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OZET

Sideritis germanicopolitana subsp. viridis Hausskn. ex. Bornm. Bitkisinin Fitokimyasal

Iceriginin ve Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi
Dilek KRCKOVSKA
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2022
Tez danismani: Dog. Dr. Fatih GOGER

Bu ¢alismada, Eskisehir, Tiirkmen Dagi orman yolu kenarindan toplanan endemik
Sideritis germanicopolitana BORNM. subsp. viridis HAUSSKN. EX BORNM
(Lamiaceae) tiiriiniin toprak {stii kisimlarindan cesitli polaritelerde c¢oziiciilerle
hazirlanan ekstreleri ile inflizyonunun ve ugucu yaginin fitokimyasal incelemesi
yapilmistir. Ekstrelerin, toplam fenolik madde miktar tayini, antimikrobiyal ve
antioksidan etkileri belirlenmistir. Antioksidan aktivite, DPPH" ve ABTS"™ radikal
slipiiriicii etki tizerinden test edilmistir. Bitkinin toprak iistii kisimlari ti¢ saat boyunca
Clevenger apereyi ile su-distilasyonu’na tabi tutulmus, elde edilen ugucu yag ve yag alt1
suyunun bilesenleri Gaz Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi/Kiile spektrometrisi
sistemi ile belirlenmistir. Polar ekstre igerikleri Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi/ Kiitle Spektrometrisi ile incelenmistir. Ugucu yag
oksijenli seskiterpenler (%29,6), monoterpen hidrokarbonlar (%28,7), seskiterpen
hidrokarbonlar (%21,9) gibi madde gruplar: tespit edilmis olup, T-Muurol (%18,5) ve
Sabinen (%15,7) bilesikleri yiiksek miktarda bulunmustur. Polar ekstrelerde YPSK-
KS/KS analizi sonrasinda flavonoit ve feniletanoit glikozitlere rastlanmistir. Ekstrelerin
antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin standartlar kadar yiiksek olmadig:

belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Sideritis germanicopolitana subsp. viridis, Ekstre, Antioksidan

aktivite, Antimikrobiyal aktivite, Fitokimyasal analiz.



ABSTRACT

Determinaton of the Phytochemical Content and Antioxidant Activity of The Plant

Sideritis germanicopolitana subsp. viridis Hausskn. ex. Bornm.
Dilek KRCKOVSKA
Department of Pharmacongosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih GOGER

In this study, essential oil, infusion and the extracts, prepared with different
polarity solvents from herbal parts of endemic Sideritis germanicopolitana BORNM.
subsp. viridis HAUSSKN. EX BORNM (Lamiaceae) collected from Tiirkmen Mountain
forest road of the Eskisehir, were investigated phytochemically. The total phenolic
content, antimicrobial and antioxidant effects of the extracts were determined. The
antioxidant activity has been tested on DPPH* and ABTS"" radical scavenging effect.
Herbal parts of the plant were distilled with a Clevenger aparatus for three hours. The
components of the essential oil and aromatic water volitelis were determined by GC and
GC/MS system. Phytochemical analysis of polar extracts were determined with LC-
MS/MS system. As a result of the data obtained, the extracts of our plant were evaluated
in terms of phytochemicals and the components of the volatile compounts were analyzed.
Among volatile compound components; Oxygenated sesquiterpenes (29,6%),
monoterpene hydrocarbons (28,7%), sesquiterpene hydrocarbons (21,9%), T- Muurol
(18,5%) and Sabinene (15,7) were detected in high amounts. Flavonoid and
phenylethanoid glycosides were found in polar extracts. It was determined that the
antioxidant and antimicrobial activity of the extracts were not as high as the standards.

Keywords: Sideritis germanicopolitana subsp. viridis, Extract, Antioxidant activity,
Antimicrobial activity, Phytochemical Analysis.
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1. GIRIS VE AMAC

Antik ¢aglardan ve insanligin var olusundan beri insanlar tibbi bitkileri tedavi amagl

kullanmaktadirlar. Bu amagla hazirlanan; ekstreler, caylar ve merhemler kullanilmislardir.

(Simsek Sezer ve Uysal, 2021)

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi tibbi kullanimi1 olan ve aromatik bitkilerin de
bulundugu yaklasik 7200 tiir ve 240 cinsi icermektedir. Familyadaki bitkilerin dnemli bir kismi,
ylizyillardir geleneksel tip alaninda, hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Bu amagla,
agirliklt olarak aromatik bitkilerin; ekstreleri, ucucu yaglari, izole bilesenleri (fenolik ve
terpenik) kullanilmaktadir. Glintimiizdeki giincel literatiir verileri bu familyadaki bitkilerin;
antioksidan, antiinflamatuvar, antimikrobiyal etkinligini ortaya koymaktadir. Familyaya ait
bazi tiirlerin ise gida takviyesi olarak kullanimi 6nerilmektedir. Gida veya gida katki maddesi
olarak (baharat seklinde) kullanilacak bazi Lamiaceae tiirleri; kardiyovaskiiler sistem
hastaliklarini, diyabet ve kanser olusum riskini onleyebilmektedir (Patrignani vd., 2021).
Sideritis tiirlerinin; gastroprotektif, sitotoksik ve noroprotektif Ozelliklerinin oldugu ve

hiperpigmentasyonda da etkili olabildigi saptanmustir (Ceylan vd., 2021).

Sideritis latince adini, metallerin neden oldugu yaralari iyilestirmek igin kullanilmasi
sebebiyle Yunanca demir anlamina gelen ‘‘cidepo’” kelimesinden tiiretilerek almistir (Bardakci
vd., 2020). Zira 0 donemlerde demir silahlardan yaralanmalar ger¢eklestiginde, yaralar
iyilestirmede Sideritis cinsine ait bitkilerin kullanilmaktaydi. Tiirkiye’de geleneksel kullanimda
‘““dag cay1”’ veya ‘‘yayla ¢ay1’’ olarak bilinen Sideritis tiirleri, baslica Akdeniz bdlgesinde
dagilim gosteren ¢ok yillik olup ve %80°i endemik olan 143 tiirle temsil edilir. Tibbi kullanimi
olan Sideritis tiirii; Avrupa ve Tiirkiye’de toprak iistii kisimlarinin ¢ay seklinde demlenmesi ile
basta sindirim sistemi rahatsizliklar1 olmak tizere 6kstirtik kesici ve soguk alginlig: tedavisinde

kullanilmaktadir (Ceylan vd., 2021).

Sideritis tiirleri; antimikrobiyal, sindirim sistemi iizerine etkileri ve antiinflamatuvar
ozellikleri nedeni ile Balkanlar ve Dogu Akdeniz’in geleneksel tibbinda da kullanilmistir.
Selanik’in c¢aylar1 ise; hazimsizlik, anemi, ates, grip, soguk alginlig1 tedavisinde, idrar
soktiiriicli ve tonik olarak kullanilmaktadir. Brons ve bronsiyal astimda, soguk alginliginda ve
akciger amfizeminde siklikla kullanilan Sideritis tiirii; Sideritis raeseri ve S. scardica ayni
zamanda; inflamasyonda, Gastrointestinal Sistem (GIS) bozukluklarinda, aneminin

onlenmesinde kullanilmaktadir. S. scardica ve S. euboea, demans hastalarinda faydali oldugu



kadar saglikli yetiskinlerde de hafizanin iyilestirilmesi i¢in etkili bulunmustur. S. clandestina
cayl, anksiyeteye karst oOnerilmektedir. Yapilan arastirmalar Sideritis tiirlerinde farkli
fitokimyasal profillerin varligin1 géstermektedir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada Balkanlardan
toplanmus Sideritis tiirlerindeki polifenolik profillerin, tiir farkliligindan daha ziyade ¢evresel

ve cografi faktorlere gore degiskenlik gosterdigi belirlenmistir (Obon vd., 2021).

Taksonomik olarak siniflandirmada, Sideritis tiirlerinin hibridizasyon ve ekotip
varyasyonu fazla oldugundan, kemotaksonomik tanimlanmasi agisindan ikincil metabolitlerin
ayirt edilmesi ve diterpenoit ve flavonoit igeriginin aydinlatilmasi, karisikligi onlemek

acisindan 6nem tagimaktadir. (http-1)

Oksidasyon reaksiyonlar1 canli organizmalarda yasamsal faaliyetleri siirdiirmek adina
onem arz etmektedir. Fakat asir1 oksidasyon faaliyeti, zararli sonuglara sebebiyet vermektedir.
Serbest radikallerin fazla oranda iiretimi, endojen kaynakli antioksidanlarin seviyesindeki

azalmalar, oksidatif stresin artisina, hiicresel boyutta ve organlar diizeyinde hasarlara neden

olmaktadir (Bessada vd.; 2015, Sevindik, 2015).

Elektronlar atomlarin orbitallerinde c¢itler halinde birbirleriyle kararli bir yap1
olusturacak sekilde bulunurlar. Kararli yapinin bozulmasi ile serbest radikaller olusur. Serbest
radikaller elektron c¢iftini olusturan elektronlardan bir tanesinin ortamdan uzaklagmasi ile
kararsiz hale gelen diger elektron ¢iftinin bag kurma ihtiyacindan meydana gelir. Bu anlamda
bir serbest radikal bir veya birden fazla eslesmemis elektrona sahiptirler. Baglanma ihtiyaci
icindeki elektron diger molekiiller ile veya canli hiicresi iginde olusan metabolizma siireclerinde
aciga cikan yapilar ile eslesme egilimi gostererek ilgili yapilardan elektron veya hidrojen
koparmak veya dogrudan baglanmak suretiyle etki gosterirler. Boylelikle kararsiz yapilarini
sonlandirirlar. Fakat bu durumda elektronunu veya hidrojen atomunu kaybeden gruplar serbest
radikal haline gelebilir. Bu durum bir zincirleme reaksiyona sebep olur Bazen serbest radikaller
bu kararsizliklarint DNA {izerine baglanarak sonlandirirlar ki bu durumda canli dokular
izerinde kanser olusumuna sebep olabilir. Serbest radikaller, radikal olmayan &zellikteki
molekiillere kendilerini oldukea reaktif hale getirerek atak gergeklestirirler ve son orbitallerinde
bulunan eslesmemis elektron agigini bu sekilde kapatirlar. Bu durumda radikal olmayan farkli
molekiiller ile hizl1 bir bicimde reaksiyon baslatirlar ve diger molekiillerden de elektron transfer
ederek onlarin da radikal hale gelmesine vesile olarak zincirleme bir reaksiyonun baslamasina

sebep olurlar (Aygigek, 2021; Goger, 2007).



Yapilan aragtirmalarda, oksidatif stresin patofizyolojik durumlarin gelisiminde 6nemli
rol oynadigi belirlenmistir. Yiiksek stres kosullari altinda insan viicudu, enzimatik ve non-
enzimatik antioksidanlardan daha yiiksek miktarda reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri
(ROS/RNS) iiretmektedir. Uretilen yiiksek miktardaki reaktif oksijen ve reaktif nitrojen
neticesinde, hiicre hasar1 ve sayisiz saglik problemi olusabilecegi tespit edilmistir. Oksidatif
stres neticesinde olusan fizyolojik dengesizlik; ndrodejeneratif (Alzheimer hastaligi, Parkinson,
beyin tiimorii), kardiyovaskiiler hastaliklar (kalp-damar sistemi tizerine (6r: aterosklerotik plak
olusumlar1)), kronik iltihapli hastaliklar, diyabet, baz1 kanser tiirleri ve ayn1 zamanda erken
yaslanmaya zemin hazirlamaktadir. Endojen kaynakli antioksidan savunma sistemi patolojik
kosullar altinda, artan hiicresel oksidatif tiirlerin seviyelerini dengelemek i¢in yeterli degildir.
Endojen antioksidan savunma sistemlerinin etkilerinin yetersizligini dengelemek adina, genel
antioksidanlarin giiclendirilmesi ve eksojen antioksidanlarin uygulanmasi, stres durumda
antioksidan yaniti iyilestirebilir. Antioksidanlar serbest radikaller ile kendileri etkilesime
girerek bu radikallerin hasar verici yolaklarini 6nler ve terapotik bir etki saglarlar (Bessada vd.,
2015).

Bu ¢alismada, Lamiaceae familyasina ait, S. germanicopolitana subsp. viridis tiiriiniin
farkli polaritedeki ekstrelerine igerik kromatografik ve spektrometrik sistemler ile icerik analizi
antioksidan, antimikrobiyal aktiviteleri aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Bu amagla bitkinin toprak
iistii kisimlarindan; hekzan, etil asetat, metanol c¢oziiciileri ve %10’luk inflizyon olarak

hazirlanan ekstreler hazirlanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Lamiaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Lamiacae familyasi genel olarak 7200 tiir ve 240 cins ile karakterizedir. (Oalde vd,
2021). Genellikle Akdeniz bolgesinde, bazi kii¢iik gruplari ise; Giiney’de ve Giineybati
Asya’da, Avustralya ve Amerika’da dagilim gosterir. Antik ¢aglardan beri bu, familyanin
bitkileri yaygin olarak; aromatizan, baharat, ¢ay ve geleneksel ila¢ olarak kullanilmiglardir.

Familyaya ait baz1 bitkiler ise ugucu yag eldesinde kaynak olarak kullanilmaktadir.

