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OZET

TURKIYE’DE DOGAL OLARAK YETISEN DAUCUS L. TURLERI UZERINDE
FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR
Betiil BUYUKKILIC ALTINBASAK
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020
Danisman: Prof. Dr. Betiil DEMIRCI

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Daucus L. tiirlerinin meyvelerinden
elde edilen ugucu yaglar ve ekstreler incelenmistir. Daucus cinsine ait Tiirkiye’de yetisen
tirler; D. carota L., D. broteri Ten., D. guttatus Sibth. & Sm., D. littoralis Sibth. & Sm.,
D. involucratus Sm. ve D. conchitae W. Greuter (endemik) olmak tizere 6 tanedir. Arazi
calismalarinda, bu tiirler ile birlikte Daucus cinsine ait oldugu belirlenen ve florada kayith
tiirlerden farkli oldugu goriilen Daucus sp. nov. 1 ve Daucus sp. nov. 2 seklinde ifade
ettigimiz Ornekler de calismalara dahil edilmistir. Meyve Orneklerinden distilasyon
yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin Gaz Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometrisi sistemleri ile analizleri gergeklestirilmistir. Ekstreler, maserasyon
yontemi ile hazirlanmistir. Elde edilen ugucu yaglarin ve ekstrelerin, antioksidan,
antiinflamatuvar ve antikolinesteraz etkileri incelenmistir. Antioksidan etkiler; 2,2-
Difenil-1-Pikrilhidrazil serbest radikalini siipiiriicii etki tayini, bakir indirgeyici
antioksidan kapasite metodu, total fenolik ve flavonoit madde miktar tayini yontemleri
ile incelenmistir. Elde edilen bulgular antioksidan nitelikte degildir. Antiinflamatuvar
etki, 5-lipoksijenaz enzim inhibisyon aktivitesi ile degerlendirilmistir. incelenen érnekler
inhibisyon saglamamistir. Antikolinesteraz etki, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzimleri lizerinde test edilmistir. Farkli lokasyonlardan toplanan D. carota tiiriine ait 2
ucucu yag Ornegi yiiksek antikolinesteraz etki gdstermistir. Ekstre orneklerinden D.
carota tiiriine ait olan etanol ve hekzan ekstreleri ile D. littoralis tiiriine ait hekzan
ekstresinde diislik oranlarda antikolinesteraz etki goriilmiistiir. D. carota tiiriiniin etanol
ekstresi diger ekstrelere kiyasla daha ytiksek inhibisyon gosterdigi i¢in kimyasal bilesimi
Yiiksek Basingli S1ivi Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi-Kiitle Spektroskopisi analizi
ile belirlenmeye ¢alisilmistir.

Anahtar Sozciikler: Daucus ssp., Ugucu yag, Ekstre, Antioksidan, Antiinflamatuvar,

Antikolinesteraz.



ABSTRACT

PHARMACOGNOSTICAL STUDIES ON DAUCUS L. SPECIES GROW
NATURALLY IN TURKEY
Betiil BUYUKKILIC ALTINBASAK
Department of Pharmacognosy
Anadolu University Graduate School of Health Sciences, January 2020
Supervisor: Prof. Dr. Betiil DEMIRCI

In this study, essential oils and extracts obtained from the fruits of Daucus L.
species naturally grows in Turkey were examined. The species grown in Turkey
belonging to the genus Daucus; D. carota L., D. broteri Ten., D. guttatus Sibth. & Sm.,
D. littoralis Sibth. & Sm., D. involucratus Sm. and D. conchitae W. Greuter (endemic).
In the field works, together with these species, 2 more samples were collected which are
belong to the genus Daucus and different from the registered species in flora. These
samples that were expressed as Daucus sp. nov. 1 and Daucus sp. nov. 2 also and included
in the studies. Essential oils obtained from from fruit samples by distillation method were
analyzed by Gas Chromatography and Gas Chromatography/Mass Spectrometry systems.
Extracts were prepared by maceration. Antioxidant, anti-inflammatory and
anticholinesterase effects of the essential oils and extracts were investigated. Antioxidant
effects; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical scavenging activity, copper reducing
antioxidant capacity method, total phenolic and flavonoit substance quantification
methods were investigated. The findings were not antioxidant effect. The anti-
inflammatory effect was evaluated by 5-lipoxygenase enzyme inhibition activity.
Examined samples did not provide inhibition. The anticholinesterase effect were tested
on acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase enzymes. Two essential oil samples of
D. carota species collected from different locations showed high anticholinesterase
effect. Ethanol and hexane extracts of D. carota species and hexane extract of D. littoralis
showed low anticholinesterase effects. Since the ethanol extract of D. carota species
showed higher inhibition compared to other extracts, its chemical composition was
determined by High Pressure Liquid Chromatography / Mass Spectroscopy-Mass
Spectroscopy analysis.

Keywords: Daucus ssp., Essential oil, Extract, Antioxidant, Anti-inflammatory,

Anticholinesterase.
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1. GIRIS

Sagligin korunmasi ve tedavi amaciyla bitkiler ile ilgili arastirmalar, ¢aglar boyu
siire gelip glinlimiizde artarak devam etmektedir. Yeni ila¢ kesifleri i¢cin dogal bitkiler
onemli bir kaynak niteligindedir. Tirkiye, farkli jeolojik devirlerin etkisi altinda
bulunmasi, ekolojik agidan birbirinden farkli bolgeleri kapsamasi nedeniyle zengin bir

floristik yapiya sahiptir. Ayrica iilkemiz pek ¢ok bitkinin gen merkezidir.

Tiirkiye florast ile ilgili en kapsamli eser “Flora of Turkey and the East Aegean
Islands” adi ile P.H. Davis editorliigiinde, 9 cilt ve bir ek cilt ile 10 cilt olarak yazilmistir
(Davis 1965-1985; Davis vd. 1988). 2. ek cildi Tiirk botanikgileri tarafindan 2000 yilinda
yaymlanmistir (Giiner vd. 2000). Bu eserde taksonomik durumu ile ilgili daha ¢ok
calisma gerektiren bazi tiirler belirtilmistir. Yiiksek hibridlesme orani ve polimorfizm
nedeniyle Apiaceae familyasina ait Daucus L. cinsi sistematik acidan karigik tiirler

icermektedir.

Ulkemizde ve diinyada gida olarak tiiketilen, ekonomik degere sahip Daucus carota
L. (havug) bitkisini iceren bu cins; Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Amerika ve
Avustralya’da dogal yayilisa sahip olup en ¢ok Akdeniz havzasinda yetismektedir
(Y1lmaz, 1994).

Tirkiye’de kiiltiir tiirleri ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma olmasina karsin yabani tiirleri
ile ilgili ¢aligmalar oldukg¢a sinirlhidir. Bu c¢alisma, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen
Daucus tiirlerinin meyve ugucu yag bilesenlerini ve biyolojik aktivitelerini aydinlatmak
amactyla gerceklestirilmistir.

Ugucu yaglarin, farkli kimyasal bilesenleri nedeniyle karmasik yapilari olup
bilimsel aragtirmalarla pek ¢ok farkli biyolojik etkileri bulunmustur. Antimikrobiyal,
sedatif, antispazmodik, antihelmentik, antiinflamatuvar, ekspektoran, diiiretik etkiler

bunlardan bazilaridir (Kiismenoglu, 1990).

Daucus cinsinin Tiirkiye’de dogal olarak yetisen tiirleri D. carota L., D. broteri
Ten., D. guttatus Sibth. & Sm., D. littoralis Sm., D. involucratus Sm. ve D. conchitae W.
Greuter olmak iizere 6 tane olup D. conchitae endemiktir (Cullen 1972; Duman, 2000).

Havucun rengini veren, terpen yapisinda olan ve antioksidan 6zelligi bilinen en
onemli bileseni karotendir. Viicudumuzda oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir

dengenin olmasi saglikli yasam icin bir esastir. Oksidatif hasar1 en aza indirmek, saglik



sorunlarinin ve yaslanma ile iligkili hastaliklarin 6nlenmesinde oldukc¢a Onemlidir

(Y1lmaz, 2010).

Oksidatif stres, inflamasyon ve norodejeneratif hastaliklar birbirleriyle iliskili
olaylardir. inflamasyon, Alzheimer, Parkinson, Huntington hastalig1 gibi nérodejeneratif
hastaliklarin nedenleri arasinda yer alirken, ndrodejeneratif hastaliklardan korunmak
amaci ile antioksidan maddelerin yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir (Kara ve
Miidiiroglu, 2008). Ayrica oksidatif stres Alzheimer hastaliginin ilk adimlarindan biri
olup, hastalikta patojenik bir rol oynamaktadir (Piazzi vd., 2008).

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Daucus tiirlerinin meyve
ugucu yaglarmin ve ekstrelerinin, birbiriyle baglantili olabilecegi diistiniilen antioksidan,

antikolinesteraz ve antiinflamatuvar etkileri biyoaktivite ¢alismalari ile incelenmistir.

[k olarak bitki drneklerinin temini igin arazi ¢alismasi, teshis ve kurutma islemleri
gerceklestirilmistir. Su distilasyonu yontemi ile meyvelerden elde edilen ugucu yaglarin
bilesimleri Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GK/KS) sistemleri ile belirlenmistir. Meyve ekstreleri farkli polariteye sahip n-hekzan,

etil asetat ve etanol ¢oziiciileri ile maserasyon yontemiyle hazirlanmistir.

Antioksidan etkileri; DPPH serbest radikalini siipiiriicii etki tayini, CUPRAC
metodu (bakir indirgeyici antioksidan kapasite), total fenolik ve flavonoit madde miktar
tayini yontemleri ile, antiinflamatuvar etki in vitro soya lipoksijenaz enzim inhibisyon
aktivitesi ile, antikolinesteraz aktivitesi ise Ellman yontemi kullanilarak asetilkolinesteraz

(AChE) ve biitiirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine karsi degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Apiaceae Familyasi

Apiaceae familyasi, ilk olarak Latince “umbellule” (kii¢iik golge, semsiye gibi
goriinen ¢igekler) kelimesinden koken alarak, 1789 yilinda A.L. de Jussieu tarafindan
Umbelliferae olarak adlandirilmistir (Gledhill, 2008). Daha sonra 1836 yilinda John
Lindley tarafindan familyanin ismi, tip cinsi olan Apium L. cinsinden koken alarak,
kereviz benzeri bitkiler anlaminda Apiaceae olarak tanimlanmistir (Lindley, 1836; Celik,
2019). Giinimiizde uluslararasi veri tabanlarinda Apiaceae ismi kabul edilmektdir (http-

2, http-3).

Tiirkce Maydanozgiller familyasi olarak adlandirilan Apiaceae familyasinin ¢ok
sayida gida olarak tiiketilen, tibbi ve aromatik bitkiler igermesi nedeniyle ekonomik
degeri biiyiiktiir. Kapali tohumlu bitkiler arasindaki en énemli familyalarindan biri olup

yaklagik 455 cins ve 3600-3751 tiir icermektedir (Pimenov ve Leonov, 2014).

Diinyada, en genis yayilisa sahip kozmopolit familyalardan biridir (Sekil 2.1).
Ozellikle subtropikal iklim kusaginda ve kuzey 1liman bolgelerde daha yogun yayilis
gosterir (Pimenov ve Leonov, 1993; Hickey ve King, 1997).
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Sekil 2.1. Diinya iizerinde Apiaceae familyasinin yayilis alanlari (Mathias, 1965).

Tiirkiye’de, Apiaceae familyasina ait 101 cins, 485 tiir ve 511 takson
yetismektedir. Endemizm orani yaklasik %37,3 olup 181 endemik tiir bulunmaktadir
(Giiner vd., 2012, Baser ve Kirimer 2014). Ulkemizde cins sayis1 bakimindan 3., tiir say1s1
bakimindan 8. biiyiik familyadir (Ozhatay vd., 2009).

Apiaceae familyasinda tiirlerin teshisinde biiyiik 6lgiide olgun meyvelerin ve

taban yapraklarinin 6zellikleri incelenmektedir (Lee ve Downie, 1999).



Apiaceae familyasinin ayirt edici taksanomik karakterleri sunlardir;
- Govdenin tabaninda bulunan fibrilli kalintilar,
- Yaprak boyutu, par¢alanma sekli, yaprak tabanindaki okreanin sekli,
- Genel ¢icek durumlar (Panikula, korimbus, rasemoz vb.),
- Umbellalarin sayis1 ve uzunluklari,
- Brakte ve brakteollerin varlig1 ve rengi,
- Cicek rengi,
- Olgun meyvenin sekli (Kizilarslan Hanger, 2016).

Apiaceae familyasinda meyveler 2 merikarptan olusan sizokarp tiptedir. Tohum
testast ve meyve perikarpt kaynagmis durumda bulundugu i¢in meyveleri genellikle
“tohum” diye ifade edilmektedir. Meyveler morfolojik ve anatomik olarak merikarp
sekilleri ve yapilar1 nedeniyle farkliliklar gdstermektedir. Bu farkliliklar karakteristik
olup tiirlerin ayirt edilmesinde 6nemlidir. Merikarp distan ice ekzokarp, mezokarp,
endokarp tabakalarindan olusmaktadir. Merikarptaki iletim demetlerinin bulundugu
yerler ¢ikintt seklindedir ve kosta olarak adlandirilir. Kostalar arasinda salgi kanallarinin
bulundugu alanlar da valekulum olarak adlandirilmaktadir (Biiyiikkilic Altinbasak,
2019).

2.2. Daucus L. Cinsi

Daucus cinsi Apiaceae familyasinin Apioideae alt familyasi (Tribe: Scandiceae
ve Subtribe: Daucinae) i¢inde yer almaktadir. Tiirkiye’de dogal olarak yetisen tiirleri; D.
carota L., D. broteri Ten., D. guttatus Sibth. & Sm., D. littoralis Sm., D. involucratus
Sm. ve D. conchitae W. Greuter olmak iizere 6 tane olup D. conchitae endemiktir (Davis
1972; Duman, 2000).

D. carota (havug) cinsin en bilinen tiiriidiir. Onemli bir gida bitkisi olup
tilkemizde ve diinyada genis ¢apta tarimi yapilmaktadir. Yetigme ortamlart genellikle
deniz seviyesinden 2000 metre yilikseklige kadar, alkali, kumlu yapidaki topraklardir.
Genis 151k ve sicaklik toleransina sahip oldugundan her bélgede yetisebilmektedirler

(Yilmazer, 1994).



Daucus cinsine ait tiirler; bir veya iki yillik, yapraklar1 (1)-2-3 pinnattir.
Umbellalar terminalde, orta ¢igekleri ¢ogunlukla steril, indirgenmis, morumsu veya
siyahimsi renklidir. Isinlar 3 ya da ¢ok sayida, brakteleri pinnatisekt, pinnat veya trifittir.
Petaller genellikle kiiciik, beyaz, pembe veya sarimsidir. Meyvelerin pirmer sirtinda
kiictik, tiiye benzeyen dikenleri vardir. Sekonder sirtindaki dikenler daha uzun ve

belirgindir (Cullen, 1972).

Flora of Turkey and East Aegean Islands adl1 eserde Daucus tiirlerinin teshisi i¢in verilen

anahtar asagidaki sekildedir.

1. ki yillik, genellikle boylu bitkiler, gévde genellikle 60 cm veya daha uzun;
umbellalar genellikle meyvede ice kivrilmis ve biiziilmiis.
1. carota
1. Tek yillik, cogunlukla kiigiik bitkiler, 40 cm’den daha kisa, umbella meyvede ige
kivrik ve biizlilmiis degil.
2. Petaller | mm kadar; 1ginlar 3-4
5. involucratus
2. Petaller daha uzun; 151n 6 veya daha cok.
3. Meyvenin ikinci sirtindaki dikenler tabanda genislemis ve birlesmis,
belirgin kanat seklinde
2. broteri
3.  Meyvenin ikinci sirttaki dikenleri az ¢ok genislemis ve tabanda
birlesmemis
4. Bitki az ¢ok dik; petaller radiant, brakteler ¢icekleri asmakta, setaya
benzer segmentler seklinde bolinmiis.
3. guttatus
4. Bitki dekumbent, petaller radiant degil, brakteler ¢iceklerden ¢ok
daha kisa, trifit.

4. littoralis

Flora of Turkey and East Aegean Islands 4. cildinde Daucus cinsi 5 tiir olarak

tanimlanmastir. 11. cildinde D. conchitae endemik tiir olarak eklenmistir.



2.2.1. D. carota L.

Bitki iki yillik, gévde ¢ogunlukla dallanmig olup (10-)60-200 cm uzunlukta, tiiylii
veya tiiysiizdiir. Yapraklar1 oblong veya oblong-deltoit, 2-30 x 1-20 cm, (1-)2-3-pennat,
segmentler ¢cok degisik sekillerde, tiiylii veya tiiysiiz, nadiren etlidir. Umbellalar (¢igek
durumu) ¢ukur, diiz veya konveks; 1sinlar (8-)10 veya daha ¢ok sayida olup ¢ogunlukla
meyve zamaninda i¢e dogru kivriktir. Brakteler, 1sinlar kadar uzun veya daha kisadir.
Cogunlukla cicek ve meyve halinde geri kivriktir. Brakteoller basit veya loplu, linear-
lanseolattir. Sepaller kiigiik, petaller beyaz, pembemsi veya sarimsi renklidir. Genellikle
umbellanin merkezindeki 1 veya ¢ok sayida ¢igek koyu mor renklidir. Meyveler elipsoit-
ovoid sekildedir. Primer kostalar 2 sira halinde 1-2 hiicreli ortii tiiylii, sekonder kostalar
tek siral1 uglari gapali dikenlidir (Cullen, 1972). Cigeklenme zamani1 Haziran-Eyliil aylari
arasidir. Yetisme ortamlari; gayirlar, yesillik alanlar, yamaglar, kum tepeleri, tarlalar, yol

kenarlar1 olup yetisme yiiksekligi; deniz seviyesi-2000 m arasidir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. D. carota tiiriiniin Tiirkiye 'de yayuis gosterdigi kareler (http-1).

[ —

2.2.2. D. broteri Ten.

Tek yilliktir. Govdesi az-¢cok dik ve dalli, 5-30 cm boyunda, piriizlii veya
dikenlidir. Yapraklar1 2-pinnat, dar-oblong, tam veya pinnatifid segmentlidir. Isinlar 5-8
adettir. Brakteler c¢i¢eklerin uzunlugundan daha kisa pinnatifiddir. Umbellanin orta
cicekleri genellikle steril veya indirgenmistir. Petaller kiiciik beyaz veya pembemsi
renklidir. Meyvelerin primer kostalar1 tiiye benzeyen dikenli, sekonder kostalardaki
belirgin dikenlerin tabanlar1 birlesmis, belirgin kanat seklindedir (Cullen, 1972).
Ciceklenme zamani Haziran-Agustos aylari arasidir. Yetisme ortami deniz kumlari,

tarlalar ve tiziim baglandir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. D. broteri tiirtiniin Tiirkiye de yayilis gosterdigi kareler (http-1).

2.2.3. D. guttatus Sm. in Sibthc & Sm.

Tek yilliktir. Govdesi dik veya siiriiniip diklesen, dall1 yapida 40 cm’ye kadardir.
Yapraklar 2-pinnattir. Isinlar1 5-15 arasinda olup brakteleri pinnatifid ve genellikle
cicekleri gegmektedir. Umbellanin orta cigekleri bazen steril veya indirgenmistir.
Petalleri kiigiik ve beyaz renklidir. Meyvelerin sekonder kostalarindaki dikenler az ¢ok
genislemis ve tabanda birlesmistir (Cullen, 1972). Ci¢eklenme zaman1 Mayis-Temmuz
aylar1 arasindadir. Deniz kenari, yokuslar ve tarlalarda, deniz seviyesi-800 m arasi

yiiksekliklerde yetismektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. D. guttatus tiiriiniin Tiirkiye de yayilis gosterdigi kareler (http-1)

2.2.4. D. littoralis Sibth & Sm.

D. guttatus tiiriinden farkli olarak gdvdesi prostrat (toprak iizerinde yatik olarak
uzanan) ve dekumbent (yatay olarak uzayan fakat ugta yiikselen) olusudur. Yapraklari
etli, brakteleri 1sinlardan kisa, tam veya trifittir. Brakteollerin ¢ikintili zarimsi kenarlar

vardir (Cullen, 1972). Genellikle deniz kenarlarinda yetismektedir (Sekil 2.5).



