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OZET

EROGLU A, CCl, ile Oksidatif Stres Olusturulan Sicanlarda Arap Uziimii (Muscari neglectum
Guss. Ex Ten.) Bitki Ekstraktimn Fitokimyasal icerigi ve Antioksidan Etkilerinin Arastirilmasi,
Van Y.Y.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii, Temel Eczacihk Bilimleri Anabilim Dal, Biyokimya Bilim
Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2021. Muscari neglectum Guss. Ex Ten. bitkisi i¢cermis oldugu
homoizoflavan, flavonoit, alkaloit, terpenoit, steroit vb. bilesikler sayesinde antienflamatuvar, antialerjik,
antimikrobiyal, antiromatizmal ve antioksidan 6zelliklere sahiptir. Halk arasinda idrar soktiiriicii, balgam
soktiiriicti, mide rahatsizliklarina karsi ve afrodizyak olarak kullanimi vardir. Bu galismada M. neglectum
bitkisine ait toprak iistii (MTU) ve sogan (MS) kisimlarina ait etanol ekstresinde; yag asidi analizi (GC-
MS), optimize edilmis 53 adet fitokimyasal bilesige gore igerik analizi (LC-MS/MS), toplam fenolik ve
flavonoit icerigi arastirildi. Ayrica, karbon tetrakloriir (CCly) ile oksidatif stres olusturulan siganlarda M.
neglectum bitkisi etanol ekstrelerinin antioksidatif etkisi kan serumu, karaciger, bobrek ve mide
dokularinda caligildi. Toksisite testi sonrasi 42 adet Wistar albino disi sigan 7 gruba ayrildi. Kontrol, M.
neglectum toprak iisti (MTU) 400 mg/kg ekstre (MTU+400 mg/kg), M. neglectum sogan (MS) 400
mg/kg ekstre (MS+400 mg/kg), CCl, (0.5 ml zeytin yagi+0.5 ml CCl, dilisyonu 1 ml/kg, intraperitonal),
CCl+MTU 400 mg/kg, CCl,+#MS 400 mg/kg ve CCl,+Sliymarin 10 mg/kg oral (CCl,+SLY) gruplar
olusturuldu. Otuz bes glinliilk muamele sonunda; M. neglectum ekstresinin antioksidan rolii i¢in; serum
biyokimyasal parametreler, karaciger, bobrek ve mide dokularinda antioksidan savunma unsurlarindan
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-S-transferaz enzim aktiviteleri ile rediikte
glutatyon seviyeleri ve malondialdehit (MDA) igerikleri tespit edilerek degerlendirilmistir. GC-MS yag
asidi analizine gore, MTU etanol ekstresinde oktadekadienoik ve 9,12,15 oktadekatrienoik yag asitleri
(swrastyla %25.66 ve 21.50), MS etanol ekstresinde 9,12 oktadekadienoik ve oktadekanoik asitler
(sirastyla %28.77 ve 21.73) majér yag asitleri olarak bulundu. LC-MS/MS sonuglarina gére MTU etanol
ekstrede kinik asit, fumarik asit, gentisik asit, kafeik asit, kemferol ve apigenin (sirasiyla, 1.726, 5.771,
0.138, 0.052, 0.035 ve 0.092 ug/g) ve MS etanol ekstresinde kinik asit, fumarik asit, kafeik asit ve
kemferol (sirasiyla 0.411, 1.567, 0.619 ve 0.300 ug/g) kayda deger miktarda bulunmustur. Ekstredeki
toplam fenolik ve flavonoit icerigi MTU’de (sirastyla 17.4+0.42 ve 16.6+0.23) ve MS’de (sirasiyla
5.7+0.17 ve 1.0£0.01) olarak bulundu. CCl, hasarma karst MTU ve MS ekstreleri genel olarak karaciger
ve bobrek iizerinde iyilesme gostermezken; ekstreler mide dokusu MDA igerigindeki azalis ve
antioksidan parametrelerdeki artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05).

Sonug¢ olarak; M. neglectum etanolik bitki esktreleri 6nemli fitokimyasal bilesiklere sahip oldugu
belirlendi. Ayrica, M. neglectum CCl; kaynakli mide bozukluklari tedavisinde koruyucu etkisinin
olabilecegi sonucuna vartlmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, CCl, GC-MS, LC-MS/MS, M. neglectum, Sigan.



ABSTRACT

EROGLU A, Investigation of the Phytochemical Composition and Antioxidant Effects of Southern
Grape Hyacinth (Muscari neglectum Guss. Ex Ten.) Plant Extract Against CCls-Induced Oxidative
Stress in Rats, Van Y.Y.U. Institute of Health Sciences, Department of Basic Pharmaceutical
Sciences, Discipline of Biochemistry, Master Thesis Proposal, Van, 2021. Muscari neglectum Guss.
Ex Ten. plant has anti-inflammatory, anti-allergic, antimicrobial, antirheumatic and antioxidant properties
because of its content of homoisoflavan, flavonoid, alkaloid, terpenoid, steroid etc. It is used as a diuretic,
expectorant, against stomach disorders and as an aphrodisiac among the people. In this study, fatty acid
analysis (GC-MS), phytochemical content analysis according to optimized 53 compounds (LC-MS/MS),
total phenolic and total flavonoids were analyzed in the ethanolic extracts of M. neglectum aerial part
(MAP) and bulb (MB) part. After the toxicity test, 42 Wistar albino female rats were divided into 7
groups. Control, M. neglectum aerial part (MAP) 400 mg/kg extract (MAP+400 mg/kg), M. neglectum
bulb (MB) 400 mg/kg extract (MB+400 mg/kg), CCl, (0.5 ml olive 0il+0.5 ml CCl, dilution 1 ml/kg,
intraperitoneal), CCl;+MAP 400 mg/kg, CCl;+MB 400 mg/kg and CCls+Sliymarin 10 mg/kg oral
(CCI4+SLY) were groups. At the end of thirty-five days of treatment; serum biochemical parameters,
antioxidant defense enzymes of superoxide dismutase, glutathione peroxidase and glutathione-S-
transferase enzyme activities, reduced glutathione levels and malondialdehyde (MDA) contents in liver,
kidney and stomach tissues for the antioxidant role of M. neglectum extract were evaluated. According to
the GC-MS fatty acid analysis, octadecadienoic and 9,12,15 octadecatrienoic fatty acids (25.66% and
21.50%, respectively) were found as major fatty acids in MAP ethanol extract whereas 9,12
octadecadienoic and octadecanoic acids (28.77% and 21.73%, respectively) in MB ethanol extract.
According to LC-MS/MS results, quinic acid, fumaric acid, gentisic acid, caffeic acid, campherol and
apigenin (1.726, 5.771, 0.138, 0.052, 0.035 and 0.092 ug/g, respectively) in MAP ethanol extract and
quinic acid fumaric acid, caffeic acid and campherol (0.411, 1.567, 0.619 and 0.300 ng/g, respectively) in
MB ethanol extract were found as significant amounts. The total phenolic and flavonoid contents in the
extract were determined in MAP (17.4£0.42 and 16.6+0.23, respectively) and MB (5.7£0.17 and
1.0+0.01, respectively). While MAP and MB extracts generally did not show improvement on liver and
kidney damage induced by CCl,, extracts caused statistically significant decrease in MDA content and
increase in antioxidant parameters (P<0.05) in stomach tissue. As a result; it was determined that M.
neglectum ethanolic plant extracts have important phytochemical compounds. In addition, it was
concluded that M. neglectum may have a protective effect in the treatment of gastric disorders induced by
CCl,.

Key Words: Antioxidant, CCl, GC-MS, LC-MS/MS, M. neglectum, Rat.
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1.GIRIS

Oksidatif stres, gesitli ekzojen ve endojen faktorlerle iiretilen reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) organizmada antioksidanlar tarafindan
bastirilamamasi1 sonucu yaslanma, doku ve organ fonksiyon kayiplariin ilerlemesi
sonucu ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasiyla karakterize olan bir bozukluktur (Liguori
ve ark., 2018).

Oksidatif strese neden olan serbest radikallerin ve oksidatif stresi engelleyen
antioksidanlarin, organizmadaki redoks dengesine yonelik yapilan caligmalar bir ¢ok

alanda gelisme kaydetmektedir (Sies ve ark., 2017).

Insanlarin gegmisten giiniimiize hastaliklarin tedavisini, bitkilerin ¢icek, meyve,
yaprak, govde, kok ve kabuklarinda aramasi bilim insanlarinin bitki kokenli ilaglara
yonelmelerini saglamistir (Petrovska, 2012). Bitkilerde bulunan fitokimyasallar (fenolik
asitler ve flavonoitler), antioksidan, antibakteriyel, antienflamatuvar, kardiyoprotektif
ve kanser Onleyici etkilerinden dolayr farmasdtik ve tibbi uygulamalarda bitkilerin
onemini arttirmistir (Tungmunnithum ve ark., 2018). Fitokimyasal i¢eriklerin tayininde,
total fenolik ve flavonoit yontemleri (Vaghasiya ve ark., 2011), Yiiksek Performansl
Sivi Kromatografi (YPSK) (Mradu ve ark., 2012) ve Gaz kromatografisi-Kiitle
Spektometresi (GC-MS) (Thomas ve ark., 2013) analizleri sik¢a kullanilmaktadir.

Deney hayvanlarinda, CCl, (karbon tetrakloriir) (Dogan ve ark., 2018), etil alkol
(Bati ve ark., 2015), siklofosfamit (Gedikli ve Sengiil, 2019) ve tiyoasetamit (Kocaman
ve Dabak, 2015) gibi bir¢ok kimyasal, oksidatif stres olusturma modellerinde
kullanilmaktadir. Daha Once yapilmis g¢alismalarda CCly’lin, hiicre fonksiyonlarini
bozarak karaciger hasarina ve nekrozuna neden oldugu, organizmadaki serbest
radikallerin artmasini tetikledigi ve buna bagli olarak antioksidan savunma sistemindeki
dengeyi bozdugu rapor edilmistir (Mahmoodzadeh ve ark., 2017). Ayrica CCl, ile
oksidatif stres olusturulan deneylerde, CCl,’iin sadece karacigerde degil bobrek, dalak
ve akciger gibi dokularda da lipit peroksidasyonu, protein ve DNA hasari
olusturabilecegi belirtilmistir (Dogan ve ark., 2018).



Bitkiler ge¢misten gilinlimiize hastaliklarin  Onlenmesinde ve tedavisinde
geleneksel ilaglar olarak kullanilmaktadir (Shakya, 2016). Diinyada 374.000 bitki tiirti
bulunmaktadir (Christenhusz ve Byng, 2016). Bu tiirlerden 20.000-70.000 aras1 tiiriin
tibbi amaclh kullaniminin oldugu rapor edilmistir (Schippmann, 2006; Arslan ve ark.,
2015). Tirkiye’de simdiye kadar 12.000 civarinda taksonun oldugu ve bunlardan
yaklasik 3649’unun Tiirkiye’ye endemik taksonlar oldugu belirtilmistir (Senkul ve
Kaya, 2017).

Muscari neglectum iyi drene edilmis, zayif asit topraklarda dogal olarak yetisen
ve bahar mevsiminde menekse mavisi ¢icekler acan ¢ok yillik soganli bir bitkidir.
Cesitli medeniyetlerde, M. neglectum bitkisinin hem toprak tistii hem de sogan kisimlari
yemeklerde (Mahboubi ve Taghizadeh, 2016; Lim, 2014; Ugurlu ve Se¢men, 2008),
boya sanayisinde (Dmirci Kayiran ve Eroglu Ozkan, 2017) ve iran’da ‘“Nevruz”
bayraminda yumurtalar1 boyama gibi etkinliklerde kullanimi vardir (Guarrera, 2006).
Bitki yapisinda bulunan flavonoit, alkaloit, terpenoit ve steroit (Nasrabadi ve ark., 2013)
gibi bilesiklerin pektoral uyarici, antienflamatuar, antialerjik ve afrodizyak etkilere
sahip oldugu belirlenmistir (Usher, 1974). M. neglectum un icerdigi ugucu yag asitleri
(Eroglu Ozkan ve ark., 2018a) ve cesitli fenolik bilesiklerin antimikrobiyal ve
antioksidan rolii bulunmaktadir (Sanei ve ark., 2021; Nasrabadi ve ark., 2013). M.
neglectum  ampullerinde  bulunan  homoizoflavonoitlerin ~ (Barone,  1988),
antienflamatuvar, antikanser, Ostrojenik, antidstrojenik ve anjiyoprotektif etkiye sahip

oldugu rapor edilmistir (Jiang ve ark., 2007).

Bu calismada CCl, ile oksidatif stres olusturulan siganlarda, M. neglectum
bitkisinin karaciger, bobrek ve mide dokular iizerindeki olasi koruyucu ve toksik
etkilerinin belirlenmesi ve M. neglectum bitkisinde var olan etken maddelerin, ugucu

bilesiklerin ve total fenolik ile total flovanoit miktarlarinin tayini amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Oksidatif Stres

Cesitli ekzojen ve endojen faktorlerle hiicresel metabolizmada olusan ROS
artisin1 - detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin
bozulmasma oksidatif stres denir. Bu dengenin oksidanlar lehine devam etmesi
membranlarin, proteinlerin ve niikleik asitlerin zarar gérmesine ve cesitli hastaliklarin

olugsmasinda 6nemli rol oynar (Dogan, 2018a).

Bagka bir ifade ile oksidatif stres, organizmada bulunan veya disardan gesitli
faktorler ile almabilen ROS ve RNS’nin iretimi ile antioksidan savunma
mekanizmalarinin  ROS/RNS tarafindan bastirilmasiyla dokularda meydana gelen

bozukluktur (Betteridge, 2000).

ROS ve RNS’nin olusturdugu oksidatif stres, enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlarin etkisiyle dengelenir (Valko ve ark., 2006)

Biyolojik sistem icerisinde metabolik yan iriin olarak fretilen siiperoksit
radikalleri (O,"), hidroksil radikalleri (OH) ve singlet oksijen (*O,) ROS olarak
tanimlanmaktadir. ROS iiretiminin artmasiyla organizmada protein, lipit ve niikleik asit
gibi 6nemli hiicresel yapilarda zararl etkiler gelisir. Bu etkilerin ortaya ¢ikmasiyla bazi
kronik hastaliklarin baglangict veya ilerlemesi ile dejeneratif bozukluklarin olugmasi

durumu s6z konusu olmaktadir (Pizzino ve ark., 2017).

Oksidatif stres, hiicre ve organizmadaki bazi proteinlerin yapilarmi etkileyerek
bu proteinlerin sinyal aktivitelerini uyarir veya inhibe eder. Bu durum hiicrelerin redoks
durumunu bozarak hiicrelerde yangi, apoptoz veya proliferasyon ve malignan reaksiyon

gibi durumlara neden olur (Durackova, 2010).

Oksidatif strese neden olan ROS/RNS, organizmada lipitlere dogrudan zarar
verebilmektedir. Lipitlere en ¢ok zarar veren en yaygin ROS, HO' ve ve en yaygin ROS
kaynagi H,O,. HO' ve H,O,’nin asir1 iiretilmesiyle hiicre zar1 lipit peroksidasyon
yoluyla yikima ugrar. Bu reaksiyon sonucunda malondialdehit (MDA ile sitotoksik ve

mutajenik maddeler hiicre i¢inde sekillenebilmektedir (Ayala ve ark., 2014).



DNA’nin oksidatif yikimi, DNA’da farkli yikimlara ve mutasyonlara neden
olabilmektedir. Ayn1 zamanda DNA dizilimlerini etkileyerek bazilarinin degismesine
veya silinmesine de neden olmaktadir. Organizma, DNA’y1 etkileyen bu reaksiyonlara

antioksidan savunma sistemleri ile engel olmaya ¢alismaktadir (Cadet ve Davies, 2017).

Organizmada meydana gelen oksidatif stresin, ¢ok agir hasarlar olusturarak
birgok hastalig1 tetikledigi bilinmektedir. Oksidatif stres, norodejeneratif hastaliklar
(Huntington, Parkinson, Alzheimer ve Myotrofik Lateral Skleroz), kardiyovaskiiler
hastaliklar, enflamatuvar hastaliklar, diyabet, amfizem ve kanser gibi hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir. Ayn1 zamanda geri doniisii olamayan biyolojik
bir durum olan yaglilik {izerinde de oksidatif stresin etkisinin oldugu bilinmektedir
(Pisoschi ve Pop, 2015).

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller yapilarinda bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren
atom veya molekiillerdir. Eslesmemis her molekiil belirli bir yoriingedeki tek basina
olan elektrondur (Karabulut ve Giilay, 2016a). Elektron Spin Rezonansi’nin
spektroskopik teknigi ile eslesmemis elektronlarin manyetik bir alana verdikleri tepki
ile ortaya c¢ikan enerjiyt kaydederek, serbest radikallerin varligt ve Ol¢limi

yapilmaktadir (He ve ark., 2014).

Serbest radikaller, yari Omiirleri ¢ok kisa olan ve kararsiz yapi gosteren
molekiillerdir. Etraflarindaki diger molekiillerle etkilesime girerek kararli yapiya

gecmeye calisirlar (Uysal, 2018).
Bir serbest radikalin ortaya ¢ikmasi icin ii¢ yol bulunmaktadir:

1. Kovalent bagli molekiiliin homolitik bdliinmesi ile olusurlar. Boliinme

sonucunda her bir yapida ortak elektronlardan biri kalir.
A:B >A +B
2. Bir molekiiliin tek bir elektron kaybetmesi sonucu ile olusurlar.

Z—7 +¢



3. Bir molekiiliin tek bir elektron almasi sonucu olusurlar (Halliwell ve

Gutteridge, 2015).

Z+e > 7

Biyolojik sistemler igerisinde serbest radikallerin ana kaynagi oksijendir (Oy).
Oksijenin eslesmemis elektronlar igeren tiirleri bulunmaktadir. Oksijen 4 basamakli
elektronlar halinde rediikte olarak suya doniismektedir (Giirgéze ve ark., 2007; Ekici ve
Sagdig, 2008).

O,+e—0; (1)
O, + 2 —H;0; (2)
0.+ 3e—O0H (3)
0, + 4¢—H,0 (4)

Serbest radikallerin birgogu oksijen ve azot kaynakli molekiillerdir. Bunlarin bir
kismi1 kendinden radikal ozelliktedir. Digerleri ise bazi reaksiyonlar sonucu radikal
ozellikteki molekiillere doniismektedir (Uysal, 2018). Serbest radikal reaksiyonlari,
bagisiklik sistemi hiicrelerinin (notrofil, makrofaj gibi) savunma mekanizmalari i¢in
thtiyag duyulsa da serbest radikaller oksidatif stresin en Onemli kaynagini

olusturmaktadir (Kocabas, 2008).

Organizmada meydana gelen metabolik olaylar sirasinda olustuklari gibi bazi dig
etkenler nedeniyle de olusabilmektedirler. Serbest radikal reaksiyonlarini etkileyen pek
cok ekzojen ve endojen faktor vardir. EKzojen faktorler hem besin kaynakli (yaglarin
miktar1 ve bilesimi, alkol, kalori miktari, hayvansal ve bitkisel protein orani, demir ve
bakir miktari, sebze ve meyve miktar1 ve yiyeceklerin hazirlanma ve saklanma
kosullar1) hem de cevresel faktorlii (Sigara, ¢evre kirliligi, radyasyon v.b) olabilir.
Endojen faktorler icinde ise sedanter yasam, stres, yaslanma, doku hasari ve kronik

hastaliklar sayilabilir. (Uysal, 2018).



Tablo 2.1. Oksijen ve azot kaynakli reaktif bilesikler (Uysal, 2018)

Radikaller Radikal Olmayanlar
e Hidroksil (HO) e Hidrojen peroksit (H20,)
e Alkoksil (RO) e Singlet oksijen (*0,)
e Peroksil (ROO) e 0Ozon (Oy)
e Siiperoksit (O7") ¢ Hipoklorit asit (HOCI)
e Nitrik oksit (NO) e Lipit hidroperoksit (LOOH)
e Azot dioksit (NOy) e Peroksinitrit (ONOO)

2.2.1.Hidrojen peroksit (H,0,)

Biyolojik sistemlerde ©nemli serbest radikal kaynaklarindan olan H3O»,
yapisinda paylasilmamis elektron bulundurmayan, radikal 06zelligi olmayan bir
bilesiktir. Hidroksil radikalinin demir (Fe) ve bakir (Cu) iyonlar1 ile reaksiyona
girmesiyle radikal 6zellik kazanmaktadir (Dogan, 2018a). H,O, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimler ile uzaklastirilir (Phaniendra ve ark., 2015).

Hidrojen peroksitin O,’ye bir ya da iki elektron ilavesiyle dogrudan olusabildigi
gibi, siiperoksit radikallerinin dismutasyonu sonucunda da olusabilir (Sezer ve Keskin,
2014).

