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ONSOZ

Diinya ftizerinde genis yayilim goOsteren Nepeta cinsi halk arasinda yara
iyilestirici, antihelmentik, antiromatizmal, Oksiiriik sedatifi vb. etkilerinden dolay1
kullanilmaktadir. Sinirli sayida yapilan fitokimyasal analizler ve aktivite testleri ile
Nepeta cinsi bitkilerinden elde edilen bilesiklerin dnemli farmakolojik aktivitelere
sahip oldugu gorilmistiir. Bununla birlikte Nepeta cadmea Boiss. bitkisi ile yapilan
fitokimyasal caligmalarin azlifi ve baz1 biyolojik etkilere yonelik g¢alismanin
bulunmamasi bizi Tiirkiye’de dogal olarak yetisen bu bitki {izerinde ¢alismaya
yoneltmistir. Bitki tizerinde ekstraksiyon, miktar tayini ve antidiyabetik potansiyeli
acisindan g¢aligmalar yapilarak elde edilen yeni verilerle bilim diinyasina katkida

bulunulmasi amaglanmustir.
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1.GIRIS

1.1. Lamiaceae Familyasimin Botanik Ozellikleri

Lamiaceae (Ballibabagiller) ailesi diinya iizerinde birkag bolge disinda her
yerde yetismekte olup ¢ift ¢eneklilerin en gelismislerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Lamiaceae yaklasik 236 cins i¢eren kozmopolit dagilima sahip ¢igekli
bitkilerin bir ailesidir ve 6900-7200 tiir icerdigi bildirilmistir. Ailenin en g¢ok tiir
igeren cinsleri Salvia, Scutellaria, Stachys, Thymus ve Nepeta 'dir (Tamokou ve ark.,
2017). Tirkiye’de Lamiaceae ailesi 45 cins, 550 tiir ve 730 taksonla temsil
edilmektedir. Cins bakimindan Poaceae, Asteraceae, Apiaceae, Brassicaceae ve
Fabaceae’den sonra 45 cinsle altinci, tiir bakimindan Asteraceae ve Fabaceae’den
sonra 550 tiirle tiglincii biiyiik familyadir. Bunlar igerisinde 245 takson endemik olup
ailenin endemizm oran1 %44.7’dir (Baser ve ark., 2006; Dénmez ve ark., 2011).

Lamiaceae; bir ya da ¢ok yillik olup genel olarak giizel kokulu, otsular, nadiren
calilar veya agaclar1 kapsayan bir ¢icekli bitki familyasidir. Ugucu yag, sap1 tek, basi
8 hiicreli Lamiaceae tipi salg tiiylerindedir. Eskiden Labiatac de denilen Lamiaceae
ailesinin belirgin 6zelliklerinden baslicalar1 yapraklar tipik olarak basit ve karsilikli
dizilmis, govdeleri ise gogunlukla dort koselidir. Cigekler genellikle kiimeler halinde
dizilmis ve iki kanatli-kanatlar agik- bes loblu ¢an benzeri birlesik ¢anak yapraklarla
birlikte tiip seklinde tac¢ yapraklara sahiptir (Tanker ve ark., 2004).

Lamiaceae familyas1 bitkilerinden cesitli yontemlerle elde edilen sekonder
metabolitler arasinda baglica ucucu yag, flavanoitler ve saponozitler yer almaktadir.
Familyaya ait bitkilerin biyolojik etkilerinden bazilarina ornek verilecek olursa;
Mentha piperita (nane), iyi bir bogaz antiseptigidir ve midede antispazmodik etki
gosterir. Lavandula officinalis (Lavanta), parfiimeri ve kozmetikte kullanilir. Melissa
officinalis (Ogul otu), stomasik ve sedatif etkilidir. Thymus vulgaris (kekik), mide

bagirsak rahatsizliklarinda, kuru Oksiiriikte vs. etkilidir. Salvia officinalis (tibbi
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adacay1), iyi bir solunum yolu antiseptigidir. Rosmarinus officinalis (biberiye),

haricen romatizmada kullanilir (Tanker ve ark., 2004).

1.2. Nepeta Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

Nepeta cinsi admi Antik Italyan kenti Nephi’den almistir. Ayni zamanda
““Glechoma, Catnip ve Cataria’’ olarak da bilinir (Siintar ve ark., 2018). Lamiaceae
ailesinin en biiyiik cinslerinden biri olan Nepeta cinsi, Nepetoideae ve Mentheae alt
ailesine aittir (Celenk ve ark., 2008; Formisano ve ark., 2011; Jamzad ve ark., 2003,
Siintar ve ark., 2018).

Nepeta tiirleri; Giineybati Asya ve Orta Asya, Giliney Avrupa, Afrika, Kuzey
Amerika’da yetismektedir. Tiirlerin en yaygin ve ¢esitli oldugu yer Giineybat1 Asya,
ozellikle Iran ve Tiirkiye, ve Hindikus Daglar1 dahil Bat1 Himalayalardir (Celenk ve
ark., 2008; Dirmenci, 2005; Formisano ve ark., 2011; Jamzad ve ark., 2003; Siintar
ve ark., 2018). Nepeta tiirleri 4500 metreye kadar yetisebilmekle birlikte genellikle
1000 ila 3000 m’ler arasinda dogal olarak bulunmaktadir. Bu nedenle yukarida
belirtilen cografi bolgelerdeki lilkelerin jeomorfolojisi uyumlu oldugundan en fazla
takson bu bolgelerde gorillmektedir (Degirmenci, 2016; Dirmenci, 2003 ve
Mammadova ve ark., 2015).

Nepeta cinsi Tiirkiye’de 39 tiir ve 19’u endemik olmak iizere 50 takson ile

temsil edilmektedir (Dirmenci, 2012)

Nepeta cinsi ¢ogunlukla otsu ve ¢ok yillik olup bu cinsin bitkileri hos kokulu
giizel cigeklere sahiptir (Celenk ve ark., 2008; Formisano ve ark., 2011; Jamzad ve
ark., 2003 ve Siintarve ark., 2018). Nepeta tiirlerinin morfolojik olarak tanimlanmasi
siklikla gerceklesen melezlesme sebebi ile oldukca zordur. Nepeta tiirleri arasinda
yaprak sekli ve boyutu degisiklik gostermektedir (Celenk ve ark., 2008 ve
Amirmohammadi ve ark., 2019).



1.2.1. Nepeta cadmea Boiss.’in Botanik Ozellikleri

Sekil 1.1. Nepeta cadmea Boiss. (www.turkiyebitkileri.com, Erigim tarihi:12.11.2019)

Ciceklenme zamani Haziran-Agustos aylari arasinda olan Nepeta cadmea
Boiss. Tiirkiye’de endemik bir bitkidir. Bati, Giliney ve Giineybati Anadolu’da; 200-
1900 m aras1 yiikseklikteki kayalik yamaclarda yetismektedir. Cok yillik olan
bitkinin gdvdesi; 30-120 cm yiikseklikte, tek veya c¢ok sayida, dallanmis veya
dallanmamus, oOzellikle versilatlarin koltuklarinda yogun olarak papillahidir.
Yapraklari, ovattan ovat oblonga kadar grimsi yesil renkte ve her iki yiizii yogun
tiiyliidiir. Kaliks, tiipsii, agizda meyilli ve kivrik; korolla, beyaz renkte, dar ancak
yukart dogru genisleyen tlip seklindedir. Bitkinin tohumlar1 oblong sekilli ve ii¢
yiizeylidir (Dirmenci, 2003).

1.2.2. Tiirkiye’de Yetisen Nepeta Tiirleri

Tiirkiye’de yetisen Nepeta tiirleri asagidaki gibidir (Dirmenci, 2012):


http://www.turkiyebitkileri.com/

N. argolica
N. argolica subsp. tumeniana
N. italica
N. cadmea
N. sorgerae
N.sulfuriflora
N. flavida
. crinita
. trichocalyx
. pilinux
. teucriifolia
. roopiana
. conferta
. janthinostegia
. trautvetteri

. cataria

zZz Z2 Z2 2 2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z

. nuda.
N. nuda subsp. nuda.
N. nuda subsp. albiflora
N. nuda subsp. glandulifera
N. nuda subsp. lydiae
. phyllochlamys
. viscida
. caesarea

. transcaucasica

z Z2 2 2 2

. betonicifolia
N. betonicifolia subsp. betonicifolia
N. betonicifolia subsp. strictifolia

. Isaurica

. racemosa

. stenantha

z =2 2 Z2

. leptantha



. trachonitica
. supina

. cilicia

. concolor

. glomerata

. lamiifolia

. obtusicrena
. macrosiphon
. baytopii

. meyeri

. humilis

zZz 2 2 2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 2

. congesta
N. congesta subsp.. congesta
N. congesta subsp.. cryptantha
N. stricta
N. stricta var. stricta
N. stricta var. curvidens

N. heliotropifolia

1.2.3. Nepeta cadmea Boiss.’in Sistematikteki Yeri

Nepeta cadmea Boiss.’in TUBIVES’ e (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi) gore
taksonomik yeri:

Alem : Plantae

Alt Alem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Alt Simif  : Asteridae
Takim : Lamiales

Familya : Lamiaceae



Cins : Nepeta
Tiir : Nepeta cadmea Boiss.

1.3. Nepeta Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Cahismalar

Literatiir verilerine gore 88 Nepeta tiiriinden 193 bilesigin elde edildigi
bildirilmistir. Nepeta tiirleri lizerinde yapilan ilk fitokimyasal arastirmalar 1955
yilina kadar uzanmaktadir. O tarihten giinimiize kadar Nepeta tiirlerinde saptanan
bilesikler: Ugucu yaglar, flavonoitler, fenolik bilesikler ve steroidlerdir. Terpenler ve
flavonoitler, Nepeta tiirlerinin ana bilesikleridir (Formisano ve ark. 2011). Nepeta
tirlerine ait sekonder metabolitler ¢esitli kromatografik yontemlerle (Kolon
Kromatografisi, ITK, YPSK vb.) elde edilmistir. Bu bilesiklerin yapilar1 cesitli
spektroskopik yontemler (NMR, IR, MS vb.) kullanilarak aydinlatilmistir.

1.3.1.Ucucu Yaglar

[ran’da Lalezar Dag1’ndan ¢igeklenme zamani toplanan N. assurgens bitkisinin
(toprakiistii kisim) ucgucu yagindan GC ve GC-MS kullanilarak 22 bilesik analiz
edilmistir. 4aa,7a,7aa-nepetalakton (%44,6) ana bilesik olmak iizere diger bilesikler;
1,8-sineol (%21,3), p-pinen (%5,3), a-terpineol (%3,8) ve a-pinen’dir (Sekil 1.2.)
(Sharma ve Cannoo, 2013).



Sekil 1.2. 1,8-sineol (1), 4aa,7a,7aa-nepetalakton (2), a-pinen (3), p-pinen (4), a-terpineol
®)

Tahran/iran’dan ¢igeklenme zamaninda toplanan N. crassifolia bitkisinin
toprak iistii kisimlart kurutulup 6giitiildiikten sonra 6 saat boyunda hidrodistilasyon
yontemi ile ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yag bilesimi GC ve GC-MS analizi ile
aydinlatilmis ve 21 bilesik saptanmistir. Ana bilesik 4aa,7a,7aa-nepetalakton
(9%92,6) olup onu linalil asetat bilesigi (%2,6) (Sekil 1.3.) takip etmektedir (Sharma
ve Cannoo, 2013).

A

Sekil 1.3. Linalil asetat



fran’dan ciceklenme zamaninda toplanan N. persica bitkisinin toprakiistii
kisimlar1 kurutulup 6giitiildiikten sonra Clevenger aparati ile 6 saat boyunca buhar
distilasyonu uygulanarak ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yag bilesimi GC ve GC-
MS analizleri ile aydinlatilmigs 14 bilesik saptanmistir. Ana bilesik 4aa,7a,7aa-
nepetalakton (%80) olup ardindan a-spiro[5,6]dodekan bilesigi (%14,2) (Sekil 1.4.)
gelmektedir (Sharma ve Cannoo, 2013).

Sekil 1.4. o-spiro [5,6] dodekan

Erzurum’un Olur ilgesinden 800 m yiikseklikten toplanan N. cataria bitkisinin
toprakiistii kisimlar1 kurutulup 6giitiildiikten sonra metanolle ekstre edilmis, Soxhelet
ve Clevenger aparati kullanilarak ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yagin igerigi
GC/MS ile aydinlatilmis ve 22 bilesik oldugu bulunmustur. Ana bilesikler;
4ao,7a,7ap-nepetalakton (%70,4), 4aa,7a,7aa-nepetalakton (%6,0), 4ap,7a,7ap-
nepetalakton (%2,5), timol (%2,3) diir (Sekil 1.5.) (Sharma ve Cannoo, 2013).

OH

Sekil 1.5. 4ao,7a,7ap-nepetalakton (1), 4af,7a,7ap-nepetalakton (2), timol (3)



Yunanistan Parnassos Dagi’ndan toplanan N. parnassica bitkisinin toprakiistii
kisimlar kurutulup 6giitiildiikten sonra 3 saat hidrodistilasyon yapilmis ve ugucu yag
elde edilmistir. Ugucu yagi bilesimi GC-MS ile aydinlatildiginda 55 bilesik
bulunmustur. Ana bilesikler 4aa,7a,7a8-nepetalakton (%22), 1,8-sineol (%21,1) diir
(Sharma ve Cannoo, 2013).

