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Bu tez kapsaminda Lamiaceae familyasinda ayni gruba dahil olan Salvia
halophila Hedge (endemik) ve S. virgata Jacq.’nin toprak iistii kisimlarindan elde
edilmis farkli polaritelerdeki ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ve kimyasal
bilesimleri incelenmistir. Soxhlet ekstraksiyonuyla hekzan, etilasetat, metanol ve
%50 metanol ekstreleri hazirlanmistir. Ayrica Clevenger ile ugucu yaglarindan
kurtarilmis sulu ekstresi de incelenmistir. Ekstrelerin antioksidan aktivitelerini
belirlemek amaciyla 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikal siipiiriicii
etkileri, P-karoten-linoleik asit birlikte oksidasyonunu ve linoleik asit
peroksidasyonunun inhibe etmeleri incelenmistir. Ayrica ekstrelerin indirgeme
kapasiteleri ile spektrofotometrik (toplam fenol, toplam flavonoit, toplam
flavonol) ve kromatografik (YBSK, GC/MS, GC/FID, LC/MS) olarak

kompozisyonlar1 da belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Salvia halophila, Salvia virgata, Antioksidan Aktivite,

Kromatografi



ABSTRACT

Master of Science Thesis

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY AND THE
COMPOSITIONS OF SALVIA VIRGATA Jacq. VE SALVIA HALOPHILA
Hedge

Bio. FATiH GOGER

Anadolu University
Graduate Institute of Health Science

Department of Pharmacognosy

Supervisor: Assos.Prof.Dr. Miiberra KOSAR
2006

The antioxidant activity and chemical composition of Salvia halophila
Hedge and S. virgata Jacq.Which belong to the same group in the family
Lamiaceae were investigated. Hexane, ethyl acetate, methanol and 50% methanol
extracts were prepared by Soxhlet extraction. In addition, the essential oilfree
water extracts obtained by Clevenger distillation were also analysed. Antioxidant
activity of the extracts were determined using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH®) radical scavenging activity, B-carotene-linoleic acid co-oxidation assay
and linoleic acid peroxidation assay. In addition, the reduction power and
chemical composition of extracts were analysed by spectrophotometric (total
phenol, total flavonoids, total flavonols) and chromatographic (HPLC, GC/MS,
GC/FID, LC/MS) techniques.

Keywords: Salvia halophila, Salvia virgata, Antioxidant Activity,

Chromatography
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1. GIRIS VE AMAC

Tiirkiye, tibbi ve aromatik bitki ¢esitliligi bakimindan diinyanin en zengin
tilkelerinden birisidir. Tiirkiye Florasi’'nda 11.000’in iizerinde tiir kayithidir.
Bunlardan yaklasik 1000 kadari halk arasinda tibbi amaglarla kullanilmaktadir
(Baytop1999). Halk arasinda tibbi bitkiler en fazla ¢ay formunda tiiketilmektedir.
Tibbi caylar arasinda da oOnemli bir kismu Lamiaceae (Labiatae) bitkileri
olusturmaktadir. Lamiaceae familyas1 tiim diinyada ugucu yaglar ile en g¢ok
taninan ve calisilan bitkileri kapsar.

Ulkemizde Salvia cinsinin 89 tiirii ve 94 taksonu dogal olarak
yetismektedir. Bunlarin 45 taksonu endemiktir (Hedge 1982). S. fruticosa Miller,
S. tomentosa Miller ve S. aramiensis Rech. fil. ¢ay olarak halk arasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. S. fruticosa “elma” ve bu bitkiden elde edilen ugucu yag
ise “elma yag1” adiyla bilinmektedir. Hem yaprak hem de ucucu yag Tiirkiye nin
onemli ihrag¢ triinlerindendir. 2002 yilinda, Tiirkiye’nin adagay1 yaprak ihracati
1500 tonun iizerindedir ve 3 milyon US$ dolar girdi saglanmistir. Adacay1 Yagi
tiretimi ise 300-500 kg dir. S. officinalis L. ise tim diinyada tibbi amagcla
kullanilan Salvia tiriidiir. S. officinalis Tiirkiye’nin dogal bitkisi degildir ve Ege
bolgesinde kiiltiirli yapilmaktadir. (Baytop 1999, Baser 2002)

Salvia tiirleri iilkemizde genellikle dahilen midevi, terlemeyi durdurucu,
diiiretik ve haricen yara iyi edici olarak genellikle inflizyonlar1 halinde
kullanilmaktadir. Ulkemizde yetisen ve halk arasinda tedavi amaciyla kullanilan
tirler sunlardir: S. fruticosa (Anadolu adagayi, Elma calbasi), S. aethiopis L.
(Yinli adagay1), S. dichroantha Stapf (Kutnu), S. forskahlei L.(Salba), S.
multicaulis Vahl (Kiirt reyhant), S. sclarea L. (Ayikulagi, Misk adagayi, Tiiyli
adacay1), S. tomentosa (Biiylk ¢igcekli adagayn), S. verbenaca L. (Yabani adagayi),
S. virgata (Yilancik), S. viridis L. (Yesil adagay1). (Baytop1991, Baytop1994,
Baytop 1999)

Son yillarda sentetik antioksidanlarin insanlar tizerindeki zararli etkilerinin
ortaya c¢ikmasi nedeniyle bunlarin yerine kullanilabilecek dogal madde arayisi
hizla stirmektedir. Salvia tirleri de bu aragtirmalarin yogun olarak siirdiigii

tirlerin basinda gelmektedir. Tiim diinyada tibbi adagayi olarak bilinen ve



kullanilan S. officinalis’in antioksidan aktivitesi de ¢ok iyi bilinmekte ve bu
amagla da kullanilmaktadir. Salvia tiirlerinin bu etkilerinden daha cok igermis
olduklar1 hidroksisinnamik asit tiirevleri (kafeik ve rozmarinik asitler),
flavonoitler (luteolin, apigenin ve glikozitleri) ve diterpenoitleri (karnosol,
karnosik asit ve metil karnosol gibi) sorumludur (Deans ve Simpson 2000).

Tiirkiye floras1 Salvia tiirleri bakimindan da oldukc¢a zengindir. Bu tiirler
arasindaki endemizm oram1 da oldukg¢a yiiksektir (yaklasik 9%50). Bu tez
kapsaminda Tiirkiye florasinda ayni grupta bulunan, endemik bir tiir olan S.
halophila ve yaygin olarak yetisen ve ayrica halk arasinda kan kanseri tedavisinde
dekoksiyonu halinde kullanilan (G. Tiimen ve H. Malyer ile sozlii goriisme) S.
virgata ¢alisilmak amaciyla se¢ilmistir. Her iki tiir de Tiirkiye Florasi’nda aym
taksonomik grup igerisinde bulunmaktadir. Salvia tiirleri 6zellikle son yillarda
antioksidan aktivite arastirmacilarinin biiyiik ilgisini cekmektedir. Farkl tilkelerde
farkl tiirler hem aktivite hem de kimyasal ¢alismalarda kullanilmaktadir.

Daha once grubumuz tarafindan gercgeklestirilen ve yaymlanan Salvia
tiirlerinin antioksidan aktiviteleri ile ilgili tarama calismasinda (Bozan ve ark
2002) onemli aktivite gdsteren S. halophila ve S. virgata bitkileri daha detayli bir
arastirma amaciyla tez kapsaminda incelenmistir. Bu iki tiiriin antioksidan etkileri
ve bu etkiden sorumlu bilesiklerinin incelenmesi bu tezin amacini
olusturmaktadir. Bu amacla farkli polaritelerdeki ekstreler in vitro antioksidan
aktivite testlerinden 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikal siipiiriicii etki,
linoleik asit peroksidasyonunu engelleyici etki, [-karoten-linoleik asit
peroksidasyonunu engelleyici etki testleri yapilmis ve ekstrelerin indirgeme
kapasiteleri de belirlenmistir. Ayrica ekstrelerin antioksidan aktiviteden sorumlu
olabilecek fenolik bilesikleri hem spektrofotometrik hem de kromatografik

yontemlerle incelenmistir.



2. KAYNAK TARAMASI

Bu béliimde Salvia cinsi ile ilgili botanik, kimyasal, etnofarmakognozik ve
farmakolojik arastirmalar Ozetlenmektedir. Botanik bilgiler Tiirkiye Florasi
(Hedge 1982) temel alinarak, diger boliimler ise ¢esitli veri tabanlari, literatiir

bilgileri ve internet kullanilarak derlenmistir.