Sekil 2.5. D. littoralis tiirtintin Tiirkiye 'de yayus gosterdigi kareler (http-1)
2.2.5. D. involucratus Sm. in Sibth & Sm.

Tek yilliktir. Govdesi dik veya dekumbent, 25 cm’ye kadar, tiiysiiz veya ¢ok
seyrek kilsi tiiyliidiir. Yapraklar1 1-3 pinnat ve dar segmentlidir. Isinlar1 3-4 adet olup
brakteleri pinnat ve boylari ¢igeklerden oldukga uzundur. Petalleri ¢ok kiigiik, beyaz veya
pembemsi beyaz renklidir. Meyvelerin sekonder kostadaki dikenleri belirgindir (Cullen,
1972). Cigceklenme zamani Nisan-Mayis aylar1 arasindadir. Yamaglar, kum tepeleri ve

tarlalarda, deniz seviyesi-1000 m aras1 yiiksekliklerde yetismektedir (Sekil 2.6).

T

il

Sekil 2.6. D. involucratus tiriiniin Tiirkiye’'de yayilis gosterdigi kareler (hitp-1)

2.2.6. D. conchitae W.Greuter

Tek yilliktir. Govdesi tabandan dallanmis, egrilerek yiikselmis olup 12 cm’ye
kadar ulagsmaktadir. Govdenin alt kismindaki yapraklari taban yapraklarina benzerdir.
Yapraklar1 2-3 pinnat, ovat-lanseolat, ilk segmentleri 2-3 pargalidir. Yaprak sap1 3-5 cm
olup laminadan 2-3 kat daha uzundur veya nadiren hemen hemen esittir. Brakteler 5-15
mm kadar olup lanseolattir. Isinlar 6-8 adet ve 7 mm uzunluga erisebilmektedir.
Brakteoller zarims1 kenarlidir. Petalleri 1s1nsal, kenardakiler derin 2 loba ayrilmistir ve
1,5 mm’dir. Stilus 0,8 mm ve birbirinden uzaklasmistir. Akdeniz endemigi bir tiir olup

meyve yapist bilinmemektedir. Ciceklenme zamani Nisan-Mayis aylar1 arasindadir.
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Yetisme ortami, 50-100 m aras1 yiiksekliklerde, tasli ve kayali acik kalkerli yerlerde
calilar arasindadir (Duman, 2000; Ayta¢ ve Duman, 2013).

2.3. Daucus Tiirleri ile Ilgili Literatiir Taramas

Daucus tiirleri lizerinde fitokimyasal ve biyolojik etki caligmalar1 6zellikle de ugucu
yaglariyla ilgili ¢alismalar olduk¢a az sayidadir. Caligmalarin ¢ogunlugu D. carota
tirtintin kiiltiir formlari ile ilgilidir. Tiirkiye’de yetisen D. carota ve D. littoralis digindaki
tiirlerin ugucu yaglari incelenmemistir (Baser vd., 2009; Baser ve Kirimer, 2014).

D. carota (havug) tiriiniin Tiirkiye’de ve diinyanin her yerinde kiiltiirii
yapilmaktadir. Havucun kokii gida olarak meyvelerinden elde edilen yag da parfiimeride
kullanilmaktadir. Meyvelerde ugucu yaglar vitta denilen salgi kanallarinda bulunur
(Baser ve Kirimer, 2014). Havucun sindirim oram yiiksek, provitamin A ve karoten
icerigi bakimindan zengin olmasi nedeniyle insan saglig iizerine pozitif etkisi oldugu
tespit edilmistir (Ranalli vd., 2004; Kjellenberg 2007). Yapilan ¢alismalarda D. carota
tohumlarindaki ugucu yag ana bileseni %27-%66,8 oranlar1 ile karotol olarak
belirlenmistir (Ozcan ve Chalchat, 2007; Baser ve Kirimer, 2014). D. littoralis toprak
istii kisimlarindan elde edilen ucucu yag verimi %0,2 ve ana bileseni %46,8’lik oranla
cis-krisantenil asetat olarak tespit edilmistir (Baser vd., 2009). Apiaceae familyasinin en
ilging 6zelligi, tiyelerinin ¢ogunun yliksek kimyasal ¢esitlilie sahip farkli aromatik
bilesikleri farkli organlarinda icermesidir (Baser ve Kirimer, 2014).

D. carota tiiriiniin fitokimyasal incelemesinde meyvelerinde bir seskiterpen, iki
seskiterpenoit, koklerinden ii¢ yeni seskiterpen izole edilmistir (Ahmed vd. 2005; Fu vd.,
2009; Fu vd. 2015). Farkli lokasyonlardan toplanan D. carota subsp. carota ¢igek
durumlari ve olgun meyvelerinden elde edilen ugucu yaglarin ana bilesenleri S-bisabolen
(%17,6-51), 11-aH-himakal-4-en-1-5-ol (%9-21,6) ve geranil asetat (%5,2-65), a-pinen
(%3,5-37,9) olarak belirtilmistir (Maxia vd., 2009). Bir baska calismada ¢igek
durumlarinin ugucu yagi ana bilesenlerin a-pinen (%41), sabinen (%18), mirsen (%7),
limonen (%5) ve terpinen-4-ol (%S5) olarak belirlenmistir (Staniszewska ve Kula, 2001).
Toprakiistii kisimlarinda kumarin, saponin, alkaloit ve flavonoit tiirevi maddeler
icermektedir (Surmaghi vd. 1992; Kiismenoglu vd., 2001). Meyvelerinin yag asitlerinden
petroselinik asit ve oleik asit i¢erdigi belirlenmistir (Kleiman ve Spencer, 1982).

D. carota tiirii halk tibbinda midevi, karminatif, ditiretik, antihelmentik, emenagog,

gebeligi oOnleyici, afrodizyak olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Toprak iistii



kisimlarinin infiizyon seklinde kan sekerini diistirmek ve hemoroid tedavisi igin,
ciceklerinden hazirlanan dekoksiyonun idrar zorlugu durumunda kullanildig bilgileri
kayithidir (Emre Bulut, 2008; Ertug, 2002; Bulut ve Tuzlaci, 2015). Ayni1 zamanda gozleri
kuvvetlendirmek amaciyla kokleri yenerek tiiketilmektedir (Korkmaz ve Karakurt, 2015).

Havug yapraklar1 6nemli miktarda porfirin ihtiva eder. Porfirinler hipofiz bezini
uyararak cinsiyet hormonlarinin artisina  yol ag¢maktadir. Kokleri gecikmis
menstrilasyonu tesvik etmek i¢in kullanilir. Yabani tiirlerin kokleri uterus kasilmalarina
neden oldugu i¢in hamileler tarafindan kullanilmamalidir. Cigeklerinin inflizyonu diyabet
tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle kiiltiir formlarmin rendelenmis ¢ig kokleri kil
kurdu tedavisinde kullanilmaktadir (Baser vd., 2009).

D. carota ve alt tiirlerine ait ugucu yaglar ve ekstreler ile ilgili arastirmalarda
antibakteriyel, antioksidan, hepatoprotektif, antiinflamatuvar, antifungal,
antihiperlipidemik, oftalmik etkileri tespit edilmistir (Saad vd., 1995; Bishayee vd., 1995;
Vasudevan vd.,2006; Eraslan vd. 2007; Moghada vd., 2012, Maxia vd. 2009, Pouraboli
ve Ranjbar, 2015).

D. carota subsp. maximus olgun meyvelerinden elde edilen ugucu yagin toksik
olmayan dozlarda antifungal ve antiinflamatuvar etkileri belirlenmistir. Antiinflamatuvar
etki makrofaj ve mikroglia hiicre kiiltiirleri ile degerlendirilmistir (Valente vd., 2015).

D. carota tohumlariin etanol ekstresi ile siganlar tizerinde yapilan bir ¢calismada
bulgularin hafiza gelistirici etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Vasudevan vd., 2010).

D. carota ugucu yaglarinin, metisiline direngli Staphylococcus aureus inhibisyonu
lizerine yapilan bir ¢alismada, tohumlarindan elde edilen ugucu yagmn 30 pL’si disk
difiizyon yontemiyle inhibisyon gostermistir (Chao vd., 2008). Mikrodiliisyon yontemi
ile Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
ve Candida albicans suslarina kars1 antimikrobiyal etkinin incelendigi bir ¢alismada D.
carota etanol ekstresi %1,25’lik konsantrasyonda inhibe edici etki gostermistir (Ozgelik
vd., 2004).

Dogal olarak yetisen ve kiiltlirii yapilan D. carota ile Balkan Yarimadasinin
endemik bir taksonu olan D. guttatus ssp. zahariadii ugucu bilesenlerinin, ekstrelerinin
ve antimikrobiyal aktivitenin incelendigi bir ¢alismada, D. guttatus ssp. zahariadii toprak
istii kistmlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin ana bileseni olan apiol
(%43,3) maddesine, D. carota 6rneklerinin hi¢ birinde rastlanmamustir. D. carota dietil

eter ekstresi Candida albicans susunu inhibe ederken D. guttatus ucucu yagi etki
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gostermemistir. D. guttatus ugucu yagir Corynebacterium pyogenes susuna karsi belirgin

antibakteriyal aktivite gostermistir (Radulovic vd., 2011).

D. littoralis tiiriiniin toprak tstii kisitmlarindan elde edilen ugucu yag tiiberkiiloz
tedavisinde kullanilmak tizere incelendiginde, Mycobacterium tuberculosis susuna karsi

antimikobakteriyel etki gdstermistir (Baser vd., 2009).

2.4. Tez Kapsaminda Calisilan Biyolojik Aktiviteler ile ilgili Genel Bilgiler
2.4.1. Antioksidan aktivite

2.4.1.1. Antioksidan maddeler ve Antioksidan savunma mekanizmasi

Oksijen canlilar i¢in hayati 6neme sahip olan bir elementir. Solunum ile alindiktan
sonra mitokondrideki elektron tasima sisteminde indirgenme islemine girerek suya
metabolize olur (Cadenas ve Davies, 2000). Baz1 durumlarda oksijen reaksiyonunu
tamamlamadan viicuttan ayrilip geriye reaktif ara {iriinler birakir. Bu ara iirlinler serbest
radikaller olup genel olarak Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS = Reactive Oxygen Species)
olarak tanimlanir (Giilgin vd., 2003). Serbest radikaller, dis orbitalinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron bulunduran atom veya molekiillerdir. Reaktif hal alan oksijen tiirleri
viicuttaki hiicresel yapi ile reaksiyona girme egilimi gostererek organizma ig¢in zararl
olabilecek oksidasyon iiriinlerini olusturabilirler. Bu olay “Oksidatif Stres” olarak ifade
edilir. Oksijenin bu sekilde davranmasi oksijen paradoksu olarak da adlandirilir

(Scandalios, 1997).

Normal sartlarda viicudun serbest radikallere karst bir savunma sistemi
bulunmaktadir. Bu savunma sistemi zayiflarsa veya dengesi bozulursa oksidasyon siireci
vaskiiler hastaliklar, nérodejenerasyon, immiinolojik bozukluklar, osteoartrit, kanser gibi
kronik hastaliklar1 olusturacak seviyelere erisebilir (Davies, 2005; Dasgupta ve Klein,

2014; Belviranl ve Okudan, 2015)

Oksidatif hasar1 6nlemede etkili olan bilesiklere antioksidan maddeler denir. Bu
maddeler viicutta oksidatif hasar sonucu meydana gelen hastaliklarin 6nlenmesinde veya

tyilestirilmesinde etkilidir.

Antioksidan maddeler, dort ayr sekilde etki ederek ROS olusumunu ve bunlarin

meydana getirdigi hasar1 6nlerler (Glingor, 2014).

Bu etki sekilleri sunlardir:
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1) Toplayia etki: Serbest oksijen radikallerini tutarak veya daha az reaktif yeni
bir molekiile ¢evirerek. Antioksidan enzimler bu sekilde etki etmektedir. (Siiperoksit

dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz vb.)

2) Bastiricr etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktarip aktivitelerini azaltarak veya inaktif hale dontistiirerek. Askorbik asit (C vitamini),

a-tokoferol (E vitamini), flavonoitler (kersetin, katesin vb.) bu sekilde etki etmektedir.

3) Zincir kiric etki: Serbest oksijen radikallerini baglayip zincir reaksiyonlarini
kirarak fonksiyonlarini engelleyerek. Hemoglobin, seruloplazmin, albumin gibi bilesikler

bu sekilde etki etmektedir.
4) Onaric etki: Serbest radikallerin olugturduklari hasar1 onararak.
Antioksidan maddeler, sentetik veya dogal kaynakli olabilir.
2.4.1.1.1. Dogal kaynakh antioksidanlar

Dogal kaynakli antioksidan etkileri en yiiksek bilesikler fenolik maddeler olup,
serbest radikalleri baglama, metallerle kelat olusturma ve lipoksijenaz enzimini inaktive
etme seklinde etkilerini gostermektedirler (Kosar vd., 2008; Hatipoglu, 2010; Goger,
2013). Fenolik maddeler yapisinda bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan aromatik
bilesiklerdir. Fenolik bir maddenin antioksidan olarak tanimlanabilmesi i¢in diislik
konsantrasyonda oksidasyonu geciktirebilmesi, yavaglatmast veya Onlemesi
gerekmektedir. Ayn1 zamanda serbest radikale doniistiigiinde kararli bir formda
kalabilmelidir (Oguz, 2008). Bitkilerden 8000°den fazla fenolik bilesik elde edilmistir
(Geissman ve Crout, 1969). Gida bitkilerinde bulunan fenolik maddeler; fenolik asitler,

flavonoitler, lignanlar ve stilbenler gibi alt gruplara ayrilmaktadir (Hatipoglu, 2010).

Dogal antioksidanlar, bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir Ozellikle sebze ve
meyve agirlikli beslenen kisilerde hastaliklara yakalanma riskinin diistiigli goriilmiistiir.
Askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve skualen en Onemli dogal antioksidan

maddelerdendir (Pratt ve Hudson, 1990; Ames, 1993).

Dogal kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak 2 ana sinifa

ayrilir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Dogal Antioksidanlarin Siniflandwriimasi (Carocho ve Ferreira, 2013)

2.4.1.1.2. Sentetik kaynakl antioksidanlar

Sentetik antioksidanlara; BHA (butillenmis hidroksianisol), BHT (butillenmis
hidroksi toluen), trolox, propil gallat, NDGA (Nordihidroguayaretik asit) 6rnek olarak
verilebilir. Bu maddeler genellikle gidalarda koruyucu amagla kullanilan saf maddelerdir.
Ayni zamanda dogal maddelerin antioksidan etkileri arastirilirken standart olarak da
kullanilirlar. Sentetik antioksidanlar gidalarda bulunan lipitlerin okside olmasini
geciktirerek gidalarin bozulmasini onleyip raf omriinli uzatmaktadirlar (Goger, 2013;

Agalar, 2016).

Glinlimiizde yapilan ¢alismalarin ¢ogunda amag oksidatif siireci geciktirmek veya
durdurmaktir. Sentetik antioksidanlarin insanlar iizerinde toksik ve kanserojen gibi
olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla dogal kokenli antioksidanlarin aragtirilmasi 6nem
kazanmistir (Haigh, 1986; Van Esch, 1986; Singh ve Downing, 1995; Halliwel ve
Gutteridge, 1989).

Dogal antioksidanlardan a-tokoferol ve askorbik asit, sentetik antioksidanlardan
daha diisiik etki gostermelerine ragmen, besin maddelerinin {iretim ve muhafazasinda

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Osawa ve Namiki 1981; Nisihina vd., 1991).
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2.4.2. Antiinflamatuvar aktivite

Inflamasyon; fiziksel, kimyasal, mikroorganizma veya parazit enfeksiyonlar1 gibi
cesitli etkenlerden dolay1 olusan doku hasarina kars1 viicutta olusan fizyolojik bir tepkidir.
Belirtileri genellikle kizariklik, 6dem, agr1, artmis sicaklik veya fonksiyon bozuklugudur
(Adak, 2007). Inflamasyonun derecesi ve niteligi kisinin bagisiklik durumuna, zarar

verici uyaranin niteligine, siddetine bagli olarak degismektedir (Kayaalp, 2002).

Tibbin hemen her bransini ilgilendiren, 6nemli bir saglik problemi olan
inflamasyonda ¢esitli hiicreler ve eikosanoid ad1 verilen maddeler rol alir. Bu maddeler
arasidonik asit metabolitleridir. Arasidonik asit, coklu doymamis bir yag asitidir ve en
fazla fosfolipid yapidaki hiicre membraninda bulunur. Akut veya kronik inflamasyon
durumunda arasidonik asit metobolize olarak eikosanoidler meydana gelir. Hasarl
dokudaki hiicrelerce veya dolasimdaki 16kositler tarafindan iiretilebilirler.
Antiinflamatuvar ilaglar eikosanoidlerin sentezini engelleyerek semptomatik tedavi

saglarlar.

Arasidonik asitten, eikosanoidlerin biyosentezinde ii¢ farkli yolak vardir. Bunlar;
siklooksijenaz (COX = Cyclooxygenase), lipooksijenaz (LOX = Lipoxygenase) ve
sitokrom P450 epoksijenaz yolaklaridir (Sekil 2.8)

Fosfolipidler

Uyaric1 . y
Y R
N 1&%1&?_% !
Fosfolipaz Az (PLA2) — = -

ARASIDONIK ASIT

. Lipooksijenaz _ Siklooksijenazlar

(COX-1,COX-2)

5LOX  12-LOX 15LOX ke
i poksitler
| Dihidreksi-HETEs .
! ! i PGC
5-HEPETEs  12-HEPETEs  15-HETEs B N
~ hS
5 =
LTA4 12-HETEs LXs
7 TN LXAs
LTC4 I LXA1 B

LID4 LTB1 LXB4
LTE4

Sekil 2.8. Arasidonik asit metabolizmasi

Hiicrelerde farkli eikosanoidler sentezlenir. Ornegin endotel hiicrelerinde

oncelikle prostaglandin, notrofil 16kositlerde lipooksijenaz iirlinleri, trombositler de ise
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hem siklooksijenaz hem de lipooksijenaz iirtinleri sentezlenir (Goksen ve Kelekgi, 2010).
Siklooksijenaz ile lipooksijenaz, inflamasyonda ve tiimor patolojisinde rol oynadigi

bilinen en 6nemli enzimlerdir (Nie vd., 2001; Nie ve Honn, 2002).

Viicutta inflamasyon sonucu olusan yanitin baskilanmasiyla doku tahribati
hafifletilip reperfiizyon hasar1 azaltilabilmektedir. Lipooksijenaz yolagindaki, 5-LOX
enziminin aragidonik asitten sentezledigi {irlinlerin inflamasyonda 6nemli etkileri

bilinmektedir (Hansen, 1995; Erlich vd., 2000; Abueid, 2015).

2.4.2.1. Lipoksijenaz yolagt

LOX yolaginda Iokotrienler, hidroksieikosatetraenoik asitler (HPETEs) ve
lipoksinler olusmaktadir (Smith vd., 2007). Insanlarda lipoksijenaz enziminin major
olarak ti¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bunlar; 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX olup
aragidonik asidin C-5, C-12 ve C-15 konumlarina oksijen katma duruma gore
isimlendirilmislerdir. LOX izoenzimleri sirasiyla arasidonik asitten 5- HPETE, 12-
HPETE ve 15-HPETE olusumunu saglarlar (Siegel vd., 1980). 5-LOX arasidonik asiti 5-
HPETE’ye doniistiirerek lokotrien biyosentezini katalizler. 12-LOX ve 15-LOX’un
biyolojik rolii hakkindaki bilgiler sinirli olup 5-LOX iizerinde daha fazla ¢alisma
bulunmaktadir. 5-LOX biyolojik olarak en 6nemli LOX kabul edilen bitki ve hayvanlarda
bulunan bir lipit peroksidaz enzimidir. Arasidonik asit metabolizmasinda kuvvetli
proinflamatuvar mediyatorlerin (I6kotrienler) sentezlenmesinde rol oynamaktadir (Kuhn,

2000; Leone vd., 2007).

