CAMPANULA PROPINQUA EKSTRELERINDEN LUTEOLIN-7-GLIKOZIT VE
RUTIN TAYINI iCIN SIVI KUTLE SPEKTROMETRISI YONTEMI
GELISTIRILMESI

Turkan CELILOVA
Yuksek Lisans Tezi
Eskisehir 2023



CAMPANULA PROPINQUA EKSTRELERINDEN LUTEOLIN-7-GLIKOZIT VE
RUTIN TAYINI ICIN SIVI KUTLE SPEKTROMETRISI YONTEMI
GELISTIRILMESI

Turkan CELILOVA

YUKSEK LISANS TEZi
Analitik Kimya Anabilim Dal

Tez Damsmani: Do¢. Dr. Erol SENER

Eskisehir
Anadolu Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii

2023



JURI VE ENSTITU ONAYI

Turkan CELILOVA’nin “Campanula propinqua Ekstrelerinden Luteolin-7-Glikozit ve
Rutin Tayini i¢in Siv1 Kiitle Spektrometrisi Yontemi Gelistirilmesi” baglikli tezi
20/01/2023 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan degerlendirilerek “Anadolu Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Y&netmeliginin ilgili maddeleri uyarinca, Analitik

Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Unvam Adi Soyadi imza
Uye (Tez Danigmani) : Dog¢. Dr. Erol SENER
Uye : Dog. Dr. Elif Mine ONCU KAYA

Uye : Prof. Dr. Duygu YENICELI UGUR

Prof. Dr. Giilsen AKALIN CIFTCI

Enstiti Mudaru



OZET

CAMPANULA PROPINQUA EKSTRELERINDEN LUTEOLIN-7-GLIKOZIT VE
RUTIN TAYINI ICIN SIVI KUTLE SPEKTROMETRISI YONTEMI
GELISTIRILMESI

Turkan CELILOVA
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, .../01/2023

Danisman: Dog. Dr. Erol SENER

Bu ¢aligmada Rutin (RU) ve Luteolin-7-glikozit (Lut-7G) tayini icin yeni bir SK-KS/KS
yontemi gelistirilmistir. Calismalar zaman1 3,5 um i¢ ¢apt olan Zorbax C18 kolunu
kullanilmigtir. Optimum kosullar, 100.0 voltaj, 30°C kolon sicakligi, ve A haraketli faz
olarak % 0,5 formik asit, B haraketli faz olaraksa su:asetonitril:formik asit (50:50:0,5,

h/h/h) dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Yontem ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. Agirlikli regresyon uygulanmistir. Rutin
icin 0,975-1950 ppb derisim araliginda, lut-7G iginse 0,6-1200 ppb derisim araliginda iyi
bir dogrusallik belirlenmistir. Tayin sinir1 ve saptama sinir1 rutin icin sirasiyla 2,12 ppb
ve 0,64 ppb, lut-7G iginse 0,44 ppb ve 0,13 ppb olarak bulunmustur. Rutin i¢in gln ici ve
giinler aras1 dogruluk ve kesinlik ¢alismalari i¢in geri kazanim % 98,2-99,4 araliginda,
lut-7G iginse % 98,6-100,4 araliginda ve % BSS ise 2’den az olmasi tatmin edici
bulunmustur. Gelistirilen yontem Campanula propinqua bitkisinin yaprak ve ¢igek
ekstresine uygulanmistir. Bitkinin yaprak ve ¢igek ekstraktinda sirasiyla 46,87 pg/mg ve
4,07 pg/mg rutin bulunmustur. Lut-7G ise yalniz bitkinin ¢icek ekstraktinda 4,57 pg/mg
olarak tespit edilmistir.

Anahtar  Kelimeler:  Rutin, Luteolin-7-glikozit, Sivi  kromatografisi-Kutle
Spektrometrisi, Campanula propinqua



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF LIQUID CHROMATOGRAPHY MASS SPECTROMETRY
METHOD FOR THE DETERMINATION OF LUTEOLIN-7-GLUCOSIDE AND
RUTIN IN CAMPANULA PROPINQUA EXTRACTS

Turkan JALILOVA
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Institute of Health Sciences, .../01/2023
Supervisor: Dog. Dr. Erol SENER

In this study, a new LC-MS/MS method was developed for the determination of Rutin
(RU) and Luteolin-7-glycoside (Lut-7G). During the studies, Zorbax C18 with an inner
diameter of 3,5 um was used. Optimum conditions were 100.0 V voltage, 30°C column
temperature and used a mobile phase A, % 0,5 formic acid and B water:acetonitrile:formic
acid (50:50:0,5 v/viv).

The method was validated according to ICH guideline. Applied weighted regression. A
good linearity were optained in the concentration range of 0,975-1950 ppb for the rutin
and 0,66-1200 pbb for the lut-7G. LOQ and LOD of the method were found to be 2,12
ppb-0,64 ppb for the rutin and 0,44 ppb-0,13 ppb for the lut-7G. The precision and
accuracy of the method were satisfying with intra and interday recovery values of % 98-
99,4 for the rutin and % 98,6-100,4 for the lut-7G and RSD values less than % 2. The
proposed method was applied to the leaf and flower extract of Campanula Propinqua.
46,57 pg/mg ve 4,07 pg/mg of rutin were found in the leaf and flower extract of the plant.
Lut-7G was only found in the flower extract of the plant 4,57 pg/mg.

Keywords: Rutin, Luteolin-7-glucoside, Liquid chromatography—mass spectrometry,

Campanula propinqua
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak Gzere tim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilen tim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS

Insanlarin bitkilere kars1 ilgisi ¢cok uzun zamandir devam etmektedir. Doga
gecmisten beri tibbi bitkiler kaynagi olmustur. T1ibbi bitkiler yillardir insanlar tarafindan
ilag, gida, kozmetik, boya sanayisinde degisik amaglarla kullanilmaktadir (Altinéz ve
Altuner, 2021). Yabani bitkilerin ilk defa ila¢ olarak kullanilmasi Sumer, Akkad ve
Asurlara dayanmaktadir (Coban ve Barigik, 2021).

Birgok iilke ve medeniyetlerde bitkisel ilaglar kullanilmaktadir (Hlila vd., 2016).
Son yillarda sentetik ilaglarin insanlar {izerindeki olumsuz etkileri ve tahribati alternatif
tipa ilgiyi oldukca artirmistir. Alternatif tip uygulamalarindan biri bitkilerle tedavi
giderek 6nem kazanmaya baslamustir (Altindz ve Altuner, 2021). Diinya Saglk Orgiitii
(WHO) yaklasik 20000 bitkinin ila¢ olarak kullanildigini bildirmistir. 500°e kadar bitki
Tiirkiyede ilag olarak kullanilmaktadir (Coban ve Barisik, 2021).

Bitkiler, insan sagligina katkida bulunabilecek biyoaktif bilesikler, ozellikle
polifenoller agisindan zengindir (Hlila vd., 2016). Son yillarda insan sagligina olumlu
etkilerinden dolay1 fenolik bilesiklerin ve fenolik bilesik bazli bitkilerin arastirilmasi
onemli olglide artmistir. Meyve, sebze, tahillar ve i¢ecekler gibi bir¢ok gidada bulunan
dogal bilesiklerdir. Epidemiyolojik arastirmalara ve meta-analizlere gore bitki
polifenolleri agisindan zengin olan gidalarin uzun siireli tiiketimi kansere,
kardiyovaskiiler hastaliga, diyabete, osteoporoza ve norolojik hastaliklara kars1 koruma

saglar (Rahman vd., 2022).

Polifenoller, serbest radikallerin olusumunu ve meydana getirdigi hasari 6nleyerek,
metal iyonlarini selatlayarak giiclii antioksidan aktivite gosterirler (Li vd., 2021). Serbest
radikaller, eslesmemis elektron i¢eren ve ¢ok reaktif olan atom grubu ve molekiillerdir
(Rahman vd., 2022). Reaktif oksijen turleri (ROS) ve reaktif nitrojen tirleri (RNS)
olmakla 2 tiir serbest radikaller vardir. YUksek konsantrasyonlarda, reaktif turler insanlar,
bitkiler ve hayvanlar izerinde olumsuz etkiye sahiptir (Wang vd., 2020). Reaktif oksijen
tirleri hiicre zarindaki lipidlere, dokulardaki veya enzimlerdeki proteinlere,
karbonhidratlara ve DNA'ya saldirarak, zar hasarina, protein modifikasyonuna (enzimler

dahil) ve DNA hasarina bagli olarak hiicre 6liimlerine neden olmaktadir (Pietta, 2000).



Tipta ve endiistride kullanilan antioksidanlar dogal ve sentetik olanlar olmak tizere
iki gruba ayrilir. En yaygin sentetik antioksidanlarin insan viicuduna zararl etkileri
gozlemlenmistir (Olzowy, 2019). Polifenollerle zengin bitkilerden elde edilen dogal
antioksidanlarin diisiik toksisite ve daha az yan etkisi onlarin yaygin kullanilma sebebidir
(Livd., 2021).

Fenolik bilesiklerin kozmetik, tekstil, gida ve paketleme endiistrileri tarafindan
renklendirici,  antimikrobiyal, antioksidan  &zelliklerinden  yararlanilmaktadir
(Albuquerque vd., 2021).