2.1. Botanik Ozellikler

2.1.1. Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Baslica Akdeniz havzasinda yayilis gdsteren, ugucu yag tasiyan, bir veya
cok senelik otsu bitkiler veya calilardir. Govde 4 koseli, yapraklar basit veya
parcal1, dekusat diziliglidir. Cicekler yapraklarin koltugunda, sik kiimeler halinde
bulunur (Hedge 1982). Tipta ve parflimeride kullanilan bir¢ok ugucu yagin
kaynagi olmasi nedeniyle dnemli bir familyadir. Ugucu yag epiderma tizerindeki
salg1 tiiylerinde bulunur. Bag1 8 hiicreli pul seklindeki salgi tiiyleri bu familya i¢in
karakteristiktir. Lamiaceae familyasi bitkileri halk arasinda da oldukg¢a yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu bitkiler daha ¢ok cay ya da baharat olarak
kullanilirlar. Bu familya bitkileri ayn1 zamanda {ilkemizin 6nemli ihrag maddeleri
arasinda da yer almaktadir (Baytop 1999). Ulkemizde bu familyanin ugucu yaglari
ile ilgili olarak yogun arastirmalar Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali tarafindan yapilmaktadir. Bu familya bitkileri ayrica
son yillarda antioksidan aktiviteye sahip bitkileri bakimindan da aragtirma odag:
olmustur. Bu bitkilerden halen diinyada etkisi bilinen ve kullanilan Rosmarinus

officinalis ve Salvia tiirleridir.
2.1.2. Salvia cinsi
Ulkemiz Salvia tiirleri bakimindan olduk¢a zengin bir floraya sahiptir.

Yaklasik 89 tiir ve 94 takson Tiirkiye Florasinda kayithidir. Ulkemizdeki

endemizm orani ise %50 civarindadir. Bu cins ugucu yaglari1 bakimimdan Anadolu



Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali tarafindan biiyiik
oranda calisilmistir. Bu yapilan c¢alismalar sonucunda Salvia tiirleri ugucu
yaglarinin kompozisyonlarina gore farkli gruplara ayrilmistir. Tez kapsaminda
incelenecek olan S. halophila ve S. virgata Tiirkiye Florasinda ayni1 grupta (Grup
F) bulunmasina ragmen, ugucu yaglarinin bilesimlerine gore farkli gruplarda yer
almaktadirlar. S. halophila oksijenli monoterpenler, S. virgata ise seskiterpen
hidrokarbonlar bakimindan zengin olarak bulunmustur (Baser 2002)

Salvia cinsi, otsu, yar1 ¢alims1 veya ¢alimsi, ¢ok yillik, nadiren iki ya da
tek yillik, genellikle kuvvetli aromatik. Govdeler dik veya yatik, salgi tiylii ve
ortii tiiylii ya da ciplak. Yapraklar tam, lirat ya da pinnatisekt. Cigek durumu
cesitli sekillerde diizenlenmis simozlar seklinde. Vertisiller birbirlerine uzak ya da
yakin, (1-)2-10 (-40) cicekli. Kaliks can seklinde, hunimsi ya da tiipsii, iki
dudakly; iist dudak ii¢ disli, hemen hemen indirgenmis ya da hemen hemen tam;
alt dudak iki disli; meyva halinde kaliksler zarimsi, hafif ya da belirgin
genislemis. Korolla beyaz, sar1, pembe, mavi ya da menekse rengi, iki dudakls; tist
dudak diizden falkata kadar degisen sekillerde, alt dudak 3 loplu, orta lop genis,
konkav, yan loplar kiiciik, tiip diiz ya da kivrik, invaginat ya da gobekli
(ventricose), halkali ya da degil, loplu (squamulate) ya da degil. Stamenler 2,
filamentler kisa, konnektifler az ¢ok kisa veya ¢ok uzamis, 3 tip ayirt edilir: ya tist
ucunda fertil bir teka, alt ucunda daha kiiciik fertil veya hemen hemen fertil bir
teka tasir (A Tipi Stamen) veya alt ucunda gesitli sekilde steril doku tagir (B Tipi
Stamen) ya da stamenler genellikle filament ve konnektifin birlesme yerinde
eklemli veya nadiren boyle degil (C Tipi Stamen). Staminodlar (iist stamen ¢ifti)
daima mevcut ve kiigiik. Stilus 2 loplu. Nutletler ¢iplak, ovoid, trigonalden
dairemsiye kadar degisen sekillerde. Genellikle 1slandiginda miisilaj olusturur

(Hedge 1982).
2.1.2.1. Salvia halophila Hedge
Yaklasik 50 cm boyunda dik govdeli ¢cok yillik otsu, {iste dallanmistir.

Altta yogun eglandular (glandular olmayan) veya uzun yumusak salg: tiiylii.

Yaprak basit, ovat (yumurtamsi)-oblong(dikddrtgenimsi), 6-9 x 3-4.5 cm boyunda



kalin tesktiirlii, liste ve altta yumusak uzun tlylii, kordat (kalpsi) — trunkat,
krenulattan (dalgali kenarlidan)-tama kadar; petiyol 4-7 cm dir. Vertisiller 4-6
cicekli, sik. Brakteler ovat (yumurtamsi)-akiiminat (sivri) yaklasik 6 x 5 mm dir.
Pediseller (¢icek saplar1) 1-2 mm dir. Kaliks ovoid (yumurta)-infundibular (huni
seklinde), yaklagik 6-8 mm, uzun yumusak salgi tiyli, iist dudak ti¢ disli kisaca
mukronat (sert uglu) meyvede iken recurved (geriye kivrik) donmiistiir. Korolla
beyaz dudakli koyu leylak renkli 12-17 mm boyunda, tiip iist kisminda
geniglemis, ince demet halinde tiiylii, {ist dudak falkat (orak seklinde). Nutletler
ovat (yumurtamsi)-trigonat (li¢ oviillii), yaklasik 1.5 x 1 mm ¢igeklenme sekizinci
ve onuncu aylar arasinda. Tuzlu steplerde ve 950-1000 m yiiksekliklerde yetisir.
Endemik. Iran-Tiirkiye elementi. Salvia virgata ile akraba olmasina

ragmen seyrek gelisimi, kalin yapraklari ve ge¢ ciceklenme zamani ve farkli

kromozom sayilar1 nedeniyle S. virgata dan ayrilir (Hedge 1982).

2.1.2.2. Salvia virgata Jacq.

Bitki ¢ok yillik govdeler dik, (10-)30-100 cm yukariya dogru ¢ok
dallanmis ya da dallanmamis, indumentum (tiiy Ortiisii) ¢esitli, pilozdan tometoza
kadar glandular veya eglandular. Yapraklar basit govde iizerinde siralanmis veya
nadiren tabanda rozet yapraklarla sinirli, ovat-oblongdan genis ovata kadar 5-30 x
2-15 cm ¢ok sayida sapsiz salgi organi eglandullar-piloz, tabanda kordat, yiizeyi
hafif piriizlii , kenarda krenat, serrat’tan diize kadar; petiol 1-15 cm. c¢icek
durumu =+ ince ikincil dallar1 olan genis¢ce dallanmis bir panikula , vertisiller 2-6
cicekli, belirgin nadiren yogunlasmis. brakteler ovat-akiiminat, 4-8 x 3.5-6 mm.
Pediseller (cicek saplar) 1-2.5 mm kaliks tubullar, kampanulat, 6-10 mm,
meyvede 10-12 mm ve kaliks {ist dudagi belirgin geriye kivrik ve bisulkat (iki
oluklu) glandular veya eglandular-piloz korolla menekse mavisinden leylak
rengine kadar, nadiren beyaz, 12-15 mm, korolla tiipii 7-9 mm siskin pulcuklu
degil; tist dudak falkat. Stamenler B tipi nutletler yuvarlakga trigonat, ovoit 2.5 x
2 mm 2n=16, ¢iceklenme zamani1 mayis-eyliil.

Yetisme yeri fundalik, agaclik, meralar, acik tarlalar, yol kenarlar1 ve

benzeri yerler. 0-2300 m yiiksekliklerde yayilig gosterirler (Hedge 1982).
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Sekil 2.1. S. halophila ve S. virgata’nin Tiirkiye’deki dagilist

2.2. Farmakopelerde Kayith Olan Salvia Tiirleri

Salvia tiirleri tiim diinyada hem baharat olarak hem de tibbi amagla uzun
yillardir kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanimma paralel olarak pek c¢ok
farmakopede hem vyapraklar1 hem de preparatlar1 kayithdir. British Herbal
Pharmacopoeia (BHP)’nin 1983 ve 1996 baskilarinda kayithdir S. officinalis
yapragi kayithidir. BHP 1996 da standardize yaprak tozu da yer almaktadir
(British Herbal Pharmacopoeia 1996). Alman Farmakopesi’nin 1999 basiminda S.
triloba yapraklari ve tentiiri kayithdir (Deutsches Arzneibuch 1999). S. officinalis
aym zamanda Avusturya, Fransa, Macaristan, Isvicre ve Cekoslovakya
farmakopelerinde yer almakta ve Isvigre farmakopesinde S. officinalis ve S.
triloba ugucu yaglar da kayithdir (Reynolds 1996) Ulkemizin de 1994 yilindan
beri resmi farmakopesi olan Avrupa Farmakopesi’nde ise S. officinalis yapraklari

drog olarak kayitlidir (European Pharmacopoeia 1999).



