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OZET

Bu tez ¢alismasinda, Salvia chionantha Boiss. bitkisinin ugucu yagi GC ve GC/MS ile
analiz edildi. Ugucu yagda 55 bilesen belirlendi ve 54 bilesenin yapisi aydinlatildi.
Germakren D (% 25.03), p-karyofilen (% 8.71), Spathulenol (% 5.86) ve a-humulen (%
4.82) ana bilesikler olarak tespit edildi. Ugucu yag, hekzan, diklormetan, etil asetat ve
metanol oOziitlerinin antioksidan aktiviteleri [(-karoten-linoleik asit ve DPPH serbest
radikal giderim yontemleri kullanilarak belirlendi. Etil asetat 6ziitii B-karoten-linoleik
asit yonteminde, yiliksek lipit peroksidasyon inhibisyon aktivitesi (% 87,4+1.01)
gosterdi. DPPH yonteminde, Oziitler arasinda etil asetat Oziitiiniin % 90,12+0.51
inhibisyon ile en iyi radikal giderim aktivitesine sahip oldugu tespit edildi. Ayrica
oOziitlerin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar sirasiyla pirokatekol ve kersetine
esdeger olarak belirlendi. S. chionantha’nin ugucu yag ve Oziitlerinin in vitro
antikolinesteraz aktivitesi Ellman metodu kullanilarak spektrofotometrik olarak saptandi.
Ucgucu yagda orta seviyede asetil- ve biitiril- kolinesteraz inhibitor aktivitesi (500 pg/
mL konsantrasyonda sirastyla, %56,65+1.92 ve %41,68+2.91) goriildii. Oziitler AChE

enzimini inhibe edemedikleri halde BChE enzimini inhibe edebildikleri belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Salvia chionantha, Ucgucu yag, Antioksidan aktivite,

Antikolinesteraz aktivite

Sayfa adedi : 104
Tez yoneticisi : Yrd.Dog¢.Dr. Mehmet Emin Duru
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ABSTRACT

In this thesis, the essential oil of Salvia chionantha Boiss. was analyzed by GC and GC-
MS. Totally, 55 components were detected in the essential oil and 54 components were
elucidated. Germacrene D (25.03%), f-caryophyllene (8.71 %), Spathulenol (5.86 %)
and a-humulene (4.82 %) were identified as the major compounds. The antioxidant
activity of the essential oil, hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol
extracts was determined by using two complementary tests systems; namely, [3-
carotene-linoleic acid and DPPH free radical scavenging assays. In B-carotene-linoleic
acid assay, ethyl acetate extract (% 87.4+1.01) showed great lipid peroxidation
inhibition. In DPPH assay, among the extracts, the ethyl acetate extract (%90.12+0.51)
showed better activity. In addition, total phenolic and total flavanoid contents of the
extracts were determined as pyrocatechol and quercetin equivalents, respectively. The
essential oil and the various extracts of S. chionantha were also assigned
spectrofotometrically for their in vitro anticholinesterase activity by using Ellman
method. The essential oil showed modarate acetyl- and butyryl-cholinesterase inhibitory
activity (56.65+1.92% and 41.68+2.91% at 500 pg/mL concentration, respectively).
However, the extracts were exhibited no activity against acetylcholinesterase enzyme,

they only showed weak activity against butyrylcholinesterase enzyme.

Key Words: Salvia chionantha, Essential oil, Antioxidant activity, Anticholinesterase

activity.
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1. GIRIS

Cok eski zamanlardan bu yana ila¢ olarak kullanilan dogal maddelerin ¢ogu
bitkisel kokenli kaynaklardan elde edilmektedir. Kimya biliminin 18. yiizyildan sonra
gelismesi bitkilerle tedavi yontemleri yerine saf, sentetik veya yart sentetik ilag
hammaddelerinin kullanimini 6n plana ¢ikarmistir. Modern ilaglarin istenmeyen yan
etkilere sahip olmasi son yillarda dogal kaynaklardan elde edilen ilaglarin tercih
edilmesine sebep olmustur (Baytop, 1984). Gilinlimiizde de yine diinya niifusunun
cogunlugu icin bitkiler, ilag hammaddesi olarak kullamlmaktadir. Ozellikle gelismekte
olan iilkelerde niifusun % 80’1 saglik gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi
bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun % 80’inin gelismekte olan iilkelerde
yasadig1 dislinililirse toplam diinya niifusunun % 64’1 bitkileri tedavi amach
kullanmaktadir (Farnsworth, 1990). Diinya {izerinde 500.000 civarinda bitki tiirliniin
oldugu tahmin edilmektedir. Bunlarin oldukg¢a kiiciik bir yiizdesi (% 10 civarinda) hem
insanlar hem de hayvanlar tarafindan yiyecek olarak kullanilmaktadir. Tibbi amaclar

i¢in ise bundan daha fazlasinin kullanilmasi miimkiindiir (Moerman, 1996).

Tiirkiye, tibbi ve aromatik bitki cesitliligi bakimindan diinyanin en zengin
ilkelerinden birisidir. Tiirkiye Florasi’nda 11.000’in iizerinde tiir kayithdir. Bunlardan
yaklagik 1000 kadar1 halk arasinda tibbi amaclarla kullanilmaktadir (Baytop, 1999).
Tiirkiye, mevcut bitkisel ¢esitliligi yoniinden olduk¢a dikkate deger ve zengin bir
floraya sahiptir. Bu zenginlik; ii¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede bulunmasi,
Giliney Avrupa ile Giliney Bat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins ve
seksiyonun orijin ve farklilasim merkezlerinin Anadolu’da olusu, olas1 ekolojik ve
fitocografik farklilagma ile ilgili olarak tiir endemizminin yiiksek olusu gelmektedir
(Tan, 1992). Diinya iizerinde yetisen ¢igekli bitkinin etken madde bakimindan ¢ok
azinin arastirilmis oldugu gbéz Oniine alinirsa, {ilkemizde calisilmay1 bekleyen bircok

bitkinin oldugunu sdyleyebiliriz (Baytop, 1984; Ilisulu, 1992).

Salvia tiirleri iilkemizde 97 taksa ile temsil edilmektedir (Hedge,1982; Giiner
vd., 2000). Sultan IV. Mehmet (1641-1693) doneminde yasamis Osmanli otact (hekim),
Anadolu halk tibbinda bazi rahatsizliklar i¢in kullanilan Ada ¢ayini (Salvia triloba)
hafiza giiclendirmek icin kullanmistir (Tuncer, 1978). Salvia tiirlerinin Avrupa’da da

hafiza kaybina kars1 kullanildig: bilinmektedir (Perry vd., 1996).



Alzheimer hastaligi, diisiince kontrolii, hafiza ve konugma yetisi gibi bazi
fonksiyonlarin yer aldig1 beyin boliimiinde, karmasik mesajlart milyonlarca sinir hiicresi
arasinda tastyan kimyasallarin diizeyinin azalmasi ve sinir hiicrelerinin yok olmasi ile,
normal diisiinme ve hafiza yetilerinin kayboldugu bir hastalik olarak tanimlanmistir. Bu
hastalik 6zellikle yasli niifusun fazla oldugu sanayilesmis iilkelerde biiylik bir sorundur.
Alzheimer hastalifi’nin sebebi tam olarak aydinlatilamamasina ragmen, asetilkolin
(ACh) seviyesinin azalmasi hastalik ile iliskilendirilmektedir (Grossberg, 2003;
Nordberg ve Svensson, 1998; Atta-ur-Rahman ve Choudhary, 2001). Bu nedenle
asetilkolinesterazin (AChE) inhibisyonu Alzheimer hastaligina karst en yaygin
kullanilan tedavi segenekleri arasinda yerini almistir (Orhan vd., 2006). Buna bagh
olarak Alzheimer hastalarinda asetil kolin seviyelerinin azalmasin1 6nlemeye dayali
ilaclar gelistirilmistir. Diger taraftan oksidatif strese sebep olan asir1 miktardaki serbest
radikal tiirleri Alzheimer hastaligini da igeren pek ¢ok hastaligin patolojisi ile yakindan

ilgilidir (Soholm, 1998).

Serbest radikal tiirleri yaslanmay1 hizlandirmakta ve néronal hasar yapmaktadir
(Sastre vd., 2000). Canlilar da biyokimyasal mekanizmalar sonucu olusan serbest
radikaller, cogu zaman lipid oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre Sliimlerine
neden olmaktadir. Antioksidan bir madde bu oksidasyonun c¢esitli asamalarinda
koruyucu ozellige sahip maddelerdir. Sentetik olarak iretilebildigi gibi dogal
kaynaklardan da elde edilebilir. Bu tiir maddeler, olusan serbest radikalleri ya dogrudan
temizleyerek ya da bu tiirlere elektron veya hidrojen aktarimi yaparak etkisiz hale

getirir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Lamiaceae ( Labiatae) Familyasi

Lamiaceae familyast1 Kuzey ve Giiney yarim kiirenin 1liman ve sicak
bolgelerinde, ¢ogunlugu Akdeniz havzasinda yetisen, 3200 tiir ve 200 kadar cinse
sahiptir. Ulkemizde ise 46 cinsi, 758 taksast ve 275 tiirii dogal olarak yayilis
gostermektedir.

Diinyada Lamiaceae familyasinda zengin tiir sayisina sahip Salvia L. cinsi,
900’iin iizerinde tiir ile temsil edilmektedir. Ulkemizde 89 Salvia tiirii, 97 Salvia taksasi
yayilis gosterir. Bu tiirlerin 45 tanesi endemiktir (Giiner vd., 2000).

Lamiaceae familyas1 bitkileri genellikle ugucu yag tasiyan bir veya ¢ok yillik
otsu bitkiler veya ¢alilardir. Govde genellikle dort koseli, yapraklar stipulasiz, basit
veya parcali, karsilikli caprazdir. Cigekler braktelerin koltugunda yalanci vertisiller
halinde, brakteler yapraklara benzer veya onlardan farklidir (Hedge, 1982). Ugucu yag
epiderma iizerindeki salg tiiylerinde bulunur. Bas1 8 hiicreli pul seklindeki salg tiiyleri
bu familya icin karakteristiktir. Lamiaceae familyasi bitkileri halk arasinda da olduk¢a
yaygin olarak daha ¢ok tibbi amacl ve siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. Bu familyaya
ait baz tiirler ihra¢ edilmektedir (Baytop, 1999).

2.1.2. Salvia L. Cinsi

Ulkemizde halk arasinda adacay1 ismiyle taninan Salvia L. cinsi (Lamiaceae), 97
taksa ile genis yayilis gosterir (Hedge, 1982; Giiner vd., 2000).

Salvia cinsine bagl bitkiler tek veya cok yillik, otsu veya calimsidirlar. Ozellikle
cigekleri iki dudaklidir ve dort adet stamen bulunur. Stamenlerin 6zel yapilar1 vardir,
konektif iki kol seklinde uzamis, uzun kolun ucunda verimli teka, kisa kolun ucunda ise

plak sekline doniismiis verimsiz teka bulunur (Hedge, 1982).

2.1.3. Salvia chionantha Boiss.
Cok yillik, govde dik, genellikle yalniz, 50-120 cm, dort kdseli ve dayanikli bir
bitkidir. Yapraklar cogunlukla bazal, dogrusal-mizrak seklinde, sapsiz bezleriyle, ylinlii

sapsiz bezlerinin tamami kenar1 tirtilli, petiol inceltilmistir. Cigeklenme yaygin olarak



salkim seklindedir. Salvia chionantha P.H Davis’in C2 karesi olarak belirledigi Denizli-

Antalya-Burdur ile sinirlanan bolgeye endemiktir (Hedge, 1982).

Cigek agma zamani : Mayis-Haziran

Yetisme Ortami : Mese calisi, tarlalar
Yayilist : Dogu Akdeniz’e endemiktir.
Yiikseklik : 1000-1350 m

2.2. Salvia Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanimi

Tirkiye’de yetisen 40’ istinde Salvia tiriinde yapilan calismalarda,
antibakteriyal (Miski vd., 1983), antitiimoér (Topcu vd., 1997) ve antitiiberkiiloz
(Ulubelen vd., 1997) bilesikler elde edilmistir. Salvia cinsine ait tiirler halk arasinda
tedavi ozelliginden dolay1 yaygin kullanima sahiptir ve farmakognostik arastirmalar bu
bitkilerin  biyolojik  aktivitelerinden sorumlu aktif bilesenleri tanimlamay1
amaclamaktadir (Bayrak ve Akgiil, 1987).

Salvia tirleri halk arasinda gaz soktiirlicii, bogaz ve burun hastaliklarinda
antiseptik, kuvvet verici, uyarici, idrar soktiiriicli, midevi olarak kullanilmaktadir
(Baytop, 1999).

S. fruticosa Miller (Syn. S. triloba); Anadolu da, adacayi, boz salba, elma
calbasi olarak bilinir. Glineybati Anadolu’da dogal olarak yetisir ve yapraklar cay
olarak tiiketilir. Yapraklarindan elde edilen ugucu yagma “elma yag1” denir ve ihrag
tirtintidiir (Baytop, 1999).

S. sclarea L. (Ayikulagi, misk adagayi, tiiylii adagay1) cicekli dallar1 veya
yapraklar1 midevi, kabiz, terlemeyi azaltic1 ve yatistirici olarak, inflizyon (%5) halinde
kullanilir (Baytop, 1999).

S. chrysophylla Stapf Isparta, Siitgiiler Beydili yoresinde “Bozcavla” olarak
bilinir ve herbasi dekoksiyon halinde romatizmaya kars1 kullanilir. Lapa haline getirilen
herbasi1 agrili bolgeye uygulanir (Sezik ve Yesilada, 1999; Eroz, 2001).

