LAGOECIA CUMINOIDES L. BITKISININ
UCUCU YAG VE EKSTRELERININ
KiIMYASAL VE BIiYOLOJiK AKTIiVITE ACISINDAN
DEGERLENDIRILMESI

Yiiksek Lisans Tezi
Ceyda Afsin BERDANOGLU

Eskisehir 2021



LAGOECIA CUMINOIDES L. BITKiSiNiN UCUCU YAG VE
EKSTRELERININ KIMYASAL VE BiYOLOJIK AKTIiVITE ACISINDAN
DEGERLENDIRILMESI

Ceyda Afsin BERDANOGLU

YUKSEK LiSANS TEZi
Farmakognozi Anabilim Dal

Damsman: Prof. Dr. Giilmira OZEK

Eskisehir
Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Haziran 2021



JURI VE ENSTITU ONAYI

Ceyda Afsin BERDANOGLU’nun “Lagoecia cuminoides L. Bitkisinin Ugucu
Yag ve Ekstrelerinin Kimyasal ve Biyolojik Aktivite Agisindan Degerlendirilmesi”
baglikli tezi 15/06/2021 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan degerlendirilerek Anadolu
Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Yénetmeligi’nin ilgili maddeleri

uyarinca, Farmakognozi Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.



OZET
LAGOECIA CUMINOIDES L. BITKISININ UCUCU YAG VE EKSTRELERININ
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Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2021
Danigman: Prof. Dr. Giilmira OZEK

Tiirkiye’nin Antalya bolgesinde toplanan Lagoecia cuminoides L. bitkisi tizerinde
kapsamli kimyasal kompozisyon ve biyolojik aktivite arastirmasi gergeklestirilmistir.
Bitki meyvesinden hidrodistilasyon yontemi ile ugucu yaglari (LCUY-1, LCUY-2), yine
meyveden sabit yag asitleri (LCSY-1 ve LCSY-2, meyve, yaprak ve kok kisimlarindan
%60 metanol ile ekstreleri (sirasiyla, LCMEM; LCMEY; LCMEK) elde edilmistir.
Ucucu yag ve sabit yag asitlerinin kompozisyonlar1 GK-AID/KS teknigi, polar ekstrelerin
ise SK-KS/KS teknigi ile arastirilmistir. Ugucu yag ve ekstrelerin antioksidan etkileri
DPPH, TEAC ve YPITK-biyootografik yontemler ile degerlendirilmistir. Ekstrelerde
toplam fenol ve flavonoid miktar tayinleri gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, ugucu
yag ve ekstrelerinin anti-a-amilaz, anti-asetilkolinesteraz ve antimikrobiyal aktiviteleri
aragtirtlmistir. Ugucu yaglarda ana bilesikler olarak timol (%85,7 ve 28,8), y-terpinen
(%6,4 ve 56,8) ve p-simen (%4,8 ve 9,4) tespit edilmistir. Doymamis yag asitlerinden,
oleik asit LCSY-1 yagmin %76,5’ini olustururken, LCSY-2"de ise linoleik, oleik ve
linolenik asitler sirasiyla, %25,8, %24,0 ve %10,7’sini olusturmaktadir. Doymus yag
asitleri her iki yagda hekzadekanoik asit (%35,7 ve 28,5) ile temsil edilmistir. Ucucu
yaglarinda gii¢lii ABTS™" katyon radikali siipiiriicii etki, ekstrelerinde ise gii¢lii DPPH’
serbest radikali siipiiriicii etki saptanmustir. Semipreparatif YPITK-biyootografi teknigi
ile antioksidan etkili bilesikler izole edilerek spektrometrik yontemlerle teshis edilmistir.
Timol, 3-kafeoilkuinik asit ile kersetin glikozitleri (rutinozit, pentozit, heksozit)
antioksidan etkiden sorumlu bilesikler olarak saptanmiglardir. Ellman deneyinde en
yiiksek anti-asetilkolinesteraz aktiviteyi ugucu yaglar (%36,5 ve 39,3) gostermislerdir.
Pankreatik o-amilaza karsi tiim numuneler zayif inhibitor etki sergilemislerdir. MIK ve
MBK degerlendirilmesinde numuneler zayif antimikrobiyal aktivite gostermiglerdir.
Anahtar Sozciikler: Lagoecia cuminoides L., Timol, 3-Kafeoilkuinik asit, Antioksidan, GK-

AID/KS, SK-KS/KS, YPITK



ABSTRACT

EVALUATION OF CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITY
OF ESSENTIAL OIL AND EXTRACTS OF LAGOECIA CUMINOIDES L.
Ceyda Afsin BERDANOGLU
Department of Pharmacognosy

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2021

Supervisor: Prof. Dr. Giilmira OZEK

A comprehensive chemical composition and biological activity study was carried
out on the Lagoecia cuminoides L. plant collected in the Antalya region of Turkey. The
fruits essential oils (LCUY-1, LCUY-2) were hydrodistilated, and the fruit, leaf and root
extracts (LCMEM; LCMEY; LCMEK, respectively) were obtained with 60% methanol.
The fatty acids (LCSY-1 and LCSY-2) were obtained from the fruits. The compositions
of the essential oils, fatty acids and polar extracts were investigated with GC-FID/MS and
LC-MS/MS techniques. The antioxidant effects of the essential oils and the extracts were
evaluated by DPPH, TEAC and bioautographic-HPTLC methods. The total phenol and
total flavonoid contents have been determind in all the extracts. Also, the anti-a-amylase,
anti-acetylcholinesterase and antimicrobial activities of the essential oil and extracts have
been investigated. Thymol (85,7 and 28,8%), y-terpinene (6,4 and 56,8%), and p-cymene
(4,8 and 9,4%) were determined as major compounds in the essential oils. Oleic acid
comprised 76,5% of LCSY-1 lipids. Unsaturated fatty acids in LCSY-2 were represented
by linoleic (25,8%), oleic (24.0%) and linolenic (10,7%) acids. Saturated fatty acids were
represented by hexadecanoic acid (5,7 and 28,5%) in the both fixed oils. The compounds
with antioxidant effects were isolated using semipreparative HPTLC-bioautography
technique and identified by spectrometric methods. Thymol, 3-caffeoylquinic acid and
quercetin glycosides (rutinoside, pentoside, hexoside) have been found to be the
compounds responsible for the antioxidant effect. The essential oils showed the highest
anti-acetylcholinesterase activity (36,5 and 39,3%) in the Ellman’s test. All samples
exhibited weak inhibitory effect against pancreatic a-amylase. The tested samples showed
weak to moderate antimicrobial activity in the assessment of MIC and MBC.
Keywords: Lagoecia cuminoides L., Thymol, 3-Cafeoilquinic acid, Antioxidan, GC-

FID/MS, LC-MS/MS, HPTLC.
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1. GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde bircok ucucu yag ve ekstrenin biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bilimsel olarak saptanmistir. Ugucu yaglarin ve ekstrelerin biyolojik aktivitelerinin
arastirilmasinin sebepleri arasinda piyasada bulunan sentetik veya yari-sentetik ilaglarin
yan etkileri, pahali olmalari, kanserojen, toksik ve alerjen olmalar1 sayilabilir. Diger
taraftan elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin dogal olmasi, yan etkilerinin diisiik olmasi
veya olmamasi ve yurdumuz topraklarinda yetismesi sentetik ilaglara kars1 avantajlaridir
(Nakatsu vd., 2000).

Diinya’da ¢ok eski caglardan beri bir¢ok bitkinin tibbi amaglarla kullanildigi
bilinmektedir. Tarihte, tibbi bitkiler ve onlarin kullanimlari ile ilgili en eski bilgiler Cin,
Misir ve Yunan tarihinden gelmekte olup, Anadolu’da da Hitit’ler déoneminde bazi
droglarin iiretilip ihrag edildigi; glinlimiizde ise diinyada kullanilan bitki say1sinin 20,000
civarinda oldugu, bunlardan 4,000 drogun yaygin sekilde kullanildigi, yaklasik 400
kadarinin ise ticaretinin yapildig: bildirilmektedir (Baytop, 1999). Insanlik tarihi boyunca
bir¢cok hastalik (seker hastaligi, sarilik, nefes darligi vb.) bitkiler kullanilarak tedavi
edilmeye calisilmis ve calisiimaktadir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) verilerine gore,
diinya niifusunun %80’ bitkisel ilaglarla tedavi olmaktadir. Ornegin iilkemizde halk
arasinda Rosa canina L., Urtica dioica, Morus nigra L. ve Viscum album L. ssp.
album, diabetes mellitusa karsi siklikla kullanilan bitkilerdir. Bununla beraber
Lamiaceae familyasinda yer alan ve bircok Akdeniz ve Avrupa Ulkeler’inde {iretimi
yapilan Thymus, Lavandula, Melissa, Mentha tiirleri degerli ugucu yag kaynaklaridir.
Bu nedenle, familyadaki bir¢ok bitki antimikrobiyal ve antioksidan o&zellikler
gdstermektedir (Arituluk ve Ezer, 2012; Oneng ve Ag, 2005).

Etnobotanik arastirmalar sonucunda, Bayrami¢ bolgesinde Lagoecia cuminoides’in
abdominal agr1 tedavilerinde kullanildig1 rapor edilmistir (G. Bulut ve Tuzlaci, 2008).

Ayrica etnobotanik olarak; tonik, ekspektoran, antitiissif, karminatif, De Materia
Medica’da (Dioscorides) litholitik oldugu yer almaktadir ve Safra tasina, ishale, idrar
yollari rahatsizligina karst kullanimi belirtilmistir (Amiri ve Joharchi, 2016; Memariani
vd., 2018).

Asetilkolinesteraz’in Alzheimer hastalifinin patogenezinde 6nemli bir rolii oldugu
bilinmektedir. Unutkanlikla karakterize olan hastalik ABD’de 6liim sebepleri arasinda 6.
sirada bulunmaktadir. Bu hastaligin tedavisinde antikolinesteraz etkili antinorodejeneratif

bilesiklere ihtiya¢ duyulmaktadir (Adewusi ve Steenkamp, 2011).



Diabetes mellitus (DM) olarak bilinen diyabet hastaligi kronik hiperglisemi olarak
da karakterize edilir. Diabetes mellitus, insiilin salgisindan sorumlu pankreasin yeterli
miktarda insiilin sekresyonunu gergeklestiremediginden, biyokimyasal metabolizmalarda
bozulmalara sebep olan, metabolik bir hastaliktir. Kronik hiperglisemi; koroner arter
hastalig1, periferik vaskiiler hastalik, serebrovaskiiler hastalik, retinopati, nefropati ve
noropati  gibi  mikrovaskiiler = komplikasyonlarin  yan1  sira  makrovaskiiler
komplikasyonlara da neden olabilmektedir. Kronik hipergliseminin neden oldugu
oksidatif stres ve inflamasyonun, patogenezde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir
(Arttuluk ve Ezer, 2012; Hajizadeh-Sharafabad vd., 2020).

Diabetes mellitus yirmi birinci yiizyilda insan saghgma yonelik en biyik
tehditlerden biridir ve yaygmnligi dramatik bir sekilde artmaktadir. Hastaligin
prevalansinin 2015 yilinda diinyada 415 milyon (%8,8) kisi oldugu, diinya niifusunun
%46,5’inin ise diyabet olduklarindan habersiz olduklari tahmin edilmektedir. Bunun yani
sira hastaligin 2030 ve 2040 yillarinda sirastyla 439 ve 642 milyona ulasacagi da tahmin
edilmektedir (Hajizadeh-Sharafabad vd., 2020).

Yas, obezite, cinsiyet ve diyet gibi birgok faktor DM'nin etiyolojisinde rol oynar.
Genetik faktorler, cevresel faktorler ve yasam tarzi arasindaki karmasik etkilesimler
nedeniyle ortaya ¢gikan birkag¢ farkli DM tipi taninmistir. Uluslararas1 Eksperler Komitesi,
diyabetin tedavi gereksinimlerinden ziyade etiyolojisini dikkate alarak bir siniflandirma
yapmis ve 1997 yilinda Amerikan Diyabet Birligi tarafindan bu simiflandirma
yaymlanmistir. Siniflandirmada; Tip-1, Tip-2, diger spesifik tipler ve gestasyonel diyabet
yer almaktadir (Arituluk ve Ezer, 2012; Bi, Lim ve Henry, 2017).

Giliniimiizde, ilag ve diyet terapileri, DM'nin 6nlenmesi ve kontrolii i¢in kullanilan
iki ana yaklagimdir. DM'yi tedavi etmek i¢in geleneksel diyet yontemleri; bitkilerin ve
baharatlarin kullanimini igerir. Geleneksel diyet yontemleri; antioksidan, antienflamatuar
ve antidiyabetik 6zellikleri nedeniyle uzun zamandir bilinmektedir. Giintimiizde, DM’nin
komplikasyonlarini 6nlemek, tedavi etmek ve kontrol etmek i¢in bitkisel, tamamlayici
tedavi ve alternatif tip kullanimi ¢ok dikkat ¢ekmistir. Bu baglamda halk arasinda DM’ye
karst kullanilan Apiaceae familyasina ait bitkilerin 6zetlendigi bilgiler Tablo 1.1°de
gosterilmistir (Bi, Lim ve Henry, 2017).



Tablo 1.1. Halk arasinda diyabete karst kullanilan Apiaceae familyas: bitkileri (Arituluk ve Ezer, 2012)

Bitkinin Latince Ady Bitkinin Kullanilan Hazrlams Kullanildig
Yoresel Adi  Kismm Yore
Eryngium campestre L. var. Yer Govde Cig olarak Ankara
virens (Link) Weins kestanesi
Ferula caspica M. Bieb. Girmizi bolu  Herba Dekoksiyon  Dogu Anadolu
Ferula orientalis L. Caksir Tiim bitki Infiizyon, Kars
Pisirilerek
Ferula rigidula DC. ssp. rigidula ~ Casir Herba Lapaolarak  Dogu Anadolu
Petroselinum crispum (Mill.) Maydanoz Yaprak, Herba Dekoksiyon  Trabzon,
Nym. ex A. W. Hill Konya
Peucedanum longifolium Domuz Herba Tursusu Dogu Anadolu
Waldst.&Kit. rezenesi hazirlanarak
Prangos ferulacea (L.) Lindl. Esek ¢aksir1  Taze siirgiinler Haglanarak Erzurum
Govde Pigirilerek
Zosima absinthifolia (Vent.) Link  Peynir otu Yaprak Dekoksiyon  Dogu Anadolu

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan tiirler arasinda oksidanlar lehine bir
dengesizlik olarak tanimlanmaktadir. Antioksidan molekiillerin azalmast veya
inaktivasyonu sonucunda, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve diger oksidan molekiillerin
artmasinin yani sira otoksidasyona sahip endojen metabolitlerin artmasi s6z konusudur.
Oksidan tiirler arasinda ROS ve stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali
ile nitrik oksit yer almaktadir. Diger ROS kaynaklari, endoplazmik retikulum ve ksantin
oksidaz, NADPH plazmatik membran oksidaz enzimleridir Reaktif azot tiirleri (RNS),
agirlikli olarak mitokondride molekiiler oksijen ve azottan tretilir. Glutatyon (GSH),
insan viicudundaki antioksidandir ve ROS’un hiicresel bilesenlere verdigi hasar1 6nemli
Olciide Onleyebilir. Genel olarak oksidatif stres; kanser, solunum yolu hastaliklar1 ve
norodejenerasyon gibi cogu kronik hastalikta rol oynamaktadir (Blanco ve Blanco, 2017,
Pefia-Bautista vd., 2019; Sindhi vd., 2013).

Antioksidan; proteinlerin, karbonhidratlarin, lipitlerin ve DNA’nin oksidasyonunu
geciktiren herhangi bir madde olarak tanimlanabilir. Antioksidan etki mekanizmasi {i¢
ana kategoride siniflandirilmaktadir:

1. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve Se, Cu,

Zn gibi mineralleri iceren; ilk hat savunma antioksidanlari.



2. Glutatyon (GSH), C vitamini, albiimin, E vitamini, karotenoidler, flavonoidler
vb. iceren; ikinci hat savunma antioksidanlari.

3. Hasarl1 DNA, hasarli proteinler, oksitlenmis lipitler ve peroksitlerin onarimi igin
lipaz, proteaz, DNA onarim enzimleri, transferazlar, metiyonin siilfoksit rediiktaz gibi
karmasik bir enzim grubu igeren; tiglincii hat savunma antioksidanlari (Sindhi vd., 2013).

Eksojen antioksidanlar temel olarak meyveler, sebzeler, tahillar, mantarlar,
cicekler, baharatlar gibi gida ve tibbi bitkilerden elde edilir. Bitki materyallerinden elde
edilen bu dogal antioksidanlar esas olarak polifenoller (fenolik asitler, flavonoidler,
antosiyaninler, lignanlar ve stilbenler), karotenoidler (ksantofiller ve karotenler) ve
vitaminlerdir (E ve C vitamini). Genel olarak bu dogal antioksidanlar, 6zellikle
polifenoller ve karotenoidler; antienflamatuar, antibakteriyel, antiviral, yaslanma karsiti
ve antikanser gibi ¢ok gesitli biyolojik etkiler gosterirler. Onemli saglik etkileri goz dniine
alindiginda, dogal antioksidanlarin etkin ekstraksiyon yontemleri, antioksidan aktivitenin
uygun degerlendirilmesi biiyiik ilgi gérmektedir (Xu vd., 2017).

Yapilan kapsamli literatiir arastirmasi sonucu Tirkiye’de yetisen Lagoecia
cuminoides L. bitkisi ekstrelerinin, sabit yag asitlerinin kompozisyonu hakkinda ve ugucu
yag1 lizerinde yiirtiilen herhangi bir biyolojik aktivite ¢alismast bulunmamaktadir. Bu
sebeple L. cuminoides bitkisinin ugucu yag ve ekstrelerinin iizerinde kapsamli
fitokimyasal ve biyolojik aktivite taramas1 6nem tagimaktadir.

Bu tezin amaci L. cuminoides bitkisinin ugucu ve ugucu olmayan bilesenlerinin
kimyasal kompozisyonlarimin ve antioksidan, antidiyabetik, antikolinesteraz,
antimikrobiyal etkilerinin arastirilmasidir. Bu dogrultuda tez kapsaminda L. cuminoides
bitkisinin tizerinde asagidaki arastirmalar hedeflenmistir:

. Dogal ortamda yetisen bitkinin ¢igeklenme-meyvelenme doneminde toplanmasi ve

kurutulmasi.
. Bitkinin ugucu yag, sabit yag ve ekstrelerinin elde edilmesi.
. Bitkinin ugucu yag ve sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonunun gaz

kromatografi teknigi ile arastirilmasi.

. Bitki ekstrelerinin kimyasal kompozisyonunun sivi kromatografisi teknigi ile
arastirilmasi.

. Ekstrelerde toplam fenol ve toplam flavonoid miktarlarinin degerlendirilmesi.

. Ugucu yag ve ekstrelerin antioksidan, antidiyabet, antikolinesteraz ve

antimikrobiyal etkilerinin arastiriimasi.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Apiaceae Familyasi

Apiaceae familyasi, li¢ alt familyaya ayrilmis 434 cins, 3780 tiirden olusan ¢icekli
bitkilerin en 6nemli familyalarindandir. Alt familyalari; Hydrocotyloideae, Saniculoideae
ve Apioideae’dir. Ancak Heywood, Brummitt ve Culham (2007) Apiaceae'y1; Apioideae,
Saniculoideae, Azorelloideae ve Mackinlayoideae olarak dort alt familyaya ayirmistir.
Apiaceae familyasinin tiirleri diinyaya yayilmis ve daha ¢ok kuzey 1liman bolgelerde ve
tropik bolgelerde yiiksek rakimlarda bulunmaktadirlar (Heywood, Brummitt ve Culham,
2007).

Apiaceae tiirlerinin temel ortak 6zellikleri; alternate yapraklar, i¢i bos saplar, kiigiik
cicekler, basit veya birlesik umbel ve meyvelerde ¢igek salkimlar1 veya yag kanalli
tohumlar olarak 6zetlenebilir (Heywood, 2007; Sayed-Ahmad vd., 2017).

