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OZET

TURKIYE’ DE YETiSEN ENDEMIK SIDERITIS L. TURLERININ
(SIDERITIS PISIDICA BOISS. ET HELDR. APUD BENTHAM, S. PHRYGIA
BORNM., S. BREVIBRACTEATA P.H. DAVIS ) FITOKIMYASAL
ANALIZLERI

DOKTORA TEZi
ZULEYHA OZER SAGIR

BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANA BILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. TURGUT KILIC)
BALIKESIR, MART - 2016

Bu calismada Tiirkiye’ de yetisen tiirler arasinda en yiiksek endemizm
oranina sahip olan Sideritis tiirlerinden, Tiirkiye’ ye endemik olan Sideritis phrygia
Bornm., S. pisidica Boiss. Et Heldr., S. brevibracteata P.H. Davis bitkileri
fitokimyasal olarak incelenmistir. Oncelikle bitkilerden elde edilen ugucu yaglar GC-
MS ile analiz edilmis ve Sirastyla 42, 31 ve 26 bilesenin yapist aydinlatilmistir.
Ugucu yag ana bilesenleri S. phrygia; limonen (%10.6), S. pisidica ve S.
brevibracteata; karyofilen (%31.8, % 43.3) olarak belirlenmistir.

Bitkilerin toprak tstii kisimlarindan hazirlanan hekzan, aseton ve metanol
ekstreleri terpen bilesikleri bakimindan incelenmistir. S. phrygia Bornm. bitkisinden
bilinen 7 terpen bilesigi izole edilmis ve yapilari, Siderol (1) Sideroxol (2), Oleanolik
asit (3), Sideridiol (4), Linearol (5), 7-epicandicandiol (6) ve Athanolone (7) olarak
belirlenmistir. Calisilan ikinci tiir olan Sideritis pisidica Boiss. Et Heldr. Bitkisinden
bilinen 4 terpen bilesigi izole edilmis olup yapilar1 Siderol (1), Sideridiol (4),
Linearol (5) ve Eubol (8) olarak belirlenirken, ¢alisilan Giglincii tiir olan Sideritis
brevibracteata P.H. Davis bitkisinden bilinen 5 terpen bilesigi izole edilmis ve
yapilari, Siderol (1), Sideridiol (4), Linearol (5), Athanolone (7) ve Eubotriol (9)
olarak belirlenmistir. Calisilan ii¢ bitkiden toplamda 9 terpen bilesigi izole edilmis
olup yapilart IR, NMR ( *H-NMR, C-NMR ) ve Kiitle spektroskopisi ile
aydinlatilmigtir.

Bitkilerden hazirlanan hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile
sekonder metabolitleri tanimlanmistir. Ayni1 zamanda ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri, DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi, Lipid Peroksidasyonu
Inhibisyonu (B-Karoten-Linoleik Asit Yoéntemi) ve CUPRAC (Cu (II) Iyonu
Indirgeyiciantioksidan kapasite) yontemleri ile belirlenmis ve Antikolinesteraz
Aktivite Tayini Ellman Yontemi kullanilarak Asetilkolinesteraz (AChE) ve
Biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine kars1 yapilmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Sideritis pisidica Boiss, S. phrygia Bornm., S.
brevibracteata P.H. Davis, Terpen, Ucucu yag, Antioksidan aktivite,
Antikolinesteraz aktivite.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS OF ENDEMIC SIDERITIS L. SPECIES
FROM TURKIYE (SIDERITIS PISIDICA BOISS. ET HELDR. APUD
BENTHAM, S. PHRYGIA BORNM., S. BREVIBRACTEATA P.H. DAVIS)

PH.D THESIS
ZULEYHA OZER SAGIR

BALIKESIR UNIVERSITY, INSTITUTE OF SCIENCE,
DEPARTMENT OF CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. TURGUT KILIC)
BALIKESIiR, MARCH - 2016

Among the species which growing in Tirkiye, Sideritis species have high
endemism ratio. In this study, three Sideritis species, endemic for Tiirkiye, Sideritis
phrygia Bornm., S. pisidica Boiss. Et Heldr., S. brevibracteata P.H. Davis have been
analyzed for phytochemical. The essential oils were obtained from the plants and
analyzed by GC-MS. 42, 31, 26 components were characterized respectively. The
main component of these species were found to be S. phrygia; limonene (10.6%), S.
pisidica and S. brevibracteata; caryophyllene (31.8%, 43.3%).

The hexane, acetone and methanole extract, prepared for upper side of soil,
have been studied in terms of terpene compounds. S. phrygia Bornm. were give 7
known terpens and their structures elucidated as Siderol (1) Sideroxol (2),
Stigmasterol (3), Sideridiol (4), Linearol (5), 7-epicandicandiol (6) and Athanolone
(7). From the second studied species Sideritis pisidica Boiss. Et Heldr. Apud
Bentham hexane, acetone and methanole extracts, 4 known terpene compounds were
isolated. Their structures were determined as Siderol (1), Sideridiol (4), Linearol (5)
and Eubol (8). The hekzane, acetone and methanole extract of third plant, S.
brevibracteata P.H. Davis 5 known terpene compounds were isolated and their
structures identified as, Siderol (1), Sideridiol (4), Linearol (5), Athanolone (7) and
Eubotriol (9). From the three studied plants, totally 9 known diterpenoids were
isolated and all structures were identified by using IR, NMR (*H-NMR, *C-NMR)
and Mass spectroscopy.

The hexane, acetone and methanole extract, prepared for plants have been
studied secondary metabolite by LC-MS/MS. As well the antioxidant activity of the
extracts was established by using, DPPH Free Radical Scavenging Methods, B-
Carotene Bleaching for Lipid Peroxidation Inhibition and CUPRAC (cupric ion
reducing antioxidant capacity), Extracts were also screened for the anticholinesterase
activity by Ellman method against acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) enzymes.

KEYWORDS: Sideritis pisidica Boiss., S. phrygia Bornm., S. brevibracteata P.H.
Davis, Terpene, Essential oil, Antioxidant activity, Anticholinesterase activity.
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1. GIRIS

Tibbi bitkiler biyolojik aktivite gosteren ve eski ¢aglardan beri halk arasinda
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan materyallerdir. 224 cins ve yaklasik 7.200
tir iceren zengin Labiatae familyasina ait bitkilerin ¢ogu antik ¢aglardan bu yana
halk ilaci olarak ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmalarinin yani sira, tipta,
gida endiistrisinde, kozmetik ve parfiimeride yer alan bitkilerdir. Ayrica giintimiizde
Fitoterapi’ de kullanilan pek ¢ok preperatta da bu familya bitkilerinin yer aldigi
goriilmektedir [1].

Diinyada 150 den fazla tiire sahip olan Sideritis L. Labiatae familyasinin en
onemli cinslerinden birisini olusturmaktadir. Bu cins, Kuzey yarim kiirenin iliman ve
tropikal bolgeleri basta olmak {lizere Akdeniz iilkeleri, Kanarya adalar1t ve
Kafkasya’ya kadar genis bir yayilis gdstermektedir. Ispanya ve Tiirkiye, en fazla
Sideritis tiirline sahip olan iilkelerdir [2]. Tirkiye’ de Sideritis cinsi 46 tiir 12 alt tiir
ve 2 varyetesi ile temsil edilmektedir [3-5]. Baslica Bat1 Anadolu olmak iizere I¢ ve
Giiney Anadolu’ da oldukc¢a yaygindir. Daha ¢ok ‘Ada cayr’ ya da ‘Dag ¢ay1’ adi ile
bilinmekte olan bu cinse ait tiirler hem Tiirkiye hem de Avrupa’ da kirsal yorede halk

arasinda kullanilmaktadir [6].

Sideritis L. cinsinin ismi Yunanca kokenli bir kelime olan ve demir anlamina
gelen ‘sideros’ dan gelmektedir. Bu isim bu cinse ait bitkilerin yaralar iyilestirme
Ozelliginden dolayr verilmistir. Ayrica son yillarda tasidiklari di- ve triterpenler
nedeniyle  antienflamatuvar, antiviral,  hepatotoksik,  sitosoksik/antitimor
aktivitelerinin yani sira tagidiklari flavonlarin, antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik

vb. pek ¢ok aktiviteye sahip olmalari nedeniyle bu cinse olan ilgi artmistir [6,7].

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’ ye endemik olan ii¢ Sideritis tiiriiniin (Sideritis
pisidica Boiss. Et Heldr., S. phrygia Bornm., S. brevibracteata P.H. Davis) ugucu

yaglarinin GC-MS ile analizi, bitkilerden hazirlanan hekzan, aseton ve metanol



ekstrelerinin terpen bilesiklerinin izole edilmesi, bunlarin ¢esitli kromatografik
yontemlerle saflastirilarak yapilarinin aydinlatilmasi, hekzan, aseton ve metanol
ekstrelerinin LC-MS/MS ile sekonder metabolitlerinin tanimlanmasi, ayn1 zamanda
ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin, DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi,
Lipid Peroksidasyonu Inhibisyonu (5-Karoten-Linoleik Asit Yontemi) ve CUPRAC
(Cu (II) Iyonu indirgeyici Antioksidan kapasite) yontemleri ile belirlenmesi,
Antikolinesteraz  Aktivitesinin Ellman Yontemi kullanilarak Asetilkolinesteraz

(AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine kars1 tayini amaglanmstir.



1.1 Bitkiler Hakkinda Genel Bilgi

1.1.1 Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Labiatae familyasi, 6zellikle Akdeniz iilkelerinde dogal olarak yetisen ve
tliman iklim kusaginda yer alan birgok iilkede de kiiltiirii yapilan bitkilerden olusan
224 cins ve yaklasik 7.200 tiirle temsil edilen en genis ¢igekli bitki familyalarindan
birisidir [1]. Lamiaceae familyasi i¢in onemli bir gen merkezi olan ilkemizde, bu
familya toplam 45 cins, 565 tiir ve 765 takson ile temsil edilmektedir. Cogunlukla giizel
kokulu, bir ya da ¢ok yillik, otsular, nadiren calilar veya agaclar1 kapsayan bir ¢icekli
bitkiler familyasidir. Yapraklarinda, kokulu yag salgilayan kiiciik salgi bezleri
bulunur. Dolayisiyla basta nane, kekik ve lavanta ¢igegi olmak iizere bu familyaya
ait ¢igekler bol 1tirli olur. Familya {iyeleri farmakoloji ve parfiim sanayinde ugucu ve
aromatik yag i¢ermelerinden dolayr kullanilirlar. Baharat olarak da kullanilir ve siis

bitkisi olarak yetistirilirler [8].

Labiatae familyas1 diinyanin birkag bolgesinin disinda tiim habitat ve
yiiksekliklerde yetismekte olup, Kuzey Kutbu’nda Himalayalar’a kadar, Giineydogu
Asya’dan Hawaii’ye kadar, ayrica Avusturalya’da, tiim Afrika’da ve Amerika’nin

kuzeyi ve giineyi boyunca yayilis gostermektedir [8].

Giineybati Asya’da, Yunanistan diginda Labiatae (Lamiaceae) familyasinin
yaklasik 66 cins ve 1100 tiirii bulunmaktadir. Bu rakam diinya toplaminin 1/3’iine
karsilik gelir. Familyanin bolgedeki endemizm orani %70 in iizerindedir. Giineybat1

Asya’da yetigen 66 cinsin 9’u Amerika ve Avusturalya kitalarinda bulunmaktadir [8].

1.1.2 Sideritis L. Cinsi

Bitkiler aleminin zengin familyalarindan olan Lamiaceae familyasina ait
Sideritis cinsi diinyada baslica Akdeniz Bdlgesi olmak iizere Kanarya Adalar’inda
Kafkas’lara uzanan bir yelpazede 150’yi askin tiirle temsil edilmektedir [9].
Ulkemizde bu cinsin takson sayisi1 46 tiir, 12 alt tiir ve 2 varyete ile toplam 54 diir.
Bunlardan 41°i endemiktir. Ulkemizde Sideritis cinsi, 2 seksiyon ile temsil

edilmektedir: Empedoclia (Rafin) Bentham ve Hesiodia Bentham. %80 lik



endemizm orani ile Empedoclia seksiyonunun gen merkezi Tirkiye’dir. Sideritis
cinsinin diger gen merkezi Sideritis seksiyonuna ait yaklasik 50 tiirtin bulundugu
Gilineybat1 Avrupa’daki Iberian Peninsula bolgesidir. Sideritis cinsinin ismi Yunanca
kokenli bir kelime olan ve demir anlamina gelen ‘sideros’ dan gelmektedir. Bu isim

bu cinse ait bitkilerin yaralar1 iyilestirme 6zelliginden dolayi verilmistir [6].

Sideritis tiirleri bir veya ¢ok yillik, otsu ya da ¢alimsi bitkiler seklindedir.
Govde dik, yiikselici, genellikle dallanmis ve tabanda odunsu haldedir. Pilos veya
tomentos tiiylii, nadiren tiiysiiz, salgi tliylii veya salgi tiiyline sahip degildirler.
Yapraklar1 genellikle karsilikli, dekusat, tam veya krenat-dentat kenarhdir.
Damarlanma pennat olup ¢i¢ek durumu vertisillastrumdur. Vertisillatlar 4-20 adettir.
Her vertisillat 5-6 gigekli, vertisillatlarin aras1 mesafeli veya birbirine yakin ve spika
seklinde kiimelenmistir. Brakteler yaprak gibi, tam veya kaliks tipiinii ortmiis bir
haldedir. Brakteol yoktur. Kaliks tubulat-kampanulat, bazen bilabilat seklinde olup
5-10 damarh ve 5 dislidir. Disler birbirine esit veya st dis alt disten daha genistir.
Korolla genellikle sar1, bazen beyaz ya da mor renklidir. Korolla tiipii kaliksten kisa
veya uzun olabilmektedir. Ust dudak hemen hemen dik, tam veya bifit; alt dudak
yatik ve 3 lobludur. Stamenler korolla tiipli i¢inde, 4 tane, didinam ve birbirine
paralel iki sira meydana getirmistir. Alt stamenler iist tamenlerden daha uzundur.
Anterler 2 gozli ve ¢ogunlukla sekli bozulmus bir haldedir. Stilus korolla tiipii
iginde, ginobazik, bifit, alt lob genislemis, {ist lobu sarar durumdadir. Stamenlerin ve
stilusun boyu, korolla tiiptinden uzun degildir. Ovaryum iist durumlu, iki karpelli, 4
g0ozli, her gozde tek oviilliidir. Meyva kuruyunca 4 merikarp’a ayrilan sizokarp,

ovat, ugta, yuvarlak ve tiiysiizdiir [10].

Sideritis L. Cinsinin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Ulkemizde halk ilac1 ve bitkisel cay olarak genis ¢apta kullanilmakta olan
Sideritis cinsleri en ¢ok dag cayi, yayla ¢ayi, sarikiz ¢ayi, kuyruk ¢ayi, adagay1 gibi
degisik yoresel isimlere sahiptirler [9]. Halk arasinda sinir sistemi uyaricisi,
antiinflamatuar, antispazmodik, karminatif, analjezik, sedatif, antitussif, stomasik ve
antikonvulsan etkilerinden dolayr ve soguk alginliklarinda oksiiriik kesici ve
gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [11]. Son yillarda yapilan

aragtirmalarla bazi Sideritis tiirleri ekstrelerinin antifeedant [12], antistres [13], analjezik



[14], antioksidan [15], antibakteriyal[16,17], antiinflamatuar etkileri belirlenmistir.
Ayrica bu tiirlerin diterpen yapisindaki bilesikleri ve ugucu yaglar ile ilgili pek ¢ok
arastirma yapilmistir [11,18-25].

Sideritis cinsleri, giizel kokulu yaglar ve yaygin olarak kullanilan aromatik
maddeler igerirler ve soguk alginligr tedavisinde kullanilirlar. Buna ek olarak, bu
bitkilerin hog aromatik kokulari ve temel yaglari1 ve aromatik bitkilerin ekstreleri lipit
alt tabakada gii¢lii antioksidan aktivitesine sahiptirler. Sideritis lerin igerdigi bir¢ok
aktivite antimikrobiyel 6zelliklerinden  kaynaklanmaktadir. ~ Sideritis  lerin
kaynatilmas1 ile yapilan ilaglar, iltthaplanma karsiti iki mekanizmaya uygulanir.
Sideritis ler oOzellikle andalusol olarak tanimlanan diterpenoidlerden olusurlar

[26,27].



1.1.3 Sideritis pisidica Boiss. Et Heldr. Apud Benth.

Cok yillik, otsu, tabanda odunsu. Gévde dik, 25-75 cm, basit veya dallanmis,
altta uzun, Ustte kisa seyrek ortli ve yogun ve salgi tiiylii. Yapraklar her iki yiizde de
daginik ortii ve salgi tiiylli, belirgin ags1 damarli; alt gévde yapraklar (alt 2 yaprak)
sapli, sap (0,5-)1,5-3 cm, lamina eliptikten oblonga kadar, 4,5-7 x 1,1-1,3 cm, tepesi
akut, kenar1 krenat-serrat veya tam, tabani kuneat; orta govde yapraklari sapsiz,
lamina oblongtan linear-lanseolata kadar, 4-7 x 0,5-2 cm, tepesi akut, kenar1 tam
veya Krenat-serrulat, taban1 & trunkat; {ist yapraklar sapsiz, lamina linear-lanseolat, 3-
4,5 x 1-1,2 cm, tepesi akut, kenar1 tam veya krenat-serrulat, taban1 + ampleksikaul.
Yapraklar orta ve altta genellikle internodyumlardan uzun. Internodyumlar 4-6 cm
boyunda. Ci¢ek durumu basit veya dallanmis. Vertisillatlar 3-15, her vertisillat 6
cicekli, vertisillatlar arasi alt ksimlarda 3-6(-8) cm, tist ksimlarda 1 cm ye kadar
siklasir. Brakteler silili, her iki yiizii tliysiiz veya seyrek, ince oOrtii ve salgi tiiyli,
belirgin ags1 damarli; alt brakteler ovat, kordat, 1,8-2,3 x 1,4-1,6 cm, tepesi
akuminat; orta brakteler orbikulat kordattan reniforma kadar, akumenle birlikte 1-2 x
1,3-1,6 cm, akumen (-3) 4-7 mm); iist brakteler orbikulat- reniform, akumenle birlikte
1-1,4 x 1,2-1,6 cm, akumen 2-4 mm; biitiin braktelerin kenarlar1 tam. Kaliks 8,5-10
mm, tiip 5-7 mm, disler linear-lanseolat, 3-4 x 1 mm, tepesi akuminat, hemen hemen
esit, diglerin dis ylizii kisa salgi tiiyli, tiip kismi ise seyrek, kisa, dik ortii ve kisa salgi
tiiylii. I¢ yiizde disler seyrek basik ortii tiiylii, kenarlarda yogun uzun, basik ortii
tilylii, kaliks bogazi seyrek tiiylii. Koralla parlak sar1, 9-13 mm, kaliksten uzun, tiipiin
ist kismi ve loplarin i¢ ve dis yiizii yogun basik ortii tliylii, tiiplin i¢ kisminda
filamentlerin alt bolgesindeki tiiyler tam halka seklinde degil. Ust dudagm ig

kisminda 2 kahverengi ¢izgi var.

Ciceklenme Zamani: Temmuz-Agustos.

Habitat ve Yetisme Yiiksekligi: Kalkerli yamaglar, caliliklar,0-2100 m.
Tiirkiye Yayihisi: Bat1i Akdeniz.

Fitocografik Bolgesi: Dogu Akdeniz elementi.

Endemizm: Endemik.



Sekil 1.1: Sideritis pisidica Boiss. Et Heldr. Apud Bentham.

Sekil 1.2: Sideritis pisidica "nin tilkemizdeki yayilis alani.



1.1.4 Sideritis phrygia Bornm.

Cok yillik, otsu, tabanda odunsu. Gévde dik veya yiikselici, 20-70 cm basit ve
dallanmis, basik, beyaz, tomentoz Ortii tiiyli. Yapraklar her iki yiizde de beyaz
tomentoz Ortii tiiylii, belirgin agsi damarli; alt gévde yapraklar1 0,5- (-1,7) cm ye
kadar sapli, lamina eliptik, oblanseolat, obovat, 3-4 x 0,8-1,6 cm, tepesi akut-obtus,
akut-akuminat, kenar1 serrat, tabani kuneat, attenuat; orta govde yapraklari sapsiz
veya 1 cm ye kadar sapli, lamina spatulat, oblanseolat, linear-lanseolat, (-2)4-6 x 0,5-
1 cm, tepesi akuminat, kenar1 serrat- krenat, tabani attenuat; iist yapraklar sapsiz,
lamina linear-lanseolattan linear-oblonga kadar 1,5-2 x 0,3-0,5 cm, tepesi akuminat,
ucu sarimsi batici, kenar1 tam veya hafif dentikulat, tabani trunkat. Yapraklar
internodyumlardan kisa. Internodyumlar orta ve iistte 4-9 cm boyunda, altta daha
kisa. Cigek durumu basit veya az dallanmis. Vertisillatlar 4-8 (-15) her vertisillat 5-6
cicekli, vertisillatlar arasi alt kisimlarda 0,5-2 (-4,5) cm, iist 0,5 cm ye kadar siklagir.
Brakteler dis yiizde tomentoz ortli tliylll, i¢ yiizli Ustte tomentoz, altta basik beyaz
ortii tiiylii; belirgin ags1 damarli; alt brakteler orbikulattan reniforma kadar, akumenle
birlikte 1,3-1,5 x 0,9-1,1 cm, akumen 3-5 (-6) mm; orta brakteler ovattan orbikulat-
reniforma kadar, akumenle birlikte 1-1,5 x 0,8-1,1 cm akumen 2-5 mm; uist brakteler
ovat- orbikulat, akumenle birlikte 0,8-1.0 x 0.8-0.9 cm, akumen 2-4 mm, biitiin
braktelerin kenarlar1 tam. Kaliks 8-10 mm, tiip 5-7 mm, disler triangular-lanseolat, 3-
3,5 X 1-1,5 m, hemen hemen esit dislerin dis yiizii ve tiip sik, uzun, daginik ortii ve
yogun salgi tiiylii. I¢ yiizde disler basik ortii tiiylii, tiip tiiysiiz. Korolla sar1, 12-13
mm, kaliksten bariz uzun, tiiplin list kism1 ve loplarin dis yiizi yogun, basik ortii
tiiylli, dudaklarin i¢ yiizii bogaza kadar ortii tiiylii, tlipiin i¢ kisminda filamentlerin alt
bolgesindeki tiiyler tam halka seklinde degil. Ust dudagm i¢ kisminda 2 kahverengi

¢izgi var veya yok.

Ciceklenme Zamani: Haziran-Temmuz.

Habitat ve Yetisme Yiiksekligi: Kayalik yamagclar, 1100-1500 m.
Tiirkiye Yayihsi: Afyon.

Fitocografik Bolgesi: iran-Turan elementi.

Endemizm: Endemik.



Sekil 1.3: Sideritis phrygia Bornm.

Sekil 1.4: Sideritis phrygia 'nin iilkemizdeki yayilis alani.



1.1.5 Sideritis brevibracteata P.H. Davis

Cok yillik, otsu, tabanda odunsu. Govde dik veya yiikselici, 70-90 cm, basit
veya az dallanmis, alt kisimlarda yogun, iistte daha seyrek, basik, beyaz tomentoz
ortii tiiylii. Yapraklarin alt yiizii daha yogun olmak iizere, her iki yiizii de beyaz
tomentoz oOrtii tiiylii, skrobikulat, belirgin agsi damarli; alt yapraklar sapsiz veya 3
mm ye kadar kisa sapli, lamina spatulat, obovat, oblanseolat, (1,4-) 2-2,5 x (0,4-) 0,5-
0,8 cm, tepesi kuneat, akut, bazen obtus, kenar1 krenattan krenat-dentata kadar,
tabani attenuat; orta govde yapraklari lamina linear, linear oblong, linear obovat,
bazen linear falkat (1-) 2,1-3,6 x (0,2) 0,6-0,8 cm, tepesi akut-obtus, kenar1 krenat-
dentat, tabani attenuat + aurikulat; iist yapraklar sapsiz, lamina linear, bazen falkat
veya subulat, 1-2,1 x 0,2-0,35 cm taban1 aurikulat, kenar1 krenat dentat, tepesi akut.
Internodyumlar iistte 4-6,5 cm ye kadar, ortada 3-4 cm, alt kisimlarda daha kisa.
Cicek durumu dallanmis. Vertisillatlar 3-15, her vertisillat 6 ¢igekli, vertisillatlar
arasi alt kisitmlarda 2-4,5 cm, tstlere dogru 0,5 cm ye kadar siklasir. Brakteler dis
yiizde ince puberulent, i¢ ylizde seyrek ince uzun basik beyaz ortii tiiylii, belirgin agsi
damarli; alt brakteler ovat, orbikulat-reniform, 1,5-3 mm lik akumenle birlikte 0,7-
1,2 x 0,9-1,2 cm; orta brakteler genisge orbikulattan reniforma kadar, 1-2 mm lik
akumenle beraber 0,6-0,8 x 0,8-1 cm; ust brakteler orbikulat-reniform, 0,4-0,6 x 0,5-
0,8 cm; biitlin braktelerin tabanlari ampleksikaul, genellikle yesil-kirmizimsi. Kaliks
6,5-9 mm, tiip 4-6 mm; disler linear, 2-3 x 1 mm esit, esmer- kirmizi, tiip ve disler
dis yiizde puberulent, korolla alt lobunun altinda kalan kisim, seyrek dagmik orti
tiylll, i¢ ylizde tiip tiiysiiz, disler uzun basik ortii tiiylii. Korolla sart 9-10 mm,
kaliksten uzun, tiipiin list kismi1 ve loplarin dis yiizii marjinler hari¢ yogun ortii tiiylii,
i¢ ylizde korolla tiipliniin ag1z kismi ortii tiiylii filamentlerin alt bolgesindeki tiiyler

tam halka seklinde. Ust dudagin i¢ kisminda kahverengi ¢izgi var.

Ciceklenme Zamani: Mayis- Agustos.

Habitat ve Yetisme Yiiksekligi: Kayalik yamagclar, maki, frigana, 30-2000 m.
Tiirkiye Yayihisi: Bat1i Akdeniz.

Fitocografik Bolgesi: Dogu Akdeniz Elementi.

Endemizm: Endemik.
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Sekil 1.5: Sideritis brevibracteata P.H. Davis.

Sekil 1.6: Sideritis brevibracteta ’nin iilkemizdeki yayilis alani.
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1.2 Sideritis L. Cinsinde Sekonder Metabolitler

Sideritis cinsinde terpenler, flavonoidler, u¢ucu yaglar, iridoidler, kumarinler,
lignanlar ve steroller gibi pek cok kimyasal bilesen tanimlanmistir. Bu bilesenler

ayn1 zaman da bitkiler de bulunan sekonder metabolitler olarak bilinmektedir.

1.2.1 Ugucu Yag

Ugucu yaglar, bitkilerden ya da bitkisel droglardan cesitli yontemlerle elde
edilen, oda sicakliginda sivi halde olan, su buhar ile siiriiklenebilen, kolaylikla
kristallesebilen ugucu oOzellikte, bitkilerin karakteristik kokulari veren, yagimsi
karigimlardir. Su ile karigsmadiklarindan ve su yiizeyinde tabaka olusturduklarindan,
“yag” adi ile anilirlar, oda sicakliginda bile buharlasabildiklerinden bunlara ugucu
yag veya eterik yag denilmektedir. Ayrica ucucu yaglar genellikle giizel kokulu
olduklarindan ve bir de parfiim sanayinde kullanildiklarindan “esans” olarak

adlandirilmaktadirlar [28].

Ucucu yag iceren bitkiler daha ¢ok tropik ve subtropik bolgelerle 1liman iklim
kusaginin sicak boélgelerinde yetismektedirler. Soguk iklimlerde daha az sayida
aromatik bitki bulunmaktadir. Ugucu yag tasiyan bitkiler agisindan en zengin

alanlardan birisi de tilkemizi de igine alan Akdeniz Fitocografik bolgesidir [28].

Ucucu yaglar bitkinin tiim organlarinda veya bitkinin belirli bir organinda
bazen de bir organin belirli dokularinda da bulunabilmektedir. Bir¢ok bitki sekonder
metabolitler olan ugucu yaglari normal biiyiime ve gelisim donemlerinde ya da strese

tepki olarak veya patojen saldirilara karsi tiretmektedirler [29].