2.3. Salvia Tiirlerinin Kullanimi

Salvia, Latince kokenli olan salvare veya salvere (tedavi) sozciliglinden
tiiremistir (Kintzios 2000). Salvia tiirleri halk arasinda yaygin olarak ve genellikle
cay olarak kullanilmaktadir. Bu cinsin tilkemizde kullanilan tiirleri agagida detayl

olarak verilmistir.

2.4. Salvia Tirlerinin Tiirkiye’de Etnofarmakognozideki Yeri

S. aethiopis L. (Yiinli adacay1): Tiirkiye’de yaygin bir tiir olan bu bitkinin
yaprak ve c¢icek durumlari midevi ve uyarici olarak antik cagdan beri
taninmaktadir (Baytop 1999). Bolu: Dértdivan, Yukarisayilk yoresinde Kizillik
adiyla bilinir ve merhem halinde yara iyilestirici olarak kullanilir (Sezik ve ark
1997, Sezik ve Yesilada 1999, Er6z 2001).

S. aramiensis Rech fil.: (Daggay1): Hatay yoresinde cay halinde midevi
olarak kullanilir (Baytop 1991).

S. aucheri Bentham var. canescens Boiss. et Heldr. (Zeytin yaprakli
adacay1): Mersin bolgesinde ¢ay halinde kullanilir (Baytop 1994).

S. chrysophylla Stapf : Isparta, Siitciiler Beydili yoresinde Bozgavla olarak
bilinir ve herbas1 dekoksiyon halinde romatizmaya kars1 kullanilir. Lapa haline
getirilen herbas1 agrili bolgeye uygulanir (Sezik ve Yesilada 1999, Er6z 2001).

S. cryptantha Montbert et Aucher ex Bentham (Van’da karaot, diger
isimleri kara salba, kara sapla, kara salva): Dogu boélgelerimizde bitkinin
yapraklar1 tekstil boyasi olarak kullanilir (Baytop 1994). Afyonkarahisar, Suhut,
Karacadren yoresinde yakigalbasi olarak bilinir ve inflizyon halinde mide
rahatsizliklarinda ve dekoksiyon halinde yara antiseptigi olarak kullanilir (Honda
ve ark 1996). Cicekli dallar1 ve yapraklar1 Orta Anadolu’da ¢ay seklinde kullanilir
(Baytop 1991, Eroz 2001).

S. dichroantha Stapf: Kayseri, Develi, Biiyiikkiinye yoresinde yaglikara
olarak bilinir mide ve karin agrilarina kars1 ¢ay halinde igilir, kutnu olarakda
bilinir (Sezik ve ark 2001, Baytop 1994). Nigde bolgesinde yapraklari haricen
yara ve ¢ibanlarin tedavisinde kullanilir (Baytop 1999, Er6z 2001).



S. forskahlei L. (Salba): Cay olarak kullanilir (Baytop 1994).

S. fruticosa Miller (Syn. S. triloba): Anadolu adacayi, adacay1, boz sapla,
boz salba, elma calbasi olarak bilinir Glineybati Anadolu’da dogal olarak yetisir.
Yapraklar ¢ay seklinde tiiketilir. Yapraklarindan elde edilen ugucu yagina “elma
yag1” denir ve ihra¢ {lriiniidir (Baytop 1994). Yapraklart solunum yollar
antiseptigi olarak cay veya gargara olarak kullanilir, yara iyi edici 6zelligi vardir
(Baytop 1991). Mugla yoresinde almiya c¢albasi olarak bilinir ve bebeklerde
kabizliga karsi bebek emzirilmeden O6nce meme baslarina siiriilerek kullanilir
(Honda ve ark 1996, Er6z 2001).

S. grandiflora : Afyonkarahisarda ada cay1 olarak bilinir ve disleri
kuvvetlendirici olarak kullanilir (Honda ve ark 1996).

S. multicaulis Vahl (Kiirt reyhan1): Yapraklar1 dogu bolgelerimizde yara
iyi edici olarak kullanilir (Baytop 1999) ve koku verici olarak tiitiin i¢ine katilir
(Baytop 1994, Er6z 2001).

S. nemorosa L. (Kara ot, salba): Erzurum yoresinde gemdas olarak bilinen
bitkinin kesiklerde kan dindirici olarak herba tozu kullanilir; Artvin yoresinde ise
gemtas olarak bilinir (Sezik ve ark 1997, Sezik ve Yesilada 1999).

S. sclarea L. (Ayikulagi, misk adacayi, tiiylii adacay1): Cicekli dallar1 veya
yapraklar1 midevi, kabiz, terlemeyi azaltic1 ve yatistirict olarak, inflizyon (%S5)
halinde kullanilir (Baytop 1999, Baytop 1994). Ugucu yag1 parfiimeride kullanilir
(Akgiil 1993). Isparta yoresinde disi sigir kuyrugu adiyla bilinir ve gilines
carpmasinda kullanilir (Yesilada ve ark 1995). Mersin’de paskulak denen bitkinin
taze cicekleri ile hazirlanan infiizyon sigillere kars1 kullanilir (Yesilada ve ark.
1993, Yesilada ve ark 1995, Eroz 2001).

S. tomentosa Miller (Biiylik c¢icekli adagayi): yapraklari tibbi adagayi
yapragl yerine kullanilir (Baytop 1999). Ayrica S. fruticosa Miller tiirii gibi de
kullanim1 mevcuttur (Baytop 1994). Infiizyon veya dekoksiyon halinde cay gibi
hazirlanip, a¢ karnina igilir. Bilecik, Sogiit yoresinde Sabla olarak bilinir ve
romatizma agrilarina karsi banyo suyuna katilarak kullanilir, Afyon’da cay
halinde karin agrisina kars1 kullanilir (Sezik ve Yesilada 1999, Honda ve ark

1996, Er6z 2001, Fujita ve ark 1995).



S. verbenaca L. (Yabani adagay1): Yapraklar1 Misk adagay1 gibi kullanilsa
da etki ve koku olarak zayiftir. Tohumlarindan elde edilen miisilaj Dogu
ilkelerinde g6z hastaliklarina kars1 kullanilir (Baytop 1999).

S. verticillata L.: Erzurum yoresinde dadirak, Ikizdere-Rize’de kara ot
olarak bilinir (Baytop 1994), Bitlis, Sibek, Aridag yoresinde de hart olarak bilinir
dekoksiyon halinde nezle ve soguk alginliginda kullanilir (Sezik ve Yesilada
1999, Tabata ve ark 1994, Er6z 2001).

S. virgata Jacq.: Yilancik olarakda bilinir (Baytop 1994) Yapraklar
haricen yara iyilestirici olarak kullanilir” (Baytop 1999). Ayrica Bursa ve
Balikesir yoresinde dekoksiyonu halinde kan kanseri tedavisinde kullanilmaktadir
(G. Tiimen ve H. Malyer ile sozlii goriisme).

S. viridis L. (Syn. S. horminum L.) (Yesil adacay1, adagay1): Kullanilisi
misk adagay1 gibidir (Baytop 1999, Er6z 2001).

2.5. Salvia Tiirlerinin Kimyasal Bilesikleri

Salvia’larin en Onemli etken maddelerini terpenoitler, ugucu yaglar ve
polifenoller olusturmaktadir (Kintzios 2000). Antioksidan aktiviteden fenolik
bilesikler sorumlu oldugundan bu baslik altinda Salvia’larda bulunan polifenoller
konusuna agirlik verilmistir. Terpenoitlerinin ve ucucu yaglarinin fizyolojik
ozelliklerine Salvia tiirleri iizerinde yapilmig biyolojik ve fizyolojik caligmalar

baslig1 altinda deginilmistir.

2.5.1. Salvia tiirlerinde bulunan fenolik asitler

Salvia sulu ekstrelerinin ana bilesenlerini polar fenolik asitler
olusturmaktadir. Bu fenolik asitlerden pek ¢ogunun S. miltiorrhiza, S. chinensis
ve S. yunnanensis den izole edilip yapilar1 aydmnlatilmistir. Salvia tiirlerinde
rastlanan fenolik asitlerin baslicas1 kafeik asit tiirevlerinden olan rosmarinik asit
olmakla beraber 4-Hidroksibenzoik asit (Wang ve ark 2000), 3.,4-di
hidroksibenzoik asit (protokatesik asit), 3-metoksi-4- hidroksibenzoik asit
(vanillik asit) (Lu ve Foo 2002) ve 2,4-dimetoksibenzoik asit (Topgu ve ark



1995), hekzil 4-hidroksibenzoat ve 6,7-dihidroksikumarin (eskuletin) (Ulubelen
ve Tuzlact 1990a) ve 7-metoksikumarin (herniarin) (Lu ve Foo 2002) gibi fenolik
asitlere de rastlanmaktadir.

