ORIGANUM MINUTIFLORUM O.
SCHWARZ ET P.H. DAVIS UZERINE
FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR

Doktora Tezi
Ecz. Giilsiim YILDIZ
Eskisehir 2020



ORIGANUM MINUTIFLORUM O. SCHWARZ ET P.H. DAVIS UZERINE
FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR

Ecz. Giilsiim YILDIZ

DOKTORA TEZi

Farmakognozi Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Nes’e KIRIMER
ikinci Damisman: Prof. Dr. Mine KURKCUOGLU

Eskisehir
Anadolu Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii
Subat 2020

Bu Tez Calismast BAP Komisyonunca kabul edilen 1603S114 no.lu proje
kapsaminda desteklenmistir.



JURI VE ENSTITU ONAYI

Gilstim YILDIZ in “Origanum minutiflorum O. Schwarz et P.H. Davis Uzerinde
Farmakognozik Calismalar” baslikli tezi 19/02/2020 tarihinde asagidaki jiri tarafindan

degerlendirilerek “Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Yonetmeligi”nin

ilgili maddeleri uyarinca, Farmakognozi Anabilim Dali’'nda Doktora tezi olarak kabul

edilmisgtir.
Unvani-Adi Soyadi Imza
Uye (Tez Danigman) : Prof. Dr. Nesg’e KIRIMER
Uye : Prof. Dr. Betiil DEMIRCI
Uye : Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
Uye : Prof. Dr. {lhan GURBGZ
Uye : Dog. Dr. Alper GOKBULUT

P

Frof, Dr, Nlan GUABOBDU-KARAR

Mid

JRUN




OZET

ORIGANUM MINUTIFLORUM O. SCHWARZ ET P.H. DAVIS UZERINE
FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR

Giilsiim YILDIZ
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Subat 2020
Danisman: Prof. Dr. Nes’e KIRIMER

fkinci Danisman: Prof. Dr. Mine KURKCUOGLU

Bu tez kapsaminda Tiirkiye’de Siitciiler kekigi olarak bilinen ve ticari oneme sahip
endemik Origanum minutiflorum O. Schwarz et P.H. Davis’un Avrupa Farmakopesi
standartlarina uygun bir monografinin olusturulmasi ve toprak iistii kismindan hazirlanan
ekstreleri ile ugucu yaginin in vitro lipoksijenaz, siklooksijenaz ve matriks
metaloproteinaz-9 enzim inhibisyonlarinin aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama

kullanilarak arastirilmasi amag¢lanmistir.

Ekstre %70’lik etanol ile hazirlanmis ve sivi-sivi ekstraksiyon ile fraksiyonlara
ayrilmistir. Diger ekstrelere kiyasla siklooksijenaz enzimleri iizerinde yiiksek inhibisyon
gosteren etil asetat ekstresi kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmistir. Miktarlar1 fazla
olan fraksiyonlar inelenmis ve bu faksiyonlarin, etil asetat ekstresine gore % inhibisyon
degerlerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Enzimler iizerinde yiiksek inhibisyon
gosteren ekstrelerin ve fraksiyonlarin bazi kimyasal bilesenleri Yiiksek Performansli S1vi

Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi-Kiitle Spektrometresi ile belirlenmistir.

Hidrodistilasyon metodu ile elde edilen ugucu yagin analizi Gaz Kromatografisi ve
Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi ile gergeklestirilmistir. Ugucu yagin
lipoksijenaz, siklooksijenaz ve matriks metaloproteinaz-9 enzimleri iizerinde diisiik

inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Origanum minutiflorum, Monograf, Lipoksijenaz, Siklooksijenaz,

Matriks metaloproteinaz-9.



ABSTRACT

PHARMACOGNOSTICAL STUDIES ON ORIGANUM MINUTIFLORUM O.
SCHWARZ ET P.H. DAVIS

Gilsiim YILDIZ
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, February 2020
Supervisor: Prof. Dr. Nes’e KIRIMER

Co-Supervisor: Prof. Dr. Mine KURKCUOGLU

In this thesis, it is aimed to prepare a monograph of Origanum minutiflorum O.
Schwarz et P.H. Davis, an endemic species with commercial importance in Turkey, in the
format of European Pharmacopoeia and investigate in vitro inhibition of lipoxygenase,
cyclooxygenase and matrix metalloproteinase-9 enzymes of extracts and essential oil

prepared from aerial parts using activity guided assay.

Extracts were prepared 70 % ethanol and fractionated by liquid-liquid extraction.
Since etyl acetate extract showed higher inhibition compared to other extracts on
cyclooxygenase enzymes, it was fractionated by column chromatography. Fractions with
large amonut showed higher inhibition % than ethyl acetate extract.

Some chemical composition of the extracts and the fractions that show high
inhibition on enzymes were determined by High Performance Liquid
Chromatography/Mass Spectrometry-Mass Spectrometry.

Essential oil obtained by hydrodistillation method was analyzed by Gas
Chromatography and Gas Chromatography/Mass Spectrometry. The essential oil showed
low inhibition on lipoxygenase, cyclooxygenase and matrix metalloproteinase-9

enzymes.

Keywords: Origanum minutiflorum, Monograph, Lipoxygenase, Cyclooxygenase,

Matrix metalloproteinase-9
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1. GIRIS VE AMAC

Tirkiye, cografi yapisi sebebiyle genetik cesitlilik ve endemizm bakimindan zengin
floraya sahip olmasinin yani sira bir¢ok bitkinin de gen merkezi konumundadir. Tiirkiye
florasinda 11.000'den fazla cigekli bitki taksonu kaydedilmistir. Bu taksonlarin
%30'undan fazlasi yliksek endemizm oranina sahip aromatik bitkiler igerir (Baser,

2002a).

Tibbi ve aromatik bitkiler ¢ok eski devirlerden beri gerek baharat gerekse ilag ve
kozmetik hammaddesi olarak kullanilmaktadir. 19. Yiizyil ortalarindan sonra hizla
gelisen sentetik ilaclarin insan sagligi {lizerine istenmeyen etkilerinin ortaya ¢ikmasi,
dogal iiriinlere doniisii giderek artirmaktadir. Ulkemiz diinyada tibbi ve aromatik bitki
ticaretinde 6nemli bir yere sahiptir. Dogadan toplanan 347 tiiriin ticareti yapilmakta ve
bu tiirlerin %30’u ihra¢ edilmektedir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011). Onemli ihrag
kalemlerimizden olan ugucu yaglarin hammaddeleri dogadan karsilanmaktadir (Karik
vd., 2007). Dogadan toplanan tibbi ve aromatik bitkilerden istenen kalitede iiriin elde
edebilmek icin, toplamalarin siirdiirebilirlik ilkesine dayali olarak, floraya zarar
vermeden yapilmasi, toplayicilarin egitilmesi, hasat sonrasi islemlerin, depolama ve
nakliyenin uygun kosullarda yapilmasi gerekir. Ancak bu kosullarda diinya pazarinin

istedigi kalite ve standartta iiriin elde edilmis olabilmektedir (Bayram vd., 2010).

Tiirkiye’nin ticari bitkileri arasinda ilk siray1 kekik almaktadir. Tiirkiye’de ‘kekik’
olarak kullanilan ve ticareti yapilan tlirler Lamiaceae familyasina ait bitkilerdir.
Origanum L., familyanin en 6nemli cinslerinden biridir. Tiirkiye’de ticareti yapilan ve

ucucu yag tiretiminde kullanilan Origanum tiirleri;
Origanum onites L. (Bilyal1 kekik, Tiirk kekigi, Izmir kekigi),

Origanum vulgare L. subsp. hirtum (Link) letswaart [(Sin: Origanum
heracleoticum L.) (Istanbul kekigi, Kara Kekik, Yunan kekigi)],

Origanum minutiflorum O. Schwarz et P.H. Davis [(Siitciiler kekigi, Yayla kekigi,
Toka kekigi) (Endemik)],

Origanum majorana L. [(Sin: Origanum dubium Boiss.) (Beyaz kekik, Alanya
kekigi)],



Origanum syriacum L. var. bevanii (Holmes) letswaart (Dag kekigi, Suriye kekigi,

Israil kekigi, Tarsus kekigi)’dir.

Ihrag edilen kekik tiirleri igerisinde izmir kekigi (Origanum onites) en biiyiik paya
sahiptir. Son zamanlarda, bir diger endemik tiir olan Origanum acutidens (Hand.-Mazz.)
letswaart i¢ piyasada yer almistir (Baser, 2001; 2002b; 2014; Oztiirk vd. 2014; Bayraktar
vd., 2017). Ulkemiz ticari kekikleri i¢inde yer alan O. majorana ucucu bilesikleri de goz
Oniine alinarak yapilan genetik arastirmalar sonucu O. dubium olarak isimlendirilmistir

(Lukas vd., 2013).

Ticari Origanum tiirlerinin ugucu yag bilesimi ve biyolojik etkileri ile ilgili ¢ok
sayida arastirma bulunmasina karsilik diger sekonder metabolitleri ile ilgili arastirma
sayist azdir. Yaygin olarak oncelikle baharat ve tibbi bitki olarak kullanilmalarina ragmen
biyolojik aktivite arastirmalar1 da yeterli degildir. O. minutiflorum Isparta ilimiz Siit¢iiler
mevkiinde dogal yayildig1 alanlardan siirdiiriilebilir bir sekilde yillardir toplanmakta olan
endemik bir tiirdiir. Ticari kekikler arasinda yer almakta, yardumuzda ve ihracati yapilan
pek c¢ok tlkede gesitli gidalarla birlikte kullanilmakta olmasina ragmen farmakolojik

etkileri ile ilgili arastirma yok denecek kadar azdir. (Baser, 2002b).

Tibbi amagla kullanilabilecek hammadde olarak kekik monografi, Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim iiyeleri tarafindan
hazirlanmis ve 1993 yilindan bugiine iilkemizin resmi Farmakopesi olan Avrupa
Farmakopesi 5. baskisinda yaymlanmistir. “Oregano” basligr altindaki bu monografta O.

onites ve O. vulgare ssp. hirtum yer almaktadir (European Pharmacopoeia, 2005).

Ticarete verilen tiirler sadece bu iki tiirden olusmadigi i¢in Oncelikle O.
minutiflorum’un Avrupa Farmakopesi standartlarina uygun monografinin hazirlanmasi
amaclanmistir. Ayn1 zamanda gidalarla birlikte bol miktarda tiiketilen bu tiiriin biyolojik
etkilerine 1s1k tutabilmek i¢in bitkinin toprak istii kismindan hazirlanan ekstreleri ile
ucucu yaginin in vitro lipoksijenaz, siklooksijenaz ve matriks metaloproteinaz-9 enzim
inhibisyonlarinin belirlenmesi, etkili bulunan ekstrelerin fraksiyonlanmasi, etkili
fraksiyonlarin ~ bilesimlerinin =~ YPSK/KS-KS  (Yiiksek  Performansli  Sivi
Kromatografisi/Kiitle =~ Spektrometresi-Kiitle = Spektrometresi) ile aydinlatilmasi
hedeflenmistir. Ucucu yagin bilesimi GK (Gaz Kromatografisi) ve GK/KS (Gaz

Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi) ile belirlenecektir.
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2. KAYNAK BILGISi

2.1. Lamiaceae (Labiatae) Familyasi

Lamiaceae familyasinin diinyada yaklagik 245 cins ve 7886 tiiri oldugu
bilinmektedir. Bu familya tiyeleri Akdeniz iilkeleri basta olmak iizere Avustralya, Giiney
Bati Asya ve Giiney Amerika’da ¢ok sik yayilis gostermektedir. Tiirkiye Lamiaceae
familyasinin 6nemli gen merkezlerinden biridir (Koyuncu vd., 2010; Giiner vd., 2012).
Lamiaceae, 46 cins, 602 tiir ve 179 alt tiir ve varyeteyi iceren 782 taksonu ile Tiirkiye'nin
ticlincii biiylik familyasidir. Lamiaceae familyasinin 346 taksonu (271 tiir ve 75 alttiir ve
varyete) endemiktir. Yaklasik %44 endemizm orani ile bu agidan Tiirkiye’nin en zengin
ticlinci familyast konumundadir. Familyanin 24'i endemik olan 28 de hibriti vardir
(Baser vd., 1993; Baser ve Kirimer, 2018; Celep ve Dirmenci, 2017).

Lamiaceae familyasi iiyeleri, ugucu yag tasiyan, bir ya da ¢ok yillik otsu bitkiler
veya calilardir. Salg tiiyleri tasir ve ugucu yag icerirler. Govde dort koseli, yapraklar
¢ogu zaman basit, bazen parcal1 ve dekuzat diziliglidir. Cigekler vertisillat durumundadir,
zigomorf ve bilabiattir. Ucucu yag, basi tek, sap1 ¢ok hiicreli salgi tiiyleri ile bas1 8-16
hiicreli ve pul seklindeki Labiatae tipi salgi tiiylerindendir. Stamen 4 tane, ¢ogu zaman
didinamdir, bazen de 2 stamen bulunur. Ovaryum 2 karpelden meydana gelmis 4 gozlii
ve list durumludur, her gézde 1 oviil bulunur; stilus ginobaziktir. Meyve 4 nuska ayrilan

bir sizokarptir (Davis, 1982).

2.2. Origanum L. Cinsi

Yar1 ¢calims1 veya otsu ¢ok yillik, tliylii veya tiiysiiz (genellikle mavimsi yesil).
Govdeler birkag tane, ylikselici veya dik, genellikle dallanmis. Yaprak subsesil veya =+
petiolat, eliptik, ovat, kordat veya suborbikular, tam veya + disli, u¢ kisim obtus veya
akuminat. Vertisiller 2-birkag-¢igekli, infloresans + yogun basak seklinde olup panikul
ya da yalanct korimbus seklinde diizenlenmis. Brakte her zaman sekil ve boyut
bakimindan yapraklardan farkli olmaktadir. Genellikle imbrikat, 5-3 X kaliks kadar
uzunlukta, ya zarims1 ve kismen mor ya da sarims1 yesil veya doku ve renk bakimindan
yapraklara benzer. Cigekler hermafrodit veya ginodioik. Kaliks degisken, + aktinomorf
ve 5-disli, veya zigomorf ve 1-2 dudakli, 13 veya yaklagik 10 damarli; bogaz kismi
genellikle halka seklinde tiiylii. Korolla mor, pembe veya beyaz, + esit 2-dudakli, tiip

bazen torba seklinde ya da yassilagmis; tist dudak emarginat veya kisa seklinde iki loplu,
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alt dudak 3-loplu. Stamenler 4, alt ¢ift daha uzun, korolla disinda veya + iginde, tist dudak
altinda yiikselici diiz veya ayrilmis; filamentler + esit degil; teka ayrilmig. Meyveler
kiiciik, ovoid, kahverengi (Davis, 1982).

2.2.1. Origanum L. cinsinin yayihsi

Origanum cinsi bir Iran-Turan elementi olup Dogu Anadolu’dan diinyaya
yayilmustir. Bitkinin ismi Yunanca ‘oros’ -dag ve ‘ganos’ -siis kelimelerinden tiiremis ve
daglarin siisii anlamina gelmektedir. Origanum, cinsine ait tiirlerin yaklagik %75’ Dogu
Akdeniz, ¢ok az bir kismi1 Bat1 Akdeniz bolgesinde yayilmaktadir. Tiirkiye’de Origanum
cinsine ait 27 tur ve 31 takson bulunmaktadir. Tirler bazinda endemizm oran1 %67,
takson bazinda endemizm oran1 %58 dir (Celep ve Dirmenci, 2017).Tiirlerin arasinda O.
vulgare ¢ok genis bir yayilisa sahip olup 4 alt tiirii ile Bati Akdeniz’den Orta Asya’ya
kadar yayilmaktadir. Tiirlerin cogu yiiksek kesimlerde ve daglik alanlarda, (0)-400-1800-
(4000) m ytikseklikte bulunur. En ¢ok 1200-1500 m yiikseklikte yetismektedir. Origanum
tirlerinin neredeyse timil taglik, yama¢ ve kayalik alanlarda, u¢urumlarda yetigir

(Ietswaart,1980; Ttimen vd., 1995).

2.3. Origanum minutiflorum O. Schwarz Et P.H. Davis

35 cm’ye kadar yiikseklikte hemen hemen ¢alimsi bitkiler, kisa ve ince tiiylii. Dallar
her govdede 10 ¢ifte kadar, 4 cm’e kadar uzunlukta. Yaprak saplidan hemen hemen
sapsiza kadar (saplar 6 mm’ye kadar), ovat veya eliptik, 3-16 x 1-12 mm, + akut. Spikiil
yaklasik 2-8 X 3 mm. Brakte ovat veya eliptik, 1-3 x 0.5-1.5 mm, + obtus. Kaliks yaklasik
olarak 2 mm,; iist dudak loplu veya + yaklagik olarak 2/5’ine kadar genis tiggen disli; alt
dudak =+ iist dudak kadar, genis ticgen sekilli disten olusur. Korolla beyaz, 2.5-4 mm.
Ciceklenme zamani Temmuz-Agustos. Kayalikli kire¢ tasli yamaglar, 1500-1800 m.
Endemik bir tiirdiir. Antalya: Kemer, Tahtali Dag, Cukur Yayla mevkii; Antalya: Calbali
Dagi, Kar ¢ukuru ve Fesliken Yaylast arasi; Isparta: Siitciiler, Candir, S6giit Yaylast;
Antalya: Saklikent yorelerinde yayilis gosterir (Davis, 1982; letswaart, 1980).

2.4. Kekik Uretimi ve Ticareti
Tiirkiye, diinya kekik ticaretinde lider konumdadir. Tiirkiye’yi Meksika, Peru,
Yunanistan ve diger Akdeniz iilkeleri takip etmektedir. Meksika kekigi Origanum
tiirlerinden degil Lippia tiirlerinden elde edilmekte ve agirlikli olarak Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde kullanilmaktadir. Ancak son yillarda Tiirkiye’den ABD’ye
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Oregano ihracati da artmis durumdadir. Son tahminlere gore diinya c¢apindaki kekik
tiretimi yaklasik 9000 ton civarindadir. 1999 yilinda bu miktarin 2/3’iinden fazlasi sadece

Tiirkiye tarafindan tretilmistir (Baser, 2002Db).

2011 yilinda diinya kekik tiretimi bir 6nceki yila gore yaklasik olarak %3’liik bir
diisiis gostermesine ragmen Tirkiye’deki kekik iiretiminde ayni donem igin yaklasik
%4’ liik artis gostermistir. Tlrkiye diinya kekik ihtiyacinin yaklasik %70’ini karsilamustir.
Bu doénemde Tiirkiye’yi takip eden iilkeler Peru ve Meksika olmustur (Tunca ve
Yesilyurt, 2017).

Diinya piyasasinda Tiirk kekiklerinin tercih edilme sebebi, kekiklerin islenmesi i¢in
Tiirkiye'de gelistirilen uzmanlik ve becerilerden kaynaklanmaktadir. Son {iriin temiz ve
uluslararas1 standartlara uygundur. Uriin bdcek parcalart vb. yabanci madde ve
mikrobiyal kirlilik icermez, ugucu yag verimi %2.5’ten az degildir. Tiirk kekiklerinin
diinya pazarinda itibarinin iyi olmasi, yillik 650 ton ham kekigin islenerek tekrar ihrag
edilmek {izere Tiirkiye’ye ithal edilmesine neden olmaktadir (Baser, 2002b). Tiirkiye’nin
kekik ihracat-ithalat degerleri ile ilgili Ormancilik Sektér Raporu verileri Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1. 2009-2018 Yillart arasinda Tiirkiye 'nin kekik ihracat-ithalat miktar: ve degerleri
(Ormancilik Sektor Raporu, 2019)

Yil Ihracat (kg) ihracat ihracat (§) ithalat ithalat ithalat ($)
birim fiyat (kg) birim fiyat
($/kg) ($/kg)
2009 11.381.298 2.5 28.443.776 460.370 2.6 1.198.231
2010 12.912.682 2.0 27.999.903 985.417 2.0 2.148.414
2011 13.112.041 2.3 29.721.036 911.749 2.2 1.851.860
2012 13.900.361 2.8 39.718.997 1.687.976 2.0 3.341.972
2013 14.718.245 3.8 55.976.428 1.695.371 25 4.303.706
2014 15.490.927 3.8 59.699.747 1.360.191 2.7 3.654.247
2015 15.153.249 3.7 55.703.347 1.348.315 2.9 3.875.277
2016 17.048.880 3.5 60.380.209 1.658.160 2.9 4.749.539
2017 17.708.505 3.2 56.931.082 1.516.690 2.6 3.963.372
2018 17.426.213 3.2 56.308.621 1.787.584 2.5 4.479.033




Tablo 2.1’e gore Tiirkiye’nin 2009-2018 yillar1 arasindaki kekik ihracati

degerlendirmeleri su sekildedir:

-2009 yilinda 28.443.776 ABD Dolar1 getiriye karsilik 11.381.298 kg kekik ihracati
gerceklestirilmistir, kekigin kg basina degeri ise 2.5 ABD Dolar1 olarak hesaplanmuistir.

-17.708.505 kg kekik ihracatinin gergeklestirildigi 2017 yil1 2009-2018 déneminin
ihra¢ edilen kekik miktarinin en fazla oldugu yil olarak degerlendirilmistir. Bu doneme

ait kekik ihracat getirisi 56.931.082 ABD Dolaridir, kg basina degeri 3.2 ABD Dolaridir.

-2014 ve 2016 yillar1 sirasiyla 59.699.747 ABD Dolar1 ve 60.380.209 ABD Dolar1

getiriyle kekik ihracat getirisinin en fazla oldugu yillar olarak goriilmektedir.

-2018 kekik ihracat verilerine gore 17.426.213 kg kekik ihrag¢ edilmis 56.308.621
ABD Dolar getiri elde edilmistir, kekigin kg basina degeri 3.2 ABD Dolaridir.

-Kekik ihracat miktar1 artarken birim fiyatta artis olmus dolayisiyla ihracat

gelirinde de artis olmustur.

-Tirkiye’nin 2018 yili itibari ile son 10 yildaki kekik ihracatinin istikrarl bir artis

gosterdigi sdylenebilir.

-Tirkiye 2009-2018 yillart arasinda 460.370-1.787.584 kg araliginda kekik ithal
etmistir. Tirkiye’nin belirtilen yillar arasindaki kekik ithalatinin da kekik ihracati ile
birlikte artig gosterdigi tespit edilmistir. Ancak kekik ihracat ve ithalat miktar ve degerleri
kiyaslandiginda ithalat rakamlarinin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmektedir. islenmemis
olarak ithal edilen kekik islenerek tekrar ihrag edilmektedir. Bu nedenle ithal edilen kekik

de katma deger saglamaktadir.

1000 ton kekik yurt icinde baharat veya ¢ay olarak tiiketilmektedir, geri kalan kisim
ucucu yag eldesinde kullanilmakta veya ihra¢ edilmektedir. Giivenilir verilere ulagmak
zor olsa da 2002 yili kaynak verilerine gore Tiirkiye 30 tonun {izerinde kekik ugucu yagi

ihra¢ etmektedir (Baser, 2002b).

Tahminlere gore yillik 10.000 tonun tizerinde kurutulmus kekik Tiirkiye’deki dogal
yayilis alanlarindan toplanmaktadir. (Baser, 2002b). Ihrac edilen kekigin %95°i dogadan
toplanarak, %5°1 kiiltiir sahalarindan elde edilmekteydi. Ancak, son yillarda ihrag¢ edilen

kekigin yarisindan fazlas: kiiltiir sahalarindan saglanmaktadir (Ozgiiven vd., 2005).
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Dogadan toplanan kekikler; O. onites, O. syriacum, O. majorana, O. vulgare subsp.
hirtum, O. minutiflorum, Thymbra spicata L. ve Coridothymus capitatus L. gibi farkl: tiir
ve cinsleri kapsamaktadir. Tirkiye’de, 2010-2017 yillar1 arasinda iiretilen islenmemis
kekik miktar1 Tablo 2.2°de verilmistir. Tiirkiye’de, odun dis1 orman iiriinleri kapsaminda
degerlendirilen tirtinlerden biri olan kekik 2017 yilinda iiretimi en ¢ok yapilan bitkilerden
biri olarak degerlendirilmistir. Islenmemis kekik iiretimi miktarinda belirtilen yillar

iginde diizenli bir artistan s6z edilememekte, dalgali bir seyir izledigi goriilmektedir.

Tablo 2.2. 2010-2017 Yulart arasinda Tiirkiye 'de kekik tiretimi (Ormancilik Sektor Raporu, 2019)

Yil 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Islenmemis kekik ~ 1.412 9.721 1.786 1.874 2.493 2.159 1.256 1511
(Ton)

O. onites ve O. vulgare subsp. hirtum Isparta, Denizli ve Izmir civarinda kiiltiirii
yapilan tiirlerdir (Sokat, 2019). O. onites’in organik tarimi Tirkiye’nin bat1 illerinde
uygulanmaktadir (Baser, 2002b). Tirkiye’deki kekik kiiltiirii ile ilgili ekim alanlar1 ve
tiretim miktar1 Tablo 2.3te verilmistir. Tabloya gore kekik iiretimi, ekim alantyla dogru

orantili olarak artig géstermistir.

Tablo 2.3. Tiirkiye de kekik ekim alani ve iiretimi (Bayraktar vd., 2017)

Yil 2000 2009 2012 2013 2014 2015 2016 2018
Ekim alam (Hektar) 5.250 8.496 9.428 8.913 0.295 10486 12.112 13.98
Uretim (Ton) 7.000 12329 11598 13.658 11.752 12.992 14.724 15.895

2.4.1. Origanum minutiflorum’un hasati ve ticareti

O. minutiflorum, Isparta ve Antalya illeri arasinda dar bir bantta uzanan Bati1 Toros
daglarinda sinirli dagilima sahip endemik bir tiirdiir. Isparta’nin cogunlukla Siit¢tiler ve
Candir ilgelerinde stirdiiriilebilir bir sekilde bilingli olarak yillardir kontrollii olarak
bitkinin hasati yapilmaktadir. Dogal olarak yetisen bu endemik bitkinin toplanmasi
Onceleri ¢evreciler arasinda bazi endiselere neden olmustur. Ancak, yerel isletme ve bes
koy kooperatifi arasinda olusturulan bir protokol ile tiirlin yok olma tehdidi
engellenmistir. Protokol, toplayicilarin bitkiyi her yil belirlenen ve duyurulan tarihlerden

once toplamaya baslamaya baslamasini engellemistir. Bitki her y1l Agustos aymin sonu
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ve Eyliil aymin baginda toplanmaktadir. Bu zaman araligi bitkinin olgunlastigi ve tohum
verdigi doneme denk gelmektedir. Bitkinin toplanmasina izin verildikten sonra kdylii
aileleriyle birlikte dag diizliiklerine tasinir, hasat ve kurutma islemine baslar.
Toplayicilara, bitki koklerinin tahribini 6nlemek igin keskin bir bigakla veya keski ile
kesilmesi ve ciplak elle-sokiilmemesi ile ilgili talimatlar verilir. Basarili olan bu
uygulama dogal yayilis gosterdigi bolgeden siirdiiriilebilir sekilde hasat igin bir 6rnek
olusturmustur. Uriin kdy kooperatifleri tarafindan satin alindiktan sonra tiiccarlara satilir.
Bitki ugucu yag kadar, karvakrol bakimindan da zengindir (Baser, 2002b; Tiimen vd.,
1995; Mueller-Riebau vd., 1995). 2012-2018 yillar1 arasinda satist yapilan O.

minutiflorum’un miktar1 Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4. 2012-2018 Yillart arasinda satist yapilan O. minutiflorum miktar:
(Siitciiler Orman Isletme Sefligi, 2018)

Yil 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Satis1 yapilan kekik (Ton) 114 168 264 256 215 200 130

Tablo 2.4’ gore 2012 ve 2018 yillart arasinda satis1 yapilan O. minutiflorum’un
miktarinda istikrarli bir artis goriilememis ve baz1 yillarda yagis vb. doga kosullari

sebebiyle dalgalanmalar goriilmistiir.

Endemik tiirler, cevre kosullart degisikligine karst risk altinda oldugu
bilinmektedir. Bu amagla O. minutiflorum’un yayilig alaninin olas1 iklim degisikligine
kars1 nasil etkilenecegi arastirllmis ve bitkinin uygun habitatlarda in-situ olarak
korunmasi ve tohum bankalarinda ex-situ olarak korunmaya alinmasi Onerilmistir
(Diilgeroglu ve Aksoy, 2018). Ayrica bitki ile ilgili in vitro tohum ¢imlendirme ve ¢elikle
cogaltma calismalari yapilmustir (Ozkum, 2007; Unal vd., 2004).

Bitkinin dogal olarak yetistigi bolgede toplama zamaninda arazi gezisi ve
gozlemleri planlanmistir. Bitkinin dogal yayilis yerlerine ornek olarak Giimi Koyt
secilmis ve koylin yukart kisminda yer alan Akcal Yaylasi'nda gozlem
gerceklestirilmistir. Bitkinin toplanmasi, taginmasi, kurutulmasi hakkinda bilgi alinmis
ve yapilan iglemler gozlemlenmistir. Giimii K6y muhtar ile goriisiilmiis ve bitkinin yagis
vb. hava sartlar1 sebebiyle yeterli biiyiikliige erismedigi zamanlarda Siit¢iiler Orman

Isletme Sefligi ile goriisiilerek bolgenin nadasa birakildig: bildirilmistir. Akgal Yaylast
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bolgesinden bitkinin %70°1lik etanollii 6rnegi ve herbaryum &rnegi (ESSE No: 15509)
hazirlanmistir (Gorsel 2.1). Bolgede Akcal Yayla Bal Ormani oldugu tespit edilmistir,
kekik bali tireticiligi yapildigi gézlemlenmistir. Ayrica arilarin Varroa hastaliginda kekik

suyundan yararlanildigi 6grenilmistir. Yapilan arastirma ve gozlemlerle ilgili fotograflar

Gorsel 2.2°de verilmistir.

Gorsel 2.1. O. minutiflorum herbaryum érnegi

98

Gorsel 2.2. O. minutiflorum arazi fotograflari (Ak¢al Yayla Bal Ormani)
Fotograflar: G. YILDIZ
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Gorsel 2.2. (Devam) O. minutiflorum arazi fotograflar
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2.5. Origanum Tiirleri ile Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢alismalarin sayisi oldukga fazladir. Origanum

tiirlerinde tespit edilen bilesikler tiirlere ve makalelere gore Tablo 2.5’te 6zetlenmislerdir.