2.4.2.1.1. 5-LOX inhibisyonu

Lokositlerde, 5-LOX enziminin katalizledigi 16kotrienler; LTA4, LTB4, LTC4,
LTD4 ve LTE4 olarak isimlendirilmektedir (Murray vd., 2004). Lokotrienler, romatoit
artrit, psoriazis, alerjik rinit, brongiyal astim, kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamasyon
kaynakli bagirsak hastaliklar1 ve gesitli kanserlerde mediyator olarak rol oynadigi igin 5-

LOX enziminin inhibisyonu hedef ilag¢ arastirmalarinda dikkat ¢ekmektedir (Werz, 2006).

5-LOX yolag1 ile olusan proinflamatuvar 16kotrienlerin kardiyovaskiiler
hastaliklardaki etkisi bilinmektedir. Bazi kardiyovaskiiler hastaliklarda ve astim

tedavisinde 5-LOX inhibitorleri onerilmektedir (Qui vd., 2006; Spanbroek vd., 2003).
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Klinik arastirmalarda antiinflamatuvar ila¢ kullaniminda Alzheimer hastaliginin
gelisim riskinin daha diisiik olduguna dair bulgular vardir (Hayden vd., 2007). Ozellikle
5-LOX enziminin, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 ile iligkili olabilecegi

diistiniilmektedir (Manev vd., 2011; Kang vd., 2013).

2.4.3. Kolinesteraz (asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz) inhibisyonu

Viicudumuzda asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) olmak
tizere iki tiir kolinesteraz enzimi bulunmaktadir. AChE, saglikli bir yetigkin beyninde
yiiksek oranda bulunur ve gergek kolinesteraz olarak isimlendirilir. BChE ise smirl
miktardadir ve “serum kolinesterazi, psddokolinesteraz veya spesifik olmayan

kolinesteraz” olarak isimlendirilir (Agalar, 2016).

Kolinesteraz inhibitorleri, hafiza ve diisiince ile ilgili noérotransmitterlerin
parcalanmasini engelleyerek Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir
(Standridge vd., 2004). En yaygin ve en bilinen norodejeneratif hastaliklardan biri olan
Alzheimer, ilk kez 1906 yilinda Alman ndropsikiyatrist “Alois Alzheimer” tarafindan
tanimlanmistir. Beyindeki nérotransmitterlerin diizeyinde azalma, hipokampus ve
korteks bolgelerinde noron kaybi ile ortaya ¢ikan, diisiinme islevlerinde ilerleyici

bozulma goriilen bir hastaliktir (Kusman, 2018).

AChE akciger, dalak, beyin, kas, eritrosit membranlari, sinir uglar1 gibi uyarilabilen
tim dokularda yaygin olarak bulunur. BChE ise karacigerde sentezlendikten sonra
plazmaya yiiksek oranda salinarak sadece merkezi ve periferal sinir sisteminde bulunur

(Hartman vd., 2009; Kusman, 2018).

Noronlar arasinda bilgi iletimini saglayan asetilkolin, islevini tamamlayip
asetilkolinesteraz enzimi tarafindan pargalanir. Sonrasinda bilgi aktarimi i¢in yeniden
uretilir. Alzheimer hastaliginda asetilkolin, yeterli miktarda {iretilemediginden
asetilkolinesteraz enzimi inhibe edilerek Alzheimer hastaliginin ilerlemenin

durdurulabilecegi diisiiniilmektedir (Liston vd., 2004).

Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglar iki farkli mekanizma ile etki

etmektedir;

2.4.3.1. Kolinesteraz inhibitorleri

Asetilkolinin pargalanmasini engellemektedir. Takrin, donepezil, rivastigmin,

galantamin asetilkolinesteraz inhibitorleridir.
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2.4.3.2. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri

Alzheimer hastaliginda siirekli olarak salinan glutamat’in hiicre icine girmesini
kisitlayarak etki ederler. Memantin, NMDA reseptor antagonistidir (Standridge vd.,
2004).

Fizostigmin (eserin), kolinesteraz inhibitorii olarak tanimlanan ilk bilesiktir.
Etkisinin yiiksek olmasina karsin diisiik tolere edilebilirligi nedeniyle kullanimdan

kaldirilmistir (Coelho Filho ve Birks, 2001).

Tez calismasi kapsaminda elde edilen ucucu yag ve ekstrelerin asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonlar1 Ellman metodu ile degerlendirilmistir.
Caligmalarda standart madde olarak dogal kaynakli bir {irlin olan galantamin
kullanilmistir. Galantamin geri doniisiimlii bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Diisiik
oranda biitirilkolinesteraz inhibisyonu da gostermektedir (Ellman, 1961; Olin ve

Schneider, 2002).

Oksidatif stres, inflamasyon ve ndrodejeneratif hastaliklar birbirleriyle iliskili
olaylardir. Inflamasyon, Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaligi gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin nedenleri arasinda yer alirken, ndrodejeneratif hastaliklardan korunmak
amaci ile antioksidan maddelerin yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir (Kara ve
Miidiiroglu, 2008). Ayrica oksidatif stres Alzheimer hastaliginin ilk adimlarindan biri
olup, hastalikta patojenik bir rol oynamaktadir (Piazzi vd., 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyal ve Kimyasal Maddeler
3.1.1. Bitkisel materyal

Materyal olarak Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Daucus L. tiirlerinin meyve

kisimlar1 kullanilmuistir.

Daucus tiirlerinin yayilis alanlarin1 belirlemek amaciyla, ilk olarak Flora of
Turkey and East Aegean Islands adli eser ile Checklist’ler incelenmistir (Cullen, 1972;
Duman, 2000; Ozhatay vd., 2013). Ayrica Yiiksekogretim Kurulu Baskanligi Tez
Merkezi internet sitesinden flora ¢aligmalar ile ilgili yiiksek lisans ve doktora tezleri
incelenerek tiirlerin yeni lokasyon bilgileri arastirilmistir (http-4). Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE), Istanbul Universitesi Orman Fakiiltesi
Herbaryumu (ISTO) ve Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (MARE)
ziyaret edilip Daucus tiirlerine ait 6rnekler incelenip lokasyon bilgileri alinmistir. D.
involucratus tiirii ile ilgili bilgi almak icin Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi

Herbaryumuyla (ANK) goriistilmiistiir.

Arazi calismalar1 Oncesinde belirlenen bolgelerden bitkisel materyallerin
toplanabilmesi i¢in “Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii, Orman Genel
Miidiirligii ile Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigiin’den” izin yazilar

alinmustir.

Toplanan tiirler Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda (ISTE)
teshis edilmistir. Bitki Ornekleri ISTE herbaryumunda kayit numaralar1 verilerek
muhafaza edilmektedir. Denizli ve Antalya illerinden Daucus cinsine ait oldugu
belirlenen, florada kayitl tiirlerden farkli oldugu goriilen 2 6rnek toplanmigtir. Daucus
sp. nov. 1 ve Daucus sp. nov. 2 seklinde ifade edilen bu 6rneklerin yeni tiir veya Tirkiye
igcin yeni kayit olabilecegi diisiiniilmektedir (Gorsel 3.1-3.3). Ayrica yerel bir tohum
firmasindan satin alman havu¢ meyveleri, kiiltir formu ile yabani tiirlerin
karsilastirilmast amaciyla calismaya dahil edilmistir. Bitki ornekleri ile ilgili bilgiler
Tablo 3.1°de verilmistir. D. carota cinsin en yaygin tiirii oldugu i¢in farkli lokasyonlardan

toplanan 6rnekleri incelenerek karsilastirilmistir.
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Tablo 3.1. Calisma materyalini olusturan Daucus tiirleri ile ilgili bilgiler

No  Tiir Adi Herbaryum No Lokasyon Bilgisi ve Toplanma Tarihleri

1 D. carota ISTE 115524 A2(A), Istanbul, Maltepe-Yakacik arasi, Maltepe
Universitesi civari (N 40°57.551", E 029° 11.369',
119 m), 29.08.2016

2 D. carota ISTE 115525 A2(E), istanbul, Ormanh kdyii gidis yolu (N 41°
20.389', E 028° 27.501", 5 m), 30.08.2016

3 D. carota ISTE 115526 A2(E), istanbul, Ormanl kdyii, Plaj (N 41°
24.404', E 028° 29.359', 47 m), 30.08.2016

4 D. carota ISTE 115527 A2(E), Istanbul, Ormanl kdyii déniis yolu (N 41°
17.136, E 028° 27.417', 119 m), 30.08.2016

5 D. carota ISTE 115528 C2, Denizli, Honaz, Mentes kdyii yolu (N 37°
45.992', E 029° 18.547', 483 m), 10.09.2016

6 D. carota ISTE 115529 C2, Denizli, Otoyol kenart (N 37° 39.717', E 029°
13.777', 976 m), 10.09.2016

7 D. carota ISTE 115530 C1, Mugla, Bodrum Giivercinlik arasi, makilik
alan (N 37°05.194", E 027° 28.962', 50 m),
14.09.2016

8 D. carota ISTE 115532 C1, Mugla, Bodrum Giivercinlik arast, yol kenar1
(N 37°06.613', 027° 31.002', 16 m), 15.09.2016

9 D. carota ISTE 115533 C2, Denizli, Honaz Milli Park, mesire yeri civari
(N 37° 39.535", E 029° 14.586", 1158 m),
27.08.2017

10 D. carota Kiiltiir “Intfa” adli firmadan alinmistir, 22.07.2017

11 D. broteri ISTE 115534 C2, Denizli, Honaz Dagi etekleri, mezarlik civari
(N 37°44.902', E 029° 16.501!, 735 m),
27.08.2017

12 D. guttatus ISTE 115531 C1, Mugla, Bodrum Giivercinlik arasi, makilik
alan (N 37°05.194', E 027° 28.962', 50 m),
14.09.2016

13 D. littoralis ISTE 115790 C2, Antalya, Kale (N 36° 17.143'E 029° 55.552!,
52 m), 08.06.2018

14 D. involucratus ISTE 115792 C3, Antalya, Cirali Sahili N 36° 24.391'E 030°
28.723', 21 m), 09.06.2018

15 D. conchitae ISTE 115791 C2, Antalya, Kas, Bogazi¢i Koyt yolu makilik
tagli yamaglar, 08.06.2018

16 Daucus sp. nov. 1 ISTE 115795 C2, Denizli, 26.08.2017

17 Daucus sp. nov. 2 ISTE 115793 C3, Antalya, 09.06.2018
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Gorsel 3.1. Arazi ¢calismalarina ait fotograflar
a-b) D. carota c) D. involucratus d) D. conchitae €) D. broteri f) D. guttatus

Fotograflar: Betiil BUYUKKILIC ALTINBASAK

. .
« Al

3 .

2. »

D. carota

D. littoralis D. involucratus D. conchitae

Gorsel 3.2. Arazi ¢alismalarinda toplanan Daucus tiirleri
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Gorsel 3.3. Daucus sp. nov. 1 ve Daucus sp. nov. 2

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.2°de listelenmistir.

Tablo 3.2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Kimyasal madde Firma
Asetilkolinesteraz Sigma-Aldrich
Asetiltiyokolin Iyodiir Sigma-Aldrich
Aseton Sigma-Aldrich
Butirilkolinesteraz Sigma-Aldrich
Butiriltiyokolin Iyodiir Sigma-Aldrich
Biitillenmis hidroksi anisol Merck
Biitillenmis hidroksi toluen Merck
Dipotasyum hidrojen fosfat (K.HPO.) Merck
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil Sigma-Aldrich
DTNB (5,5-Dithiobis (2-Nitro-benzoik asit)) Sigma-Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich
Etil asetat Sigma-Aldrich
Folin Ciocalteu reaktifi Sigma-Aldrich
Galantamin Sigma-Aldrich
Gallik asit Sigma-Aldrich
Kersetin Sigma-Aldrich
Linoleik asit Sigma-Aldrich
Lipooksijenaz (Lipoxidase from Glycine max (soybean)) Fluka-BioChemika
Metanol Sigma-Aldrich
n-Hekzan Sigma-Aldrich
Nordihidroguyaretik asit (NDGA) Fluka-BioChemika
Pirokatekol Sigma-Aldrich
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO.) Merck
Sodyum bifosfat dihidrat Sigma-Aldrich
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat Sigma-Aldrich
Sodyum bikarbonat Merck

Tween 20 Merck
a-Tokoferol Sigma-Aldrich

3.2. Kullamilan Cihazlar

Arazi ve laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan cihazlar Tablo 3.3°de listelenmistir.
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Tablo 3.3. Calismalarda kullanilan cihaz ve apareylere iliskin bilgiler

Cihaz / Aparey Firma

Analitik terazi Mettler Toledo-MS204S
Clevenger apareyi fldam

Calkalamali inkiibator Stuart SI 500

Fotograf makinasi Nikon

GPS cihaz1 Garmin

GK Sistem (Gaz Kromatografisi)

GK/KS Sistem (Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi)
Mikroplate okuyucu

Otomatik tekli ve ¢oklu pipetler (10 pL, 200 puL, 1000 pL, 5000
uL)

pH Metre

Rotavapor

Ultra Derin dondurucu

Agilent 6890 N GC
Agilent 5975 GC-MSD
Biotek, Synergy, H1
Eppendorf

WTW- Inolab pH 720
Heidolph
New Brunswick Scientific

Ultrasonik banyo
Vortex

ELMA S100H (Elmasonic)
Heidolph

3.3. Deneysel Calismalar

Tablo 3.1’de belirtilen bitki orneklerinin meyvelerinden ugucu yaglari ve
ekstreleri elde edilmistir. Bu boliimde ugucu yaglarin ve ekstrelerin elde edilmesi,
analizleri, antioksidan, antiinlamatuvar ve antikolinesteraz aktivite c¢alismalar1 igin

uygulanan yontemler hakkinda bilgiler verilmektedir.

3.3.1. Distilasyon islemleri

Bitkisel materyalden ugucu yaglarin elde edilmesi Clevenger apareyinde su
distilasyonu yontemi ile gerceklestirilmistir. Tartilan kurutulmus meyve Ornekleri
blenderde parcalandiktan sonra cam balon igerisine alinip {izerine balonun 2/3’iine kadar
distile su ilave edilerek 3 saat siireyle distilasyon islemine tabi tutulmustur. Elde edilen
ucucu yaglar, analiz ve biyolojik aktivite ¢alismalarina kadar kahverengi cam viallerde,

+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.3.2. Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GKI/KS) ile ug¢ucu yaglarin kimyasal analizi

Ugucu yaglarin analizleri, es zamanli olarak gaz kromatografisi ve gaz
kromatografisi/kiitle spektrometrisi sistemi ile gergeklestirilmistir. GK sisteminde
kolonda ayrilan bilesikler FID (Alev iyonlagsma dedektdrii) ile tespit edilip bilesiklerin
bagil yiizdeleri belirlenmistir. GK/KS sistemine ait kolonda ayrilan bilesiklerin kiitle

spektrometrisi kisminda tek tek kiitle spektrumlar1 alinmistir. Degerlendirme islemleri
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"Bager Ucucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi" ile Wiley GK/KS, Adams ve MassFinder
2.1 Kiitiiphane Tarama Yazilimlar1 kullanilarak yapilmistir (McLafferty ve Stauffer,
1989; Koenig vd., 2004).

GK Analiz Kosullar

Sistem . Agilent 6890N GC

Kolon . HP-Innowax (60m x 0.25mm @, 0.25 pum film kalinlig1)

Tasiyict Gaz : Helyum (0.8 mL dk?)

Sicakliklar

Enjeksiyon :250°C

Kolon :60°C'de 10 dk, 4°C dk artigla 220°C'ye, 220°C'de 10 dk, 1°C dk
artigla 240°C’ye

Detektor :300°C, FID

GK/KS Analiz Kosullar:

Sistem : Agilent 5975 GC-MSD

Kolon : HP-Innowax (60m x 0.25mm @, 0.25 pum film kalinlig1)

Tasiyict Gaz : Helyum (0.8 mL dk?)

Sicakliklar

Enjeksiyon :250°C

Kolon : 60°C'de 10 dk, 4°C dk artigla 220°C'ye, 220°C'de 10 dak, 1°C
dk artigla 240°C’ye

Split Oran :50:1

Elektron Enerjisi :70eV

Kiitle Aralig : 35-450 m/z

3.3.3. Ekstrelerin hazirlanisi

Ugucu yaglarin elde edilmesinden sonra yeterli miktarda kalan meyvelerin
ekstreleri elde edilmistir. Kuru meyve ornekleri ekstre edilmeden dnce parcalanarak kaba
toz haline getirilmistir. Tohum firmasindan satin alinan meyveler iizerindeki zirai tarim
ilacinin uzaklastirilmast amaciyla yikanip kurutulmustur. Ekstre verimini korumak
amaciyla meyveler su icerisinde bekletilmeden akan su altinda temizlenmistir. Meyveler
kiiciik boyutta oldugu icin yikama islemi sirasinda por ¢ap1 ¢ok kiiciik olan polen elegi
kullanilmistir (Gorsel 3.4).

Ekstreler, oda sicakliginda ¢alkalamali inkiibator i¢erisinde maserasyon yontemi

ile hazirlanmistir. Co6ziici olarak n-hekzan, etil asetat ve etanol kullanilmistir.
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Maserasyon iglemi, 24 saatte bir ¢oziicili degistirilip siizlintiiler toplanarak 3 giin siiresince

uygulanmistir (Gorsel 3.5).

Gorsel 3.5. Maserasyon iglemleri

Elde edilen ekstreler rotavaporda yogunlastirilip darast alman kiiglik cam
kavanozlara aktarilarak ceker ocak igerisinde birkac giin bekletilip ¢6ziiciiniin tamamen
uzaklastirilmast saglanmigtir (Gorsel 3.6). Ekstrelerin verimleri hesaplandiktan sonra

biyolojik aktivite caligmalarina kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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Gorsel 3.6. Rotavapor ile yogunlastirilan ekstreler

3.3.4. Biyolojik aktivite yontemleri
3.3.4.1. Soya lipooksijenaz (soybean lipoxygenase = LOX) inhibisyonu deneyi

Elde edilen ucucu yaglarin ve ekstrelerin antiinflamatuvar etkileri soya
lipoksijenaz inhibisyonu deneyi ile degerlendirilmistir. Soya LOX inhibisyonu deneyi
bilesiklerin antiinflamatuvar aktivitelerini degerlendirmek ic¢in kullanilan yaygin bir
yontemdir (Michaelidou ve Hadjipavlou-Litina, 2003; Pontiki ve Hadjipavlou, 2007). Bu
amagla Baylac ve Racine tarafindan 2003 ’te yapilan ¢alisma temel alinarak yontem mikro
Olcekte gilincellenmistir (Baylac ve Racine, 2003). Metodun giincellenmesi fazla sayidaki

orneklerin ayn1 zamanda degerlendirilmesine olanak saglamistir.

LOX inhibisyonu spektrofotometrik olarak incelenmistir. Kinetik 6l¢iimler igin
kuvartz mikropleyt kullanilmigtir. Sonuglar 234 nm’de ELISA okuyucuda (ELx808IU)
10 dakika boyunca dakikada bir degisen absorbans degerleri kaydedilerek hesaplanmistir.
Kinetik 6l¢timler GENS adli bilgisayar programi ile kaydedilmistir.

3.3.4.1.1. Deneyde kullanilan tampon, ¢oziicii ve diger maddelerin hazirlanist

a) Tampon: 8,709 g KoHPO4 tartilip tizeri 500 mL’ye tamamlanmustir. 680 mg KH2PO4
tartilip tizeri 50 mL’ye tamamlanmistir. KoHPOj4 ¢ozeltisi tizerine KH2POg ilave edilerek
pH 9’a ayarlanmugtir.

b) Enzim: 7 U/mg’lik lipooksijenaz enziminden 5 mg tartilip 4,3 mL tampon i¢inde
¢ozlilmiistiir. Enzim ¢ozeltisi 250 uL’lik porsiyonlara ayrilarak -80°C’de muhafaza
edilmistir.