O,y + Oy~ +2H+ — H,0,+ 0O, (Enzimatik)
0O~ + 2 +2H+ — H0, (Enzimatik olmayan)

Hidrojen peroksit, protein yikiminda rol oynadigi, géz lensine etki ettigi, lipit
membranina kolayca niifuz ettigi ve epitel hiicre hasarina neden oldugu i¢in in vivo ve
in vitro modellerde oksidatif stresi indiikkleme amaciyla kullanilmaktadir (Bai ve ark.,

2018).



Sekil 2.1. Hidrojen peroksit molekiil formiilii

2.2.2. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali, serbest radikaller igerisinde en gii¢lii oksidan olarak bilinir.
Yar1 omrii ¢ok kisa olmakla birlikte olustuklar1 yerde biyolojik molekiillere saldirarak

serbest radikallerin yayilmasina neden olurlar (Betteridge, 2000).

H,0,, gecis elementlerinin (Fe+2, Cu®, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda
hidroksil radikaline dontisiir. Bu reaksiyon Fenton Reaksiyonu olarak adlandirilir.
Ayrica, siiperoksit Fenton Reaksiyonu ile baglanti kurarak metal iyonlarin tekrar
kullanilmasimi saglar. Bu reaksiyon da Haber-Weiss Reaksiyonu olarak adlandirilir
(Karabulut ve Giilay, 2016a).

Tablo 2.2. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari

H,0, + Cu*/Fe*> — OH" + OH' + Cu*%/Fe* Fenton Reaksiyonu

Cu*?/Fe*® + 0, — Cu'/Fe™ + 0,

0, +H,0, — OH +0OH +0, Haber-Weiss Reaksiyonu

2.2.3. Siiperoksit radikali (027)

Stiperoksit radikali, yiiksek oranda radikal olmayan ve dogrudan zarar vermeyen
bir serbest radikal tiiriidiir. O, molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
olusmaktadir. HyO, olusumuna kaynak saglamasi ve gecis metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasindan dolay1 oldukc¢a 6nemlidir (Aslankog ve ark., 2019).



Stiperoksit radikali, ¢ogunlukla mitokondride, enerji doniisiimii sirasinda aciga
cikan elektron kagaginin O, molekiiliinii sliperoksit radikaline ¢evirmesiyle meydana
gelmektedir. Parkinson gibi ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynamaktadir

(Aslankog ve ark., 2019; Valko ve ark., 2004).

O,+e — 0y

2.2.4. Singlet oksijen (*0,)

Singlet oksijen (*O,) ortaklasmamus elektronu bulunmayan ve radikal olmayan
serbest radikal tiiriidiir (Perl-Treves ve Perl, 2002). Ilk olarak 1924 yilinda oksijenden
daha reaktif bir form olarak belirlenmistir (EKici ve Sagdi¢, 2008). DNA, protein ve
lipitler ile reaksiyona girebilmektedir (Zhao, 2001).

Molekiiler oksijen yiiksek enerji ile uyarildigi zaman eslesmemis elektronlardan
biri kendi spininin tersi yoniinde hareket ederek ya da bulundugu orbitalden baska bir
orbitale gecerek singlet oksijenin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir (Anuk, 2018).
Singlet oksijenin iki farkli formu bulunmaktadir. Zit spinli eslesmemis elektronlar ayni
yoriingede ise buna delta singlet oksijen, farkli yoriingede ise sigma singlet oksijen

denilmektedir (Perl-Treves ve Perl, 2002).

Stiperoksit yiiksek oranda elektromanyetik radyasyona maruz kaldiginda
molekiiler oksijen ile birlesip singlet oksijeni olusturabilmektedir (Ekici ve Sagdig,
2008).

2.3. Antioksidanlar

Oksidatif strese sebep olan serbest radikallerin olusumunu ve ortaya ¢ikardiklar
etkileri engelleyen, azaltan veya ortadan, kaldiran organizmadaki savunma

mekanizmalarini olusturan molekiillere antioksidan denir (Altan ve ark., 2006).

Antioksidanlar hem hiicre i¢ginde hem de hiicre disinda olusan oksidasyon

reaksiyonlarini engellemektedirler (Celik ve ark., 2007).

Antioksidanlarin etki mekanizmasi 4 farkli sekilde olmaktadir:



1. Temizleme Etkisi: Enzimler tarafindan, meydana gelen serbest radikalleri

zay1f bir molekiil haline doniistiirerek savunan mekanizmadir.

2. Baskilama Etkisi: Vitaminler ve flavonoitler tarafindan, serbest radikallere bir

hidrojen aktararak savunan mekanizmadir.

3. Onarma Etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasar1 ortadan kaldirarak etki

gosteren mekanizmadir.

4. Zincir Koparma Etkisi: E vitamini, hemoglobin ve seruloplazmin tarafindan,
agir metaller seklinde serbest radikalleri baglayarak etkilerini engelleyen mekanizmadir

(Memisogullari, 2005).

Antioksidanlar yapilarina gore dogal ve sentetik, kaynaklarina gére enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak gruplara ayrilmaktadir (Altan ve ark., 2006;
Cizmeci Can, 2019).

Tablo 2.3. Antioksidanlarm siiflandirilmasi

A.Dogal Antioksidanlar B.Sentetik Antioksidanlar
1. Endojen Antioksidanlar 1. Butillenmis
1.1.Enzimatik Antioksidanlar hidroksitoluen (BHT)
e Siiperoksit dismutaz (SOD) 2. Butillenmis
e Glutatyon peroksidaz (GPx) hidroksianisol (BHA)
e Katalaz (CAT) 3. Tersiyer butilhidrokinon
e Glutatyon S-transferaz (GST) (TBHQ)
e Glutatyon rediiktaz (GR) 4. Propil gallat (PG)
1.2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 5. Troloks
o Glutatyon 6. N-aset|I_3|ste|n
e Bilirubin 7. Allopurinol
. 8. Probakol
e Albiimin s
e o-Lipoik asit 9. Pen|5|lam|n_
. 10. Deferoksamin
e Melatonin
e Urik asit

2. Ekzojen Antioksidanlar
2.1.C ve E vitamini
2.2 .Karotenoitler ve Polifenoller




2.3.1. Rediikte glutatyon (GSH)

L-glutamat, L-sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan GSH, hiicre i¢inin en
onemli antioksidan molekiillerinden biridir. Proteinlerle distilfit degis-tokusuna girerek
tiyol gruplarin indirgenmis halde tutulmasini saglayan bir tripeptittir (Gill ve ark.,
2013).

GSH, biiyiik bir peptit yapiya sahip olup karacigerde 5 mmol/L ve eritrositte 2

mmol/L konsantrasyonlarinda bulunmaktadir (Baynes ve Dominiczak, 2009).
GSH + PS-SR <« PSH + GS-SR

PS-SR: Bir proteinin oksitlenmis, PSH: Bir proteinin indirgenmis karma
distilfididir. GS-SR, bir flavoprotein olan NADPH’ya bagimli glutatyon rediiktaz (GR)
ile GSH’e ¢evrilir. Bu enzim i¢in substrat okside glutatyon (GSSG)’dur. GSH, metHb
reaksiyonunda olusan H,0O, tarafindan da GPx’in kataliziyle oksitlenebilmektedir
(Anuk, 2018).

GSSG + NADPH + H* GR s 2GSH + NADP*
2GSH + H,0, GPx > GSSG + H,0

GSH’1n hiicre iginde indirgenmis olarak bulunmasi antioksidan etki gostermesi
acisindan olduk¢a Onemlidir. Hiicre icinde %99°’dan fazlasi indirgenmis formda
bulunmaktadir ve indirgenmis formda tutulmasi pentoz fosfat metabolik yoluna baglidir
(Aksoy, 2002). Selenyum igeren GPx katalizorliigiinde H,0,’yi H,O ve O;’ye
dontstiirerek hiicreleri ROS hasarindan korur. Ancak selenyum diizeyinde azalma
oldugunda GSH ve GPx etkisini kaybedebilmektedir (Sonmez, 2019).

GSH, oksidatif strese neden olan ajanlara karsi hiicresel koruma saglayan
mekanizma olusturur. Bu mekanizma ile serbest radikalleri temizler, peroksitleri azaltir
ve toksik elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunda rol oynar (Oestreicher ve
Morgan, 2018).

10



2.3.2. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx (EC 1.11.1.9), dort alt birimden olusan ve her birimi bir selenyum atomu
igeren tetramerik yapidaki antioksidan enzimdir (Margis ve ark., 2008; Karabulut ve
Giilay, 2016b).

GSH’in  ylikseltgenmesinde rol alirkken H;0O,’yi suya doOniistiirerek
hemoglobinleri ve membran lipitlerini oksidasyona kars1 korur (Memisogullari, 2005).

Hiicrelerdeki selenyum miktarinin eksikligi ile beraber GPx’te ciddi azalmalar
meydana gelebilir. GPx’in plazma formunun bdbrekte sentezlendigi diistintilmektedir.
En yiiksek konsantrasyonu karacigerde bulunur ayni zamanda biitiin doku ve hiicrelerde
yayilis gdsterir. Enzimin aktivitesi indirgenmis glutatyon varhigina baghidir. Indirgenmis
glutatyonun yiiksek tutulmasi glutatyon rediiktazin aktivitesinin bir sonucudur (Young,
2001).

GPx iki farkli enzime ayrilabilir. Selenyuma bagli GPx’ler H,O, ve organik
hidroperoksitlerin azaltilmasinda rol oynar. Selenyuma bagli olmayan GPx’ler ise

organik hidroperoksitlerin indirgenmesini katalize eder (Cnubben ve ark., 2001).

2.3.3. Glutatyon S-transferaz (GST)

GST (EC 2.5.1.18), dimerik yapida bulunan, canli organizmalarda endojen
olarak tretilen, detoksifikasyon reaksiyonlarinda elektrofillere ve ROS’lara karsi
savunma saglayan bir enzim ailesidir (Musdal ve ark., 2012; Corticeiro ve ark., 2013).
Ksenobiyotiklerin transformasyonunda onemli rol oynamaktadir (Ko¢ ve Alptekin,
2014). GST izoenzimleri katalitik aktivitelerde yer almalarinin yani sira ¢ok genis
substratli yapilara sahip olduklarindan substrat olmayan ila¢ ve hormonlar1 ayirt
edebilirler (Akoz ve ark., 2000).

GST’nin farkli izoformlar1 sperm, seminal plazma ve erkek lireme organlarinda
bulunmaktadir. GST, bir¢ok memeli hiicre grubunda antioksidan olarak calissa da
sperm GST’leri hiicre detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Llavanera ve ark.,
2019).

GST’ler GSH igerisinde yeni gruplarin eklenmesi ve ¢ikarilmasin1 ve bazi
gruplarin yer degistirmesini saglayarak bircok bilesigin GSH ile baglanmasinda rol

oynamaktadir (Hollingworth ve Dong, 2008).
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GST’nin bazi izoenzimleri GPx aktivitesi gostererek lipit hidroperoksitleri
(LOOH) metabolizmasinda gorev almaktadir (Giirdol, 2018).

2.3.4. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD (E.C. 1.15.1.1), antioksidan savunma sisteminin ilk basamagini olusturan
enzimdir. Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim olan SOD,
stiperoksit (Oz") radikalinin H;O, ve O;’ye donilisimiinii katalizleyerek savunma

sisteminde yer alir (Giirdél, 2018).

202'- + 2HJr SOD > H202+ Oz

SOD, asil fizyolojik gorevi siiperoksit radikaline kars1 savunma olusturdugundan
dolayi, oksijen metabolize eden tiim hiicrelerde var oldugu disiiniilmektedir (Buettner,
2011).

SOD, Cu,Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD izoenzimlerine sahiptir. SOD’un aktif
merkezinde bulunan ve metal kofaktdre sahip olan Cu,Zn-SOD ve Mn-SOD
izoenzimleri insanlarda bulunmaktadir. Cu,Zn-SOD izoenzimi hiicre sitozoliinde, Mn-
SOD izoenzim tipi ise hiicre mitokondrisinde bulunmaktadir. Yapisal olarak hicbir
benzerligi bulunmayan bu izoenzimler ayni tepkimeleri katalizlerler (Miao ve Clair,
2009; Silig ve ark., 2015). Fe-SOD izoenzimi ise prokaryotlarda ve bazi bitkilerin
Kloroplastlarinda bulunmaktadir (Anuk, 2018).

Yapilan calismalarda SOD izoenzimlerinin Down sendromu, Amniyotrofik
Lateral Skleroz (ALS) hastaliklarinda, hiicre farklilagmasinda, tiimor olusumunda,
pulmoner toksisite ile uyarilan hipokside ve vaskiiler kaynakli hastaliklarin
patogenezinde onemli rol oynamaktadir (Aslanko¢ ve ark., 2019). Ayrica serbest
radikallerin canlilarda olusturdugu hasara kars1 SOD enzimi katalaz enzimi ile birlikte

caligmaktadir (Siileyman ve ark., 2018).

2.4. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, yapilarindaki aromatik halkanin karbon atomlari ile birlesmis
bir veya birkac hidroksil grubuna sahip dogal bilesiklerdir. Hidroksil grup sayisi bir

olanlar fenol, birden ¢ok ise polifenol olarak adlandirilirlar (Mammadov, 2014).
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Fenolik bilesikler, 8000’den fazla ¢esidiyle bitkiler aleminde 6nemli derecede
yayilig gosteren sekonder metebolitlerdir. Bitkiler parazit, patojen, radyasyon ve avci
saldirganlig gibi etkilere karsi yapilarindaki fenolik bilesikler ile savunma olustururlar.
Ayrica bitkilerin renk ve tat olusumlarina katkida bulunurlar (Dai ve Mumper, 2010).

Fenolik bilesiklerin antidiyabetik, antienflamatuvar, antimikrobiyal, antialerjik,
antiviral, antipatojenik ve antitrombotik gibi 6zellikleri ile birlikte kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklarda, osteoporoz ve kanserde koruyucu rolii oldugu
belirtilmistir (Macdougall, 2002; Scalbert ve ark., 2005; Kolag ve ark., 2017).

Fenolik bilesikler halkasal yapilarina ve yapi unsurlarina gore flavonoitler,
fenolik asitler, tanenler, stilbenler ve lignanlar olarak siniflandirilirlar (D’ Archivio ve
ark., 2007).

2.4.1.Fenolik asitler

Fenolik asitler, serbest halde bulunmayan sebze ve meyvelerin yapisinda yaygin
olarak yer alan bilesenlerdir. Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler olmak iizere
iki gruba ayrilirlar. Bu bilesiklere OH ve -OCHs gruplar1 baglanarak diger fenolik asit
tiirevlerini olustururlar (Y1ldiz ve Baysal, 2003).

Hidroksibenzoik asitler, bitkilerde eser miktarda bulunurlar veya hig
bulunmazlar. Ortak Cg¢-C; yapisina sahiptirler ve hidroksisinnamik asitlerin -
oksidasyonu ile olusurlar. Bu gruba p-hidroksibenzoik, gallik, salisilik ve vanilik asit
dahildir. Hidroksisinnamik asitler ise bitkilerde yaygin olarak bulunurken Cs-Cs
yapisina sahiptirler. Bu gruba kafeik, ferulik, p-kumarik ve o-kumarik asit dahildir
(Kolag ve ark., 2017).

Fenolik asitler, bitkilerde ortam kosullarina bagli olarak olusan strese karsi,
bitkilerin savunma sistemini harekete gecirerek toleranslarini arttirir. Bunun yani sira
giiclii antioksidan yapilarindan dolayr insan beslenme ve sagligi lizerine de Onemli

katkilar1 bulunmaktadir (Turfan ve ark., 2016).

13



R1 R1
RQAQ—COOH REAQCHZCH —COO0OH
R3 R3
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Sekil 2.2 Fenolik bilesiklerin molekiil yapist A-Hidroksibenzoikler, B-
Hidroksisinnamikler (Shadidi ve Naczk, 1995)

2.4.2.Flavonoitler

Giliniimiize kadar tanimlanmis 8000’den fazla fenolik bilesigin yaklagik 4000°ini
flavonoitler olusturmaktadir (D'Archivio ve ark., 2007). Diisiik molekiil agirligina sahip
flavonoitler, Cg-C3-Cs seklinde on bes karbonlu, 2-fenil benzopiron (difenil propan)
yapisindadirlar (Kahraman ve ark., 2002; Ating ve Kalkan, 2018).

Flavonoitler; flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanoller (veya katesinler),
izoflavon, flavanonoller ve antosiyanidinler olmak {izere farkli alt gruplara
ayrilmaktadir (Tsao ve Yang, 2003). Bu gruplar arasindaki farklar, yapilarindaki
hidroksil gruplarin sayisi, doymamislik derecesi ve iiclii karbon segmentinin oksidasyon
diizeyi ile iliskilendirilmistir (Kumar ve Pandey, 2013).

Flavonoitlerin giiglii antioksidan o6zellikleri sayesinde yapilarindaki aromatik
heterosiklik ve ¢oklu doymamis baglarin varliiyla saglam bir kimyasal yap1 gosterirler
ve hidroksil gruplarinin hidrojen vererek redoks reaksiyonlara katilmasiyla serbest
radikal oldiriicti etki gosterirler. Ayrica lipit peroksidasyonunu kisitlayici etkileri de

bulunmaktadir (Artajo ve ark., 2006; Ozay, 2015).

Sekil 2.3. Flavonoitlerin molekiil yapisi
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2.5. Karbon Tetrakloriir (CCl,)

CCly; renksiz, kokulu, ¢abuk buharlasan, yarilanma Omrii uzun, kararli bir
yapiya sahip apolar bir maddedir. CCls endiistriyel fabrikalarda, evlerde, yangin
sondiiriiciilerde, kuru temizleme ve farmasotik {iretim gibi alanlarda yaygin
kullanilmaktadir. CCly viicuda inhalasyon, deri ve sindirim yolu ile basta karaciger,
bobrek, akciger, testis, beyin ve kas gibi pek ¢ok organa zarar veren toksik bir maddedir

(Hasar ve ark., 2020).

CCly, biyolojik olarak aktif degildir ve hedef hiicrelerde rol alabilmesi i¢in reaktif
toksik metabolitlere ¢cevrilmesi gerekmektedir (Vural, 2015).

CCly, hayvanlarda ve insanlarda hepatotoksititeye neden oldugu igin toksitite
modeli olusturmada yaygin olarak kullanilmaktadir. CCl, serbest radikal metabolitleri
tiretimi ile hiicresel hasar olusturmaya baslar. Doymamis yag asitleri ile reaksiyon
olusturarak lipit peroksidasyonuna, protein ve yag asitleri ile kovalent baglanarak hiicre
membraninin bozulmasina neden olur. MDA, lipit peroksidasyonunun son iiriinii oldugu

i¢in hasarin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Tekeli ve Bildik, 2013).

CCly, karacigerde sitokrom p450 monooksijenaz sistemi ile hiicre hasarini
baglatir. CCl,’lin toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda, karacigerde biyotransformasyon
sonucu olusan triklorometil (CCl3) radikali sorumludur. CCl; daha sonra oksijen ile
tepkimeye girerek triklormetil peroksil (CCl30,) radikalini olusturur. CCl30; radikali
hiicre zar yapisini bozarak olusan hasarda, birincil mekanizma olarak rol oynar. CCl3;0,

radikali giiglii bir lipit peroksidasyonu temel baslaticisidir (Mercan, 2004).

Sitokrom p450 . .
CCl;, — » CCl; "+ ClI

0,
CCly” — CCI:0,”

Sekil 2.4. CCly’iin, CCl30; ‘e doniismesi
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Dogan (2018b), CCls ile oksidatif stres olusturdugu sicanlarda Pholiota
aurivella (PA) etanolik liyofilize ekstresinin biyokimyasal ve hematolojik parametreler
tizerindeki etkilerini arastirdigi ¢alismada; deney gruplarini kontrol, CCl4, CCly + PA
(100 mg/kg, ekstre) ve CCl, + PA (500 mg/kg, ekstre) seklinde olusturmustur. 4 hafta
stiren deney siiresince CCly ve CCly + PA gruplarina haftada iki kez intraperitonal yolla
1 ml CCly/zeytinyag: karigimi vermistir. Deney sonucunda yapilan bazi biyokimyasal
parametreler ve hematolojik parametreler ile CCl; ve CCl4+PA ekstresi uygulanan
gruplarda GSH diizeyinin kontrol grubuna gore ve CCl, grubundaki GPx diizeyinin
kontrol ve CCIl4+PA gruplarina gére dnemli oranda diislis gosterdigini gézlemlemistir.
Eritrosit frajilitesi ¢alismasinda CCly ve CCl;+PA gruplarinda kontrol grubuna gore
artts oldugunu ve CCl; grubunda bazi hematolojik parametrelerde diisiis gosterdigini
ancak Kirmizi Kan Hiicreleri Dagilim Genisligi (RDW)’nde artis oldugunu
gozlemlemistir. Sonu¢ olarak CCly’lin toksititesine ragmen PA igin net bir sey
sOylenemeyecegini ancak PA’nin hemolize neden oldugu i¢in zararli olabilecegini ve

tilketiminde dikkat edilmesi gerektigini aciklamistir.