Belgrad Sirbistan’dan toplanan N. rtanjensis bitkisinin toprakistii kisimlari
kurutulup 6giitildikten sonra Clevenger aparati yardimi ile hidrodistilasyon yontemi
kullanilarak ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yagin bilesimi GC-MS ile
aydinlatildiginda ana bilesigin = 4aa,7a,7ap-nepetalakton  (%79,89) oldugu
goriilmiistiir (Sharma ve Cannoo, 2013).

Misir’dan  gigeklenme zamaninda toplanan N. septemcrenata bitkisinin
toprakiistii kisimlar1 kurutup ogiitiildiikten sonra 3 saat boyunca hidrodistilasyon
yontemi ile ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yagin bilesimi GC-MS kullanilarak
aydinlatilmis ve ana bilesenler 4aa,7a,7af-neptalakton (%24,2), 4aa,7a,7ao-
nepetalakton (%19,9), 1,8-sineol (%8,5), elemol (%13,8) (Sekil 1.6.) olarak

bulunmustur (Sharma ve Cannoo, 2013).

HO

Sekil 1.6. Elemol

[ran’dan ¢iceklenme zamaninda toplanan N, racemosa bitkisinin toprakiistii
kisimlar1 kurutulup ogiitiildiikten sonra Clevenger aparati ile 6 saat boyunca
hidrodistilasyon yapilmis ve ugucu yag elde edilmistir. U¢ucu yagin bilesimi GC ve
GC-MS ile aydinlatildiginda 22 bilesik bulunmustur. Ana bilesenlerin 1,8-sineol
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(%9), 4aa,7a,7aa-nepetalakton (%24,4), 4ao,7a,73p-nepetalakton (%25,6) ve
4ap,7a,7ap-nepetalakton (%33,6) oldugu goriilmiistiir (Sharma ve Cannoo, 2013).

Brezilya’dan toplanan N. cataria bitkisinin yapraklar1 kurutulup 6gitiildiikten
sonra 4 saat boyunca hidrodistilasyona tabi tutularak ugucu yag elde edilmistir.
Ugucu yagin bilesimi GC-FID, GC-MS ve CNMR kullanilarak aydinlatilmistir.
Ugucu yagm ana bilesenleri trans, trans-nepetalakton (%50,38), trans, cis-
nepetalakton (%21,74), cis, trans-nepetalakton (%6,66) ve nepetalaktol (%0,49)
(Sekil 1.7.) diir (Sharma ve Cannoo, 2013).

Tl

OH

Sekil 1.7. trans,cis-nepetalakton (1), cis,trans-nepetakton (2), nepetalaktol (3), trans,trans-
nepetalakton (4)

[ran’dan toplanan N. pogonosperma bitkisinin toprakiistii kisimlar1 kurutulup
ogiitiilmiis ve Clevenger aparati ile hidrodistilasyon yapilarak ugucu yag elde

edilmistir. Ugucu yagin bilesimi GC-MS kullanilarak analiz edilmis ve 41 bilesik
10



bulunmustur. Ana bilesikler S-pinen (%3,5), linalol (%4,5), terpinen-4-ol (%4,8),
(E)-a-bisabolen (%5,4) (Sekil 1.8.), a-terpineol (%5,4), 4aa,7a,7aa-nepetalakton
(%14,5) ve 1,8-sineol (%31,2)diir (Sharma ve Cannoo, 2013).

Sekil 1.8. (E)-a-bisabolen

Cigeklenme zamaninda Tahran’dan toplanan N. fissa bitkisinin toprakiistii
kisimlar1 kurutulup 6giitiilmiis, Clevenger aparat1 yardimi ile 4 saat boyunca yapilan
hidrodistilasyon islemi ile ugucu yag elde edilmistir. 42 bilesikten ana olanlar;
spatulenol (%4,1), bisiklo-germakren (%4,9), a-pinen (%5,8), S-pinen (%6),
valensen (%6,6), y-murolen (%7,9), karyofillen oksit (%12,3) ve p-karyofillen
(%17,4) (Sekil 1.9.) dir (Sharma ve Canno, 2013).

auall|| T

T —

Sekil 1.9. p-karyofillen

[ran’dan toplanan N. cataria bitkisinin gen¢ yapraklarmin ucucu yag: (solvent
ekstraksiyonu, perkolasyon) GC ve GC-MS ile analiz edilmis ve 4 bilesigin yapisi
11



aydinlatilmistir: a-sitral (%51,95), nerol (%32,24), s-sitranellol (%9,03) ve geraniol
(%4,31) (Sekil 1.10.) (Sharma ve Cannoo, 2013).

OH

Sekil 1.10. a-sitral (1), nerol (2), geraniol (3)

Cigeklenme zamaninda Liibnan’dan toplanan N. cilicica bitkisinin kurutulmus-
toz edilmis toprakiistii kisimlarindan ugucu yag elde edilmis (hidrodistilasyon),
ucucu yagm bilesimi GC ve GC/MS kullanilarak aydinlatilmis ve 75 bilesik
bulunmustur. Spatulenol (% 15,1), hekzadekanoik asit (% 14) D-kadinen (% 5,5) ve
a -kopaen (% 4,5) ana bilesiklerdir (Formisano ve ark.,2013).

Almanya’dan toplanan N. rtanjensis, N. sibirica ve N. nervosa bitkilerinin
tohumlar1 metanolle ekstre edildikten sonra ters faz YPITK ile analiz edilmistir.
UV/MS spektrumlari incelendiginde N. nervosa’da nepetalakton’a rastlanmamis, N.
rtanjensis’de trans,cis-nepetalakton, N. sibirica’ da cis,trans-nepetalakton

sterioizomeri tespit edilmistir (Nestorovi¢ ve ark., 2010).

Dogu Anadolu Boélgesinden toplanan N. nuda bitkisinin toprak tistii kisimlari 2
kez metanol ile ekstre edilerek 2 hafta boyunca bekletilmistir. Elde edilen ekstre
silikajel kolon kromatografisi ile fraksiyonlarina ayrilmistir. Her biri toplam 2
litreden CHCI3-MeOH farkli oranlarda kolondan gegirilerek fraksiyonlar toplanmis
ve IR ve NMR spektrumlar1 ile 4 iridoit glikozitinin yapilar1 aydinlatilmistir;
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Nepetanudosid C, nepetanudosid D, nepetanudosid B ve velpetin (Sekil 1.11.) (
Takeda ve ark.,1996).

COCH CHO

QU] ==
Q==

o o o o
Aoz Aoz
CHj O——GIc(OH), CH, O——GIc(OH),
1 2
Glc= g -D-Glucopiranozit Glc= g -D-Glucopiranozit
CHO CHO

Q==

Tl

: HO é
CH, O——GIc(OH), CHj O——GIc(OH),

w
N

Sekil 1.11. Nepetanudosid B (1), nepetanudosid C (2), nepetanudosid D (3), velpetin (4)

Osmaniye’den toplanan N. flavida bitkisinin toprakiistii kisimlart 3 saat
boyunca Clevenger aparati ile hidrodistilasyona tabi tutulmustur. Ugucu yagin igerigi
GC ve GC/MS kullanilarak aydinlatildiginda ugucu yag bilesiminin %64 tini 1,8-

sineol ve linanol bilesiklerinin olusturdugu goriilmiistiir (Tepe ve ark., 2007).

[ran’dan toplanan N. ispahanica ve N. binaludensis bitkilerinin toprakiistii
kisimlar1 kurutulup 6giitiildiikten sonra 4 saat boyunca Clevenger aparati ile su
distilasyonu yapilarak ucucu yag elde edilmistir. Ugucu yagin bilesimi GC, GC/MS
ve H-NMR spektrumlari ile aydinlatilmistir. 1,8- sineol bilesigi her iki bitkide de
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bulunmakla birlikte 4aa,7a,7aa-nepetalakton, 4ap,7a,7aa-nepetalakton, linalol, o-
terpinol ve f-pinen in N.binaludensis’in ana bilesenleri oldugu gorilmistiir
(Rustaiyan ve Nodji, 1999).

Ankara’dan Afyonkarahisar’ a kadar yol boyunca sulak alanlardan toplanan N.
heliotropifolia bitkisinin toprakiistii kisimlar1 toz edilmistir. Metanolle 3 kez ekstre
edilmis, ekstreden metanol ugurulduktan sonra su ile siispande edilmistir. Suda
¢oziinen kisim n-hekzan, CHCI3, EtOAc, n-BuOH ile ekstre edilmistir. Ekstrelerden
bilinen 8 bilesik cesitli kromatografik yontemlerle (silikajel kolon kromatografisi,
vakum kolon kromatografisi, Sephadex LH-20 kolon kromatografisi) elde edilmistir.
izole edilen bilesiklerin yapilart NMR, UV ve EIMS ile aydinlatilmistir. n-Butanollii
ekstrede belirlenen 2 iridoit glikoziti; iksorozit ve nepetanudozit B bilesikleridir
(Sekil 1.12). 2 triterpen bilesigi; oleanolik asit ve ursolik asittir (Sekil 1.12). Geri
kalan 4 bilesik ilgili sekonder metabolit bagliklar1 altinda verilmektedir (Giivenalp
ve ark., 2009).

CHO COOH

OH OH

OH OH
Y CH,0H Y CH,OH

=
N

w
SN

Sekil 1.12. iksorozit (1), nepetanudosit B (2), oleanolik asit (3), ursolik asit (4)
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N. juncea bitkisi toplandiktan sonra tiim kisimlart kurutulup toz edilmis ve
metanol ile 3 kez ekstre edilmistir. Ekstre silikajel kolon kromatografisine tabi
tutulmus ve kolondan sirasiyla n-hekzan, n-hekzan-EtOAc, EtOAc-MeOH, MeOH
gegirilerek fraksiyonlar toplanmistir. Ursolik asit, oleanolik asit, glutinol ve S-amirin

bilesikleri elde edilmistir (Sekil 1.13.) (Jamila ve ark., 2011).

Sekil 1.13. p-amirin (1), glutinol (2)

1.3.2. Flavonoitler

N. cataria var. citriodora bitkisi 3 saat boyunca %70lik metanolle ekstre
edilmis ve ekstraksiyon 4 kez tekrarlanmistir. Coziicliniin ugurulmasinin ardindan
kalan ekstreye su eklenmis ve sulu ¢ozelti sirasiyla kloroform ve n-butanol ile tekrar
ekstre edilmistir. Solvent ugurulduktan sonra n-butanolllii ekstreden Diaion HP-20
kolon kromatografisi ile 5 flavonoit elde edilmistir. Apigenin ve luteolin’in (Sekil
1.14.) yapilar1 IR, UV ve 'H-NMR spektrumlar1 degerlendirilerek aydmlatilmistir.
Apigenin 7-O-fg-glukopiranozit ve luteolin-7-O-p-glukopiranozit (Sekil 1.14.) saf
olarak elde edilememis, YPSK ile tanimlanmistir. Apigenin 7-O-f-glukranopiranozit

bilesigi yapist ITK ile tanimlanmistir (Modnickive ark.,2007).
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OH OH

HO 0 HO 0)
OH

0 0

OH

Sekil 1.14. Apigenin (1), luteolin (2), apigenin 7- O-g-glukopiranozit (3), luteolin-7-O-4-
glukopiranozit (4)
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Ankara’dan Afyonkarahisar’ a kadar yol boyunca sulak alanlardan toplanan N.
heliotropifolia bitkisinin toprakistii kisimlari hava ile kurutulup toz edildikten sonra
3 kez metanolle ckstre edilmistir. Ekstreden metanol ucurulduktan sonra su ile
stispande edilmis ve suda ¢oziinen kisim n-hekzan, CHCI;, EtOAc, n-BuOH ile
ekstre edilmigstir. Ekstrelerden bilinen 8 bilesik ¢esitli kromatografik yontemlerle
(silikajel kolon kromatografisi, vakum kolon kromatografisi, Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi) elde edilmistir. izole edilen bilesiklerin yapilart NMR, UV ve EI-MS
ile aydinlatilmistir (Giivenalp ve ark., 2009). N-butanollii ekstreden, apigenin-7-O-
glukuronit, apigenin-7-O-glukopiranozit bilesikleri izole edilmistir (Sekil 1.15.).

OH
HOOC
o)
HO o) o)
HO
OH
OH o)
1
OH
HOH,C
o)
HO @) @)
HO
OH
OH o)

Sekil 1.15. Apigenin-7-O-glukuronit (1), apigenin-7-O-glukopiranozit (2)
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[ran’dan toplanan 4 Nepeta tiirii olan N. kotschyi, N. menthoides, N. crassifolia,
N. cataria bitkilerinin tohumlar1 toz edilmis ve metanollii ekstresi hazirlanmistir.
Ekstre UHPLC/-HESI-MS/MS ile analiz edilmis ve 5 flavonoitin yapisi
aydinlatilmistir; luteolin, apigenin, rutin, kersetin, naringenin (Sekil 1.16.) (Hadi ve

ark.2017).