Tablo 2.5. Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar

Bilesik Origanum tiirii Kaynak
(+)-Katesin dictamnus Proestos vd., 2006
(E)-Ferulik asit laevigatum Carike1 vd., 2018
10-epi-Litospermik asit vulgare ssp. hirtum Koukoulitsa vd., 2006
12-Hidroksijasmonik asit 12-O-p-D-glukopiranosit ~ vulgare ssp. hirtum Koukoulitsa vd., 2006
vulgare Liuvd., 2011
12-Hidroksijasmonik asit vulgare ssp. hirtum Koukoulitsa vd., 2006
12-Hidroksijasmonik asit-12-O-heksozit glandulosum Nabet vd., 2019
12-0-(6’-Kafeoilheksozil) jasmonat glandulosum Nabet vd., 2019
2-Kafeoiloksi-3-[2-(4-hidroksibenzil)-4,5- vulgare ssp. hirtum Grevsen vd., 2009
dihidroksi]fenilpropionik asit
2-0-(3,4,5-Trihidroksibenzoil) kersitrin syriacum El-Demerdash vd.,
2012
3-(3,4-Dihidroksifenil) laktik asit vulgare ssp. Gonzalez vd., 2014
viridulum
3,4-Dihidroksibenzoik asit (protokatesik asit) vulgare ssp. Gonzalez vd., 2014
viridulum
3,4-Dihidroksikamferol vulgare Bunghez vd., 2015
3,4-Trihidroksi benzenproanoik asit vulgare Kivilompolo vd., 2007
3-0O-Kafeoilkinik asit vulgare Martins vd., ,2014
4-(3,4-Dihidroksibenzoiloksimetil) fenil-g-glikozit  vulgare ssp. Gonzalez vd., 2014
viridulum
4-(3,4-Dihidroksibenzoiloksimetil)fenil-O-p-D- vulgare Liuvd., 2011
glukopiranosit
4-(3,4-Dihidroksibenzoiloksimetil)fenil-p-D- vulgare Nakatani ve Kikuzaki,
glukopiranozit 1987
2-Kafeoiloksi-3-[2-(4-hidroksibenzil)-4,5- vulgare Kikuzaki ve Nakatani,
dihidroksi]fenilpropionik asit 1989
4-[[(2',5'Dihidroksibenzoil) oksi] metil] fenil O-p- onites Giirbiiz vd., 2019
D-glukopiranozit
4-[[(3’,4’-Dihidroksibenzoil)oksi]metil] fenil O-p- vulgare Zhang vd.,2014

D-[6-0-(3",5”’-Dimetoksil-4°’-hidroksibenzoil)
glukopiranosit

4-Hidroksibenzoik asit onites Erenler vd., 2018
5,3°,4’-Trimetoksiflavon vulgare ssp. Skoula vd., 2008
glandulosum
5,3’4’-Trihidroksi-7-metoksiflavon onites Skoula vd., 2008
5,4’-Dihidroksi-6,7,3’-trimetoksiflavanon onites Skoula vd., 2008
5,4’-Dihidroksi-6,7,8,3’-tetrametoksiflavon onites Skoula vd., 2008
5,4’-Dihidroksi-6,7-dimetoksiflavon (kirsimaritin) akhadarensis Skoula vd., 2008
5,6,3'-Trihidroksi-7,8,4'-trimetoksiflavon majorana Erenler vd., 2016a
5,6,4°-Trihidroksi-7,3’-dimetoksiflavon onites Skoula vd., 2008

12



Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar

Bilesik

Origanum tiirii

Kaynak

5,6,4’-Trihidroksi-7,3’-dimetoksiflavon
5,6-Dihidroksi-7,3’4’-trimetoksiflavon

5,6-Dihidroksi-7-metoksiflavon (negletein)
5,7-Dihidroksiflavon (krisin)
5-Hidroksi-6,7-dimetoksiflavon (mosloflavon)
5-Hidroksi-7,4’-dimetoksiflavon (apigenin-7,4’-
dimetil eter)

5-O-Kafeoilkinik asit

6,8-C-Diheksozil apigenin
6-Desmetilnobeletin
6-Hidroksiapigenin-7-O-(6-O-feruloil)-4-D-
glikopiranozit
6-Hidroksiapigenin-7-O-4-D-glikopiranozit
6-Hidroksiluteolin-7,34’-trimetil eter

6-Hidroksiluteolin-7,3’dimetil eter

6-Hidroksiluteolin-7-O-(6-O-feruloil)-4-D-
glikopiranozit
6-hidroksiluteolin-7-O-p-D-glikopiranozit
A-di-OH, B-mono-OH flavanon
A-di-OH-mono-O-metil, B-3°-OH flavon
Aksillarin

Apigenin

vulgare ssp.
glandulosum
vulgare ssp.
glandulosum
vulgare

vulgare
vulgare
pampanini

vulgare
vulgare
pampanini
majorana

majorana
onites

onites

boissieri
acutidens
vetteri
syriacum
scabrum
intercedens
leptocladum
majorana

majorana
heracleoticum
dictamnus
majorana

vulgare ssp. hirtum
onites

onites

vulgare

vulgare

vulgare

vulgare ssp.
glandulosum
majorana

majorana

majoricum
dictamnus
dictamnus

Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008

Zheng vd., 1997
Zheng vd., 1997
Zheng vd., 1997
Skoula vd., 2008

Martins vd., ,2014
Giirbiiz vd., 2019
Skoula vd., 2008
Kawabata vd., 2003

Kawabata vd., 2003

Tomas-Barberan vd.,
1988
Tomas-Barberan vd.,
1988

Skoula vd., 2008

Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Kawabata vd., 2003

Kawabata vd., 2003

Tsimogiannis vd., 2006

Kouri vd., 2007

Skoula vd., 2008;
Souleles, 1990
Koukoulitsa vd., 2006

Giirbiiz vd., 2019
Skoula vd., 2008
Giirbiiz vd., 2019
Martins vd., ,2014
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008

Taamalli vd., 2015
Hossain vd., 2014
Skoula vd., 2008
Kouri vd., 2007
Skoula vd., 2008
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar

Bilesik

Origanum tiirii

Kaynak

Apigenin

Apigenin 6,8-di-C-glikozit (visenin-2)
Apigenin 6,8-di-C-glikozit

Apigenin 7-O-[6"’-O-asetil-5-D-
galaktopiranosil-(1—3)]-4-D-ksilopiranosit
Apigenin 7-O-diglukuronit

Apigenin 7-0O-glikozit
Apigenin glikozit

Apigenin-7,4’-dimetil eter
Apigenin-7-glikozit
Apigenin-7-O-glukuronit

Apigenin-7-0-4-D-glikozit
Apigenin-O-glukuronit
Arbutin

Aromadendrin

Asasetin 7-O-[4" -O-asetil-5-D-apiofuransil-
(1—3)]-B-D-ksilopiranosit

asasetin 7-O-[6°"* -O-asetil-4-D-
galaktopiranosil-(1—3)]-4-D-ksilopiranosit
Asasetin rutinozit

Asasetin

Aspidokarpin

Benzil alkol hekzil pentoz
Butanpentanoik asit
Dansensu

Dihidrokamferid
Dihidrokamferol veya izomeri
Dihidrokamferol
Dihidrokersetin

heracleoticum
rotundifolium
vulgare ssp. hirtum
vulgare

vulgare

vulgare ssp. hirtum
vulgare

vulgare ssp. hirtum
vulgare

vulgare ssp. viridulum
dictamnus
pampanini

onites

vulgare ssp. hirtum
onites

vulgare

vulgare

vulgare
heracleoticum
majorana
majorana
majorana
majorana

onites

vulgare

vulgare ssp.
glandulosum
compactum
vulgare

vulgare

majorana
majorana

glandulosum
majorana

vulgare

vulgare ssp. hirtum
majorana
heracleoticum
vulgare

vulgare

Tsimogiannis vd., 2006
Erenler vd., 2017
Grevsen vd., 2009
Martins vd., ,2014
Zhang vd.,2014

Grevsen vd., 2009
Gonzalez vd., 2017
Grevsen vd., 2009
Giirbiiz vd., 2019
Gonzalez vd., 2014
Kouri vd., 2007
Skoula vd., 2008
Erenler vd., 2018
Grevsen vd., 2009
Giirbiiz vd., 2019
Giirbiiz vd., 2019
Martins vd., ,2014
Bunghez vd., 2015
Tsimogiannis vd., 2006
Taamalli vd., 2015
Erenler vd., 2016a
Taamalli vd., 2015
Hossain vd., 2014
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008

Skoula vd., 2008
Zhang vd.,2014

Zhang vd.,2014

Taamalli vd., 2015
Skoula vd., 2008;
Souleles, 1990

Nabet vd., 2019
Taamalli vd., 2015
Kivilompolo vd., 2007
Shen vd., 2010
Taamalli vd., 2015
Tsimogiannis vd., 2006
Cavero vd., 2006
Cavero vd., 2006
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar

Bilesik

Origanum tiirii

Kaynak

Dihidrokersetin

Dihidroksi diokso oktadekanoik asit
Dihidroksibenzoik asit heksoz
Dihidroksibenzoik asit
Dihidroluteolin

Diosmetin

Diosmin
Epigallokatesin
epi-Litospermik asit B

Epirosmanol etil eter
Eriodiktiol 6,8-di-C-glikozit
Eriodiktiol

Eriodiktiol-7-O- glikozit

Fenillaktik asit
Ferulik asit

Fisetin

Flavanon glikozit
Flavon glikozit
Flavonol diglikozit

Fumarik asit

Galangin

Gallik asit

majorana
majorana
majorana
majorana
majorana

vulgare ssp. hirtum
vulgare

majorana
majorana

vulgare ssp. hirtum
vulgare ssp. hirtum
dictamnus

vulgare ssp. hirtum
vulgare ssp. hirtum
onites

vulgare

vulgare

vulgare

vulgare ssp.
glandulosum
majorana

dictamnus
dictamnus
heracleoticum
vulgare ssp. hirtum
syriacum

vulgare
onites
vulgare
dictamnus
rotundifolium
vulgare
dictamnus
dictamnus
syriacum

majorana
laevigatum
vulgare
glandulosum
onites
vulgare

Hossain vd., 2014
Taamalli vd., 2015
Taamalli vd., 2015
Taamalli vd., 2015
Hossain vd., 2014
Koukoulitsa vd., 2006
Skoula vd., 2008
Taamalli vd., 2015
Hossain vd., 2014
Koukoulitsa vd., 2006
Grevsen vd., 2009
Kouri vd., 2007
Grevsen vd., 2009
Koukoulitsa vd., 2006
Skoula vd., 2008
Martins vd., ,2014
Cavero vd., 2006
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008

Taamalli vd., 2015
Kouri vd., 2007
Skoula vd., 2008
Tsimogiannis vd., 2006
Grevsen vd., 2009

El-Demerdash vd.,
2012
Gonzalez vd., 2017

Erenler vd., 2018
Matei vd., 2015
Proestos vd., 2006
Erenler vd., 2017
Matei vd., 2015
Kouri vd., 2007
Kouri vd., 2007

El-Demerdash vd.,
2012
Taamalli vd., 2015

Carike1 vd., 2018
Skoula vd., 2008
Nabet vd., 2019
Erenler vd., 2018
Kivilompolo vd., 2007
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢calismalar

Bilesik Origanum tiirii Kaynak

Gallik ast dictamnus Proestos vd., 2006
laevigatum Carike1 vd., 2018

Galloil kersitrin syriacum El-Demerdash vd.,

2012

Gallokatesin majorana Hossain vd., 2014
glandulosum Nabet vd., 2019

Gallokatesin izomer 1 majorana Taamalli vd., 2015

Gallokatesin izomer 2 majorana Taamalli vd., 2015

Gastrodin 3,4-dihidroksibenzoat vulgare Gonzalez vd., 2017

Genkvanin onites Skoula vd., 2008

Gentisik asit

Globoidnan A
Glukonik asit
Hekzadekadioik asit
Hekzadioik asit
Heptadioik asit
Hesperetin
Hesperidin

Hidrokinon

Hidroksi kafeik asit

Hidroksifenil propionik asit
Hidroksitirosol

Hidroperoksi oktadekadienoik asit
Hiperozit

Izokersitrin

Izoorientin
Izoramnetin

[zositrik asit
Jaseidin izomer 1
Jaseidin izomer 2
Kafeik asit

Kafeik asit dimeri
Kafeik asit glikozit
Kafeik asit

vulgare ssp. glandulosum

onites

vulgare ssp. vulgare
rotundifolium
majorana

vulgare

vulgare

vulgare

majorana

onites

vulgare

majorana

majorana
dictamnus

vulgare

dictamnus
majorana

vulgare ssp. vulgare
vulgare

vulgare ssp. vulgare
majorana

majorana

syriacum

majorana

majorana

majorana

vulgare ssp. hirtum
onites

dictamnus

dictamnus
glandulosum
majorana

vulgare ssp. viridulum

Skoula vd., 2008
Erenler vd., 2018
Oniga vd., 2018
Erenler vd., 2017
Taamalli vd., 2015
Kivilompolo vd., 2007
Kivilompolo vd., 2007
Kivilompolo vd., 2007
Erenler vd., 2016a
Erenler vd., 2018
Matei vd., 2015
Taamalli vd., 2015
Erenler vd., 2016a
Proestos vd., 2006
Kivilompolo vd., 2007
Proestos vd., 2006
Taamalli vd., 2015
Oniga vd., 2018

Matei vd., 2015

Oniga vd., 2018
Taamalli vd., 2015
Taamalli vd., 2015

El-Demerdash vd.,
2012
Taamalli vd., 2015

Taamalli vd., 2015
Taamalli vd., 2015
Koukoulitsa vd., 2006
Erenler vd., 2018
Kouri vd., 2007
Proestos vd., 2006
Nabet vd., 2019
Hossain vd., 2014
Gonzalez vd., 2014
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar

Bilesik Origanum tiirii Kaynak
Kafeik asit laevigatum Carike1 vd., 2018
Kafeoil-arbutin majorana Taamalli vd., 2015
Kalleryanin-3-hidroksi 4-metoksibenzoat vulgare Gonzalez vd., 2017
vulgare ssp. vulgare Gonzalez vd., 2017
Kalleryanin-3,4-dihidroksibenzoat vulgare Gonzalez vd., 2017
vulgare ssp. vulgare Gonzalez vd., 2017
Kamferid-O-glukuronit vulgare Martins vd., ,2014
Kamferol onites Erenler vd., 2018
vulgare Skoula vd., 2008
Kamferol glukuronit onites Giirbiiz vd., 2019
Kamferol-3-glukuronit vulgare Bunghez vd., 2015
Kamferol-O-glukuronit majorana Taamalli vd., 2015
Kamferol-O-heksozil-O-heksozit vulgare Martins vd., ,2014
Kamferol-O-heksozit vulgare Martins vd., ,2014
Kamferol-O-sambubiosit majorana Taamalli vd., 2015
Kaprolaktam rotundifolium Erenler vd., 2017
Karnosik asit vulgare Bunghez vd., 2015
Karnosol vulgare Bunghez vd., 2015
dictamnus Kouri vd., 2007
Karvakrol heracleoticum Tsimogiannis vd., 2006
Kersetin arabinozit majorana Hossain vd., 2014
Kersetin dimetil eter majorana Taamalli vd., 2015
Kersetin glukuronit onites Giirbiiz vd., 2019
Kersetin tlirevi glandulosum Nabet vd., 2019

Kersetin

Kersetin-3’-glukuronit
Kersetin-3-O-rutinozit
Kersetin-7-0-heksozit
Kersetin-O-heksozit

Kersitrin
Kersitrin-7-0-$-(6""-galloil glikozit)
Kinik asit

Kirsilineol

vulgare ssp. hirtum
onites

vulgare

vulgare

vulgare ssp. vulgare
majorana
dictamnus

syriacum

vulgare

vulgare

vulgare

onites

vulgare

vulgare ssp. vulgare
syriacum

majorana
onites

Koukoulitsa vd., 2006
Erenler vd., 2018
Cavero vd., 2006
Skoula vd., 2008
Oniga vd., 2018
Hossain vd., 2014
Skoula vd., 2008

El-Demerdash vd.,
2012
Bunghez vd., 2015

Martins vd., ,2014
Martins vd., ,2014
Giirbiiz vd., 2019
Martins vd., ,2014
Oniga vd., 2018

El-Demerdash vd.,
2012
Taamalli vd., 2015

Skoula vd., 2008
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar

Bilesik

Origanum tiirii

Kaynak

Kirsimaritin

Klorojenik asit

Kosmozit
Krisin
Krisoeriol

Krisosplenol D

Ksantomikrol
Ladanein
Litospermik asit A
Litospermik asit B
Luteolin

Luteolin 7,4’-di-O-glukuronit
Luteolin 7-O-glikozit

Luteolin 7-O-glukuronit-3°-O-glikozit
Luteolin 7-O-glukuronit

Luteolin 7-O-ksilozit
Luteolin 7-O-f-D-glukuronit
Luteolin diglukuronit

onites

akhadarensis

vulgare
vulgare
vulgare ssp.
majorana
laevigatum
vulgare ssp.
vulgare
vulgare ssp.
majoricum
majoricum
majorana

onites
vulgare ssp.
vulgare
vulgare ssp.
vulgare ssp.
onites
vulgare
vulgare ssp.
majorana
majoricum
majoricum
dictamnus
dictamnus
dictamnus
vulgare ssp.
vulgare ssp.
vulgare
majorana
vulgare ssp.
vulgare ssp.
vulgare
vulgare
vulgare
vulgare ssp.
vulgare ssp.
vulgare ssp.
vulgare
vulgare

vulgare

hirtum

hirtum

glandulosum
hirtum

hirtum

vulgare

hirtum
hirtum

hirtum
hirtum

vulgare
vulgare
vulgare

Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Matei vd., 2015
Kivilompolo vd., 2007
Oniga vd., 2018
Taamalli vd., 2015
Carike1 vd., 2018
Koukoulitsa vd., 2006
Skoula vd., 2008
Koukoulitsa vd., 2006
Skoula vd., 2008
Koukoulitsa vd., 2006

Skoula vd., 2008;
Souleles, 1990
Skoula vd., 2008

Skoula vd., 2008
Martins vd., ,2014
Grevsen vd., 2009
Koukoulitsa vd., 2006
Giirbiiz vd., 2019
Skoula vd., 2008
Oniga vd., 2018
Taamalli vd., 2015
Skoula vd., 2008
Koukoulitsa vd., 2006
Kouri vd., 2007
Skoula vd., 2008
Koukoulitsa vd., 2006
Grevsen vd., 2009
Grevsen vd., 2009
Martins vd., ,2014
Hossain vd., 2014
Grevsen vd., 2009
Grevsen vd., 2009
Giirbiiz vd., 2019
Martins vd., ,2014
Gonzalez vd., 2017
Giilliice vd., 2012
Gonzalez vd., 2017
Giilliice vd., 2012
Liuvd., 2011

Giirbiiz vd., 2019
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢calismalar

Bilesik

Origanum tiirii

Kaynak

Luteolin glikozit

Luteolin glukuronit
Luteolin pentozit
Luteolin rutinozit
Luteolin tiirevi
Luteolin-6,8-C-diheksoz

Luteolin-6,8-di-C-glukozit (lusenin-2)

Luteolin-7-O-glukuronit

Luteolin-O-glikozit
Luteolin-O-heksozit

Malik asit

Mesiadanol
Metilapigenin-O-glukuronit
Mirsetin-3-O-glikozit
Mosloflavon

Naringenin

Negletein
Oktadioik asit
Oleanolik asit

Orientin

Origanol A

Origanol B

Pebrellin

Pedalitin

Penduletin
Penta-OH-di-O-metil-flavon
p-Hidroksifenil propionik asit
Pirogallol

p-Kumarik asit

p-Kumarik asit

onites

vulgare ssp. viridulum
majorana

onites

majorana
glandulosum
majorana
glandulosum
onites
glandulosum
majorana
glandulosum
majorana
majorana

vulgare

vulgare

vulgare

onites

onites

onites

vulgare

vulgare

vulgare

vulgare

vulgare ssp. glandulosum
majoricum

vulgare

vulgare

vulgare ssp. hirtum
vulgare

syriacum
majorana

vulgare

vulgare

vulgare ssp. glandulosum
onites

majorana
dictamnus
dictamnus
laevigatum

onites

vulgare ssp. vulgare
majorana

Giirbiiz vd., 2019
Gonzalez vd., 2014
Hossain vd., 2014
Giirbiiz vd., 2019
Hossain vd., 2014
Nabet vd., 2019
Taamalli vd., 2015
Nabet vd., 2019
Giirbiiz vd., 2019
Nabet vd., 2019
Taamalli vd., 2015
Nabet vd., 2019
Taamalli vd., 2015
Taamalli vd., 2015
Martins vd., ,2014
Martins vd., ,2014
Skoula vd., 2008
Giirbiiz vd., 2019
Erenler vd., 2018
Skoula vd., 2008
Giirbiiz vd., 2019
Martins vd., ,2014
Cavero vd., 2006
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Kivilompolo vd., 2007
Shen vd., 2010
Rao vd., 2011
Shen vd.,2010
Taamalli vd., 2015
Rao vd., 2011

Rao vd., 2011
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Kouri vd., 2007
Proestos vd., 2006
Cariker vd., 2018
Erenler vd., 2018
Oniga vd., 2018
Taamalli vd., 2015
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢calismalar

Bilesik

Origanum tiirii

Kaynak

p-Ment-3-en-1,2-diol-1-O-p-Glikopiranozit
Prokatesik asit

Potokatesik asit etil esteri
Retusin

Rosmadial

Rozmarinik asit

Rozmarinik asit tiirevi
Rutin

Sakranozit A

Sakuranetin

Salisilik asit
Salvianolik asit E/B izomer

Salvianolik asit |
Sebasik asit

vulgare ssp. hirtum
vulgare ssp. hirtum
onites

vulgare

vulgare

vulgare ssp. vulgare
onites

vulgare

dictamnus

vulgare ssp. hirtum
vulgare ssp. hirtum
vulgare ssp. hirtum
onites

onites

vulgare

vulgare

vulgare

vulgare

vulgare

vulgare ssp. vulgare
vulgare ssp. vulgare
vulgare ssp. viridulum
majorana

majorana

majorana
dictamnus
laevigatum
syriacum
heracleoticum
rotundifolium
glandulosum

onites

vulgare

vulgare ssp. vulgare
majorana

onites

majorana

onites

onites

vulgare

majorana

majorana

Koukoulitsa vd., 2006
Shen vd., 2010
Erenler vd., 2018
Martins vd., ,2014
Gonzalez vd., 2017
Gonzalez vd., 2017
Erenler vd., 2018
Skoula vd., 2008
Kouri vd., 2007
Shen vd., 2010
Koukoulitsa vd., 2006
Grevsen vd., 2009
Giirbiiz vd., 2019
Erenler vd., 2018
Giirbiiz vd., 2019
Martins vd., ,2014
Gonzalez vd., 2017
Bunghez vd., 2015
Kivilompolo vd., 2007
Oniga vd., 2018
Gonzalez vd., 2017
Gonzalez vd., 2014
Erenler vd., 2016a
Taamalli vd., 2015
Hossain vd., 2014
Kouri vd., 2007
Carike1 vd., 2018
Shen vd.,2010
Tsimogiannis vd., 2006
Erenler vd., 2017
Nabet vd., 2019
Erenler vd., 2018
Matei vd., 2015
Oniga vd., 2018
Taamalli vd., 2015
Skoula vd., 2008
Taamalli vd., 2015
Erenler vd., 2018
Giirbiiz vd., 2019
Giirbiiz vd., 2019
Taamalli vd., 2015
Taamalli vd., 2015
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar

Bilesik Origanum tiirii Kaynak
Sitrik asit majorana Taamalli vd., 2015
Skutellarein (6-hidroksiapigenin) majorana Kawabata vd., 2003
Sorbifolin onites Skoula vd., 2008
Suksinik asit majorana Taamalli vd., 2015
Sirincik asit majorana Taamalli vd., 2015
Siringetin majorana Taamalli vd., 2015
Siroik asit onites Erenler vd., 2018
Taksifolin onites Skoula vd., 2008
vulgare Martins vd., ,2014
vulgare Skoula vd., 2008
vulgare ssp. glandulosum  Skoula vd., 2008
majorana Taamalli vd., 2015
dictamnus Kouri vd., 2007
heracleoticum Tsimogiannis vd., 2006
Taksifolin metil eter izomer 1 majorana Taamalli vd., 2015
Taksifolin metil eter izomer 2 majorana Taamalli vd., 2015
Tetrahidroksi monometoksiflavanon onites Skoula vd., 2008

Timokinol-2,5-O-4-glikopiranozit
Timokinol-2-O-4-glikopiranozit
Timokinol-5-O-4-glikopiranozit
Timol

Timonin

Timusin

Triakontanol

Trihidroksi oktadekadienoik asit
tri-OH, di-O-metil Flavon
Tuberonik asit

Ursolik asit

vulgare ssp. hirtum
vulgare ssp. hirtum
vulgare ssp. hirtum
dictamnus

onites

onites

vulgare ssp. glandulosum

cordifolium
boissieri
acutidens
vetteri
saccatum
scabrum
intercedens
leptocladum
onites

onites

intercedens
vulgare

majorana
dictamnus
majorana

vulgare ssp. hirtum

Koukoulitsa vd., 2006
Koukoulitsa vd., 2006
Koukoulitsa vd., 2006
Kouri vd., 2007

Tomas-Barberan vd.,
1988
Skoula vd., 2008

Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008
Skoula vd., 2008

Tomas-Barberan vd.,
1988
Skoula vd., 2008

Skoula vd., 2008
Rao vd., 2011
Taamalli vd., 2015
Kouri vd., 2007
Taamalli vd., 2015
Shen vd., 2010
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Tablo 2.5. (Devam) Origanum tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢calismalar

Bilesik Origanum tiirii Kaynak
Ursolik asit vulgare Rao vd., 2011
syriacum Shen vd.,2010
Vanilik asit onites Erenler vd., 2018
majorana Taamalli vd., 2015
dictamnus Kouri vd., 2007
Vanillin laevigatum Cariker vd., 2018
Visenin-2 vulgare ssp. hirtum Koukoulitsa vd., 2006
majorana Taamalli vd., 2015
Viteksin rotundifolium Erenler vd., 2017
Viteksin/izoviteksin majorana Taamalli vd., 2015
p-Sitosterol vulgare Rao vd., 2011

2.5.1. Origanum minutiflorum ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar

Sadece O. minutiflorum ile ilgili fitokimyasal arastirmalar Tablo 2.6’da 6zetlenmistir.

Tablo 2.6. O. minutiflorum’da tanimlanmus bilesikler

Bilesik

Kaynak

(8E,16E)-Tetrakoza-8,16-dien-1,24-diol
3-(3,4-Dihidroksifenil)-2-hidroksi-propionik asit (dansensu)
3,4-Dihidroksibenzoik asit
4-(3,4-Dihidroksibenzoiloksimetil)fenil-5-D-glukopiranozit
Apigenin

Apigenin-7-O-glukuronit
Azepan-2-on
Eriodiktiyol

Globoidnan A

Kafeik asit

Luteolin
Luteolin-7-O-glikozit
Oleanolik asit
Rozmarinik asit

Tetradekanol
Trikozan-1-ol
Ursolik asit
Visenin-2

Elmastas vd.,2018
Ozgen vd., 2010
Elmastas vd.,2018
Ozgen vd., 2010

Kosar vd., 2003; Elmastas vd.,2018;
Sezen Karaoglan, 2011

Elmastas vd.,2018
Elmastas vd.,2018
Elmastas vd.,2018
Elmastas vd.,2018
Kosar vd., 2003
Elmastas vd.,2018
Kosar vd., 2003
Ozgen vd., 2010

Kosar vd., 2003; Ozgen vd., 2010;
Elmastas vd.,2018; Sezen Karaoglan,
2011

Sezen Karaoglan, 2011
Elmastas vd.,2018
Ozgen vd., 2010

Elmastas vd.,2018; Sezen Karaoglan,
2011

22



2.5.2. Ticari Origanum tiirlerinin ucucu yag bilesimleri

Ticari tiirler ugucu yaglarindaki yiiksek karvakrol oranlarindan dolayi tercih

edilmektedir. Bu tiirlerin ugucu yag bilesimleri ile ilgili makaleler Tablo 2.7 de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.7. Ticari Origanum tiirlerinin u¢ucu yag bilesimleri

Tiir Ana bilesikler % Kaynak
O. dubium Karvakrol 63, y-terpinen 11, p-simen 9 Maral vd., 2017
Karvakrol 81 Arnold vd., 1993
Ciceklenme donemi: Karvakrol 71, p-simen 5, y- Karioti vd., 2006
terpinen 3.6, trans-sabinen hidrat 3
Olgunlagms ¢iceli donem: Karvakrol 69, p-simen 4,
y-terpinen 3, trans-sabinen hidrat 2
Karvakrol 86, p-simen 4 Basim vd., 2019
Tiirkiye 6rnekleri: Karvakrol 4.7-86.2 Figueredo vd., 2006
Kibris 6rnekleri: Karvakrol 61.5-89.8
Karvakrol 73-88, p-simen 3 Kaplan ve Turgut, 2019
O. majorana Karvakrol 53, linalol 45 Erdogan ve Ozkan, 2017

Karvakrol 80, y-terpinen 7

[-Karyofilen 26, o-terpinolen 14, y-terpinen 10,
sabinen 9

Karvakrol 86.7

Linalol 88, timol 12

Karvakrol 78-79.5

Karvakrol 48-74, timol 0.5-4

Karvakrol 65, timol 4

Karvakrol 78-79, y-terpinen 4-5, p-simen 4-5
Karvakrol 39, p-simen 48, linalol 2, y-terpinen 2

cis-Sabinen hidrat 30-44, linalil asetat 7-10,
terpinen-4-ol 8-14, trans-sabinen hidrat 6-7, o-
terpineol 4-7, linalol 2-5, y-terpinen 3-6

trans-Sabinen hidrat 18, terpinen-4-ol 15, y-terpinen
9, o-terpinen 6, sabinen 6, cis-sabinen hidrat 6, a-
terpineol 5

Linalol 88, timol 12

Orhan vd., 2011
Brada vd., 2012

Schulz vd., 2005
Karaborklii vd., 2011
Bager vd., 1993
Sarer vd., 1985

Sarer vd., 1982
Baser vd., 1993
Boydag, 1996
Tabanca vd., 2004

Kowalski vd., 2019

Karaborklii vd., 2011
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Tablo 2.7. (Devam) Ticari Origanum tiirlerinin u¢ucu yag bilesimleri

Tiir

Ana bilesikler %

Kaynak

O. majorana

O. minutiflorum

O. onites

Karvakrol 78-79.5

Karvakrol 48-74, timol 0.5-4

Karvakrol 65, timol 4

Karvakrol 78-79, y-terpinen 4-5, p-simen 4-5
Karvakrol 39, p-simen 48, linalol 2, y-terpinen 2

cis-Sabinen hidrat 30-44, linalil asetat 7-10,
terpinen-4-ol 8-14, trans-sabinen hidrat 6-7, o-
terpineol 4-7, linalol 2-5, y-terpinen 3-6

trans-Sabinen hidrat 18, terpinen-4-ol 15, y-
terpinen 9, a-terpinen 6, sabinen 6, cis-sabinen
hidrat 6, a-terpineol 5

Karvakrol 79, p-simen 8

mikrogogaltim: karvakrol 86, p-simen 4, y-
terpinen 4

Karvakrol 98

Karvakrol 75-84, p-simen 6-9
Karvakrol 91, linalol 3, p-simen 1
Karvakrol 76, p-simen 6, y-terpinen 2
Karvakrol 56, triklorometan 19, p-simen 8.8
Karvakrol 42-84

Karvakrol 86-91

Karvakrol 74, p-simen 7, y-terpinen 4
Karvakrol 85

Karvakrol 75-82

Karvakrol 91-93

Karvakrol 68, p-simen 12, y-terpinen 8,

Karvakrol 83

Yapraklar: Karvakrol 45

Cicekler: Karvakrol 34

Karvakrol 68, y-terpinen 15

Karvakrol 69, y-terpinen 9, timol 5.7, p-simen 5
Karvakrol 59, linalol 13

Karvakrol 84-89, y-terpinen 3-6

Baser vd., 1993
Sarer vd., 1985
Sarer vd., 1982
Baser vd., 1993
Boydag, 1996
Tabanca vd., 2004