Suzek ve ark. (2016), CCly ile oksidatif stres olusturduklart siganlarda Liquidambar
orientalis Mill (Hamamelidaceae) agacindan elde ettikleri sigla yaginin (SO) koruyucu
etkisinin olup olmadigini arastirmislardir. Deney gruplarini kontrol, CCl,, SO ve CCl4+SO
seklinde olusturmuslardir. 50 giin siiren deney siiresince CCl; ve CCly+SO gruplarina
haftada iki kez intraperitoneal yolla 1 mL zeytinyagi/CCls karisimi vermislerdir. Deney
sonucunda yapilan bazi biyokimyasal parametreler ve histopatolojik ¢aligmalar ile CCl,
grubunda karaciger hasari serum biyobelirteglerinde kontrol grubuna gore artis, CCl4 + SO
grubunda ise CCl, grubuna gore belirgin bir diisiis gézlemlemislerdir. Ayrica SO’nun
karaciger koruyucu etkisini, CCls grubunda olusan dejeneratif degisikliklere karst CCl4+SO
grubundaki normal histolojik bulgularla desteklemislerdir. Sonug¢ olarak SO’nun CCly

toksititesine kars1 antioksidan 6zellik gostererek koruyuculugunu agiklamiglardir.

Suzek ve ark. (2017), CCly ile oksidatif stres olusturduklari siganlarda Ceratonia
siligua L. (CP) tiirinden elde ettikleri kegiboynuzu tohumlarinin nefropati ve
hepatotoksisiteye karsi antioksidan rolinii ve koruyucu etkisinin olup olmadigini
aragtirmiglardir. Deney gruplarini kontrol, CCl,, CP ve CCl4+CP seklinde olusturmuslardir.
50 giin boyunca siiren ¢alismada CCl,; ve CCl4+CP gruplarina haftada iki kez
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intraperitoneal yolla zeytinyagi/CCls karisimi ve CP grubuna toz halindeki tohumlari
%10’1luk olarak vermiglerdir. Deney sonucunda yapilan bazi biyokimyasal parametreler ve
histopatolojik ¢alismalar ile CCl; grubunda karaciger hasari serum biyobelirteglerinde
kontrol grubuna gore belirgin bir artis oldugunu goézlemlemislerdir. CCl4+CP grubunda ise
CCl4 grubuna gore diisiis ve CP takviyesinin CCly’e bagli olarak indiiklenen MDA ve
antioksidan savunma sistemi bilesenlerini kontrole gore geri yiikledigini belirtmislerdir.
Ayrica CP’nin karaciger koruyucu etkisini, CCl,4 grubunda olusan dejeneratif degisikliklere
kars1 CCly+CP grubundaki normal histolojik bulgularla desteklemislerdir. Sonug olarak
CP’nin CCl, toksititesine karsi diyet kaynakli antioksidanlar kadar onemli bir 6zellik

gosterdigini aciklamislardir.

Mahmoud ve ark. (2019), 8 hafta boyunca CCl; maruz biraktiklar siganlarda,
bazi biyokimyasal parametreler ve histolojik calismalar (Masson’un trikrom boyamast)
ile karaciger fonksiyon parametrelerinin ve proenflamatuvar sitokinlerinin seviyelerinde
artis gozlemlemislerdir. Kumarin tiirevi bir bilesik olan umbelliferon maddesinin,
CCly’tin olusturdugu bu hasara karsi koruyucu etkisini arastirarak pek ¢cok biyokimyasal
parametrede iyilesme gosterdigini ve karaciger fibrozuna kargt umut verici bir madde

olabilecegini vurgulamiglardir.

Kocaman ve Dabak (2015), bazi hayvan modellerinde ve insan karaciger
hiicrelerinde bir ¢ok toksik maddenin (etanol, CCl, tiyoasetamid (TAA), benzopiren,
bakteriyel endotoksinler, viral ve toksik hepatit, alkol nedenli karaciger hastaliklar1 gibi)
serbest radikal mekanizmas: ile karacigere hasar verici etkilerinin oldugunu, buna bagl
olarak silymarin (SLY)’in protein sentezini uyarmasi, lipit peroksidasyonunu
baskilamasi, GSH seviyesini hiicresel bazda arttirmasi, reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu azaltmasi ve temizlemesi etkileri ile karacigerde olusan bu tip hasarlarin
ontline gegerek, Sly’nin antioksidan ve antifibrotik aktiviteye sahip oldugunu ve ayni
zamanda toksin baglayicilar1 inhibe ederek hiicre membran reseptorlerinde toksin

baglayici blokeri olarak da gorev yaptigini belirtmislerdir.
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2.6. Silymarin

Silybum marianum (L.) Gaertn. (Meryemana dikeni, devedikeni), Asteraceae
familyasina ait olan bir t1ibbi bitkidir (TITCK, 2020).

S. marianum tohumlarindan elde edilen silymarinin (CzsH22019) membran
stabilize edici 6zelliklerinden dolay1 karaciger koruyucu rolii bulunmaktadir (Vargas-

Mendoza ve ark., 2014).

Sekil 2.5. Silybum marianum L. Gaertn ve Silymarinin molekiil yapisi

Silymarinin silibin, silidianin ve silikristin gibi ti¢ farkli izomeri bulunmaktadir.
En aktif bilesen olan silibin 1,4-dioksan halkasina sahiptir. Diger izomerlerde bu
halkanin olmamasi silibin izomerinin daha etkili oldugunu diisiindiirmektedir (Ahmed
ve ark., 2003).
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Sekil 2.6. Silibin, silidianin ve silikristinin molekiil yapis1 (Fraschini ve ark., 2002)
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Silymarinin ~ etki mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte;
glukuronidasyonu arttirarak glutatyonun tiikenmesini onler ve glutatyonun intraseliiler
igerigini diizenleyerek ROS/RNS siipiirmesinde ve lipit peroksidasyonunu onlemede
etkili olan bir antioksidandir. Karaciger hiicrelerine giren hepatotoksik ajanlarin zarar
vermesini engelleyerek hiicre membrani stabilizatorii ve permeablite diizenleyicisi
olarak davranir. Karaciger yenilenmesini hizlandirarak RNA polimerazin aktivitesini
uyarir. Karacigerde siroza neden olan kollajen fibrillerin artisina engel olur. immiin
sistemin bozulmasma neden olan toksik etkileri ortadan kaldirmaya yardim ederek

immiin sistemin yeniden diizenlenmesine yardimci olur (Kocaman ve Dabak, 2015).

Silymarinin, etanol, parasetamol (asetaminofen) ve CCl; gibi ajanlarin
hepatotoksititesini notralize ettigi, lipit peroksidasyonunu siddetlendiren tiimor nekroz
faktorlerini inhibe ettigi, akut viral ve toksik hepatitte, alkolle ilgili karaciger
hastaliklarinda, Amanita phalloides mantar1 zehirlenmelerinde ve psikotropik ilaglarin
neden oldugu hepatotoksik durumlarda serbest radikal siipiiriicii olarak rol oynadigi ve

antihepatotoksik ajan oldugu belirtilmistir (Fraschini ve ark., 2002).

Silymarinin,  antiapoptotik, antiviral,  antienflamatuvar, antifibrotik,
antikarsinojenik ve antianjiyojenik o6zelliklere sahip oldugu, iyi tolere edilebildigi igin
kullaniminin giivenli oldugu kanitlanmistir (Kocaman ve Dabak, 2015). Ayrica
silymarinin, diyabet ve diyabetin sebep oldugu komplikasyonlar1 engelleyebilecegi
belirtilmistir (Pradhan ve Girish, 2006; Vessal ve ark., 2010).

Silymarin yilan sokmasi, bocek isiriklarinin tedavisinde, toksin ve mantar
zehirlenmelerinde, karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda gegmisten giiniimiize yaygin

olarak kullanilmaktadir (Ding ve ark., 2001).

Ghosh ve ark. (2016), karaciger toksini olarak bilinen TAA’e maruz kalmisg
fareler tlizerinde yaptiklar1 histolojik ¢alismada, biyolojik ve farmakolojik etkilere sahip
olan silymarinin (SLY) antioksidan ve serbest radikal temizleyici -etkisini
kanitlamiglardir. Fareler iizerinde yaptiklar1 bu g¢alismada kontrol, TAA, SLY ve
TAA+SLY gruplarint olusturmuslardir. DNA parcalanma analizi, kolajen boyama ve
histolojik c¢aligmalar ile TAA grubunda TAA’nin reaktif oksijen tiirleri {iireterek

oksidatif stres olusturdugu ve ayn1 zamanda karaciger ve bobrek hiicrelerinde apoptozu

19



indiikledigini belirtmislerdir. Ancak, yine ayni ¢alismalarla TAA+SLY grubunda
SLY’nin, reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek TAA’nin biitiin bu zararli etkilerini
baskiladigin1 géstermislerdir. Sonug olarak SLY’ nin karaciger ve bobrekteki apoptotik
yollar1 engelleyerek hiicrelerin hayatta kalmasini saglayip, hepatik ve renal hasari

koruyucu etkisinin oldugunu belirtmislerdir.

2.7. Biyokimyasal Parametreler

2.7.1. Alanin aminotransferaz (ALT)

Alanin aminotransferaz (ALT, E.C. 2.6.1.2.), transaminasyon reaksiyonunu
katalize eden, “Serum glutamik-piruvik transaminaz (SGPT)” olarak da bilinen, bir
amino grubunun L-alanin'den a-ketoglutarata transferinden, piruvat ve L-glutamat
olusturan tersinir reaksiyondan sorumlu olan bir enzimdir (Vutukuru ve ark., 2007;
Fikry ve Ahmed, 2019).

ALT, karacigere spesifik bir enzim olarak karaciger sitoplazmasinda bulunurken
iskelet kasi, bobrek, kalp ve eritrositlerde diisiik yogunlukta bulunabilir (Kolanci, 2009).
ALT, Kklinik uygulamalarda kolayca elde edilebilen, ucuz ve rutin biyokimyasal
parametredir (Liu ve ark., 2014). ALT, karaciger hasarinin belirlenmesinde énemli bir
rol oynar ve etiyoloji ile birlikte aspartat aminotransferaz gibi diger karaciger enzim
bulgulartyla birlikte degerlendirilir (Van Beek ve ark., 2013). Yiiksek ALT seviyeleri
yetiskin ve ¢ocuklarda hiperlipidemi, diyabet ve obezite gibi bazi metabolik
bozukluklarla da iliskilendirilmistir (Karaphillis ve ark., 2017).

2.7.2. Aspartat aminotransferaz (AST)

Aspartat aminotransferaz (AST, E.C. 2.6.1.2), a-amino grubunun aspartattan
ketoglutarik asit ve piirivik asite aktarilmasini saglayarak sitrik asit dongiisiinde rol
oynayan, “Serum Glutamik Oksaloasetik Transaminaz (SGOT)” olarak da bilinen bir

enzimdir (Yemitan ve Izegbu, 2006; Kayacik ve Kalayci, 2008).

AST, karaciger, bobrek, kalp, akciger, eritrosit, pankreas ve iskelet kasinda

bulunur (Arika ve ark., 2016). Sitoplazma ve mitokondrilerde yer alir (Fikry ve Ahmed,
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2019). AST, klinik uygulamalarda rutin biyokimyasal parametre olarak kullanilmaktadir
(Giirdol, 2018). Kan dolasiminda bulunan AST miktarindaki yiikseklik, hasar olusan
hiicre sayisina karsilik gelir ve yiikselme seviyesi hasar1 takiben yapilan test siiresine
baghdir. Hiicre hasarindan sonra AST seviyesi 8 saat i¢inde ylikselir ve 24-36 saatte

zirveye ulasir (Arika ve ark., 2016).

AST/ALT orami kronik karaciger hastaliklarinin belirlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Brancaccio ve ark., 2010). Sirozda AST/ALT oran1 2’den biylik ve
hepatitte ise bu oran 1’den kiigiiktiir. Ayrica AST, sok ve hipoksiye bagli dolagim
yetmezligi ve miyokard enfarktiis gibi durumlarda da artis gostermektedir (Kolanci,

2009).

2.7.3. Laktat dehidrogenaz (LDH)

Laktat Dehidrogenaz (LDH, E.C. 1.1.1.27.), anaerobik kosullarda piruvatin
laktata tersinir donistiiriilmesini katalize eden ve aymi zamanda nikotinamit adenin
dintikleotit dehidrojenaz (NADH) ve NAD'nin birlikte doniisiimiinii saglayan bir

enzimdir (Brancaccio ve ark., 2010; Miao ve ark., 2013).

LDH, LDH-A ve LDH-B olmak iizere iki ana alt birimden olusur. LDH-A ve
LDH-B, LDH’in bes farkli izomerini (LDH1, LDH2, LDH3, LDH4 ve LDHDb5)
Olusturur. LDH-A yogun olarak iskelet kasinda bulunur ve piruvat i¢in yiiksek bir
afiniteye sahiptir. LDH-A alt birimini tasiyan LDHS5, piruvatin laktata doniisiimiinii
destekleyerek NAD+ iiretimini gergeklestirir. LDH-B ise yogun olarak kalp kasinda
bulunur ve mitokondride laktatin oksitlenebilen piruvata doniisiimiinii gergeklestirir

(Ding ve ark., 2017).

LDH, tiim canl tiirlerde genis bir dagilima sahip olmakla birlikte agirlikli olarak
iskelet kasi, kalp ve bobrekte; bagirsak, karaciger, akciger ve pankreasta ise daha az
yogunlukta bulunur (Center, 2007). Sitoplazmik bir enzim olmasi ve tiim hiicrelerde
bulunmasindan dolayr LDH’1n, nekroz, apoptoz ve diger hiicre hasarlarinda serumdaki

seviyesinde artis gozlemlenir (Kumar ve ark., 2018).
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2.7.4. Kreatinin

Kreatin ~ (N-aminoiminometil-N-metilglisin, CREA), endojen  olarak
metiyoninden bir metil grubun, glisinden bir asetik grubun ve arjininden bir amit grubun
aktarilmasiyla sentezlenen bir guanidin bilesigidir. Karaciger, bobrek ve pankreas
tarafindan sentezlenen CREA, kalp, iskelet kasi ve beyin tarafindan fosforillenerek
yiiksek enerjili fosfokreatin bilesigi ortaya ¢ikar (Negro ve ark., 2019). Dokunun
ihtiyaci olan fosfat kullanildiktan sonra geriye kalan molekiil halkalasma reaksiyonu

gostererek kreatinini olusturur (Giirdol, 2018).

Serum kreatinin, bobrek hasari i¢in klinik uygulamalarda uygun ve giivenilir bir
parametre olarak sik¢a kullanilmaktadir. Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR)’nin
belirlenmesinde kullanilan kreatininin, kas katabolizmasmin bir iriinii olmasindan
dolay1 bireyin kas kiitlesi ile degisebilecegi de miimkiin olmaktadir (Delanaye ve ark.,
2017). Kreatinin, kas kiitlesi ve fiziksel performansin artmasi, anaerobik enerji
kapasitesinin arttirilmast ve protein yikiminin azaltilmasi mekanizmalarina da etki
etmektedir (Kreider ve Stout, 2021). Kan ve idrarda bulunan kreatinin, bobrek
fonksiyon bozukluklari, kaslarin dejeneratif hastaliklarinda ve tiroit bezinin diizgiin

calismadigl durumlarda tan1 amagli kullanilmaktadir (Canovas ve ark., 2019).

2.7.5. Ure

Ure, bir oksijen ve hidrojen bagi alicis1 olarak gérev yapan, polar yapida olan,
suda ¢oziinebilen bir molekiildiir (Wang ve ark., 2014). Ure, 60 g/mol agirligma sahip
protein ve azot metabolizmasinin son triiniidiir (Lau ve Vaziri, 2017). Karacigerde
gerceklesen iire dongiisii, amonyagin iireye doniisiimiinii saglayarak viicuttan atilimini
gerceklestirir (Lee ve ark., 2018). Karacigerde sentezlenen iire, kan araciligi ile
bobreklere tagmarak glomerulus tarafindan siiziiliir. Urenin %40-60’1 toplayic1 kanallar

aracilifiyla geri emilir (Bishop ve ark., 2013).

Kan iire seviyesi bobrek fonksiyon bozukluklarinin ve yetersiz protein

miktarinin biyobelirteci olarak kullanilmaktadir (Pundir ve ark., 2019).
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2.7.6. Glukoz

Glukoz, organizmada enerji rezervi ve metabolik yakit olarak gorev yapan ve

rediiktor grup olarak aldehit grubu igeren bir monosakkarittir (Galant ve ark., 2015).

Glukoz metabolizmasini, bagirsaktan karbonhidrat emilimi, glikojenoliz,
glukoneogenez, glukozun direkt ve indirekt oksidasyonu, glikojenez, liponeojenez,
glukozdan diger monosakkaritlerin ve kompleks karbonhidratlarin olusumu ve kan
glukoz diizeyinin bobrek esigi olan %160-180 mg' astig1 durumlarda idrarla glukozun
atilimi (glukoziiri) olaylar1 olusturmaktadir (Giirdol, 2018).

Kan glukoz seviyesinin artmasi diyabetin dnemli tani belirtecidir (Buranasin ve
ark., 2018). Hipergliseminin olugmasiyla serbest radikal iiretiminde artis meydana
gelerek antioksidan savunma mekanizmasinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica lipit
peroksidasyon ve ileri glikasyon son iirlinlerinde de artisa yol agmaktadir (Shah ve ark.,

2007).

2.7.7. Trigliserit (TG)

Trigliserit (TG), esterlestirilmis ti¢ yag asidi ve 1 gliserol molekiilii igeren,
apolar ve esnek yapiya sahip bilesenlerdir. Bir yag asidinin gliserolle esterlesmesi
sonucu monoagilgliseroller; ili¢ yag asidi ile esterlesmesi sonucu triacilgliseroller yani

TG’ler olusur (Cetinkalp, 2017).

TG’ler, karaciger hiicresi ve adipoz dokunun endoplazmik retikulumun
stoplazma ylizeyinde sentezlenerek yag asitlerinin depolanmasini saglarlar. TG’ler
organizmada sivi ortamlarin disinda bulunabilmeleri ve yiiksek karbon igerikleriyle
enerji depolanmasinin 6nemli bir basamagini olustururlar. TG hidrolizi sonucu agiga
cikan yag asitleri, organizmanin enerji kaynagini karsilamada rol oynarlar (Cetinkalp,
2017). Ekzojen kaynakli TG, bagirsakta iiretilen silomikronlar araciligiyla taginir.
Endojen kaynakli TG ise, hepatik olarak iiretilmis ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL)’ler araciligiyla taginir (Laufs ve ark., 2020).

Kan TG seviyesi, 150 mg/dL normal olarak ve 150-999 mg/dL TG seviyesi ise
yiiksek olarak kabul edilir (Berglund ve ark., 2012). Kan TG seviyesindeki yiikselme,
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kardiyovaskiiler, bobrek ve metobolik hastaliklar, diyabet, hipotiroidi, sismanlik,
hamilelik ve bazi ilaglarin kullanimu ile iliskilendirilir (de Diego ve ark., 2019; Laufs ve
ark., 2020).

2.7.8. Total kolesterol (TC)

Kolesterol, diizlemsel bir konformasyonda 27 karbonlu ve 4 kaynagmis halkadan
olusan polisiklik bir lipit molekiiliidiir (Cortes ve ark., 2014). Kolesterol bir steroldiir ve
sterol ¢ekirdeklerini asetil koenzim A’ya pargalayabilen bir enzim olmadigi igin
kolesterol, enerji kaynagi olarak kullanilamaz (Cortes ve ark., 2014; Narwal ve ark.,
2019).

Kolesterol, hiicre zarlarinin yapisal bileseni olmasiin yani sira, safra asitleri, D
vitamini ve steroit hormonlarinin dnciisii olarak organizmada hayati bir 6neme sahiptir

(Morgan ve ark., 2016).

Kolesterol, hidrofobik bir yapiya sahip olmasindan dolay1 suda ¢oziinmez ve
emilimi igin 6nce ¢oziinmesi gerekmektedir. EKzojen kaynakli kolesterol emiliminin ilk
basamagi, proksimal bagirsak liimeninde ¢oziinmesiyle baglar. Karaciger tarafindan
sentezlenen safra once safra kesesinde depolanir, daha sonra safra kanalina gegerek
Oddi sfinkterinden bagirsaga geger ve emilimi saglar. Dolasimdaki lipoproteinlerden
kolesteroliin alimi ise karacigerdeki hiicreler tarafindan gergeklestirilir (de Boer ve ark.,
2018). Besinle alinan kolesterol ortalama 200-3000 mg/giin iken, endojen kaynakli
sentezlenen kolesterol ise 1 g/glin’diir (Giirdol, 2018).