¢) Standart inhibitor: Nordihidroguaiaretik asit (NDGA) etanol icerisinde ¢oziilerek
farkli konsantrasyonlarda (20, 12, 4, 3, 2 ng/mL) hazirlanmistir.
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d) Substrat: 62,5 uM linoleik asit ¢ézeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 95 mg linoleik asit
etanolde ¢oziiliip tizerine 3,5 mL Tween-20 eklenip 2 saat evapore edilmistir (40 °C’de).
Madde 1518a duyarli oldugu i¢in evaporasyon isleminde balonun dis1 aliiminyum folyo ile
kaplanmistir. Etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra iizerine 100 mL KoHPQO4 tamponu
ilave edilmistir.

Tiim o6rnekler %2,5 konsantrasyondaki DMSO ile son hacimdeki konsantrasyonlar1 100

ng/mL olacak sekilde seyreltilerek 3 tekrarli olarak ¢alisiimistir.

3.3.4.2. Antioksidan etki testleri

3.3.4.2.1. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil serbest radikali giderim aktivitesi yontemi

Antioksidan maddeler, radikallere proton vererek absorbsiyonu azaltmaktadirlar
(Turkoglu vd., 2006). Bu calismada ugucu yag ve ekstrelerin antioksidan etkileri, 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil serbest radikali (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazine = DPPH)
kullanilarak belirlenmistir. DPPH 517 nm’de karakteristik absorbsiyonu olan kararl
serbest bir radikaldir. DPPH ¢ozeltisi taze hazirlandiginda koyu mor renklidir ve 517
nm'de maksimum absorbans vermektedir.

DPPH’1n 517 nm’deki absorbans degerinin azalmasiyla orantili olacak sekilde
antioksidan aktivitenin varligi nitel ve nicel olarak degerlendirilmistir. Bu amagla 10, 25,
50, 100 pg/mL konsantrasyonlarda etanol ile hazirlanan 6rneklerin tizerine 40 pg/mL
konsantrasyondaki DPPH c¢ozeltisinden ilave edilmistir. Kontrol olarak etanol
kullanilmistir. Oda sicakliginda, karanlikta, 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de
absorbanslart  lciilmiistiir.  Orneklerin  absorbans  degerleri  kontrole  kars
degerlendirilmistir. Serbest radikal giderim aktivitesi agsagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmistir (3.1).

. o . Akontrol — Aérnek
DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = Akontrol %X 100

(Axontrol: Kontroliin absorbansi, Asmex: Ornegin absorbansidir). (3.2)

3.3.4.2.2. Bakar II indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Antioksidan kapasite tayininde uygulanan bu yontemde, kromojenik bir
yiikseltgen olan Cu (II)-neokuproin (Nc) reaktifi kullanilmistir. CUPric Reducing
Antioxidant Capacity: CUPRAC (bakir (I) iyonu indirgeme antioksidan kapasite) adiyla
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literatiirde yer almaktadir (Apak vd. 2004). Bu yontemin temeli, indirgen 6zellikteki
antioksidan maddelerin CUPRAC reaktifi olan bis (neokuproin)-bakir (II) kloriirii
indirgemesiyle olusan sar1 renkli CUPRAC kromoforunun (Cu(I) - neokuproin kelati) 450

nm’de maksimum absorbans vermesine dayanmaktadir.

Son konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL olacak sekilde
hazirlanan ugucu yag ve ekstre orneklerinin iizerine Cu (II), neokuproin (2,9-dimetil-
1,10-fenantrolin) ve NH4CH3COO tamponu eklenip 30 dk karanlikta inkiibasyona
birakildiktan sonra 450 nm’de spektrofotometrede absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Troloks ile
hazirlanan standart kalibrasyon egrisinden yararlanarak sonuglar Troloksa esdeger olarak

hesaplanmustir.

3.3.4.2.3. Toplam fenolik i¢cerik miktar tayini

Folin-Ciocalteau yontemi

Ugucu yaglarin ve ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu Fenol
Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSOs) reaktifi kullanilarak incelenmistir.
Yontemin temeli, reaktifin igerdigi Mo+6’nin antioksidan bir madde ile Mo+5’e
indirgenmesi ile olusan renk yogunlugunun absorbans oOl¢iimiine dayanmaktadir.
(Singleton vd., 1999; Huang vd., 2005). Standart olarak fenolik bir bilesik olan gallik asit
kullanilmistir. 1000 ppm’lik gallik asit stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda

cozeltiler hazirlanarak kalibrasyon aralig1 ve standart grafik denklemi belirlenmistir.

Ugucu yag ve ekstrelerin etanol ile 1000 pg/mL konsantrasyonda ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Mikropleyt icerisine 104 pL distile su, 8 pL numune, 8 pL FCR ve 5 dk
sonra 80 puL %7’lik sodyum karbonat (Na>COs3) ilave edilip 90 dakika karanlik ortamda
bekletilmistir. Sonrasinda 725 nm’de spektrofotometrede Ol¢timleri yapilmistir.
Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit miktarlar1 standart grafik
denklemi kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar gallik asit esdegeri olarak yiizde cinsinden

hesaplanmastir.
3.3.4.2.4. Toplam flavonoit madde miktar tayini
Aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi

Ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri aliiminyum kloriir yontemi ile incelenmistir

(Moreno vd. 2000). Standart olarak flavonoit yapisinda bir bilesik olan kersetin
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kullanilmigtir. 1000 ppm’lik kersetin stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda

cozeltiler hazirlanarak kalibrasyon araligi ve standart grafik denklemi belirlenmistir.

Ekstrelerin etanol ile 1000 pg/mL konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlanmastir.
Mikropleyt icerisine 134 pL distile su, 20 pL numune, 6 pL %10’luk AICl3 ve 40 uL 1M
CH3COONH4 ilave edilip 10 dk bekletilmistir. Sonrasinda 725 nm’de
spektrofotometrede absorbans l¢iimleri yapilmistir. Numunelerin absorbans degerlerine
karsilik gelen kersetin miktarlar1 standart grafik denklemi kullanilarak belirlenmistir.

Sonuglar kersetin esdegeri olarak yiizde cinsinden hesaplanmustir.

3.3.4.3. Asetilkolinesteraz ve biitiirilkolinesteraz enzimlerinin inhibisyon deneyi

Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyon aktiviteleri
spektrofotometrik bir yontem olan Ellman metodu ile incelenmistir. Deneylerde
kullanilan asetilkolinesteraz enzimi, elektrik baligi, biitirilkolinesteraz enzimi ise at
serumu kaynaklidir. Substrat olarak, asetilkolin iyodiir (Acl) ve biitirilkolin iyodiir (Bul),
belirteg olarak 5,5”-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), standart madde olarak
galantamin kullanilmistir (Ellman vd., 1961).

Ucucu yaglarin ve ekstrelerin son konsantrasyonlar1 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25
ve 3.125 pg/mL olacak sekilde etanol ile ¢ozeltileri hazirlanmistir. Mikropleyte 130 pL
0,1 M pH=8 fosfat tamponu, 10 uL numune, 20 pL enzim (AChE veya BChE enzim
cozeltisi) ilave edilip 25 °C’de karanlikta 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
tizerine 20 pL DTNB c¢ozeltisi ve 20 pL substrat (Acl veya Bul) ilave edilmistir.
Spektrofotometrede, asetilkolin iyodiir veya biitirilkolin iyodiiriin enzimatik hidrolizi ile
aciga c¢ikan tiyokolinin DTNB ile reaksiyona girmesiyle olusan sari renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit anyonunun absorbansi, 412 nm dalga boyunda okunmustur. Her numune

ti¢ tekrarl ¢alisilmistir. Sonuclar hesaplanirken asagidaki denklem kullanilmistir (3.2).

o Akontrol — Aornek
% inhibisyon = Akontrol %X 100

(Akontrol: Kontroliin absorbansi, Asmex: Ornegin absorbansidir).  (3.2)
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3.3.5. Yiiksek basin¢h s1ivi kromatografisi/kiitle spektroskopisi-kiitle spektroskopisi
(YBSK/KS-KS) ile ekstre analizi

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda en etkili olan ekstrenin bilesenleri YBSK/KS-
KS analizi ile belirlenmeye ¢alisiimistir.

YBSK calisma sartlari:

Cihaz: Shimadzu 20A Prominance Stvi Kromatografisi sistemi

Dedektor: Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS

Kolon: GL Science Intersil ODS 4.6 x 250, 5 nu

Kolon sicakhigr: 40 °C

AKkis mzi: 0.5 mL/dk. Gradiyent akis programi Tablo 3.4’te verilmistir.
Iyonlasma modu: Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI), negatif iyonlasma
Hareketli faz A (metanol: su: formik asit) (10:89:1 h/h/h)

Hareketli faz B (metanol: su: formik asit) (89:10:1 h/h/h)

Tablo 3.4. Gradiyent akis programi

Zaman (dk) B konsantrasyonu
0 %10
40 %100

Kiitle spektroskopisi icin;

Yontem: Genisletilmis kiitle tarama (EMS)
Polarite: Negatif mod

Kiitle araligi: 100-800 amu

Analizde, total iyon kromatogrami ve 280 nm’de elde edilen kromatogramlardaki

pikler, tutunma zamanlar1 (Rt) ve kiitle spektrumlari ile degerlendirilerek literatiir ile
karsilastirilmistir (Sekil 4.15, Tablo 4.19).

3.3.6. Kolon kromatografisi ile fraksiyonlama

Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda etkili ugucu yaglar, major bilesenlerinin oranin
arttirmak amaciyla kolon kromatografisi ile 2 alt fraksiyona ayrilmistir. Fraksiyonlamada
kolon adsorban maddesi olarak silikajel (7733; Merck) kullanilmistir. 35 g silikajel aktive
edilmek iizere 1 saat kadar etiivde bekletilmistir. Bir erlende silikajel n-hekzan ile

karistirtlip hava kabarcigi olusmayacak sekilde cam kolona doldurulmustur. 150 mg
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ucucu yag n-hekzanda ¢oziiliip pipet ile kolona ilave edilmistir. Ik olarak n-hekzan ile
eliisyon yapilmistir. Biriken fraksiyon, koku takibi ve ITK (ince tabaka kromatografisi)
yontemi ile kontrol edilmistir. ITK plaginda leke goriilmedigi zaman etanol ile eliisyon
baglatilmistir. 2. alt fraksiyon da aymi sekilde kontrol edilerek alinmistir. Elde edilen
fraksiyonlar, rotavapor ile yogunlastirilmistir (Gorsel 3.7). GK ve GK/KS sistemi ile

analiz edilip aktivite ¢alismalart yapilmistir.

Gorsel 3.7. Kolon kromatografisi ile fraksiyonlarin hazirlanisi

3.3.7. Etanol ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyonla fraksiyonlanmasi

Biyolojik aktivite caligmalarinda en etkili sonucu veren ekstre, sivi-sivi
ekstraksiyon yontemi ile 3 alt fraksiyona ayrilmistir. Etkili olan yogun s1v1 kivamli etanol
ekstresinden 108,5 g bir flakon igerisinde tartilip ilk olarak n-hekzan ile ekstre edilmistir.
Islem son ekstre ¢dziiciisii renksiz oluncaya dek tekrarlanmistir. Kalan kati haldeki bakiye
etil asetat ile ayni sekilde ekstre edilmistir. Toplanan fraksiyonlar rotavaporda
yogunlastirilip darasi alinan cam flakonlara alinmistir. Coziiciiler azot gazi ile

uzaklastirnlmistir. Bu sekilde elde edilen 3 fraksiyonun aktivite ¢alismalart yapilmistir.
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4. BULGULAR VE YORUM

Tez c¢alismasinda, Daucus cinsine ait 6 farkli tiir incelenmistir. Ayrica cinse ait

yeni tiir veya Tiirkiye i¢in yeni kayit olduklar1 diisiiniilen 2 6rnek de ¢alismaya dahil

edilmistir. D. carota tiiriine ait farkli lokasyonlardan toplanan ve tohum firmasindan

temin edilen toplam 10 &rnek bulunmaktadir. Incelenen 6rnek sayisinin gok olmasi

nedeniyle karigikli§i dnlemek amaciyla her 6rnek numaralandirilip elde edilen ugucu

yaglar, ekstreler ve fraksiyonlar kodlanarak kayit altina alinmistir. Analiz ve biyolojik

aktivite ¢aligmalarinin sonuglarini gosteren tablo ve grafiklerde bu kodlar kullanilmistir.

Ucucu yaglarin ve ekstrelerin elde edildigi bitkilerin numara ve kodlart ile ilgili bilgiler

Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Bitki orneklerinin numaralar, ugucu yaglarimin ve ekstrelerinin kodlar

No  Tiir Adx Herbaryum Ucgucu Etanol n-Hekzan Etil Asetat
No Yaglar Ekstreleri Ekstreleri Ekstreleri

1 D. carota ISTE 115524 Al Bl C1 D1

2 D. carota ISTE 115525 A2 - - -

3 D. carota ISTE 115526 A3 - - -

4 D. carota ISTE 115527 A4 - - -

5 D. carota ISTE 115528 A5 - - -

6 D. carota ISTE 115529 A6 B6 C6 D6

7 D. carota ISTE 115530 A7 B7 C7 D7

8 D. carota ISTE 115532 A8 B8 C8 D8

9 D. carota ISTE 115533 A9 B9 C9 D9

10 D. carota Kiltir Al10 B10 C10 D10

11 D. broteri ISTE 115534  All B11 Cl1 D11

12 D. guttatus ISTE 115531  A12 B12 - -

13 D. littoralis ISTE 115790  A13 B13 C13 D13

14 D. involucratus ISTE 115792 Al4 B14 - -

15 D. conchitae ISTE 115791 Al5 B15 - -

16 Daucus sp. nov. 1 ISTE 115795  Al6 - - -

17 Daucus sp. nov. 2 ISTE 115793  Al7 - - -

[T3RL)

meyve miktart yeterli olmadigi i¢in ekstrenin elde edilemedigini belirtmektedir.

Biyolojik aktivite caligmalarinda en etkili sonuglar1 veren ucucu yaglar ve ekstre

alt fraksiyonlara ayrilip elde edilen fraksiyonlarin aktivite caligmalar1 yapilmistir. Bu

fraksiyonlara ait kod bilgileri Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Ugucu yaglar ve ekstreden elde edilen alt fraksiyonlara ait kodlar

Ugucu Yag ve Etanol n-Hekzan Fraksiyonu Etil Asetat
Ekstre Kodu Fraksiyonu Kodu Kodu Fraksiyonu Kodu
A7 A7-E AT7-F -

A8 A8-E A8-F -

B9 B9-E B8-F B9-G

A7, A8: D. carota ugucu yaglari, B9: D. carota etanol ekstresi

4.1. Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GK/KS) Analiz Sonuclari

Su distilasyonu yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin analizleri, GK ve GK/KS
sistemi ile gerceklestirilmistir. Ugucu yaglarin analiz sonuglarinin tamami karsilagtirmal

olarak Ek-2’de verilmistir.

Farkli lokasyonlardan toplanan D. carota tiiriine ait meyve ucucu yaglarinin
bilesenlerinin ve verimlerinin % degerleri Tablo 4.3’te verilmistir. Ana bilesenleri farkli
olan Al, A8, A10 (Kiiltiir) orneklerine ait GK kromatogramlari Sekil 4.1-4.3’te

verilmistir.

Tablo 4.3. D. carota tiiriine ait ugucu yaglarn kimyasal bilesimleri

RRI  Bilesenler Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A8 A9 Al0
1032  o-Pinen 03 02 04 01 23 08 02 04 05 30
1076  Kamfen - - - e 02 01 - - e 0,3
1118  p-Pinen 02 01 02 01 03 06 01 01 01 09
1132  Sabinen 02 01 O01 01 01 01 02 03 02 92
1174  Mirsen 01 e e e 02 01 e 01 01 24
1188 a-Terpinen - - - - - - e - - -
1203  Limonen 01 02 01 01 - 03 01 02 102 12
1218  p-Fellandren - - - - e e e e e e
1246  (2)-p-Osimen e e e e - - e e - -
1255 yp-Terpinen e - - - - e e e e e
1266  (E)-p-Osimen e - e - - - e - - -
1290 Terpinolen - - - - e - - - -
1280 p-Simen e e e e e e e e 0,3
1443  trans-Sabinen hidrat - - - - - - - - e -
1482  Longipinen 14 03 07 - 24 - 135 56 e -
1493 «-Ylangen - - - - - - 01 e - -
1504 Daukan 21 01 - - 18 48 - - 33 13
1513 Longisiklen - - - - 01 - 02 01 - -
1545  o-Bergamoten - - - - - e - - 1,4
1548 (E)-2-Nonenal - e - - - - - - - -
1549  S-Kubeben 04 - - - 04 10 - - 0,7 03
1553 Linalol 03 03 - - 01 02 03 04 01 09
1568 trans-a-Bergamoten 09 03 04 01 09 20 18 24 12 21
1568  1-metil-4-asetil- e e - - - - - - - -

sikloheks-1-en
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Tablo 4.3. (Devam) D. carota tiiriine ait ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri

RRI

Bilesenler

A5

Al0

1583
1583
1586
1597
1599
1600
1610
1611
1612
1639
1648
1661
1664
1669
1668
1674
1683
1687
1690
1693
1695
1726
1726
1729
1733
1741
1742
1740
1751
1755
1755
1755
1765
1783
1784
1786
1804
1845
1854
1857
1882
1888
1924
1957
2001
2004
2008
2030
2045
2048

2071
2096
2109
2131
2173
2200

Junipen (Longifolen)
a-Santalen
Pinokarvon

Bornil asetat
S-Kopaen
S-Elemen

Kalaren
Terpinen-4-ol
S-Karyofillen
Kadina-3.5-dien
Mirtenal
a-Himakalen
trans-Pinokarveol
Seskuisabinen
(2)-p-Farnesen
Seskuisabinen-B
trans-Verbenol
a-Humulen
a-Akoradien
S-Akoradien
(E)-p-Farnesen
Germakren D
a-Zingiberen
S-Himakalen

Neril asetat
f-Bisabolen
f-Selinen
a-Selinen

Karvon
Dauka-8,11-dien
Bisiklogermakren
S-Kurkumen
Geranil asetat
[-Seskuifellandren
(E)-a-Bisabolen
ar-Kurkumen
Mirtenol
(E)-Anetol
Germakren B
Geraniol
a-Dehidroarhimakalen
ar-Himakalen
y-Dehidroarhimakalen
Kubebol
[zokaryofillen oksit
Oksidohimakalen
Karyofillen oksit
Metil §jenol
Karotol
6,7-Epoksi-himakalen
(B-himakalenoksit)
Humulen epoksit |1

cis-Seskuisabinen hidrat

cis-Metil izo 6jenol

laH-himakal-4-en-15-ol

6-epi-Kubenol
trans-Metilizoojenol

15,0

54

3.2

15,1

0,1

oo
N O

RPoRRPRRPRNRE

N -N NNl Vo)
N

oo
®

o
o

51,4

115
0,5

49,4
08
6,6

25,0
0,5
45,7




Tablo 4.3. (Devam) D. carota tiriine ait u¢ucu yaglarin kimyasal bilesimleri

RRI  Bilesenler Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0
2219 2-Himakalen-7-ol - - - - - - 05 04 - -
2219  Akorenon - - - 05 - - - - - -
2226  Metil hekzadekanoat - - - 02 - - - - - -
2228 Akorenon B - - - 05 04 - - - - -
2232  a-Bisabolol 01 - - - 06 - 03 02 02 -
2246  Elemisin 48 149 17 19 - - - - - -
2265 Longiverbenon - - - - 04 - - - - -

(Vulgaron B)

2296  Miiristisin - - - - - - - - 01 -
2300 Kriptomerion 03 07 10 0,7 - - - - - -
2312 Daukol 09 - - - 41 04 - - 02 1.0
2316  Karyofilladienol | - - - - - - - - - -
2320  Juniperkamfor 04 - 03 - - - - 01 01 -
2361 p-Asaron - 1,2 - - - - - - - -
2404  trans-isoelemisin - 01 - - - - - - - -
2431  Metil stearat - - - 02 - - - - - R
2467 Metil elaidat - - - 09 - r - - - R
2478  a-Asaron 20 152 139 188 11 02 05 - - -
2509 Metil linoleat - - = 09 - - r - - R
2931 Hekzadekanoik asit - - 05 05 e - - - -

Toplam (%) 888 948 916 944 908 930 97,1 985 836 951
Verim(%) 17 25 17 13 11 20 24 18 13 04