Lamiacae familyasinda ¢igekler yapraklarin hemen koltugunda, kiimeler halinde sik bir
bicimde bulunur. Tedavi amaclh ve kozmetikte kullanilan ugucu yaglarin bircogu bu
familyadaki bitkilerden elde edildiginden, ugucu yaglarca zengin 6nemli bir familya olarak
bilinmektedir. Lamiaceae familyasindaki bitkilerin ugucu yaglari, yaprak epidermasi
tizerindeki salgi tiiylerinde bulunmaktadir. Bu familyaya karakteristik salgi tiiylerinin bas

kismi, 8 hiicreli pul seklindedir. (Goger, 2007)

Morfolojik 6zelliklerine baktigimizda Lamiaceae familyasindaki bitkiler, tek veya ¢ok
yillik bitki veya ¢alilardir. Genel olarak aromatik ve yogun salgilidir, saplar1 ise genellikle dort
acilidir. Yapraklar genellikle dekusat diziligli ve basittir. Lamiaceae familyasinin ¢icekleri
hermafrodit veya kisir erkek (islevsel olarak disi) seklinde ve verttisillaster olustururlar.
Genellikle sivri uglar, tepecik veya ziller seklinde diizenlenmistirler. Iki dudakli veya nadiren
tek dudakli kaliksler genel olarak bes loblu ve aktinomorfiktir. iki dudakli korollalar simpetal
bazen tek dudakli veya az ¢ok aktinomorfiktir. Stamenler genel olarak 4 adet ve nadiren 2
tanedir. Posterior (iist) ¢ift, anterior (alt) ¢ifte gore nispeten daha kisadir. Olgunlastiginda esit
olarak dort loblu goriinen ovaryum, superior ve ¢ift karpelattir. Bitkiler genellikle tek stiluslu,
jinobazik ve bifidtir. Tek tohumlu yemisten, 4 adet kuru ¢ok nadiren ise etli meyve olusur.
Meyveler sizokarp olup ve 4 nuksa ayrilmaktadir ve her nuks 1 tohumludur (Akcos, 1994).
Non-glandiiler (salgi bezi olmayan) veya Ortli tiiylerinin yani sira, Lamiaceae bitkilerinin
yapraklar1 ve diger solunum yapan kisimlar1 sayica fazla glandiiler trikom tasir. Lamiaceae
familyasindaki bitkilerde salgilama prosesi; glandiiler tiiyle (kapitat tiiyler) ile peltat tiiylerde
gerceklesir. Ucucu yagin bliylik bir kismi glandiiler kisimlarda iiretilmektedir. Alt yaprak
ylizeyi el mercegi ile incelendiginde, boyutlar1 ve sayilar1 nedeniyle parlak sarimsi noktalar

olarak goriilebilirler (Kokkini,vd., 2003). Tiirkiye’de tibbi kullanimi olan ve halk arasinda ¢ay



olarak tiiketilen bitkilerin biiyiik kismin1 Lamiaceae familyasindaki bitkiler olusturmaktadir

(Goger, 2007).

Lamiaceae familyast ugucu yaglar1 taze veya kuru bitkilerin buhar veya su
distilasyonuna tabi tutulmasiyla elde edilmektedir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin
kalitatif ve kantitatif 6zelliklerini belirleyen parametreler arasinda; bitkinin toplanma zamant,
yetistigi bolgedeki ¢evresel faktorler ve genetik farkliliklar yer alir. Lamiaceae familyasindaki
bitkilerin genellikle aromatik kabul edilmesine ragmen baz tiirleri eser miktarda ugucu yag
icermekte veya kokusuzdurlar. Ugucu yag bakimindan eser miktarda kokulu bilesik igeren

bitkiler arasinda Sideritis tiirleri bulunmaktadir (Kokkini vd., 2003).

2.1.2. Sideritis cinsi

Sideritis cinsi Tirkiye’de Akdeniz bolgelerinden baslayip Giineydogu Anadolu
bolgesine kadar varan kiy1 seridi dahil, Marmara, Ege ve I¢ Anadolu bolgesine kadar biiyiik bir
alanda yayilim gdstermektedir. Toroslar’da ve Giiney Anadolu bolgesinde oldukc¢a yaygindir.
Tiirkiye’de Sideritis cinsinin, biiyiik bir énemi vardir. Deniz seviyesinden 50-2500 metre

yiikseklige kadar oldukga genis bir alanda yayilim gostermektedir (Akcos, 1994).

Cinsin kendi tiirleri arasinda fazla sayida hibridizasyonu (melezlenmesi) olmasi
nedeniyle karmasik bir taksonomik siniflandirma ortaya ¢ikmugtir. Sideritis tiirleri geleneksel
olarak; besin amagli, tatlandirict (baharat olarak) veya c¢ay seklinde kullanilmaktadir. Bunun
yaninda; antioksidan, antispazmotik, antikonviilsan, antiinflamatuvar, antiiilseratif,
antimikribiyal, analjezik, yara iyi edici ve gaz giderici gibi farmakolojik etkilerinden dolay1
halk arasinda tedavi edici olarak kullanilmiglardir. Sideritis cinsinin belirttigimiz farmakolojik
etkilerinden, yapilarinda tagidiklari; terpenler, flavonoitler, ugucu yaglar, iridoidler, kumarinler,
lignanlar ve steroller gibi aktif kimyasal bilesenler sorumludur. Cinsin igerdigi; flavonoitler,
diterpenler ve ugucu yaglar hemen hemen her tiirde bulunmakta ve bu madde gruplar1 gézlenen

in vivo-in vitro farmakolojik aktivitelerden sorumludurlar (Gonzalez-Burgos vd., 2011).

S. scardica tiirii, Balkan Yarimadasi’nda; soguk alginligi, bronsit, bronsiyal astim,
akciger amfizemi ve anemi tedavisinde kullanilmaktadir. Tiirkiye’de Karaisali’da yetisen

endemik tiir olan S. bilgerana, mide agrilarina kars1 kullanilmaktadir (Zengin vd., 2019).



Sideritis tiirlerinin  gelisimini  topragin hafif alkali 0&zellikte olmast olumu
etkilemektedir. Tiirkiye, Ispanya ve Yunanistan toprakalar1 bu 6zellikleri tasidig1 igin en fazla

Sideritis tiirtine ev sahipligi yapmaktadir (Dincer vd., 2017).

Cinse ait bitkiler ¢alims1 veya otsu ve tek yillik ya da ¢ok yilliktir. Nadiren tiiysiiz, salgi
tilyii az veya hi¢ yok, tomentoz ya da piloz tiiyliidiir ve genel olarak dallanmis, taban kismi
odunsu yiikselici dik govdeye sahiptirler. Yapraklar pennat damarlanmali ve karsilikl dizilisli,
dekusat ve tamamen veya krenat-dentat kenarli. Cigek durumu vertisillastrum. Vertisillatlarin
mesafesi birbirine yakin veya spika seklinde kiimelesmis ve her vertisillat toplamda 5-6 ¢igekli.
Brakteler tipk1 yaprak gibi kaliks tliplinii 6rtmiis ve tam iken brakteol mevcut degil. Kaliksler
bazen bilabiat ve genellikle tubulat-kampanulat, 5 disli 5-10 damarli ve disler boyut olarak
birbirine esit veya iist dis alttaki 4 disten daha biiylik. Genel olarak korollalar sar1 renkte, bazen
mor veya beyaz ve korolla tlipti kaliksten daha uzun. Bifit ya da tam, 3 loblu az ¢ok dik iist
dudak. Stamenler didinam, iki sira halinde alttakiler uzun isttekiler kisa olacak sekilde birbirine
paralel, 4 adet ve korolla tiipii icerisinde. Ginobazik stilus bifit ve korolla tiipii icinde. Ust lobu
saracak sekilde alt lob genislemis sekilde. Korolla tiipii stilus ve stamenlerden uzun. 4 gozlii
ovaryum ise iist durumlu ve iki karpelli ve her goz tek oviillii. Sizokarp meyve kurudugu zaman
4 merikarba ayrilan, tilysiiz ugta yuvarlak ve ovat. Sideritis cinsinin karakteristik 6zelligini daha

net bir sekilde belirlenmesi tizere iki alt cinsi bulunmaktadir. Bunlar;

1. Tek yillik (Hesiodia Bentham)
2. Cok yillik (Empedoclia (Rafin.) Bentham)

Tek yillik alt cinslerde kaliksler 2 dudakli. Brakteler yapraga benzer ve az ¢ok tam. 4
alt dis st disten daha kiiciik. Cok yillik alt cinslerde kaliksler esit disli. Brakteler yaprak gibi
degil tam ve taban kisminda odunsu bitkilerdir. Tiirkiye’de Flora Of Turkey (Tiirkiye’nin
Florasi)’e gore Sideritis cinsinden 31°i endemik olmak tizere 38 tiir mevcuttur. Bunlardan 34
tiir,7 alt tiir ve 2 varyete ¢ok yillik olup Empedoclia seksiyonuna ve geri kalan 4 tiir ve 2 alttiir
tek yillik olup Hesiodia seksiyonuna kayitlidir (Akcos, 1994).



2.1.3. S. germanicopolitana subsp. viridis Hausskn. ex. Bornm. Tiiriiniin Taksonomik

Hiyerarsisi

Tablo 2.1. Taksonomik hiyerarsi (http 2)

UST ALEM
ALEM
SUBE
SINIF

ALTSINIF

TAKIM
AILE
CINS
TUR

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Asteridae
Lamiales
Lamiaceae

Sideritis

Sideritis germanicopolitana Bornm.

2.1.4. Tiirkiye’de Yetisen Sideritis Tiirleri

Tiirkiye’de 52 tiir Sideritis yetismektedir. Bunlardan bazilari endemik olmakla birlikte

Tiirkiye sinirlari igerisinde spesifik bolgelerde dagilim gostermektedir. (http-2)

Tiirkiye’de yetisen bazi Sideritis tiirlerine halk arasinda yerel isimler verilmistir.

Bunlardan birkag1 Tablo 2.2.’de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Tiirkiye 'de halk arasinda bazi Sideritis tiirlerine verilen isimler (Akcos,1994)

LATINCE ADI

TURKCE ADI

S. ARGYREA P.H. DAVIS
S. ATHOA PAPANIKOLAU ET KOKKINI
S. DICHOTOMA HUTER
S. CONGESTA P.H. DAVIS ET HUB-MOR
S. LIBONATICA LABTI
S. LIBONATICA SUBSP. LINEARIS (BENTH.)
BORNM.
S. PERFOLIATA
S. PISIDICA BOISS. ET HELDR
S. TMOLEA P.H. DAVIS
S. STRICTA BOISS. ET HELDR
S. ARGUTA BOISS. ET HELDR

Esek cayi, aci gay
Kedi kuyrugu cay1
Sarikiz ¢ay1
Dag cayi, yayla cay1
Bozla gay1, dag cayi, yayla cay1
Ince cay, yayla ¢ay1, ¢ay otu, Altinbas, acem arpast

Dag cay1, yayla ¢ay1
Cay calbasi, dag cayi, Eldivan ¢ay1
Balbasi, Sivri ¢ay1
Dag cay1
Dag cayi, yayla cay1



Tablo 2.3. Baz: Sideritis tiirlerinin bolgesel olarak gosterdikleri dagilim (http-2)

TURUN ADI

DAGILIM GOSTERDIGI BOLGE

S. amasiaca BORNM.
S. scardica subsp scardica GRISEB.

S. serratifolia HUB.-MOR.
S. perfoliata L.

S. athoa PAPANIKOLAOU ET KOKKINI

S. libanotica LABILL. subsp. violascens (P.H.
DAAVIS) P.H. DAVIS
S. caesarea H. DUMAN, AYTAC ET BASER
S. vuralii H. DUMAN ET BASER
S. galatica BORNM.
S. trojana BORNM.

S. lanata L.

S. romana L. subsp. romana L.
S. curvidens STAPF
S. montana L. subsp. montana L.

S. montana L. subsp. remota (D’ URV.)
P.W. BALL EX HEYWOOD

S. hololeuca BOISS. ET HELDR. APUD

BENTHAM
S. phlomoides BOISS. ET BAL.
S. sipylea BOISS.
S. erythrantha BOISS. ET HELDR. APUS
BENTHAM varyete

erythrantha BOISS. ET HELDR. APUS

BENTHAM
S. brevidens P. H. DAVIS
S. strica BOISS. ET HELDR. APUD BENTHAM

S. vulcanica HUB.-MOR.
S. akmanii AYTAC, EKiCi ET DONMEZ
S. tmolea P. H. DAVIS
S. congesta P. H. DAVIS ET HUB.-MOR.
S. cilicica BOISS. ET BAL.
S. niveotomentosa HUB.-MOR.
S. arguta BOISS. ET HELDR
S. lycia BOISS. ET HELDR. APUD BENTHAM

S. leptoclada O. SCHWARZ ET P. H. DAVIS
S. brevibracteata P. H. DAVIS
S. albiflora HUB.-MOR.
S. rubliflora HUB.-MOR.
S. germanicopolitana BORNM. susp.
germanicopolitana BORNM.
S. germanicopolitana BORNM. subsp. viridis
HAUSSKN. EX BORNM.
S. akmanii AYTAC, EKICI ET DONMEZ

Kuzey ve Orta Anadolu
Trakya, Makedonya, Arnavutluk, Yunanistan,
Bulgaristan
Giliney Anadolu
Kuzeybati/Bat1 ve Giiney Anadolu, Yunanistan,
Kibris, Suriye, Liibnan

Bat1 Anadolu, Yunanistan

Giiney Anadolu
Orta Anadolu
Giliney Anadolu
Orta Anadolu
Kuzeybati1 Tiirkiye
Bati/Kuzeybati/Giineybati ve Orta Anadolu,
Balkanlar

Kuzeybat1 Tiirkiye (Istanbul)
Bat1/Giineybat1 Anadolu, Yunanistan, Kibris, Liibnan
Giliney/Gilineybat1 Avrupa, Kuzey Afrika, Glineybati

Asya ve Tiikriye’nin bir¢ok yerinde

Trakya, Dis Anadolu, Orta Anadolu, Ege,
Yunanistan
Giiney Anadolu

Giiney Anadolu (Anti-Toroslar)
Bati1 ve orta Anadolu, Ege adalari

Giineybat1 Anadolu

Gtiney Anadolu

Gilineybat1 Anadolu
Bat1 Anadolu
Gilineybat1 Anadolu
Bat1 Anadolu
Gtiney Anadolu
Gtiney Anadolu
Gtiney Anadolu
Giiney Anadolu

Giineybat1 Anadolu
Giineybat1 Anadolu
Giiney Anadolu
Giiney Anadolu
Giiney Anadolu

Kuzey ve Orta Anadolu
Kuzey ve Karasal Anadolu

Giineybat1 Anadolu



2.1.5. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis

Ic ve Kuzey Anadolu’da yetisen ve Tiirkiye’de endemik bir tiir olan Sideritis

germanicopolitana ¢ok yillik bir bitkidir.

el

Gorsel 2.1. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis tiriiniin Tiirkiye haritasi iizerinde dagilimi (http 2)

Gorsel 2.1.°de harita iizerinde kirmizi nokta ile gosterildigi tizere S.germanicopolitana
subsp. viridis Tiirkiye’de endemik olup Ankara, Amasya, Bilecik, Ordu, Tokat, Yozgat, Bolu,
Kastamonu sehirlerinde yetismektedir (http-2). S. germanicopolitana subsp. viridis bitkisinin
morfolojik olarak govdesi Ortil tilysiiz veya az ortii tiiyli, salgt tiiylii ve yesil renktedir. S.
germanicopolitana subsp. viridis ve S. germanicopolitana subsp. germanicopolitana her iKi
bitkinin govdesinde tilylenme benzer 6zelliktedir. Bu iki alttiirde yapraklar eliptik lanseolattan
linear lansolata kadar farklilik gosteren sekillerde, uglarda obtus veya akuminat tabanda
rodundat veya kuneat, kenarlari ise diiz ya da dentikulat-serat seklindedir. S. germanicopolitana
subsp. viridis alttiiriinde salgi tiiyleri yogun iken ortii tiiyleri az veya hi¢ bulunmamaktadir.
Brakteler sapsiz ve taban kisminda daralmis sekilde ve boyutlarn 1.5-6.5 x 1.4-23 cm
civarindadir ve braktelerdeki salgi tiiyleri yogun miktarda, ortii tiiyleri ise az veya seyrektir.
Tiirde vertisilatlar 6 ¢igekli olup tepeye dogru uzadikga cigekler arasindaki meseafe
daralmaktadir. Kaliksler 10 damarli, tubulat, 5 disli ve disler kaliksin 1/3 kadar uzunlukta, tepe
kisminda akut-akuminat ve yesil renktedir. Korollalar hemen hemen ayni boyutta ve agik sari

renktedir. Niikslerin alt ve iist yiizeyleri obovat, kahverengi ve piiriizlidiir (Kaya, 1990).