GK-KS ve SK-KS gibi kiitle spektrometri ile entegre kromatografik teknikler, ayn
anda ¢ok sayida maddenin analiz edilmesi ve yiiksek, hassasiyet, duyarlik gibi 6nemli

avantajlara sahiptir. (Aybastier, 2016)

Son zamanlarda, fenolik bilesiklerin analizi i¢in SK-KS cihazi kullanilmaktadir. Bu
cihazla hizli, kolay, ucuz, etkili, saglam, giivenli ve ayni anda bir¢ok analitin analizi

yapilabilmektedir (Yin vd., 2021).

Bu tez kapsaminda rutin ve luteolin-7-glikozit’in tayini igin yeni bir SK-KS/KS
yontemi gelistirilmistir. Yontem Campanula propinqua bitkisinin yaprak ve cigek

ekstresine uygulanmastir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Fenolik Maddeler

Polifenoller, bitkiler tarafindan diger organizmalardan korunmak icin dretilen
ikincil metabolitlerdir (Tsao, 2010). ikincil metabolitler, bitkiler tarafindan sentezlenen
lakin bitkinin biiylime ve gelismesinde direkt rolil olmayan organik bilesiklerdir. Son 100
yilda ikincil metabolit triinleri eczacilikta, aroma endiistrisinde, gida ve kimya
sanayisinde genis kullanilmaktadir (Tuncay, 2019). ikincil metabolitlerin bulundugu
bitkilerin ¢cogu nesli tilkenmekte olan bitkilerdir (Sendogan, 2015). Bu sebeple genis
kullanima sahip olan ikincil metabolitler bazen birincil metabolitlerden biyosentez

yoluyla tretilmektedir (Isah, 2019).

Butln bitkilerde bulunan fenolik maddeler genellikle onlarin tat, pigmentasyon,
koku, renk ve dayaniklilig1 iizerine etkili olan biiyiik bir gruptur (Sendogan, 2015). Bu
maddeler, bitkinin normal gelisimi sirasinda ve ayrica biyotik ve abiyotik gibi farkli
durumlara yanit olarak sentezlenmektedir (Haminiu, 2012). Fenolik maddeler besinlerin
rengini, kalitesini, besin degerini ve kararliligin1 etkilemektedir (Robbins, 2003). Bu
sebepten diisiik dozlarda besinlerin raf émrinu uzatan koruyucu olarak ve oksidatif
bozulmalara kars1 kullanilmaktadir (Tsao ve Deng, 2004). YUksek konsantrasyona sahip
fenolik bilesikler ise ¢okerek oksidatif bozulmalara neden olmaktadir (Shahidi ve Nazck,
1995).

Fenolik maddeler insan organizmasinda oksidanlar ve antioksidanlar arasinda
dengenin korunmasinda énemli rol oynamaktadir (Karabulut ve Yemis, 2019). Hucresel
bilesenlerin zarar gérmesine sebep olan oksidatif stres, dokularda asir tiretilen reaktif
oksijen tdrleri (ROS) hticre 6lumiine neden olabilmektedir (Ngo vd., 2010). Bitki ve besin
maddelerindeki en O©nemli antioksidanlar olan fenolik bilesikler, reaktif turleri
indirgeyerek hiicre zarlarinin hasar goérmesini veya hiicre igindeki genetik hasari

onleyebilirler (Jinle vd., 2019).

Fenolik asitlerin antioksidan ve antimikrobiyal etkileri onlarin aromatik halkaya
bagli olan hidroksil gruplariin say1 ve pozisyonu ile dogrudan ilgilidir. Hidroksil ve
metoksi grup sayisi arttikca fenolik asitlerin antioksidan aktivitesi de artar (Chen
vd.,2020). Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicii tiiriine, bitkinin yetisme kosullarina, hasat

zamanina ve depolama kosullarina gore fenolik maddelerin antioksidan potansiyeli


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S175646461000006X#!

degisebilir (Martins, Barros ve Ferreira, 2016; Albuquerque vd., 2021).

Genel olarak fenolik bilesikler, gida, pestisit, patlayici, ilag, kozmetik ve boya gibi
kimyasallar1 tiretmek icin gesitli endiistriyel islemlerde kullanilmaktadir (Barnaba vd.,
2015). Fenolik birlesiklerin gida iiretim zincirinin kalintilarindan ve yan iriinlerinden
elde edilmesi, bu bilesiklerin ucuz dogal kaynak olarak genis kullanimina sebebiyet
vermistir (Albuquerque vd., 2021).

Fenolik bilesikler temelde 2 gruba ayrilmaktadir. Bunlar fenolik asitler ve
flavonoidlerdir (Hurtado-Fernandez vd., 2010). Fenolik asitler tipik olarak tiiketilen
toplam fenoliklerin yaklasik tigte birini olustururken, flavonoidler kalan iicte ikisini

olusturmaktadir (Rahman vd.,2022)

2.1.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler bir aromatik benzen halkasina hidroksil (OH) ve farkli radikal
gruplar baglanarak olusurlar. Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit turevleri
vardir (Ho, 1991). Hidroksisisinnamik asitler Ce-C3 fenilpropan yapili ve karboksil grubu
benzen halkasina etil grubu ile baglanan maddelerdir. Hidroksibenzoik asitlerde ise
karboksil grubu benzen halkasina dogrudan baglanir. Bunlar Ce-C1 fenilmetan yapili ve
diisiik molekiil agirliklr bilesiklerdir (Dykes ve Rooney 2007). Hidroksibenzoik asitler,
hidroksisisinnamik asitlerden daha polardirlar (Sen, 2020).

Kafeik asit, sinnamik asit, p-kumarik asit, o-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit,
klorojenik asit, t-sinnamik asitler hidroksisinnamik asit turevleridir (Cizelge 2.1).
Hidroksisinnamik asitler HBA’lara gore daha yaygindir. HBA’lar ¢ogunlukla meyve ve
bitkilerde eser miktarda (10 ppm kadar) bulunmakta veya hi¢ bulunmamaktadir. P-
hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, gallik asit, salisilik asit, siringik asit

hidroksibenzoik asit turevleridir (Cizelge 2.1) (C.W. I. Haminiu, 2012).



Cizelge 2.1. Fenolik asitlerin yapilar

Hidroksisinnamik asitler

H Adlan R1 R2 R3 R4
R, COOH  Sinnamik asit H H H H
Ferulik asit H OCHs OH H
Rs R
. . H OCH3 OH OCHs
R Sinapik asit
2
Kafeik asit H OH OH H

Hidroksibenzoik asitler

COOH
Benzoik asit H H H H
Vanilik asit H OCH3 OH H
Salisilik asit OH H H H
Gallik asit H OH OH OH

2.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, hiicre fotosentezinde 6nemli rol oynayan diisiik molekiil agirlikl
biyoaktif polifenollerdir. Flavonoidler bitkilerde sentezlenen ikincil metabolitlerdir. Sar1
renkli olmalar1 sebebiyle Latince “sar1” anlamina gelen “flavus” sdéziinden alinmstir
(Kahraman, Serteser ve Koken, 2002). Flavonoidler tiim bitki organlarinda (k6k, govde,
yaprak, meyve, ¢icek, tohum vb.) bulunmaktadir (Bayir, 2011). Bu bilesikler bitkileri
oksidatif stresten, mikrobiyal enfeksiyondan, sicaktan, soguktan, kurakliktan da korur
(Puupponen-Pimia vd., 2000). Bitkilerde flavonoid konsantrasyonu sicaklik, ultraviyole
(UV) radyasyonu, mevsim, kuraklik ve tuzluluk stresi, 151k gibi dogal faktorlerden
etkilenir (Chagas, 2021).

Flavonoidler, bitkilerdeki fizyolojik 6zelliklerinin yani sira insan beslenmesinde
onemli bilesenlerdir (Pietta, 2000). Flavonoidler insan viicudunda sentezlenmezler. Bu
sebepten giinliik flavonoid miktarinin besinlerle temin edilmesi gerekmektedir (Cizelge

2.2) (Bayir, 2011). Sebze ve meyveler ile flavonoid alimi bir¢ok hastalik riskini ve



yaslanmay1 onemli 6l¢iide azaltir. Guinliik flavonoid alimi tiiketilen meyve, sebze ve
iceceklerden ashi olarak 50-800 mg’dir (Pietta, 2000). Bu sebepten 10.000’den ¢ok
flavonoid izole edilmis ve tanimlanmistir (Joseph, Edirisinghe ve Burton-Freeman,

2015).

Cizelge 2.2. Flavonoid kaynaklari

Flavonoid kaynaklar:

Meyveler Elma, armut, cilek, sitrus meyveleri, izim, karadut
Sebzeler Brokoli, kereviz, kirmiz1 biber, sogan, 1spanak
igecekler Cay, kirmizi sarap

Diger gidalar Sut, kakao, ¢ikolata, baharatlar

Genel olarak flavonoidler fenil benzo-piron tiirevleridir (Sekil 2.1). 15 karbon
atomlu 2 aromatik halka (A, B) oksijenli bir hetero halka ile (C) baglanmistir (Caporali
vd., 2022).