Kowalski vd., 2019

Ozkum vd., 2010

Oz vd., 2012

Bager vd., 1993
Albayrak ve Aksoy, 2019
Boydag, 1996

Erler ve Cetin, 2009
Kirimer vd., 1995
Figueredo vd., 2006
Altundag vd., 2011
Baydar vd., 2004
Baser vd., 1991
Sarer vd., 1996

Dadalioglu ve Evrendilek,

2004
Schulz vd., 2005
Goze vd., 2016

Orhan vd., 2011
Schulz vd., 2005
Saygin ve Sarag, 2019
Ozkan, vd., 2010
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Tablo 2.7. (Devam) Ticari Origanum tiirlerinin ugucu yag bilesimleri

Tiir

Ana bilesikler %

Kaynak

O. onites

O. vulgare subsp.
hirtum

Karvakrol tipi: Karvakrol 80
Linalool tipi: Linalol 92
Karvakrol 40-52

Tohum: a-linoleik asit 56-57, linoleik asit 22,
(2)-9-oktadekanoik (18:1)-oleik 9, palmitik asit
(16:0) 6-7

Karvakrol 77, p-simen 4, timol 1
Karvakrol 87

Karvakrol 76, linalol 9, p-simen 4, timol 2
Karvakrol 70, linalol 12, timol 9

Karvakrol 54-71, p-simen 6-14, y-terpinen 2-
10.8

Karvakrol 68, p-simen 11, y-terpinen 7
Karvakrol 83, timol 13

Karvakrol 47, p-simen 16, y-terpinen 9, mirsen
9

Karvakrol 81, linalol 6

Karvakrol 60-87

Karvakrol 30, linalol 28, timol 17, p-simen 5
Karvakrol 64, linalol 14, p-simen 7

Karvakrol 57, y-terpinen 9, linalol 8, p-simen 8
Karvakrol 69-82

13 Ornek: Karvakrol 65-81, y-terpinen 4-9, p-
simen 2-6

1 Ornek: Timol 66, karvakrol 6, y-terpinen 5
Karvakrol 70.7-85.7
Karvakrol 19-82

20 Ornek: Karvakrol 8-83, timol 0.3-60, p-
simen 6-31

20 Ornek, Kiiltiir: karvakrol 5-89, timol 0.3-68,
y-terpinen 3-20, p-simen 4-32

Karvakrol 80, p-simen 9, y-terpinen 2

Bager vd., 1993

Kizil vd., 2009
Azcan vd., 2004

Boydag, 1996
Baydar vd., 2004
Carroll vd., 2017
Ayvaz vd., 2010
Kokkini vd., 2004

Sertkaya vd., 2010
Gormez ve Diler, 2014

Yayli vd., 2014

Koca ve Cevikbas, 2015
Figueredo vd., 2006
Erler ve Cetin, 2009
Bostancioglu vd., 2012
Atak vd., 2016

Arnold vd., 1993

Tonk vd., 2010

Ceylan vd., 1999
Kirimer vd., 1995

Esen vd., 2007

Sivropoulou vd., 1996
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Tablo 2.7. (Devam) Ticari Origanum tiirlerinin ugucu yag bilesimleri

Tiir

Ana bilesikler %

Kaynak

O. vulgare subsp.

hirtum

O. syriacum var.

Karvakrol 0-57, timol 8-56, y-terpinen 13-31, p-
simen 4-10

Tirkiye 6rnekleri: Karvakrol 3-93

Kibris 6rnekleri: Karvakrol 57-85
Karvakrol 61, linalol 9, p-simen 7
Karvakrol 23-79

Karvakrol 71, y-terpinen 8

Karvakrol 44-85

Linalol 96

Karvakrol 57-78, y-terpinen 3-12 timol 6-9

Karvakrol 51-63, linalol 2-28, p-simen 5-9, y-
terpinen 6-10

Karvakrol 42.5-83.0

Russo vd., 1998

Figueredo vd., 2006

Maral vd., 2017
Bagser vd., 1994
Sezik vd., 1993
Kirmmer vd., 1995
Sarikiirk¢ii vd., 2015
Baser vd., 1993

Ozcan vd., 2012

Arnold vd., 2000

benvanii
Karvakrol 43-79 Kirimer vd., 1995
Karvakrol 43, timol 25, y-terpinen 13, p-simen Baser vd., 1993
6
Karvakrol 61, p-simen 7 Schulz vd., 2005
O. acutidens Karvakrol 66, p-simen 14 Baser vd., 1997

Toprak isti kismi: p-simen 9, karvakrol 68
Korolla kism1: p-simen 18, karvakrol 52

Karvakrol 87, p-simen 2, linalil asetat 1.7,
borneol 1.6, p-karyofilen 1.3

Karvakrol 76, p-simen 7, borneol 3

Karvakrol 65, m-simen 9, trans-karyofilen 4, y-
terpinen 3.5

Karvakrol 62, p-simen 6

Cosge vd., 2009

Kordali vd., 2008

Figueredo vd., 2012

Goze vd., 2010

Giileg vd., 2014

DNA verileri Tirkiye Florasi’na kaydedilen O. majorana tiiriiniin O. dubium olarak degistirilmesi
gerektigini gostermistir. Bu nedenle, Tiirkiye'den karvakrol yoniinden zengin O. majorana yaglari ile ilgili

daha 6nce yayinlanmig karvakrolce zengin 6rnekler O. dubium olarak okunmalidir (Lukas vd., 2013).
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2.5.3. Origanum minutiflorum ugucu yag bilesimi

O. minutiflorum ile ilgili ¢alismalar genellikle ugucu yag bilesimi ve verimi
tizerinde yogunlagmistir. Yapilan ¢alismalarda bitkinin ugucu yag verimi %1.7-4.9, ugucu
yagin ana bilesigi olan karvakrol oran1 %44-92 arasindadir (Baser vd., 1991; Kirimer vd.,
1995; Oflaz, 2001; Baydar, 2005; Figueredo vd., 2006).

Bagka bir ¢alismada karvakrol oranmi %81.81, diger bilesenlerin orani p-simen
%5.62, borneol %2.25 ve fS-karyofillen %1.98 olarak belirlenmistir (Gérmez ve Diler,
2017).

Dogadan toplanan ve mikro-¢ogaltim ile elde edilen O. minutiflorum’un ugucu
yaglar1 verimleri ve bilesimleri bakimindan karsilastirilmistir. Mikro-¢ogaltilmis bitkinin
ucucu yag verimi daha diisilk bulunmustur. Mikro-¢cogaltim ve dogadan toplanan
bitkilerin ugucu yaglarinda karvakrol hari¢ diger bilesikler arasinda ¢ok az bir fark
bulunmustur. Mikro-¢ogaltim ile elde edilen bitki ugucu yagmin ana bilesenleri ise
karvakrol (%85.7), p-simen (%4.1) ve y-terpinen (%3.9)’dir. Dogadan toplanan bitkiden
elde edilen yagin ana bilesenleri ise sirasiyla karvakrol, p-simen ve y-terpinen %78.6,
%7.7 ve %2.2°dir. Her iki durumda da timol igerigi, %0.4 tiir. Fenolik monoterpen olan
karvakrol igeriginin, in vitro cogaltma yontemi ile elde edilen bitki ugucu yaginda arttigi
ancak diger bilesiklerin dogadan toplanan bitki ugucu yagi ile ayn1 oldugu bildirilmistir
(Ozkum vd., 2010).

O. minutiflorum’un ugucu yagmin distilasyon zamanina goére bilesimi ve verimi
incelenmistir. 60 dk.’lik distilasyonun ugucu yag verimi ve karvakrol igeriginin en yliksek
olmasindan dolayi bitkinin distilasyonunda en uygun siirenin 60 dk. oldugu belirlenmistir
(Toker vd., 2017).

O. minutiflorum’un 6 farkli 6rneginin ugucu yag verimi ve ana bilesenler
bakimindan incelenmistr. Arastirmanin sonuglar1 Tablo 2.8’de verilmistir (Baser,

2002b).

Tablo 2.8. O. minutiflorum u¢ucu yagi ana bilesenleri (Baser, 2002b)

Cahsilan % Ucucu % Karvakrol % Timol 9% y-Terpinen % p-Simen % Linalol
ornek yag verimi
6 1.1-3.8 42-84 0.02-3 3-11 4-17 0.006-0.2
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2.6. Kekigin Farmakolojik Etkileri

Ugucu yag karvakrolce zengin olan kekik olarak bilinen bitkilerin basinda
Origanum tiirleri olmak tizere Thymbra, Satureja ve Thymus tiirleri gelmektedir. Bu tiirler
basta lilkemiz olmak {iizere bir¢ok iilkede halk arasinda yaygin olarak tibbi amaglarla
kullanilmaktadir. Bitkinin toprak iistii kism1 ve yapragi halk arasinda gastrointestinal
rahatsizliklarda yaygin olarak ¢ay seklinde tiiketilmektedir. Karvakrolce zengin olan
kekik suyu gastrointestinal rahatsizliklarda, kan glikoz ve kolesterol seviyesini
diisiirmede ve kanserlerde dahilen kullanilmaktadir (Baser, 2002b; Baytop, 1999; Baytop
ve Bager, 1995).

Bu yaygin kullanima paralel olarak gerek ekstreleri gerekse ugucu yaglari ile ¢ok
sayida aragtirma yapilmistir. Bu tez kapsaminda bu arastirmalarin derlendigi makaleler
Ozetlenmektedir. Tez kapsaminda enzim inhibisyon arastirmalar1 yer aldigi i¢in bu tiir
caligmalara ve ozellikle O. minutiflorum ile yapilan arastirmalarin detaylarina yer

verilmigtir.

Origanum tiirlerinin  biyolojik/farmakolojik aktiviteleri kisaca su sekilde
Ozetlenebilir: antifungal, antibakteriyal, antioksidan, analjezik, antienflamatuvar ve
antispazmodik, immiinostimulan, antimutajenik ve antikanser, insektisit ve antiparazitik,
bocek ¢ekici ve antiparazitik, insektisidal, nematisidal ve mollusisital (Baricevic ve

Bartol, 2002).

Origanum tiirlerinin alerjik potansiyele sahip oldugunu gosteren klinik ¢aligmalar
mevcuttur. O. majorana ugucu yagi bilesenlerinden biri olan limonenin toksik etkili
oldugu tespit edilmistir. O. majorana’nin gida olarak tiiketildiginde agiz c¢evresinde
dermatit gelistirdigi bildirilmistir. O. vulgare’nin diger Lamiaceae familyasi tiyeleri ile
capraz duyarlilik gosterdigi in vitro ve in vivo ¢alismalarla belirlenmistir. O. vulgare
patch testi ile degerlendirilmis ve alerjik kontak dermatiti tetikledigi tespit edilmistir

(Baricevic ve Bartol, 2002).

2.6.1. Origanum tiirleri ile yapilan enzim inhibisyon ¢alismalar

O. onites’in toprak {istii kismindan hazirlanan etanol ekstresinin asetilkolinesteraz,
biitirilkolinesteraz, a-amilaz, a-glukozidaz ve pankreatik lipaz enzim inhibibisyonlari
arastirtlmis ve ekstrenin a-glukozidaz enzim inhibisyonu ICso degeri 814.00 pug/mL

olarak bulunmustur (Ekin vd., 2019).
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O. majorana’nin zengin fenol icerigine sahip %70 aseton ekstresinin giigli
tirozinaz inhibisyonu (1Cs0=0.11 mg/mL) gosterdigi saptanmistir. Cilt bakimi kozmetik
tirlinleri i¢in UV 1smlarina karsi koruyucu potansiyele sahip oldugu belirtilmistir (Lee
vd., 2011). O. majorana’nin arbutin bakimindan zengin olan etanol ekstresinin (25
pg/mL) tirozinaz enzim enhibisyonu %18, ayn1 ekstrenin (50 pg/mL) asetilkolin esteraz
enzim inhibisyonu %37 olarak bulunmustur (Duletic-Lausevic vd., 2018). O. majorana
ucucu yagr asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu ICsp degeri 36.40 mg/mL olarak
bulunmus ve ve potansiyel asetilkolinesteraz inhibitorii olarak rapor edilmistir (Mossa ve

Nawwar, 2011).

O. vulgare’den izole edilen rozmarinik asitin (214.1 uM) dipeptidil peptidaz IV
enzimi tzerinde giicli inhibisyon gosterdigi ve diabetes mellitus tedavisinde
kullanabilecegi bildirilmistir (Abbas vd., 2019).

O. vulgare subsp. hirtum ve O. vulgare subsp. vulgare ugucu yaglarinin
asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, a-amilaz, a-glukozidaz ve tirozinaz enzimleri
lizerinde inhibisyonlart incelenmistir. O. vulgare subsp. hirtum bu enzimler arasinda
tirozinaz enzimi (%45) tizerinde yiiksek inhibisyon gosterdigi bildirilmistir ve bu etkinin
yagin yiiksek oranda linalol (%96) icermesinden kaynaklandigi belirtilmistir. Timol
(%58) ve karvakrol (%16) orani yiiksek olan O. vulgare subsp. vulgare ugucu yagi bu

enzimler iizerinde diislik inhibisyon gostermistir (Sarikiirkeii vd., 2015).

Origanum vulgare var. glandulasum (Desf.) letswaart aseton ekstresinin (100
pg/mL) asetilkolinesteraz enzim enhibisyonu %36 iken biitirilkolinesteraz enzim

inhibisyonu %37 olarak bulunmustur (Orhan vd., 2010).

Lin vd. (2011) O. majorana ve O. vulgare’nin su ile hazirlanan ekstrelerinin

tirozinaz enzimi inhibisyonlar1 sirasiyla %22 ve %5 olarak bulunmustur.

O. onites, O. majorana ve O. vulgare ekstrelerinin glikojen sentaz kinaz 3-4, S-
sekretaz ve kazeinkinaz 16 enzimleri lizerinde inhibisyonlari incelenmistir. O. onites ve
O. majorana ekstrelerinin glikojen sentaz kinaz 3-f enzim inhibisyonu 1Cso degerleri
sirasiyla 7.94 pg/mL ve 12.75 ug/mL olarak bulunmustur. O. majorana f-sekretaz enzim
inhibiyonu 1Cso degeri 220 pg/mL olarak tespit edilmistir. O. onites ve O. majorana’nin

kaseinkinaz 18 enzim inhibisyonu ICsp degerleri 250 pg/mL’in altinda bulunmustur. Bu
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verilere gore O. onites, O. majorana ve O. vulgare’nin ndrolojik rahatsizliklarda etkili
olabilecegi belirtilmistir (Giirbiiz vd., 2019).

O. onites, O. vulgare ve O. majorana ugucu yaglarinin (1 mg/mL) asetilkolinesteraz

enzim inhibisyonlar1 sirasiyla %96, %98 ve %95 iken biitirilkolinesteraz enzim

inhibisyonlari sirasiyla %93, %57 ve %94 olarak bulunmustur (Orhan vd., 2008).

O. ehrenbergii Boiss. ve O. syriacum ugucu yaginin asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonlar1 incelenmistir. O. ehrenbergii ugucu yag: her iki
enzim tizerinde giiclii inhibisyon gostermistir. Ugucu yagin asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu ICso degeri 0.3 g/mL olarak hesaplanmistir (Loizzo

vd., 2009).

O. dubium’un ¢i¢eklenme (A) ve olgunlasmis ¢igeklenmis (B) dénemlerinde elde
edilen ugucu yaglar1 ve yaglarin ana bileseni olan karvakroliin LOX (soybean) enzim
inhibisyonu incelenmistir. Ornekler 10 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda
calistimistir. Orneklerin % inhibisyon sonuglar1 10 pg/mL igin, %18 (A ugucu yag), %50
(B ugucu yag) ve %35 (karvakrol) iken 100 pg/mL i¢in, %91 (A ugucu yag), %85 (B
ucucu yag) ve %89 (karvakrol) oldugu tespit edilmistir (Karioti vd., 2006).

O. dubium’un toprak {istii kismindan hazirlanan diklorometan, metanol ve
metanol:su (5:1) ekstrelerinin 3 mg/mL konsntrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlanmig ve
ekstrelerin LOX (soybean) enzimi % inhibisyonlari sirasiyla, %48, %30 ve %22 olarak
belirlenmistir. (Karioti vd., 2015).

O. rotundifolium Boiss. toprak istii kismindan hazirlanan etil asetat ekstresinin
(100 pg/mL) asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz ve tirozinaz enzim inhibisyonlar1 %30,
%43 ve %39 olarak bulunmustur (Senol vd., 2016).

2.6.2. O. minutiflorum ile yapilan enzim inhibisyon ¢alismalar:

O. minutiflorum’un toprak iistii kismindan hazirlanan etil asetat ve su ekstrelerinin
(100 pg/mL) asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz ve tirozinaz enzim inhibisyonlari
incelenmistir. Asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz ve tirozinaz enzim inhibisyonlari etil
asetat i¢in %22, %19 ve %43 iken su ekstresi i¢in %4, %3 ve %6 olarak belirlenmistir
(Senol vd., 2016).
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O. munitiflorum ugucu yag1 (1 mg/mL) asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzim inhibisyonlar1 sirasiyla %100 ve %95 olarak hesaplanmistir ve oldukga giiclii

inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir (Orhan vd., 2008).

2.6.3. Origanum minutiflorum ile yapilan diger biyolojik aktivite calismalar:

Bitki ekstresi ile ilgili arastirmalar agirlikli olarak antimikrobiyal ¢alismalardir.
Bitkinin metanol ekstresi Mycobacterium tuberculosis iizerinde etkili bulunmus ve
ekstrede karvakrol, rozmarinik asit, eriodiktiol ve luteolin ana fenolik bilesikler olarak
tamimlanmistir (Askun vd., 2009). O. minutiflorum su, metanol ve etanol ekstrelerinin ve
ugucu yagmin Helicobacter pylori iizerindeki etkisi incelenmistir. Ugucu yagmn (920
mg/mL) glicli etki gosterdigi tespit edilmis ve zon inhibisyon degeri > 90 mm olarak
bulunmustur (Ozen vd., 2014). Bitkinin metanol ekstresinin antifungal aktivitesi
incelenmistir. Ekstrenin minimum inhibisyon konsantrasyon degeri 1.6 mg/mL olarak

bulunmus ve oldukg¢a etkili oldugu bildirilmistir (Askun vd., 2008).

O. minutiflorum ugucu yagi ve sicak su ile hazirlanan ekstresi balik yemlerine belirli
oranlarda karistirilarak immiinostimiilan ve antioksidan etkileri arastirilmis ve sonuglar
pozitif bulunmustur (Sar1 ve Ustiiner-Aydal, 2018). O. minutiflorum infiizyonu ugucu
yaga gore siit Uriinlerinde oksidasyona karsi daha fazla koruyucu etki gdosterdigi
belirtilmistir. Ugucu yag1 ve inflizyonun siit iiriinlerinde saklama sirasinda fiziksel
stabiliteyi etkilemedigi tespit edilmistir. infiizyonun ugucu yaga gore oksidasyona karsi
belirtilmistir (Boroski vd., 2012). O. minutiflorum inflizyonunun in vivo hiperglisemik
etkisi incelenmis ve infiizyonun kan glikoz seviyesini belirgin sekilde azalttig
goriilmiistiir. Ayrica diyabetli ratlarda aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz
enzimlerini disirdigi gortilmistir (Kiliggiin ve Korkmaz, 2014). O. minutiflorum’un
toprak {iistii kismindan hazirlanan etil asetat ve su ekstrelerinin toplam fenol ve flavonoit
miktarlari, DPPH, DMPD, NO ve demir baglama aktiviteleri arastirilmis ve etil asetat
ekstresinin su ekstresine gore toplam fenol ve flavonoit igerigi yiiksek bulunmustur

(Senol vd., 2016).

Bitkiyle ilgili biyolojik aktivite ¢aligmalar1 daha ¢ok ugucu yagi ile yapilmistir. O.
minutiflorum ugucu yaginin basta gida patojenleri olmak iizere pek ¢ok Gram (+) ve Gram
(-) mikroorganizma, bitki ve hayvan patojenleri, larva ve akarlar iizerinde yapilan

calismalarda olumlu sonuglar verdigi belirlenmistir (Oke ve Aslim, 2010; Aslim ve Yiicel
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2008; Dadalioglu ve Evrendilek 2004; Vardar-Unlii vd., 2007; Baydar vd., 2004;
Bayramoglu, 2005; Seydim ve Sarikus, 2006; Sarer vd., 1996.; Morsy vd., 2014; Ok
vd.,2015a; Erler ve Cetin, 2009; Cetin ve Yanikoglu, 2006; Cetin vd., 2009; Sampson
vd., 2005; Ellse ve Wall, 2014; Altundag ve Aslim, 2011; Altundag vd.,2011; Demirel
vd., 2009; Lehtijarvi, 2006; Arslan ve Dervis, 2010; Mueller-Riebau vd., 1995; Gormez
ve Diler, 2017).

O. onites ve O. minutiflorum ugucu yaglarinin albino fareler tizerinde akut toksisite
testlerine bakilmis ve LDsg degerleri sirastyla 1.6 mL/kg ve 2.4 mlL/kg olarak
bulunmustur. Ayni ¢alismada ‘hot plate’ metodu ile ugucu yaglarin analjezik etkisi
incelenmis ve yaglarin etkili bulunmustur. Baska bir ¢alismada O. majorana ugucu
yaginin LDsg degeri 2.24 g/kg, Origanum tiirlerinin ugucu yagmin LDsg degeri ise 1.85
g/kg olarak bulunmustur. Origanum tiirlerinin analjezik ve diiz kaslar lizerinde gevsetici
etkisinin olmasinin yani sira terapdtik indeksinin genis olmasi tedavide kullanima uygun
olarak degerlendirilmistir (Cingi vd., 1991). Baska bir c¢alismada ayni tiirlerin ugucu
yaglar1 Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon rekombinasyon testi kullanilarak
genotoksisite agisindan test edilmistir. iki tiire ait ugucu yagin da kayda deger genotoksik
etki gostermedigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada yaglarin potasyum dikromat ve kobalt
Klorite karsi antigenotoksit etkilerine bakilmigtir. Ugucu yaglarm bu iki metalin

olusturacagi1 genotoksik etkiyi ortadan kaldirabilecegi saptanmistir (Demir vd., 2013).

O. minutiflorum su ile farkli oranlarda karistirilan (%0.5-4.5) ugucu yag, %2
klorhekzidin ve %5.25 sodyum hipoklorit hPDL (insan peridodontal ligamenti) fibroblast
ve meme kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki bakimindan incelenmistir. %0.5°1ik
ucucu yag en az sitotoksik etki gostermistir (Ok vd., 2015b). Ugucu yagin (200 pg/mL)
kopek meme tiimor hiicre serileri CMT-U27 ve CMT-U309 tizerindeki sitotoksik etkisi
sirasiyla %74 ve %87 olarak saptanmistir (Anlag vd., 2017). Ugucu yagin MMT testi ile
MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkisi arastirilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucu ucucu yagin ICsp dozlar1 yag doku kaynakli mezenkimal kok
hiicre i¢in 40.5 pL/mL, MCF-7 igin 11.5 uL/mL ve MDA-MB-231 i¢in 14.5 pl/mL
olarak bulundu. (Ozkan vd., 2017; 2019). Ucucu yagmin néroblastoma hiicrelerine karst
norotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Sar1 vd., 2017). Ugucu yagin antianjiyogenetik

aktivitesi incelenmis ve beklenen etki goriilmemistir (Goze vd., 2010).
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O. minutiflorum ve O. majorana ugucu yaglarinin esit oranda karisimi, Salvia
triloba L. ugucu yagi Hypericum perforatum L.’un zeytin yag maserati ve zeytin yag
karisimindan hazirlanan yara iyilestirici bir formiilasyon gelistirme ¢alismasi yapilmistir.
Calisma sonucunda formiilasyon iirtiniiniin H. perforatum’un tek basina yaptigi yara
iyilestirici etkisini artirmis ve ayrica bakterisidal ve kandidiyal aktivite gosterdigi tespit

edilmistir (Siintar vd., 2011).

2.7. Deneylerde Kullanilan Enzimler Hakkinda Genel Bilgiler

Bu tez kapsaminda O. minutiflorum ekstreleri ve ugucu yagi ile inhibisyonlari
incelenen lipoksijenaz (LOX), siklooksijenaz (COX) ve matriks metaloproteinaz (MMP-

9) enzimleri ile ilgili genel bilgilere yer verilmistir.

2.7.1. Lipoksijenaz (LOX) enzimi

LOX enzimleri, bitkiler, hayvanlar, gida mayasi, algler, mantarlar, siyanobakteriler
ve yosunlarda tespit edilen bir enzim grubudur (Brash, 1999). Bu enzimler aktif
merkezlerinde hem yapisinda olmayan demir (Fe*?) iyonu igeren, 75-100 10° Da molekiil
agirlikli tek bir polipeptik zincirinden olusan bir metaloproteindir (Tripathi ve Mishra,
2016).

LOX enzimleri substrat olarak kullandiklar1 ¢oklu doymamis yag asitlerine iki
oksijen molekiilii ekleme yaparak oksitlenmesini katalize eder, yag asidi hiperoksitlerini
olusturur. Fizyolojik olarak LOX enzimleri, konjiige dien hidroperoksitler tiretmek i¢in
cis-cis-1,4-pentadien yapist iceren ¢oklu doymamig yag asitlerinin dioksidasyonunu
katalizlemektedir (Baysal ve Demirdéven, 2007). Reaksiyon sonucunda Cis ve trans ¢ift
bagi igeren iiriin olusur. Bu iiriin 234 nm dalga boyunda absorbsiyon vermektedir. LOX
enzim deneylerinde bu Ozellikten yararlanilmaktadir (Kesebir vd., 2019). LOX
enzimlerinin ¢ogu, substrat olarak iki ¢ift bag arasinda aktiflestirilmis bir metilen grubu
iceren linoleik ve a-linolenik asit gibi serbest yag asitlerinin varligini gerektirse de,
pentadien yapisi icermeyen (12-keto-(9Z)-oktadesenoik asit) diger molekiiller veya metil
esterlerini de substrat olarak kullanirlar (Robinson vd., 1995). LOX enzimlerinin substrati
memelilerde arasidonik asit (eikozatetra-5E, 8E, 11E, 14E-enoik asit, AA) iken,
bitkilerde linoleik asit (oktadeka-9Z, 12Z-dienoik asit, LA) ve a-linoleik asittir (Aparoy
vd., 2008).
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LOX enzimlerinin kismen substratinin 6zelligine ve kismen elde edildigi kaynaga
gore birkag alt grubu vardir. Arasidonik asitin oksitlenme bolgesine gére LOX enzimleri
genellikle bes ana gruba ayrilir: 5-LOX (EC 1.13.11.34), 8-LOX (EC 1.13.11.40), 11-
LOX (EC 1.13.11.45), 12-LOX (EC 1.13.11.31), ve 15-LOX (EC 1.13.11.33)’tur. 5-
LOX, 8-LOX, 12-LOX ve 15-LOX izoenzimleri memeli organizmalar i¢in énemlidir.
Ayrica, 5-LOX ve 15- LOX enzimleri bitkiler i¢in de dnemlidir (Baysal ve Demirddven,
2007).

LOX  reaksiyonlarinda  birincil  iriinleri  AA'nin  hidroperoksitleridir
(hidroperoksieikozatetraenoik asitler veya HPETE). Boylece, 5-LOX esas olarak 5-
HPETE, 15-LOX ise 15-HPETE, vb. iiretir. Memelilerin ¢esitli dokularinda 9-HPETE
indirgeme iirlinii, 9-hidroksieikozatetraenoik asit olmasina ragmen memelilerde 9-LOX
hakkinda kesin bilgi mevcut degildir. LOX enzimleri (EC 1.13.11.12) standart substrati
olan LA ile konumsal 6zellikleri bakimindan farklilik gostererek 9- veya 13-hidroperoksit
LA [9- veya 13-hidroperoksioktadekadienoik asit] fliretirler. Patates yumrusu LOX
enzimleri, ¢esitli LA tiirevlerini, dokozaheksaenoik asit ve AA olusumunu katalize eder.
Soya fasulyesi LOX enzimleri 15-LOX olarak degerlendirilirken, patates LOX enzimleri
kinetik ve mekanik olarak insan 5-LOX enzimi ile benzerlik gostermektedir. Her iki
enzim de standart LOX inhibitdr analizlerinde kullanilmaktadir. Soya fasulyesi LOX
enzimi simdiye kadar kristallesebilen ilk LOX enzimi olmustur ve ii¢ boyutlu olan bu
enzim hala simdiye kadar kristallesmeyen diger LOX enzimlerinin yapilarini tahmin
etmek i¢in kullanilir. LOX enzimlerinden basariyla kristallesebilen bir diger enzim tavsan
retikiilosit 15-LOX’tur. LOX enzimleri hiicre metabolizmasini ve apoptozu diizenleyen
lipit sinyalizasyon yollarmin merkezinde olan 16kotrien, lipoksin ve cesitli fizyolojik
olarak aktif bilesiklerin olusumunda 6nemli rol oynayan enzimlerdir (Butovich vd.,

2008).

Lipit peroksidasyonu daha c¢ok coklu doymamis yag asitlerini okside ederek
kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 (KSH), diyabet, kanser, nérolojik rahatsizliklar dahil
cesitli patolojik durumlarin etiyolojisinde rol oynamaktadir. Aragidonik asit membran
biitiinliglini  korumakla birlikte endokannabinoidler, epoksieikozatrienoik asit,
tromboksan Az, prostaglandinler, 16kotrienler gibi bir¢cok biyoaktif mediatdriin onciisii
olan memeli hiicresindeki en 6nemli ¢oklu doymamis yag asitleridir. Arasidonik asit

genellikle ii¢ tiir enzim tarafindan metabolize edilir; siklooksijenaz, sitokrom P45 ve
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lipoksijenaz. Bunlar arasinda lipoksijenaz lipit peroksidasyon tiretiminde en dnemli rolii

oynamaktadir (Sun vd., 2019).

LOX enzim metabolitlerinin asir1 iiretimi, kanser gelisimi, inme, miyokard
enfarktiisii, iskemi ve/veya iskemi sonrasi enflamatuvar yanit, artrit, astim, kanser,
enflamasyon ve diger birgok hastalik ve patolojik durum ile iligkili bulunmustur. Bu
nedenle klinik kullanim i¢in uygun ve se¢ici LOX enzim inhibit6rlerinin tasarlanmasi en
onemli hedefler arasindadir (Butovich vd., 2008). NDGA diisiik konsantrasyonda (<

5uM) segici lipoksijenaz enzimi inhibitdriidiir (Korn ve Horn, 1990).

LOX enzimleri artrit, alerjik astim, sedef hastalig1, enflamatuvar bagirsak hastaligi,
KSH, bobrek, cilt hastaliklari, metabolik sendrom gibi enflamasyon ile ilgili hastaliklar
ve alzhemier gibi norodejeneratif hastaliklarla iligkilendirilmektedir (Sagan ve Turhan,

2014).

Kanser, kardiovaskiiler ve ndrodejeneratif rahatsizliklarin tedavisi i¢in yeni LOX
inhibitorlerine ihtiya¢ vardir. Mevcut terapotik uygulamalarda Zileuton ve Minosiklinler
gibi LOX inhibitodrleri bulunmaktadir. Hepatatoksik etkisi ve ilag etkilesimleri sebebiyle,

bu inhibitorler yasaklanmis veya sinirlandirilmistir (Sagan ve Turhan, 2014).