Gorsel 2.2. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis bitkisi ( http-2)

Tiir iizerinde gerceklestirilen caligmalar neticesinde sirasiyla; inflamatuvar ve
Alzheimer hastaligi ile iliskili lipoksijenaz (LOX), asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE) enzimleri {izerindeki in vitro inhibitdr etkiler, izole edilen saf

bilesikler tizerinden test edilmistir. (Kirmizibekmez vd., 2021)

2.2. Sideritis Tiirlerinin Fitokimyasal Ozellikleri

Yapilan c¢alismalarda Sideritis tiirlerinin fitokimyasal bilesimi; monoterpenler,
seskiterpenler, diterpenler, flavonoitler, feniletanoit glikozitler, iridoit glikozitler, kumarinler,
fenilpropanoitler, ugucu bilesikler ve diger bilesikler ile temsil edilmektedir (Fraga, 2012).
Tiirkiye, Yunanistan ve Ispanya olmak iizere, Akdeniz iilkelerinde; mide iilserleri, gastrit,
mukoza iltihaplar1 gibi hastaliklarin tedavisinde bazi Sideritis tiirleri kullanildigir gibi aym
zamanda; gribal enfeksiyonlarda, soguk alginliginda da inflizyon ve ¢ay sekilnde halk arasinda

tedavi amaclh kullanimlaktadir (Akcos, 1994; Kirmizibekmez vd., 2021).

S. germanicopolitana tiiriiniin MeOH ekstresi iizerinde gergeklestirilen fitokimyasal
caligmalarda iridoit glikozitler, feniletanoit glikozitler, flavonoitler ve lignanlara ait 14
sekonder metabolit tespit edilmistir (Kirmizibekmez vd., 2021).
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2.2.1. Flavonoitler

Flavonoitler birgok farmakolojik 6zelliklere sahip, fenil ikameli kromon (benzopiran
tirevi) yapiya sahiptir. (Vazhappilly vd., 2021) Bir¢ok bitki flavonoiti glikolizit halinde
bulunur. Glikoziltler, fenolik hidroksillere o- veya p-D-glikozidik baglar yoluyla
baglanmaktadir. Bu tiir modifikasyon, tek bir oligosakkarit veya bazi durumlarda bir
polisakkarit parcasi igerebilmektedir. Bitkilerde bulunan flavonoit glikozitlerin yaygin olarak
bilinen faydalar1 arasinda; hastaliklar1 6nleme veya hastalik doneminde antioksidan ve
antiinflamatuvar etki géstermeleridir (Kytidou vd., 2020).

Flavanoit icerigin aydinlatilmasi, bunlarin farmakolojik potansiyel iliskilerinin
kurulmasina olanak saglar (Faggio vd., 2017). Farmakolojik olarak flavonoitler; antiviral,
anatifungal, antibakteriyel, antitiimdr, antineoplastik, antiinflamatuvar, antitrombojenik,
antiosteoporotik, antiaterosklerotik ve antihepatotoksik etkiler gostermektedir (Dwivedi vd.,
2017). Bunlarla beraber flavonoitler; kanser, nérodejeneratif veya kardiyovaskiiler hastalik gibi
cesitli hastaliklara karsi olumlu etkileri olan giiglii antioksidanlar olup ve bitkilerde bol
miktarda bulunan polifenolik bilesiklerdir. Etki mekanizmasi olarak bazi flavonoitlerin
aragidonik asit yolagimi inhibe ettikleri veya farkli yolaklar araciligiyla anti-trombosit

agregasyon etkilerine sahip oldugu tespit edilmistir (Faggio vd., 2017).

Antiinflamatuvar ve antiiilserojenik etkiyi izole edilen sekonder metabolitleri ile de
gosterir. Bu etkiler genel olarak igerdikleri flavonoit ve terpenoid igerigine bagli olarak farklilik
gosterir. Flavonoitlerin dstrojen, androjen ve tiroid hotmonlari gibi bazi hormonlar iizerinde
diizenleyici etkileri vardir. Bitkisel sekonder metabolitler iizerine daha kapsamli aragtirmalar
arttikca flavonoitlerin hem gida takviyesi hem de farmasotik kullanimi agisindan kullanim
alanlar1 artmigtir. Bu amagla farmakolojik etkinlik ve aktiviteleri nedeni ile fonksiyonel olarak
sentetik, flavonoit polimerler ve amin igeren polimer-flavonoit konjugatlar da gelistirilmistir
(Dwivedi vd., 2017).
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Tablo 2.4. Sideritis tiirlerinden izole edilen flavonoitlerin yapi ve aktiviteleri (Gonzalez-Burgos vd., 2011)

Bilesik

Kimyasal yap1

Aktivite

Hipolaetin

Antiinflamatuvar

Hipolaetin-8- glukozit

Antiinflamatuvar
Antitilseratif

5-O-demetilnobiletin

OCH;
OCH,
H5CO. o
O | OCH;

Antiinflamatuvar

Sideritoflavon

o
I

Antiinflamatuvar

Sirsiliol

Antiinflamatuvar

Ksantomikrol

OH
OCHy
H,CO O.

H;CO

OH [e]

Antiinflamatuvar

2.2.2. Glikozitler

Dogadaki birgok bitki sekonder metaboliti glikozit formunda bulunmaktadir. Bitkilerde

var olan glikozitler ¢ogunlukla, bitki enzimleri, glikotrasferazlar iizerinden katalize edilen

sekonder metabolitlerin postmodifikasyonu ile olusmaktadirlar.

Glikozitlerin  diger

modifikasyonlar1 siklikla oksidasyon, asilasyon ve bozunmalar neticesinde gergeklesir.

Bitkilerdeki sekonder metabolitler olan glikozitlerin heniiz biitiin fizyolojik etkileri
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aydmlatilmamis olsa da bitki dokusu i¢inde tasinip depolanadiklari bilinmektedir. Polar
karakterli olmalar1 sebebiyle suda c¢oziinen sekonder metabolit olan glikozitler bitkide;
bliyiime-gelisme, bitki regiilasyonu, sinyal iletimi ve allelopatide (bir bitkinin baska bir bitkinin
gelisimini engellemesi) 6onemli rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda bitkilerin patojenlere ve
herbivorlara (otgullara) karsi olusturduklart savuma sisteminde glikozitler yer alir (Bartnik and

Facey, 2017).

2.2.2.1. Feniletanoit glikozitler

Feniletanoit glikozitler (PHG); feniletil alkol, kafeik asit ve glikozil pargalarindan
olugmus bilesiklerdir. Cesitli bitki tiirlerinde yaygin olarak bulunan bitki bilesenleri ailesidir.

Iskelet yapis1 asagidaki gibidir

OH

Ol

H
Gorsel 2.3 Feniletenoit glikozitlerin iskelet yapist

Feniletanoit glikozitlerinin ¢ekirdek yapisinda en az bir glikozil pargasi bulundugundan,
suda ¢oziintirliikleri yiiksektir ve geleneksel yontemler ile kolay izole edilebilir. Ayrica
yapilarindaki fenolik hidroksil grubu da antioksidan aktivitesini arttirmaktadir. Bitkilerden
yiizlerce benzer fizyolojik 6zellik gosteren bilesikler izole edilmistir. /n-vivo ve in-vitro
deneyler sonucunda daha once de belirtildigi gibi bu bilesiklerin; antiviral, antiinflamatuvar,
antitimor,  hepatoprotektif, antioksidan, analjezik, anti-aging, immiinomodiilator,
kardiyoprotektif, antibakteriyel, noro-protektif, anti-radyasyon, yorgunluga karsi vb. gibi
biyolojik aktiviteleri gosterdikleri saptanmistir. Bu bilesiklerden akteozit ve ekinakozit
(feniletanoit glikozitleri) bilesikleri sahip olduklar1 o6zellikler ve gosterdikleri kuvvetli

etkilerden dolay1 ilgi gérmiislerdir (Tian vd.,2021).

8 Sideritis tiriinden (S. congesta, S. scardica, S. montana, S. ozturkii, S. lycia, S.

perfoliata, S. syriaca ve S. reaeseri Boiss. & Heldr.) ii¢ temel feniletanoit glikozit olan
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16kopeptosit A, verbaskozit ve martinosit yapilan ¢aligmalarda saptanmis ve izole edilmistir. S.
congesta tiiri iizerinde gerceklestirilen fitokimyasal analiz calismalarinda, S.
germanicopolitana BORNM. tiiriinden de daha 6nce izole edilen bir feniletanoit glikozit tiirii

olan verbaskozit saptanmistir (Bardakci vd.,Cevik, 2020).

HO

HO

OH

OH

(0] OH

Ollin
I
Ollin
T

Gorsel 2.4. Verbakozit bilesiginin kimyasal yapust

2.2.3. Ugucu bilesikler

Sideritis tiirlerinin ugucu bilesikleri veya yaglari gesitli yapida mono ve diterpenoit
maddeler bakimindan zengindir (Kessler vd., 2014). Bu maddellerin yani sira Sideritis

ekstrelerinin fizyolojik etkisi bulunmaktadir (Dimaki vd.,2017).

S. germanicopolitana BORN. {izerinde GC/MS (Gaz Kromatografisi/ Kiitle
Spektrometrisi) ile yapilan ugucu yag analizi sonucunda bir¢ok aktif kimyasal bilesene
rastlanmistir. Toplam 20 bilesen arasinda yiiksek oranda basta a- pinen olmak {izere- limonen,
B-pinen ve manoil oksit ugucu yagin igeriginde belirlenmistir. Aktif bilesenler olarak Sideritis
germanicopolitana BORN. tiiriinden elde edilen ugucu yaginin analizi sonucunda yukarida
belirtilen aktif bilesenler haricinde; Tuyon, Kamfen, 3- karen, a-terpinen, limonen, p-
fellandren, Osimen ve y — terpinen de dahil olmak {izere toplamda 20 aktif bilesen tespit
edilmistir (Bayan ve Aksit, 2016).

Tiirk Sideritis tiirlerinin %57’si ana madde gruplar1 olarak monoterpen hidrokarbonlari
icermektedir. a-pinen, S-pinen, p-fellandren, sabinen ve mirsen bilesikleri yiikksek miktarda

bulunmaktadir (Gonzalez-Burgos vd., 2011). S. germanicopolitana BORN. tiiriiniin ugucu
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yagiin ise gelecekte bitkilerde meydana gelen hastaliklarin kontroliinde kullanilabilecegi

diistintilmektedir (Bayan ve Aksit, 2016).

S. bilgerana, S. tmolea ve S. congesta tiiriiniin toprak tstii kisimlarindan su distilasyonu
ile elde edilen ugucu yaginin yiikselen sira ile 0,26 / 0,33 ve 0,83 (v/w) olarak tespit edilmistir.
Yaglarin GC-FID ve GC-MS ile incelenmesi sonucunda S. bilgerana tiirini %81,4
monoterpenoit igerik ile ana maddeler olarak f-pinen (%51,2) ve a-pinen (%30,2) olarak tespit
edilmistir. S. congesta yaginin %79,7 sini temsil eden otuz alt1 bilesen belirlenmis olup yiiksek
muurol-5-en-4a-0l (%11,7) ve muurol-5-en-4p-ol (%33,0) igerdigi gorilmiistiir. S. tmolea
yagmin %89,6’si1 olusturan kirik dort bilesen tanimlanmig olup ana bilesenler a-kadinol
(%21,9), p-k (%10,6), kalamenen (7,05), muurol-5-en-48-ol (%7,05) ve a-pinen (%5,1)
bilesikleri belirlenmistir. Tiim yaglar monoterpenik hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler ve
seskiterpenlerden olusmaktadir. Muurol-5-en-4a-ol ve muurol-5-en-44-ol, yiiksek yiizdelerde
S. congesta tiiriiniin farkl bilesenleri olarak gdze ¢arpmistir (Ozcan vd., 2001).

Diterpenler agisindan zengin olan Sideritis tiirlerinden dikkate deger bir yapisal
degiskenlige sahip en az 160 gesit diterpen bitkinin toprak iistii kisimlarindan izole edilmistir.
Tiirkiye’den Sideritis tiirlerinin ugucu yagilarinda yag verimi ile ana bilesen gruplar: arasinda
bir iligki kurulmustur. Elde edilen yag verimi ne kadar yiiksek olursa o kadar yiiksek oranda
monoterpen hidrokarbon igerigine sahip oldugu, yag verimi ne kadar diisiikse seskiterpen
iceriginin daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Diterpenler ise herhangi bir verimde
olusabilmektedir. Monoterpen hidrokarbonlarin Yunanistan’da yetisen ve bazi Ispanyol
Sideritis tiirlerinde de ugucu yag ana bileseni oldugu bildirilmistir. Ayrica ugucu yagin bazi
bilesenlerinin bazi Sideritis tiirlerine 6zgii oldugunu belirtmekte fayda vardir. Ornek olarak S.
congesta tiiriiniin ugucu yag bileseni olan muurol-5-en-4a-o0l ve muurol-5-en-44-ol 6rnek

olarak verilebilir (Gonzalez-Burgos vd., 2011).
2.2.4.Diger bilesikler

Tiirkiye’de yetisen on bes Sideritis tiiriiniin tohumundan elde edilen yagin bilesiminde, yag
asitlerinin varhgini bildirmistir. Incelenen her tiirde %45,4-%64 oranla linoleik asit ana yag
asidini ve ardindan %12,3-26,5 oranla oleik asit tespit edilmistir. Belirtildigi iizere iridoit
glikozitlerinin varlig1 da Sideritis tiirlerinde s6z konusudur. Yapilan en son ¢aligmalarda S.
lanata tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan bir iridoit diglukozit yapida olan 10-O-(E)- p-

kumaroilmelittozit izole edilmistir. Macaronezya bolgesinde yetisen S. massoniana var.
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crassifolia ve S. canariensis’ten siderin adi verilen bir kumarin ve sesamin adli bir lignan tiirii

izole edilmistir. Ayrica fenilpropanoid glikozitler, ¢esitli Sideritis tiirlerinin toprak tistii

kisimlarindan izole edilmistir. S. ozturkii ve S. perfoliata tiirlerinde verbaskozit, 16koskeptozit

ve matrinosit tanimlanmustir. S. lysia ve S. stricta’da verbaskozit ve ayrica S. lysia tiiriinde ise

lavandulifoliozsit tespit edilmistir (Gonzalez-Burgos vd., 2011).