Ucgucu yaglar taze iken genellikle renksiz veya acik sar1 renklidir. Fakat
karanfil yag: gibi saridan kahverengiye veya papatya yagi gibi yesilden maviye kadar
degisik renkte olanlar1 da vardir. Ugucu yaglar kendilerine 6zel kuvvetli bir kokuya,
tada ve renge sahiptirler. Terpenlerin oksitlenmesiyle meydana gelen oksijenli
tiirevler ugucu yagin kendine 6zgii kokusunu, tadini ve terapotik 6zelligini verir. Bazi
ucucu yaglar 151k ve oksijenin etkisi ile oksitlenerek, koku degisimine ve kalite
azalmasina maruz kaldiklar1 i¢in yaglar serin bir yerde ve koyu renkli siselerde

saklanmalidirlar [30-32].
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Yaglar genellikle oda sicakliginda sividirlar fakat kati olanlarda vardir. Ugucu
yaglar, su buharinda siiriiklenebilirler, slizge¢ kagidi {izerinde leke birakmazlar,
zamanla acilasmazlar. Ancak 1s1k ve hava karsisinda bir siire sonra oksitlenir ve

recinelesirler. Etanol de ¢oziinebilirler [31,32].

1.2.1.1 Ugucu Yaglarin Siniflandirilmasi

1.2.1.1.1 Kimyasal Bilesimlerine Gore

Ugucu yaglarin kompozisyonunu olusturan kimyasal maddeleri dort grup
altinda toplayabiliriz: terpenik maddeler, aromatik maddeler, diiz zincirli

hidrokarbonlar, azot ve kiikiirt tasiyan bilesikler.

Ugucu yaglarin yapisinda 2000 ’den fazla kimyasal bilesik bulunur, bunlarin
% 90 ’1 terpenik maddelerden olusmustur. Yapilarinda 150 ’den fazla monoterpen,
1000 kadar seskiterpen ile diterpenler bulunmustur. Bunlarin yaninda alkoller (benzil
alkol, sinnamik alkol, sitronellol), organik asitler (asetik asit, benzoik asit, sinnamik
asit), fenoller (karvakrol, kativol, timol), ketonlar (kafur, karvon, pulegon), aldehitler
(benzaldehit, sinnamik aldehit, sitral), esterler (benzil benzoat, bornil asetat, granil
asetat), fenol esterleri (anetol, 6jenol, safrol), ve diger bilesikler (siilflir, nitrojen,
kumarin) bulunmaktadir. Terpenlerin oksitlenmesi ile olusan oksijenli tiirevlerden,

ucgucu yaglarin kendisine has kokusu ve tadi meydana gelir [28,31,33].

1.2.1.1.2 Aromatik Ozelliklerine Gore

Ucucu yaglar koku ve tat 6zelliklerine gére de siniflandirilabilirler. Buna gore
ucucu yaglar iige ayrilirlar; “aromatika-aroma” (kokulu ve aci tadi olanlar),
“aromatika-acria” (kokulu ve tadi keskin olanlar), “aromatika” (¢ok kokulu ve tadi

iyi olanlar) [28].
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1.2.1.1.3 Farmakolojik ve Terapik Etkilerine Gore

Ugucu yaglar farmakolojik ve terapik etkilerine gore de gruplandirilir. Ugucu
yaglar nervinatik (sinir yatistirici), rubefiyen (deriyi kizartan), irritan (uyarici),
ekspektoran (balgam soktiiriicli), antitussif (Oksiiriigii kesen), antiromatizmal,
ditiretik (idrar soktiiriicii), emmenagog (adet soktiiriicli), stomasik (midevi),
karminatif (gaz giderici), koleretik (safra sokiicii), antihelmintik (solucan diisiiriicii),
antienflamatuar, antiseptik, antibiyotik, antifungal, antioksidant ve sedatif etkilerine
gore bir gruplandirmaya tabi tutulurlar [28,34,35]. Ugucu yaglarin toksik etkisi
lipitlerde erimelerinden ve hiicre i¢ine girerek plazmayr bloke etmelerinden ileri
gelir. Toksik etki mukozay: tahris eder ve sinir sistemini uyusturur. Ugucu yaglar
birden fazla maddeden olustugu i¢in ayni ugucu yag degisik amaglarla kullanilabilir.
Bugiin ugucu yaglar yerine, daha ¢ok igindeki aromatik etken maddeler veya terpenik
maddeler ila¢ olarak kullanilmaktadir [36].

1.2.1.2 Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ucucu yaglar bitkilerden, miktarlarina ve bilesenlerinin 6zelliklerine bagh
olarak ve diger bir yonden de ucucu yag elde edilecek bitki kismina gore degisik
sekillerde elde edilir [28,31]

1.2.1.2.1 Distilasyon Yoéntemi

Distilasyon ydntemi, ucuz ve kolay olup ugucu yagmi kolaylikla veren
bitkiler i¢in uygulanir Bu yontem bitki materyallerindeki biitin ugucu maddeleri

buharlagtirma ve yogunlastirma yoluyla ayirma yontemidir [28].

Bitkiler ¢ok ince toz haline getirilmeden distile edilmelidir. Genellikle
cicekler dogrudan, yapraklar hafif ufalandiktan sonra, kok vs. ise kiiclik pargalara
ayristirildiktan sonra distile edilirler. Giil, lavanta, portakal cicegi, anason, karanfil,
nane, kekik, adacay1 gibi bitkilerde bu yontem uygulanir [28]. Ugucu yaglarin elde

edilmesinde bes tip distilasyon yonteminden faydalanilir.
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1.2.1.2.2 Su Distilasyonu

Kuru bitki materyali distilasyon aygit1 icinde sicak su ile kaynatilir.
Geleneksel olarak ugucu yag tiiretiminde kullanilan imbikler ve laboratuar tipi
Klevenger aygiti bu yontem i¢in kullanilir. Ugucu yag buhar ile siiriiklenerek
sogutucudan yogunlastirilarak bir kapta toplanir. Kapta su ve yag tabakasi ayrilir ve

ucucu yag almir [28,37].

1.2.1.2.3 Su ve Buhar Distilasyonu

Bu metotta hem kuru hem de taze bitki materyali dogrudan dogruya sicak su
ile degil, buharla temas etmektedir. Ucucu yaglar maserasyona tabi tutulmus
materyalden su buhar1 gecirilerek ayrigtirilir. Yiksek 1s1 ile pargalanma olasiligini
ortadan kalkdirmak icin su buhar1 baska bir yerde elde edilir ve bir boru yardimiyla
maseratin igine yoneltilir. Ugucu yaglar su buhari ile siiriiklenerek sogutucu iinitesine

gelerek yogunlasip toplama kabinda birikir [28,37].

1.2.1.2.4 Buhar Distilasyonu

Bu yonterm daha cok taze bitki materyallerine uygulandigindan ve bu taze
materyal yeterince su tasidigindan materyal maserasyona tabi tutulmaz. Sicak su
buhar1 distilasyon kazaninin 1zgarasi {izerine konan materyalin i¢ersinden dogrudan
gecirilir. Yag damlaciklart buhar ile beraber siiriikleyerek toplama kabinda birikir

[28,37].

1.2.1.2.5 Kuru Distilasyon

Bazi droglar kuru kuruya 1sitildiklar1 zaman ugucu maddeler kismen olduklar:
gibi kismen de parcalanarak distile olurlar. Ozel gelikten yapilmis imbiklerde
uygulanan bu yonteme "Pirojenasyon" adi verilir. Materyal odun ya da dal ise kii¢iik
parcalar halinde kazanlara doldurulurak, yiiksek sicaklikta havasiz ortamda kuru
kuruya distile edilir [31].
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1.2.1.2.6 Hidrodifiizyon

Ugucu yagin bir kismu bitkisel dokularin yiizeyinde bulunurken, bir kism1 da
i¢c kisimlarda bulunur. Yiizeye yakin yerlerdeki ugucu yagi buhar ile almak kolaydir.
Yiizeye yakin olmayan bolgelerdeki ucucu yag ise ancak difiizyon isleminden sonra
yiizeye ulasir. Hidrodifiizyon islemi, distilasyonunun iselminin aksine buharin
kazana lstten verilmesi ve alttan ¢ikan buharin yogunlastirilmasi seklinde uygulanir.
Hidrodifiizyonun getirdigi birtakim avantajlar vardir. Bunlar; kazanin yiiklenmesi ve
bosaltilmasi islemlerinin kolayligi, distilasyon siiresinin kisaligi, daha az buhar

harcanmasidir [31].

1.2.1.2.7 Ekstraksiyon Yontemi

Coziiciiler kullanilarak, bitkisel materyalden etken maddeleri elde etme
yontemdir. Ekstraksiyon yontemi ii¢ farkli sekilde yapilabilmektedir. Bunlar;
Organik Coziicii ile Ekstraksiyon, Sabit Yag ile Ekstraksiyon, Sivilastirilmis Gazlarla
Ekstraksiyon (SAE: Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu) yontemleridir [37,38].

1.2.1.2.8 Mekanik Yontem (Presleme Yoluyla Ucucu Yag Elde Edilmesi)

Distilasyon yontemi bazi bitkisel droglara uygulandiginda droglardaki ugucu
yag bozulmaktadir. Bu gibi durumlarda droglardan mekanik yontemle yag elde
edilmektedir. Bu yontem ile genel olarak portakal, limon, bergamut ve mandalina
gibi turunggil meyve kabuklarindan ugucu yag elde edilebilir. Mekanik yontemle

ugucu yag elde etmek i¢in preslerde sikma veya benzeri cihazlar kullanilir [28,37].

1.2.1.3 Ugucu Yag Bilesiklerinin Analizi

Ugucu yag bilesenlerinin analizinde Gaz kromatografisi / Kiitle
spektrometresi  kullamilmistir. Gaz kromatografisinde karisimdaki maddeler
birbirinden ayrildiktan sonra iyonlastirarak kiitle spektrometresinde kargimdaki
maddelerin kiitlelerine bagli olarak elementler tayin edilir. Ayirma islemi, yiizeyi
genis kat1 bir destek ilizerindeki hareketsiz faz ile hareketli faz arasinda ayrilmasi

istenen bilesiklerin adsorbsiyon hizlarinin farkli olmasindan yararlanarak yapilir.
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Kromatografide ayrilmasi istenen karigim, tizeri durucu fazla kaplanmis destek katisi
ile doldurulmus bir kolondan gegirilerek ayrilma gergeklestirilir. Ayrilan bilesikler
kolonun diger ucundan farkli zamanlarda ¢ikar ve uygun bir dedektor ile tespit edilip
miktarma bagli olark elementler tayin edilir. Ayrilmanin gergeklestigi kolondan
c¢ikan akigskanin toplamina kolon efluenti, bunun hareketli faza ait kismina eluent ve

ayrilmis bilesene ait kismina eluat denir [39].

Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi’nde kolon girisinde bulunan
enjeksiyon kisminda, ayrilacak karisim bir enjektor yardimi ile kolonun 6n kismina
verilir ve 500 °C ye kadar 1sitilir. Karigim burada hemen buharlagir ve tasiyict gaz
tiiplinden alinan tasiyici gaz yardimiyla kolona girer. Kolonda her bilesik durucu
fazdan tasiyici faza ve tasiyict fazdan durucu faza farkli hizlarla go¢ ederek devamli
taginirlar ve boOylece birbirinden ayrilarak farkli zamanlarda kolondan c¢ikarlar.
Kolondan gaz elektron bombardimani ve kimyasal iyonlasma ile iyonlastirilir ve
radyo frekans manyetik alanin da depolanir. Iyonlar daha sonra kiitle/yiik oranin
taranmasinin  yapilabilmesi i¢in elektron c¢ogaltici dedektore sevk edilir.
Spektrometrik detektdrler genellikle aninda sinyal goriintiileri ve bilgisayarda
yeniden bi¢imlendirilmis sinyal goriintiileri olmak itizere iki tip sinyal goriintiisii
verebilirler. Bu sinyal goriintiileri bilgisayar ekraninda pik seklinde gozlenebilir ve

cihazdaki bilgi bankasi araciligi ile maddeler tanimlanabilir [39,40].

1.2.2 Fenolik Bilesikler

Benzen halkas1 iceren organik maddeler genel olarak fenolik bilesikler olarak
adlandirilmakta olup bunlar bitkiler de bulunan ikincil metabolitlerdir. Kimyasal
acidan iki gruptan olusurlar; flavonoidler (antosiyaninler, flavon-3-ol monomerleri
ve polimerleri, flavonoller ve proantosiyanidinler) ve flavonoid olmayanlar

(hidroksisinnamik, hidroksibenzoik asit ve tiirevleri, fenolik alkoller) [41].

“Fenolik” veya “Polifenol” terimi kimyasal olarak kisaca, sahip oldugu
aromatik halkada gesitli fonksiyonel gruplarin yaninda bir veya daha fazla hidroksil

grubu tasiyan madde olarak tanimlanir [41].
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1.2.2.1 Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi ve Onemi

Bitkilerdeki fenolik bilesiklere ait ilk modern siiflandirma, basit fenolleri,
fenolik asitleri, fenil asetik asitleri, sinnamik asitleri, kumarinleri, izokumarinleri,
lignanlari, flavonoidi, ligninleri, taninleri, benzofenonlari, ksantonlari, stilbenleri,

kinonlar1 ve betasiyaninleri igermektedir (Tablo 1.1) [42].

Tablo 1.1: Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin siniflari.

Karbon . .
Siif Temel Iskelet Ornek
Atomu Sayisi
Basit Fenoller 6 6 Katesol, hidrokinon,
Benzokinonlar 2,6-dimetoksi benzokinon

p-hidroksi benzoik asit,

Fenolik asit 7 C6-C1 - .
Salisilik asit

3-asetil-6-metoksi

Asetofenonlar _
8 C6-C2 benzaldehit,

Fenilasetik asitler . o o
p-hidroksifenilasetik asit

Hidroksisinnamik

asitler Kafeik asit, ferulik asit,
Fenil propenler miristisin, eugenol,
9 C6-C3 ) )
Kumarinler umbellifenon, aesculetin,
Izokumarinler bergenin, eugenin.
Kromonlar
Naftakinonlar 10 C6-C4 Juglon, plumbagin
Ksantonlar 13 C6-C1-C3 Mangiferin
Stilbenler o .
14 C6-C2-C6 Lunularik asit, Emodin
Antrakinonlar
Flavonoidler Kesretin, siyanidin,
) 15 C6-C3-C6 o
I1zoflavonoidler genistein
Lignanlar ) ) o
] 18 (C6-C3)2 Pinoresinol, eusiderin
Neolignanlar
Biflavonoidler 30 (C6-C3-C6)2 Amentoflavon
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1.2.2.1.1 Fenolik Asitler

Fenolik asitler, kimyasal yonden hidroksisinnamik (sinamik) ve
hidroksibenzoik (benzoik) asitler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Tablo 1.1).
Hidroksibenzoik asitler C6-C1 (fenilmetan), hidroksisinamik asitler ise C6-C3
(fenilpropan) yapisindadir. Benzoik asit tiirevlerine 6rnek olarak, protokatesuik asit,
p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, salisilik asit ve gensitik asit verilebilir. Kumarik
asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit ise sinamik asit tiirevlerindendir
[41,43,44].

Benzoik Asit R1 R2 R3 R4
P-hidroksibenzoik asit H H OH
R4 COOH Protoketesuik asit H OH OH
Vanilik asit H OCHj,4 OH H
Gallik asit H OH OH OH
R3 Rl Sirincik asit H OCH;, OH OCH;,
R2 Salisilik asit OH H H H
Gentisik asit OH H H OH
Ry Hidroksisinamik Asit R1 R2 R3
p-kumarik asit H OH H
/ COOH Kafeik asit OH OH H
Ry Ferulik asit OCHj; OH H
Ry Sinapik asit OCHg; OH OCHg

Sekil 1.7: Fenolik asitlerin kimyasal yapilari.

Hidroksisinnamik asitler serbest halde bulunabilecegi gibi, klorojenik asitte
oldugu gibi kuinik asitler, 1-0-sinnamoil glukozdaki gibi sekerle esterlesmis halde
bulunabilirler. En sik bulunan esterler, sinnamoil amidlerin yani sira, metil ve etil

sinnamatler, seker ve organik (kuinik asit vb.) asitlerin sinnamoil esterleridir [45].
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OH
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Klorojenik asit

1.2.2.1.2 Flavonoidler

Flavonoidler (flavon tiirevleri) yapisinda 15 karbon atomu bulunan, C6-C3-
C6 (difenilpropan) formunda iki fenil halkasinin propan zinciri ile baglanmasindan
olusun fenolik bilesiklerdir. 5 alt gruba ayrilirlar: antosiyanidinler, flavonlar,
flavonoller, katesin ve 16koantosiyanidinler ile protoantosiyanidinler. Flavonoidlerin
yapisindaki OH gruplari, reaktif ozelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir
[41,43,44].

Falavonoidlerin, 6400’den fazla farkli yapisi aydinlatilmistir [46].
Gergeklestirilen arastirmalar sonucu flavonoidlerin  gesitli  biyokimyasal ve
farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmigstir. Bunlara 6rnek olarak
antioksidant [47], antikanser, antiiilserojenik, Gstrojenik, antifungal, antiviral [48],
antibakteriyal [49] verilebilir. Fenolik bilesiklerin bitkilerde ¢esitli gorevleri vardir.
Ornegin; baklagillerin koklerinden salgilanan flavonoidler, topraktaki bakterileri
uyararak koke yerlesmelerinde rol oynar. Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim
inhibitérii ve ayni zamanda 1siktan koruma gibi bazi onemli 6zelliklere sahip
olduklar1 gibi, bitkilerde enerjinin doniisiimiine ve biiylime hormonlarina da etki
etmektedirler. Flavonoidler ayrica solunum ve fotosentez reaksiyonlarinda elektron
tasima sisteminde gorev alirlar ve bulasic hastaliklara karsi savunma fonksiyonlarina

sahiptirler [50]. Sideritis tiirleri fenolik maddelerce ¢ok zengin tiirlerdir [51].

Sekil 1.8: Flavonoidlerin genel yapisi.
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Flavonoidler dogal olarak bulunan fenollerin en biiyiik gruplarindan birini
olustururlar. Bakteri ve yosunlarin biiyiik bir kismi hari¢ en yiiksek yapili bitkilerden
basit yapili mantarlara kadar hemen her bitki tiirinde yaygm olarak bulunan
bilesiklerdir. Ayrica flavonoidler sahip olduklar1 biyolojik etkinliklerinden dolay1
bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda en onemli bilesik siniflarindan birisini

olustururlar.

Limon kabugundan 1936 yilinda elde edilen flavon bilesiklerinin, P-vitamini
ad1 altinda, kilcal damar gegirgenligi ve kirilganligmi diisiirmede kullanilmaya
baglanmasi ile Flavonoidlere karsi ilgi artmaya baslamistir [52]. 1970 1i yillarda
flavonoidlerle yapilan ¢alismalarin boyutu daha da genislemis ve bu arastirmalarin
sonucu olarak bugiin bitkilerden 4000’den fazla flavonoid elde edilmis ve yapilari

aydinlatilmistir [52].

1.2.2.1.2.1 Flavonoidlerin Yap1 Ozellikleri ve Simiflandiriimasi

Flavonoidlerin karbon iskeleti 15 karbon atomu igerir ve iki fenil halkasinin
propan zinciri ile birlesmesinden olusur. Yapilar C6-C3-C6 konfigiirasyonunda
diizenlenmistir. Flavonoidler, ti¢ karbonlu propan zincirinin lgiincii bir halka
olusturmasi, farkli sekiller almasi veya fenil gruplarinin farkli pozisyonlarda

baglanmasi sonucu farkli siniflardan olusurlar [52].

Me ¢
/ 3 / OH-=—— Me —=—— Glikozil
OH
N
s OH —=— Me
\

f OH «—— Glikozil
OH

f

Me

Sekil 1.9: Flavonoid siibstitiientlerin en yaygin yerlesme pozisyonlari.
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izoflavonlar

o
(L O
|OH

OH
() o

Flavonoller Dihidroflavonolller

o]

(@) (o]
Flavononlar Kalkonlar
O O
Flavanlar

izofalvonlar Oronlar

Sekil 1.10: Baz1 flavonoid bilesiklerinin iskelet yapilari.

1.2.2.2 Fenolik Maddelerin insan Sagh@ Uzerine Etkileri

Fenolik maddelerin en 6nemli biyolojik 6zelligi, antioksidatif etkiye sahip
olmalaridir. Oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun, kalp damar hastaliklari,
kanser ve kronik iltihaplanma gibi hastaliklarin en 6nemli etkenleridir. Flavonoidler

lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerin ve lipid peroksi radikallerinin
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olusumunu engellemektedir. Flavonoidlerin metal iyonlarin1 baglayarak lipidlerin
oksidasyonunu oOnleyebildigi ve radikallerin olusumunda gorev yapan enzim
sistemlerini inhibe edebildigi belirlenmistir [53]. Fenolik maddelerin saglikla
iliskisinde toplam fenolik miktar1 veya flavonol, flavon gibi alt gruplarin miktarindan
cok bu maddelerin tiirevleri ve her birinin miktarinin 6nemli oldugu belirtilmistir

[54].

Biyolojik etkili flavonoidler vitamin P maddeleri olarak da bilinmektedir.
Siyah c¢ay, sogan ve elmadaki flavonoidlerin yiiksek miktarlarda alinmasinin
yaglilarda kalp hastaliklarina bagli oliimleri azaltmada etkili oldugu bildirilmistir.
Flavonoidlerin kilcal damarlarda kanama ve catlamalar1 engelleyici etkileri oldugu
ve diger maddelerin oksidasyonunu yavaslatici etki gosterdikleri bildirilmektedir
[55].

Meyve ve sebze tiikketiminin kanser, kalp hastaliklart ve beyin damarlarina
bagli hastaliklarda 6liim orani, timor olusumunu azalttigr ve kan basincini diigtirdiigi
belirtilmistir. Meyve ve sebzelerin bu etkiyi yapilarinda bulunan antioksidanlarla
sagladiklari, bu antioksidan etkinin ise fenolik maddelerden kaynaklandigi

kaydedilmistir [56].

1.2.3 Terpenler

Genel yapilar1 CigHyg seklindedir. Isimleri igerdikleri karbon sayilarma gore
degisir; Cyo diterpen, Cg triterpen, Cy tetraterpen, Cs hemiterpen, C;s sesquiterpen
gibi.  Oksijen gibi baska elementler igeren terpenlere terpenoidler denir [9].
Terpenler reginenin ana bilesenleridir ve gergekte ‘terpen’ ismi regineden elde edilen
bir bilesik olan ‘turpentin’ isminden tliremistir. Terpenler aromatik 6zelliklerinden
dolay1 genis bir kullanim alanina sahiptir. Geleneksel ilag tedavilerinde rol oynarlar.
Bugiin gerek acik zincirli gerekse halkali yapida olan cesitli fonksiyonel gruplara

sahip 20.000 den fazla terpen yapis1 bilinmektedir [10,57-62].

Terpenler bitki dokularinda genellikle serbest olarak, organik asit esterleri ya
da glikozitleri halinde, bazen de proteinlerle birlesmis olarak bulunurlar. 15 karbona
kadar olan terpenler bitkilerden su buhar distilasyonu ile daha fazla karbonlu olanlar

ekstraksiyon yontemleri ile izole edilirler [57].
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Terpenler izoprenin (2-metil-1,3-biitadien) oligomer veya polimerleridir.
Izopren molekiiliinde bulunan ¢ift baglar esleniktir. Yani iki ¢ift bag arasinda yalniz
bir tek bag bulunmaktadir. boyle eslenik ¢ift bag tasiyan maddeler biiyiik tepkime
yetenegine sahiptirlerve baska maddelerle birlesebilirler. Izoprenin kendisi dogal
olarak bulunmadig halde dogada izopren molekiillerinin polimerizasyonu sonucu
olusan bilesikler yaygindir. Dogal bilesiklerin ¢ogunda izopren molekiillerinden
birinin bas kismui ile digerinin kuyruk kismi birlesmistir. Bununla birlikte iki bas ya

da kuyrugun birlestigi maddelerde vardir [58].

CHg
H,C CH— C CH,
U 3 2 1U
kuyruk bas

[zopren (2-metil-1,3-biitadien)

1

Bu kurala gore izopren tnitelerindeki 1 nolu karbon (dallanmis taraftaki) bas

olarak adlandirilirken, 4 nolu karbon (dallanmanin olmadig: taraftaki) kuyruk olarak
adlandirilir [58].

Izopren Kuralma gore biitiin terpenik bilesiklerin karbon iskeletleri izopren
birimlerinin iki ya da daha fazlasinin birlesmesiyle olusmustur. Terpenler izopren

tinitesinin biiylikligiine gore Siniflandirilirlar [63].
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Tablo 1.2: Terpenlerin siniflandiriimasi.

Izopren sayisi Karbon Sayisi Terpen Simfi
1 5 Hemiterpenler
2 10 Monoterpenler
3 15 Seskiterpenler
4 20 Diterpenler
5 25 Sesterpenler
6 30 Triterpenler

Tetraterpenler
8 40 .

(karotenoidler)
N (5)n Politerpenler

Kiiglik molekiillii, su buhar1 destilasyonu ile siirliklenebilen monoterpenler ve
baz1 seskiterpenler ugucu terpenler olarak adlandirilir. Ugucu yaglarda monoterpen
yapisinda olan maddelerle, baz1 seskiterpenik maddelere rastlanmaktadir. Bunlar
ucucu yaglarin 6zsuyunda ve bazi bitkilerin dokularinda bulunmaktadir [63]. Bu

terpenlere drnek olarak mentol (2) verilebilir.

OH

Mentol

Seskiterpenlerin bir kismi ile diterpen, sesterpen, triterpen ve politerpenler ise
ucucu olmayan bilesiklerdir. Ugucu yaglarin i¢inde erimis olarak bulunurlar, ancak
su buhar ile siiriiklenemediklerinden, elde etme sirasinda ugucu yaga gegemezler. Di

ve triterpenler bitki ve aga¢ sakiz ve reginelerinden elde edilir. Tetraterpenler -
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karotenler- diizenlenmis bir gruptur ve bu grup bir ayirict grup olarak davranabilir.

En ¢ok bilinen politerpen kauguktur [63].

Monoterpenler ve seskiterpenler bitkilerde bulunurken, daha yiiksek karbonlu
terpenler hem bitkilerde hem de hayvanlarda bulunurlar ve her iki canli tiirlerinde de

¢ok biiyiik biyolojik 6neme sahiptirler [62].

1.2.3.1 Monoterpenler

Monoterpenler C1oH16 molekiil formiiliine sahiptirler. iki izopren tinitesinden
olusurlar. Cogu yliksek bitkilerden izole edilen, 100’den fazla bilinen monoterpen
vardir.  Monoterpenler bazi boceklerin koruma ve feromonal salgilarinda da
bulunmustur, deniz organizmalarindan izole edilmis halojenli monoterpenler de
vardir. Monoterpenler bitkilerde bulunan tat ve kokudan sorumlu olan yaygin
bilesendir. Monoterpenlerin 6ne ¢ikan karakteristigi keskin kokular1 ve uguculugudur

[64].

CHj
OH
H30/
Terpineol Timol a-pinen Kafur

Sekil 1.11: Bazi monoterpen yapilari.

1.2.3.1.1 Asiklik Monoterpenler

Asiklik monoterpenler g cifte bag ve 2,6-dimetiloktan (3) iskeletini tagir.
Oksijenli tiirevleri primer alkol, tersiyer alkol, ester ve aldehit gruplan tasiyabilir,

monoetilenik ya da dietilenik olabilir [65].
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H.C CH
3 1 3
2,6-dimetikoktan

3

Asiklik monoterpenlere ornek olarak, Lavandula officinalis ‘in (Labiatae)
taze ¢icekli dal uglarindan su buhari distilasyonu ile elde edilen lavanta esansinda
(oleum lavanduale) bulunan linalool (4) (%30-40) verilebilir. Ayrica linalool bilesigi
birgok ¢icek ve baharatta bulunur. Parfimeri ve kozmetikte hos koku vermek

amaciyla sabun, deterjan, sampuan ve losyon gibi tiriinlerde kullanilir [62].

OH

Linalool

4

1.2.3.1.2 Monosiklik Monoterpenler

Alt1 halkali bir ye igerir ve bu hususta Ingold (1921) bir gem-dialkil
grubunun siklohekzan halkasinin kararsiz kilmasina yol agtigina isaret etmistir. Bu
nedenle acik zinciri bir siklohekzanhalkasi olarak kapamak “gem-dialkil kurali” nin
kullanimini birkag olas1 yapiyla sinirlar. Ornegin karvakrol (5), limonen, mentol ve

timol 6nemli monosiklik monoterpenlerdir [63].
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OH

Karvakrol
5

Bagka bir Ornek de geranil pirofosfatin limonene yapisina cyclization
reaksiyonudur. Limonene, monosiklik monoterpen sinifina ait bir hidrokarbondur.
Renksiz, ¢ok keskin portakal kokusuna sahip, oda sicakliginda sivi olan ve diger
narenciye meyvelere kokusunu verer bir bilesiktir. Endiistriyel olarak; kozmetikte,
gidalara limon ve portakal tadi vermede, temizlik iriinlerinde Ozellikle el
temizliginde yine limon ve portakal kokusu vermede kullanilir [62]. Sekil 1.12° de

limonen olusumu verilmistir.