Iskelet yapilarma gore flavonoidler; katesinler (flavan-3-oller), antosiyanidinler,
flavonoller, flavonlar, flavononler, isoflavonlar olmakla 6 alt gruba ayrilmaktadirlar
(Bayir, 2011).
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Sekil 2.1. Flavonoidleri kimyasal yapis1 (Bayir, 2011)

Kimyasal yapilarina bagl olarak flavonoidlerin onaylanan antioksidan, anti-

enflamatuvar, antitimor, antimikrobiyal, antiviral, antianjiyojenik gibi farmakolojik



ozellikleri vardir (Caporali vd., 2022). Bu bilesikler biyoaktiviteleri igin oldukga cok
aragtirtlmaktadirlar.  Epidemiyolojik calismalar, yiiksek flavonoid tiiketiminin
kardiovaskuler-serebrovaskiler gibi kronik hastalik riskini azalttigini gostermistir

(Puupponen-Pimia vd., 2006)

Bitki ekolojisinde c¢esitli rolleri vardir. Cekici renkleri nedeniyle flavonlar,
flavonoller ve antosiyanidinler, polinator bocekler icin gorsel sinyal olabilirler. Burukluk
Ozelliklerinden dolayi, katesinler bitkide zararli boceklere karsi savunma sistemi olarak

davranirlar (Caporali vd., 2022).

Cizelge 2.3. Flavonoid tirleri

Flavonoid Tarleri

Flavonlar luteolin, luteolin glikozitler, apigenin, rutin
Flavanonler hesperidin, naringin, naringenin, ponkirin
Flavonoller kuersetin, kaempferol, mirisetin

izoflavonon diadzein, diadzin, genistein, glisitein, genistin
Antosiyanidin apigenidin, siyanidin

Flavan-3-oller (Katekinler) katesin, epikatesin

Flavonoidler glikozit ve aglikonlar olarak bulunmaktadirlar. Seker birimi
baglanmis flavonoid molekiilii “glikozit”, baglanmamis flavonoid molekiilii ise “aglikon”
adlandirilir. Aglikonlar bagirsakta hiicre membranlarindan emilirler, glikozitler ise

bagirsaga girmeden 6nce seker kismindan ayrilirlar (Bayir, 2011).



2.2.  Fenolik Asitlerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

2.2.1. Luteolin

Luteolin (3',4',5,7-tetrahidroksi flavon) sar1 renkli, bircok bitkide bulunan énemli
bir flavondur. Bir C2-C3 ¢ift karbon agina sahip, kimyasal olarak 2 benzen halkasi ve bir
oksijen igeren, C6-C3-C6 yapisinda molekiildiir. Dogal halde dag kekigi, kereviz, biber,
brokoli, havug ve baska sebzelerde bulunmaktadir. Cin, iran ve Brezilyada geleneksel
tipta hastaliklarin tedavisinde uzun siire kullamilmistir. Luteolin antienflamatuar,
kemoterapotik, antidiabetik, kardioprotekif, antialerjik, antioksidan, antimikrobial gibi
Ozelliklere sahiptir. Merkezi sinir sistemi igin 6nemli olan kan-beyin bariyerini
gecebildigi icin beyin tUmOru, Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilabilir oldugu
tespit edilmistir (Kwon, 2017).

Luteolinin glikozit formu; luteolin-7-glikozit turpgiller, yesil yaprakli sebzeler
(kirmiz1 lahana, lahana, 1spanak, marul), otlar (kekik, biberiye, maydanoz), fasulye,

findik, ¢ikolata, nar, elma, liziim ve baharatlarda zengin olarak bulunur (Caporali vd.,

2022).
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Sekil 2.2. Luteolin-7-glikozit molekull

2.2.2. Rutin

Rutin (kersetin 3-O-rutinosid), sar1 kristal tozdur. Rutin bitkilerde ve bitki bazli
tiriinlerde yaygin bulunan flavonoid glikozittir. Suda az, alkol, asetonda ¢ok ¢0ztinen
maddedir. Bitkilerde c¢ogunlukla farkli seker parcalar1 ile birlikte glikozit olarak
bulunurlar. Sekerle konjugasyon glikoziti stabilize eder, bu da suda ¢ozinirligi artirir

ve biyoaktivite, biyoyararlanimi etkiler (Budzynska vd., 2019). Elma, ¢ay, karabugday



gibi bitkilerde bol miktarda bulunur. Bugiine kadar 70’den ¢ok bitkinin rutin i¢erdigi
bildirilmistir (Gullon vd., 2017).

Ik defa 19-cu yiizyilda Ruta graveolens bitkisinden izole edilmistir ve “rutin” adi
buradan gelir (Budzynska vd., 2019). Ruta graveolens bitkisinin toprak iistii kisimlarimda
% 2-3 oraninda rutin bulunur (Ganeshpurkar ve Saluja, 2016). Polygonaceae
familyasindan olan karabugday rutinin dogal ana kaynagidir (Gullon vd., 2017). 50 tibbi
bitkinin karsilastirmali analizi rutinin en yiksek sedefli bitkilerde (86,6 mg/g) sonra

karabugday ¢iceklerinde (53,5 mg/g) oldugunu gostermistir (Budzynska vd., 2019).

Rutin seker diisiirme, insiilin salinimi diizenleme gibi farmakolojik etkileri
sebebiyle genis arastirilmaktadir. Ve ayrica anti-timor, anti-enflamatuvar dzellikleri ile
birlikte ROS’un sebep oldugu hasar1 azaltir (Attia, Fattah ve Nasralla, 2020). Antioksidan
ve kan basmcii diisiirme, kilcal damar gegirgenligini azaltma, kan sulandirma gibi
fizyolojik aktivitelerine gore terapotik ila¢ olarak kullanilan bitkiler kategorisine girer
(Subbarayan, Natesan ve Chen, 2020). Rutin ile sinyal iletim yollar1 modiile edilebilir ve
tiroid fonksiyonlari iyilestirilebilir (Guven, Arici, Simsek, 2019). Rutin 6zellikle varisli
damar, i¢ kanama, basur hastaliklarinin tedavisi igin tavsiye edilmektedir (Gullon vd.,
2017). Son arastirmalara gore 150’den fazla farmasotik tirtiinde rutin aktif birlesen olarak
kullanilmaktadir (Subbarayan, Natesan ve Chen, 2020). Rutinin biyik dezavantaji diisiik

suda ¢Ozinurlik, zayif stabilite ve limitli membran gegirgenliginden kaynaklanan sinirli

biyoyararlanimidir. Glnluk oral doz 500 mg — 2000 mg’dir (Gullon vd., 2017).

oH

oH

Sel;il 2.3. Rutin molekli



2.3.  Rutin ve Luteolin-7-glikozit ile Tlgili Yapilmis Diger Cahsmalar

2.3.1. Rutin ¢calismalar

Zhu vd., (2022) siganlarda oral uygulanmadan sonra Prunus mumu fructuc (MF)
ekstraktin1 analiz etmisler. Bu c¢alismada oral MF ekstrakti uygulandiktan sigan
plazmasinda 16 prototip bilesenin eszamanli tayini i¢in guvenilir ve hassas UPLC-
MS/MS  yontemi gelistirilmis ve dogrulanmistir. Plazma numuneleri, asetonitril
kullanilarak protein ¢okeltme ile hazirlanmistir. Analiz, Acquity Uplc Beh C18 (2,1 x
100 mm, 1,7 um) kolonunda, mobil faz olarak metanol ve % 0,1 (v/v) formik asit
karisiminda ve akis hiz1 0.3 mL/dakikada gergeklestirilmistir. Rutinin miktar1 Agilent Jet
Stream elektrosprey iyonlastirmasi negatif iyon modunda kullanilarak belirlenmistir.
Yontem 0,5-250,0 ng/mL derisim araliginda dogrusaldir. Bu ¢alismada rutin igin, tayin
smirt 0,2 ng/mL olarak hesaplanmistir. Analitler icin stabilite c¢alismalar1 analiz
kosullarinda test edilmis ve % 13,7’den daha disik BSS bulunmustur. Gelistirilmis
yontem, rutinin sigan plazmasinda farmakokinetik degerlendirilmesi igin basariyla

kullanilmustir.

Dengue son 50 yildir sivrisinek kaynakli en ¢ok yayilan enfeksiyonlardan biridir.
Divya-Denguenil-Vati (DNV), Dengue fever enfeksiyonun ¢ézimi igin 5 bitkinin
karistirilmasiyla olusturulmustur. Bu ¢aligmada Balkrishna vd., (2022) DNV igin UNPLC
ve HPTLC de segici, hassas, kesin yontem gelistirmisler. UHPLC yontemi rutin ve diger
maddelerin eszamanli tayini igin gelistirilmis ve valide edilmistir. Rutin daha sonra
HPTLC’de gelistirilerek valide edilmistir. Yontemler Uluslararast Uyum Konferansi
(ICH) yonergelerine gore dogrusallik (12 >0,99), hassaslik, kesinlik (% RSD < % 5), ve
dogruluk (% 88-% 105) parametreleri agisindan valide edilmistir. Gelistirilen yontemler,

26 ticari DNV gruplarini test etmek i¢in kullanilmistir.