2.3. Farmakolojik aktivite

Icerdikleri aktif bilesenler sayesinde Sideritis tiirlerinin birgok fizyolojik etkisi soz

konusudur. Halk arasinda da yaygin kullanimi1 olan Sideritis tiirlerinin bazi1 6rnekleri asagidaki

tabloda derlenmistir.

Tablo 2.5. Tiirkiye’'de yetisen bazi Sideritis tiirlerinin gosterdigi farmakolojik aktiviteler (Gonzalez-Burgos

vd.,2011)
Tiiriin adi Bitkinin Geleneksel Farmakolojik Aktivitenin gozlemlendigi aktif
yerel ismi kullanim aktivite bilesen
S. albiflora Hub.-Mor Yayla Antimikrobiyal Antimiktobiyal Etanol ve Metanol ekstreleri,
(E) cay1 butanol, kloroform fraksiyonlari
S. amasica Bornm. Tosbaga Bitki cay1 Antioksidan Metanol ekstresi
(E) otu
S. brevidens P.H. Ada gay1, Gatroprotektif, Antililseratif Sulu metanol ekstresi
Davis (E) Ozel gay bitki ¢ay1 Antimikrobiyal
Antioksidan
S. cilicica Boiss & Dag cay1, Bitki ¢ay1 Antimikrobiyal Metanol ve sulu ekstreler
Bal. (E) yayla ¢ay1 Antioksidan
Kozali
S. condensata Boiss. kekik, Grip
& Heldr. (E) Kozah Stres Antimikrobiyal Metanol ve sulu ekstre
cay, Bogaz agrisi Antioksidan
Aromatik
dag cay1
S. galatica Bornm. Dag cay1 Apperitif Antifungal Metanol ekstresi
(E) Karminatif
S. germanicopolitana
Bornm. subsp. Anadolu - Antioksidan Metanol ekstresi
germanicopolitana cay1
(E)
S. germanicopolitana
Bornm. subsp. viridis - - Antioksidan Metanol ekstresi
Hausskn. Ex Bornm
(E)
S. libanotica Labill Altinbas Bitki cayi
subsp. libanotica (E)  Goktepe Antioksidan Sulu ekstre

gayl
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Tablo 2.5. (Devam) Tiirkiye'de yetisen bazi Sideritis tiirlerinin gosterdigi farmakolojik aktiviteler (Gonzélez-
Burgos vd.,2011)

S. ozturkii Ayta¢ & Tibbi ¢cay Antioksidan Metanol ve aseton ekstresi,
Aksoy (E) Ada ¢ay Baharat Antimikrobiyal Flavonoitler
Antiinflamatuvar (Ozturkoside C)
Analjezik
S. rubiflora Hub.- Dag cay1 Bitki ¢ay1 Antifungal Metanol ekstresi,
Mor. (E) Antifeedant Diterpenoidler (sideroxol)
S. scardica Griseb Tilki Bronhitis, Antioksidan Metanol ekstresi
subsp. scardica (E) kuyrugu Oksiiriik
Soguk alginligi,
Grip
Ucucu yag
Kazdagi Bitki ¢ay1 Aseton ekstresi
cayl Bogaz agrisi Antifungal Diterpenoidler
S. trojana Bornm. (E) Sarikiz Antitilseratif Insektisid (7-epicandicandiol
cay1 Gogiis hastalig 18-acetylsideroxol,

7-epicandicanol diacetate

2.3.1. Antioksidan aktivite

Oksidatif stresin bir¢ok kronik hastaligin patofizyolojisinde ve yaslanma fizyolojisinde
onemli rol oynamakta oldugu giiniimiizde bir¢ok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir.
Canli organizmalarda insanlar da dahil olmak iizere tiim aerobik organizmalarda ROS’un
(Reaktif Oksijen Tirleri) tiretimi dengededir. Viicut kendi endojen antioksidan savunma
sistemini kullanarak ortamda saliverilen serbest radikalleri ortadan kaldirabilme kabiliyetine
sahiptir (Bojovi¢ vd., 2011; Sarikurkcu vd., 2021). Maruziyet siiresine bagli olarak, uzun siireli
reaktif oksijen tiirlerine maruz kalma, organizmadaki serbest radikallere karsi endojen
antioksidan savunma sistemleri, hiicrelerdeki serbest radikallere kars1 yetersiz kalabilmekte ve
fonksiyon gosterememektedir. En iy1 bilinen reaktif oksijen tiirleri arasinda hidrojen peroksit,
hidroksil ve siiperoksit radikalleri yer almaktadir. Hiicresel diizeyde ise reaktif nitrojen
tiirlerinin ciddi hasarlara sebebiyet verebilecegi bilinmektedir. Peroksinitril ve nitrik oksit
radikalleri, hiicresel boyutta olusabilecek hasarlarda biiyiik tehlike arz eden serbest radikaller
arasindadir. Arastirmacilar, son yillarda yaptiklar1 giincel yapilan arastirmalarda antioksidan
molekiillerinin aydinlatilmasi iizerine yogunlaslardir. Bazi molekiillerin aydinlatilmasi ile
beraber, oksidatif stresin sonucunda olusan patofizyolojik durumlar1 ortadan kaldirmak veya
diizeltmek adina elde edilen antioksidan molekiillerin terapotik potansiyelleri goriilmiis ve bu

durum tip alaninda ilgi uyandirmistir (Sarikurkcu vd., 2021).
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Tiirkiye Cumbhuriyeti’ne 6zgii olan S. congesta ve Sidertits arguta tiirlerinin yiiksek
antioksidan igerigi tespit edilmis olup DPPH" ve ABTS+e ile gergeklestirilen antioksidan
aktivite analizlerinde Sidertis arguta tiiriiniin- aseton ve S. arguta tiiriiniin ise -metanol
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, tiim Sideritis ekstreleri arasinda en yiiksek oldugu tespit

edilmistir (Erkan vd., 2011).

Oksidatif hasara karsi protektif etkinin elde edilmesi, bitkilerdeki en yaygin olarak
tanimlanan Ozelliklerinden biridir ve antioksidan aktivite buna baglidir. S. scardica tiiriinden
farkli polaritelere sahip coziiciiler ile elde edilen ekstrelerin ve alt esktrelerin antioksidan
aktivitesin p-karoten agartma testi (BCBT), 2,2 -difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH") radikal
stiptirme aktivite tayini ile ve headspace gaz kromatografisi (HS-GC) ile belirlenmistir. ICsg ile
DPPH" radikal siipiirme aktivitesi Makedonya’nin farkli bolgelerinden toplanan S. scardica
tirtiniin etanol ekstreleri i¢in 3,2 mg/mL ve 8,9 mg/mL olarak bulunmustur. (Todorova ve
Trendafilova, 2014)

Kanser ve kalp hastaliklari, mikrobiyal ve/veya viral enfeksiyonlar, inflamasyonla ilgili
patolojik hastaliklar arasinda en sik rastlananlardir. Bazi kanser tiirlerinde (6rnegin prostat,
akciger ve cilt kanserleri gibi), kanser hiicrelerinde gerceklesen apoptoz, yogun bilimsel
calismalar neticesinde elde edilen verilere gore basta flavonoitler olmak {izere g¢esitli

fitokimyasallar tarafindan desteklenmektedir (Sarikurkcu vd., 2021).

Bitki ¢ay1 seklinde kullanimi olan S. lycia ve S. libanotica tiirlerinden izole edilen ve
antioksidan aktiviteye sahip bilesikler kersetin, morin, apigenin ve bazi fenolik asitler olarak

tayin edilmistir (Zengin vd., 2019).

Yakin zamanda S. euboea tiiriiniin antioksidan aktivitesini 6l¢gmek adina yapilan ¢alismada,
plasebo kontrollii ¢alisma yapilmistir. Bir ay boyunca saglikli goniilliler S. euboea ile
zenginlestirilmis joleli tath tiiketmis ve plasebo ve miidahale grubu arasinda biyokimyasal kan
parametlerinde (glutatyon, nitrirler, koenzim Q1o veya C, A ve E vitaminleri arasinda) gozle
gorilir bir fark olmadigi saptanmistir. Sideritis tiirlerinin iizerinde yapilan biitiin antioksidan
aktivite ¢aligmalara ragmen hepsinden bu etkiyi elde etmeye yonelik ¢aligmalarin sonucu
olumlu olmamaktadir. S. scardica bitkisinden elde edilen etanol, dietil eter, etil asetat ve n-
biitanol ekstreleri si¢an birincil asterositlerinde ve Cs sican gliomasinda reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumunu arttirip kaspaz kaskadi aktive ederek apoptik hiicre 6liimiine neden

oldugu saptanmistir (Gonzalez-Burgos vd., 2011).
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2.3.2. Antimikrobiyal aktivite

Sideritis tiirlerinden (S. ineana, S. tragoriganum, S. javalambrensis, S. angustifolia, S.
mugronensis, S. leucantha, S.scorclioides ve S. funkiana) elde edilen hekzan, etilasetat ,
kloroform, metanol ekstrelerinin antimiktobiyal etkilerini saptamak adina, biyootografi ve agar
diliisyon yontemleri ile inceleme yapilmistir. Sonugta elde edilen biitiin ekstrelerin Escherichia
coli haricinde biitiin gram(+) ve gram(-) bakterilere ve funguslara karsi etkili olduklari
saptanmustir. Ditrpenoitler olan siderol, linearol ve epikandikandiol’iin antimikrobiyal
aktivitesine bakildiginda ise, epicandicandiol’un Candida albicans’lara kars1 aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Siderol ve lineerolde asetil grubunun mevcudiyeti, azalmis bir aktivite ile

iliskili goriilmektedir (Gonzalez-Burgos vd., 2011).

Bazi Sideritis tiirlerinden (S. candicans, S. gomerae, S. dentro-chahorra, S.
dasygnaphala, S. canariensis) izole edilen lignan tiirevi (+)- sesamin, diterpen ve bir kumarin
¢esidi olan siderin lizerinde gergeklestirilen antimikrobiyal ve antikanser aktivite tayininde,
HeLa 229 hiicreleri iizerinde inhibitér etkiyi siderine kiyasla (+)- sesamin daha yliksek
gostermistir. Sitostatik etkiler bakimindan kumarinlerin diisiik aktivite gdsterdigi bilinmektedir.
Pseudomonas aemginosa ve Bacillus subtillis’e kars1 (+)-sesamin kismen etki gosterirken,
Staphylococcus aureus’a karsi tamamen ekili oldugu tespit edilmistir. Gram- pozitif
bakterilerden olan Staphylococcus aureus iizerinde siderin kismen aktivite gostermis olup,

geriye kalan bakterilerde de direng meydana geldigi saptanmistir. (Akcos, 1994)
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3. YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Deneysel ¢alismamizda kullanilan S. germanicopolitana subsp. viridis Hausskn. ex
Bornm. (Lamiaceae) bitkisi, 06.06.2019 tarihinde, 1250m’de Tirkmendagi orman yol
kenarindan Ogr. Gér. Dr. Omer Koray YAYLACI tarafindan toplanip teshis edilmis ve
gerceklestirdigimiz calisma sonucunda ‘‘Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’’

herbaryumunda ESSE No: 15809 ile kayit altina alinarak saklanmustir.

Gorsel 3.1. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis Hausskn. ex Bornm. herbaryum ornegi
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.2.1. Kimyasal maddeler

Sodyum karbonat
Sodyum persiilfat

Trolox

Gallik asit

Folin Ciocalteu’s Reagent
ABTS™

DPPH’

Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Metanol

Etanol

Etil asetat

Hekzan

3.2.2. Cihazlar

LC-MS/MS

Calkalayici

ELISA Hi mikroplak okuyucusu
Hassas terazi

Liyofilizator

Rotavapor

Spektrofotometre

Su banyosu
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(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)

(Sigma Aldrich, Almanya)

(ABSciex, USA)

(GFL 3015 Orbital Calkalayici)

(Biotek Powerwave XS, Amerika)

(Shimadzu, AEX 200G)
(Labconco, Cansas City USA)
(Buchi, Switzerland)
(Shimadzu Kyoto, Japonya)

(Niive BM 302, Tiirkiye)



3.3. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Ekstraksiyon iglemi i¢in; hekzan, etilasetat, metanol ¢oziiciileri ile ekstraksiyonun yani
sira halk arasindaki kullanimin1 temsilen %10’luk inflizyon Ornekleri hazirlanmistir.
Ekstraksiyon islemlerinde ayni materyal iizerinde sirali bir ekstraksiyon metodu tercih
edilmemis, bunun yerine tiim ekstraksiyon prosediiriinde ¢oziiciiler degistik¢e bitkisel materyal
de degismis ve bu islemlerde 10 g kuru herba olarak yeniden tartilarak ekstre edilmistir.

Asagida hekzan i¢in verilen 6rnek diger ekstreler i¢in de uygulanmistir.