S. lavanduifolia’dan elde edilen ugucu yaglarin spazmolitik ve bitkinin
infiizyonunun hipoglisemik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Cabo vd., 1986).

S. verticillata L. Erzurum yoresinde dadirak, Ikizdere-Rize’de kara ot olarak

bilinir (Baytop, 1999). Bitlis, Sibek, Aridag yoresinde de hart olarak bilinir dekoksiyon



halinde nezle ve soguk algmhiginda kullanilir (Sezik ve Yesilada, 1999; Tabata vd.,
1994; Eroz, 2001).

S. tomentosa Bilecik yoresinde “salba”, Afyon yoresinde ise “kir¢ay1” olarak
bilinir (Sezik ve Yesilada, 2002). Salvia tomentosa inflizyon ve dekoksiyon halinde ¢ay
gibi hazirlanip a¢ karnina igilir. Bilecik’te salba olarak bilinen bitkinin ¢ozeltisi,
romatizmaya kars1 banyo halinde kullanilir. Afyon’da ise kirgay1 olarak adlandirilan
bitkinin inflizyonu karin agrisina kars1 kullanilir.

S. lanigera yapraklar1 aromatik c¢ay ve degisik karin agrisi sorunlarinda
kullanilmaktadir (Al-Hazimi vd., 1984).

S. verbenaca L. (Yabani adagay1): Yapraklar1 Misk adagay1 gibi kullanilsa da
etki ve koku olarak zayiftir. Tohumlarindan elde edilen miisilaj Dogu iilkelerinde goz
hastaliklarina kars1 kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

S. grandiflora Afyonkarahisarda “ada c¢ay1” olarak bilinir ve disleri
kuvvetlendirici olarak kullanilmaktadir (Tabata vd., 1996).

S. multicaulis Vahl Dogu ve Gilineydogu Anadolu bolgesinde “kiirt reyhani”
olarak bilinir. Yapraklart Dogu Anadolu da haricen yara iyi edici olarak
kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Antitiiberkiiloz aktivite gosterdigi rapor edilmistir
(Ulubelen, vd., 1997).

Ayrica Salvia tirlerinin Avrupa da hafiza kaybma karsi korudugu rapor

edilmistir (Perry vd., 1996).

2.3. Salvia Tiirleriyle Ilgili Literatiir Arastirmalar

2.3.1. Salvia Tiirleri Uzerinde Yapilan Ucucu Yag Calismalar:
Son yillarda bitkilerden elde edilen ugucu yag ve degisik ekstreler lizerinde
yogun calismalar yapilmaktadir. Bazi Salvia tiirlerinin ugucu yaglar1 ile yapilan

caligmalarda tiirlere gére ugucu yag verimleri Tablo 2.1.’de verilmektedir.



Tablo 2-1: Bazi Salvia tiirlerinin ucucu yag verimleri

Ucucu yag verimi

Kodu Salvia Tiirleri Yetistigi Yer

(%)
A Sspinosa L. Urdiin-Al-Hashimiyya 0,02
B S.macrochlamys Boiss.& Kotschy ex Boiss. Tiirkiye-Sirnak 0,15
C S.recognita Fisch. & Mey. Tiirkiye-Kayseri 0,33
D S. santolinifolia Boiss. Fars-Darab 0,20
E S.hydrangea DC. ex Benth fran-Shiraz 0,02
F S.multicaulis Vahl. var. simplicifolia Boiss Lebanon 0,30
G S.aethiopis L. Tiirkiye-Elazig 0,40
H S.albicaulis Benth. Giliney Afrika-Cape -
I S.aucheri var. aucheri Benth., Tiirkiye-Adana 0,59
K S.aramiensis Rech. Fil. Tiirkiye-Hatay 0,76
L S.pilifera Montbret et Aucher ex Benth. Tiirkiye-Osmaniye 0,83
M S.anatolica Tiirkiye-Sivas 0,03
N S.microstegia Boiss Lebanon 0,20
P S.officinalis L. Cezayir 0,90
R S.sclarea L. Italya -
S S.longipedicellata Hedge Tiirkiye-Erzurum ———-
T S.tomentosa Miller Tiirkiye-Osmaniye 0,51
U S.palaestina Bentham Tiirkiye-Elazig 0,40

Farkl1 bolgelerden toplanmis Salvia tiirleri ile yapilan ugucu yag ¢alismalarinda
ucucu bilesik kompozisyonlarinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir. (Flamini vd.,
2007; Tabanca vd., 2006; Javidnia vd., 2008; Senatore vd., 2004; Bagc1 vd., 2007,
Kamatou vd., 2007; Kelen vd., 2008; Ozek vd., 2007; Senatore vd., 2006; Dob vd.,
2007; Fraternale vd., 2005; Ozer vd., 2007; Tepe vd., 2005; Bagc1 vd., 2008). Salvia
tiirlerinin ugucu yaglarinin bilesenleri ve yiizdeleri ile ilgili ¢alismalarin sonuglar1 Tablo

2.2’de verilmektedir.



Bazi Salvia Tiirlerinin Ucucu Yaglarinin Bilesimleri

Tablo 2-2
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2.3.2. Salvia Tiirlerinin Ugucu Bilesenlerinin Kimyasal Yapilar
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2.4. Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler oksidasyona ugrayabilir ve canli organizma i¢in zararli olabilecek oksidasyon
tiriinleri olusturabilirler (Papas, 1996). Bu durum yaygin olarak “Oksidatif stres”
seklinde ifade edilir. Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir

(Aruoma ve Cuppet, 1997).

Tablo 2-3. Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Radikal tiirler Radikal olmayan tiirler

Hidrojen peroksit, H,O,
Hipoklordz asit, HOCI
Ozon, O;

Stiperoksit,  O;”
Hidroksil, ‘OH
Peroksi, ROy
Alkoksi, RO
Hidroperoksi, HOy’
Azot Oksit, NO

Singlet oksijen, 'Ag 'O,
Nitroz asit, HNO,
Nitrozil Katyonu, NO"
Nitroksi Anyonu, NO

Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan viicudunda ¢esitli sekillerde meydana gelirler.

» Hicrenin normal solunumu sirasinda yan iriin olarak reaktif oksijen ve azot

tiirleri olusur.

» Siiperoksit ve hidrojen peroksit miktarr, bazi1 biyomolekiillerin (adrenalin,
dopamin, tetrahidrofolat, sitokrom P450 ve elektron transport zincirlerinin bazi
bilesikleleri) oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla artabilir (Fridovich,

1986; Haliwell, 1994).

» Viicudumuz, dogal ve insan kaynakli radyasyona maruz kalabilir. Yiiksek
enerjili elektromagnetik 151n, suyu parcalayabilir ve hidroksi radikali olusturur

(Von-Sonntag, 1987).
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Reaktif oksijen ve azot tiirleri disaridan da organizmaya alinabilirler. Sigara
dumaninin ana bilesigi NO;’dir. NO;" ‘in sigara olefinleri ile reaksiyona girmesiyle
karbon merkezli radikallerin olustugu diisiiniilmektedir. Ayrica sigara i¢imi notrofilleri

aktive ederek dolayli olarak serbest radikal {iretimini artirmaktadir (Papas, 1996).

Yabanci organizmalara karsi koruyucu gorev yapan fagositler (nétrofiller,
monosiler, makrofajlar, eosinofiller) yabanci organizmay1 6ldiirmek igin siiperoksit ve
hidrojen peroksit iiretirler. Bu 6nemli savunma sisteminin bozuklugu, doku hasariyla
sonuglanan agir1 fagosit aktivesinin eslik ettigi ramotoit artirit ve iltithapli bagirsak

hastalig1 gibi bazi hastaliklara sebep olur (Moncada vd., 1991; Anggird, 1994).

Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonlar1 {izerinden yiriir. Radikaller
eslesmemis elektronlarini eslestirme egiliminde olduklar i¢in 6zellikle gevsek bagl
elektronlar1 koparirlar. Bu 6zellikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif olmalarim
saglar ve bunlarin organizmadaki varlig1 biyomolekiillerin modifikasyonuna sebep olur.

Reaktif oksijen ve azot tiirleri DNA bazlarini hasara ugratarak mutasyona sebep olur.

Antioksidanlar, oksidasyonu baslangi¢ ve/veya gelisme basamaginda dnleyen
veya geciktiren maddelerdir. Canli organizmalarda antioksidan aktiviteye sahip
bilesiklerin bulunmasi yasam i¢in 6nemli bir ihtiyactir. Antimutajenik, antikarsinojenik,
yaslanmay1 geciktirici gibi bir¢ok etki canlilardaki antioksidan 6zellikteki maddelerden
kaynaklanir (Cook ve Samman, 1996). Antioksidan maddelerin eksikliginde reaktif
oksijen ve azot tiirleri kanser, diabet, kireclenme, parkinson, AIDS, beyin ve kalp

hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin ¢ikmasina sebep olurlar (Packer ve Cadenas, 2002).

Dogal kaynakli antioksidanlar, bitkilerde bulunan fenolik bilesikler
(tokoferoller, flavonoitler, fenolik asitler), azotlu bilesikler (alkoloitler, klorofil
tiirevleri, proteinler, aminler), organik asitler ve karotenoitlerdir (Larson, 1988; Hudson,
1990). Sistein, metiyonin, histidin, triptofan ve lizin (Taylor, 1980) gibi aminoasitler ile
stilfiirlerce zengin olan tiyoredoksin (Bunchanan vd., 1994) proteini de antioksidan

ozellik gosterirler.

Bir¢ok epidemiyolojik calisma bol meyve-sebze tiiketiminin kalp-damar ve
kanser hastaliklarint azalttigin1 ortaya koymustur (Hertog vd., 1993; Stampfer vd.,
1993). Sebze ve meyvelerin bu 6zellikleri igerdikleri antioksidan maddelere (askorbik
asit, tokoferoller, karotenoitler, flavonoitler) dayandirilmaktadir. Ornegin yesil cay

yapraklar1 (-)-epikatesin, (-)- epikatesin gallat, (-)-epigallokatesin ve (-)-epigallokatesin
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gallat igerirler (Amarowicz, 1996; Ho, 1997) ve antihipertansif (Henry, 1984),
antioksidatif (Ho vd., 1992), antiaterosiklerotik (Hertog vd., 1993; Luo vd., 1997),
antikarsinojenik (Luo vd., 1997; Wang vd., 1994) gibi etkilere sahiptirler. Katesinler
metal iyonlarin1 baglayic1 ve oksijen radikalini tutucu antioksidanlar olarak taninirlar
(Husain vd., 1987; Chen vd., 1990).

Diger taraftan sentetik antioksidanlar gidalarin bozunmasini onlemek ve raf
Oomriinii  uzatmak i¢in  kullanilmaktadirlar.  Giiniimiizde BHA  (biitillenmis
hidroksianisol), BHT (biitillenmis hidroksitoluen), PG (propil gallat) ve TBHQ (-
biitilhidrokinon) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturduklar1 yan iirlinlerin ¢esitli hastaliklara yol agabilecegini
ortaya koyan caligsmalar vardir (Yamazaki vd., 2007; Tepe vd., 2007). Bu nedenle dogal
kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni antioksidan maddelerin
bulunmasina yonelik calismalar giderek 6nem kazanmis ve bu alanda yapilan

arastirmalar artmugtr.

2.4.1. Antioksidanlarin Stmflandirilmasi
Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarma goére birincil ve ikincil
antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar. Bazi antioksidanlar ise birden fazla aktivite

mekanizmas1 gosterirler ve bunlar ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak adlandirilirlar

(Reische vd., 2002).

2.4.1.1. Birincil Antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kiric1 antioksidanlar) otooksidasyonun
baslangi¢c asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri asamasini
yarida kesen serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (R") olusturmak igin,
doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar (Reische vd.,

2002).

RH — R’ + H

Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, ilerleyen asamalarda peroksi radikali (ROQO")

olusturmak icin oksijenle reaksiyona girer.
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R + O — ROO" + H

Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek

hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar.

ROO" + RH —— ROOH + R’

Daha sonra bu lipit radikali baska peroksi radikali olusturmak {izere oksijen ile
reaksiyona girecektir. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden katalizlenir ve boylece

otooksidasyon devam eder.

R + 00, — > ROO" + H

Hidroperoksitler (ROOH) kararsizdirlar ve bozunarak radikaller olustururlar. Bu

da reaksiyonun hizlanmasina neden olur.

ROOH , RO" + HO

RO + RH —— 3 ROH + R

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (R") ve peroksi radikalleriyle (ROO")
reaksiyona girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan iiriinlere gevirirler. Birincil
antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri ile
antioksidan radikaller meydana getirirler (A"). Hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bu yilizden
otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi (ROO") ve oksi (RO") serbest radikalleri
birincil antioksidanlar tarafindan giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle

dogrudan da etkilesebilirler (Reische vd., 2002).

ROO" + A° ———» ROOA
RO’ + AH ———» ROH + A

R’ + AH ——» RH + A
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Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle ¢ok az reaksiyona
girer. Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan
reaksiyon hizi azalir. Kararli rezonans hibritler olusturmak igin fenol halkasinin
cevresindeki ortaklanmamis elektronun delokalizasyonu ile antioksidan radikali kararl
hale getirilir. Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile

sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler (Reische vd., 2002).

ROO" + A° ——» ROOA
RO + A° —————» ROA

A + AN —» AA

Kati1 ve s1vi yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu goze ¢arpar ve bu olusum
fenolik antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarina ugradigini
gosterir. Antioksidan dimerler, radikal olmayan sekillerinde ne kadar uzun siire
kalirlarsa otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili sekilde
durdururlar (Reische vd., 2002).