Diger bir ¢alismada, rutin tayini igin oldukca hassas floresan yontemi
olusturulmustur. Silikon kaynagi olarak 3-(2-aminoetilamino) propil-dimetoksimetilsilan
ve indirgeyici olarak amidol kullanilmistir. Tek kap hidrotermal yontemle suda ¢6zunur
floresan silikon nanopartikiiller hazirlanmistir (SINP). SINP’ler parlak yesil fliioresan,
tuz toleransi, sicaklik kararliligi ve suda iyi ¢Ozlnurluk gostermistir. Rutin igin
dogrusallik araligi ve saptama sinir1 degerleri sirayla 0,05-400 pM ve 15,2 nM olarak
bulunmustur. Bu yontem rutin tabletlerinde ve Sophora japonica’de rutini tayin etmek

icin basariyla uygulanmistir (Pan vd., 2022).
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Hemidesmus indicus’da rutin miktarinin belirlenmesi i¢in Shrivastava ve Daharwal
(2021) yiiksek performansl ince tabaka kromatografi (HPTLC) yontemi gelistirmisler.
Yontem Uluslararasi Uyum Konferans: (ICH) yoriingelerine gore dogrusallik, dogruluk,
kesinlik ve saglamlik parametreleri agisindan valide edilmistir. Bagimsiz degiskenlerin
yanit lizerindeki etkisini arastirma igin Box-Behnken tasarimi ve yanit yiizey metodolojisi
uygulamiglardir. 3 bagimsiz degisken; mobil faz bilesimi (% h/h), mobil faz hacmi (mL)
ve akis hizi incelenmistir. Dogrusallik araligi ve korelasyon katsayisi rutin icin HPTLC
yontemi ile 200-1000 ng/spot araliginda, r?> 0,9998 degerinde bulunmustur. Ug farkl
konsantrasyon seviyesindeki pik alan tayini, rutinin gun ici (0,04-0,05) ve giinler arasi
(0,04-0,06) kesinlik icin diisiikk % BSS (<2 %) degerleri oldugunu gdstermistir. Rutinin
ekstrakt ve pazarlanan ana tentlir’de ortalama rutin miktar1 sirasiyla 229+0,57 ve
210+0,57 pg/g olarak tespit edilmistir. Onerilen yontem, H. Indicus’un kalite kontrol

degerlendirmesiyle rutin tayini igin basit, kesin ve dogru olarak kabul edilmistir.

18-molibdo-2-fosfat Wall-Dawson heteropoli anyonu (18-MPA) kullanilarak
Askorbik asit ve rutinin es zamanli tayini i¢in yesil, basit ve oldukca hassas siral
enjeksiyon laboratuvari valf yontemi gelistirilmistir. Yontem, 18-MPA ve indirgeyici
ajanlar arasindaki reaksiyon hizinin ¢ozelti pH’dan bagli olmasina dayalidir. pH 4,7°de
bir tek askorbik asit etkilesime girebilirken, pH 7,4’de reaksiyon askorbik asit ve rutin
icin es zamanli olur. Analizin kesinlik ve seciciligini artirmak, reaktif tliketimini en aza
indirmek ve Schlieren etkisini kaldirmak i¢in sirali enjeksiyon analizi manifold harici
reaksiyon odasi ile desteklenmistir. 18-MPA indirgenmesiyle bir ve iki elektronlu
heteropoli mavisi olusur. Bir elektronlu heteropoli mavisinin fraksiyonu, indirgeyicinin
diisiik konsantrasyonlarinda artar. Izobestik noktaya karsilik gelen dalga boyunun
olgllerek, kalibrasyon grafikleri elde edilir. Mevcut yontem rutin igin sirasiyla 0,3-24
mg/L arahiginda dogrusallik gostermistir. Saptama smir1 ise 0,13 mg/L olarak
bulunmustur. Yontem, kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik (% 1-2) ile askorutin

tabletlerinde rutin tayin igin Al-Shwaiyat vd., (2018) tarfindan basariyla uygulanmistir.
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2.3.2. Luteolin-7-glukozit cahismalari

Onosma inexspectata Teppner ve O. Amenum DC’de fitokimyasal icerik
incelenmistir. S1ivi kromotografi-elektrosprey iyonizasyon tandem kdtle spektrometresi
kullanilarak 27 birlesik tanimlanmis ve miktar1 belirlenmistir. Onosma inexsprectata
luteolin-7-glukozit i¢erdigi belirlenmistir. Luteolin-7-glikozit igin tayin sinir1 ve saptama
siirt sirastyla 1,51 pg/L ve 0,45 pg/L olarak bulunmustur. O. inexsprectata’da 19812 +
781 pg/g, O. armenumu’da ise 29.04 + 3 pg/g luteolin-7-glukozit bulunmustur
(Sarikurkcu ve Tlili, 2021).

Palombo vd., (2016) luteolin-7-glukozitin sedef hastaliginda tedavi yontemi
olarak kullanilmasi igin arastirmiglar. Epidermis keratinositlerin bazal tabakada ¢ogaldigi
ve suprabazal tabakalarda farklilasmaya maruz kalan dokudur. Keratinosit ¢ogalmasi ile
farklilagmas1 ve Olimii arasinda denge Onemlidir. Dengenin bozulmasi patolojik
degisiklere neden olabilir. Sedef hastalig1 gibi yaygin deri hastaliklari hiperproliferasyon
ile baglidir. Lut-7G’in hiicre dongiisiinde degisiklige neden oldugu ve Keratinosit
farklilagmasini indiikledigi gosterilmistir. Sedef hastaliginin Imiquimod (IMQ) fare
modelinde lut-7G uygulanmasi, akantozis’de azalmaya ve epidermal farklilasma
belirteclerinin ekspresyonuna yol acar. IMQ’le aktive edilen IL-22 sinyal yolunun
incelenmesi, Lut-7G’in fosfor ile edilerek aktiflestirilmis STAT3 niikleer translokasyonu
bozdugunu ve IL-22 sinyal kaskadini bloke ettigini kanitlanmistir. TUm bu sebepler baz
almarak lut-7G kullanilarak sedef hastaligi gibi hiperproliteratif ve inflamatuar deri

hastaliklarinin tedavisinde umut verici sonuglara ulasildig1 goriilmektedir.

Diger bir ¢alismada Sa vd., (2015) tarafindan luteolin-7-glikozitin karaciger lipit
metabolizmasi {izerindeki etkileri arastirilmistir. Tim vicut lipid metabolizmasinda
bozulmalar non-alkolik yagli karaciger hastaligit (NAYKH) ve kardiyovaskuler
hastaliklar gibi birgok hastaligin baglamasina yol acgabilir. Daha once sicanlarda plazma
lipid profilini iyilestirdigini gosteren lut-7G’in lipid disiiriicii etki mekanizmalari
arastirtlmistir. Bir hafta boyunca oral uygulanan lut-7G, peroksizom proliferatoru ile
aktive olan reseptor-alfa ve sigan karacigerinde izlenen genin karnitin palmitoil transferaz
ekspresyonunu uyardigini gostermistir. Lut-7G yag asidi sentaz protein seviyelerini
etkilemeden, sterol diizenleyici element baglayici protein-1’in (SREBP) hepatik ifadesini

azaltma egilimi gostermistir. SREBP-2 ve LDLr ve mRNA seviyeleri degismemis, HMG
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CoA redliktaz (HMGCR) ekspresyonu lut-7G tarafindan baskilanmistir. Bu sonuglar lut-

7G’in metabolik hastaliklara kars1 kullanilir olmasini kanitliyor.

Tum kanser tirleri arasinda akciger kanseri en genis yayilmis olandir. Bunun
% 85’1 kiigiik hiicreli dis akciger kanseridir (NSCLC). NSCLC zamani Epidermal
Buyume Faktori Reseptorii (EGFR) geninde Leu 858 Arg (L858R) ikame mutasyonu
bildirilmistir. Bu sebepten inhibitérler kullanilarak L8585R mutasyonu iceren EGFR’ler
NSCLC’ye karsi ilaglarin sentezi i¢in kullanilabilir. Maiti vd., (2020) Vernonia cinerea
bitkisinden EGFR L858R igeren giiclii inhibitdrleri tanimlamislardir. Luteolin-7-glikozit
EGFR-L858R’de bulunan Met793 ile PD168393 referans inhibitdriine benzer etkilesim
gostermigtir. Lut-7-glu’un kararliligit EGFR L858R’de analiz edilmis ve 60 nanosaniyede
acik su kosullarinda molekiler dinamik similasyonu gergeklestirildi. Eylemsizlik
yarigcapi, izomer elementlerdeki sapmalar, ¢oziicii erisebilir yilizey alan1 ve hidrojen bagi
modeli sonuglarina gore lut-7G PD168393 ile karsilastirildiginda daha iyi kararlilik
gostermigstir. Luteolin-7-glukozitin daha iyi inhibisyon 0Ozellikleri sebebiyle EGFR
L858R mutasyonuna sahip akciger kanserine karsi etkili ilaglar gelistirmek i¢in daha fazla

kullanilabilir oldugu gosterildi.