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gore
hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1). A1-10: D. carota
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1800000 P
1600000

1400000
1200000
1000000

800000
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Sekil 4.1. A1: D. carota meyve ugucu yagt bilesenlerine ait GK kromatogrami
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Sekil 4.2. A8: D. carota meyve ugucu yagi bilesenlerine ait GK kromatogrami
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Sekil 4.3. A10: D. carota (Kiiltiir) meyve ugucu yagi bilesenlerine ait GK kromatogrami

D. broteri tiiriine ait meyve ugucu yaginin bilesenlerinin ve veriminin % degerleri

Tablo 4.4’te, GK kromatogrami Sekil 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. D. broteri u¢ucu yaginin kimyasal bilegsimi

RRI Bilesenler All
1032 a-Pinen 2,6
1076 Kamfen 0,1
1118 S-Pinen 22,3
1132 Sabinen 1,4
1174 Mirsen 1,7
1188 a-Terpinen 0,1
1203 Limonen 0,7
1218 S-Fellandren 0,3
1244 2-Pentil furan e
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Tablo 4.4. (Devam) D. broteri ugucu yagimin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler All
1246 (2)-p-Osimen e
1255 y-Terpinen 0,7
1266 (E)-B-Osimen tr
1290 Terpinolen 0,1
1280 p-Simen 1,7
1443 trans-Sabinen hidrat 0,1
1466 a-Kubeben 0,4
1492 Siklosativen e
1497 a-Kopaen 0,6
1535 S-Borbonen 0,2
1549 S-Kubeben 1,2
1570 trans-Mirtanal 0,1
1586 Pinokarvon 0,6
1597 Bornil asetat 0,2
1601 Nopinon 0,1
1607 Timol metil eter 0,1
1611 Terpinen-4-ol 0,4
1612 S-Karyofillen 2,2
1613 Akora-2,4-dien 0,1
1648 Mirtenal 1,0
1661 trans-Pinokarvil asetat 0,2
1664 trans-Pinokarveol 0,8
1668 (2)-p-Farnesen 0,8
1683 trans-Verbenol 0,2
1687 o-Humulen 0,2
1690 a-Akoradien 0,1
1698 Mirtenil asetat 0,2
1726 Germakren D 0,3
1741 p-Bisabolen 59
1773 o-Kadinen 0,3
1804 Mirtenol 0,7
1900 epi-Kubebol 0,3
1957 Kubebol 0,3
2001 Izokaryofillen oksit 0,3
2008 Karyofillen oksit 2,1
2025 Perilla alkol 0,1
2071 Humulen epoksit 11 0,2
2088 1-epi-Kubenol 0,1
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 0,4
2144 Spatulenol 0,2
2219 Akorenon 3,2
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Tablo 4.4. (Devam) D. broteri ugucu yagimin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler All
2228 Akorenon B 1,2
2237 p-Sinensal 30,4
2296 Miristisin 5,7
2316 Karyofilladienol | 0,2
2324 Karyofilladienol |1 0,4
2392 Karyofillenol Il 0,4
2500 Pentakosan 0,2
2607 14-Hidroksi-d-kadinen 0,1
2622 Fitol 0,2
2670 Tetradekanoik asit 0,3
2700 Heptakosan 0,3
2822 Pentadekanoik asit 0,2
2931 Hekzadekanoik asit 2,8

Toplam (%) 98,0
Verim (%) 0,02

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine goére hesaplanmistir; %FID verilerine gore
hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1)
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Sekil 4.4. A11: D. broteri meyve u¢ucu yagi bilesenlerine ait GK kromatogrami

D. guttatus tiirine ait meyve ucucu yagmin bilesenlerinin ve veriminin %

degerleri Tablo 4.5’te, GK kromatogrami Sekil 4.5’te verilmistir.
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Tablo 4.5. D. guttatus ugucu yaginin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al2
1032 o-Pinen 0,1
1118 S-Pinen 0,1
1132 Sabinen 0,1
1174 Mirsen 0,1
1203 Limonen 0,1
1255 y-Terpinen e
1280 p-Simen 0,1
1504 Daukan 0,4
1532 Kamfor 0,2
1553 Linalol 0,3
1600 S-Elemen 0,2
1612 S-Karyofillen 10,1
1613 S-Sedren 0,2
1668 (2)-p-Farnesen 0,2
1683 trans-Verbenol 0,2
1687 o-Humulen 1,8
1688 Selina-4.11-dien 2,5
1742 fS-Selinen 10,4
1743 a-Kadinen 0,3
1773 J-Kadinen 0,4
1776 y-Kadinen 1,9
2001 Izokaryofillen oksit 0,9
2008 Karyofillen oksit 10,8
2030 Metil 6jenol 30,5
2045 Karotol 5,8
2071 Humulen epoksit 11 1,0
2080 1.10-di-epi-Kubenol 0,5
2089 6-Metil-5(3-metilfenil)-2-heptanon 0,2
2104 Viridiflorol 0,2
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 0,3
2131 laH-himakal-4-en-14-ol 0,3
2144 Spatulenol 0,2
2173 6-epi-Kubenol 0,4
2187 T-Kadinol 8,1
2255 o-Kadinol 0,6
2269 Guaia-6,10(14)-dien-44-ol 0,3
2316 Karyofilladienol I 0,4
2324 Karyofilladienol 11 0,7
2349 Kadina-4,10(15)-dien-3-on 0,5
2392 Karyofillenol 11 1,0
2670 Tetradekanoik asit 0,5
2931 Hekzadekanoik asit 2,7

Toplam (%) 95,3
Verim (%) 0,1

RRI: Relatif tutunma zamami indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gore
hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1)
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Sekil 4.5. A12: D. guttatus meyve u¢ucu yag bilesenlerine ait GK kromatogrami

D. littoralis tiirine ait meyve ugucu yagmin bilesenlerinin ve veriminin %

degerleri Tablo 4.6’da, GK kromatogrami Sekil 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. D. littoralis u¢ucu yaginin kimyasal bilegimi

RRI Bilesenler Al13
1032 a-Pinen 4,6
1076 Kamfen 0,9
1118 S-Pinen 0,2
1132 Sabinen 0,2
1174 Mirsen 1,5
1203 Limonen 1,6
1218 pS-Fellandren 0,5
1255 y-Terpinen 0,1
1290 Terpinolen e
1280 p-Simen 0,1
1398 3-Oktanol 0,2
1452 1-Okten-3-ol 0,1
1482 Longipinen 0,1
1497 a-Kopaen 0,2
1532 Kamfor 79
1549 S-Kubeben 0,1
1553 Linalol 1,9
1589 S-Ylangen e
1597 Bornil asetat e
1599 S-Kopaen e
1600 S-Elemen 0,2
1612 [S-Karyofillen 4.4
1687 a-Humulen 29,4
1687 Metil kavikol (Estragol) 10,9
1688 Selina-4.11-dien 0,1
1706 a-Terpineol 0,1

39



Tablo 4.6. (Devam) D. littoralis ugucu yagimin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al13
1719 Borneol 0,3
1726 Germakren D 5,3
1741 S-Bisabolen 0,1
1742 S-Selinen 0,5
1743 a-Kadinen 0,1
1755 Bisiklogermakren 0,1
1773 o-Kadinen 0,3
1776 y-Kadinen 0,5
2001 [zokaryofillen oksit e
2008 Karyofillen oksit 0,5
2030 Metil 6jenol 0,2
2045 Humulen epoksit | 0,4
2071 Humulen epoksit 11 3,0
2080 1,10-di-epi-Kubenol 0,2
2081 Humulen epoksit 111 0,2
2144 Spatulenol 0,2
2187 T-Kadinol 35
2200 trans-Metilizo6jenol 0,1
2205 Timol 0,3
2231 Torilenol 0,1
2255 a-Kadinol 0,4
2316 Karyofilladienol | 0,1
2369 Odesma-4(15),7-dien-44-ol 0,1
2931 Hekzadekanoik asit 0,7

Toplam (%) 82,3
Verim (%) 0,1

RRI: Relatif tutunma zamam indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gore

hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1)
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Sekil 4.6. A13: D. littoralis meyve ugucu yagi bilesenlerine ait GK kromatogrami
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D. involucratus tiirline ait meyve ugucu yagimin bilesenlerinin ve veriminin %

degerleri Tablo 4.7°de, GK kromatogrami Sekil 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. D. involucratus ugucu yagimin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al4
1032 a-Pinen 2,0
1035 a-Tuyen 0,1
1076 Kamfen 0,1
1118 S-Pinen 0,1
1132 Sabinen 0,9
1174 Mirsen 0,2
1188 a-Terpinen e
1203 Limonen 0,2
1218 pS-Fellandren e
1246 (2)-p-Osimen e
1255 y-Terpinen 0,2
1266 (E)-p-Osimen 0,1
1290 Terpinolen 0,1
1280 p-Simen 0,4
1443 trans-Sabinen hidrat 0,1
1466 a-Kubeben 0,1
1497 o-Kopaen 0,1
1535 [S-Borbonen e
1548 (E)-2-Nonenal e
1549 S-Kubeben 0,3
1553 Linalol 0,1
1556 cis-Sabinen hidrat e
1597 Bornil asetat 0,1
1600 S-Elemen 0,1
1611 Terpinen-4-ol 0,2
1612 S-Karyofillen 41
1664 trans-Pinokarveol e
1683 trans-Verbenol 0,2
1687 a-Humulen 3,1
1688 Selina-4,11-dien 3,8
1693 [-Akoradien 0,1
1704 y-Murolen 0,1
1741 S-Bisabolen 15
1742 f-Selinen 10,2
1765 Geranil asetat 1,0
1773 o-Kadinen e
1776 y-Kadinen 0,2
1857 Geraniol 0,6
1868 Neril izovalerat 0,1
1900 epi-Kubebol e
1957 Kubebol 0,1
2001 izokaryoﬁllen oksit 0,1
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Tablo 4.7. (Devam) D. involucratus u¢ucu yagimin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al4
2008 Karyofillen oksit 0,7
2030 Metil 6jenol 40,9
2045 Humulen epoksit | 0,2
2071 Humulen epoksit |1 0,5
2080 1,10-di-epi-Kubenol 0,1
2081 Humulen epoksit 111 e
2187 T-Kadinol 0,8
2200 trans-Metilizo6jenol 0,1
2219 Akorenon 2,9
2228 Akorenon B 1,0
2246 Elemisin 2,9
2248 y-Asaron 18,5
2316 Karyofilladienol | 0,1
2931 Hekzadekanoik asit e

Toplam (%) 98,7
Verim (%) 0,8

RRI: Relatif tutunma zamam indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gore
hesaplanmistir; e: Eser miktar (< %0,1)
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Sekil 4.7. A14: D. involucratus meyve ugucu yag bilesenlerine ait GK kromatogrami

D. conchitae tiiriine ait meyve ugucu yagmin bilesenlerinin ve veriminin %

degerleri Tablo 4.8’de, GK kromatogrami Sekil 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8. D. conchitae ug¢ucu yagimn kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al5
1032 o-Pinen 3,0
1035 a-Tuyen 0,1
1076 Kamfen 0,2
1118 pS-Pinen 0,3
1132 Sabinen 1,3
1174 Mirsen 0,4
1203 Limonen 0,7
1218 pS-Fellandren 0,1
1255 y-Terpinen e
1266 (E)-p-Osimen 0,2
1290 Terpinolen 0,1
1280 p-Simen 0,3
1497 a-Kopaen 0,2
1532 Kamfor 0,5
1549 S-Kubeben 0,3
1553 Linalol 0,3
1600 S-Elemen 0,2
1612 S-Karyofillen 3.4
1613 Akora-2,4-dien 0,1
1677 epi-Zonaren 0,4
1683 trans-Verbenol e
1687 a-Humulen 8,7
1688 Selina-4,11-dien 3,0
1704 y-Murolen 1,0
1726 Germakren D 1,5
1740 o-Murolen 0,1
1741 p-Bisabolen 2,3
1742 p-Selinen 6,5
1765 Geranil asetat 0,7
1857 Geraniol 0,4
2001 Izokaryoﬁllen oksit 0,2
2008 Karyofillen oksit 0,9
2030 Metil djenol 29,6
2045 Humulen epoksit | 0,7
2071 Humulen epoksit 11 3,8
2080 1,10-di-epi-Kubenol 0,3
2081 Humulen epoksit 111 0,1
2144 Spatulenol 0,2
2187 T-Kadinol 6,1
2219 Akorenon 2,0
2228 Akorenon B 0,8
2246 Elemisin 2,1




Tablo 4.8. (Devam) D. conchitae ugucu yaginin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al15
2255 o-Kadinol 0,5
2289 cis-izoelemisin 13,7
2392 Karyofillenol 11 0,5

Toplam (%) 97,7

Verim (%) 0,1

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gore
hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1)
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Sekil 4.8. A15: D. conchitae meyve ugucu yagi bilesenlerine ait GK kromatogrami

Daucus sp. nov. 1 tiirline ait meyve ugucu yaginin bilesenlerinin ve veriminin %

degerleri Tablo 4.9’da, GK kromatogrami Sekil 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9. Daucus sp. nov. 1 ugucu yagimin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al6
1032 a-Pinen 0,2
1076 Kamfen e
1118 S-Pinen e
1132 Sabinen e
1174 Mirsen 0,1
1203 Limonen 0,1
1218 p-Fellandren e
1255 y-Terpinen e
1280 p-Simen e
1519 a-Funebren (1,7-Di-epi-a-Sedren) 0,2
1587 S-Funebren 0,9
1612 S-Karyofillen 4,5
1613 Akora-2,4-dien 1,6
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Tablo 4.9. (Devam) Daucus sp. nov. 1 ugucu yagimin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al6
1668 (2)-p-Farnesen 2,6
1687 a-Humulen 0,3
1693 S-Akoradien 1,5
1726 Germakren D 0,1
1726 a-Zingiberen 0,5
1741 p-Bisabolen 11,2
1747 a-Alasken 0,3
1758 (E.E)-a-Farnesen 0,2
1783 S-Seskuifellandren 0,8
1786 ar-Kurkumen 0,1
1853 cis-Kalamenen 0,1
2001 Izokaryofillen oksit 0,1
2008 Karyofillen oksit 0,2
2045 Karotol 3,4
2100 allo-Sedrol 0,4
2148 Sedrol 0,3
2219 Akorenon 31,9
2228 Akorenon B 13,0
2246 Elemisin 0,3
2296 Miristisin 16,80
Toplam (%) 91,6

Verim (%) 3,4

RRI: Relatif tutunma zamam indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gore
hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1)
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Sekil 4.9. A16: Daucus sp nov. 1 meyve ugucu yagi bilesenlerine ait GK kromatogrami

Daucus sp. nov. 2 tiirline ait meyve ugucu yaginin bilesenlerinin ve veriminin %

degerleri Tablo 4.10°da, GK kromatogrami Sekil 4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.10. Daucus sp. nov. 2 ugucu yagimin kimyasal bilesimi

RRI Bilesenler Al7
1032 a-Pinen 1,0
1035 a-Tuyen e
1076 Kamfen 0,1
1118 S-Pinen e
1132 Sabinen 0,2
1174 Mirsen 0,1
1203 Limonen 0,1
1218 p-Fellandren e
1246 (2)-p-Osimen e
1255 y-Terpinen 0,1
1266 (E)-p-Osimen 0,1
1290 Terpinolen e
1280 p-Simen 0,1
1479 o-Elemen e
1497 o-Kopaen e
1549 S-Kubeben 0,2
1553 Linalol e
1600 S-Elemen 0,3
1612 [S-Karyofillen 3,3
1613 Akora-2,4-dien 0,2
1687 a-Humulen 7,4
1688 Selina-4,11-dien 14,8
1741 [-Bisabolen e
1742 [-Selinen 28,0
1773 J-Kadinen 0,1
1776 y-Kadinen 0,1
1785 7-epi-a-Selinen 0,2
1786 ar-Kurkumen 0,1
1854 Germakren B 0,1
1900 epi-Kubebol e
2001 [zokaryofillen oksit e
2008 Karyofillen oksit 0,2
2030 Metil 6jenol 7,8
2045 Humulen epoksit | 0,1
2050 (E)-Nerolidol e
2071 Humulen epoksit 11 0,4
2080 1,10-di-epi-Kubenol e
2081 Humulen epoksit 111 e
2187 T-Kadinol 0,2
2219 Akorenon 2,0
2228 Akorenon B 0,7
2246 Elemisin 28,9
2273 Selin-11-en-4-a-ol 0,2
2289 cis-1zoelemisin 0,8
2404 trans-Isoelemisin 0,1
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Tablo 4.10. (Devam) Daucus sp. hov. 2 u¢ucu yaginin kimyasal bilesimi
RRI RRI RRI
2931 Hekzadekanoik asit e
Toplam (%) 97,7
Verim (%) 4,2

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmustir; %FID verilerine gore
hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1)
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Sekil 4.10. A17: Daucus sp nov. 2 meyve ugucu yagt bilesenlerine ait GK kromatogrami

Antikolinesteraz etkileri yiiksek olan D. carota tiiriine ait ugucu yag drnekleri (A7,
A8) kolon kromotografisi ile 2 alt fraksiyona ayrilmistir. n-Hekzan ve etanol ¢6ziiciileri
ile apolar ve polar bilesenleri ayirarak ugucu yaglarin ana bilesenlerinin konsantrasyonu
arttirllmistir. Tablo 4.11°de n-hekzan fraksiyonuna ait bilesenlerin, Tablo 4.12’de etanol
fraksiyonuna ait bilesenlerin oranlar1 verilmistir. Fraksiyonlarin kolinesteraz
inhibisyonlar1 incelenip elde edilen sonuglar ucucu yaglarin sonuglariyla

karsilastirilmistir.

Tablo 4.11. Ugucu yaglarin n-Hekzan fraksiyonlarina ait bilesenler (%)

RRI Bilesenler AT7-F A8-F
1400 Tetradekan 0,4 0,5
1482 Longipinen 33,5 16,1
1493 a-Ylangen 0,2 e
1513 Longisiklen 0,5 0,2
1530 [S-Longipinen* 1,9 -
1568 trans-a-Bergamoten 54 13,1
1600 Hekzadekan 1,0 1,1
1610 Kalaren 0,2 -
1612 S-Karyofillen 3,1 2,4
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Tablo 4.11. (Devam) Ucucu yaglarin n-Hekzan fraksiyonlarina ait bilesenler (%)

RRI Bilesenler A7-F A8-F
1654 1-Hekzadeken 0,2 -
1661 a-Himakalen 1,8 -
1669 Seskuisabinen 0,2 0,4
1668 (2)-p-Farnesen 2,1 1,3
1687 a-Humulen 0,4 0,2
1695 (E)-p-Farnesen 1,1 2,0
1729 S-Himakalen 10,1 3,8
1741 S-Bisabolen 21,9 49,2
1744 Eremofilen 59 15
1755 S-Kurkumen 1,1 -
1784 (E)-a-Bisabolen 0,9 1,0
1800 Oktadekan 1,1 1,1
1882 a-Dehidroarhimakalen 0,4 0,4
1888 ar-Himakalen 33,5 14
1924 y-Dehidroarhimakalen 0,2 0,2
2000 Eikosan 0,5 0,5
2300 Trikosan - 0,2
Toplam (%) 93 96,8
Fraksiyon verimi (%) 41.85 33,8

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gore

hesaplanmustir; e: Eser miktar (< %0,1), *Tentatif tanimlama (Adams kiitiiphanesi) A7, A8: D. carota

ucucu yagi, -F: n-Hekzan fraksiyonu

Tablo 4.12. Ugucu yaglarin etanol fraksiyonlarina ait bilesenler (%)

RRI Bilesenler AT7-E A8-E
2008 Karyofillen oksit 0,9 0,9
2048 6,7-Epoksi himakalen 1,2 0,7
(B-himakaleneoksit)
2131 laH-Himakal-4-en-14-ol 72,2 52,0
2173 6-epi-Kubenol 1,4 0,8
2200 trans-Metilizo6jenol 9,6 29,8
2219 2-Himakalen-7-ol - 0,8
2232 a-Bisabolol 1,0 0,5
2300 Trikosan - -
2415 Metil vanillin (veratraldehit) 3,4- 1,1 3,5
dimetoksibenzaldehit
2471 Veratril aseton (3,4-dimetoksi fenil - 0,8
aseton)
2478 a-Asaron 0,5 -
Toplam (%) 87,9 89,78
Fraksiyon verimi (%) 58,2 66,2
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RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gore
hesaplanmigtir. A7, A8: D. carota ugucu yagi, -E: Etanol fraksiyonu

4.2. Elde Edilen Ekstrelerin Verimleri

Ekstreler, etanol, n-hekzan ve etil asetat ¢Oziiciileri ile oda sicakliginda 3 giin
siireyle masere edilerek hazirlanmistir. Verimi en yiiksek ekstreler B serisi kodla ifade
edilen etanol ekstreleridir. D. carota tiiriine ait tiim ekstrelerde verim orani diger tiirlerden

daha yiiksektir. Verimler Tablo 4.13’te verilmistir.