Genellikle kereviz, havug veya maydanoz familyasi olarak bilinen Apiaceae veya
Umbelliferae, i¢i bos govdeli aromatik bitkilerin bir familyasidir. Bu familyanin birgok
bitkisi, bazilar1 tibbi O6zelliklere sahip olan ¢esniler veya sebzelerdir. Apiaceae
familyasina ait tiirler tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik bitkilerdir. Ancak kiigiik bir
azinlik kism1 odunsu galilar veya Bupleurum fruticosum gibi kiiciik agaglardir. Yapraklari
degisken boyuttadir. Yapraklar sapli veya sapsiz olabilir. Yaprak diseke edilir, sumru
veya pinnatifiddir, ancak bazi cinslerde basit ve biitiindiir. Yapraklar1 ezildiginde
genellikle belirgin bir aromatik koku yayar. Ancak bazi tiirlerde bu 6zellik yoktur
(Heywood vd., 2007; Tamokou, Mbaveng ve Kuete, 2017).

Son zamanlarda, bu familyaya ait bitkilerin farmakolojik 6zelliklerini kesfetmek
i¢cin birgok deneysel ve biyolojik arastirma yapilmistir. Etnobotanik ¢alismalar, Apiaceae
familyas1 bitkilerinin insanlar arasinda bir¢ok hastalig1 tedavi etmek amaciyla
kullanildigint  gostermektedir. Afrika ve Asya geleneksel toplumlarinda, Apiaceae
familyasina ait tiirlerin, farkli kisimlari; mide rahatsizliklari, bulanti, apandisit,
hipertansiyon, kardiyovaskiiler problemler, kabizlik ve sivrisinek isiriklari gibi
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Abdulmanea vd., 2012; Heywood, 2007,
Zengin vd., 2019).

Apiaceae familyasi bitkileri, antik ¢aglardan beri halk ilac1 olarak da kullanildig
gibi ayni1 zamanda; gida maddelerinde, iceceklerde, parfiimeride, ilag ve kozmetik
tiriinlerinde aromatizan olarak da kullanilmaktadir. Apiaceae familyasindaki bitkiler,

sahip olduklar1 salg1 yapilarinin (kanallar ve vittalar) fazlalig1 nedeniyle ugucu yaglar
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bakimindan zengin kaynaklardir. Bu bitkilerde ugucu yaglar, koklerden sizokarplara
(tohumlara) kadar kanallar ve vittalarin iginde depolanir. Ugucu yaglar, protozoal
enfeksiyonlarla miicadelede yeni terapotik segenek olarak goriilmektedir (Kamte vd.,
2018; Sayed-Ahmad vd., 2017). Ayrica, Apiaceae familyasina ait olan; rezene
(Foeniculum vulgare), dere otu (Anethum graveolens), kisnis (Coriandrum sativum),
ajwain (Trachyspermum copticum) ve kimyon (Carum carvi) ile ilgili gesitli caligmalar
yapilmistir. Apiaceae familyasinin terapdtik ve ticari 6neme sahip bazi tiirleri Tablo
2.1’de listelenmistir (Saleem vd., 2017).

Tablo 2.1. Apiaceae familyasinn terapotik ve ticari oneme sahip bazi tiirleri (http-1)

Anethum graveolens L. (Dill) Carum carvi L.

Angelica geniculata (Hook.f.) F. Forst Daucus carota L. subsp. sativus (Hoffm.) Arcang.
Anthriscus cerefolium (L.) Hoffm. Dorema ammoniacum D. Don.

Apium graveolens L. Ferula asafoetida Linn.

Azorella compacta Phil. Ferula galbaniflua

Carum bulbocastanum (L.) W. D. J. Koch Ferula sumbul (Kauffman) Hook. fil.

Cicuta douglasii (DC.) Coult.&Rose Foeniculum vulgare Mill.

Centella asiatica (L.) Urban Oenanthe aquatica (L.) Poir.

Coriandrum sativum L. Petroselinum crispum (Mill.) Nym. ex A. W. Hill
Cuminum cyminum L. Pastinaca sativa subsp. urens (Reg. ex Godr.) Celak.

2.2. Lagoecia Cinsinin Botanik Bilgileri

Lagoecia L. cinsi Apiaceae familyasina aittir. Cins ad1 yunanca tavsan evi (bitki,
tavsanlarin yuvalariin sik goriildiigii yerlerde goriiliir) anlami tagimaktadir (Sekil 2.1).
Tiirkiye’de L. cuminoides, cinsin tek temsilcisidir. Fars¢a “yabani kimyon” anlamina
gelen, Tirkiye’de halk arasinda “piiliiskiin” ismi ile anilan bu bitki; Akdeniz bolgesinde,
[ran’in giiney ve giineybati bolgelerinde yetismektedir. Yillik 0,3 m’ye kadar
biiytiyebilmektedir ve ¢igekler hermafrodittir (http-2).



Sekil 2.1. Lagoecia cuminoides in dogadaki goriintiisii (http-3)

Lagoecia cinsi; basit pinnat, dar yapraklara sahip tek yillik bir bitkidir. Meyveler
once semsiye gibi asag1 dogru sallanirken, sonra diklesip yogun kiiresel bir hal alir (Sekil
2.2). Brakteler, brakteoller ve sepallertpektinat. Cigek durumu bir umbelden olusur ve
petalleri beyaz, uzun aristat esnek killar ile yapinin her tarafinda konumlanmustir.
Meyvedeki bir merikarp; beyaz yogun killarla ortiilii, siyah ovaltterete yapilardir.
Cikintilar belirgin degildir. Salg1 kanallari; apikal, 2 kommissural, 3 dorsal olacak sekilde
zor ayirt edilir. Monotipiktir (Davis, 1965).

Sekil 2.2. Lagoecia cuminoides meyvelerinin semsiye ve kiiresel hali (http-4)

L. cuminoides’in sinonimi Cuminoides obliqua Moench’tir. Nemli topragi, giinesli
ya da yar1 golgeli bolgeleri tercih eder. L. cuminoides, hafif (kumlu), orta (tinli) ve agir
(kil), asit, notr ve bazik topraklarda, a¢ik ormanlik veya golgesiz ortamlarda
biiyiiyebilmektedir. Govde diiz, yuvarlak, ¢izgili ve serttir. Alt yapraklar dar oblong veya
dar eliptik ve sayist 18’e kadar ¢ikan ¢ift yaprak¢ik barindirir. Nisan, mayis ve haziran
aylarinda ¢igek agmaktadir ve gigeklenme kiiremsidir. Sekil 2.3’te L. cuminoides’in

¢izimi yer almaktadir.



Sekil 2.3. L. cuminoides’in ¢izimi (Evergetis ve Haroutounian, 2015)

Tohumu, kimyonun yerine kullanilabilmektedir. Korilerde 6nemli bir bilesendir
ayrica biskiivi, kek ve ekmekte de lezzet verici olarak kullanilabilir. Sindirimi
iyilestirmeye yardimci oldugu tespit edilmistir. Tohum tamamen olgunlastiginda hasat
edilir ve kurutulur daha sonra hava gecirmez kavanozlarda saklanir (Bahmanzadegan vd.,
2019; http-2; http-5). Taksonun Tiirkiye’deki dagilimi Sekil 2.4’te gosterilmistir.

T _}_‘_'_7;?' 1
Sekil 2.4. L. cuminoides taksonunun Tiirkiye ‘deki dagilim: (Istanbul, Mardin, Sirnak, Burdur, Canakkale,

Hatay, Icel, Izmir, Manisa, Mugla, Tekirdag, Sanhurfa) (http-6)

Sap terete, striat, kati, 6-40 cm. Alt yapraklar1 dar dikdortgen ila dar eliptik, 3-
18x0,5-3 cm, 18 ¢ifte kadar yaprakeiklar, oval, derin kesik, tirtikli, kabuksu, kenardaki
her dis aristat. Meyveler kiiresel, c. 9-18 mm ¢apinda. Brakteler 8-10. Brakteoller c. 4.
Sepaller; tabanda baglanir, meyvede kalici, 2-4 mm. Meyve c¢. 1,5 mm. Yol kenarlari,
kuru alan ve yamaglar, denizden yiiksekligi 1100 m seklindedir. L. cuminoides’e ait

taksonomi bilgileri asagida verilmistir (Davis, 1965).



Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
Alt Simf: Magnoliidae
Familya: Apiaceae
Cins: Lagoecia

Tiir: Lagoecia cuminoides (http-7)

2.3. Lagoecia Cinsinin Fitokimyasal Bilgileri

Lagoecia cinsi lizerinde yapilan kaynak taramasi sirasinda ¢ok kisitli bilgiye
rastlanmistir. Baser ve Tiimen (1994) tarafindan, Tirkiye’de yetisen Lagoecia cinsi
tizerinde bir ¢alisma sonucu rapor edilmistir; bu ¢calismada Balikesir, Manisa ve Kirklareli
illerinden toplanan L. cuminoides toprakiistii kisimlarmin ugucu yag kimyasal
kompozisyonlari arastirilmistir ve Tablo 2.2°de L. cuminoides bitkisinin baslica ugucu

bilesikleri siralanmistir (Baser ve Tiimen, 1994; Bulut, 2015).

Tablo 2.2. Lagoecia cuminoides 'in u¢ucu yaglarinda tanimlanan bilesik yiizdeleri (Baser ve Tiimen, 1994)

Bilesik A B C
1,8-Sineol 0,21 0,10 0,08
y-Terpinen 15,80 3,87 0,40
p-Simen 5,36 2,15 0,27
1-Okten-3-ol 0,16 0,22 0,13
Terpinen-4-ol 1,06 1,28 0,90
B-Farnesen 0,10 0,26 0,34
Timol 72,83 89,20 94,76
Karvakrol 0,56 0,39 0,62

A=Balikesir: Kiipeler koyii, Temmuz 1993’te Tiirkiye (Yerel ad: Bayir Cayi),
B=Manisa: Kula, Giimiiscay koyii, Agustos 1993’te Omurbaba dagi (Yerel ad: Omurbaba Cay1),
C=Kirklareli: Makri, Dedeagag, Karamazan Sekizi dagi, Agustos 1993 (Yerel ad: Mente).

Iran’da yetisen L. cuminoides’in iizerinde Bahmanzadegan vd. tarafindan yapilan
calismanin sonucunda ugucu olmayan sekonder metabolitlerin kompozisyonu rapor
edilmistir. Major fenolik bilesiklerin arasinda; klorojenik asit, hesperidin, rosmarinik asit,

hesperetin ve vanilin tespit edilmistir (Bahmanzadegan vd., 2019).



2.4. Lagoecia cuminoides L. Biyolojik Aktivite Arastirmalari

Baser ve Tiimen’in 1994 yilinda L. cuminoides ile ilgili yayilamis olduklar1 rapor,
Bayramic bolgesindeki tibbi bitkilerin geleneksel kullanimlarinin ilk kapsamli
caligmasidir ve L. cuminoides ile ilgili yapilan Tirkiye’deki ilk rapordur. L.
cuminoides’in ilk defa Tiirkiye’de halk arasinda sifali bir bitki olarak kullanildig:
kaydedilmistir (Baser ve Tiimen, 1994).

[ran’da yetisen L. cuminoides toprakiistii kisimlarindan elde edilen metanollii
ekstrenin antioksidan aktivite degerlendirme sonuglar1 rapor edilmistir. DPPH testi
sonuglarina gore ekstrenin etkisi ICso 1,597 mg/mL olarak saptanmistir (Bahmanzadegan
vd., 2019).

Liibnan’da yetisen L. cuminoides sulu ve metanollii ekstrelerinin Giorgio tarafindan
yapilan incelemesinde (2008) sulu ekstrenin 1Cso-Human 124,9 pug/mL, metanollii ekstrenin
ICs0-Human 26,5 pg/mL, diklorometanli ekstrenin 1Cso-Human 29,6 pg/mL toksik dozlar
saptanmistir (Di Giorgio vd., 2008).

2.5. Antioksidan Aktivite Arastirmalarmin Onemi

Antioksidan metabolizma, hiicrenin hayatta kalmasinda hayati 6neme sahip
oksidatif siirecleri ifade eder. Aerobik metabolizmada iiretilen serbest radikaller, hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve gen ekspresyonu gibi bir dizi diizenleyici siiregte yer alir. Asiri
miktarda tliretildiginde, serbest radikaller antioksidan sistemin savunma kabiliyetine kars1
koyabilir, hiicre zar1 lipidlerini, hiicre proteinlerini, karbonhidratlari, DNA ve enzimleri
oksitleyerek hiicre igindeki temel biyomolekiilleri bozabilir. Molekiiler oksijenin asamali
olarak azaltilmasi sirasinda, bir dizi yeni reaktif oksijenli tiir meydana gelir. Reaktif
tirler, degerlik kabugunda eslenmemis bir elektrona sahip olan kimyasal tiirler olarak
tanimlanan  oksijenlenmis/azotlu  serbest radikaller veya ndtr molekillerdir.
Oksijenlenmis molekiiller; siiperoksit anyon radikali O2™, hidroksil HO*, hidroperoksil
HOy*, peroksil ROO’, alkoksil RO* ve azotlu serbest radikaller; nitrik oksit NO°,
peroksinitrit ONOO™ ve nitrojen dioksit NO> iken, nétr molekiillere ise H.O2 ve HCIO
ornek olarak verilebilir (Patel vd., 2013; Pisoschi vd., 2016).

Gegmiste ve giinlimiizde uygulanan geleneksel bitkisel tedaviler tibbin temeli
olarak kabul edilmistir. Bitkinin kabuk, yaprak, sap, kok, ¢igek, meyve, tohum gibi
bitkinin tiim kisimlarinda dogal olarak sentezlenirler. Fitokimyasallar (sekonder

metabolitler) olarak isimlendirilen bu yapilar bitki kaynakli biyoaktif kimyasallardir.
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Bitkilerden elde edilen ilaglarin, klinik olarak etkili ve mevcut ilaglardan nispeten daha
az toksik oldugu, yapilan c¢alismalarla kanitlanmistir. Bunun yani sira sekonder
metabolitler, serbest radikallere karsi savunmada onemli bir rol oynar (Al-Rifai vd.,
2017).

Hiicre i¢inde iki sira antioksidan savunma vardir. Yagda ¢oziinen hiicresel zarda
bulunan ilk savunma hatti; E vitamini, pB-karoten ve koenzim Q’dan olusmaktadir.
Bunlardan E vitamini, hiicre zarindaki en giiclii zincir kiric1 antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Hiicrenin i¢inde suda ¢Oziiniir antioksidan temizleyiciler de bulunur.
Yaprakli sebzelerde ve tohumlarda dogal olarak bulunan askorbik asit, E vitamini ve
fenolik bilesikler gibi antioksidanlar, birgok hastalikla iliskili oksidatif hasar1 azaltma
yetenegine sahiptir. Bu nedenle bir¢ok arastirmaci dogal antioksidanlara odaklanmis ve
bitkilerden ¢ok sayida antioksidan bilesigin eldesi i¢in ¢alismalar yiiriitmiis ve dogal

bilesiklerin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Karagoz vd., 2015).

2.6. Antidiyabetik Aktivite Arastirmalarinin Onemi

Diabetes mellitus, giderek biiyliyen bir kiiresel saglik sorunudur. Diyabet
prevalanst %6 ila %13 arasinda degismektedir ve diisiik gelirli iilkelerde daha yiiksektir.
2005 ve 2015 yillan arasinda, diyabet insidansinin endise verici bir hizda arttigi, 333
milyon vakadan 435 milyon vakaya ve 2025 yilina kadar 700 milyondan fazla yetiskinin
diyabet olmasi beklenmektedir. 2014 yilinda kiiresel diyabet maliyetinin yillik 825 milyar
dolar oldugu diistiniilmektedir (Tabb vd., 2017).

a-Amilaz (a-1,4-glukan-4-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1), glikozidik baglantilarin
hidrolizini katalizleyen; mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvan salgilarinda yaygin olarak
bulunan bir enzimdir. Karbonhidrat insan diyetinin ana bilesenini olustururken, nisasta
karbonhidratlarin biiyiikk bir kismini olusturur. Nisastanin a-amilazlar ile par¢alanmasi
karbonhidrat metabolizmasinda gerekli olan polisakkaritlerin enzimatik yolaginda ilk
adimi olusturur (Payan, 2004).

a-Amilaz, postprandiyal glikoz seviyelerinden sorumludur ve bu nedenle
postprandiyal kan glikoz seviyelerini diistirebilmektedir. Diyet karbonhidrat emilimini
engellemek icin; dogal kaynaklar, sentetik ilaglara gore daha az yan etkiye sahip
olduklarindan, karbonhidrat sindirim enzimi inhibitorleri olarak kullanilmaktadirlar. Bu
amagla a-glukozidaza ve a-amilaza karsi inhibitor aktivitesi olan dogal bilesikler Tablo

2.3’te gosterildigi  gibidir. Giiniimiizde, dogal friinlerin, diyabet ve obezitenin

11



onlenmesinde ve iyilestirilmesinde fizyolojik etkileri nedeniyle bitkisel kaynakli

ekstrelere yonelik arastirmalar hiz kazanmaktadir (Agarwal ve Gupta, 2016; Tundis,

Loizzo ve Menichini, 2010).

Tablo 2.3. o-Glukozidaza ve a-amilaza karsi inhibitor aktivitesi olan dogal bilesikler (Gajbhiye,
Ganapathy ve Parasuraman, 2018)

Bitki tiirleri ve familyasi Bilesik Adi Substrat  1Cso
Adhatoda vasica Nees. Vasisin Siikroz 125 uM
(Familya: Acanthaceace) Vasisinol Siikroz 250 uM
Aegle marmelos (L.) Corr. Serr. Anhidroaegeline p-NPG 35,8 uM
(Familya: Rutaceae)
Alstonia scholaris (Linn.) R. Br. Kersetin 3-0-$-D- Siikroz 1,96 mM
(Familya: Apocynaceae) ksilopiranosil (1"'—2")-B-D-
galaktopiranozit
(-)-Lyoniresinol 3-O-4-D- Stikroz, 1,95 mM
glukopiranozit Maltoz 1,43 mM
Andographis paniculata Nees. Andrographolide p-NPG, 11,0 mg/mL
(Familya: Acanthaceae) Nisasta 11,3 mg/mL
Azadirachta indica (L.) Adelb. Meliasinolin Nigasta 46,74 pg/mL
(Familya: Meliaceae)
Barringtonia racemosa Roxb. Bartojenik asit p-NPG 168,09 pg/mL
(Familya: Lecythidaceae)
Bergenia ciliate Haw. (-)-3-O-Galloylepikatesin Stikroz, 560 uM
(Familya: Saxifragaceae) Maltoz, 334 M
Nisasta 739 uM
(-)-3-O-Galloylkatesin Siikroz, 297 uM
Maltoz, 150 uM
Nisasta 401 uM
Bergenia ligualata Wall. (+)-Afzelechin p-NPG 0,13 mM
(Familya: Saxifragaceae)
Commiphora wightii Epi-mukulin p-NPG 159,33 uM
(Familya: Burseraceae) Diasesartemin p-NPG 60,55 uM
(2)-Guggulsteron p-NPG 132,14 uM
Curcuma longa Linn. Kurkumin p-NPG 37,2 uM
(Familya: Zingiberaceae) Demetoksikurkumin p-NPG 42,7 uM
Bisdemetoksikurkumin p-NPG 23 uM
Derris scandens Benth. Skandinon p-NPG 34,74 pg/mL
(Familya: Fabaceae) Skandenon p-NPG 33,83 pg/mL
Skandenin A p-NPG 25,17 pg/mL
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Tablo 2.3. (Devam) a-Glukozidaza ve a-amilaza karsi inhibitor aktivitesi olan dogal bilesikler (Gajbhiye,
Ganapathy ve Parasuraman, 2018)

Bitki tiirleri ve familyasi Bilesik Adi Substrat  1Cso
Dichrostachys cinerea (L.) Wight et Arn (-)-Mesquitol p-NPG 83,32 uM
(Familya: Mimosaceae)
Hydnocarpus wightiana Blume Luteolin p-NPG 23,52 uM
(Familya: Achariaceae) [zohidnokarpin p-NPG 23,9 uM
Piper longum Linn. Pipatalin p-NPG 32,10 pg/mL
(Familya: Piperaceae) Pellitorin p-NPG 34,39 pg/mL
Sesamin p-NPG 36,39 pg/mL
Brakistamid B p-NPG 34,09 pg/mL
Guineensin p-NPG 19,26 pg/mL
Pistacia integerrima (Pistacia chinensis Pistagramik asit p-NPG 89,12 uM
var. integerrima J. L. Stewart ex Brandis) 62,47 uM
(Familya: Anacardiacea)
Psidium guajava Linn. Kersetin Siikroz, 3,5 mM
(Familya: Myrtaceae) Maltoz, 4,8 mM
Nisasta 4.8 mM
Kaempferol Siikroz, 5,2 mM
Maltoz, 5,6 mM
Nisasta 53 mM
Mirisetin Siikroz, 3,0mM
Maltoz, 4,1 mM
Nisasta 4.3 mM
Salvia moorcraftiana Wall 5-Hidroksi-7,4'- p-NPG 4,38 uM
(Familya: Lamiaceae) dimetoksiflavon p-NPG 5,64 uM
Oleanolik asit
Solanum torvum Swartz Metil kafeat Siikroz 1,5mM
(Familya: Solanaceae) Maltoz 2,0mM
Terminalia superba Engl.&Diels Gallik asit p-NPG 5,2 uM
(Familya: Combretaceae) Metil gallat p-NPG 11,5 uM

Cezayir geleneksel tibbinda, Ammodaucus leucotrichus (Apiaceae) tohumlari

gastrointestinal  rahatsizliklari, hipertansiyon ve

tedavi

etmek icin

kullanilmaktadir. Telli vd.’lerinin yaptiklari ¢alismada, A. leucotrichus tohumlarinin sulu

ekstrelerine uygulanan antioksidan ve a-amilaz inhibisyon testi yer almaktadir. ABTS
radikalini ICsp 175,67+2,36 pg/mL ve DPPH radikalini ICsp 232,89+19,28 png/mL degeri
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ile a-amilaz enzimini ise 6nemli derecede (%68,83) inhibe etmislerdir (ICso 2,65 mg/mL)
(http-8).