0 OH
0 OH
HO
HO
0 OH
0 OH
HO HO
1 2
OH
HO o
OH

Sekil 1.16. Naringenin (1), kersetin (2), rutin (3)

Yunanistan’dan toplanan N. sibthorpii bitkisinin yaprak ve ¢igekleri kurutulup
toz haline getirilmis, %95 lik metanolle ekstre edilmis ve ekstre 4 giin boyunca

karanlikta bekletilmistir. YPSK analizi ile standartlarla karsilastirildiginda 3
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flavonoit bilesiginin yapisi aydinlatilmistir; rutin, luteolin, luteolin-7-O-glukozit
(Miceli ve ark., 2005).

1.3.3. Fenolik Bilesikler

Iran’dan toplanan 4 Nepeta tiiriiniin, Nepeta kotschyi, Nepeta menthoides,
Nepeta crassifolia, Nepeta cataria, tohumlar1 toz edilmis ve metanollii ekstresi
hazirlanmistir. Ekstre UHPLC/-HESI-MS/MS ile analiz edilmis ana bilesik
klorojenik asit olmak {iizere kafeik ve rosmarinik asit bilesiklerinin varliklar1 tespit

edilmistir (Sekil 1.17.) (Hadi ve ark.2017).

O
HO
AN OH
HO
1
OH
o OH
HO OH
\ (@]
le)
HO
2
OH
o
HO SN
HO
3

Sekil 1.17. Kafeik Asit (1), rozmarinik Asit (2), klorojenik Asit (3)
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Yunanistan’dan toplanan N. sibthorpii bitkisinin yaprak ve ¢igekleri kurutulup
toz haline geltirilmis ve %95’lik metanolle ekstre edilmis, ekstre 4 gilin boyunca
karanlikta bekletilmistir. YPSK ile standartlarla karsilastirilarak klorojenik asitin
varligi tespit edilmistir (Miceli ve ark., 2005).

12 Nepeta tiiriiniin (N. cataria, N. ernesti-mayeri, N. faassenii, N. grandiflora,
N. mussinii, N. nervosa, N. pannonica, N. parnassica, N.rtanjensis, N. sibirica, N.
sibthorpii, N. spicata) toprak istii kisimlart %96’lik metanol ile ekstre edilmis ve
UHPLC-LTQ/orbitrap/MS analizi ile aydmnlatilmistir. 12 tiirde de ortak olarak
rozmarinik asit, ferulik asit, akasetin, kersetin dimetileter ve kemferol isimli fenolik

bilesiklerin bulundugu tespit edilmistir (Misi¢ ve ark., 2015).

OH

HO

OCH;

HO o

OH o

Sekil 1.18. Ferulik asit (1), akasetin (2)

N. cataria bitkisinin metanollii ekstresinden rozmarinik asit preparatif YPSK
ile elde edilmis yapisi FT-IR spektroskopisi ile aydinlatilmistir (Petenatti ve ark.,
2014).
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Elaz1g Harputtan toplanan N. trachonitica bitkisinin toprak {istii kisimlari
etanolle ekstre edilmis, fenolik bilesiklerin tayini HPLC-MS/MS ile yapilmis ve 11
fenolik bilesik tesipt edilmistir. Ana bilesikler kinik asit (Sekil 1.19.), klorojenik asit

ve rozmarinik asittir (Koksal ve ark., 2017).

OH

Sekil 1.19. Kinik asit

N. cataria bitkisi oncelikle %70 lik metanolle 3 kez ekstre edilmis ve ¢oziicii
ucurulduktan sonra dietileter ile tekrar 3 kez ekstre edilmistir. Hazir silikajel
kaplanmus plak iizerinde ITK yapilmis ve UV 151k altinda goriintiilenmistir. Varliklari
tespit edilen bilesikler; kafeik asit, rozmarinik asit, p-kumarik asittir (Sekil 1.20.)

(Modnickive ark.,2007).

X OH

HO

Sekil 1.20. p-kumarik asit

N. teydea bitkisinin tohumlar1 Soxhelet apareyi yardimi ile etanolle ekstre

edilmis, c¢oziiciisii ugurulan ekstre n-hekzan-EtOAc gradyan ¢oziicii sistemi

kullanilarak VLC ile sekiz fraksiyona ayrilmistir. Bu fraksiyonlar ayrica bir silikajel
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kolon velveya YPSK ile fraksiyonlanmigtir Saflastirilan bilesiklerden bazilari;
rozmarinik asit propil ester, sinalbikol, ferulik asidin alkil esterleri’dir (Sekil 1.21.)
(Fragave ark., 2017).

0 GCEING i
o o
OC3H;
n=18 =
n=19
n=20
n=22 OH
n=24
OH
OCH, HO
OH OH
1 2
OH
3

Sekil 1.21. Ferulik asidin alkil esterleri (1), rozmarinik asit propil alkol (2), sinalbikol (3)

1.3.4.Steroitler

Ankara’dan Afyonkarahisar’ a kadar yol boyunca sulak alanlardan toplanan N.
heliotropifolia bitkisinin toprakiistii kisimlart kurutulmus ve toz edilmistir. Metanolle
3 defa ckstre edilmistir. Ekstreden metanol ugurulduktan sonra su ile siispande
edilmis ve suda ¢6ziinen kisim n-hekzan, CHCI;, EtOAc, n-BuOH ile ekstre

edilmistir. Ekstrelerden bilinen 8 bilesik ¢esitli kromatografik yontemlerle (silikajel
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kolon kromatografisi, vakum kolon kromatografisi, Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi) elde edilmistir. izole edilen bilesiklerin yapilart NMR, UV ve EI-MS
ile aydinlatilmis ve n-hekzanli ekstrede pS-sitosterol bilesiginin varligi tespit
edilmistir (Sekil 1.22.) (Glivenalp ve ark., 2009).

/,
///, »
‘.

HO

Sekil 1.22. g —sitosterol

N. juncea bitkisi toplandiktan sonra tim kisimlar1 kurutulup toz edilmis ve
metanol ile 3 kez ekstre edilmistir. Ekstre silikajel kolon kromatografisine tabi
tutulmus ve kolondan sirasiyla n-hekzan, n-hekzan-EtOAc, EtOAc-MeOH, MeOH
gegirilerek fraksiyonlar toplanmistir. S-sitosterol, stigmasterol, stigmasterol glukozit
bilesikleri elde edilmistir (Sekil 1.23.) (Jamila ve ark., 2011).
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Sekil 1.23. Stigmasterol glukozit (1), stigmasterol (2), g-sitosterol (3)
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1.4. Nepeta cadmea Boiss. Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Mugla Kdycegiz’den toplanan N. cadmea’nin toprak iistii kisimlart kurutulmus
ve toz edilmistir. Clevenger apareyi ile hidrodistilasyon ile ugucu yag elde edilmis ve
ucucu yagin ic¢indeki bilesenler GC/MS ile analiz edildiginde 84 bilesenin yapisi
aydinlatilmistir. Ana bilesenler 4aa,7a,7aa-nepetalakton, 1,8- sineol, p-pinen, o-
terpineol ve a-pinendir (Baser ve ark.,1998).

1998 yilinda yapilan bir ¢alismada N.cadmea bitkisinden YPSK ile bilinen
bilesiklerle birlikte yeni glikozitler elde edilmistir; 1,5,9-epideoksiloganik asit
glikozil ester ve 1,5,9-epideoksiloganik asit, 6jenil-O-f-d-glukozit elde edilmistir.
Bilesiklerin yapilarit NMR spektrumlari ile aydmlatilmistir (Takeda ve ark., 1998).

Bir baska c¢alismada Tokat’tan toplanan N. cadmea’in toprak tstii kistmlarmin
metanollii ekstresi silikajel kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmis ve iki flavon
glikoziti elde edilmistir. Elde edilen bilesiklerin (4'-O-metilizoskutellarin-7-O-(5-D-
allopiranozil-(1-2)-6"-O-asetil-4-D-glucopiranozit), izoskutellarin-7-O-(5-D-
allopiranozil-(1-2)-6"-O-asetil-5-D-glucopiranozit)) yapilart NMR spektroskopisi ile
aydimlatilmistir (Aksit ve ark.,2013).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada N. cadmea’in kok, ¢icek ve yapraklarinin
metanollii ekstresi ters faz YPSK ile analiz edilmis ve bazi fenolik bilesikler (ferulik

asit, rutin, kafeik asit vb.) tespit edilmistir (Kaska ve ark., 2018).

1.5. Nepeta Tiirlerinin Geleneksel Kullanim

Tiirkiye'de yapilan etnobotanik arastirmalara gore, N. italica bitkisinden
hazirlanan inflizyonun tonik olarak ve bronsit tedavisinde kullanildig bildirilmistir.

N. betonicifolia nin kansere, oksiiriige, romatizmaya iyi geldigi ve yara iyilestirici
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etkisi nedeni ile kullanildigr bilinmektedir. Sirbistan'da, adet zorluklarini hafifletmek
ve yumurtalik kistlerini tedavi etmek i¢in N. cataria bitkisinden hazirlanan infiizyon
kullanilmaktadir (Siintar ve ark.,2018).

N. lagopsis bitkisinin tiim kisimlariyla hazirlanan ekstresi ve tiitsii olarak
yakilmasi yaralar1 iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir. N. praetervisa bitkisinin
kurutulmus kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonu Pakistan’da parazitlere karsi
kullanilmaktadir. Ote yandan Cin’de N. cataria bitkisi mastit, kizamik, dermatit,
dizanteri, kronik rinit, kronik tonsillit ve bogaz agris1 tedavisi i¢in tibbi bitki

formiilasyonlarinda bazi bitkilerle birlikte yer almaktadir (Siintar ve ark.,2018).

N. cataria (catnip) Avrupa’da sedatif etkisi ve kan basincini diizenleyici etkisi
dolayisiyla uzun yillar ¢ay olarak kullanilmistir (Celenk, S. ve ark. 2008). Daha
yakin zamanlarda, catnip tibbi preparatlarda antispazmodik, karminatif, terletici,
emmenagog ve sinir sistemini hafif yatistiric1 etkileri dolayisiyla kullanilmaktadir.
Tiirkiye’ye endemik bir tiir olan N. caesarea Anadolu’nun giiney kesimlerinde mide
rahatsizliklarim1 gidermek icin ¢ay olarak kullanilmaktadir. Yunanistan’in giiney
kesimlerinde endemik bazi Nepeta tiirlerinin, N. parnassica ve N. troodi gibi, taze
yapraklar1 dis agrisin1 hafifletmek i¢in c¢ignenmekte ve romatizmal agrilarin
tedavisinde kullanilmaktadir. En ¢ok incelenen tiirler arasinda olan N. cataria, Dogu
Akdeniz, Giiney Asya ve Cin'de yetismekte ve kediler igin gekici bir etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Bu sebeple adina Catnip ya da Catmint de denilmektedir

(Formisano ve ark.,2011).

1.6. Nepeta Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Cahsmalari

1.6.1. In vivo ve In vitro Cahsmalar

Nepeta cinsine ait tiirlerin farmakolojik 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri

genellikle igerdikleri ugucu yag ve flavonoitlere bagli olarak gerceklesmektedir
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(Degirmenci, 2016; Formisano ve ark. 2011; Misic ve ark. 2015; Nestorovicve ark.
2010).

1.6.1.1. Antibakteriyal Etki

Yapilan bir ¢alismada, N. cataria bitki ekstresinin 44 Staphylococcus aureus
susu tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bunun igin koagiilaz, deoksiriboniikleaz,
termoniikleaz ve lipaz enzimleri {iretimi ve in vitro baglanma {izerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Enzimlerin, deoksiriboniikleaz, termoniikleaz ve lipaz, minimum

inhibitdr konsantrasyonlar1 (MICs) bulunmus ve baglanmanin azaldig goriilmiistiir.

Bazi mantar tiirlerine kars1 (Sclerotium, Macrophomina ve Fusarium) Nepeta
tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin degisen derecelerde biiyiime inhibe edici etki
gosterdikleri goriilmiistiir. Bir bagka calismada N. elliptica bitkisinden elde edilen
(7TR)- trans,trans- nepetalaktonun 5 bitki patojenik mantarlarina karsi etkili oldugu
ortaya konulmustur. Helminthosporium maydis, Fusarium oxysporum ve Rhizoctonia
solani’ye karsi inhibisyon etkisi sirasiyla 115.00, 122.67 ve 153.30 pg/ml (ICsp)
konsantrasyonlarinda bulunmustur. Bununla birlikte, (7R)- trans,trans- nepetalakton
H. maydis ve F. oxysporum'a kars1 sirasiyla 182.74 ve 191.68 pg/ml ICsq degerleri ile
antifungal aktivite gostermistir. Alternaria solani, F. oxysporum, Curvularia lunata,
H. maydis ve Albugo candida ya kars1 spor ¢imlenmesini 6nleyici etkileri i¢in ICs
degerleri sirasiyla 739.67, 571.78, 471.61, 449.35, ve 822.41 pg/ml olarak tespit

edilmistir.