2.7.2. Siklooksijenaz (COX-1 ve COX-2) enzimleri
COX (prostaglandin G/H sentaz, EC 1.14.99.1) enzimi, arasidonik asitten

prostanoidlerin biyosentezini iki basamakta katalizler. Bu biyosentez basamaklarindan
birincisi aragidonik asitin oksitlenmesi ile ara {iriin prostaglandin G2 olusumu, ikincisi ise
olusan prostaglandin G2’nin prostaglandin Hz’ye indirgenmesidir. COX enzimlerinin iki
izoformu vardir. Genellikle, COX-1 enziminin fizyolojik isleri yerine getiren ¢ogu
dokuda ekspresyonu gergeklestirilirken, indiiklenebilir tiirevi COX-2 enzimi, ¢esitli

enflamatuvar ajanlara cevap olarak ekspresse edilir (Ouellet ve Percival, 1995).

COX-1 enzimi hemostaziste, mide koruyucu ve homeostatik fonksiyonlarda gerekli
olan prostaglandinleri saglarken, COX-2 enzimi enflamasyon ve timor olusumu gibi
patofizyolojik durumlarda prostaglandin olusumunda baskin rol oynamaktadir (Rouzer
ve Marnett, 2009). COX-2 enzimi karakteristik enflamatuvar semptomlarindan

(kizariklik, agri, 6dem, ates ve fonksiyon kaybi) sorumludur. Ayrica ¢esitli kanser tiirleri
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(kolorektal, meme) ve Alzheimer ve Parkinson hastaligi olusumunda da de rol

oynamaktadir (Charlier ve Michaux, 2003).

5-LOX yolagi, enflamasyonda COX enzimlerinin inhibisyonu ile reseptdr sayisinda
artisa bagli olarak astim olusumuna sebep olmaktadir. COX-2 ve 5-LOX enzimlerinin ¢ift
inhibisyonu daha giivenli streoid yapida olmayan antienflamatuvar ilag (NSAT) saglamak
icin bir alternatif olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢ift etki sadece giiclii antienflamatuvar
etki saglamakla kalmayip NSAI’larm ve secici COX-2 inhibitdrlerinin yan etkisini de
azaltacaktir (Charlier ve Michaux, 2003; Bertolini vd., 2001).

COX ve LOX enzimleri arasindaki dengenin tiimor olusumunu kritik olarak
belirlemektedir. Diisiik COX enzimi aktivitesi altinda, dis uyaranlara yanit olarak hiicre
zarlarindan salinan aragidonik asit LOX enzimleri tarafindan metabolize edilir (Mashima

ve Okuyama, 2015).

Aspirin, COX izoformlarini farkli yolaklar tizerinden inhibe eden secici olmayan
bir NSAI’dir. Son yillarda, bilimsel ¢alismalar secici COX-1/COX-2 inhibitdrleri yoniine
kaymistir. COX-1 inhibitorleri, basta gastrointestinal sistem olmak iizere {ilser gibi ciddi
yan etkilere sebep olabilmektedir. Bu yan etkilerden dolay1 sec¢ici COX-2 inhibitorleri
aranmaktadir. NSAI’larin COX enzim inhibisyonu ICso degerleri karsilastirmali olarak
Tablo 2.9°da verilmistir. Son zamanlarda Koksib ad1 verilen yeni jenerasyon NSAI’lar
bulunmustur. Ancak bumlardan biri olan Rofekoksib kardiyotoksisitesinden dolay:

kullanimdan kaldirilmistir (Limongellia vd., 2010).

Tablo 2.9. NSAIlarin COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyonu IC50 degerleri (ug/mL) (Mitchell vd., 1993)

NSAI COX-2 COX-1 COX-2/COX-1 Orani
Tolmetin 7 0.04 175
Aspirin 50 0.3 166
Ibuprofen 15 1 15
Asetaminofen 20 2.7 7.4
Diklofenak 0.35 0.5 0.7
Naproksen 13 2.2 0.6
Selekoksib 0.34 1.2 0.3
Rofekoksib 0.84 63 0.013
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2.7.3. Matriks metaloproteinaz-9 (MMP-9) enzimi

MMP, aktif bolgelerinde ¢inko iyonu gerektiren tipik bir metaloproteinazdir. Su
ana kadar 18 c¢esit kadar MMP izole edilmis, klonlanmis ve toplu olarak MMP ailesi
olarak adlandirilmistir. MMP enzimleri fibroblastlar, kondrositler, osteoblastlar,
notrofiller ve makrofajlarin yani sira timor hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. MMP
enzimlerini aktiviteleri gen ekspresyonu, proenzim aktivasyonu ve aktif inhibisyonu
enzimlerin spesifik doku inhibitorleri ile diizenlenir. MMP enzimlerinin anormal tiretimi,
MMP enzimleri ve spesifik doku inhibitorleri arasindaki stokiyometrik dengesizlik timor
metastazi, romatoid artrit ve multipl skleroz gibi c¢esitli hastaliklara neden olmaktadir

(Tamura vd., 1998).

MMP enzimleri substratlarina gore, interstisyel kollajenaz (MMP-1); jelatinaz A
(MMP-2); ti¢ stromelisin (MMP-3, -10 ve -11); uterin metaloproteinaz (MMP-7); notrofil
kolajenaz (MMP-8) ve jelatinaz B (MMP-9) olarak siniflandirilir. MMP enzimlerinin
farkli kanser tiirleri i¢in yeni bir biyomarkir oldugu tespit edilmistir: goglis kanseri
(MMP-1, -9, -13), pankreas kanseri (MMP-2, -7, -9), akciger kanseri (MMP-1, -7, -9),
mesane kanseri (MMP-2, -9), kolorektal kanseri (MMP-1, -2, -7, -9, -13), yumurtalik
kanseri (2, -9, -14), prostat kanseri (MMP-2, -9) ve beyin timérleri (MMP-2, -9) (Roy
vd., 2009). Jelatinazlar, MMP-2 ve MMP-9 baz1 6zel substratlar1 paylagmalarina ragmen
farkli hiicre tiplerinden sentezlendikleri bilinmektedir. MMP-2, fibroblast, endotelial ve
epiteliel yapisal hiicrelerden sentezlenirken, MMP-9, makrofaj, nétrofil ve eozinofil
enflamatuvar hiicrelerinde tiretilir (Corbel vd., 2002). Artmis MMP-9 ekspresyonu, KVS
hastaliklari, romatoid artrit, karaciger fibrozu ve periodontal hastaliklar1 igeren pekcok
enflamatuvar patolojosi ile iliskili oldugu iyi bilinmektedir. Diyabetus mellitus’ta goriilen
vaskiiler komplikasyonlarda ilerlemis glikasyon son iiriinlerinin, COX-2/PGES-1
ekspresyonunu uyardigi ve makrofajlarda MMP-9 sentezini indiikledigi tespit edilmistir.
Tiimor biliylimesi ve anjiyogenez sirasinda MMP-9'un doku yikiminda ve yeniden

bi¢cimlendirilmesinde rolii oldugu belirlenmistir (Halade vd., 2013).

MMP-9 inhibitdrii doksisiklinin Trypanosoma cruzi’nin kardiyak hasara neden olan
enfeksiyonunu zayiflattig1 bildirilmistir (Gutierrez vd., 2008). Su anda FDA’nin onay
verdigi tek MMP inhibit6rii doksisiklin molekiiliidiir (Lee vd., 2004; Zhang vd., 2012).
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Hayvan deneylerinde MMP inhibitorleri etkili bulunmustur. Genis spektrumlu
MMP inhibitorleri, insanlarda kas-iskelet sistemi {iizerindeki istenmeyen etkileri
sebebiyle basarili bulunmamistir. Bu zamana kadar MMP’ler ile ilgili basarisizliklarin
sebebi MMP enzimleri icin segici inhibitorlerinin olmamasidir. Giiniimiizde ilag kesfinde
MMP enzimleri i¢in segici inhibitorlerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Halade vd.,
2013).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyal, Enzimler ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Bitkisel materyal

Bu ¢alismada Origanum minutiflorum O. Schwarz et P.H. Davis’un 2017 yil1 ticari
{iriin 6rnegi (Antalya Inan Tarim Uriinleri) kullanilmistir. Materyal rnekleri Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi herbaryumunda (ESSE no: 15441) saklanmaktadur.
(Gorsel 3.1).

Gorsel 3.1. Ticari iiriin ornegi O. minutiflorum

3.1.2. Kullanilan enzimler

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan enzimler

Enzim Kaynak Firma

LOX Glycine max (Soya fasulyesi) Sigma

COX-1ve COX-2 Kolorimetrik inhibitor tarama test kiti (Koyun COX-1 Cayman Chemical
enzimi ve insan COX-2 rekombinant enzimi

MMP-9 Kolorimetrik tarama kiti (insan rekombinant MMP-9 Enzo
enzimi)
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3.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik kalitededir. Yiiksek Performansli
Sivi Kromatografisi analizlerinde YPSK kalitesinde ¢oziiciiler kullanilmistir. Enzim
inhibisyonu deneylerinde ultra saf su kullanilmigtir. Tiim diger deneysel ¢alismalarda ise

bidistile su kullanilmistir.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Firma
Derisik HCI Sigma
Etanol Sigma
n-Hekzan Sigma
Diklorometan Sigma
n-Biitanol Sigma
Etil asetat Sigma
Dietil eter Sigma
Anisaldehit Fluka
Glasiyel asetik asit Sigma
Metanol Merck
H2S04 Sigma
Susuz Na,SO4 Doga Ilag¢ Hammaddeleri Tic. Ltd. Sti.
Toluen Merck
Kloroform Merck
Asetik asit Sigma
Formik asit Fluka
Asetonitril Merck
Dimetil siilfoksit Merck
Silika jel 60 Fzs4 TLC Aliiminyum levha Merck
NDGA Sigma
LOX Sigma
Linoleik asit Sigma
K2HPO4 dibazik Sigma
KH,PO, monobazik Sigma
Karvakrol Sigma
Timol Sigma
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3.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Tablo 3.3. Deneylerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihaz/Malzeme Firma
Analitik terazi Mettler Toledo
Desikator Ildam

Etiiv Ecocell

Ceker ocak Hedlab X-pro
Kiil firim Nabertherm
Rotavapor Heildolph
Elisa okuyucu BioTek

Kaba terazi AND GX-6100
Kuvartz mikroplate Hellma

YPSK cihazi

SK/KS/KS cihazi
Liyofilizator

Mekanik karistirict
Ultrasonik banyo
Mikroplaka 1siticilt karistirict
pH metre

Vorteks
UV-spektrofotometre
Mikroskop

Mikroskopa bagli kamera
GK

GKI/KS

Volumetrik su miktar tayin apareyi

Clevenger apareyi
Ultra saf su cihazi

Shimadzu Prominance
Aplied Biosystem 3200Q trap
Lyovac

Heildolph

Bandalin Sonorex
Biosan

Wtw PH 720 Ph Metre
IKA

Camag

Axio Lab. Al Zeiss
AxioCam ERc 5s
Shimadzu GC 2010

Agilent 5975 GC-MSD ve Agilent

6890N GC/FID
[ldam

fldam
Sartorius Stedim Biotech

3.3. Deneysel Calismalar
3.3.1. Farmakope kalite kontrol deneyleri

Kalite kontrol deneyleri Avrupa Farmakopesi 2004’de yer alan analizlere ve
2016°da Oregano monografinda yer alan yontem ve testlere gore yapilmistir (Avrupa

Farmakopesi Adaptasyonu, 2004; 2016)

3.3.1.1. Mikroskopik inceleme

Havanda toz haline getirilmis toprak iistii kisitmlarinin, kloralhidrat reaktifi ile bek
alevi iizerinde dikkatlice kaynatilarak preparati hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar

AXxio Lab. Al Zeiss marka arastirma mikroskobu ve bu mikroskoba bagli AxioCam ERc
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5s marka kamera ile incelenerek elde edilen goriintiiler kaydedilmistir. Incelemede toz
droglarin mikroskobik ayriminda dnemli olan elementlere; ortii tiiyleri, salg: tiiyleri,
stoma ve yapraga ait diger Ozelliklere bakilmistir. Goriintiilemede tespit edilen
karakterlerin 6l¢timii goriintiileme-kaydetme programi olan ZEN ile her objektife uygun

olan kalibrasyonda mikrometrik olarak yapilmistir. Olgekler fotograflarda gosterilmistir.

3.3.1.2. Su miktar tayini

Islem, %]1°den daha fazla ugucu yag igeren droglara uygulamr. 250 mL’lik
distilasyon balonuna 200 mL toluen R ve 2 mL su R konulur. Balon {izerine su distilasyon
apareyi yerlestirilmis ve islem baslatilmistir. isleme, dereceli kisimda su miktar1 sabit
kalana kadar devam edilmistir. Siire sonunda aparey sogumaya birakilmistir. Dereceli
kisimdan toluenin absorbe etmedigi su miktari okunmustur (a). Sonra, su miktar tayini
yapilacak olan drogtan tartilmis olan 10 g numune, ayni distilasyon balonu igerisine
yiiklenmistir. Islem baglatilmistir. Apareyin dereceli kisminda biriken su miktarinda
degisme olmaymcaya kadar isleme devam edilmistir. Islem tamamlaninca sistem
sogutulmus ve dereceli kisimda biriken su miktar1 okunmustur (b). Okunan miktardan ilk
islemde elde edilen su miktar1 ¢ikartilmistir. Elde edilen sonug iizerinden 100 g drogun
tasimis oldugu su miktar1 hesaplanmistir. Islemler ii¢ tekrarli olarak asagidaki denklem

kullanilarak yapilmistir (3.1).
% Su miktar1 = (bl—_oa) x 100 (3.1)

(a=Birinci distilasyonda elde edilen suyun mililitre olarak miktari,
b-ikinci distilasyonda elde edilen toplam suyun mililitre olarak miktar1)

3.3.1.3. U¢ucu yag miktar tayini

Bitkisel materyalden ugucu yag eldesi Clevenger apareyi ile yapilmistir. 20 g
parcalanmig drog 2 L’ik balona konulduktan sonra iizerine 1000 mL distile su ilave
edilmistir. 3 saat siire ile distilasyon islemi gerceklestirilmistir. Siire sonunda apareyin
sogumasi beklenmistir. Apareyin ugucu yagin toplandigi 6l¢ekli kismindan ugucu yag
miktar1 mL cinsinden okunmustur. Kuru drogun ugucu yag miktar1 % olarak
hesaplanmistir. Bu iglemler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Elde edilen ugucu yag, ¢esitli

analiz islemleri ve aktivite deneyleri i¢in +4 °C buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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3.3.1.4. Biitiin kiil miktar tayini

Porselen kroze bos halde 600 °C (£25)’ye ayarlanmuis kiil firininda 30 dk kor hale
getirilip sogutularak sabit tartima getirilmistir. Krozenin darast alinmigtir. Sabit tartima
getirilen bos kroze igerisine 1 g toz drog konulmus ve tam tarttimi alinmistir. Bu halde
oncelikle 100-105 °C’lik etiivde 1 saat siireyle kurutulmus, daha sonra 600 °C (£25)’lik
kil firninda 1 saat yakilmistir. Firindan ¢ikarilip desikatérde sogumasi i¢in bekletildikten
sonra tartilmistir. Bu isleme kiilii i¢ceren kroze sabit vezne gelinceye kadar (son iki tartim
arasindaki agirlik farki 0.5 mg’1 gegmeyene kadar) devam edilmistir. Son tartimdan bos
krozenin daras1 c¢ikarilmis ve drogun igerdigi biitiin kiil miktar1 ylizde olarak

hesaplanmustir. islemler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

3.3.1.5. Asitte erimeyen kiil miktar tayini

Biitiin kiil miktar tayini i¢in elde edilen kiil {izerine distile su (15 mL) ve HCIR (10
mL) ilave edilerek krozenin agzi saat camiyla kapatilmis ve 1sitic1 tizerinde 10 dk hafif
bir sekilde kaynamasi saglanmistir. Soguduktan sonra, kiil birakmayan filtre kdgidindan
(Isolab, 125 mm siyah bant) siiziilmiistiir. Filtre kAgid1 turnosol kagidu ile kontrol edilerek
nétr oluncaya kadar sicak distile su ile ytkanmistir. Uzerinde kalan bakiye ile birlikte
filtre kagidi tekrar krozenin igine konulmus ve 100-105 °C’lik etiivde 1 saat kurumaya
birakilmistir. Kuruduktan sonra 600 °C (£25)’ye ayarlanmis kiil firininda yakilmustir.
Yakma igsleminden sonra kroze desikatorde sogumaya birakilmistir ve tartimi alinmistir.
Son iki tartim arasindaki fark 1 mg’dan daha fazla olmayacak sekilde sabit vezne
gelinceye kadar bu isleme devam edilmistir. Elde edilen miktardan drogun % olarak HCI

asitte ¢oztinmeyen kiil miktar1 hesaplanmistir.

3.3.1.6. Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Deneyde Merck marka silikagel Fzss plaklar kullanilmistir. 10 x 20 cm ebadinda
kesilmis plaklar 1 saat siireyle sicakligt 100 °C’ye getirilmis etiivde aktive edilerek
kullanilmistir. Kromatografi tanki icerisinde homojen doygunluk saglanmasi amaci ile
once siizge¢ kagidi yerlestirilmistir. Daha sonra mobil faz olarak kullanilan metilen kloriir
(diklorometan) ilave edilmistir. Test ¢cozeltisi, 1 g toz edilmis bitkisel drog lizerine 5 mL
metilen kloriir eklenmis ve 3 dk calkalandiktan sonra adi siizge¢ kagid1 lizerine 2 g susuz
sodyum siilfat konulduktan sonra siiziilerek hazirlanmistir. 1 mg timol ve 10 pL karvakrol

10 mL metilen kloriirde ¢oziilerek referans c¢ozelti hazirlanmistir. Plaklara test
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cozeltisinden ve referans ¢ozeltiden bant halinde 20 pL uygulanmistir. Tank, ¢oziicii
sistemi ile doyduktan sonra plaklar 15 cm stiriiklenmistir. Siiriikleme isleminden sonra
ITK plaklar1 oda sicakliginda kurutulup ilk énce UV lamba altinda gozlenebilen lekeler
belirlenmistir. Plaklar {izerine taze hazirlanmis olan anisaldehit ¢ozeltisi (EK 2)

puskiirtiilmiis ve 100-105 °C’de 10 dk. 1sitilarak renklenmesi saglanmustir.

Kromatogramda test ¢ozeltisi ile elde edilen ana lekeler, referans ¢ozeltisi ile elde

edilen lekelerin rengi, boyutlar1 ve tutunma faktorii (Rf)’ne gore karsilastirilmistir.

3.3.1.7. Gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GK /KS)
ile ucucu yagin kimyasal bilegsiminin belirlenmesi

Elde edilen ugucu yagin GK ve GK /KS sistemi ile es zamanl olarak analizleri
gerceklestirilmistir. GK sisteminde FID dedektorii ile tespit edilen bilesiklerin bagil
yiizdeleri FID kromatogramlarindan alan degerleri kullanilarak hesaplanmistir. GK/KS
sistemi ile bilesenlerin kiitle spektrumlari alinmistir. Degerlendirme islemleri "Baser
Ugucu Yag Bilesenleri Kiitliphanesi" yani sira Wiley, Adams veMassFinder 2.1
Kiitliphane Tarama Yazilimlar1 kullanilarak, ayrica tutunma indeksleri karsilagtirilarak

yapilmistir (McLafferty ve Stauffer, 1989; Koenig vd., 2004).

GK Analiz Kosullar

Sistem : Agilent 6890N GC

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

Taswyict Gaz : Helyum (0.8 mL dk™)

Steakhiklar

Enjeksiyon : 250 °C

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

Detektor : 300 °C, FID

GK/KS Analiz Kosullar

Sistem : Agilent 5975 GC-MSD

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

Taswyict Gaz : Helyum (0.8 mL dkt)

Sicakliklar
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GK/KS Analiz Kosullar1 (Devam)

Enjeksiyon 1250 °C

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

Elektron Enerjisi : 70 Ev

Kiitle Aralig : 35-450 m/z

3.3.2. Ekstraksiyon calismalari
3.3.2.1. Ekstraksiyon ¢alismalari icin ¢oziicii ve metot secimi

Bitkinin toprak iistii kismindan 5 g’lik numuneler ile 3 farkli ekstre hazirlanmistir.
5 g’lik numune %96’lik etanol ile iki defa 48’er saat maserasyona tabi tutulmustur.
Maseratlar birlestirilmis, yogunlastirilmis ve % verim hesab1 yapilmistir. Diger 5 g’lik
numuneler ayr1 ayri n-hekzan ve %96’lik etanol ile 8 saat Soxhlet apareyinde devamli
ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstreler rotavapor (<40 °C) kullanilarak yogunlastirtlmis

ve % verim hesabi yapilmistir. Ekstreler + 4 °C’de saklanmustir.

Elde edilen 3 farkli ekstrenin igerigi ince tabaka kromatografisi ile kiyaslanmstir.
ITK uygulamasinda mobil faz olarak toluen:etil asetat (90:10), belirte¢ olarak da
anisaldehit ¢dzeltisi kullanilmgtir. Siiriikleme islemi 15 cm olarak secilmistir. ITK plag:
siirlikleme isleminden sonra oda 1sisinda kurutulmus, 254 nm ve 366 nm UV’de
goriilebilecek lekeler incelenmistir. Daha sonra anisaldehit ¢ozeltisi uygulanmis ve plak

renklendirilmistir.

3.3.2.2. Ham ekstre ve fraksiyonlarin hazirlanigt

Ham ekstre hazirlamak icin bitkisel materyalin 500 g parcalanmis, toprak iistii
kismu %70’lik etanol ile ¢alkalayici kullanilarak iki defa 48 saat maserasyona tabi
tutulmustur. Maserasyon sonrasi elde edilen siiziintiiler birlestirilerek rotavaporda <

40°C’de yogunlastirilmistir.

Elde edilen ham ekstrenin bir miktar1 daha sonra igerik agisindan fraksiyonlarla
kiyaslanmak tizere ayrilmistir. Geri kalan kismi bir miktar %70’lik etanol ile ¢oziilmiis
ve ayirma hunisine konulmustur. %70’lik etanollii ekstre ayirma hunisinde sirasiyla su
¢oziiciilerin 250 mL’seri ile 3’er kez s1vi-sivi ekstraksiyona tabi tutulmustur: n-hekzan,
diklorometan, etil asetat ve suyla doyurulmus n-biitanol. Diklorometan ile ekstraksiyonda
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diklorometan ve sulu faz arasinda tam bir faz ayrimi1 olmadig1 goriilmiistiir. Sulu faza yari
yartya su ilave edilerek diklorometan ve sulu faz arasindaki polarite fark: artirilarak faz
ayrimi olusturulmus, ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Sivi sivi ekstraksiyon sonucu bu
coziiciilerle birlikte en son kalan sulu faz dahil 5 farkli fraksiyon elde edilmistir. Ayni
¢Oziicii ile yapilan fraksiyonlar birlestirilip rotavaporda < 40 °C’de yogunlastirilmistir.

Tam olarak yogunlastirilamayan n-biitanol fraksiyonu ve sulu faz liyofilize edilmistir.

Ham ekstre ve 5 fraksiyon, 5 farkli mobil faz sistemi segilerek ITK ile igerik

acisindan karsilastirilmistir (Reich ve Schibli, 2007). Kullanilan mobil faz sistemleri:
1. Toluen:Etil asetat (95:5)
2. Kloroform:Metanol:Su (70:30:4)
3. Etil asetat: Asetik asit:Formik asit:Su (100:11:11:27)
4. Asetonitril:Su:Formik asit (30:8:2)
5. n-Biitanol:Asetik asit:Su (7:1:2)
Uygulama: Bant olarak
Develope: 15 cm
Kurutma: Havada

Elde edilen numuneler ITK plaklarina bant halinde uygunlamis ve plaklar 15 cm
stiriikleme isleminden sonra oda sicakliginda kurutulmustur. Calismada silikajel GF2s4
kapl plaklar kullanilmistir. Plaklarin degerlendirilmesi 254 nm ve 366 nm UV dalga
boylarinda tarama ile yapilmis, ayrica belirte¢ olarak anisaldehit ¢ozeltisi piiskiirtiilerek

plaktaki bantlar renklendirilmistir.
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Gorsel 3.2. Ham ekstrenin ve fraksiyonlarin hazirlanis:

3.3.2.3. Kolon kromatografisi ile alt fraksiyonlarin hazirlanist

3.5 g etil asetat ekstresi tartilarak 5 mL kadar metanolde ¢6ziilmiis ve ardindan 3 g
silikajel 60 G dolgu materyali ile bulamag¢ haline getirilmistir. Etil asetat-silikajel
bulamact su banyosu iizerinde yogunlastirilmistir. Kolon kromatografisinde
fraksiyonlanacak ekstre miktarina uygun olarak 4 cm ¢apinda, 40 cm uzunlugunda kolon
tercih edilmistir. 40 g silikajel 250 mL diklorometan ile siispanse edilmistir. Silikajel
siispansiyonu kolona yavas yavas ilave edilmistir. Silikanin kurumamasi i¢in iizerinden
stirekli diklorometan gecirilmistir. Bunun iizerine etil asetat-silikajel bulamaci kolon
izerine ilave edilmistir. Coziicii sistemi olarak diklorometan:metanol polaritenin artan
oranlarinda agagida belirtildigi gibi sistemden gecirilmistir. Fraksiyon toplama islemi 30
mL’lik fraksiyonlar halinde yapilmistir. Elde edilen fraksiyonlar, rotavapor ile <40 °C’de

yogunlastiritlmistir. Fraksiyon toplama ¢6ziicli % oranlar1 asagidaki sekildedir:

Diklorometan %100 Diklorometan:Metanol (90:10)
Diklorometan:Metanol (99.5:0.5) Diklorometan:Metanol (80:20)
Diklorometan:Metanol (99:1) Diklorometan:Metanol (60:40)
Diklorometan:Metanol (98:2) Diklorometan:Metanol (20:80)
Diklorometan:Metanol (95:5) Metanol %100
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Toplanan fraksiyonlar ITK ile igerik agisindan karsilastirlmstir. ITK

incelenmesinde asagidaki ¢6ziicii sistemleri kullanilmistir:

1. Diklorometan:Metanol (70:30)
2. Diklorometan:Metanol (60:40)

3. Etil asetat:Asetik asit:Formik asit:Su (100:11:11:27)

Ekstre ve fraksiyonlarin hazirlanmasinda AYF esas alinmistir. Bu dogrultuda,

belirleyici olmustur (Sekil 3.1).

‘ Origanum minutiflorum toprak tistii kisimlar

On ekstraksiyon

Ham ekstre
(%70 Etanol
maserasyon) (E)

\
\
\
\
\
/ \
). \
/ \

% 96 Etanol
devamli
ekstraksiyon

n-Hekzan

% 96 Etanol

maserasyon maserasyon

Swi-sivi ekstraksiyon ile
fraksiyonlama
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Sekil 3.1. Aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
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3.3.3. Enzim inhibisyon yontemleri
3.3.3.1. LOX enzimi inhibisyon deneyi

Ham ekstre, kaba fraksiyonlar ve alt fraksiyonlarin lipoksijenaz inhibisyon
aktiviteleri, Baylac ve Racine (2003). tarafindan tanimlanan metodun modifiye edilmesi
ile spektrofotometrik olarak yapilmistir. Potasyum fosfat tamponu (1,94 mL; 100 mM;
pH 8.8) 40 uL 6rnek ¢ozeltisi ve 20 pL LOX ¢ozeltisi karistirilarak 25°C’de 10 dakika
boyunca inkiibasyona birakilarak, reaksiyon 50 pL linoleik asit ilavesi ile baglatilmistir.
234 nm’de 10 dakika boyunca absorbans degisimi kaydedilmistir. Ornekler ve
nordihidroguyaretik asit (NDGA, pozitif kontrol) uygun konsantrasyonlarda uygun
¢oziiclide ¢oziilerek hazirlanmistir. Deneydeki kinetik ol¢timler i¢in kuvartz mikroplaka
kullanilmustir. Inhibisyon degerleri %50°nin iizerinde olan 6rneklerin 1Cso degerleri
hesaplanarak standart ile karsilagtirilmistir. Tiim 6l¢iimler ii¢ kez tekrar edilerek sonuglar

Ortalama =+ Standart hata olarak ifade edilmistir.

3.3.3.2. COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyonu deneyi

Numunelerin COX enzim inhibisyonlar1 “Cayman COX Kolorimetrik inhibitér
Tarama Test Kiti” 6l¢lim yonteminin uyarlanmasi ile yapilmistir. Tampon ¢6zeltisi, 3 mL
0.1 M Tris-HCI (pH 8, 37 °C), 27 mL dH20 karisim1 olarak hazirlanmistir. COX enzimi
¢oOzeltisi ve Hem soliisyonu bu tampon kullanilarak diliie edilmistir. 100 pL arasidonik
asit 100 ul 0.1 M KOH ile karistirtlip dH2O ile seyreltilmistir. Mikroplakada kor harig
biitlin kuyucuklara enzim konulmustur. 10 pL COX enzim ¢ozeltisi, 10 pL numune
eklenerek 5 dk. 25°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon sonrasi kolorimetrik
substrat (TMPD) ve aragidonik asit (substrat) tiim kuyucuklara 20 pL ilave edilmistir. Her
kuyucugun son hacmi 220 pl’ye tamamlandiktan sonra mikroplaka 2 dk. 25°C’de
inkiibasyona brrakilmistir.  Inkiibasyon islemi inkiibatérde gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 590 nm’de absorbanslar dlgiilmiistiir. Standart inhibitor olarak
COX-1 enzimi i¢in SC-560; COX-2 enzimi i¢in Rofekoksib kullanilmistir. Deneyler {i¢
tekrarlt olarak calisilmistir ve sonuglar Ortalama + Standart hata olarak verilmistir. %50
lizerinde inhibisyon gosteren numuneler i¢in ICso degerleri belirlenmistir. Standart

inhibitdrlerin ICso degerleri hesaplanmustir.
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3.3.3.3. MMP-9 enzim inhibisyonu deneyi

MMP-9 inhibisyon calismasi “MMP-9 Kolorimetrik Tarama Kiti” prosediiriine
gore gerceklestirilmistir. Kit prosediiriine gére standart inhibitsr NNGH (N-izobiitil-N-
[4-metoksifenilsiilfonil]glisil hidroksiamikasit), substrat olarak kullanilan kromojenik
tiyopeptid ve enzim tampon ile diliie edilmistir. Diliie edilmis enzim mikroplakanin kor
kuyucuklar1 hari¢ diger biitiin kuyucuklarma 20 pL ilave edilmistir. Inhibitér ve
numuneler mikroplakanin ilgili kuyucuklarma 20 pL olarak uygulanmstir. isleme 30 dk.
37°C inkiibasyon ile devam edilmistir. inkiibasyon sonras1 biitiin kuyucuklara 10 pL
substrat ilave eklenmis ve absorbans degerleri 412 nm’de 10 dk. siiresince dl¢iilmiis ve
dakikadaki absorbans degisimi belirlenmistir. Deneyde, MMP-9 enzimi, tiyopeptidin
peptid bagini yikarak bir siilfidril grubu agiga ¢ikarmistir. Siilfidril grubu Ellman reaktifi
ile tepkimeye girerek 412 nm’de belirlenebilen sar1 renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asidi
olusturmustur. Deney 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir. Hesaplamalar kor olarak kullanilan
kuyucuklarin absorbans degerleri ¢ikarilarak yapilmis ve sonuglar ortalama % inhibisyon

+ standart sapma olarak verilmistir.

