicakliklar altinda takip edilmesi ile kalite siirekliliginin

saglanmasi i¢in gerekli olan uygun saklama kosullar1 belirlenmistir.

Tezde yapilan caligmalar ile elde edilen bilimsel veriler {ilkemizin, énemli tibbi
bitkilerinden olan bu degerli ihracat potansiyeli yiiksek hammaddelerin ve tirlinlerin
ekonomiye kazandirilmasi ve hammaddenin siirdiiriilebilir hale doniistiiriilmesi i¢in
bilimsel temel olusturacaktir. M. recutita bitkisinden hazirlanan standardize ekstreler
ve bu ekstrelerden hazirlanan fitofarmasotik iriinlerin hem i¢ pazarda hem de dis

pazarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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