Salvia tirlerinde bulunan fenolik asitler kimyasal olarak gruplandirilirsa
kafeik asit tiirevleri ve fenolik glikozitleri olmak tizere iki gesittir. Kafeik asit
tirevleri de kendi i¢inde monomerler, dimerler, trimerler, tetramerler ve
oligomerler olmak iizere 5’e ayrilmaktadir.

Kafeik asit monomerlerine, kafeik asit ile birlikte ferulik asit (Cuvelier ve
ark 1994), izoferulik asit (Ai ve Li 1992), tartarik asit (Lu ve Foo 2002) ve
klorojenik asit 6rnek olarak verilebilir.

Kafeik asit dimerlerinin en 6nemlisi rosmarinik asittir (Cuvelier ve ark
1994, Lu ve Foo 2002) ve bu bilesik Salvia tiirlerinde antioksidan etkiden sorumlu
asil bilesik olarak belirlenmistir (Cuvelier ve ark 1994). Rosmarinik asit ile ilgili
pek cok calisma yapilmistir; hiicre kiiltiirlerinde iiretilme caligmalar1 (Morimoto
ve ark 1994), kimyasal sentezi (Lu ve Foo 2002), sicanlarda biyolojik aktivitesi
(Nakazawa ve Ohsawa 1998) gibi.

Kafeik asit trimerleri grubunda litospermik asitle beraber salvianolik
asitlerin bir kismina da rastlanir. Litospermik asitlerin metil esterlerinde yiiksek
oranda setbest radikal siipiiriicli etkiye rastlanmistir bu etkinin askorbik asitten
daha ytiksek oldugu gosterilmistir (Kang ve ark 1997). Benzer etkilerin bu grubun
diger onemli iiyesi olan salvianolik asitlerden salvionelik asit A da bulundugu
belirtilmistir (Lu ve Foo 2002).

Kafeik asit tetramerleri ayni zamanda rosmarinik asit dimerleri de
olmaktadir. Salvianolik asit B, L, yunnaneik acid, ve sagerinik asitler bu grupta
yer almaktadir. Bu asitlerden salvianolik asit B litospermik asit olarak da
bilinmekte ve Salvia tiirlerinde potasyum, magnezyum, amonyum tuzlar1 halinde
oldukca yaygin olarak bulunmaktadir. Salvianolik asit E’ye Salvia tiirlerinden
sadece S. miltiorrhiza’ da rastlanmistir (Lu ve Foo 2002).

Kafeik asit oligomerleri sinifinda sadece yunnaneik asit A ve B

bulunmaktadir (Lu ve Foo 2002).
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Ayrica Salvia tirlerinde fenolik asitlerin  glikozit formlar1 da
bulunmaktadir. En ¢ok rastlanan fenolik asit glikozitleri rosmarinik asit-3-glikozit

ile cis- ve trans-kumarik asitlerin olusturdugu glikozitlerdir (Lu ve F002002).

2.5.2. Salvia tiirlerinde bulunan polifenoller

Salvia tirlerinin igerdigi polifenollerle 1ilgili yapilan caligmalar
flavonoitleri, antosiyaninleri ve proantosiyanidinleri kapsamaktadir.

Flavonoitlere Salvia tiirlerinde olduk¢a sik rastlanmaktadir (Ulubelen ve
Tuzlac1 1990a). Flavonoitler bitkide flavonlar, flavonoller ve glikozitleri halinde
bulunmaktadir. 6-hidroksi flavonoller bu cins i¢in taksonomik onem tasirlar ve
Salvia tiirleri i¢in karakteristiktir (Thomas-Barberan ve Wollenveber 1990).

Flavonoitlerin ¢cogunlugunu luteolin ve apigenin flavonolleri ve bunlarin 6-
hidroksi tiirevleri olustururlar. Salvia’larin yapraklarinda flavonollerin metil
esterlerine de siklikla rastlanmaktadir. S. yosgadensis de diger Salvia tiirlerinden
farkli olarak apigenin-4-metil eter (acacetin) (Topcu ve ark 1996b) ve luteolin-3-
metil eter (chrysoeriol) ile 4-metil eter (diosmetin)’e de rastlanmaktadir (Topcu ve
ark 1995). 6-hidroksi-apigenin (scutellarein) sadece Salvia ekstrelerinde
bulunmaktadir. 6-hidroksi-apigenin-6,7-dimetileter (cirsimaritin)’nin yiiksek
orandaki antimikrobiyal etkisi, hispidulin’in ise antihepatotoksik etkileri
bilinmektedir (Adzet ve ark 1988, Lu ve Foo 2002, Santos-Gomez ve ark 2002).

Salvia’larda bulunan flavonollerin ¢ogunlugunu kamferol ve kersetin
flavonolleri olusturur. Bu flavonollerden kersetine sadece S. dorrii’de
rastlanmistir (Lu ve Foo 2002).

Flavon glikozitleri Salvia’larda siklikla bulunan glikozitlerdir ve apigenin-
7-glikozit ve luteolin-7-glikozit bu glikozitlerin baslicasin1 olusturmaktadir.
Apigenin ve luteolin glikozitleri de kendi i¢lerinde karsilastirilacak olursa luteolin
glikozitlerinin Salvia tiirlerinde rastlanma orani apigenin glikozitlerinden daha
fazladir. Flavon ve flavonol aglikonlarinda oldugu gibi burada da 6-hidroksi-
flavon glikozitleri Salvia tiirleri i¢in karakteristik bir 6nem tasimaktadir (Lu ve

Foo 2001, 2002).
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Antosiyaninlere Salvia cigeklerinde bol miktarda rastlanir (Lu ve Foo
2002). Salvia’larin antosiyaninleri ilk olarak Willstater ve Bolton tarafindan 1916
yilinda incelenmis ve salvianin pigmenti izole edilmistir. Daha sonraki yillarda
yapilan ¢aligmalarda bu pigmentin yapist ile ilgili aragtirmalar tekrar edilmis ve
yapist kesin olarak belirlenmistir. Salvia’larda yapilan arastirmalar cigeklerde
bulunan kirmizi ve pembe renklerden pelargonidin, mavi renklerden delfinidin,
menekse ve ara renklerinden ise siyanidin antosiyaninlerinin sorumlu oldugunu
gostermistir (Lu ve Foo 2002).

Proantosiyanidinler kondanse tanenler olarak da bilinmektedir ve
Salvia’larda salvitanin olarak adlandirilmislardir. Salvia preparatlarinda tanen
bulunmasi istenmez bu ylizden poliamit kolon kullanarak veya jel filtrasyon
teknikleri ile ortamdan uzaklastirilmalidirlar. Salvia’larda salvitaninler olarak
adlandirilan tanenlerin oldugu bilinmesine ragmen bu maddeler {izerinde ¢ok fazla

calisma yapilmamis ve yapilari tam olarak aydinlatilmamustir (Lu ve Foo 2002).

2.6. Ulkemizde Yetisen Salvia Tiirleri Uzerinde Yapilmis Kimyasal

Calismalar

Ulkemizde yetisen Salvia tiirleri ile pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu
aragtirmalar  genellikle terpenoit bilesiklerin izolasyonu ve wugucu yag
calismalaridir. Bu ¢alismalar Cizelge 2.1°de verilmistir. Bu ¢aligmalarin bir kismi1
(1999 sonuna kadar) Tiirkiye Florasi’nin 11. cildinde yer almistir (Gliner ve ark

2000).

2.7. Salvia Tiirleri Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Calismalar

Antimikrobiyal ve antiviral etki

Salvia tiirleri ile yapilan antimikrobiyal ¢aligmalardaki sonuglar, kullanilan
Salvia tirtine, kullanilan mikroorganizmanin hassasiyetine ve test edilen bilesigin
tiirtine gore farkliliklar gostermektedir. S. officinalis, S. lavandulifolia, S. triloba
gibi ugucu yag oramt yiiksek Salvia tiirlerinde, ugucu yaglarinda bulunan

monoterpenlere bagli olarak yiiksek oranda antibakteriyel etkiler goriilmektedir.
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Cizelge 2.1 Ulkemizde yetisen Salvia tiirleri ile yapilnms kimyasal caligmalar