2.7. Antikolinesteraz Arastirmalariin Onemi

Diinya ¢apinda milyonlarca yasliy1 etkileyen, yasa bagli en yaygin norodejeneratif
bozukluk olarak; Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Amyotrofik Lateral Skleroz
(ALS), Huntington hastalig1 ve Multipl Skleroz (MS) gibi hastaliklar sayilabilmektedir.
Bu bozukluklar arasinda, Alzheimer hastaligi (AH) en yaygin kronik ndrodejeneratif
hastalik olmakla birlikte 65 yas ve istii bireylerin yaklasik %7’sini etkiledigi
diistiniilmektedir. AH, yalnizca ABD’de 5,7 milyon insanda goriilmekte ve bunun 2050
yilina kadar 13,8 milyon kisiye yiikselmesi 6ngoriilmektedir. AH, esas olarak ilerleyici
biligsel bozulma ve hafiza bozuklugundan kaynaklanan demansla iliskili bir hastaliktir
(Dinda vd., 2019; Fish vd., 2019).

Bu hastaligin etiyolojisi tam olarak bilinmemesine karsin hastalik, ozellikle
hipokampus ve beyin korteks bolgelerinde bulunan néronlarda hiperfosforile tau
proteinlerinden olusan hiicre dig1 amiloid beta proteinlerinin (Ap) ve hiicre i¢i norofibriler
diigimlerin (NFT) birikmesiyle karakterize edilir ve ndron kaybina neden olur. Bu
nedenle, bir¢ok arastirma bu plaklar1 azaltmaya odaklanmigtir. Hastaligin hem genetik
duyarliliga hem de ¢evresel faktorlere bagli olduguna inanilsa da en 6nemli faktoriin yas
oldugu diisliniilmekte ancak yaslanmanin kag¢inilmaz bir sonu olmadig
vurgulanmaktadir. Noronal disfonksiyon ve hiicre 6liimii bu hastaliklarin anahtar
olaylaridir. Bunun yani sira reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) ve azot tiirlerinden (RNS)
kaynaklanan oksidatif stresin, bu bozuklugun ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadiginm
gosteren galismalar da bulunmaktadir (Broom, Shaw ve Rucklidge, 2019; Fish vd., 2019).

AP peptidi ilk olarak 1984°te meningovaskiiler amiloidin birincil bileseni ve daha
sonra amiloid nevritik plaklarda ana bilesen olarak tanimlanip; sonraki on yillar boyunca,
bu peptidin altta yatan biyolojisini ve AH patofizyolojisindeki roliinii agikliga
kavusturmak i¢in muazzam arastirma c¢abalari harcanmistir. AP, B-amiloid Onci
proteininin (APP) B-sekretaz ve y-sekretaz ile sirayla boliinmesiyle iretilir. y-sekretaz
kompleksi presenilin (PSEN), presenilin arttirici (PEN), anterior farinks defektli (APH)
ve nicastrin (NCT) olmak fiizere dort protein alt biriminden olusur. AB peptitleri, AH
beyinde saptanabilen yiiksek dereceli oligomerler, protofibriller ve fibriller formunda 3

yaprakli konformasyonlarda birikmeye egilimlidir (Long ve Holtzman, 2019).
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Semptomatik AH’de global aktivitelerde bilissel bozukluk ve disfonksiyonun
yonetimi i¢in su anda FDA onayli dort ilag bulunmaktadir. Bunlar arasinda fi¢
kolinesteraz inhibitorii (ChEI; galantamin, donepezil ve rivastigmin) ve N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptor modiilatorii olan memantindir. Aslinda bu onaylanmis ilaglarin
(galantamin, donepezil, takrin ve rivastigmin) c¢ogunlugu, beyindeki etkili biligsel
aktiviteler icin 6nemli olan kimyasal habercilerin bozulmasini onleyerek dogrudan
kolinesteraz enzim inhibitorleri olarak islev goriirler. Ancak giiniimiizde etkili bir tedavi
mevcut degildir. Bu bir¢ok deneme basarisizligi, AH’de klinik deneme tasarimina farkl
yaklasimlar gerektigini vurgulamaktadir (Long ve Holtzman, 2019; Masondo vd., 2019).

AH hastalarinin  beyninde bulunan noérotransmitter degisikliklerinden biri,
kolinerjik belirtecler kolin asetiltransferaz (ChAT) ve asetilkolinesterazin (AChE)
kaybidir. Asetilkolin (ACh)’in pargalanmasinda anahtar enzim olarak bilinen AChE’nin
inhibisyonu, AH tedavisi i¢in umut verici bir yaklasim olmaya devam etmektedir.
Bununla birlikte, bu ilaglarin beyindeki norotransmiter kimyasallarinin yukari
regiilasyonu yoluyla AH ile iliskili semptomlar1 gecici olarak iyilestirdigi bilinmektedir
(Masondo vd., 2019; Talesa, 2001).

Diger yandan memantin, kismi bir N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonistidir ve
NMDA reseptoriindeki glutamaterjik iletimin sinyal-cevap oranini iyilestirmek i¢in islev
gormektedir. AH tedavisinde AChE inhibitoriiniin ana dezavantaji, maksimum 12-24 ay
sliren orta ve gegici faydasinin olmasidir. Bununla birlikte, bir ilag hedefi olarak, AChE
inhibitorleri, uzun vadede biligsel veya fonksiyonel kapasitelerdeki diislis oranini
azaltmamaktadir (Masondo vd., 2019).

Amaryllidaceae familyasindaki bitkilerden izole edilen galantamin, bilinen bir
alkaloittir ve AH’nin norolojik dejenerasyon siirecini yavaglatmak i¢in kullanilan 6nemli

bir terapétik segenek haline gelmistir (Eckert, 2010).

2.8. Antimikrobiyal Arastirmalarinin Onemi

Artan antibiyotik direnci ve yeni antimikrobiyallerin azlig1 uzun zamandir kabul
edilmektedir. Kiiresel saglik hizmetlerinde karsilagilan en biiylik zorluk, oOzellikle
Oliimlerin yarisinin bulasici hastaliklardan kaynaklandigi diisiiniildiigiinde, mikrobiyal
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in yeni, etkili ve uygun fiyatl ilaglara duyulan ihtiyacin her

gecen gilin artmasi ve bu ihtiyacin karsilanamamasidir. Cok sayida tibbi bitki, bakteriyel
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enfeksiyonlarin tedavisinde potansiyel olarak etkili olabilecek dogal kaynaklar kabul
edilmistir (Elisha vd., 2017; Manandhar, Luitel ve Dahal, 2019).

Birgok bitki, bitkinin sekonder metabolizmasinda sentezlenen fitokimyasallara
bagli (bunlar tanenler, alkaloidler, fenolik bilesikler ve flavonoidler gibi sekonder
metabolitler) antimikrobiyal olarak kullanilmigtir. Baz1 kaynaklarda, gida zehirlenmeleri,
idrar yolu enfeksiyonlari, gastrointestinal bozukluklar, solunum yolu hastaliklar1 ve
kutan6z enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan gesitli tibbi bitkilerden bahsedilmistir
(Manandhar, Luitel ve Dahal, 2019).

Literatiirde, kekik yaginin Candida albicans’a kars1 etkili oldugu rapor edilmistir.
Yapilan bagka bir ¢alismada ise Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Pimenta racemosa
ve Eugenia caryophyllata yaglarmin Escherichia coli’ye karsi ¢ok etkili oldugu
bildirilmistir (Falcone vd., 2005).

2.9. Timol ve Karvakroliin Biyolojik Aktiviteleri

Timol ve karvakrol, biyolojik aktiviteleri in-vitro ve in-vivo sartlarda yapilan
calismalarda tespit edilmis olan en 6nemli sekonder metabolitler arasinda (fenolik
bilesikler) yer almaktadir (Marchese vd., 2016).

Timol (2-izopropil-5-metilfenol) (Sekil 2.5); Lamiaceae familyasina ait bitkilerden
elde edilen ve Thymus vulgaris L., Ocimum gratissimum L., Thymus ciliatus (Desf.)
Benth. ssp. eu-ciliatus, Satureja thymbra L., Thymus zygis L., Trachyspermum ammi (L.)
Sprague, Carum copticum L., Satureja intermedia C. A. Mey., Thymbra capitata (L.)
Cav., Lippia multiflora Moldenk, Thymus pectinatus Fisch. et Mey. var. pectinatus,
Zataria multiflora Boiss., Satureja hortensis L., Centipeda minima (L.) A. Br. gibi
bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan ana monoterpen fenoldiir. Lippia gracilis Schauer
(Verbenaceae), Euphrasia rostkoviana Hayne (Scrophulariaceae), Nigella sativa L.
(Ranunculaceae) ve Trachyspermum ammi (L.) Sprague (Apiaceae) gibi diger tiirlerde de
bulunur. Timoliin antibakteriyel, antifungal, antienflamatuar, antioksidan, antimutajenik,
larvasidal, analjezik, antimikrobiyal, akarisidal, antikonviilsan, antiepileptojenik, yara
iyilestirici, antihemolitik, antiflojistik, antileishmanial ve radyoprotektif ozellikleri
birgok ¢alismada arastirilmigtir (Nagoor Meeran vd., 2017). Yukarida sayilan tiirlerden
elde edilen ugucu yaglar, antik ¢caglardan beri antimikrobiyal ve antioksidan o6zellikleri
sayesinde koruyucu ve ayrica lezzet verici maddeler olarak kullanilmaktadir (Marchese

vd., 2016). Timoliin baz1 biyolojik aktivite 6rnekleri Tablo 2.4’te siralanmistir.
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OH

Sekil 2.5. Timoliin molekiil yapisi

Tablo 2.4. Timoliin biyolojik aktiviteleri (Marchese vd., 2016)

Timoliin biyolojik aktivitesi

Test edilen konsantrasyonlar

Timoliin; domuz yagi ve aygicek yaginin saflastirilmis bir
triacilgliserol fraksiyonundan, lipit sisteminde in vitro
antioksidan aktivitesi.

Timol, insan notrofillerinin elastaz salimma miidahale
ederek kalsiyum girisini inhibe eder ve boylece elastaz
saliminda bir azalmaya neden olur.

Kemirgenlerde antienflamatuar aktivite ve sikatatize
edici aktivite: Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin,
toplam  hiicre sayisimin  ve  histolojik  analizin
degerlendirilmesine gore timol, 6demi 6nemli sekilde
azaltmaktadir. Yaralar, yiiksek yara retraksiyon oranlari
gostermekte ve graniilasyon reaksiyonunu
gelistirmektedir.

Antinosiseptif ve lokal anestezik etkiler: Timol, voltajla
¢alisan sodyum kanallarin1 bloke ederek etki eder.

Izole sican aortunda vazorelaksan etkiler: Timol,
sarkoplazmik retikulumdan Ca?* salinimini inhibe ederek,
kaslarin Ca?"'ya duyarliligmi azaltarak ve Ca®'nm

membran boyunca akigini bloke ederek, sigan izole

aortunda endotelyumdan bagimsiz bir gevseme
indiikleyebilir.
Antikanser  etkisi: Timol, hiicre biiylimesinin

inhibisyonu ve apoptozun indiiklenmesi yoluyla insan
mide kanseri hiicrelerine karsi antikanser aktivitesi

gOstermistir.

Domuz yag1 ve Aygigek yagi
triagilgliserol; %0,02; 0,05; 0,10
ve 0,20

10 ve 20 pg/mL

10, 30 ve 100 mg/kg. Yara
iyilesme potansiyeli analiz edildi.
Timoliin kollajen bazli pansuman

filmlerine doniistiiriilmesi

104 ve 149 pymoL

300 ve 1000 pM

100, 200 ve 400 uM

Karvakrol (2-metil-5-(1-metil etil)-fenol) (Sekil 2.6); timoliin bir izomeridir ve

vanilin, 6jenol, gayakol ve zingeron gibi monoterpenoid fenol tiirevidir. Birgok in vitro

ve in vivo c¢alismada, antibakteriyel, antioksidan, antiseptik, antispazmotik, biiyiime
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destekleyici, antifungal, antiviral, antienflamatuar, ekspektoran, antitussif,
immiinomodiilatér ve kemopreventif olmak fiizere ¢esitli biyoaktivitesi oldugu
gosterilmistir (Alagawany, 2015; Mbese ve Aderibigbe, 2018).

Karvakrol, kekik tiirlerinin ugucu yaglarinin 6nemli bir bilesigidir. Karvakrol i¢eren
cinsler arasinda, Origanum, Thymbra, Thymus, Satureja, Coridothymus ve Verbenaceae
familyasinin Lippia cinsinde bulunur. Origanum tiirleri, diinya ¢apinda ticareti yapilan
kekiklerin en biiytlik kismin1 olusturur. Tiirkiye’nin karvakrol agisindan zengin Origanum

taksonlar1 Tablo 2.5’te gosterilmistir (Alagawany, 2015; Baser, 2008).

OH

Sekil 2.6. Karvakroliin molekiil yapisi

Tablo 2.5. Karvakrolce zengin Origanum taksonlar: (Baser, 2008)

Takson Yag Verimi (%) Karvakrol (%)
O. majorana L. 5,2-7,8 32-84
O. onites L. 1,1-4,7 67-82
O. minutiflorum O. Schwarz et. P.H. Davis 1,1-3,8 42-82
O. vulgare L. subsp. hirtum 1,1-6,5 23-79
O. syriacum L. var. bevanii (Holmes) letsw. 0,4-3,7 43-79
0. acutidens (Hand.-Mazz.) letsw. 1,4 63-66
O. bilgeri P. H. Davis 1,3 66

O. hypericifolium Schwarz et Davis 0,9-2,5 34-64
O. x intercedens (O. onites ve O. vulgare subsp. hirtumun 4,3 46
dogal hibriti)

O. x adanense (O. laevigatum ve O. bargyli’nin dogal hibriti) 0,2 17

O. bargyli Mouterde 1,1 15

Elde edilen etnobotanik bilgilere gore, Tiirkiye’de mide agris1 ve soguk alginlig
icin kekik infiizyonu kullanilir veya karin agrisina karsit oral yolla tiiketilir. Hiicre
gecirgenliginin artmasi ve hiicre bilesenlerinin sizmasindan kaynakli karvakrol gibi
ucucu Yyaglarin antibakteriyel aktivitesi, hidrofobikliklerinden kaynaklanmaktadir.

Bakteriler; hiicre bilesenlerinin kaybi, hiicre zarinin hasarinin siddetinden etkilenir ve
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hiicre zarinin bozulmasi ile bakteri hiicresinin yapisal makromolekiil sentezi ve ATP
tiretimi gibi hayati fonksiyonlari engellenir (Baser, 2008; Mbese ve Aderibigbe, 2018).
Karvakroliin antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar sonucunda, gida
bozulmalar1 veya patojenik mantarlar, maya ve bakterileri, insan ve hayvan patojenik
mikroorganizmalari, bitki patojen mikroorganizmalari iizerinde etkili oldugu tespit
edilmistir. Bu tiir mikroorganizmalar arasinda Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Botrytis cinerea, Candida albicans, Candida tropicalis,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Escherichia coli (0157:H7), Fusarium
moniliforme, Fusarium solani, Geotrichum candidum, Hansenula anomala, Klebsiella
pneumoniae, Kloeckera apiculata, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus,
Microsporum canis, Mucor sp., Penicillium digitatum, Penicillium roquefortii, Pichia
membranea, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas vulgaris,
Rhizoctonia solani, Rhizopus arrhizus, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevisia,
Salmonella aureus, Salmonella typhimurium, Sclerotinia sclerotiorum, Shigella boydii,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus (MRSA), Streptococcus pneumoniae,

Trichoderma viride, Trichophyton mentagrophytes sayilabilir (Baser, 2008).

2.10. YPITK ve ITK Teknikleri

Yiiksek performanslhi ince tabaka kromatografisi (YPITK), ince tabaka
kromatografi (ITK) tekniginin daha iyi ve gelismis ayirma verimliligi ve algilama
limitleri ile modern bir uyarlamasidir. YPITK ve ITK tekniklerinin dzellikleri Tablo

2.6°da karsilagtirmali olarak 6zetlenmistir.

Tablo 2.6. ITK ve YPITK tekniklerinin ozellikleri (Shivatare, Nagore ve Nipanikar, 2013)

Parametre ITK YPITK

Teknik Manuel Enstriimental

Verim Daha Az Yiiksek (partikiil boyutu Kiigiik olmast
nedeniyle)

Katman Laboratuar Yapimi/ Onceden Kaplanmis

Onceden Kaplanmisg

Ortalama Parcacik Boyutu 10-12 ym 5-6 ym
Tabaka Kalinhg 250 ym 100 pym
Plaka Yiiksekligi 30 ym 12 ym
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Tablo 2.6. (Devam) ITK ve YPITK tekniklerinin ozellikleri (Shivatare, Nagore ve Nipanikar, 2013)

Parametre ITK YPITK

Kati Destek Silika Jel, Aliimina, Silika Jel-Normal Faz,
Kiesulguhr C8 ve C18-Ters faz

Ornek Tespit Manuel Tespit Otomatik Numune Alma Cihazi

Ornek hacim

Numune uygulama

Ayrim

Ayirma Zaman

Plaka basina 6rnek paletler
Tespit Sinirlar1 (Emilim)
Saptama sinirlari (Floresan)

PC baglantisi, Yontem Depolama
Validasyon, Nicel Analiz,
Spektrum Analizi

Analiz Siiresi

Dalga boyu arahig:

Tarama

(Kapiler/Pipet)
1-5puL

Dairesel (2-4 nm Cap)
10-15cm

20-200 Dakika

<10

1-5pg

50-100 pg

Hayir

Hayir

Yavasg

254 veya 366 nm,
Gorliniir bolge
Sistem igin miimkiin

degil

(Siringa)

0,1-0,5 L

Dikdortgen (6 mm Ux1 mm G)
3-5¢cm

3-20 Dakika

<36 (72)

100-500 pg

5-10 pg

Evet

Evet

Yirime mesafesi ve analiz siiresi

biiyiik 6l¢iide azalir.