LOX, COX ve MMP-9 enzim inhibisyonu deneylerinde % inhibisyon hesaplamari
asagidaki denklem kullanilarak yapilmistir:

0 inhibisyon = 2Xenrolzddrmek o 44 (3.2)

Akontrol

(Axontrol: Kontroliin absorbansi, Asmer: Ornegin absorbansidir)

3.3.4. YPSK/KS-KS ile ekstrelerin analizi

Enzimler iizerinde yiiksek inhibisyon gosteren ekstre ve fraksiyonlarin yapilari

YPSK/KS-KS analizleri ile aydinlatilmistir.

YBSK Analiz Kosullar

Cihaz : Shimadzu 20 A Prominance Sivi Kromatografisi sistemi
Dedektor : Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS

Kolon : GL Science Intertsil ODS 4,6 x 150mm, 3um

Kolon Sicaklig : 40°C

Akis Hizi : 0.7 mL/dk.
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YBSK Analiz Kosullari (Devam)
Mobil fazlarin gradient akist

Zaman (dk) B Konsantrasyon

0.01 15

15 40

18 45

30 45

35 75

38 85

39 95

40 100

45 100

46 15
Kiitle Spektroskopisi Analiz Kosullar:
Yontem : Genisletilmis kiitle tarama (EMS)
Polarite : Negatif mod
Kiitle aralig : m/z:100-1100 amu

Spektrumlar Analyst 1.6 yazilimi kullamilarak kaydedilmistir. Etkili olan
fraksiyonlar ve alt fraksiyonlar i¢in total iyon kromatogrami ve 280 nm’de elde edilen
kromatogramdaki pikler, tutunma zamanlar1 (Rt) ve kiitle spektrumlar literatiir ile

karsilagtirilma yapilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE YORUMLAR
4.1. Farmakope Kalite Kontrol Deney Bulgular:
4.1.1. Makroskopik inceleme

Numunenin karakteristik, keskin ve aromatik kokulu oldugu tespit edilmistir.

Numunenin agik yesil renkli oldugu gézlemlenmistir.

4.1.2. Mikroskopik inceleme

Hazirlanan preparatlarda bol miktarda ortii tiiyiine rastlanmistir. Ortii tiiyleri kiitikulast
cizgicikli, ¢ift sirali ¢ok hiicrelidir. Bas1 sekiz sap1 tek hiicreli Lamiaceae (Labiatae) tipi
salgi tiiyleri tespit edilmistir. Diasitik stomalar yapragin alt ve {ist ylizeyinde (bifasyal)
mevcuttur. Alt epiderma karakteristik dalgali hiicre geperlerine sahiptir. Iletim demetleri

bulunmaktadir (Gorsel 4.1).

Gorsel 4.1. O. minutiflorum mikroskobik incelemesi (a, b,c: ortii tiiyii; d: stoma)
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Gorsel 4.1. (Devam) O. minutiflorum mikroskobik incelemesi (e: stoma; f: stoma ve salgi tiiyii; g: salg

tiyti yandan gortiniis; h: salgi tiiyii tistten goriiniig ve alt epiderma; 1: salgt tiiyii

tistten goriiniis ve Ortii tiiyti, i polenler)
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Gorsel 4.1. (Devam) O. minutiflorum 'un toprak tistii kismina ait mikroskobik goriintiiler

(k, I, m: iletim demetleri; n: Grtii tiiyil ve tist epiderma)
4.1.3. Su miktar tayini
Serin ve havadar yerde muhafaza edilen materyalin su miktar sonuglar1 Tablo 4.1°de
verilmigtir. Numunelerde bulunan ortalama su miktart %5.33+0.47°dir. Avrupa
Farmakopesi (2004) Oregano monografina gére su miktari en fazla %12°dir (120 mL/kQ).
Bu verilere gore O. minutiflorum o6rnegindeki su miktar1 farmakope degerleri ile

uyusmaktadir.

Tablo 4.1. O. minutiflorum 'un toprak tistii kismina ait su miktar tayini sonuglari

Ornek (g) Su miktar: (mL) % Su miktari
10.0 0.5 5.0

10.0 0.6 6.0

10.0 0.5 5.0
Ortalama su miktar1 5.33+0.47
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4.1.4. Ucucu yag miktar tayini

Clevenger apareyi kullanilarak 3 saatlik hidrodistilasyon sonucu kuru drog ilizerinden
hesaplanmis ugucu yag verimleri Tablo 4.2’de verilmistir. Avrupa Farmakopesi (2016)
Oregano monografina gore ugucu yag miktar1 koklerin uzaklagtirnldigi c¢igcek ve
yapraklarda en az 25 mL/kg (kuru drogda), total yagin karvakrol ve timol igerigi en az
%60 olmalidir. Materyalde ortalama ugucu yag verimi %3.9 mL/g olarak bulunmustur.
Total yagin karvakrol ve timol igerigi %83.5 olarak hesaplanmistir. O. minutiflorum hem
yag verimi hem de karvakrol+timol igerigi bakimindan Avrupa Farmakopesi (2016)

degerlerine uygundur.

Tablo 4.2. O. minutiflorum 'un toprak iistii kismina ait ugucu yag miktart ve verimi

Ornek (g) Ucucu yag miktari (mL) % Verim
20.05 0.8 3.99
16.02 0.6 3.75
20.00 0.8 4.00
Ortalama ucucu yag verimi 3.91+0.12

4.1.5. GK ve GK/KS analiz bulgular:

Bitkinin ugucu yag bilesiminin %97.9’u aydinlatilmis ve toplam 56 bilesik tespit
edilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. O. minutiflorum 'un toprak iistii kismina ait ugucu yag bilesimi

RRI Bilesenler %
1014 Trisiklen e

1024 Metil izovalerat e

1032 o-Pinen 0.3
1035 a-Tuyen 0.4
1051 2,5-Dietil tetrahidrofuran e

1076 Kamfen 0.2
1118 p-Pinen 0.1
1174 Mirsen 0.5
1176 a-Fellandren 0.1
1151 o-Karen 0.3
1203 Limonen 0.1
1213 1,8-Sineol 0.7
1255 y-Terpinen 1.1
1280 p-Simen 3.0
1290 Terpinolen 0.1
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Tablo 4.3. (Devam) O. minutiflorum 'un toprak iistii kismina ait u¢ucu yag bilegimi

RRI Bilesenler %
1393 3-Oktanol e
1459 1-Okten-3-ol 0.2
1474 trans-Sabinen hidrat 1.1
1505 Dihidroedulan 11 e
1553 Linalol 0.1
1556 cis-Sabinen hidrat 0.3
1571 trans-p-Ment-2-en-1-ol 0.1
1612 S-Karyofilen 1.3
1614 Karvakrol metil eter 0.1
1611 Terpinen-4-ol 1.0
1628 Aromadendren 0.1
1634 cis-Izodihidrokarvon
1614 trans-Dihidrokarvon
1638 cis-p-Ment-2-en-1-ol
1687 a-Humulene 0.1
1683 trans-Verbenol e
1706 a-Terpineol 0.5
1719 Borneol 1.1
1737 [-Bisabolen 0.2
1751 Karvon 0.1
1704 y-Murolen e
1784 (E)-o-Bisabolen e
1798 Metil salisilat e
1802 Kuminaldehit e
1845 trans-Karveol e
1864 p-Simen-8-ol 0.1
1940 4-Izopropil salisilaldehit e
2008 Karyofilen oksit 0.6
2030 Metil 6jenol 0.1
2050 Humulen epoksit 11
2098 Globulol e
2113 Kuminalkol
2144 Spatulenol 0.3
2186 Ojenol e
2198 Timol 0.2
2209 T-Murolol e
2221 Izokarvakrol e
2239 Karvakrol 83.3
2289 cis-izoelemisin 0.1
2392 Karyofilenol 11 0.1
Total 97.9

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmustir;

% FID verilerine gore hesaplanmistir; e: Eser miktar (< %0.1)
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4.1.6. Kiil miktar tayini

Materyalde bulunan inorganik maddelerin belirlenmesi amaciyla farmakopede belirtilen
prosediire gore yapilan toplam kiil miktar1 sonuglar1 Tablo 4.4’te gosterilmistir. Avrupa
Farmakopesi (2016) Oregano monografina gore biitiin kiil miktar1 en fazla %15 olmalidir.
Orneklerde tespit edilen ortalama kiil miktar1 %7.7+0.14’tiir. Bulunan deger farmakope

degerleri ile uyusmaktadir.

Tablo 4.4. O. minutiflorum 'un toprak iistii kismina ait biitiin kil miktar tayini sonug¢lar

Ornek (g) Biitiin kiil (g) Biitiin kiil %
15 0.1188 7.9
15 0.1133 7.6
15 0.1143 7.6
Ortalama biitiin kiil 7.7+0.14

4.1.7. Asitte erimeyen kiil miktar tayini

Materyalde bulunmasi muhtemel olan asitte erimeyen agir metalller gibi inorganik
maddelerin miktarin1 belirlemek amaciyla, farmakopede belirtildigi sekilde yapilan asitte
erimeyen kiil miktar1 sonuglar1 Tablo 4.5’te verilmistir. Avrupa Farmakopesi Oregano
monografinda belirtilen asitte erimeyen kiil miktar1 en fazla %4 tiir. Asitte erimeyen kiil

miktar1 %0.55+0.2 olarak hesaplanmigtir.

Tablo 4.5. O. minutiflorum 'un toprak iistii kismina ait asitte erimeyen miktar tayini sonuglar

Ornek (g) Asitte erimeyen Kiil (g) Asitte erimeyen Kiil (%)
15 0.0086 0.57
15 0.0080 0.53
15 0.0084 0.56
Ortalama biitiin kiil 0.55+0.2
4.1.8. ITK bulgular

Materyalden Avrupa Farmakopesi (2016)’nde belirtildigi sekilde O. minutiflorum’un ITK
ile incelemesi yapilmistir. UV lamba altinda (254 nm ve 366 nm) belirgin lekeler
ekstredeki lekelerle karsilastirllmistir. Referans ve test ¢ozeltileri ile elden edilen

kromatogramlardaki lekeler farmakopede belirtilen lekelerle karsilagtirmali olarak Gorsel
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4.2°de verilmistir. Referans ve test ¢ozeltisinde yer alan karvakrol ve timoliin tutunma

faktorleri (Rf) ve verdigi lekelerin rengi aynidir.

Plagm tepesi

Timol: pembe leke

Karvakrol: agik

menekse leke

Mavimsi-mor leke

Acik yesil leke
Pembe leke (timol)

Acik menekse leke
(karvakrol)

Acik mor leke
Gri leke
Acik yesil leke
Mavimsi-mor leke

Siddetli kahverengi
leke

Sahit Cozelti

Test Cozeltisi

4.2. Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama Cahismalari

4.2.1. On ekstraksiyon ¢alismalari ve verimleri

Gorsel 4.2. Ugucu yag, timol ve karvakrol’iin ITK ile analizi

--Timol

--Karvakrol

Ekstraksiyon ve fraksiyonlama ¢alismalart AYF metodu esas alinarak yapilmais, O.

minutiflorum’un enzimler iizerinde inhibisyonunu ortaya koymak i¢in hazirlanan

ekstreler ve verimleri Tablo 4.6’da verilmistir. Elde edilen 3 farkli ekstrenin igerigi ince

tabaka kromatografisi ile kiyaslanmistir (Gorsel 4.3)
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Gorsel 4.3. On ekstraksiyon ¢alismalar (2) %96 lik etanol-maserasyon, b) %96 lik etanol-devamii

ekstraksiyon, ¢) n-hekzan-devamli ekstraksiyon)

Tablo 4.6. On ekstraksiyon ¢calismalart ve verimleri

Coziicii Yontem % Verim
%96°1ik Etanol 48 saat maserasyon 7.7
%96’l1ik Etanol 8 saat devamli ekstraksiyon (Soxhlet apareyi) 12.9
n-Hekzan 8 saat devamli ekstraksiyon (Soxhlet apareyi) 4.2

Ekstre iceriklerinin benzer oldugu goriilmiis ise de sonug¢ olarak, devamli
ekstraksiyon yonteminin 1s1 etkisiyle ekstrenin yapisini bozabilecegi dikkate alinarak,
ekstraksiyon yontemi olarak maserasyon, ekstrenin verimi agisindan da etanol ¢oziicii
olarak secilerek ¢alismalar devam edilmistir.

4.2.2. Ham ekstre ve fraksiyonlar ile ilgili bulgular

Elde edilen maseratlarin miktarlari Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. Ham ekstre ve fraksiyonlarin miktarlar:

Ekstre %70 Etanol n-Hekzan Diklorometan Etil asetat n-Biitanol Sulu faz
Miktar (g) 107 9 16 6 18 50

Ornek olarak toluen:etil asetat (95:5) ¢dziicii sistemine ait kromatogram Gorsel

4.4.’te verilmistir. Ince tabaka kromatografisi sonuglari incelendiginde ¢oziicii

sistemlerinden 1.’si hekzan fraksiyonu; 2. ve 3.’sii etil asetat fraksiyonu; 5.’si ise n-
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biitanol ve sulu faz fraksiyonlarmin ayrimi i¢in uygun c¢oziicii sistemleri oldugu

belirlenmistir.

Gorsel 4.4. Ham ekstre, ara faz ve fiaksiyonlarin ITK ile analizi () ITK tankinda siiriikleme islemi,

b) Reaktif piiskiirtiildiikten sonra ¢) 254 nm dalga boyundaki, d) 366 nm dalga boyundaki)

4.2.3. Kolon kromatografisi ile ilgili bulgular

Etil asetat ekstresinin kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmasinda 224 fraksiyon
toplanmustir (Gorsel 4.5) Toplanan fraksiyonlar ITK ile karsilastirilmis, benzer
fraksiyonlar birlestirilmistir. Birlestirilen fraksiyonlar da kendi aralarinda ITK ile

karsilastirilmistir. Tekrar benzer olanlar birlestirilmis ve 14 fraksiyon elde edilmistir.
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Gorsel 4.5. Etil asetat ekstresinin kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmas:

Yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen ugucu yag, ekstre ve fraksiyonlar olasi
karigikligr 6nlemek i¢in kodlanarak kaydedilmistir. Bu kodlamalar ilgili boliimlerde

kullanilmistir. Ekstreler ve fraksiyonlarin kodlar1 Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. Calisilan ekstrelerin ve u¢ucu yagin kodlar:

Kod Ekstre

E %70 Etanol (Ham ekstre)
El n-Hekzan

E2 Diklorometan

E3 Etil asetat

E3a Etil asetat alt fraksiyon 1
E3b Etil asetat alt fraksiyon 2
E3c Etil asetat alt fraksiyon 3
E3d Etil asetat alt fraksiyon 4
E4 n-Biitanol

E5 Sulu faz

Uy Ugucu yag
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4.3. Enzim Inhibisyon Bulgular
4.3.1. LOX enzim inhibisyon bulgulari

Orneklerin LOX enzim inhibisyon sonuglar1 Tablo 4.9°da verilmistir. Calisilan 6rnekler
arasinda E2 Orneginin LOX enzimi iizerinde yiiksek inhibisyon gosterdigi tespit
edilmistir. E2 6rneginin ICso degeri 13.83+1.02 ug/mL, NDGA ICso degeri 6.00+0.25
ug/mL olarak hesaplanmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.9. Ekstrelerin ve ugucu yagin LOX enzimi % inhibisyon degerleri

Ornek (100 pg/mL) % Inhibisyon
E 65.80+2.00
E1l 17.45+0.55
E2 82.33+0.94
E3 40.94+1.81
E3a 67.33+1.89
E3b -
E3c 54.00+1.00
E3d 68.47+0.94
E4 24.50+£0.50
E5
uy

-: Inhibisyon yok.

Tablo 4.10. NDGA ve E2 ekstresinin LOX enzim inhibisyonu ICso degeri

Ornek 1Cso pg/mL
NDGA 6.00+0.25
E2 13.83+1.02

4.3.2. COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyon bulgular:

Orneklerin COX enzimleri iizerinde inhibisyon sonuglar1 Tablo 4.11°de verilmistir.
Calisilan Ornekler arasinda E3 ekstresi COX enzimleri iizerinde yiiksek inhibisyon
gostermistir. E3 6rneginin ICsp degerleri COX-1 enzimi igin 26.75+1.25 pg/ml, COX-2
enzimi i¢in 51.67+1.55 pg/mL olarak hesaplanmistir. COX-1 standart inhibitorii SC-
560’1n ve COX-2 standart inhibitdr rofekoksibin ICso degerleri sirasiyla 0,000021+107°
ng/mL ve 0.049+0.001 pg/mL olarak tespit edilmistir (Tablo 4.12). E3a, E3b, E3c ve
E3d, COX-2 enzimi iizerinde yiiksek inhibisyon gostermistir.
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Tablo 4.11. Ekstrelerin ve ugucu yagin COX-1 ve COX-2 enzimi % inhibisyon degerleri

Ornek (100 pg/mL) COX-1 COX-2

E - 36.71+4.31
El - 8.48+0.56
E2 - 40.19+1.11
E3 78.50+0.50 83.96+1.37
E3a 65.78+4.42 59.96+0.65
E3b - 90.90+2.60
E3c - 86.36+0.65
E3d - 97.62+0.22
E4 - 41.17+1.08
E5 20.18+1.23 26.84+0.28
uy 55.26+1.58 33.10+0.42
-: Inhibisyon yok.

Tablo 4.12. SC-560 ve Rofekoksib in COX enzim inhibisyonu ICso degerleri

Inhibitor ICso0 pg/mL
SC-560 (COX-1) 0.000021+10°
Rofekoksib (COX-2) 0.049+0.001

4.3.3. MMP-9 enzimi inhibisyon bulgulari

Ekstre ve ugucu yag 6rnekleri MMP-9 enzimi {izerinde zayif inhibisyon aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Orneklerin ve NNGH’1n MMP-9 enzim inhibisyon sonuglari
Tablo 4.13’te verilmistir.

Tablo 4.13. Ekstrelerin ve ugucu yagin MMP-9 enzimi % inhibisyon degerleri

Ornek (100 pg/mL) % Inhibisyon
E 22.74+1.36
El -

E2 39.68+2.94
E3 45.11£2.03
E4 16.97+1.25
E5 13.55+2.93
uy 12.87+0.78
NNGH (1.3 uM) 90.06+0.64

-: Inhibisyon yok.
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4.4. YPSK/KS-KS Analiz Bulgular:

Enzim inhibisyon c¢alismalarinda yiiksek inhibisyon gdsteren etil asetat ve
diklorometan ekstreleri yanisira miktar olarak fazla olan ve yliksek enzim inhibisyonuna
sahip etil asetat ekstresi alt fraksiyonlarinin bilesimleri YPSK/KS-KS ile tespit edilmistir.
Tespit edilen maddelerin yapilart UV ve kiitle spektrumlari, tutunma zamanlar1 ve
literatiir bilgiler ile karsilagtirilarak aydinlatilmaya calisilmistir. Yapilar1 belirlenen

bilesikler Tablo 4.14’te verilmistir.

Yorumlamalarin agiklanabilmesi i¢in her bir bilesigin bulundugu fraksiyon/larin
kodu (Rt, tutunma zaman, dk.), bagil yilizdesi, molekiil agirligi (MA), elektronegatif iyon
modunda ¢alisildig i¢in [M-H]™ degeri, temel piki, fragmentleri ve kiitle spektrumlari

sirasiyla verilmistir.

Molekiillerin tanimlanmasinda temsilen E3b alt fraksiyonuna ait total iyon
kromatogrami Sekil 4.1°de verilmistir Ayni ekstrenin 280 nm’deki total iyon

kromatogrami Ek 3’te verilmistir.

W TIC: from Sample 1 (GYL111E SONO0B) of DataGYL 1115 SON wiff (Turbo Spray) Max 6828 ops
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Sekil 4.1. E3b ye ait total iyon kromatogrami
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Tablo 4.14. YPSK/KS-KS analizi sonucu tanimlanan bilesikler (tutunma zamanlarina gére)

No RT, Amax MA  [M-H]" Temel Diger iyonlar Muhtemel Tespit
dk. (nm) pik yapi edildigi
ekstreler
1 10.5 460 459 161 297,251,179, Kafeik asit E3, E3b, E3c
135, 133 tirevi-1*
2 10.7 180 179 161, 135,107, Kafeik asit E3, E3b
3 10.9 286 388 387 225,207,163,  Tuberonik E2, E3, E3a,
101, 85 asit E3b
heksozit/Me
dioresinol*
4 13.3 239, 267, 594 593 353 575,503,473,  Visenin-2 E2, E3, E3a,
327 455, 395, 383, E3b, E3c,
365, 311, 233 E3d
5 16.6 241, 265, 522 521 359 344,341,326, Jaseidin E2, E3, E3a,
280, 323 311, 296,216, heksozitiya E3b
203,173,101, da baska bir
89 trimetoksi
flavonoit
heksozit*
6 17.1 238,269, 522 521 341 359,329,311,  Trimetoksi E2, E3, E3a,
335 296, 203, 113,  flavonoit E3c, E3d
101 heksozit*
7 17.3 257,269, 448 447 327 429,387,357, Izoorientin*  E2, E3, E3a,
349 339, 329, 311, E3b, E3c,
297, 285, 255, E3d
241, 175, 133
8 17.6 464 463 301 221,161, 139 Kersetin E3b, E3c
heksozit*
9 19.9 239, 266, 652 651 489, 323,221, Kafeik asit E3b
332 179, 161, 135, tiirevi-2*
133
10 20.4 254,266, 448 447 285 327, 227, 175, Luteolin-7- E2, E3, E3a,
346 151, 133 O-glikozit E3b, E3c,
E3d
11 22.0 244,280, 360 359 161 197,179, 135 Rozmarinik E2, E3, E3a,
330 asit E3b, E3c,
E3d
12 22.9 240, 266, 564 563 269 431, 413,311,  Apigenin E3b
331 273 pentozit-
heksozit*
13 23.9 241,266, 550 549 531, 489,387,  Ikarisit E3b, E3c,
330 369, 221, 207, tiirevi* E3d
179, 133
14 24.0 266,334 432 431 269 311,273,240,  Apigenin-O- E2, E3, E3a,
149, 117 heksozit* E3b, E3c,
E3d
15 25.6 267,339 446 445 269 311,272,225,  Apigenin-7-  E3c, E3d
175, 133, 99, O-glukuronit
85
16 21.7 248, 268, 550 549 285 417,399, 327, Luteolin-C-  E3, E3a, E3b,
341 309 dipentozit* E3c
17 28.7 418 417 285 327,288, 256,  Luteolin E3b, E3c
175, 133 pentozit*
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Tablo 4.14. (Devam) YPSK/KS-KS analizi sonucu tanimlanan bilesikler (tutunma zamanlarina gore)

No RT, Amax MA [M-HT Temel  Diger Muhtemel Tespit
dk. (nm) pik iyonlar yapi edildigi
ekstreler
18 314 246, 280, 374 373 207, 193, Metil E3, E3a
330 179, 161, rozmarinat*
135, 107
19 318 302 301 151 272,249, Kersetin* E2
229, 179,
121,107, 93
20 320 402 401 268/26 341, 272, Apigenin E2
9 234,211, pentozit*
151, 117
21 329 224,260, 492 491 311 267,197, Globoidnan  E3, E3a,
320 179,135,123 A E3b, E3c,
E3d
22 35.0 240, 260, 592 591 285 549, 531, Luteolin E3, E3a,
328 513, 459, asetil E3b, E3c,
417, 399, dipentozit* E3d
327,299, 151
23  35.6 240, 265, 460 459 268/26 339, 311, Asasetin E3b
324 9 275,195,151  glukuronit*
24  36.2 261,326 286 285 133 267, 217, Luteolin E3, E3b,
199, 175, E3c, E3d
151, 133, 107
25 374 240,290, 360 359 344 329, 314, Jaseidin* E2, E3b
346 301, 259,
214, 179,
161, 151, 123
26 37.6 522 521 359 341, 299, Rozmarinik  E2, E3b
267, 229, asit tiirevi*
179, 161,
135, 113, 101
27 38.0 240, 266, 270 269 117 181, 151,117  Apigenin E2, E3b
326

*QO. minutiflorum’da ilk kez tanimlanan bilesikler
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4.4.1. Kafeik asit ve tiirevleri

2 numarah madde: Kafeik asit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3 (%2.3), E3c (oranda)

10.7 dakikada kolonu terk eden molekiiler iyon piki m/z 179 [M-H]  olan bilesigin
diger iyon pikleri m/z 161, 135 ve 107°dir (Sekil 4.2). KS/KS verileri detayli
incelendiginde molekiilden su kaybiyla m/z 161 [M-H-18] iyonu, CO; kaybiyla m/z 135
[M-H-44] iyonu olustugu tespit edilmistir. Yapilan kaynak taramalarinda bu pargalanma
tirtinleri kafeik asit i¢in karakteristik oldugu tespit edilmistir (Marzouk vd., 2018; Wu vd.,
2009). Molekiil pargalanmasi standart kafeik asit pargalanmasi ile uyusmaktadir. Kafeik
asit, Lamiaceae familyasinda sik rastlanan bir hidrosinnamik asit tiirevidir. Daha 6nce
bircok Origanum tiiriinde tespit edilen kafeik asit O. minutiflorum’da ilk defa tespit

edilmistir.

B €I (179.08) Charge (+1) CE (30) CES (15) FT (250): Exp 2, 10.768 men from Sample 1 (GYL111E SONOOG) of DataGYL1115 SON.wilf (T Max. 53333 cps.
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Sekil 4.2. Kafeik asit’e ait kiitle spektrumu
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1 numarah madde: Kafeik asit tiirevi-1

Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3 (%3.5), E3b (Eser oranda), E3c (Eser oranda)
10.5 dakikada kolonu terk eden bilesigin molekiiler iyon piki m/z 459 ve temel piki

m/z 161°dir. Molekiilin diger iyonlar1 m/z 297, 251, 179, 135 ve 133’tir (Sekil 4.3).

Molekiildeki m/z 179, 135 ve 133 karakteristik kafeik asit pargalanmasidir. Molekiil

Ilyonu ve m/z 297 iyonu arasindaki 162 amu’luk fark molekiilde bir heksoz oldugunu

gostermektedir. Molekiiliin diger par¢alanmalar1 hakkinda tam bir kaniya varilamamustir.

Molekiil bu haliyle kafeik asit tiirevi olarak adlandirilmistir.

W _EPI (456 82) Charge (+1) CE (30) CES (15) FT (250): Exp 2, 10.524 min from Sample 1 (GYL111E SONO0B) of DataGYL1115 SON witf (Tu Max. 8.7ad cpa.
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Sekil 4.3. Kafeik asit tiirevi-1 e ait kiitle spektrumu
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9 numarah madde: Kafeik asit tiirevi-2
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3b (%4.5)

Tutunma zamani 19.9 olan bilesigin molekiiler iyonu m/z 651, diger iyonlar1 m/z
489,323,221, 179, 161, 135, 133’tiir (Sekil 4.4). Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax
=239, 266, 332 nm’dir (Sekil 4.5).

Kaynak verilerde molekiiler iyonu m/z 651 olan birgok bilesik tespit edilmistir. Bu
bilesiklerden biri p-kumarik asit glikozittir. Bilesigin m/z 163, 119 par¢alanma tiriinleri
p-kumarik asit i¢in karakteristiktir, incelenen molekiilde bu iyonlara rastlanmamistir
(Sanchez-Rabaneda vd., 2003). Baska bir ¢alismada m/z 651 molekiiler iyonuna ve m/z
163 temel pikine sahip bilesik cis p-kumarik asit tiirevi olarak tanimlanmis ve UV
absorbans degeri Amax = 300 nm olarak tespit edilmistir (Barros vd., 2012).

Molekiil ile benzer molekiiler iyonuna sahip trisin-7-O-ramnosil glukuronitin
pargalanma {irtinleri m/z 329, 314, 299’dur. Bu iyon pikleri incelenen molekiilde
gozlenmemistir (Coutinho vd., 2016).

Benzer molekiiler iyonuna sahip baska bir bilesik izoskutellarian-7-O-(6"-O-
asetil)-ballosil (1"—2")-f-glikozit, par¢alanma iiriinleri m/z 609, 447, 429, 285°tir, Amax
=278, 306, 326 nm’dir. Bu parcalanma {iriinlerine incelenen molekiilde rastlanmamistir
(Zivkovic vd., 2017).

m/z 651 molekiiler iyonlu luteolin-7-O-heksozil-8-C-(6"-asetil)-heksozitin
parcalanma {riinleri m/z 489, 327, 179, 151°dir ve molekiil ile benzer par¢alanmalar
gostermistir. Ancak m/z 151 iyonu luteolinin par¢alanma iiriinlerinden biridir, incelenen
molekiiliin pargalanma iirlinlerinde tespit edilmemistir (Sobeh vd., 2016).

m/z 489 molekiiler iyonuna sahip bir¢cok bilesik tespit edilmistir; kamferol-O-
(asetil) heksozit, kersetin-O-(asetil) ramnozit, sinapik asit tiirevi, gallika asit tiirevi
(Spinola, 2018; Hofmann vd., 2016). Bu bilesiklerin parcalanma {iriinlerinin de
molekiiliin parcalanma iirlinleri ile ortiismedigi tespit edilmistir.

Molekiiliin kiitle spektrumu incelendiginde molekiil iyonu ve m/z 489 iyonu
arasindaki 162 amu’luk fark yapinin bir heksoz i¢erdigini gostermektedir. Molekiiliin m/z
179, 161, 135, 133 iyonlar1 kafeik asitin par¢alanma iriinleridir. m/z 221 ve m/z 179
iyonlar1 arasindaki 42 amu’luk fark molekiilden bir asetil grubu ayrildigini
gostermektedir. Molekiil bu haliyle yapida asetil ve heksoz igeren bir kafeik asit tlirevi

olarak tanimlanmustir.
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W =PI (850.58) Charge (+0) CE (30) CES (15) FT (250): Exp 2, 19.244 min from Sample 1 (GYL111E SONODE) of DataGYL1115 SON.wiff (Tu...
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Sekil 4.4. Kafeik asit tiirevi-2 ye ait kiitle spektrumu

B DAD Speciral Data: 19.732 min from Sample 1(GYL111E SONDDS) of DataGYL1115 SOM.wiff
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Sekil 4.5. Kafeik asit tiirevi-2 'ye ait UV spektrumu
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4.4.2. Rozmarinik asit ve tiirevleri

11 numarah madde: Rozmarinik asit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%2), E3 (%23), E3a (%52.7), E3b (%5.6),
E3c(%5.7), E3d (%7.8)

22 dakikada kolonu terk eden bilesigin molekiiler iyon piki m/z 359 ve temel piki
m/z 161°dir(Sekil 4.6). Kiitle spektrumundaki m/z 197, 179 ve 135 Kkarakteristik
parcalanma iiriinleri molekiiliin rozmarinik asit oldugunu gostermektedir. Bir kafeik asit
dimeri olan rozmarinik asit KS/KS verileri incelendiginde m/z 197 [dansensu-H]
(dansensu, (2R)-3-(3,4-dihidroksifenil) laktik asit, 2-hidroksi dihidrokafeik asit), m/z 179
[kafeik asit-H] ve m/z 135 [kafeik asit-H-CO2] seklinde par¢alanma iiriinleri olusturdugu
goriilmektedir. m/z 161 [kafeik asit-H20] iyon piki molekiiliin kafeoil kaybindan dolay1
ortaya ¢cikmistir (Parejo vd., 2004a; Hossain vd., 2010; Barros vd., 2013). Molekiiliin
pargalanma iriinleri standart rozmarinik asit parcalanmalari ile benzerlik gostermektedir.
Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 244, 280, 330 nm’dir (Sekil 4.7). Yapilan
kaynak taramalarinda rozmarinik asitin UV absorbans degerleri Amax = 280, 329 nm olarak
tespit edilmistir. Molekiiliin ve kaynak bilgilerden elde edilen rozmarinik asitin UV
spektrumu uyustugu goriilmistiir (Shekarchi vd., 2012).