Otooksidasyonun baglangicindan once, antioksidanlarin tiiketildigi ve serbest
radikallerin olustugu indiiksiyon zamani olmalidir. Bu yiizden birincil antioksidanlar,
otooksidasyon basamaklar1 meydana gelmeden oksidasyonun indiiksiyon ve baslangic
asamalarinda ilave edilirlerse daha etkili olurlar.

Radikal gidermeye ilaveten birincil antioksidanlar, hidroperoksitleri hidroksi
bilesiklerine indirgeyebilirler. Bununla beraber birincil antioksidanlarin esas
antioksidatif mekanizmasi radikal gidermedir.

Birincil antioksidanlar, c¢esitli halka siibstitiisyonlarina sahip mono veya
polihidroksi fenollerdir. Fenoldeki hidroksil grubuna gore orto ve para konumuna
elektron veren gruplarin siibstitiisyonundan olusan indiiktif etki bilesigin antioksidan
aktivitesini arttirir. Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron yogunlugunu
arttirarak onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna gore para konumunda etil veya
biitil gruplarin siibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir. Bununla beraber sterik
engelleme nedeniyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmis alkil gruplarinin
varlig1 antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmig alkil gruplarinin

stibstitiisyonlar1 kararli rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini
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arttirirlar ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltirlar (Reische
vd., 2002).

Sentetik birincil antioksidanlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol,
biitillenmis hidroksitoluen, propil gallat ve #-biitil hidrokinon verilebilir (Sekil 2.1).
Tokoferoller ve karotenoitler dogal kaynakli birincil antioksidanlardir (Reische vd.,

2002).

OH
OH
oH HO OH
C
OCHj, 0/ \O/\/
Biitillenmis hidroksianisol Biitillenmis hidroksitoluen Propil gallat
OH CH;
HO
<CH; E e
OH CH;
¢-Biitil hidrokinon a-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 2-1: Birincil Antioksidanlar

2.4.1.2. Ikincil Antioksidanlar

Ikincil (tip-2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar ¢ok cesitli reaksiyon
mekanizmalarma sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizini yavaslatirlar, fakat
serbest radikalleri daha kararli diriinlere doniistiirmezler. Ikincil antioksidanlar
prooksidan metallerle kelat yapabilirler ve onlar1 deaktive edebilirler,
hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere pargalanmasini saglayabilirler, singlet
oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar, genellikle birincil antioksidanlarin
aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit,
EDTA ve f-karoten ikincil antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2-2) (Reische
vd., 2002).
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Ikincil antioksidanlar en énemli etki mekanizmalaria gére baslica ii¢ gruba
ayrilabilirler (Reische vd., 2002).
a) Kelat Yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), tartarik asit
b) Oksijen Gidericiler ve indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbil
palmitat, eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.
¢) Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (B-Karoten, likopen ve

lutein)

o

(0] OH OH
OH Q /
/\/N
N HOlme OH
HO
OH

o HO
O

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit

IS NN Y g " Vg VN

F-Karoten (A vitamini)

Sekil 2-2: ikincil Antioksidanlar

2.5. Asetilkolinesterazlar

Asetilkolinesteraz (AChE), dokularda serbest ya da fosfolipidlerle bilesik
halinde bulunan lipotrofik etkiye sahip asetilkolini hidrolizleyen nonspesifik bir
enzimdir. Eritrositlerde, karacigerde, dalakta, sinir uglarinda ve beynin gri cevherinde
bulundugu rapor edilmistir (Aras, 1988).

Asetilkolin, biyolojik rolii énemli olan bir esterdir. Onceleri sinir uglarindan

etkilendigi organa veya sinir ucundan ikinci sinir hiicresine sinir impulsu tasima gorevi
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oldugu, ancak daha sonraki caligmalarda bu goérevinin yaninda sinir ve kas lifleri
boyunca biyoelektriksel akimin olusmasinda da gorevli oldugu tespit edilmistir (Wilson,
1954).

Omurgalilarda ve diger hayvanlarda birbirine yakin sinir hiicreleri arasindaki dar
araliklardan sinirsel uyarilarin taginmasinda rol oynar. Kas hiicrelerinin kasilmasini
saglayan bu sinirsel uyarilarin taginmasi elektrokimyasal olarak gerceklesir. Sinirsel
uyarilarin tasinmasi ve kas hiicrelerinin kasilmasi elektrokimyasal olaylardir. Elektrikce
yiiklii iyonlar sinir ve kas hiicrelerini kaplayan membranlar boyunca akar ve bir iyon
akis1 bir sinapsa ulagincaya kadar devam eder. Boylelikle, sinir hiicresindeki ufak
baloncuklar i¢cinde depo edilmis olan tasiyict ACh’in serbest kalmasi saglanir (Giiven,
2000). ACh sinaps boyunca difiizlenir ve yakindaki sinir lif membranina baglanir. Bu
baglanma olur olmaz hiicre membrani boyunca sodyum (Na) ve potasyum (K) iyonlar1
yer degistirir. Boylece ikinci bir sinir hiicresinde sinirsel uyarim baslamis olur (Noyan,
1996). Sinir ucglan tarafindan salgilanan ACh, gorevini yaptiktan sonra AChE enzimi
tarafindan hidrolizlenerek kolin ve asetata ayrilir.

Kolin presinaptik hiicre tarafindan alinir ve ACh sentezinde kullanilir. ACh

mitokondride sentezlenir.

2.5.1. Dogrudan Etkili Kolinesteraz inhibitorleri

Dogrudan etkili Kolinesteraz inhibitdrleri etkilerini kolinerjik resOptorleri
uyararak olustururlar. Dogrudan etkili kolinerjik inhibitorler i¢inde karbakol, pilokarpin
ve nikotin tedavide kullanilirlar. Zehirli mantarlar i¢inde bulunan miiskarin, bir alkoloid
olan arekolin (Areca catechu), oksotremorin, aseklidin, metakolinyum ve betanekol gibi
ilaglar dogrudan kolinerjik (miiskarinik) etkilere sahiptirler, ancak toksik etkilerinin

fazlalig1 nedeniyle tedavide artik kullanilmamaktadir (Dékmeci, 2000).

2.5.1.1. Karbakol

Dogrudan etkili Kolinesteraz inhibitorlerinden karbakol, kolinesteraz enzimine
daha direnglidir. Bu nedenle de daha aktif dolayisiyla daha toksiktir. Miiskarinik ve
nikotinik etkileri vardir. Goze lokal olarak damlatildiginda miyozise neden olur

(Mycek, 1998).
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2.5.1.2. Pilokarpin
Miiskarinik etkilere sahip bir alkoloid’dir. Giinlimiizde sadece glokom tedavisi
icin kolir seklinde kullanilir. Ak6z hiimoriin akisin1 hizlandirarak goz i¢i basinct hizl

bir sekilde diistiriir (Dokmeci, 2000).
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2.5.1.3. Nikotin
Nikotin tiitiinlin dumana gegen bir alkoloididir. Ayrica tarimda insektisit olarak
kullanilmaktadir. Nikotin tedavide sigaranin birakilmasini kolaylastirmak amaciyla da

kullanilir. Bu amagla hazirlanmis nikotinli sakizlar ve diizenli emilimini saglayan

transdermal flasterleri (NICOPATCH) vardir (Dokmeci, 2000).
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2.5.2. Dolayh Etkili Kolinesteraz inhibitorleri
Dolayli etkili kolinesteraz inhibitorlerin kendileri kolinerjik resoptor {izerine
etkimezler. Resoptor c¢evresinde endojen asetilkolin konsantrasyonunu artirarak

etkilerini gosterirler.

Asetilkolin kolinesteraz enzimleri tarafindan yikildigindan, bu enzimlerin inhibe
edilmesi asetilkolin konsantrasyonunun yiikselmesine neden olmaktadir. Bu yiikselme
belirli (orta) diizeyde olursa, yararli etkiler elde edilebilmektedir. Buna karsin,
asetilkolin birikiminin agir1 diizeylerde olmasi toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir.
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Kolinesteraz inhibitorii ilaclar asetilkolinesterazlar diye adlandirilir. Etki giicii,
etki sliresi ve toksisitelerine gore reverzibl ve irreverzibl inhibitorler diye

siniflandirilirlar (D6kmeci, 2000).

Reverzibl Antikolinesteraz flaclar

Reverzibl antikolinesteraz ilaglar yeterli konsantrasyonda kolinesteraz enzimini
gegici bir sekilde inhibe ederek tedavide yararlanabilen kolinerjik etkiler olustururlar.
Neostigmin, Piridostigmin, Takrin, Donepezil, Rivastigmin ve Velnakrin reverzible

antikolinesteraz ilaclara 6rnektir (Dokmeci, 2000).

» Neostigmin: Neostigmin eserinden daha iyi tolere edilir. Neostigminin yan
etkileri, tiikriik salgisinin artmasi, yiizde kizariklik ve sicaklik hissi gibi yaygin
kolinerjik etkileridir (Mycek, 1998).
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» Piridostigmin: Neostigmin’in etkilerine ¢ok yakin farmolojik 6zelliklere sahip

piridostigmin’in etkileri daha uzun ve kalicidir (D6kmeci, 2000).
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» Takrin: Takrin oral yolla verilen ve beyne iyi dagilan santral etkili bir
antikolinesteraz ilactir. Alzheimer hastaliginda takrin uygulanmasiyla bazi
belirtiler ortadan kalkabilmektedir. Takrin baslangicta giinde 40 mg, daha sonra
karaciger toleransina gore doz 80-160 mg’a kadar ¢ikarilabilir. Miiskarinik tipte
cesitli yan etkilere sebep olur, ancak en belirgini karaciger {iizerine olan

toksisitesidir (Dokmeci, 2000).
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> Donepezil: Donepezil, asetilkolinesteaz’in (biitirilkolinesteraz iizerine diisiik
etkili) selektif ve reverzibl bir inhibitoriidiir. Kan-beyin engelini gectiginden
beyin dokusuna dagilir. Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde
uygulanir. Gilinde 5 ya da 10 mg tek doz kullanilmasi onerilmektedir (Rogers

vd., 1996).

H5C
H3C_O

Donepezil
irreverzibl Antikolinesteraz Ilaclar

Bu inhibitér maddeler, enzime kovalent bagla baglanip onu irreverzibl olarak
inhibe ederler. Gz i¢i basinci azaltmada kullanilan ekotiopat ve bit ilac1 olarak cilde
uygulanan malation harig, bu maddeler toksisiteleri nedeniyle tedavide kullanilmayan
orgonofosfor bilesikleridir. Bu inhibitdr maddelerin ¢ogu insektisid olarak tarimda ve
bir kacida asir1 toksisitesi nedeniyle harp gazi olarak kullanilmaktadir. Paration,

Malation ve Metrifonat irreverzibl antikolinesteraz ilaglara 6rnektir. (Dokmeci, 2000).
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Ik kez 1906°da Alman néropsikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan diisiince
kontrolii, hafiza ve konusma yetisi gibi bazi fonksiyonlarin yer aldig1 beyin boliimiinde,
karmasik mesajlar1 milyonlarca sinir hiicresi arasinda tasiyan kimyasallarin diizeyinin
azalmas1 ve sinir hiicrelerinin yok olmasi ile normal diistinme ve hafiza yetilerinin
kayboldugu bir hastalik olarak tanimlanmistir (Orhan ve Aslan, 2009).

Bir yiizy1l sonra Alzheimer hastalig1 18 milyon insani etkilemeye baglamistir. Bu
hastalik daha ¢ok yast 80’in lizerinde olan niifusun %25’ini etkilemektedir. Alzheimerl
hastalarda beynin neokorteks ve hippokampus gibi yiiksek mental fonksiyonlarindan
sorumlu bolgelerinde beyin hiicreleri lizerinde patolojik bir protein birikimi goriiliir. Bu
protein birikimi B-amiloid plaklardir. Ayrica neokorteks ve hippokampusun kolinerjik
inervasyonunun kaynagi olan bazal 6n beyinde ilerleyen bir néron kaybi da
gozlenmektedir. Bu degisiklikler bazi ndrolojik ve néropsikiyatrik hastaliklarla birlikte
hafiza kaybiyla sonuglanan geri doniisiimsiiz fonksiyon bozukluklarina neden
olmaktadir. Semptomlar ayrica beynin diger bolgeleri ve selebral kortekste kolinerjik
transmisyonun kaybi ile de alakalidir. Bu gozlemler, asetilkolinin (ACh) hafizadaki

uyarici etkisiyle ve asetil kolinin sentezinden sorumlu enzim kolin asetiltrasferazin
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hastalikta belirgin bir azalmaya neden olmasi hastaligin kolinerjik oldugunun
diistiniilmesine yol agmuistir.

Son zamanlarda, Alzheimer hastalarinda asetil kolin seviyelerinin azalmasin
onlemek i¢in onaylanmis tek tedavi yontemi asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorlerin
kullanilmast olmustur. AChE asetil kolini parcalayan bir enzimdir ancak amiloid -
peptid olusumunu hizlandirdig1 gozlenmistir. Alzheimer hastaliginda {istlendigi bu ¢ifte
rol, yeni AChE inhibitdrlerini arastirmayi su anki tedavilerin mevcut yan etkileri
yiiziinden daha gerekli hale getirmektedir.

Asetilkolinesteraz inhibitdrleri (AChE) Alzheimer hastalifinin tedavisi ile
yakindan iligkilidir. Malesef, insan omrii uzadik¢a Alzheimer hastaligi ile daha sik
karsilagilmakta bu da yeni anti-Alzheimer ilaglarinin bulunmasin1 daha gerekli hale

getirmektedir.