CHs CH, -
N
X AN CH, ’ e s
oPP
\ .H+
= B — y— ——
CH,

R

/N
CH H CH H \

HyC $ 3 * he CHs HsC CHs  pe CH,

eranil pirofosfat .
g p limonen

Sekil 1.12: Limonen olusumu.

1.2.3.1.3 Bisiklik Monoterpenler

Bisiklik monoterpenler bir altili halka ve bir {i¢lii, dortlii veya besli halka
igerir.  Ayrica siklopropan ve siklobiitan halkasinin dogada olusumunu yeterli
derecede kararli kilmak icin bir gem-dimetil grubuyla baslamas: gerekmektedir. Ug
olas1 bisiklik yapis1 vardir (Sekil 1.13). Ornek olarak; sainol (6), a-pinen (7), p-
pinen (8), sabinen (9), fenchon (10) bilesiklerini verebiliriz [66].
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b ® G

Sekil 1.13: Ug olas1 bisiklik yapis.

T ®® |

sainol alfa-pinen beta-pinen sabinen fenchon
6 7 8 9 10

1.2.3.2 Seskiterpenler

Seskiterpenler terpenlerin en genis sinifidir ve dogada genis bir dagilima
sahiptir. Dogadan izole edilen seskiterpenlerin iginde ardi¢ katranindan izole edilen
B-kadinen ve karanfil yagindan izole edilen B-karyofilen bulunur. Seskiterpen
laktanlar diger seskiterpenlerden bir a-metilen y-lacton sisteminin varligi ile farklilik
gosterir.  Seskiterpenlerin ¢ogu epoksitlerde oldugu gibi a-f-doymamis karbonil
grubu igerir [63].

Seskiterpenler asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik olmak {izere yapida
bulunan halka numarasina gére dérde ayrilir. Izopren kuralina gére, izopren iiniteleri
birbirine (bastan kuyruga) baglandiginda bir asiklik seskiterpen hidrokarbon formu
olusur, sonuncu dort tane ¢ift bag igerecektir. Her izopren tinitesi iki ¢ift bag igerir,

fakat bir tanesi her parga baglandiginda kaybolur [63].

C=(I3—C=C + C=(I3-C=C + C=(F-C=C
C C Cc

'

C:?-C-C:?-C-C-C:?-C-C:C
C C C

Sekil 1.14: Seskiterpen olusumu.
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Tablo 1.3: Seskiterpenlerin siniflandirilmasi.

Cift Bag Sayisi Seskiterpen sinifi Molekiiler Refraksiyon
4 Asiklik 69,5
3 Monosiklik 67,8
2 Bisiklik 66,1
1 Trisiklik 64
NN NN o)
W
= =
I |
OH
Germacrene D Farnesol Furanodienone
11 12 13
HsC
H.C
3 Y CH,
HsC
Artemisifolin Humulene
14 15

Sekil 1.15: Bazi seskiterpen yapilari.

1.2.3.2.1 Asiklik Seskiterpenler

Asiklik seskiterpenlere 6rnek olarak farnesol (12) verilebilir. Fernesol

ambrette tohumlarinin yaginda bulunan renksiz,

leylak kokusunda ve suda

coziinmeyen fakat yagda ¢ozilinebilen dogal bir organik bilesiktir. Ayrica misk, giil,

zambak, siklamen, portakal ¢igegi, kina ¢icegi gibi esansiyel yaglarda da bulunur.

Kozmetik ve parfiimeride hos koku vermek amaciyla kullanilir. Ayni zamanda
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fernesol bazi boceklerde hormon gorevi de goriir ve kurtguk seklinden giive sekline

dontigiimii baglatir [62,67].

1.2.3.2.2 Monosiklik Seskiterpenler

Daort farkli tip monosiklik seskiterpen yapist bilinmektedir, bunlar: elemane,
bisabalon, humulen ve germacren. Ornegin humulen (15) dogal olarak bulunan bir
monosiklik seskiterpendir. Humulen, ismini aldig1 serbetgi otu bitkisinin (Humulus
lupulus) esansiyel yaginda bulunur. Ayrica Lindera strychnifolia bitkisinin esansiyel

yaginda da bulunur.

Baska bir ornek de zencefil (Zingiber officinale) bitkisinin yaginin ana
bileseni olan zingiberene (16), ila¢ endiistrisinde kullanilir. Bitki koki birgok

antioksidan igerir [62].

Zingiberene

16

1.2.3.2.3 Bisiklik Seskiterpenler

Bisiklik seskiterpenler, kadinen, eudesmane ve perhidroazulen grubu olmak

lizere li¢ grupta incelenir [62].

Ormegin dogal bir bisiklik seskiterpen olan karyofilen (17) bazi esansiyel
yaglarin bilesenidir, 6zellikle karanfil yagi, bazi bitkilerin gdvde ve saplarinda
bulunan yaglar ve Syzygium aromaticum (karanfil agaci) bitkisinin ¢iceginden elde

edilen yaglarda bulunur [61,62].
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CHj

=
J
H,C™
H H
CHg
H,;C
Karyofilen
17

1.2.3.2.4 Trisiklik Seskiterpenler
Kedren ve Longifolen olmak iizere iki gruptur [70].

Kedren (18) sedir agacindan (Cedrus) elde edilen zengin bir aromatik yagdir.
Ayrica kedren bakimindan zengin tiirler arasinda karanfil ( Syzygium aromaticum ),
kuyruklu biber ( Piper cubeba ), ardi¢ ( Juniperus ) ve sandal agaci ( Santalum )
bulunur [62].

' CH3

H,c”™  CHs
Kedren

18

1.2.3.3 Diterpenler

Diterpenler, doért izopren molekiilinden meydana gelen, gesitli farmakolojik
etkilere sahip olan, 20 C’ lu bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir.
Diterpenler tasidiklari ana iskelete gore smiflandirilirlar, dogada ¢ok bulunan

diterpen iskeletleri Sekil 1.16” de gosterilmistir [69].
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Sekil 1.16: Bazi diterpen iskeletleri.

Dogal iirlinler igerisinde, diterpenler, en genis biyolojik aktiviteye sahip
bilesiklerdir. Diterpenler hormonlarini gelistiren bitkilerde bulunmaktadir. Ornegin,
Gibralin; bitki biiylime hormonu, Podolakton; bitki biiylime inhibitori, klerodan; aci
madde Ozelligi, anti-feedantlar bocekleri; anti-timor kanser etkisi ve bazi
antibiyotiklere benzer 6zellikleri, bunun yan1 sira yiiksek tansiyonu diistiriicii etkisi
oldugu gibi sclareol ve tlirevlerinin parfiimeri endiistrisinde kullanildigida

goriilmektedir [70].
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Diterpenler arasinda bulunan yap1 cesitliligi ve farkliligr fitokimyanin
gelismesini de kolaylagtirmaktadir.  Degisik ekstraksiyon sistemi ve ayirma
yontemleriyle kompleks diterpen karisimlari izole edilebilir. Ayrica siklik

diterpenlerde biyolojik aktivite daha fazla gézlenir [70].

Sideritis  tiirlerinde  genellikle kauren diterpenler yaygin olarak
bulunmaktadir. Kauren diterpenlerin yaninda labdan, pimaran ve beyeren diterpenler
de nadir de olsa bulunmaktadir. Ulkemizde mevcut olan bir diger Labiatae familyas:
tiyesi Salvia tiirlerinde abietanlar [71], Teucrium ve Inula tiirlerinde ise kloredan ve

neokloredanlar yaygin olarak bulunmaktadir [72].

Cesitli biyolojik aktiviteye sahip diterpenlerin oksijenli tiirevleri kimyasal

yapilaria gore su sekilde gruplandirilabilir:

a) Asiklik diterpenler

b) Monosiklik diterpenler

c) Bisiklik diterpenler

d) Trisiklik diterpenler

e) Tetrasiklik diterpenler

f) Pentasiklik diterpenler

g) Lakton ya da furan halkasi igeren diterpenler [63].

1.2.3.3.1 Diterpenlerin Adlandirilmasi

Diterpenlerin numaralandirilmas: Sekil 1.17° da gorildiigi gibi gesitli
sekilerde olabilir, genellikle numaralandirma A halkasindan baglamaktadir. Ayrica
diterpenlerin ¢ogunlugu ent-stereokimyasina gore adlandirilmaktadir. Buradaki en
onemli oOzellik (yani bilesigin okunusunun basina ent gelmisse) gercekte o

pozisyonunda olan siibstitiient B olarak, B pozisyonunda olan da o olarak
okunmaktadir [70].

Ayrica numaralandirma yapilirken 20 no’lu metilin 6nde ya da arkada
olmast onemlidir. 20 no’lu karbon arka pozisyonda ise numaralandirmaya A
halkasindan baglanir [63].
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Sekil 1.17: Bazi diterpenlerinin numaralandirilmasi.

1.2.3.3.2 Asiklik Diterpenler

Halkali olmayan bu diterpen yapilar1 yirmi karbon ve bagh siibstitiientlere
gbre yirminin iizerinde karbona sahip olan doymus ya da doymamis yapilardir.

Ornek olarak 17-acetoxyacanthoustralide (19) verilebilir [63].

H:C o

17-acetoxyacanthoustralide

19

1.2.3.3.3 Monosiklik Diterpenler

En ¢ok bilinen monosiklik diterpen Al vitaminidir (Retinol) (20). Retinol
omurgali hayvan organizmasinda C40-karotenoitlerin ikiye boliinmesi ile olusan bir

bilesiktir, bitkilerde bulunmaz [57].

CH,OH

Retinol

20
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1.2.3.3.4 Bisiklik Diterpenler

Bisiklik diterpenler Kloredanlar ve Labdanlar olmak tizere iki iskelet
yapisinda incelenir. Klerodan diterpenler genellikle c¢ift g¢enekli bitkilerden izole
edilirken bakteri, mantar, koyunotu gibi tek ¢enekli bitkilerden de izole edilir. S.
melissodira Lag. ve S. languiduline’ den bir klerodan diterpenoit olan melisodorik

asit (21) izole edilmistir.

o=

OH
COOH

Melisodorik asit
21

1.2.3.3.4.1 Labdanlar

Triterpenler ve stereoidlerin aksine diterpenlerin karakteristik bir 6zelligi bu
asamada ortaya ¢ikar. Bunlar hem normal hem deantipodal A/B halka kaynasmasi
gosterirler. Bu durum siklaz enzim yiizeyi iizerinde zincir ¢ikis bilesiginin farklh
sartlma modlan iizerinden olusmaktadir. Her iki serinin Ornekleri de oldukc¢a

yaygindir [70].

1.2.3.3.4.2 Klerodanlar

Klerodanlar bir seri backbone veya friedo diizenlenmeleri sonucunda elde
edilirler. Bu diizenlenmeler C-8 ¢ift baginin protonlanmasi ve C-9'dan C-8'e hidriir
kaymasi ile baglar, arkasindan C-10'dan C-9'a bir metil grubunun kaymasi olur. C-
4'den C-5'e bir metil kaymas1 ve C-5'den C-10'a daha ileri bir hidriir kaymasi ile
diizenlenme tamamlanir. Bu iskelet tipi i¢cinde bircok stereokimyasal varyasyonlar
vardir. Yalnizca her iki enantiomerik seri gergeklesmekle kalmaz, H-8 ve C-9

siibstitiienti arasinda hem trans hem de cis iliskisi bulunduran bilesiklere de rastlanir
[70].
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Sekil 1.18: Backbone veya Friedo diizenlenmesi ile klerodanlarin olusumu.

1.2.3.3.5 Trisiklik Diterpenler

Trisiklik diterpenler Pimaranlar (Pimarenes), Abietanlar (Abietans), Kasanlar

(Cassanes), Rosanlar (Rosanes) olmak tizere dort iskelet yapisina sahiptir.

1.2.3.3.5.1 Pimaranlar

Pimaradienler, ayrilan grup pirofosfatin aktivasyonu sonucu olusmuslardir.
Merkezi ¢ift bagim son pozisyonu degisik sekillerde olabilmektedir. Pimaradien
iskeletine sahip olan diterpenler oldukga yaygindirlar ve izopimarik asit (22),
sandrakopimarik asit (23) de bunlara dagildir. Birka¢ ¢esit ¢am reginesinde
bulunurlar [70].

%OOH 2
COOH
izopimarik asit Sandrakopimarik asit
22 23

1.2.3.3.5.2 Abietanlar

Trisiklik pimaradienler basit bir metil grubunun gégiiyle abiatedienleri
olustururlar (Sekil 1.19) [70].
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Sekil 1.19: Abietanlarin olusumu.

Abietanlara verilebilecek en yaygin ornek abietik asittir (24). C halkasi

fenolik hale gecerek Salvia tiirlerinde ¢ok yaygin olan aromatik abietan olan

ferruginol (25)' i olusturur. Podokarpik asitin ve onunla ilgili olan bilesiklerin

kimyas1 detayli olarak arastirilmistir. Bu serinin kolayca okside olan iiyeleri de izole

edilmistir. Coleus ve Plecthranthus tiirlerinin yaprak bezleri kinon ve kinon

metidlerinin bir serisini ferruginol (25) horminon (26) olusturur [70].

H

CooH
Abietik asit Ferruginol Horminon
24 25 26

Sekil 1.20: Abietan tiirevleri.

1.2.3.3.5.3 Kassanlar

Kassanlarda, abietanlardan farkli olarak yeniden diizenlenmeyle bir metil

grubu C-14’ e gocer. Bu tip diterpenler Erithrophleum’den elde edilmislerdir. Bu

tipin daha kuvvetli okside olabilen diger Ornekleri caessalpinler olusturur.

Podocarpus totora‘dan izole edilmis totarol'de oldugu gibi izopropil grubunun C-13’

ten degil de C-14' den baglanmis oldugu diterpenler de izole edilmislerdir [70].
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1.2.3.3.5.4 Rosanlar

Bir Friedo veya Backbone tipi diizenlenme igeren alternatif bir halkalagsma
modu, Trichothecium roseum'dan olan rozenalakton gibi rosan diterpenler
goriilebilir. Erythoxylon'dan izole edilen bazi yiikseltgenme fiiriinleri ve yapilari elde
edilmigtir [70].

Rozenalakton Rimuene

Sekil 1.21: Rosan tiirevleri.

1.2.3.3.6 Tetrasiklik Diterpenler

Tetrasiklik diterpenlerin ilk olarak uygun yonlendirilmis pimaradienlerin
klasik olmayan bir karbokatyon ara diriniine siklizasyonuyla olustugu
diistiniilmektedir [70].

Afidokolin Gibberellin A,

Sekil 1.22: Baz tetrasiklik diterpenler.
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1.2.3.3.7 Kaurenler

Geranil-geranil  pirofosfat kendi arasinda diizenlenmeye ugrayarak
diterpenleri olusturabilir. Bunlardan biride bir diterpen tiirii olan tetrasiklik yapidaki

kauren iskeletidir.

Kaurenler adlandirilirken 6nce A halkasindan baslanir, sonra B halkasi, C ve
D halkalar1 ile devam edilir. Metil gruplart 18, 19 ve 20 nolu olacak sekilde
numaralandirilir. Burada onemli olan 20 nolu metilin 6nde (B) veya arkada (o)
olmasidir. Eger 20 nolu metil arkada ise bu bilesik ent-Kauren, 6nde ise kauren

olarak adlandirilir (Sekil 1.23) [70].

Kauren Ent-Kauren (-)

Sekil 1.23: Kauren ve ent-Kauren iskeletleri.

1.2.3.4 Triterpenler

Triterpenler CzoHgg molekiil formiiliine sahiptirler ve alt1 izopren iinitesinin
baglanmasiyla olusurlar.  Diiz zincirli bir triterpen olan ve kopekbaliginin
karacigerinden elde edilen yagmn ana bileseni olan skualen (27), iki ¢ift farnesil
pirofosfat molekiiliiniin indirgenmesi ile olusur. Nikel ile katalitik hidrojenasyon
skualeni perhidrosqualene ( C3oHe2) doniistiiriir, bu yiizden skualenin 6 tane ¢ift bagi
vardir ve asikliktir. Molekiil yapisina bakildiginda, molekiiliin merkez boliimiinde

birbirine kuyruk kuyruga bagli iki izopren molekiilii bulunmaktadir [63].
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Skualen

27

Ursolik asit; R=H, R'=R?*=Me
Oleanolik asit; R=R'=H, R>=R%=Me

Virgatik asit; R=0, R'=H, R*=R*=Me

Sekil 1.24: Baz triterpen yapilari.

1.2.3.4.1 Tetrasiklik Triterpenler

Steroid karbon iskeleti igeren 6nemli bir bilesik smifidir. Bu sinif temelde iKi

grupta incelenir; lanosterol (28) ve eufol (29) [63].

Lanosterol

28

1.2.3.4.2 Pentasiklik Triterpenler

Bunlar da ¢esitli alt gruplarda incelenebilir. Or: Oleanane (B-amyrin) (30)
grubu, Ursane grubu (a-amyrin ) (31), Lupane grubu (lupeol ) (32) [63].
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a-amyrin B-amyrin
30 31

1.2.3.5 Tetraterpenler (Karotenler)

Tetraterpenler sekiz izopren initesi icerirler ve CyoHsg molekiil formiiliine
sahiptirler. Bitkilerde iki fonksiyonu yerine getirirler bunlar fotosentezin
gerceklersmesine yardimci olmak ve ¢igek ve meyvelere renklenmesini saglamaktir.
Ayni1 zamanda sebze ve meyvelere kirmizi ve turuncu renkleri verirler. Biyolojik
olarak o6nemli olan; asiklik likopen (33) ve p-karoten (34) gibi bilesikler
tetraterpenlerdir [61].
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Beta-karoten
34

1.2.3.6 Politerpenler

Politerpenler bir¢ok izopren iinitesinin baglanarak uzun zincir olusturmast ile
meydana gelirler. Politerpenlerin en iyi bilinen tiyesi kauguktur. Kauguk, daha ¢ok

tropik bolgelerde yetisen agaglardan elde edilen bir politerpendir ve diger adi
latekstir [61].

4 H
CH, CH,

/
Vb_CH2 CH2 >:( \CH"Z CHZ_Vb
H

cis-1,4-poliizopren
35

1.3 Biyolojik Aktivite Calismalar1 Hakkinda Genel Bilgiler

1.3.1 Antioksidanlar

Antioksidan, bir baska molekiiliin oksidasyonunu Onleyebilen veya

yavaglatabilen bir molekiil olarak tanimlanabilir. Antioksidanlar viicutta serbest
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radikaller ile reaksiyona girerek oto oksidasyonu oOnleyen savunma sistemleridir.
Hayatsal olaylarin devamlilig1 igin gerekli olan oksijen ayn1 zamanda birgok hastalik

ve dejeneratif gelisimin nedeni olarak goriilmektedir [74].

Reaktif oksijen ara iiriinlerden olusan radikaller, kararsiz ve canli sistemlerde
diger madde ve gruplarla kolay bir sekilde reaksiyona girerler. Olusan yeni tiriinler
hiicre harabiyeti, yaslanma, hiicre 6liimii ve bir¢ok hastaliga neden olabilen zararh
trtinlerdir. Biyolojik membran lipitleri, kolayca oksitlenebilen ¢oklu doymamis yag
asitleri igerirler. Ozellikle bu yag asitleri reaktif oksijen ara iiriinlerinden etkilenerek

hiicre yikimina ve hiicre 6liimiine yol agar [75].

Serbest radikaller yaslanmayi kolaylastirdigi gibi alzeimier, parkinson,
kanser, romatizma hastaliklari, kalp rahatsizligi ve damar sertligi gibi hastaliklara
onciiliik eder. Reaktif oksijen ara tiriinleri, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu
ve dejenerasyonu, DNA hasar1 gibi ciddi zararlara neden olur. Canli viicutlar,
katabolizma sonucu olusan iriinleri zararsiz hale getirerek ¢esitli sistemlerle disar
atarlar. Viicuttaki zararsizlastirma sistemlerinden birisi antioksidan sistemi olarak
tarif edilen antioksidan madde ve antioksidan enzim sistemidir (glutatyon reduktaz,
superoksit dizmutaz vb.). Bu sistem katabolizma sonucu meydana gelen reaktif
oksijen ara iiriinleri ile reaksiyona girerek zararl etkilerini ortadan kaldirir. Ornek
olarak, flavanoidlerin singlet oksijen ve hidroksil radikallerini zararsiz hale getirmesi
verilebilir [75].

Antioksidanlar baslica dort sekilde oksidanlar1 inaktive eder;

1. Soéndirme (Quenching): Antioksidanlarin oksidanlara bir hidrojen
aktararak inaktive etmesidir. Flavanoidler, vitaminler, timetazidin ve mannitol bu
sekide etki eder.

2. Siiptirme (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
doniistiirerek  etkisizlestirme seklidir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller
ornek olarak verilebilir.

3. Zincir reaksiyonlarmi1 kirarak (Chain  Breaking): Hemoglobin,
seriiloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve etkisiz hale getirir.

4. Onarma (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar.
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CHs OCH,

(H3C)3C C(CH3)3 (H3C)5C C(CH3)3
OH OH

Biitillenmis hidroksi toluen (BHT)  Biitillenmis hidroksi anisol (BHA)

CHj

CH, HaC

H,C o
(CH,CH,CH,CH)3-CH,

a-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 1.25: Antioksidan aktivite testlerinde kullanilan standartlar.

En o6nemli antioksidanlar fenol grubu igerenler ve bunlarin dihidroksi
tirevleridir. Bu yapilarin temel 6rnegi hidrokinon olup tersinir olarak kinona
yiikseltgenir. Sadece orto ve para polifenoller antioksidan 6zellige sahiptir. Fenoliin
kendisi antioksidan degildir fakat yerdegisimli benzenler, birden fazla benzen
halkasini iceren aromatik bilesikler veya heterosiklik bilesikler, yapilar1 orto ve para
hidroksi bilesiklerine benziyorsa antioksidan olabilirler. Ornegin, susam yaginda
bulunan sesamol bilesigi bir tane hidroksil grubuna sahip oldugu halde, bu grup
oksijenlerden birine gore para pozisyonunda oldugundan, antioksidandir.
Flavonoidler, bitkilerde bulunan fenolik antioksidanlardir. Dogal fenolik
antioksidanlarin bir grubunu, tokoferoller yani E vitaminleri olusturur. Antioksidan

Ozelligi en fazla olan ise a- tokoferoldiir [76].

1.3.1.1 Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar reaktif oksijen veya nitrojen tiirlerini olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 Onlemek i¢in viicutta bir¢ok savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Antioksidanlar hem membran hem de sivi  kisimlarinda
bulunabilirler. Antioksidanlar, peroksidasyon reaktif oksijen tiirlerini toplayarak ve

zincir reaksiyonunu engelleyerek lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidan
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savunma sistemleri iki gruba ayrilir; endojen (dogal) ve eksojen kaynakli
antioksidanlar [77].

Endojen (dogal) antioksidanlar

1- Enzimler

a) Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
b) Siiperoksid dismutaz

c) Katalaz

d) Glutatyon-S-transferaz

e) Hidroperoksidaz

2-Enzim olmayanlar

a) Lipid fazda bulunanlar

- E vitamini (a-tokoferol)

- B-karoten

b) Sivi fazda (Hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar.
-C vitamini (Askorbik asit)

-A vitamini (retinol)

-Melatonin

-Urat

-Sistein

- Seruloplazmin
Eksojen antioksidanlar

a) Vitaminler
b) ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

¢) Gidalardaki eksojen antioksidanlari

1.3.2 Enzimler

Bunlar radikal olusumunu engellerler ve olusmus radikalleri daha az zararh
hale getirirler. Bu enzimlere 6rnek olarak siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
katalaz, mitokondrial sitokromoksidaz, glutatyon, S-transferaz ve hidroperoksidaz
verilebilir [77].
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1.3.2.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Bu enzim siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak Yok eder.
Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim siiperoksit dismutaz’
dir. SOD’ lar asagidaki reaksiyonu katalizleyen metaloenzimlerdir [77,78].

20, +2H + — H,05+ O,

Stiperoksit dismutaz’ in Cu/Zn, Fe veya Mn igeren izoenzimleri vardir. Bu
izoenzimler bitki hiicrelerinin ¢esitli kisimlarinda bulunur. Biitiin bitkilerin
kloroplastlarinda Cu/Zn-SOD bulunurken Fe-SOD bazi tiirlerin kloroplastlarinda
bulunur [77,78].

1.3.2.2 Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi aerobik hiicrelerin peroksizomlarinda mevcut olup serbest
radikalleri olusturmaksizin hidrojen peroksidi (H,O;) molekiiler hidrojen ve suya

doniistiirerek hidrojen peroksidin zararli etkisinden hiicreyi korur.
2H,; O,— 2H, O + O, (Katalitik aktivite)

Peroksidaz aktivitesine sahip olmasina ek olarak bu enzim bir molekiil
hidrojen peroksidi (H,0,) elektron verici bir substrat olarak; digerini de oksijen veya
elektron alicis1 olarak kullanabilir. Kan, kemik iligi, mukoz membran, karaciger ve
bobrekte yiiksek miktarda bulunmaktadir. Beynin katalaz aktivitesi olduk¢a diisiiktiir
[79].

1.3.2.3 E Vitamini (Tokoferol )

Tokoferol yapisinda olup farkli izomerleri vardir. o—tokoferol, B-tokoferol, y-
tokoferol, &-tokoferol genis dogal dagilimi ve en biiyiik antioksidan aktiviteyi
gosterir. Antioksidan aktivitesi en biiyiik olan a-tokoferoldiir. Fenolik hidroksil
gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve

antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir [80].
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E vitamini viicutta oksijenin en iyi sekilde kullanilmasina yardim ederek,
yaslanmay1 geciktirir ve cildin elastikiyetini korur. Kalp rahatsizliklarina karsi
etkilidir. E vitamini bitkisel yaglarda, etlerde, kuruyemiste, keten tohumunda
bulunur. Yagin sindirimi sirasinda a¢iga ¢ikar ve pasif difiizyonla emilir. Vitamin E
fazlahgi, bagirsak kramplarma ve hipertansiyona, vitamin E eksikligi ise kas

yorgunlugu ve zayifligina yol agar [80].

1.3.2.4 C Vitamini (Askorbik Asit)

Kapali formiili CgHgOs olan bir heksonoikasidin laktonudur. Yapisi
karbonhidratlardan heksozlara benzer. Insanlar C vitamini sentezi yapamazlar fakat
hayvanlarin ¢ogu yapabilir. C vitamini viicutta hidroksilasyon reaksiyonlari, demir
emilimi antioksidan olarak gorev alir. Kollojen sentezi igin gereklidir.
Hidroksilasyon bozuklugunda; kikirdak, dentin, kemiklerdeki proteinlerinin sentezi
bozulur [80].

1.3.2.5 A Vitamini (Retinol)

Molekiil formiilii CyH30 dur. Alkol oldugu igin genellikle ester olusturur,
yiiksek karbonlu yag asitleri ile esterlesmis durumdadir. Hava oksijeni, sicaklik, 151k
etkisi, katalizorler gibi fiziksel ve kimyasal etkenlere kars1 dayaniklidir. Bu vitaminin
ozellikle goz saghgi, cilt kurulugu ve bagisiklik sistemi lizerinde 6nemli oldugu
bilinmektedir. Biiyiime doneminde ¢ok gerekli olan bu vitamin, hamilelik ve
emzirme donemleri i¢in de 6nemlidir. Hiicrelerin gelismesi, yeniden yapilanmasinda,
kemiklerin ve dislerin olusumu i¢inde Snemlidir. Dogal A vitamini kaynaklari;

karaciger, siit tirinleri, ciger, balik ve yumurtadir [80].

1.3.3 Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Y éntemleri

Antioksidan aktivite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon

acisindan temel olarak iki sinifta toplanabilir:

a) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET).

b) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT).
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1.3.3.1 Elektron Transfer (ET) Yontemleri

Elektron transferi reaksiyonlarina dayanan analiz yontemleri, antioksidan
maddenin indirgendiginde renk degistiren bir oksidan maddeyi indirgeme
kapasitesinin Ol¢imiine dayanir. Renk degisiminin derecesi ornekteki antioksidan

derisimi ile baglantilidir. Alt1 tiir ET esash analiz yontemi vardir:

a) CUPRAC (Bakir(I) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) yéntemi,

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢limii,

c¢) Ferik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6l¢iimii,

d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan
potansiyel” 6l¢glim yontemi,

e) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi,

f) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢iim yontemi, olarak
siralanabilir [81,82].