Serum kolesterol seviyesinin, 200 mg/dL’den diisiik olmasi normal kabul
edilirken, 240 mg/dL’den fazla olmasi1 yiiksek kabul edilir (Bui ve Park, 2016). Serum
kolesterol seviyesi, diyabet, hipotiridizm, kardiyovaskiiler, karaciger ve bobrek

hastaliklarinin tanisinda 6nemli rol oynamaktadir (Narwal ve ark., 2019).

2.7.9. Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL_c)

Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL c), plazma lipoproteinler arasinda

5-17 nm c¢apindaki en kiigiik ve 1.063-1.210 kg/L’de en yogun olan, ana proteini
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apolipoproteini karaciger ve ince bagirsak tarafindan sentezlenen bir lipoprotein tiiriidiir

(Miérz ve ark., 2017).

Organizmadaki fazla kolesteroliin periferik dokulardan karacigere tasmimi
esnasinda rol oynayan HDL c partikiilleri, antiaterojenik etki sergilemektedir
(Weissglas-Volkov ve Pajukanta, 2010).

Serum HDL c¢ seviyesi erkeklerde 40 mg/dL, kadinlarda ise 50 mg/dL olarak
belirlenmistir (Lee ve ark., 2017).

HDL_c eksikligi koroner kalp hastaliklarinda major risk faktoriidiir (Rohatgi ve
ark., 2014). HDL c ile koroner kalp hastaliklar1 arasindaki s6z konusu ters iliski,
HDL c’nin artmasiyla koroner kalp rahatsizliklarinin azalmasi seklinde agiklanmaktadir
(Rader ve Tall, 2012). Ayrica HDL c¢ distkligi tip 2 diyabet, kanser, inme ve bazi
enflamatuvar hastaliklarda da etkili olabilmektedir (Pirillo ve ark., 2015).

2.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Bir karisimin gézenekli (adsorban veya sabit faz) bir ortamda hareketli bir
¢oziictiniin (hareketli faz) etkisiyle, karisimda bulunan bilesenlerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore farkli hareketlerle birbirinden ¢oziinerek ayrilmasi islemlerine
kromatografi denir (Eser ve Dingel, 2018).

Bir siv1 igerisindeki ¢oziinmiis ve ayrilacak bilesikler, kolonun i¢inde kati bir
destek tizerindeki sabit faz ile cesitli etkilesimler olusturarak farkli hizlarda ilerleyerek
ve farkli zamanlarda terk ederek birbirinden ayrilirlar. Tasiyict faz olarak kullanilan
stvilar, kolona pompalar yardimiyla basildiginda yiiksek akis hizi saglayarak
bilesiklerin birbirinden ayrilmasini daha kisa siirede tamamlanmasini saglarlar. Kolonun
ucuna baglanan bir dedektor yardimiyla kolondan ayrilan bilesikler miktarlariyla
birlikte tespit edilip kaydedilir. Bu tarz yiliksek hizda yapilan sivi kromatografi
sistemine YPSK denir (Yildiz, 2014).

YPSK, 1980°1i yillardan itibaren en yaygin kullanilan analitik tekniklerden biri
olan kromatografi tliriidiir. Sicakliga duyarli olan ve dayanikli olmayan ugucu

bilesiklerin analizinde sonug¢ alma agisindan kolaylik saglar (Yavas, 2019).
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Standart YPSK sistemleri hareketli faz rezervuari, pompa, enjektor, kolon (sabit
faz), dedektor ve atik rezervuari olmak tizere 6 bolimden olusmaktadir. Hareketli faz
rezervuari, kullanilan hareketli fazin konuldugu haznedir. Pompa, yiiksek basing ile
mobil fazin YPSK sistemi igerisinde hareketini saglayarak akis hizin1 ve basing degerini
ayarlar. Enjektor, sabit faz oncesinde mobil fazin enjekte edilmesinde kullanilir. Kolon,
kimyasal ve fiziksel Ozelliklerine gdre bilesenlerin ayrilmasini saglar. Son olarak
dedektor ise ayrilan bilesenlerin kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmasini saglar

(Cetinkaya, 2014; Yavas, 2019).

2.8.1. Siv1 kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)

Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS), kiitle dedektoriiniin
kullanilmasiyla ¢alisma kolayligi ve tam sonuclar vermesi nedeniyle kullanilan sivi
kromatografi temelli yontemdir. LC-MS/MS, YPSK cihazinin bir alt tiiridiir ve kiitle
spektrometresinin varligtyla farkli bir cihaz olarak kullanilmaktadir (Eser ve Dingel,
2018).

LC-MS/MS cihaz kiitle spektrumu, iyon kaynagi, kiitle analizorii ve dedektor
sistemi olmak iizere 4 béliimden olusur (Oncii, 2016).

Kiitle spektrometresi, elektriksel veya manyetik bir alanda hareket eden
bilesenleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger bilesenlerden ayirt eder. Molekiiller,
iyonlara (+ veya - yiiklii) doniistiiriildiikten sonra gaz fazina gegilerek cihaza yiiklenir.
LC-MS/MS cihazinda her molekiil i¢in m/z degeri ve retansiyon zamani bulunur.
Bircok molekiill aym1 m/z oranina sahiptir. Ancak molekiillerin ayni pargalanma
iyonlarina sahip olmasi 1/10.000°dir (Eser ve Dingel, 2018).

LC-MS/MS, organik ve inorganik molekiillerin yapisal 6zelliklerinin
belirlenmesinde, bilinmeyen pek c¢ok bilesigin tanimlanmasinda ve disiik
konsantrasyondaki maddenin miktar tayinini yapmasindan dolayi, kesin ve o0zgiil
sonuglar vermesi nedeniyle sik kullanilan yontemdir. (Eser ve Dingel, 2018).

LC-MS/MS, klinik uygulamalarda (aminoasit metabolizmasi bozukluklari,
organik asidemiler gibi hastaliklarin tanisinda), biyoteknoloji alaninda (protein, peptit
ve oligoniikleotitler), adli tip-toksikoloji analizlerinde (uyusturucu ilaglar, narkotikler,
zehirler), farmasotik uygulamalarda (farmakokinetik ve ilag ¢alismalarinda) ve gevre-

gida analizlerinde (pestisit ve metabolitler gibi) kullanilmaktadir (Eser ve Dingel, 2018).
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Tibbi bitkiler yeni ila¢ gelistirme agisindan énemli biyoaktif maddeler igermektedir. Bu
biyoaktif maddelerin tespiti ve yeni tibbi bitki arayiglari icin de LC-MS/MS yontemi
kullanilmaktadir (Isik, 2020).

2.9. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS), iki farkli cihazin
birlestirilmesiyle olusturulmustur. GC-MS ydntemi, gaz kromatografisi ile bilesenleri
gaz fazinda yiiksek verimle ayirmak ve kiitle spektrometresi ile bilinen bilesenlerin
dogrulanmasi ve bilinmeyen bilesenlerin kimlik tespiti esasina dayanmaktadir (Skoog
ve ark., 2013).

Gaz kromatografisi ilk olarak 1952 yilinda kiigiik karboksilli asit karigiminin
ayrimi ile kullanilmaya baglanmistir. Kiitle spektrometresi ilk olarak 1912 yilinda
oksijen, karbonmonoksit ve karbondioksit gibi bilesiklerin kiitle spektrumlarinin elde
edilmesi amaciyla kullanilmistir (Ozkan, 2017).

GC-MS cihazlar1 1958 yilinda tanitilmig ve ilk veri isleme 1968 yilinda
yapilmigtir (Ozkan, 2017).

GC-MS yontemiyle bilesikler sabit elektron voltajina maruz birakilarak iyonize
edilir. Iyonize edilen bu bilesikler tekrarlanabilen, cihaza bagli olmayan par¢alanma
modelleri iireterek veri tabanlarini olustururlar (Garcia ve Barbas, 2011).

GC-MS analizleri, sadece ugucu bilesiklerin veya ugucu olmayan bilesiklerin
tiiretme yoluyla ugucu hale getirilmesi sonucu, bu bilesiklerin tespiti islemlerinde
kullanilir (Garcia ve Barbas, 2011).

GC-MS yonteminin metabolomik analizlerde ¢ogunlukla kullanilmasinin belirli
avantajlart bulunmaktadir. GC-MS, ham biyolojik malzeme miktarini azaltarak gazda
bulunan bilesiklerin siv1 fazda daha iyi ayrilmasina olanak tanir ve veri taban1 sayesinde
farkli alanlara (adli tip, klinik, biyoteknoloji gibi) kolaylik saglamasi ile diger
metabolomik teknolojilere kiyasla diisiik satin alma, ¢alistirma ve onarma imkan1 saglar
(Kanani ve ark., 2008).
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2.10. T1ibbi Bitkiler

Gegmisten giliniimiize kadar insanlar hastaliklarin tedavisinde (seker hastaligi,
sarilik, nefes darligi vb.), gida tiiketiminde, barinak ve giyim alanlarinda bitkilere
yonelmistir. Tibbi bitkilerin kullanimi ¢esitli tibbi sistemlere dayanarak yiizyillar
boyunca insanlarin birikimleri sonucu olusturulmustur (Sheng-Ji, 2001; Gurib-Fakim,
2006; Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).

Diinya ¢apinda yaklasik olarak 20.000 ile 70.000 arasinda bitki tiirii tibbi amagh
kullanilmaktadir (Schippmann, 2006; Arslan ve ark., 2015).

Geleneksel tip, birgok iilkede birinci basamak saglik hizmetlerinde ve
tamamlayici tipta dnemli oranda rol oynamaktadir. Geleneksel ilaglarin diinya ¢apinda
kullanim1 diinya niifusunun %60’1na karsilik gelmektedir (WHO, 2021). Ayrica bazi
receteli ilaglarin etken maddesini (vinblastin, rezerpin, kinin, aspirin vb.) bitkilerden
elde edilen maddeler olusturmaktadir (Faydaoglu ve Siirticiioglu, 2011).

1990’1 yillardan sonra, dogal iiriinlere olan talebin artmasiyla birlikte tibbi ve
aromatik bitkilerin yeni kullanim alanlari dogmustur. Yapilan caligmalarla tibbi ve
aromatik bitkiler piyasasinin yillik yaklagik olarak 60 milyar dolar oldugu belirtilmistir
(Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).

Asya, Afrika ve Orta Dogu boélgelerindeki bazi iilkelerde tibbi ve aromatik
bitkilere yonelim gelismekte olan {ilkelere gore daha fazladir. Almanya, Avustralya,
ABD ve Fransa gibi gelismis lilkelerde tibbi bitkilerin kullanimi olduk¢a azdir. Ancak
Almanya, ABD, Ingiltere ve Japonya tibbi ve aromatik bitkilerin énemli ticaret
merkezlerini olusturmaktadir (Acibuca ve Budak, 2018).

Ulkemizdeki tibbi ve aromatik bitkilerin sayis1 yaklasik 350 adet civarindadir ve
bunlarin 100°den fazlasinin endiistriyel ticareti ve ihracat1 yapilmaktadir (Aslan, 2019).

Geleneksel tipta tibbi ve aromatik bitkilerin kok, gévde ve bunlarin kabuklari,
cicek, yaprak, lateks, tohum ve meyve kisimlar1 kullanilmaktadir (Muthu ve ark., 2006).

Tibbi ve aromatik bitkiler yapilarindaki antioksidan madde igerikleri ile
antimikrobiyal, antifungal, antihelmintik ve serbest radikal siipiiriicii olarak etki

gostermektedir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013).
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2.11. Muscari Mill.

Asparagales ordosu 14 familya, yaklagik 1053 cins ve 35.892 takson ile temsil
edilmektedir. Diinya’daki en fazla takson sayisina sahip Orchidaceae familyasi bu
ordoya dahildir. Asparagales ordosu igerisinde yer alan Asparagaceae familyasi 7
altfamilya, 114 cins ve yaklasik 2900 tiir ile temsil edilmektedir (Chase ve ark., 2009;
Christenhusz ve Byng, 2016).

Muscari Mill. cinsi bilim diinyasma 1754 yilinda isko¢ kokenli Ingiliz
botanik¢i Philip Miller (1691-1771) tarafindan “The Gardeners Dictionary” isimli
eserin 4. basiminin 2. cildinde tanitilmigtir.

Muscari cinsi, tiir tizeri taksonomik kategorileri bakimindan gegmisten beri
tartisitlan bir cins olmustur. Cins ilk olarak Liliaceae familyas1 igerisinde
konumlandirilmistir (Lindley, 1846). Cronquist siniflandirma sisteminde Liliaceae
familyas1 igerisinde olan cins, Dahlgren smiflandirma sisteminde Hyacinthaceae
familyasi igerisine alinmistir (Cronquist, 1968; Dahlgren, 1980). Muscari cinsi
Angiosperm Phylogeny Group (APG I1Il) siniflandirma sistemi ile birlikte Asparagaceae
familyasi igerisindeki Scilloideae alt familyasina dahil edilmistir (APG III, 2009).

Muscari cinsi Akdeniz Havzasi, Kafkaslar, Avrupa’nin ihiman bélgeleri, Kuzey
Afrika, Gilineybatt Asya boyunca yayilis goOstermektedir (Speta, 1998; Jafari ve
Maassoumi, 2011).

Farkli tiirlerine farkli isimler verilmekle birlikte, Muscari cinsi iilkemizde
genellikle miigkiiriim adiyla bilinmektedir (Baytop, 2007; Giiner ve ark., 2012). Cigcek
tomurcuklar tiziime benzetildiginden dolay1 Muscari cinsi diinyada yaygin olarak {iziim
stimbiilii (grape hyacinth) adiyla bilinmektedir (Loewer, 2004).

Cins lyeleri genellikle ilkbahar cigceklenmeli olup sadece bir tiirii sonbaharda
cicek agmaktadir Cinsin yayilis gosterdigi alanlar genellikle tiirlere gore degisiklik
gostermekle birlikte; cayirliklar, stepler, karlarin eridigi bolgeler, tashik kayalik alanlar,
su kenarlari, tuzcul alanlar, ¢esitli orman altlar1 gibi yerlerdir (Eroglu, 2020).

Muscari cinsi lilkemizde 50 tiir ile temsil edilmektedir. Bu 50 tiirden 33 tanesi
endemiktir (Eker, 2021).
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Muscari neglectum Guss. ex Ten. tiiriiniin Portekiz’den Pakistan’a kadar ¢ok
genis bir cografyada yayilis gosterdigi belirtilmistir (Karlén, 1984). Ulkemizde M.

neglectum tiirii arap tiziimii adi ile bilinmektedir (Giiner ve ark., 2012).

Sekil 2.7. M. neglectum

M. neglectum soganlari1 ovoit globoz sekillidir ve genellikle kiigiik soganciklar
bulundurur. Sogan i¢ zar1 parlak kahverengi, dis zar1t koyu kahverengi renklidir.
Yapraklar seritsi sekilli, yatik veya dik, boru seklinde katlanmis, uglar1 akut,
kukuletalidir. Cigekler tomurcukta koyu mavi, uglart yesil, olgun donemde siyahimsi
mor renklidir (Eroglu, 2020).

M. neglectum tiirii Tiirkiye’de genis alanlarda yayilis gostermekle birlikte halk
arasinda antiromatizmal, midevi, diiiretik, ekspektoran olarak ve sigil tedavisinde
kullanilmaktadir. Toprak {iistii ve sogan kisimlari infiizyon ve dekoksiyon halinde
hazirlanarak tiiketilmektedir. (Tirker ve Usta, 2008; Karakose ve Karakose, 2017,
Eroglu Ozkan ve ark., 2018a).

Demirci Kayiran ve Eroglu Ozkan (2017), yaptiklar calismada 77’si Tiirkiye’ye
endemik olan 9 cins ve 140 taksonu temsil eden Hyacinthaceae familyasinin geleneksel
tipta ve tibbi uygulamalarda uzun yillardir kullanildigini belirtmislerdir. Hyacinthaceae
familyasindan olan M. neglectum’un yapraklar1 gida, boya eldesinde ve hayvan
yiyeceginde; cicekleri tibbi amacgh sigil tedavisinde; soganlari gida; meyvesi tibbi
amacli romatizmal hastaliklarda ve bitkinin tamami boya sanayisinde yillardir

kullanildigin1 bildirmislerdir.
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Mulholland ve ark. (2013), M. neglectum'un igeriginde homoizo-flavanon
oldugunu, sogan ve yapraklarindan elde edilmis etanol 6zleriyle yapilmis fitokimyasal
ve in vitro ¢calismalarda Postia plasenta ve Trametes versicolor gibi ahsap ¢iiriiklerinde

antifungal etki gosterdigini belirtmislerdir.

Eroglu Ozkan ve ark. (2018a), Kahramanmaras’tan topladiklar1 M. neglectum’un
sogan ve toprak ustii kisimlarindan elde ettikleri ugucu yaglari Gaz Kromatografi-Alev
Iyonizasyon Dedektorii (GC-FID) ve Gaz Kromatografisi-Kiitle spektrometresi (GC-
MS) ile analiz ederek, soganlardan elde edilen yaglarin %100’ iinii iceren 17 bilesen ve
toprak Ustli kisimlardan elde edilen yaglarin %97.1’ini iceren 17 bilesen tespit
etmislerdir. Sonuclar Nasrabadi ve ark.’nin (2013) yaptig1 calismayla karsilagtirilmis ve
tespit edilen bilesen farkliliklarinin, cografi alan ve mevsimsel farkliliklardan olustugu
belirtilmistir. Bu ugucu yaglarin Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa (Gram-pozitif), Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis (Gram-negatif)’de antibakteriyel ve Candida
albicans’da antifungal etkisi in vitro olarak calisilmistir. Calisma sonucunda, toprak
iistli kisitmlarindan elde edilen yaglarin Gram-pozitif bakterilere orta diizeyde ve S.
epidermidis’e kars1 yiiksek diizeyde antibakteriyel aktivite gosterdigi; sogan yaginin E.
faecalis ve E. coli'ye kars1 antibakteriyel, C. albicans’a kars1 orta diizeyde antifungal
etki gosterdigi ve P. aeruginosa, P. mirabilis ve K. pneumoniae’ye duyarli olmadig

rapor edilmigtir.

Mahboubi ve Taghizadeh (2016), M. neglectum’un antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite diizeylerini belirlemek amaciyla M. neglectum’un ¢i¢eklerinden
elde ettikleri etanol ekstresinde toplam fenolik, flavonoit, monomerik antosiyanin
iceriklerini ve gida zehirleyici bazi mikroorganizmalarla antimikrobiyal aktivitesini
farkli yontemlerle incelemislerdir. Calisma sonucunda, total fenolik igerigini gallik asit
standart egrisine gore %18.2, total flavonoit igerigini kersetin standart egrisine gore
%0.94 ve total antosiyanin igerigini siyanidin-3-glukozit standart egrisine gore %0.11
belirlemiglerdir. M. neglectum oziitiiniin, S. aureus'a karsi inhibisyon bolgesi (1Z)
gostermedigini ve C. albicans ve Aspergillus niger'e karsi kiigiik 1Z gosterdigini,

Shigella flexneri ve E. coli’de digerlerine oranla daha yiiksek 1Z gosterdigi ifade
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etmislerdir. Sonug olarak gida sanayisinde sentetik olanlara kiyasla dogal koruyucu ve

renklendirici madde olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Eroglu Ozkan ve ark. (2018b), M. neglectum’dan elde ettikleri farkli ekstrelerin
(etanol, su, hekzan, diklorometan ve metanol) antioksidan etkilerine ve sitotoksik
aktivitelerine bakmiglardir. Antioksidan etki sonuglarina gore, M. neglectum’un su ile
hazirlanmis ekstresi diger ekstrelere gore daha giiclii pozitif kontrol olarak biitil hidroksi
toluen (BHT) ve askorbik asit kullanilan 2.2.-Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) serbest
radikal temizleme aktivitesi gostermistir. Soganlardan elde edilen etanol ekstresi en
yiiksek Troloks Esiti Antioksidan Kapasite (ABTS) (%27.88) katyon radikal temizleme
aktivitesini ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen su ile hazirlanmis ekstre en giiclii
metal selatlama (%28.99) aktivitesini gdstermistir. Sitotoksik aktivite sonuglarina gore,
HeLa hiicre hattindaki konsantrasyona baglh olarak bazi ekstreler hiicre sitotoksititesini
indiiklemislerdir. M. neglectum sogan etanol ve metanol, toprak iistii diklorometan ve
metanol ekstreleri HeLa hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivite sergilemistir. Bu ekstreler
(sogan etanol ve metanol, toprak {istii diklorometan ve metanol) diisiik
konsantrasyonlarda bile NRK-52 hiicre hatlar1 i¢in daha toksik etki gostermislerdir.
Sonug olarak, sogan ve toprak istii kisimlarin su ve hekzan ekstreleri her iki hiicre hatti

icin de sitotoksitite etki gdstermemistir.