Bitki adi g;f;gg:{lgmp Kaynak
Salvia adenocaulon P.H. Davis | Ucucu yag Tanker ve ark. 1993
. o Flavonoit Ulubelen ve Uygur 1976
Salvia aethiopis L. Ugucu yag Tanker ve ark. 1993
Salvia albimaculata Hedge & | Flavonoit Merigli ve ark 1987
Hub.- Mor., E* Ucgucu yag Tanker ve ark 1985
Salvia amplexicaulis Lam. Hidrokarbon Ulubelen ve Brieskorn 1977
Salvia aramiensis Rec. fil. Ugucu yag gg{g 1987, Demirci ve ark
Salvia argentea L. Ucucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia aucheri Bent. var. U - Tanker ve ark 1993,
aucheri gucu yag Kiirkciioglu ve ark 2002
Diterpen Tan ve ark 1993
Organik asit Tan ve ark 1993
Salvia aucheri Bent. var. Triterpen Tan ve ark 1993
canescens Boiss. et Heldr. Tanker ve a1.r.k 19,_853 Tanker ve
Usucu yag ark 1993, Kiirkgtioglu ve ark
2002, Ozcan ve ark 2002a ve
2002b
icfggzgcg/ztglc hii M. Vural et Ugucu yag Bager ve ark 1997
Salvia blepharochlaena Hedge U - Demirci ve ark 2003
et Hub.-Mor. gucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia bracteata Banks & Sol | Ucucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia cadmica Boiss, E Ugucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia caespitosa Montbret & - Tanker ve ark 19.93.’ Bager ve
Ugucu yag ark 1995b, Demirci ve ark
Aucher ex Bentham, E 2003
Diterpen Ulubelen ve Topgu 1992,
Salvia candidissima Vahl Topeu ve ark 1995
' Flavonoit Topgu ve ark 1995
Ucgucu yag Bayrak ve Akgiil 1987
f;lq\;;ia d;tz;it;hﬁgggessp- Diterpen Ulubelen ve ark 1997b
Salvia candidissima ssp. Diterpen Ulubelen ve ark 1992b
occidentalis Hedge Ucucu yag Sarer 1983
Salvia cedronella Boiss. Ucucu yag Tiimen ve ark 1998
Salvia ceratophylla L. Ucucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia chrysophylla Stapf, E Ucucu yag Sarer 1987
Salvia cilicica Boiss & Ll.gnan Konuklugil 1996
Kotschy Diterpen _ Tan ve ark 2002
Ucgucu yag Tanker ve ark 1993
Bager ve ark 1995a, Akgiil
Ugucu yag ve ark 1999, Tepe ve ark 2004
Salvia cryptantha Montbret et
Aucher ex Benth. Diterpen Ulubelen ve ark 1987
Triterpen Ulubelen ve Topgu 1987
Steroit Ulubelen ve Topgu 1987
. . Flavonoit Kokdil ve ark 1997
Salvia cyanescens Boiss. & Mono-. di- seski-
Bal. > Kokdil ve ark 1997
terpenler
Salvia dichroantha Stapf , E Ugucu yag Tanker ve ark 1993
Diterpen Kawozoe ve ark 1999
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Salvia divaricata Montbret et Ugucu yag Demirci ve ark 2003
Aucher ex Bentham Diterpen Ulubelen ve ark 1992d
Subvia euphyatica MontOICt et | pyiorpen Ulubelen 1989a
Salvia euphratica Montbret et ) Baser ve ark 1995, Baser ve
Aucher ex Bentham var. Ucgucu yag
) ark 2005
euphratica
Salvia euphratica Montbret et | Flavanoid Ulubelen ve Tuzlact 1990a
Agcher ox Bentham var, Triterpen Ulubelen ve Tuzlac1 1990a
leiocalcina
. . Diterpen Ulubelen 1996
Salvia forskahlei L. Organik asit Ulubelen 1996
Salvia Frigida Boiss. Ucucu yag Tanker ve ark 1993
Tanker ve ark 1976, Bayrak ve
Ugucu yag Akgul 1987, Kosar ve ark
. . . 2005
ﬁ‘fﬁ;‘;ﬁ””wsa (8. triloba)  Thieren Ulubelen 1990
' Flavonoit Ulubelen ve ark 1968
Steroit Ulubelen ve Topgu 1987
Triterpen Ulubelen ve Topcu 1987
- Kaya ve ark 2003, Tanker ve
Ucucu yag
Salvia glutinosa L. - ark 1993
Steroit Topcu ve ark 1997b
Triterpen Topcu ve ark 1997b
Salvia heldreichiana Boiss. ex U - Tanker ve ark 1993, Sarer
Bentham gucu yag 1982
(S. russeggeri) Diterpen Ulubelen ve ark 1995
Salvia hypargeia Fisch.&Mey. Ucucu yag Demirci ve ark 2003, Tanker
ve ark 1993,
Salvia kronenburgii Rech. fil. Triterpen Topgu ve ark 2004
oo Ugucu yag Kurkcuoglu ve ark 2005
Salvia limbata C.A Meyer Diterpen Topeu ve ark 1996a
Usucu ya@ Demirci ve ark 2003, Tanker
ve ark 1993
Salvia longipedicellata Hedge | Diterpen Ulubelen 1990
Flavonoit Ulubelen ve Tuzlac1 1990a
Triterpen Ulubelen ve Tuzlaci 1990a
L . . Ugucu yag Tanker ve ark 1993
gc;ivza microstegia Boiss. & Diterpen Ulubelen ve Topgu 1991
] Flavonoit Sukal ve ark 1995
Salvia montbretii Bentham Diterpen Ulubelen ve Topgu 1992
Ugucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia multicaulis Vahl. Diterpen Uubelen ve ark 1998
Triterpen Uubelen ve ark 1998
Salvia napifolia Jacq. Ugucu yag Tanker ve ark 1993
Diterpen Uubelen ve ark 1995a
Diterpen Ulubelen ve ark 1994

Salvia nemorosa L.

Mono terpenoid

Takeda ve ark 1997

Steroit

Ulubelen ve ark 1994b

Triterpen Ulubelen ve ark 1994b
Salvia pachystachys Trautv. Diterpen Ulubelen ve Tuzlaci 1990b
L Triterpen Ulubelen ve Topcu 1984
Salvia pinnata L. Flavonoit Ulubelen ve Topcu 1984
Salvia pisidica Boiss & Heldr. Ugucg yag Sarer 1998
ex Bentham. E Steroit Ulubelen ve Topgu 1987
’ Triterpen Ulubelen ve Topgu 1987
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Topcu ve ark 1994, Ulubelen

Diterpen ve Topgu 1992
Salvia pomifera L. Ucucu vas Baser ve ark 1993, Tanker ve
such yas ark 1993
Triterpen Topgu ve ark 1994
Salvia potentillifolia Boiss. & Steroit ~ Ulubelen ve Topeu 1987
Heldr. ex Bentham. E Ugucu yag Tanker ve ark 1993
’ Triterpen Ulubelen ve Tuzlact 1987
Salvia recognita Fisch. & Ugucu yag Sarer 1984
Mev. E Diterpen Tan ve ark 1998
Yo Triterpen Ulubelen ve Tan 1999
Salvia reeseana Hedge & -
Hub.-Mor. , E Ugucu yag Sarer 1987
Diterpen Ulubelen ve ark 1997a
Salvia sclarea L. Triterpen Ulubelen ve ark 1994a
Ucucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia staminea Montbret et Triterpen Topgu ve ark 2003
Aucher ex Bentham. Ucgucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia suffruticosa Montbret et -
Aucher ex Bentham. Ugucu yag Sarer 1987
Salvia syriaca L. Ucgucu yag Bager ve ark 1996
Salvia tchihatcheffii (Fisch & Diterpen Topgu ve ark 1997a
Mey.) Boiss, E Ucucu yag Sarer 1980
Diterpen Ulubelen ve Miski 1981
Salvia tomentosa (8. Flavonoit Ulubelen ve ark 1984
. Mill =
grandiflora) Miller Ugucu yag ?Sge; 1980, Bayrak ve Akgiil
Salvia verbenaca L. Ugucu yag Tanker ve ark 1993
Salvia vermifolia Hedge & g -
Hub -Mor Ugucu yag Nacar ve Ilgim 2002
. - Organik asit Sonmez ve ark 1997
Salvia verticillata L. Diterpen Sonmez ve ark 1997
Salvia verticillata ssp.
amasiaca (Freyn & Bornm.) Ugucu yag Tanker ve ark 1993
Bornm
Diterpen Ulubelen 1989b
o Flavonoit Ulubelen ve Ayanoglu 1976
Salvia virgata Jacq. Steroid Ulubelen ve Topcu 1987
Triterpen Ulubelen ve Ayanoglu 1976
Salvia viridis L. Triterpenoit Ulubelen ve ark 1977
Salvia wiedemannii Boiss. , E | Diterpen Topgcu ve Ulubelen 1990, 1991
Ucucu yag Sarer 1988
Salvia yosgadensis Freyn & Seskiterpen Topgu ve ark 1996b
Bornm, E Diterpen Topgu ve ark 1996¢
Flavonoit Topgu ve ark 1996b

*E, endemik

(Baricevic ve Bartol 2000, Delamare ve ark 2007). Gram-pozitif bakterilerde bu
yaglara kars1 direng, gram-negatif bakterilerden daha fazla olmustur. Salvia ugucu

yaglarmin  agiz ici  florasinda bulunan  Fusobacterium  nucleatum,
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Peptostreptococcus anaerobius, Protonema denticola gibi bakterilere karsi etkili
oldugu gozlenmistir. Bacillus subtilis gibi bazi1 bakterilere karsi ugucu yagin etki
gosterebilmesi icin bilesimindeki 1,8-sineol, p-simen, kafur gibi maddelerin
yiiksek oranlarda bulunmasi gerekmektedir (Baricevic ve Bartol 2000). Salvia
stenophylla, Salvia repens ve Salvia runcinata ekstrelerinde antimikrobiyal etkiye
rastlanirken ugucu yaglarinda bu etki zayif olarak bulunmustur (Kamatou ve ark
2005). Salvia cryptantha (Montbret et Aucher ex Benth.) ve Salvia multicaulis
(Vahl) ekstreleri ve ugucu yaglari lizerinde yapilan arastirmalarda sonug tam tersi
olarak gozlenmis bu bitkilerin ekstreleri antibakteriyel aktivite gdstermezken
ucucu yaglarinda bu etkiye rastlanmistir (Tepe ve ark 2004). Benzer sonuglar
Salvia tomentosa i¢in de gegerlidir (Tepe ve ark 2005).