Bagka bir ¢alismada Jin vd., (2020) hasat zaman1 Cynomorii herba bitkisinden
flavonoidleri SK-KS/KS ile belirlemek i¢in hassas ve dogru yontem gelistirmisler.
Cynomorii herba Cinde yiyecek olarak ve geleneksel tipta bobrek rahatsizliklar igin,
yaslanma karsit1 olarak yaygin kullanilmaktadir. Kromatografik ayrim Eclipse plus C18
(3.0 mm x 50 mm, 1,8 um) kolanda 40°C’de gergeklestirilmistir. Asetonitril ve % 0,05
formik asit iceren mobil faz kullanilmis ve akis hiz1 0,4 mL-min"t olmustur. Optimize
kosullar altinda luteolin-7-glukozit i¢in dogrusallik aralig1, tayin sinir1 ve saptama siniri
strastyla 20,2-1010 ng-mL?, 0,3 ng-mL?, 0,1 ng-mL™* degerlerinde bulunmustur. Valide
edilen yontem aralikli hasat zamanlarinda Cynomorii herb’da fenolik bilesenlerin analizi

icin bagartyla uygulanmistir.
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2.4.  Campanula Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Campanula L. Campanulaceae familyasinin en biiyiik cinsidir, esas olarak kuzey
yarimkiirede dagilmis 400'den fazla tir icerir. Campanula tiirleri ¢ogunlukla dar
endemiktirler. Cinsin ana g¢esitlilik merkezi, Tiirkiye, dogu Akdeniz bdlgesi ve
Kafkasyadir. Diinya genelinde ¢iceklerinin sekil ve renginden dolay1 genellikle peyzaj
mimaride siis bitkisi olarak kullanilmaktadir (Karalija vd.,2022). Campanula turleri
ciceklerinin ¢an seklinde olmasi sebebiyle Tiirkiyede “can ¢igegi” veya “cingirak otu”
olarak bilinmektedir (Hiirkul, Koroglu, 2019). Familya saponin, karbonhidrat, lateks,
alkaloit ve polifenol gibi farmakolojik etkilere sahip olmasi bakimindan &nemlidir
(Hiirkul, K6roglu, 2019). Bu cinsin ¢esitli tlirlerinin kok, ¢icek ve govdesi baz tilkelerde
halk arasinda c¢esitli hastaliklarin tedavisinde, geleneksel ilaglarin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir (Karalija vd., 2022). Baz1 Campanula tiirlerinin toprakalti, toprak iistii,
yaprak ve cicek kisimlar1 gida olarak tiiketilir (Algitepe, 2019). Tiirkiye florasinda 128
tir Campanula bulunmaktadir. Bunlarin 68 tanesi endemik olarak Tiirkiyede dogal

yetismektedir ve endemizm oran1 % 53’dir (Ozdol, vd., 2022).

Campanula tiirleri bademcik iltihabu, larenjit, bronsit, tas diistirticti tedavisinde halk
tarafindan ¢ok uzun bir siire kullanilmaktadir (Roi, 1995). Tiirkiyede yara iyilestirici,
enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde ve siit artirict olarak kullanilmistir. Bundan bagka
cinsin antioksidant, antiviral, antialerjik, sitotoksik, emetik o6zellikleri belirtilmistir
(Coban ve Barisik, 2021).

Campanula turleri fenolik asitler, flavonoid aglikonlart ve onlarin glikozitleri,

fenil-propanoit gibi polifenoller, triterpenler, poliasitler ile zengindir (Ayaz, 2021).
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2.4.1. Campanula propinqua bitkisinin morfolojik 6zellikleri

Campanula propinqua yillik otsu bitkidir. Subtropikal iklimde yetigir. Govdesi
ince, 7-35 cm yiiksekliginde, tabandan ikiye boliinmistiir. Yapraklar1 dar dikdortgen,
sapsiz, 5-35 x 2—10 mm’dir. Cigekleri gosteriglidir.

Genellikle kumlu topraklarda, daglarda sarp kayalik yamaglarinda, yol
kenarlarinda, bazen ormanlarda yetisirler. Mayis-Temmuz aylarinda ¢igekler. Adiyaman,

Adana, Antalya, Erzurum, Diyarbakir, Kars ve Malatyada bulunurlar.

Cizelge 2.4. Campanula propinqua nin taksonomisi (http-2)

Alem (Kingdom) Plantae (Bitkiler)

Altalem (Subkingdom) Tracheobionta (Damarli Bitkiler)

Ust Bolim (Superdivisio) Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)

Bolum (Divisio) Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)

Smnif (Subclass) Magnoliopsida (Cift Cenekliler)

Takim (Order) Campanulales

Aile (Family) Campanulaceae (¢angigegigiller)

Cins (Genus) Campanula L. (¢an ¢icegi)

TUr (Species Campanula propinqua Fisch. Et Mey. (kum cani)
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2.5.  Sv1 Kromatografisi-Kutle Spektrometrisi

Sivi kromatografisi-kltle spektrometrisi (SK-KS) (Liquid chromatography-mass
spectrometry, LC-MS) kalitatif ve kantitatif analitik ¢calismalarda genis imkan saglayan
bir analitik ayirma teknigidir. SK-KS, YPSK (Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi)
ve KS (Kutle Spektrometresi) sistemlerinin birlikte c¢alistirllmasindan olusan yapi ve
miktar tayininde kullanilan bir cihazdir. Son yillarda SK-KS yiiksek secicilik, ayrim giicti,
duyarlilik ve hassasiyet gibi avantajlari sebebiyle kantitatif ve kalitatif analizlerinde

kullanilmaktadir.

Amerikali bilim insan1 John Bennet Fenn atmosferik basingta iyonizasyon (API)
saglayan elektro sprey iyonlagtirma (ESI) teknigini bulmustur. Bu teknigi kullanarak sivi
faz bilesenleri iyonlastirilip gaz fazina gegirilmeleri miimkiin olmustur. YPSK’den gelen
stv1 faz bilesenleri ESI teknigi ile KS sistemine girmeden ara {inite ile hem gaz fazina
transfer edebilmekte hem de iyonlastirabilmektedir. BOylece SK ve KS sistemler

birlestirilmis ve yiiksek se¢icilik, ayrim giicii ve hassasiyet ile analizler yapilmaktadir.

2.5.1. SK-KS sistemleri
SK-KS sistemi kabaca bir YPSK, bir API iinitesi ve bir KS’in birlestirilmesinden

olusmaktadir.
Mass spectrometer
ION SOURCE ANALYSER

Sample insertion INTERFACE Data Tstem

ESI Quadrupole '

LC SYSTEM * | APCL  SppppllonTrap |- -»-| DETECTOR | |- | F€
APPI TOF £

HIGH VACUUM

Sekil 2. 4 SK-KS Sistemi (Milhome ved., 2017)

KS cihaz1 vakum pompalari, iyon optikleri, kiitle analizorii, dedektor, bilgisayar ve
yazilimdan olugmaktadir. KS cihazlarinda iki tiir vakum pompasi; kaba vakum pompasi

ve turbo molekiiler vakum pompasi kullanilmaktadir.
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2.5.2. SK-KS sistemlerinde kullanilan kiitle analizorleri

Kiitle analizorii birlesenlerin gaz fazinda uguruldugu ve m/z oranlarina gore
ayrildig1 kisimdir. Genellikle sik kullanilan kiitle analizorii dort gubuklu (quadrupole),
iyon tuzagi (ion trap) ve ucus zamanl (time of flight) kitle analizor ve tadem-icli

quadrupole-analizoérleridir.

Dort Cubuklu (Quadrupole) — tetragonal yerlestirilmis dort adet metal silindirik
¢ubuktan olusmaktadir ve sk-ks cihazlarinda en yaygin ve eski kullanilan analizordiir. Bu
analizorde kiitleler iki farkli uygulanma ile analiz edilmektedir. Se¢ilmis iyon analizi
(SIM) ve tarama (scan). SIM uygulamasi, dogru akim (DC) ve radyo frekansi (RF)
degerleri sabit tutularak belli m/z’ler detektdre ulastirilarak kantitatif amacl
kullanilmaktadir. Tarama’da ise DC ve FR degerlerinin degistirilerek farkli m/z degerinin

detektore ulastirilmasindan olusmaktadir ve kalitatif analizlerde kullanilabilmektedir.

Tadem Kutle Analizéri-uig adet ardisik dort ¢ubuklu kiitle analizorii, pargalanma
unitesi ile ayrilmis iki adet dortlii kiitle analizoriinden olusmaktadir. Par¢alanma tinitesi
iyon ayirimi ve taramasi yapmaz iyonlarin parcalanmasini saglar. Ayn1 zamanda ana
kiitlelerin par¢alanmasi ve pargalarin tayini de yapmaktadir. Tadem kiitle analiz6rii hem

se¢ici hassas miktar tayinlerinde hem de yapi tayinlerinde kullanilan cihazlardir.

Ucus Zamanh (TOF) sistemleri tek bir kiitle analizériinden olusurlar ve
fragmantasyon parcalamasi yapmazlar. TOF genellikle peptid, protein gibi biiyiik
molekiillerin aymrmmi ve kiitle tayini amaci ile siklikla kullanilmaktadir. Iyonlarm
ugurulduklar1 yolu uzatmak ve ayirim giiclinii arttirmak i¢in elektriksel yansiticilar

kullanilmaktadir.

Iyon Tuzag (lon Trap) analizorleri defalarca pargalanma islemi yapabildigi icin
iyon tuzag analizorleri n kadar iyon izolasyonu ve parcalama islemi yapilabilecegini
ifade eden KS" simgesiyle gosterilmektedir. Iyon tuzagi analizorii fragman kiitle
sinyallerini degerlendirerek SRM veya MRM uygulayarak secici kantitatif, KS" 6zelligi

sebebi ile kalitatif analizler yapmaktadir.
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2.5.3. SK-KS sisteminde kullanilan dedektorler
Kiitle analizorlerinden ayrilmis iyonlarin carparak elektriksel sinyal olusturduklari
kisimdir. 3 ¢esit dedektorler kullanilir; elektron ¢ogalticilar, dinotlu foto ¢ogalticilar ve

mikro kanall yiizey.