2.6. Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar, aromatik bitkilerden veya bitkisel droglardan elde edilen, bitkiler
aleminde yaygin olarak bulunan, kendine has koku, tat, renk ve goriiniimlerinin yan1
sira ugucu 6zellige sahip, oda sicakliginda sivi halde olan fakat bazen donabilen yagimsi
karisgimlardir (Tanker vd., 1976; Baytop 1983). Acikta birakildiginda, oda sicakliginda
bile buharlasabildiklerinden “ucucu yag”, “eterik yag”, “esans” gibi adlar verilen bu
yaglarda terpenik hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevlerinin yani sira organik
asitler, alkoller, fenoller ve ketonlar da bulunabilmektedir (Tanker vd., 1976; Baytop
1983).

Ugucu yag tasityan bitkiler, daha ¢ok sicak iklim bdlgelerinde yetismektedir.
Akdeniz bolgesi ucucu yag tasiyan bitkiler agisindan en zengin bolgelerden biridir.
Ucgucu yaglar bitkinin herhangi bir organinda (salgi tiiylerinde, salgi ceplerinde, salgi
kanallarinda ve salgt hiicrelerinde) bulunabilmektedir. Ucgucu yagin bitkide
protoplazmada bulundugu ya da hiicre duvarinin re¢inemsi tabakasinin bozunmasi ile
meydana geldigi ileri siirtilmektedir (Tanker vd., 1990).

Ugucu yaglar bitkinin herhangi bir organinda bulundugu gibi familyaya gore bazi
organlarda, Ornegin salgi tiiylerinde, salgi ceplerinde, salgi kanallarinda veya salgi
hiicrelerinde de bulunabilmektedir. Ugucu yaglarin bitkide protoplazmada bulundugu ya

da hiicre duvarinin reginemsi tabakasinin bozunmasi ile meydana geldigi ileri
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stiriilmekle birlikte, glikozitlerin hidrolizi ile olustuklar1 kesinlik kazanmistir (Tetik,
1996).

Ugucu yaglarin bitkilerde biyolojik bir olaya katilmadigi, bitkinin yaralanmasi
sirasinda yaprak ve cicekleri korudugu, boceklere karsi cekici 6zellik gosterdigi ve
cigeklerin tozlagmasina yardimci oldugu sanilmaktadir (Tyler vd., 1988; Ewans, 1989).

Ucgucu yaglar, petrol eteri, benzen, eter, etanol gibi organik ¢oziiclilerin ¢ogunda
¢oziiniirler. Ugucu yagin belli derecedeki etanol de ¢oziiniirliik orani saflik kontroliinde
yardimct olur. Kirilma indisleri yiiksek olup c¢ogunlukla optikce aktiftirler. Spesifik
cevirmeleri ugucu yagi tanimaya yardimei olur. Ayrica kirilma indisi ve polarize 1s181
cevirme derecesindeki farkliliklar ugucu yagin safligimin bozulmus oldugunu gosterir
(Tanker vd., 1976).

Ugucu yaglart sabit yaglardan ayiran en dnemli 6zelliklerden biri sulu etanol de
¢oziinebilmesidir. Ugucu yaglar, su buhari ile siiriiklenebilirler ve slizge¢ kagidi
tizerinde leke birakmazlar. Sabit yaglar ise su buhari ile siirliklenmezler ve slizgeg
kagid1 iizerinde yagl bir leke birakirlar. Bu 6zellik ugucu yaglari sabit yaglardan ayirir
(Tanker vd., 1990; Duru, 1993).

Ucgucu yag tagtyan droglarin bir kismi, halk ilact olarak kullanilirken bir kismi ise
eczacilikta ham drog olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok ham drog’da toz haline getirilerek
baharat olarak tiiketilmektedir. Fakat, ilagc hammaddesi olarak daha cok bitkiden elde
edilen ugucu yag kullanilmaktadir. Hemen hemen biitiin ugucu yaglar antiseptik ve
bazilar1 da antibiyotik etkiye sahiptir. Bu arada bir¢ok ugucu yagin ise toksik etki
gosterdigi bilinmektedir ( Baytop, 1997; Adams, 1989). Ucucu yaglarin biiytik bir kismi
parfiimeride koku maddesi olarak kullanilirken, biiyiik bir kism1 da gida sanayinde
aroma verici olarak kullanilmaktadir (Tanker, 1990).

Tiirkiye ozellikle ugucu yag igeren bitkiler bakimindan ¢ok zengin bir floraya
sahip bulunmaktadir. Ancak giil disinda hemen hemen higbir ugucu yag bitkisinin

biiylik bir tiretim alan1 bulunmamaktadir (Tanker, 1976; Ceylan, 1997).

2.6.1. Ucgucu Yaglarin Biyolojik Aktiviteleri

Ugucu yaglar, farkli bilesenleri iceren kompleks karisimlar olduklarindan
biyolojik etkileri yoniinden farklilik gdstermektedir. Etki dereceleri igerdikleri etken
maddenin ozelligine bagli olarak degisiklik gosteren pek c¢ok ugucu yagin,

antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu belirtilmektedir (Bagc1 ve Digrak, 1997). Etken
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maddelere gore etkileri degismekle birlikte pek c¢ok ucucu yag; antimikrobiyal,
karminatif, koloretik, sedatif, ditliretik, antispazmodik gibi etkilere sahiptir (Maksimovi¢
vd., 2005).

Akgiil ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada nane, kimyon, rezene ve
defne ucucu yaglarinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis’1 engelledigi belirtilmistir (Akgiil, 1989).

Leal-Cardoso ve Fonteles tarafindan bitkilerin ugucu yaglarinin antimikrobiyal
etkileri lizerinde genis bir arastirma yapilmistir. Calismada ugucu yaglarin farmakolojik
ve terapatik etkileri incelenmis, oOzellikle kas kontraksiyonunda ugucu yaglarin
etkilerinin oldugu belirtilmistir (Leal-Cardoso ve Fonteles, 1999).

Tepe ve arkadaslart tarafindan Salvia cryptantha ve Salvia multicaulis
bitkilerinin ugucu yag ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri calisilmigtir. Agar jel difiizyon ve disk diflizyon metodlar1 kullanilarak
minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) hesaplanmistir. Her iki bitki ugucu
yagininda antimikrobiyal aktivitesinin yliksek olusu, yagin major bilesenlerini olusturan
okaliptol (1,8-sineol), borneol, kamfor, karyofilen ve a-pinen ile agiklanmistir (Tepe,
2004). Baska bir ¢alismada ise Salvia tomentosa tliriiniin antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitesi aragtirilmistir. Ugucu yagin yapisinda f-pinen, a-pinen, kamfor ve borneol
major bilesenler olarak tespit edilmistir. Antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerin bu
bilesenlerin yiizdelerinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi sanilmaktadir (Tepe, 2005).

Baser ve arkadaglari tarafindan cesitli lokalitelerden toplanan Satureja
wiedemanniana ugucu yaglarinin antibakteriyel aktivitelerinde karvakrol ve timol’lin
patojen mikroorganizmalarin inhibisyonu agisindan giiclii bir etkisinin olabilecegini
rapor edilmistir (Baser, 2001).

Al-Howiriny tarafindan, Salvia lanigera bitkisinin ugucu yagi ekstrakte edilmis
ve bu ekstraksiyonun Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis ve Proteus mirabilis
mikroorganizmalarina karsi oldukga iyi inhibisyon etkisi gosterdigi ancak Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa 'nin bu ugucu yaga diren¢li oldugu rapor edilmistir
(Al-Howiriny, 2003).

Helicobacter pylori, gastrik mukozada kolonize olan gram negatif, sarmal
sekilli, mikroaerofilik bir bakteridir (Warren, 1983). Insanlarda gastroduodenal
hastaliklarindan sorumlu en 6nemli patojenlerden birisidir. Gastroduodenal hastaliklar

gelistiren H. pylori’nin yok edilmesinde antibiyotiklerin kullanilmasi, bu antibiyotiklere
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karst hizli bir sekilde direnglilik kazanmalarina yol a¢gmistir. Ohno ve arkadaslari
tarafindan in vitro ve in vivo denenen bazi ucucu yaglarin etkisi arastirilmis, in vitro
olarak yaglar %1°lik konsantrasyonda kullanildiginda H. pylori’nin ¢ogalmasin
tamamen inhibe ettigi bulunmustur. Bu calisma ile H. pylori’ye karsi direnglilik
gelisimini 6nlemede ugucu yaglarin kullanilabilecegi, yeni ve giivenli bir anti-H. pylori
ajan olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Ohno vd., 2003).

Ucucu yaglarin antibakteriyel ve antifungal ozelliklerinden bagka antiviral
aktivite gosterdigi de ayrica rapor edilmistir. Bammi ve arkadagslar tarafindan, bes ayr
ucucu yag ile bir ¢aligma yapilmis ve bu ugucu yaglarin Epstein-Barr virlisii (EBV)

tizerinde etki gosterdigi tespit edilmistir (Bammi vd., 1997).

Nostro ve arkadaslar tarafindan bazi bitki ekstraktlarinin Gram (+), Gram (-)
bakteriler ile mantar tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkili oldugu tespit edilmistir. Disk
difiizyon metodu kullanilarak yapilan bu ¢alismada, antimikrobiyal aktivitenin Gram
pozitif bakteri ve mantar tlirlerine kars1 Gram negatif bakterilerden daha etkili oldugu

rapor edilmistir (Nostro vd., 2000).

Kivrak ve arkadaslar tarafindan Salvia potentillifolia bitkisinin ugucu yag ve
etanol ekstresinin antikolinesteraz, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri
calisilmistir. Bitki ucucu yaginin antikolinesteraz ve antimikrobiyal aktivitesinin yiiksek

olusu, yagin major bileseni olan a-pinen ile agiklanmistir (Kivrak vd., 2009).

2.6.2. Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ugucu yaglar genellikle bitkinin ucucu yag1 tasiyan kisimlarindan elde edilir.
Esans yaglar1 bitkinin tomurcuklarindan, ¢i¢eklerinden, yapraklarindan, gévdesinden,
dallarindan ve koklerinden elde edilebilir. Uygulanacak yontem bitkinin 1s1ya
dayanikliligina, ucucu yagin miktarina, suda ¢oziiniip ¢éziinmemesine ve bilesenlerine
bagl olarak secilir (Hill, 1952).

Calisgmamizda bu yontemlerden su destilasyonu (hidrodestilasyon), yontemi

kullanilmustir.
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Ucgucu yag elde etmede uygulanan yontemler baglica 3 grupta toplanir.

e Destilasyon Yontemi
e Mekanik Yontem

e Tiiketme YOntemi

2.6.2.1. Destilasyon Yontemi

Organik bilesikler i¢in ayirma ve saflastirma yoOntemlerinden en Onemlisi
destilasyondur. Sabit basing altinda kaynatilan bir sivi karisim {izerinde olusan buharin
sogutucudan gecirilerek yogunlastirildigi her isleme genel olarak “destilasyon” ya da
“damitma” denir (Sarikaya, 1997).

Ugucu yaglarin ¢ogunun kaynama noktasi suyun kaynama noktasindan yiiksek
olmasina ragmen boyle iki fazli bir s1v1 sisteminde kaynama derecesi, ayri ayr1 her iki
stvinin kaynama derecelerinden daima daha kiiciik olacaktir. Bdylece ugucu yaglar

destilasyon ydntemiyle bozunmaya ugramadan destile edilebilmektedir (Izgii, 1973).

Destilasyon Yontemi ile ugucu yag eldesinde su yontemler uygulanir.
e Su Destilasyonu
e Su-Buhar Destilasyonu
e Su Buhari1 Destilasyonu
e Kuru Destilasyon

e Maserasyon ile Destilasyon

2.6.2.1.1. Su Destilasyonu

Kaynatilma ile bozulmayan bitkisel materyallere uygulanmakta ve bitkisel
droglardan ugucu yag ve aromatik su eldesinde kullanilmaktadir. Hemen hemen biitiin
ucucu yaglarin kaynama noktalart1 suyun kaynama noktasindan yiiksektir. Bunun
yaninda ugucu yaglar kimyasal yapilar1 geregi kaynama noktalarindan ¢ok daha diisiik
sicakliklarda su buhari ile siiriikklenebilmektedir (Tyler vd.,1988; Ewans, 1989; Kahol,
1990).

Bu islem i¢in taze drog kullanilir. Materyal destilasyon cihazina yerlestirildikten
sonra materyalin {izerini Ortecek kadar su ilave edilir. Distan 1sitilan sistemde

buharlasan su ve yag sogutucudan gecerek yogunlasir ve toplama kabina gelir. Biitiin
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ucucu kisimlar toplanana kadar destilasyona devam edilir. Toplama kabinda ise yag ve
su yogunluk farki esasina dayanilarak ayrilmaktadir.

Bu yontemle ugucu yag eldesi sirasinda etken madde bitki membranlarindan
sicak su ile difiizlenmektedir. Fakat bu islem sirasinda ugucu yagdaki bazi bilesenler
hidroliz olabilecegi gibi 1s1 etkisi ile yagda bozulmada olabilmektedir (Guenther, 1972;
Kahol, 1990).

2.6.2.1.2. Su-buhar Destilasyonu

Su buhar destilasyonu, su destilasyonu yontemine nazaran daha ¢ok tercih edilen
bir yontemdir. Su buhar destilasyonunda, bitkisel materyal suyun hemen iistiinde yer
alan bir 1zgara lizerine yerlestirilmistir. Bu durumun dezavantaji kazan hacmini
kiictiltmesidir. Ancak bu metot ile elde edilen yagin kalitesi yiikselmektedir. Su buhar
destilasyonunda, bitkisel materyal kazanin altinda bulunan 1s1 kaynag: ile dogrudan
temas edemez. Bununla beraber kazanin cidarlar1 1s1y1 iyi iletir ve kazanin kenarina
degen bitkisel materyalde sicaklik nedeniyle bozunma meydana gelebilir. Bu islemin
dezavantaji kullanilan buhar 1slak oldugu i¢in bitkisel materyal tamamen 1slanir ve bu
durum destilasyon hizinin yavaglamasina neden olur. Ayrica kazanin alt kisminda suyun
toplanmas1 geri dongliye neden olur. BoOylece kazanin alt kisminda suyun stirekli
kaynamasi ve yogunlasmasi bitkisel materyalin i¢cinden buharin ge¢gmesine engel olur ve
ucucu yag bilesiklerinin bir kismini1 ¢ozer. Riflaks (geri ¢evirme) kontroliinii saglayan

bir cihaz yerlestirilirse bunun 6niine gegmek miimkiindiir ( Lawrence, 1995).