Nasrabadi ve ark. (2013), M. neglectum’un hekzan ekstresinde fitokimyasal
bilesikleri GC-MS yontemiyle incelemislerdir. M. neglectum yagi (2-etilhekzil) ftalat
(18.6%), tribiitietilstannan (10.1%), bis (klorofenil) siilfon (8.7%), giberellin ( 4.9%),
1,6,10- dodekatrien3-ol, 3,7,11-trimetil (3.3%) ile karakterize edilerek 32 adet biyoaktif
fitokimyasal bilesik tanimlanmistir. GC-MS sonuglarina gore fitokimyasal bilesiklerden
flavonoit, alkaloit, terpenoit ve steroit pozitif; saponin ve tanen negatif Sonuglar

vermistir.

Loizzo ve ark. (2010), M. comosum’un etanol ve n-hekzan ekstrelerinin
antioksidan ozellikleri, metal selatlama aktivitesi ve karbonhidrat-hidrolize edici enzim
inhibisyonu tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Etanol ekstresinden elde edilen 6ziitiin
total fenolik igerigi klorojenik asit standart egrisine gore %56.6 mg ve total flavonoit
icerigi kersetin standart egrisine gore %?23.4 mg olarak belirlenmistir. n-Hekzan

ekstresi GC-MS yontemiyle ana bilesenler olarak yag asitlerinin ve etil esterlerin, kiigtik
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bilesenler olarak farkli aldehitler ve alkanlarin varligin1 géstermistir. Etanol ekstresinin
40.9 mg/ml'lik %50 inhibisyon (IC50) degeri veren yiiksek konsantrasyonda en yiiksek
ferrik distiriici giicline sahip olmakla birlikte, a-amilaz (81.3) ve a-glukosidaz (112.8)
icin iyl bir hipoglisemik aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Sonu¢ olarak M.
comosum ampullerinden elde edilen ekstrelerin, karbonhidrat sindirim enzimlerinin
inhibisyonu yoluyla antioksidan ve hipoglisemik aktivite varligim1 gostererek

kullanilabilecegini agiklamiglardir.

Bokov ve Riethmiiller (2020), insan saglig1 i¢in dnemli olan antosiyaninlerin, M.
neglectum bitkisinin ¢igek ampullerindeki varligini ortaya ¢ikarmayir amaglamislardir.
HPLC ve GC-MS yontemlerini kullanarak M. neglectum ¢igeklerinde petunidin,

pelargonidin, delfinidin, malvidin gibi antosiyaninlerin varligini kanitlamislardir.

Kenan ve ark. (2019), M. neglectum’un da dahil oldugu 12 bitki tiiriiniin metanol
ekstresini elde ederek antimikrobiyal aktivitelerini disk difiizyon yontemini kullanarak
calismislardir. Sonuglar inhibisyon bolgesindeki zon ¢aplarina gore degerlendirilmistir.
M. neglectum, C. albicans susu tizerinde etkili oldugu ve 11 mm’lik bir zon olusturdugu
gozlemlenmistir. Bu sonuglara gore M. neglectum’un antifungal etki gosterdigi

belirtilmistir.

Bahmani ve Zargaran (2015), kullanilan veya yeni tibbi bitkilerin tespitiyle
etnofarmakolojik ¢alismalara dnciililk olmas1 amaciyla Iran’in Urmiye kentinde baharat
diikkanlarinda c¢alisan geleneksel sifacilarla yaptiklar1 goriismeler ve anket sonuglarina
gore lriner sistem taslara iyi gelen bitkileri tespit etmislerdir. 47 ¢alisandan 35’inin
katildig1 ¢alisma sonuglarina gére M. neglectum’un antioksidan aktiviteye sahip oldugu

ve liriner sistem taslarina etki gosterdigi belirtilmistir.

Sanei ve ark. (2021), hastaliklarin tedavisinde biiyiik etkileri olan bitkilerin
sekonder bilesiklerini arastirmak amaciyla, Iran’m Kirmansah kentindeki bazi
bolgelerin florasini inceleyerek 10 farkli familya se¢mislerdir. Nisan’dan Eyliil’e kadar
farkli donemlerde ¢igeklenen bitkiler toplanarak metanol ekstresi elde edilmistir. DPPH,
demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP), ABTS ve toplam antioksidan kapasite
(TAC) yontemleri kullanilarak antioksidan potansiyelleri tespit edilmistir. Bu sonuglara

gore, M. neglectum TAC yo6nteminde kuru maddede 9.8 mg/g ile en yiiksek antoksidan
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potansiyeli gosteren bitki olmustur. ABTS yonteminde %70.6 ve FRAP yonteminde
kuru maddede 2.59 mg/g ile en yiiksek antioksidan potansiyeli gosteren ikinci bitki
olmustur. DPPH y6nteminde M. neglectum 6nemli derecede bir antioksidan potansiyeli

gostermemistir.

Mahomoodally ve ark. (2021), Tiirkiye’den elde ettikleri alt1 soganli bitki
tirtintin (M. neglectum, Crocus danfordiae Maw., Galanthus elwesii Hook. f, Iris
stenophylla Hausskn ex Baker, Tulipa humilis herb., Hyacinthella acutiloba K.Perss. &
Wendelbo) metanol ekstrelerinin kimyasal bilesimlerini ve biyolojik 6zelliklerini
kolorimetrik yontemler ve LC-MS/MS yontemleriyle arastirmislardir. M. neglectum
(¢igek ekstresi) ve T. humilis (gigek ekstresi) bitkileri disindaki tiirlerin yaprak
ozitlerinden en yiiksek fenolik ve flavonoit igerigi elde etmislerdir. M. neglectum da
dahil olmak iizere tiim tiirler, anti-asetilkolinesteraz (1.77-2.53 mg GAE/q) ve tirozinaz
(54.9-67.20 mg KE/g)’a kars1 aktivite sergilemislerdir. Butirilkolinesteraz’a karsi en
yiiksek aktiviteyi ise M. neglectum (2.99 mg GAE/g) sergilemistir. Sonug olarak bu
calisma ile fito-tip ve nutrasdtiklerin gelistirilmesi i¢in bu tiirlerin, biyolojik olarak aktif

bilesiklere sahip potansiyel kaynak olabilecegini gdstermislerdir.

Ugurlu ve Se¢men (2008), 2001-2002 yillarinda Yunt Dagi’na baglh secilen
koylerin sakinleri ile yaptiklar1 anket c¢alismasiyla geleneksel tipta, tibbi amach
kullanilan bitkileri listelemislerdir. Bu listede bulunan bitkilerden M. neglectum’un halk

tarafindan romatizma tedavisinde kullanildigini belirtmislerdir.

Bu tez c¢alismasinda, M. neglectum Guss. Ex Ten. bitkisine ait toprak istii
(MTU) ve sogan (MS) kisimlarina ait etanolik liyofilize ekstresinin hem in vitro (GC-
MS, LC-MS/MS, toplam fenolik ve toplam flavonoit) analizleri hem de CCl, ile
oksidatif stres olusturulan siganlarda bu ekstrenin serum biyokimyasal parametreleri
tizerindeki etkisine ek olarak lipit peroksidasyonu ve antioksidan rolii karaciger, bobrek
ve mide dokusu siipernatantlarinda in vivo olarak ilk kez ¢alisilmistir. Ayrica, pozitif
kontrol grubu olarak basta karaciger olmak {izere ¢esitli dokular tizerinde koruyucu etki

mekanizmasi 1yi bilinen silymarin (10 mg/kg, oral) kullanilmstir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan M. neglectum bitkisinin toprak iistii kisimlar1 ve soganlari
(stiriilmiis tarim arazisinden toplandi) 2020 yil1 Nisan ayr Van’in Tugba ilgesi Van
Yiiziincii Y1l Universitesi kampiis alanindan toplandi. Fen Fakiiltesi Botanik Anabilim
Dalinda gorevli Aras. Gor. Dr. Hiiseyin EROGLU tarafindan teshis edildikten sonra
165199 nolu kayit numarastyla Van Yiiziincii Yil Universitesi Herbaryum
(VANF)’unda kayit altina alindi. Toplanan ornekler toz, topraktan arindirildi ve
giinesten korunarak golgede kurutuldu. Calisma Oncesi hazirlikta, kuruyan bitki
numuneleri, kaba toz haline getirildi ve ¢alisma zamanma kadar -20 °C’de derin

dondurucuda muhafaza edildiler.

3.2. Deney Hayvani (Sican)

Deneysel calismada Van Yiiziincii Yil Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesi’nden temin edilen 2-3 aylik, 150-250 g agirhgindaki 84 adet Wistar albino 1rki
disi sican kullamldi. Siganlar 25+2 °C’de, 12 saat aydmlk/12 saat karanhk isik
periyodunda, standart plastik kaplarda ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Yapilan
calismada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza indirilmesi i¢in gerekli

butiin dnlemler alindi.
3.3. Analizlerde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

WiseMix VM-10 vorteks, WISD WISESTIR MSH-20A manyetik karistirici,
ALPHA-CHRIST 1-2 LDPLUS liyofilizatér, BUCHI (Interface I-300 Pro, Heating Bath
B-300 Base, Vacuum Pump V-300, Recirculating Chiller F-305) evaparator, 1SOLab
LS-EJ-320AB hassas terazi, NUVE NF 1200R sogutmali santrifiij, NUVE NF 1200
santrifiij, JSWB-22T sicak su banyosu, WTW Inolab pH-7110 pH metre, ARCHITECT
16200 Abbott park IL 60064 USA Otoanalizatésr, SHIMADZU-NEXERA model
UHPLC cihazina baghh SHIMADZU LCMS-8040 model sirali tandem kiitle
spektrometresi, 5975 U¢ Eksen Detektorii Kiitle spektrometresi ile donatilmis Agilent
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Technologies 7890 model gaz kromatografi cihazi, Eppendorf plus mikropipet, Vestel
derin dondurucu, Wisecryo difiriz (-80 °C), AE-S90- MD UV/VIS spektrofotometre,
Ultrasonik homojenizatér (SONOPULS HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany), Kross
saf su cihazi, bitki 6giitiicii, falkon 50 mL plastik tiip, enjektor, eldiven, beher, EDTA’1

ve Biyokimya tiipleri, makas, nester, kurutma kagidi.

3.4. Analizlerde Kullamilan Kimyasal Maddeler

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,), Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA),
Sodyum hidroksit (NaOH), Hidroklorik asit (HCI), Sodyum kloriir (NaCl),
1.1.3.3.tetraetoksipropan (MDA), Hidroksi metil amino metan (Tris), Demir II siilfat
(FeSO4.7H,0), Askorbik asit, Tiyobarbitiirik asit (TBA), Trikloro asetik asit (TCA),
Sigir serum albumin (BSA), Etil alkol, Coomasie Blue G, Orto-fosforik asit (H3PO,),
Rediikte glutatyon (GSH), 2,4-Dinitroklorobenzen (CDNB), Disodyum hidrojen fosfat
(Na;HPQ,), 5-5’-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB), Sodyum sitrat (CgHsNazOy),
Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim kiti (Ransod, SD125), Glutatyon peroksidaz
(GSHPXx) enzim kiti (Ransel, RS504), Ketamin (%210 luk), Sodyum karbonat (Na,CO3),
Folin-Ciocalteu reaktifi, Gallik asit (C;HgOs), Potasyum asetat (CH3CO2K),
Aliiminyum nitrat (A1(NO3)3), Kersetin (C15H1007).

3.5. Ekstraksiyon Hazirhg:

Toz haline getirilen M. neglectum toprak tistii ve sogan 6rnekleri, ayr1 ayr1 50 g
tartilarak tizerine 1 L % 80’lik etil alkol ilave edildi. 2 saat boyunca manyetik
karistiricida karistirildiktan sonra bir tiilbent yardimiyla siiziildii. Siiziilen sivi, kaba
kurutma kéagidindan siiziilerek evaparator cihazinda pekmezimsi bir kivam alana kadar
alkol ucuruldu. Elde edilen 6ziit 250 ml’lik erlenlere koyularak 45°lik agiyla -80°C’de
24 saat donduruldu. Erlenler liyofilizator cihazinda 72 saat boyunca kurutularak %80

etanol ekstresi elde edildi.
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3.6. In vitro Analizler

3.6.1. GC-MS analiz yontemi

M. neglectum toprak iistii ve sogan %80 etanol ekstrelerinin yag asidi ve ugucu
bilesen analizi GC-MS cihazi ile belirlenmis yonteme gore taranmasi esas alinarak Siirt
Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapild: (Tiifekgi
ve ark., 2018).

Ekstreler 100 mg tartildiktan sonra tizerine 2 ml metanol eklendi ve
vortekslendi. Ardindan 2 ml hekzan eklendi ve vortekslendi. Son olarak 1 M potasyum
hidroksit (KOH, metanol igerisinde ¢oziinmiis) eklendi ve vortekslendi. Ust faz
alindiktan sonra 0.22 pum’lik filtreden gegirilip viallere koyuldu ve GC-MS analizi
yapild1 (Tiifekei ve ark., 2018).

Ug Eksen Detektdrii 5975 model Kiitle spektrometresi ile donatilmis, Agilent
Technologies 7890 model gaz kromatografi lizerinde gerceklestirildi. Analitik kolon
olarak HP-5 ms kapiler kolon (30 m x 250 m x 0.25 pm film kalinligi, %5-
fenilmetilpolisiloksan) kullanildi. Tasiyic1 gaz olarak 1 ml/dk akis hizinda ultra saf
helyum ve 2 pL’lik split enjeksiyonlar kullanildi. Elektron darbeli iyon kaynagi 70 eV
seklinde ayarlandi. Enjektor sicakligi 250°C; iyon kaynagi 250°C ve arayiiz sicakligi
270°C olarak ayarlandi. Firin sicaklik programinin baslangi¢ sicakligit 100°C olarak
ayarlandi. Daha sonra sicaklik 10 dk boyunca 100°C’de tutuldu ve 10°C/dk'lik bir hizda
200°C'ye yiikseltildi. 200°C’de 10 dk tutulduktan sonra 25°C/dk hizda 270°C arasinda
36 dakika tutuldu ve 270°C’de 20 dk tutularak ¢alisma siiresi 84 dk olarak belirlendi
(Tufekgi ve ark., 2018).

Sonuglar, NIST ve WILEY arama veri tabanindakilerle karsilastirilarak
tanimlandi (Tiifekgi ve ark., 2018).

3.6.2. LC-MS/MS analiz yontemi

M. neglectum toprak iistii kisimlarindan ve soganlarindan elde edilen %80 etanol
ekstrelerinin  fitokimyasal igerik tanimlanmasi ultra yiliksek performansli sivi

kromatografi (UHPLC) cihaz1 ile 53 fitokimyasalin oturtulmus validasyon yontemine
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gbre taranmasi esas almarak Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nde yapildi (Yilmaz, 2020).

Referans olarak kullanilan 53 fitokimyasal ve flavonoit olmayan bilesiklerin,
flavonoit glikozitlerin ve flavonoit aglikonlarin miktar tayini igin i¢ standart olarak
kullanilan ferulik asit-D3, rutin-D3 ve kersetin-D3’tin ticari saf madde standartlart
kullanilarak stok c¢ozeltiler hazirland1 (Yilmaz, 2020).

Kuru bitki ekstrelere ferulik asit D3 (20 mg/L), rutin D3 (1 mg/L) ve kersetin D3
(5 mg/L) eklendi. Daha sonra metanol ile 1000 mg/L'ye seyreltildi. Son olarak 0.2 um
siringa filtresinden siiziilerek LC-MS/MS analizi yapildi (Yilmaz, 2020).

Analiz igin Shimadzu-Nexera model UHPLC cihazina bagh tandem Kkiitle
spektrometresi kullanildi. Kullanilan ters faz UHPLC sistemi, bir otoornekleyici (SIL-
30AC model), bir kolon firin1 (CTO-10ASvp model), gradiyent pompa sistemi (LC-
30AD model) ve bir degazer (DGU- 20A3R model) bilesenlerinden olusturuldu.
Kromatografik ayrim Agilent Poroshell 120 EC-C18 model (150 mmx2.1 mm, 2.7 pum)
bir kolon kullanilak gerceklestirildi. Kolon sicakligi 40°C’ye ayarlandi. Eliisyon
gradiyenti, mobil faz A (ultrasaf su+5 mM amonyum format+0.1% formik asit) ve
mobil faz B (ultrasaf su+5 mM amonyum format+0.1% formik asit)’den olusturuldu.
Gradiyent eliisyon profili, %20-100 B (0-25 dk), %100 B (25-35 dk), %20 B (35-45 dk)
seklinde kullanildi. Mobil faz akis hizi 0.5 ml/dk ve enjeksiyon hacmi 5 ul olarak
belirlendi (Yilmaz, 2020).

Kullanilan LC-MS/MS sisteminin kiitle spektrometre dedeksiyonu i¢in hem
pozitif hem de negatif modda calisan bir elektrosprey iyonlasma kaynagi ile donanmis
Shimadzu LCMS-8040 model sirali kiitle spektrometresi kullanildi. LC-ESI-MS/MS
verileri LabSolutions yazilimi (Shimadzu) ile alindi ve islendi. Fitokimyasallarin miktar
tayinlerinin tespiti i¢in Coklu Reaksiyon Goriintiilleme (MRM) modu kullanildi. MRM
yontemi, belirli ana iyon-pargalanma iyonu gegislerinin taranmasina dayali olarak
fitokimyasalllarin secici olarak tespit edilip miktarsal tayininin yapilmasi i¢in optimize
edildi. Optimum fitokimyasal fragmentasyonu ve arzulanan parcalanma iyonlarinin
maksimal gecisini elde etmek i¢in ¢arpisma enerjileri optimize edildi. Uygulanan MS
calisma sartlari, kurutucu gaz (N,) akis1 15 L/dKk; nebiilizer gaz (N) akis1 3 L/dk; DL
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sicakligi 250°C; heat block sicakligi 400°C ve arayiiz sicakligi 350°C olarak belirlendi
(Y1lmaz, 2020).

Analiz sonuglar1 53 fitokimyasal bilesik ve 3 i¢ standart bilesik validasyon
parametre tablosuna (Ek 3.) ve kromatogramina (EK 4.) gore belirlendi (Y1ilmaz, 2020).
3.6.3. Toplam fenolik igerik tayini

Toplam fenolik igerigi, Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (FCR) kullanilarak gallik

asit standart egrisine gore mg/g olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton, 1977).
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Sekil 3.1. Toplam fenolik tayini i¢in gallik asit standart egrisi
Cozeltiler

1. %?2’lik sodyum hidroksit (NaOH) Cozeltisi: 2 g NaOH tartildi ve 100 ml

distile suda ¢oziindiirtildii.
2. Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik asit-fosfomolibdik asit +

bakir siilfat (CuSOy): Satin alindig: sekilde kullanildi.
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Deneyin yapihis

Gallik asit 1 mg/1 ml hesabindan ve %80’lik etanol ekstresi ise 10 mg/1 ml
hesabindan bir konsantrasyon degeri belirlenerek hazirlanan stok c¢ozeltiler alt

konsantrasyon degerlerine sulandirildi.

Tablo 3.1. Toplam fenolik igerik yontemi

Kor Gallik Asit(200ul)  Numune(200ul)
Distile Su 200ul
FCR 1ml 1ml 1ml
3 dk oda sicakliginda beklendi.
%?2’lik NaOH 1 ml 1mil 1 mi

2 saat oda sicakliginda beklendi.

Kiivete konulan ¢ozeltiler 760 nm’de tek okuma seklinde yapildi.

3.6.4. Toplam flavonoit icerik tayini
Toplam flavonoit igerigi, aliiminyum nitrat (AI(NOs);) kullanilarak kersetin

standart egrisine gére mg/g olarak belirlendi (Moreno ve ark., 2000).

y =0,033x-0,0159
R?=0,9981

1,2 -

mg KE/g

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Absorbans 415 nm
Sekil 3.2. Toplam flavonoit tayini igin Kersetin standart egrisi
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Cozeltiler

1. 1 M potasyum asetat (CH3CO,K) Cozeltisi: 9,814 g CH3CO2K tartildi ve
100 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
2. % 10’luk AI(NO3); Cozeltisi: 10 g AI(NO3); tartildt ve 100 ml distile suda

¢Ozlindurildi.
Deneyin yapihis

Kersetin 1 mg/1 ml hesabindan ve %80’lik etanol ekstresi ise 10 mg/1 ml
hesabindan bir konsantrasyon degeri belirlenerek hazirlanan stok c¢dozeltiler alt

konsantrasyon degerlerine sulandirildi.