Hekzan ile ekstraksiyon; Ekstrelerin hazirlanmast igin, golgede kurutulan S.
germanicopolitana subsp. viridis tiiriiniin toprak iistii kisimlar1 kullanilmigtir. Bu amagla herba
kaba toz haline getirilmistir. Bitkinin 10 g 1s1ktan etkilenmemesi i¢in aliiminyum folyoya saril1
erlenmayer icine konularak 200 ml hekzan ile 24 saat calkalama islemine (ORBITAL,
Calkalayic1) maruz birakilmistir. 24 saatin sonunda ekstre siiziilmiis, bakiye 200 ml hekzan
ilave edilmistir. Islem 3 kez tekrarlanip sonlandirilmistir. Siiziintiiler birlestirilerek ve toplam
600 ml siiziintii elde edilmis ve ekstrenin ¢oziiciisii rotary evaporatdrde (Gérsel 3.2.) 40°C’yi
asmayan sicaklikta kontrollii bir sekilde ugurulmustur. Hekzan1 uzaklastirilan ekstre kapakli
tiiplerde +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Esktre verimi hekzan igin %]1,5 olarak
bulunmustur. Benzer metotla farkli ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon islemlerinde ekstre verimi
etil asetat i¢in %5,7, metanol i¢in %15,6 olarak hesaplanmistir. Ayrica metanol ekstraksiyonu
yapilmamis olup bu amagla ayni bitkiden daha 6nce hazirlanmig ve LC-MS analizleri yapilmig

metanol ekstresi kullanilmigtir.
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Gorsel 3.2. Rotary Evaporator/Rotavapor cihaz: (BUCHI, Switzerland)

%10’luk infiizyon hazirlanmasi; Bitkinin %10’luk inflizyonu i¢in 10 g drnek iizerine
100 mL kaynar su eklenmis ve 10 dk demlendikten sonra siiziilmiistiir. Siiziintii derin
dondurucuda dondurulduktan sonra liyofilize edilmistir. Tiim ekstrelerin agizlar1 siki sekilde
kapatilip, etraflar1 aliiminyum folyo ile sarilarak analiz esnasina ve deneylerde kullanilana
kadar derin dondurucuda saklanmustir. Elde edilen kuru ekstrenin verimi %6,9 olarak

bulunmustur.
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Gorsel 3.3. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis 'in toprak iistii kisimlarindan hazirlanan %10 luk infiizyon

Ugucu yag eldesi; 75 g S. germanicopolitana subsp. viridis tiiriniin toprak tistii kisimlari
mekanik olarak ufalanip kaba toz haline getirildikten sonra 3 saat boyunca Clevenger
apareyinde su distilasyonuna tabi tutulmusur. Distilasyonun sonucunda ugucu yag ve yag alti
suyu hekzan ile alinip, GC/MS analizine hazir bir sekle getirilmistir (Gorsel 3.4.). Analiz

sonucunda ise ugucu yag verimi %0,2 olarak bulunmustur.
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Gorsel 3.4. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis 'in toprak iistii kisimlarinin herbalarindan su

distilasyonu ile elde edilen u¢ucu yag

3.4. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Toplam fenolik madde miktar1 tayini Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmig, sonuglar
pozitif kontrol olarak kullanilan gallik asitin ayni1 deney sonucunda verdigi kalibrasyon egrileri
tizerinden, gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir. Bu amagla, 10 mg ekstre 1ml metanolde
¢oziilerek orneklerin 10 mg/mL derisime sahip ¢6zeltileri hazirlanmistir. Standart olarak
kullanilan gallik asitten de farkli derisimlerde (0,1 mg/mL, 0,35 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,7
mg/mL, 1 mg/mL) ¢ozeltiler hazirlanmistir. Deney igin, 20 uL. numune tizerine 1560 pL distile

su ve 100 pL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir.
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Reaktifin homojen dagilmasi igin 1-2 dk. beklendikten sonra, 300 uL %20’lik sodyum
karbonat (Na>COs) eklenerek reaksiyon baslatilmigtir (Gorsel 3.5. ve Gorsel 3.6.). Ekstre
icermeyen reaktif-metanol karisimi, kor kontrol olarak kullanilmis ve tiim 6rnekler karanlik
ortamda ve oda sicakliginda iki saat bekletilmistir. Ardindan &rneklerin UV
spektrofotometresiyle ile 760 nm’de absorbanslar1 6lgiilmiistiir. Bu islemler her 6rnek igin 3

kez tekrar edilmistir.

Gorsel 3.5. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini’'nde kullanilan 96-kuyucuklu mikrotitrasyon plakann iizerinde
orneklerin ilk tatbikinden sonra ortaya ¢ikan goriintii
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Gorsel 3.6. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini’nde kullanilan 96-kuyucuklu mikrotitrasyon plakanin 2 saat

karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildikten sonra ortaya ¢ikan goriintiisti

Gorsel 3.7. 96-kuyucuklu mikrotitrasyon plakamin dolumunda kullanilan ekipmanlar
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Polifenoller, elektron veya hidrojen verme potansiyelleri nedeniyle énemli antioksidan
ozellige sahip bilesiklerdir. Bu 6zellik yapilarinda ki hidroksil gruplarinin sayisi arttikga
artmaktadir. Hidroksil gruplari arttitk¢a molekiiliin polaritesi de artmaktadir. Folin-Ciocalteu
reaktifi, fenolik molekiiller ile bag yaparak mavi renkli molibden-tungsten kompleksini
olusturur. Bu renk OH sayisi arttikga artar. Dolayisiyla antioksidan etki arttik¢a da artar. 760
nm dalga boyunda spektrofotometreyle yapilan 6l¢iim ile mavi renk siddeti belirlenir. Renk
siddeti standart gallik asitin ¢esitli konsantrasyonlar1 ile hazirlanan kalibrasyon egrisi ile
karsilastirilarak fenolik madde miktar1 gallik asit lizerinden kantitatif olarak hesaplanir (Akkol
vd., 2008).

3.5. Gaz kromatografisi- Gaz kromatografisi/ Kiitle Spektrometrisi ile Ucucu

Bilesenlerinin Belirlenmesi

S. germanicopolitana subsp. viridis tiiriiniin toprak {istii kisimlarindan Clevenger
apereyinde gergeklestirilen su distilasyonu sonucunda elde edilen ugucu yagin ve yag alti

suyunun ugucu bilesenleri GC/MS sistemi ile belirlenmistir.

3.6.Antioksidan Aktivite Tayinleri
3.6.1. DPPH-(1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etki tayini

DPPH-" serbest radikaline, H* transferi reaksiyonu temeline dayanan bu metod ile radikal
halde mor renkli olan DPPH® metanolli ¢0zeltisinin, mor renginin giderilmesi
spektrofotometrik olarak Olciilmiistiir. Deney sonunda mor rengin sartya déonmesi, DPPH"
radikalinin radikal Ozelligini kaybettigini ve ekstrelerin antioksidan etikiye sahip
olup/olmadigin1 belirlemeye yarar. Antioksidan etkinligi test etmek adma 96-kuyucuklu
mikrotitrasyon plak kullanilip ilk siitunlarina sirasiyla, 200’er ul metanolde (MeOH) ¢oziilmiis
orneklerin konsantrasyonlarmin bilinen miktarlar1 aktarilmistir. Geriye kalan kuyucuklarin
hepsine, ¢ok-kanalli pipet ile 100’er ul MeOH konulmustur. Ik kuyucuktan 100 pl numune
alinarak, sirast ile 10 seri seyreltme islemi yapilmistir. Seyreltilen 6rnekler tizerine 100 pl
DPPH" ¢ozeltisinden eklenip 30 dakika karanlik bir ortamda bekletilmistir. Sonuglar

spektrofotometre’de 517 nm’ de UV absorbans degeri tizerinden 6l¢iilmiistiir.
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Gorsel 3.8. DPPH" siipiiriicii etki tayininde 10 mg/mL konsantrasyonda eklenen érneklerin 96-

kuyucuklu mikrotitrasyon plakadaki goriintiisii

Yiizde (%) inhibisyon degerleri ise asagidaki formiile gore hesaplanmis ve elde edilen sonuglar
ile Sigma plotta ICso (ICso: Radikalin %50°sini inhibe eden konsantrasyon degerleri

hesaplanmuistir.

%Inh = [(A0—A1) /A0)] x 100

AO0: kontrol absorbans, Al: numune absorbanstir.

3.6.2. ABTS™ (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) radikal katyonu

siipiiriicii etki tayini

Bu yontemde (TEAC), (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) (ABTS)’in
sodyum persiilfat oksidasyonuyla, ABTS™" radikali olusturulmakta ve deney sirasinda
kullanilan 6rneklerin DPPH' radikali siipiiriicii etki testine benzer sekilde ABTS™ radikali
stipiirticii etkileri dl¢giilmektedir. Bu amagla, kalibrasyon egrisi i¢in standart gallik asit yerine
Troloks (6-hidroksi-2, 5, 7, 8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) kullanilmakta ve sonuglar
standart kalibrasyon egrisi lizerinden degerlendirilmektedir. (Buyuktuncel, 2013) Bu amagla, 7
mM ABTS™ ve 2,5 mM sodyum persiilfat (Na2S20s) karistirilarak ve 12 ila 16 saat karanlikta
bekletilmis ve mavi-yesil renkli ABTS"* radikali olusumu saglanmistir. Hazirlanan stok radikal

¢oOzeltinin absorbans degerin 734 nm’de 0,7-0,8 olana kadar etanol ile seyreltilmistir. Deney
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icin ekstrelerin 0,1 mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltileri de kullanilmistir.
Standart olarak kullanilacak Troloksun ise kalibrasyon egrisini ¢izmek amaciyla; 3 mM 2,5
mM, 2 mM, 1,5 mM, 1 mM, 0,5 mM ve 0,1 mM olmak iizere konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.
0,1 mg/mL gallik asit ise pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Hem bitki hem de standartlar ile
hazirlanan numunelerden 10 pl mikroplak kuyucuklarina sirasiyla konulmus ve tizerlerine 990
ul ABTS™ c¢ozeltisi eklenmistir (Gorsel 3.10.). 30 dk. Sonunda orneklerin 734 nm’de
absorbansi 6l¢iilmiistiir. Troloksa’a Esdeger Antioksidan Kapasite (TEAC) standart Troloks’un

kalibrasyon egrisi lizerinden hesaplanmustir.

Gorsel 3.9. ABTS™ radikal katyonu siipiiriicii etki tayininde kullanilan 96-kuyucuklu mikrotitrasyon plakanin

gortintiisii

3.6.3. Ekstrelerin fenolik profillerinin LC-MS/MS ile belirlenmesi

LC-MS / MS analizi, Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS dedektoriine bagli,
Shimadzu 20A HPLC sistemi ile yapilmistir. iyonlasma modu Elektro Sprey Iyonlasma (ESI)
ile negatif modda gergeklestirildi. Kromatografik ayirma i¢in 150 x 4.6 mm, 3 um ODS kolon
kullanildi. Analizler 40 °C ve PDA detektorii ile gergeklestirildi. Mobil fazla (A) metanol: su:
formik asit (10: 89: 1, v/v/v) ve (B) metanol: su: formik asit (89: 10: 1, v/v/v) olarak segildi.
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B'nin konsantrasyonui 40 dakikada %10’ dan %100' ¢ ¢ikarildi. Akis 0.5 ml/ dakika olarak
ayarlandi. Kiitle taramas1 (EMS) i¢in 100-800 amu kiitle araligi se¢ildi.

3.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Mikroorganizmalar: Deneyde kullanilacak mikroorganizmalar -85° C’de %50’lik
steril gliserol sollisyonu igerisinde muhafaza edilmistir. Testlerde C. albicans’in iki susu
(ATCC-10231, ATCC 90028, Candida utilis (NRRL Y-900), Candida krusei (ATCC 6258),
Candida parapsilosis (ATCC 22019) ve Candida tropicalis (ATCC 750) kullanilmistir.
Candida tiirleri Sabouraud Glucose Agar (SGA), plaklarina ekilerek 37°C’de canlandirilmistir.

Mikrodiliisyon Deneyi: Ekstre DMSO igerisinde diliie edilmistir. Testler “Klinik
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii”niin yayimmladigt CLSI (NCCLS) M27-A2 protokollii
uyarinca yapilmistir. Patojen mayalara karsi test 6rneklerinin antifungal etkilerini M 27-A2
metodu ortaya koymaktadir. Gecelik Candida kiiltiirlerinin konsantrasyonu (10°cfu/ml) steril
salin soliisyonu (8.5 g/L NaCl; 0.85% saline) icinde McFarland No:0.5 bulaniklik standardina
gore bulaniklik Olgme cihazinda (Biosan, Latvia) ayarlanmistir. Her bir kiiltiir son
konsantrasyonu 5.0 x 102 ile 2.5 x 10% hiicre/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Candida
siispansiyonlar1 her kuyucuga 100 pl gelecek sekilde pipetlenmistir. RPMI ve mikroorganizma
eklenen siitun pozitif gelisim kontrolii, son siitun sterilite kontrolii olarak ayrilmistir. 35°C’ de
24 saat inkiibasyonun sonunda iiremenin olmadigi ilk kuyucuk minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) olarak belirlenmistir. Daha net bir degerlendirme i¢in Resazurin
cozeltisi ile pipetlenen plaklar 3 saat boyunca 35°C’de tekrar inkiibe edilmistir. Ketokonazol
(Sigma) ve Afoterisin-B standart antifungal ajan olarak kullanilmistir (Wayne, 2002)
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C. albicans ATCC 90028

Gorsel 3.10. 96-kuyucuklu mikrotitrasyon plakanin iizerinde turkuaz renk ile isaretlenen kisim C. albicans’ in
tatbik edildigi kissmdir



4. BULGULAR

4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini ve Ekstraksiyon Verimleri

Sonuglari degerlendirebilmek i¢in; hesaplama ile standart gallik asitin kalibrasyon egrisi
cizilmis (Sekil 4.1.), daha sonra standart egri denklemine gore ekstrelerin igerdigi total fenolik

madde miktarlar1 bulunmustur. Sekil 4.2.” de ayrintili sonuclar verilmistir.

Toplam Fenol Gallik asit Kalibrasyon Egrisi

0,6
05 y = 0,499 + 0,0523 ..-¢
’ R2=0,9872-"
L aoefts
04 e
0’3 ----- . ------
0,2 o
01 | o
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Sekil 4.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi
mMgGAE/g ekstre
140,00 131,74
120,00
100,00 91.92
80,00 64,27
60,00 50,51
40,00
20,00
0,00
1A 1B 1C 1D

Sekil 4.2. Polar ekstrelerin toplam fenolik madde icerigi
1A: Hekzan ekstresi
1B: Etil asetat ekstresi
1C: Metanol ekstresi

1D: %10’1uk inflizyon
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4.2. Antioksidan Aktivite Calismalar:

Sonuglar DPPH”ini %50 oraninda inhibe eden konsantrasyon (ICsg) olarak
hesaplanmustir. ICsp degeri standart gallik asit i¢in 0,0022 mg/mL olarak bulunmustur.
Ekstrelerin 1Cso degerleri sekilde gosterilmistir. (Sekil 4.3.). 1A ekstresinin 1Cso degeri
10mg/mL den biiylik olarak belirlenmistir.