Bir bagka ¢alismada 3 Nepeta tiiriiniin, N. rtanjensis, N. sibirica, ve N. nervosa,
metanollii ekstrelerinin 8 bakteri ve 8 mantar tiirline karg1 antimikrobiyal aktivitesi
incelenmistir. Bu ii¢ bitkinin igerdikleri nepetalakton miktarlarinin farklilig
nedeniyle antimikrobiyal aktivitelerinin ayni derecede olmadigi goriilmiistiir. MIC
degerlerinin N. nervosa icin 50 ila 100 pg/ml arasinda, N. rtanjensis igin 25 ila 75

pg/ml arasinda, N. sibirica i¢in 25 ila 100 ug/m arasinda oldugu goriilmiistiir. Test
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edilen tiim ekstreler onemli antibakteriyel ve giiclii antifungal aktivite gosterse de, N.

rtanjensis ekstresinin en iyi antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigi bulunmustur.

Geleneksel kullanimlarina ek olarak Nepeta tiirlerinden elde edilen ugucu
yaglarin gidalar1 kontamine eden Gram(+) ve Gram(-) bakterilere karsi etkili
olduklart bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada N. leucophylla, N. ciliaris, ve N.
clarkei’den elde edilen ugucu yaglarin H. maydis, F. oxysporum, A. solani,
Sclerotonia sclerotiorum, R. solani, C. lunata, ve A. candida’ ya kars1 antifungal
aktiviteleri incelenmistir. N. leucophylla ve N. ciliaris'in ugucu yaglarinin ICsg
degerleri H. maydis’e kars1 43.6 pg/ml ve F. oxysporum a karst 219.2 ug/ml olarak

bulunmustur.

N. sintenisii bitkisinin ugucu yaginin antibakteriyel aktivitesini analiz etmek
icin seri seyreltme yontemi ile alti bakteri susuna karsi etkisi incelendiginde,
Gram(+) bakterilere, Ozellikle S. aureus'a karsi onemli bir antibakteriyel etki

gosterdigi bulunmustur (Stintarve ark.,2018).

N. trachonitica'nin antimikrobiyal aktivitesi ti¢ farkli Gram (+) (Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus) ve dort farkli Gram (-)
(Enterebacter aerogenes, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli ve Pseudomanas
aeruginosa) bakteriye kars1 degerlendirilmistir. Ayrica numunenin ii¢ farkli mantar
tirtine (Yarrowia lipolytica, Candida albicans ve Saccheromyces cereviciae) karsi
etkili olup olmadigi da test edilmistir. Antibakteriyal etkinin belirlenmesi i¢in igin
gerekli hesaplar ayr1 ayr1 yapilmis ve referans antibiyotikler kullanilarak
degerlendirilmistir. N. trachonitica'nin etanolik ekstresinin B. subtilis ve E. Coli’ye
kars1 gliclii inhibitor aktivite gosterdigi bulumustur. Bakterilerin duyarliliklar1 doza
bagimli olmakla birlikte 90 pl ekstre kullanildiginda B. megaterium’a karsi en
yiiksek antimikrobiyal aktivite gozlenmistir. Numune ekstresinin P. aeroginosa
tizerinde zayif etki gosterdigi, K. pneumoniae iizerindeki etkisi olmadigi bulunmustur
(Koksal ve ark., 2017).
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1.6.1.2. Bocek Oldiiriicii/Kovucu Aktivite

N. cataria'dan elde edilen ugucu yagin bocek oldiiriicti aktivitesi Spodoptera
littoralis larvalarina karsi degerlendirilmis ve ugucu yagin letal dozu (LCsp) <10.0

ml/m® oldugu i¢in oldukea toksik oldugu goriilmiistiir (Siintar ve ark., 2018).

Bir bagka arastirmada, N. cataria ugucu yagi ve ana iridoit bilesikleri, patojen
vektor sivrisinekleri, Anopheles gambiae ve Culex quinquefasciatus, kahverengi
kulak kene Rhipicephalus appendiculatus, ve kirmizi kanatli akar Dermanyssus
gallinae'ye kars1 kovucu etki agisindan arastirtlmistir. Ugucu yagdan GC/MS ile elde
edilen (4aS,7S,7aR)- ve (4aS,7S,7aS)- nepetalakton bilesigi A. gambiae i¢in yiiksek
kovucu aktivite, C. quinquefasciatus i¢in daha diisiik kovucu aktivite gosterdigi

gozlemlenmistir (Stintar ve ark., 2018).

1.6.1.3. Larva Oldiiriicii Etki

N. menthoides’in toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresi ve Clevenger
aparati kullanilarak elde edilen ugucu yagmin en Onemli sitma vektorii olan
Anopheles stephensi’ye karsi larva oldiiriicii etkisi incelenmistir Ekstre ve ugucu yag
igin sirasi ile LCsq degeri 69.5 ve 243.3 ppm LCgo degeri 175.5 ve 419.9 ppm olarak
bulunmustur. Caligmanin bulgulari, metanollii ekstrenin ugucu yagdan daha yiiksek

etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Siintar ve ark., 2018).

1.6.1.4. Sitotoksik Aktivite

N. sintenisii’den elde edilen ugucu yagin 4 hiicre hattinda, insan yumurtalik
karsinomu (A2780), servikal kanser (Hela), insan kolon adenokarsinomu (LS180),
insan goglis adenokarsinomu (LS180), yapilan in vitro sitotoksik aktivite
degerlendirme testinde 6nemli Ol¢lide antiproliferatif etki gosterdigi bulunmustur.
Servikal kanser hiicrelerine ait 1Csy degeri 20,37 pg/ml olarak bulunmustur (Stintar
ve ark., 2018).
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N. ucrainica’dan elde edilen ugucu yagin insan yumurtalik karsinomu A2780
hiicre hattt ve meme (insan) adenokarsinomu MCF-7 hiicre hatti {izerinde sitotoksik
etkisinin incelenmesi i¢in MTT (3- (4,5- dimetiltiyazol- 2- il)- 2,5- bifenil-
tetrazolium-bromid) yontemi kullanilmistir. Ugucu yagin ICso degeri <50 pg/ml dir.
(Siintar ve ark., 2018).

Bir bagka ¢alismada N. binaloudensis bitkisinden % 70 etanollii, n-hekzanli ve
sulu ektreler hazirlanarak MDA-MB-231 ve MCF-7 dahil olmak {izere meme kanseri
hiicre hatlarinda etkisi incelenmistir. Hiicre hatlarma 10 ila 320 pg/ml
konsantrasyonlarda ekstre konsantrasyonlar1 uygulanmistir. N. binaloudensis, malign
hiicrelerin biiyimesini zamana ve doza bagl bir sekilde inhibe etme kapasitesine
sahip bulunmustur. Diger ekstrelere kiyasla n-hekzan ekstrenin N. binaloudensis
ekstreleri arasinda daha toksik oldugu bulunmustur. Sonu¢ olarak calisma, N
binaloudensis'in n-hekzan ekstresinin, meme Kkanseri hiicre hattinda ornitin
dekarboksilaz 1 ve adenosin deaminazin gen ekspresyonu iizerinde inhibitdr bir

etkisi oldugunu gostermistir (Stintarve ark., 2018).

1.6.1.5. Antimelanogenez EtkKi

N. binaludensis’in farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstreleri (petrol eteri,
diklorometan, etilasetat, metanol) sican B16F10 melanoma hiicrelerinde
melanogenez iizerinde inhibe edici etkiler ortaya koymustur. Ekstrenin mikrooftalmi
ile 1liskili transkripsiyon faktorii (MITF) protein ekspresyon seviyelerini azalttig
goriilmistiir.  MITF, tirozinaz transkripsiyonunu aktive ederek melanogenezi
diizenleyen en oOnemli niikleer transkripsiyon faktorlerinden biridir. Melanosit
gelisimi ve hayatta kalmasinda onemli bir rol oynar ve timor olusumu ve

melanomun ilerlemesi ile iliskilidir (Siintar ve ark., 2018).
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1.6.1.6. Antioksidan Aktivite

Yapilan bir ¢calismada N. flavida ekstresi (hekzan, diklorometan ve metanol) ve
ucucu yaginin in vitro antioksidan aktivitesi incelenmistir. Numunelerin antioksidan
etkileri - karoten-lineoleik asit ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) testi ile
Olgiilmistiir. DPPH analizinde, N. flavida ugucu yaginin 1Csp degeri 42,8 + 2,19
pug/ml olarak belirlenmistir. Metanol ekstresinin, 1Csy degeri 63,2 + 1,75 ug/ml,
ekstreler arasinda en giiglii aktiviteyi gosterdigi bulunmustur. Ayrica N. flavida
ucucu yagmin S- karoten- lineoleik asit sisteminde lineolik asit oksidasyonuna karsi
inhibitor etkisi % 86,3 + 1,69 olarak bulunmustur. Ayrica N. sintenisii ugucu yaginin
antioksidan etkisini 6lgmek icin yine DPPH ve demir indirgeyici antioksidan gii¢
deneyi testi kullanilmigtir. DPPH testinde ICso degeri 7,16 mg/ml, demir indirgeyici
antioksidan gii¢ deneyi testinde ise ICs degeri 0,82 mM Fe?*/mg olarak bulunmustur
ve disiik antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Shakeri ve ark., 2016).

1.6.1.7. Antikonviilzan ve Miyorelaksan Aktivite

Yapilan bir ¢caligmada N. sibthorpii’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen
ucucu yag1 ve metanollii ekstresinin fraksiyonlarinin kemirgenler iizerinde
norofarmakolojik etkisi incelenmistir. N. sibthorpii pentilentetrazol kaynakl

konviilsiyonlara kars1 koruma sagladigi goriilmiistiir (Siintar ve ark., 2018).

N. cataria ugucu yagmin izole tavsan ince bagirsaginda spontan kasilmalari
inhibe ettigi bulunmustur. N. ruderalis metanollii ekstresinin tavsan jejunumunda
yiiksek K* (80 mM) konsantrasyonu ile kendiliginden olusan kasilmayi tamamen

gevsettigi goriilmistiir (Stintar ve ark., 2018).

1.6.1.8. Analjezik ve Antienflamatuar Aktivite

N. cataria, inflamasyonun tedavisi ile iliskili geleneksel kullanimlara sahip bir
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bitkidir. T hiicre aracili inflamasyonun 6nemli bir diizenleyicisi olan kalsindrinin, N.
cataria ekstresi tarafindan inhibe edildigi bulunmustur. N. cataria’nin taze
yapraklarindan ekstraksiyon ve fraksiyonlama yontemleri ile 2 bilesik izole
edilmistir: verbazkozit ve lamusit A. Kalmodilinin varligina veya yokluguna
bakilmaksizin, iki bilesigin kalsindrini inhibe ettigi goriilmiistiir (Siintar ve
ark.,2018).

Iki yeni pentasiklik triterpen olan kirmanoik asit ve kurramanoik asit, N.
clarkei bitkisinin tiim kisimlarindan hazirlanan Kkloroformlu ekstresinden izole
edilmistir. Kirmanoik asit, aspirin ile karsilastirildiginda analjezik etki gosterdigi
ortaya konmustur. Ayrica, kirmanoik asitin aspirine gore daha giiglii bir anti-

enflamatuar aktivite sergiledigi goriilmiistiir (Hussain ve ark., 2012).

N. atlantica ve N. tuberosa bitkilerinin toprakiistii kisimlarinin kurutulmasi ile
hazirlanan metanollii ekstrelerin iridoit glikozitleri ve terpenler gibi sekonder
metabolitler yoniinden zengin oldugu bilinmektedir. /n vivo periferik analjezik
aktivite farelerde Koster testine gore degerlendirilmis; merkezi analjezik aktivite
sicanlarda kuyruk hareketi testi ile degerlendirilmistir. LDsp, N. atlantica i¢in 1672 +
232 mg/kg, N. tuberosa igin 1,401 + 97,29 mg/kg olarak OSl¢iilmiistiir (Siintar ve
ark.,2018).

N. clarkei bitkisinden elde edilen nepetalat B bilesiginin merkezi sinir sistemini
baskilayici aktivite uyguladigr goriilmiistiir. Formalin testleri yapilarak analjezik ve
antienflamatuar etkiler gozlemlenmistir. Nepetalat B konsantrasyonlar1 0.1, 0.2 ve
0.4 mg/kg olacak sekilde uygulanmis ve sirasiyla agr1 inhibisyonlar1 %68.0, %?25.5,
ve %75.5 olarak bulunmustur (Siintar ve ark.,2018).

Bagka bir antienflamatuar bilesik, N. parmiriensis'in (% 98) ugucu yaginin ana
bilesigi olan 1,8- sineoldiir. Siklooksijenaz-1 inhibitor etkisi i¢in ICsp 0.7 pug/ml dir.
1,8-sineol cok cesitli bitkilerde bulunur ve prostaglandin sentezini inhibe ettigi
aciklanmistir. Antienflamatuar etkinin yani sira 1,8- sineol siganlarda, Merkezi Sinir
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Sisteminde agri iletimini modiile ederek antinosiseptif etki gosterdigi bulunmustur

(Siintar ve ark., 2018).