Salvia officinalis, S. tomentosa ve S. triloba ugucu yaglar1 ile Brezilyal
bilim adamlarinin yaptigt calismalar da yukarida bahsedilen etkileri
dogrulamaktadir. 1,8-sineol’ce zengin bu iki yagda da Bacillus cereus, Bacillus
megatherium, Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophilla, A. sobria, Clebsiella
oxytoca bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gostermistir (Haznedaroglu ve ark
2001, Delamare ve ark 2007).

Salvia tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarla yapilan antifungal aktivite
calismalarinda cesitli funguslara kars1 degisik sonuglar alinmistir. Salvia triloba
ve Salvia lavandulifolia ugucu yaglarinin Aspergillus niger, Aspergilus terreus,
Candida albicans, ve Fusarium tiri funguslara kars1 aktivitesi denenmis ve etkili
olmadiklar1 gozlenmistir. Buna karsilik ayni ugucu yaglarin Alternaria alternata
ve Aspergillus parasiticus’a karst giiclii fungustatik etkileri oldugu goriilmiis ve
ayn1 bitkilerden elde edilen ekstreler ile yapilan ¢aligsmalarda ugucu yagin
gosterdigi  yiikksek orandaki antifungal etkiye ekstrelerde rastlanmamigtir
(Baricevic ve Bartol 2000).

Salvia plebeia ugucu yaginda da antifungal etkilere rastlanmigtir
(Baricevic ve Bartol 2000).

Bazi Salvia tiirlerinde ugucu yaglar antimikrobiyal etkiler gdstermezken
bitkiden elde edilen ekstrelerde antimikrobiyal etkilere rastlanmuistir. S. apiana
ucucu yagi, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Staphilococcus aureus gibi

bakterilere ve Candida albicans gibi funguslara karsi etki gostermezken ayni
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bitkinin diterpen asit fraksiyonu bu mikroorganizmalara karsi etkili olmustur
(Baricevic ve Bartol 2000).

S. officinalis metanol ekstresi ile yapilan calisma sonuglarina gore ise
gram-pozitif bakterilere kars1 aktif bulunurken gram-negatif bakterilere kars1 aktif
olmadig1 goriilmiistiir (Baricevic ve Bartol 2000).

S palaestina’dan elde edilen sirsimaritin adli flavonoiti gram-pozif ve
negatif bakterilere kars:1 yiiksek oranda aktivite gostermistir (Baricevic ve Bartol
2000).

S.triloba ugucu yaginin ve S. officinalis sulu ve alkollii ekstrelerinin HSV
(Herpes simplex virus tip 1) e kars1 antiviral etkileri bulundugu belirlenmistir
(Baricevic ve Bartol 2000).

S. officinalis 'ten elde edilen kafeik asit dimerlerinin HIV-1 viriisiine karsi
yiiksek oranda antiviral etkiler gostermistir (Bailly ve ark 2005). Salvia Tiirlerinin
ana bilesiklerinden olan rosmarinik asitte yiiksek oranda antiviral etkiler
gostermektedir (Petersena ve Simmonds 2003, Pereira ve ark 2005).

Kardiovaskiiler ve renal etki

Salvia’larin kardiovaskiiler sistem iizerinde etkili oldugu bilinmektedir ve
ozellikle Cin’de bu konularla ilgili ¢alismalar yogunluk kazanmistir. Uzun
yillardan beri bu amagcla kullanilmakta olan S. miltiorrhiza kokleri giinlimiizde de
Cin modern tibbinda ayni amaglar ic¢in preparatlart halinde kullanilmaktadir. S.
miltiorrhiza kokleri Ozellikle trombositlerin agregasyonunu azaltarak kanin
akiciligimi arttirir ve bdylece miyokardiyal enfaktiis riskini de azaltmis olur. S.
miltorrhiza kokleri Cin’de “Danshen” olarak bilinmektedir (Takahashi ve ark
2002).

S.  miltiorrhiza Cin’de 0Ozellikle kalp hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilmaktadir. S. miltiorrhiza koklerinin hiicresel kolesterol biyosentezini
engelleyici etki yaptigi, damar genisletici ve tansiyon diisiiriicli etkileri oldugu
ayni etkilerini bu bitkiden elde edilen litospermik asit B’nin gdsterdigi
belirtilmistir. Bitkinin kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda da etkili oldugu
yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Bu etkiden fenolik bilesikler sorumludur. S.
miltiorrhiza su ekstresi ile yapilan in vivo deneylerde, ekstre verilen hayvanlarin

tire miktarlarinda artis gozlenmistir. Her ne kadar kardiyovaskiiler aktiviteler S.
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miltiorrhiza lzerinde yogunlasmigssa da yapilan in vivo ¢alismalar S.
officinalis’inde ayn etkilere sahip oldugunu gostermektedir (Baricevic ve Bartol

2000).

Antioksidan, antienflamatuar ve sitotoksik etki

Hiicresel membranlar doymamig yag asitlerince zengindir bu durum bu
membranlar1 oksidatif saldirilara agik hale getirmektedir. Sa/via’larin yapisinda
bulunan karnosol, karnosik asit ve rosmarinik asitin antioksidan etkilere sahip
olmasima ragmen ursolik ve oleanolik asitin bu etkiyi gostermedigi bilinmektedir
(Lima ve ark 2004, Baricevic ve Bartol 2000). S. miltiorrhiza su ekstrelerinin ana
bileseni olan danshensu ve salvionolik asitin yiiksek oranda antioksidan aktivite
gosterdikleri bildirilmistir (Ding ve ark 2005). Rosmarinik asitin de antioksidan
aktivitesi bildirilmistir (Petersena ve Simmonds 2003, Pereira ve ark 2005). Salvia
tiirlerinin antioksidan aktivite caligsmalari ile boliimiimiizde de ¢alisma yapilmis S.
chrysophylla, S. cilicica, S. halophila, S. fruticosa, S. crypthanta, S. sclarea, S.
palaestina antioksidan aktiviteleri bakimindan pozitif kontrol olan BHT ile
karsilastirilmistir ve S.chrysophylla serbest radikal siipiiriicii etkisi bakimindan
BHT den yiiksek ¢ikmistir (Bozan ve ark 2002). Benzer bir ¢aligmada S. fruticosa
ekstreleri antioksidan etkileri bakimindan incelenmis, YBSK analizleri sonucunda
karnosik asit, karnosol, rosmanol, kafeik asit, bilesenleri bulunmus ve bu
bilesikler antioksidan etkiden sorumlu olarak gosterilmislerdir (Matsingou ve ark
2003). S. officinalis ’in apolar ekstrelerinde polar ekstrelerine oranla daha yiiksek
antioksidan aktiviteye rastlanmistir (Miura ve ark 2002). Ayrica antioksidan
etkisinden yapisinda bulunan kafeik asit, rosmarinik asit, karnosik asitin sorumlu
oldugu belirtilmistir (Bors ve ark 2004, Santos-Gomes ve ark 2002). Ayni1 bitkinin
yiiksek oranda antioksidan etkiye sahip olmasi sebebiyle yapilan bazi antioksidan
aktivite calismalarin da pozitif kontrol olarak kullanilmis ve diger bitkilerden elde
edilen sonuglar S. officinalis ile karsilastirilmistir (Miliouskas ve ark 2004).
Boliimiimiiz de yapilan bir ¢aligmada S. officinalis’in bu yiiksek orandaki
antioksidan etkisini dogrulamaktadir (Kosar ve ark 2005a). Salvia tiirleri ve
antioksidan aktivite denilince akla gelen ilk tiir, Cin’de geleneksel olarak
kullanilan 700 bitkinin i¢inde de yer alan ve antioksidan etkisinin ¢ok yiiksek

oldugu yapilan caligmalar ile de kanitlananan S. plebeia’dir (Gu ve Weng 2001).
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Bitki ¢inde “Lizhicao” olarak bilinir ve bitkinin antioksidan 6zelliklerinden -
sitosterol, 2-hidroksi-5-metoksi brokhonin ve koniferil aldehitin sorumlu oldugu
gosterilmistir (Weng ve Wang 2000). Bitki ile en son yapilan calisma yag
asitlerinin oksidasyonunu onlemeye yonelik olmustur ve bitkiden izole edilen 6-
metoksi-luteolin-7-glikozit’in yag asitlerinin bozulmasin yiiksek
konsantrasyonlarda o-tokoferolden daha iyi engelledigi gorilmiistiir (Ai-Li ve
Chang-Hai 2006). Cin modern tibbinda preparatlarida kullanilan bir baska Salvia
tirit de S. miltiorrhiza’ dir ve bu bitki de yiiksek oranda antioksidan aktiviteye
sahiptir (Zhao ve ark 2006).