Ektrelerin DPPH Radikal Stiplrict Etki Degerleri

lCSO mg,/mL

1 0,536

1

0

0

0

0,086
0 0,06 !
m N o
0
1B 1C 1D Gallik asit

Sekil 4.3. Ekstrelerin 1Cso degerleri

1B: Etil asetat ekstresi
1C: Metanol ekstresi

1D: %10’luk infiizyon

Ekstrelerin Troloks’ a Esdeger Antioksidan Kapasite (TEAC) miktarlart mM olarak
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Troloks’un ABTS™ radikalinin inhibisyona dayali
kalibrasyon denklemi ile hesaplanmistir. Deneyden hemen oOnce hazirlanan ABTS'™ aktif
reaktifi kullanilmistir. Hazirlanan reaktif oda sicakliginda karanlikta 16 saat bekletilmesinin
ardindan aktif hale geldikten sonra 96 kuyucuklu mikroplaka kuyucuklarmda deneyi
gergeklestirmek tizere; 10 pL numune ve 990 pL ABTSe" olacak sekilde 12- kanalli
(Eppendorf) otomatik pipetor ile doldurulmustur. Plaka 30 dakika oda sicakligi ve karanlik
ortamda bekletildikten sonra 734 nm dalgaboyunda 6l¢iim yapilmistir. Trolox’a ait kalibrasyon
denklem egrisi sonuglar1 Sekil 4.4.’te verilmistir. Konsantrasyonlarin degiskenligine bagl

olarak aktivitede de farklilik gbzlenmistir.
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mM TEAC

3,00
2,63

2,50 230

2,00
1,50

1,00 0,79

0,50
0,17
0,00 0,00 0,00 0.09
0,00 [ |
1A 1B 1C 1D 1A 1B 1C 1D Gallik asit
10mg/mL 10mg/mL 10mg/mL 10mg/mL 1mg/mL 1mg/mL 1mg/mL 1mg/mL 1mg

Sekil 4.4. Ekstrelerin ABTS™* radikaline kars: Troloks’a esdeger olarak hesaplanan sonuglar

1A: Hekzan ekstresi
1B: Etil asetat ekstresi
1C: Metanol ekstresi

1D: %10’1uk infiizyon
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4.3.Esktrelerin Fenolik icerigini

LC-MS/MS ile Belirlenmesi

W TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (FG1778) of FG177B.wilf

4,8e5
4,6e5

Absorbance, mAU

Max. 4,9¢5 mAU|

16 18 20 22
Time, min

24 26 28 30 32 34 36 a8 40 42

W TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (FG1788) of FG178B.wilf

1,15e5-

1,10e5-

B

8.00e4
7.50e4.
7,00e4

— 65084

2

E 6.0004

g

£ 5,50e4

E]

£ 5,00e4

<4504
4,00e4
3,50e4
3,00e4
2,50e4.
2,00e4

1,50e4

1,00e4
5000,00%
0,00%

Max. 1,25 mAU

16 18 20 2
Time, min

24 2 28 30 2 E 36 38 40 a2

Sekil 4.5. DAD kromatogramlar: A; MeOH ekstresi, B; %10’ luk Infiizyon
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Cizelge 4.1. S. germanicipolitana subsp. viridis ekstrelerine (A,B) ait LC-MS/MS analiz sonucu
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23
24

Rtmin
3.4
35
8.0
12.0
17.0
17.3
17.9
18.7
19.1
19.2
19.6
20.2
21.7
23.0
23.6

23.6

24.8

26.7

26.9

29.0

29.7

334

34.2
36.4

miz [M-H]
341
191
461
353
785
755
623
519
537
399
623
637
609
431
651

635

651

598

623

577

665

313

343
373

Parcalanma

179, 161,131

173,127 /128

315, 297, 153, 135
191,179

623, 461, 315, 297,179
623, 593, 461,315,179,135
477, 461, 315,297,179,135
357,341,311, 151

423, 323, 179, 161

341, 179,161,131

461, 315, 297, 179, 161
461, 315, 297, 193,175
573, 447, 429, 285

269

609, 429, 339, 285, 175,
151

431, 413, 311, 269

609,591,447,429,285
447, 461, 452, 341, 331,
315, 307,300, 289, 161, 135

299, 284

431, 413, 269, 163, 145,

117

623, 461, 443, 299, 284

297, 283, 269, 255

328, 313, 298, 285, 270
358, 343,328, 313
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Tanimlama

Kafeoil glukoz

Kinik asit

Fenilpropanoit benzeri
Klorojenik asit

Ekinakozit

Forsitozit B

Verbaskozit

Ksantomikrol heksozit benzeri
Kafeik asit tiirevi

Kafeik asit heksozit tiirevi
Forsitozit A

Leukoptozit A

Izoskutellarein 7-O-allozil (1-2) glukozit
Apigenin glukozit

Izoskutellarein/luteolin diglukozit

Apigenin 7-0-[6’-O-asetil]-allozil (1 -
2)glukozit
Izoskutellarein/luteolin asetildiglukozit

Bilinmeyen

Metillizoskutellarein-O-
allozil(1—2)glukozit

Apigenin rutinozit
4'-O-Metillizoskutellarein 7-O-[6"-O-
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Kolonu 9,5 dakikada terk eden ve m/z 341 [M-H] molekiiler agirliga sahip molekiil,
yapisindan bir heksoz (—162 amu) kopartarak m/z 179 iyonunu ve sonrasinda H>O (-18 amu)
kaybr1 ile de m/z 161 iyonunu olusturmustur (Sekil 4.6.). Bu tarz par¢alanmalar; kafeoil heksozit
veya herhangi bir disakkarit icin gecerlidir. Bu noktada ayrim kafeik asit’in yapida olup
olmadig tizerinden yapilabilir. Bu durum da m/z 135 iyonunun (Kafeik asit-COz) spektrumda
goriiliip goriilmemesi ile gerceklestirilebilir. Yapilan incelemede m/z 135 iyonu spektrumda
goriilmediginden 1 numarali madde disakkarit olarak adlandirilmistir. Kullanilan kolon 6zelligi
de dikkate alindiginda (Ters Faz Kolon) tutunma zamaninin bu kadar diisik olmasi da

maddenin bir disakkarit oldugunu destekler niteliktedir.

L= (340,79) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 3,318 min from Sample 1 (FG178B) of FG178B.wiff (Turbo Spray) Max. 6,7e5 cps|
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Sekil 4.6. Disakkarit

2 numarali madde kolonu 3,5 dakikada terk etmis ve m/z 191 [M-H]" molekiiler iyon
piki ile kendini gostermistir (Sekil4.7). Molekiiler iyon pikinden bir molekiil su ¢ikisi ile olusan
m/z 173 [M-H] ve ardindan 46 amu’ luk karboksilik asit kopmasiyla olusan m/z 127/128
iyonlar1 gozlemlenmistir. Bu parcalanmalar Kinik asit’in karakteristik par¢alanmalaridir ve

literatiir bilgileri ile de uyumludur (Clifford vd., 2005).
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| ™ _EPI (190,85) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 3,472 min from Sample 1 (FG178B) of FG178B.wiff (Turbo Spray) Max. 7,0€5 cps
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Sekil 4.7. Kinik asit

Kolonu 8. dakikada terk eden m/z 461[M-H]" molekiiler iyon pikli madde {izerinde
yapilan incelemelerde molekiiler iyon pikinden 146 amu kopmasi (-ramnoz) ile m/z 315 iyon
piki ardindan da 162 amu (-kafeik asit) kopmasiyla m/z 297 goriilmistiir (Sekil4.8). Molekiil
bu haliyle 5 numarali verbaskozitten bir glukoz, 7 numarali ekinakozitten ise bir glukoz ve
ramnoz eksik olarak muhtemel yap1 formiilii agagidaki gibi bir madde olarak belirlenmistir.
Sideritis tiirlerinde tanimlanan bdyle bir maddeye rastlanmadigi i¢in ve maddenin izolasyon ve
diger spektroskopik yontemlerle yapi tayini su hali ile miimkiin olmadigindan madde

fenilpropanoid tiirevi olarak adlandirilmistir.
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W Ep| (460,69) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 7,994 min from Sample 1 (FG178B) of FG178B.wiff (Turbo Spray)
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191 temel pik ile gbzlemlenen 4 numarali maddede goriilen; 191, 173 ve 179 iyonlart madenin
kinik asit tiirevi oldugunu gostermistir (Sekil4.9). Kinik asit m/z 191[M-H]" ve m/z 353 [M-H]
arasinda goriilen 162 amu’luk fark m/z 179 [M-H]" ve 135 [M-H] pikleri ile varligi kanitlanan
(1 numarali maddede anlatildigi sebepten dolayi) kafeik asit karakteristik pargalanmalari
oldugundan mevcut 162 amu’ luk farkin kafeik asit kopmasindan kaynaklandig1 anlasilmis ve
molekiil kafeoilkinik asit olarak belirlenmistir. m/z 191 iyonunun temel pik olmasi bu iki
molekiiliin birbirlerine 1, 3 veya 5 pozisyonundan baglandigimi gostermektedir. m/z 179
iyonunun bagil siddetinin yiiksek olmasi1 baglanma pozisyonunun 3 numarali C iizerinde

oldugunu gostermistir. Bu bilgiler 1s1ginda molekiil, 3-kafeoilkinik asit (klorojenik asit) olarak

Kolonu 12. dakikada terk eden ve m/z 353 [M-H] molekiiler iyon pikinin yaninda m/z

Sekil 4.8. Fenilpropanoit benzeri bilesik

adlandirilmistir ve literatiir bilgileri ile par¢alanmalar uyum gostermistir.
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[ W _EPI (352,78) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 12,017 min from Sample 1 (FG177B) of FG177B.wiff (Turbo Spray) Max. 6,8e5 cps
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Sekil 4.9. 3-Kafeoilkinik asit (klorojenik asit)

4 numarali madde 15.4 tutunma zamani ve m/z 785 [M—H] molekiiler iyon piki ve bir
heksoz veya kafeoil kopmasi ile temel iyon piki olarak m/z 461 iyonunu
gostermistir(Sekil4.10). Diger parcalanma tirinleri  m/z 179 and m/z 161, kafeik asit
parcalanmalar1 olarak belirlenmistir. 4 numarali madde ile ayn1 molekiil agirlikli ve benzer
pargalanmalar1 gosteren bir madde Sideritis tiirlerinde daha Once yapilan ¢alismalarda
ekinakozit olarak tanimlandigindan 4 numarali madde de ayni sekilde adlandirilmistir (Petreska

vd.; 2011, Petreska vd .,2012).
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Sekil 4.10. Ekinakozit

4 numarali madde m/z 755 [M-H] molekiiler iyon piki gdstermistir. Kafeoil kaybindan

dolayr m/z 593'te temel pik olusturmustur. Bir pentoz kaybt m/z 461 iyonu (M-H-132)
olusturmustur (Sekil4.11). Diger seker kaybi1 ramnoz, m/z 315'te bir iyon (M-H-132-146)

olugsmasini saglamistir. Kafeik asit ile ilgili iyonlar m/z 179 m/z 161 ve m/z 135’ de gozlendi.

Bu parcalanma davranisi, 4 numarali maddenin bir kafeoil feniletanoit glukozit oldugunu

anlamamiza neden oldu. MS fragmantasyonu, Forsitozit B ile uyumludur.
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W _Ep| (754,48) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 17,278 min from Sample 1 (FG177B) of FG177B.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.11. Forsitozit B

5 numarali madde m/z 623 [M-H]" molekiiler iyon piki goéstermis ve sonraki

parcalanmalar1 forsitozit B ile ayni goriilmiistiir (Sekil4.12). Forsitozit ile arasindaki 132

amu’luk fark apioz kaybindan ileri gelmektedir. Forsitozit B’den bir apioz eksik olarak

tanimlanabilecek madde verbaskozittir ve molekiiliin kiitle spektrum pargalanmalari

verbaskozit ile uyumludur.
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Sekil 4.12. Verbaskozit
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m/z 519 [M-H]" molekiiler iyon pikli maddenin spektrumu {izerinde yapilan
incelemelerde molekiiler iyon piki ve temel pik arasinda 162amuluk bir kopma bir glukoz
kaybindan ileri gelmektedir. Bu durumda bu madde aglikon olarak m/z 357 [M-H]  tasiyan bir
glukozit olmalidir. m/z 357’nin daha ayrintili spektrumu incelendiginde metil kopmalari
goriilmektedir  (Sekil4.13). Ksantomikrol (4',5-Dihidroksi-6,7,8-trimetoksiflavon) ayni
molekiil agirligina sahip ve daha 6nce Sideritis tiirlerinde belirlenmis bir flavonoittir (Janeska
vd., 2007). Bu durumda molekiil ksantomikrol glikozit olarak adlandirilabilse de glukozit hali
ile ilgili Sideritis tiirlerinde bir bilgi bulunmadigindan tabloda kesin bir ifadeden kaginilmis ve
ksantomikrol heksozit benzeri bilesik olarak adlandirilmistir.

W EPI (518,60) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 18,824 min from Sample 1 (FG1778) of FG177B-wilf (Turbo Spray), Centroided Max. 1.266 cps
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Sekil 4.13. Ksantomikrol heksozit
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9 numarali m/z 537 [M-H]" molekiiler iyon pikine sahip maddenin spektrumu
incelendiginde; m/z 179, m/z 161 ve m/z 135 dikkat ¢ekmektedir (Sekil4.14). Bunlar kafeik asit
pargalanmalaridir. Molekiil agirligi dikkate alindiginda, dikafeoilkinik asitler m/z 515 [M-H]
ile bir sodyum baglanmus olabilecegi diistintildiiyse de m/z 191 kinik asit ile ilgili herhangi bir
bulgu olmadigindan bu madde kafeik asit tiirevi olarak adlandirildi. Benzer bir tanimlama 10
numaralt madde i¢in de yapildi. Burada da kafeik asit par¢alanmalari ve bir glukoz kaybi1 (-162

amu) spektrum lizerinde goriilebilmektedir.