2.6.2.1.3. Su buhari Destilasyonu

Bu yontemde diger yontemlerin aksine bitkisel materyal ile temas eden 1s1 100
°C den daha yiiksek degildir. Bu yontem, destilasyon kazaninin diginda bulunan bir
jeneratorde iiretilen buharin kazanin igine yerlestirilmis olan bitkinin i¢inden
gecirilmesiyle uygulanir. Bitkisel materyal buhar girisinin iizerinde yer alan izgara
tizerine yerlestirilir. Buhar kazaninin disarida olmasi buhar hizinin  kontrol
edilebilmesini saglar. Su buhari destilasyonu yonteminde sicaklik 100 °C’ yi gegmedigi
icin bitkinin sicaklikla zarar goérmesi engellenmis olur. Ugucu yag iiretiminde en ¢ok

tercih edilen islemdir (Thapa, 1989; Curtis ve Williams, 1994; Lawrence, 1995).
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2.6.2.1.4. Kuru Destilasyon

Kuru destilasyon (pargalayici destilasyon) da bitkinin ¢esitli kisimlar1 (govde,
kabuk, dal gibi) dogrudan kuru bir sekilde i1siya maruz birakildiginda bitki i¢inde
bulunan ugucu maddeler kismen olduklari sekilde, kismense pargalanarak distile olurlar.
Hi¢ ucucu olmayan maddelerde parcalanarak uc¢ucu maddeler haline gelip distile
olurlar. Kuru destilasyon islemi 6zel destilasyon aparatlarinda yapilir. Aga¢, odun ve
dallar kurumaya birakilir, pargalara bdoliindiikten sonra kazanlara doldurulup distile
edilir. Destilasyonla gecen kisimlar su ile sogutulan kondansatdrlerde yogunlasirlar.
Cesitli kodekslerde bu sekilde elde edilmis preparatlar vardir. Bunlara katran adi verilir,

kayin agaci katrani ve ardi¢ katran1 6rnek olarak verilebilir (Yal¢indag, 1965).

2.6.2.1.5. Maserasyon ile Destilasyon

Bazi bitkilerden ugucu bilesenlerin eldesinde giicliiklerle karsilasilmaktadir. Bu
giicliikler ugucu bilesenlerin yapisindan kaynaklanmaktadir. Glikozit yapisinda ugucu
bilesik iceren bitkiler, icerdikleri ucucu yagin agiga ¢ikmasi i¢in sicak suyun icinde
maserasyona birakilir. Badem cekirdekleri, sogan, sarimsak, hardal tohumu gibi droglar

bu 6zellige sahiptir (Lawrence, 1995).

2.6.2.2. Mekanik Yontem

Bazi droglardan destilasyon yontemi ile ugucu yag elde edilmek istendiginde bu
droglardaki ugucu yag bozunmaktadir. Bu durumda bir kissm droga bu yodntem
uygulanir. Presleme yontemiyle elde edilen yaglar genellikle berrak degildir. Bu
ekstreleri berraklastirmak icin siizme, santrifiij, alkol ile seyreltme (fermantasyonu

engellemek i¢in), 1sitma (albuminleri ¢oktiirmek icin) gibi islemler uygulanir.

2.6.2.3. Ekstraksiyon (Tiiketme) Yontemi

Bazi bitkilerin esanslar1 su buhariyla bozunabilir veya bazi bitkilerin ugucu yagi
cok az oldugundan esanslarini destilasyonla c¢ikarmak giictiir. Bu gibi hallerde
ekstraksiyon metodu kullanilir. Bu metot ucucu yag uygun ¢oziiciiler yardimiyla
bitkiden alinir. Coziicliye gegen esans destilasyon yolu ile ¢oziicliden ayrilir. Tiiketme

islemi benzen, petrol eteri, hekzan gibi organik coziiciilerle yapilabildigi gibi sabit
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yaglarla da yapilabilmektedir. Tiikketme yOnteminin en belirgin {stiinligli islem

sirasinda sicakligin belli derecede sabit tutulabilmesidir.

2.7. Terpenler

Terpenler degisik yapisal 6zellikleri olan ve yaygin olarak bulunan genis bir
dogal bilesik smifidir. Terpenler bitki dokularinda genellikle serbest olarak, bazilari
glikozitleri ya da organik asit esterleri halinde, bazilar1 da proteinlerle birlesmis olarak
bulunurlar. 10 ya da 15 karbonlu olan terpenler bitkilerden su buhar distilasyonu ile,

daha fazla karbonlu olanlar ekstraksiyon yontemleri ile ayrilirlar.

2.7.1. Olusumlar
Terpenlerin ana iskeleti bes karbonlu izopren birimlerinden olusur. Yapisinda
izopren birimi bulunan bilesiklere izoprene benzeyen anlamina gelen izoprenoit ismi

verilmistir.
CHj3

CHy=——=CH—C==CH,

Izopren

[zopren birimini olusturan mevalonik asitin baslangi¢ maddesi asetil koenzim

A’drr.

HO,, , CHs

COOH  CH,OH

Mevalonik Asit

Mevalonik asitin 2 molekiill ATP (adenozintrifosfat) ile fosforlanmasi sonucu

mevalonik asit-5-pirofosfat olusur.
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2 ATP

\j

COOH CH,OH COOH CH,O0——PP

Sekil 2-3: Mevalonik Asit-5-Pirofosfat Olusumu

Mevalonik asit-5-pirofosfatin tersiyer OH grubunun fosforlanmasindan sonra

dekarboksilasyon ile izopentil pirofosfat olusur.

HO,,  pCHs
—_—
COOH  CH,0——FPP HO—C CH,0——FPP

izopentil Pirofosfat

Sekil 2-4: izopentil Pirofosfat Olusumu

[zopentil pirofosfatin enzim ile izomerizasyonu sonucu dimetilallil ester olusur.

—_— .
—_—
oPP AOPP

Az-Ipp A} -Ipp

Sekil 2-5: izopentil Pirofosfatin izomerizasyonu
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Bu iki izomerin kondenzasyonu geranil pirofosfati olusturur. Bu madde

monoterpenleri verir.

3

CH OPP
)\) " > L iy
\ )\/\)\/\
HyC H,C OPP e N ~ oPP

H J

Geranil pirofosfat

Sekil 2-6: Geranil Pirofosfatin Olusumu

Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu farnesil pirofosfati

olusturur. Bu madde seskiterpenlerin ge¢is bilesigidir.

QOPP

|
Xt ‘—H\ N
/

| CH,OPP
CH,OPP

Sekil 2-7: Farnesil Pirofosfatin Olusumu

Bu maddenin tekrar izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu geranil-geranil

pirofosfat1 verir. Geranil-geranil pirofosfat diterpenleri ve karotenoitleri olusturur.
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Sekil 2-8: Geranil-Geranil Pirofosfat Olusumu

Izopentil, geranil ve farnesil pirofosfat molekiillerinin birbirleriyle degisik
kondenzasyonlar1 sonucu daha yiiksek yapili terpenler olusur. Ornegin; triterpenler iki
farnesil pirofosfatin, karotenoitler ise iki geranil-geranil pirofosfatin kondenzasyonuyla

olugmaktadir. Terpenlerin olusumu Sekil 2-8 ‘de gosterilmistir.

Asetil Co A
Mevalonat

A%-IPP, A>-1PP

Geranil - PP (C-10) Monoterpenler

A3-IPP
Seskiterpenler

Farnesil - PP (C-15) / Steroitler
Skualen
\ Triterpenler

A3-IPP

Diterpenler

Y
Geranil-geranil - PP (C-20)

Karotenoitler

Sekil 2-9: Terpenlerin Olusumu
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2.7.2. Terpenlerin Siniflandirilmasi

Terpenlerin ana iskeletleri 5 karbonlu izopren (2-metil-1,3-butadien)
molekiillerinden olustugundan siniflandirilmalart izopren birimlerinin sayisina gore
yapilir. Ruzicka tarafindan ortaya atilmis olan “Izopren Kuralina” gére biitiin
terpenlerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha fazlasinin birlesmesiyle

olusmustur (Boiteau vd., 1964).

Tablo 2-4: Terpenlerin Simiflandirilmasi

izopren Sayisi Sinifi C Sayisi
1 Hemiterpenler 5C
2 Monoterpenler 10C
3 Seskiterpenler 15C
4 Diterpenler 20C
5 Sesterterpenler 25C
6 Triterpenler 30C
8 Tetraterpenler (Karotenoitler) 40 C

2.7.2.1. Monoterpenler

Monoterpenler 10 karbonlu olup bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ugucu
bilesiklerdir. iki izopren molekiiliinden meydana gelirler. Trans-geranil pirofosfat, cis-
geranil pirofosfata doniiserek siklik monoterpenlerin biyosentezinde ana bilesen roliini
oynar. Parfiim ve gida maddelerinde koku verici olarak kullanilirlar, bazilar1 antifungal,
antibakteriyal ve antikanser etkiye sahiptirler. Monoterpenler tasidiklari ana iskelete

gore siniflandirilirlar (Devon ve Scott, 1972).



46

Monoterpenler yapilarina gore ii¢ grupta incelenirler;

» Asiklik monoterpenler: Diiz zincirlidirler, ¢ifte bag tasiyabilirler. Optikge
aktiflikleri yapilarinda tagidiklar asimetrik karbon atomundan ileri gelmektedir.

Osimen, Sitral, Sitronellal ve Geraniol 6rnek olarak gosterilebilir.

» Monosiklik monoterpenler: Bir halka ve gifte bag tasirlar. Terpinen, Terpinen-4-

ol, Menton ve Kuminal 6rnek olarak gosterilebilir.

> Bisiklik monoterpenler: iki halka ve cifte bag tasirlar. B-pinen, verbenol,

mirtenol ve kamfor 6rnek olarak verilebilir.

> Trisiklik monoterpenler: Ug halka tasirlar, palasonin ve kantaridin érnek olarak

verilebilir.

2.7.2.2. Seskiterpenler

Seskiterpenler, bir¢cok farkli organizmada rastlanan biiyiik bir madde grubudur.
Bu bilesiklerin cogunun yapisi, kromatografik ve spektroskopik metodlar kullanilarak
son 25 yilda aydinlatilmigtir. Seskiterpenler farnesil pirofosfat’in frans ve cis
izomerlerinden olugmaktadir. Seskiterpenler iskelet yapilarina goére 6 sinifa ayrilirlar

(Devon ve Scott, 1972).

» Asiklik seskiterpenler: Diiz zincirlidirler ve ¢ifte bag tasirlar. Asimetrik karbon
atomlar1 nedeniyle optik¢e aktiftirler. Hidrokarbonlarina farnesen, alkollerine

kaparrapidiol ve aldehitlerine sinensal drnek olarak verilebilir.

» Monosiklik seskiterpenler: Bir halka ve g¢ifte bag tasirlar. Hidrokarbonlarina

Germakren D ketonlarina kurdinon 6rnek olarak verilebilir.

> Bisiklik seskiterpenler: iki halka ve cifte bag tasirlar. Hidrokarbonlarma
laktarofulven, alkollerine guayol, aldehitlerine, laktaroviyolin ornek olarak

verilebilir.
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> Trisiklik seskiterpenler: Uc halka tasirlar. Geranium bourbon ucucu yaginda
bulunan f-burbonen ve Eupatorium serotinum da bulunan a-kubeben bu grubun

iki 6rnegidir.

» Tetrasiklik seskiterpenler: Vetiveria zizanoides ugucu yaginda bulunan
siklokopakamfenol ile Helminthosporium sativum yaginda bulunan siklosativen ve

sativen baslica 0rneklerdendir.

» Azotlu heterosiklik seskiterpenler: Bu gruba 6rnek olarak Dendrobium nobile

(Orchidaceae)’de bulunan dendrobin verilebilir.

2.7.2.3. Diterpenler
Diterpenler, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan, dort izopren molekiiliinden
meydana gelen, cesitli farmakolojik etkilere sahip olan bilesiklerdir. Diterpenler

kimyasal yapilarina gore su sekilde gruplandirilabilir:

» Asiklik diterpenler: Dogada az rastlanan diterpenler olup genellikle deniz
iriinlerinden elde edilmektedir. Yesil algler dogrusal yapidaki asiklik diterpenler
icin bir kaynak olusturmaktadir (Hanson, 1984). Osimen, geraniol, farnesol

tiirevleri ve oksepan diterpenler bunlara ait 6rneklerdir.

» Monosiklik diterpenler: Dogada en ¢ok bulunan ve en 6nemli monosiklik
diterpen A; vitamini ( Retinol ) dir. Retinol bitkilerde bulunmaz, omurgali

hayvan organizmasinda karotenoitlerin ikiye boliinmesi ile olusan bir bilesiktir.