Tablo 4.13. Ekstrelerin % verimleri

Kod % verimi Kod % verimi Kod % verimi
B1 10,2 C1 7,6 D1 7,6
B6 10,17 C6 6,83 D6 7,5
B7 9,13 C7 4,9 D7 8,5
B8 8,07 C8 7,64 D8 8,31
B9 11,8 C9 9 D9 7,2
B10 11 C10 8,6 D10 8
B11 2,5 Cl1 1,73 D11 1,92
B12 4,2 - - - -
B13 4,65 C13 3,06 D13 3,06
B14 3 - -

B15 2,2 - -

B: Etanol ekstresi, C: n-Hekzan eksteresi, D: Etil asetat eksteresi

4.3. Biyolojik Aktivite Calismalarinin Sonuclari
4.3.1. Soya Lipooksijenaz (soybean lipoxygenase = LOX) inhibisyonu sonuclari

Elde edilen wugucu yaglarin ve ekstrelerin antiinflamatuvar etkilerini
degerlendirmek amaciyla soya LOX inhibisyonu aktivitesi ¢alisilmistir. Baylac ve Racine
tarafindan 2003’te yapilan ¢alisma temel alinarak mikro Slgekte giincellenen yontem
uygulanmustir. (Baylac ve Racine, 2003). Orneklerin LOX inhibisyonu 100 pg/mL
konsantrasyonda 3 tekrarli ve spektrofotometrik olarak incelenmistir. Standart madde
olan NDGA 20, 12, 4, 3, 2 ng/mL’lik konsantrasyonlarda ¢alisilmistir. Kinetik 6l¢iimler
icin kuvartz mikropleyt kullanilmistir. Sonuglar 234 nm’de ELISA okuyucuda
(ELx8081U) 10 dakika boyunca dakikada bir degisen absorbans degerleri kaydedilerek
hesaplanmistir. Incelenen orneklerde LOX inhibisyonu etkisine rastlanmamustir.

NDGA’nin ICso degeri 9.001+0.01 pg/mL olarak hesaplanmistir.
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4.3.2. Antioksidan aktivite calismalarimin sonuclari
4.3.2.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi sonuglari

Ucucu yag ve ekstreleri DPPH serbest radikali giderim aktivitesi dort farkli
konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 png/mL) incelenmistir. Standart olarak kullanilan BHA
(Biitillenmis hidroksi anisol) ile etki karsilagtirmalar1 yapilmistir.

100 pg/mL’lik konsantrasyonda bazi drneklerde diisiik oranlarda inhibisyon
goriilmekle birlikte, standart ile karsilastirildiginda antioksidan etkinin varligindan s6z
edilememektedir. Mikropleytlerdeki renk farki da sonucu nitel olarak gdstermektedir
(Gorsel 4.1).

Ugucu yag ve ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesinin %
inhibisyon degerleri Tablo 4.14’de verilmistir. Standart ile birlikte 6rneklerin inhibisyon

degerleri Sekil 4.11°de grafik halinde gosterilmistir.

Gorsel 4.1. DPPH aktivitesine ait mikropleytlerin goriintiisii

DPPH radikalinin rengindeki acilma maddenin radikal giderim aktivitesi
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle BHA eklenen kuyucuklarda rengin acildigi,
orneklerin eklendigi kuyucuklarda ise rengin koyu olarak kaldig1 goriilmektedir.

Tablo 4.14. DPPH serbest radikal giderimi aktivitesi sonug¢lart

DPPH Serbest Radikal Giderimi % inhibisyonu

Ucucu yag ve 10 pg/mL 25 ng/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Ekstreler

A3 - - - 4,56

D1 - - - 6,61

B10 - - - 5,59

D9 - - - 4,56

B13 - - - 6,1

B14 - - 3,88 10,72
BHA (Standart) 63,10 81,99 86,63 87,29

A: Ugucu yag, B: Etanol ekstresi, D: Etil asetat ekstresi
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DPPH Serbest Radikal Giderimi % Inhibisyonu
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Sekil 4.11. Ucucu yag ve ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi

4.3.2.2. CUPRAC aktivite sonuclari

Ugucu yaglarin ve ekstrelerin CUPRAC antioksidan kapasiteleri gram ekstre
basina mmol Troloksa’a esdeger olarak belirlenmistir (Sekil 4.12). Orneklerin CUPRAC
aktivite kapasitesi 0.01-0.45 mmol TR/g araliginda tespit edilmistir. Aktivite sonuglart,
standart olarak kullanilan BHT, BHA ve a-tokoferol bilesikleri ile kiyaslanarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.4). 100 pg/mL derisimde en yliksek degeri gosteren ekstre
B14 (0.45) olarak tespit edilmistir. Ancak standart maddeler ile kiyaslandiginda
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ve ekstrelerin antioksidan etki agisindan kayda

deger olmadig1 gortilmiistiir (Tablo 4.8).

Troloks standart kalibrasyon egrisi-CUPRAC
0,25

0,2

0,15

y =8537,3x - 0,0105
R?=0,9942

Absorbans

0 0,000005 0,00001 0,000015 0,00002 0,000025 0,00003
Konsantrasyon pg/mL

Sekil 4.12. Trolox kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.15. Troloks ’a esdeger CUPRAC aktivite sonuglari

Ornek CUPRAC (100  Ornek Kodlari CUPRAC
Kodlari pg/mL) (100 pg/mL)
Al 0,09 B13 0,38
A2 0,14 B14 0,45
A3 0,12 B15 0,37
A4 0,06 C1 0,24
A5 0,01 C6 0,15
A6 0,08 c7 0,16
A7 0,13 C8 0,18
A8 0,10 C9 0,21
A9 0,07 C10 0,24
Al10 0,08 C11 0,30
All 0,06 C13 0,23
Al3 0,16 D1 0,25
Al4 0,09 D6 0,21
Al5 0,10 D7 0,13
Al6 0,08 D8 0,17
Al7 0,12 D9 0,29
B1 0,21 D10 0,30
B6 0,19 D11 0,23
B7 0,24 D13 0,38
B8 0,17 BHT 1,86
B9 0,15 BHA 2,01
B10 0,23 a-Tokoferol 2,07
B11 0,23

A: Ugucu yag, B: Etanol ekstresi, C: n-Hekzan ekstresi, D: Etil asetat ekstresi

CUPRAC % inhibisyonu
2,50

2,00
1,50
1,00

0,50
0,00 nllBa -ll-l-Ill-lIIIIllllllllllllllllllllll
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Sekil 4.13. Ucucu yaglarin ve ekstrelerin CUPRAC % inhibisyonlart
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4.3.2.3. Toplam fenol ve flavonoit miktar tayini sonuglari

Ucucu yaglarin ve ekstrelerin toplam fenol miktarlari ile ekstrelerin toplam
flavonoit miktar1 sirasiyla gallik asit ve kersetine esdeger olarak belirlenmistir (Sekil

4.14). Tespit edilen miktarlar Tablo 4.16’da verilmekte olup pg degerinde ve oldukga

diisiik diizeylerdedir.
. . y = 0,0023x + 0,0418 . y = 0,0029x + 0,0762
Gallik Asit R? = 0,9999 Kersetin R2 = 0,9977
0,7 1,8
O 6 1,6
1,4
»n 0,5 2
c s 1,2
804 5 1
£ (%]
203 2 08
0
< 0,2 0,6
0,4
0,1 02
0 0
0 100 200 300 0 200 400 600

Konsantrasyon pg/mL Konsantrasyon pg/mL

Sekil 4.14. Gallik asit ve Kersetin kalibrasyon egrileri

Tablo 4.16. Toplam fenol ve flavonoit miktar tayini sonuglar

Toplam fenol miktari Toplam flavonoit miktar:

Kodlar (ug gallik asit esdeger) (ug kersetin esdeger)
/mg ekstre /mg ekstre

Al 12,84 -

A2 22,84 -

A3 19,8 -

A4 22,84 -

A5 10,67 -

A6 10,67 -

A7 18,35 -

A8 19,07 -

A9 3,86 -

Al10 10,96 -

All 3,13 -

Al3 11,54 -

Al4 12,41 -

Al5 13,13 -

Al6 6,9 -

Al7 8,35 -

B1 16,17 56,71

B6 12,41 51,43

B7 17.04 51,2

B8 15,16 28,67




Tablo 4.16. (Devam) Toplam fenol ve flavonoit miktar tayini sonuglar

Toplam fenol miktar: Toplam flavonoit miktar:
Kodlar (ug gallik asit esdeger) (ug kersetin esdeger)
/mg ekstre /mg ekstre

B9 9,36 26,25

B10 11,68 35,68

B11 9,94 23,95

B13 16,32 61,43

B14 25,3 47,4

B15 18,64 53,72

C1 8,06 43,49

C6 6,61 36,25

C7 12,99 27,75

Cc8 11,25 38,44

C9 7,04 45,68

C10 7,04 39,36

C11 7,91 55,91

C13 7,33 39,59

D1 16,9 55,79

D6 12,26 37,75

D7 9,8 22,34

D8 0,52 26,37

D9 16,03 61,08

D10 9,22 42,92

D11 10,52 33,38

D13 24,72 61,77

A: Ugucu yag, B: Etanol ekstresi, C: n-Hekzan ekstresi, D: Etil asetat ekstresi

4.3.3. Antikolinesteraz aktivite sonuclari

Ugucu yaglarin ve ekstrelerin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim
inhibisyonlar1 7 farkli konsantrasyonda (200, 100, 50, 25, 12.5, 6,25 ve 3,125 pg/mL),
Ellman yontemine gore dl¢lilmiistiir. Standart madde olarak galantamin kullanilmistir. %
inhibisyon degerleri hesaplanan orneklerin ICso degerleri belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar Tablo 4.17°de verilmistir. D. carota tiiriine ait 3 ugucu yag Orneginde
antikolinesteraz etki goriilmiistiir. Bunlardan 2’si standart madde ile yakin degerlerde
sonu¢ vermistir. Ekstre Orneklerinden D. carota tiiriine ait olan etanol ve n-hekzan
ekstreleri ile D. littoralis tiiriine ait hekzan ekstresinde diisiik oranlarda antikolinesteraz

etki goriilmiistiir.

Etkili olarak degerlendirilen ugucu yaglar ve ekstre alt fraksiyonlarina ayrilarak
kolinesteraz inhibisyonlar1 ayni yontemle yeniden incelenmistir. Hesaplanan ICso

degerleri Tablo 4.18’de verilmistir. Ugucu yaglardan elde edilen fraksiyonlarin
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kolinesteraz inhibisyon etkilerinin azaldig1 goriilmiistiir. Ekstrenin n-hekzan fraksiyonu

total ekstreye oranla zayif etkili, etanol ve etilasetat fraksiyonlar ise etkisiz bulunmustur.

Tablo 4.17. Ugucu yaglarn ve Ekstrelerin AChE ve BChE ICs degerleri

Kodlar AChE (pg/mL) BChE (ng/mL)
A7 6,04+0,30 11,32+0,20

A8 2,15+0,10 31,03+0,02

A9 31,1+0,35 76,8+0,06

B7 188,5+0,9 >200

B9 58,67+0,26 136,72+1,02
C7 106,72+1,8 141,73+0,30
C13 168,5+0,91 >200
Galantamin 1,1340,02 12,15+0,36

>200: 1Cso degeri 200 pg/mL’den biiyiktiir. A: Ugucu yag, B: Etanol ekstresi, C: n-Hekzan ekstresi

Tablo 4.18. Fraksiyonlarin AChE ve BChE ICsg degerleri

Kodlar AChE (pg/mL) BChE (ng/mL)
A8-F 71.417+0.02 >200

A8-E 181.551+0.30 123.42+0.40
AT7-F 132.478+0.14 >200

AT-E 152.267+0.01 111.315+0.56
B9-E Ad Ad

B9-F >200 Ad

B9-G Ad Ad

Galantamin 2.41£0.01 17.38+0.12

>200: ICsg degeri 200 pg/mL’den biiyiiktiir, Ad: Aktif degil. A: Ugucu yag, B: Etanol ekstresi

4.4. YBSK-KS/KS Analizi Sonucu Elde Edilen Spektrum Degerlendirmeleri

D. carota tiiriiniin etanol ekstresi (B9) diger ekstrelere kiyasla daha yiiksek
antikolinesteraz etki gosterdigi i¢in bilesiminin belirlenmesi amaciyla YBSK-KS/KS
sistemi ile analizi gergeklestirilmistir. Literatiirdeki mevcut c¢alismalarla karsilagtirma
yapilarak analiz sonucu elde edilen kromatogram ve spektrumlar incelenip bilesikler
belirlenmeye calisilmistir (Sekil 4.15.). Yapilar1 belirlenebilen bilesikler Tablo 4.19°de

verilmistir.

55



Tablo 4.19. D. carota etanol ekstresinde (B9) tanimlanan maddeler

No Rt MA [M-H]- Fragmentler (Diger Tammlama Kaynaklar
m/z iyonlar)
1 9,4 316 315 195, 163, 153, 108 Protokatesik asit Kakkar ve Bais,
hekzozit 2014
2 9,9 474 473 413,179, 161, 135 Kafeik asit hekzozit- Clifford vd.,
pentozit 2003
3 11,6 137 108 Bilinmeyen 1
4 13,3 487 469, 427, 409, 397, Bilinmeyen 2
325, 293, 259, 247,
217,193, 175, 149,
131, 125
5 14,2 402 401 293, 269, 161, 143, Apigenin pentozit Benayad vd.,
125 2014
6 144 388 387 163, 207, 369 Medioresinol Mena vd., 2016
7 15 180 179 107, 135 Kafeik asit Faisal vd., 2017
8 15,9 594 593 473, 383, 353, 325, Apigenin 6,8-di-C- Benayad vd.,
311, 297, 281 hekzozid 2014
9 19 568 567 551, 533, 295, 235, Lutein benzeri Goupy vd.,
191, 175, 162, 145, 2013
134, 136
10 196 641 640 637, 461, 443, 381, Luteolin diglukuronit ~ Kumarasamy
351, 327, 285, 235, vd., 2005
193, 175, 131, 113
11 219 447 447 285, 257, 242, 218, Luteolin glukozit Kumarasamy
200, 152,134 2. biiyiik madde vd., 2005
12 228 594 593 285 Luteolin rutinozit Teubert vd.,
1977
13 23,6 462 461 382, 358, 328, 286 Luteolin glukuronit Teubert vd.,
Ana madde 1977
14 26,3 446 445 427, 269, 175, 157, Apigenin glukuronit Benayad vd.,
113 2014
15 264 564 563 387, 207, 193, 175, Medioresinol Mena vd., 2016
134 glukuronit
16 26,6 476 475 299, 284, 175, 113 Luteolin metil eter Teubert vd.,
glukuronit 1977
17 27,5 491 459, 447, 337, 323, Bilinmeyen 3

315, 193, 175, 152

Tutunma zamani 9,4 olan (1 numarali madde) ve m/z 315 [M-H] molekiiler iyon

piki gosteren madde temel pik olarak m/z 153 iyonunu ve sonrasinda CO2 ¢ikisiyla m/z

108 iyonunu gostermistir (Sekil 4.16). Protokatesik asit Daucus tiirlerinde tanimlanmistir
(Kakkar ve Bais, 2014). 154 Molekiil agirlikli bir madde olup yapisinda bulunan COOH

ile COz2 ¢ikisina uygundur. Molekiiler iyon piki ve temel pik arasindaki 162 amu’luk fark

bir glukoz kaybindan ileri gelmektedir ve molekiil protokatesik asit hekzozit olarak

tanimlanmustir.
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m/z 473 [M-H]" molekiiler iyon pikli, tutunma zamani 9,9 olarak kaydedilen 2
numaralt maddenin kiitle spektrum pargalanmalari incelendiginde (Sekil 4.17) m/z 179
iyonu ve bir molekiil su ¢ikisiyla olusan m/z 161, CO2 (44 amu) ¢ikistyla olusan m/z 135
iyonu dikkat ¢ekmektedir. m/z 179 ve sonraki pargalanmalar kafeik asitin karakteristik
pargalanmalaridir (Clifford vd., 2003). Molekiiler iyon piki ve kafeik asit arasinda ki 294
amu’luk farki olusturacak kopmanin hekzoz ve pentoz (162+132) oldugu diistiniilmiistiir.
Spektrumda 162 amu ve 132 amu’luk kopmalarin ayri ayr1 goriilemiyor olmasi bu iki
sekerin birbirine bagl olarak kafeik asit lizerinde bulundugunu diisiindiirmektedir. Bu
madde kafeik asit hekzozit-pentozit olarak adlandirilmistir. Kafeik asit Daucus tiirlerinde
bulunmaktadir (Faisal vd., 2017) ve serbest halde kolonu 15. dakikada terk etmis (7
numarali madde) yukarida bahsedilen parcalanmalari1 gostermistir (Sekil 4.13). Tutunma
zamani 19 olan (9 numarali) madde lutein benzeri (Sekil 4.24) olarak tanimlanmistir

(Goupy, 2013).

Luteolin m/z 285 molekiil agirlikli bir molekiildir Daucus tiirlerinde
bulunmaktadir (Kumarasamy vd., 2005). Ekstrenin kiitle spektroskopisi analizinde bazi
maddelerin aglikon olarak luteolin tasidigi bulunmustur. (Madde 10, 11, 12, 13, 16).
Kolonu 19.6’nc1 dakikada terk eden m/z 637 [M-H]” madde ile spektrumda aglikon olarak
gozlenen m/z 285 arasinda 352 amu’luk fark 2 molekiil diglukuronik asit (176+176)
baglandigin1 gdstermektedir (Sekil 4.17) bu bilgilerden yola ¢ikarak molekiil, luteolin
diglukuronit olarak tanimlanmistir. Luteolin ve glukuronik asit kondensasyonu m/z 461
[M-H] molekiiler iyon pikli 13 numarali madde i¢in de gegerlidir (Sekil 4.29) bu madde
luteolin glukuronit olarak adlandirilmistir ve ekstrenin ana bilesenidir. Luteolin

glukuronit Daucus tiirlerinde dnceden tanimlanmis bir molekiildiir (Teubert vd., 1977).

Kolonu 22. dakikada terk eden 11 numarali madde m/z 447 [M-H] molekiiler iyon
piki gostermistir ve m/z 285 (luteolin) ile arasinda 162 amu’luk bir fark goriilmiistiir
(Sekil 4.27) Bu durum yapida bir glukozu isaret ettiginden 11 nolu madde luteolin
glukozit olarak tanimlanmistir. Luteolin glukozit Daucus tiirlerinde daha Onceki
calismalarda tanimlanmistir (Kumarasamy vd., 2005). 12 numarali madde m/z 593 [M-
H]'molekiiler iyon piki gostermistir ve aglikon olarak tagidigi luteolinle arasindaki 308
amu’luk fark yapidan bir rutinoz sekeri koptugunu gostermektedir (Sekil 4.28) ve
molekil luteolin rutinozit olarak tanimlanmustir. Luteolin rutinozit Daucus tiirlerinde

daha 6nce tanimlanmistir (Teubert vd., 1977).
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16 numarali madde m/z 475 [M-H]™ molekiiler iyon piki gostermis ve aglikonu
(m/z 294) luteolinden 14 amu fazla (+CH3) bulunmustur. Metil kopmas1 m/z 284 iyonu
ile de desteklenmistir. Bu bilgiler 1s18inda 16 numarali maddenin aglikonu luteolin metil
eter olarak tanimlanmistir. Molekiiler iyon piki ve aglikon arasindaki 176 amu’luk fark
glukuronik asit olarak tanimlandiginda, 16 numarali madde luteolin metil eter glukuronit
olarak tanimlanmistir. (Krizoeriol, Daucus cinsinde tanimlanmig bir Luteolin metil eter
tirevi olmasma ragmen (Teubert vd., 1977) molekiil tanimlamasinda luteolinin diger

metil tiirevlerinin de bulunmas1 nedeniyle kesin bir ifadeden kaginilmistir.)