190 veya 800 nm, Monokromatik

UV/goriniir bolge/floresanin tarayici,

kromatogramlar kalitatif ve kantitatif

olarak tarar ve bu tarayici gelismis bir

densitometre tiiridur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitkisel Materyal

Deneysel calismalarda kullanilan Lagoecia cuminoides L. bitkisi meyvelenme
doneminde Antalya, Aksu, Topalli-Kursunlu arasi, tarla agikliklarinda, 08/05/18
tarihinde toplanmustir. Bitkinin tayini Dr. I. Gékhan Deniz tarafindan yapilmis olup (Kod:
6763 Akdeniz Universitesi Egitim Fakiiltesi (AKDE) Herbaryumunda kayithdir.
Toplanan bitkisel materyal serin, havadar ortamda kurutulmustur (Sekil 3.1). Bitkinin

toplanma bolgesi Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.2. L. cuminoides orneginin toplanma bélgesi: (A) Antalya Bolgesi (6b) (http-7)
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciilerin bilgileri Tablo

3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciilerin bilgileri

Kimyasal madde ve ¢oziicii Kimyasal Formiilii Kaynak

ABTS, 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6- C18H18N40O6S4 Sigma-Ald., Almanya
stilfonik asit)

AChE, asetilkolinesteraz (Electrophorus - Sigma-Ald., Almanya
electricus'tan)

Aliminyum kloriir AICl3 Merck, Almanya
Asetik asit CH;COOH Sigma-Ald., Almanya
Aseton C3HsO Panreae, Ispanya
ATCI, asetiltiyokolin iyodiir - Sigma-Ald., ingiltere
BHT, butil hidroksi toluen, 2,6-bis(1,1- Ci5H240 Sigma-Ald., Almanya
dimetiletil)-4-metilfenol

Boron trifloriir BF; Merck, Almanya
BSA, bovine serum albiimin (Sigir serum - Sigma-Ald., ABD
albumini)

Candida albicans - ATCC®10231™
Columbia Agar w/%5 Sheep Blood - BD™

Dietil eter C4H100 J.T. Baker, Hollanda
DMSO, dimetil stilfoksit C2Hes0S Sigma-Ald., ABD
DPPH, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil Ci1sH12N506 Sigma-Ald., ABD
DTNB, 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit, C14HgN20sS, Sigma-Ald., ABD
Ellman reaktifi

Enterococcus faecalis - ATCC® 29212™
Escherichia coli - ATCC® 25922™
Etanol C,HsOH Sigma-Ald., Almanya
Etil asetat C4HgO2 Sigma-Ald., Almanya
FCR, Folin-Ciocalteu reaktifi - Sigma-Ald., Isvigre
Gallik asit C7HeOs Sigma-Ald., Cin
n-Hekzan CeH1s Merck, Almanya
Hidroklorik asit HCI Sigma-Ald., Almanya
Kalsiyum kloriir CaCl, Fluka, Almanya
Kloroform CHCl; Sigma-Ald., Fransa
Kersetin Ci5H1007 Sigma-Ald., Almanya
Magnezyum kloriir hekzahidrat MgCl,.6H,0 Sigma-Ald., ABD
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Tablo 3.1. (Devam) Kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciilerin bilgileri

Kimyasal madde ve ¢oziicii

Kimyasal Formiilii

Kaynak

Metanol

0,5 McFarland standart
Mueller Hinton Agar

Mueller Hinton Broth
Potasyum persiilfat
Pseudomonas aeruginosa
Sodyum fosfat dibazik dihidrat
Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat

Sodyum kloriir

Staphylococcus aureus

Susuz sodyum siilfat

TRIS (hidroksimetil) aminometan, 2-Amino-2-

hidroksimetil-propan-1,3-diol
Troloks
YPD Broth

CH30H

K2S,0s8
Na,HPO42H,0
NaOH

Na,COs

NaCl

Na,SO4
C4H11NO3

C14H1804

Sigma-Ald., Polonya
Thermofischer Scientific,
Merck Millipore
Merck Millipore
Sigma-Ald., Almanya
ATCC® 27853™
Sigma-Ald., ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Riedel de Haen,
Almanya

ATCC® 29213™
Sigma-Ald., Almanya
Sigma-Ald., ABD

Sigma-Ald., Almanya

Sigma
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3.3. Cihazlar ve Apareyler

Deneysel calismalarda kullanilan cihaz ve apareylerin bilgileri Tablo 3.2°de

listelenmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan cihaz ve apareylerin bilgileri

Cihaz ve aparey adi

Cihaz ve aparey bilgileri

Bio-11-A/G Giivenlik Kabini
Buzdolab1 (-20 ve +4)
Clevenger

Coklu Plaka Okuyucu

Etiiv

Forseps ve kavisli forseps
Geri Ceviren Sogutucu
GK/AID

GKI/KS sistemi

Hassas Terazi

Inkiibator

Isik Mikroskobu
96-kuyucuklu eliza plaklar
Liyofilizator

Manyetik karistirict

Mikroplak okuyucu
Otoklavlanabilir Mikropipetler
Otoklav

Otomatik pipetdr

pH Metre

Rotavapor sistemi

SK-KS/KS sistemi

Ultrasonik su banyosu
Vorteks

YPITK daldirma aygit:
YPITK gbriintiileyici
YPITK immersiyon sistemi

YPITK otomatik 6rnek uygulayicis

Telstar

Bosch

ILDAMCAM, EP’ye uygun

Thermo Multiscan&Go

WTB Binder

Iso Lab

IldamCam

Agilent 6890N (SEM Ltd., istanbul, Tiirkiye)
Agilent 5975 (USA; SEM Ltd., Istanbul, Tiirkiye)
Metler Toledo, NewClassic MS

Incucell

Zeiss

Iso Lab, Katalog no: 122.01.096

Labconco FreeZone 2,5 Litre Tezgahiistii Dondurularak
Kurutma Sistemi.

IKO KS260

Biotek Powerwave XS, ABD

0,5-10 uL/2-20 puL/20-100 uL/100-1000 pL, Iso Lab
Astell

8-12 kanalli Eppendorf Research plus

WTW grup, InoLab, pH 7,2

Heidolph, Laborota 4010-Digital

20A YPSK sistem, Shimadzu ve Uygulamali Biyosistemler
3200 Q-Trap instrument, negatif iyon modda ¢alisan donaniml
ESI kaynagi, Absciex 3200 Q trap KS/KS dedektér.
Elma, S100H

Heidolph

CAMAG

CAMAG Reprostar 3

CAMAG Automatic Developing Chamber 2 (ADC2)
CAMAG Automatic TLC Sampler 4 (ATS4)
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3.4. Ucucu Yag Eldesi

Kurutulmus bitkisel materyal, kék ve sap kismindan ayrildiktan sonra, L.
cuminoides’in meyveleri havanda doviilerek Avrupa Farmakopesine uygun Clevenger
apareyinde hidrodistilasyonla (3 saat) u¢ucu yagi elde edilmistir (Ph. Eur.) (Sekil 3.3).
Elde edilen ugucu yagin nemi susuz sodyum siilfat (NaxSOs) kullanilarak
uzaklagtirllmistir. Ugucu yagin verimi hesaplanmistir. Yag ornegi amber cam viale

aktarilarak buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Bitkisel materyalin (meyve) Clevenger apareyinde hidrodistilasyonu

3.5. Sabit Yag Asitlerinin Eldesi ve Metillenmesi

Kurutulmus bitkisel materyalin meyve kismi, havanda doviilerek ekstraksiyon igin
hazirlanmistir (Sekil 3.4). Havanda déviilen bitkisel materyalin lipitlerini ekstre etmek

amaciyla Folch metodu kullanilmigtir (Folch, Lees ve Sloane Stanley., 1957).

Sekil 3.4. L. cuminoides meyve kisimlarinin ekstraksiyona hazirlanmasi
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Bitkisel materyal, CHCI3:CH3OH (2:1, h/h) ¢o6ziicii karigimiyla 24 saat, oda

sicakliginda, calkalayici {izerinde maserasyona tabi tutulmustur (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Bitkisel materyalin (meyve) CHCIl3:CH3sOH (2:1, h/h) ile ¢alkalayicida maserasyonu

Bitkisel materyal CHCI3:CH3OH (2:1, h/h) ¢oziicii karisimi ile tekrar masere
edilmistir (30 dakikax2). Elde edilen ekstreler birlestirilip pileli siizge¢ kagidindan
siiziilmiistiir. Islem sonunda filtrattan ¢oziicii rotavaporda uzaklastirilmistir (toplam
hacmin yaris1 kalana kadar). Kalan ekstrenin hacmi kadar {izerine saf kloroform ilave
edilmistir. Ekstreyi lipitler disindaki (protein, karbonhidrat gibi) kirliliklerden arindirmak
i¢in ayirma hunisinde %0,4’°liik CaCl, ¢ozeltisi ile 3 kez yikanmistir (Sekil 3.6). Yikama
sonunda kloroformlu ekstrenin i¢inde eser miktarda kalmis olan suyun uzaklastirilmasi
amaciyla ekstre, susuz sodyum siilfattan gecirilmistir. Bu sekilde elde edilen ekstre, bagl
ve serbest haldeki yag asitleri iceren total lipit fraksiyonudur. Elde edilen ekstreden

kloroform rotavaporda uzaklastirilmistir.

) —
..\Ss..._, s
{

“a ,\V‘ »
|

Sekil 3.6. Ekstre saflastirma ¢alismasi: %0,4 liik CaCl, ¢ozeltisi ile ytkama islemi
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Daha sonra elde edilen kuru ekstre sabunlagtirma (saponifikasyon) islemine tabi
tutulmustur. Bu amagla kuru ekstre tizerine KOH:H>O:CH30H (1:1:8, h/h/h) karisimi
eklenerek dibi yuvarlak balona aktarilmistir ve geri ¢eviren sogutucu altinda 2 saat
kaynatilmistir. Bagli ve serbest haldeki yag asitleri, KOH’un olusturdugu bazik ortamda
yag asitlerinin tuzlarina doniisiir. Siire sonunda karisima 1-2 mL n-hekzan eklenerek
ayirma hunisine aktarilmistir. Ayirma hunisinde saponifike olmayan kisim hekzanla
uzaklastirilmistir. Ayirma hunisinde kalan sulu fazin iizerine %15°lik HC1 pH 2-3 olana
kadar eklenmis ve yag asitlerinin tuzlarindan serbest yag asitleri elde edilmistir. Serbest
yag asitlerini saf elde etmek i¢in, sivi-sivi ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Bunun igin
ayirma hunisinde sulu kisim dietil eter ile 3 kez ekstre edilmistir. Dietil eterli fraksiyonlar
birlestirilmis ve rotavaporda dietil eter uzaklastirilmistir. Kuru bakiye tartilarak serbest
yag asitlerinin verimi kuru bitki tizerinden % olarak hesaplanmustir.

Elde edilen yag asitleri, Boron trifloriir reaktifi ile metilleme iglemine tabi
tutulmustur (Godswill vd., 2014). Islem sirasinda gergeklesen tepkimenin semas1 Sekil
3.7°de gosterilmistir. Elde edilen serbest yag asitleri metil esterleri amber cam vialde

buzdolabinda GK-KS/AID analize kadar muhafaza edilmistir.

" O o] F F
| 4 J N\
F—B :CH;0H + R—C. — 3= R—C + H,O + I|3
l OH OCH; P
BF;:MeOH Yag Asidi Metil Ester
Kompleksi

Sekil 3.7. Yag asitlerinin Boron trifloriir reaktifi ile metillenme tepkimesi (http-9)

3.6. Ekstrelerin Elde Edilmesi

Kurutulmus bitkisel materyal (meyve, yaprak, kok) uygun boyuta getirilerek
%60’lik metanol ile ¢alkalayicida masere edilmistir (24 saatx3) (Sekil 3.8). Siire sonunda
ekstreler pileli filtre kagidi kullanarak siiziilmiistir ve organik ¢oziicii (metanol)
rotavapor ile uzaklastirilmistir (Sekil 3.9). Coziicii uzaklastirma isleminden sonra

ekstrelerde kalan su ise liyofilizatorde uzaklagtirtlmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Ekstrelerin liyofilizasyonu

3.7. Ucucu Yaglarn, Sabit Yag Asitlerinin ve Ekstrelerin Kromatografik Analizleri
3.7.1. Ucucu yaglarin ve sabit yag asitlerinin GK/KS ve GK-AID analizleri

Ugucu yag ve sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonlar1 GK/KS ve GK-AID
teknikleriyle aydilatilmistir (Sekil 3.11). Her iki analiz i¢in de HP-Innowax FSC kolonu
(60 mx0,25 um, 0,25 um film kalinlig1, Agilent, Walt&Jennings Scientific, Wilmington,
DE, USA) ve tasiyict gaz olarak helyum gazi kullanilmigtir. Firn 60°C’de 10 dakika
kaldiktan sonra 220°C’ye dakikada 4°C ile ¢ikip, 220°C’de 10 dakika kalip, 240°C’ye
dakikada 1°C ile ¢gikmak tizere programlanmistir. Split oran1 40:1 olarak segilmistir. Alev
iyonlagma detektorii ve enjektor 250°C’°de tutulmustur. Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle
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menzili 35-450 m/z segilmistir. Maddelerin tanimlanmasinda tutunma zamanlar1 ve kiitle
spektrumlart standartlara ve literatiir bilgilerine paralel olarak degerlendirilmistir. Wiley
GC/MS Library (Wiley, New York, NY, USA), MassFinder software 4,0 (Dr. Hochmuth
Scientific Consulting, Hamburg), Adams Library, NIST (National Institute of Standards
and Technology) Library ve Baser Library of Essential Oil Constituents kaynak olarak
kullanilmistir. Madde miktarlarmin belirlenmesinde alev iyonlasma dedektoriinden elde

edilen piklerin yiizde alanlar1 kullanilmistir.

Sekil 3.11. GK-AID/KS sistemi

3.7.2. Ekstrelerin SK-KS/KS analizi

Ekstrelerin kimyasal kompozisyonu SK-KS/KS teknigi ile incelenmistir (Sekil
3.12). Bu amagla ekstrelerin ¢ozeltileri 10 mg/mL olarak hazirlanmig ve sisteme enjekte

edilmistir. S1vi kromatografi analizi Tablo 3.3’te belirtilen sartlarda gergeklestirilmistir.

Tablo 3.3. SK-KS/KS analiz sartlar:

Sistem Shimadzu 20A HPLC-ABSciex 3200 Q trap MS/MS
Metod Negatif Iyonlasma Metodu

Kolon GL Science Intersil ODS 4,6x250 5um

Kolon Sicakhgi 40°C

Hareketli Faz (A) Su: Asetonitril: Formik asit (89:10:1, h/h/h)

(B) Asetonitril: Su: Formik asit (89:10:1, h/h/h)

B ¢oziiciisiiniin konsantrasyonu %10’dan baslanarak 40

dk.’da %100 olacak sekilde gradienti ayarlanmustir.
Akis Hizx 0,5 mL/dk
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Sekil 3.12 SK-KS/KS sistemi

3.8. Ekstrelerin Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerdeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanarak
spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Deneyde, 96-kuyucuklu mikroplaga 20 uL
numune ¢ozeltisi (1 mg/mL, %10 DMSO’lu metanol) tizerine, 1,56 mL saf su ve 300 uL
Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. 1-8 dakika beklendikten sonra 300 puL %20’lik
Na>COs ¢ozeltisi ilave edilip, 2 saat 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
otomatik pipetor (8-kanalli, Eppendorf) kullanarak derin kuyucuktaki karistmdan 300 pL
96-kuyucuklu mikroplaga aktarilip 760 nm’de absorbans lgtimleri alinmistir. Deneyde
gallik asit kalibrasyon egrisi farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanarak (1; 0,8; 0,6;
0,4; 0,2; 0,1 mg/mL) elde edilmistir. Sonuglar 3x3 tekrar iizerinden degerlendirilmistir
(Singleton, Orthofer ve Lamuela-Raventos, 1999; Kosar, Goger ve Baser 2008).
Kalibrasyon egrisi denklemi kullanarak ekstrelerdeki toplam fenol miktar1, g ekstrede mg
gallik asite esdeger olarak (MgGAE/gekstre) hesaplanmustir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi:

Sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20): 20 g NaxCOs tartilip 100 mL suda ¢6ziilmiistiir.

Gallik asit ¢ozeltileri (1-0,1 mg/mL): Maddenin 1 mg/mL’lik konsantrasyonda
¢ozeltisi hazirlanip 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltilmistir.

3.9. Ekstrelerin Toplam Flavonoid Miktar Tayini

Ekstrelerdeki toplam flavonoid miktar1 rutin ve Kersetine esdeger miktarlar
tizerinden AICIs reaktifi kullanilarak tayin edilmistir. 96-kuyucuklu mikroplaga 80 uL
numune (I mg/mL, %10 DMSO’lu metanollii ugucu yag/ekstre/standart flavonoid)
tizerine sirastyla 80 pL AlCIs ¢ozeltisi ve 1,84 mL absolii etanol eklenmistir. Kor deneyde
80 uL numune iizerine AICI3 yerine 10 uL asetik asit (%15) ve 1,84 mL absolii etanol
ilave edilmistir. Plaklar karanlikta 25°C’de 40 dk bekletilmistir. Daha sonra kuyucuktaki
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karisimdan 300 pL alinarak 96-kuyucuklu mikroplaga aktarilip plak okuyucuda
absorbans degerlerinin 415 nm’de okumasi yapilmistir. Standart flavonoid olarak
kullanilan rutin ve kersetin i¢in kalibrasyon egrisi ¢izilerek denklem ve R? degerleri elde
edilmistir. Deney 3x3 tekrar yapilarak sonuglar hem rutine hem kersetine esdeger olarak
hesaplanmistir (Kosar, Goger ve Baser, 2011). Deneyde yer alan tepkime mekanizmasi
Sekil 3.13’te gosterilmistir (Miliauskas, Venskutonis ve Beek, 2004; Kosar, Goger ve
Baser, 2008).

Al*

0 o
Saed

Sekil 3.13. Flavonoid ve AlCl3 reaktifi arasinda gergeklesen tepkime

Reatktiflerin Hazirlanmasi:

Aluminyum kloriir (%2): 2,0 g susuz AlCls tartilarak 100 mL suda ¢6ziilmiistiir.

Asetik asit (%15): 15 mL asetik asit {izerine 85 mL ultra saf su eklenmistir.

Rutin (1-0,1 mg/mL): Maddenin 1 mg/mL’lik konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanip
0,8; 0,4; 0,2; 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltilmistir.

Kersetin (1-0,1 mg/mL): Maddenin 1 mg/mL’lik konsantrasyonda ¢dzeltisi
hazirlanip 0,8; 0,4; 0,2; 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltilmistir.

3.10. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.10.1. Antioksidan aktivitenin incelenmesi
3.10.1.1. Troloks’a esdeger antioksidan kapasitenin incelenmesi

Numunelerin ABTS™" serbest radikal katyonunu siipiirme aktivitesi Re vd. (1999)
tarafindan tanimlanmis prosediire gore test edilmistir. Standart antioksidan olarak Troloks
(3; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,1 mg/mL), ugucu yag ve ekstre numuneleri (10 mg/mL) %20
DMSO’lu metanol igerisinde hazirlanmistir. Kontrol olarak ise numunelerin ¢oziiciisii
olan %20 DMSO’lu metanol kullanilmistir. Deneyde, 10 uL numune 990 uL. ABTS™
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cozeltisi ile karigtirtlip 30 dakika karanlikta inkiibasyondan sonra karigimdan 300 pL
aliarak 96-kuyucuklu mikroplak kuyucuklarina otomatik pipetor (8-kanalli, Eppendorf)
yardimiyla aktarilmistir. Absorbans degerleri 734 nm’de 6l¢iilmistiir. Troloks’un belirli
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢6zeltilerinin verdigi absorbansa gore % inhibisyonu
(%Inh.) asagidaki denkleme (3.1) gore hesaplanmistir ve linear dogru denklemi elde
edilmistir. Bu dogru denklemi kullanilarak numunelerin Troloks’a esdeger olan
antioksidan kapasiteleri tespit edilmistir. Deney 3x3 tekrar yapilmistir ve ortalama ile

standart sapmalar1 hesaplanmaistir.