1.6.1.9. Kronik Morfin Bagimhhgim Azaltic1 Etki

N. menthoides etanolik ekstresinin &n tedavide kullanilmasi kronik morfin
bagimliliginin gelisimini azaltmigtir. Calismada, kronik morfinle tedavi edilen
farelerin  N. menthoides ekstresi veya metadon veya her ikisinin bir
kombinasyonunun kullanilmasiin  morfin  bagimhiligit  gelisimini  azalttig1
gosterilmistir. Bu etkiye, beyin nitrik oksit ve malondialdehit asir1 {iretiminin
azalmasinin aracilik ettigi diistiniilmektedir. N. menthoides bitkisinden elde edilen
a- terpineol bilesigi nitrik oksit iiretimini etkileyerek morfin bagimliligini énemli
dl¢iide azaltmistir. Ote yandan, bu bitkinin bir baska ana bilesigi olan linalol’iin, N-
metil- D- aspartat reseptorlerini inhibe ettigi goriilmiistir. Bu nedenle, N.
menthoides’in morfin bagimliligina karst umut verici bir aday bitki olabilecegi
bildirilmistir (Siintar ve ark., 2018).

1.6.1.10. Cinsel Davramslar Uzerinde Etki

N. cataria, uzun zamandir Kuzey Amerika kiiltiiriniin bir pargasi olmus ve
caylar, infiizyonlar seklinde giinlilk yasamda kullanilmistir. Yapilan bir ¢calisma N.
cataria yapraklarinca zengin yemle gii¢lii bir sekilde beslenen erkek sicanlarda,
cinsel davranis ve penis ereksiyonu iizerindeki etki degerlendirilmistir. Cinsel
performansin muhtemel motor ve duygusal etkilesimlerini analiz etmek i¢in genel
aktivite ve motor koordinasyonu incelenmistir. N. cataria grubundaki erkek sicanlar,
4 saat boyunca N. cataria yapraklar1 (%10) ag¢isindan zengin olan yemle beslenirken,
kontrol grubunun siganlar1 diizenli yemle beslenmistir. Cinsel davranis, apomorfin
kaynakl1 penil ereksiyon ve motor koordinasyon, N. cataria beslemesinin 4 saatlik
stiresinin bitiminden 15 dakika sonra izlenmistir. A¢ik alandaki genel etki tedaviden

0, 15, 30 ve 60 dakika sonra degerlendirilmis ve N. cataria tedavisinin erkek
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sicanlarin penis ereksiyonunu arttirdigi goriilmiistiir. Penis ereksiyonunu artirmasi ve
cinsel davraniglarin1 bir dereceye kadar iyilestirmesi dopaminerjik reseptorlere etki

etmesinden kaynaklanmaktadir (Siintar ve ark., 2018).

1.6.1.11. Anti-Aterosklerotik Aktivite

Farkl1 diyet rejimlerinde geng domuzlara verilen N. hindostana alkollii ekstresi,
serum lipit ve lipoprotein diizeylerini ve ateroskleroz siddetini azaltmada etkili

olmustur (Formisano ve ark., 2011).

1.6.1.12. Vazorelaksan ve Trombosit Agregasyon Aktivitesi

Yapilan bir ¢aligmada N. juncea'nin metanollii ekstresinin, aragidonik asit
kaynakli trombosit agregasyonunu (ICso 35 mg/ml) ve trombosit aktive edici faktor
(PAF) kaynakli trombosit agregasyonunu (ICsp 38 mg /ml) doza bagl bir sekilde

inhibe ettigi bulunmustur (Formisano ve ark., 2011).

1.6.1.13. Enzim Inhibitor Aktivite

Bir ¢alismada N. cadmea ve N. nuda subsp. glandulifera bitkilerinin toprak
iistii kisimlarinin metanollii ekstresinin a-amilaz, tirozinaz, kolinesterazlar (AChE
veya BChE) ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe edici etkileri incelenmistir. N.
cadmea’nin (1.35 mg GALAEs/g ekstre) AChE inhibitor aktivitesinin N. nuda subsp.
glandulifera’dan (1.26 mg GALAEs/g ekstre) biraz daha yiiksek oldugu bununla
birlikte ekstrelerin BChE ve tirozinaz enzimlerine inhibitdr aktivite gostermedigi
bulunmustur. Alfa-amilaz ve alfa-glukozidaz enzim inhibitdr aktiviteleri
kiyaslandiginda N. nuda subsp. glandulifera’nin N. cadmea’dan biraz daha yiiksek

inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur (Sarikiirk¢ii ve ark., 2019).
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N. cataria bitkisinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstrelerinin in vitro olarak
alfa-amilaz, alfa-glukozidaz ve alfa-galaktozidaz enzimlerine karsi inhibitor etkileri
incelenmistir. %70 etanollii, petrol eterli ve kloroformlu ekstrelerin yiiksek etil asetat
ve etanollii ekstrelerinin diisiil seviyede inhibitér aktivite gosterdigi bulunmustur

(Naguip ve ark., 2012).

Cizelge 1.1. Nepeta Tiirlerinin Biyolojik Etkileri

Aktivite

Nepeta sp.

Antimikrobiyal

N.
N.
N.
N.

clarkei
cataria
nervosa
elliptica

N.rtanjensis

N.
N.

sibirica

leucophylla

N.ciliaris

N.sintenisii

Bocek Kovucu ve Oldiiriicii

=z

. cataria

. faassenii

Larva Oldiiriicii

. menthoides

Sitotoksik

. sintenisii
. binaloudensis
. ucrainica ssp. Kopetdaghensis

nuda

Antioksidan

. flavida

. sintenisii

Antikonviilzan ve Miyorelaksan
Etki

. sibthorpii
. cataria

. ruderalis

Analjezik ve Antienflamatuar
Etki

. cataria

. clarkei

. atlantica

. tuberosa ssp. Reticulate
. parmiriensis

. pogonosperma

Kronik Morfin Bagimliligia Etki

. menthoides

Cinsel Davramslar Uzerine Etki

. cataria

Enzim Inhibitor Aktivite

ZzZzZzZ| ZZ|Z2 2 Z2 Z2 Z2 ZlZ2 2 Z|Z2 ZZz2zzz 2| Z

. cadmea
. nuda subsp. Glandulifera
. cataria

35




1.6.2. Klinik Calismalar

N. menthoides bitkisinin premenstriiel sendrom (PMS) ve antidepresan
aktiviteleri tizerindeki iyilestirici etkilerini degerlendirmek i¢in 2 klinik calisma
yapilmistir. Bu  bitkinin  antidepresan etkinin azalmasina ve depresyonun

tekrarlanmasinda gecikme sagladigi bulunmustur (Siintar ve ark., 2018).

1.6.2.1. Adet Oncesi Sendromlan Tyilestirici Etki

Melissa officinalis’in tek basina ve N. menthoides ile kombinasyon halinde
PMS iizerindeki etkinligini arastirilmistir. Calisma, Iran Tebriz Tip Bilimleri
Universitesi'nden toplam 93 kiz Ogrenci iizerinde gergeklestirilmistir. PMS
semptomlarinin varlig1 ve ciddiyeti hakkinda bilgi vermek i¢in, katilimecilar ard arda
iki adet dongiisii i¢in Giinliik Sorunlarin Siddeti Kaydi anketini doldurmuslardir.
Daha sonra, ikisi kontrol gruplari ve biri plasebo grubu olmak iizere her biri 31 denek
iceren rastgele li¢ gruba ayrilmislardir. Deney gruplarindaki katilimcilara bir M.
officinalis kapsiilii (500 mg) veya N. menthoides (250 mg) ve M. officinalis (250 mg)
kombinasyonu iceren bir kapsiil, plasebo grubundaki katilimcilara bir kapsiil nisasta
tozu (500 mg) verilmistir. Denekler, ardisik iki adet dongiisiiniin luteal faz1 boyunca
giinde iki kez kapsiil almislardir. Tedaviden 2 ay sonra PMS semptomlarinin M.
officinalis ve M. officinalis—N. menthoides gruplarinda 6nemli 6l¢iide azaldig

gorillmistiir (Siintar ve ark., 2018).

1.6.2.2. Antidepresan Aktivite

N. menthoides bitkisinin sulu ekstresi major depresyonun tedavisi igin
degerlendirilmistir. Nisan-Eyliil 2015 tarihleri arasinda gerceklestirilen randomize,
cift kor kontrollii ¢aligmaya psikiyatri kliniginden alinan, major depresyon
kriterlerine uyan 72 hasta katilmistir. Hastalar 4 hafta boyunca N. menthoides veya

sertralin ~ vermek  lizere rastgele gruplandirilmistir.  Kontrol  grubuyla
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karsilastirildiginda, N. menthoides grubundaki Beck Depresyon Envanteri
skorlarindaki ortalama degisiklikler anlamli olarak daha yiiksek goriilmiistiir.
Miidahaleden sonraki 2 haftalik takipte N. menthoides grubunda daha diisiik bir niiks
oran1 gozlenmistir. Major depresyonu olan hastalarda, N. menthoides ruh halini

kontrol etmede yararli olabilecegi diigiiniilmektedir (Stintar ve ark., 2018).

Bu c¢alismada N. cadmea bitkisinden hazirlanacak olan metanollii ekstrenin
fenolik igeriginin kalitatif ve kantitatif olarak ters faz YPSK yontemi ile analiz
edilmesi, ITK ve YPITK ile biinyesindeki fenolik bilesiklerin goriintiileme
(screening) ¢alismalarinin gergeklestirilmesi, alfa-glukozidaz ve alfa-amilaz enzim

inhibisyon testleri yapilarak antidiyabetik potansiyelinin arastirilmasi amaglanmustir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

2017 yilimin Haziran ayinda 868 m ylikseklikten, Denizli-Kizilcabdliikk yolu
tizerinden toplanan Nepeta cadmea Boiss. bitkisi c¢alisma materyali olarak
kullanilmistir. Toplanan bitki o6rnekleri herbaryum materyali haline getirilerek
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryum’unda (AEF: 28879) kayit altina
alimmustir. Bitki uygun kosullarda kurutulduktan sonra; toprakiistii (tiim) kisimlar
degirmende toz edilmis ve elde edilen total ekstre aktivite ve izolasyon

calismalarinda kullanilmigtir.

2.2. Fitokimyasal Calismalar

2.2.1. Ekstraksiyon Yontemi

N. cadmea bitkisinin toprakiistii kisimlari uygun kosullarda kurutulup toz
edilmis, tam tartilmistir. Toz edilip tartilan toprak iistii kisimlar metanol ile manyetik
karistiricida 600 rpm hizda 4 saat boyunca karistirilmistir. Coziicii-numune karigimi
stiziilmiis ve kalan drog lizerine MeOH ilave edilerek manyetik karigtiricida 600 rpm
hizda 2 saat boyunca karistirilmistir. Birlestirilen siizlintiiler rotavaporda (33-36 °C)

ucurularak ¢oziiciisiinden kurtarilmis ve ekstre elde edilmistir.

2.2.2. Nepeta cadmea Boiss.’in Ince Tabaka Kromatografisi ile Incelenmesi

ITK icin; Silikajel 60 Fass (Merck, 1.05554 20x20) hazir kapli plaklar
kullanilmistir. N. cadmea bitkisinin toprakiistii kisminin metanollii ekstresi yukarida

belirtilen adsorbanla kapli plaklara tatbik edilmistir. Ekstre igerisindeki bilesik
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gruplarinin teshisi igin; plaklar asagida belirtilen ¢oziicii sistemlerinde yiiriitiilerek

giin 15181nda ve UV lamba altinda farkli nm’lerde incelenmistir.

Coziict Sistemi 1 : Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1)

Coziict Sistemi 2 : Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (8,5:1,5,0,1)

Coziicti Sistemi 3 : Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik Asit (4:3:2:1)
Cozicii Sistemi 4 : Formik Asit: Su: Etil Asetat (1:1:15)

Coziict Sistemi 5 : Etil Asetat: Su: Formik Asit: Asetik Asit (100:27:11:11)
Coziicii Sistemi 6 : Etil Asetat: Formik Asit: Su: Etil Metil Keton (5:5:1:3)
Coziicti Sistemi 7 : N-Hekzan: Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (2:5:2,5:0,5)
Cozicii Sistemi 8 : Etil Asetat: Metanol: Su (100:16,5:13,5)

Coziici Sistemi 9 : Etil Asetat: Formik Asit: Su (20:2:3)

2.2.3. Nepeta cadmea Boiss.’in Yiiksek Performansh ince Tabaka

Kromatografisi ile Incelenmesi

YPITK analizleri icin CAMAG Sistemi (ATS4, ADC2, TLC visualizer,
dansitometrik dedektor) kullanilmigtir. Numune (N. cadmea bitkisinin metanollii
ekstresi) ve standartlar (rozmarinik asit, klorojenik asit, apigenin, luteolin, kersein,
kafeik asit) 5 ul olarak ATS 4 ile (CAMAG, isvigre) 8 mm’lik bantlar seklinde hazir
cam plaklara (Merck 20x10 cm, Silikajel 60 Fzs4) uygulanmistir. Sol taraftan ve alt
kenardan mesafe sirasi ile 15 mm ve 8 mm dir. Plagin tanka yerlestirilmesi ve
¢oziictiniin developmani ADC-2 (CAMAG) tarafindan gergeklestirilmistir. Mobil faz
olarak 2 farkl ¢oziicii sistemi kullanilmistir: Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1),
Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik Asit (4:3:2:1)

ADC 2 ile tank igerigi 20 dakika boyunca doyurulmus, developman
gerceklestirilmis ve plak kurutulmustur. Plaklarin dokiimantasyonu giin 15181, 254 nm
ve 366 nm'de Reprostar 3 (CAMAG, Isvigre) tarafindan gergeklestirilmistir.
Dansitometrik tarama bir TLC Scanner (CAMAG, Isvigre) tarafindan
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gercgeklestirilmis ve WinCATS yazilimi kullanilmastir.