5, 8 ve 14 numarali maddeler yapisinda aglikon olarak m/z 269 [M-H]" (apigenin)

bulundurmaktadir.

m/z 401 [M-H] molekiiler iyon piki veren 5 numarali madde (Sekil 4.20) ile
apigenin arasindaki 132 amu’luk fark yapida bir pentozu isaret ettiginden bu madde

apigenin pentozit olarak adlandirilmustir.

8 numarali madde (Sekil 4.23) m/z 593 molekiiler iyon piki gostermis fakat
molekiilde aglikon olarak apigenin dogrudan gozlenememistir. Molekiiler iyon piki ve
apigenin arasindaki 324 amu’luk fark (2 molekiil glukoz) bu molekiiliin apigenin
diglukozit olarak adlandirilmasini saglamistir. Aglikonun spektrumda goriilmemesi
sekerlerin C lizerinden baglandigini gostermektedir. Bu durumu -120 amu’luk seker
parcalanmalar1 da dogrulamaktadir. Apigenin molekiilii incelendiginde yapiya seker
baglanabilecek C’lar 6 ve 8 pozisyonunda oldugundan, molekiil apigenin 6,8-di-C-

hekzozit olarak tanimlanmistir.

14 numarali madde m/z 445 [M-H]™ molekiiler iyon piki ve temel pik olarak da
m/z 269 (apigenin) aglikonu gdstermistir. Molekiiler iyon piki ve temel pik arasindaki

176 amu’luk fark molekiiliin apigenin glukuronit olarak adlandirilmasini saglamistir.

6 ve 15 numarali maddeler de birbiriyle iliskili olarak bulunmustur. Benzer
parcalanmalar gostermesi ve molekiil agirliklart arasinda 176 amu’luk bir fark olmasi 14
numarali maddenin 6 numarali maddenin glukuroniti, oldugunu gostermektedir. Yapilan
literatiir ¢alismalarinda m/z 387 [M-H] molekiiler iyon pikli ve 176, 207
parcalanmalarina sahip maddenin lignan yapisinda, mediaresinol oldugu diistiniilmiistir.
Spekturum literatiir bilgileriyle uyumludur (Mena vd., 2016). 14 numarali madde de

mediaresinol glukuronit olarak tanimlanmistir (Mena vd., 2016).
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Bilinmeyen maddeler ile ilgili herhangi bir yorum yapilamamustir.

B XWC of DAD Spectral Data: 350,0 nm from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff
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Sekil 4.15. D. carota etanol ekstresinin (B9) kiitle spektrumunun genel goriintiisii
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~EPI (314,84) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 9,675 min from Sample 1 (BK38E 10mgm) of BK38E 10mgmlwiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.16. Protokatesik asit hekzozit e ait kiitle spektrumu
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W Ep{ (472,68) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 10,189 min from Sample 1 (BK38E 10mgmi) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray) Max. 2,4€5 cps
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Sekil 4.17. Kafeik asit hekzozit-pentozit ait kiitle spektrumu
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“EPI (136,91) Charge (+0) CE (15) FT (60,906): Exp 3, 11,879 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgmlwiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.18. D. carota etanol ekstresindeki Bilinmeyen 1. maddeye ait kiitle spektrumu
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“EPI (486,70) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 13,544 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgmlwiff (Turbo Spray)

1,09e5
1,05e54

1,00e5 4
9,50e4 ]
9,00e4
8,50e4
8,00e4
7,50e4
7,00e4
6,50e4
6,00e4 ]
5,50e4
5,00e4
4,50e4 ]
4,00e4
3,50e4
3,00e44
2,50e4
2,00e4
1,50e4
1,00e4

000,00

ool LI

148,9

124,9

30,9

192,

1748

i

.8

217,0

23p,9

2030

_-258,7

|H\H\ Ill

396,7

427,0

48

468,7

Max. 1,1e5 cps

100

150

20

Ll ”
0

246,8
|
250

500

550

600

650

700

750

800

Sekil 4.19. D. carota etano! ekstresindeki Bilinmeyen 2. maddeye ait kiitle spektrumu

Intensity, cps

-EPI (400,84) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 14,400 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.20. Apigenin pentozit’e ait kiitle spektrumu
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“EPI (386,85) Charge (+1) CE (15) FT (49,0649): Exp 3, 14,642 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.21. Medioresinol’e ait kiitle spektrumu

“EPI (178,89) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 15,222 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.22. Kafeik asit’e ait kiitle spektrumu
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“EPI (592,64) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 15,927 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.23. Apigenin 6,8-di-C-hekzozid e ait kiitle spektrumu

-EPI (550,66) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 19,182 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.24. Lutein benzeri maddeye ait kiitle spektrumu
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“EPI (550,72) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 19,128 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray), Centroide...
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Sekil 4.25

. Lutein benzeri maddeye ait kiitle spektrumunun devami

“EPI (637,30) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 19,807 min from Sample 1 (BK38E 10mgm) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.26. Luteolin diglukuronit’e ait kiitle spektrumu
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W Ep| (446,72) Charge (+0) CE (50) FT (250): Exp 5, 22,176 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.27. Luteolin glukozit e ait Kiitle Spektrumu

WP (592,51) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 23,015 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E 10mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.28. Luteolin rutinozit e ait kiitle spektrumu
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Intensity, cps

“EPI (460,69) Charge (+1) CE (15) FT (89,6755): Exp 3, 23,744 min from Sample 1 (BK38E 10mgml) of BK38E L0mgml.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.29. Luteolin glukuronit’e ait kiitle spektrumu
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5. SONUC VE ONERILER

Apiaceae familyasina ait Daucus cinsinin Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 1’1
endemik 6 tiirti bulunmaktadir. Bunlar; D. carota, D. broteri, D. guttatus, D. littoralis, D.
involucratus ve D. conchitae (endemik) tiirleridir. (Cullen, 1972; Duman, 2000). Arazi
caligmalarinda, bu tiirler ile birlite Daucus cinsine ait oldugu belirlenen ve florada kayith
tiirlerden farkli oldugu goriilen 2 6rnek toplanmistir. Daucus sp. nov. 1 ve Daucus sp.
nov. 2 seklinde ifade edilen bu drneklerin yeni tiir veya Tiirkiye icin yeni kayit olabilecegi
diistiniilmektedir. Tez ¢alismas1 kapsaminda biitiin 6rneklerin meyve ugucu yaglarimin
kimyasal kompozisyonlari belirlenmistir. Ugucu yaglarinin bilesenlerindeki farkliliklar
yeni tiir veya yeni kayit olma 6zelliklerini desteklemektedir. Ayn1 zamanda, yerel bir
tohum firmasindan satin alinan havu¢ meyveleri de ¢alismalara dahil edilmistir. Meyve
orneklerinde elde edilen ugucu yaglarin ve ekstrelerin antioksidan, antiinflamatuvar ve
antikolinesteraz etkileri incelenmistir. D. carota haricinde Tiirkiye’de dogal olarak
yetisen Daucus tiirlerinin meyve ugucu yaglar1 ve ekstreleri ile ilgili tez kapsamindaki

calismalar ilk kez ger¢eklestirilmistir.

D. carota tiiriine ait 9 farkli lokasyondan toplanan ve tohum firmasindan alinan
10 6rnek incelenmistir. D. carota ugucu yag bilesenleri, oranlar1 ve verimleri lokasyona
gore farkliliklar gostermistir (Tablo 5.1). Karotol, p-Bisabolen, 1aH-himakal-4-en-14-ol,
trans-metilizo6jenol en yiiksek oranlarda bulunan bilesenlerdir. Yapilan ¢aligmalarda D.
carota meyvelerinde ucucu yag ana bileseni %66,78 orani ile karotol (Baser ve Kirimer,
2014), D. littoralis toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yag ana bileseni
%46,8’lik oranla cis-Krisantenil asetat olarak tespit edilmistir (Baser vd., 2009).

Tohum firmasindan alinan meyve Orneginin ugucu yag ana bileseni %36,1
orantyla karotol olarak belirlenmistir. 4 farkli lokasyondan toplanan D. carota tiiriiniin
ucucu yag ana bileseni karotol olup daha yiiksek oranlarda bulunmaktadir. Kiiltiir
formuna ait ugucu yag verimi dogal tiirler ile kiyaslandiginda %0,4 orani ile dogal
tiirlerden en az 3 kat daha azdir. Bunun nedeni meyvelerin ziraai amacla kullanildig: i¢in
ilaclanmas1 ya da bitkilerin kiiltiire alinmasi silirecinde bazi kimyasal 6zelliklerini

kaybetmesi olabilir.
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Tablo 5.1. D. carota tiiriine ait ugucu yaglarin ana bilesenleri

RRI  Bilesenler Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI10
1132 Sabinen 62 01 01 01 01 01 02 03 02 092
1482 Longipinen 14 03 0,7 - 2,4 - 135 56 e -
1741 p-Bisabolen 150 47,7 624 480 56 09 10 89 60 38
2045 Karotol 428 17 19 10 514 746 - - 631 361
2131 1laH-himakal-4-en-18-0l 54 18 27 05 115 - 494 250 03 -
2200 trans-Metilizo6jenol 32 57 10 151 - - 6,6 457 - -
2246  Elemisin 48 149 17 19 - - - - - -
2478 a-Asaron 20 152 139 188 11 02 05 - - -

Toplam (%) 888 948 916 944 908 930 97,1 985 836 951
Verim(%) 17 25 17 13 11 20 24 18 13 04

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %FID verilerine gére
hesaplanmustir, e: Eser miktar (< %0,1). A1-10: D. carota ugucu yagi

Antikolinesteraz aktivite ¢aligmalarinda en etkili 6rnekler yakin lokasyonlardan
toplanmis olan A7 ve A8 kodlu D. carota 6rnekleridir. AChE inhibisyonu ICsg degerleri
A7 i¢in 6,04+0,30 pg/mL, A8 i¢in 2,15+0,10 pg/mL, galantamin 1,13+0,02 ug/mL
olarak; BChE inhibisyonu ICso degerleri A7 igin 11,32+0,20 ug/mL, A8 i¢in 31,03+0,02
pg/mL, galantamin 12,15+0,36 pg/mL olarak hesaplanmistir. Sonuglar, standart madde
galantamin ile kiyaslandiginda antikolinesteraz etkilerinin yliksek oldugu belirlenmistir.
Diger D. carota tiirlerinin etkisiz veya diisiik etkili bulunmasinin ugucu yag bilesenlerinin
farkliliklarindan kaynaklandigi disiiniilmiistiir. Etkili olan ugucu yaglarin diger
orneklerden farkli olarak 1aH-himakal-4-en-15-ol bilesigini yiiksek oranda igerdigi
goriilmiistiir. Bu ugucu yaglarin (A7 ve A8) kolon kromotografisi ile apolar ve polar
bilesenleri 2 alt fraksiyona ayrilarak ana bilesenlerinin orani arttirilmistir. Elde edilen
fraksiyonlarin kolinesteraz inhibisyonlar1 incelenmistir. Fraksiyonlarda antikolinesteraz
etkinin diistiigii goriilmistiir. Bu nedenle aktivitenin ugucu yag igerisindeki bilesenlerin

sinerjik etkisinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Ekstre orneklerinden, farkli bir lokasyondan toplanan D. carota tiiriiniin etanol
ekstresinin (B9) AChE inhibisyonu ICso degeri 58,67+0,26 ng/mL (Galantamin ICso
1,13+0,02 pg/mL), BChE inhibisyonu 1Cso degeri 136,72+1,02 pg/mL (Galantamin 1Cso
12,154+0,36 pg/mL) olarak hesaplanmistir. Diger ekstre 6rneklerinden daha yiiksek etkili

olmasina karsin standart madde ile kiyaslandiginda zayif etkili oldugu belirlenmistir.

70



Literatiirde, D. carota meyvelerinden petrol eteri ve etanol ile hazirlanan ekstrenin
geng ve yasl farelerde beyin asetilkolinesteraz aktivitesini ve kolesterol seviyelerini
onemli 6lglide azalttig belirtilmistir (Vasudevan ve Parle, 2006). D. carota tohumlarinin
etanol ekstresinin si¢anlar tizerinde hafiza gelistirici etkiye sahip oldugu goriilmiistiir

(Vasudevan vd., 2010).

D. carota (B9) ekstresinin kimyasal bilesiminin aydinlatilmasi amaciyla
YBSK/KS yontemi kullanilmigtir. Tanimlanan bilesiklerin ¢ogu medioresinol, luteolin ve
apigenin tiirevi maddelerdir. YBSK/KS-KS yontemiyle, total iyon kromatogramlari ve
280 nm’de elde edilen kromatogramdaki her bir pikin kiitle spektrumu, literatiirdeki

calismalarla karsilastirilip spektrumlardaki benzerlikler esas alinarak yorumlanmustir.

Ana madde luteolin glukuronit, 2. biiylik madde luteolin glukozit olarak
tanimlanmistir. Luteolin dogal olarak olusan bir flavondur. Havug, biber, kereviz,
zeytinyagl, nane, kekik, biberiye gibi bitkilerde yliksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Luteolin genellikle glukozit olarak bulunmaktadir. Luteolin ve luteolin
glukozitlerinin antiinflamatuar, antioksidan ve antikanser aktivitelerine sahip oldugu
bilinmektedir (Lopez-Lazaro, 2009; Kure vd., 20016). Luteolinin, siganlar iizerinde
Alzheimer hastaligina karsi etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, hafiza zayiflamasini
onemli Ol¢iide azalttig1 belirtilmistir (Wang vd., 2016). Tanimlanan diger luteolin tilirevi

maddeler; luteolin diglukuronit, luteolin rutinozit ve luteolin metil eter glukuronittir.

Medioresinol, polifenolik bir madde olup furofuran tipi lignandir. Antibakteriyal,
leismanisidal aktivitesinin oldugu ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttig
bilinmektedir. Susam tohumlari, cavdar ve limonda da bulunmaktadir (Sauvain vd., 1996;
Peterson vd., 2010; Hwang vd., 2013). Medioresinol tiirevi diger maddeler; medioresinol

glukuronit, luteolin metil eter glukuronit olarak tanimlanmistir.

Apigenin 6,8-di-C-hekzozid antioksidan, hepatoprotektif, antiinflamatuar ve
antikanser gibi farmakolojik etkilerinin oldugu bildirilmistir (Ku ve Bae, 2016). Anti-
anjiyogenez ve vaskiiler endotel biiylimesinin ekspresyonunu azaltarak prostat

kanserinde anti-tiimér etkili oldugu belirtilmistir (Singhal vd., 2017).

Literatiir bilgileri1 dogrultusunda, B9 ekstresinin kolinesteraz inhibisyonunun,
tanimlanan fenolik madde veya maddelerden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Etanol

ekstresi olan B9, n-Hekzan ve etil asetat ¢oziiciileri ile alt fraksiyonlara ayrilip
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kolinesteraz inhibisyonlar1 tekrar incelenmistir. Fakat fraksiyonlar antikolinesteraz etki
gostermemistir. Etkinin, bilesik bazinda ya da sinerjik etkiden kaynaklandigini
belirlemek icin ileriki calismalarda bilesenlerin saf halde etkilerinin incelenmesi

gerekmektedir.

D. broteri, D. guttatus, D. littoralis, D. involucratus, D. conchitae tiirlerinin ugucu

yaglarinin ana bilesenleri Tablo 5.2°de verilmistir.

D. broteri ugucu yagi1 (All) ana bileseni -Sinensal %30,4 oraninda bulunmustur.
Bu bilesige diger Daucus tiirlerde rastlanmamistir. Metil 6jenol, D. guttatus (Al12), D.
involucratus (A14), D. conchitae (A15) ugucu yaglarmin ana bilesenidir ve sirasiyla
%30,5, %40,9, %29,6 oranlarinda bulunmustur. D. littoralis ugucu yaginin (A13) ana
bileseni %29,4 orani ile a-Humulen; Daucus sp. nov. 1 (A16) ve Daucus sp. nov. 2 (A17)
ucucu yaglariin ana bilesenleri sirasi ile Akorenon (%31,9) ve Elemisin (%28,9) olarak
belirlenmistir.

Daucus sp. nov. 1 (A16) ve Daucus sp. nov. 2 (A17) ugucu yag verimleri %3,4 ve
%4,2 oranlarinda olup diger tiirlerinkinden oldukga yiiksektir. En diisiik ugucu yag verimi

%0,02 oraniyla D. broteri tiirtine aittir.

Tablo 5.2. D. broteri, D. guttatus, D. littoralis, D. involucratus, D. conchitae, Daucus sp. nov. 1 ve
Daucus sp. nov. 2 ucucu yaglarinin ana bilesenleri

RRI? Bilesenler All Al2 Al3 Al4 Al5 Al6 Al7
1118 S-Pinen 22,3 0,1 0,2 0,1 0,3 e e
1532 Kamfor - 0,2 7,9 - 0,5 - -
1687 a-Humulen 0,2 1,8 29,4 3,1 8,7 0,3 74
1687 Metil kavikol - - 10,9 - - - -
(Estragol)
1688 Selina-4.11-dien - 2,5 0,1 3,8 3,0 - 14,8
1741 [S-Bisabolen 59 - 0,1 15 2,3 11,2 e
1742 S-Selinen - 10,4 0,5 10,2 6,5 - 28,0
2008 Karyofillen oksit 2,1 10,8 0,5 0,7 0,9 0,2 0,2
2030 Metil 6jenol - 30,5 0,2 40,9 29,6 - 7,8
2045 Karotol - 5,8 - - - 3,4 -
2187 T-Kadinol - 8,1 3,5 0,8 6,1 - 0,2
2219 Akorenon 3,2 - - 2,9 2,0 31,9 2,0
2228 Akorenon B 1,2 - - 1,0 0,8 13,0 0,7
2237 p-Sinensal 30,4 - - - - - -
2246 Elemisin - - - 2,9 2,1 0,3 28,9
2248 y-Asaron - - - 18,5 - - -
2289 cis-izoelemisin - - - - 13,7 - 0,8
2296 Miristisin 5,7 - - - - 16,8 -

Toplam (%) 98,0 953 823 987 977 916 97,7




Tablo 5.3. (Devam) D. broteri, D. guttatus, D. littoralis, D. involucratus, D. conchitae, Daucus sp.
nov. 1 ve Daucus sp. nov. 2 u¢ucu yaglarinin ana bilegenleri

All Al2 Al3 Al4 Al5 Al6 Al7
Verim (%) 0,02 0,1 0,1 0,8 0,1 3,4 4,2

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmustir; %FID (alev iyonlagsma dedektorii)
verilerine gore hesaplanmustir, e: Eser miktar (< %0,1). A11: D. broter, A12: D. guttatus, A13: D. littoralis,
Al4: D. involucratus, A15: D. conchitae, A16: Daucus sp. nov. 1, Al7:Daucus sp. nov. 2

Antioksidan aktivite ile ilgili deneylerde, ugucu yaglarin ve ekstrelerin igerdigi
antioksidan 6zellikteki maddelerin, standart maddeler ile karsilastirildiginda antioksidan
etki yaratabilecek diizeylerde olmadigi goriilmiistir. Antiinflamatuvar etkinin
degerlendirilmesi amaciyla ugucu yaglarin ve ekstrelerin soya LOX inhibisyonu
aragtirtlmistir.  Soya LOX inhibisyonu gosteren oOrneklerin arasidonik asit
metabolizmasinda kuvvetli proinflamatuvar mediyatorlerin sentezlenmesinde rol
oynayan 5-LOX inhibisyonu iizerindeki etkilerinin incelenmesi planlanmistir. Ancak

caligmalar sonucunda drneklerin soya LOX inhibisyonu gostermedigi belirlenmistir.