W &P (536,55) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 19,087 min from Sample 1 (FG1778) of FG1778.wilf (Turbo Spray)

Sekil 4.14. Kafeik asit tiirevi

m/z 399 [M-H] molekiiler iyon pikine sahip maddenin kafeik asit parcalanmalari ve m/z
341 iyonu ile de kafeik asite bir heksoz baglantisi goriilmektedir (Sekil4.15). Madde kafeik asit

heksozit tiirevi olarak adlandirilmastir.
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W _EP (398,66) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 19,316 min from Sample 1 (FG177B) of FG177B.wiff (Turbo Spray) Max. 3,5€5 cps|
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Sekil 4.15. Kafeik asit heksozit

m/z 623 [M-H] molekiiler iyon pikli 11 numarali maddenin MS pargalanmalari
verbaskozit ve forsitozit A ile benzer parcalanmalar gdsterdi. MS? parcalanmalarinda ise m/z
461, 315, 161 and 135 iyonlar1 gozlemlendi. Daha 6nce Sideritis tiirlerinde yapilan ¢alismada
(Petreska vd., 2012) ayn1 molekiil agirlikli 3 madde odugu (verbaskozit, forsitozitA ve 4"-O-
metilizoskutellarein-7-O-allozil(1-2)-glukozit) tespit edilmistir. Bu maddenin verbaskozit’ten
sonra gelen forsitozit A oldugu belirtildiginden 11 numarali madde forsitozit A olarak
adlandirildi (Sekil4.16.). Yapisinda metil oldugu, kolonda daha uzun siire tutunan maddenin ise
19 numarali madde metilisoskutellarein glukozit (Sekil4.17) oldugu tespiti tentatif olarak

yapildi, 21 numarali maddenin ise bunun asetilli tiirevi (Sekil4.18) oldugu tentaif olarak tespit
edildi.
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W _EP] (622,51) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 19,572 min from Sample 1 (FG177B) of FGL77B.wiff (Turbo Spray) Max. 4,2€5 cps|
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Sekil 4.16. Forsitozit A

19 ve 21 numarali maddeler daha 6nce yapilan Sideritis tiirleri tizerindeki yayinlardaki
spektrum bilgilerine istinaden metilizoskutellarein diglukozit ve metilizoskutellarein

asetildiglukozit olarak tanimlanmigtir.

W Ep| (622,44) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 27,031 min from Sample 1 (FG178B) of FGL78B.wifl (Turbo Spray) Wax. 8,8¢4 cps
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Sekil 4.17. 4"-O-Metillizoskutellarein-7-O-allozil (1—2) glukozit
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W EP] (666,26) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 29,754 min from Sample 1 (FG1778) of FGL77B.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 3,366 ops|
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Sekil 4.18. 4'-O-Metillizoskutellarein 7-O-[6™'-O-asetil]-allozil (1-2) glukozit

12 numarali madde m/z 637 [M - H]" molekiiler iyon piki ve MS/MS parg¢alanmalarinda
175 amu kayip ile (-ferulik asit) m/z 461 temel iyon piki gostermistir. Ferulik asit varligi m/z
175 ve sonraki parcalanmalarlada desteklenmektedir. m/z 315 iyonu bir ramnoz (-146 amu)
kaybindan ileri gelmektedir (Sekil4.19). Bu bilgiler dahilinde 12 numarali madde 16koptozit A

olarak adlandirilmstir.
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WP (636,54) Charge (+1) CE (50) FT (250): EXp 5, 20,230 min from Sample 1 (FG1778) of FG177B.wiff (Turbo Spray) Max. 3,9¢5 cps}
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Sekil 4.19. Lokoptozit A

13 numarali madde m/z m/z 609 [M—H]™ molekiiler iyon piki ve MS? spektrumda temel
iyon piki olarak 324 amu, diglukoz kaybi ile -(162+162) m/z 285 iyonunu olusturmustur
(Sekil4.20). m/z 429 iyonunun varligi glikozidazyon pozisyonunun iki seker arasinda ve 1-2
seklinde oldugunu gostermektedir (M-H-180). Izoskutellarein-7-O-allozil (1-2) glukozit bu
pargalanmalara uyan ve daha once Sideritis tiirlerinde tanimlanmig bir flavonoit diglukozittir
(Petreska vd., 2011).
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W Epj (608,45) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 21,706 min from Sample 1 (FG177B) of FG177B.wiff (Turbo Spray) Max. 4,1€5 cps|
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Sekil 4.20. [zoskutellarein-7-O-allozil (1-2) glukozit

14 numarali maddenin m/z 431[M-H] molekiiler iyon piki ve m/z 269 [M-H] da aglikon
iyonu gostermis ve molekiil agirligininda bu aglikondan 162 amu fazla oldugu goriilmiistiir.
m/z 269 molekiil agirlikli aglikon Sideritis cinsinde yaygin olarak bulunan apigenin olmalidir
ve bu farkin bir glukoz kaynakli oldugu diisiiniildiigiinde 14 numarali madde apigenin glukozit
olarak adlandirilmistir (Sekil4.21).16 numarali madde ise Apigenin asetildiglukozit olarak
tanimanmustir (Sekil4.22). m/z 635 [M-H] “ise apigenin aglikondan fazla olarak gosterdigi 366
amu’luk fark ile (diglukoz + asetil) spektrum bilgileri tanimlamay1 dogrulamaktadir. Apigenin
glukozit tirevleri Sideritis tiirelinde tanimhidir (Petreska vd., 2011). 20 numarali madde m/z
577([M- H]) molekiil agirlikli ve ([M- H]-308)’lik bir kayipla olusan karakteristik parcalanma
trtinii olan M/z 269’ luk (apigenin) ile karakterizedir. Olusan m/z 308’lik fark ise rutinoz
(glukoz + ramnoz) kaybindan ileri gelmektedir (Sanchez-Rabaneda vd., 2003). m/z 431 iyonu
146 amu’luk ramnoz kaybina ve sonrasinda m/z 431 ile aglikon apigenin arasindaki -162
amu’luk fark ise glukoz kaybini desteklemektedir (Sekil4.23). 20 numarali bu madde apigenin

rutinozit olarak tanimlanmustir.
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Sekil 4.21. Apigenin glukozit
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Sekil 4.22. Apigenin 7-O-/6"-O-asetill]-allozil(1 -2)glukozit
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Sekil 4.23. Apigenin rutinozit

Molekiil agirligi 651 olan ve tutunma zamanlari birbirlerine ¢ok yakin iki madde
belirlenmistir. Her ikisinde de temel pik 285 olarak goriilmektedir. Bu maddeler Sideritis
tirlerinde daha Once tanimlanmis olan izoskutellarein asetildiglukozit ve luteolin
asetildiglukozit tirevleri olabilir. Sideritis tiirlerinde ayn1 molekiil agirlikli ve pargalanmalara
sahip 3 molekiil tespit edilmistir. Bunlar luteolin 7-O-[6'"-O-asetil]-allozil (1—2) glukozit,
luteolin 7-O-allozil-(1—2)-[6"-O-asetil] glukozit, izoskutellarein 7-O- [6"'-O- asetil] allozil
(1—2) glukozit’dir (Petreska vd., 2011; Petreska vd., 2012). Bunlardan benzer kromatografik
sartlarda birbirine yakin tutunma zamanniyla gelen maddelerden kolonu ilk terk edenin luteolin
7-O-allozil-(1—2)-[6"-O-asetil] glukozit ve daha sonra terk edenin izoskutellarein 7-O-[6"'-O-
asetil] allozil (1—2) glukozit oldugu belirlenmistir (Petreska vd., 2012). Elimizdeki spektrum
verilerinde -CHjs gruplari gibi tutunma zamanlarini birbirlerinden biiyiik oranda farklilastiracak
gruplar da olmadigindan, herhangi bir karisiklik olmamasi agisindan tabloya bu maddeler
[zoskutellarein/luteolin asetildiglukozit olarak kesin bir tamimlama yapmaktan kaginarak

yazilmistir (Sekil4.24).
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Sekil 4.24. [zoskutellarein / luteolin 7-O-[6"'-O-asetil]-allozil (1-2) glukozit

18 numarali madde spektrumu incelendiginde, C-glikozitlere benzer par¢alanmalar, (-
120 amu) ve deoksiheksoz kopmalar1 (-146 amu) ile beraber kafeik asit tiirevi sayilabilecek
parcalanmalarin goriilmesine ragmen yetersiz verilerden dolayr herhangi bir tanimlama

yapilmaktan kac¢inilmis ve madde bilinmeyen olarak kalmistir (Sekil4.25).
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Sirsimaritin daha once Sideritis tiirlerinde tanimlanmis bir dimetoksiflavon olup
(Bojovi¢ vd., 2011) spektrum pargalanmalar1 22 numarali madde ile benzerlik gostermektedir
(Sekil 4.26). (Ozarowski vd., 2013), fakat aymi molekiil agirlikli dimetoksiflavonlar

olabileceginden (ermanin gibi) 22 numarali madde Sirsimaritin benzeri bilesik olarak

tanimlanmaistir.

Sekil 4.25. Bilinmeyen bilesik

11

8,2e5
8,0e5]

7,5e5

7,0e5

6,55

6,0e5]

5,5€5

5,0e5

4,5e5

Intensity, cps.

.9

134,9

254,6

282,7

182,9

226,8

-]

4,9 2968

240,8

©

2508

78,8
]

W _Ep (312,74) Charge (+1) CE (50) FT (74,4172): Exp 5, 33,474 min from Sample 1 (FG1778) of FG177B.wiff (Turbo Spray)

Max. 8,2€5 cps|

268,7
do |
' m"\ b b
200 25(

0

©

00

350 450

m/z. Da

500

Sekil 4.26. Sirsimaritin benzeri bilesik

53



Ksantomikrol daha dnce Sideritis tiirlerinde tanimlanmis trimetoksiflavondur (Bojovié
vd., 2011). 23 numarali madde spektrumunda metil kopmalar1 dikkati gekmektedir (Sekil4.27).
Bu hali ile madde 22 numaradaki madde ile benzer bir tanimlama yolu izlenerek ksantomikrol

benzeri bilesik olarak adlandirilmistir.

Intensit, ops

mmmmm

Sekil 4.27. Ksantomikrol benzeri bilesik

Gardenin D daha 6nce Sideritis tiirlerinde tanimli (Janeska vd.,2007) m/z 373 [M-H]
molekiiler iyon piki gdsteren tetrametoksi flavonoittir. 24 numarali madde spektrumunda pes
pese 4 metil kopmasi goriilmektedir (Sekil 4.28). Bu hali ile madde Gardenin D benzeri

bilesik olarak adlandirilmistir.
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Sekil 4.28. Gardenin benzeri bilesik
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4.4.Sideritis germanicopolitana subsp. viridis Ucucu Yag Tayini

4.4.1. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis tiiriiniin ucucu yag bilesenleri tayin

sonuclari

Tablo 4.1. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis tiriiniin ugucu yag bilesenleri

RRI BILESIiKLER % TY
1032 a—Pinen 1.9 tr, MS
1035 a-Tuyen 1.0 MS
1118 S-Pinen 3.0 tr, MS
1132 Sabinen 15.7 tr, MS
1174 Mirsen 1.3 tr, MS
1176 « -Fellandren 0.3 tr, MS
1188 a-Terpinen 14 tr, MS
1203 Limonen 0.8 tr, MS
1213 1,8-Sineol 0.2 tr, MS
1218 S -Fellandren 0.3 tr, MS
1255 y-Terpinen 1.8 tr, MS
1280 p-Simen 0.8 tr, MS
1290 Terpinolen 0.4 tr, MS
1466 a-Kubeben 0.4 MS
1497 a-Kopaene 1.8 MS
1535 S-Burbonen 0.5 tr, MS
1544 a-Gurjunen 0.2 MS
1550 SKubeben 0.2 MS
1611 Terpinen-4-ol 0.7 tr, MS
1612 S-Karyofillen 3.0 tr, MS
1635 Kadina-3,5-dien 0.5 MS
1678 epi-Zonaren 0.7 MS
1703 »Murolen 0.1 MS
1704 7-Kurkumen 0.1 MS
1706 a-Terpineol 0.4 tr, MS
1722 Bisiklosesquifella 1.2 MS

ndren
1726 Germakren D 2.2 MS
1740 a-Murolen 0.5 MS
1751 Bisiklogermakren 1.1 MS
1755 S-Kurkumen 0.2 MS
1772 o-Kadinen 5.8 tr, MS
1786 ar-Kurkumen 0.6 MS
1797 Kadina-1,4-dien 0.8 MS
1853 cis-Kalamenen 1.2 MS
1900 Epikubebol 2.1 MS
1941 a-Kalakoren 0.3 MS
1957 Kubebol 3.0 MS
2008 Karyofillen oksit 1.3 tr, MS
2080 Kubenol 1.0 MS
2088 1-epi-Kubenol 1.3 MS
2104 Viridiflorol 0.7 MS
2131 Hekzahidrofarnesi 0.2 tr, MS

| aseton
2144 Spatulenol 0.3 tr, MS
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Tablo 4.1. (Devam) S. germanicopolitana subsp. viridis’in ugucu yag bilesenleri

2145 Valeranon 0.3 MS
2209 T-Murolol 18.5 MS
2219 o-Kadinol 04 MS
2232 a-Bisabolol 0.2 tr, MS
2241 Beyeren 0.1 MS
2256 Kadalen 0.5 MS
2269 Dimircene izomer 0.7 MS

I1-b
2337 Kaur-15-en 1.1 tr, MS
2376 Manoil oksit 1.2 MS
2392 Karyofillenol 11 0.3 MS
2438 Kaur-16-en 0.7 tr, MS
2931 Hekzadekanoik 04 MS

asit

Monoterpen 28.7

Hidrokarbon

Oksijenli 1.3

Monoterpen

Seskiterpen 21.9

Hidrokarbon

Oksijenli 29.6

Seskiterpen

Diterpen 2.6

Oksijenli Diterpen 1.2

Digerleri 0.4

Bilesik Sayisi 56

Toplam % 85.9

RRI: Alkanlarin kolonda tutunma siirelerine dayanarak hesaplanan Relatif Tutunma Indeksleri.

% FID kromatogramlarindan hesaplanan relatif % degerler.

TY: Tanimlama Y &ntemi

tR: HP Innowax kolonda standart bilesiklerin analizi ile belirlenen tutunma zamanlarina ve spektrumlarina dayali
tanimlama.