2.2.4. Nepeta cadmea Boiss.” deki Bazi Fenolik Bilesiklerin YPSK ile
Miktar Tayinleri

N. cadmea’in toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstre YPSK’ya
uygulanarak, ekstrenin igerdigi bilesikler teshis edilmistir. Analiz kosullar1 2.2.4.1°de

verilmigtir.

YPSK analizi i¢in yiiksek saflikta su, metanol ve asetonitril ¢oziiciileri degaze
edilerek sisteme uygulanmistir. Hazirlanan ekstre, enjeksiyondan once viale

aktarilirken 0,45 pm por genisligine sahip mikro filtrelerden siiziilmiistir.

YPSK analizinde; bitkinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan metanollii
ekstre ile standart olarak kullanilan fenolik bilesiklerin retansiyon zamanlari ve UV
spektrumlar kiyaslanarak bitkinin hangi fenolik bilesikleri icerdigi teshis edilmistir.

Hazirlanan ekstre ile birlikte standart bilesiklerin enjeksiyonu 3” er defa yapilmustir.

Fenolik bilesiklerin YPSK ile kalitatif ve kantitatif analizi igin; bitkide
bulunmasi muhtemel bazi fenolik bilesikler standart olarak kullanilmistir. Bu
bilesikler; gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, sinapik asit, elajik asit, protokatesik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rozmarinik asit, rutin, luteolin-7 glukozit, kersetin,

luteolin, apigenin ve kemferoldiir.

2.2.4.1. YPSK Analiz Kosullari

YPSK sistemi: HP Agilent 1200 (quaternary pompa, autosampler unitesi)
Kolon: ACE C18 (250 mm, 4,6 mm id; 5 p)

Dedektor: Photo Diode Array Dedector (DAD)
40



Akis Hizt: 0.8 ml/dakika

Coziicti Sistemi: TFA (% 0.1)’1i H,0 (Coziicii A)
TFA (% 0.1)’1i MeOH (Coziicii B)
TFA (% 0.1)’1i CH3CN (Coziicii C)

Enjeksiyon Miktart: 10 pl

Dalga boyu: 330 nm (Gokbulut ve ark., 2017)

Cizelge 2.1. YPSK analizinde gradient eliisyon i¢in kullanilan ¢oziiciilerin oranlari

Zaman (dk) Coziici A Coziici B Coziicii C
(TFA% 0,1 igeren H,0) (TFA% 0,1 iceren MeOH) (TFA % 0,1 igeren CH3CN)
0 80 12 8
8 75 15 10
16 70 18 12
24 65 20 15
32 50 35 15
40 25 60 15
45 80 12 8

2.2.4.2. Fenolik Bilesiklerin Eksternal Standart Yontemi ile Miktar

Tayinleri

Fenolik bilesiklerin belirli konsantrasyonlarda enjeksiyonlari sonrasi elde
edilen alanlar ilgili denklemde yerine konularak konsantrasyon verileri elde
edilmistir. Hesaplanan konsantrasyon verilerinden hareketle, N. cadmea’in
toprakiistii kisimlarinin metanollii ekstrelerinde analizi yapilan bilesiklerin yiizdeleri

hesaplanmastir.

Klorojenik Asit icin Dogru Denkleminin Hesaplanmasi

0,5 mg/ml konsantrasyonda klorojenik asit (Sigma-C3878) stok ¢o6zeltisi
hazirlanmistir. Bundan hareketle farkli konsantrasyonlarda klorojenik asit ¢ozeltileri
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hazirlanip, 10 pl miktarlarda 3’er defa sisteme enjekte edilmistir. Cihazdan saglanan
pik alan ortalamasi alinarak, konsantrasyonlara (x) karsilik gelen alan ortalama
degerleri (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu sekilde, analizi yapilacak
bilesigin dogru denklemi ve R degeri hesaplanmistir. Dogru denklemi (y=mx+n)
kullanilarak ekstrelerdeki klorojenik asit miktar1 hesaplanmistir. Analiz 330 nm

dalga boyunda gerceklestirilmistir.

Kafeik Asit icin Dogru Denkleminin Hesaplanmasi

0,52 mg/ml Kkonsantrasyonda kafeik asit (Sigma-C0625) stok ¢oOzeltisi
hazirlanmistir. Bundan hareketle farkli konsantrasyonlarda kafeik asit ¢ozeltileri
hazirlanip, 10 ul miktarlarda 3’er defa sisteme enjekte edilmistir. Cihazdan saglanan
pik alan ortalamasi alinarak, konsantrasyonlara (x) karsilik gelen alan ortalama
degerleri (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu sekilde, analizi yapilacak
bilesik i¢in dogru denklemi ve R? degeri hesaplanmustir. Dogru denklemi (y=mx+n)
kullanilarak ekstrelerdeki kafeik asit miktar1 hesaplanmistir. Analiz 330 nm dalga

boyunda gergeklestirilmistir.

Rozmarinik Asit i¢cin Dogru Denkleminin Hesaplanmasi

1,03 mg/ml konsantrasyonda rozmarinik asit (Sigma-536954) stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bundan hareketle farkli konsantrasyonlarda rozmarinik asit ¢ozeltileri
hazirlanip, 10 pl miktarlarda 3’er defa sisteme enjekte edilmistir. Cihazdan saglanan
pik alan ortalamasi alinarak, konsantrasyonlara (x) karsilik gelen alan ortalama
degerleri (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu sekilde, analizi yapilacak
bilesik i¢in dogru denklemi ve R? degeri hesaplanmustir. Dogru denklemi (y=mx+n)
kullanilarak ekstrelerdeki rozmarinik asit miktar1 hesaplanmistir. Analiz 330 nm

dalga boyunda gerceklestirilmistir.
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2.2.4.3. Teshis ve Miktar Tayini Sinir Degerlerinin (LOD ve LOQ)

Hesaplanmasi

Rozmarinik asit, kafeik asit ve klorojenik asit igin LOD degerinin
hesaplanmasinda S/N 3 olarak, LOQ degerinin hesaplanmasinda S/N 10 olarak
alinmigtir. LOQ konsantrasyonlarinda dokuz defa enjeksiyon yapilarak (herbir
standart madde i¢in), bu konsantrasyonlara karsilik gelen alanlarin % RSD verileri de
hesaplanmaistir, % RSD=(SD/Mean)x100.

2.3. Aktivite Testleri

2.3.1. Antidiyabetik Potansiyel

N. cadmea’in toprak ustii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstre alfa-
glukozidaz enzim inhibitér ve alfa-amilaz enzim inhibitér aktivite testi ile

antidiyabetik potansiyeli agisindan incelenmistir.

2.3.1.1. Alfa-Glukozidaz Enzim inhibitor Aktivite Testi

Bacillus stearothermohilus kaynakli a-glukozidaz tip 4 enzimi fosfat tamponu
(0,5 M, pH: 6,5) icinde ¢Oziilmiistiir. Enzim ve metanollii ekstre mikro plak
kuyucuklaria uygulanmis ve etiivde 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu iglem
sonrasinda  kuyucuklara substrat ¢ozeltisi (20 mM  p-nitrophenyl-a-D-
glucopyranoside (NPG)) eklenmistir. Karisim etiivde 35 dakika boyunca 37 °C’de
inkiibe edilmistir. NPG’nin a-glukozidaz enzimi ile hidrolizine bagl olarak 405
nm’de emilimdeki artis bir ELISA mikro plak okuyucu ile dl¢iilmiistiir. Giiclii bir a-
glukozidaz enzim inhibitorii olan akarboz pozitif kontrol i¢in kullanilmistir.
Inhibisyon yiizdesi (%), Inhibisyon vyiizdesi (% )=[(Akontrol-Admek)/Akontrol] <100
denklemi ile hesaplanmistir (Gékbulut ve ark. 2017).
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2.3.1.2. Alfa- Amilaz Enzim Inhibitor Aktivite Testi

Domuz pankreasindan elde edilen a-amilaz Tip 4, distile suda ¢oziilmiistiir.
Substart ¢ozeltisi olarak fosfat tamponu (pH: 6,9) kullanilmistir. Mikro plak izerine
kontrol ve ekstre gruplar1 3’erli olarak ekilmistir. Daha sonra enzim ¢ozeltisi ilave
edilerek reaksiyon baslatilmistir. Karisim oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten
sonra ekilen biitiin kuyucuklara nisasta substrati eklenmis ve oda sicakliginda 3
dakika bekletilmistir. Daha sonra karisima DNS renk reaktif ¢ozeltisi (96 mM 3,5-
dinitrosalisilik asit, 2 M NaOH i¢inde 5.31 M sodyum potasyum tartrat) ilave edilmis
ve 85 °C'lik etiivde 1sitilmistir. 15 dakika sonra kuyucuklara distile su ilave edilerek
sogutulmustur. Karisimlarin absorbanslari 540 nm’de okunmugtur. Pozitif kontrol
icin akarboz kullanilmistir. Olusan maltoza bagli absorbans su formiile gore
hesaplanmistir: Akontrol Ya 08 Aomek= Atest — ABos- Uretilen maltoz miktari, maltoz
standart kalibrasyon egrisi ve elde edilen net absorbans kullanilarak hesaplanmistir.
Inhibisyon yiizdesi su sekilde hesaplanmistir: Inhibisyon%=[(Maltozkentrol-
Maltozmex)/Maltozkoniror) 1% 100. (Gokbulut ve ark. 2017).
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3. BULGULAR

3.1. Nepeta cadmea Metanol Ekstresi

N. cadmea Boiss.’in toprakiistii kisimlarindan metanol ile hazirlanan ekstre
verimi %14,235 (a/a) olarak hesaplanmistir. Bu ekstre ITK, YPITK, YPSK

analizlerinde ve in vitro enzim aktivite deneylerinde kullanilmistir.

3.2. N. cadmea’nin ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile incelenmesi

Hazirlanan ekstreden 2,19 mg tartilarak viale alinmig 1 ml metanolde
¢Oziilmiistiir. Numune ve standartlarin 2.2.2 boliimiinde belirtilen degisik ¢oziicli
sistemlerinde ITK uygulamalar1 yapilmis ve elde edilen kromatogramlar Sekil 3.1-

3.22 sunulmustur.

Sekil 3.1. N. cadmea’nin toprakiisti kisimlarinin metanollii ekstresinin ve standart
bilesiklerin Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1) ¢dziicii sisteminde giin 1s1¢inda ITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin, 2:Klorojenik Asit, 3:Rozmarinik Asit,
4:Kafeik Asit, 5:Luteolin, 6:Kersetin)
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Sekil 3.2. N. cadmea’nin toprak tistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’deki ITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin, 2:Klorojenik Asit, 3:Rozmarinik Asit,
4:Kafeik Asit, 5:Luteolin, 6:Kersetin)

Sekil 3.3. N. cadmea nin toprak stii kismimin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1) ¢oziicii sisteminde UV 366 nm’deki ITK
kromatogrami1 (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin, 2:Klorojenik Asit, 3:Rozmarinik Asit,
4:Kafeik Asit, 5:Luteolin, 6:Kersetin)
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Sekil 3.4. N. cadmea’nin toprak {istii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (8,5:1,5:0,1) ¢dziicii sisteminde giin 1s1gindaki ITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin, 2:Kersetin, 3:Klorojenik Asit, 4:Rozmarinik
Asit, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)

Sekil 3.5. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (8,5:1,5:0,1) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’deki ITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin, 2:Kersetin, 3:Klorojenik Asit, 4:Rozmarinik
Asit, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)
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Sekil 3.6. N. cadmea’nin toprak iistii kismmnin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik Asit (4:3:2:1) ¢dziicii sisteminde giin 1s13indaki ITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Kersetin, 2:Klorojenik Asit, 3:Kafeik Asit,
4:Rozmarinik Asit, 5:Luteolin, 6:Apigenin)

Sekil 3.7. N. cadmea’nin toprak tistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik Asit (4:3:2:1) ¢dziicii sisteminde UV 254 nm’de ITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Kersetin, 2:Klorojenik Asit, 3:Kafeik Asit,
4:Rozmarinik Asit, 5:Luteolin, 6:Apigenin)
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Sekil 3.8. N. cadmea’nin toprak iistii kismmnin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik Asit (4:3:2:1) ¢dziicii sisteminde UV 366 nm’de ITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Kersetin, 2:Klorojenik Asit, 3:Kafeik Asit,
4:Rozmarinik Asit, 5:Luteolin, 6:Apigenin)