1.3.3.1.1 CUPRAC Yontemi (Cu (II) Iyonu indirgeyici Antioksidan
Kapasite)

Bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neocuproin-Nc)’ in Cu(ll) ile
olusturdugu bakir(IT)-neokuproin kompleksinin (Cu(Il)- Nc), 450 nm’ de maksimum
absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc] selatinin indirgenme yeteneginden
yararlanilarak antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir. Bu 6zellikten yola cikarak
gelistirilen antioksidan kapasite yontemine bakir (I1) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasite yontemi (CUPRAC) denilmistir. Yontem; sulu Cu (II) kloriir ¢ozeltisi,
alkolde hazirlanmis neokuproin ¢dzeltisi ve sulu amonyum asetat (pH 7 tamponu)
cozeltilerinin karigtirllmasindan sonra, tizerine tayin edilecek herhangi bir
antioksidan ¢d6zeltisinin ilave edilmesi ve bunu takip eden 30 dakika sonunda,
igerisinde antioksidan bulunmayan referansa karst 450 nm’de absorbanslarinin

Ol¢iilmesinden ibarettir [83].
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1.3.3.1.2 TEAC Metodu (Trolox Ekivalenti Antioksidan Kapasite)

Ik kez 1993 yilinda Miller ve Rice-Evans tarafindan bulunan metod daha
sonraki yillarda gelistirilmistir. Bu metodta metmiyoglobin/H,O, sisteminin
olusturdugu ferrilmiyoglobin radikali ABTS ile etkileserek bu maddenin katyonik
radikalini (ABTSe") iiretir. Olusan radikalin antioksidan tarafindan giderilmesi 734
nm’de absorbansin azalmasiyla takip edilir. Antioksidan kapasite E vitaminin suda
¢oziinen bir analogu olan troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit) konsantrasyonu (mM) olarak tayin edilir. TEAC, 1 mM troloks ile ayni
aktiviteyi gostermek icin gerekli olan antioksidan konsantrasyonunu ifade eder. En
biiylik dezavantaji sentetik 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) ABTS

radikalinin biyolojik sistemlerde bulunmamasidir [81].
1.3.3.1.3 Demir (III) iyonu indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Yontemi

Benzei ve Strain tarafindan gelistirilen bu yontemde Fe (III)’in indirgenme
kapasitesi yoluyla antioksidanlarinin toplam miktar tayini yapilmaktadir. Diisiik
miktarlarda olusan Fe(IIl)in, tripiridiltriazin (TPTZ) ile reaksiyonu sonucu olusan
[Fe(I1)-TPTZ] kompleksi antioksidanlarin etkisiyle Fe(ID)-tripiridiltriazin [Fe(ll)-
TPTZ] kompleksine indirgenmektedir (TPTZ=2,4,6-tripiridil s-triazin). Meydana
gelen Fe(I1)-TPTZ kompleksinin rengi koyu mavi olup absorbsiyon maksimumu 593
nm’dir. Sonuglar troloks esiti olarak ifade edilir [15]. Bu yiizden, TEAC ve FRAP
yontemleri arasinda pek fark yoktur. TEAC yontemi, nétral pH’da, FRAP yontemi
ise demirin ¢ozlinilirliiglinii saglamak i¢in asidik kosullarda (pH 3.6) gerceklestirilir

[84].

FRAP yonteminin en Onemli avantaji, basitligi, hizi, ucuzlugu ve
saglamligidir. Ozel bir ekipman gerektirmez. Otomatik, yar1 otomatik ve manuel

metotlarla gergeklestirilebilir [85].

1.3.3.1.4 Folin-Ciocalteu Ayiraci (FCR) ile Toplam Fenolik Yontemi

FC yontemi fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden
molibdenyum’a elektron transfer edilmesine dayanmaktadir. Mavi renkli kompleks

olusumu 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. Fenolik bilesikler FCR ile
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yalniz bazik kosullar altinda reaksiyona girerler (sodyum karbonat ¢ozeltisi ile pH
10* a ayarlanir). Standart bilesik olarak genellikle gallik asit kullanilir ve sonuglar
gallik asit esdegeri olarak (mg/L) ifade edilir. FC ayiract fenolik bilesikler igin
spesifik degildir. Fenolik olmayan bir ¢ok bilesik (siilfiir dioksit, aromatik aminler,
askorbik asit, Fe (II) ve Cu (l) gibi) tarafindan indirgenebilir. Bu nedenle “toplam
fenolik madde” belirlenmesi i¢in uygun degildir. Son zamanlarda FC yontemi toplam
indirgeyici kapasitenin Ol¢iilmesinde kullanilmaktadir. FC yontemi ile diger
yontemler (TEAC ve DPPH) arasinda iliski bulunmaktadir. FC yontemi ile toplam
fenol tayini giivenilir, basit ve tekrarlanabilirdir. Yontemin zaman almasi, rutin
analizler i¢in uygulanmasini zorlastirmaktadir. Ayni zamanda sulu fazda

gerceklestirildigi igin, lipofilik bilesikler i¢in uygulanamamaktadir [86].

1.3.3.1.5 DPPH (Difenil-1-pikrihidrazil) Radikal Sondiiriicii Kapasite

Yontemi

Bu metot ilk olarak Brand-Williams ve arkadaslar1 tarafindan 1995 yilinda
bulunmus olup sonrasinda Sanchez ve arkadaglari tarafindan 1998 yilinda
degistirilerek kullanilmaya baglanmistir. DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) ticari
olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir [13]. DPPH radikal siipiirme
kapasitesi analiz yontemleri dogal ekstraktlarin antioksidan kapasitesini 6lgmede ¢ok
sik kullanilan bir metotdur. Bu yontem temel olarak antioksidanlar tarafindan bir
redoks reaksiyonuna bagli olarak DPPH radikalinin siipiiriilmesi temeline dayanir.
UV-GB absorbsiyon maksimumu 517 nm’dir. Metanolik DPPH ¢ozeltisinin koyu
menekse rengi acilir ve absorbanstaki azalma UV-GB spektrofotometresiyle 6l¢iiliir.
Bu metot basit, basit, hizli ve bir¢ok 6rnegin radikal siipiirme aktivitesini izlemek
icin farkli 6rneklerin ¢oziiniirliiklerine elverislidir. Ancak 1s18a, oksijene ve kirlilige

olan hassasiyeti bu metodun kullanimda belli oranda sinirlamalara neden olmaktadir

[87].
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Sekil 1.26: DPPH radikalinin indirgenmesi.

1.3.3.1.6 p-Karoten-linoleik Asit Yontemi (Total Antioksidan Aktivite)

B-Karoten renk a¢ilim yontemi iki sekilde uygulanabilir: Agar diflizyon ve
spektroskopik yontem. Her iki yontem de linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen
konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun Ol¢lilmesine dayanmaktadir.
Reaksiyon sonunda ¢ozeltide P-karotenin kaybolan karakteristik sar1 renginin
absorbans1 470 nm’de UV—spektrofotometrede kaydedilerek sonuglar standart olarak

kullanilan sentetik antioksidanlar ile karsilastirilarak verilmektedir [88].

Linoleik asit (O,-H,0)  —— Konjuge dienler ve dier bozunma iiriinleri

|

Beta-Karoten —— Renk a¢ihm

1.3.3.2 Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayanan analiz yontemlerinin ¢cogunda
yarismali reaksiyon kinetigi izlenir. Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna
dayananlar yontemlerde genellikle bir sentetik serbest radikal olusturucu, bir

oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan olusur.

Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar yontemler reaksiyon
sonunun indikatorii olarak bir oksidan (ayn1 zamanda reaksiyonu takip etmek i¢in

prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu igerir. HAT ve ET esasli yontemler
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bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine radikal (veya oksidan) siiptiriicii

kapasitesini 6lgmeye doniiktiir. Dort tiir HAT analiz yontemi vardir:

a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
b) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP),
c) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),

d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.

1.3.4 Antikolinesterazlar

1.3.4.1 AChE ve BChE inhibitorleri

Kolinesteraz inhibitorleri Alzheimer hastaliginin ilk ilag tedavisi olarak US
Food and Drug Administration (FDA) tarafindan kanitlanmistir. Alzheimer
hastalarindaki tedavi edici etkileri 6 ile 36 hafta arasindaki tedavi siiresine incelenmis
ve bilimsel fonksiyonlarindaki artis gozlenmistir [89,90]. Bunun kaniti olarak
alzheimer hastaliginin norotoksisitesinin kolinestreaz inhibitorlerinin tedavi edici
etkisiyle karsilagmasi ve sonunda sadece sinir hiicrelerindeki asetilkolin aciga
¢ikmasinin engellenmesi degil hastaligin olusumunda da gecikme go6zlenmesidir
[91,92]. Kolinestereazlarin hastaligi engelleyici ve norolojik olarak koruyucu
etkisinden dolayi, hastaligin ilk safhalarinda da noérotoksisiteyi ve fonksiyonel
komplikasyonlar1 engellemesi Alzheimer hastaliginin tedavisinde umut olmustur.
Normal erigkin beyninde AChE (asetilkolinesteraz) yaygin olarak bulunurken, BChE
(biitilkolinesteraz) smirli miktarlarda bulunmaktadir [93]. Asetilkolinesteraz enzimi
uyarilabilen tiim dokularda bulunurken, biitirikolinesteraz enzimi merkezi ve

periferal sinir sistemi, karaciger ve plazmada bulunmaktadir [94].

1.3.4.2 Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemleri

> Michel Yontemi
> Ellman Yontemi

» De la Huerge Yontemi
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1.3.4.3 AChE ve BChE Aktivite Testleri

Asetil- ve bitil- kolinesteraz aktiviteleri Ellman, Courtney, Andres ve

Featherston tarafindan gelistirilen spektrometrik metot ile 6l¢iilmiistiir [95].

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz
enzimi, substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Reaksiyon sematik

olarak Sekil 1.27° de gosterilmektedir.

HC I
H3C—l|\IJ\/S AChE fHs - o + .
| \\/\CHs - HaC—N s 4+ >:o 2H
CH3 l HZO l w
(o] CHj H,C
Asetiltiyokolin Tiyokolin Asetat
- +
S SSCH,CH,N (CH3)3
S—S
CHj3
MGt -+ o (_3'-' oc
3 l \/S O,N
O,N NO -
CHg 2 ) ) 2 CoOo b N
COO COoO -
?" coo
Tiyokolin 5,5' dithio-bis(2-nitrobenzoik)asit 5-Tiyo-2-nitrobenzoat 2-nitrobenzoat-5-merkaptotiokolin

(DTNB)

Sekil 1.27: Asetilkolinesteraz inhibisyon reaksiyonu.

Sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu

spektrofotometrede 412 nm’de olgtilmektedir.

1.3.5 Antimikrobiyal Aktivite

1.3.5.1 Antimikrobiyal Ajanlar

Tibbi ve aromatik bitkilerin antiseptik oOzellikleri eski caglardan beri
bilinmesine ragmen, ancak 1900’1 yillarin basinda laboratuvarlarda bu 6zellikleri
arastirmak icin girisimler baglamistir. Bitkilerin govde, yaprak, tohum ve
koklerinden birgok mikroorganizmanin biiyiimesini durdurabilecek maddeler izole
edilmistir. Antik ¢aglardan bu yana, insanoglu bazi yaygin enfeksiyon hastaliklarinin

tedavisinde bitkileri kullanmistir. Halk arasinda yaban mersini (Myrtus communis)
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tiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde, ogulotu (Melissa officinalis), sarimsak
(Allium sativum) ve cay agact (Melaleuca alternifolia) gibi tiirler genis spektrumlu
antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilirlar. Pek ¢ok bitkisel 6ziit; solunum, {iriner ve
gastrointestinal sistemlerdeki bulasici patojenlerin tedavisinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Antimikrobiyal etki gosteren kimyasallar genel olarak alkaloid,
flavonoid, isoflavonoidler, taninler, kumarinler, terpenler, fenilpropenler ve organik
asitlerdir. Antimikrobiyal ajanlarin etki mekanizmalari mikroorganizmalarin hedef
bolgeleri ve bakteri hiicre yapilar ile iligkilidir. Bakteriler hiicre duvar1 yapilarina

gore gram pozitif ve gram negatif olmak tizere 2 grupta incelenir [96].
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2. DENEYSEL BOLUM

2.1 Materyal

2.1.1 Bitkisel Materyal

Sideritis phrygia Bornm. bitkisi 08.07.2013 tarihinde, Afyon Aksehir,
Sultandag1 Cankurtaran Koyti, 1600 m den toplanmistir. Herbaryum numarasi: 4202.

S. pisidica Boiss. Et Heldr. Apud Bentham bitkisi 10.07.2014 tarihinde,

Burdur, Aglasun, tasocaklari civarindan toplanmistir. Herbaryum numarasi: 4213.

S. brevibracteata P.H. Davis bitkisi 12.07.2014 tarihinde, Alanya, Alanya-

Tiirbelinaz yolu, Bektas ¢evresi, kalkerli kayaliklar civarindan toplanmustir.

Bitkiler Prof. Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan teshis edildi ve birer

ornekleri Balikesir Universitesi NEF Botanik Laboratuvari’na konuldu.

2.1.2 Kimyasal Materyal

Kolon kromatografisi i¢in; silikajel 60G (Kieselgel 60G 0.063-0.200, Merck).
ITK ve Preparatif ITK icin silikajel kapli Aliiminyum plaklar (DC alufolien
Kieselgel 60 F4, Merck) ve plaklar i¢in Silikajel 60G ile Silikajel 60 HF 254 (Merck)
kullanildi.

Saflastirma ve ayirma islemlerinde; Hekzan (CgHy4), Kloroform (CHCI3),
Diklorometan (CH,Cl,), Aseton ((CHs3).CO) ve Metanol (CH3OH) kullanildi.
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2.2 Yontem

2.2.1 Bitkilerin Ugucu Yag Bilesiminin GC-MS Analizi

Ugucu yag analizinde kullanilmak iizere bitkideki yag klevenger aparati ile
elde edildi. Bu amagla yaklasik 100 gram kadar bitki 2 litrelik bir balona alind1 ve
balonun yarist kadar hacimde su ile 4 saat siire su buhart destilasyonuna tabi tutuldu.
Destilasyon sonunda elde edilen ugucu yag viale alindi ve analiz siiresine kadar +4

°C’> de muhafaza edildi.

Numune Thermo Scientific TSQ marka GC-MS cihazi ile analiz edildi.
Tastyic1 gaz olarak 1 ml/dk akis araligi olan helyum gazi kullanildi. MS transfer
sicakligi 250 °c, injeksiyon sicakligi 220 C olarak ayarlandi. Firin sicakligi
programi 5 dak. 50 %C’ de bekletildi, 5 dakikada 250 °C’ ye cikarildi ve 10 dak.
bekletildi. Kiitle aralig1 50-650 m/z. Kolon olarak Nonpolar Phenomenex DBS5 silika
kolon (30 m x 0.25 mm, 0.5 p film kalinlig1) kullanildi.

2.2.2 Bitkilerin Sekonder Metabolitlerinin LC-MS/MS Analizi
LC-MS/MS analizinde standart olarak;

Fumarik asit (%99, Sigma-Aldrich ), pirogallol (%98, Sigma-Aldrich), rutin
(%94, Sigma-Aldrich), klorojenik asit (%95, Sigma-Aldrich), gallik asit (%99,
Merck), siringik asit (%95, Sigma-Aldrich), t-ferulik asit (%99, Sigma-Aldrich),
kafeik asit (%98, Sigma-Aldrich), pelorganin klorit (%98, Sigma-Aldrich), kuersitrin
(%97, Sigma-Aldrich ), salisilik asit (%99, Sigma-Aldrich), p-kumarik asit (%98,
Sigma-Aldrich), luteolin-7-O-glikozit (%99, AppliChem), rosmarinik asit (%96,
Sigma-Aldrich), siderol (%98, Sigma-Aldrich), pirogallol (%98, Sigma-Aldrich),
apigenin (%95, Sigma-Aldrich), kamferol (%96, Sigma-Aldrich), linearol (%98,

Sigma-Aldrich) ve isorhamnetin (%98, Genay-France) kullanildi.

Standart ¢ozeltiler metanol igersinde sirastyla 10 mg/L, 5 mg/L ve 0.1 mg/L

seklinde hazirlandi. Kullanilan metanol Merck (Darmstadt, Germany) den temin
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edildi. Kurkimin ¢ozeltisi 100 mg/L hazirlandi. Deneylerin her birinde 50 pL
kullanilda.

Ornek ¢ozeltilerin hazirlanmast;

50 mg ekstre 5 ml etanol-su karisiminda (50:50 v/v) ¢oziildii. Karisim 1 saat
geri sogutucu altinda kaynatildi. Daha sonra tizerine 50 uL kurkumin ilave edildi,
metanol ile seyreltildi. Elde edilen son ¢6zeltiden 1 ml alinarak kapakli vial otomatik
numune siselerine konuldu ve 10 uL ¢ozelti LC ye enjekte edildi. Otomatik numune

siselerindeki 6rnekler deney boyunca 15 °C de tutuldu.

Kromotografi kosullari asagida belirtilmistir;

Cihaz: Zivak® HPLC ve Zivak® Tandem Gold Triple quadrupole (Istanbul, Turkey)
kiitle spektrometresi

Kolon: Synergy Max C18 kolon (250 x 2 mm ID., 5 um tanecik biiytkligii)

Mobil faz: Su (A, 0.1 % formik asit), metanol (B, 0.1 % formik asit)

Kademeli eliisyon: 0-1.00 dakika 55 % A ve 45 % B, 1.01-20.00 dakika 100 % B ve
son olarak 20.01-23.00 55 % A ve 45 % B.

Akis hizi: 0.25 mL/dakika

Kolon sicakligi: 30 °C

Enjeksiyon hacmi: 10 pL.

ESI parametreleri:

Gaz basinct: 2.40 m Torr CID
Enjektor voltaji: 5.000.00 V
Koruma voltaji: 600.00 V
Gaz sicakligi: 300.00 °C

API sicakligi: 50.00 °C
Nebullizer gaz basinci: 55 psi

Kurutucu gaz basinct: 40.00 psi

Tablo 2.1’ de tanimlanan deneme parametreleri verilmistir.
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Tablo 2.1: LC-MS/MS cihaz parametreleri.

Bilesikler Ana iyon Parcalanma iyonu Carpisma enerjisi (V)
1 Herniarin 177 121 12
2 Kamferol 287 152,3 30
3 Salvigenin 329 295,8 15
4 Penduletin 345,2 311 25
5 Kuersitrin 4719 309,9 16
6 Fumarik asit 115 71 8
7 pirogallol 125 80 16
8 Salisilik asit 136,7 92,5 10
9 p-kumarik asit 163,2 118,7 14
10 Kafeik asit 179 135 10
11 t-ferulik asit 193 133 15
12 Siringik asit 196,7 181,4 12
13 Luteolin 285 132 30
14 Kuersetin 301 178,5 16
15 Ellagik asit 301 228,3 25
16 NgRalagetiigy 345,1 3295 16

dimetileter
17 Klorojenik asit 353 191 14
18 Rosmarinik asit 359,2 160,5 15
19  Luteolin-7-glikozit 447 284,5 14
20 Luteolin-5-glikozit 447 289,5 20
21 Ursolik asit 455,6 455,1 10
gy ~ Kampferon-3-O- 503 284,4 18

Rutinoside
23 Rutin 609 301 16
24 Apigenin 269 151 22
25 Gallik asit 168,6 124 13
26  p-OH benzoik asit 136,7 92,6 12
27 Vanilin 150,7 135,4 12
28 Isorhamnetin 315 300 15
29 Kurkumin* 369,3 176,9 20

* [¢ standart olarak kullanildi.

Yapilan tiim deneylerde kurkumin i¢ standart olarak kullanilmistir. Her bir
bilesik igin lineer araliklar1, koralasyon katsayilar1 (%), lineer regrasyon denklemleri
Tablo 2.2° de verilmistir. Sekonder bilesiklerinin miktarsal tayinlerinin
validasyonunda her bilesigin LOD (3s/m), LOQ (10s/m) ve % geri kazanim degerleri
hesaplanmistir (Tablo 2.2).
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Hesaplanan derisimler asagidaki denklem ile mg/kg degerine cevrilmistir

[97,98,99,100].

C a X V son
Miktar (mg/kg) = ——  x1000
m XV ik

Ca: Analit derisimi (mg/L)

Vson: Analizden 6nceki son seyreltik hacim (L)
m: Ekstrat miktari (g)

Vii: Tk 6rnek hacmi (L)

MCounts: Felorganin Cloride 271.0 (895.0=271.0 [-30.0%T]) Ol

1 400+ I -
200+ -

GCount Fallic AsitglE8.E=124.0() [13.0v] [=]E=

\

MCounts]  Penduletin 311.1 (345 2=311.0 [-25.0%]) l (O[]

P

=
i

P
]
1

=

I?III'I

20

rACount

AT I

GCounts|  Caffeic Asit 179.0=135.0() [10.0%] [Of<]

E' 1.0+
i
o
40 =
NE =

GCounts]  Apigenin 268.0=151.0(1 [22.0%] [=]E=

ﬁlll?

GCounts]  p-Coumaric Asit 163.2=118.7(-) [14.04] (O[]

MCounts]  Rutin Hydrate 301.0 (509.0=301.0{-1 [16.007) [of]

minutes

Sekil 2.1: Kullanilan standartlarin LC-MS/MS kromotogrami (2.5 mg/L).
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Tablo 2.2: LC-MS/MS yoéntemi validasyon parametreleri.

& * *k Kk k

Bilesikler Do R’ (IFn%?L) bgé?u RS(;))
1 Herniarin y=0,0946x+0,0271  0,9917 0,37 1,233 9,47
2 Kamferol y=0,2040x+0,0573  0,9925 0,002 0,008 5,47
3 Salvigenin y=0,1630x+0,0262  0,9965 0,036 0,119 521
4 Penduletin y=0,0290x+0,0058  0,9918 0,089 0,297 9,47
5 Kuersitrin y=0,0290x+0,0058 ~ 0,9918 0,001 0,002 4,28
6 Fumarik asit y=0,0569x+0,0177  0,9912 0,003 0,01 5,44
7 pirogallol y=0,0438x+0,0073  0,9803 0,001 0,002 5,47
8 Salisilik asit y=0,0255x+0,1780 0,9701 0,211 0,704 0,21
9  p-kumarikasit  y=0,2670x+0,1810 09774 0,006 0,021 6,39
10 Kafeik asit y=0,3300x+0,0036  0,9924 0,028 0,093 8,04
11 t-ferulik asit y=0,0655x+0,0266  0,9925 0,047 0,158 521
12 Siringik asit y=0,0305x+0,0079  0,9973 0,022 0,073 8,39
13 Luteolin y=0,2120x+0,0609  0,9937 0,062 0,207 0,16
14 Kuersetin y=0,1150x+0,0078 0,9938 0,001 0,002 0,11
15 Ellagik asit y=0,0244x+0,0048  0,9951 0,02 0,068 0,11
16 ~uersetagetin-3.6- ;1013100202 00924 0022 0,074 0,1

dimetileter
17 Klorojenik asit  y=0,2620x+0,0674  0,9980 0,445 1,483 5,45
18  Rosmarinikasit  y=0,1960x+0,0043  0,9982 0,022 0,072 373
19  Luteolin-7-glikozit  y=0,1350x+0,0246  0,9957 0,022 0,072 8,56
20 Luteolin-5-glikozit ~ y=0,2300x+0,0413  0,9926 0,01 0,034 1,12
21 Ursolik asit y=0,0149x+0,0037  0,9947 0,008 0,027 03
gp  Kamferon-3-O- 40600400135 090977 0,014 0,045 8,15

Rutinoside
23 Rutin y=0,0232x+0,0008  0,9969 0,01 0,034 7.9
24 Apigenin y=0,1780x+0,0850  0,9961 0,15 0,501 4,01
25 Gallik asit y=0,0569x+0,0177  0,9912 0,002 0,008 4,85
26 p-OH benzoikasit  y=0,1230x+0,0280  0,9939 0,002 0,007 478
27 Vanilin y=0,0982x+0,0158 ~ 0,9982 0,019 0,064 6,57
28 Isorhamnetin y=0,0739x+0,5100  0,9608 0,088 0,294 3,67
29 Isokuersetin y=0,0115x+0,0215 0,9959 0,199 0,665 9,42

* tayin sinir1, ** tayin edilebilen en kiiciik derisim, *** % geri kazanim.

2.2.3 Terpen Bilesiklerinin Izolasyonu

2.2.3.1 Ekstraksiyon

Yas olarak toplanan bitkilerin gévde kisimlart gélgede ve nem olmayan bir

yerde kurutulduktan sonra toz haline getirildiler. Toz haline getirilen bitkiler biiyiik
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cam kavanozlarda ii¢ giinde bir siiziilmek kosulu ile 6nce hekzan, sonra sirasiyla
aseton ve metanol ¢oziiciilerinde iki hafta masere edildi. Birlestirilerek kuruluga

kadar yogunlastirilan ekstrelerden ham ekstraktlar elde edildi.

2.2.3.2 Kromatografi

2.2.3.2.1 Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi elde edilen ekstreleri fraksiyonlara ayirmak igin
kullanildi.

Elde edilen her bir ekstre bir miktar hekzan-kloroform karisiminda ¢oziildi
ve 0.040-0.060 (230-400 mesh E.Merck) pargacik biiyiikliigiine sahip silikajel 60G
(Merck 9385) c¢ozeltilere ilave edildi. Karisimlarin ¢oziiciisii evaporator ile
ucurulduktan sonra homojenligi saglamak amaci ile ekstre ile karistirilmis silikajel
lyice karistirilarak kurutuldu ve toz haline getirildi. Bu islemler ii¢ bitkinin hekzan,
aseton ve metanol ekstreleri i¢in uygulandi. Hazirlanan biitiin ekstratlar, ekstrelerin
miktarlarima bagli olarak segilen kolonlarin 2/3° si ayni tip silikajel ile
doldurulduktan sonra kolonlarin {ist kismina ilave edildi. Kolon kromotografisine
hekzan ile baslandi ve gradient eliisyonu ile sirasiyla kloroform, aseton ve metanol
ile polarite arttirilarak en sonunda metanol ile yikamaya devam edilerek kolon sona
erdirildi. Daha sonra elde edilen fraksiyonlarin madde miktarina gore segilen yeni
kolon yardimiyla fraksiyonlar kolonun iist kismindan ilave edilerek tekrar kolon

kuruldu.

2.2.3.2.2 ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar miktarlarina gore silikajel
kapli hazir aliminyum plakalara (DC- Alufolien Kieselgel 60 F24 Merck) tatbik
edilerek uygun ¢oziicii sistemlerinde yiirtitiildii. Maddelere ait lekeler UV (254nm)
151k altinda incelenerek, seryum (IV) siilfat belirteci piiskiirtiiliip 105 0C’ lik etiivde

yakildi.  Olusan lekeler incelendi. Benzer fraksiyonlar birlestirildi ve kolon
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kromotografisinden alinan fraksiyonlarin tiimii inceleninceye kadar bu isleme devam

etti, benzer fraksiyonlar birlestirildi.

2.2.3.2.3 Preparatif ince Tabaka Kromotografisi

Silikajel kapli aliiminyum plaklar miktar1 az olan fraksiyonlart ayirmak icin
kullanildi. Miktar fazla olan (30 mg’dan fazla) fraksiyonlar1 ayirmak i¢in preparatif
ince tabaka kromotografisi kullanildi. Bunlar1 hazirlamak i¢in 100 g silikajel 60 G
ve 50 g silikajel 60 HF,54 absorbanlari bir balon igerisinde 300 mL distile su ile
homojen oluncaya kadar karistirildi.  Karigim iyice homojen olduktan sonra
CAMAG cam plak ¢ekme aleti ile 0.5 mm’lik 20cm x 20cm ebadindaki camlara
0.5mm kalinliginda kaplandi. Oda sicakliginda kurutulan cam plaklar 1 saat siire ile
etiivde 105 °C aktive edildi. Karisim halde bulunan fraksiyonlar miktarma gére cam
plaklara tatbik edilerek uygun ¢oziicii sistemleri ile bilesenlerine ayrildilar. Uygun
¢oziicli sistemi farkli denemeler sonucunda bulundu. Her farkli fraksiyon icin
gerektiginde farkli denemeler yapilarak her birinin en iyi ayrildigi sistem bulundu.
UV (254nm) 151k altinda maddelere ait bantlar isaretlendi ve kazinarak erlenlere
aktarildi. Uygun ¢oziicii ile erlende 15-30 dakika bekletilen maddeler siiziilerek
alind1 ve ¢oziiciileri ugurularak saflastirildi. Bu isleme tiim maddeler saflastirilana
kadar devam edildi. Saf olarak elde edilen maddelerin yapisini belirlemek igin

spektroskopik yontemlerden yararlanildi.