Rozmarinik asit etilasetat ekstresinin ana bilesigini olusturmaktadir. Rozmarinik
asite, Lamiaceae familyasinin pek ¢ok cinsinde rastlanmakla birlikte Origanum tiirlerinde
en fazla gozlenen bilesiklerdendir (Shan vd., 2005; Sellami vd., 2009). Rozmarinik asit
Origanum minutiflorum’da daha once izole edilmistir (Elmastas vd., 2018; Sezen
Karaoglan, 2011; Kosar vd., 2003).
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Sekil 4.6. Rozmarinik asit’e ait kiitle spektrumu

W DAD Spectral Data: 22.712 min from Sample 1 (GYL111F004) of DataGYL111F wiff Max. 1070.0 mAU.
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Sekil 4.7. Rozmarinik asit e ait UV spektrumu
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18 numarah madde: Metil rozmarinat
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3 (%10), E3a (Eser oranda)

31.4 dakikada kolonu terk eden bilesigin, molekiil iyonu m/z 373’dir (Sekil 4.8).
Molekiiliin KS/KS verileri lizerinde inceleme yapildiginda, m/z 179 ve m/z 135 iyon
piklerinden bu bilesigin bir kafeik asit tiirevi oldugu anlasilmaktadir. Hatta bilesigin bir
kafeik asit dimeri (179 x 2) oldugu ve rozmarinik asite benzer pargcalanma gosterdigi
goriilmiistiir (Hossain vd., 2010). m/z 193 ve m/z 161 iyon pikleri arasinda 32 amu’luk
fark molekiilden metanol grubunun ayrildigin1 géstermektedir. Béylece metil grubunun
karboksilik asitin hidroksil grubuna baglanmis olma yorumu yapilabilir. Molekiiliin UV
absorbans degerleri Amax = 246, 280, 330 nm oldugu tespit edilmis (Sekil 4.9).Molekiiliin
UV spektrumu rozmarinik asit ile benzer olmas1 da bu sonucu destekler niteliktedir.
Kaynak verilerde metil rozmarinatin UV absorbans degerleri Amax = 205, 264, 331 nm
olarak tespit edilmistir (Tang vd., 2019). Kiitle ve UV spektrumu verileri kaynak bilgiler
ile degerlendirildiginde bu yapinin rozmarinik asit esteri oldugu anlasilmaktadir. (Zeng
vd., 2006; Parejo vd., 2004a; Mena vd., 2016). Bu bilesik daha 6nce Origanum
tiirlerinden izole edilmistir (Ding vd., 2010). O. minutiflorum’da ilk defa tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Metil rozmarinat’a ait kiitle spektrumu

W DAD Speciral Data: 21.408 min from Sample 1 (GYL10TEDD2) of DataGYL105.wiff Max. 1465.5 mALL.
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Sekil 4.9. Metil rozmarinat’a ait UV spektrumu
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26 numarah madde: Rozmarinik asit tiirevi
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%16.1), E3b (%1.4)

37.6 dakikada kolonu terk eden molekiil piki m/z 521, temel piki 359 olan bilesigin
diger par¢alanma triinleri m/z 341, 299, 229, 267, 179, 161, 135, 113 ve 101°dir (Sekil
4.10). 5 numarali molekiiliin tanimlanirken olast m/z 521 molekiiler iyon pikli ve m/z 359
temel pikli molekiiller incelenmistir

Temel piki m/z 359 [M-H-162]" , yapidan heksoz grubu ayrilmasi sonucu
olusmustur. Kiitle spektrumu verileri incelendiginde m/z 179, 161 ve 135 iyon pikleri
molekiiliin bir kafeik asit tlirevi oldugunu gostermektedir. m/z 359 molekiiler iyonu ve
pargalanma {irtinleri m/z 197, 179, 161 ve 135 olan rozmarinik asit bir kafeik asit
dimeridir. Molekiil ilk olarak bir rozmarinik asit heksozu olarak degerlendirmeye
alinmistir. Ancak rozmarinik asit heksoz molekiilii rozmarinik asitten daha 6nce kolonu
terk ettigi bilinmektedir (Ziani vd.,2018; Martins vd., 2015). Bu bilgilerle 1s181nda bilesik

rozmarinik asit tiirevi olarak tanimlanmustir.

W =P (521.13) Charge (+1) CE (30) CES (15) FT (250} Exp 2. 37.502 min from Sample 1 (GYL111E SOND0G) of DataG L1 115 SON.WIff (Tu... Max. 5.3¢4 cps.
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Sekil 4.10. Rozmarinik asit tiirevi 'ne ait kiitle spektrumu
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4.4.3. Apigenin ve tiirevleri

27 numarah madde: Apigenin
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%13.3), E3b (Eser oranda)

38 dakikada kolonu terk eden bilesigin molekiiler iyon piki m/z 269 ve temel piki
m/z 117°dir (Sekil 4.11). Bilesigin UV absorbans degerleri Amax = 240, 266, 326 nm’dir
(Sekil 4.12). Molekiiliin ilk olarak apigenin olma ihtimali oldugu diisiiniilse de bakalein
ve norvogonin bilesiklerinin ayni molekiil agirligina sahip olduguna kaynak verilerde
rastlanmistir. Bu iki bilesigin kendi aralarinda benzer ancak apigeninden farkli
parcalanmalar gosterdigi tespit edilmistir. Bu {i¢ bilesik de CO, CO2 kaybi sonucum/z 241
ve m/z 225 iyon piklerini vermektedir. Bakalein ve norvogoninde trihidroksil gruplarinin
tamami A halkasi iizerinde konumlanmisken apigeninde bu gruplar A ve B halkalar1
tizerinde konumlanmistir. m/z 149 iyonu apigenin i¢in 6nemli bir pargalanma iiriiniidiir
ve bir hidroksil grubunun A flavon halkasinda oldugunu, m/z 151 iyonu ise iki hidroksil
grubunun B flavon halkasi {izerinde oldugunu gdstermektedir. A ve B halkalari iizerinde
gerceklesen bu parcalanmalar molekiiliin apigenin oldugunu gostermektedir (Wu vd.,
2004). Ayn1 molekiil agirligina sahip apigenin izomeri genisteinde m/z 133 iyon pikine
rastlanirken apigenin de farkli olarak m/z 149 iyon piki mevcuttur (Buslig ve Manthey,
2013). Bu veriler apigenin olma ihtimalini kuvvetlendirmistir. Molekiil iyonu m/z 269
olan apigenin igin karakteristik parcalanmalar m/z 225, 117, 151 ve 107°dir. Apigenin
kaynak verilerdeki UV absorbans degerleri Amax = 269, 334 nm’dir. (Otlowska vd., 2018;
Plazonic vd., 2009; Simirgiotis vd., 2015). Molekiiliin ve apigeninin UV spektrum
degerleri birbiriyle uyusmaktadir.

Molekiiliin pargalanma {irlinleri standart apigeninin pargalanma {irlinleri ile

benzerdir. Apigenin O. minutiflorum’da daha 6nce izole edilmistir (Elmastas vd., 2018).
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4 numarah madde: Visenin-2
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%1.2), E3 (%0.8), E3a (%0.2), E3b (%4), E3c
(%7.4), E3d (%5.4)

13.3 tutunma zamanli ve molekiiler iyon piki m/z 593 [M-H]" olan maddenin bagil
yogunlugu en yiiksek fragmentleri m/z 353, 383 ve 473, diger fragmentleri m/z 575 ve
503’tiir (Sekil 4.13). Molekiil, m/z 575 [M-H-18]", m/z 503[M-H-90]", m/z 473 [M-H-
120], m/z 383 [M-H-120-90]° ve m/z 353 [M-H-120-120] seklinde pargalanma
gostermistir.

Flavonoitlerin C-glikozitleri analizi O-glikozitlerine gore daha zordur. Bu zorlugun
iki nedeni bulunmaktadir: 1) MS/MS fragmantasyonunda kopmalar, aglikon ile seker
arasindaki C-C bagiin kopmasindan ziyade sekerde i¢ boliinme seklinde olmaktadir, 2)
ozellikle di-C-glikozitler veya daha karmasik alt tipler i¢in standartlarin bulunmamasi bir
diger nedendir. Her ne kadar MS/MS, baz1 C-diglikozit ve O-C-diglikozit flavonoitleri
karakterize etmek i¢in basarili bir sekilde kullanilmis olsa da, MS/MS ile tamamen yap1
aydinlatmas1 gercgeklestirilemez, ¢iinkii yapisal cesitlilige sahip giivenilir referans
bilesikler azdir ve karakteristik fragmentlerin bagil yogunluklari, cihaz programlari ve
deneysel kosullar arasinda degisiklik gosterir (Geng vd., 2016).

Yukarida da anlatildigi gibi C-glikozitleri, O-glikozitleri gibi sadece aglikon
kismindan parcalanmamakta, C-C bagi giiclii oldugu icin aglikon ile birlikte seker
molekiiliiniin bir kismin1 da igeren parcalanma {irlinleri meydana getirirler. Kaynak
taramalarinda KS/KS negatif mod spektrumunda C-diglikozit flavonoitlere 6zgii
pargalanmalarin, dehidrasyon [M-H-18]", glikozun 0,3 ¢apraz halka boliinmesi [M-H-90]
ve glikozun 0,2 cgapraz halka boliinmesi; [M-H-120]", [aglikon+113] ve [aglikon+83]
seklinde oldugu belirlenmistir (Figueirinha vd., 2008; Zhang M. vd., 2011; Ibrahim vd.,
2015). Bu bilgilere gore par¢alanmalar incelenmistir. m/z 383 [269+113] ve m/z 353
[269+83] par¢alanmalar C-glikozit baglari i¢in karakteristiktir. Bu fragmentler aglikonun
molekiil iyonu m/z 269 oldugunu gostermektedir (Benayad vd., 2014).

Kaynak veriler dikkate alindiginda seker molekiiliiniin C-O baglarinin ayrilmasi ile
olusan 90 amu ve 120 amu’luk karakteristik kopmalar yapinin 2 heksoz i¢erdigini (glikoz,
galaktoz veya herhangi bir heksoz) gostermektedir. Yapidan iki seker molekiilii (162x2)
cikarildiginda da (593-324 = 269) aglikonun molekiil agirliginin 269 oldugu sonucunu
dogrulamaktadir. m/z 269 [M-H] apigenin karakteristik iyonudur.
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Apigenin-C-heksoz-C-pentoz (m/z 563) pargalanmas1 m/z 503 [M-H-60]" iyon piki
icermektedir, apigenin-C-heksoz-C-heksoz (m/z 593) pargalanmasinda goriilen m/z 503
[M-H-90] seklinde pargalanmaktadir (Vallverdu-Queralt vd., 2015). Bu durum
molekiiliin 2 heksoz tasidigini dogrulamaktadir. Apigenin C-glikozitlerinde sekerlerin
olasi baglanma yerlerinin A halkasinin 6 veya 8 numarali karbonlar oldugu
goriilmektedir.

Kaynaklarda apigenin-6,8-di-C-heksozit yapisina sahip molekiillerle molekiiliin
molekiiler iyonu ve pargalanma iiriinleri benzerlik gostermektedir. Apigenin 6,8-C-
diglikozite Lamiaceae familyasinda Lavandula, Mentha, Thymus tiirlerinde siklikla ve
birgok Origanum tiiriinde rastlanmistir (Pereira, 2013; Grevsen vd., 2009; Koukoulitse
vd., 2006; Martins vd, 2014; Sezen Karaoglan, 2011). Onceki ¢alismalarda apigenin 6,8-
C-diglikozit O. minutiflorum’dan izole edildigi tespit edilmistir (Elmastas vd., 2018).
Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 239, 267, 327 nm (Sekil 4.14) ile kaynak
verilerdeki UV absorbans degerleri Amax = 232, 272 ve 334 nm uyumludur (Parejo vd.,
2004b; Geng vd., 2016; Brito vd., 2014; Benayad vd., 2014).

Molekiiliin daha 6nce bazi Origanum tiirlerinde belirlenmis olmasi1 ve 6zellikle
Origanum minutiflorum’dan izole edilmis olmasi molekiiliin visenin-2 (apigenin-6,8-C-

diglikozit) olarak adlandirilmasini saglamistir.
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12 numarah madde: Apigenin pentozit-heksozit
Bulundugu ekstre, bagil yiizde: E3b (%1.4)

22.9 dakikada kolonu terk eden bilesigin molekiiler iyon piki m/z 563 ve temel piki
m/z 269’dur. Molekiiliin diger par¢alanma tiriinleri m/z 431, 413, 311 ve 273 tiir (Sekil
4.15). Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 240, 266, 330 nm’dir (Sekil 4.16).

m/z 431 [M-H-132] iyonu molekiilden bir pentoz molekiiliiniin kopmasi ile
olusmustur. m/z 269 [M-H-132-162] iyon pikinden molekiiliin aglikon kism1 apigenin
olan yapisinda bir heksoz ve bir pentoz igeren glikozit oldugu anlagilmistir.

Kaynak verilerinde ayn1 molekiil agirligina sahip bir¢ok bilesik tespit edilmistir.
Molekiiliin kiitle spektrumundaki degerlendirmeler sonucunda tespit edilen bilesiklerden
apigenin tiirevleri ile ilgili aragtirmalar yapilmistir.

m/z 563 molekiiler iyon pikli apigenin-6-C-pentozil-8-C-heksozit molekiiliiniin
pargalanma triinleri m/z 545,503,473,443,383,353’tlir, Amax = 336 nm’dir (Roriz vd.,
2014). Bagka bir ¢aligmada m/z 563 molekiiler iyon pikine sahip bilesik apigenin-O-
pentozil-heksozit olarak tanimlanmis ve bilesik m/z 440, 323, 269 olarak par¢alanma
gostermistir (Ibrahim vd., 2015). Apigenin-6-C-arabinozil-8-C-glikozit ve apigenin-6-C-
glikozil-8-C-arabinozit bilesiklerinin de molekiil ile benzer molekiil agirligina sahip
oldugu ve m/z 503.1, 473.1, 443, 383, 353, 325, 297 parg¢alanma iiriinlerini verdigi tespit
edilmistir (Islam vd., 2013). m/z 563 apigenin (6-C-p-D-glikopiranozil) 8-C-a-L-
arabinozit (Saftozit) par¢alanma iiriinleri m/z 473, 353 269, 337°dir, Amax = 269, 327
nm’dir (Simirgiotis vd., 2013). Molekiil ile benzer molekiil agirlikl bir diger bilesik olan
apigenin 7-O-arabinosilglikozitin pargalanma {iirlinleri m/z 565, 433, 269 ve Amax = 265,
335’tir (Piasecka vd., 2015). Bu bilesiklerin, incelenen molekiil ile UV spektrum
degerlerinin uyumlu oldugu goriiliirken, pargalanma {irlinlerinin tam olarak ortiismedigi
tespit edilmistir.

Kaynak verilerde kiitle ve UV spektrumu ag¢isinda benzer olan iki apigenin tiirevi
bilesik tespit edilmistir; 2’’-O-pentozil-8-C-heksozil-apigenin ve 2’’-O-pentozil-6-C-
heksozil-apigenin. Bu iki maddenin UV absorbans degerlerinin (Amax = 267, 338 nm) ayni1
oldugu tespit edilmistir (Pereira vd., 2012). Molekiiliin par¢calanma tiriinlerinden m/z 413
iyonu molekiilden 150 amu luk fark ile 2’’-O-pentozil yapisinin varligina isaret
etmektedir (Ferreres vd., 2007). Kaynak verilerinde m/z 431 molekiil iyonuna sahip
apigenin-8-C-glikozitinin (viteksin) spektrumu incelediginde m/z 311 iyon piki dikkat

¢ekici bulunmustur (Sanchez-Rabaneda vd., 2003; http-1). Molekiiliin spektrumunda bu
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iyon pikine rastlanmasi molekiiliin apigenin-8-C-glikoziti tiirevi olabilecegini
diistindiirmiistiir. Ancak kaynak veriler dikkate alinarak yapilan degerlendirmede heksoz
ve pentoz yapilarinin apigenin ile hangi konumdan baglandigini belirlemek miimkiin

olmamustir. Bilesik bu haliyle apigenin pentozit-heksozit olarak tanimlanmustir.
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14 numarah madde: Apigenin-O-heksozit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%2.0), E3 (%5.7), E3a (%3.0), E3b (%1.1), E3c
(%2.5), E3d (%1.9)

24 dakikada kolonu terk eden molekiiliin iyon piki m/z 431 [M-H] ve temel piki
m/z 269’dur (Sekil 4.17). Bu iki iyon arasindaki 162 amu’luk fark heksoz kaybina karsilik
gelmektedir. m/z 269 apigenin igin karakteristiktir. 38 dakikada kolonu terk eden molekiil
(27 numarali madde) apigenin olarak tanimlanmistir. Dolayisiyla molekiiliin bir apigenin
glikoziti oldugu soylenebilir. Flavonoitler normalde bitkilerde O-glikozit tiirevleri olarak
bulunur. m/z 269 iyon pikinin bagil yogunlugu apigenin O-glikozitlerinde daha fazla iken
m/z 311 iyon pikinin bagil yogunlugu C-glikozitlerinde daha fazladir. Molekiil apigenin-
7-O-heksoz ile benzer pargalanma gostermektedir. Molekiiliin UV absorbans degerleri
Amax = 266, 334 nm (Sekil 4.18.) kaynak verilerdeki apigenin-7-O-heksoz verileri ile Amax
= 268, 338 nm uyumludur (Lin vd., 2007). Ancak molekiilde heksoz molekiiliiniin
baglanma yeri tam olarak belirlenememistir. Bilesik bu haliyle apigenin O-heksozit
olarak tanimlanmistir (Cuyckens vd., 2000; Grevsen vd., 2009; Geng vd., 2016; Kang
vd., 2016; Vallverdu-Queralt vd., 2015; Sanchez-Rabaneda vd., 2003; Spinola vd., 2015).
Apigenin-O-heksozit tiirevlerine Origanum tiirlerinde siklikla rastlanmaktadir, Origanum

minutiflorum’da ilk defa tespit edilmistir (Sezen Karaoglan, 2011).
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15 numarah madde: Apigenin-7-O-glukuronit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3c (%11.7), E3d (%2.0)

25.6 tutunma zamanli molekiiliin molekiiler iyon piki m/z 445 ve temel piki m/z 269
(apigenin)’dur. Molekiiliin diger pargalanma triinleri m/z 311, 272, 225, 175, 113, 99 ve
85’tir (Sekil 4.19). Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 267, 339 nm’dir (Sekil
4.20).

Apigenin tiirevlerinin karakteristik UV spektrumlar1 bant I 366 nm merkezli, bant
IT 266 nm merkezlidir. Molekiiliin ve apigenin tiirevlerinin UV absorbans degerleri
benzerlik gostermektedir (Grevsen vd., 2009). Molekiil iyon ile m/z 269 iyonu arasindaki
176 amu’luk fark molekiilde bir glukuronil varligina isaret etmektedir (Hossain vd., 2010;
Martins vd., 2014). Flavonoitlerde glukuronik asit yapisinin karakteristik olarak
flavonoitlerin C7-OH iizerinden baglandig tespit edilmistir (Cuyckens vd., 2000).

Kaynak bilgilerle ortiisen veriler molekiiliin apigenin-7-O-glukuronit olarak
tanimlanmasini saglamistir. Daha onceki ¢aligmalarda Origanum minutiflorum’da bu

maddenin izole edilmis olmasi da tanimlamay1 kuvvetlendirmistir (Elmastas vd., 2018).
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20 numarah madde: Apigenin pentozit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%2.3)

32 dakikada kolonu terk eden molekiil iyon piki m/z 401 olan molekiiliin temel piki

m/z 268’dir (Sekil 4.21). Temel pikin hemen yaninda beliren m/z 269 iyonu ve

karakteristik apigenin parcalanmalarindan m/z 117 ve 151 iyonlart molekiiliin bir

apigenin tiirevi oldugunu gostermektedir. Molekiil iyonu ve temel pik arasindaki 132

amu’luk fark pentoz grubunun varligim

gostermektedir.

Seker molekiillerinin

pargalanmalar1 sirasinda agiga ¢ikan 60 amu’luk fark sonucu olusan m/z 341 [M-H-60]

iyonu yapinin bir seker i¢erdigini dogrulamaktadir. Molekiil bu bilgiler ve kaynak veriler

dahilinde apigenin pentozit olarak tanimlanmistir (Giilsoy vd., 2018).
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23 numarah madde: Asasetin glukuronit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3b (Eser diizeyde)

35.6 dakikada kolonu terk eden molekiil agirligi m/z 459 olan bilesigin temel piki
m/z 268 (apigenin)’dir (Sekil 4.22). Molekiiliin UV basorbans degerleri Amax = 240, 265,
324 nm’dir (Sekil 4.23).

Bilesigin temel piki m/z 268 [M-H-176-15] molekiilden glukuronit ve metil
grubunun ayrilmasiyla olusmustur. m/z 268 temel pik lizerinde yapilan incelemelerde
maddenin bir apigenin tiirevi oldugu m/z 268 apigenin radikali iyonundan
anlasilmaktadir. Bu pikin hemen yaninda m/z 269 apigenin piki de belirmistir.

Kaynak taramalarinda molekiiliin asasetin-7-O-glukuronit m/z 459 molekiili ile
benzer pargalanmalara sahip oldugu tespit edilmistir. Asasetin-7-O-glukuronit
molekiiliiniin temel pik iyonu m/z 283 asasetin (4-metil apigenin) molekiil iyonuna
karsilik gelmektedir. Apigenin tiirevi olan bu bilesikte metil ayrilmasi ile olusan m/z 268
iyonunun bagil bollugu daha az iken incelenen molekiilde m/z 268 iyonun temel pik
olmasi ilging bulunmustur. Molekiiliin KS/KS analizinde m/z 283 iyonu minér diizeyde
tespit edilmigtir. Asasetin 7-O-glukuronit UV absorbans degerleri Amax = 268, 334 nm
molekiil UV absorbans degerleri ile yakin bulunmustur (Barreira vd., 2014).

Yapilan aragtirmalarda molekiilde glukuronit ve metil grubunun baglanma yerleri
tespit edilememistir. Bu verilerle yapilan degerlendirmeler sonucunda bilesik asasetin

glukuronit olarak tanimlanmaistir.
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Sekil 4.22. Asasetin glukuronit’e ait kiitle spektrumu

B DAD Speciral Data: 35.224 min from Sample 1 (GYL111E SON0DS) of DataGYL1115 SOM.wiff
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4.4.4. Luteolin ve tiirevleri

24 numarah madde: Luteolin
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3 (%1.2), E3b (Eser oranda), E3c (%3), E3d (%1.6)

Tutunma zamani 36.2 olan molekiiliin kiitle spektrumu analizinde m/z 285 [M-H]
iyonunun parg¢alanma triinleri m/z 217 [M-H-68]", m/z 199 [M-H-86]", m/z 151 [M-H-
1341, m/z 133 [M-H-152] ve m/z 107 [M-H-178] olarak gbzlenmistir (Sekil 4.24). Bu
parcalanmalar luteoline 0zgii parcalanmalardir (Taamalli vd., 2015). Ancak bu
karakteristik pargalanmay1 gosteren bir diger bilesik ise kamferoldiir. Kamferol yap1
olarak luteolindeki bir OH grubunun yer degistirmesi ile olusmaktadir. Kamferol
luteoline gore daha az polar bir bilesiktir. Bilesikler arasindaki bu benzerlik bilesiklerin
tutunma zamanlarinin da yakin olmasina neden olacaktir. Bilesigin UV absorbans
degerleri Amax = 261, 326 nm olarak tespit edilmistir (Sekil 4.25). Kamferolin UV
absorbans degerleri Amax = 265, 365 nm iken luteolinin UV absorbans degerleri Amax =
254, 267 nm (Brito vd., 2014; http-1) ve Amax= 350 nm civar1 olarak verilmektedir
(Barreira vd., 2014). Luteolin ve kamferol UV absorbans degerlerinin birbirine yakin
olmasi da bu molekiiller i¢in ¢ok belirleyici olmamistir. Molekiiliin pargalanma iirtinleri
standart luteolin parcalanma {riinleri ile benzer bulunmustur.

Biitliin bu verilerle birlikte ekstrelerin genel olarak luteolin glikoziti icerdigini
gormekteyiz. Glikozitlerinin aglikonlardan daha polar olmasi sebebiyle kullanilan YBSK
kosullarinda aglikonlardan 6nce kolonu terk ettikleri bilinmektedir. Ekstrelerdeki luteolin
glikozitleriyle birlikte bu molekiiliin tutunma zamanlar1 ve spektrumlari incelediginde
molekiiliin luteolin oldugu distiniilmiistiir. Luteolinin daha 6nce O. minutiflorum’dan
izole edilmis olmasi ve kamferoliin bitkide daha oOnce tespit edilmemis olmasi

tanimlamamizi giiglendirmektedir (Elmastas vd., 2018).
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7 numaral madde: Izoorientin
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (Eser oranda), E3 (%2.3), E3a (%2.0), E3b
(9%5.7), E3c (%2.9), E3d (%3.0)

Tutunma zamani 17.3 olan bilesigin molekiiler iyonu m/z 447 ve temel iyonu m/z
357°dir. Molekiiliin bagil yogunlugu fazla olan fragmentleri m/z 327, 297, 285°tir (Sekil
4.26). Molekiiliin UV absorbans degeri Amax =257, 269, 349 nm’dir (Sekil 4.27). m/z 357
[M-H-90] ve m/z 327 [M-H-120]" fragmentleri orientin (luteolin-8-C-glikozit) ve
izoorientin (luteolin-6-C-glikozit) i¢in karakteristiktir. 6-C-heksoziti i¢in diyagnostik
olan m/z 357 iyon pikinin bagil bollugu m/z 327 iyon pikinin bagil bollugundan daha fazla
iken, 8-C-heksozitinde m/z 327 iyon pikinin bagil bollugu m/z 357 iyon pikine gore daha
fazladir. Bu izomerlerin ayrimi konusunda daha detayli inceleme yapildiginda 6-C-
glikozitlerine 6zgii olarak negatif modda yapidan net bir su kayb1 oldugu tespit edilmistir.
Su kaybmin 8-C-glikozitlerinde kaydedilmemis olmast bu iki maddenin ayriminin
yapilmasini saglamaktadir. Molekiiliin pargalanma iiriinlerinden m/z 429 iyonu yapidan
bir molekiil H2O ¢ikis1 ile olusmustur (Waridel vd., 2001; Taamalli vd., 2015). Kaynak
verilerde luteolin-8-C glikozit UV absorbans degerleri Amax = 254, 267 nm iken luteolin-
6-C-glikozit UV absorbans degerleri Amax = 269, 296, 350 nm olarak tespit edilmistir
(Brito vd., 2014; Materska, 2015). Molekiiliin ve luteolin-6-C-glikozitinin UV
degerlerinin birebir Ortiistiigii tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda molekiil izoorientin
olarak isimlendirilmistir. izoorientin daha 6nce Origanum majorana’da ve Origanum
dictamnus’ta tespit edilmistir (Murai vd., 2019; Skaltsa ve Harvala, 1987; Sezen

Karaoglan, 2011). O. minutiflorum’da ilk defa tanimlanmaktadir.
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10 numarah madde: Luteolin-7-O-glikozit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%1.4), E3 (%5.7), E3a (%5.0), E3b (%6.8), E3c
(%2.7), E3d (%4)

20.4 dakikada kolonu terk eden bilesigin molekiiler iyon piki m/z 447 ve temel piki
m/z 285 tir (Sekil 4.28). Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 254, 266, 346 nm’dir
(Sekil 4.29). m/z 285 molekiiler iyon pikine sahip bilesikler; luteolin, kamferol, krisoeriol
veya sakuretin/izosakuretin oldugu tespit edilmistir. Yapilan degerlendirmede m/z 179,
161 ve 135 iyonlarinin kafeik asite ait oldugu ve yukarida siralanan bilesiklerin
parcalanma ftriinleri ile uyusmadigi belirlenmistir. Ancak flavonoit parcalanmalarinin
ayn1 molekil i¢in farkli sekiller de goriilebilecegi unutulmamalidir (Justesen, 2000).
KS/KS verileri incelediginde yapida metil ayrilmasina dair bir iyon pikinin goriilmemesi
molekiiliin krisoeriol ve sakuretin/izosakuretin olma ithtimalini zayiflatmistir.

Molekiil iyon piki ve temel piki arasindaki 162 amu’luk fark yapida yapida bir
heksoz (glikoz, galaktoz vb.) molekiiliiniin varligina isaret etmektedir.

Maddenin bitkideki biyosentezini dikkate alininca ve ayni ekstrede bir flavonoit
oldugu diisiiniildiigiinde glikozitinin de bulunmasi kuvvetle muhtemeldir. Molekiilde
luteolin 36.2 dakikada (24 numarali madde) tespit edilmistir.

Kaynak bilgileri dahilinde molekiil luteolin-O-heksoziti olarak degerlendirilmistir.
Ancak seker grubunun hangi OH pozisyonundan baglandigi tam olarak belirlenememistir
(Chen vd., 2016). Luteolin 7-O-glikozitin UV absorbans degerleri Amax = 256, 266, 346
nm’dir (Lin vd., 2007). Molekiiliin ve luteolin-7-O-glikozitin UV absorbans degerleri
uyumludur. Luteolin-7-O-glikozitinin O. minutiflorum’da daha 6nce tespit edilmis olmasi
molekiiliin bu madde oldugunu destekler niteliktedir (Kosar vd., 2003;. Grevsen vd.,
2009).
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Sekil 4.28. Luteolin-7-O-glikozit e ait kiitle spektrumu

B DAD Spectral Data: 20.252 min from Sample 1 (GYL111E SONDDS) of DataGYL1115 SON.wiff
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16 numarah madde: Luteolin-C-dipentozit
Bulundugu ekstreler, bagl yiizde: E3 (%2.2), E3a (%3.8), E3b (%2.6), E3c (%1.8)

27.7 dakikada kolonu terk eden bilesigin molekiiler iyonu m/z 549 [M-H]" temel
piki m/z 285 (luteolin)’dir. Molekiiliin diger iyon pikleri m/z 417, 399, 327 ve 309’dur
(Sekil 4.30). Bilesigin UV absorbans degerleri Amax = 248, 268, 341 nm olarak tespit
edilmstir (Sekil 4.31).

Molekiiliin par¢alanma iirtinleri incelendiginde m/z 417 [M-H-132] ~ pentoz ve m/z
285 [M-H-132-132] dipentoz iyon piklerinin oldugu goriilmiistiir.