Sekil 3.9. N. cadmea’nin toprak {istii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Formik Asit: Su: Etil Asetat (1:1:15) ¢oziicii sisteminde giin 1s1¢1indaki ITK kromatogranm
(N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin 2:Klorojenik Asit, 3:Rozmarinik Asit, 4:Kafeik Asit,
5:Luteolin, 6:Kersetin)

49



Sekil 3.10. N. cadmea’nin toprak tistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Formik Asit: Su: Etil Asetat (1:1:15) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’de ITK kromatogranm
(N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin 2:Klorojenik Asit, 3:Rozmarinik Asit, 4:Kafeik Asit,
5:Luteolin, 6:Kersetin)

Sekil 3.11. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Formik Asit: Su: Etil Asetat (1:1:15) ¢dziicii sisteminde UV 366 nm’de ITK kromatogrami
(N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin 2:Klorojenik Asit, 3:Rozmarinik Asit, 4:Kafeik Asit,
5:Luteolin, 6:Kersetin)
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Sekil 3.12. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Etil Asetat: Su: Formik Asit: Asetik Asit (100:27:11:11) ¢dziicii sisteminde giin 15181ndaki
ITK kromatogramm (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)

Sekil 3.13. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Etil Asetat: Su: Formik Asit: Asetik Asit(100:27:11:11) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’de
ITK kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)
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Sekil 3.14. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Etil Asetat: Su: Formik Asit: Asetik Asit (100:27:11:11) ¢6ziicii sisteminde UV 366 nm’de
ITK kromatogramm (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)

Sekil 3.15. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Etil Asetat: Formik Asit: Su: Etil Metil Keton (5:5:1:3) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’de
ITK kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Rozmarinik Asit 2:Kafeik Asit, 3:Klorojenik Asit,
4:Kersetin, 5:Apigenin, 6:Luteolin)
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Sekil 3.16. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilegiklerin
n-Hekzan: Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (2:5:2,5:0,5) ¢6ziicii sisteminde giin 1s18indaki
ITK kromatogramm (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)

Sekil 3.17. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
n-Hekzan: Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (2:5:2,5:0,5) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’de
ITK kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)
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Sekil 3.18. N. cadmea nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
n-Hekzan: Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (2:5:2,5:0,5) ¢oziicii sisteminde UV 366 nm’de
ITK kromatograni (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)

Sekil 3.19. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Etil Asetat: Metanol: Su (100:16,5:13,5) c¢oziicii sisteminde giin 1s18indaki ITK
kromatogram1 (N1, N2, N3:Ekstre, 1l:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)
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Sekil 3.20. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Etil Asetat: Metanol: Su (100:16,5:13,5) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’de ITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)

Sekil 3.21. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanolli ekstresinin ve standart bilesiklerin
Etil Asetat: Metanol: Su (100:16,5:13,5) ¢bziicii sisteminde UV 366 nm’de ITK
kromatogram1 (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Klorojenik Asit 2:Rozmarinik Asit, 3:Apigenin,
4:Kersetin, 5:Kafeik Asit, 6:Luteolin)
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Sekil 3.22. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilegiklerin
Etil Asetat: Formik Asit: Su (20:2:3) ¢éziicii sisteminde UV 254 nm’de ITK kromatogrami
(N1, N2, N3:Ekstre, 1:Apigenin 2:Kersetin, 3:Klorojenik Asit, 4:Rozmarinik Asit, 5:Kafeik
Asit, 6:Luteolin)

3.3. N. cadmea’nin Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografisi
(YPITK) ile incelenmesi

Analiz i¢in ATS4, ADC2, Reprostar 3 ve TLC Tarayici 3 ile donatilmis YPITK
sistemi (CAMAG) kullamlmistir. Ince Tabaka Kromatografisinde denenen gesitli
¢oziicii sistemleri icerisinden iki tanesi uygun bulunarak YPITK analizi yapilmistir:
Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1), Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik
Asit (4:3:2). Ekstreler 3 kez olmak iizere ve standartlar sirasi ile rozmarinik asit,
kafeik asit, klorojenik asit, kersetin, apigenin ve luteolin olacak sekilde uygulanmigtir
(Sekil 3.23-3.28)

56



Sekil 3.23. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1) ¢oziicii sisteminde giin 1si3indaki YPITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Rozmarinik Asit 2:Kafeik Asit, 3:Klorojenik Asit,
4:Kersetin, 5:Apigenin, 6:Luteolin)

Sekil 3.24. N. cadmea’nin toprak iistii kismimin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’de YPITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Rozmarinik Asit 2:Kafeik Asit, 3:Klorojenik Asit,
4:Kersetin, 5:Apigenin, 6:Luteolin)
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Sekil 3.25. N. cadmea’nin toprak tstii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilegiklerin
Toluen: Etil Asetat: Formik Asit (5:4:1) ¢dziicii sisteminde UV 366 nm’de YPITK
kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Rozmarinik Asit 2:Kafeik Asit, 3:Klorojenik Asit,
4:Kersetin, 5:Apigenin, 6:Luteolin)

N1 N2 N3 1 2 3 4 5 6

Sekil 3.26. N. cadmea’nin toprak tistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik Asit (4:3:2:1) ¢oziicii sisteminde giin 1s18indaki
YPITK kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Rozmarinik Asit 2:Kafeik Asit, 3:Klorojenik
Asit, 4:Kersetin, 5:Apigenin, 6:Luteolin)
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N1 N2 N3 1 2 3 4 5 6

Sekil 3.27. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik Asit (4:3:2:1) ¢oziicii sisteminde UV 254 nm’de
YPITK kromatogramui (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Rozmarinik Asit 2:Kafeik Asit, 3:Klorojenik
Asit, 4:Kersetin, 5:Apigenin, 6:Luteolin)

N1 N2 N3 1 2 3 4 5 6

Sekil 3.28. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin ve standart bilesiklerin
Kloroform: Etil Asetat: Aseton: Formik Asit (4:3:2:1) ¢oziicii sisteminde UV 366 nm’de
YPITK kromatogrami (N1, N2, N3:Ekstre, 1:Rozmarinik Asit 2:Kafeik Asit, 3:Klorojenik
Asit, 4:Kersetin, 5:Apigenin, 6:Luteolin)



3.4. N. cadmea’nmin YPSK Analizleri

YPSK ile fenoliklerin analizlerinde genel olarak ters faz YPSK metodu
kullanilmaktadir. Bu baglamda degisik tipte C18 kolonlar iizerinde polar ¢6ziiciiler
olan su, metanol, asetonitrilden olusan ¢06ziicii sistemleri kullanilarak analizler
yapilmaktadir. Daha keskin pikler elde etmek amaciyla ortama o-fosforik asit, TFA
vb. asidik maddeler ilave edilmekte ya da tampon ¢ozeltilerden yararlanilmaktadir.
Calismamizda N. cadmea’nin toprakiistii kisimlarindan elde edilen metanollii ekstre
ile standart olarak kullanilan ve bitkide bulunmasi muhtemel olan fenolik bilesikler,
YPSK’ne uygulanmistir. YPSK analizinde; bitki ekstreleri ve standart bilesiklerin
retansiyon zamanlar1 ve UV spektrumlar1 kiyaslanmis ve bitkinin igerdigi fenolik
bilesikler teshis edilmistir. Bitki ekstresinde ana olarak saptanan rozmarinik asit,

klorojenik asit ve kafeik asitin miktar tayini yapilmustir.

3.4.1. Standart Bilesiklerin Dogru Denklemleri

Klorojenik asitin dogru denkleminin olusturulmasinda kullanilan degerler
Cizelge 3.1° de; dogru denklemi, R?>, LOD ve LOQ degerleri Cizelge 3.2° de

sunulmaktadir.

Cizelge 3.1. Klorojenik asitin kalibrasyon verileri

(konsar)l(trasyon (pik):/:llam
mg/ml) ortalamasi, n=3)
0,00037 7,35

0,005 97,67

0,0125 248,59

0,025 557,12
0,05 1146,62
0,25 5446,42
0,5 11064,33
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Cizelge 3.2. Klorojenik asitin dogru denklemi, R2, LOD ve LOQ degerleri

Bilesik

Dogru Denklemi

R2 LOD(mg/ml)

LOQ(mg/ml)

Klorojenik Asit

y=22083x-6,4807

0,9999 0,00011212

0,00037 mg/ml

Kafeik asitin dogru denkleminin olusturulmasinda kullanilan degerler Cizelge

3.3* de, dogru denklemi, R?, LOD ve LOQ degerleri Cizelge 3.4° de sunulmaktadir.

Cizelge 3.3. Kafeik asitin kalibrasyon verileri

(konsa:trasyon (pik);lanl
mg/ml) ortalamasi, n=3)
0,000069 5,13
0,0052 285,36
0,013 707,31
0,026 1413,94
0,052 2955,06
0,26 15330,2
0,52 29370,4

Cizelge 3.4. Kafeik asitin dogru denklemi, R2, LOD ve LOQ degerleri

Bilesik

Dogru Denklemi

R2 LOD(mg/ml)

LOQ(mg/ml)

Kafeik Asit

y=56891x+30,81

0,9996 0,00002091mg/ml

0,000069 mg/ml

Rozmarinik asitin dogru denkleminin olusturulmasinda kullanilan degerler

Cizelge 3.5’ de, dogru denklemi, R? LOD ve LOQ degerleri Cizelge 3.6” de

sunulmaktadir.

Cizelge 3.5. Rozmarinik asitin kalibrasyon verileri

(konsar):trasyon (pik);lam
mg/ml) ortalamasi, n=3)
0,0043 130,79
0,01075 296,03
0,0215 600,18
0,043 1274,26

0,215 6233,4
0,43 12090,2
1,03 29757
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Cizelge 3.6. Rozmarinik asitin dogru denklemi, R2, LOD ve LOQ degerleri

Bilesik

Dogru Denklemi

R2

LOD(mg/ml)

LOQ(mg/ml)

Rozmarinik Asit

y=28820x-26,234

0,9999

0,00007273 mg/ml

0,00024 mg/ml

3.4.2. Alan Ortalamalari, SD ve % RSD Verileri (LOQ Konsantrasyonu)

Cizelge 3.7. LOQ konsantrasyonlarindaki % RSD degerleri

Klorojenik Asit Kafeik Asit Rozmarinik Asit
Alan ortalamasi, n=9 7,35 5,13 130,79
SD 0,1309 0,0997 0,1572
%RSD 1,7809 1,9409 1,9487

3.4.3. Nepeta cadmea Boiss. i¢in Fenolik Madde Analizlerinde Elde Edilen
YPSK Kromatogramlari

Al
rozmarinik asit
p.5) /
m
ks
™
klorojenik asit kafeik asit
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Sekil 3.29. N. cadmea’nin toprak iistii kisminin metanollii ekstresinin 330 nm’de YPSK
kromatogrami
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Sekil 3.30. Baz1 standart bilesiklerin 330 nm’de YPSK kromatogrami (sirasiyla klorojenik
asit, kafeik asit, rutin, elajik asit, rozmarinik asit, kersetin, luteolin, apigenin)

*DAD1, 30.780 (292 mAU, - ) Ref=30.340 & 31.107 of STDMIX2.D
*DAD1, 30.751 (76.9 mAU, - ) Ref=29.977 & 31.304 of NEPETACADMEA2.D

200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 3.31. Standart rozmarinik asit ve ekstredeki rozmarinik asitin cakistirillmug UV
spektrumlari

Cizelge 3.8. N. cadmea’nin toprakiistii kisimlarinin fenolik madde % miktarlari

Klorojenik Asit

Kafeik Asit

Rozmarinik Asit

0,0429+0,0012

0,00271+0,0002

0,6290+0,0095
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3.5. Aktivite Testleri

3.5.1. Alfa Glukozidaz Enzim inhibitor Aktivite Testi

N. cadmea’nin toprak istii kisimlarinin metanollii ekstresi 3 farkli
konsantrasyonda (0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml) test edilmis ve aktiviteleri referans
ilag akarboz ile kiyaslanmistir (Cizelge 3.9). Alfa-glukozidaz enzim inhibitor aktivite
testinde mikro plak kuyucuklarinin goriintiisii Sekil 3.32” de sunulmustur. Referans

olarak Akarboz kullanilmigtir. Herbir 6rnek i¢in 3 kez deneyler tekrar edilmistir.