2.2.3.3 Kullanilan Belirtecler

Terpenleri belirlemek amaci ile kromotografik yontemlerde serik siilfat

¢Ozeltisi kullanildi.

2.2.3.3.1 Serik Siilfat Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 g Seryum (IV) siilfat 50 mL %98’lik siilfirik asit ¢ozeltisinde ¢oziilerek

distile su ile 500 mL’ ye tamamlanda.
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Serik siilfat belirteci plakalara piiskiirtiildiikten sonra 105 °C lik etiivde
yaklasik bes dakika kadar (lekeler olusana kadar) bekletildi.

2.2.3.4 Spektroskopik Yontemler

2.2.3.4.1 NMR Spektroskopisi

NMR spektrumlar1 Varian 600 MHz cihazinda alinmistir. Referans bilesik
olarak tetrametilsilan (TMS) kullamilmistir, ¢oziicii olarak ise CDCl;3, aseton-d6,

metanol-d4, dmso-d6 ¢oziiclilerinden uygun olan1 segilmistir.
2.2.3.4.2 IR Spektroskopisi

IR spekturumlar1 Perkin Elmer Spectrum (version 10.02.00) cihazinda alindi.

2.2.4 Biyolojik Aktivite Testlerinde Kullanilan Deneysel Yontemler

2.2.4.1 Antioksidan Aktivite Yontemleri

2.2.4.1.1 DPPH (Difenil-1-pikrihidrazil) Radikal Sondiiriicii Kapasite

Yontemi

Radikal siiptiriicii kapasite yonteminde DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
[104] radikali kullanildi. DPPH radikali 517 nm de absorbans gosterir. Fakat
antioksidant ve bir radikal tiirii absorbsiyonu diisiiriir. DPPH nin metanol igersinde
0,1 mM c¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 4 ml, degisik konsantrasyonlar da
metanol icersinde hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerin 1 ml’ sine eklendi. 30 dk sonra
absorbans 517 nm dl¢iildii. Diisiik absorbans, reaksiyon karigiminin yiiksek radikal
stiptiriici aktivitesinin belirtisidir. DPPH radikal siipiiriicii kapasitesi asagidaki

esitlikle ol¢tilmiistiir.

Il’lhlblsyon (%) = (A kontrol — A 6mek) / A kontrol X 1000

64



2.24.1.2 CUPRAC (Cu (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite)

Yontemi

1 mM DMF, 10 mM CuCl,, 7,5 mM neokuproin, 1M amonyum asetat
(NH4CH3COO) (Ph:7) ¢ozeltisi ve saf su 1:1:1:0,6 oranlarinda karistirildi. Karigim
30 dk bekletildikten sonra g¢ozeltiler iginde Ornek bulunmayan referans ¢ozeltiye
kars1 450 nm’ deki absorbanslar1 6l¢iildii. Analizde ‘Beckman Coulter DTX 880
Multimode Detection System’ ¢ihazi kullanildi. TEAC CUPRAC sonucu, referans
olarak trolox (TR) iizerinden mmol TR g olarak verilmistir [102-104]. (+) denetim
olarak Kurkumin bilesigi kullanilmis olup kurkumin i¢in bakir indirgeme kapasitesi

bu yontemle 0,9 mmol TR g™ olarak belirlenmistir [102].

TEAC (mmol TR g*) = (Absorbans/ erg) (205/25) (20/1) (2/0,02).
Burada absorbans erg = 16700 [102],

(205); toplam reaksiyon hacmi

(25); reaksiyona katilan bilesiklerin hacmi

(20/1); seyreltme faktorii

(2); bitki ekstrelerindeki ¢ozelti hacmi (ml)

(0.02); bitki ekstre miktar1 (g)

(2/0,02); yerine kullanilan katsay1

2.2.4.1.3 f-Karoten Linoleik Asit Yontemi

Metotta Oncelikle emiilsiyon ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 0,5 mg f-
karoten 1 ml kloroform da ¢oziildii. Bu karisima 25 pl linoleik asit ve 200 mg Tween
40 eklendi. p-karoten 2 ml kloroformda ¢oziildii. Bu karigima 50 pl linoleik asit ve
200 mg Tween 40 eklendi. Karisim iyice karistirildi. Kloroform rotary evaporatorde
tyice uguruldu. Kalan kisim iizerine 100 ml saf su eklendi. Boylece emiilsiyon
cozeltisi  hazirlanmis  oldu.  Emiilsiyonun 4000  mikrolitresi  degisik
konsantrasyonlarda 6rnek bulunan test tiiplerine eklendi. Emiilsiyon test tiiplerine
ilave edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangi¢ absorbanslart 470 nm' de
Olciilmistiir. Tiipler 50 °C' de 2 saat inkiibasyona birakilarak; B-karotenin rengi
kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edilmistir (120 dakika). BHT, BHA ve a-
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tokoferol standart olarak kullanildi [105]. Toplam antioksidant aktivitesi asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplandi:
AA (% inhibiSYOn) = [(Rkontrol - Rémek) / Rkontrol] x 100

Burada:

AA: Antioksidant aktivite
R=1In (a/b) / t

In= dogal logaritma

a: baglangic absorbansi

b: 120 dk sonraki absorbans

2.2.4.2 Antikolinesteraz Aktivite Yontemi

Aktivite testinde Ellman metodu kullanildi [95]. 100 mM sodyum fosfat
tamponundan (PH 8) 150 uL, bilesiklerin ¢ozeltileri ve AChE ve BChE ¢ozeltileri
karistirildi ve 15 dk 25 °C inkiibe edildi ve 0,5 mM DTNB eklendi. Reaksiyon
basladiktan sonra Asetiltiyokolin iyodiir (0,71 mM) veya biitiltiyokolin klorit (0.2
mM) eklendi. DTNB ile tiyokolin’ in reaksiyonu sonucu olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitro benzoat anyonunun spektrofotometrede dalga boyu 412 nm olarak 6l¢iilmiistiir.
Metanol ¢oziicii olarak kullanildi. AChE ve BChE yiizde inhibisyon degerleri 6rnek
reaksiyon oranlari ile bos Ornekler (etanol igersinde fosfat PH 8 tamponu)
karsilagtirilarak tanimlandi. Standart olarak Galanthus bitkisinden izole edilen

alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanildi.

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplandi:

[(E-S)/E] x 100
E; test 6rnekleri olmayan enzim aktivasyonu

S; test ornekleri olan enzim aktivasyonu
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2.2.4.3 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

2.2.4.3.1 Disk Difiizyon Metodu

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde Disk Diflizyon Yontemi
uygulanmistir. Disk Difiizyon Metodu ayni zamanda “Kirby Bauer” Metodu olarakta
bilinir ve antimikrobiyal aktivite tayinlerinde kullanilmaktadir [106,107].
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3. BULGULAR

3.1 Ugucu Yag Analizi

Ugucu yag eldesi ve miktarinin belirlenmesi i¢in golgede kurutulmus ve kiigiik
parcalara ayrilmis lokasyonlara ait 100 g bitki materyalinden su buhari destilasyonu
yontemi ile ucucu yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu yag miktarlarina ait sonuglar

Tablo 3.1’ de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1: Bitkilerden elde edilen ugucu yag miktarlari.

Herba Yag
Toplanma Ucucu Yag
Tiir Ada Lokasyon Miktar1 Miktan
Zamam Orani (%)
9 (mg)
. ) Afyon, Temmuz,
Sideritis phrygia 100 g 52 mg 0.052
Aksehir 2013
o Burdur, Temmuz,
S. pisidica 100 g 68 mg 0.068
Aglasun 2014
) Temmuz,
S. brevibracteata ~ Alanya 2014 100 g 84 mg 0.084
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3.1.1 Ugucu Yag Analizlerinin Degerlendirilmesi

S. phrygia Bornm.;  Afyon Akschir, Sultandagi Cankurtaran Koyii
civarindan toplanan S. phrygia’ nin ugucu yaginda toplam 42 farkli bilesik analiz
edilmistir. Bu bilesiklerin oranlar1 % 0.2 ile % 11.4 aralifinda degisirken, en yiiksek
degere % 10.6 ile limonen maddesi sahiptir. One ¢ikan diger maddeler % 10.4 ile
karyofilen oksit, % 10.1 ile simen, %7.3 ile timol (Sekil 3.1 ) maddeleridir. 2-fenil
furan, t-terpinen ve y-terpinen ise % 0.2 ile en diisiik orandaki maddelerdir. Analiz
sonuglart Tablo 3.2 ve Sekil 3.2 de verilmistir. Belirlenen molekiiller yapilarina gore
smiflandirildiginda bitkinin % 46.4 monoterpen, % 21.4 oksijenli seskiterpen, % 17.1

oksijenli monoterpen, % 8.3 seskiterpen, hidrokarbondan olustugu tespit edilmistir.

CHy
ST
R{ \
HaC |
SR ML S OH
N H,C
Limonen Karyofilen oksit Simen Timol

Sekil 3.1: Sideritis phrygia bitkisinin ugucu yag ana bilesenleri.

Sideritis phrygia ucucu yag icerigi
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Sekil 3.2: Sideritis phrygia bitkisinin u¢ucu yag bilesenleri.
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Tablo 3.2: Sideritis phrygia bitkisinin ugucu yag bilesenleri.

KI* RT** Bilesikler S. phrygia %
939 537 a-pinen 5,8
954 6.08 Kamfen 1
979  6.70 B-pinen 7,1
1003 7.31 Felandren 0,9
1029 7.56 Limonen 10,6
1031 7.80 1,8-sineol 6,9
8.65 2-fenil furan 0,2
1037 8.80 Osimen-(Z)-beta 3,3
1048 8.94 T-terpinen 0,2
1050 9.28 Osimen-(E)-beta 0,3
1059 9.39 y-terpinen 0,2
1070 9.51 Sabinen hidrat 1,7
1085 9.69 Simen 10,1
1137 12.52 Limonen oksit 0,5
1139 14.98 Trans-pinokarvol 1
1182 15.77 4-terpineol 3,6
1216 17.47 Linalil format 1
1257 17.58 Linalil asetat 0,6
1289 18.00 Bornil asetat 11
1290 18.30 Timol 7,3
1299 18.61 Karvakrol 11
1301 19.05 Terpinil asetat 0,9
1335 19.41 Isopulegol asetat 0,4
1367 19.76 Karvakrol asetat 0,6
1409 20.08 Karyofilen —(2) 1,4
1419 20.22 Karyofilen—(E) 1,8
1434 20.63 B-gurjunene 0,7
1437 20.85 Aromadendren 0,9
1506 22.02 Bisabolen- 2,3
1507 22.85 Bisabolen-a 0,9
1540 23.64 Kalamenen-cis 0,3
1564 24.11 Geranil biitanoat 0,5
26.68 Bisabolen epoksit 11
1578 28.08 Spathulenol 6,1
1585 28.59 Gulobulol 0,9
29.14 Pachuli alkol 0,7
1583 29.51 Karyofilen oksit 10,4
1651 31.36 B-edesmol 1,2
1660 31.45 a-kadinol 0,9
33.93 Longipinokarveol 0,8
1717 36.88 Nerolidol asetat 11
2300 39.83 Trikosan 11
TOPLAM 99,5

* Kolonda alikonma siireleri.

** Kolonda kratz esitligi ile hesaplanmis retensiyon indeksi.
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Sideritis pisidica Boiss. Et Heldr. Apud Bentham; Bu ¢alisma kapsaminda

Burdur, Aglasun, Tasocaklari civarindan toplanan S. pisidica tiiriine ait ugucu yagin

igerik analizi yapilmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 3.3’ de tablo olarak ve Sekil 3.4° de

grafik olarak verilmistir. Toplam otuz bir bilesigin tanimlandig1 analiz sonuglarina
gore ana bilesikleri, karyofilen (%31,8), germakren-D (%10,7), p-farnesen (%10) ve
karyofilen oksit (%7,6) olusturmaktadir. Bitki % 71 seskiterpen, % 18.6 oksijenli

seskiterpen, % 1.7 oksijenli monoterpen, % 0.7 monoterpen hidrokarbon igerir.

% *
" &(/ w\
% HSQ\?/ g
N N\ / Hee o
H |
Hzc
Karyofilen Germakren-D B-farnesen Karyofilen oksit

Sekil 3.3: Sideritis pisidica bitkisinin ugucu yag ana bilesenleri.

Sideritis pisidica ugucu yag icerigi
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Allkonma zamani

Sekil 3.4: Sideritis pisidica bitkisinin ugucu yag bilesenleri.
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Tablo 3.3: Sideritis pisidica bitkisinin ugucu yag bilesenleri.

KI* RT** Bilesikler S. pisidica %
971 6.87 3-metil nonan 0,4
979 7.16 1-okten-3-ol 2,4
979 7.55 B-pinen 0,1
991 1.72 3-oktanol 0,1
1025 8.60 Simen t
1029 8.75 Limonen 0,4
1037 9.20 [-osimen 0,1
1060 9.82 T-terpinen t
1098 10.39 Nonanal 0,1
1089 10.81 Terpinolen 0,1
1100 11.28 Undecan 2,0
1157 11.38 Nonen-1-ol 0,5
1177 13.51 4-terpineol 0,6
1189 13.89 a-terpineol 1,1
1289 16.65 Bornil asetat 15
1377 19.10 Kopaen 1.4
1388 19.27 B-burbonen 3,2
1391 19.60 B-elemene 1.4
1410 19.89 a-gurjunen 2,4
1409 20.10 Karyofilen 31,8
1457 21.15 B-farnesen 10,0
1485 21.70 Germakren-D 10,7
1480 22.00 t-murolen 5,8
1539 22.69 a-kadinen 4,3
1572 23.90 Spathulenol 4.2
1583 24.03 Karyofilen oksit 7,6
1593 24.22 Viridiflorol 1,2
1590 24.47 Ledol 14
1636 25.10 d-kadinol 2,2
1686 26.30 a-Bisabolol 0,7
1943 29.70 Fitol 1,3
TOPLAM 99

* Kolonda alikonma siireleri

** Kolonda kratz esitligi ile hesaplanmug retensiyon indeksi
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S. brevibracteata P.H. Davis; S. brevibracteata bitkisinden % 0.084 verimle
elde edilen ugucu yagin GC-MS analizi sonucunda, toplam ugucu yagin % 98,6 sini
olusturan toplam 26 tane kimyasal bilesenin varligi saptanmistir. Ana bilesenlerinin
ise karyofilen (% 43,3), germakren-D (% 10,6), a-kadinen (% 10,3), karvakrol (%
5,3) oldugu goézlenmistir. Bitkinin % 74.6 seskiterpen, % 9.5 monoterpen, % 6.3
oksijenli monoterpen, % 4.4 oksijenli seskiterpen hidrokarbondan olustugu tespit

edilmistir.

HO

Karyofilen Germakren-D a-kadinen Karvakrol

Sekil 3.5: Sideritis brevibracteata bitkisinin ugucu yag ana bilesenleri.

Tablo 3.4: Sideritis brevibracteata bitkisinin ugucu yag bilesenleri.

KI* RT** Bilesikler S. brevibracteata %
939 5.44 a-pinen 1,6
971 6.87 3-metil nonan 34
979 7.55 B-pinen 4,6
1003 7.90 a-felandren 0,4
1031 8.11 Karen-3-delta 1,0
1025 8.59 Simen 0,9
1029 8.75 Limonen 1,6
1037 9.20 Osimen 0,3
1060 9.80 t-terpinen 0,1
1100 11.31 Undekan 0,3
1177 13.50 4-terpineol 0,4
1189 13.89 a-terpineol 0,6
1299 17.15 Karvakrol 5,3
1377 19.05 Kopaen 3,7
1388 19.27 B-burbonen 0,8
1391 19.58 B-Elemene 1,0
1409 20.14 Karyofilen 43,3
1455 20.97 o-humulen 15
1485 21.65 Germakren-D 10,6
1487 21.75 o-kurkumen 1,4
1480 22.00 t-muurolen 1,9
1514 22.45 v-kadinen 0,1
1539 22.69 o-kadinen 10,3
1572 23.89 Spathulenol 0,5
1583 24.00 Karyofilen oksit 2,9
1675 26.00 Valeranon 0,1
TOPLAM 98,6

* Kolonda alikonma siireleri., ** Kolonda kratz esitligi ile hesaplanmis retensiyon indeksi.
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Sideritis brevibracteata ucucu yag icerigi

Simen

a-pinen
3-metil nonan
B-pinen
a-felandren
Karen-3-delta
Limonen
Osimen
T-terpinen
Undekan
4-terpineol
Kopaen
B-burbonen
v-kadinen
a-kadinen

Spathulenol

a-humulen
Karyofilen oksit

a-terpineol
Karvakrol
B-Elemene
Karyofilen
Germakren-D
a-kurkumen
T-muurolen
Valeranon

Allkonma zamani

Sekil 3.6: Sideritis brevibracteata bitkisinin ugucu yag bilesenleri.

3.2 Bitki Ekstrelerinin (Sideritis phrygia, S. pisidica, S. brevibracteata)
LC-MS/MS Sonuglari

3.2.1 LC-MS/MS Analizi icin Ekstrelerin Hazirlanmasi

Ciceklenme zamaninda toplanan bitkilerin govde kisimlart golgede
kurutulduktan sonra toz haline getirildi. ogiitiilen bitkilerden 100 gram alinarak 6nce
2L hekzan igerisine konulmus, 15 giin masere edildikten sonra siiziiliip kuru ekstre
elde edilene kadar c¢oziiciisii buharlastirilmistir. Kalan bitki asetona koyularak
maseresyona devam edilmis, 15 gilin sonra ayni islemler tekrarlanmistir. Aseton
ekstresinden kalan bitki son olarak metanolle muamele edilmis ve kuru ekstre elde
edilene kadar ¢oziiciisii buharlastirilmistir. Ekstrelerin kodlar1 hekzan igin 1.1, aseton
icin 1.2, metanol icin 1.3 olarak verilmistir. Ayrica hazirlanan iki adet 100 gramlik
bitki dogrudan aseton ve dogrudan metanole konularak 2 ve 3 numarali ekstreler elde

edilmis ve analize gonderilmistir.
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Ekstreler ve kodlar1 su sekildedir:

SP 1.1: S. phrygia bitkisinin hekzan ekstresi.

SP 1.2: S. phrygia bitkisinin hekzan sonrasi alinan aseton ekstresi.

SP 1.3: S. phrygia bitkisinin aseton sonrasi alinan metanol ekstresi.

SP 2: S. phrygia bitkisinin aseton ekstresi.

SP 3: S. phrygia bitkisinin metanol ekstresi.

SPs 1.1: S. pisidica bitkisinin hekzan ekstresi.

SPs 1.2: S. pisidica bitkisinin hekzan sonrasi alinan aseton ekstresi.

SPs 1.3: S. pisidica bitkisinin aseton sonrasi alinan metanol ekstresi.

SPs 2: S. pisidica bitkisinin aseton ekstresi.

SPs 3: S. pisidica bitkisinin metanol ekstresi.

SBr 1.1: S. brevibracteata bitkisinin hekzan ekstresi.

SBr 1.2: S. brevibracteata bitkisinin hekzan sonrasi alinan aseton ekstresi.
SBr 1.3: S. brevibracteata bitkisinin aseton sonrasi alinan metanol ekstresi.
SBr 2: S. brevibracteata bitkisinin aseton ekstresi.

SBr 3: S. brevibracteata bitkisinin metanol ekstresi.

Elde edilen ekstre miktarlar: ve verimleri Tablo 3.5’ de verilmistir.

Tablo 3.5: Bitkilerden elde edilen ekstre verimleri.

Ekstre Bitki Miktari (Q) Ekstre Miktar (Q) Verim (%)
SP1.1 100 g 0,954¢ 0,95
SP1.2 100 g 2,809 2,80
SP1.3 100 g 18,214¢g 18,21
SP 2 100 g 3,23¢ 3,23
SP3 100 g 15¢g 15
SPs 1.1 100 g 0,8038 g 0,8038
SPs 1.2 100 g 2,4329 g 2,4329
SPs 1.3 100 g 8,9702 g 8,9702
SPs 2 100 g 3,1763 g 3,1763
SPs 3 100 g 9,8909 g 9,8909
SBrl.1 100 g 0,25¢g 0,25
SBr 1.2 100 g 3,209 3,20
SBr1.3 100 g 18,02 g 18,02
SBr 2 100 g 514 51
SBr 3 100 g 19,2 ¢ 19,2
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Tablo 3.6: Sideritis phrygia bitkisinin tanimlanan sekonder bilesikleri (mg/kg) (LC-

MS/MS).
SP11 SP1.2 SP 1.3 SP 2 SP3
Siderol 89,13+9,07 - 53,39+5,43 65,55+6,67 100,9+10,27
Pelargonidin - 57,07+5,81 22.39+2.28 48,19+4.9 26,81+2,73
Liriodendrin - - 9,39+0,73 - 8,91+0,69
Linearol 189,75+13,16 103,44+7,17 - 86,22+5,98 46,15+£3,2
Gallik asit 4,6+0,32 5,84+0,41 5,36+0,37 5,45+0,38 4,53+0,31
7-asetil 78.145.71 41,0643 ; 2027:1,63  26,98+1,97
sideroxol
Salvigenin 47,62+3,24 17,27+1,18 - 26,47+1.,8 2,46+0,17
Eubotriol 1163,05+90,23  571,81+44,36 3,17+0,25 799,85+62,06 263,92+20,48
Penduletin 51,7445,24 315,54431,99 27,46+2,78 719,19+£72,91 111,43+11,3
Fumarik asit - 72,42+5,02 284,93+19,76 109,19+7,57 298,92+20,73
Pirogallol - - 9,52+0,63 - -
Vanilin 2,51+0,23 - - - -
p-kumarik asit - 119,16+18,34 - 79,74+12,28 10,45+1,61
Kafeik asit - - - 15,4943,07 -
t-ferulik asit - 11,82+0,83 - 13,16+£0,92 3,81+0,27
Apigenin - 51,46+4,15 9,52+0,77 44,65+3,6 17,05+1,37
izorhamnetin - - - 5,98+0,53 -
Kuersetagetin- 49 55198 650,04£121,71 76341429  1629,83+305,16  262,6+49,17
3,6-dimetileter
Klorojenik asit 6,76+0,94 98,5+13,64 275,52+38,15 106+14,68 321,6+44,53
Rosr:;['”'k 3,5620,27 3,42+0,26 3,5140,27 3,87+0,3 3,57+0.27
Luteolin-7- - 3.65£0,37 7.94+0.81 5.36+0,55 7.74+0,79
glikozit
Ursolik asit 41,61+£2,89 40,25+2,79 - 51,48+3,57 -

S. phrygia bitkisinden 22 sekonder bilesik tanimlanmistir. Bunlardan siderol,

linearol, 7-asetil sideroxol, eubotriol tanimlanan diterpen bilesikleri, ursolik asit ise

triterpen bilesigidir.

Tanimlanan diger bilesiklerden olan pirogallol (1, 2, 3-trihidroksibenzen)

basit fenol yapisinda olan allelokimyasaldir. Allelokimyasallar1 bitkinin savunma

sisteminde patojenlere karsi sinyal molekiiller olarak gorev almaktadir. Bunlar,

Pseudomonas putida, Pseudomanas pyocyanea, Corynebacterium xerois, Fusarium

oxysporium ve Penicillum italicum fitopatojenleri olarak siralanabilir [108]. Vanilin
(4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit) ise vanilya bitkisinin (Vanilla planifola) yesil
tohum kesesinde, hos kokulu, glikozid seklinde bulunan bir maddedir. Ilk olarak

1858 yilinda Nicolas- Theodore Goblev tarafindan vanilya ekstresinden elde edilmis
olup erime noktasi 82 °C’dir [109].
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Tablo 3.7: Sideritis phrygia bitkisinde tanimlanan flavonoid bilesikleri (mg/kg).

Flavonoid
Flavonol Flavon Antosiyanin
Kuersetageti . .
. Izorhamn o o Luteolin- o
n-3,6- Penduletin ] Apigenin Salvigenin o Pelargonidin
o etin 7-glikozit
dimetileter
SP
11 149,52+28 51,74+5,.24 - - 47,6243 .24
SP | 650,04+121,7
12 1 315,544+31,99 - 51,46+4,15 17,27+1,18 3,65+0,37 57,07+5,81
SP
13 76,34£14,29 | 27,46+2,78 - 9,52+0,77 - 7,94+0,81 | 22,39+2,28
SP | 1629,83+305,
5 B 719,19472,91 | 5,98+0,53 44,65+3,6 26,47+1,8 5,36+0,55 48,19+4.,9
SP
3 262,6+49,17 111,43+11,3 - 17,05+1,37 2,46+0,17 7,74+0,79 26,81+2,73

Tabloda goriildiigii gibi Sideritis phrygia bitkisinin aseton ekstresi (SP 2)
flavonoid bilesikleri bakimindan oldukg¢a zengindir. Hekzan ekstresi de (SP 1.1)

digerlerine oranla oldukca diisiik miktarlarda flavonoid igerir.

Flavonol yapisinda bir flavonoid olan kuersetagetin-3,6-dimetileter, tiim
ekstrelerde en fazla miktarda belirlenen bilesiktir. Bilesiginin iltthaplanmayi
dogrudan engelleme 6zelligi ile dnemli bir iltihap 6nleyici aktiviteye sahip oldugu
kanitlanmistir. Histamine ve diger alerjik/iltihaplanmanin serbest birakilmasini ve
tiretimini yavaslatir. Serbest radikal yakalama o6zelliginden dolayr giiclii bir
antioksidandir. Bu 0Ozelligiyle kalp ve damar hastaliklardan korudugu
diistiniilmektedir. Kuersetagetin-3,6-dimetileter, flavonol bilesigi bunun yan1 sira, C
vitamini gibi sitrat dongiisiine katilarak antioksidan 6zellik gosterir. Antikanserojen
ozellikte olmas1 sebebiyle akut belirtiler i¢in de kullanilmaktadir. Diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) kolesterol oksidasyonunu azaltarak kalp hastaliklarma karsi

koruyucu 6zelligi arastirilmaktadir [110].
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Sekil 3.7: Sideritis phrygia ekstratlarinda bulunan kuersetagetin-3,6-
dimetileter icerikleri (mg/kg).

Isorhamnetin bitkinin sadece aseton ekstresinden (SP 2) analiz edilen bir
flovanol dur. Isorhamnetin ve kuersetin karaciger toplam kolesteroliinii azaltma

etkisi gosterir [111].

Antosiyanin olan pelargonin fenolik bilesigi bitkinin hekzan ekstresi (SP 1.1)
hari¢ diger ekstrelerinde bulunmaktadir. Sekil 3.8 de gortildiigi gibi pelargonin
aseton ekstrelerinde (SP 1.2 ve SP 2) diger ekstrelere oranla daha fazla miktarlarda
tespit edilmistir. Antosiyaninlerin gidalara cekicilik kazandirma 6zellikleri yaninda,
saglik acisindan da yararli bilesikler oldugu ve farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
cesitli hastaliklarda tedavi etme amaciyla kullanildig: bilinmektedir. Son yillardaki
calismalarla, antosiyaninlerin ¢esitli kan dolagimi bozukluklarinda, baz1 goz
hastaliklarinda tedavi edici niteligi bulundugu ortaya konulmustur [112]. Ozellikle
siyanidin glikozitlerinin, antimutajenik ve antikanserojenik aktivite, gastrite karsi
koruyucu etki ve oksidatif stresin azaltilmas1 gibi gesitli biyolojik 6zellikleri vardir
[113]. Bu yiizden, antosiyanin igeren birgok farmasotik {iriinlerin piyasaya

sunulmaya baglandig1 bilinmektedir.
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Sekil 3.8: Sideritis phrygia ekstratlarinda bulunan pelargonidin miktarlar1 (mg/kg).

Tablo 3.8: Sideritis phrygia bitkisinde tanimlanan fenolik asitler (mg/kg).

Fenolik Asitler

Klorojenik L gl p-kumarik t-ferulik Gallik Rosmarinik o
] Fumarik asit i ] " ) Kafeik asit
asit asit asit asit asit
SP
11 6,76+0,94 - - - 4,6+0,32 3,56+0,27 -
SP
12 98,5+13,64 72,42+5,02 119,16+18,34 | 11,82+0,83 | 5,84+0,41 3,42+0,26 -
SP
13 275,52+38,15 | 284,93+19,76 _ _ 5,36+0,37 3,51+0,27 _
SP
) 106+14,68 109,19+7,57 | 79,74£12,28 | 13,16+0,92 | 5,45+0,38 3,87+0,3 15,4943,07
SP
s 321,6+44,53 | 298,92+20,73 | 10,45+1,61 3,81+027 | 4,53+0,31 | 3,57+0,27 -

Sideritis phrygia bitkisinin hazirlanan ekstrelerinden yedi farkli fenolik asit
analiz edilmistir. Bunlar Tablo 3.8 de bulunma miktarlarina gbre siralanmistir. En
fazla bulunan klorojenik asit, en az bulunan ise kafeik asittir. Bitkinin hekzan
ekstresi (SP 1.1) fenolik asit bakimindan en fakir bulunurken, metanol ekstresi (SP 3)

en zengin olarak bulunmustur.