Kaynak verilerde molekiilden bir pentoz ayrilmasina karsilik gelen m/z 417 [M-H]
luteolin-6-C-pentoz molekiiliiniin par¢alanma tirlinlerinin benzerlik gosterdigi ve UV
absorbans degerleri Amax = 292, 334 nm oldugu tespit edilmistir. Molekiiliin m/z 339 iyon
pikinin m/z 417 iyonundan bir molekiil su kaybi ile olustugu hesaplanmistir. Molekiiliin
diger parcalanma {riinii m/z 327 [M-H-90] iyon piki yapinin C-gekeri oldugunu
gostermekte ve bu iyon pikleri molekiiliin luteolin pentoziti olma ihtimalini
desteklemektedir (Farag vd., 2016). Yapilan arastirmalarda luteolin-6,8-C-dipentozit
molekiilleri molekiil ile ayn1 kiitle spektrumuna, ayn1 molekiil iyonuna (m/z 549) sahip
oldugu ve UV absorban degerinin Amax = 350 nm oldugu tespit edilmistir (Roriz vd.,
2014). Ancak pentoz gruplarinin molekiiliin hangi karbona bagli oldugu hakkinda tam bir
kaniya vartlamamistir. Bu degerlendirmeler neticesinde molekiiliin luteolin-C-dipentozit

olabilecegine karar verilmistir (Stanoeva vd., 2017).
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B DAD Speciral Data: 26.340 min from Sample 1 (GYL107E002) of Data3 YL 105.wiff
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17 numarah madde: Luteolin pentozit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3b (Eser oranda), E3d (Eser oranda)

28.7 dakikada kolonu terk eden bilesigin molekiiler iyonu m/z 417 [M-H] ve temel
piki m/z 284’°dir. Spektrum incelendiginde temel pikin yaninda m/z 285 (luteolin) iyon
piki tespit edilmistir. Molekiiliin diger iyon pikleri m/z 327, 288, 256, 199, 175 ve 133 tiir
(Sekil 4.32). m/z 285 [M-H-132] iyon piki molekiilin bir pentoz igerdigini
gostermektedir. Molekiil parcalanmasi daha once tanimlanan luteolin dipentozit ile
benzer bulunmustur. Luteolin dipentozit, luteolin pentozite gore daha polardir ve kolonu
daha erken terk etmistir. Bu bilgiler dahilinde molekiil luteolin pentozit olarak

tanimlanmaistir.

W EPI (418.88) Charge (+0) CE (30) CES (15) FT (250): Exp 2, 28.738 min from Sample 1 (GYL111FD04) of DataGYL 11 1F.wiff (Turbo Spray) Max. 3.065 cps.
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Sekil 4.32. Luteolin-C-pentozit’e ait kiitle spektrumu
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22 numarah madde: Luteolin-asetil-dipentozit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3 (%3.5), E3a (%3.4), E3b (%0.9), E3c (%0.9),
E3d (Eser oranda)

35 dakikada kolonu terk eden m/z 591 [M-H]™ molekiiler iyon pikine sahip bilesigin
temel piki m/z 285 (luteolin)’tir. Molekiiliin diger pargalanma tiriinleri m/z 549, 531, 513,
459,417, 399, 327, 299 ve 151 °dir (Sekil 4.33). Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax
=240, 260, 328 nm olarak tespit edilmistir (Sekil 4.34). m/z 285 iyon pikini veren bir¢ok
molekiiliin oldugu ve bu olast maddelerin neler olabilecegini ve bu molekiilii luteolin
olarak degerlendirme sebebi daha 6nce tanimlanan maddelerde agiklanmistir. Buna ilave
olarak yapida metil kopmasi olmamasi bu olasilik maddelerinden krisoerin ya da
sakuretin/izosakuretini elememize neden olmustur. Molekiiliin kiitle spektrumuna
baktigimizda daha 6nce 16 numarali madde olan luteolin C-dipentozit olarak tanimlanan
madde ile olduk¢a benzerlik gostermektedir. Molekiil m/z 591 [M-H] iyon piki ve
luteolin dipentozit m/z 549 [M-H]" piki arasindaki 42 amu’luk fark bulunmaktadir. Bu
farkin asetil grubundan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Bu bilgilerle asetillenmenin
sekerin hangi OH’i {izerinden oldugunu belirlemek miimkiin olmamistir. Ancak daha
once belirlenen maddenin asetillenmis hali oldugu disiiniiliip madde luteolin-asetil-

dipentozit olarak adlandirilmistir (Stanoeva vd., 2017).
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Sekil 4.33. Luteolin asetil dipentozit’e ait kiitle spektrumu

B DAD Spectral Data: 34720 min from Sample 1 (GYL111E SONDDG) of DataGYL1115 SON.wiff
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4.4.5. Kersetin ve tiirevi

19 numarah madde: Kersetin
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (Eser oranda)

31.8 dakikada kolonu terk eden ve molekiiler iyon piki m/z 301 olan bilsigin temel
piki m/z 151°dir (Sekil 4.35).

m/z 301 iyonu molekiiliin ilk olarak kersetin olma ihtimalini diistindiirmustiir.
Ancak kaynak verilerde elajitanen ve hesperetin molekiillerinin de ayni molekiil
agirhi@ina sahip oldugu tespit edilmistir. Elajitanen i¢in m/z 257 ve 229 iyon pikleri
karakteristik iken kersetin igin m/z 179 ve 151 iyon piklerinin karakteristik oldugu tespit
edilmistir (Wu vd., 2018). Hesperetin molekiiliinde yapisindaki metil kaybindan dolay1
goriilen m/z 286 piki kersetinde goriilmemektedir.

Kaynak verileri degerlendirilerek bu molekiiliin kiitle spektrum verilerinin kersetin
parcalanma triinleri ile uyustugu goriilmiistiir. Kersetin tiirevleri daha 6nce Origanum
tirlerinde tespit edilmistir (Gutiérrez-Grijalva vd., 2018; Erenler vd., 2018). Bu bilgiler

1s181inda molekiil kersetin olarak tanimlanmaigtir.

W EP1(301.23) Charge (+1) CE (30) CES (15) FT (250} Exp 2. 31.764 min from Sample 5 (GYLE4D 150516001) of Dataguisum fraksiyon wiff | Max .84 cps.
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Sekil 4.35. Kersetin ‘e ait kiitle spektrumu
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8 numarah madde: Kersetin heksozit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3b (Eser oranda), E3c (Eser oranda)

17.6 dakikada kolonu terk eden bilesigin, molekiiler iyon piki m/z 463, temel piki
m/z 301°dir. Molekiiliin diger pikleri m/z 300, 221, 161 ve 139’dur (Sekil 4.36).
Molekiiler iyon ve temel pik arasindaki 162 amu’luk fark yapinin heksoz igerdigini
gostermektedir. Temep pik olan m/z 301 iyonu karakteristik kersetin molekiil iyonu
olarak diisiinlilmiistiir. Ancak ayn1 molekiil agirligina sahip bir diger molekiil
hesperetindir. Hesperetin ve kersetin molekiillerinin formiilleri incelendiginde
hesperetinin yapisinda bir metil grubu varken kersetinde bdyle bir grubun olmadig1 tespit
edilmistir. Bu durumda hesperetinde metil kaybina karsilik gelen m/z 286 iyon piki
kersetinde goriilmeyecektir (Vallverda-Queralt vd., 2015; Chen vd., 2016). Molekiiliin
kiitle spektrumunda bu iyon pikine rastlanmamistir. Kaynak verilerde kersetin-O-glikozit
ve molekiiliin par¢alanma tiriinleri benzerlik gostermektedir (Saldanha vd., 2013). Ancak
molekiilde hangi heksoz grubu oldugunu ve bu heksoz grubunun kersetine hangi
konumda bagli oldugunu bulmak miimkiin olmamistir. Bu veriler 1s18inda molekiil
kersetin heksozit olarak tanimlanmistir. Kaynak taramalarinda Origanum tiirlerinden
kersetin ve kersetin glikozitlerinin tanimlandig1 belirlenmistir (Erenler vd., 2018; Hawas

vd., 2008). Kersetin-heksozit bilesigi O. minutiflorum’da ilk kez tanimlanmustir.
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4.4.6. Trimetoksi flavonoit tiirevleri

25 numarah madde: Jaseidin

Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%13.3), E3b (Eser oranda)

m/z 359 molekiiler iyon pikli m/z 344 temel pikli bilesik 37.4 dakikada kolonu terk
etmektedir (Sekil 36). Molekiiliin UV spektrum degerleri Amax = 230, 250, 290, 346 nm
olarak tespit edilmistir (Sekil 37). Molekiiliin ard arda kaybedilen ii¢ metil gruplar
sonucu olusan major par¢alanma triinleri m/z 344, 329 ve 314’tir. Hidroksilli
polimetoksiflavonoitler metil kayb1 ile karakteristik pikler verirler (Wang vd., 2019).
Molekiil agirligt m/z 359 ve metil kaybr ile olusan pargalanma iriinlerinin trihidroksi
trimetoksi flavonlarin hepsinde benzer oldugu tespit edilmistir. Kaynak taramalarinda bu
molekiillerden krisosplenol D, sirsimaritin, timonin, jaseidin isomer | ve jaseidin isomer
Il Origanum tiirlerinde tespit edilmistir. Akoresin ve sideritiflavonda goriilen m/z 311
iyon piki jaseidinde goriillmemistir. Jaseidine ait m/z 301 iyon piki molekiil iyonundan iki
metil kaybindan sonra CO kaybiyla olusmaktadir (Taamalli vd., 2015). m/z 301 iyon
pikine bu molekiiliin parcalanma iiriinlerinde de rastlanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu
molekiil bir trihidroksi trimetoksi flavon olan jaseidin (sinonim: Kersetagetin-3, 6, 3’-

trimetil eter) ya da bagka bir trimetoksi flavon tiirevi olarak tanimlanmstir (http-1).
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5 numarah madde: Jaseidin heksozit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (%2), E3 (%1.4), E3a (%0.3), 3Eb (%5.5)

Tutunma zamani 16.6 olan molekiiliin iyon piki m/z 521°dir. Molekiiliin temel piki
olan m/z 359 yapidan bir heksoz kopmasi sonucu olusmustur. Molekiiliin diger
fragmentleri m/z 344, 341, 326, 311, 296, 217,203 173, 101 ve 89 olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.39). m/z 359 iyonundan bir metil kopmasi sonucu m/z 344 iyon piki, bir molekiil
su kayb1 sonucu m/z 341 iyonu olusmustur. Ayn1 molekiilde su kaybindan sonra iki
molekiil metil kopmas1 oldugu m/z 326 ve m/z 311 iyon piklerinin goriilmesiyle tespit
edilmistir. Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 241, 265, 280 ve 323 nm olarak
belirlenmistir (Sekil 4.40).

Molekiil iyon piki m/z 521 olan olas1 molekiiller asagida irdelenmistir.

Molekiil agirligi ve pargalanma {irlinleri benzer olan molekiillerden ilk olarak
Lamiaceae familyasi iiyelerinden Melissa officinalis, Salvia officinalis’te tespit edilen
rozmarinik asit heksozit dikkat g¢ekmistir (Miron vd., 2013; Martins vd., 2015).
Rozmarinik asit-3-O-4-D-glikozite ait UV absorbans degerleri Amax = 230, 320 nm tespit
edilmistir (Zhou vd., 2014). Benzer bir madde rozmarinik asit-3’-O-f-D-glikopiranozit
olarak adlandirilmistir (Vogelsang vd., 2006). Ancak bu molekiilde rozmarinik asite ait
m/z 197 ve m/z 161 iyon piklerine rastlanmamistir (Espin vd., 2016).

Bir lignan glikoziti olan larisirezinol heksoz molekiilii de m/z 521 molekiiler iyon
pikine sahiptir. Molekiilden heksoz grubunun ayrilmasi ile m/z 359 iyon piki olugsmustur.
Larisirezinol m/z 359 iyon pikinden 30 amu’luk fark ile formaldehit kaybi olarak m/z 329
pikinin olustugu belirtilmistir. Molekiiliin farkli ¢alismalarda UV absorbans degerleri
Amax = 278, 281 nm olarak tespit edilmistir. Furfuran lignanlarin karakteristik olarak 281
nm civarinda maksimum absorbans verdigi bilinmektedir (Morreel vd., 2010; Eyles vd.,
2007; Huis vd., 2012). Larisirezinoliin bu molekiil ile UV absorbans degerleri bakimindan
ortismedigi goriilmektedir. Ayrica KS/KS verileri incelendiginde larisirezinol ig¢in
karakteristik olan formaldehit kaybi sonucu olusan m/z 329 pikine rastlanmamuistir.
Dolayistyla larisirezinol olma olasilig1 zayif ihtimal olarak goriilmiistiir.

Molekiil iyon piki m/z 521, temel iyon piki m/z 345 ve diger bir parcalanma iiriinii
m/z 329 olan molekiil siringetin heksuronik asit olarak adlandirilmistir (Bujor, 2016).
Ancak KS/KS analizinde siringetin varligina isaret eden m/z 345 temel pike

rastlanmamuistir.
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Benzer parcalanma gosteren bir diger bilesik Menispermaceae familyasi
bitkilerinden Tinospora tiirlerinde siklikla tespit edilen furanoid diterpen glikozit olarak
tanmimlanmustir. Furanoid diterpen glikozitin molekiil iyon piki m/z 521, temel piki m/z
359 ve diger parg¢alanma tirtinleri m/z 506, 345, 344 ve 341°dir (Xu vd., 2017). Lamiaceae
familyasinda Teucrium montanum tiirlerinde klerodan veya norklerodan tip furanoid
diterpen Montanin D (m/z 362; Amax = 222 nm) izole edilmistir (Malakov vd., 1978).
Ancak kaynak taramalarinda furanoid diterpen yapili molekiillere Origanum tiirlerinde
tanimlandig1 bilgisine rastlanmamastir.

Molekiil agirligi benzer olan bir diger molekiil m/z 521 ve diger parcalanma iiriinleri
m/z 359, 344, 329, 313, 300, 189, 159 olan polimetoksi flavonoit-O-heksozittir (Bender
vd., 2018). Trimetoksi flavonoitlere ve glikozitlerine Origanum tiirlerinde siklikla
rastlanmaktadir. m/z 359 molekiil iyon pikine sahip olan pek ¢ok polimetoksi flavonoit
oldugu tespit edilmis ve bunlarin her birisinin benzer parcalanmalar1 verebilecegi
goriilmustir (Erenler vd., 2016a; Taamalli vd., 2015; Skoula vd., 2008). Polimetoksi
flavonoitler metil gruplarinin kayb ile karakteristik pikler verir. Polimetoksi flavonlarin
kiitle spektrumlarinin degerlenmesinde metil gruplarinin sayis1 énemlidir. Molekiildeki
parcalanmalardan molekiiliin ii¢ metil icerdigi tespit edilmistir. Bu hali ile molekiiliin
trimetoksi flavonit heksoziti oldugu diisiintilmiistiir. Molekiil, jaseidin olarak tanimlanan
25 numarali molekiil ile benzer parcalanmalar gosterdigi dikkat ¢ekmistir. Jaseidin
tutunma zamani 37.4 dakika, bu molekiiliin tutunma zamani 16.6 dakikadir. Molekiiliin
jaseidinden Once kolonu terk etmesi glikozit yapilarinin aglikon (jaseidin) kismindan
once terk edecegi bilgisiyle tutarli bulunmustur. Bu bilgiler 1s18inda molekiil jaseidin

heksoziti ya da baska bir trimetoksi flavonoit heksoziti olabilecegi diisiintilmiistiir.
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6 numarali madde: Trimetoksi flavonoit heksozit
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E2 (Eser oranda), E3 (Eser oranda), E3a (0.9), E3b
(Eser oranda), E3c (%1.4), E3d (Eser oranda)

Tutunma zamani 17.1 olan molekiiliin iyon piki m/z 521, temel piki m/z 341°dir.
Molekiiliin diger parcalanma iiriinleri m/z 359, 344, 329, 311, 296, 203, 113 ve 101’dir
(Sekil 4.41). Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 238, 269, 335 nm’dir (Sekil 4.42).
Molekiil parcalanma iirlinleri incelendiginde molekiilde birden fazla metil ve su kaybi
oldugu goriilmektedir. Molekiildeki bu par¢alanmalar 5 numarali molekiil ile benzerlik
gostermektedir. Molekiil iyon piki m/z 521 olan olast molekiiller 5 numarali molekiil
tanimlanirken irdelenmistir. Molekiil bu hali ile trimetoksi flavonoit heksozit olarak

tanimlanmustir.
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4.4.7. Lignan tiirevi

21 numarah madde: Globoidnan A
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3 (%36), E3a (%5), E3b (%66), E3c (%60), E3d
(%74)

Etilasetat ekstresinin alt fraksiyonlarinda bagil bollugu fazla olan bilesik, kolonu
32.9 dakikada terk etmektedir. Molekiiler iyon piki m/z 491 [M-H]" ve temel piki m/z 311
olan bilesigin diger parcalanma iiriinleri m/z 267 ve 135tir (Sekil 4.43).

Elde edilen bu iyon pikleri, benzer par¢alanmalara sahip iki bilesik, Salvianolik asit
C ve Globoidnan A’da goriilmektedir. Kaynak verilerde Salvianolik asit C’nin kiitle
spektrumu incelendiginde molekiiliin temel pikinin dansensu kaybi sonucu olusan m/z
293 [M-H-198] oldugu gorilmektedir (Barros vd., 2013; Cai vd., 2019; Yang vd., 2015;
Shao vd., 2018; Pang vd., 2018; Zeng vd., 2006). Globoidnan A’nin spektrumunda ise
temel pik kafeik asit kayb1 sonucu olusan m/z 311 [M-H-180]"dir (Seigner vd., 2019).
Molekiiller UV absorbans degerleri acisindan da karsilastirildiginda Salvianolik asit C
UV absorbans degerleri Amax = 202, 215, 288, 312, 340 nm iken globoidnan A UV
absorbans degerleri Amax = 224, 260, 320 nm’dir (Ai ve Li, 1988; Krzyzanowska vd.,
2018; Ovenden vd., 2004). Bu molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 235, 262, 320
nm olarak tespit edilmis (Sekil 4.44) ve Globoidnan A’nin absorbans degerleri ile uyumlu
bulunmustur.

Molekiillerin ~ kiitle ve UV  spektrumlar1  kaynak bilgiler 1s1ginda
degerlendirildiginde molekiil globoidnan A olarak tanimlanmaistir.

Globoidnan A Origanum’lardan ilk olarak O. glandulosum’dan izole edilmistir
(Basli vd., 2014). Aym1 bilesik Origanum rotundifolium ve Thymus praecox subsp.
grossheimii (Ronniger) Jalas’ta da tespit edilmistir (Erenler vd., 2016b; 2017).
Globoidnan A daha 6nce Elmastas ve arkadaslarinin ¢alismasinda O. minutiflorum’dan
izole edilmistir (Elmastas vd., 2018). Molekiiliin daha 6nce de O. minutiflorum’da tespit

edilmis olmas1 bu lignan bilesigin tanimlanmasini dogrular niteliktedir.
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4.4.8. Megastigman tiirevi

13 numarah molekiil: ikarisit tiirevi
Bulundugu ekstreler, bagil yiizde: E3b (%2.2), E3c (Eser oranda), E3d (Eser oranda)

Tutunma zamani 23.9 olan m/z 549 [M-H] molekiiler iyon pikli bilesigin temel piki
m/z 161°dir. Molekiiliin diger par¢alanma iirtinleri m/z 531, 489, 387, 369, 221, 207, 179,
133tiir (Sekil 4.45). Molekiiliin UV absorbans degerleri Amax = 241, 266, 330 nm olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.46). Molekiiler iyon piki m/z 549 ve m/z 387 iyon piki arasindaki
162 amu’luk fark yapida bir heksoz oldugunu géstermektedir. Mindr diizeyde goriilen
m/z 489 [M-H-60]" iyonu molekiil iyonu ile 60 amu’luk fark sonucu olusmustur. Seker
molekiillerinin parcalanmalar sirasinda aciga ¢ikan 60 amu’luk fark yapinin bir glikozit
olma ihtimalini kuvvetlendirmistir.

Molekiiliin pargalanma iiriinleri m/z 387 ve 207 ile daha 6nce iizerinde tartigilan,
ikarisit Bs, medioresinol ve tuberonik asit heksoziti ile benzer pargalanma gostermektedir.
Ancak tutunma zamani agisindan degerlendirildiginde medioresinoliin, medioresinol
heksozitinden daha sonra kolonu terk etmesi gerekmektedir. Siralamadaki bu farklilik
ilgin¢ bulunmustur. Yapilan kaynak taramalarinda medioresinol O-heksoz molekiiliiniin
medioresinolden dnce kolonu terk ettiine dair herhangi bir ¢aligma tespit edilmemistir
(Mena vd., 2016; Chikha vd., 2018).

Kaynaklarda, aglikon olarak ekstrelerde tespit edilen aglikonlari tasiyan (luteolin
ve apigenin) molekiil iyonu m/z 549 olan flavonoitler iizerinde bir aragtirma yapilmistir.
6,8-di-C-Arabionopiranosilluteolinin molekiil yapisi incelediginde benzer pargalanmalart
verebilecegi gozlenmistir (Schoeneborn ve Mues., 1993). Fakat bu molekiiliin
parcalanmasi esnasinda higbir sekilde m/z 387 pargalanmasi {izerinden m/z 207 iyonu
tespit edilmemistir.

Kaynak verilerinde tuberonik asit diheksozit (tuberonik asit heksozit m/z 387)
bilesiginin varligina dair herhangi bir veriye rastlanmamastir.

Kaynak taramalarinda ikarisit Bs glukopiranosit molekiiliiniin kayitl oldugu
goriilmistiir. Molekiil formiilii incelendiginde m/z 489 iyonunun glukopiranozit’in 0,2
kopmasi sonucu, m/z 387 ve m/z 161 nin ise glikozitik bag kopmasi sonucu ortaya ¢ikmis
olabilir. m/z 179 ve 161 iyonlarinin (1-4) ve (1-3) glikozitik baglarinin pargalanmalari
sirasinda agiga ¢iktigia dair kaynak bilgileri mevcuttur Molekiiliin (1-3) veya (1-4)
glikozidik bagl, ikarisit BS glukopiranosit olabilecegini diisiindiirmiistiir (Guan vd.,
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2008; Shitamoto vd., 2011). Ikarisit Bs’in UV absorbans degeri Amax = 244 nm olarak
tespit edilmistir ancak molekiiliin glikopiranosit tiirevi ile ilgili UV spektrum degerine
ulasilamamustir. ikarisit tiirevleri Lamiaceae familyasmin daha ¢ok Mentha tiirlerinde
tespit edilmis, Origanum tiirlerinde rastlanmamistir (Yamamura vd., 1998; Matsunami

vd., 2010). Bu bilgiler 1s181inda bilesigin ikarisit tiirevi olabilecegi diistintilmiistiir.
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4.4.9. Diger

3 numarah madde: Tuberonik asit heksozit/Medioresinol
Bulundugu ekstreler, bulundugu ekstreler: E2 (%4), E3 (%12.4), E3a (%13.6), E3b
(Eser oranda)

Tutunma zamani1 10.9 dakika ve molekiil iyonu m/z 387 [M-H] olan molekiiliin
diger pargalanma tirtinleri m/z 225, 207, 163, 101 ve 85’tir (Sekil 4.47). Molekiilin UV
absorbans degerleri ise Amax = 286, 237, 222 nm’dir (Sekil 4.48). Yapilan kaynak
taramalarinda molekiil agirlig1 ve kiitle spektrumu molekiil ile benzerlik gdsteren farkli
maddelere de rastlanmistir. Molekiiliin m/z 207, 163 ve 101 pargalanma {iriinleri ikarisit
Bs ile benzerlik gdstermektedir. ikarisit Bs’in UV absorbans degeri Amax = 244 nm olarak
tespit edilmistir ve bu diisiik absorbans degerinin bilesikte konjugasyonun az olmasina
baglanmistir (Yamamura vd., 1998; Matsunami vd., 2010). incelenen molekiiliin 286
nm’de yiiksek absorbans vermesi ikarisit Bs verileri ile uyusmamaktadir

1.0Olasilik: Tuberonik asit heksozit (Sekil 4.49)

Origanum vulgare, Origanum onites, Origanum vulgare subp., hirtum, Origanum
gladulasum ve Thymus longicaulis ’te tespit edilen 12-hidroksijasmonik asit heksozit
(sinonim: tuberonik asit heksozit) incelenen bilesikle molekiil agirligi ve par¢alanma
iriinleri agisindan benzerlik gosteren bir bilesiktir (Nabet vd., 2019; Mahomoodally vd.,
2019). m/z 225 iyon pikinin yapidan heksoz molekiiliiniin ayrilmast sonucu olugmasi
bilesigin tuberonik asit glikoziti olma ihtimalini gliclendirmistir. 12-Hidroksijasmonik
asit heksozitin molekiil iyonu m/z 387, temel piki m/z 207 olarak verilmistir. Diger iyon
pikleri m/z 225, 163’tiir. Olugan m/z 163 iyon pikinin yapidan CO2 kayb1 sonucu olustugu
goriilmistir (Galasso vd., 2014; Koukoulitsa vd., 2006). 12-Hidroksijasmonik asit
heksozit Amax = 229 nm olarak tespit edilmistir. Ancak baska bir ¢alismada 12-
hidroksijasmonik asit 12-O-heksozit ve 5’-hidroksijasmonik asit-5’-O-heksozit ait Amax =
272, 335 nm olarak tespit edilmistir (Nabet vd., 2019). 12-hidroksijasmonik asit heksozit
ile molekiiliin parcalanma iiriinlerinin benzer bulunmasina ragmen kaynak verilerdeki
UV spektrum degerlerindeki farkliliktan dolayr molekiil ile karsilastirma tam olarak

yapilamamustir.
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2. Olasilik: Medioresinol (Sekil 4.50)

Molekiil iyonu m/z 387 ve pargalanma tirtinleri m/z 369, 207 ve 163 olan lignan
yapisindaki medioresinol molekiil ile uyumlu olan bir diger bilesiktir. Fenolik bir lignan
olan medioresinol daha 6nce Origanum tiirlerinde tanimlanmistir. Chikha vd. (2018)
calismasinda medioresinoliin UV absorbans degeri Amax = 284 nm olarak tespit edilmistir
(Hossain vd., 2010; Kapp vd., 2013; Marzouk vd., 2018; Mena vd., 2016; Nabet vd.,
2019). Medioresinol incelenen molekiil ile kiitle ve UV spektrumlar1 agisindan benzer
bulunmustur. Ancak molekiiliin pargalanma {riinleri 1. Olasilikta degerlendirilen
tuberonik asit heksoziti ile de uyumlu oldugundan bilesik tam olarak tanilanamamustir.
Bu bilgiler 1s18inda bilesigin ya tuberonik asit heksoziti ya da medioresinol oldugu

distinilmiistiir.
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5. TARTISMA VE ONERILER

Bu tez kapsaminda Tirkiye’de ticari éneme sahip endemik bir tiir olan O.
minutiflorum O. Schwarz et P.H. et Davis’un kalite standartlarini belirlemek i¢in Avrupa
Farmakopesi standartlarina uygun bir monografi olusturulmasi ve tibbi degerini ortaya
koymak ve biyolojik aktivite yolaklarini belirlemek i¢in toprak iistli kismindan hazirlanan
ekstreleri ve ugucu yaginin lipoksijenaz, siklooksijenaz ve matriks metaloproteinaz-9
enzim inhibisyonlarinin aragtirilmasi amag¢lanmistir.

Avrupa Farmakopesi Oregano monografinda yer alan kalite standartini belirleyici
analizler O. minutiflorum’a uygulanmistir. Analiz sonuglarinin monograftaki verilerle
uyustugu goriilmektedir. Kullanilan drogun tasidigi su miktarinin monografta verilen
degerlerden oldukg¢a az bulunmasi bitkinin kiigiik yapraklara ve ¢i¢eklere sahip olmasinin
avantaji1 olarak degerlendirilmistir. Drogun bu 6zelliginin depolamada, nakliye islemleri
ve ihracat siirecinde mikrobiyal kirlilik vb. énleyerek drogun kalitesinin korunmasinda
onemli bir etken olabilecegi diisliniilmiistiir. Bitkinin yerlesim bolgelerinden uzak,
yiiksek rakimli dogal yayilis alanlarindan toplanmasinin bitkiye sagladigi avantajlardan
biri inorganik kirliliginin ¢ok az olmasidir. Bitkinin ticari kekikler arasinda tercih
edilmesinin en 6nemli sebeplerinden biri ugucu yag verimi ve karvakrol i¢eriginin yliksek
olmasidir. Yapilan ¢aligmada bitkinin ugucu yag verimi ve karvakrol + timol igeriginin
monografta yer alan diger iki tiiriin ugucu yag ile benzer oranda oldugu belirlenmistir.

Endemik bir tiir olan O. minutiflorum Tiirkiye’ nin ihrag edilen 6nemli Origanum
tirleri arasinda olmasina karsin bitkinin kalitesini belirleyen herhangi bir standart
bulunmamaktadir. Bitkinin Avrupa Farmakopesi Oregano monografinda yer alan diger
Origanum tiirleri ile (O. onites (Izmir Kekigi) ve O. vulgare L. ssp. hirtum (Link) letsw.
(Istanbul Kekigi)) benzer ozellikler gdstermesi nedeniyle daha sonra yapilacak olan
monograf diizenlemelerinde Oregano monografina dahil edilebilecegi diistiniilmiistiir.
Monograf taslagi EK 4’te yer almaktadir. Bu monograf degisikliginin farmakopeye
Onerilmesi asamasinda, endemik bir bitki ve sadece kontrollii toplanmasi nedeniyle, farkli
yillarda toplanan orneklerle analizlerin tekrarlanmasi yararli olacaktir.

O. minutiflorum’un iilke ekonomisine katkisinin yani sira dahilen kullanima sahip
olmasi bitkinin kalitesinin belirlenmesini gerekli kilmaktadir.

Origanum tiirleri ve 6zellikle O. minutiflorum’un ugucu yagi ile ilgili calismalar

olduk¢a fazla olmakla beraber ekstreleri ile ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir.
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Oysaki bu tiirler gida olarak veya tibbi amagla tiiketilmektedir. O. minutiflorum ile ilgili
ekstraksiyon ¢alismalart AYF metodu ile yapilmistir. Oncelikle ekstraksiyon icin ¢oziicii
ve metot se¢imi i¢in bir 6n ¢alisma yapilmistir. Bu 6n ¢alismadan elde edilen ekstrelerin
degerlendirilmesinde elde edilen verimler ve sicakligin bilesikleri iizerine yapacagi
olumsuz etkiler de goz dnilinde bulundurularak yapilmistir. %70’1ik etanol ile maserasyon
yontemi tercih edilerek ham ekstre hazirlanmigtir. Ham ekstrenin, sirasiyla n-hekzan,
diklorometan, etil asetat ve n-biitanol ¢oziiciileri ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Bu ekstrelerin 100 pg/mL konsantrasyondaki in vitro LOX, COX ve MMP-
9 enzim inhibsyonlar1 arastirilmistir. Degerlendirmeler her bir enzim i¢in standart
inhibitorler ile kiyaslanarak yapilmistir. Enzim inhibisyonu %50 ve tizeri degere sahip
ekstreler degerlendirmelerde dikkate alinmis ve enzim inhibisyonu ICso degerleri
hesaplanmustir.

Calismada LOX enzimi iizerinde en yiiksek inhibisyonu E2 ekstresinin
(%82.33+0.94) gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 4.9). E2 ekstresinin LOX enzim
inhibisyonu ICsp degeri 13.83+1.02 pg/mL iken NDGA’nin ICso degeri 6.00+0.25 pg/mL
olarak belirlenmistir.