Ab — Ab
%Inh. — Skontrol Snumune %100 (3'1)
Abskontrol

Burada; Abskontroi kontroliin absorbans degeri, AbShumune NUMuNenin absorbans
degeridir.

Reaktifin hazirlanmasi:

ABTS reaktifi: 36 mg (7 mM) ABTS ve 6,6 mg (2,5 mM) K>S20g’den tartilip 10
mL ultra saf suda ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Oda sicakliginda karanlik ortamda 16 saat
boyunca reaktifin aktif hale gelmesi i¢in beklenmistir. Potasyum persulfat (K2S20s) etkisi
ile ABTS oksitlenmis ve aktif ABTS™" serbest radikal katyonu olusmustur (Sekil 3.14).

ABTS (Renksiz)

Ty
|

CH,CH;

Antioksidan
o
_® .

ABTS™ (Mavi-Yesil)

0,8 s
——N S SO3
\©1T+> N—( D/

CH,CH5 "|'

CH,CH3

Sekil 3.14. Antioksidan ve ABTS™ katyon radikal arasindaki tepkime

Hazirlanan stok ¢ozelti karanlik serin ortamda kapagi kapatilarak muhafaza

edilmistir. Daha sonra bu stok ¢6zeltiden 1 mL alinarak spektrofotometrede 734 nm’de
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Ol¢iilen absorbansi 0,700-0,800 (0,758) arasinda olana kadar 100 mL absolii etanol ile
seyreltilmistir.

3.10.1.2. DPPH-" serbest radikalini siipiiriicii etkinin incelenmesi

Antioksidan aktivite degerlendirmesi i¢in kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH") serbest radikalini siipiiriicii etki deneyi; ilk kez 1958’de Blois tarafindan
uygulanmis olup, daha sonra aragtirmacilar tarafindan deneyin protokoliinde
modifikasyonlar yapilmistir. Bu yontem, elektron transferine dayali olan antioksidan
aktivite testlerinden biridir. DPPH’, bir hidrojen atomu verebilen bilesiklerle reaksiyona
giren kararl bir serbest radikaldir. Bu yontem antioksidan maddenin etkisi ile DPPH’
serbest radikalinin DPPH molekiiliine indirgenmesine dayanir. Antioksidanin serbest
radikal siiptiriicii aktivitesi 517 nm’de absorbsiyon degisimine gore degerlendirilir
(Krishnaiah, Sarbatly ve Nithyanandam, 2011). Yontemde yer alan tepkime sematik
olarak Sekil 3.15°te gosterilmistir.

| N |
o N o  — o NH ©
Py PP
o ~o o~ ~o
N N
o o o o
DPPH’ (Oks.) (Mor) DPPH (Rediik.) (Sar1)

Sekil 3.15. Antioksidan ve DPPH" serbest radikalinin arasindaki tepkime

Deneyde, teste tabi olacak ugucu yag ve ekstre numunelerinin %20 DMSO’lu
metanol i¢inde Stok c¢ozeltileri hazirlanmigtir (sirasiyla, 30 mg/mL ve 5 mg/mL).
Numunelerin  konsantrasyonlar1 yartya inecek sekilde mikrodiliisyon islemi
gerceklestirilmistir. Standart olarak gallik asit ¢ozeltisi (1 mg/mL) kullanilmustir.
Deneyde, 96-kuyucuklu mikroplagin kuyucuguna otomatik pipetér (8-kanalli,
Eppendorf) yardimiyla 100 pL. numune (ugucu yag/ekstre/standart madde) cozeltisi,
kontrol olarak da numunelerin ¢oziiciisii koyulmustur. Her kuyucuga 100 pL metanolli

DPPH ¢ozeltisi (% 0,008) eklenmis ve 30 dk karanlikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda
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absorbans degerleri 517 nm’de 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon sonunda absorbanstaki bir azalma
numunenin serbest radikal siiplirme aktivitesini gostermistir. Sonuglar 3x3 tekrar
tizerinden hesaplanmistir. Numunelerin DPPH" serbest radikali siipiirme etkilerini
degerlendirmek igin % inhibisyon (% Inh) degerleri denkleme (3.1) gore hesaplanmustir.
Daha sonra DPPH absorbansini yariya indiren numunenin miktarma ait ICsp degeri
SigmaPlot 12.0 programi kullanarak hesaplanmistir ve sonuglar mg/mL cinsinden

belirlenmistir.
Reatktiflerin hazirlanmast.

DPPH ¢ozeltisi (%0,008): 4 mg DPPH tartilmig ve 50 mL metanolde ¢oziilerek
amber renkli cam sise icerisinde +4°C’de muhafaza edilmistir.
Gallik asit: 1 mg Gallik asit tartilmis ve 1 mL %20 DMSO’lu metanolde

¢Ozilmiistiir.

3.10.1.3. YPITK teknigi kullanilarak biyootografik yontemle antioksidan aktivitenin

incelenmesi

L. cuminoides bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi
YPITK teknigi kullanarak biyootografik yontemle incelenmistir (Rabel ve Sherma,
2017). Deneyde belirteg olarak DPPH reaktifi kullanilmistir. Bu amagla ugucu yag ve
ekstrelerin ¢ozeltileri n-hekzan ve metanolde hazirlanmis olup (sirasiyla, 5 mg/mL ve 10
mg/mL), YPITK plag iizerine bant seklinde uygulanmistir. Kromatografik ayrim igin
silika jel 60 Fzss YPITK plagi kullamlmustir. Ugucu yag ve ekstrelerdeki bilesiklerin
kromatografik ayrimi i¢in uygulanan sartlar ve kullanilan reaktifler hakkindaki bilgiler
Tablo 3.4’te agiklanmustir.

Deneyin birinci basamaginda, ucucu yag ve ekstrelerin ayrimini saglayacak uygun
hareketli fazlar sec¢ilmistir. Numunelerde bulunan bilesiklerin basarili ayrimini
gozlemlemek i¢in ugucu yaglarda belirteg olarak, anisaldehit reaktifi ve UV 15181; polar
ekstrelerdeki ayrilan maddelerin belirlenmesi i¢in, NPR-PEG reaktifleri ve UV 151k
kullanilmistir.

Deneyin ikinci basamaginda, numunelerin plak tizerinde ayrimi saglandiktan sonra
antioksidan aktivitesi DPPH reaktifi kullanilarak tespit edilmistir. Bu uygulama sonunda
plak ylizeyi mor renkli olurken, antioksidan aktif olan bilesiklere ait spotlar sar1 renkli

olmustur. Aktif olarak tespit edilen spotlar isaretlenerek Rf degerleri saptanmustir.
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Deneyin iiclincii basamaginda, numuneler plak iizerine serit olarak uygulanarak

bilesiklerin ayrimi ayni sartlarda gergeklestirilmistir. Bir dnceki deneyde tespit edilen Rf

degerlerine gore aktif maddelerin seritleri isaretlenmis ve spatula ile kazinmistir. Tim

aktif spotlar ayr1 ayr1 fraksiyon olarak eppendorf tiiplerine toplanmis ve uygun ¢oziiciiyle

re-ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen fraksiyonlar yogunlastirilip GK-
AID/KS ve SK-KS/KS teknikleri ile analiz edilmistir.

Tablo 3.4. L. cuminoides ucucu yag ve ekstreleri icin uygulanan YPITK analiz sartlar

islem Reaktifler/Apareyler Aciklama

Numune hazirlama Ucucu yag (5 mg/mL) hekzanda ¢oziilmiistiir. -
Polar ekstreler (10 mg/mL) metanolde ¢6ziilmiistiir.

Plak YPITK Silika jel 60 F254, 10x10 cm Merck

Hareketli faz

Uygulama

Yiiriitme

Kurutma

Belirteg

Daldirma Sistemi

Ugucu yag icin hareketli faz A kullanilmustir:
n-Hekzan: Etil asetat (85:15. h/h)

Polar ekstreler igin hareketli faz B kullanilmistir:
Toluen: Etil asetat: Formik asit: Su (5:100:10:10,
h/h/n/h)

5 uL bant olarak (bant genigligi 7 mm)

20 puL serit olarak

70 mm

Hava, 1 dk

Ugucu yag igin anisaldehit reaktifi

Polar ekstreler i¢in UV 15181 (254, 366 nm) ve beyaz
151k NPR-PEG reaktifi

Hiz: 5. kademe

Siire: 1 sn

Tank: 20x10 cm

CAMAG Automathic
TLC Sampler 4
(Sekil 3.16)

CAMAG ADC2
Automathic
Developing Chamber
(Sekil 3.17)

CAMAG Reprostar 3
(Sekil 3.18)

CAMAG
Chromatogram
Immersion Device |11
(Sekil 3.19)

Reaktiflerin hazirlanmast:

Anisaldehit reaktifi: Anisaldehit (0,5 mL) glasiyel asetik asit ile (10 mL)

karistirilarak 85 mL metanol ve 5 mL derisik siilflirik asit ile hazirlanmistir. Belirteg
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uygulandiktan sonra plak 5 dk 100-105°C’de 1sitilmistir. Olusan renkler UV ve beyaz 151k
altinda incelenmistir (Wagner ve Bladt, 1996).

NPR reaktifi: 1 g difenilborik asit-p-etilaminoester, 100 mL metanolde
¢oOziilmistiir. NPR belirteci uygulandiktan sonra plak 100-105°C’de 1sitilmistir ve PEG
reaktifi uygulanmistir. Olusan renkler UV (254, 366 nm) ve beyaz 151k altinda
incelenmistir (Wagner ve Bladt, 1996).

PEG reaktifi: 5 g polietilen glikol-4000, 100 mL etanolde ¢6ziilmistiir. Belirteg
uygulandiktan sonra plak 5 dk 100-105°C’de 1sitilmistir. Olusan renkler UV ve beyaz 151k
altinda incelenmistir (Wagner ve Bladt, 1996).

DPPH reaktifi: 0,05 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, 100 mL metanolde ¢6ziilmiistiir.
Karanlikta muhafaza edilmistir. Plak iizerine reaktif uygulandiktan sonra, plak 15-30 dk
karanlikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda plak beyaz 1s1k altinda incelenmistir (http-10).

Sekil 3.16. CAMAG Automathic Sekil 3.17. CAMAG ADC2 Automathic
TLC Sampler 4 Developing Chamber

e )
\\

Sekil 3.18. CAMAG Reprostar 3 Sekil 3.19. CAMAG Chromatogram
Immersion Device 11
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3.10.2. Antidiyabetik aktivitenin degerlendirilmesi

a-Amilaz enzimi, karbonhidratlarin hidroliz siirecini katalize eden bir enzimdir.
Ancak ¢esitli dogal maddeler bu enzimin aktivitesini inhibe ederek polimer
karbonhidratlarin parcalanmasini engeller. Boylece kandaki glukoz seviyesi artmamis
olur. L. cuminoides ucgucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzim inhibisyonunun
(antidiyabetik etki) incelenmesi igin Caraway-Somogyi iyodiir/potasyum iyodiir (I/KI)
yontemi kullanilmistir (Yang vd., 2012). Deney i¢in ugucu yag ve ekstrelerin 1 mg/mL
%10 DMSO’1u metanollii ¢ozeltileri hazirlanmustir. Pozitif kontrol i¢in, standart inhibitor
olan akarboz ¢ozeltisi (1 mg/mL, tampon i¢inde) kullanilmistir. Kontrol olarak %10
DMSQO’lu metanol kullanilmistir. Deneyde, 96-kuyucuklu mikroplaga otomatik pipetor
(8-kanalli, Eppendorf) yardimiyla 25 puL numune (ugucu yag/ekstre/standart madde)
¢ozeltisi ve 50 puL a-amilaz (0,8 U/mL 20 mM fosfat buffer, pH=6,9) ilave edilmistir.
Karisim 10 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Siire sonunda, 50 pL substrat
(nisasta ¢ozeltisi, %0,05) karisima eklenmistir. Karigim, 10 dakika boyunca 37°C'de
ikinci bir inkiibasyona tabi tutulmustur. Reaksiyon 25 uL HCI (1 M) ilavesi ile
durdurulmustur. Son olarak kuyucuklara 100 pL I/KI ¢6zeltisi eklenmistir. Absorbanslari
630 nm’de mikroplak okuyucuyla okunmustur.

Deney 3x3 tekrar yapilmistir ve ortalama, standart sapmalar1 hesaplanmistir. o-

Amilaz aktivitesinin yiizde inhibisyonu (%Inh.) denkleme (3.1) gére hesaplanmustir:

Reatktiflerin hazirlanmasi:

Tampon ¢ozelti (pH 6,9): 0,185 g Na;HPO4 ve 0,150 g NaH2POg4 tartilip 100 mL
distile suda ¢oziilmiistiir. Cozeltinin pH degeri 6,9 olarak ayarlanmistir. Hazirlanmis
tamponun iizerine 35 mg NaCl eklenmistir.

Enzim (o-Amilaz): 1,23 mg domuz pankreasindan o-amilaz (Type VI-B>10
unite/mg kat1) tartilmigtir ve 20 mL tampon ¢ozelti (pH 6,9) i¢inde ¢ozlilmiistiir.

Substrat (Nisasta ¢ozeltisi): Cozliniir nisasta 0,02 g tartilarak 40 mL distile su iginde
¢coziilmistiir ve 10 dk 1sitilmistir. Hazirlanmig ¢ozelti oda sicakligina gelene kadar
sogutulmustur.

Standart inhibitor (Akarboz ¢6zeltisi): 1 mg akarboz tartilmis 1 mL ultra saf suda
¢Ozllmiistiir.

Belirteg reaktif (Iyot ¢ozeltisi): 0,5 g iyot (I2) ve 1,5 g potasyum iyodiir (KI)
tartilmig ve 50 mL distile suda ¢oziilmistiir. Reaktif amber renkli cam sise iginde

muhafaza edilmistir.
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3.10.3. Antikolinesteraz aktivitenin degerlendirilmesi

Deney i¢in ugucu yag ve ekstrelerin 10 mg/mL % 20 DMSQO’lu metanoliin iginde
¢ozeltileri hazirlanmistir. Standart olarak galantamin ¢ozeltisi (1 mg/mL) kullanilmustir.
Deneyde 96-kuyucuklu mikroplaga otomatik pipetdr (8-kanalli, Eppendorf) yardimiyla
25 pL numune (ugucu yag/ekstre/standart madde), 50 uL. B tampon ¢ozeltisi ve 25 pL
AChE ¢6zeltisi (Tampon ¢ozelti A’da 0,22 U/mL) eklenerek 15 dakika 25°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara 125 pL Ellman reaktifi DTNB (Tampon
cozelti C’de 3,0 mM) ilave edilmistir. Son olarak 25 pL substrat asetiltiyokolin iyodiir
(ATCI) (ultra saf su i¢inde 15 mM) eklenmistir. Substratin eklenmesini takiben 15.
dakikada 412 nm’de 96-kuyucuklu mikroplak okuyucu ile absorbans degerleri
kaydedilmistir. AChE enzimi ile Kkatalizlenen substrat ATCI’nin hidroliz reksiyonu
sonucunda tiyokolin ve asetik asit meydana gelmistir. Tiyokolinlerin, Ellman reaktifi
DTNB ile reaksiyonundan sar1 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusmustur (Ellman vd., 1961).

Deneyde gergeklesen reaksiyonun semasi Sekil 3.20°de gosterilmistir.

o CH, o Q
3
|+ AChE AN +/\/SH * )J\
AN T AN HyC OH
HaC s | HaC \CH s
r CH °
3

Asetiltiyokolin (ATCI) Tiyokolin Asetik Asit
HooC COOH
O;N s—S NO,

HOOC
COOH

oaN NPAV NO,
. |

Karisik Disiilfid 5-tiyo 2-nitrobenzoik asit (TNB) (Sar1)

Sekil 3.20. Ellman metodunda ger¢eklesen renk reaksiyonu

Numuneden gelen rengi elimine etmek igin “blank™ testi yapilmistir. Bu amagla
deneyin 0. dakikasinda ve 15. dakikasinda absorbans degerleri dl¢lilmiistiir. 15. Dakikada
Olgiilen absorbans degerleri ile 0. dakikada olgiilen absorbans degerleri ¢ikarilarak
numuneden gelen renk elimine edilmis olur.

Deney 3x3 tekrar yapilmistir ve kontrole gére numunelerin asetilkolinesteraz
enzimini inhibe etme etkileri bulunmustur. % Inhibisyon (%Inh.) degerleri, denkleme
(3.1) gore hesaplanmustir.
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Reatktiflerin hazirlanmasi:

Enzim (AChE): 0,67 mg asetilkolinesteraz (500 U) 50 mL tampon A ¢ozeltisi
(pH:8,0) i¢inde ¢oziilmiistiir ve 1’er mL’lik alikvot olarak cryo-tiiplere paylastirilmistir.
Her biri i¢cin 10 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis olur. Alikvotlar daha sonra
kullanilmak tizere derin dondurucuda (-80°C) bekletilmistir. Stok ¢ozeltiden 1 mL
alinarak tizerine 44,5 mL A tamponu eklenmistir. Boylece 0,22 U/mL konsantrasyonda
enzim ¢ozeltisi elde edilmistir.

Tampon A ¢ozeltisi: 1,514 g TRIS tartilip 250 mL ultra saf suda ¢oziilmiistiir. pH
degeri derisik HCl ile 8,0’e ayarlanmustir.

Tampon B ¢ozeltisi: 25 mg BSA tartilip 25 mL Tampon A c¢ozeltisi igerisinde
¢Ozulmiustiir.

Tampon C ¢ozeltisi: 0,29 g NaCl ve 0,2 g MgCl2+6H0 tartilarak 50 mL Tampon
A ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmiistiir.

DTNB: 60 mg madde tartilmistir ve 50 mL Tampon C ¢ozetisi icerisinde ¢oziilerek
3 mM’lik ¢ozeltisi hazirlanmistir.

ATCI: 43 mg substrat tartilmigtir ve 10 mL ultra saf su igerisinde ¢oziilerek 15
mM’lik ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Galantamin: Maddenin 1 mg/mL ¢6zeltisi metanolde hazirlanmstir.