Bitkinin aseton ekstresinden (SP 2) diger ekstrelerden farkli olarak kafeik asit
belirlenmistir. Kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit; CgHgO4) aycicegi
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tohumlarinda ve ay cekirdeginde en fazla bulunan hidroksisinnamik asittir ve bitki
proteininin ¢ozlintirligiinii oldukga fazla etkilemektedir. Ayrica patateste bulunur,
enzimatik esmerlesme reaksiyonundan sorumludur ve antioksidan olarak davranir
[114]. Kafeik asidin, disik yogunluklu lipoproteindeki a-tokoferolii korudugu
diistiniilmektedir. Kafeik asit ve tiirevlerinin (kafeik asit fenetil ester (CAPE))
polifenol oksidazlar i¢in iyi birer substrat oldugu ve uygun kosullar altinda bitki

dokularinda oksitlenebildikleri diistilmektedir [115].

Klorojenik asit (321,6+44,53) metanol ekstresinde (SP 3) anlamli derecede
yiksek bulunmustur. Fumarik asit (298,92+20,73) diger ekstrelere oranla metanol
ekstresinden (SP 3), p-kumarik asit (119,16+18,34) aseton ekstresinden (SP 1.2), t-
ferulik asit (13,16+£0,92) de aseton ekstresinden (SP 2) daha fazla miktarda analiz
edilmistir. Gallik asit ve rosmarinik asit ise bitkinin tiim ekstrelerinde yakin
oranlarda tanimlanmustir. p-kumarik asit, nitrosamin sentezini durdurarak mide

kanserini engelleyen bir fenolik bilesiktir [116].

Klorojenik asit [1,3,4,5-tetrahidroksisikloheksankarboksilik asit 3-(3,4-
dihidroksisinnamat); CisH1809] meyve, sebze, siyah ¢ay ve bazi Cin ilaglarinda
bulunan bir tiir hidroksisinnamik asit tiirevidir. Sadece antioksidan fonksiyonuna
sahip olmayip; ayn1 zamanda hipertansiyonu oOnleyici, bitkilerin ¢iceklenmesini
tetikleyici ve tripsin, amilaz ve bazi diger enzimlerin aktivitelerini etkileyici
ozelliklere sahiptir. Klorojenik asit ¢ig kahvenin aci tadin1 olusturan baglica
bilesendir. Cesitli tattaki hazir kahvelerin yapiminda klorojenik asidin eliminasyonu
etkili olmaktadir [117].
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Sekil 3.9: Sideritis phrygia ekstrelerinde bulunan klorojenik asit miktarlari (mg/kg).
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Tablo 3.9: Sideritis pisidica bitkisinde tanimlanan sekonder bilesikler (mg/kg) (LC-

MS/MS).
SPs 1.1 SPs 1.2 SPs 1.3 SPs 2 SPs 3
Eubotriol 215,22+16,7 30,61+2,38 - 92,82+7.2 -
Penduletin 244’0?24’7 260,44+26,4 43,69+4,43 286,44+29,04 75,08+7,61
Kuersitrin - 65,74+4,19 38,58+2.,46 66,55+4,25 -
Fumarik asit 44,18+3,06 21,82+1,51 186,06+12,9 49,49+3 .43 195,1+13,53
Pirogallol - - 20,75+1,38 - 17,04+1,13
Salisilik asit - 3,37+1,36 1,71£0,69 - -
Kafeik asit - 12,074+2,39 2,24+0,44 5,34+1,06 -
t-ferulik asit 4,66+0,33 6,05+0,42 425403 - 7,01+0,49
Siringik asit - 43,42+2.92 8,8+0,59 32,24+2,17 23,66+1,59
Kuersetagetin-
3,6- 1,95+0,37 - - - .
dimetileter
Klorojenik asit - 115,32+41597 303,4+42,01 161,32+22,34  263,96+36,55
-7 - 25961264 21265216 22824232 18.96+1.93
glikozit
LUTCGEe- . 167941,08  1837+1,18  1237+08 15,3+0,98
glikozit
Ursolik asit 97,67+£6,78 - - - -
Kuersetin 2,78+0,8 1,59+0,46 1,9+0,55 1,31+0,38
Linearol 35,97+2,79 - - - -
Rutin 0,68+0,04 2,98+0,2 6,12+0,4 6,4+0,42 6,57+0,43
Liriodendrin - - 11,73+0,91 12,97+1,01 -
Siderol - “37’457 882 31340243 14615103 115.8548.99
Ellagik asit - - 5,54+0,37 - -

Sideritis pisidica bitkisinden 20 farkli sekonder bilesik tanimlanmuistir.

Bunlardan siderol, linearol, eubotriol ve ursolik asit terpen yapisindadir. Penduletin,
kuersitrin, kuersetagetin-3,6-dimetileter, luteolin-5-glikozit, kuersetin, rutin, luteolin-
7-glikozit flavonoid yapisinda, Klorojenik asit, fumarik asit, siringik asit, t-ferulik

asit, kafeik asit, salisilik asit, ellagik asit fenolik asit yapisinda bilesiklerdir.
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Tablo 3.10: Sideritis pisidica bitkisinde tanimlanan flavonoid bilesikleri (mg/kg)

(LC-MS/MS).
Flavonoid
Flavonol Flavon
Kuersetage . .
. o . Luteolin- . . Luteolin-
Penduletin Kuersitrin tin-3,6- | Kuersetin Rutin o
L 5-glikozit 7-glikozit
dimetileter
SPs1.1 244,06+24,7 - 1,95+0,37 - - 0,68+0,04
16,79+1,0 25,96+2,6
SPs1.2 | 260,44+26.4 | 65,74+4,19 - o 2,78+0,8 | 2,98+0,2 A
18,37+1,1 21,26+2,1
SPs1.3 43,69+4,43 38,58+2,46 - g 1,59+0,46 6,12+0,4 6
22,8242.3
SPs 2 286,44+29.0 | 66,55+4,25 - 12,3740,8 | 1,940,55 | 6,4+0,42 )
SPs 3 75,08+7,61 - 2 15,3+0,98 | 1,31+0,38 | 6,57+0,43

Tablo 3.10° da goriildiigii gibi bitkiden yedi flavonoid bilesigi analiz
edilmistir. Bunlardan {c¢ii flavonol yapisinda, dordii flavon yapisinda olan
flavonoidlerdir. Aseton ekstresi (SPs 2) flavonoid bakimindan en zengin, hekzan

ekstresi (SPs 1.1) ise en fakir ekstredir.

Elde edilen flavonoid bilesiklerinin miktarlarina bakildiginda penduletin en
fazla, kuersetagetin-3,6-dimetileter en az bulunan bilesiklerdir. Penduletin flavonol
bilesigi tim ekstrelerde bulunurken, bitkinin aseton ekstresinde (SPs 2) en fazla
miktarda (286,44+29,0) bulunur. Kuersetagetin-3,6-dimetileter bitkinin sadece
hekzan ekstresinde (SPs 1.1) eser miktarda (1,95+0,37) tespit edilmistir.
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Sekil 3.10: Sideritis pisidica ekstratlarindaki penduletin miktarlar1 (mg/kg).
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Calisilan diger bitkilerden farkl

olarak Sideritis pisidica bitkisinin

ekstrelerinden rutin bilesigi belirlenmistir. En yliksek miktarda metanol (SPs 3), en

az miktarda hekzan (SPsl.1) ekstresinde bulunmaktadir. Rutin bilesigi ilk kez Ruta

gravolens bitkisinden izole edilmis bir flavondur. Kan plazmasini azaltir ve kani

incelterek kan dolagimini kolaylastirir. Kan pihtilagsmasini azaltarak, kalp krizini

engeller [116]. Antioksidan, anti-inflamatuar, antitrombotik ajandir. Antihipotansif,

spazmolitik Ozelliklere sahiptir. Varis ve hemoroit tedavisinde kullanilir ve ayni

zamanda anti-HIV aktivite gostermektedir [118].
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Sekil 3.11: Sideritis pisidica ekstratlarinda bulunan rutin bilesigi (mg/kg).

Tablo 3.11: Sideritis pisidica bitkisinde bulunan fenolik asitler (mg/kg) (LC-

MS/MS).
Fenolik Asit
Klorojenik Fumarik Siringik t-ferulik o Salisilik Ellagik
] . . . Kafeik asit . .
asit asit asit asit asit asit
SPs
11 44,1843,06 4,66+0,33 -
SPs
17 115,32+15,97 21,82+1,51 43,42+2.92 6,05+0,42 12,07£2,39 | 3,371,36
SPs
L3 3034442,01 | 186,06+12,9 8,8+0,59 4,25+0,3 2,2+40,44 1,71£0,69 | 5,5440,37
SPs
) 161,32+22,34 49,49+3 .43 32,24+2.17 - 5,34+1,06
SPs
5 263,96+36,55 | 195,1+13,53 | 23,66+1,59 | 7,01+0,49 -
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Tablo 3.11° de goriildigi gibi sirasiyla Klorojenik asit, fumarik asit, siringik
asit, t-ferulik asit, kafeik asit, salisilik asit, ellagik asit miktar1 en yiiksek fenolik asit
olarak bulunmustur. Klorojenik asit bu bitkinin hekzan ekstresinde (SPs 1.1)
bulunmazken, diger ekstrelerde en yiiksek oranda bulunan fenolik asittir. Hekzan
ekstresi (SPs 1.1) fenolik asit bakimindan en fakir, metanol ekstreleri (sirastyla SPs
1.3, SPs 3) en zengin bulunmustur. Antioksidan, anti-mutajen ve anti-kanser
ozelliklere sahip ellagik asit bitkinin sadece metanol ekstresinden (SPs 1.3)

tanimlanmus bir fenolik asittir.
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Sekil 3.12: Sideritis pisidica ekstratlarinda bulunan klorojenik asit (mg/kg).
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Sekil 3.13: Sekonder metabolitlerin LC-MS/MS kromotogrami (SPs 1.3)
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Tablo 3.12: S. brevibracteata bitkisinin sekonder bilesikleri (mg/kg) (LC-MS/MS).

SBr1.1 SBr1.2 SBr1.3 SBr2 SBr3

Gallik asit 4,59+0,32 5,74+0,4 5354037  5,49+0,38 4,60,32

Kamferol - 10,26+0,72 - 1,63£0,11 -
Salvigenin 9,23+0,63 - - - -

. +

Eubotriol 1163 é 902 306.96+23.82 - 185 ’3?14’3 317,6424,64
Penduletin 58374592 4541554604  26.97+2.73 347’3?35 2 105,78£10.72

Kuersitrin - - 20,98+1,34 - -
Fumarik asit - 3508:243 203 ,52117,5 38244265  384,13426.64

Pirogallol - - 15,96+1,06 14,26+0,95
Salisilik asit - 11,4+4.6 7,63£3,08  3,35%1,35 -

p'OHag’iet”ZO'k - 20741,64  21,63+1,72 - 41,11£327
Vanilin 5,29+0,48 22,08+2,02 18,37+1,68 - 37,5343,43
p-kumarik asit - 3,76+0,58 - -

Kafeik asit 4,7+0,93 35,21£6,97 12,35+2,44 23,27+4.61 12,31+2,44
t-ferulik asit - 5,51+0,39 54,5443 81 - 116,93+8,17
Siringik asit - 6,45+0,43 - - -

izorhamnetin - 8,57+0,76 - 4,68+0,41 -
Kuersetagetin-
3,6- = 8’1;i25 B 1028643611 52254978 61821158  42.86+8.02
dimetileter
Klorojenikasit 8214114 30984181 2141896296 113258156 178733247,
38 6 83 5

Rosr:g't“”'k 3,38+0.26 8,59+0,66 19,16£1,47  8,78+0,67 28,3217

Luteolin-7- ; 303743.00 1724175 25174256 13.92+142

glikozit

Luteolin-5- . 1046£0,67  19740,13 5914038  3,65£0.23

glikozit

Ursolik asit - 168,08+11,66 73,245,08 - 164,11£11,39

Kuersetin - 5.35+1.54 5.53+1,59 4.19<12 3,04+0,87
7-asetil 78174542 3,92+027  13,38+0,93  27,83+1,93 -
sideroxol
Linearol 213,7+14,82 44,34+3,07 - 37,96+2,63 71,51£4,96
Siderol - - - - 1501+28,02

Pelargonidin . : : 110,8147,35

klorit

Sideritis brevibracteata bitkisinin LC-MS/MS analizi sonucunda 27 sekonder

bilesik tanimlanmustir. Bunlardan eubotriol, 7-asetil sideroxol, linearol, siderol ve

ursolik asit terpen yapindaki bilesiklerdir. Ursolik asit biyolojik aktif bir molekiil

olup baz1 tepkimeleri tetikler. Anti-tiimor, kas yapimi ve kardiolojik hastaliklarda

hastaliklarda etken olugu bilinmektedir [116].
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Calisilan diger bitkiler ile karsilastirildiginda Sideritis brevibracteata bitkisi
sekonder bilesikler bakimidan en zengin bitkidir. Ozellikle flavonoid ve fenolik asit

oranlar1 yiiksektir. Bu oranin yiiksek olmasi, bitkinin gosterdigi yiiksek aktivite

degerinin agiklayan en 6nemli unsurlardan biridir.

Tablo 3.13: Sideritis brevibracteata bitkisinin flavonoid bilesikleri (mg/kg) (LC-

MS/MS).
Flavonol
Kuersetagetin-
Penduletin 3,6- Kuersitrin Kuersetin Izorhamnetin | Kamferol
dimetileter
SBrll | 5837+592 | 138,17+25,87 - - - -
SBr1.2 | 454,15+46,04 | 192,86+36,11 - 5.35+1.54 8.5740.76 | 10,26+0.72
SBrl1.3 26,97+2,73 52,25+9,78 20,98+1,34 5,53+1,59 -
SBr2 347,32+35,21 61,82+11,58 - 4,19+1,2 4,68+0,41 1,63+0,11
SBr3 105,78+10,72 42,86+8,02 - 3,04+0,87 - -
Flavon Antosiyanin
Luteolin-5- Luteolin-7- i Pelargonidin
glikozit glikozit Salvigenin klorit
SBr1.1 - - 9,23+0,63 -
SBrl.2 | 10,46+0,67 30,37+3,09 - -
SBri1.3 1,97+0,13 17,2+1,75 - -
SBr2 5,91+0,38 25,17+2,56 - -
SBr3 3,65+0,23 13,92+1,42 - 110,81+7,35

Tabloda 3.13° de goriildiigi gibi bitkiden alti tane flavonol yapinda

(penduletin, Kkuersetagetin-3,6-dimetileter, kuersitrin, kuersetin, izorhamnetin,

kamferol), ii¢ tane flavon vyapisinda (luteolin-5-glikozit, luteolin-7-glikozit,
salvigenin) bir de antosiyanin (pelargonidin Klorit) yapisinda flavonoid analiz
edilmistir. Bunlardan penduletin ve kuersetagetin-3,6-dimetileter kayda deger sekilde

miktar bakimindan digerlerinden fazladir.
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Sideritis brevibracteata ekstrat

Sekil 3.14: Sideritis brevibracteata bitkisinin ekstrelerinde bulunan penduletin ve
kuersetagetin-3,6-dimetileter miktarlar1 (mg/kg).

Antosiyanin olan pelargonidin klorit (110,81+7,35) bitkinin sadece metanol
ekstresinde (SBr 3) bulunmustur. Antosiyaninler, dogada bitkiler aleminde bulunan en
yaygin pigment gruplarindan birisidir. Antosiyaninler bir grup bilesigin ad1 olup, dogada
400’ den fazla antosiyanin bulundugu tahmin edilmektedir [112]. Son yillarda yapilan
bir¢ok arastirmada da, antosiyaninlerin antioksidatif etkilerinin bulundugu saptanmistir

[119].

Kamferol flavonol grubunda, dogal bir favonoid bilesigidir. Bitkinin aseton
ekstrelerinde (SBr 1.2 ve SBr 2) belirlenmistir. Kamferol sar1 renkte berrak bir
katidir. Erime sicakligi 276-278 OC arasindadir. Suda cok az ¢Oziiniir. Metanol, sicak
etanol ve dietileter gibi organik ¢oziiclilerde iyi ¢ozlinmektedir. Kamferol pankreas
kanseri ve kalp hastaliklar1 riskini azaltan, antidepresan 6zelligi olan dogal bir

antioksidan maddedir. Ozellikle brokoli ve ¢ayda bulunur [110].

Bitkisel kokenli bir polifenolik bilesik olan luteolin [2-(3,4-dihidroksifenil)-
5,7- dihidroksi-4-kromenon; CisH;100g], flavonoidlerin flavon alt siifina aittir ve
genellikle kereviz, yesilbiber, perilla (biftekotu) yapragr ve papatya cayinda
glikozillenmis formda bulunur. Antimutajenik, timoér olusumunu engelleyici,
pihtilagsmayr Onleyici, antioksidan ve antiinflamatuar Gzelliklerinin  yaninda

antibakteriyel etkilere de sahiptir [120].
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Sekil 3.15: Sideritis brevibracteata ekstrelerinde bulunan luteolin miktarlar
(mg/kg).

Tablo 3.14: Sideritis brevibracteata bitkisinden elde edilen fenolik asitler (mg/kg).

Fenolik asit
A v 48 N p-OH
Klorojenik asit | Fumarik asit | t-ferulik asit | Kafeik asit o
benzoik asit
SBril 8.21+1,14 - - 4,7+0,93 -
SBri.2 1309,84+181,38 35,08+2,43 5,51+0,39 35,21+6,97 20,7+1,64
SBri.3 2141,89+296,6 253,56:17,58 54,5443 81 12,3542,44 21,63+1,72
SBr2 1132,58+156,83 38,24+2,65 - 23,27+4,61 -
SBr3 1787,33+247,5 384,13+26,64 116,93+8,17 12,31+2,44 41,1143,27
o o o p-kumarik
Rosmarinik asit | Gallik asit | Salisilik asit | Siringik asit ]
asit
SBrll 3,38+0,26 4,59+0,32 - - -
SBri1.2 8,59+0,66 5,74+0,4 11,444.6 6,45+0,43 3,76+0,58
SBri.3 19,16+1,47 5,35+0,37 7,63+3,08 - -
SBr2 8,78+0,67 5,49+0,38 3,35+135 - -
SBr3 28,3+2,17 4,60,32 - - -
S. brevibracteata bitkisinin tiim ekstrelerinden 10 farkli fenolik asit tespit

edilmistir. Bitkinin metanol ekstresi (SBr 3) fenolik bilesikler agisindan en zengin

bulunurken, hekzan ekstresi (SBr 1.1) en fakirdir.

Bitkide yiiksek miktarlarda bulunan fenolik asitler (fenil propanoidler),

hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitleri igeren iki gruptan olusmaktadir. Bu

grubun ¢ogunlugunu hidroksisinnamik asitler olusturmaktadir. L-trosin ya da L-
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fenil’den ferulik, kafeik, sinapik, klorojenik ve p-kumarik asitler meydana
gelmektedir. Yapilarinda bulunan —-CH=CH-COOH gruplarindan dolay1, hidrojen
verme Kkabiliyetleri artmaktadir. Ayrica benzoik asitlere kiyasla radikalleri daha
kararli1 hale getirebilmektedirler. Benzoatlardan daha etkilidirler. Hidroksibenzoik
asitler yapilarinda bulunan metoksi ve hidroksi gruplar1 sayilar1 ve yerlesimlerine
gore gesitlenmektedirler. Resorsilik, siringik asit, vanilik asit ve gallik asit bu gruba
ornek olarak verilebilir. Hidroksil radikallere gosterdikleri yiiksek reaktivite ve
hidroksillenme egilimlerinden &tiiri, monohidroksibenzoatlar etkili hidroksil

stipiiriiciiler olarak bilinmektedir [121].

2500 -

2000 -

1500 -+

mg/kg

1000 -+

500

1787,33
8,21
A

1132,58
' m Klorojenik asit
0 T T T T T

SBr1.1  SBrl.2  SBrl.3 SBr2 SBr3
Sideritis brevibracteata ekstrat

Sekil 3.16: Sideritis brevibracteata ekstratinin klorojenik asit miktarlari (mg/kg).

Tablo 3.16’de goriildigi gibi klorojenik asit S. brevibracteata bitkisinin
calisilan tiim ekstrelerinde en fazla miktarda bulunan fenolik asittir. Bitkide bulunan
diger fenolik asitlere oranla ¢ok yiiksek miktarlarda belirlenmistir. Sekil 3.16° da
bitki ekstratlarinda bulunan klorojenik asit miktarlar1 karsilastirilmistir. En fazla

metanol ekstrelerinde (sirasiyla SBr 1.3 ve SBr 3) bulunur.

Bitkinin hekzan (SBrl.1) ve metanol (SBr 3) ekstresi hari¢ diger ekstrelerinde
bulunan salisilik asit, genellikle bir hidroksil grubu ya da onun fonksiyonel tiirevini
tasiyan, aromatik bir halkaya sahip bitki fenoliklerinin bir grubudur. Son yillarda
bitkilerde salisilik asidin biyolojisi ile ilgili yapilan ¢alismalarin sonucunda, salisilik
asidin diger bir¢ok fenolik bilesik gibi, bitki biiylimesinin diizenlenmesi, gelisimi ve

diger organizmalarla etkilesiminde temel rol oynadig1 goriisii ortaya ¢ikmustir [122]
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Sekil 3.17: Sekonder metabolitlerin LC-MS/MS kromotogrami (SBr 3).

Tablo 3.15: Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi.

Fenolik Asitler Flavonoid
Gallik Asit Flavonol Flavon Antosiyanidin
Kafeik Asit Izorhamnetin Salvigenin Pelargonin
Fumarik Asit Kuersitrin Apigenin Pefl?r?tr]m
p-kumarik Asit Kuersetin Luteolin-5-O-glikozit
t-ferulik Asit Kamferol Luteolin-7-O-glikozit
.. . Kuersetagetin- .
Klorojenik Asit 3.6-dimetileter Rutin
Rosmarinik Asit Penduletin

Salisilik Asit
p-OH Benzoik Asit
Ellagik Asit
Siringik Asit

90



Kuersetagetin-3,6-dimetileter (1)

OCHy

OCH,
OH

o
HO OH

CH,
OH

Rutin (18)

OH o

Kamferol (22)

Pelargonidin klorit (23)

Sekil 3.18: Bitkilerden tanimlanan flavonoidlerin yapilar1 (LC-MS/MS).
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Klorojenik asit (8)

Sekil 3.19: Bitkilerden tanimlanan fenolik asitlerin yapilar1 (LC-MS/MS).
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HO OH
OCH,4
OH
Vanilin Progallol

Sekil 3.20: Bitkilerden tanimlanan diger bilesiklerinin yapisi (LC-MS/MS).

CH,OH

CH,OH

Eubotriol 7-asetil sideroxol

OCOCH;,

CH,OH

Siderol Linearol

Ursolik asit

Sekil 3.21: Bitkilerden tanimlanan terpen bilesiklerinin yapisi (LC-MS/MS).
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3.3 Sideritis phrygia Bornm, S. pisidica Boiss. Et Heldr. Apud Bentham,
S. brevibracteata P.H. Davis Bitkilerinden izole Edilen Terpen Bilesikleri

3.3.1 izolasyon Cahsmalari icin Hazirlanan Ekstreler

3 kg yas olarak toplanan Sideritis phrygia bitkisi golgede kurutulduktan sonra
ogiitiilerek toz haline getirildi. Ogiitiilen bitkinin 1.5 kg’ 1 6nce hekzanda iki hafta
masere edildi. Daha sonra aseton ve metanol ile aymi islemler yapilip, kuruluga
kadar yogunlastirilan ekstrelerden 18.32 g hekzan, 52.0 g aseton ve 96.60 g metanol
ham ekstraktlar: elde edildi.

4 kg yas olarak toplanan Sideritis pisidica bitkisi gélgede kurutulduktan sonra
ogiitiilerek toz haline getirildi. Ogiitiilen bitkinin 2 kg’ 1 énce hekzanda iki hafta
masere edildi. Daha sonra aseton ve metanol ile ayni islemler yapilip, kuruluga
kadar yogunlastirilan ekstrelerden 20.0 g hekzan, 60.0 g aseton ve 98.2 g metanol
ham ekstraktlar: elde edildi.

1 kg yas olarak toplanan Sideritis brevibracteta bitkisi gélgede kurutulduktan
sonra dgiitiilerek toz haline getirildi. Ogiitiilen bitkinin 600 g’ 1 &nce hekzanda iki
hafta masere edildi. Daha sonra aseton ve metanol ile ayn1 islemler yapilip, kuruluga
kadar yogunlastirilan ekstrelerden 5.8 g hekzan, 17.0 g aseton ve 35.6 g metanol ham
ekstraktlar elde edildi.
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3.3.2 Sideritis phrygia Bornm. Bitkisinden izole Edilen Terpen Bilesikleri

Sideritis phrygia Bornm. bitkisinin toprak distii kisimlarindan hazirlanan
hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden bilinen 7 terpen bilesigi izole edildi. Elde

edilen bilesiklerin yapilar1:

» Siderol (Ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene) (1)

» Sideroxol (ent-7a,18-dihidroksi-15p, 16p3-epoksikauran) (2)

Oleanolik asit (4aS,6aR,6As,6Br,8Ar,10S,12Ar,14bS)-10 hydroxy2,2,6a,6b
,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-tetradecahydrop,
cene-4a-carboxylic acid) (3)

Sideridiol (ent-7a, 18B-dihidroksi kaur-15-en) (4)

Linearol (ent-3B, 7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en) (5)

7- epicandicandiol (ent-7a,18-hidroksikaur-16-en) (6)

Athanolone ( ent-7a,17,18-trihidroksi-9,11-(en)-12-on) (7)

A\

YV V VYV VY
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3.3.2.1 Siderol (Ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene) (1)

19 CH 2OH 21 22
18

Siderol

Siderol bilesigi S. phrygia bitkisinin hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden

toplamda 146.4 mg olarak beyaz toz halinde izole edilmistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.23) singletler halinde dort adet metil
izlendi. Bunlardan ikisi daha iist alanda 6 0.67 ve 1.11 ppm 'de izlenen piklerdir.
Asetil metiline ait olan protonlar 2.03 ppm' de, vinilik metil sinyali 1.13 ppm’ de
gozlendi. H-13 protonu ise 16-en kaurenlere gore biraz daha iist alanda 6 2.37 ppm'
de multiplet olarak izlenirken 18 nolu karbondaki hidroksimetilen piki ise 5 2.98 ve
3.31 ppm' de (J=11.5Hz) dubletler halinde izlendi. H-7 protonu & 4.60 ppm' de
triplet (J=2.5 Hz) olarak gozlendi. 5.25 ppm' de izlenen singlet ise bir ¢ifte bagin

varligina igaret etmistir.

APT teknigi ile alinan *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.24) 4 metil, 8
metilen, 5 metin ve 5 kuaterner karbon olmak iizere toplam 22 adet karbon piki
izlendi. Metil karbonlari ise 6 15.4, 17.6 ve 17.9 ppm' lerda izlenirken asetil metili
21.4' de izlendi. Hilroksil bagli (C-18) karbonu ise 71.4 ppm' de gozlendi. Cift bag
C-15 karbonuna ait olan pik, 130 ppm’ de gozlendi. Cifte bagin katerner karbon (C-
16) sinyali ise 145.8 ppm' de gozlenirken asetil grubun karbonil karbonu ise 171.1

ppm’ de izlendi.

Saf olarak elde edilen bilesigin alinan spektrumlart (IR, 1H-NMR, Bc.
NMR, HMQC, COSY ve EIM S) bilesigin daha 6nceki ¢calismalardan da elde edilen
siderol bilesigi oldugu belirlendi [60,61,10,68,73].
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Tablo 3.16: Siderol bilesiginin IR verileri (cm™).

O-H C-H 0=C c=C
3450 2960 1730 1640-780

Tablo 3.17: Siderol Bilesiginin *H-NMR verileri (ppm).