S. aethiopis koklerinden elde edilen etiopin ile yapilan antienflamatuar
etki arastirmalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan ve antienflamatuar olarak
bilinen aspirin, ibuprofen, proksikam kadar etkili oldugu bulunmustur. Ayni
maddenin analjezik 6zellikleri de kayithidir. Salvia tiirlerinin ana bilesenlerinden
olan rosmarinik asitin de antienflamatuar aktivitesi bildirilmistir (Petersena ve
Simmonds 2003).

S. canariensis’den elde edilen galdosol’lin tiimdr olusumunu Onleyici
etkileri bulunmus fakat ayni maddenin yiiksek oranda sitotoksik oldugu
bildirilmistir. (Baricevic ve Bartol 2000)

S. miltiorrhiza ekstrelerinin X-151m1 radyasyonundan koruyucu etkileri
bildirilmis ve bu bitkiden elde edilen tansinone adli maddelerin insan tiimor
hiicrelerini yok ettigi buna karsilik bazi sitotoksik etkiler gosterdigi rapor
edilmistir (Baricevic ve Bartol 2000).

S. prezewalskii var. mandarinorum’dan elde edilen pirzavakinon adh
bilesigin de akciger kanseri olusumunu engelledigi bildirilmistir (Baricevic ve
Bartol 2000).

Antimutajenik etki

Salvia ekstrelerinin kansere yol acan mutajenleri de baskiladigi yapilan
arastirmalarla gosterilmistir (Baricevic ve Bartol 2000).

Peptik-antiiilser etki

Salvia’lardan elde edilen salvionik asit A’nin mide asit sekresyonunu ve
strese dayali gastrit lezyonlarini azalttigi bildirilmistir. Salvia triloba da

antitilserojenik etkiler goriilmiistiir (Sayed ve ark 2006).

19



Antispazmodik etki

Salvia’larda  antispazmodik etkilere Ozellikle wugucu yaglarinda
rastlanmistir. Bu etkilere ucucu yagda bulunan pinen, borneol, kamfor gibi
maddelerin neden oldugu belirtilmistir (Baricevic ve Bartol 2000).

Hipoglisemik etki

S. oficinalis, S. lavandulifolia, S. triloba, S. aegyptyaca lizerinde yapilan
farmakolojik ¢alismalar bitkilerin gii¢lii hipoglisemik etkileri oldugunu ortaya
koymaktadir. S. triloba su ekstreleri Ortadogu {ilkelerinde ayni amagla
kullanilmaktadir. Cok yaygin kullanimi olan Salvia officinalis tlizerinde yapilan
hipoglisemik aktivite caligmalrinda bu bitki ekstrelerinin kan glikoz seviyesini
yiikseltmede basarili olurken ugucu yaginin ayni oranda basarili olmadigi
goriilmistiir (Eidi ve ark 2005).

Hepatoprotektif etki

S. miltiorrhiza metanol ekstresi ve ayni1 bitkinin koklerinden elde edilen su
ekstresinin hepatoprotektif etkileri oldugu ve bu etkinin salvionik asit A’dan ileri
geldigi, ayrica Salvia’larda bulunan litospermik asit B’den tiireyen litospermat
B’nin de benzer etkileri oldugu bildirilmistir (Baricevic ve Bartol 2000, Lin ve ark
2006). S. plebeia da Taiwan’da geleneksel olarak hepatit tedavisinde
kullanilmaktadir (Baricevic ve Bartol 2000).

Insektisit ozellikleri

Aromatik bitkiler ve 6zellikle bu bitkilerin ugucu yaglarinin hasere ve
parazitlere karsi kullanmasi son zamanlarda 6nem kazanmistir. Salvia cinsi
bitkileri bu alanda oldukga etkili sonuglar ortaya koymaktadir (Baricevic ve Bartol

2000, Pavela 2004, 2005).

Toksisite calismalart

Salvia tiirleri ister inhalasyon yoluyla kullanilsin ister dahilen alinsin
yiiksek dozlarda merkezi sinir sistemi {izerine olumsuz etkiler yapabilir. Salvia
cinsinin bu Ozellikleri yiizyillardir bilinmektedir. Son yillarda arastirmalar
haliisinojenik etkileri olan S. divinorum iizerine yogunlasmistir ve halusinojenik
etkiden Salvinoin A sorumlu bulunmustur (Ruiz ve ark 2006). Fareler iizerinde

yapilan c¢alismalarda 0.3 g/kg dozda ucgucu yag verilen hayvanlarda olumsuz
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etkiler goriilmezken, doz 0.5 g/kg’a cikartildiginda merkezi sinir sisteminde
olumsuzluklar goriilmeye baslanmis verilen doz 1.25 g/kg’a cikartildiginda ise
oliimciil olmustur. Ugucu yagin bu toksik etkisi tuyon, kamfor gibi keton tiirevi
terpenoitlerinden ileri gelmektedir. Bu nedenle ugucu yaglarin dahilen alinmamasi
tavsiye edilmektedir. S. lavandulifolia’nin igeriginde yiliksek miktarda bulunan
sabinil asetatdan dolay1 hamilelerde ¢ocuk diisiiriicii etkileri olabilmektedir. Bu
nedenle Salvia cinsi preparatlari ve ham drog hamilelikte dikkatli bir sekilde

kullanilmalidir (Baricevic ve Bartol 2000).

2.8. Antioksidanlar

Molekiiler oksijen, aerobik organizmalar i¢in gerekli oldugu kadar bu
organizmalar i¢in uygun kosullar saglandiginda tehlikeli de olabilmektedir.
Oksijeni kesfeden Priestley ve Scheele ile oksidasyon olaymi kesfeden Lavoisier
da oksijenin bu tehlikeli durumundan s6z etmislerdir. Her {i¢ bilim adami da
oksijenin hem hayatin kendisi oldugunu hem de hayatin yine ayni oksijen
tarafindan yok edildigini belirtmislerdir (Gilbert ve Colton 1999). Soludugumuz
havanin %21 ini olusturan oksijen solunum olay1 sonucunda mitokondrilerde
bulunan elektron tagima sistemlerinde (ETS) birtakim enzimsel olaylar ve
indirgenme reaksiyonlar1 ile suya cevrilmekte ve zararsiz hale getirilmektedir
(Cadenas ve Davies 2000). Tiim bu olaylar sonucunda elde edilen enerji de bize
hayat vermektedir. Peki ama olusan su toksik olmadigina gére oksijeni bu kadar
tehlikeli yapan sebep nedir, ni¢in oksijen miktarindaki en ufak degismeler hayati
sonuclar dogurmaktadir? Viicudumuzdaki elektron tagima sistemleri miikemmel
degildir ve bazi durumlarda oksijen suya kadar indirgenemeden ortamdan
uzaklagir ve heniiz reaksiyonunu tam olarak gerceklestirememis olan bu oksijen
yarim biraktig1 bu reaksiyonu her tiirli hiicresel materyalle tamamlama egilimine
girerek c¢ok tehlikeli bir hal alan reaktif tiirleri olusturur (Eberhardt 2001).
Oksijenin bu sekilde davranmasi oksijen paradoksu olarak adlandirilmistir
(Scandalios 1997).

Normal sartlar altinda oksijenin bu sekilde davranmasina karsilik viicut

kendi antioksidan savunma sistemini gelistirmistir. Antioksidan savunma sistemi
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olarak adlandirilan bu sistemin ¢alismasi pek ¢ok endojen ve eksojen faktore bagh
olan kompleks bir sistemdir. Reaktif tiirler, oksidatif saldirilara ugrama egilimleri
yiiksek olan lipitler, proteinler, DNA ve karbonhidratlar gibi pek cok hiicre
organeli ile reaksiyona girerler (Bachmayer 2004).

Eger oksidasyon olaylarint kontrol eden bu savunma sistemi zayiflarsa
veya dengeler antioksidan sistem aleyhine donerse oksidasyon siireci kontrolii
kaybederek hastalik olusturacak seviyelere erisebilir (6rn. damar sertligi, kanser,
karaciger rahatsizliklar1 v.b.) (Yokoyama 2004, Davies 2004).