3.10.4. Antimikrobiyal aktivitenin degerlendirilmesi
3.10.4.1. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) saptanmasi

Ugucu yag ve ekstrelerin mikroorganizmalar iizerinde gosterdigi minimum
inhibisyon degerlerinin (MIK) belirlenebilmesi icin CLSI 2016 (Clinical&Laboratory
Standards Institute) tarafindan onerilen yontem uygulanmistir. -20°C’de koleksiyonda
bulunan her bir mikroorganizmanin aktivasyonlar1 Colombia Sheep Blood Agar’a
ekimler yapilarak gerceklestirilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda elde edilen
kolonilerden Miiller Hinton Agar’a alt kiiltiir ekimleri yapilmistir ve bu ekimler 24 saat,
37°C’de normal atmosfer kosullarinda inkiibe edilmistir. Elde edilen 24 saatlik
kolonilerden steril serum fizyolojik igerisinde 0,5 McFarland (1x10® hiicre/mL)
turbiditeye ayarlanmis bakteri slispansiyonlari hazirlanmistir. Besiyeri olarak Miiller
Hinton Broth kullanilmistir. Bakterilerin ekstre ve ugucu yaglara duyarli olduklari
konsantrasyonlar1 belirlemek amaciyla steril 96-kuyucuklu U tabanli mikroplaklarin her

bir kuyucuguna 0,5 McFarland’a ayarlanmis bakteri ve maya siispansiyonlarindan 50 uL
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(5x10° hiicre/mL) eklenmistir. Ugucu yaglarin DMSO icinde, ekstrelerin %60 metanol
icinde stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu stok soliisyonlarindan Miiller Hinton Broth
aracilig1 ile ekstreler i¢in 0,375 mg/mL ile 24 mg/mL, ugucu yaglar i¢in ise 0,031 mg/mL
ile 1,975 mg/mL araliginda seri diliisyon dozlari hazirlanmustir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. L. cuminoides ekstrelerinin seri diliisyon dozlar

Her bir ugucu yag ve ekstrenin stok soliisyonundan hazirlanan dozlarmn 150 pL’si
patojen bakteri/maya igeren her bir kuyucuga 4 tekerriirlii olarak eklenmis ve son hacmin
200 pL olmasi saglanmistir. Her deney setinde, her bir patojen i¢in 3 kuyucuk,
mikroorganizma biiyiime kontrolii ve 3 kuyucuk, besiyeri sterilite kontrolii olarak
birakilmistir. Ekstrelerin hazirlandigit DMSO ve %60°1ik metanol ¢ozeltilerinin en yiiksek
uygulama dozundaki konsantrasyonlar1 ¢6ziicii kontrol olarak kullanilmistir. Hazirlanan
mikroplakalar 37°C’de 24 saat normal atmosfer kosullarinda inkiibe edilmistir.
Bakteriyal ve fungal biiylime U tabanli kuyularin dip kisminda olusan pellet araciligi ile
tespit edilmis, ayni zamanda mikroplakalar 600 nm bantta Thermo Multiscan&Go
Mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik olarak okunup 600 nm dalga boyunda
absorbans degerleri elde edilmistir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. L. cuminoides ekstrelerinin seri diliisyon dozlarinin mikroorganizmalar iizerine uygulanmasi
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Elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalar1 ve ortalamanin standart hatalari
hesaplanip deney gruplart kontrol gruplari ile karsilastirilarak grafikler ¢izilmistir. 600
nm’de Olgiilen absorbans degerleri temel alinarak uygulanan ucgucu yag ve ekstre

soliisyonlarimin % inhibisyon (%Inh.) degerleri denkleme (3.2) gore hesaplanmustir.

% Inh.= [(Kontrolgpp—Besiyerigp )-(0Ornekop—Besiyerigp)] % 100 (3'2)

Kontrolgp—Besiyeripp

Burada; Kontrolop kontroliin bulundugu kuyucuktaki absorbans degeri, Besiyeriop
besiyerinin bulundugu kuyucuktaki absorbans degeri, Ornekop 6rnegin bulundugu

kuyucuktaki absorbans degeridir.

3.10.4.2. Minimum bakterisidal konsantrasyonunun (MBK) saptanmast

Sivi  mikrodiliisyon yontemi sonucunda pellet olusumunun gozlenmedigi
kuyucuklardan 10 pL alinarak Miiller Hinton Agar plaklarina alt kiiltiirler yapilmistir. Bu
test de CLSI, 2016’nin 6nerdigi yonteme gore yapilmis ve ekim yapilan petri kaplari
37°C’lik normal atmosfer inkiibatorlerinde 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda iireme goriilmeyen petrilerdeki ugucu yag ve ekstrelere ait

dozlarinin bakterisit etki gosterdigi kabul edilmistir.

3.10.4.3. Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analiz

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS paket programi ve

Mann Whitney-U testi kullanilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Ucucu Yaglarm Verimi, Ozellikleri ve Kimyasal Kompozisyonlari

L. cuminoides bitkisinin  meyve kisimlarinin  Clevenger apareyinde
hidrodistilasyonu sonucunda sar1 renkli ve keskin aromatik kokulu ugucu yaglar elde
edilmistir (Sekil.4.1). LCUY-1 ve LCUY-2 6rneklerinin ugucu yag verimleri %1,68 (a/a)
ve %1,46 (a/a) olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.1. L. cuminoides bitkisinden Clevenger apareyinde ucucu yaginin elde edilmesi

L. cuminoides bitkisinin meyve ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonu gaz
kromotografisi teknigi ile tayin edilmistir. Bilesenlerin kalitatif analizi i¢in GK/KS,
kantitatif analizi i¢in GK-AID sonuglar1 kullanilmistir. Tablo 4.1°de bilesikler HP-
Inowax kolondan c¢ikis sirasina gore listelenmistir. Meyve kisimlarindan elde edilen
ucucu yaglarin kimyasal kompozisyonlar: sirastyla %99,8 ve %99,8’°1 temsil eden 28 ve
27 bilesik tanimlanmistir. Ugucu yaglarin kromatografik profilleri Sekil 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. L. cuminoides ugucu yaglarinin Kimyasal kompozisyonu

. %
No. RTI Bilesik
LCUY-1 LCUY-2
1 1032 a-Pinen - e
2 1035 a-Tuyen - 0,3
3. 1132 Sabinen e e
4 1159 6-3-Karen - e
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Tablo 4.1. (Devam) L. cuminoides ugucu yaglarmmn kimyasal kompozisyonu

) %
No. RTI Bilesik
LCUY-1 LCUY-2

5 1174 Mirsen 0,1 0,6
6 1188 a-Terpinen 0,1 0,6
7. 1203 Limonen e e
8 1218 B-Felandren 0,1 0,3
9 1255 y-Terpinen 6,4 56,8
10. 1266 3-Oktanon -
11. 1280 p-Simen 4,8 9,4
12. 1290 Terpinolen - e
13. 1393 3-Oktanol e -
14, 1452 1-Okten-3-ol 0,1 -
15. 1474 trans-Sabinen hidrat 0,3 -
16. 1553 Linalol e e
17. 1556 cis-Sabinen hidrat 0,5 0,2
18. 1571 trans-p-Ment-2-en-1-ol e e
19. 1590 Bornil asetat - e
20. 1611 Terpinen-4-ol 0,8 0,7
21. 1612 B-Karyofilen - 0,2
22. 1638 cis-p-Ment-2-en-1-ol 0,1 e
23. 1668 (2)-p-Farnesen - 1,2
24, 1706 a-Terpineol 0,2 0,1
25. 1719 Borneol e -
26. 1758 cis-Piperitol e -
217. 1798 Metil salisilat e -
28. 1865 Izopiperitenon e -
29. 1949 Piperitenon e -
30. 2144 Spatulenol - 0,1
31. 2161 Hekzahidro-farnesilaseton e e
32. 2181 Izotimol (=2-Izopropil-4-metil fenol) e e
33. 2198 Timol 85,7 28,8
34, 2221 Izokarvakrol (=4-Izopropil-2-metil fenol) e e
35. 2239 Karvakrol 0,2 0,1
36. 2931 Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit) 0,4 0,4

Toplam 99,8 99,8

*LCUY-1 ve 2: L. cuminoides ugucu yaglart (meyve); RTI: Relatif Tutunma Indisi; e: %0,1’in altindaki bilesikler
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Sekil 4.2. L. cuminoides meyve ucucu yaglarinin gaz kromatografik profilleri. LCUY-1 ve LCUY-2: L.

cuminoides u¢ucu yaglar: (meyve)

Ucucu yaglarin iginde tespit edilen bilesikler, monoterpenler, seskiterpenler ve yag
asitleri olarak {ic ana grup altinda toplanmistir. iki ucucu yagin icerisindeki major

gruplarin % dagilimi ve miktarlar Sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. L. cuminoides meyve ucucu yaglarinda tespit edilen bilesiklerin sunif dagilimi
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4.2. Sabit Yag Asitlerinin Verim ve Kimyasal Kompozisyonlari

L. cuminoides bitkisinin meyve kisimlarindan Folch metoduyla sabit yag asitleri
elde edilmistir. LCSY-1 ve LCSY-2 oOrneklerinden sabit yag elde edildikten sonra
sirasiyla sabit yag verimleri % 1,31 (a/a) ve % 0,23 (a/a) olarak hesaplanmustir.

L. cuminoides bitkisinin meyvelerinden elde edilen sabit yag asitleri metil
esterlerinin kimyasal kompozisyonu GK/KS ve GK-AID teknikleriyle arastirilmustir.
Tablo 4.2°de bilesiklerin HP-Inowax kolondan ¢ikis sirasina gore listesi verilmistir.
Meyve kisimlarindan elde edilen yag asitlerinin kimyasal kompozisyonlar1 sirastyla
%100 ve %98,1’ini olusturan 15 ve 10 bilesik tespit edilmistir. Yag asitlerinin
kromatografik profilleri Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.2. L. cuminoides sabit yag asitlerinin kompozisyonu

) %

No. RTI Bilesik
LCSY-1 LCSY-2
1. 1810 Metil dodekanoat (=Metil laurat) e -
2. 1903 Metil tridekanoat 0,1 -
3. 2018 Metil tetradekanoat (=Metil miristat) 0,3 2,1
4. 2095 Metil pentadekanoat 0,3 0,9
5. 2223 Metil hekzadekanoat (=Metil palmitat) 5,7 28,5
6. 2245 Metil (2)-7-hekzadekenoat 0,4 -
7. 2251 Metil (Z2)-9-hekzadekenoat (=Metil palmitoleat) 0,1 -
8. 2323 Metil heptadekanoat (=Metil margarat) 0,2 0,9
9. 2436 Metil oktadekanoat (=Metil stearat) 1,3 34
10. 2468 Metil (Z2)-9-oktadekanoat (=Metil oleat) 76,5 24
11. 2509 (Z,2)-9,12-Metil oktadekadienoat (=Metil linoleat) 14,1 25,8
12. 2572 (2,2,2)-9,12,15-Metil oktadekatrienoat (=Metil linolenat) 0,4 10,7
13. 2634 Metil eikosanoat (=Metil aragidat) 0,3 0,9
14. 2658 cis-11-Metil eikosenoat 0,1 -
15. 2841 Metil dokosanoat (=Metil behenat) 0,2 0,9
Toplam 100 98,1

*.CSY-1 ve 2: L. cuminoides sabit yaglar1 (meyve); RT1: Relatif Tutunma indisi; e: %0,1in altindaki bilesikler
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Sekil 4.4. L. cuminoides sabir yag asitlerinin gaz kromatografik profilleri. LCSY-1 ve LCSY-2: L.

cuminoides sabit yaglari.

4.3. Ekstrelerin Verim, Ozellikleri ve Kimyasal Kompozisyonlar

L. cuminoides bitkisinin meyve, yaprak ve kok kisimlari %60’lik metanol ile
masere edilerek ekstreleri elde edilmistir. Elde edilen ekstrelerin rengi kahverengi,
kokulart keskin aromatiktir. Meyve ekstresi kirilgan ve kolay ufalanabilirken, yaprak ve
kok ekstreleri ise yapiskan ve re¢inemsi durumda idi (Sekil 4.5). Ekstrelerin verimleri
bitkisel materyal iizerinden meyve, yaprak ve kok kisimlari i¢in sirasiyla %15,84 (a/a),
%11,48 (a/a) ve %8,13 (a/a) olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.5. L. cuminoides bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen ekstreleri

Ekstrelerin kimyasal kompozisyonu SK-KS/KS teknigi ile incelenmistir. Bu
amagla ekstrelerin ¢ozeltileri metanolde 10 mg/mL olarak hazirlanmis ve sisteme enjekte

edilmistir. Ekstrelerin kromatografik profilleri Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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LCMEM

LCMEK

Sekil 4.6. L. cuminoides ekstrelerinin kromatografik profilleri. LCMEM: L. cuminoides meyve metanollii
ekstresi; LCMEY: L. cuminoides yaprak metanollii ekstresi; LCMEK: L. cuminoides kok
metanollii ekstresi.

Ekstrelerde tespit edilen bilesiklerin teshisleri kiitle spektrum bilgileri kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 4.7). Fenolik bilesiklerin ekstrelerdeki dagilimi Tablo 4.3°te
gosterilmigtir. Ekstrelerde tespit edilen baslica bilesikler; 3-kafeoilkuinik asit, kersetin
rutinosit, kersetin pentozit, kersetin pentozit heksozit, kersetin heksozit olarak teshis

edilmistir.

Tablo 4.3. L. cuminoides ekstrelerinde tespit edilen bilesiklerin ekstrelerdeki dagilimi

No. Bilesik LCMEM LCMEY LCMEK
1 3-Kafeoilkuinik asit + + +
2 Kersetin rutinosit + - -
3. Kersetin pentozit + - -
4 Kersetin pentozit heksozit + + +
5 Kersetin heksozit + + +
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Sekil 4.7. L. cuminoides ekstrelerinde tespit edilen bilesiklerin kiitle spektrumiar:
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4.4. Ekstrelerin Toplam Fenol Miktarlar:

L. cuminoides bitkisinin meyve, yaprak ve koklerinden elde edilen ekstrelerde

toplam fenol miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifiyle spektrofotometrik metod ile 6lglilmiistiir

(Sekil 4.8). Sekil 4.9°da yer alan kalibrasyon egrisi gallik asit ¢ozeltisi kullanilarak elde

edilmistir. Gallik asite esdeger olarak hesaplanan sonuglar Tablo 4.4’te yer almaktadir.

Absorbans

0,200

0,000

0,000

y =0,9041x + 0,0593
R*=0,9996

.o
o*
o
.o
o®
o
.e*
o
o
o
ot
o

0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil. 4.9. Gallik asit kalibrasyon egrisi

Tablo 4.4. L. cuminoides ekstrelerine ait toplam fenol miktarlar:

1,200

Toplam Fenol Miktar:
Numune

(Ort.+S.S., mgGAE/gekstre)
LCMEM 140+11
LCMEY 13349
LCMEK 36+4

* LCMEM: L. cuminoides meyve metanollii ekstre; LCMEY:: L. cuminoides yaprak metanollii ekstre; LCMEK: L. cuminoides kok
metanollii ekstre; Ort.: Ortalama deger; S.S.: Standart sapma; MgGAE/Qexstre: 1 g ekstredeki gallik asite esdeger fenol miktar
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4.5. Ekstrelerin Toplam Flavonoid Miktarlar:

L. cuminoides bitkisinin meyve, yaprak ve koklerinden elde edilen ekstrelerdeki
toplam flavonoid miktarlar1 AlCl3 ile olusturdugu kompleksin renginin spektrofotometrik
olarak oOlgiilmesi ile tespit edilmistir (Sekil 4.10). Kersetin kalibrasyon egrisi Sekil
4.11°de verilmigtir. Ekstrelerdeki toplam flavonoid miktarlar1 kersetine esdeger olarak

elde edilen kalibrasyon egrisindeki denkleme gore hesaplanmustir (Tablo 4. 5).

Sekil. 4.10. L. cuminoides ekstrelerinin toplam flavonoid miktar tayini sonucunda
meydana gelen renk degisimi

1,800
1,600 .0
1,400 y=2,0462x - 0,0259
1,200 R2=0,9998

1,000

0,800 =

0,600

0,400 o

0,200 o

0,000
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000

Konsantrasyon (mg/mL)

Absorbans

Sekil. 4.11. Kersetin kalibrasyon egrisi

Tablo 4.5. L. cuminoides ekstrelerine ait toplam flavonoid miktariar

Toplam Flavonoid Miktari,

Numune
(Ort.£S.S., mgKE/gekstre)
LCMEM 101+7
LCMEY 95+5
LCMEK 46+1

* LCMEM: L. cuminoides meyve metanollii ekstre; LCMEY:: L. cuminoides yaprak metanollii ekstre; LCMEK: L. cuminoides
kok metanollii ekstre; Ort.: Ortalama deger; S.S.: Standart sapma; MgKE/Qekstre: 1 g ekstredeki kersetine esdeger flavonoid miktar:
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4.6. Biyolojik Aktivite Etkileri
4.6.1. ABTS"* radikalini siipiirme etKisi

L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin antioksidan etkileri ABTS" radikalini
stipirmelerine bakilarak TEAC deneyi ile degerlendirilmistir. Numunelerin antioksidan
etkileri Troloks’un (standart inhibitér madde) ABTS" radikalini siipiirme etkisi ile
karsilagtirilip spektrofotometrik olarak saptanmistir ve meydana gelen renk degisimi
Sekil 4.12°de  gosterilmistir.  Deney  mikrotitre  plak  teknigi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerleri ile numunelerin % inhibisyonlari
denkleme (3.1) gore hesaplanmistir. Troloks un azalan konsantrasyonlarina karsilik gelen
absorbans degerleri ile kalibrasyon egrisi ¢izilerek egri denklemi elde edilmistir (Sekil
4.13). Test edilen numunelerin % inhibisyonlari, egri denkleminde yerine yazilarak

Troloks’a esdeger antioksidan kapasite degerleri hesaplanmaigtir.

Sekil 4.12. L. cuminoides ucucu yag ve ekstrelerinin etkisi ile ABTS reaktifinin renk degisimi

120

100 y=32,603x+34531 . ®
= R2=09972
S
R R T R R T
R
=
o oot
e\° 40 ..'

20 - T
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o @
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Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.13. Troloks kalibrasyon egrisi ve egri denklemi
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Numunelerin  Troloks’a esdeger antioksidan Kkapasiteleri Tablo 4.6’da

gosterilmistir.

Tablo 4.6. L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin TEAC degerleri

Numune TEAC, mM (Ort.+S.S.)
LCUY-1 1,234+0,045
LCUY-2 1,645+0,056
LCMEM 0,574+0,044
LCMEY 0,584+0,020
LCMEK 0,120+0,012

* LCUY-1 ve 2: L. cuminoides meyve ugucu yaglar;; LCMEM: L. cuminoides meyve metanollii ekstresi; LCMEY': L. cuminoides
yaprak metanollii ekstresi; LCMEK: L. cuminoides kok metanollii ekstresi; TEAC: Troloks’a esdeger antioksidan kapasite; Ort.:
Ortalama deger; S.S.: Standart sapma.

4.6.2. DPPH" radikalini siipiirme etKisi

L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin antioksidan aktivitesini tespit etmek igin
elektron transferine dayali DPPH deneyi kullanilmistir ve spektrofotometrik olarak
degerlendirilmistir. Test edilen numuneler mikrodiliisyon teknigi uygulanarak deneye
tabi tutulmustur. Sekil 4.14°te L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin DPPH reaktifi

tizerindeki etkisi sonucu gozlemlenen renk degisimi gosterilmistir.

Sekil 4.14. L. cuminoides u¢ucu yag ve ekstrelerinin etkisi ile DPPH reaktifinin renk degisimi

Ugucu yag ve ekstrelerin denkleme (3.1) gore % inhibisyon degerleri
hesaplanmistir. Test numunelerinin konsantrasyon verileri ve %Inh. degerleri

kullanilarak SigmaPlot programinda ICsg degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. L. cuminoides u¢ucu yag ve ekstrelerinin DPPH testinde 1Csq degerleri

Numune I1Cs0, mg/mL (Ort.+£S.S.)
LCUY-1 0,511+0,03

LCUY-2 1,331+0,065

LCMEM 0,061+0,01

LCMEY 0,063+0,006

LCMEK 0,289+0,002

GA 0,002+0,0001

* LCUY-1ve 2: L. cuminoides meyve ugucu yaglari; LCMEM: L. cuminoides meyve metanollii ekstresi; LCMEY: L. cuminoides
yaprak metanollii ekstresi; LCMEK: L. cuminoides kok metanollii ekstresi; GA: Gallik asit standart inhibitorii; Ort.: Ortalama deger;
S.S.: Standart sapma.

L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin ICso degerleri hesaplamasinda kullanilan egriler

Sekil 4.15’te gosterilmistir.

uUY-I uY-Il

Inhibisyon, %Inh
Inhibisyon, %Inh
.

0
00t o1 10 001 01 10 100

Konsantrasyon, mg/mL Konsantrasyon, mg/mL

Meyve Ekst. Yaprak Ekst. Kok Ekst.