COX enzimleri tizerinde en yiliksek inhibisyonu E3 ekstresi gosterdigi tespit
edilmistir (Tablo 4.11). E3 ekstresinin COX-1 enzim inhibisyonu I1Cso degeri 26.75+1.25
ug/mL, COX-2 enzim inhibisyonu ICsg degeri 51.67+1.55 pg/mL olarak hesaplanmuistir.
COX-1 enzimi i¢in standart inhibitér olarak kullanilan SC-560’m ICsp degeri
0.000021+10° pug/mL ve COX-2 enzimi icin rofekoksib’in 1Cso degeri 0.049+0.001
ng/mL olarak belirlenmistir.

Calismada El1 disinda tim ekstreler MMP-9 enzimi {izerinde inhibisyon
gostermistir. Ancak elde edilen % inhibisyon degerleri kiyaslandiginda E3 ekstresinin
(%45.11£2.03) diger ekstrelere gore MMP-9 lizerinde en giiglii inhibisyona sahip oldugu
tespit edilmistir (Tablo 4.13).

Bu degerlendirmeler sonucunda COX enzimleri iizerine diger ekstrelere kiyasla
yiikksek inhibisyon gosteren E3 ekstresi ile kolon kromatografisi yOntemiyle
fraksiyonlama yapilmistir. Kolon kromatografisinden toplanma sirasina gore kodlamasi
yapilan fraksiyonlar arasindan miktar1 fazla olan E3a, E3b, E3c ve E3d alt fraksiyonlarin
COX enzim inhibisyonlar1 incelenmistir.

Enzim inhibisyon deneylerinde alt fraksiyonlar 100 pg/mL konsantrasyonda

calistlmigtir. Calisilan alt fraksiyonlar arasindan sadece E3a fraksiyonu COX-1 enzimi
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tizerinde %65.78+4.42 degerinde inhibisyon gostermistir ve E3 ekstresine (%78.50+0.50)
kiyasla COX-1 enzimi iizerinde zayif inhibisyon gostermistir. E3b, E3c ve E3d
fraksiyonlar1 COX-1 enzimi tizerinde inhibisyon gostermemistir. COX-2 enzim tizerinde
yiiksek inhibisyon gosteren alt fraksiyonlarin % inhibisyon degerleri, E3a, %59.90; E3b,
%90.90; E3c, %86.40 ve E3d, %97.62 olarak tespit edilmistir. E3b, E3c, E3d alt
fraksiyonlar: E3 ekstresine gore COX-2 enzimi iizerinde yiiksek inhibisyon gostermistir.
AYF metodu ile etkiden sorumlu bilesikler polarite artisiyla fraksiyonlanarak konsantre
hale getirilmistir. Alt fraksiyonlarda polarite artisi ile dogru orantili olarak enzim
inhibisyonunun arttig1 goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar. fraksiyonlamanin amaca
uygun oldugunu gostermistir.

Muhtemel bir aktivitenin gézden kagirilmasini 6nlemek amaciyla E3 ekstresinin
yiiksek inhibisyon géstermedigi LOX enzimi lizerinde alt fraksiyonlarin inhibisyon etkisi
incelenmistir. Alt fraksiyonlarin LOX enzimi % inhibisyon degerleri E3a, %67.33+1.89;
E3c, %54.00+1.00 ve E3d, 9%68.47+0.94 olarak belirlenmistir (Tablo 4.9). Alt
fraksiyonlarin LOX enzim inhibisyon degerlerinin E3 ekstresi ile karsilastirildiginda daha
yilksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclar da fraksiyonlamanin amacini
desteklemektedir.

Ucgucu yag COX-1 enzim lizerinde %55.26+1.58 oraninda inhibisyon gostermistir.
Ucgucu yag LOX enzimi iizerinde inhibisyon gostermezken (Tablo 4.9), MMP-9 enzimi
tizerinde inhibisyonu zayif bulunmustur (%12.87+0.78) (Tablo 4.13). Ugucu yagin ana
bileseni olan karvakroliin COX-1 ve COX-2 enziminleri {izerinde inhibisyon gostererek
antienflamatuvar aktivite gosterdigi ile ilgili ¢calismalar mevcuttur (Landa vd., 2009;
Wagner vd., 1986). Karvakroliin ibuprofen ile kombine edilerek sinerjik etki olusturdugu
ve enflamatuvar parametreleri azalttig1, LDso degerinin 5000 mg/kg oldugu bildirilmistir
(Mahtaj vd., 2015). Ayrica karvakroliin ratlar iizerinde yapilan hepatokarsinoma
calismasinda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerini inhibe ettigi ve antikanser aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Subramaniyan vd., 2014)

Kullanilan enzimler {izerinde yiiksek inhibisyon gosteren (E2, E3, E3a, E3b, E3c
ve E3d) fraksiyonlarin kimyasal bilesimi YPSK/KS-KS ile analiz edilmeye ¢alisilmistir.
Total iyon kromatogramlar1 ve 280 nm’de elde edilen kromatogramlardaki her bir pikin
kiitle spektrumlar1 ve UV spektrumlari, dncelikle tiir sonra da familya bazinda yapilan
kaynak taramalar1 sonuglariyla kiyaslanmistir. Calismalarda Pubchem, MassBank ve

Dictionary of Natural Products datalarindan da faydalanilmistir (http 1-3).
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Yapilan analizler sonucunda etkili ekstrelerdeki ana bilesenler sirasiyla su
sekildedir: E2 ekstresinde bir trimetoksiflavon olan jaseidin, E3 ekstresinde rozmarinik
asit oldugu tespit edilmistir. E3 ekstresi ve alt fraksiyonlar igerdikleri rozmarinik asit
orani agisindan degerlendirildiginde; rozmarinik asit oraninin E3 ekstresine gore alt
fraksiyonlarda azaldig1 tespit edilmistir. Ancak rozmarinik asitin aksine globoidnan A’nin
fraksiyonlama ile alt fraksiyonlarda anlamli olarak artig gosterdigi tespit edilmistir.

Kafeik asit ve tiirevieri

Kafeik asit, bitkiler aleminde yaygin bulunan hidroksisinnamik asit tiirevi
polifenolik bir sekonder metabolittir. Bu fenolik bilesik, organik asit esterleri, seker
esterleri, amitler ve glikozitler olarak basit formda (monomerler) veya dimerler, trimerler
ve flavonoit tiirevleri gibi daha karmasik formda veya bitkilerde hiicre duvarinda
proteinlere ve diger polimerlere de bagli olarak bulunabilir. Yapilan ¢aligmada kafeik asit
ve tiirevleri E3, E3b ve E3c ekstrelerinde az oranda tespit edilmis. Kaynak taramalarinda
bu bilesiklerin metanol ve etil asetat c¢oziiciileri ile bitkiden ekstre edilecegine dair
bilgilerin bulunmasi da bu goriisii desteklemektedir. Kafeik asit birgok Origanum tiirtinde
daha once tanimlanmistir. Kosar vd. (2003) YPSK/KS-KS caligmasinda standart kafeik
asit kullanarak O. minutiflorum, O. vulgare, O. onites ve O. syriacum tiirlerinde tespit
ettigi kafeik asit miktarlar1 (mg/g) sirasiyla; 0.14, 54.00, 0.12 ve 0.21°dir.

Kafeik asitin ve tiirevlerinin sayisiz fizyolojik etkisi in vitro ve in vivo deneylerle
gosterilmistir. Bu etkiler, antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antienflamatuvar,
antiaterosiklerotik, immiinostimulant, antidiyabetik, kardiyoprotektif, antiproliferatif,
hepatoprotektif, antikanser ve anti-hepatoselliiler karsinom aktivitedir. Kafeik asitin
kanser hiicreleri olusumunda ekspresse olan MMP-2 ve MMP-9 enzimlerini de
baskilayarak hepatik karsinomda etki gosterdigi tespit edilmistir (Espindola vd., 2019).

Kafeik asitin, 5-LOX ve dolayisiyla l6kotrien biyosentezini segici olarak inhibe
ettigi tespit edilmistir. Kafeik asitin 5-LOX {izerine inhibisyon IDso degeri 3.7 10°M’dur.
Ayrica, arasidonik asit ile indiiklenen trombosit agregasyonu yliksek doz kafeik asit ile
inhibe edilmistir (Yasuko vd., 1984). Renal iskemi gelistirilmis ratlar lizerine kafeik asit
ve kafeik asitin secgici COX-2 inhibitorii selekoksib ile kombinasyonunun etkisi
arastirilmistir. Kafeik asit ile kafeik asit + selekoksib kombinasyonunun bobrek koruyucu
potansiyeli oldugu tespit edilmistir. Renal iskemi patolojisinde LOX ve COX yolagi
anahtar rol oynamaktadir. Kafeik asitin renal iskemideki etki mekanizmasini bu yolak

tizerinden gosterebilecegi bildirilmistir (Kinra vd., 2019). Kafeik asitin ve rozmarinik
123



asitin analjezik ve antienflamatuvar etkisi incelenmistir. Kafeik asitin her iki etkiye de
sahip oldugu tespit edilirken, rozmarinik asitin antienflamatuvar etki gosterdigi ancak
analjezik etki gostermedigi tespit edilmistir (Gamaro vd., 2011).

Kafeik asit viicutta metabolize olarak daha hidrofilik hale gelir ve emilimi
kolaylasir (Espindola vd., 2019). Bu 6zellik gida olarak kullanilan Origanum tiirlerinde
az oranda da olsa bulunan kafeik asitin fizyolojik etkilerinin yan1 sira bir diger avantaji
oldugu soylenebilir.

Rozmarinik asit ve tiirevleri

Rozmarinik asit bir kafeik asit esteridir, diger ad1 3,4-dihidroksifenillaktik asittir.
Rozmarinik asit ilk olarak Rosmarinus officinalis L. bitkisinden izole edilmistir.
Rozmarinik asit basta Lamiaceae familyasi olmak iizere dogada siklikla rastlanan
bilesiklerdendir (Petersen ve Simmonds, 2003; Shekarchi vd., 2012). Kosar vd. (2003)
YPSK/KS-KS sisteminde standart rozmarinik asit kullanarak O. minutiflorum, O.
vulgare, O. onites ve O. syriacum tiirlerinde tespit ettigi rozmarinik asit miktarlar1 (mg/g)
strastyla; 6.36, 13.25, 3.96 ve 7.84 olarak tespit edilmistir.

Rozmarinik asitin, antioksidan, antikanser, antiviral, antienflamatuvar,
antimikrobiyal, antinosiseptif, hepatoprotektif, kardiyoprotektif, ndroprotektif ve
antianjiyogenik aktivite gibi g¢esitli biyolojik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Kaynak taramalarinda bilesigin antienflamatuvar aktivitesi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma
oldugu goriilmiistiir (Swarup vd., 2007; Sanbongi vd., 2003; Gamaro vd., 2011; Cao vd.,
2016). Bilesigin antienflamatuvar aktivitesinin LOX ve COX inhibisyonuna dayandigi
ile ilgili ¢alismalara rastlanmistir (Nunes vd., 2017; Petersen ve Simmonds, 2003).
Fareler lizerine yapilan calismada rozmarinik asitin otoimmiin romatoit artiriti tedavi
edici etkisi aragtirilmig ve hiicrelerde COX-2 ekspresyonunu baskiladig: tespit edilmistir
(Youn vd., 2003). Bilesigin COX-2 enzim ekspresyonunu azaltarak antikanser aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Scheckel vd., 2008). Prunella vulgaris L.’in etanol ekstresinde
yogun olarak tespit edilen rozmarinik asitin COX-2 ve iNOS protein ekspresyonu
tizerinde inhibisyon etki gosterdigi, saf rozmarinik asitin ise sadece COX-2 iizerinde
inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir (Huang vd., 2009). Thunbergia laurifolia Lindl.
yapraklarinin etanol ekstresinden izole edilen rozmarinik asitin 100 mg/kg
konsantrasyonda 6nemli antinosiseptif ve antienflamatuvar aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Rozmarinik asitin hem merkezi hem periferik antinosiseptif aktiviteye ayrica

akut ve kronik enflamasyona kars1 antienflamatuvar etkiye sahip oldugu belirtilmistir
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(Boonyarikpunchai vd., 2014). Rozmarinik asitin antienflamatuvar aktivitesini MMP-9
inhibisyonu lizerinden gosterdigi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir (Rocha vd., 2015).

Yapilan ¢alismada rozmarinik asit miktarinin LOX, COX enzimler iizerinde yliksek
inhibisyon gosteren ekstrelerde yiiksek bulunmustur. Elde edilen sonuglar rozmarinik
asitin antienflamatuvar etkisini destekler niteliktedir.

Rozmarinik asitin intravendz uygulamada yarilanma oOmriiniin kisa oldugu,
farelerde ¢ok diisiik toksisite gosterdigi ve LDso degerinin 561 mg/kg™ oldugu tespit
edilmistir. Rozmarinik asit iceren bilesiklerin kozmetik sanayinde kullanilarak
antioksidan etkilerinden dolay1 kanserden koruyucu etki saglayabilecegine dair bilgiler
mevcuttur (Petersen ve Simmonds, 2003).

Metil rozmarinat E3 ve E3a ekstrelerinde tespit edilmistir. Kaynak verilerde metil
rozmarinatin antienflamatuvar etkisi rozmarinik asite gore daha yiiksek bulunmustur
(Thammason vd., 2018). Salvia palestina Bentham’nin etil asetat ekstresinden izole
edilen rozmarinik asit ve metil rozmarinatin LOX enzim inhibisyonu ICso degerleri
sirasiyla 76.00 ve 8.20 ug/mL olarak belirlenmistir (Igen, 2019).

Apigenin ve tiirevieri

Apigenin kimyasal olarak 4',5,7,-trihidroksiflavon olarak bilinen bir flavon
bilesigidir. Dogal tirlinlerde apigenin, apigenin-7-O-glukozit ve ¢esitli asillenmis
tirevleri halinde bulunmaktadir. Son zamanlarda apigeninin diisiik toksisiteye sahip
olmasi ve diger flavonoitlere gore kanser hiicreleri {izerine gosterdigi kuvvetli etkisi
bilesige ilgiyi artirmistir. Bilesigin antikanser etkisinin antioksidan ve antienflamatuvar
etkisinden kaynakladigi belirtilmistir (Shukla ve Gupta, 2010; Van Dross vd., 2005).
Apigeninin antienflamatuvar aktivitesi COX-2 ekspresyonunu baskilamasiyla olustugu
belirtilmistir (Wang vd., 2014). Bilesik diyetle alindiginda sistemik olarak emilir (Shukla
ve Gupta, 2010).

Apigenin, enflamasyonlu hiicrelerden NO (nitrik oksit) ve sitokin salinimin
azaltarak hiicre canliligini korudugu ve sinir iltihibina kars1 koruyucu etki gosterdigi i¢in
potansiyel bir antienflamatuvar olarak degerlendirilmektedir (Balez vd., 2016). S.
palaestina’dan izole edilen apigenin ve apigenin-7-O-glukuronitin LOX iizerinde
inhibisyon etki gostermedigi tespit edilmistir (Igen, 2019).

Luteolin ve tiirevleri

Luteolin, 3'4'5,7-tetrahidroksiflavon, bitkilerde yaygin olarak bulunan bir

flavonoittir. Luteolin farmakolojik aktiviteleri fonksiyonel olarak birbiriyle iligkili olan
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pekcok biyolojik aktiviteye sahiptir. Bilesigin antienflamatuvar ve antikanser aktivitesi
birbiriyle iligkili oldugu tespit edilmistir. (Lin vd., 2008). Fareler iizerinde yapilan
calismada luteolinin in vivo TNF-a inhibe edici aktivite ve antienflamatuvar ve antialerjik
aktivite gosterdigi saptanmistir (Ueda vd., 2002). Kaynaklarda luteolin antienflamatuvar
aktivitesini COX-2 ekspresyonunun baskilanmasi dahil olmak tizere pek ¢ok yolaktan
gosterdigi bildirilmistir. Luteolinin sec¢ici COX-2 mRNA inhibitorii potansiyeline sahip
oldugu tespit edilmistir (Seelinger vd., 2008). Taraxacum officinale L. bitkisinin etil
asetat ekstresinin %10 oraninda luteolin ve luteolin-7-O-glikozit icerdigi tespit edilmistir.
Bu bilesiklerin 20 pM’dan daha diisiik konsantrasyonda énemli diizeyde COX-2 protein
eksresyonunu ve nitrik oksit sentazi baskiladigi belirlenmistir (Hu ve Kitts, 2004).

Apigenin ve luteolinin antienflamatuvar etki gosterdigi ve Alzheimer dahil olmak
lizere norolojik rahatsizliklarda noroprotektif etki gosterebilecegi bildirilmistir (Rezai-
Zadeh vd., 2008).

Kosar vd. (2003) YPSK/KS-KS analizinde standart olarak luteolin-7-O-glikozit
kullanmis ve O. minutiflorum, O. vulgare, O. onites ve O. syriacum tiirlerinde luteolin-7-
O-glikozit miktarlar1 (mg/g) sirasiyla; 1.70, 2.93, eser oranda ve 4.03 olarak tespit
edilmistir.

Yapilan in vivo galismalarda izoorientinin 15 mg/kg dozda antinosiseptif 30 mg/kg
dozda antienflamatuvar etki gosterdigi tespit edilmistir (Kiipeli vd., 2004).

Kersetin ve tiirevieri

Kersetin, kimyasal ismi 3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon olan bir flavanoldiir.
Kersetin ve diger flavonoitlerin eikozanoid biyosentezini (antiprostanoid ve
antienflamatuvar cevap ile) degistirdigi, diisiik yogunluklu lipoproteini oksidasyondan
korudugu (aterosklerotik plak olusumunu Onledigi), platelet olusumunu O&nledigi
(antitrombosit), kardiyovaskiiler diiz kasinin gevsemesini sagladigi (antihipertansif,
antiaritmik etkiler) tespit edilmistir. Flavonoitlerin antienflamatuvar aktivitelerinin hem
LOX hem de COX yolag tizerinden gergeklestigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Kim
vd., 1998). Kersetinin COX ve 5-LOX enzim inhibisyonu ICsg degerleri sirasiyla, 16 uM,
13.3 uM’dir (Formica ve Regelson, 1995).

Jaseidin ve tiirevi trimetoksi flavonoitler

Kaynak taramalarinda polihidroksi flavonoitlerin serbest radikal siipiiriicii etkiye,
polimetoksi flavonoitlerin ise antienflamatuvar etkiye sahip oldugunu gosteren

calismalara rastlanmistir. Polimetoksi flavonoitlerin birgok aktiviteye sahip oldugu
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goriilmiistiir. Bir polimetoksi flavonoit tiirevi olan nobiletinin COX-2 ve MMP-9 enzim
inhibisyon yolaklarinda etki gosterdigi bildirilmistir (Li vd., 2009; Lin d., 2003; Ishiwa
vd., 2000).

Lignan tiirevi

Alt fraksiyonlarda ana bilesik olarak tespit edilen globoidnan A ((2R)-(3,4-
dihidroksifenil)-2-[4- A (3, 4-dihidroksifenil) -6, 7-dihidroksi-2-naftoil Joksi propanoik
asit) ilk olarak Eucalyptus globoidea Blakely’dan izole edilmis ve bilesigin HIV integraz
enzimi tlizerinde inhibisyon gosterdigi ve ICso degerinin 0.64 uM oldugu belirlenmistir
(Ovenden vd., 2004).

Symphytum officinale L. ile ilgili antienflamatuvar aktivite ¢alismasinda YPSK/KS-
KS analizleri ile etil asetat ekstresinde rozmarinik asit ve globoidnan A bilesiklerinin
miktarmin fazla oldugu belirlenmistir (Seinger vd., 2019).

Globoidnan A ilk olarak Eucalyptus globoidea, O. minutiflorum ve Thymus praecox
Opiz’dan izole edilmistir. Bilesigin HIV viral DNA’si1 bir konakg1 hiicresel DNA’ya
dontismesini saglayan HIV integtazin etkisini engelledigi bilinmektedir. Ayrica HelLa
(insan serviks karsinomu) veya C6 (sigan beyni tlimorii) hiicre hatlarina karsi anti-
proliferatif aktivite gosterdigi bildirilmistir (Krzyzanowska-Kowalczyk vd., 2018).
Bilesigin agr1 ve agri ile iligkili hastaliklar tizerine etkisinin arastirildig: tespit edilmistir
(Nilsson vd., 2013).

Globoidnan A bilesiginin fraksiyonlamayla ekstrelerdeki orani ve aymi sekilde
enzim inhibisyonu oranina paralel olarak artis gostermistir. Bu bilgiler dahilinde
fraksiyonlarin enzim inhibisyonundaki etkili bilesiginin globoidnan A olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bilesigin antienflamatuvar etkili oldugu ileri siiriilebilir. Ancak bu
yapilacak izolasyon ¢aligmalar1 sonucu elde edilecek saf bilesik ile enzim inhibisyon
deneyleri tekrarlanarak dogrulanabilir. Kaynak taramalarinda globoidnan A bilesigi ile
ilgili ¢cok az biyolojik aktivite ¢alismasina rastlanmistir. Bilesigin olas1 etkilerinin
arastirilmasi 6nem tagimaktadir.

Kaynak taramalarinda megastigman bilesiklerinin aktiviteleri ile ilgili bilgilere

rastlanmamuistir.
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Bu tez kapsaminda farmakope i¢in O. minutiflorum i¢in bir monograf 6n ¢aligmasi
gerceklestirilmis, ¢esitli ekstrelerinin LOX ve COX enzimleri inhibisyonunun dikkate
deger oranda oldugu belirlenmistir. Bir Origanum tiirii ile COX ve MMP-9 enzim
inhibisyonu arastirmalari ilk kez gerceklestirilmistir.

O. minutiflorum’da daha 6nce tespit edilen bilesikler Tablo 5.1°de, varlig1 yapilan
calisma ile teyit edilen bilesikler Tablo 5.2°de, bu tiirde ilk defa tespit edilen bilesikler
Tablo 5.3’te verilmistir.

Tablo 5.1. O. minutiflorum’da daha once tespit edilen bilesikler

(8E,16E)-Tetrakoza-8,16-dien-1,24-diol
3,4-Dihidroksibenzoik Asit
4-(3,4-Dihidroksibenzoiloksimetil) fenil-5-D-Glukopiranozit
Azepan-2-on

Dansensu

Eriodiktiyol

Oleanolik asit,

Tetradekanol

Trikozan-1-ol

Ursolik asit

Tablo 5.2. O. minutiflorum’da varligi teyit edilen bilesikler

Apigenin
Apigenin-7-O-glikozit
Globoidnan A

Kafeik asit

Luteolin
Luteolin-7-O-glikozit
Rozmarinik asit
Visenin-2
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Tablo 5.3. O. minutiflorum’da ilk defa tespit edilen bilesikler

Apigenin pentozit
Apigenin pentozit-heksozit
Apigenin-O-heksozit
Asasetin glukuronit
Ikarisit tiirevi

izoorientin

Jaseidin heksozit/trimetoksi flavonoit heksoziti
Jaseidin

Kafeik asit tiirevi

Kersetin heksozit

Kersetin

Luteolin asetil dipentozit
Luteolin pentozit
Luteolin-C-dipentozit
Metil rozmarinat
Rozmarinik asit tiirevi

Tuberonik asit/medioresinol

Daha biiyliik Olgekte ektraksiyon islemi
degerlendirmeleri yapilabilir, yiiksek inhibisyon
bilesik/bilesiklere ulasilabilir.

yapilarak enzim inhibisyonu

gosteren fraksiyonlarda etkili

Ulkemizde ve diinyada gidalarla birlikte yogun olarak kullanilan tiirlerden biri olan

O. minutiflorum’un bileseni ve aktiviteleri ile ilgili ¢ok az sayida arastirma olmasi

nedeniyle secilen bu arastirmanin sonucunda elde edilen bilgilerin bitkinin tibbi

kullanimina katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
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EKLER
EK-1. Reaktiflerin hazirlanisi

Kloralhidrat ¢6zeltisinin hazirlanisi: 80 g kloralhidrat R 20 mL su ig¢inde ¢oziilerek
hazirlanmistir (Avrupa Farmakopesi Adaptasyon, 2004).

Anisaldehit reaktifinin hazirlnigi: 0.5 mL anisaldahit R, 10 mL glasiyel asetik asit R, 85
mL metanol R ve 5 mL siilfiirik asit R takiben sira ile karigtirilir (Avrupa Farmakopesi
Adaptasyon, 2004).

EK-2. Denklemler
E.2.3.1.
% Su miktar1 = ((b —a)/10) x 100

(a=birinci distilasyonda elde edilen suyun mililitre olarak miktari,

b=ikinci distilasyonda elde edilen toplam suyun mililitre olarak miktart)

E.2.3.2.

oo Akontrol — Aornek
% Inhibisyon = Aonirol x 100

(Akontrol: Kontroliin absorbansi, Aérnek: Ornegin absorbansidir)



EK-3. E3b alt fraksiyonun 280 nm’deki kromatogrami
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EK-4. Monograf taslagi (Avrupa
Farmakopesi, 2016)
Siitciiler Kekigi

OREGANO
Origani minutiflori herba

TANIM

Origanum minutiflorum O. Schwarz et
P.H. Davis kurutulmus olan
govdelerinden ayrilmis biitiin yaprak ve

cigekleridir.

Icerik:
-Ugucu yag: 39.1 mL/kg (kuru drog)

-Karvakrol ve timol igeriginin toplami
(ikisi C1oH140, bMA 150.2): ugucu
yagda %83.5

Teshis

A. Origanum minutiflorum yapraklar
yesil renklidir. Dallar her gévdede 10
cifte kadar, 4 cm’e kadar uzunlukta.
Yaprak saplidan hemen hemen sapsiza
kadar (saplar 6 mm’e kadar), ovat veya
eliptik, 3-16 x 1-12 mm, + akut. Spikiil
yaklasik 2-8 x 3 mm. Brakte ovat veya
eliptik, 1-3 x 0.5-1.5 mm, + obtus. Kaliks
yaklagik olarak 2 mm; tist dudak loplu
veya =+ yaklasik olarak 2/5’ine kadar
genis ticgen disli; alt dudak + iist dudak
kadar, genis iiggen sekilli disten olusur.
Korolla beyaz, 2.5-4 mm (Davis, 1982).

B. Mikroskobik inceleme: Toz haline
getirilir.  Toz  drog  sarimsi-yesil
renktedir. Kloralhidrat ¢6zeltisi R
kullanilarak mikroskop altinda incelenir
(Gorsel 1). Toz asagidaki karakteristik
elementleri gosterir, diasitik stoma (d, e,
f.) ve genellikle basi sekiz sap1 tek
hiicreli ¢ok sayida salgi tiyleri (g, h, 1),
ortii tiiyii kiitikulas: ¢izgicikli, ¢ift siralt
genellikle ¢ok hiicreli ortii tiiyleri (a, b,
¢, 1, n), diasitik tipte stomalar yapragin
alt ve ist ylizeyinde de (bifasyal)
bulunur, alt epiderma (h) ve iist epiderma
karakteristik dalgali duvarlara sahip (n),
kiire seklinde, nispeten seyrek polen

taneleri (i) iletim demetleri (k, I, m).

Gorsel 1. Kekik toz edilmis bitkisel drogunun
test B’de tanimlanmasi igin

mikroskopik goriintiileri



EK-4. (Devam) Monograf taslagi
C. ince Tabaka Kromatografisi

Test ¢ozeltisi: 1.0 g toz edilmis bitkisel
drog tlizerine 5 mL metilen kloriir R
eklenir ve 3 dk. calkalanir, sonra
yaklagik 2 g susuz sodyum siilfat R

araciliiyla stiziiliir.

Sahit ¢ozeltisi: 1 mg timol R ve 10 uL
karvakrol R, 10 mL metilen kloriir R’de

¢Oziiliir.

Plak: ITK Silika jel plak R.
Hareketli faz: metilen kloriir R.
Uygulama: 20 pL, bant halinde.

Siuriiklenme: 15 cm Uzerinde bir

ilerleme.
Kurutma: havada.

Tespi:t 200 mm? plaga 10 mL anisaldehit
cozeltisi R. piskirtilir ve 100-105
°C’de 10 dk. 1sitilir.

Sonuclar: Sahit ¢ozelti ve test ¢ozeltisi
ile elde edilen kromatogramlardaki
lekeler  asagida  goriildigi  gibi
siralanmigtir.  Bunlarin - yanisira, test
cozeltisi ile elde edilen kromatogramin
ist kisminda ve alt kisminda baska

lekeler vardir.

Plagin tepesi

Timol: pembe leke

Karvakrol: agik

menekse leke

Mavimsi-mor leke

Acik yesil leke
Pembe leke (timol)

Acik menekse leke

(karvakrol)

Agik mor leke

Gri leke
Acik yesil leke
Mavimsi-mor leke

Siddetli kahverengi

leke

Sahit Cozelti

Test Cozeltisi

--Timol
--Karvakrol




EK-4. (Devam) Monograf taslagi
TESTLER

Su: 10 g toz edilmis drog lizeriden tespit
edildiginde 53.3 mL//kg’dur.

Toplam kiil: %7.7 dir.

Hidroklorik asitte erimeyen Kiil:

%0.55tir.
TAYIN

Ucucu Yag: incelenecek drogun 30.0
g’1, 1000 mL yuvarlak tabanli balon ve
distilasyon sivisi olarak 400 mL su R

kullanilir.

Dereceli tiipe kesilen R koymaksizin 2
saat boyunca 2-3 mL/dk. hizda

distillenir.

Karvakrol ve timol. Gaz kromatografisi

normellestirme islemi kullanilir.

Test ¢ozeltisi. Ugucu yag tayininde elde
edilen ucucu yag susuz sodyum stilfat
R’nin kiigik bir miktar {izerinden
stiziiliir ve sususz sodyum siilfat R ve
cithaz1 yikayarak heptan R ile 5.0 mL’ye
seyreltilir.

Sahit ¢ozelti. 0.20 g timol R ve 50 mg
karvakrol R, heptan R’de ¢6ziiliir ve ayni

¢oziicli ile 5.0 mL’ye seyreltilir.

Kolon:

-malzeme: kaynagmis silika;

-boyut: 1=60 m, ¥=0.25 mm;

-sabit faz: makrogol 20.00 R (film
kalinkigi @ pm):

Tasiyict gaz: azot kromatografi i¢in R

veya helyum kromatografi igin R.
Akis hizi: 1.5 mL/dk.

Ayrilma orani: 1:100.

Sicaklik
Zaman (dk.) | Sicaklik (°C)
Kolon 0-45 40—250
Enjeksiyon 190
yuvasi
Dedektor 210

Tespit. Alev iyonlastirma dedektorii.
Uygulama: 0.2 pL.

Eliisyon  sirasi:  sahit  ¢Ozeltinin

bilesiminde  goriilen  swrayla; bu
maddelerin alikonma zamanlari
kaydedilir.

Sistem uygunlugu: sahit ¢ozelti:
Ayrim giicii: timol ve karvakrol pikleri

arasinda en az 1.5.

Sahit  ¢ozeltisi ile elde edilen
kromatogramda belirlenen alikonma
zamanlar1 kullanilarak, test ¢ozeltisi ile
elde edilen kromatogramda sahit ¢ozelti
bilesenlerinin yeri bulunur. Timol ve

karvakrol’iin yiizde igerikleri belirlenir.