Tablo 3.2. Toplam flavonoit igerik yontemi

Kor Kersetin(200ul) Numune(200ul)
Distile Su 200pl
1 M CH3;COK 1 mil 1ml 1 mi
1 dk oda sicakliginda beklendi.
% 10’luk AI(NO3z); 1 ml 1 ml 1mi

40 dk oda sicakliginda beklendi.

Kiivete konulan ¢ozeltiler 415 nm’de tek okuma seklinde yapildi.

3.7. In vivo Analizler

3.7.1. Toksisite testi ve dozlarin belirlenmesi

Toksisite testi i¢in kullanilan 42 adet Wistar albino 1rk1 disi si¢anlar, Kontrol, M.
neglectum toprak istii 100 mg/kg, M. neglectum toprak iistii 500 mg/kg, M. neglectum
toprak tUstii 1000 mg/kg, M. neglectum sogan 100 mg/kg, M. neglectum sogan 500
mg/kg ve M. neglectum sogan 1000 mg/kg seklinde 7 gruba ayrildi. 24 saatte bir gavaj
uygulamasi ile her bir sigana 1 ml su ile ¢dziinmiis ekstre verildi. Olasi toksik etkiler bir
hafta boyunca gozlemlendi. Test sonucunda herhangi bir 6liim veya toksik bulguya
rastlanmadi. Buna gore ana calismada kullanacagimiz dozu toprak {iistii ve sogan i¢in

400 mg/kg olarak belirledik.
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3.7.2. Deneysel muamele ve gruplarin olusturulmasi

Deneysel ¢alismada kullanilan 42 adet Wistar albino irki disi siganlar her grupta
6 tane olacak sekilde toplam 7 grup olusturuldu.

(1) Kontrol grubu: Normal yem + saf su verilen grup,

(I MTU grubu: grubu: Normal yem + 400 mg/kg M. neglectum toprak iistii
ekstresi ile beslenilen grup

(111) MS grubu: Normal yem + 400 mg/kg M. neglectum sogan grubu ekstresi
ile beslenilen grup.

(IV) CCly grubu: Normal yem + CCls (0.5 ml zeytin yagr + 0.5 ml CCly
diliisyonu 1 ml/kg, intraperitonal) verilen grup.

(V) CCly +MTU grubu: Normal yem + 400 mg/kg M. neglectum toprak iistii
ekstresi ile tedavi edilen CCl, uygulanan sigan grubu.

(VIl) CCly + MS grubu: Normal yem + 400 mg/kg M. neglectum sogan
ekstresi ile tedavi edilen CCl, uygulanan sigan grubu.

(VI1) CCl4 + SLY grubu: Normal yem + 10 mg /kg silymarin ile tedavi edilen

CCl, uygulanan sigan grubu.

Otuz bes giin siirdiiriilen deneyde siganlarin ad libitum olarak beslenmeleri

saglandi. Deney boyunca siganlarin haftalik canli agirliklart hesaplanda.

3.7.3. Kan ve doku érneklerinin alinmasi

Otuz bes giinliik deney sonunda siganlar % 10’luk ketamin ile anesteziye tabi
tutularak enjektorler yardimiyla kalplerinden kan alindi. Kanlar biyokimya tiiplerine
alindi. Biyokimya tiiplerindeki kan serumda bakilmasi gereken parametreler igin
kullanild1. Karaciger, bobrek ve mide dokulari serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile
yikandiktan sonra sivi azot i¢ine alman dokular -80 °C’de derin dondurucuda

saklanmalar1 saglandi.

3.7.4. Doku homojenizasyonu

Derin dondurucuda (-80 °C) bekletilen karaciger, bobrek ve mide dokular oda

sicakligina gelinceye kadar kademeli olarak buz {lizerinde c¢ozlinmeleri saglandi.
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Ekstraksiyon i¢in 1 mmol/L EDTA ve 50 mM KH,PO, (pH 7.4) igeren tampon
kullanildi (Dogan ve ark., 2018). 500 mg doku iizerine 5 mL soguk tampon eklendi.
Dokular cam bagetle iyice ezilerek Ultrasonic Processor homojenizatérde (SONOPULS
HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany) 3 dakika homojenize edildi. Ekstre hemen +4
°C’de 30 dakika 9500 rpm’de santrifiij edildi. Karaciger, bobrek ve mide dokularindan

elde edilen berrak siipernatantlar hedeflenen enzim tayinleri i¢in kullanildu.

3.7.5. Serum biyokimyasal parametreler

Serumda, Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin aminotransferaz (ALT),
Laktat dehidrogenaz (LDH), Glukoz (Glu), Ure, Kreatinin, Trigliserit, Kolesterol ve
Yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL_C) (ARCHITECT 16200, Abbott park, IL 60064
USA) otoanalizator cihazinda Abbott biyokimya kitlerinde fotometrik olarak bakildu.

3.7.6. Total protein tayini

Total protein konsantrasyonu igin sigir serum albiimini (BSA) standart olarak
kullanilarak ¢alisildi (Bradford, 1976). Protein konsantrasyonu, proteine baglanan
Coomasie Blue G boya reaktifinin, 595 nm dalga boyundaki maksimum

absorbsiyonunun, spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi prensibine dayanir.
Cozeltiler

1. Konsantre Bradford soliisyonu (5%): 100 mg Coomasie Blue G, 50 mL absolii
etanol ve 100 mL orto-fosforik asit (%85) igerisinde ¢oziindiiriildii. Soliisyon distile su
ile 200 mL’ye tamamlandi ve filtre edildi.

2. Bradford soliisyonu (1x): Yukarida hazirlanan soliisyonun, distile su ile 1:5

oraninda sulandirilmasi ile hazirlandi.
Protein Tayin Yontemi

Standartlar hazirlanmadan 6nce 10 mg/mL stok BSA hazirlandi. Stoktan seri
sulandirmalar yapilarak 6 adet standart olusturuldu. Ornek, kor ve standartlar Bradford
soliisyonu ile muamele edildikten sonra, 20 dk boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi.

Spektrofotometre kore karsi sifirlandiktan sonra, 6rnek ve standartlarin absorbansi 595
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nm dalga boyunda o6l¢iildii. Standartlara karsilik gelen absorbans degerlerine dayali
olarak standart egri grafigi olusturuldu. Orneklerdeki total protein konsantrasyonu

egriye ait fonksiyon kullanilarak belirlenerek sonuglar mg/mL protein olarak ifade
edildi.

0,8 y=0,5738x - 0,0134
07 - R?=0,9971

06 -
05 -
04 -
03 -
02 -

Total Protein mg/mL

0,1 -

O T T 1
0 0,5 1 1,5

Absorbans 595 nm

Sekil 3.3. Protein standart egrisi

3.7.7. Malondialdehit (MDA) tayini

Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan peroksidasyon
iriinlerinden malondialdehit, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli forma girmesi

prensibine dayanir (Buege ve Aust., 1978).
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457 y = 105,69x - 0,7001

40 - R2=0,9978

nmol MDA/mL
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Absorbans 532 nm

Sekil 3.4. MDA standart egrisi

Deneyin yapilisi

Deney prosediirii tabloda belirtildigi gibi uygulanarak yapildi.

Tablo 3.3. MDA yo6ntemi

Ayiraclar Numune (mL)  Standart (mL) Koér (mL)
Numune 0.1
Kor --- --- 0.1
Standart 0.1
Tris-HCI tamponu (150 mM) 0.1 0.1 0.1
Askorbik asit ¢ozeltisi (1.5 mM) 0.1 0.1 0.1
FeS0O,4.7H,0 (1 mM) 0.1 0.1 0.1
Distile Su 0.6 0.6 0.6

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra tiipler karistirildi. Pipetlemeden
sonra tiipler 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

TCA (%10) 1 1 1
TBA Cbzeltisi (%0,375) 2 2 2

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra tiipler vortekslendi. Tiipler
vortekslendikten sonra kaynayan su banyosunda (95 °C) 15 dakika bekletildi.

Islem sonrasi tiipler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 532 nm dalga
boyunda tek okuma yapildi. Sonuglar standart grafikten (Sekil 3.4) degerlendirildi.
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3.7.8. Rediikte glutatyon (GSH) tayini

Indirgenmis glutatyonun (GSH), fosfat tamponu kullanilarak siipernatanttaki
stlfidril gruplarinin, 5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyonu sonucu
olusan sar1 rengin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢lim esasina

dayanmaktadir (Beutler ve ark., 1963).

y = 86,468x - 5,3597
140 - R2=0,9914 >

80 -

[ep)
o
1

pmol GSH/mL
iy
o

N
o
1

o
I

_‘ T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Absorbans 412 nm
Sekil 3.5. GSH standart egrisi

Cozeltiler

1. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat, distile su ile hazirland1 (pH:6.8).

2. DTNB (Ellman’s Ayiract): 40 mg DTNB, %1 sodyum sitrat, 100 mL’ye
distile su ile tamamlandi.

3. Standart ¢ozeltileri: Standartlar icin 100 uM GSH stok ¢ozeltisi fosfat
tamponu igerisinde taze olarak hazirlandi daha sonra stok ¢ozeltisi seyreltilerek 6 adet

standart hazirlandi.
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Deneyin yapihis

Tablo 3.4. GSH yontemi

Ayiraglar Numune (mL) Standart (mL) Kor (mL)
Numune 0.2
Standart 0.2
Distile su 0.2
Fosfat Cozeltisi 1 1 1

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra vortekslendi. Sonra sicak
subanyosunda 60 oC’de 10 dakika inkiibe edildi ve ¢ikarilarak oda 1sisina getirildi.

DTNB (Ellman’s Ayiract) 0.2 0.2 0.2

Spektrofotometrede 412 nm’de kore karsi optik dansiteleri okundu.

GSH standartlarina karsilik gelen absorbans degerlerinden olusturulan standart
egriye gore Orneklerdeki GSH konsantrasyonu hesaplanarak sonuglar umol GSH /mg

protein olarak ifade edildi.

3.7.9. Glutatyon S-transferaz (GST) enzim tayini

Glutatyon S-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —SH
grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 oC’de CDNB ile
glutatyon konjugasyon siddetini dlgerek tespit edilir (Mannervik ve Guthenberg, 1981).

GST
ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H20

Deneyin yapilisi
Analiz materyali olarak daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina kadar derin
dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen doku siipernatantlari kullamildi. Karigimlar

Tablo 6’ya gore 3.5 mL’lik kiivete pipetlenerek 340 nm’de absorbans ol¢iimii
gergeklestirildi.
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Tablo 3.5. Karigimlarin kiivete alinmasi ile GST 6l¢iimiin yapilmasi

Kor (mL) Numune (mL) Son Konsantrasyon
PBS 2.7 2.7 0.1M
Distile Su 0.1
CDNB 0.1 0.1 1 mM
GSH 0.1 0.1 1mM
Stipernatant --- 0.1 ---

Absorbanslar, 3 dakika boyunca 30 saniyede bir kaydedilerek her Grnegin
absorbansindaki dk basina degisim (AA) belirlendikten sonra GST’nin molar
ekstinksiyon katsayist (9.6 mmol/L/cm) ve kiivetteki sulandirma orani hesaba katilarak,
enzimin mL’deki aktivitesi belirlendi. Bulunan deger, 6rnegin mL’sindeki total protein
miktarima bdliinerek GST’nin spesifik aktivite degeri hesaplanarak sonuglar, nmol

CDNB-glutatyon konjugati/dk/mg protein olarak ifade edildi.

3.7.10. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim tayini

Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksitin GSH varliginda indirgenmesini
katalizler. Kiimen hidroperoksidin indirgenmesiyle olusan glutatyonun formu GSSG,
GR ve NADPH varliginda NADPH’in NADP+ ’ye yiikseltgenmesiyle indirgenir.
Enzim aktivitesi, 340 nm’de absorbanstaki degisim izlenerek tayin edilir (Paglia ve
Valentine, 1967).

GSH-P
2GSH + ROOH —"X ROH + GSSG + H,0

GR
GSSG +NADPH + H* —— NADP + 2GSH
Deneyin yapilisi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Ransel kit (Randox Lab., Ingiltere) ile
spektrofotometrede 340 nm’de ultraviyole metotla 37 °C’de 6lgiildii. Analiz materyali
olarak daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina kadar derin dondurucuda (-80 °C)
muhafaza edildi doku siipernatantlart kullanildi. Kiivet igine pipetlemeler Tablo 4.7’ ye
gore yapildi.
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Tablo 3.6. GPx kit icerigi ve soliisyonlarin baslangi¢c konsantrasyonlari

Ayiraclar Konsantrasyonlari
1.Ayra¢ (R1a)

Glutatyon 4.0 mmol/L

G. Rediiktaz >0.5U/L

NADPH 0.34 mmol/L
2.Tampon (R1b)

Fosfat 0.05 mol/L pH 7.2

EDTA 4.3 mmol/L
3.Kiimen Hidroperoksit (R2) 0.18 mmol/L

4.Sulandirma Ayraci (R3)

Tablo 3.7. GPx ayraglarin kiivete pipetlenmesi

Ayiraclar Sulandirilmis Ornek Ayira¢ Kori
Ornek veya dH,0 10 pL 10 uL
Ayrac (R1) 500 pL 500 uL
Kiimen (R2) 20 uL 20 uL

Kiivete konulan soliisyonlar iyice c¢alkalandiktan sonra, 6rnegin ve koriin
baslangi¢ absorbansi, 340 nm dalga boyunda 37 °C’de 2 dk boyunca spektrofotometrik

olarak olguldii.
Hesaplama

GPx konsantrasyonu, kitte oOnerilen formiilden (U/L= 8412 x AA340/dk)
yararlanilarak hesaplandi. Bulunan deger, U/mL’ye doniistiiriildiikten sonra, 6rnegin
mL’sindeki total protein miktarina bolinerek GPx’in  spesifik aktivite degeri

belirlenerek sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

3.7.11. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim tayini

SOD, oksidatif enerji basamaginda tiretilen toksik siiperoksit radikalinin (O, ),
hidrojen peroksite (H,O;) ve molekiiler oksijene (O;) dismutasyonunu hizlandiran
antioksidan bir enzimdir. SOD ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak siiperoksit
radikali, 2-(-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir (INT) ile kirmizi
boya formuna donilismesi reaksiyonun inhibisyon derecesi ile Olg¢lilmesi prensibine

dayanir (McCord ve Fridovich, 1969).
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Sekil 3.6. SOD standart egrisi

Deneyin yapihisi

SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti ile AE-S90-MD UV/VIS
spektrofotometrede 505 nm’de 37 °C’de 6lciildii (Randox Lab., Ingiltere).

Tablo 3.8. SOD kit igerigi ve soliisyonlarin baslangi¢ konsantrasyonlari

Ayriraclar Konsantrasyonlari
1.Karisik Substrat

Ksantin 0.05 mmol/L

I.N.T. 0.025 mmol/L
2.Tampon

CAPS 40 mmol/L pH 10.2

EDTA 0.94 mmol/L
3.Ksantin Oksidaz (XO) 80 U/L
4. Standart 5.70/mL
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Kor (S1) olarak, 0.01 mol fosfat tamponu (pH: 7.0) kullanildi. Kalibrasyon stok
soliisyonu 10 mL distile su icerisinde hazirlandi (4.6 U/mL). Standartlar (S2—S6), kitte
belirtildigi sekilde, 0.01 mol fosfat tamponu ile kalibrasyon stok soliisyonundan
seyreltilerek olusturuldu. Olgiim yapilirken, siipernatantin 25 uL’si kiivet icerisine
pipetlendikten sonra iizerine 850 pL substrat karisimi eklendi. Kiivet iyice
calkalandiktan sonra, bu karisimin tizerine 125 pL ksantin oksidaz ilave edildi (Tablo
3). Kiivetteki karisimin baglangic absobansi (A1) 505 nm'de 37 °C’de 30 s sonra
dlgiilerek ve kaydedildi. Olgiime 3 dk boyunca devam edildi ve son absorbans degeri
(A2), 3. dk’nin sonunda kaydedildi. Kor ve standartlarin absorbans degerlerinin

Ol¢iimleri de yukarida belirtildigi gibi gerceklestirildi.

Tablo 3.9. Kiivete SOD ayraglarin pipetlenmesi

Kiivet ici S1 (uL) S2-S6 (uL) Ornek (uL)
Ormek 25 --—- -—-

Standart 25

Ornek Sulandirict --- --- 25

Substrat Karigimi (R1) 850 850 850

Ksantin Oksidaz (R2) 125 125 125
Hesaplama

Standart ve Orneklere ait dakika basina diisen absorbans degeri (AA=
(A2—A1)/3) hesaplandiktan sonra biitiin standartlar ve ornekler icin % inhibisyon
degerleri asagidaki formiillerden yararlanilarak hesaplanda.

(AASthk X 100) : . (AAOmeka X 100) D [
- = % Inhibisyon 100 - = % Inhibisyon

(AABIanka) (AABIanka)

100

Standartlarin U/mL cinsinden bilinen konsantrasyonlarina karsilik gelen %
inhibisyon degerleri kullanilarak bir standart egri olusturuldu. Orneklerdeki SOD
aktivitesi, bu egriden elde edilen denkleme gére U/mL olarak belirlendi. Bulunan deger,
ornegin mL’sindeki total protein miktarina boliinerek SOD’un spesifik aktivite degeri

hesaplanarak sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

M. neglectum bitkisinin toprak iistii (MTU) kisimlarina ait %80’lik etanol
ekstresinin fitokimyasal igeriklerinin GC-MS ve kromatogram analiz sonuglari sirasiyla
Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de sunulmustur. MTU ekstresinde sirasiyla 8,11 oktadekadienoik
asit (% 25.66), 9,12,15 oktadekatrienoik asit (% 21.50) ve hekzadekanoik asit (% 16.64)

metil esterlerin ana bilesenler oldugu belirlendi.

Tablo 4.1. M. neglectum toprak {istii etanolik ekstre GC-MS sonuglari

No | RT (min) Bilesik ismi Alan %
1 51.95 Tetradecanoic acid, methyl ester (CAS) 0.47
2 58.64 Hexadecanoic acid, methyl ester 16.64
3 59.69 Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) 4.63
4 60.19 7-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 1.21
5 61.65 Hexadecanoic acid, 15-methyl-, methyl ester (CAS) 0.38
6 64.66 Octadecanoic acid, methyl ester (CAS) 4.94
7 65.28 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester (CAS) 6.85
8 66.68 8,11-Octadecadienoic acid, methyl ester (CAS) 25.66
9 68.60 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester (CAS) 21.50
10 | 69.43 9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester, (Z,Z,2)- 4.87
11 | 70.40 Eicosanoic acid, methyl ester (CAS) 11.18
12 | 7242 Dodecyltetraglycol 1.66

RT: 0.00 - 104.17
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Sekil 4.1. M. neglectum toprak iistii etanolik ekstre GC-MS kromatogrami

1: Tetradecanoic acid, methyl ester (CAS), 2: Hexadecanoic acid, methyl ester, 3: Hexadecanoic acid,
ethyl ester (CAS), 4: 7-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)-, 5: Hexadecanoic acid, 15-methyl-, methyl
ester (CAS), 6: Octadecanoic acid, methyl ester (CAS), 7: 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester (CAS),
8: 8,11-Octadecadienoic acid, methyl ester (CAS), 9: 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester (CAS),
10: 9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester, (Z,Z,2)-, 11: Eicosanoic acid, methyl ester (CAS), 12:
Dodecyltetraglycol

52



M. neglectum bitki tliriiniin sogan (MS) kisimlarina ait %80’lik etanol
ekstresinin fitokimyasal igeriklerinin GC-MS ve kromatogram analiz sonuglari sirasiyla
Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de sunulmustur. MS ekstresinde sirasiyla 9,12 oktadekadienoik
asit (Z,Z2) (% 28.77), oktadekanoik asit (% 21.73) ve hekzadekanoik asit (% 20.80)

metil esterlerin ana bilesenler oldugu belirlendi.

Tablo 4.2. M. neglectum sogan etanolik ekstre GC-MS sonuglari

No | RT (min) Bilesik ismi Alan %
1 58.52 Hexadecanoic acid, methyl ester 20.80
2 60.00 1,4-Benzenedicarboxylic acid, dimethyl ester 15.39
3 64.62 Octadecanoic acid, methyl ester (CAS) 21.73
4 66.61 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z), methyl ester 28.77
5 68.47 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,2,2)- 5.20
6 70.37 Eicosanoic acid, methyl ester (CAS) 8.11
4
RT: 0.00 - 104.18
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Sekil 4.2. M. neglectum sogan etanolik ekstre GC-MS kromatogrami

1: Hexadecanoic acid, methyl ester, 2: 1,4-Benzenedicarboxylic acid, dimethyl ester, 3: Octadecanoic
acid, methyl ester (CAS), 4: 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z), methyl ester, 5: 9,12,15-Octadecatrienoic
acid, methyl ester, (Z,Z,2)-, 6: Eicosanoic acid, methyl ester (CAS)
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Tablo 4.3. M.neglectum bitki kisimlarina ait toplam fenolik ve flavonoit igerikleri

Materyal Ekstre Toplam fenolik icerik ~ Toplam flavonoit igerik
(mg GAE/g)* (mg KE/g)?