Elektron ¢ogalticilar-dortlii ve iyon tuzag: analizérlerinde kullanilmaktadir. Iyonlar
dinota ¢arparak elektron koparir ve kopan elektron boynuz seklindeki ¢cogalticiya girerek

bu dedektorler tarafindan elektrik sinyali Uretir.

Dinotlu foto ¢ogalticilar-Iyonlar dedektore carparak bir elektron koparir ve kopan
elektron fosfor kaynagina carparak foton emisyon yaratir. Foton foto katoda ulasir ve

elektrik sinyaline doniistiiriiliirler.

Mikro kanalli yiizey-gok hizli sinyal Urettikleri icin TOF analizorlerle birlikte
kullanilmaktadir. Duyarliliklar1 diger dedektorlerden daha iyidir.

2.5.4. SK-KS sistemlerinde kullanilan iyonlastirma yontemleri

SK-KS sistemlerinde genellikle ¢ tip farkli iyonlagtirma teknikleri
uygulanmaktadir. Bunlar elektro sprey iyonlastirma (ESI), atmosferik basingta foto
iyonlastirma (APPI) ve atmosferik basingta kimyasal iyonlastirma (APCI)

yontemlerinden olusmaktadir.

ESI kiitle spektrometrisinden ¢ikan maddeleri tasiyan haraketli faz elektriksel
alanda azot gazi ile sprey edilir. Damlaciklara déniisen ve Coulumb patlamasiyla daha da
kiigiilen iyonlar elektrik alani sebebiyle kiitle ayrigtirictya gonderilir. Kiitle ayiricidan
once bir ¢oziicli ugurma tinitesi vardir. Bu boliimde iyonlara azot uygulanir ve iyon

etrafindaki ¢dzlcinin tamamen buharlastirilmasi saglanilir.
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3. GERECLER

3.1. Kullamlan Bitkisel Ornekler

Bu ¢alismanin yapilmasi i¢in Campanula propinqua bitkisi toplanmus, bitkinin
yaprak ve ¢igeklerine ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Analizlerde bitkinin yaprak ve
cicek ekstreleri kullanilmistir.

3.2.  Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Rutin Sigma-Aldrich

Luteolin-7-glikozit Sigma-Aldrich

Metanol Sigma-Aldrich marka (> % 99,9; gradiyent
saflikta)

Asetonitril Carlo Erba marka (> % 99,9; gradiyent saflikta)

Formik asit Fluka marka

Ammonium format Fluka marka

Ultra saf su
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3.3.  Cihazlar ve Diger Geregler

Analizlerde kullanilan cihaz ve gerecler Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3. 2. Analizlerde kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/Model

Buzdolab1 Arcelik, No Frost & Electronic, Tirkiye

Hassas terazi Mettler Toledo, XP205, Isvigre

Ultrasonik banyo Bandelin Electronic, RK510 H, Almanya

Ultra saf su cihazi Millipore Ultrapure Water System, Fransa

Vorteks karistirici ISOLAB marka

Siringa filtre Millex Syringe Filter, PVDF 0.22um 4mm,
Almanya

Kolon Agilen Zorbax C18

Pipet Eppendorf marka

LC-MS/MS cihazi Agilent Technologies Trip. Quad. LCMS 6460
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4., YONTEMLER

4.1.  Bitki Numunelerinin Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

Campanula propinqua bitkisi Adiyaman ili Serefli ve Ulubaba kdyii arasi yol
kenarindan, taslik alanlardan mayis ayinda toplanmistir. Toplanan bitkinin tir tayini ve

ekstraksiyon islemi Dr. Ogr. Uyesi Erkan Yilmaz tarafindan yapilmustir.

Tiir tayini yapilmig bitki laboratuvar ortaminda giin 1s1gimna maruz birakilmadan
kurutulmustur. Kurutularak ufalanan bitkinin yaprak ve cicekleri, metanol icerisinde oda
isisinda her seferinde 1 giin olacak sekilde maserasyonla ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. Maserasyon iglemi 2 kez tekrarlanmistir. Daha sonra birlestirilen ¢ozeltiler
filtre kagidi araciyla siiziilmiis ve daha sonra doner buharlastirict ile 40 °C’de vakum
altinda kuruyana kadar buharlastirilmistir. Bitki solvent orani1 1:20 (w/v) olarak
kullanilmistir. 5 gram igin her ekstraksiyonda 100 ml metanol kullanilmistir. 5 gr bitki

yapragindan 0,892 gr ekstre, 5 gr bitki ¢iceginden ise 1,005 gr ekstre elde edilmistir.

Sekil.4.1. Campanula propinqua bitkisi (http-4)
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4.2.  Ekstakt Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Campanula propinqua bitkisinin yaprak ekstraktindan 10 mg hassas terazide
tartilarak 10 ml metanol ile bir ¢6zelti hazirlanmustir. Bitkinin ¢i¢ek ekstresinden ise 10
mg tartilarak 10 ml metanol’le ¢ozelti hazirlanmistir. Ekstre ¢ozeltileri vortex cihaziyla
karistirilmistir. Daha sonra ultrasonik banyoda 15 dk bekletilerek ¢oziinmiistiir ve 0,45
um’lik siringa filtre aracilign ile siiziilmiistiir. Hazirlanan stok cozeltiler 20 °C’de
buzdolabinda saklanmustir. SK-KS/KS analizleri icin yaprak ekstre ¢ozeltisi 1:100
oraninda, ¢icek ekstre ¢ozeltisi ise 1:10 oraninda olacak sekilde asetonitril:su (formik asit)
(50:50:0,5, h:h:h) ile seyreltilmistir.

4.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok ¢Ozeltisi hazirlamak i¢in her bir fenolik madde standartlarindan uygun
miktarlarda tartilarak 15 ml’ye metanol ile seyreltilmistir. Fenolik madde ¢ozeltisinin
hazirlanmasi Dog. Dr. Fatih GOGER tarafindan temin edilmistir. Fenolik bilesiklerin stok
cozeltisinde son derisimleri lut-7-glukozit igin 0,24 mg/mL, rutin igin ise 0,39 mg/mL

olmustur. Cozelti karisimi analizlerde kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

Stok ¢Ozeltisinden metanol ile gerekli seyreltmeler yapilmis ve rutin i¢in 0,975 ppb-1950
ppb derisim araliginda, lut-7G igin ise 0,6 ppb-600 pbb derisim araliginda dillisyon islemi

ile 8 adet ¢ozelti hazirlanmustir.

4.4. Yontemin Validasyonu

Yeni analitik yontem cihaz, yontemin amaci, metodun cesidi goz Onilinde
bulundurularak gelistirilmelidir. Fenoliklerin tayini ic¢in gelistirilen SK-KS/KS
parametreleri Uluslararast Uyumluluk Konferansi’na (ICH) gore dogrusallik, kesinlik,
kararlilik, tayin sinir1 ve saptama sinir1, dogruluktur. Yapilan validasyon c¢aligmalarinin

amaci gelistirilen yontemin amaca uygunlugunun belirlenmesidir.
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4.4.1. Dogrusallik

Yontemin dogrusalligini belirlemek icin regresyon egrisinin egimi, korelasyon
katsayisi, y ekseninin kesim noktasi verileri incelenmektedir (ICH, 2005).

Fenolik bilesikleri kantitatif olarak belirlemek icin SK-KS/KS cihazina sirasiyla
cozeltiler enjekte edilerek sekiz noktali kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Rutin igin
0,9750-1950 ppb, Luetolin-7-glukozit igin 0,6-1200 ppb derisim araliklarinda olan

cozeltiler hazirlanmustir. 3 ayr1 giinde ve her noktada tiger tekrarla analizler yapilmistir.

4.4.2. Duyarhhk

Duyarlilik saptama sinir1 ve tayin sinirt olarak boliinmektedir. Tayin sinir1 (LOQ)
analitin tayin edilebilecek, dogrusallik araligi disinda olan veya araligin en alt sinirimi
olusturan konsantrasyonudur. Saptama smirt (LOD) miktar tayini sinirlari igerisine
girmeyen, analitin uygun kesinlik ve dogrulukla tayin edilebilecek en diisiik derisimidir
(Ertas ve Kayali, 2005; Ozkan, 2011, s. 114).

Tayin sinir1 ve saptama sinirint gorsel degerlendirme, sinyal-gurultl orani ve egimin
standart sapmasina gore belirmek mimkindir (Ozkan, 2011, s. 114). Saptama sinir1
(LOD) ve tayin smirt (LOQ) sinyal/giriltu yararlanarak asagida belirtilen esitlikle

hesaplanmustir.

LOD = 3 x (sinyal/gurultl)
LOQ =10 x (sinyal/guraltd)

4.4.3. Kesinlik

Yontemin kesinliginin belirlemek i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik
calismalar1 yapilmistir. Rutin (0,975; 19,5; 975 ppb) ve luteolin-7-glikozit (0,6; 12; 600
ppb) i¢in farkli derisim araliklarindaki ¢ozeltileri 3 set olarak hazirlanmustir. 3 farkl
guinde 6’ser kez (giin i¢i) olacak sekilde enjeksiyonlart yapilmistir. Kesinlik,

%BSS [(Standart sapma / ortalama) x 100] ile gosterilmistir.
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4.4.4. Dogruluk

Dogruluk geri kazim ¢alismalart ile belirlenir. YOnteminin dogrulugunu belirlemek
icin 3 farkli derisimde ¢6zelti hazirlanmuistir. Rutin icin 1,95; 97,5; 1950 ppb ve luteolin-
7-glikozit icin 1,2; 60; 1200 ppb derisim araliginda hazirlanan ¢6zeltiler 3’er kez olacak
sekilde analiz edilmistir.