Inhibisyon, %Inh
Inhibisyon, %Inh
Inhibisyon, %Inh

2 :
0,001 001 01

Konsantrasyon, mg/mL Konsantrasyon, mg/mL Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 4.15. L. cuminoides ucucu yag ve ekstrelerinin 1Cso degerleri

4.6.3. Biyootografik antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

YPITK Analizi: Arastirma kapsaminda L. cuminoides bitkisinden elde edilen
ucucu yag ve ekstrelerin biyootografik olarak antioksidan aktivitesinin incelenmesi
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda ugucu yag ve ekstrelerin farkli hareketli fazlardaki
ayrimlart incelenerek basarili ayirimi saglayan uygun hareketli fazlar seg¢ilmistir.
Deneyde ugucu yag ve ekstreler i¢in asagidaki hareketli fazlar arasinda se¢im yapilmistir

(Tablo 4.8):
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Tablo 4.8. L. cuminoides ugucu yag ve ekstreleri igin test edilen hareketli fazlar

Ucucu yaglar icin test edilen
. Ekstreler icin test edilen hareketli fazlar
hareketli fazlar

Toluen: Etil asetat (95:5, h/h) Formik asit: Su: Etil asetat (10:5:85, h/h/h)
Hekzan: Etil asetat (85:15, h/h)  Etil asetat: Asetik asit: Formik asit: Su (100:11:11:27, h/h/h/h)
Diklorometan Toluen: Etil asetat: Formik asit (70:30:1, h/h/h)

Hekzan: Dietil eter (80:20, h/h) Toluen: Etil asetat: Formik asit: Su (5:100:10:10, h/h/h/h)

Polar ekstrelerdeki bilesiklerin ayrimini saglayan mobil faz olarak toluen: etil
asetat: formik asit: su (5:100:10:10, h/h/h/h) karigimi se¢ilmistir. Ugucu yag bilesiklerinin
ayrimi i¢in hekzan: etil asetat (85:15, h/h) karisimi uygun bulunmustur.

Ugucu yag bilesiklerinin ayrimi segilen hareketli faz ile saglanarak, bilesikleri
belirlemek amaciyla plak anisaldehit reaktifine daldirilmis 5 dk 100-105°C’de 1sitilmistir
ve gozlemlenen renk degisimi beyaz 151k altinda incelenmis ve kaydedilmistir. Ayni
uygulama bir kez daha tekrarlanmis ve plak DPPH reaktifine daldirilmistir. 30 dk
karanliktaki inkiibasyondan sonra DPPH reaktifi ile antioksidan aktif maddelerin verdigi

sar1 spotlarin pozisyonlari isaretlenmistir (Sekil 4.16).

Anisaldehit-Silfurik asit

LCUY-1 LCUY-1 LCUY-2 LCUY-2 LCUY-1 LCUY-2

Sekil 4.16. L. cuminoides ucucu yaglariin (LCUY-1 ve LCUY-2) bilesenlerinin YPITK teknigi ile
ayrimi. T-1, T-2: Timol standard.

Sulu-metanollii ekstrelerin plak tizerinde ayrilmis bilesiklerini belirlemek i¢in plak,
NPR belirtecine daldirilmis, 5 dk 100-105°C’de 1sitilmustir ve ardindan PEG ¢6zeltisine
daldirilmistir. Sonuglart UV 254 ve 366 nm altinda incelenmistir. Ayni uygulama
tekrarlanmig ve plak DPPH reaktifine daldirilmigtir. 30 dk karanliktaki inkiibasyondan
sonra DPPH reaktifi ile antioksidan aktif maddelerin verdigi sar1 spotlarin pozisyonlari
isaretlenmistir (Sekil 4.17).
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NPR-PEG

. - —
LCMEM LCMEY LCMEK
Sekil 4.17. L. cuminoides ekstrelerinin bilesenlerinin YPITK teknigi ile ayrumi

Preparatif caligma i¢in numuneler plak {izerine serit olarak uygulanarak
kromatografik ayrim bir kez daha gergeklestirilmistir. Rf degerleri kullanilarak
antioksidan aktif bilesiklerin bantlar1 isaretlenerek spatula ile kazinmistir. Kazinan
fraksiyonlar uygun ¢oziicliyle re-ekstre edilmistir. Bu amagcla, plak iizerinden kazinan
fraksiyonlar pastor pipetlere (uclart pamuk ile doldurulmus) aktarilmis ve metanol ile eliie
edilmistir (Sekil 4.18). Elde edilen eliiatlar yogunlastirilip GK-AID/KS ve SK-KS/KS

teknikleri ile analiz edilmistir.
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Sekil 4.18. L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin semipreparatif fraksiyonlamasi

L. cuminoides meyve ucucu yagindan preparatif YPITK ile izole edilen maddenin
teshisi, GK/KS teknigi ile yapilmistir. Kiitle spektrum, RTI ve standart madde ile
kiyaslanarak, maddenin timol oldugu tespit edilmistir.

Ekstrelerde DPPH reaktifine karsi aktivite gosteren spotlar isaretlenmistir (spotlarin
rengi sart olmustur). Spotlarin SK-KS analizinde kiitle spektrum bilgilerine gore 3-
kafeoilkuinik asit, kersetin rutinozit, kersetin pentozit, kersetin pentozit heksozit ve

kersetin heksozit tanimlanmustir.
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4.6.4. Antidiyabetik aktivite degerleri

L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin karbonhidrat metabolizmasi tizerinde
etkili olan a-amilaz enzimini inhibe etme potansiyeli mikrotitre teknigi ile
degerlendirilmistir. Sekil 4.19’da L. cuminoides ugucu yag ve ekstreleri ile gergeklesen
reaksiyonun sonunda meydana gelen renk degisimi gosterilmistir. L. cuminoides ugucu
yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimi lizerindeki inhibisyon degerleri Tablo 4.9’da

verilmistir.

Tablo 4.9. L. cuminoides Ugucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimi iizerindeki inhibisyon etkileri

Numune % Inh. (Ort.£S.S.)
LCUY-1 9,014+0,569
LCUY-2 15,498+0,697
LCMEM 9,752+0,414
LCMEY 12,068+0,710
LCMEK 10,346+0,731
Akarboz 90,636+1,029

* LCUY-1 ve 2: L. cuminoides meyve ugucu yaglari; LCMEM: L. cuminoides meyve metanollii ekstre; LCMEY: L. cuminoides
yaprak metanollii ekstre; LCMEK: L. cuminoides kok metanollii ekstre; Akarboz: Standart inhibitér %6Inh.; Ort.: Ortalama
deger; S.S.: Standart sapma.
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Sekil 4.19. L. cuminoides u¢ucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzim inhibisyonu sonucunda meydana
gelen renk degisimi

4.6.5. Antikolinesteraz aktivite degerleri

L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin antiasetilkolinesteraz etkisi Ellman
metodu ile spektrofotometrik olarak saptanmistir (Sekil 4.20). Numunelerin AChE
enzimini inhibe etme etkileri, yiizde inhibisyon degerleri ile gosterilmistir ve Tablo

4.10°da verilmistir.
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Tablo 4.10. L. cuminoides u¢ucu yag ve ekstrelerinin AChE enzimi yiizde inhibisyon degerleri

Numune % Inh. (Ort.£S.S.)
LCUY-1 39,340+11,311
LCUY-2 36,469+8,473
LCMEM 9,517+6,840
LCMEY 15,759+3,624
LCMEK 10,849+5,922
Galantamin 90+0,001

* LCUY-1 ve 2: L. cuminoides meyve ugucu yaglari; LCMEM: L. cuminoides meyve metanollii ekstre; LCMEY: L. cuminoides
yaprak metanollii ekstre; LCMEK: L. cuminoides kok metanollii ekstre; Galantamin: Standart inhibitér %Inh.; Ort.: Ortalama
deger; S.S.: Standart sapma.

Sekil 4.20. L. cuminoides u¢ucu yag ve ekstrelerinin AChE enzim inhibisyon deneyi sonucunda meydana
gelen renk degisimi

4.6.6. Antimikrobiyal aktivite degerleri
4.6.6.1. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi (MIK)

LCUY-1: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 iizerine yapilan uygulama
dozlarmin higbirinde yesil pigmentasyona ve bulanikliga rastlanmamistir. Kontrol ve
¢oziicli kontrolde kismi yesil pigmentasyona rastlanmigtir. Staphylococcus aureus ATCC
29213 iizerine, 300-18,75 pg’lik uygulama dozlarinin hicbirinde bakteriyel pellete ve
bulanikliga rastlanmamistir. Escherichia coli ATCC 25922 iizerine uygulanan higbir
dozda pellete rastlanmamustir. Enterococcus faecalis ATCC 29212 iizerine uygulanan
0,0375 mg’lik dozda besiyerinde bulaniklik gozlenmistir. Bulgular Thermoscan&go
¢oklu plaka okuyucudan elde edilen verilerle dogrulanmistir (Tablo 4.11).

LCUY-2: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 iizerine yapilan uygulama
dozlarmin higbirinde biiylime inhibisyonu gozlenmemistir. En yliksek dozun icerdigi
%1,7’lik DMSO uygulamasinin da bakteriyel biiylime inhibisyonuna neden olmadigi
goriilmistiir. Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerinde yapilan 395 ug ve 195,5 ug
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uygulama dozlarinda bakteriyel pellet gozlenmemistir. En yiiksek dozun igerdigi %1,7
DMSO’nun, tek basina uygulanmasimin biiyiime inhibisyonuna neden olmadig:
gozlenmistir. Candida albicans ATCC 10231 tizerinde 395 pg’lik uygulamada igne ucu
blyiikliigiinde pellete rastlanmistir, diisiik dozlara dogru gidildikce pelletin
biiytikliigiinde artis tespit edilmistir. E. coli ATCC 25922 iizerine 395 pg ve 195,5 ng’lik
dozlarmin uygulamasinda bakteriyel pellete rastlanmamistir. E. faecalis ATCC 29212
tizerine uygulanan dozlardan 395 pg’lik dozda bakteriyel pellete rastlanmazken 195,5
ug’lik doz uygulamasinda besiyerinde mikrobiyal aktivasyondan kaynaklanan bulaniklik
gozlenmistir. Bulgular Thermoscan&go c¢oklu plaka okuyucudan elde edilen verilerle

dogrulanmistir (Tablo 4.11).

LCMEM: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 uygulama yapilan dozlarin
timiinde bakteriyel biiylimeden kaynaklanan yogun bulaniklik gézlenmistir. En ytliksek
dozun igerdigi konsantrasyonda (%6,06) etanol uygulamasinin biiytime inhibisyonuna
neden olmadig1 ve Pseudomonas aeruginosa tiiriinde intrinsik direncin gostergesi olan
biyofilm tabakasi ve glikokaliks yapis1 olusumunun, uygulamanin yapildig
kuyucuklarda doz bagimli olarak arttig1 gézlenmistir. Elde edilen verilere gore; yapilan
ekstre uygulamalarinin kontrole gdre bu bakteri tiirlinde biiylimeyi %93 oraninda
destekledigi tespit edilmistir. Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine 4,8 mg’lik
uygulamada bakteriyel pellete ve bulanmikliga rastlanmamistir. 2,4 mg’hik dozda
bakteriyel pellete rastlanmazken, besiyerinde bulaniklik gozlenmistir. 1,2 mg’lik doz
uygulamasindan itibaren pellet olusumuna rastlanmistir. Coziicii kontrol etanol
uygulamasinin biiyiime inhibisyonu gerceklestirmedigi gézlenmistir. E. coli ATCC
25922 iizerine uygulanan dozlarda bakteriyel pellete rastlanmamustir. E. faecalis ATCC
29212 iizerine uygulanan dozlarin higbirinde bakteriyel pellete rastlanmazken
besiyerinde mikrobiyal aktivasyondan kaynaklanan bulaniklik gézlenmistir. Bulgular
Thermoscan&go ¢oklu plaka okuyucudan elde edilen verilerle dogrulanmistir (Tablo
4.11).

LCMEY: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 uygulama yapilan dozlarin
tiimiinde bakteriyel biiyiimeden kaynaklanan yogun bulaniklik gézlenmistir. En ytliksek
dozun igerdigi konsantrasyonda etanol uygulamasinin biiylime inhibisyonuna neden
olmadig1 gozlenmistir. Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine 4,8 mg’lik
uygulamada bakteriyel pellete ve bulanikliga rastlanmamistir. 2,4 mg ve 1,2 mg’lik

dozlarda igne ucu biiyiikliigiinde bakteriyel pellete rastlanmistir. 0,6 mg’lik dozda
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gbzlenen pellet biiyiikliigiiniin kontrol grubu ve ¢o6ziicii kontrol grubuna esdeger
biiyiikliikkte oldugu goézlenmistir. E. coli ATCC 25922 iizerine uygulanan 4,8 mg’lik
dozda pellete rastlanmazken, diger uygulama dozlarinda kontrol grubu ile esit
biiyiikliikte bakteriyel pellete rastlanmustir. E. faecalis ATCC 29212 {izerine uygulanan
4,8 mg’lik dozda bakteriyel pellete rastlanmamigtir. Bulgular Thermoscan&go c¢oklu
plaka okuyucudan elde edilen verilerle dogrulanmistir (Tablo 4.11).

LCMEK: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 uygulama yapilan dozlarin
timiinde yiiksek dozdan diisitk doza dogru, azalan yogunlukta yesil pigmentasyona
rastlanmistir. Yesil rengin Pseudomonas tiirlerinde gozlenen piyosiyanin pigment
tiretiminden kaynaklandig: disiiniilmektedir. En yiiksek dozun igerdigi konsantrasyonda
etanol uygulamasinin biiylime inhibisyonuna neden olmadigi gézlenmistir. Kontrol ve
etanol uygulamasinin  yapildigr kuyucuklarda pigmentasyona rastlanmamustir.
Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine 4,8-0,6 mg’lik uygulama dozlarinda
bakteriyel pellete ve bulanikliga rastlanmamaistir. 0,6 mg ve 0,075 mg’lik dozlarda igne
ucu biiyiikligiinde bakteriyel pellete ve bulanikliga rastlanmigtir. 0,6 mg’lik dozda
gbzlenen pellet biiyiikliigiiniin kontrol grubu ve ¢o6ziicii kontrol grubuna esdeger
biiyiikliikte oldugu gozlenmistir. E. coli ATCC 25922 iizerine uygulanan 4,8 mg’lik
dozda pellete rastlanmazken, diger uygulama dozlarinda, doz azaldik¢a pellet
biiyiikliigiinde artis gozlenmistir. E. faecalis ATCC 29212 iizerine uygulanan 4,8 mg’lik
dozda en biiyiik bakteriyel pellete rastlanmistir, uygulama dozlar1 azaldikga bakteriyel
pellette kiigiilme gozlenmistir. Bulgular Thermoscan&go ¢oklu plaka okuyucudan elde

edilen verilerle dogrulanmistir (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin patojen mikroorganizmalara karsi minimum
inhibisyon dozlar

Mikroorganizma LCUY-1 LCUY-2 LCMEM LCMEY LCMEK
Pseudomonas aeruginosa 0,15 mg iG IG iG iG
ATCC 27853

Staphylococcus aureus 75 ug 197,5 ug 2,4 mg 4,8 mg 4,8mg
ATCC 29213

E. coli ATCC 25922 18,75 ug 197,5ug iG 4,8 mg 4,8 mg
E. faecalis ATCC 29212 18,75 pg 395 pg 4,8 mg 4,8 mg iG

IG: Inhibisyon gozlenmemistir.
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4.6.6.2. Minimum bakterisidal konsantrasyonunun belirlenmesi (MBK)

LKUY-1: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, uygulama yapilan dozlarin
MBK’ya aktariminda sadece 0,075 mg’lik uygulama dozunda petride bakteri kolonisine
rastlanmistir. Uygulamalarda yesil pigmentasyona rastlanmamistir. Kontrol ve ¢oziicii
kontrolde kismi yesil pigmentasyona rastlanmistir. 0,15 mg’lik dozda besiyerinde
bulaniklik gézlenmistir (Tablo 4.12). Staphylococcus aureus ATCC 29213 tizerine 0,375
mg’lik uygulama dozunda 20’nin iizerinde bakteri kolonisi gézlenmistir. E. coli ATCC
25922 iizerine uygulanan higbir dozda, petride iiremeye rastlanmamistir. E. faecalis

ATCC 29212 iizerine uygulanan 0,0375 mg’lik dozda 20’nin tlizerinde koloni sayilmaistir.
LCUY-2: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, uygulama yapilan tim

dozlardan MBK’ya yapilan aktarimlarin tiimiinde aktif Pseudomonas kolonilerine
rastlanmigtir. Staphylococcus aureus ATCC 29213, 395 ug’lik doz uygulamasinda
bakteri kolonisine rastlanmazken, 197,5 pg’lik doz uygulamasinda aktif kolonilere
rastlanmistir. Candida albicans ATCC 10231 iizerine 395 pg doz uygulamasinda MiK’te
igne ucu biiyiikliglinde pellete rastlanmasina ragmen, MBK testinde petride biiyiime
kolonisine rastlanmamuistir, buradaki maya hiicrelerinin canli olmadigi kanitlanmustir. E.
faecalis ATCC 29212, diisiik doz uygulamasindan yiiksek doz uygulamasina gidildikge
aktif koloni sayisinda azalma tespit edilmistir. Bakteriyel pelletin gozlenmedigi 395
ug’lik doz uygulamasinda 9 koloniye rastlanmistir. E. coli ATCC 25922 iizerine 395 ug
ve 195,5 pg’lik dozlarmmi MBK’ya aktariminda petrilerde bakteri kolonisine
rastlanmamistir (Tablo 4.12). %1,7’lik DMSO uygulamasimin MBK aktariminda kontrol
grubuna 6zdes mikroorganizma kolonisi gelisimi gézlenmistir.

LCMEM: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, uygulama yapilan tiim
dozlardan MBK’ya yapilan aktarimlarin tiimiinde aktif bakteri kolonilerine rastlanmistir.
Staphylococcus aureus ATCC 29213 4,8 mg’lik doz uygulamasinda bakteri kolonisine
rastlanmamustir. E. faecalis ATCC 29212 ve E. coli ATCC 25922 {izerine yapilan tiim
uygulamalarin MBK aktariminda kontrol grubuna 6zdes mikroorganizma kolonisi
gelisimi gozlenmistir. En yiiksek dozun igerdigi %1,05’lik CoHsOH konsantrasyonunun
bakteri suglarinin higcbirinde biiylime inhibisyonuna neden olmadigi tespit edilmistir
(Tablo 4.12).

LCMEY: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, uygulama yapilan dozlarin
timiinde yogun bakteriyel biiyiime kolonilerine rastlanmistir. Staphylococcus aureus
ATCC 29213 fiizerine 4,8 mg’llk MBK uygulamasinda bakteri kolonisine
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rastlanmamistir. E. coli ATCC 25922 iizerine uygulanan 4,8 mg’lik dozda pellete
rastlanmazken, MBK uygulamasinda 20’nin tizerinde bakteri kolonisine rastlanmistir. E.
faecalis ATCC 29212 iizerine uygulanan 4,8 mg’lik dozda bakteriyel pellete
rastlanmadig1 halde MBK’ya aktarimda 20’nin iizerinde koloniye rastlanmistir (Tablo
4.12).

LCMEK: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, MBK’ya aktarilan uygulama
dozlarin tiimiinde tireme g6zlenmistir. Staphylococcus aureus ATCC 29213, sadece 4,8
mg’lik dozda tireme gozlenmemistir. E. coli ATCC 25922 iizerine yapilan tiim uygulama
dozlarinda tireme gozlenmistir. E. faecalis ATCC 29212 {izerine yapilan tiim uygulama
dozlarinda tireme gozlenmistir.

Ekstre ve ugucu yag soliisyonlarinin patojen mikroorganizmalar iizerine minimum
inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in, 96-kuyucuklu mikroplakalarda ¢iplak
gozle inceleme yapildigi gibi, Thermoscan &go mikroplaka okuyucuda 24 saat sonunda
600 nm’de verdikleri absorbans degerleri de ol¢iilmiistiir. Absorbans ve % inhibisyon

grafikleri asagida goriilmektedir (Sekil 4.21, Sekil 4.22).