H-7 H-13 H-15  H-17 H-18a H-18b H-19  H-20 OAc

4.60 1139 2.98(dd  3.31 (dd

A3(s
(tJ=25 2.37(m) 5.25(s) (3H) J=115 J=115 0.67(s) 1.11(s) 2.03
Hz) Hz) Hz)

Tablo 3.18: Siderol bilesiginin **C-NMR verileri (ppm).

ci1 C2 C383 C4 C5 Co6 C7 C8 C9 C-10 C-11

420 184 354 369 445 236 784 518 449 39.2 17.9

O- O-
COCH; COCH;

c-12 C-13 C-14 C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20

247 398 398 130.0 1458 154 714 176 179 21.4 171.1

EIMS (rel.int.) m/z: 346.0 [M]" (33) (C22H4O3), 315.0 [M-31]" (4), 303.9 [M-44]*
(71), 287.0 [M-OAc]" (76), 268.1 [M-60-H,0]" (76), 256.0 (92), 241.0 (32), 227.0
(33), 203.0 (34), 185.1 (61), 161.0 (64), 147.0 (54), 133.0 (54), 118.0 (79), 109.0
(100), 93.0 (75), 81.0 (74), 67.0 (57)

97



0'00¥%

009

008

000T

00cT

‘nwnIN{ads Y1 UIUISISANIq OIOPIS 17T°€ IS

T-Wwo
00vT 009T 008T 000¢ oote

008¢

00ce

009¢

0'000t%

0'0

S

0T

ST

0¢

14

(0154

1)

o#.h@@

514

0§

1]

09

S99

0L

S/

08

8'G8

98



‘nuinINP{ads YINN-H, UiIgisafiq 0IapIS :€2°¢ 198

08§ LZ umW T ewy3 Te3ol
BILZE ©ZTS L4
ONISSEOONd YIVa

ZHW €LBZVPSL"66S |'TH FAANISEO
supT3tiedex z¢

ZH P°ST96 UIPTM

P88 poL"T ewr3y ‘boy

seexbep 0°SYy esTng

098 000°T AeTep “xwrew

Joedweyo :Io03RIN ‘g4 eoTdwes
3 T°96Z / 0'€Z “duey

€T0Z 0Z 4AON :uo JOSTTOD e3jeq
opo :3ueATOs
(Tndzs) NOLONMA :epuenbeg esTng

T00 NOLO¥A ®R®P :OTTJPTd
TO 0ZTTETOZ € € 9L TS HAS

:Xx03pexTp erduwes
}oedweyo /e3ep/ewoy/

1 £I030RITP SATYOIY
0098IUTA~( 0 9 TURX

iUO Pe30eTToD ®3ea
€€ 9L TS HAS

N —

—
—

99



'(LdV) nwninpjads YIAN-Oy; UIUIZISo[Ig [0I9PIS 11Z'¢ |19

=% ¥ "STE [T "TH T Syl RIS
CLOTET S=f® 54

EH S°0 DETEFRRSIg SSETT
ESITSEEIHE WINT

PEIRTNETE 9T BLTYA

EATITEEADOE SUEINE WO

WME LE EeesSd

TuSd LOREOCESEF TH STALOSET
TEH STTETES SIT €T3 EANESSO
sucFITaedeas QOOT

=M G-ARRTE UIPTAL

oew EEETT wETE CDow

waszfap -CfT esird pap
seosbap 006 eELed SET

aeE Q0T ANTeD "W TeE

=EOEEADEYL  S0E - WAOHT
EdW CRTTL

LE-BT-T G380

® TTEQE 4 O O°0E “S=sg
ETDIT FAESATSS

sETolneEEp ©fdeeg
BARE S EAE T S LA SO I TCIND ) FATOISRITR A THSO

100



nwnInads S/ wuIisaiq [019pIS 1G2°E [14e

N Q:_HQ\.—tm..._\uama.\_.uﬂawaaluh_.

i i

/U aar ngl agr ogr 091 UL AL org nEr o o(r 0

Q Z
n_..h__-.-.a:_\..if.r..... B L.?-.PT.?F..‘—.-.# g .mr -r..
Qs sir

23r-r’

]
P
ayr's
Rotc | S B

—mm———— )

D
_—

—_——
—3
P
—
I——
=
a
—-"l
ﬂl——.ﬂ—v—!—ﬂa
o

(L4 4

[

L3s "

£30° 7]

L3RI

L3617

L30°C7)

£3T1°E7]

LA

or

€1

o'gil

o eor

59

oL

[Se

101



3.3.2.2 Sideroxol (ent-7a,18-dihidroksi-15p, 16p-epoksikauran) (2)

Sideroxol

S. phrygia bitkisinin hekzan ekstresinden 3.9 mg olarak elde edilmistir.
Bilesigin spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapisinin ent-
70,18-dihidroksi-15p8,  16B-epoksikauran  (sideroxol)  oldugu  belirlenmistir
[12,58,123].

DEPT teknikleriyle alinan 3C.NMR spektrumunda (Sekil.3.27) metil, 8
metilen, 5 metin ve 4 katerner karbon olmak iizere toplam 20 karbon sinyali
gozlendi. Molekiildeki sekonder hidroksil grubuna komsu metin karbonuna (C-7)
ait sinyal 71.3 ppm’ de gozlenirken oksijen tasiyan diger bir karbon olan C-15 63.8
ppm’ de gozlendi. Karakteristik C-18 karbonuna ait sinyal ise 71.2 ppm’ de
gozlendi. Molekiildeki {i¢ metil karbonuna ait sinyaller 14.1, 17.40 ve 18.1 ppm’ de

gbzlendi.
Tablo 3.19: Sideroxol bilesiginin *H-NMR verileri (ppm).
H-7 H-18a H-18b Me-17 Me-19 Me-20
479(J=3 296 (d,J=12  3.49 (d,J=12
1.40 (3H,s) 1.04(3H,s) 0.69 (3H,s)
Hz) Hz) Hz)

EIMS (70 eV) m/z: 320.3 [M]* (10), 302.2 [M-H,0]" (13) 289.2 [M-
CH,OH]" (22), 271.2 (79), 257.2 (28), 245.2 (20), 227.2 (13), 213.1 (17), 197.1 (23),
187.1 (16), 173.1 (24), 159.1 (20), 133.1 (25), 123.1 (40), 106.0 (56), 91.0 (100),
81.0 (35), 67.0 (123), 57.0 (6).
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3.3.2.3 Oleanolik Asit (4aS,6aR,6As,6Br,8Ar,10S,12Ar,14bS)-10-
hydroxy-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b

-tetradecahydrop,cene-4a-carboxylic acid) (3)

Oleanolik asit

S. phrygia hekzan ekstresinden 0.7 mg olarak elde edilmistir. Bilesigin
spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapisinin Oleanolik asit (3-

B-Hydroxyolean-12-en-28-oic acid) oldugu belirlenmistir [127].

Tablo 3.20: Oleanolik asit bilesiginin "H-NMR verileri (ppm).

H-1 H-2 H-3 H-5 H-6 H-7 H-9 H-11
1.01 1.57 1.53
1.79 3.41dd 0.9d 1.7 1.98
1.56 1.39 1.35
H-12 H-15 H-16 H-18 H-19 H-21 H-22
1.22 212 tr 1.83 1.46 1.82
5.5s 3.3dd
2.19 1.96 1.32 1.23 2.04
H-23 H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-30
1.24s 1.01s 0.93s 1.03s 1.30s 0.97s 1.02s

Tablo 3.21: Oleanolik asit bilesiginin **C-NMR verileri (ppm).
cC1l1 C2 C3 C4 C-H5 cCe6 C7 C8 C9 C-10
400 282 771 394 558 188 333 398 482 374
C-11 C-12 C-13 C-14 C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20
23.8 1216 146.3 422 284 238 447 420 465 31.0
C-21 C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28 C-29 C-30
345 332 288 166 156 175 26.2 180.2 313 238
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3.3.2.4 Sideridiol (ent-7a, 18p-dihidroksi kaur-15-en) (4)

Sideridiol

Sideridiol bilesigi, S. phrygia bitkisinin aseton ekstresinden 13.3 mg, metanol
ekstresinden 3.5 mg elde edilmistir. Bilesigin spektral verileri ve literatiir degerleri
karsilastirildiginda yapisinin Sideridiol (ent-7a, 18B-dihidroksi kaur-15-en) olarak
belirlenmistir [58,68,73,128].

Tablo 3.22 Sideridiol bilesiginin IR verileri (cm™).

O-H C-C Cc=C
3400 2960-300 1600 ve 850

Tablo 3.23: Sideridiol bilesiginin *H-NMR verileri (ppm).

H-7 H-15 H-18a H-18b  H-13 Me-17  Me-19  Me-20
3.61 (1H, 3.47 (1H,

545  2.95(1H, d, 236  173(3H, 0.68(3H, 1.05
t,J=2.5 d, J=11.5

Hz) (AH,s,) J=115Hz) Hz) (AH, m)) d,J=1Hz) S,) (3H,s,)

Tablo 3.24: Sideridiol bilesiginin **C-NMR verileri (ppm).

C1l1 C2 C3 CH4 C-5 C-6 c7r7 C8 C9 C-10
42.02 1835 3524 37.10 4460 2500 7542 51.80 4480 39.29
c-11 C-12 C-13 C-14 C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20
18.05 26.32 4424 4424 129.65 146.08 1553 71.08 17.72 17.72
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EIMS (rel.int.) m/z: 304.2 [M]* (94) (C20H3,02), 286.2 [M- H,0]" (58), 273.2 [M-
CH,OH]" (54), 268.2 [M-2H,0]" (6), 255.2 (92), 241.2 (23), 227.2 (28), 211.1 (15),
199.1 (19), 185.1 (16), 173.1 (22), 164.1 (87), 149.1 (50), 131.1 (42), 123.1 (99),
109.0 (87), 94.0 (100), 81.0 (71), 67.0 (37), 57.0 (21).
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3.3.2.5 Linearol (ent-3p, 7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en) (5)

CH,OAC
18

Linearol

Linearol bilesigi S. phrygia bitkisinin hekzan ekstresinden 2.3 mg, aseton
ekstresinden 8.8 mg, metanol ekstresinden 7.4 mg olarak elde edilmistir. Bilesigin
spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapisinin Linearol (ent-3p,
7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en) olarak belirlenmistir [58,61,73,128].

Tablo 3.25: Linearol bilesiginin IR Verileri (cm™).

O-H C-H C=0 Cc=C
3400-3445 2920 1717 875-1665

Tablo 3.26: Linearol bilesiginin *H-NMR verileri (ppm).

H-3 H-7 H-13 H-17 H-18 H-19 H-20 OAC
3,99-4,07 2,09
3,53(H) (d 3,61 (H) 2,72(H) 4,79-4,82 0,77 1,05
) _ (2H) [, (3H)
J=7,5Hz)  (t,j=2,5Hz) (m) (2H) _ (BH) (s) (3H) (s)
j=11,5 Hz) S

Tablo 3.27: Linearol bilesiginin **C-NMR verileri (ppm).

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

38,42 2733 72,22 38,77 38,29 26,48 76,24

C-8 C-9 c-10 C-11 C-12 C-13 C-14

45,04 50,02 3817 17,84 33,53 43,84 38,14

c-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 COCH3 COCH3
44,64 15499 103,55 66,04 11,94 17,97 171,82 21,19
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3.3.2.6 7-epicandicandiol (ent-7a,18-hidroksikaur-16-en) (6)

7- epicandicandiol

7-epicandicandiol bilesigi S. phrygia metanol ekstresinden 1.8 mg olarak elde
edilmistir. Bilesigin spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda
yapisinin  7-epicandicandiol (ent-7a,18-hidroksikaur-16-en) oldugu belirlenmistir
[12,58,70,128,129].

Tablo 3.28: 7-epicandicandiol bilesiginin IR verileri (cm™).

O-H Cc=C
3400 1660-880

Tablo 3.29: 7-epicandicandiol bilesiginin **C-NMR verileri (ppm).

Cl1 C2 C3 c4 Cb5 C6 C7 g cg C10

39,70 17,98 3890 37,77 3857 28,92 77,32 50,44 5044 39,27

c-1 ¢C-12 C-13 C-14 C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20

17,80 34,44 43,46 3545 4521 154,18 103,44 70,55 18,99 17,72

Tablo 3.30: 7- epicandicandiol bilesiginin *H-NMR verileri (ppm).

H-7 H-13 H-17a H-18a
3,66 (1H, t, J=2.2 Hz) 2,69 (1H, m) 4,80 3,47 (d, J=12 Hz)
H-18b H-19a H-20a
0,693H, s, Me- 1,05 (3H, s,

2,92 (d, J=12 Hz)
19) Me-20)
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EIMS (rel.int.) m/z: 304.0 [M]" (4) (CaoH3202), 286.2 [M- H,0]" (44), 271.0 [286-
CH3]* (21), 268.0 [M-2H,0]" (15), 256.0 [286-CH3]* (100), 241.0 (42), 213.0 (39),
199.0 (36), 185.0 (32), 173.0 (36), 159.0 (29), 145.0 (33), 131.0 (35), 121.0 (42),
109.0 (43), 93.0 (46), 81.0 (44), 67.0 (27).
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3.3.2.7 Athanolone ( ent-7a,17,18-trihidroksi-9,11-(en)-12-on) (7)

Athanolone

Athanolone bilesigi S. phrygia metanol ekstresinden 3.7 mg olarak elde

edilmistir. Bilesigin spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda

(ent-7a,17,18-trihidroksi-9,11-(en)-12-on) oldugu

yapisinin Athanolone

belirlenmistir [58,128].

Tablo 3.31: Athonolone bilesiginin *H-NMR verileri (ppm).
H-18 H-19 H-20

- 069  1.06
257(m) 297(s) 4.65(s) (dzd?JilgéﬂZ) ) (s)

H-7 H-11 H-13 H-15 H-17

365() 5.80(s)

Tablo 3.32: Athonolone bilesiginin **C-NMR verileri (ppm).
C-10

C-2 C-3 C-4 C-5 ce6 C-7 C8 C9

C-1

39.2 181 352 393 382 258 746 434 1421 420
c-1 ¢C-12 C-13 C-14 C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20
1334 241 435 263 420 411 710 621 176 224
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3.3.3 Sideritis pisidica Boiss. Et Heldr. Apud Bentham Bitkisinden Elde
Edilen Bilesikler

Sideritis pisidica Boiss & Heldr bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden bilinen 4 terpen bilesigi izole edilmistir. Bu

bilesiklerin yapilar1 asagidaki gibi belirlendi:

Siderol (Ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene) (1)
Sideridiol (ent-7a, 18B-dihidroksi kaur-15-en) 4)
Linearol (ent-3B, 7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en) (5)
Eubol (ent-7a-asetil-15p,18-dihidroksikaur-16-en) (8)

YV V V VY

3.3.3.1 Siderol (Ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene) (1)

Sideritis pisidica bitkisinin hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden
toplamda 40 mg izole edilen siderol bilesiginin spektral verileri igin sayfa 96 ve 97’
ye bakiniz.

3.3.3.2 Sideridiol (ent-7a, 18p-dihidroksi kaur-15-en) (5)

Sideridiol bilesigi Sideritis pisidica bitkisinin hekzan ekstresinden 14.7 mg,

aseton ekstresinden 5.5 mg izole edilmistir. Spektral veriler i¢in sayfa 109’ a bakiniz.

3.3.3.3 Linearol (ent-3p, 7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en) (6)

Linearol bilesigi Sideritis pisidica bitkisinin hekzan ekstresinden 10.1 mg,

aseton ekstresinden 5.9 mg izole edilmistir. Spektral veriler igin sayfa 115° e bakiniz.
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3.3.3.4 Eubol (ent-7a-asetil-15p,18-dihidroksikaur-16-en) (8)

Eubol (ent-7a-asetil-15p,18-dihidroksikaur-16-en) bilesigi bitkinin metanol

ekstresinden 2.8 mg olarak elde edildi.

Bilesigin alinan 'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.44) & 0.68 ve 1.07° de
singletler halinde iki metil sinyali gozlendi. & 2.82 ve 3.23’de izlenen dubletler C-18
hidroksimetilen grubuna ait AB protonlari olarak belirlendi. 6 4.97° de izlenen triplet
asetilene komsu H-7 protonuna isaret etti. & 4.21° de gozlenen singlet H-15
protonuna isaret etti. Cift bag protonlar1 singletler halinde 5.11 ve 5.23 ppm’ de
izlendi. H-13 protonu multiplet halinde 2.78 ppm’ de gozlendi.

Bilesigin spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda Eubol (ent-
7a-asetil-15p,18-dihidroksikaur-16-en) oldugu belirlendi [58,61,70, 73,130,131,132].

Tablo 3.33: Eubol bilesiginin *H-NMR verileri (ppm).

H-17 H-7 H-15 H-18a H-18b H-13 OAc  Me-20 Me-19

4.97 323 282
555'2131' (1H,t 421 (1H.d, (IH,d, (Zl'LS 207 107 068
>3 Jm2Mz (H5) =12 =12 } o @HS) @HY (@)
@Hs) Hz)  Hg)

Tablo 3.34: Eubol bilesiginin **C-NMR verileri (ppm).

C1 C2 C3 C+4 C-5 c6 C7 C8 C-9 C-10 C-11

41.02 1820 3590 3180 4590 2380 71.02 5220 46.10 40.75 18.22

O- O-
COCH; COCH;

c-12 C-13 C-14 C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20

2485 39.15 39.03 70.36 156.13 110.0 71.21 18.72 18.14 21.80 172.10
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3.3.4 Sideritis brevibracteata P.H. Davis Bitkisinden Elde Edilen Bilesikler

Sideritis brevibracteata P.H. Davis bitkisinin toprak istii kisimlarindan
hazirlanan hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden bilinen 5 terpen bilesigi izole
edilmistir.

» Siderol (Ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene) (1)
Sideridiol (ent-7a, 18B-dihidroksi kaur-15-en) (4)
Linearol (ent-3p, 7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en (5)
Athanolone ( ent-7a,17,18-trihidroksi-9,11-(en)-12-on) (7)
Eubotriol (ent-7a,15p,18-trihidroksikaur-16-en) (9)

YV V VYV V

3.3.4.1 Siderol (Ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene) (1)

Siderol  (Ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene)  bilesigi  Sideritis
brevibracteata bitkisinin hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden toplamda 22.2 mg

olarak elde edilmistir. Bu bilesigin spektral verileri i¢in sayfa 96 ve 97’ ye bakiniz.

3.3.4.2 Sideridiol (ent-7a, 18p-dihidroksi kaur-15-en) (4)

Sideridiol  (ent-7a,  18p-dihidroksi  kaur-15-en)  bilesigi  Sideritis
brevibracteata bitkisinin hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden toplam 7.4 mg

izole edilmistir. Bilesigin spektral verileri i¢in sayfa 109 a bakiniz.

3.3.4.3 Linearol (ent-3p, 7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en) (5)

Linearol (ent-3B, 7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en) bilesigi Sideritis
brevibracteata bitkisinin metanol ekstresinden 2.3 mg izole edilmistir. Bilesigin

spektral verileri i¢in sayfa 115” e bakiniz.

3.3.4.4 Athanolone ( ent-7a,17,18-trihidroksi-9,11-(en)-12-on) (7)

Athanolone (ent-7a,17,18-trihidroksi-9,11-(en)-12-on) bilesigi  Sideritis
brevibracteata bitkisinin aseton ekstresinden 1.4 mg izole edilmistir. Bilesigin

spektral verileri i¢in sayfa 125° e bakimniz.
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3.3.4.6 Eubotriol (ent-7a,15p,18-trihidroksikaur-16-en) (9)

Eubotriol

Eubotriol (ent-7a,15p,18-trihidroksikaur-16-en) bilesigi Sideritis

brevibracteata bitkisinin hekzan ekstresinden 3.2 mg izole edilmistir.

Bilesigin "H-NMR spektrumunda (Sekil 3.46) iki metil sinyali 0.86 ve 1.04
ppm'de gozlendi. AB sistemine ait karakteristik (C-18) hidroksimetilen protonlari
2.97 ve 3.52 ppm'lerde gozlendi. 4.01 ppm'de gozlenen triplet, H-7 protonuna, 4.14
ppm'de gozlenen genislemis singlet ise H-15 protonuna isaret etmistir. 5.05 ve 5.19
ppm'lerde gozlenen singletler ise bize halka dist metilen (H-17) protonlariin
varligin gosterdi.

Biitiin bu veriler 1s181nda ve literatiir caligmalarinda bilesigin daha 6nce izole
edilen bilinen bir diterpen olan Eubotriol (ent-7a,158,18 trihidroksikaur-16-en)
oldugu belirlenmistir [26,61,70,73,128-133].

Tablo 3.35: Eubotriol bilesiginin "H-NMR verileri (ppm).

H2-17 H-15 H-7 H-18a
5.05-5.19s 414, s 4,01,t 3.52,d

H-18b Me-20 Me-19

2.97,d 1.04 0.86
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3.3.5 Elde Edilen Diger Bilesikler

3.3.5.1 Stigmasterol (3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-[(E,2R,5S)-5-ethyl-6-
methylhept-3-en-2-yl]-10,13-dimethyl-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodecahydro-1H cyclopenta[a]phenanthren-3-ol) (10)

Stigmasterol

Steroid yapisina sahip olan stigmasterol bilesiginden S. phrygia bitkisinin tiim
ekstrelerinden toplamda 81.4 mg, S. pisidica bitkisinin hekzan ekstresinden 16.4 mg,
S. brevibracteata bitkisinin hekzan ve aseton ekstrelerinden toplam 10.4 mg izole
edilmistir. Bilesigin spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda

yapisinin Stigmasterol oldugu belirlenmistir [124,125,126].

Tablo 3.36: Stigmasterol bilesiginin *H-NMR verileri (ppm).

H-3 H-6 H-18 H-19 H-21 H22 H23 H26  H-27 H-29
354 070 101 105 502 521 0795 0746(d, 0804
m)y G) () (dj75 (dd) (dd) (dj:6.5) j:65)  (Lj:7.5).

Tablo 3.37: Stigmasterol bilesiginin **C-NMR verileri (ppm).

ci1 ¢C2 (€3 C4 C5 Co6 C7 C8 CH CcC-10
363 323 721 419 1411 1217 319 319 532 365
cC-1 C-12 C-13 C-14 C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20
211 397 413 539 244 284 56.1 11 212 405
C-21 C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28 C-29
21.0 1370 1293 512 319 212 1876 254 1197
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3.4 Biyolojik Aktivite Analiz Sonugclari

3.4.1 Antioksidan Aktivite Analiz Sonuglari
3.4.1.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

Calisilan tg bitkinin (Sideritis phrygia, S. pisidica, S. brevibracteata) her
birinden elde edilen bes ekstrat i¢in DPPH serbest radikali giderim aktivitesi dort
farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 100 pg/mL) tayin edildi. Standart olarak BHT
(Biitilhidroksitoluen), BHA (Biitilhidroksianisol) ve a-tokoferol (Vitamin E)
kullanildi.

Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi % inhibisyon olarak tablo
3.38” de verilmistir. Yonteme gore sonuglar analiz edildiginde % inhibisyon
degerleri S. brevibracteata ve S. pisidica igin oldukga iyidir. Ozellikle 100 pg/mL
derisim degerleri i¢in aktivite degerleri oldukga yiiksektir.

Tablo 3.38: DPPH yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite sonuglari.

Ekstreler 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Splil 0,93+0,08 1,98+0,63 2,96+0,06 3,06+0,01
Splz2 4,76+0,16 13,93+0,56 22,20+0,57 44,20+0,71
Spl3 12,43+0,82 24,83+0,43 45,87+0,21 82,35+0,94

Sp?2 6,224+0,79 14,42+0,86 26,60+0,82 53,75+0,27
Sp3 8,92+0,23 18,25+0,60 32,63+0,63 58,00+0,32
Sps1.1 1,44+0,18 2,31+0,78 3,72+0,64 4,89+0,26
Sps 1.2 18,31+0,41 47,62+0,89 81,72+0,48 86,64+0,23
Sps 1.3 12,92+0,77 33,94+0,97 66,95+0,13 84,96+0,14
Sps 2 18,23+0,55 43,75+0,94 80,29+0,14 85,90+0,26
Sps 3 9,92+0,15 27,3240,82 45,76+0,83 81,19+0,47
Sbr1.1 1,224+0,64 2,03+0,41 3,63+0,43 6,04+0,63
Sbr1.2 20,46+0,93 52,97+0,48 81,46+0,22 83,12+0,38
Sbr 1.3 16,53+0,57 46,10+0,58 79,56+0,57 85,92+0,17
Sbr 2 18,23+0,65 52,37+1,00 80,71+0,50 85,06+0,07
Sbr 3 13,98+0,61 33,35+0,19 61,97+0,73 83,16+0,22

STANDART

BHA 61,95+0,58 77,68+0,70 80,29+0,38 83,66+0,30
BHT 49,57+0,63 77,16£0,83 80,45+0,60 83,05+0,24
a-Tokoferol 38,15+0,32 78,81+0,53 80,43+0,16 83,92+0,23
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Sekil 3.49: Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Sonuglari

(% Inhibisyon).
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Sekil 3.49 (devam): Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Sonuglari
(% Inhibisyon).

3.4.1.2 Lipid Peroksidasyon Inhibisyonu (#-Karoten / Linoleik Asit)Yontemi

Sonuglari

Bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri p-karoten renk
acilim yontemine gore dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapildi.
Aktivite karsilagtirmalarinda standart olarak BHT, (Biitilhidroksitoluen), BHA
(Biitilhidroksianisol) ve a-tokoferol (Vitamin E) kullanildi. Sonuglar Tablo 3.39° de

verilmistir.

f-karoten-linoleik asit aktivitesi degerleri ekstrelerin % inhibisyon aktivite
degerleri olarak hesaplanmistir. Sonuglar analiz edildiginde S. brevibracteata bitkisi
en yiiksek aktiviteye sahip tiirdiir. Tiim derisimler de 6zellikle her iki yontemle de
hazirlanmis metanol ekstresinin (SBr 1.3 ve SBr 3) aktivitesi oldukga iyidir. S.
pisidica ve S. brevibracteata i¢in 100 ug/mL derisim degeri i¢in % inhibisyon

degerleri oldukca iyidir.
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Tablo 3.39: Lipit peroksidasyon (5-Karoten/ linoleik asit) yontemi ile antioksidan
aktivite % inhibisyon sonuglari.

Ekstreler 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Spl1l 1,53+0,38 5,28+0,38 6,84+0,48 19,34+0,81
Spl2 36,42+0,57 56,60+0,38 64,65+0,58 73,13+0,73
Sp1.3 32,78+0,24 46,48+0,95 54,04+0,31 69,26+0,35

Sp2 5,30+0,88 38,78+0,33 48,07+0,36 55,57+0,38
Sp3 25,05+0,67 50,92+0,61 64,244+0,94 73,324+0,55
Spsl.1 38,73+0,18 55,38+0,07 58,30+0,89 67,80+0,82
Sps 1.2 53,114+0,77 65,77+0,57 68,90+0,69 74,4340,11
Sps 1.3 41,98+0,44 64,28+0,86 67,15+0,29 77,55+0,39
Sps 2 50,91+0,21 59,18+0,59 65,34+0,52 74,44+0,73
Sps 3 58,16+£0,44 63,47+0,77 69,93+0,49 76,35+0,27
Sbri1.1 31,324+0,96 49,65+0,36 56,64+0,69 63,63+0,35
Sbr 1.2 40,28+0,86 55,33+0,59 69,12+0,34 77,92+0,69
Sbr 1.3 41,83+0,82 64,31+0,77 73,15+0,30 80,36+0,10
Sbr 2 35,74+0,26 52,57+0,40 63,70+0,89 72,63+0,27
Sbr 3 50,04+0,54 69,76+0,53 77,63+0,65 83,08+0,20
STANDART
BHA 93,84+0,38 95,86+0,33 97,54+0,11 98,90+0,69
BTH 90,70+0,37 94, 78+0,31 96,38+0,32 97 37+0,16
a-Tokoferol 64,38+0,29 77,47+0,91 81,60+0,25 9221+0,13
Lipit peroksidasyon
100 - p
80 - I |
C i
o . |
2 60 - — -
g | ® 10 pg/mL
£ 40 A T W25 pg/mL
N
e 20 - | m 50 pg/mL
M 100 pg/mL
O L T T
SYT%% 29033 Z09%% £ E OB
23295 233°° 558°% ¢ ° §
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Sekil 3.50: Lipit peroksidasyon (f-Karoten / Linoleik asit) yontemi antioksidan
aktivite sonuglar1 (% inhibisyon).
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Sekil 3.50 (devam): Lipit peroksidasyon (5-Karoten / Linoleik asit) yontemi
antioksidan aktivite sonuglar1 (% inhibisyon).
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3.4.1.3 CUPRAC Yontemi

Sideritis phrygia, S. pisidica ve S. brevibracteata bitkilerinden elde edilen
ekstratlar icin antioksidan indirgen kapasitesi CUPRAC (Cu (lI) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite) yontemi ile tayin edildi. Standart olarak kurkumin kullanildi
(0,9 mmol TR g-1). Sonuglara bakildiginda S. brevibracteata bitkisinin tim
ekstrelerinden iyi sonuglar elde edilmistir. Ozellikle bitkinin metanol ekstresinin
(SBr 3) aktivitesi kullanilan standart (kurkumin) aktivitesinden fazla gézlenmistir.
(0,9310,071 mmol TR g™

Tablo 3.40: CUPRAC yontemine gore antioksidan aktivite test sonuglari (mmol TR
-1
g-).