% Geri Kazanim = (gozlemlenen deger/teorik deger) x % 100 esitligi ile

hesaplanmaktadir.
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5. BULGU VE TARTISMALAR

5.1. Yontem Optimizasyonu

Rutin ve lut-7G’in es zamanli tayini i¢in optimizasyon ¢alismalari yapilmistir ve en
uygun kosullar belirlenmistir. Bunun i¢in farkli sicaklik, enjeksiyon hacmi, akis hizi ve

haraketli fazlar aragtirilmistir.

Optimizasyon g¢alismalar1 sirasinda yapilan literatiir calismalar1 baz alinarak Zorbax
Eclipse Plus C18 (3 x 100mm, 3,5um partikul boyutu) kolonu kullanilmigtir. Haraketli
faz olarak ammonium format:su igeren ¢ozelti denenmistir. En uygun A haraketli faz
olarak % 0,5 formik asit iceren saf su, B haraketli faz olaraksa % 0,5 formik asit iceren
su:asetonitril ¢ozelti karisimi kullanilmustir. Haraketli faz akis hizi 0,330 mL- dk* olacak

sekilde uygulanmustir.

Cizelge 5.1. Optimum ¢alisma kosullari

Kolon Zorbax Eclipse Plus C18 (3 x 1200mm, 3,5um)
Akis Hizx 0,330 mL-dk*

Enjeksiyon siresi 12 dk

Enjeksiyon hacmi 2,5 ul

Kolon sicakhg 30°C

Mobil Faz A su:formik asit (% 0,5)

Mobil Faz B su:asetonitril (formik asit) (50:50:0,5)

Cizelge 5.2. Fenolik bilesiklerin tayini i¢in uygulanan gradient sistemi

Zaman (dk) A Hareketli Fazn1 B Hareketli Fazi
0,00 90,00 10,00
3,00 80,00 20,00
4,50 75,00 25,00
6,00 70,00 30,00
7,50 70,00 30,00
9,00 10,00 90,00
9,30 10,00 90,00
9,60 90,00 10,00
12,00 99,00 1,00
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Kiitle spektrometresi kosullart: Sinyaller 10-1000 m/z araliginda taranmistir. ESI’da
puskirtuct gaz azot 45 psi basincinda uygulanmistir. Analizler negatif iyon modunda

yapilmistir.

Acguisition SDUIBEl Chromatogram l Instrument l Diagnostics ]

Saurce parameters

Gas Temp: |300 T | 300 °C
Gas Flow: |5 I#rmiiry | 51 Imin
Mebulizer: |45 pzi | 450 pa
Sheath Gas Termp: |250 T | 250 °C
Sheath Gas Flow: |11 I#rmiiry 11.0 l¢min
Pozitive Megative
Capillary: | 3500 W 3500 Vool ame nA
Mozzle Yoltage: |50 ¥ 500 Y
Chamber Current | 052 M

Sekil.5.1. KS/KS cihazinda source parametreleri

Acquisition l Source ] Chromatogram | Instrument
Scan segments

Cell Accelerator

Campound Group Compound Name ISTD? Precurzor lon | M51 Res Product lan M52 Res | Dwel Fragmentor | Calizion Energp Voltage Polarity
Lut-7-Glu r 447 'wfide 285 'wide il 100 40 T |Negative
» Fiutin r B3 |'wide 301 |'wide il 100 40 T |Negative

Sekil.5.2. KS/KS cihazinda acquisition optimizasyon degerleri
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Bu ¢alismada 609 m/z ana kiitleye sahip rutin icin MRM sonucu olusan 301 m/z
parcalanma iiriintiniin pik alani kullanilmistir. 447 m/z ana kiitleye sahip luteolin-7-
glikozit i¢in ise 285 m/z pargalanma {iriiniiniin pik alani kullanilmistir.

609 m/z — 301 m/z
447 m/z — 285 m/z

x10 2 |-ESI TIC MRM Frag=100,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@40,0 (609,0000 -> **) 7-5.d Smooth

1,14
*7.130
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4+
0,3
0,2

0,1 /\‘ .

64 65 66 67 68 69 7 71 72 13 14 15 16 17 18 19 8 81 82
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil.5.3. Rutin’in 609 m/z ana Urlin kKromatogram:

x10 3 |-ESI Scan (7,133 min) Frag=30,0V CF=0,000 DF=0,000 Mix FH Standart-neg0004.d

64 608,8000

359 164,9000

254 11

206,8000 257,0000

391,9000

325,0000 446,8000 676,7000

507,7000 774,4000 886,9000

e e e s B 1 s o e e e B 10 o i . s S S e B S S S S
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil.5.4. Rutin’in 609 m/z ana run spekturumu
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-ESIMRM Frag=100,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@40,0 (609,0000 -> 301,0000) 7-5.d

*7430

65 65 66 665 67 675 68 68 69 695 7

7,05

71715

72

7,25

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

73

7,35

Sekil.5.5. Rutinin 301 m/z parcalanma iiriin kromatogrami

-ESI MRM:1 (1,515 min) Frag=100,0v CF=0,000 DF=0,000 CID@40,0 (09,0000 -> 301,0000) 4-5.4

301,

000

287 288 289 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 3 312 33 34 315
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil.5.6. Rutin’in Kitle Spektrumu 301 m/z pargalanma GriinG

x102

1,
099
0,84
0,74
0,64
0,54
04
034
0,2
0,1

-ESI MRM Frag=100,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@40,0 (447,0000 -> 285,0000) 8-1.d

*7,209

58 59 6 61 62 63 64 65 66 67 68 619

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

7

71 72

T
73

74

75

76

77

78

79

Sekil.5.7. Luteolin-7G’in 447 m/z ana iiriin kromatogrami
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82
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x103

-ESI Scan (7,290 min) Frag=30,0V CF=0,000 DF=0,000 Mix FH Standart-neg0004.d

447,0000

113,0000 170,9000

207,1000 256,9000 eS0T

482,8000

392,1000

509,9000  574,5000

x102

0,8
0,6
0,4+

0,2

679,1000

778,6000 980,7000

B S .S L s s e e e e e e o e s 8 B S S S A A
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil.5.8. Luteolin - 7G’in 447 m/z ana Urin spekturumu

x102
1

0,9
0,8+
0,7
0,6
0,5
0,4+
0,3
0,2
0,14

-ESI MRM:4 (7,233 min) Frag=100,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@40,0 (447,0000 -> 285,0000) 4-5.d
285,0000

283 284 2
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

22 213 24 275 276 277 278 279 280 281 282

5 286 287 288 289 290 291

292 293 294 295 296 297 208 299

Sekil.5.9. Luteolin-7G’in Kutle Spektrumu 285 m/z parcalanma trlini

-ESI MRM Frag=100,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@40,0 (447,0000 -> 285,0000) 4-5.d
* 7,809

65 6,55 6,6 6,65 6.7 6,75 6:8 635 6,9 695 7
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

7,05 71 7,15 72 7,25 7.3 7,35 7.4 745 7.5 755 7.6 7,65 7.7 7,75 78 7,85 79 795 8 805 81 815 82

Sekil.5.10. Luteolin-7G’in 285 m/z par¢alanma iiriin kromatogrami
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5.2. YoOntem Validasyonu

Yontem validasyonu Liquid Chromatography-Mass Spectrometry Methods rehberi
dogrultusunda yapildi. Hesaplamalar icin Microsoft Excel programi kullanilmustir.
Yontem Uluslararasi Uyum Konferansi (ICH) ydnergelerine gore dogrusallik, kesinlik,

dogruluk parametrelerine gore valide edilmistir.

5.2.1. Dogrusalhk

Dogrusallik degerinin belirlenmesi icin rutin igin 0,975-1,95-9,75-19,5-97,5-195-
975-1950 ppb konsantrasyonlarda, luteolin-7-glikozit iginse 0,6-1,2-6-12-60-120-600-
1200 ppb konsantrasyonlarda ¢ozeltiler gerekli seyreltmeler yapilarak hazirlanmis ve
analiz edilmistir. Dogrusallik araligi Rutin i¢in 0,975-1950 ppb, Lut-7G igin 0,6-1200
ppb olarak belirlenmistir. Hesaplamalar agirlikli (1/x?) kullanilarak yapilmistir. Dogrusal

regresyon analizinden sonra bulunan sonuglar Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’de verilmistir.