» Bisiklik diterpenler: Labdanlar, klerodan ve neoklerodanlar olmak iizere iki
gruba ayrilir. Labdanlara 6zellikle Compositea ve Lamiaceae familyalarindaki
bitkilerde yaygin olarak rastlanmaktadir. Bunlardan forskolin Coleus forskohlil
bitkisinden izole edilen ve antihipertensif etkisi saptanmig labdan yapisinda
onemli bir bisiklik diterpendir (Hanson, 1986). Klerodanlar ve neoklerodanlar
baslica Teucrium tiirleri olmak tlizere, Ajuga ve Scutellaria tirlerinden de elde
edilen ve insekt antifeedant etki gdsteren bisiklik diterpenlerdir ( Simmonds vd.,

1989). Bisiklik diterpenlere manool ve sclereol 6rnek olarak verilebilir.
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» Trisiklik diterpenler: Baglicasini abietan ve pimaran diterpenler olusturur. Fosil
recgineleri lizerinde yapilan bir ¢alismada biiyiik miktarda abietan yapisindaki
dehidroabietik asiti igerdigi goriilmiistiir. Boylece bu yapilari igeren bilesiklerde
antibakteriyal aktivite calismalari artmig ve bu aktiviteye sahip ¢ok sayida
bilesik izole edilmistir. Ozellikle Salvia tiirleri oksijenli abietanlarin ve onlarin
rearanje iirtinlerini i¢eren zengin bir kaynak teskil etmektedirler (Hanson, 1990).

Trisiklik diterpenlere karnosik asit 6rnek verilebilir.

» Tetrasiklik diterpenler: Bu gruba pek ¢ok degisik diterpen dahildir. Cin halk
tibbinda ¢ok genis bir kullanimi olan Rabdosia (Lamiaceae) cinsinden ¢ok
saylda kauren yapisinda bilesik izole edilmistir (Geissman ve Crout, 1969).

Tetrasiklik diterpenlere stachen ve beyerol 6rnek olarak verilebilir.

» Makrosiklik diterpenler: Makrosiklik diterpenler sembran, jatrofan, dafnan,
ingenan, taksan, fuzikokan, latiran olarak yedi sinifa ayrilmiglardir. Tiitiin
yaprak ve ciceklerinden ¢ok sayida sembran yapisinda makrosiklik diterpen elde
edilmistir. Euphorbia tiirlerinden jatrofan ve ingenan yapisinda bilesikler izole
edilmistir. Bu cins 6nemli biyolojik aktiviteler gosteren makrosiklik diterpenler
yoniinden zengin bir kaynak olusturmaktadir. Ornegin E. kamerunica
bitkisinden elde edilen ingenan yapisindaki ingol esterlerinin sitotoksik etkileri

saptanmistir (Hanson, 1988).

» Farkli yapida diterpenler: Genelde ¢ok yaygin olmayan ancak deniz

organizmalarinda biiyiik miktarlarda bulunan yapilardir.

» Sesterpenler: C25 yapisina sahip diterpenlerdir. Bu grubun en 6nemli {iyesi

Zizamin B ve ophiyobolan’dir.
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2.8. Calismanin Amaci

Serbest radikal tiirleri yaslanmay1 hizlandirmakta ve néronal hasar yapmaktadir
(Sastre vd., 2000). Canllar da biyokimyasal mekanizmalar sonucu olusan serbest
radikaller, cogu zaman lipid oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre Sliimlerine
neden olmaktadir. Antioksidan bir madde bu oksidasyonun c¢esitli asamalarinda
koruyucu oOzellige sahip maddelerdir. Bu tiir maddeler, olusan serbest radikalleri ya
dogrudan temizleyerek ya da bu tiirlere elektron veya hidrojen aktarimi yaparak etkisiz

hale getirir.

Alzheimer hastaligi’nin sebebi tam olarak aydinlatilamamasina ragmen,
asetilkolin (ACh) seviyesinin azalmasi hastalik ile iliskilendirilmektedir (Grossberg,
2003; Nordberg ve Svensson, 1998; Atta-ur-Rahman ve Choudhary, 2001). Bu nedenle
Alzheimer hastalarinda asetil kolin seviyelerinin azalmasini 6nlemeye dayali ilaglar
gelistirilmistir. Diger taraftan oksidatif strese sebep olan asir1 miktardaki serbest radikal
tiirleri Alzheimer hastaliini da igeren pek ¢ok hastaligin patolojisi ile yakindan ilgilidir

(Soholm, 1998).

Salvia tirleri halk arasinda gaz soktiiriicli, bogaz ve burun hastaliklarinda
antiseptik, kuvvet verici, uyarici, idrar soktiiriicii ve midevi olarak kullanilmaktadir
(Baytop, 1999). Ulkemizde yetisen ve endemik &zellik tasiyan Salvia tiirlerinin
yayginligi, bu tiirlerin folkrolik kullanim alanmin genisligi, lizerine ¢alisma yapilan
diger Salvia tirlerinin gosterdikleri tibbi aktiviteler ve lilkemize endemik olarak
bulunan Salvia chionantha iizerinde kimyasal icerikli bir arastirmanin olmamasi bizi bu
calismaya sevk etmistir.

Bu arastirmayla, S. chionantha tiiriiniin ugucu bilesenlerin GC ve GC-MS ile
yapilart aydinlatilacak ve % miktarlar1 belirlenecektir. S. chionantha’nin hem ugucu
yagl hem de ekstrelerinin Ellman metoduna gore antikolinesteraz aktivitesi ve -
karoten-linoleik asit ile DPPH radikal giderim aktivitesi yontemleri kullanilarak
antioksidan aktivitesi belirlenecektir. Buna ilaveten ekstrelerde aktiviteden sorumlu
oldugu diisiiniilen fenolik bilesenlerin ve flavonoidlerin miktarlar1 spektroskopik

yontemlerle belirlenmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Salvia chionantha Boiss. bitkisi Burdur-Sogiit ilgesi, sogiit yolu 15-17. km’de 15
Temmuz 2007°de Yrd.Do¢.Dr. Mehmet Emin Duru ve Uzman Ibrahim Kivrak
tarafindan ¢igeklenme doneminde herbaryum hazirlama kosullar1 dikkate alinarak
toplandi. Herbaryum o6rnegi Mugla Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya

boliimiinde TSP1002 herbaryum numarasi ile saklanmaktadir.

Uzerine ¢alistigim S.chionantha bitkisi Canakkale 18 Mart Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boéliimiinde Dr. Ersin Karabacak tarafindan teshis

edilmistir.

3.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1. Kimyasal Maddeler

B-karoten, linoleik asit, 5,5’-ditthiobis(2-nitro-benzoik asit) (DTNB), asetilkolin
iyodiir (Acl), biitirilkolin iyodiir (Bul), elektrik baligindan asetilkolinesteraz [AChE,
Type-VI-S, EC 3.1.1.7, 425.84 U/mg], at serumundan biitirilkolinesteraz [BChE, EC
3.1.1.8, 11.4 U/mg], kersetin ve a-tokoferol sigma kimyasaldan; 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH), Folin Ciocalteu Reaktifi ve Biitillenmis Hidroksi Anisol (BHA)
fluka kimyasaldan; Tween-40 [polioksietilen sorbitan monopalmitat], sodyum karbonat,
aliminyum nitrat, potasyum asetat, sodyum dihidrojen fosfat, pirokatekol, kloroform ve
kullanilan tiim ¢o6ziicliler Merck’den temin edildi. Kullanilan diger kimyasallar ve

¢Oziicliler analitik safliktadir.

3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.2.1. B-Karoten Renk Ac¢ilimi Yonteminde Kullanilan Cozelti

o [-Karoten reaktifinin hazirlanmasi: 0,2 mg p-Karoten 1 mL kloroformda

coziilerek bir balona aktarildi. Uzerine 200 mg Tween—40 ve 20 uL lineloik
asitten ilave edip karistirildi. Vakum altinda kloroform ugurulduktan sonra
lizerine daha Onceden oksijen ile doyurulmus 50 mL su ilave edildi ve

kuvvetlice ¢alkalandi.
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3.2.2.2. DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozelti
e 0.1 mM DPPH c¢oézeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil

alkolde ¢oziildii.

3.2.2.3. Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

3.2.2.3.1. Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayininde kullanilan Cozeltiler
e % 2’lik Sodyum Karbonat Cozeltisinin Hazirlanmasi: 2 g Na,COs 100 mL’lik

balon jojeye konuldu. Uzerine bir miktar saf su konularak ¢dziildii ve daha sonra

hacme tamamlandi.

3.2.2.3.2. Toplam Flavonoid Bilesik Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler
e % 10’luk Alliminyum nitrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 17,6 g Al(NOs3);.9H,0

100 mL’lik balon jojeye konuldu. Bir miktar saf su ile ¢oziilerek hacme

tamamlandi.

e 1 M Potasyum Asetat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 9,615 g CH;COOK 100 mL’lik

balon jojeye konuldu. Bir miktar saf su ile ¢oziilerek hacme tamamlandi.

3.2.2.4. Antikolinesteraz Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
e Fosfat tamponu hazirlanmasi: 8,89 g Na,HPO4.2H,O tartildi. Bir miktar saf su
ile ¢oziildii hacmi 500 mL’ye tamamlandi. 1,56 g NaH,PO4.2H,0O 100 mL’lik

balon jojeye konuldu. Bir miktar saf su ile ¢dziilerek hacme tamamlandi.

e pH=8 tamponu hazirlanmasi: Fosfat tamponu i¢in hazirlanan Na,HPO4’den 94,7

mL, NaH,PO4’den de 5,3 ml alindi. pH metre ile pH kontrol edildi ve 200

mL’ye seyreltildi.

e pH=7 tamponu hazirlanmasi: NaH,POs’den 39 mL, Na,HPOs’den de 61 mL

alind1 ve pH metre ile pH kontrol edilerek 200 mL ye seyreltildi.

e DTNB c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 16 mg DTNB pH=7 tamponunda ¢d6ziildi. 7,5

mg NaHCO; ImL pH=7 tamponunda ¢oziildii. ikisi karistirildi ve 4 mL’ye
pH=7 tamponuyla seyreltildi.



52

Acl (Asetilkolin iyodiir) Hazirlanmasi: 16 mg Acl tartildi ve 4 mL deiyonize

suda ¢ozildii.

Bul (Biitirilkolin iyodiir) Hazirlanmasi: 4 mg Bul tartildi ve 4 mL deiyonize

suda ¢ozildii.

3.3. Aletler ve Diger Gerecler

Doner Buharlastirict (Rotary evaparator)

Gaz Kromotografisi (GC) cihazi (Shimadzu GC-17 AAF, V3, 230V LV)
Gaz Kromotografisi-Kiitle spektroskopisi cihazi (GC/MS) (Varian 2100)
Abbe refraktometrisi

Polarimetri

Clevenger Aparat1 (Amerikan Farmokopisine Gore)

Otomatik Pipetler (2-20 uL, 10-100uL, 20-200uL, 100-1000uL, 1-5mL)
Azot ve Oksijen Tiipleri

Spektrofotometre ( DR-2800)

96-kuyucuklu mikroplate okuyucu (SpectraMax PC340, Molecular Devices,
USA).

3.4. Ucucu Yag ve Ekstrelerin Hazirlanmasi

3.4.1. Ucucu Yagin Hazirlanmasi

Kurutularak analize hazir hale getirilmis S. chionantha bitkisi Clevenger tipi

aparat kullanilarak yaklasik ii¢ saat su ile kaynatildi. Elde edilen ugucu yag susuz

sodyum siilfat ile kurutuldu ve analiz edilinceye kadar +4 °C de sogutucuda sakland.

3.4.2. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Golgede kurutularak analize hazir hale getirilmis S. chionantha bitkisinin toprak

iistii kisimlar1 soxhlet aparati kullanilarak artan polaritedeki g¢oziiciilerle sirasiyla n-

hekzan, diklormetan, etilasetat ve metanol ile renkleri agilana kadar (yaklasik 4-6 saat)
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ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrelerin c¢oziiciileri doner buharlastirict kullanilarak

uzaklastirildi ve analiz edilinceye kadar sogutucuda saklandi.

3.5. Ucucu Yag Uzerine Yapilan Analitik Cahsmalar

3.5.1. Yogunluk Tayini
Yogunluk tayini i¢cin 1 mL’lik hassas ayarli kap kullanildi. Kap 6nce bos, sonra
destile su ve daha sonrada yag numunesi ile doldurularak tartildi ve yogunluk asagidaki

formiile gore hesaplandi.

PR .
b —
Burada; a: Bos kabin tartimi (g)

b: Su ile dolu kabin tartimi (g)

c: Yag ile dolu kabin tartimi (g)

3.5.2. Kirllma indisi
Elde edilen ucgucu yagin kirilma indisi Abbe Refraktometrisi’nden dogrudan

20°C de okundu.