MTU Etanol 17.4 +0.42° 16.6 + 0.23°

MS Etanol 57+0.17° 1.0 £0.01°

Tablodaki her bir deger ortalama + standart hata olarak sunulmustur (n=3).
Aymni siitunda farkli harfler (a,b) istatistiksel 6nem farki gosterir (P< 0.05).
1: Gallik asit (GAE) esdegeri olarak ifade edilen toplam fenolik igerik
2: Kersetin (KE) esdegeri olarak ifade edilen toplam flavonoit igerik
MTU: M. neglectum toprak iistii, MS: M. neglectum sogan

Tablo 4.3’te goriildiigii gibi MTU etanolik ekstredeki toplam fenolik ve
flavonoit igerigi sirasiyla 17.4+0.42 ve 16.6+0.23 olarak bulunurken, MS’de ise
5.7+0.17 ve 1.0+0.01 olarak bulundu. Elde edilen verilere gére, MTU ekstresindeki
toplam fenolik ve flavonoit igerikleri MS’ye gore artisi istatistiksel olarak anlamli

bulundu (P< 0.05).

Calismamizda LC-MS/MS analizleri, daha 6nce bitki tiirlerinde 53 fitokimyasal
bilesigin (¢cogunlukla fenolik asitler ve flavonoitler) yontem validasyonu yapilmis
sonuglara gore yapildi (Ek 3 ve Ek 4). Elde ettigimiz LC-MS/MS sonuglarina gore; M.
neglectum’un toprak iistii (MTU) etanol ekstrelerinde kinik asit, fumarik asit, gentisik
asit, kafeik asit, kemferol ve apigenin (sirasiyla, 1.726, 5.771, 0.138, 0.052, 0.035 ve
0.092 ug/g), sogan (MS) etanol ekstresinde kinik asit, fumarik asit, kafeik asit ve
kemferol (swrasiyla 0.411, 1.567, 0.619 ve 0.300 ug/g) kayda deger miktarda
bulunmustur (Tablo 4.4; Sekil 4.3 ve 4.4). MTU kisminda fumarik ve kinik asitler, MS

kisminda ise fumarik ve kafeik asitlerin major bilesikler oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.4. M neglectum tiiriiniin MTU ve MS etanol ekstrelerindeki fitokimyasallarin LC-MS/MS (mg analit/g ekstre) ile kantitatif taramasi

No® 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
MTUP | 1726 | 5771 [ ND [ ND [ NND [ ND [ N.D [ 02138 | ND [ ND [ NND [ ND [ NND [ ND [ ND [ ND [ 0.052 | ND | ND [ ND [ ND [ ND | ND | ND N.D N.D | ND | ND
MS¢ 0.411 | 1567 | NND | NND | ND | N.D | N.D | N.D N.D [ ND | ND | ND | ND | ND | NND | N.D | 0619 | NND | ND | ND | ND | NND | N.D | N.D N.D N.D | ND | ND
No? 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
MTUP | N.D N.D N.D [ ND | NND | ND | N.D | N.D N.D [ ND | ND | ND | ND | ND | NND | ND | N.D N.D [ ND | ND | NND | NND | N.D | 0.035 | 0.092 | ND | N.D | N.D
Ms* N.D N.D N.D | ND | NND | NND | N.D | N.D N.D | ND | ND | ND | ND | ND | N.D | N.D | N.D N.D | ND | NND | NND | NND | N.D | 0.300 | N.D N.D | ND | ND

No?®:Bakilan 53 adet standart fitokimyasal bilesikleri gosterir. (1: Kinik asit. 2: Fumarik asit. 3: Akonitik asit. 4: Gallik asit. 5: Epigallokatesin. 6: Protokatesik asit. 7: Katesin. 8: Gentisik
asit. 9: Klorojenik asit. 10: Protokatesik aldehit. 11: Tanik asit. 12: Epigallokatesin galat. 13: 1,5-dikaffeoilkinik asit. 14: 4-OH Benzoik asit. 15: Epikatesin. 16: Vanilik asit. 17: Kafeik
asit. 18: Siringik asit. 19: Vanilin. 20: Siringik aldehit. 21: Daidzin. 22: Epikatesin galat. 23: Piceid. 24: p-Kumarik asit. 26: Ferulik asit. 27: Sinapik asit. 28: Kumarin. 29: Salisilik asit.
30: Sinarosid. 31: Miquelianin. 32: Rutin. 34: izokersitrin. 35: Hesperidin. 36: o-Kumarik asit. 37: Genistin. 38: Rosmarinik asit. 39: Ellagik asit. 40: Kozmosiin. 41: Kuersitrin. 42:
Astragalin. 43: Nikotiflorin. 44: Fisetin. 45: Daidzein. 47: Quercetin. 48: Naringenin. 49: Hesperetin .50: Luteolin .51: Genistein. 52: Kaempferol. 53: Apigenin. 54: Amentoflavon. 55:
Chrysin. 56: Acacetin.

N.D: Belirlenmedi. MTU"M. neglectum toprak iistii. MS: M. neglectum sogan.
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LC-MS/MS kromatogrami
1:Kinik asit. 2:Fumarik asit. 8:Gentisik asit. 17:Kafeik asit. 52:Kemferol. 53: Apigenin.
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Sekil 4.4. M. neglectum MS etanol ekstresinin TIC (Toplam Iyon Kromatogrami) LC—
MS/MS kromatogrami

1:Kinik asit. 2:Fumarik asit. 17:Kafeik asit. 52:Kemferol.

Calismamizin in vivo ayaginda, toksisite testi sonras1 42 adet Wistar albino tiirii
disi sigan kullanildi. 42 adet sican her grupta 6 tane olacak sekilde 7 gruba ayrildi.
Gruplar: Kontrol, M. neglectum (MTU) toprak iistii (400 mg/kg) ekstresi, M. neglectum
(MS) sogan (400 mg/kg) ekstresi, karbontetrakloriir (CCls), CCly + MTU (400 mg/kg),
CCly + MS (400 mg/kg) ve CCly + SLY (10 mg/kg) seklinde olusturuldu. Bes hafta
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stirdiiriilen ¢aligmada yukaridaki uygulamalara ek olarak deney boyunca hayvanlar su

ve yem bakimindan ad libitum olarak beslenmeleri saglandi.

Ik ve son canli hayvan agirliklari (CHA) Tablo 4.5°de gdsterilmistir. Her

grubun kendi iginde ilk ve son CHA kiyaslanmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(P<0.05).

Tablo 4.5. Deneysel gruplara ait ilk ve son hafta canli hayvan agirliklar

Gruplar Canhi Hayvan Agirhklari (CHA)

ik CHA () Son CHA ()
Kontrol 199+23.11 211.83+23.94
MTU 230.504+24.04 232.50+40.05
MS 199.67+10.33 205.00+8.75
CCl, 205.17+4.75 203.67+6.77
CCl,+MTU 213.33+10.63 222.60+28.58
CCl,+MS 197.67+10.19 212.00+11.18

204.50+18.83

CCIl+SLY  215.67+22.53

Deneysel gruplara ait ilk ve son CHA verileri ortalama + standart hata olarak sunulmustur (n=6).
MTU: M. neglectum toprak istii, MS: M. neglectum sogan

Calismada bakilan biyokimyasal parametreler Tablo 4.6’de verilmistir. CCly
grubu AST diizeyi MTU grubu disindaki diger gruplara gore istatistiksel olarak anlaml
artis bulundu (P<0.05). Diger yandan MTU grubu AST degeri Kontrol, CCl;+#MTU,
CCl4+MS, CCI4+SLY gruplarina gore artigi istatistiksel olarak anlamli bulundu
(P<0.05).

CCly grubu ALT diizeyi Kontrol grubuna gore artisi istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P<0.05).

CCl4+MTU grubu kreatinin degeri Kontrol, MTU ve CCly gruplarma gore
diisiisii istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05).

Diger parametrelerde ise gruplarin birleriyle karsilastirilmasinda ise istatistiksel

olarak anlaml fark ¢ikmadi (P<0.05).
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Tablo 4.6. Deneysel gruplara ait biyokimyasal parametre diizeyleri

Gruplar
Parametreler — =

Kontrol MTU MS CCl, CCl+MTU CCl,+MS CCl,+SLY
AST (U/L) 79.17+5.08% 113.50+17.31® 92.00£11.42" 113.83+14.00°% 78.20+6.50¢ 72.40+9.71° 81.33+14.44%
ALT (U/L) 35.17+7.83° 48.00+6.72%° 38.2049.96® 49.67+5.71° 38.40+4.15%° 43.60+11.89%° 41.00+6.96™
LDH (U/L) 403.174229.13% 358.83+122.36% 402.40+136.30° 552.174216.24° 494.60+78.19* 448.00+£150.35° 548.67+164.67°
Glukoz (mg/dL) 120.67+20.40° 112.50+27.37% 126.80+34.64% 137.17£14.45 111.80+14.06% 134.40+11.78 127.33+45.50°
Kreatinin (mg/dL)  0.58+0.04° 0.58+0.04° 0.58+0.03%® 0.59+0.05° 0.50+0.02° 0.55+0.04%® 0.52+0.05%®
Ure (mg/dL) 48.50+6.50° 66.17+10.11% 60.40+22.62% 55.67+9.63% 58.80+1.64% 60.20+9.88% 69.33+7.71°
Kolesterol (mg/dL)  60.17+6.76* 50.83+11.79* 50.80+11.60° 53.17+11.94* 47.20+3.77° 57.60+£14.12* 44.67+6.41°
Trigliserit (mg/dL)  27.50+7.01° 23.33+6.05°% 34.40+10.11% 28.50+7.23% 29.00+4.41% 20.00+2.91 27.17+10.34°
HDL_c (mg/dL) 46.30+4.96* 39.00+7.88° 43.12+7.67* 38.15+6.44 36.04+4.27 44.96+11.56° 34.57+4.10°

Tablodaki her bir deger ortalama + standart hata olarak sunulmustur (n=6).

Ayni siitunda farkli harfler (a,b,c,d) istatistiksel 6nem farki gosterir (P< 0.05).

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz, LDH: Laktat dehidrogenaz, HDL_c: Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol

MTU: M. neglectum toprak iistii, MS: M. neglectum sogan
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Sekil 4.5. Karaciger, bobrek ve mide dokularina ait MDA igerikleri
*:p<0.05

Karaciger, bobrek ve mide dokusuna ait MDA igerikleri Sekil 4.5’teki gibidir.

Hem karaciger hem de bobrek dokularina ait MDA igeriklerinin grup

karsilastirmalarinda istatistiksel fark bulunmadi.

Mide dokusuna ait MDA igeriklerinde, CCly grubu MDA diizeyi MTU grubu
disindaki diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli artig gosterdi (P<0.05). Ayrica,
mide dokusu MTU grubu MDA diizeyi MS grubuna gore artis1 istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P<0.05).

Karaciger, bobrek ve mide dokusuna ait GSH diizeyi ile GST, GPx ve SOD

enzim aktiviteleri Tablo 4.7’de verilmistir.

CCl, grubunda karaciger GSH diizeyi Kontrol ve CCls+MS gruplarina gore
artig1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). Ayrica karaciger GSH diizeyi
Kontrol grubu MTU grubuna gore; CCls+#MS ve CCl4+SLY gruplan ise CCla+MTU
grubuna gore artiglart istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). Karaciger GST
enzim aktivitesi CCly ve CCl4+SLY gruplarinda Kontrol ve MTU gruplarina gére artist
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05).

Bobrek dokusu CCl; grubu GSH diizeyi Kontrol grubuna gore disiisi
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). Ayrica, bobrek dokusu MTU grubu GST

aktivitesi tiim gruplara gore artis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05).
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Mide dokusu GSH diizeyi CCl; grubunda diger tiim gruplara gore azalmasi
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). Benzer sekilde CCl, grubu GST aktivitesi
CCI4+SLY grubuna gore diististi istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). Diger
yandan, CCl; uygulan tiim gruplarin SOD enzim aktiviteleri Kontrol grubuna gore

azalmalari istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05).
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Tablo 4.7. Deneysel gruplara ait karaciger, bobrek ve mide dokularindaki GSH diizeyi ve antioksidan enzim aktiviteleri

Gruplar
Doku Parametre Kontrol MTU MS CCl, CCl+MTU CCl,+MS CCl+SLY
GSH (umolig Prt)  6.10+0.68° 4.30+0.84™° 4.91+1.26™ 3.34+0.41% 2.80+0.76° 5.63+1.24% 4.79+0.95%°
=0 GST (nmol/g prt) ~ 99.97+18.22% 101.60+£13.56*  76.81x12.58%° 63.18+18.63° 71.74+12.42™ 74.47£11.29%  70.67+18.95°
£ GPx(Uigprt) 210.11+50.80° 177.76+13.17°  201.24+48.84° 159.38+38.39"  218.65+32.98%  226.97+72.35%  205.40+47.15°
X SOD (U/g prt) 110.60+19.17° 89.13+7.77 91.29+21.71° 93.09+11.86° 97.38+9.14° 115.80+23.65*  98.32+19.37°
GSH (umol/g Prt)  3.30+0.86™ 3.75+1.30° 3.57+0.69% 2.24+0.48° 2.68+0.27® 2.60+0.66™ 2.90+0.47%®
€ GST(nmoligprt) 2.66+0.83" 5.14+0.98° 3.50+0.86" 2.8340.55" 2.00£0.51° 2.50+0.79" 3.45+1.19°
§ GPx (U/g prt) 210.32+28.54% 201.95+50.60% 204.72+32.82° 186.84+14.80% 186.68+13.91% 194.25+38.69% 216.98+34.96
SOD (U/g prt) 108.63£13.20% 115.02+39.31% 100.55£11.19° 88.40+12.26 82.67+10.77° 91.30+7.99% 97.35+18.55°
GSH (umol/g Prt)  9.34+1.56" 10.04+2.90° 9.61£1.91° 4.67+1.80 9.62+2.34° 8.46+1.43° 9.24+1.36°
2 GST(nmol/gprt)  17.34+5.33% 20.39+5.35% 19.46+6.41% 15.73+3.96° 19.54+6.30% 18.44+3.61% 26.15+5.16%
S GPx (U/g prt) 728.53£151.11%  704.15+82.51% 718.61x141.31° 610.37+43.39° 604.91+53.60° 582.37+49.24° 679.26+98.10°

SOD (U/g prt)

393.17+£90.09%

312.58+44.13%

347.91+50.02%

283.44+18.15°

277.11429.26°

259.05+28.03°

288.35+50.95°

Tablodaki her bir deger ortalama + standart hata olarak sunulmustur (n=6).
Ayni stitunda farkls harfler (a,b,c,d) istatistiksel 6nem farki gosterir (P< 0.05).

GSH: Rediikte glutatyon, GST: Glutatyon S-transferaz, GPx: Glutatyon peroksidaz, SOD: Siiperoksit dismutaz, MTU: M. neglectum toprak iistii, MS: M. neglectum
sogan.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢aligmasinda, Arap tiziimii (Muscari neglectum Guss. Ex Ten.) bitkisine
ait toprak iistii (MTU) ve sogan (MS) kisimlarina ait %80’lik etanol ekstresinin hem in
vitro (GC-MS, LC-MS/MS, toplam fenolik ve toplam flavonoit) igerik analizleri hem de
CCly ile oksidatif stres olusturulan siganlarda bu ekstrenin serum biyokimyasal
parametreleri iizerindeki etkisine ek olarak lipit peroksidasyonu ve antioksidan rolii
karaciger, bobrek ve mide dokusu supernatantlarinda in vivo olarak ilk kez ¢alisilmustir.
Ayrica, pozitif kontrol grubu olarak basta karaciger olmak iizere ¢esitli dokular iizerinde
koruyucu etki mekanizmasi iyi bilinen sliymarin (10 mg/kg, oral) kullanild1 (Dogan ve
Anuk, 2019).

Tez calismasinin in vitro ayaginda M. neglectum bitkisinin toprak iistii (MTU)
ekstresindeki GC-MS ugucu yag bilesiklerin tanimlanmasi % tepe alani indeksine gore
oktadekadienoik asit (%25.66), 9,12,15-oktadekatrienoik asit (%21.50) ve
hekzadekanoik asit (%16.64) metil esterleri major yag asitleri olarak bulunurken,
bitkinin sogan (MS) kisminda ise 9,12-oktadekadienoik asit (Z,Z2) (%28.77),
oktadekanoik asit (% 21.73) ve hekzadekanoik asit (% 20.80) metil esterleri ana yag
asitleri olarak tespit edildi (Tablo 4.1, 4.2; Sekil 4.1, 4.2). M. neglectum n-hekzan
ekstresinde 32 biyoaktif fitokimyasal bilesigin tanimlandigi GC-MS analiz sonuglarina
gore bis(2-etilhekzil)ftalat (%18,6), tribiitiletilstannan (%10,1), bis(klorofenil)siilfon
(%8,7), giberellin (%4,9) ve 6,10-dodekatrien-3-ol, 3,7,11-trimetil (%3.3) yag

bilesiklerinin major iiriin oldugunu belirlemislerdir (Nasrabadi ve ark., 2013).

Oktadekadienoik asitin yapilan ¢alismalarda yiiksek antioksidan 6zellige sahip
oldugu (Olaleye ve ark., 2019), 9,12,15-oktadekatrienoik asitin saglik i¢in gerekli olan
esansiyel bir yag asidi oldugu ve antioksidan oOzelligiyle antikanserojen ve
antienflamatuvar etki gosterdigi ve bébrekte koruyucu rol oynadigi (Istifli ve ark., 2019)
rapor edilmistir. Hekzadekanoik asitin karaciger hastaliklarini tetikleyebilen bir bilesik
oldugu belirlenmistir (Jin ve ark. 2017). Bir baska ¢alismada ise CCly ile oksidatif stres
olusturulan farelerde Rosmarinus officinalis bitki ekstresinin hekzadekanoik asit icerigi
bakimindan zengin oldugu ve antioksidan etkisinin bulundugu rapor edilmistir (El-

Hadary ve ark., 2017).
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LC-MS/MS ile etanol ekstrede daha once yontem validasyonu yapilan 53
fitokimyasala gore kantitatif miktar tayini yapildi (Yilmaz, 2020). LC-MS/MS
sonuglarina gore M. neglectum’un toprak iistii (MTU) etanol ekstrelerinde kinik asit,
fumarik asit, gentisik asit, kafeik asit, kemferol ve apigenin (sirasiyla, 1.726, 5.771,
0.138, 0.052, 0.035 ve 0.092 ug/g), sogan (MS) etanol ekstresinde Kinik asit, fumarik
asit, kafeik asit ve kemferol (sirasiyla 0.411, 1.567, 0.619 ve 0.300 ug/g) kayda deger
miktarda bulunmustur (Tablo 4.4). MTU kisminda fumarik ve Kinik asitler, MS
kisminda ise fumarik ve kafeik asitlerin major bilesikler oldugu rapor edilmistir.
Sonuglarimiz daha 6nce yapilan yontem validasyonu ile uyumlu oldugu gorilmiistiir
(Y1lmaz, 2020). Ayrica, daha once yapilmis ¢alismalarda Muscari tiirlerinde benzer
bilesiklerin oldugu belirlenmistir (Giglio ve ark., 2021; Ozcan ve ark., 2018).

Bitkilerdeki fitokimyasal dogal antioksidanlar serbest radikal hasarina karsi
koruma saglarlar (Altemimi ve ark., 2017). Antioksidan etki gdsteren fumarik asidin
tilseri onlemede mide koruyucu (Kuroda ve Akao, 1977), hepatokarsinojenez onleyici
(Kuroda ve ark., 1987), sinir hasar1 6nleyici ve antienflamatuvar (Linker ve ark., 2011)
etkisinin oldugu rapor edilmistir. Kafeik asidin antioksidan 6zelliginden dolay1
diyabetin olusturdugu kalp hasarini 6nlemede etkisi oldugu (Okutan ve ark., 2005),
mide koruyucu 0zelligi bulundugu (Hirose ve ark., 1990), antienflamatuvar,
antimutajenik, antibakteriyel ve antikanserojen etkilere sahip oldugu belirtilmistir
(Genaro-Mattos ve ark., 2015). Kinik asidin giiglii bir antioksidan ve antienflamatuvar
etkisinden dolay1 serbest radikal onleyici etkisi oldugu ve diyet yoluyla aliniminin
gastrointestinal kanalda triptofan ve nikotinamit sentezine yardimci oldugu belirtilmistir
(Liu ve ark., 2020). Bir flavonoit olan kemferoliin antioksidan, antienflamatuvar,
antimikrobiyal, antikanser, kardiyoprotektif, noroprotektif ve antidiyabetik etkilere
sahip olmakla birlikte gastroprotektif 6zelligi ile mide iilserlerinde koruyucu etkisinin

bulundugu rapor edilmistir (Li ve ark., 2018).