Cizelge 3.9. Nepeta cadmea Boiss. a-glukozidaz enzim inhibisyonu

EKSTRE %INHIBISYON + STANDART SAPMA
N. cadmea 2 mg/ml 43,57 +4,32
N. cadmea 1 mg/ml 17,14+2,18
N. cadmea 0,5 mg/ml -
Referans
Akarboz 2 mg/ml 100
Akarboz 1 mg/ml 99,86 £ 0,24
Akarboz 0,5 mg/ml 100

_\

A§, \l, ..\

\ - /,, / \/\\ ,/.\ 'S ‘\ = .\

"/: (\ﬁjv \\\g/. k/'.\g./ \\ e ‘

Sekil 3.32. Alfa-glukozidaz enzim inhibitor aktivite testinde mikro plak kuyucuklarinin
gorilintisii
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3.5.2. Alfa Amilaz Enzim Inhibitor Aktivite Testi

Nepeta cadmea Boiss.’in toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresi 3 farkli
konsantrasyonda (0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml) test edilmis ve aktiviteleri referans
ilag akarboz ile kiyaslanmistir (Cizelge 3.10). Referans olarak Akarboz
kullanilmistir. Herbir 6rnek igin 3 kez deneyler tekrar edilmistir. Alfa-amilaz enzim
inhibitdr aktivite testinde mikro plak kuyucuklarmin goriintiisii Sekil 3.33” de

sunulmustur

Cizelge 3.10. Nepeta cadmea Boiss. a-amilaz enzim inhibisyonu

EKSTRE %INHIBISYON + STANDART SAPMA
N. cadmea 2 mg/ml -
N. cadmea 1 mg/ml 36,74 £7,23
N.cadmea 0,5 mg/ml -
Referans
Akarboz 2 mg/ml 100
Akarboz 1 mg/ml 78,88 £8,53
Akarboz 0,5 mg/ml -

Sekil 3.33. Alfa-amilaz enzim inhibitor aktivite testinde mikro plak kuyucuklarinin
goruntiisu
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4. TARTISMA

Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika ve tropikal iklime sahip yerlerin
daglik bolgelerinde yetisen Nepeta tiirleri halk arasinda yara iyilestirici,
antihelmentik, antiromatizmal, Oksiirik sedatifi vb. etkilerinden dolay
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de 19’u endemik olmak iizere 50 takson ile temsil
edilmektedir. Nepeta tiirleri tizerinde ¢ok sayida ¢alisma bulunmakta ve ¢aligmalar
genellikle ugucu yaglar tizerinde yogunlagmaktadir. Ancak Nepeta cadmea tiirii
izerinde ¢aligmalarin kisith sayida olmasi nedeniyle fitokimyasal ve aktivite
caligmalarinin arttirilmas1 gerekmektedir. Bu ¢alismada N. cadmea bitkisinden
hazirlanacak olan metanollii ekstrenin fenolik igeriginin kalitatif ve kantitatif olarak
ters faz YPSK yontemi ile analiz edilmesi, ITK ve YPITK ile biinyesindeki fenolik
bilesiklerin  goriintiileme (screening) c¢alismalarinin  gerceklestirilmesi, alfa-
glukozidaz ve alfa-amilaz enzim inhibisyon testleri yapilmasi amaglanmistir.
Ornegimizin rozmarinik asit basta olmak iizere dnemli fenolik asitler ve flavonoitler
acisindan kalitatif ve kantitatif olarak incelenecek olmasi ¢calismamizin 6zgiinliigiini

ortaya koymaktadir. Bu tiir i¢in literatiide YPITK analiz ¢alismasina rastlanmamustir.

Tez kapsaminda Denizli civarindan toplanan bitki 6rnegimizin toprak stii
kisimlarinin metanollii ekstresi hazirlanmistir. Bu ekstrede, gallik asit, klorojenik
asit, kafeik asit, sinapik asit, elajik asit, protokatesik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,
rozmarinik asit, rutin, luteolin-7 glukozit, kersetin, luteolin, apigenin ve kemferol
bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif analizleri, tarafimizca gelistirilen ters faz YPSK
yontemi ile gergeklestirilmistir. Analizler sonucunda bitkide ¢ok 6nemli miktarda
rozmarinik asit ile birlikte, klorojenik ve kafeik asit varlig1 tespit edilmistir. Miktar
tayini sonuglaria gore bitkide sirasiyla rozmarinik asit, klorojenik asit ve kafeik asit
oranlart %0,6290+0,0095, %0,0429+0,0012, 0,0027+0,0002 olarak saptanmuistir.
Kaska ve ark. tarafindan N. cadmea iizerinde gergeklestirilen fitokimyasal
analizlerde ¢ok sayida bilesik incelenmis, bunlar arasinda epikatesin, klorojenik asit
ve kafeik asit miktarlarinin yiiksek oldugu ifade edilmis, rozmarinik asit varligindan

bahsedilmemistir. Bizim calismamizla kiyaslandiginda tespit edilen bu bilesiklerin
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miktarlarmin diisiik oldugu sdylenebilir. Daha da onemlisi, bu bilesikler bitkide
bulunan rozmarinik asit miktar1 degerlendirildiginde minér bilesikler olarak goze
carpmaktadir. Calismamiz bitkinin toprakiistii kisimlarinin ana bilesiginin diger
bilesiklere oranla ¢ok yiiksek miktara sahip olan rozmarinik asit oldugunu agikca
ortaya koymaktadir (Kaska ve ark. 2018). Standardizasyon ve kalite analizlerinde,
rozmarinik asit analitik marker olarak kullanilabilir ve tarafimizca uygulanan YPSK

ve YPITK yontemleri degerlendirilebilir.

YPITK, bitki ekstrelerinin/iiriinlerin analizlerinde ¢ok tercih edilen bir
kromatografi yontemidir. Bu otomatize sistemde, ayirim esnasinda olusabilecek
olumsuz parametreler minimum seviyeye inmekte, tekrarlanabilir, saglam ve kesin
sonuglar/kromatogramlar elde edilebilmektedir. Bu ¢alismada, N. cadmea toprakiistii
kisimlarindan elde edilen metanol ekstresi énceden ITK analizleri yapilarak
belirlenen iki ¢oziicii sistemi kullanilarak YPITK ile incelenmistir. Elde edilen
kromatogramlarda rozmarinik asit, klorojenik asit ve kafeik asit varligi tespit edilmis,
ekstrenin parmak izi kromatogramlari da sunulmustur. Bu bitki ve bundan elde
edilecek triinlerin analizlerinde, kalite kontrol ¢alismalarinda tarafimizca gelistirilen

bu yontem kullanilabilecektir.

N. cadmea’nin toprak istii kisimlarinin metanollii ekstresi alfa-glukozidaz ve
alfa-amilaz enzim inhibitor aktivite testleri ile antidiyabetik potansiyeli incelenmistir.
Literatiir verilerine gore N.cadmea bitkisinin antioksidan, sitotoksik ve antihelmentik
etkileri oldugu yayimlanmistir (Kaska ve ark., 2018). Ekstrenin antidiyabetik
potansiyeli degerlendirildiginde, alfa-glukozidaz enzimi i¢in % inhibisyon degeri 2
mg/ml konsantrasyonda 43,57+4,32, 1 mg/ml konsantrasyonda ise 17,14+2,18
olarak; alfa amilaz enzimi i¢in 1 mg/ml konsantrasyonda 36,74+7,23 olarak
bulunmustur. Ekstre 0,5 mg/ml konsantrasyonda her iki enzim iizerinde de referans
olarak kullanilan Akarboz ile karsilagtirildiginda inhibitor aktivite gostermemistir.
Bitkinin, alfa-glukozidaz inhibitdrii etkisi agisindan umut verici oldugu ve fitoterapi

acisindan degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.
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Bitkinin metanollii ekstresinin YPSK ile analizi ve 6nemli bilesiklerin kalitatif
ve kantitatif analizleri, ITK ve YPITK ile parmakizi kromatogramlarinin sunulmast,
ote yandan alfa glukozidaz ve alfa amilaz enzim inhibisyon testleri ile antidiyabetik

potansiyel agisindan degerlendirilmesi bilim diinyasina yeni veriler kazandirilmasi

agisindan dnemlidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Literatlir verilerine gore, fitokimyasal calismalarin Nepeta cadmea Boiss.
disinda baz1 Nepeta tiirleri {izerinde yogunlastid1 saptanmistir. Ulkemizde de belli
tiirler tizerinde kisith sayida benzer ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak iilkemizde ve
yurt disinda N. cadmea bitkisi {izerine yapilan ¢aligmalarin halen ¢ok kisitli olmasi

bizi bu bitki ile calismaya yonlendirmistir.

Tez calismamizda Oncelikle; N. cadmea ve Nepeta cinsine dahil olan diger
tirlerin tasidiklar1 etken maddeler ve gosterdikleri farmakolojik aktivitelerle ilgili

kapsaml: literatiir taramasi yapilmis ve elde edilen veriler 6zetlenmistir.

Fitokimyasal calismalar kapsaminda; Denizli civarindan toplanan N.
cadmea’nin toprakiistii kisimlarinin metanollii ekstresinin YPSK ile Kkalitatif ve
kantitatif olarak analizi yapilmistir. Fenolik bilesiklerin bulunup bulunmadigi
degerlendirilmis, bulundugu tespit edilen bilesiklerin miktar tayini yapilmistir. YPSK
analizi sonucu ekstrede bulundugu tespit edilen bilesikler; rozmarinik asit, kafeik asit
ve klorojenik asittir. ITK ve YPITK ile ekstre biinyesindeki fenolik bilesiklerin

goriintliileme (screening) calismasi gerceklestirilmistir.

Antidiyabetik potansiyel alfa-glukozidaz ve alfa-amilaz enzim inhibitor
aktivite testleri ile akarboza karsi degerlendirilmistir. N. cadmea’nin toprak {istii
kisimlarinin ~ metanollii  ekstresi hazirlanarak in  vitro aktivite testleri
gerceklestirilmistir. % inhibisyon degerleri hesaplanmis ve ekstrenin alfa-glukozidaz
inhibitor aktivite yoniinden doza baglh olarak orta seviyede inhibitor etki gosterdigi

saptanmuistir.

N. cadmea iizerinde yapilan veri taramalarinda; bu tiir ile ilgili yurtici ve
yurtdisi caligmalarin yetersiz oldugu anlasilmaktadir. Bitkinin igerdigi sekonder
metabolitler nedeniyle gosterdigi; antioksidan, sitotoksik, antidiyabetik,
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antinelmentik etkiler arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Halk arasinda da
kullanilan bu tiir {izerinde gergeklestirilecek aragtirmalarin  devami Onem
arzetmektedir. Tez c¢alismamizda elde edilen veriler 1s18inda yapilacak ileriki
calismalar bitkinin hastaliklardan korunma ve tedavi edici Ozelliklerinin net bir

sekilde ortaya konulmasina olanak saglayacaktir.
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OZET

Nepeta cadmea Boiss. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Bu caligma kapsaminda, Lamiaceae familyasinda yer alan ve tilkemizde endemik olan
Nepeta cadmea Boiss. bitkisi iizerinde farmakognozik agidan incelemeler yapilmasi
amaclanmaktadir.

Calisma materyallerimiz olan N. cadmea bitkisinin toprak st kisimlarindan
hazirlanan metanollii ekstrenin, fenolik bilesikler agisindan, tarafimizca gelistirilen ters faz
YPSK yontemi ile kalitatif ve kantitatif analizleri gergeklestirilmistir. Ekstre igerisinde
rozmarinik asit basta olmak tizere klorojenik asit ve kafeik asit varligi saptanmis ve bu
bilesiklerin miktar tayinleri yapilmusgtir.

N.cadmea Boiss bitkisinin toprak istii kisimlarimin metanollii ekstresinin gesitli
¢oziicii sistemlerinde ITK analizleri yapilarak, icerdikleri etken madde gruplari
arastirtlmistir.  ITK analizleri dogrultusunda en uygun c¢oziicii sistemleri segilerek
calismamizin zgiinliigiine 6nemli dlciide katki saglayan YPITK analizleri yapilmistir. iTK
ve YPITK analiz verilerinin YPSK analiz verileri ile paralel oldugu goriilmiistiir.

N.cadmea Boiss. bitkisinin toprak {istii kisimlarmin metanolli  ekstresinin
antidiyabetik potansiyeli in vitro olarak test edilmistir. Alfa-glukozidaz ve alfa-amilaz enzim
inibitor aktivite testleri ile antidiyabetik potansiyeli tayin edilmistir. Hesaplanan %
inhibisyon degerlerine gore ekstrenin 6nemli Olgiide antidiyabetik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Antidiyabetik etki, Fenolik bilesikler, Nepeta cadmea, YPITK, YPSK.
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SUMMARY

Pharmacognostic Investigation on Nepeta cadmea Boiss.

In this study, Nepeta cadmea Boiss. which is a endemic plant in our country and
member of Lamiaceae, is aimed to investigate in the field of pharmacognosy

Methanol extract of aerial parts of N.cadmea Boiss. plant, is examined as qualitative
and quantitatively for phenolic compounds, by using reverse phase HPLC method developed
by us. In the extract, tremendous amount of rosmarinic acid together with chlorogenic acid
and caffeic acid are detected and quantified.

Methanol extract of aerial parts of N.cadmea Boiss is analysed by TLC to determine
active compound groups. As a result of TLC analysis, optimal solvent systems are
determined and HPTLC analysis are carried out, that contributed originality of our study.
TLC and HPTLC analysis results are parallel with HPLC results.

Methanol extract of aerial parts of N.cadmea Boiss. plant is investigated in-vitro for
antidiabetic potential. Alpha-glucosidase and alpha-amilase enzyme inhibitor activity tests
are used to determine antidiabetic potential. Considering % inhibition values, antidiabetic
activity of the extract is thought to be promising.

Keywords: Antidiabetic activity, HPLC, HPTLC, Nepeta cadmea, Phenolic compounds.
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