MS: Kullanilan kiitiiphane ve literatiirlerdeki indeksler ve mas spektrumlari ile karsilastirmaya dayali tanimlama.
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4.4.2. Sideritis germanicopolitana subsp. viridis’in yag alt1 suyu bilesenleri tayin sonuclari

Yag alt1 suyu

Im-SPME

Oda sicaklig1 30dk-mavi ug

GC/MS

Tablo 4.2. S. germanicopolitana subsp. viridis’in yag alti suyu bilesenleri
RRI Bilesikler % TY
1032 a-Pinene 14 tr, MS
1118 SPinen 1.0 tr, MS
1213 1,8-Sineol 5.4 tr, MS
1255 y-Terpinen 1.8 tr, MS
1280 p-Simen 4.1 tr, MS
1393 3-Oktanol tr MS
1452 p-Siymenen 14 MS
1466 a-Kubeben 1.0 MS
1553 Linalol 1.1 tr, MS
1586 Pinokarvon 2.4 MS
1611 Terpinen-4-ol 25.5 tr, MS
1648 Mirtenal 4.1 MS
1651 Sabinaketon 1.0 MS
1671 trans-Pinokarveol 2.2 tr, MS
1706 a-Terpineol 8.2 tr, MS
1719 Borneol 0.8 tr, MS
1726 Verbenon 1.2 tr, MS
1740 a-Murolen 0.4 MS
1747 p-Menha-1,5-dien-8-ol 0.9 MS
1772 o-Kadinen 1.2 tr, MS
1798 Mirtenol 15 MS
1804 Kumin aldehit 2.3 tr, MS
1815 p-Menta-1,3-dien-7-al 0.8 MS
1849 trans-Karveol 0.4 tr, MS
1921 S-Kalakoren 0.5 MS
1941 a-Kalakoren 0.6 MS
2012 trans-B-lonon-5,6-epoksit 0.2 tr, MS
2029 Perilla alkol 0.3 MS
2073 p-Menta-1,4-dien-7-ol 4.8 MS
2080 Kubenol 0.7 MS
2088 1-epi-Kubenol 1.1 MS
2113 Kumin alkol 2.0 tr, MS
2144 Spatulenol 1.1 tr, MS
2174 Nonanoik asit 0.6 MS
2192 Ojenol 0.7 tr, MS
2209 T-Murolol 10.5 MS
2219 o-Kadinol 0.2 MS
2239 Karvakrol 1.2 tr, MS
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Tablo 4.2. (Devam) Sideritis germanicopolitana subsp. viridis’in yag alti suyu bilesenleri

2264 4,7-Dimetill-1-tetralon 1.0 MS
Monoterpen Hidrokarbon 9.7
Oksijenli Monoterpen 65.0
Seskiterpen Hidrokarbon 3.7
Oksijenli Seskiterpen 13.6
Digerleri 3.6
Bilesik Sayisi 39
Toplam % 95.6

RRI: Alkanlarin kolonda tutunma siirelerine dayanarak hesaplanan Relatif Tutunma indeksleri.

% FID kromatogramlarindan hesaplanan relatif % degerler.

TY: Tanimlama Y 6ntemi

tR: HP Innowax kolonda standart bilesiklerin analizi ile belirlenen tutunma zamanlarina ve spektrumlarina dayali
tanimlama.

MS: Kullanilan kiitiiphane ve literatiirlerdeki indeksler ve mas spektrumlari ile karsilastirmaya dayali tanimlama.

4.4.3. Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GC/MS)
Analiz sartlan

S. germanicopolitana spp. viridis tiiriiniin toprak tistii kisimlarindan (herba) Clevenger
apareyi kullanilarak %0.2 oraninda elde edilen ugucu yagin Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) analizi ile yag alt1 suyunun Daldirmali Kat1 Faz
Mikro Ekstraksiyonu (Im-SPME) isleminden sonra yapilan GC/MS analizleri asagida belirtilen
sartlarda yapilmistir. Sonuglar Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.’de de verilmistir.

Analiz Kosullar:

Sistem: Agilent 5975 GC-MSD sistemi

Kolon: HP-Innowax Silika kapiler (60 m x 0.25 mm @, 0.25 mm film kalinlig1)
Sicaklik programi: 60°C de 10 dak // 4°C/dak artisla 220°C ye // 220°C de 10 dak // 1°C/dak
artisla 240°C ye

Enjektor: 250°C

Tasiyict gaz: Helyum (0.8 ml/dak)

Split orant: 40:1

Elektron enerjisi: 70 eV

Kiitle araligi: m/z 35-450

Kiitiiphane: BASER Ucgucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi, Wiley ve Adams-LIBR (TP)
Kiitiiphane tarama Yazilimlari

Gaz Kromatografisi (GC) Analiz Kosullari:

GC analiz kosullari; es zamanli olarak GC/MS sistemindeki madde ¢ikis zamanlari ile ayn1
olacak sekilde ayarlanmistir (FID 300°C).
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4.5.Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonu¢larininin Degerlendirilmesi

Cizelge 4.2. DMSO 'lu ekstrelenin Candida suslart iizerinde antimikrobiyal etkisi

MIK (ug/mL)
Candida albicans ATCC 10231 500 1 0.25
C. utilis NRRL Y-900 250 1 0.25
C. albicans ATCC 90028 500 05 0.12
C. tropicalis ATCC 750 250 1 0.12
C. parapsilosis ATCC 22019 500 0.12 0.12
C. krusei ATCC 6258 125 0.5 0.25

AMP-B: Amfoterisin-B

KETO.: Ketokonazol

Candida albicans ATCC 10231 iizerinde gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite tayin
sonucunda elde edilen veriler neticesinde S. germanicopolitana subsp. viridis tiiriiniin DMSO
ile 125- 500 pg/mL konsantrasyonarda hazirlanan MeOH ekstresinin antimikrobiyal analizleri
degerlendirildiginde ekstrenin 125 pg/mL’lik konsantrasyonu C. krusei ATCC 6258 iizerinde
en etkili bulunmustur. Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 90028, C.
parapsilosis ATCC 22019 suslarina ise 500 pg/mL’lik konsantrasyonlar standart olarak
kullanilan maddelerden 500 ve 2000 kat daha diistik etkili olarak belirlenmistir. C. krusei ATCC
6258 susuna ise MeOH ekstresi etkili olarak bulunmus fakat etkinligi pozitif kontroller ile

karsilastirildiginda istenilen diizeyde olmamustir.
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5. SONUC

Sonug olarak bu tez kapsaminda gerceklestirdigimiz calismalar neticesinde Sidertis
germanicopolitana subsp. viridis tiirinden elde edilen farkli polaritelerdeki ekstrelerin
igerdikleri ¢esitli yapida fitokimyasallar nedeniyle farmakolojik etkinlik baglaminda gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi tespit edilmistir. Bitkinin 6zellikle endemik olmasi
biiyilk onem tagimaktadir. Bunun yani sira, endemik ve yabani bitkiler géz Oniinde
bulunduruldugunda, iilkeye 6zgli olmasi ve kendi gen kaynagina sahip olmasi agisindan

Ozellikle biiylik 6nem teskil etmektedir.

Endemik bitkilerden elde edilen farkli polaritelerdeki ekstrelerin, cesitli farmakolojik
ozelliklerinin aydinlatilmasi, diger yabani tiirlerden ayrimi konusunda da bilgilendirici
olmaktadir. Gergeklestirdigimiz bu calismanin farmakolojik ag¢idan kullanimi olabilecek ve
cesitli farmakolojik calismalara fayda saglayacak bir ¢alisma oldugunu diisiinmekteyiz. Bu
¢alismanin sonuglarinin ileride S. germanicopolitana subsp. virisdis bitkisinden maddelerin
izole edilecegi calismalarin yani sira izole edilecek aktif fitokimyasal bilegenleri tek basina

ve/veya bir arada etkilerinin arastirilacagi ¢aligsmalara da referans olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tiirkiye i¢in endemik olan S. germanicopolitana subsp. viridis tiirinden g¢esitli
coziiciiler kullanilarak elde ettigimiz ekstreler iizerinde gerceklestirdigimiz aktivite tayinleri
(antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite) neticesinde, tiirtin farmakolojik agidan birgok
hastaligin tedavisinde potent olarak kullanilabilecegini tespit ettik. Ayni1 zamanda ucucu yag
bilesenlerinin igerigine baktigimizda aktif bilesen sayisinin fazla olmasi ve birgok bilesigin

izole edildigi taktirde, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini diistinmekteyiz.

Lamiaceae familyasindaki diger Sideritis tiirleri gibi S. germanicopoitana subsp.
tiirliniin de antioksidan 6zelligi yliksek olmasindan dolay1; antitiimor, anti-Alzheimer ve birgcok

oksidatif strese bagli hastaligin tedavisinde kullanilabilecegi sonucuna varmaktayiz.

60



6. TARTISMA
6. 1. Antioksidan Aktivite Tayinleri

Ekstre verimleri incelendiginde tiim ekstreler iginde en yiiksek verimin % 15,5 ile
metanol ekstresine ait oldugu, daha sonra bunu %6,9 ile inflizyonunun izledigi goriilmiistiir.
Etil asetat ekstresinin verimi %5,7 bulunurken en diisiik ekstre verimi ise %1,5 ile hekzan
ekstresinde bulunmustur.

Toplam Fenolik madde miktar1 tayini sonug¢larma bakildiginda (Sekil 4.2.) polar
ekstresinin daha ¢ok fenolik madde igerdigi goriilmektedir. Bunlar igerisinde metanol
ekstresinin132 mg GAE/gram ekstre ile en yiiksek toplam fenolik madde igerigine sahip oldugu
goriiliirken, ikinci en yiiksek fenolik madde igerigi Sulu ekstrede goriilmustiir. Bu ekstrede
fenolik madde miktar1 92mg GAE/gram ekstre olarak hesaplanmustir.

DPPH® radikal stiptiriiccii etki sonuglar1 Sekil 4.3’te verilmistir bu sonuglara gore 1A
ekstresinin ICso degeri 10mg/mL den biiylik olarak hesaplanmistir ve en etkisiz olarak
belirlenmistir. 1C ekstresi ise en etkili olarak bulunmustur. Higbir ekstre gallik asit kadar etkili
bulunmamustir.

Ekstrelerin Troloks’ a esdeger olarak sergiledikleri Antioksidan Kapasite (TEAC)
miktarlar1 Sekil 4.4’te gosterildigi lizere, tiim ekstreler 1mg/mL konsantrasyonda ABTS™
radikalini siipiiriicti etki konusunda yetersiz kalmig olup, etkiler ancak ekstrelerin 200mg/mL’lik

konsantrasyonlarinda goriilmeye baglamistir.
6.2. Ucucu Yag Profili

Ugucu yag verimi bitkide %0,2 olarak hesaplanmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
ayni bitkiye ait ugucu yag verimleride benzer olarak %0,33 ile diisiik bulunmustur (Kirimer vd.,
1992). Ugucu yag veriminin 6rnek olarak verilen literatiirde hesaplanabilir olmasi; mevsimsel

kosullar, sicaklik farkliliklar: ve toprak 6zellikleri ile agiklanabilir.

Bitkinin ugucu yag analizinde 56 madde tanimlanmis ve ugucu yag igeriginin %85,9’u
aydimlatilmistir. Bitkide T-Muurolol %18,5 ile ana billesik olarak belirlenmistir. Sabinen ise
%15,7 ile ikinci yiiksek miktarda tespit edilen bilesik olmustur. Sabinen S. germanicipolitana

tiiriinde yiiksek oranda bildirilen ana maddelerdendir. (Kirimer,Koca, 1992)
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Elde edilen kimyasal profil kendi i¢inde gruplara ayrilabilir. Bu durumda ugucu yag
profili; monoterpen hidrokarbonlar, diterpen hidrokarbonlar ve seskiterpen hidrokarbonlar
olmak tizere ii¢ ana gruba ayrilabilir. Her grup da kendi i¢inde oksijenli tiirevleri olarak bir alt
gruba ayrilabilir. Ugucu yag i¢indeki toplam monoterpen hidrokarbonlarin orani %30’dur. Bu
oran i¢inde %1,3” lik kism1 ise Oksijenli monoterpenler olusturmaktadir. Toplam diterpen
hidrokarbonlarin oran1 %3,8” dir. Bu oran i¢inde %1,2’ lik kisim oksijenli diterpenlerden
olugmaktadir. Seskiterpen hidrokarbonlar toplamda ugucu yagin %51,5’ini olusturmaktadir.
Oksijen tasiyan seskiterpenlerin orani ise %29,6 dir.

Genel profil incelendiginde seskiterpenlerin orani ucucu yag iginde baskin olarak
bulunmustur. Oksijenli bir seskiterpen olan T-Muurolol seski terpenler iginde %18,5 ile en
biiyiik grubu olusturmaktadir. Epikubebol, kubebol, kubenol, viridiflorol, spathulenol,
valeranon, T-muurolol, &-cadinol, a-bisabolol, Karyofillenol 1I ugucu yag icindeki diger
oksijenli seskiterpenleri olusturmaktadir. %30 toplam orana sahip monoterpenler iginde ise
sabinen %15,7 ile en ¢ok rastlanan madde olmustur. 1,8-Sineol, terpinen-4-ol, a-terpineol
oksijenli monoterpenler olarak belirlenmistir fakat ugucu yag i¢indeki oarani diisiiktiir. Ugucu
yag i¢inde en az miktarda bulunan grubu diterpenler olusturmaktadir. Bu grup i¢inde en yiiksek
oranda rastlanilann madde %1,2 ile oksijenli bir diterpen olan Manoil oksit olmustur ve bu

madde yag i¢inde belirlenen tek oksijenli diterpendir.

Yag at1 suyunun SPME ile ekstrakte edilen ugucu bilesenlerinin analizinde ugucu
bilesenlerin %95,6’s1 tanimlanmig ve oksijenli bir monoterpen olan terpinen-4-ol yag alti

suyunda %25, 5 ile en ¢ok tespit edilen ana bilesik olmustur.
6.3. Polar Ekstrelerin LC-MS/MS analizleri

Polar ekstrelerden metanol ekstresi ve infiizyona ait LC-MS/MS analizleri yapilmig
biitiinliigli bozmamak ve spektrum verileri ile degerlendirilmesi daha kolay olmasi1 agisindan

ayrintili degerlendirmeler bulgular kisminda verilmistir.
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