Tablo 4.12. L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin patojen mikroorganizmalara karsi minimum
bakterisidal konsantrasyon dozlar

Mikroorganizma LCUY-1 LCUY-2 LCMEM LCMEY LCMEK
Pseudomonas aeruginosa 0,15 mg BKG BKG BKG BKG
ATCC 27853

Staphylococcus aureus 75 ug 395 ug 4,8 mg 4,8 mg 4,8 mg
ATCC 29213

E. coli ATCC 25922 18,75 g 1975 ug 1975 g BKG BKG

E. faecalis ATCC 29212 18,75 ug 395 ug BKG BKG BKG

BKG: Bakterisidal konsantrasyon gbzlenmemistir.
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Sekil. 4.21. S. aureus ATCC 29213 iizerine LCUY-2 uygulamasinin absorbans degerleri
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5. TARTISMA
5.1. Ucucu Yagin Degerlendirilmesi

Tiirkiye’de Antalya, Kursunlu lokasyonundan toplanan L. cuminoides bitkisinin
ucucu yag verim degerleri (%1,7 ve %1,5), Baser ve Tiimen (1994) Balikesir, Manisa,
Kirklareli bolgelerinden toplanan L. cuminoides bitkisinin yag verim degerlerinden
(%0,9, %1,1, %0,9) daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bitkisel materyal toplama
tarihlerine bakildiginda; tezde calisilan Orneklerin Mayis ayinda, diger calismadaki
bitkilerin ise Temmuz ve Agustos aylarinda toplandigi belirtilmistir. Ugucu yag
verimlerindeki farkliligin sebebi hem bitki gelisme doneminin hem de bitkinin toplandigi
lokasyonun farkli olmasindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

Ugucu yag kimyasal kompozisyonlarimin Kkarsilagtirilmas: sonucunda; tez
kapsaminda arastirilan bitkinin ugucu yag bileseninin (28 bilesik), diger caismadaki
ucucu yag bileseninden (14 bilesik) daha komplike oldugu goriilmektedir.

Ugucu yag bilesiklerine bakildiginda; timol yiizdesi sirasiyla %85,7 ve %28,8
olarak bulunmusken, Baser ve Tiimen (1994) ¢alismasinda ise %72,8, %89,2, %94,8
olarak rapor edilmistir. y-Terpinen yiizdesi sirastyla %6,4 ve %56,8 olarak bulunmugken,
diger calismada ise bu bilesik sirasiyla %15,8, %3,87, %0,40 oraninda tespit edilmistir.
p-Simen yiizdesi sirasiyla %4,8 ve %9,4 olarak bulunmusken, diger ¢alismada ise bu
bilesik sirastyla %5,4, %2,1 %0,3 olarak saptanmaistir.

Tez kapsaminda ugucu yaglarin icinde tespit edilen bilesikler; oksijenli ve
oksijensiz mono- ve seskiterpenler ve de yag asitleri olarak bes ana grup altinda
toplanmustir. Iki ugucu yagm igerisindeki major gruplarin % dagilimi ve miktarlar1 Sekil

5.1°de gosterilmistir.
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Sekil 5.1. L. cuminoides meyve ugucu yaglarinda tespit edilen bilesiklerin sunif dagilimi

5.2. Sabit Yag Asitlerinin Degerlendirilmesi

Apiaceae familyasina ait bitkilerin meyvelerinde ugucu yagin yani sira sabit yag da
bulunmaktadir. Tohum sabit yaginin, bilesiminde bir dizi olagandis1 yag asidi lrettigi
bilinmektedir. Bu dogrultuda L. cuminoides meyvelerinin sabit yag bilesimi agisindan
aragtirtlmas1 Onem tagimaktadir. Literatiir taramas1 sonucunda bu tiiriin sabit yagi ile ilgili
hicbir calismaya rastlanmamaistir.

Tez kapsaminda L. cuminoides meyvelerinden Folch metoduyla elde edilen sabit
yag asitleri transesterifikasyona tabi tutularak metil esterleri elde edilmistir. Sabit
yaglarin ig¢inde tespit edilen bilesikler doymus ve doymamis yag asitleri olarak iki ana
grup altinda toplanmustir. Iki sabit yagm igerisindeki major gruplarm % dagilimi ve

miktarlar1 Sekil 5.2°de gosterilmistir.
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Sekil 5.2. L. cuminoides meyve sabit yaglarinda tespit edilen bilesiklerin sinmif dagilim
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Sekil 5.2°de goriildiigii gibi kimyasal kompozisyonlarinin doymamis yag
asitlerince zengin oldugu goriilmiistiir. Tablo 4.2°de belirtildigi gibi LCSY-1 yaginin
%76,5’in1 oleik asit olusturmustur. LCSY-2’de ise doymamis yag asitleri; linoleik
(%25,8), oleik (%24,0) ve linolenik (%10,7) ile temsil edilmistir. Doymus yag asitleri her
iki yagda hekzadekanoik asit (%5,7 ve %28,5) ile temsil edilmistir. Literatiir taramasinda
Apiaceae familyas: bitkilerinin tohumlarinda petroselinik asit sik¢a rapor edilmistir.

Ancak arastirma konusu olan L. cuminoides sabit yaginda bu bilesik saptanmamustir.

5.3. Ekstrelerin Degerlendirilmesi

L. cuminoides’ten elde edilen polar ekstrelerde, sivi kromatografisi analizi
sonucunda 3-kafeoilkuinik asit ve kersetin glikozitlerinin major bilesikleri oldugu tespit
edilmistir. Bahmanzadegan vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, metanolli ekstrede
predominant fenolik bilesikler olarak klorojenik asit, rosmarinik asit, hesperidin,
hesperetin ve vanilin saptanmistir. Ekstrelerin farkli kompozisyona sahip olmasinin
sebebi, farkli yetisme yeri oldugu disiiniilmektedir. Diger etken faktorlerin (bitkinin
toplanma zamani, ekstrenin elde edilme yontemi gibi) Bahmanzadegan vd. (2019)’nin

calismasinda yer almadigindan dolay1 tam kiyaslama yapmak miimkiin olmamaktadir.

5.4. Biyolojik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda L. cuminoides bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstreleri
antioksidan aktivite testlere tabi tutulmustur. ABTS"" radikallerini en gii¢lii siipiiriicii
etkinin meyve ugucu yaglarinda (LCUY-1 ve LCUY-2) oldugu tespit edilmistir.
Troloks’a esdeger antioksidan kapasiteleri sirasiyla 1,027 mM ve 1,444 mM olarak
saptanmigtir (Sekil 5.3). Ugucu yagin ana bilesigi olan timoliin bu aktiviteden sorumlu

oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 5.3. L. cuminoides U¢ucu yag ve ekstrelerinin Troloks’a esdeger antioksidan kapasiteleri

Bitkiden elde edilen ugucu yag ve ekstreler lizerinde antioksidan aktivite agisindan
degerlendirme yapilirken bir diger yontem olan DPPH testi uygulanmistir ve gallik aside
en yakin ICsp degeri, metanollii meyve ve yaprak ekstrelerinde (LCMEM ve LCMEY)
sirastyla 0,061 mg/mL ve 0,063 mg/mL olarak tespit edilmistir. Bahmanzadegan vd.
(2019) tarafindan, iran’da yetisen L. cuminoides’in metanollii ekstresinin ICso degeri
1,597 mg/mL olarak bildirilmistir. Sonuglarda goriilen belirgin farkin sebebi; ekstrenin,
bitkinin farkli kisimlarindan elde edilmis olmasi ve dolayisiyla farkli kimyasal igerige
sahip olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

L. cuminoides ucucu yag ve ekstrelerinin gosterdigi giiclii antioksidan
potansiyelden sorumlu olan bilesikleri tespit etmek amaciyla biyootografik aktivite
calismasi yapilmistir. Preparatif YPITK calismasinda, ugucu yag ve ekstrelerin igerigini
olusturan bilesiklerin ayrimi saglanarak DPPH reaktifi ile antioksidan aktiviteden
sorumlu olan bilesikler tespit edilmistir. Bu islem sonunda ugucu yagin iginden, aktif olan
bilesik preparatif olarak elde edilmis ve GK-KS/AID analizi sonucunda timol oldugu
tespit edilmistir. Timoliin gii¢lii bir antioksidan ajan oldugu ¢esitli model sistemlerde
denenmistir ve rapor edilmistir. Yanishlieva vd. (1999) timoliin sabit yaglarin
oksidasyonunu giiglii bir sekilde geciktirdigini belirtmislerdir. Yildiz vd. (2021)
tarafindan yapilan caligmada, timol ve karvakroliin lipit peroksidasyonuna karsi
antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Ekstrelerde antioksidan aktiviteden sorumlu bilesiklerin tespiti i¢in preparatif
YPITK calismas1 gerceklestirilmistir. Degerlendirme sonucunda, aktif bilesiklerin 3-
kafeoilkuinik asit ve kersetin glikozitleri oldugu tespit edilmistir. Biyootografik aktivite
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calismasi bu bitki tlizerinde ilk kez gergeklestirilmistir. 3-Kafeoilkuinik asit ve
tirevlerinin antioksidan aktiviteleri bir¢ok ¢aligmada belirtilmistir. Hung vd. (2006)
tarafindan bu grup bilesiklerinin LDL oksidasyonunu ve DPPH radikalini giiglii sekilde
inhibe ettigi bildirilmistir. Danino vd. (2009) yaptig1 calismada 1,3-dikafeoilkuinik asitin
DPPH ve ABTS deneylerinde giiclii inhibisyon gosterdigi belirtilmigtir. Kersetin ve
tirevlerinin reaktif oksijen tiirlerine karsi aktivitesi Xu vd. (2019) tarafindan rapor
edilmistir.

Tez kapsaminda L. cuminoides ugucu yag ve ekstreleri antidiyabetik aktivite
acisindan ilk kez degerlendirilmistir. Degerlendirme sonuclarina gore test edilen
numunelerin arasinda meyve ucucu yaginda (LCUY-2) en yiiksek inhibisyon degeri
saptanmugtir (%Inh. 15,5). Standart a-amilaz inhibitorii olan akarbozun aktivitesi % 90,6
olarak saptanmustir. Genel olarak ugucu yag ve ekstrelerin antidiyabetik agidan zayif anti-
a-amilaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Kaynaklarda timol igeren
nanopolimerlerin antidiyabetik etkisi in vivo ortamda Karimi vd. (2019) tarafindan rapor
edilmistir.

Tez kapsaminda L. cuminoides ugucu yag ve ekstreleri anti-asetilkolinesteraz etkisi
ilk kez degerlendirilmistir. Test edilen numunelerin arasinda en yiliksek AChE enzimini
inhibe etme etkisi (%Inh. 32,0 ve 28,3) meyve ugucu yaglarinda bulunmustur (LCUY-1
ve LCUY-2). Genel olarak, numunelerin orta derecede anti-asetilkolinesteraz etki
gosterdigi tespit edilmistir.

Tez kapsaminda L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin antimikrobiyal

aktiviteleri ilk kez degerlendirilmistir. Zayif antimikrobiyal etkide olduklar1 goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada Tiirkiye’de yetisen Lagoecia cuminoides L. bitkisinin iizerinde
kapsamli fitokimyasal ve biyolojik aktivite aragtirmalar1 gergeklestirilmistir. Antalya
bolgesinden toplanan L. cuminoides bitkisinin meyvesinden ugucu yag ve sabit yagi,
bitkinin farkli kisimlarindan ekstreleri elde edilerek kimyasal kompozisyanlar1 ve
biyolojik potansiyelleri degerlendirilmistir.

Ugucu yag ve sabit yag asitlerinin kompozisyonlar1 GK-AID/KS teknigi ile
aydinlatilmis olup, meyve kisminda timol, y-terpinen ve p-simen ana ugucu bilesikler
olarak tespit edilmistir. Sabit yag asitlerinin analizi sonucunda oleik, linoleik, linolenik
ve hekzadekanoik asitler ana bilesikler olarak saptanmustir.

Bitkinin meyve, yaprak ve kokiinden elde edilen ekstrelerin kimyasal
kompozisyonlar1 SK-KS/KS yontemi ile incelenmistir. Ekstrelerde major bilesikler
olarak 3-kafeoilkuinik asit ve kersetin glikozitleri tespit edilmistir.

L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin antioksidan aktivitesi; Troloks’a esdeger
antioksidan kapasite testi ve DPPH radikalini siipiiriicii etki deneyi ile degerlendirilmistir.
Meyve ugucu yaglarinin gliglit ABTS™ katyon radikali stipiriici etkisinin, ekstrelerin ise
giicliit DPPH’ serbest radikali siipiiriicii etkisinin oldugu saptanmuistir.

Ugucu yag ve ekstrelerin ortaya koymus oldugu antioksidan etkiden sorumlu
bilesiklerin tespiti icin YPITK-biyootografi teknigi uygulanmustir. Semi-preparatif-
YPITK yontemiyle izole edilen biyoaktif bilesiklerin analizi GK-KS/AID ve SK-KS/KS
teknikleri ile gergeklestirilmistir. Ugucu yagda timol, ekstrelerde ise 3-kafeoilkuinik asit
ve kersetin glikozitleri aktiviteden sorumlu bilesikler olarak tespit edilmistir.

Ugucu yag ve ekstrelerin antidiyabetik etkileri a-amilaz enzimi inhibe etme
potansiyeline gére degerlendirilmistir. En yiiksek inhibisyon degeri ugucu yag i¢in tespit
edilmis olup test edilen numunelerin tiimii zay1f antidiyabetik etki gostermislerdir.

L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin noroprotektif 6zellikleri AChE enzimini
inhibe etme etkisine gére degerlendirilmistir. Meyve ugucu yaglarinin orta derecede anti-
ACHhE aktivite gosterdikleri saptanmustir. Ekstreler ise zayif etki gostermislerdir.

L. cuminoides ugucu yag ve ekstrelerinin zayif antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir.

Arastirma kapsaminda L. cuminoides bitkisinin ugucu bilesenleri ile sabit yag

asitlerinin kimyasal kompozisyonlari, ekstrelerin kimyasal kompozisyonlari, bunun yan
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sira ugucu yag ve ekstrelerinin serbest radikal siipiirme, antidiyabetik, anti-AChE ve

antimikrobik etkileri ilk kez rapor edilmistir.
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Lagoecia cuminoides L. Bitkisinin Antioksidan ve
Antidiabetik Aktivite Agisindan Degerlendirilmesi
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Bu galisma kapsaminda L. cuminoides bitkisi Antalya balgesinde toplanip, kok, yaprak ve cigek durumu
kisimlan %60 sulu metanol ile maserasyona tabi tutulmustur. Cigek durumu kisimlan hidredistilasyona
tabi tutularak ugucu yaglan elde edilmistir. Ugucu yaglann kimyasal kompozisyonlan GCIFID ve GCMS
teknikleriyle arastinlmistir. Eksire ve ugucu yaglann serbest radikal siplricd etkiler, model serbest
radikallere (DPPH'wve ABTS=) karsi dederlendirlmistir (1,2). Aynica, uguou yad ve ekstrelerin
antidiyabetik ethilerini deferendirmek amaciyla a-amilaz enzim inhibisyonu testi uygulanmistir (3).

Ucwecu yagin ana maddeleri timol (%85.7- 28.8), g-terpinen (%56.8-6.4) ve p-simen (%9.4-4.8) clarak
saptanmistir. Teste tabi tutulan numunelenn arasinda, meyve ve yaprak ekstrelen DPPH radikaline
karsi en yiksek inhibisyon degerini gosterirken (IC=0.06 mg/mL), Troloks'a esdefer antioksidan
kapasite deger ise en yuksek olarak gigek durumu kisimlarinin ugueu yagnda saptanmistir (TEAC 2.5
mibd )

Mumunelerin pankreatik a-amilaz’ inhibe etme etkilerinin zayf olduju tespit edilmistir. Bu galisma
kapsaminda, L. cuminoides bitkisinin biyolojik potansiyeli arastirma kenusu olarak ilk kez ele alinmistir.
Elde edilen sonuglar dogrultusumda, L. cuminoides bitkisinin  antioksidan etkili fitokimyasallann

potansiyel kaynad clduju saptanmistr.
Kaynaklar

1. Williams, W.B., Cuwvelier, M.E.. Berset, C.. Use of a free radical method to evaluate antioxidant
activity, LWT - Food Sci. Technol., 1885, 28(1), 25-30.

2. Re, R., Pellegrimi, M., Proteggente, A, Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C., Anticodidant activity
applying an improved ABTS radical cation decolorization assay, Free Rad. Biol. Medicine, 18848,
28(8-10), 1231-1237.

3. Zengin, G., Sarkurkcu, C., Aktumsek, A, Ceylan, R., Sidentiz galatica Bomm.: A source of
multifunctional agents fior the management of oxidative damage, Alzheimer's's and diabetes mellitus,
J. Function. Foods, 2014, 11, 538-847.
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Lagoecia cuminoides L. ugucu yag ve ekstresinin HP-TLC teknigi ile antioksidan

aktivitelerinin aragtirilmase

Cevda AFSIN BERDANOGLU', Galmira OZEK', Temel OZEK'?, Safinaz ELMASULU’,
Abu CINAR®, Gokhan DENIZ’
‘Asadods Universitess, Ecanclk Fakihes:, Farmakognoz: Anabilin Daly, 26470 Eskegehir, Turkiye
“Anadols Oniversites:, Bitki Hag Bilimsel Aragtamalar Merkezi (AUBIBAM), 26470 Eskigehur Tarkaye.
'Akdemz Umsversaesy, Korkuteli Meslek Y aksekokulu, Bitkisel ve Hayvansal Urenm Baléma Tibbi ve
Aromatik Bitkder Progranu 07800 Korkuteli, Antalys, Tirkaye
‘ Gada Tanm ve Hayvancilik Bakanligi, Tanmsal Aragtirmalar ve Polinkalas Gened Madiirdags, Bau Akdeaw
Tanmsal Aragtama Enstisdsd Gida Tekzologst ve Tibba Aromatik Buksler Boliima 07110 Aksu, Astalya,
Turkiye.
’Akdc)nz Usiversness, Eginm Faktilies:, Matesatik ve Fen Bilimlen Edinem Balumé, Biyodoji Egstimi Anabalim

Dals Kamges 07058 Antalva, Tiskiye 2
femhia il.com

Lagoecia cuminoides L. bitksa Apasceae famalyasina an Akdeniz bolgesinde yetigmekte olan
Lagoecia cinsamin tek temsalasadir [1]. L cuminoides halk asrasinda “piliskin”™ adivla
bilmmektedir [2].

Bu ¢alsyma kapsamunda L. cununoides bitksa Amtalys bolgesinden toplanip, kik, yapeak ve
meyve kisimlan % 60 sulu metanol sle ayn ayn maserasyona tabi wtulmugtur. Meyvelen
hidrodistilasyona tabi tutularak ugucy yags (%1.685,1.4591 venim tle) elde edilmigtir.

Elde edilen ugucu yag ve ekstreler farkh hareketh fazlarda TLC uygulanarak balegiklenn
ayinmi sgin uygun mobil faz se¢ima yvapilmugtie. Ekstre i¢in mobil faz olarak toluen: enl
asetal: formuk ast su (5:100:10:10), ugucu yag 1in 1se hekzan: enl asetat (85:15) seqalmigtir.
Segilen hareketh fazlarla HP-TLC teknifi tle kromatografik ayinm gergeklegunlmigtr 3],

L. cuminoides eksire ve ugucu yagin zennde biyootografi tekm@i uygulanarak DPPH"
radikalms sOplirme etkisi arssunbnugtie. L. cuminoides antboksidan aktivitessnmn fenohk
brlegiklerden kaynaklandifs gociimigtir. Cahyma kapsaminda L. cuminoides” m antioksadan
etkilen 1k kez HP-TLC weknaiis ile ncelenmigtic.

Anahtar Kelimeler: Lagoecia cuminoides L., ugucn yag, ekstre, TLC, HP-TLC; antoksidan
etk
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3] CAMAG Application Nose, HP-TLC screcemng method foe antioadent propestics of substances in vanous
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