Cizelge 5.3. Rutin i¢in dogrusallik sonuglar

o Giinler arasi
Gunler ici (n=8)

Parametreler (n=24)
1.Gin 2.Gun 3.Gun
Egim£SS 19,443+39,6032 19,53114+17,21367 19,69236+19,56377 19,5483+56,4474
Kesim+SS 97,3705+14,96859 97,39896+6,506157  97,30916+7,39441 97,3689+12,0346
R? 0,9999 0,9999 0,9997 0,9998
LOQ (ppb) 2,12
LOD (ppb) 0,64
Guven Arahg 5,35-4,66 5,14-4,84 511-4,77 5,26-4,71
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Sekil 5.6. Rutin analizi kalibrasyon grafigi

Cizelge 5.4. Lut-7G i¢in agirlikli dogrusalltk sonuglar

o Guinler arasi
Gunler ici (n=8)

Parametreler (n=24)
1.Gln 2.GUn 3.Gin
Egim+SS 7,4355+18,6865 75017+6,0633  7,4207+1,5405  7,4515+16,0371
Kesim+SS 331,2460+6,6067 331,3378+2,2017  331,3245+0,5822  331,3037+3,4191
R? 0,9999 0,9999 0,9997 0,9998
LOQ (ppb) 0,44
LOD (ppb) 013
Giiven Aralg  44,95-44,15 44,31-44,03 44,68-44,61 44,67-44,26
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Sekil 5.7. Lut-7G analizi kalibrasyon grafigi

5.2.2. Duyarhhk

Ilk olarak standart sapma ve kalibrasyon esitligi egim degerine gore tayin sinir1 ve
saptama sinirt hesaplanmistir. Elde edilen LOQ ve LOD degerleri sirastyla rutin igin 28,8
ve 9,5, lut-7G iginse 21,5 ve 7,1 olmustur. Lakin degerler validasyonu yapilan ¢alisma
araligina gore yiiksek olmustur. Bu sebeple sinyal/giiriiltii oran1 baz alinarak yeniden
LOQ ve LOD tespit edilmistir. Tayin sinir1 ve saptama siniri rutin i¢in 2,12 ppb ve 0,64
ppb olarak hesaplanmistir (Cizelge 5.3). Lut-7G iginse 0,44 ppb ve 0,13 ppb olarak
bulunmustur (Cizelge 5.4)

5.2.3. Kaesinlik

Rutin i¢in 0,975 ppb, 19,5 ppb, 975 ppb ve luteolin-7-glikozit icinse 0,6 ppb, 12
ppb, 600 ppb konsantrasyonlarda 3 set olarak ¢o6zeltiler hazirlanmistir. YOntem
kesinligini belirlemek amaciyla 3 farkli giinde 6’ser kez (giin i¢i) olacak sekilde analizler
yapilmistir. Analiz sonuglarinin kesinlik calismasi icin % BSS degeri hesaplanmistir.
Kesinlik ile ilgili sonuclar Cizelge 5.5’de verilmistir. Cizelge incelendiginde fenolik

bilesikler i¢in % 2’den daha diisiik BSS degeri elde edilmistir.
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Cizelge 5.5. Rutin icin kesinlik sonuglar

Rutin Parametreler Gunler ici (n=6) Giinler arasi
Derisimi (n=18)
(PpD) 1.Gin 2.GUn 3.Gin
0,975 X 0,9535 0,9535 0,9649 0,9607
SS 0,0052 0,0052 0,0068 0,0079
% BSS 0,5420 0,5420 0,7090 0,8272
19,5 X 19,3340 19,2794 19,3422 19,3186
SS 0,1369 0,1809 0,1123 0,1402
% BSS 0,7079 0,9383 0,5804 0,7259
975 X 968,0604 965,3803 9656211  966,3539
SS 6,1745 3,8855 5,9148 4,6447
% BSS 0,6378 0,4025 0,6125 0,4806
Cizelge 5.6. Luteolin-7-glukozit icin kesinlik sonuglar
Lut-7-glu Parametreler Gunler ici (n=6) Ginler
Derigimi 1.Gin 2.Gin 3.Gin arast
(ppb) (n=18)
0,6 X 0,6310 0,6007 0,6146 0,6154
SS 0,0063 0,0082 0,0079 0,0146
% BSS 0,9908 1,3690 1,2885 2,3710
12 X 11,9865 11,8869 11,8558 11,9097
SS 0,0928 0,0727 0,0391 0,0885
% BSS 0,7743 0,6120 0,3294 0,7431
600 X 599,6027 593,5186 596,3883 596,5032
SS 6,3260 3,5091 3,3069 4,8982
% BSS 1,0550 0,5912 0,5545 0,8211
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5.2.4. Dogruluk
Yo6ntemin dogrulugu icin 1,2 ppb, 60 ppb ve 1200 ppb derisiminde fenolik birlesen
cozeltileri 3 set olarak hazirlanmigtir. Daha sonra 3’er kez olacak sekilde analizi

yapilmustir. Analiz sonuglarinin geri kazanim degerleri hesaplanmistir (Cizelge 5.6).

Cizelge 5.7. Rutin igin dogruluk degerleri

Rutin Gunler igi (n=6) Gunler
Derisimi arasi
1.Gin 2.Gun 3.Gun
(ppb) (n=18)
1,95 99,9 98,2 99,0 99,0
9,75 99,4 99,7 99,2 99,4
1950 99,6 99,4 98,9 99,3

Cizelge 5.7 incelendiginde rutin igin % 98,2-99,4 araliginda geri kazanim degerleri

belirlenmistir.

Cizelge 5.8. Lut-7G igin dogruluk degerleri

Lut-7G Gunler ici (n=6) Gunler
Derisimi arasi
1.Gin 2.Gun 3.Gun
(ppb) (n=18)
1,2 99,8 99,3 99,6 99,6
60 100,4 100,0 99,4 99,9
1200 99,6 98,6 99,1 98,9

Luteolin-7-glikozit igin % 98,6-100,4 araliginda geri kazanim degerleri bulunmustur.
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53. SK-KS/KS Yonteminin Bitki Ekstrelerine Uygulanmasi

Gelistirilen ve valide edilen SK-KS/KS yontemi Campanula propinqua bitkisinin
yaprak ve cicek ekstrelerinde rutin ve lut-7G’in es zamanl tayini i¢in uygulanmustir.
Rutin ve lut-7G igerdigi diistiniilen Campanula propinqua bitkisinin yaprak ve cicek
ekstresi kullanilarak metanol ile 10 mg/mL’lik bir ekstre ¢6zeltisi hazirlanmistir. Daha
sonra mobil faz ile gerekli seyreltmeler yapilarak analiz ¢ozeltileri hazirlanmistir. Sekil
5.8 ve 5.9°da analiz edilen c¢ozeltilerin SK-KS/KS kromatogramlar1 gosterilmistir.
Hesaplanan pik alan degerleri baz alinarak rutin ve lut-7G’in miktarlar tespit edilmistir.
Cizelge 5.9°de analiz edilen ekstraktlarda rutin ve lut-7-glu miktarlari ile ilgili sonuglar
verilmistir. Numune ¢ozeltilerinin 3’er kez analizi yapilmistir. Cizelge 5.9 incelendiginde
rutin 1 gr Campanula propinqua bitkisinin yaprak ve cicek ekstresinde sirasiyla
46,87ug/mg ve 4,07 pg/mg olarak tespit edilmistir. Luteolin-7-glukozit ise yalniz bitkinin
cicek ekstresinde 4,57 pg/mg olarak belirlenmistir.

Cizelge 5. 9. Campanula propingua bitkisinde bulunan bilesik miktarlar

Bulunan Rutin miktari ortalama+£SS

Yarprak Ekstresi %BSS
(Hg/mg)
Rutin 46,87+0,63 2,32
Luteolin-7-glikozit TE TE

Cicek Ekstresi

Rutin 4,07+0,04 1,84

Luteolin-7-glikozit 4,57+0,15 1,87

TE: tespit edilmedi
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Sekil 5. 8. Yaprak ekstresinde rutinin kromatogram:
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Sekil 5. 9. Cigek ekstresinde rutinin kromatogram:

-ESI MRM Frag=100,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@40,0 (447,0000 -> 285,0000) Ciceks-1-10-2.d
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Sekil 5. 10. Cigek ekstresinde luteolin-7-glikozitin kromatogram:
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6. SONUC VE ONERILER

Bitkiler, icerdikleri bircok kimyasal maddeler sebebiyle gida, ilag, kozmetik
endiistrilerinde kullanilmaktadir. Fenolik maddeler bitkilerde bulunan genis kullanim
alanina sahip ikincil metabolitlerdir. Son yillarda bitkilerin ve bitki bazli iirlinlerin insan
saglig1 lizerinde etkileri aragtirilmaktadir. Bu tez calismasinda antioksidan, antimikrobial,
antienflamatuar, kemoterap6tik, antidiabetik, kardioprotekif, antialerjik gibi 6zellikleri
bilinen rutin ve luteolin-7-glikozit i¢in es zamanli, hizli, hassas, dogru yeni bir SK-KS/KS
yontemi gelistirilmistir (Kwon, 2017; Subbarayan, Natesan ve Chen, 2020; Li vd., 2021,
Wang vd., 2020). Gelistirilen yontem ICH’e gore dogrusallik, kesinlik, dogruluk
parametreleri agisindan valide edilmistir. Ydntem Campanula Propinqua bitkisinin

yaprak ve cigek ekstrelerinde rutin ve lut-7G tayini igin basariyla uygulanmistir.

Analiz zamani 3,5 pm i¢ ¢ap1 olan Agilent Zorbax C18 kolonu kullanilmigtir. Analiz
sirasinda ikili gradient sistemi kullanilmistir. En iyi sonuclar A haraketli faz olarak % 0,5
formik asit ve B haraketli faz olaraksa su:asetonitril (formik asit) (50:50:0,5 h:h:h)

kullanilarak elde edilmistir.

Bu kosullar dogrultusunda rutin ve lut-7G’in tayini gergeklestirilmistir. Rutin,
Campanula propinqua bitkisinin yaprak ve cicek ekstresinde tespit edilmistir. Luteolin-
7-glikozit ise bitkinin gigek ekstresinde bulunmustur.
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