3.5.3. Optik Cevirme

Ucgucu yagin optik c¢evirme agist polarimetre ile yapildi. Bu amagla 0.2 mL
ucucu yagm 25 mL.lik bir balonda CH,Cl, (diklormetan) ile ¢dzeltisi hazirlandi. 2
dm’lik polarimetre tiipiinde sodyum lambasi altinda « degeri okundu ve yagin ¢evirme

acis1 asagidaki formiilii gore hesaplandi.

a .100
[a]’=

1.C.d
Burada « : cihazin gosterdigi ¢evirme agisi
1 : Polarimetre Tiipliniin Uzunlugu (dm)

C : Konsantrasyonu(g/100mL)

d : Yogunluk (g/mL)
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3.5.4. Gaz Kromotografi (GC) Analizi

S. chionontha bitkisinden hidrodestilasyon yontemi ile elde ettigimiz ugucu yag
bilesenleri Shimadzu GC-17A marka gaz kromatografisi kullanilarak analiz edildi.
Ucgucu yag bilesenlerinin % miktarlar1 yagin Gaz Kromatogrami kullanilarak GC
Solution programu ile hesaplandi. Ayrica bilesenlerin alikonulma stireleri géz Oniine
almarak ve Kovats indeks degerleri hesaplanarak karakterizasyon desteklendi. Buna
ilave olarak ayni sartlarda referans maddeler kolonda vyiiriitildii ve alikonulma
zamanlari ile ugucu yag bilesenleri karsilastirildi. Referans olarak kullanilan bilesiklerle

ucucu yag aym kosullarda yiiriitillerek pik c¢akistirma yontemi ile bazi bilesenlerin

yapilart aydinlatildi.
GC Analiz Sartlan
Kolon : DB-1 kapiler kolon (0.25id x 30 m)
Dedektor : FID
Tastyic1 Gaz : He
Yakic1 Gazlar . Yiiksek saflikta (9%99.999) kuru hava ve hidrojen

Enjeksiyon sicakligi : 250°C

Kolon sicakligi : Firin sicakligi 60°C de 5 dakika bekletildi. Daha sonra 230°C
ye 4°C/dk hizla ¢ikarildi ve 230°C’de 15 dakika bekletildi

Dedektor sicakhigin @ 270°C

Split orant 1 1:20

Enjeksiyon miktart : 0.2uL

3.5.5. Gaz Kromotografisi- Kiitle Spektroskopisi (GC/MS) Analizi

S. chionantha’nin ugucu yag bilesenlerinin karekterizasyonu i¢in Varian 2100
GC-MS cihazi kullanildi. Bilesenlerin aydinlatilmasinda Nist 2005 kiitiiphane verileri
ve “Eight Peak Index of Mass Spectra”, “Monoterpenes” ve “Idendification of Essential
Oils by Ion Trap Mass Spectroscopy” adli spektrofotometre atlaslar1 kullanildi. Ayrica
bilesenlerin alikonulma stireleri goz Oniline alinarak ve kovats indeks degerleri
hesaplanarak karakterizasyon desteklendi. Buna ilave olarak ayni sartlarda standart
maddeler kolonda yiiriitiildi ve alikonulma zamanlar1 ile ucucu yag bilesenleri

karsilagtirildi.
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GC-MS Analiz Sartlan

Kolon : DB-1 kapiler kolon (30 m x 0.25mm, 0.25um)
Tastyic1 Gaz : He
Enjeksiyon sicakligi 1 250°C

Firin sicakhigi 60°C de 5 dakika bekletildi. 230°C” ye 4°C/dk

Kolon sicakligi :
hizla ¢ikarild1 ve 230°C’de 15 dakika bekletildi.

Split Oran1 : 1:50

Iyon Kaynagi sicakligi @ 150 °C

Elektron enerjisi 170 eV
Kiitle araligi 1 28-450 m/z
Scan aralig1 : 0.01
Enjeksiyon miktar1 1 0.2uL

3.6. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

3.6.1. p-Karoten Renk A¢ilimi Yontemi

Toplam antioksidan aktivite S-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlendi (Miller,
1971). 2000 ppm konsantrasyonundaki 1mL’lik 6rnek igeren ugucu yag ve Oziitlerin
tizerine 4ml B-karoten karisimi ilave edildi. Emiilsiyon, test tiiplerine ilave edilir
edilmez spektrofotometre kullanilarak baglangi¢ absorbanslart 490 nm’de 6lgiildii.
Kontrol olarak 1 mL metanol kullanildi. Tiipler 50°C’de inkiibasyona birakildi ve
kontrol olarak kullanilan tiipteki B-karotenin rengi kayboluncaya kadar (120 dk)
inkiibasyona devam edildi. B-karoten renk acilim hizi (R), asagidaki esitlige gore

hesaplandi:

In
R =

~
‘@\Q

Burada; In=dogal logaritma, a=baslangi¢ absorbansi, b=t dakika inkiibasyondan sonraki
absorbans. =50°C’de ki inkiibasyon siiresi.

Antioksidan Aktivite (AA) esitligine gore hesaplandi:

AA 0 _ chntrol - Rsample
(%) = x 100

control
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3.6.2. DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Yontemi

Bitki 6ziitlerinin ve ugucu yagin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak belirlendi (Cuendet vd., 1997; Kirby ve Scmidt,
1997). Bu yontem; antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkilerini 6lgmeye dayali bir yontemdir.
Degisen konsantrasyonlardaki 1 mL 6rnek iceren ugucu yag ve oziitlerin iizerine DPPH
¢ozeltisinden 4 mL ilave edildi. Kontrol olarak 1 mL metanol kullanildi. Oda
sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 &lgiildii. Orneklerin
absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

Inhibisyon (%) = Acorot = Asampe 10

control

Burada; A4, kontroliin absorbansi ve 4y 6rnegin absorbansidir (Duh vd., 1997).
Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi (Smith vd.,
1987; Burits vd., 2001).

3.7. Ekstrelerde Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktar Tayini

3.7.1. Toplam Fenolik Miktar Tayini

Toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekol esdeger olarak belirlendi (Singleton vd., 1999). 1 mg 06ziit iceren ornek
coOzeltileri destile su ile 46 mL’ye tamamlandi. Bu karistma 1 mL Folin-Ciocalteu
Reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %2 lik Na,COj; ¢ozeltisinden 3 mL ilave edildi. Karigim 2
saat siiresince oda sicakliginda calkalandi ve Orneklerin absorbanslart 760 nm’de
okutuldu. Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 standart pirokatekol grafiklerinden
elde edilen agagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

A =0.00246 [pirokatekol (ug)] + 0.00325 (: 0.9996)

3.7.2. Toplam Flavonoid Miktar Tayini

Bitki dziitlerinin toplam flavonoid miktarlar1 mikrogram kersetin esdeger olarak
alliminyum nitrat metodu ile belirlendi (Park vd., 1997). 1 mg 6rnek igeren ¢ozeltilerden
500 pL alindi ve iizerine 3,3 mL metanol ilave edildi. Bu karistma 0,1 M 100 pL

potasyum asetat eklendikten hemen sonra 100 pL %10’luk aliiminyum nitrat
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¢oOzeltisinden ilave edildi. Karisimlar 45 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 415
nm’de absorbanslar1 okundu. Oziitlerin toplam flovanoid miktarlar1 standart kersetin

grafikten elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

A = 0.0064 [kersetin (ug)] + 0.0637 (7 : 0.999)

3.8. Antikolinesteraz Aktivite Yontemi

Bitki Oziitlerinin ve ugucu yagin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz
inhibisyon aktivitesi Ellman metodu olarak bilinen (Ellman vd.,1961) spektrofotometrik
bir metodla 6l¢iildii. Enzim olarak elektrik baligindan elde edilen asetilkolinesteraz ve
at serumundan elde edilen butirilkolinesteraz, substrat olarak asetilkolin iyodur ve
butirilkoliniyodiir, aktivitenin 6l¢limii i¢in sar1 renkli 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) kullanildi. 96 kuyucuklu mikroplakalarin herbir kuyucuguna 0,1M pH=8 fosfat
tamponundan 160 pL, 2000 ppm konsantrasyonundaki 2 ml 6rnek ¢ozeltisi igeren ugucu
yag veya Oziitlerden 10 pL, AChE veya BChE ¢o6zeltisinden 10 pL ilave edildi. Kontrol
olarak 10 pL etanol kullanildi. 25 °C de 15 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra
tizerine 10 pL DTNB c¢ozeltisi ve 10 pL. Acl veya Bul ilave edildi. 412 nm dalga
boyunda 10 dakika kinetik absorbanslar1 6lgiildii.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Ucucu Yag Uzerinde Yapilan Analitik Cahsma Degerleri

4.1.1. Ucucu Yagn Fizikokimyasal Ozellikleri

S. chionantha’nin Amerikan farmokopisine gore klevenger aparatinda elde
edilen ugucu yag: iizerinde yapilan yogunluk, kirilma indisi ve optik g¢evirme agisi
degerleri Tablo 4.1°de verilmektedir. Ugucu yagin 6zgiil ¢evirme agisi +33,80 ve
20°C’deki kirllma indisi 1,4127 olarak tespit edilmistir. Elde edilen veriler diger Salvia
ucucu yaglari ile benzerlik gdstermektedir (Kivrak, 2006; Elgin, 2009; Ozler vd., 2009).

Tablo 4-1: 8. chionantha’nin ucucu yaginin fizikokimyasal 6zellikleri

Fizikokimyasal Ozellik Ucucu yagi
dao 0,9972
[(X,]])ZO +33,80
n%5, 1,4127

4.1.2. Ucucu Yagin Gaz Kromotografisi Kiitle Spektroskopisi Sonuc¢lari

S. chionantha‘nin  hidrodestilasyon ile elde edilen ugucu yagin gaz
kromotogrami Sekil 4.3’de verilmektedir. Bu yontemle elde edilen ugucu yagda yapilan
caligmalar sonucunda 55 bilesen tespit edildi. Hidrodestilasyon ile elde edilen ugucu

yagin konsantrasyonlar1 (%) ve teshis metotlar1 Tablo 4.2°de verilmektedir.

Gaz Kromotografisi tablolariyla ilgili Kullanilan Teshis Yontemleri:

a: Gaz kromatografisi (GC)’de referans maddelerle ¢akistirma yontemi (Co-GC)
b: Gaz kromatografisi-Kiitle spektroskopisinde kiitiiphane verileri kullanma (GC/MS)

c: Literatiir Karsilagtirmasi
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Tablo 4-2: S. chionantha Ugucu Yag Bilesenleri (%) ve Teshis Yontemleri

60

. .. Kovats 8. chionantha .
11;1(1; Bilesik Adi F"g)‘“l indeks Ucucu Yag Yf)fft':;l
(RD) (% miktarr)
1  o-Pinen 3 914 0,95 a,b,c
2 Kamfen 4 925 Eser a,b,c
3 p-Pinen 6 960 0,42 a,b,c
4  2,3-dehidro-1,8-sineol - 969 0,34 b, c
5 a-Fellandren 8 989 0,26 b, c
6 D-Limonen 11 1018 1,82 a,b,c
7  cis-Osimen 13 1026 0,25 b, c
8  trans-Osimen 15 1037 0,41 b, c
9 y-Terpinen 17 1047 1,97 a,b,c
10 cis-p-Menth-2-en-1-o0l 18 1049 0,11 b, c
11 Terpinolen 20 1074 0,16 a,b,c
12 (E)-2-Nonen-1-ol - 1075 0,1 b, c
13 Linalool 24 1082 0,42 a,b,c
14 Fengil asetat - 1099 0,38 b,c
15 Izo-Amil izovalerat - 1102 Eser b, c
16 Kamfor 33 1106 1,46 a,b,c
17 cis-Verbenol - 1112 0,86 a,b,c
18 Borneol 36 1132 1,97 a,b,c
19 Terpinen-4-ol 37 1142 1,46 a,b,c
20 a-Terpineol 39 1150 0,72 a,b,c
21  trans-Karveol 47 1168 0,29 b, c
22  Karvon - 1177 0,47 a,b,c
23 p-Menth-4-en-3-on - 1189 0,39 b, c
24 p-Metil Sinam aldehit - 1197 Eser b, c
25 Bornil asetat 54 1211 4,15 a, b, c
26 Karvakrol 57 1216 0,65 a,b,c
27 Timol 56 1218 0,88 a, b,c
28 J-Elemen - 1242 2,96 b, c
29 a-Kopaen 62 1261 291 a,b,c
30 a-Bourbonen - 1264 1,75 b,c
31 a-Elemen 58 1267 4,18 b.c
32 p-Bourbonen 65 1269 Eser b, c
33 cis-Jasmon - 1271 0,18 b, c
34 p-Karyofilen 55 1277 8,71 a,b,c
35 p-Gurjunen - 1282 1,02 b, c
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36 Aromadendren 71 1283 1,68 B, c
37 a-Guaien - 1285 1,32 B, c
38 a-Humulen 70 1289 4,82 a,b,c
39  y-Gurjunen - 1291 0,81 B, c
40 Germakren-D 75 1298 25,03 B,c
41 Viridifloren 74 1299 0,13 B,c
42  y-Elemen - 1305 0,89 B.,c
43  Spathulenol 88 1326 5,86 B, c
44 Karyofilen oksit 91 1328 3,89 a,b,c
45 Aristolen epoksit - 1330 1,24 ADb
46  Teshis edilemedi - 1332 0,57 -
47  y-Gurjunen epoksit-1 - 1335 1,52 B,c
48  tau-Kadinol 107 1344 0,94 B, c

7,8-Dehidro-8a-hidroksi
49 izolongifolen i 1347 1,02 B,c
50 Ledenoksit-II - 1354 0,92 B, c
51 4-Metil hekzadekan - 1359 0,45 B, c
52 (Z£)-o-trans-Bergamatol - 1421 1,86 B,c
53 Hekzahidrofarnesil aseton 118 1530 1,68 B,c
54  Eikosanol - 1770 0,79 b, c
55 Fitol 121 1795 1,03 a,b,c

TOPLAM 100,00

Monoterpen hidrokarbonlar 6,24

Oksijen igeren monoterpenler 10,02

Seskiterpen hidrokarbonlar 56,21

Oksijen igeren seskiterpenler 17,25

Diterpenler 1,82

Digerleri 7,89

Teshis edilemeyenler 0,57
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4.1.3. S. chionantha Uc¢ucu Yaginda Bulunan Baz Bilesenlerin Kiitle Spektrumlar:

Spectrum Plot - 24.11.2009 17:06

Specrum A
BP 93 (20: 0=100%) salvia chionanatha.sms 6.579 min. Scan: 411 Channu el: 1 lon: 2153 us RIC: 112115
93
100%—| 20820 —
o1
150ds
p— N
7z
05| 1030s ]
292
d43%e
7s
25%— —
“‘ ‘\ ‘_\‘\ L
so 7s 1do 125
m/z
kil 4-2: a-Pinen’in Kiitle Spek
Sekil 4-2: a-Pinen’in Kiitle Spektrumu
Spectrum Plot - 24.11.2009 17:11
s
ST e 751 100%) seivie, crisnenete.sms 7,586 min. Sean: 500 Chennet: 1 ton: 927 us FC
] on
100%— s3781 —
— 4
] o
50%—| 26939 —
32 77
ruiing 15925
- -
L “\\‘\ \‘\“ i |
ES So 75 5o “Zs e