Toplanan D. carota orneklerinin  ugucu yag kompozisyonlarinin ve
antikolinesteraz etkilerinin farkli olmasi, orneklerin farkli alt tiirlere ait olma ihtimalini
arttirmaktadir. D. carota cinsin en yaygin ve oldukca polimorfik bir tiirtidiir. Tirkiye
florasinda (Flora of Turkey and the East Aegean Islands) resmi gecerliligi olmadigi
belirtilerek 6 farkli grupa ayrilmistir. Bunlar; Grup A: D. carota subsp. sativus (Hoffm.)
Arc., Grup B: D. carota subsp. carota, Grup C: D. carota subsp. major (Vis.) Arc.,
Grup E: Isim verilmemis, Grup F: D. carota subsp. maritimus (Lam.) Batt. seklinde
ifade edilmistir (Cullen, 1972). Fakat etnobotanik c¢aligmalarda ve herbaryumlarda
ornekler grubu belirtilmeden yalnizca tiir ad1 ile kaydedilmistir. Bu nedenle tez ¢calismasi
kapsamindaki bilgiler tiir lizerinden verilmistir. Avrupa florasinda (Flora Europaea) D.
carota 14 alttiire ayrilmistir. Tiirler arasinda hibritlesme olabilecegi icin alttiirlerin

ayriminin genellikle olduk¢a zor oldugu belirtilmistir (Tutin, 1968).

Tiirkiye florasinda, D. aureus Desf. ve D. blanchei Reut. tiirleri “kuskuyla
kaydedilen tiirler” bashig1 altinda verilip Daucus cinsine ait tiir teshis anahtarina dahil
edilmemistir (Cullen, 1972). Tiirkiye bitkilerinin listelendigi veri tabaninda da bu tiirler
“varligi teyide muhta¢” tiirler olarak verilmistir (http-5). Entegre Taksonomik Bilgi
Sistemi [The Integrated Taxonomic Information System (ITIS)] adli, uluslararas: veri

tabaninda ise D. conchitae adinin D. guttatus subsp. guttatus alt tiiriiniin sinonimi oldugu
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belirtilmistir (http-6). Sistematik siirekli giincellenmekte olan bir bilim dali oldugu i¢in
Daucus gibi oldukca karisik olan bir cins i¢in farkli kaynaklarda farkli bilgiler
bulunabilmektedir. Bu sebeple cinsin detayli revizyon ¢alismalari yapilarak bu karisiklik

giderilmelidir.

Daucus cinsinin  sistematik agidan problemlerinin olmast nedeniyle tez
calismasinda bitki drneklerinin teshisi esnasinda kaynak olarak Flora of Turkey and the
East Aegean Islands adli eser kullanilmistir. Tiir adlar1 uluslararasi veri tabanlarindan
kontrol edilmistir (http-2,3).

Calismamiz kapsaminda, Tiirkiye’de yetisen Daucus tiirlerinin meyve ugucu
yaglarmin kimyasal bilesimi karsilastirmali olarak ilk kez analiz edilmistir (EK-2).
Apiaceae familyasinin bir 0Ozelligi, lyelerinin farkli aromatik bilesikleri farkli
organlarinda igermesidir (Baser ve Kirimer, 2014). Ucucu yaglardaki bazi belirleyici
bilesikler cins ya da tiire 6zgiidiir. Bu nedenle ugucu yaglar, biyolojik etkilerinin yani sira
kemotaksonomik 6neme de sahiptirler. Calismamizda elde edilen verilerin Daucus
cinsinin revizyonu ile ilgili arastirmalara katki saglayacagi, Daucus sp. nov. 1 ve Daucus
sp. nov. 2 olarak isimlendirilen bitkilerin de bu agidan 6nemli oldugu diisiintilmektedir.
Morfolojik, anatomik 6zelliklerinin ve kimyasal bilesenlerinin farkliligi bu tiirlerin yeni
tir veya Tirkiye icin yeni kayit olma olasilhigimi da desteklemektedir (Biiyiikkilig
Altinbagak, 2019).

Calisgmamizda D. carota tiiriine ait 2 6rnegin meyve ugucu yaglar1 kolinesteraz
enzimleri lizerinde giiclii inhibe edici etki gostermistir. Ugucu yaglarin, kan-beyin
bariyerini ge¢ip merkezi sinir sistemine ulagsma 6zelliginin olmasi nedeniyle Alzheimer
hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi ve iyilestirilmesinde nutrasotik
olarak gelistirilebilecegi belirtilmistir (Valente vd., 2015). Bu nedenle calismamizda
antikolinesteraz etkileri belirlenen ugucu yaglarin ileride farkli metodlarla nérodejeneratif

hastaliklar tizerine etkilerinin arastirilmasi planlanmaktadir.
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EKLER

EK-1. Denklemler

E.1.3.1
DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = Akontrol—Adrnek o 100
Akontrol
(Axontrol: Kontroliin absorbansi, Agmex: Ornegin absorbansidir).
E.1.3.2

o Akontrol — Aornek
% inhibisyon = Aontrol X 100

(Axontrol: Kontroliin absorbansi, Asmex: Ornegin absorbansidir).



Ek-2. Daucus tiirlerine ait ugucu yaglarin GK/KS analizi sonuglar1 ve verimleri

No RRI Bilesenler Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2 Al3 Al4 Al5 Al6 Al7
1 1032 a-Pinen 03 02 o4 01 23 08 02 04 05 30 26 01 46 20 30 02 10
2 1035 @-Tuyen - - - - - - - - - - - - - 01 01 - e
3 1076 Kamfen - - - e 02 01 - - e 03 01 - 09 01 02 e 0,1
4 1118 p-Pinen 02 01 02 o011 03 06 01 01 01 09 223 01 102 01 03 e e
5 1132 Sabinen 62 o01 01 01 O0O1 O1 02 03 02 92 14 01 02 09 13 e 0,2
6 1174 Mirsen 0,1 e e e 0,2 0,1 e 0,1 0,1 2,4 1,7 0,1 15 0,2 0,4 0,1 0,1
7 1188 «-Terpinen - - - - - - e - - - 0,1 - - e - - -
8 1203 Limonen 01 02 01 01 - 03 01 02 02 12 07 01 16 02 07 01 01
9 1218  p-Fellandren - - - - e e e e e e 0,3 - 0,5 e 0,1 e e
10 1244  2-Pentil furan - - - - - - - - - - e - - - - - -
11 1246 (2)-p-Osimen e e e e - - e e - - e - - e - - e
12 1255 y-Terpinen e - - - - e e e e e 0,7 e 01 0.2 e e 0,1
13 1266 (E)-p-Osimen e - e - - - e - - - e - - 01 02 - 0,1
14 1290 Terpinolen - - - - e - - - - - 0,1 - e 01 01 - e
15 1280 p-Simen e e e e e e e e e 0,3 1,7 0,1 0,1 0,4 0,3 e 0,1
16 1398 3-Oktanol - - - - - - - - - - - - 0,2 - - - -
17 1443 trans-Sabinen hidrat - - - - - - - - e - 0,1 - - 0,1 - - -
18 1452 1-Okten-3-ol - - - - - - - - - - - - 0,1 - - - -
19 1466 a-Kubeben - - - - - - - - - - 0,4 - - 0,1 - - -
20 1479 JS-Elemen - - - - - - - - - - - - - - - - e
21 1482 Longipinen 14 03 0,7 - 2,4 - 135 5,6 e - - - 0,1 - - - -
22 1492 Siklosativen - - - - - - - - - - e - - - - - -
23 1493 o-Ylangen - - - - - - 0,1 e - - - - - - - - -




Ek-2. (Devam) Daucus tiirlerine ait ugucu yaglarin GK/KS analizi sonuglari ve verimleri

No RRI Bilesenler Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All Al12 Al13 Al4 Al5 Al6 Al7
24 1497 o-Kopaen - - - - - . - - - - 0,6 - 02 01 02 - e
25 1504 Daukan 21 01 - - 1,8 48 - - 33 13 - 0,4 - - - - -
26 1513 Longisiklen - - - - 0,1 - 0,2 0,1 - - - - - - - - -
27 1519 g;‘:gﬁ)bre“ (1,7-Di-epi-a- ey
28 1532 Kamfor - - - - - - - - - - - 02 79 - 0,5 - -
29 1535 p-Borbonen - - - - - - - - - - 0,2 - - e - - -
30 1545 o-Bergamoten - - - - - e - - - 1,4 - - - - - - -
31 1548 (E)-2-Nonenal - e - - - - - - - - - - - e - - ,
32 1549 p-Kubeben 0,4 - - - 04 10 - - 07 03 172 - 01 03 03 - 0,2
33 1553 Linalol 03 03 - - 01 02 03 04 01 09 - 03 19 01 03 - e
34 1556 cis-Sabinen hidrat - - - - - - - - - - - - - e - . -
35 1568 trans-a-Bergamoten 0,9 0,3 04 0,1 0,9 2,0 1,8 2,4 1,2 2,1 - - - - - - -
36 1568 ;metiI—4—aseti|—sik|oheks-1- o e i i ) ) ] ] ] ] ) ) ) ] ] ] )
37 1570 trans-Mirtanal - - - - - - - - - - 0,1 - - - - - -
38 1583 Junipen (Longifolen) - - - - 0,1 - - - - - - - - - - - ;
39 1583 a-Santalen - - - - - - - - - 0,7 - - - - - - -
40 1586 Pinokarvon e - - - 0,1 - - - - e 0,6 - - - - - -
41 1587  p-Funebren - - - - - - - - - - - - - - - 0,9 -
42 1589 p-Ylangen - - - - - - - - - - - - e - - - -
43 1597 Bornil asetat - - - - - - - - - 1,0 0.2 - e 0,1 - - -

44 1599 p-Kopaen - - - - - 0,3 - - - - - - e - - - -




Ek-2. (Devam) Daucus tiirlerine ait ugucu yaglarin GK/KS analizi sonuglari ve verimleri

No RRI Bilesenler Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 All Al2 Al13 Al4 Al5 Ale A7
45 1600 p-Elemen - - - - - - 0,1 - - - - 02 02 01 02 - 0,3
46 1601 Nopinon - - - 2 - = - - - - 0,1 - - - - - -
47 1607 Timol metil eter - - - - - - 3 - - - 0,1 - - - - - -
48 1610 Kalaren - - - - - - e - - - - - - - - - -
49 1611 Terpinen-4-ol - - - - - - - - - 05 04 - - 0,2 - - -
50 1612 p-Karyodfillen 0,3 - 0,5 - 05 06 16 10 06 47 22 101 44 41 34 45 33
51 1613 f-Sedren - - - - - - - - - - - 0,2 - - - - -
52 1613 Akora-2,4-dien - - - - - - - - - - 0,1 - - - 01 16 0.2
53 1639 Kadina-3,5-dien 0,2 - - - 02 04 - - e - - - - - - - -
54 1648 Mirtenal - - - - - - - - - 0,7 10 - - - - - -
55 1661 a-Himakalen 0,1 - - - 0,1 - 06 0,3 - - - - - - - - -
56 1661 trans-Pinokarvil asetat - - - - - - - - - - 0,2 - - - - - -
57 1664 trans-Pinokarveol - - - - 0,2 - - - - - 0,8 - - e - - -
58 1664 (Z)-p-Santalen - - - - - - - - e - - - - - - - -
59 1669 Seskuisabinen 0L 04 05 04 01 - 02 01 e 0,9 - - - - - - -
60 1668 (2)-p-Farnesen 14 02 02 02 11 28 08 05 25 32 08 02 - - - 2,6 -
61 1674 Seskuisabinen-B - - - 02 01 - - - e 3,3 - - - - - - -
62 1677 epi-Zonaren - - - - - - - - - - - - - - 0,4 - -
63 1683 trans-Verbenol 0,2 - 0,1 - 06 01 - - - 07 02 02 - 0,2 e - -
64 1687 a-Humulen - - 0,1 - 01 01 02 01 04 05 02 18 294 31 87 03 74
65 1687 Metil kavikol (Estragol) - - - - - - - - - - - - 10,9 - - - -
66 1688 Selina-4,11-dien - - - - - - - - - - - 25 01 38 30 - 14,8
67 1690 «-Akoradien - 1,8 - - - - - - - - 0,1 - - - - - -
68 1693 p-Akoradien 0,8 - 03 13 0,2 - - - - - - - - 0,1 - 1,5 -




Ek-2. (Devam) Daucus tiirlerine ait ugucu yaglarin GK/KS analizi sonuglari ve verimleri

No RRI Bilesenler Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2 Al3 Al4 Al5 Al6 Al7
69 1695 (E)-p-Farnesen 0,1 - - - - 02 04 04 - 11 - - - - - - -
70 1698 Mirtenil asetat - - - - - . - - - - 0,2 - - - - - -
71 1704  y-Murolen - - - - - - - - - - - - - 0,1 1,0 - -
72 1706 o-Terpineol - - - - - - . - - - - - 0,1 - - - -
73 1719 Borneol - - - - - - - - - - - - 0,3 - - - -
74 1726 Germakren D - - - - - 0,1 - - - 04 03 - 53 - 15 01 -
75 1726 a-Zingiberen 0,1 - - - 01 04 - - 0,3 - - - - - - 0,5 -
76 1729 pB-Himakalen 05 01 02 - 0,8 - 56 23 01 - - - - - - - -
77 1733  Neril asetat - - - - - - - - - 8,0 - - - - - - -
78 1740 a-Murolen - - - - - - - - - - - - - - 0,1 - -
79 1741 p-Bisabolen 150 47,7 624 480 56 09 le 89 60 38 59 - 01 15 23 112 e
80 1742 p-Selinen - - - - - 0,4 - - - - - 104 05 10,2 65 - 28,0
81 1743 o-Kadinen - - - - - - - - - - - 03 01 - - - -
82 1740 a-Selinen - - - - - 0,2 - - - - - - - - - - -
83 1747 a-Alasken - - - - - - - - - - - - - - - 0,3 -
84 1751 Karvon - - - - 0,1 - - - - - - - - - - - -
85 1755 Dauka-8,11-dien 0,3 - - - 05 11 - - 0,9 - - - - - - - -
86 1755 Bisiklogermakren 0,4 - - - - - - - - - - - 0,1 - - - -
87 1755 p-Kurkumen - - - - 0,1 - - - - - - - - - - - -
88 1758 (E.E)-a-Farnesen - - - - - - - - - - - - - - - 0,2 -
89 1765 Geranil asetat - 0,1 - - - - - - - - - - - 1,0 0,7 - -
90 1773 o-Kadinen - - - - - - - - - - 03 04 03 e - - 0,1
91 1776 y-Kadinen - - - - - - - - - - - 19 05 0.2 - - 0,1
92 1783  p-seskuifellandren - - - - - 0,4 - - 0,4 - - - - - - 0,8 -




Ek-2. (Devam) Daucus tiirlerine ait ugucu yaglarin GK/KS analizi sonuglari ve verimleri

No

RRI

Bilesenler

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

Al0 A1l

Al2 A13

Al4  A15

Al6

Al7

93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114

115

1784
1785
1786
1804
1845
1853
1854
1857
1868
1882
1888
1900
1924
1957
2001
2004
2008
2025
2030
2045
2045

2048

2050

(E)-a-Bisabolen
7-epi-a-Selinen
ar-Kurkumen
Mirtenol

(E)-Anetol
cis-Kalamenen
Germakren B
Geraniol

Neril izovalerat
a-Dehidroarhimakalen
ar-Himakalen
epi-Kubebol
y-Dehidroarhimakalen
Kubebol
Izokaryofillen oksit
Oksidohimakalen
Karyofillen oksit
Perilla alkol

Metil §jenol

Karotol

Humulen epoksit |
6,7-Epoksi-himakalen (5-
himakalenoksit)
(E)-Nerolidol

1,8

1,8

0,2

0,1

0,1

0,6

0,5

1,1

0,1
0,1

0,2

0,3

0,1

0,1

0,1

63,1 36,1

0,3

0,3
0,3

2,1
0,1

0,9

10,8

30,5

5,8

0,5

0,2

0,4

0,6
0,1

e
0.1
01

0,7

40,9 29,6

0,2

0,2

0,9

0,7

0,1

0,1

0,2
0,1




Ek-2. (Devam) Daucus tiirlerine ait ugucu yaglarin GK/KS analizi sonuglari ve verimleri

No

RRI

Bilesenler

Al

A2

A3

A4

A5

A6 A7

A8

A9

Al0

All

Al2 Al13 Al4 Al15 Al6

Al7

116
117
118
119

120

121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

2071
2080
2081
2088

2089

2096
2100
2104
2109
2131
2131
2144
2148
2173
2187
2200
2205
2219
2219
2226
2228
2231
2232

Humulen epoksit 11
1,10-di-epi-Kubenol
Humulen epoksit 111
1-epi-Kubenol
6-Metil-5(3-metilfenil)-2-
heptanon
cis-Seskuisabinen hidrat
allo-Sedrol

Viridiflorol
cis-Metilizo6jenol
Hekzahidrofarnesil aseton
laH-himakal-4-en-15-ol
Spatulenol

Sedrol

6-Epikubenol

T-Kadinol

trans-Metil izo 6jenol
Timol
2-Himakalen-7-ol
Akorenon

Metil hekzadekanoat
Akorenon B

Torilenol

a-Bisabolol

0,1

0,4

0,6

- 49,4 25,0

- 0,8
- 6,6
- 0,5

0,5

45,7

0,4

0,2

0,2

0,2

0,1

0,4

0,2

3,2

1,2

1,0
0,5

0,2

0,2

0,3
0,3
0,2

0,4
8,1

3,0
0,2
0,2

0,5
0.1
e

0,8
0,1

2,9

1,0

3,8
0,3
0,1

2,0

0,8

31,9

13,0

04

2,0

0,7




Ek-2. (Devam) Daucus tiirlerine ait ugucu yaglarin GK/KS analizi sonuglari ve verimleri

No

RRI

Bilesenler

Al

A2

A3

A4

A5

A6

AT

A8

A9

Al0 All

Al2 Al13 Al4 Al15 Ale Al7

139
140
141
142

143

144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

2237
2246
2248
2255

2265

2269
2273
2289
2296
2300
2312
2316
2320
2324
2349
2361
2369
2392
2404
2431
2467
2478
2500

p-Sinensal
Elemisin
y-Asaron

a-Kadinol

Longiverbenon (Vulgaron B)

Guaia-6,10(14)-dien-44-ol
Selin-11-en-4-a-ol
cis-izoelemisin

Miristisin

Kriptomerion

Daukol

Karyofilladienol |
Juniperkamfor
Karyofilladienol Il
Kadina-4,10(15)-dien-3-on
p-Asaron
Odesma-4(15),7-dien-4-ol
Karyofillenol 11
trans-Isoelemisin

Metil stearat

Metil elaidat

a-Asaron

Pentakosan

4.8

0,3
0,9

0,4

14,9

15,2

1,7

13,9

1,9

0,2
0,9
18,8

1,1

0,2

30,4

0,2

2,9
18,5

2,1

0,5

0,3

28,9




Ek-2. (Devam) Daucus tiirlerine ait ugucu yaglarin GK/KS analizi sonuglari ve verimleri

No RRI Bilesenler Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 All Al2 Al13 Al4 Al5 Ale A7
162 2509 Metil linoleat - - - 0,9 - - - - - - - - - - - - -
163 2607 14-Hidroksi-o-kadinen - - - - - . - - - - 0,1 - - - - - -
164 2622 Fitol - - - - - - s - - - 0,2 - - - - - -
165 2670 Tetradekanoik asit - - - - - - - - - - 03 05 - - - - -
166 2700 Heptakosan - - - - - - - - - - 0,3 - - - - - -
167 2822 Pentadekanoik asit - - - - - - - - - - 0,2 - - - - - -
168 2931 Hekzadekanoik asit - - 05 05 e - - - - - 28 2,7 07 e - - e

Toplam (%) 888 948 916 944 908 930 971 985 836 951 980 953 823 987 97,7 916 977

Verim(%) 1,7 25 17 13 11 20 24 18 13 04 002 01 O1 08 01 34 42

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gére hesaplanmstir; %FID verilerine gore hesaplanmistir; e: Eser miktar (< %0,1). A1-10: D. carota, All: D. broter,
Al12: D. guttatus, A13: D. littoralis, Al4: D. involucratus, A15: D. conchitae, A16: Daucus sp. nov. 1, A17: Daucus sp. nov. 2
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