MTU etanolik ekstredeki toplam fenolik ve flavonoit icerigi Tablo 4.3’te
goriildiigl gibi sirastyla 17.4+0.42 ve 16.6+£0.23 olarak bulunurken, MS’de ise 5.7+0.17
ve 1.0+0.01 olarak bulundu. Daha Once yapilmigs bir ¢aligmada, M. neglectum
ekstresinin toplam fenolik, flavonoit ve antosiyanin igerikleri sirasiyla %18.2, %0.94 ve
%0.11 oldugu rapor edilmistir (Mahboubi ve Taghizadeh, 2016).
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Fenolik bilesiklerin, hidrojen verici, tekli oksijen sondiiriicii, indirgeyici ajan ve
metal iyonlarin selatlayict hareketleri gibi redoks oOzelliklerinden dolayr ¢ok giiclii
oranda antioksidan etki gosterdikleri i¢in; flavonoitlerin ise antimikrobiyal, antiviral,
antienflamatuvar, antitrombotik, antikanserojenik ve antimutajenik etkilere sahip
oldugu, serbest radikal siipiiriicii etki gosterdigi ve trigliseritlerin oksidasyonu esnasinda
olusan radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirabileceginden dolay1 canlilar i¢in 6nemli

olduklar1 belirtilmistir (Mustafa ve ark., 2010).

Tez galismasinin in vivo ayaginda M. neglectum etanol ekstresinde tespit edilen
bilesiklerin olasi etkileri CCly toksisitesine karsi sican hayvan modelinde arastirildi. Bu
sebeple, mekanizmalar1 tanimlamak ve potansiyel tedaviyi kesfetmek igin CCly ile doku
hasar1 olusturarak sigan hayvan modelini kullandik. Ciinkii CCly'e maruz kalma, cesitli
hepatoprotektif dogal 6zleri arastirmak igin en yaygin kullanilan modellerden biridir
(Dogan ve ark., 2021). CCl4 karacigerde olusturdugu akut ve kronik toksisite ile
steatoz, hiicresel nekroz, fibroz ve sirozla sonuglanmasina sebep olur (Weber ve ark.,
2003). Karacigerde, CCl, sitokrom p450 tarafindan yiiksek oranda reaktif olan
triklorometil serbest radikaline (CCl3) metabolize edilir, daha sonra triklorometil
peroksi radikaline (CCI300) doniistiiriiliir. CCl300" hiicre makromolekiiler proteini ve
sitoplazmik membran fosfolipitlerinde bulunan yag asitleri ile reaksiyona girerek daha
toksik triklorometil peroksil radikalleri (CCI30’) olusturur. Sonug¢ olarak, lipit
membranlarinin peroksidatif bozunmasi1 meydana gelir ve lipit peroksitlerin olusumuna

yol agar (Winczura ve ark., 2012).

Antioksidanlar serbest radikalleri temizleme, oksidatif hasara karsi koruma
saglayabilen ve kronik hastalik riskini azaltmasi gibi 6nemli koruyucu maddelerdir
(Suzek ve ark., 2016). Antioksidanlar tarafindan bu zararlilar elimine edilmezse artan
oksidatif strese bagli olarak serbest radikaller hiicre membrani, protein, niikleik asit ve
karbonhidratlarda oksidasyona sebep olur. Bu durum, karaciger ve bobrek gibi doku
hasar1 biyobelirte¢ enzimlerinin dolagima sizmasina sebep olur. Dolasimdaki bu enzim
diizeylerinin yiiksekligi doku hasar boyutunun klinik yorumlanmasinda énemli katkilar
sunar. CCly ile oksidatif stres olusturulan pek ¢ok sican ¢alismasinda serum AST, ALT,
LDH, kreatinin, iire, kolesterol, trigliserit ve LDL gibi parametrelerde artisa neden

oldugu rapor edilmistir (Dogan ve ark., 2018; Suzek ve ark., 2016; Tong ve ark., 2015).
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Ayrica, CCly kaynakli olusan doku hasarinda lipit peroksidasyonun major tiriiniit MDA
diizeyinde artis ve antioksidan enzim aktivitelerinde ise diisiise neden oldugu
belirtilmistir (Ekpo  ve ark., 2021; Suzek ve ark., 2017; He ve ark.,, 2012).
Sonuglarimiza goére, CCl; uygulamast AST ve ALT diizeyinde artisa neden oldugu
ancak CCls’iin M. neglectum ekstreleriyle birlikte uygulanmasi, 5 haftalik uygulamadan
sonra MTU ve MS ekstreleri AST ve kreatinin diizeyinde diisiise neden oldugu diger
parametrelerde belirgin bir iyilesmeyi gerceklestirmedigi goriilmiistiir. Ancak, mide
dokusunda MTU ve MS ekstreleri CCly’iin sebep oldugu lipit peroksidasyonu énleyerek
MDA diizeyini 6nemli oranda disiirdiigii, GSH ile beraber antioksidan enzim
aktivitelerinde belirgin bir iyilesme gosterdigi belirlenmistir. Bulgularimiz, M.
neglectum bitkisinin mide koruyucu etkisinin olabilecegine dair yapilmis ¢alismalarla

uyumludur (Eroglu Ozkan ve ark., 2018a; Demirci Kayiran ve Eroglu Ozkan, 2017).

Calismamizda, M. neglectum’un mide dokusu iizerinde anlamli sonuglar vererek
CCly’tin olusturdugu oksidatif strese karsi, mide koruyucu etki gostermesi M. neglectum
ekstresinde bulunan fumarik asitin (Kuroda ve Akao, 1977) ve kemferoliin (Li ve ark.,
2018) mide tilserine kars1 koruyucu etki gdstermesi, kafeik asitin mide koruyucu 6zellik
sergilemesi (Hirose ve ark., 1990) ve kinik asitin gastrointestinal kanalda triptofan ve
nikotinamit sentezinde rol almasi (Liu ve ark., 2020) ile agiklanabilir. Ancak M.
neglectum’un CCl’iin olusturdugu oksidatif strese karsi, karaciger dokusu iizerinde
anlamli sonuglar vermemesi, M. neglectum ekstresinde tespit edilen hekzadekanoik
asitin karaciger hastaliklarini tetikleyebilen bir bilesik olmasi (Jin ve ark., 2017) ile
bagdastirilabilir. M. neglectum ekstresinde tespit edilen 9,12,15-oktadekatrienoik asitin
yapilan diger ¢alismalarda bobrek koruyucu etkisi (Istifli ve ark., 2019) rapor edilmis
olmasma ragmen calismamizda CCly’iin olusturdugu oksidatif strese karsi, bobrek
dokusu iizerinde M. neglectum koruyucu etki gostermedigi belirlenmistir. Kullanilan
bitki ekstresinin karaciger ve bobrek dokusunda koruyucu etki gdstermemis olmasi
dokularin farkli fizyolojik yapiya sahip olmasi, deney siiresi ve CCly’tin uygulama

dozunun bir sonucu olarak yorumlanabilir.

Sonug olarak M.neglectum’un toprak istii ve sogan kismlarina ait etanolik
liyofilize ekstresinin 6nemli fitokimyasal bilesikler icerdigi rapor edilmistir. Ayrica,

CCly ile oksidatif stres olustirulan siganlarda ekstrenin mide lipit peroksidasyonunu

65



engelledigi, antioksidan etki gosterdigi ve midevi hastaliklara karsi etkili olabilecegi

sonucuna varilmistir.
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Ek 1. Etik Kurul Kesin Sonug¢ Raporu
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YUKSEK LiSANS TEZi ORiJINALLIK RAPORU

TezBashgi/  CCl, ile Oksidatif Stres Olusturulan Sicanlarda Arap Uzimi (Muscari
Konusu neglectum Guss. Ex Ten.) Bitki Ekstraktinin Fitokimyasal icerigi ve
Antioksidan Etkilerinin Arastirilmasi

intihal taramasi yapilan béliimler ve sayfa sayilari

Kapak sayfasi Giris Ana bolimler Sonug bolimleri Toplam sayfa sayisi
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Ek 3. LC-MS/MS Analitik Yontem Validasyon Parametreleri (Yilmaz, 2020)

RSD%* Linearity Recovery (%)

M., lon. _ LOD/LOQ Gr.
No  Analytes RT? ,  FL(mzy Equation rd Range . U’ i

(m/z) mode Interday Intraday (ng/L) Interday Intraday No

(mg/L)

1 Quinic acid 3.0 190.8 93.0 Neg y=-0.0129989+2.97989 x 0.996 0.69 0.51 0.1-5 25.7/33.3 1.0011 1.0083 0.0372 1
2 Fumaric aid 3.9 115.2 40.9 Neg y=-0.0817862+1.03467 x 0.995 1.05 1.02 1-50 135.7/167.9 0.9963 1.0016 0.0091 1
3 Aconitic acid 4.0 172.8 129.0 Neg y=-0.7014530+32.9994 x 0971  2.07 0.93 0.1-5 16.4/31.4 0.9968 1.0068 0.0247 1
4 Gallic acid 4.4 168.8 79.0 Neg y=0.0547697+20.8152 x 0.999 1.60 0.81 0.1-5 13.2/17.0 1.0010 0.9947 0.0112 1
5 Epigallocatechin 6.7 304.8 219.0 Neg y=-0.00494986+0.0483704 x 0.998 122 0.73 1-50 237.5/265.9 0.9969 1.0040 0.0184 3
6 Protocatechuic acid 6.8 152.8 108.0 Neg y=0.211373+12.8622 x 0.957 1.43 0.76 0.1-5 21.9/38.6 0.9972 1.0055 0.0350 1
7 Catechin 74 288.8 203.1 Neg y=-0.00370053+0.431369 x 0999 214 1.08 0.2-10 55.0/78.0 1.0024 1.0045 0.0221 3
8 Gentisic acid 8.3 152.8 109.0 Neg y=-0.0238983+12.1494 x 0.997 181 122 0.1-5 18.5/28.2 0.9963 1.0077 0.0167 1
9 Chlorogenic acid 8.4 353.0 85.0 Neg y=0.289983+36.3926 x 0995 215 1.52 0.1-5 13.1/17.6 1.0000 1.0023 0.0213 1
10 Protocatechuic aldehyde 85 137.2 92.0 Neg y=0.257085+25.4657 x 0.996 2.08 0.57 0.1-5 15.4/22.2 1.0002 0.9988 0.039%6 1
11 Tannic acid 9.2 182.8 78.0 Neg y=0.0126307+26.9263 x 0.999 240 1.16 0.05-2.5 15.3/22.7 0.9970 0.9950 0.0190 1
12 Epigallocatechin gallate 9.4 457.0 305.1 Neg y=-0.0380744+1.61233 x 0.999 1.30 0.63 0.2-10 61.0/86.0 0.9981 1.0079 0.0147 3
13 1,5-dicaffeoylquinic acid 9.8 515.0 191.0 Neg =-0.0164044+16.6535 x 0.999 242 1.48 0.1-5 5.8/9.4 0.9983 0.9997 0.0306 1
14 4-OH Benzoic acid 10.5 137,2 65.0 Neg =-0.0240747+5.06492 x 0.999 124 0.97 0.2-10 68.4/88.1 1.0032 1.0068 0.0237 1
15 Epicatechin 116 289.0 203.0 Neg =-0.0172078+0.0833424 x 0.996 1.47 0.62 1-50 139.6/161.6 1.0013 1.0012 0.0221 3
16 Vanilic acid 11.8 166.8 108.0 Neg =-0.0480183+0.779564 x 0.999 1.92 0.76 1-50 141.9/164.9 1.0022 0.9998 0.0145 1
17 Caffeic acid 12.1 179.0 134.0 Neg y=0.120319+95.4610 % 0.999 111 1.25 0.05-2.5 7.719.5 1.0015 1.0042 0.0152 1
18 Syringic acid 12.6 196.8 166.9 Neg y=-0.0458599+0.663948 x 0.998 1.18 1.09 1-50 82.3/104.5 1.0006 1.0072 0.0129 1
19 Vanillin 13.9 153.1 125.0 Poz y=0.00185898+20.7382 x 0.996 1.10 0.85 0.1-5 24.5/30.4 1.0009 0.9967 0.0122 1
20 Syringic aldehyde 14.6 181.0 151.1 Neg y=-0.0128684+7.90153 x 0.999 251 0.77 0.4-20 19.7/28.0 1.0001 0.9964 0.0215 1
21 Daidzin 15.2 417.1 199.0 Poz y=9.45747+152.338 x 0.996 2.25 1.32 0.05-2.5 7.0/9.5 0.9955 1.0017 0.0202 2
22 Epicatechin gallate 155 441.0 289.0 Neg =-0.0142216+1.06768 x 0.997 1.63 1.28 0.1-5 19.5/28.5 0.9984 0.9946 0.0229 3
23 Piceid 17.2 391.0 135/106.9 Poz y=0.00772525+25.4181 x 0.999 194 1.16 0.05-2.5 13.8/17.8 1.0042 0.9979 0.0199 1
24 p-Coumaric acid 17.8 163.0 93.0 Neg y=0.0249034+18.5180 x 0.999 1.92 1.43 0.1-5 25.9/34.9 1.0049 1.0001 0.0194 1
25 Ferulic acid-D3-IS" 18.8 196.2 152.1 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0.0170 1
26 Ferulic acid 18.8 192.8 149.0 Neg y=-0.0735254+1.34476 x 0.999 1.44 0.53 1-50 11.8/15.6 0.9951 0.9976 0.0181 1
27 Sinapic acid 18.9 222.8 193.0 Neg y=-0.0929932+0.836324 x 0999 145 0.52 0.2-10 65.2/82.3 1.0031 1.0037 0.0317 1
28 Coumarin 20.9 146.9 103.1 Poz y=0.0633397+136.508 x 0999 211 1.54 0.05-2.5 214.2/247.3 0.9950 0.9958 0.0383 1

®R.T.: Retention time, "MI (m/z): Molecular ions of the standard analytes (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment ions r*: Coefficient of determination, RSD: Relative standard
deviation, "LOD/LOQ (ug/L): Limit of detection/quantification, °U (%): percent relative uncertainty at 95% confidence level (k = 2), "IS: Internal standard, 'Gr. No:
Represents grouping of internal standards, these numbers indicate which IS stands for which phenolic compound. Ek 3’tin devamu bir sonraki sayfadadir.
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Ek 3. LC-MS/MS Analitik Yontem Validasyon Parametreleri (Yilmaz, 2020) (devami)

No Analytes RT? M ,  FL(m2)f v Equation r? RSDY Linearity LOD/LfOQ Recovery (%) us er.
(m/z) mode Interday Intraday Range (mg/L)  (pg/L) Interday Intraday No
29 Salicylic acid 21.8 137.2 65.0 Neg y=0.239287+153.659 x 0.999 1.48 1.18 0.05-2.5 6.0/8.3 0.9950 0.9998 0.0158 1
30 Cynaroside 23.7 447.0 284.0 Neg y=0.280246+6.13360 x 0.997 1.56 1.12 0.05-2.5 12.1/16.0 1.0072 1.0002 0.0366 2
31 Miquelianin 24.1 477.0 150.9 Neg =-0.00991585+5.50334 x 0.999 1.31 0.95 0.1-5 10.6/14.7 0.9934 0.9965 0.0220 2
32 Rutin-D3-IS" 255 612.2 304.1 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 2
33 Rutin 25.6 608.9 301.0 Neg =-0.0771907+2.89868 x 0.999 1.38 1.09 0.1-5 15.7/22.7 0.9977 1.0033 0.0247 2
34 isoquercitrin 25.6 463.0 271.0 Neg y=-0.111120+4.10546 x 0.998 213 0.78 0.1-5 8.7/13.5 1.0057 0.9963 0.0220 2
35 Hesperidin 25.8 611.2 449.0 Poz y=0.139055+13.2785 % 0.999 1.84 1.35 0.1-5 19.0/26.0 0.9967 1.0043 0.0335 2
36 o0-Coumaric acid 26.1 162.8 93.0 Neg y=0.00837193+11.2147 x 0.999 211 1.46 0.1-5 31.8/40.4 1.0044 0.9986 0.0147 1
37 Genistin 26.3 431.0 239.0 Neg y=1.65808+7.57459 x 0.991 2.01 1.28 0.1-5 14.9/21.7 1.0062 1.0047 0.0083 2
38 Rosmarinic acid 26.6 359.0 197.0 Neg y=-0.0117238+8.04377 x 0.999 1.24 0.86 0.1-5 16.2/21.2 1.0056 1.0002 0.0130 1
39 Ellagic acid 27.6 301.0 284.0 Neg y=0.00877034+0.663741 x 0.999 1.57 1.23 0.4-20 56.9/71.0 1.0005 1.0048 0.0364 1
40 Cosmosiin 282 4310 269.0 Neg y=-0.708662+8.62498 x 0.998  1.65 1.30 0.1-5 6.3/9.2 0.9940 0.9973 0.0083 2
41 Quercitrin 29.8 447.0 301.0 Neg =-0.00153274+3.20368 x 0.999 2.24 1.16 0.1-5 4.8/6.4 0.9960 0.9978 0.0268 2
42 Astragalin 304 4470 255.0 Neg y=0.00825333+3.51189 x 0.999  2.08 1.72 0.1-5 6.6/8.2 0.9968 0.9957 0.0114 2
43 Nicotiflorin 30.6 592.9 255.0/284.0 Neg y=0.00499333+2.62351 x 0.999 1.48 1.23 0.05-2.5 11.9/16.7 0.9954 1.0044 0.0108 2
44 Fisetin 306  285.0 163.0 Neg y=0.0365705+8.09472 x 0.999 175 1.19 0.1-5 10.1/12.7 0.9980 1.0042 0.0231 3
45 Daidzein 34.0 253.0 223.0 Neg =-0.0329252+6.23004 x 0.999 2.18 1.73 0.1-5 9.8/11.6 0.9926 0.9963 0.0370 3
46 Quercetin—DB—ISh 35.6 304.0 275.9 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 3
47 Quercetin 35.7 301.0 272.9 Neg y=+0.00597342+3.39417 x 0.999 1.89 1.38 0.1-5 15.5/19.0 0.9967 0.9971 0.0175 3
48 Naringenin 359 2709 119.0 Neg y=-0.00393403+14.6424 x 0999 234 1.69 0.1-5 2.6/3.9 1.0062 1.0020 0.0392 3
49 Hesperetin 36.7 301.0 136.0/286.0 Neg y=+0.0442350+6.07160 0.999 247 213 0.1-5 7.1/9.1 0.9998 0.9963 0.0321 3
50 Luteolin 36.7 284.8 151.0/175.0 Neg y=-0.0541723+30.7422 x 0.999 1.67 1.28 0.05-2.5 2.6/4.1 0.9952 1.0029 0.0313 3
51 Genistein 36.9 269.0 135.0 Neg y=-0.00507501+12.1933 x 0.999 1.48 1.19 0.05-2.5 3.7/5.3 1.0069 1.0012 0.0337 3
52 Kaempferol 379 2850 239.0 Neg y=-0.00459557+3.13754 x 0999 149 1.26 0.05-2.5 10.2/15.4 0.9992 0.9990 0.0212 3
53 Apigenin 38.2 268.8 151.0/149.0 Neg y=0.119018+34.8730 x 0.998 117 0.96 0.05-2.5 1.3/2.0 0.9985 1.0003 0.0178 3
54 Amentoflavone 39.7 5370 417.0 Neg y=0.727280+33.3658 x 0992 135 1.12 0.05-2.5 2.8/5.1 0.9991 1.0044 0.0340 3
55 Chrysin 40.5 252.8 145.0/119.0 Neg y=-0.0777300+18.8873 x 0.999 1.46 1.21 0.05-2.5 1.5/2.8 0.9922 1.0050 0.0323 3
56 Acacetin 407 283.0 239.0 Neg y=-0.559818+163.062 x 0997 167 1.28 0.02-1 15/2.5 0.9949 1.0011 0.0363 3

R.T.: Retention time, ®MI (m/z): Molecular ions of the standard analytes (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment ions °r®: Coefficient of determination, °RSD: Relative standard
deviation, 'LOD/LOQ (ng/L): Limit of detection/quantification, 9U (%): percent relative uncertainty at 95% confidence level (k = 2), "IS: Internal standard, 'Gr. No: Represents
grouping of internal standards, these numbers indicate which 1S stands for which phenolic compound.
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Ek 4. LC-MS/MS Standart Fenolik Bilesikler Kromatogram (Yilmaz, 2020)
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