Ekstreler TEAC cuprac

Splil 0,047+0,022
Spl2 0,214+0,058
Spl3 0,245+0,052
Sp?2 0,218+0,053
Sp3 0,249+0,062
Spsll 0,093+0,006
Sps 1.2 0,326+0,064
Sps 1.3 0,289+0,057
Sps 2 0,32+0,069
Sps 3 0,273+0,056
Sbr 1.1 0,124+0,02
Sbr 1.2 0,46+0,056
Sbr 1.3 0,513+0,025
Sbr 2 0,522+0,034
Sbr 3 0,931+0,071
Kurkumin 0,9

143



Cuprac antioksidan aktivite

1_
< 08
(@)]
06 -
20,4—
£ 02 1
0 -
o N ™M N m - N MmN - N M N ;noC
N H o = = HHHWQ_ HHHQ.Q_E
0 O
5559w 8 38a8Y aaa®?3
wn n un v n KB <
=)
~

Bitki ekstreleri

Sekil 3.51: CUPRAC yontemine gore antioksidan aktivite sonuglari.

3.4.2 Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

Bitkilerin aseton ve metanol ekstrelerinin asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE) % inhibisyon degerleri 200 ug/mL derisimde 6l¢tilmiis ve
standart olarak galantamin bilesigi kullamlmistir. BChE ve AChE % Inhibisyon
degerleri Tablo 3.41° de verilmistir. AChE i¢in calisilan ekstrelerde anlamli bir sonug
elde edilemezken BChE icin oldukga diisiik degerler elde edilmistir. Calisilan tiirler
nispeten yakin zayif aktiviteye sahiptir.
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Tablo 3.41: Ekstrelerin Antikolinesteraz AChE ve BChE aktivite sonuglari

(% Inhibisyon).

AChE BChE
(200pg/mL) (200pg/mL)
Spll - 26,60+1,05
Sp1l.2 - 19,59+1,37
Spl3 - 40,12+1,24
Sp2 - 31,53+1,11
Sp3 - 43,59+0,49
Sps1.1 - 36,60+1,16
Sps 1.2 - 48,93+1,48
Sps 1.3 - 27,16+0,92
Sps 2 - 46,42+1,45
Sps 3 - 23,46+1,12
Sbr 1.1 - 26,49+1,09
Sbr 1.2 - 33,46+1,01
Sbr 1.3 - 18,32+0,43
Sbr 2 - 40,00+0,40
Sbr 3 - 09,49+0,89
Galantamin 79,30+0,23 80,02+0,38

BChE % Antikolinesteraz aktivite
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Bitki ekstreleri

Sekil 3.52: Ekstrelerin BChE % inhibisyon sonuglari.
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3.4.3 Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Calisilan bitkilerin ekstreleri (Sbr 1.1; Sbr 1.2; Sbr 1.3; Sbr 2; Sbr 3; Sps1.1;
Sps 1.2; Sps 1.3; Sps 2; Sps 3; Sp 1.1; Sp 1.2; Sp 1.3; Sp 2; Sp 3) antimikrobiyal
aktivitesini belirlemek i¢in Escherichia coli DSMZ1103, Staphylococcus aureus
DSMZ1104, Candida albicans DSMZ1386, Mycobacterium  smegmatis
ATCC14468 kullanilmis olup, C. albicans’a kars1 SBr 1.2 ve SBr 2 ekstreleri aktif
bulunurken (7,7 mm), standart olarak ketokonazol (36 mm) kullanilmistir. S. aureus’
a karst Sp 1.1 aktif bulunmustur ( 8 mm) standart olarak oksasilin (34 mm)

kullanilmistir. Diger ekstrelerde herhangi bir antimikrobiyal aktivite saptanmamuistir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismada Tiirkiye i¢in endemik olan ti¢ Sideritis tiirdi, Sideritis pisidica
Sideritis pisidica Boiss. Et Heldr., S. phrygia Bornm., S. brevibracteata P.H. Davis

fitokimyasal agidan incelenmistir.

Ik olarak ¢igeklenme doneminde toplanan ve gdlgede kurutulan bitkilerin
herbirinden 100 g alinarak, klevenger aparati ile ugucu yaglari elde edildi. Elde
edilen ugucu yaglar GC-MS ile analiz edildi. Bitkilerin ugucu yag anabilesenleri ve
yapilart Sekil 4.1’ de verilmistir. S. phrygia bitkisinin monoterpen bakimindan
(%39.3), S. pisidica ve S. brevibracteata bitkilerinin seskiterpen bakimindan

(swrastyla oranlar %71, %74.6) zengin bitkiler oldugu belirlenmistir.

Literatiir incelendiginde bitkilerin ugucu yaglari ile ilgili ¢alismalar mevcuttur
[83,134-136].
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Sekil 4.1: Bitkilerin ugucu yag ana bilesenler.

Cigeklenme doneminde toplanan bitkiler golgede kurutulduktan sonra
ogiitiiliip toz haline getirilmis, ardindan 6nce hekzan, sonra aseton ve metanol ile
ekstreleri hazirlanmistir. Hazirlanan ekstreler kuruluga kadar yogunlastirilarak ham

ekstreler elde edilmistir. Elde edilen ham ekstre miktarlar1 Tablo 4.1° de verilmistir.

Tablo 4.1: Bitkilerden hazirlanan ekstre miktarlari.

Kurutulmus

Hekzan Aseton Metanol
Tiir Ad ve ogiitiillmiis ] ) )
ekstresi () ekstresi () ekstresi ()
bitki miktari
S. phrygia 1.5 kg 18.32 52 96.6
S. pisidica 2 kg 20 60 98.2
S. brevibracteata 600 g 5.8 17 35.6
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Ham ekstreler, miktarlarina gore secilen kolon kullanilarak kolon
kromotografisi yardimiyla fraksiyonlara ayrilmistir. Bu fraksiyonlar hazir silika
kapli aliimina plaklar yardimiyla kontrol edilmis, benzer fraksiyonlar birlestirerek
madde miktarina gore tekrar kolon ya da preparatif ince tabaka kromotografisi
yontemiyle saflastirilmistir. 1zole edilen saf maddelerin yapilar IR, NMR (*H-NMR,
BC-NMR) ve EI ( Electron Impact) kiitle spektroskopisi yardimiyla aydinlatilmistir.
Calisilan ti¢ bitki i¢in de yapilan literatiir calismasinda, bitkilerin terpen bilesikleriyle

ilgili bir ¢alismaya raslanmamustir.

Calismaya ilk olarak Sideritis phrygia bitkisi ile baglanmuistir. Bitkinin toprak
istli kismindan hazirlanan hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden bilinen 7 terpen

bilesigi izole edilmis olup yapilari Sekil 4.2” de verilmistir.

Siderol (1)

Oleanolik asit (3)

CH,OH

Sideridiol (4) Linearol (5)

7-epicandicandiol (6) Athanolone (7)

Sekil 4.2: Sideritis phrygia bitkisinden izole edilen bilesikler.
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Bu bilesikler den alt1 tanesi ent-kauren iskelenite sahip diterpen olup ikisi D
halkasinda endosiklik ¢ift baga sahipken ikisi ekzosiklik ¢ifte baga sahiptir.
Yapilardan dort tanesi 18 nolu karbonda -OH grubu tasirken, bir tenesi -OAc grubu
tasimaktadir. 7 nolu karbonda yapilardan bes tanesi -OH grubu tasirken, -OAc
grubunu bir bilesik tasimaktadir. Elde edilen bilesiklerden ikisi triterpen
yapisindadir. Oleanolik asit kuvvetli sitotoksit aktiviteye sahip triterpendir [128].
0.93-1.30 ppm arasinda ¢ikan metilpikleri singletler seklindedir. Tiim metillerin
singletler halinde izlenmesi bilesigin oleanan iskeletine sahip olduguna isaret
etmistir. 3.41 ppm deki dublet dublet hidroksile komsu alfa protona, 5.5 ppm deki
triplet ise bir olefinik protona (vinilik protona) isaret etmektedir. Ayrica 3.3 ppm de
izlenen dd pikin ise H-18 protonuna ait oldugu ve hatta bu sinyalin bu kadar asagi
alanda izlenmesinin nedeni ise C-17° ye bagh asit grubundan (COOH) ileri geldigi
diisiniildii. Stigmasterol bilesiginin cifte bagin bulundugu H-6 olefinik proton sinyali
5.36 ppm’ de gozlendi. Bu ¢ifte bagin yanisira yapida ikinci bir ¢ifte bagin varlig
5.02, (dd) ve 5.21, (dd) izlenen sinyaller ile anlagilmistir.

Calisilan ikinci tiir olan Sideritis pisidica bitkisinin toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan hekzan, aseton ve metanol ekstrelerinden, {i¢i S. phrygia bitkisinden de
izole edilen toplamda dort bilesik izole edilmistir. Bu bilesiklerin yapilar1 Sekil 4.3’
de verilmistir. izole edilen eubol bilesigi ¢alisilan bikiler arasinda sadece bu bitkiden
elde edilmis ent-kauren iskeletine diterpendir. Bilesik D halkasinda ekzosiklik cift
baga sahiptir. Bilesigin '"H-NMR’ mda metil sinyalleri 0.68 ve 1.07 ppm’ de
singletler halinde goézlendi. 2.82 ve 3.23 ppm’de izlenen dubletler 18a ve 18b
protonlar1 olarak belirlendi. 4.97 ppm’ de izlenen triplet asetilene komsu H-7

protonuna igaret etti.

150



© YcH,0oH  CH,OH
Siderol (1) Sideridiol (4)

< "CH,OH

Linearol (5) Eubol (8)

Sekil 4.3: Sideritis pisidica bitkisinden izole edilen terpen bilesikleri.

Calisilan tclincii bitki olan Sideritis brevibracteata’ nin hekzan, aseton ve
metanol ekstrelerinden, calisilan diger iki bitkilerdende izole edilen bes terpen
bilesigi ve diger bitkilerden izole edilmeyen Eubotriol ent-kauren diterpen bilesigi
izole edilmistir. Bilesiklerin yapilar1 Sekil 4.4° te verilmistir. Elde edilen bilesiklerin
besi ent-kauren iskeletine sahiptir. Bunlardan ikisi D halkasinda endosiklik ¢ift baga
sahipken, ikisi ekzosiklik ¢ift baga sahiptir.
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CH,OH ¥ 'CH,OH
siderol (1) Sideridiol (4)
I

CH,OH

CH,0ACc © 'CH,OH

Linearol (5) Athanolone (6)

Eubotriol (9)

Sekil 4.4: Sideritis brevibracteata bitkisinden izole edilen terpen bilesikleri.

LC-MS/MS analizi icin; bitkilerin toprak st kisimlar1 golgede
kurutulduktan sonra toz haline getirildi. Ogiitiilen bitkilerden 100 gram alinarak
once hekzan igerisine konulmus, 15 giin masere edildikten sonra siiziiliip kuru ekstre
elde edilene kadar ¢o6ziiciisii buharlastirilmistir. Kalan bitki asetona koyularak
maserasyona devam edilmis, 15 giin sonra ayni islemler tekrarlanmistir. Aseton
ekstresinden kalan bitki son olarak metanolle muamele edilmis ve kuru ekstre elde
edilene kadar ¢oziiciisii buharlastirilmistir. Ekstrelerin kodlar1 hekzan igin 1.1, aseton
icin 1.2, metanol icin 1.3 olarak verilmistir. Ayrica hazirlanan iki adet 100 gramlik
bitki dogrudan aseton ve dogrudan metanole konularak 2 ve 3 numarali ekstreler elde
edilmis ve elde edilen ekstre miktarlar1 ve verimleri Tablo 3.5’ te verilmistir.
Ekstrelerin sekonder bilesiklerinin belirlenmesi i¢in LC-MS/MS cihazi ile analizleri

yapilmistir.

Sideritis phrygia bitkisinden 22 sekonder bilesik tanimlanmistir. Tanimlanan

bilesikler Tablo 3.6’ da verilmistir. 14 fenolik bilesik tanimlanmig bunlardan yedisi
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flavonoid yapinda, yedisi fenolik asit yapisinda bilesiklerdir. Tanimlanan fenoid
bilesiklerin yapilarin Sekil 4.5” de, fenolik asitlerin yapilar1 Sekil 4.6’ da verilmistir.
Apigenin ve pelargonidin ¢alisilan bitkiler arasinda sadece Sideritis phrygia
bitkisinden tanimlanabilmistir. Bitkinin dogrudan alinan aseton ekstresinin
flavonoidler bakimindan en zengin, dogrudan alinan metanol ekstresi ise fenolik

asitler bakimdan en zengin ekstreler oldugu gorilmistiir.

Bitkinin literatiir ¢alismalarina bakildiginda, fenolik bilesikleri bakimindan

daha 6nceden incelendigi gortilmiistiir [137].

Penduletin (2), R:OCH,, R:OCH,, R*:0CH,, R*:H

Kuersetagetin-3,6-dimetileter(1),R':H,R*CH,, R*:0CH
g @ 3 3 Apigenin (4), R:H, R:H, R%OH, R*:H

izohamnetin (3), R": CH,, R%H, R*H
zohamnetigll 3 Salvigenin (5), R':H, R=OCH,, R*:0CH,, R*CH,

HO (0]
OH
O 4
OH
OH
0o OH
OH Pelargonidin (7)

Luteolin-7-glikozit (6)

Sekil 4.5: Sideritis phrygia bitkisinde bulunan flavonoid yapilari.
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Sekil 4.6: Sideritis phrygia bitkisinde bulunan fenolik asit yapilari.

Sideritis pisidica bitkisinden 20 farkli sekonder bilesik tanimlanmuistir.
Bunlardan siderol, linearol, eubotriol ve ursolik asit terpen yapisindadir. Penduletin,
kuersitrin, kuersetagetin-3,6-dimetileter, luteolin-5-o0-glikozit, kuersetin, rutin,
luteolin-7-0-glikozit flavonoid (Sekil 4.7), klorojenik asit, fumarik asit, siringik asit,
t-ferulik asit, kafeik asit, salisilik asit, ellagik asit fenolik asit yapisindadir (Sekil
4.8). Rutin ve ellagik asit c¢alisilan bitkiler arasinda sadece Sideritis pisidica

bitkisinden tanimlanabilen fenolik bilesiklerdir.

Literatiirde bitkinin etanol ve su ekstrelerinin fenolik bilesiklerinin ¢alismasi
mevcuttur [138].

154



Penduletin (2) Luteolin-7-glikozit (6) R': Glikoz, R>:OH, R*H

Luteolin -5-glikozit (16) R*: OH, R?: Glikoz, R*:H

OH

o
OCH CH
OH O HOXC OH Z—W 3
OH OH

Kuersitrin (15), R: rhamnopyranose, R":H HO OH

Kuersetin (17), R: H, R":H Rutin (18)

Kuersetin-3,6-dimetil eter (1), R: CH,, R*:OCH,

Sekil 4.7: Sideritis pisidica bitkisinde bulunan flavonoid yapilari.

HOOC OH
I
HO
Y\/J\OH
OH
o o ©
OH ) 3
Fumarik asit (9)
X
o
X OH
OH
HO
OH
OR
Klorojenik asit (8) t-ferulik asit (11), R:CH,
Kafeik asit (14), R:H
COOH o
R HO o
o S
R3
1 2 3 4 / o OH
Siringik asit (19) R*: H, R?: OCH,, R*:OH, R*: OCH, 7
o
Salisilik asit (20) R*: OH, R?:H, R®:H, R*H Ellagik asit (21)

Sekil 4.8: Sideritis pisidica bitkisinde bulunan fenolik asit yapilari.
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Sideritis brevibracteata bitkisinin LC-MS/MS analizi sonucunda 27 sekonder
bilesik tanimlanmistir. Bunlardan 10 tanesi flavonoid yapisinda (penduletin,
kuersetagetin-3,6-dimetileter, kuersitrin, izokuersetin, izorhamnetin, kamferol,
luteolin-5-glikozit, luteolin-7-glikozit, salvigenin, pelargonidin klorit) (Sekil 4.9) 10
tanesi fenolik asit yapisinda olan (klorojenik asit, fumarik asit, t-ferulik asit, kafeik
asit, p-OH benzoik asit, rosmarinik asit, gallik asit, salisilik asit, siringik asit, p-
kumarik asit) (Sekil 4.10) fenolik bilesiklerdir. Kamferol ve pelargonidin klorit ve p-
OH benzoik asit ¢alisilan bitkiler arasinda sadece Sideritis brevibracteata bitkisinden

tanimlanabilen fenolik bilesiklerdir.

Bitki icin literatiir ¢alismasi yapilmis ve fenolik bilesikleri icin yapilan
calismalar oldugu gorilmistir. Gliveng ve arkadaslart tarafindan Sideritis
brevibracteata bitkisinin kloroform, AcOEt, n-BuOH ekstrelerinden yedi fenolik
bilesik izole edilmis ve bu bilesiklerin anti-inflammatory, antinociceptive ve
antioxidant aktiviteleri incelenmistir [139]. Baska bir ¢alismada ise bitkinin biitanol
ekstresinden 4 fenolik bilesik izole edilmistir [140]. Diger bir ¢calismada ise Sideritis
brevibracteata bitkisinden elde edilen fenolik bilesiklerin Glutasyon Rediiktaz

enzimi lizerine aktiviteleri incelenmistir [141].

Calisilan bitkiler arasinda S. brevibracteata’ nin fenolik bilesikler bakimidan
en zengin bitki oldugu goriilmektedir. Bunun bitkinin antioksidan aktivitesinin diger

calisilan bitkilere oranla yiiksek olmasinin sebebi oldugu diisiiniilmiistiir.
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Penduletin (2), R":H, R%OCH, Luteolin-7-glikozit (6) R*: Glikoz, R*:OH, R*H, R*:OH

Salvigenin (5), R:CH,, R*H Luteolin -5-glikozit (16) R*: OH, R?%* Glikoz, R*:H,R*:OH

Kuersitrin (15), R: rhamnopyranose, R":H
Kuersetin (17), R: H, R":H
Kuersetin-3,6-dimetil eter (1), R: CH;, R":OCH,

isorhamnetin (3), R':OH, R%ZOH, R*:0H, R*:OCH,

Kamferol (22), R*:OH, R*OH, R*:0H, R*:H

Pelargonidin klorit (23)

Sekil 4.9: Sideritis brevibracteata bitkisinde bulunan flavonoid yapilari.

Siringik asit (19) R*: H, R%: OCH,, R*:0OH, R*: OCH,
Salisilik asit (20) R': OH, R%:H, R%:H, R*:H
Gallik asit (12) R*:H, R%0OH, R*:0H, R:OH

p-hidroksi benzoik asit (24): R':H, R?:H, R®:0H, R*:H

HOOC  on
OH
O O

OH
AN HO
HO

OH

OH

Klorojenik asit (8)

|
(e}
H | X OH
(o]
Fumarik asit (9)
(@]
|
X OH

HO
R
t-ferulik asit (11), R:OCH,

Kafeik asit (14), R:OH
p-kumarik asit (10), R:H

OH
o| COOH
X o OH

Rosmarinik asit (13)

Sekil 4.10: Sideritis brevibracteata bitkisinde bulunan fenolik asit yapilari.
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Bitkilerin (Sideritis phrygia, S. pisidica, S. brevibracteata) toprak {istii
kistmlarindan hazirlanan hekzan, aseton ve metanol ekstreleri dort farkl
konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 100 pg/ml), DPPH Serbest Radikal Giderim
Aktivitesi, Lipid Peroksidasyon Inhibisyonu ve Cu (lI) Iyonu Indirgeyici
Antioksidan Kapasite (CUPRAC) y6temleri ile antioksidan aktiviteleri incelenmistir.

Sideritis phrygia’ nin antioksidan aktivite sonuglar1 Tablo 4.2’ de verilmistir.
Sonuglara bakildiginda, metanol ekstreleri her ii¢ yontemde de diger ekstrelerden
daha iyi sonuglar vermistir. Ozellikle bitkinin metanol ekstresinin 100 pg/mL

derigimindeki inhibisyon degerleri oldukga ytiksektir (Sekil 4.11).

Tablo 4.2: Sideritis phrygia bitkisinin antioksidan aktivite sonuglari.

DPPH (%inhibisyon) Lipit peroksidasyon (%inhibisyon)
Ekstr Konantrasyon Konsantrasyon CUPRAC
eler | 10 25 50 100 10 25 50 100 g’;’g";
pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL | pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL
Sp 11 0,930, 1,980, 2,960, 3,06£0, | 1,53+0, 5,28+0, 6,840, 19,34+ | 0,047+0
' 08 63 06 01 38 38 48 0,81 ,022
Sp 1.2 4,760, 13,93+ 2220+ 44,20+ | 36,42+ 56,60+ 64,65+ 73,13+ | 0,214+0
' 16 0,56 0,57 0,71 0,57 0,38 0,58 0,73 ,058
Sp13 12,43+ 24,83+ 4587+ 82,35+ | 32,78+ 46,48t 54,04+ 69,26+ | 0,245+0
: 0,82 0,43 0,21 0,94 0,24 0,95 0,31 0,35 ,052
Sp2 6,22+0, 14,42+ 26,60+ 53,75+ | 5,30+0, 38,78+ 48,07+ 55,57+ | 0,218+0
79 0,86 0,82 0,27 88 0,33 0,36 0,38 ,053
sp3 8,92+0, 1825+ 32,63+ 58,00+ | 25,05+ 50,92+ 64,24+ 73,32+ | 0,249+0
23 0,60 0,63 0,32 0,67 0,61 0,94 0,55 ,062
Sideritis phrygia
100 -

OSp1.1

mSpl2

% inhibisyon

Sp 1.3

ESp2
mSp3

DPPH

Lipit preksidasyon

Derisim

Sekil 4.11: Sideritis phrygia iki farkli yontem ile antioksidan % inhibisyon sonuglari.
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Sideritis pisidica bitkisinin ti¢ yontemle (DPPH Serbest Radikal Giderim

Aktivitesi, Lipid Peroksidasyon Inhibisyonu ve Cu (ll) Iyonu indirgeyici
Antioksidan Kapasite (CUPRAC)) elde edilen antioksidan aktivite sonuglar1 Tablo

4.3’ de verilmistir. Sonuglar incelendiginde bitkinin aseton ve metanol ekstrelerinin

hekzan ekstresine gore yiikksek sonuclar verdigi gorildi.

10 ve 25 pg/mL

derisimlerinde hazirlanan bitki 6rneklerinin, lipit peroksidasyon yontemiyle elde

edilen sonuglar1 DPPH yontemi ile elde edilen % inhibisyon degerlerine gore

oldukca yiiksektir (Sekil 4.12). Buda lipit peroksidasyon yonteminin, DDPH

yontemine kiyasla derisime ¢ok bagli olmadigin1 géstermektedir.

Tablo 4.3: Sideritis pisidica bitkisinin antioksidan aktivite sonuglari.

DPPH (%inhibisyon) Lipit peroksidasyon (%inhibisyon)
Ekstre Konsantrasyon Konsantrasyon &Uggﬁ_‘é
ler 10 25 50 100 10 25 50 100 g-1)
pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL | pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL
Sps 1,440, 2,31+0, 3,72+0, 4,89+0, | 38,73+0 55,38+0 58,30+0 67,80+0 | 0,093+0,
1.1 18 78 64 26 ,18 ,07 ,89 ,82 006
Sps 18,3140 47,62+0 81,7240 86,6440 | 53,110 65,77+0 68,90+0 74,43+0 | 0,326+0,
1.2 41 ,89 48 23 77 ,57 ,69 11 064
Sps 12,9240 33,94+0 66,95+0 84,960 | 41,98+0 64,2840 67,150 77,550 | 0,289+0,
13 77 97 13 14 44 ,86 ,29 ,39 057
Sps 2 18,2320 43,750 80,29+0 85,90+0 | 50,910 59,18+0 65,340 74,44+0 | 0,32+0,0
P ,55 ,94 14 ,26 21 ,59 ,52 73 69
Sps 3 9,9240, 27,3240 45,760 81,19+0 | 58,16x0 63,470 69,930 76,35+0 | 0,273%0,
P 15 ,82 ,83 A7 44 77 49 27 056
Sideritis pisidica
100 -
c
] HmSps 1.1
b
2 ESps 1.2
£
° Sps 1.3
W Sps 2
mSps3
DPPH | Lipit peroksidasyon
Derisim

Sekil 4.12: Sideritis pisidica iki farkli yontem ile antioksidan % inhibisyon sonuglari.
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Sideritis brevibracteata’ nin antioksidan aktivite sonuglar1 Tablo 4.4 de
verilmigtir. Sonuglar karsilastirildiginda bitkinin aseton ve metanol ekstrelerinin
birbirine yakin ve yiiksek sonuglar verdigi goriildii. Ozellikle aseton ve metanol
ekstrelerinin 100 pg/mL derisimdeki DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
yontemi % inhibisyon degerleri, kulllanilan standartlarin inhibisyon degerinden
(Sekil 3.40) daha yiiksek ¢cikmustir. Bitkinin hekzan ekstresi farkli derisimleri ¢ok
diisiik DPPH serbest radikal giderim aktivitesi gostermislerdir. Buna karsin total
antioksidan aktivite Ol¢imiine dayanan lipid peroksidasyon inhibisyon testindeki
degerler yiiksektir. CUPRAC yontemi ile elde edilen sonuglarda metanol ekstresi,
kullanilan standarttan (kurkumin: 0,931+0,071 mmol TR g?) daha yiiksek sonug
vermistir (Tablo 3.42). Sideritis brevibracteata’ nin standartlara en yakin sonuglar

veren bitki olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.4: Sideritis brevibracteata bitkisinin antioksidan aktivite sonuglari.

DPPH (%inhibisyon) Lipit peroksidasyon (%inhibisyon)
Ekstr Konsantrasyon Konsantrayon C(unfg:;c
eler 10 25 50 100 10 25 50 100 TRgY
pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL | pg/mL  pg/mL.  pg/mL  pg/mL
Sbr 1,2240, 2,030, 3,630, 6,04+0, | 31,32+ 49,65+ 56,64+ 63,63+ | 0,124+0
1.1 64 41 43 63 0,96 0,36 0,69 0,35 ,02
Sbr 20,46+ 5297+ 81,46+ 83,12+ | 40,28+ 55,33+ 69,12+ 77,92+ | 0,460,
1.2 0,93 0,48 0,22 0,38 0,86 0,59 0,34 0,69 056
Sbr 16,53+ 46,10+ 79,56+ 85,92+ | 41,83+ 64,31+ 73,15+ 80,36+ | 0,513+0
1.3 0,57 0,58 0,57 0,17 0,82 0,77 0,30 0,10 ,025
Sbr 2 18,23+ 52,37+ 80,71+ 85,06 | 35,74+ 52,57+ 63,70+ 72,63+ | 0,522+0
0,65 1,00 0,50 0,07 0,26 0,40 0,89 0,27 ,034
Sbr 3 13,98+ 33,35+ 61,97+ 83,16£ | 50,04+ 69,76+ 77,63 83,08« | 0,931+0
0,61 0,19 0,73 0,22 0,54 0,53 0,65 0,20 ,071
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Sekil 4.13: Sideritis brevibracteata iki farkli yontem ile antioksidan % inhibisyon
sonuglart.

Bitkilerin 200 pg/mL derisimde hazirlanan 6rneklerinin AChE ve BChE
inhibisyonuna bakildiginda, AChE i¢in anlamli sonuclar elde edilmezken, BChE i¢in
oldukga diisiik sonuclar elde edilmistir (Tablo 3.43).

Bitkilerle ilgili literatiir incelendiginde bitkilerin ¢esitli aktivite ¢aligmalarinin

yapildig1 belirlenmistir [137,139-144].

Sonug olarak Tiirkiye icin endemik olan ve halk arasinda gesitli hastaliklarin
tedavisinde cay olarak tiiketilen {i¢ Sideritis L. tiirii; Sideritis pisidica Boiss. Et
Heldr., S. phrygia Bornm., S. brevibracteata P.H. Davis, fitokimyasal bilesenleri ve
aktiviteleri bakimindan incelenmis ve sonuglar diinyadaki bitki kimyacilarinin

kullanimina sunulmustur.
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