Sekil 4-3: f-Pinen’in Kiitle Spektrumu



Spectrum Plot - 24.11.2009 17:16
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Sekil 4-4: Limonen’1n Kiitle Spektrumu

Spectrum Plot - 24.11.2009 17:34
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Sekil 4-5: y-Terpinen’in Kiitle Spektrumu
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Spectrum Plot - 24.11.2009 22:01
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Sekil 4-7: Borneol’un Kiitle Spektrumu



Spectrum Plot - 24.11.2009 22:11
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Sekil 4-9: Bornil Asetat’in Kiitle Spektrumu
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Spectrum Plot - 24.11.2009 22:17
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Sekil 4-10: Timol’un Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-11: o-Elemen’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-12: a-Kopaen’in Kiitle Spektrumu
Spectrum Plot - 24.11.2009 22:37
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Sekil 4-13: a-Elemen’1n Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-14: f-Bourbonen’in Kiitle Spektrumu
Spectrum Plot - 24.11.2009 22:45
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Sekil 4-15: p-Karyofilen’in Kiitle Spektrumu
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Spectrum Plot - 24.11.2009 22:49
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4.2. Ucucu Yagin ve Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclari

4.2.1. f-Karoten Renk A¢ilimi Yontemi Sonuclari

S. chionanthamin hidrodestilasyon ile elde edilen ugucu yagi, hekzan,
diklormetan, etil asetat ve metanol Oziitleri ile standart antioksidanlarin fS-karoten-
linoleik asit sistemiyle belirlenen toplam antioksidan aktiviteleri Sekil 4.25°de
verilmistir. Sonucglara goére ucucu yag ve tiim Oziitlerin derisiminin artmasiyla
antioksidan aktivitelerinin de arttig1 goriilmektedir. En yiiksek aktiviteye sahip, etil
asetat ekstraksiyonu ile elde edilen 6ziit olup 800 pg derisimdeki inhibisyonu sentetik

antioksidan BHA nin inhibisyonuna yakindir.

@ 100 pg =200 pg B 400 g @ 800 ug

Antioksidan Aktivite
(% inhibisyon)

Sekil 4-25: S. chionantha’nin ucucu yagi, hekzan, diklormetan, etil asetat, metanol oziitleri

ve standartlarin toplam antioksidan aktivitesi

4.2.2. DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Yontemi Sonuclari

S. chionantha‘nin ugucu yag, hekzan, diklormetan, etil asetat, metanol Gziitleri
ve standartlarin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH radikali kullanilarak
belirlendi. S. chionantha’nin tiim Ozilit ve standartlarin serbest radikal giderim
aktiviteleri Sekil 4.26’da verilmistir. Sonuglara gore en yiiksek inhibisyon etil asetat
Oziitlinde goriilmektedir. Etil asetat ekstraksiyonuyla elde edilen Oziitiin 800 pg’inin
antioksidant aktivitesi %90,12 iken sentetik antioksidan olan BHA nin antioksidan

aktivitesi %94,07 olarak olgiilmiistiir.
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2 100 pg & 200 pg & 400 pg @ 800 ug

(% inhibisyon)

DPPH Giderim Aktivitesi

Sekil 4-26: S. chionantha’nin ucucu yagi, hekzan, diklormetan, etil asetat, metanol oziitleri

ve standartlarin serbest radikal giderim aktiviteleri

4.3. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktar Tayini Sonuclar:

S. chionantha bitkisinin hekzan, diklormetan, etil asetat ve metanol 6ziitlerinin
icerdigi toplam fenolik bilesik miktar1 mikrogram pirokatekole esdeger olarak, toplam
flavanoid miktar1 ise mikrogram kersetine esdeger olarak belirlendi. Sonuglar Tablo
4.3’de verilmektedir. Tablo 4.3‘de verilen sonucglara gore Oziitler arasinda en fazla

fenolik ve flavonoid madde miktari etil asetat ekstresinde bulunmustur.

Tablo 4-3: S.chionantha’nin o6ziitlerinin toplam fenolik ve toplam flavonoid madde

miktarlari
Oziit Tiirii ng PEs /mg oziit® ng QEs /mg oziit*
Hekzan oziitii 15,26+0,15 15,20+0,01
Diklormetan oziitii 21,93+ 0,07 79,64+0,03
Etil asetat oziitii 146,34+ 0,12 159,18+0,01
Metanol oziitii 28,13+ 0,05 35,18+0,03

* Degerler li¢ paralel olglimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

PEs: mikrogram pirokatekole esdeger QEs: mikrogram kersetine esdeger
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4.4. Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

S.chionantha’nin ugucu yag, hekzan, diklormetan, etil asetat ve metanol
Oziitlerinin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman metodu kullanilarak belirlendi.
S.chionantha nin ugucu yag ve ekstrelerin antikolinesteraz aktivite sonuglar1 Tablo 4.4
ve Tablo 4.5°de verilmektedir. Tablo 4.4 ve 4.5°deki sonuglara gore artan
konsantrasyonla ugucu yagin asetil- ve biitiril-kolinesteraz inhibisyon aktivitesinin
arttig1, oziitlerin de asetilkolinesteraz enzimine karsi inhibisyon gostermezken biitiril

kolinesteraz enzimine kars1 orta seviyede inhibisyon gosterdigi goriilmektedir.

Tablo 4-4: S.chionantha’min ucgucu yagiin asetil- ve biitiril-kolinesteraz inhibisyon

aktivitesi sonuclari

(% Inhibisyon) *

62,5 ng 125 pg 250 pg 500 pg
Ucucu yag AChE  3543+1,96  36,82+0,16  49,57+1,02  56,65+1,92
BChE - 8,94+1,27 25,31+1,32  41,68+2,91
Galantamin AChE  75,63+1,35  79,12+1,26  82,65+0,45  95,86+0,78
BChE 53,5+0,35 72,33+£1,28  95,63+2,12  98,72+1,56

* Degerler li¢ paralel ol¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

Tablo 4-5: S.chionantha’nin hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol 6ziitlerinin asetil- ve

biitiril-kolinesteraz inhibisyon aktivitesi sonuclari

%I nhibisyon *
Oziit Tiirii 25mg 50mg 100mg 200mg

Hekzan oziitii AChE i i i i
BChE 23,75+0,03 26,94+0,64 31,24+0,27 38,35+0,77

Kloroform oziitii AChE i i i i
BChE 32,66+0,45 34,25+1,75 38,66+0,56 43,05+1,42
Etil Asetat oziitii AChE i i i 5,3920,08
BChE 2496+0,80 29,73+0,45 38,12+0,50 52,48+0,58

Metanol oziitii AChE i i i i
BChE 6,37+0,47 8,67+1,71 13,52+0,54 22,04+0,97
. AChE 68,36+1,10 74,38+0,65 78,59+0,47 81,41+1,03
Galantamin BChE 40,59+2,88 48,73£0,90 65,0240,44 75,54+1,05

* Degerler lig paralel 6lglimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Burdur S6giit yolu mevkiinden toplanan S. chionantha’nin toprak iistii kisimlari
golgede kurutulduktan sonra iki kisima ayrildi. Birinci kisimdan hidrodestilasyon
metoduna gore ugucu yag1 elde edildi. Ikinci kisimdan sirasiyla hekzan, diklormetan,
etil asetat ve metanol oziitleri elde edildi. Ugucu yagin ve elde edilen dort farkli 6ziitiin
antioksidan aktiviteleri B-karyofillen renk acilimi ve DPPH radikali giderim aktivitesi

yontemleriyle, antikolinesteraz aktivitesi Ellman yontemiyle belirlendi.

S. chionantha bitkisinin ugucu yaginin kimyasal bilesenleri GC ve GC-MS
sistemleri kullanilarak analiz edildi. Ugucu yagda toplam 55 bilesen tespit edildi ve bu
bilesenlerin 54 tanesinin yapist sahit madde, literatiir bilgisi ve Nist 2005 MS
kiitliphanesi kullanilarak aydinlatildi. Yapisi aydinlatilan bilesenler yagin % 99,43 {inii
temsil etmektedir. Tablo 4.2’de goriildiigii gibi ugucu yagin ana bilesenleri sirasiyla
Germakren D (% 25,03), p-karyofilen (% 8,71), Spathulenol (% 5,86), a-humulen (%
4,82), a-elemen (% 4,18), bornil asetat (% 4,15), karyofilen oksit (% 3,89), o-elemen (%
2,96) ve a-kopaen (% 2,91)’dir. Ugucu yagin % 56,21°1 seskiterpen hidrokarbon sinifi
bilesiklerden olusurken, % 17,25°1 seskiterpenoid ve % 10,02’si monoterpenoid sinifi

bilesiklerden olusturmaktadir.

\\\\\\\\“

Germakren D B-karyofilen Spathulenol a-humulen

QU=

A

<
=

OOCCH;

a-elemen Bornil asetat Karyofilen oksit a-kopaen
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S. chionantha ugucu yagmin ana bilesenleri ile S. ceratopylla, S. aethiopis, S.
longipedicellata ve S. palaestina ugucu yaglarmin ana bilesenleri ile benzerlik
gostermektedir. Tablo 4.2°de goriildiigii tizere S. chionantha’nin ugucu yagindaki
a-pinen, kamfen, p-pinen, 1,8-sineol, kamfor, borneol, p-karyofilen, spathulenol,
karyofilen oksit ve Germakren D diger Salvia tiirlerinin ugucu yaglar ile ortak

bilesenlerdir (Ozer vd., 2007; Bagc1 ve Kogak, 2007).

Uzerine galistigimiz ugucu yagin ana bileseni olan Germakren D, Aedes aegypti
and Anopheles stephensi tirlerine kars1 larvisidal aktivite gostermektedir (Kiran vd.,
2006). Germacrene D ayni zamanda etkili bir sekilde yaprak bitinin salgiladig1 cezp
edici kimyasal1 inhibe etmektedir (Bruce vd., 2005). Ikinci ana bilesen olan S-karyofilen
antibakteriyal, antifungal (Oztiirk vd., 2009), antiinflamatuar (Martin vd., 1993) ve
lokal anestezik aktivitelere sahiptir (Ghelardini, 2001).

Sekil 4.25°de en yiiksek antioksidan aktiviteye etil asetat Oziitliniin sahip oldugu
belirlendi. Etil asetat 6ziitii 800 pg/mL’lik konsantrasyonda standart antioksidan olan a-
tokoferol’un 100 pg/mL’lik konsantrasyonunun gosterdigi aktiviteye denktir. Buna
ilaveten ugucu yagin inhibisyonu diger oziitlerden diisiik olsa da antioksidan olarak

davrandig1 goriilmektedir (Sekil 4.25).

Sekil 4.26°da goriildiigi gibi DPPH radikal giderim aktivitesinde en yiiksek
inhibisyon yine etil asetat Oziitiinde izlendi. 800 pg/mL konsantrasyonda % 90,12
inhibisyon bulundu. Bu nedenle, etil asetat 6ziitli radikal giderim kapasitesi bakimindan

da 6nemli antioksidan aktiviteye sahiptir.

Bugune kadar yayimnlanan bir ¢ok makalede antioksidan aktiviteden sorumlu
bilesikler olarak fenolik ve flavonoid yapili bilesikler gosterilmis ve onlarin miktarlari
ile antiokidan aktivite arasinda iliski kurulmustur (Cakir vd., 2003). Bu nedenle
oziitlerin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar1 belirlendi (Tablo 4.3). Bir
miligram etil asetat 6ziitiiniin 146,34 pg pirokatekol’e esdeger fenolik bilesik, 159,18 ug
kersetine esdeger flavonoid bilesik miktar1 igcerdigi belirlendi. S. chionantha’nin toplam
fenolik ve toplam flavonoid miktarlariyla hem toplam antioksidan aktivite hem de

radikal giderim aktivitesi sonuglariyla dogrudan iliskilidir.

Tablo 4.4°de gorildiigii tizere 500 pg’lik konsantrasyonda S. chionantha’nin
ucucu yagt AChE ve BChE enzimlerini orta derecede inhibe etmektedir. Bu nedenle

ucucu yag hafif siddetli alzheimer hastalarinda potansiyel yardimci tedavi maddesi



79

olarak kullanilabilir. Ancak daha ileri aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Tablo
4.5°de goriildiigii izere S. chionantha Oziitlerinde ugucu yagdakine benzer aktiviteye
rastlanamamustir. Oziitler AChE enzimini inhibe edemedikleri halde BChE enzimini
inhibe edebilmektedirler. En iyi inhibisyon etil asetat 6ziitinde bulunmugstur. En iyi
radikal gideren Oziitiinde etil asetat oziiti oldugundan, fenolik bilesiklerin veya
antioksidan maddelerin antikolinesteraz ektivitesi oldugu sdylenebilir. Ancak etil asetat
Oziitliniin aktif bilesenlerin izole edilip maddelerin yapilar1 aydinlatildiktan sonra ayni

aktivitelerin yapilmasi ve korelasyon kurulmasi daha dogru olacaktir.

Sonug olarak, S. chionantha’nin ugucu yagi ilk defa bu tezde calisilmis olmasi
itibar1 ile calismaya orijinallik kazandirmaktadir. S. chionantha tiiriiniin diklormetan,
etil asetat ve metanol Oziitlerinin antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri yeni
yayinlanan bir ¢alismada ortaya konmustur (Senol vd, 2010). Ancak, ugucu yagin ve

hekzan ekstresinin antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri ilk defa bu tezde ¢alisildi.
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EKk1: Salvia chionanatha Boiss Bitkisinin Resmi
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