Glinlimiizde yapilan ¢alismalarin amaci bu oksidatif silireci geciktirmek
veya durdurmaktir. Yapilan ¢alismalarda, diizenli olarak sebze meyve
tilkketilmesinin in vivo ortamda bu savunma sistemini giiclendirdigi, bu etkilere
yapilarinda bulunan fenolik bilesiklerin neden oldugu, c¢ay, kirmizi sarap gibi
fenolik bilesiklerce zengin olan besinlerin tiiketilmesinin antioksidan savunma
sistemini gii¢lendirdigini ayrica ayni etkinin bitkisel kokenli vitaminlerden E ve
C’nin tiiketilmesiyle de elde edilebilecegini gdstermistir. Bu besinlerin
biyoyararlanimlari, metabolizmalar1 ve diger bilesiklere olan etkileri glinlimiiziin

baslica arastirma konularidir (Bachmayer 2004).

2.8.1. Oksijen

Detaylar1 tam olarak bilinmese de diinya iizerinde hayatin 3 milyar yildan
beri devam ettigi diisiiniilmektedir. ilk meydana gelen canlinin giines 1s181m
kullanarak fotosentez yaptigi ve atik iiriin olarak da oksijen molekiiliinii
olusturdugu diisiiniilmektedir. Yine ayni1 goriise gore oksijenin bugiinkii
seviyesine ulagmasi i¢in 30 milyon yil geg¢mesi gerekmistir (Larson 1997).
Anaerob organizmalari bir kismu bulunduklar1 ortami korurlarken bir kismida
yavas yavas oksijenli ortamlara ge¢is yaptilar. Oksijenli yasamla birlikte aerobik
organizmalar oksijen kaynakli radikalleri olusturmaya basladilar bununla es
zamanli olarak da olugan bu serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek tizere
bu canlilarda antioksidan savunma sistemleri gelisti. Artik oksijen kullanan

organizmalar elektron tagima sistemleri sayesinde besinlerden daha fazla enerji
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elde etmeye basladilar ve ¢ok hiicreli organizmalarin olusmasinin oniinii agmis
oldular (Cadenas ve Davies 2000).

Daha 6nceden de belirtildigi gibi suya kadar indirgenmis oksijenin higbir
tehlikesi olmamasina ragmen oksidasyon siirecinde kullanilan oksijenin yaklagik
%2-5 lik bir kism1 elektron tagima sisteminde, sitokrom oksidazin katalizledigi
reaksiyonlarla, tam olarak suya indirgenemeden ortamdan uzaklasir (Urso ve
Clarkson 2003, Sacheck ve Blumberg 2001). Bu durumdaki oksijen
molekiillerinin son orbitalinde eslesmemis bir elektron bulunur ki bu durumda
oksijen atomik formu itibariyle ayni zamanda bir serbest radikal 6zelligi tasir

(stiperoksit radikali veya hidroksil radikali).
2.8.2. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
Reaktif oksijen tiirleri, dogada radikal veya radikal olmayan formlarinda

bulunabilir

Cizelge 2.2. Reaktif oksijen tiirleri

Radikal tiirler Radikal olmayan tiirler
Molekiiler oksijen, O, Hidrojen peroksit, H,O,
Siiperoksit, O,* Hipoklordz asit, HOCI
Hidroksil, *OH Ozon , O3

Peroksil, RO,* Singlet oksijen, 'Ag
Alkoksil, RO*® Peroksinitrit, ONOO

Hidroksiperoksil, HO,®

i e i e ‘: e \e'
02 02. ) H202 ‘OH —— HZO
I Tt

Sekil 2.2. Oksijenin indirgenmesi (O,* : siiperoksit, H,O, : hidrojen peroksit, *OH : hidroksil
radikal)
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O; in ilk elektronla indirgenmesinin ardindan siiperoksit anyon radikali
(02*") olusur. Ikinci elektronun ve 2H’nin eklenmesinden sonra ise siiperoksit
anyon radikali hidrojen peroksite doniisiir (H,O,) Hidrojen perokside iiciincii
elektronun eklenmesiyle de ¢ok reaktif olan hidroksil radikali (*OH) meydana
gelir ve ortama bir OH  iyonu salinir. Son olarak dordiincli elektronun

eklenmesiyle de su molekiilii olusur (Sekil 2.1) (Uysal 1998, Halliwell 2002).

2.8.2.1. Serbest oksijen radikalleri

Elektronlar atom ve molekiillerde orbital denilen yapilar i¢inde bulunurlar
ve her orbital maksimum iki elektron tagir (Halliwell 2001). Serbest radikaller son
orbitallerinde eslesmemis elektron igeren ve bu nedenle de ¢ok fazla reaktif
ozellik gosteren molekiillerdir. Serbest radikaller oksijen tlirevi veya azot tiirevi
serbest radikaller olabilir ve normal fizyolojik sartlarda insan ve hayvan
metobolizmalarinda tiretilir (Fang ve ark 2002).

Hidroksil radikali

Hidroksi radikaller (*OH) hiicre iginde bulunan hemen hemen her tip
molekiille (sekerler, amino asitler, fosfolipidler, DNA ve organik asitler gibi) hizl
bir bicimde etkilesime girerler. /n vivo ortamda hidroksil radikali 3 yolla olusur.

a) UV isilariyla olusan, H,O,’deki O-O baginin homolitik fizyonu ile

uv
H-O-O-H — 2°0OH

b) Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksidin transiston metallerle
reaksiyona girmesi sonucu olusur.
Fe?" + H,0, —> ara kompleksler — Fe’"+ ® OH + OH

c¢) Peroksinitrit radikalinin bozulmasiyla

ONOOH — OH® +NO,

Hemen hemen tiim molekiiller *OH ile ¢ok cabuk reaksiyona girer.
Hidroksil radikali reaksiyonlari ii¢ ana baslik altinda 6zetlenebilir. Bunlar hidrojen
verilmesi, eklenmesi ve elektron transferi olarak oOzetlenebilir. Bu reaksiyonlar

sonucu radikal olmayan bir tiirle, serbest radikal etkilesimi degisik serbest
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radikaller olusturur. Genellikle olusan bu yeni radikaller orjinal radikale esit veya
daha az reaktif ozellik gosterirler (Bachmayer 2004).

Hidroksil radikalinin alkollerle reaksiyonu, hidrojen verilmesine bir 6rnek
olabilir. Hidroksil radikali bir hidrojen atomunu tutar ve su olusur, agikta ise

paylasilmamus bir e kalir (Sekil 2.2).

H H H

H——C—C—O—H + *OH ——> H——C

H H H H
hidroksietil radikali
Sekil 2.3. Hidroksil radikali ile alkol etkilesimi

C*—O0—H + H,0

Karbon radikalinin daha sonraki etkilesmeleriyle baska radikaller olusur,
orn. oksijenle etkilesmesiyle peroksil radikaller olusur (Sekil 2.3).
*CH,OH + O, —> °0,CH,0H

Sekil 2.4. Karbon radikali ile oksijenin birlesmesi

Ortamda karbon ile birlesecek diizeyde oksijen yoksa o zaman iki karbon
radikali kendi aralarinda birleserek radikal olmayan bir baska molekiilii

olustururlar (Sekil 2.4).

CH,CHOH
CH,*CHOH + CH,*CHOH —>

CH,CHOH

Sekil 2.5. Iki karbon radikali arasindaki radikal olmayan molekiil olusumu

*OH radikali ile hidrojen verilmesi ayrica, canlilar igin onemli bir

reaksiyon olan lipit peroksidasyonunu da baslatir (Sekil 2.5) (Halliwell 2000).

CH, + *OH - C*H + H,0

Sekil 2.6. Hidroksil radikaliyle H ¢ikartilmasi ile lipit peroksidasyonunun baslatiimasi
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Hidroksil radikaller ayrica elektron tasima sisteminin bir parcast da
olabilirler (Sekil 2.6).
Cl”- + *OH—> CI®* + OH"
Cl* + CI'— (I°%~

Sekil 2.7. Hidroksil radikalleri ile klor iyonlarinin etkilesimi

*OH radikali ile karbonat iyonu (CO;>) arasindaki reaksiyon ¢ok giiclii
oksidan ozelligi olan karbonat radikallerini (CO®;) meydana getirir. Bu ise
karbonat metabolizmasinin ¢ok genis yer tuttugu insan organizmasi i¢in ¢ok
onemlidir (Eberhardt 2001).

Stiperoksit anvon radikali

Siiperoksit radikali (O,"), oksijenin bir elektronla indirgenmesi sonucu
olusur ve makrofajlar, ndtrofiller, monositler ve euzinofiller gibi fagositik
hiicreler tarafindan meydana getirilir. Bu hiicreler viicudu mikroorganizmalara
kars1 korurken NADPH oksidaz enzimini kullanarak siiper oksit radikalini
olustururlar. Sulu ¢ozeltilerde siiperoksit radikali hidroksil radikalinden daha az
reaktiftir ¢iinkii olugsmasini takip eden kisa siire i¢inde dismutasyon reaksiyonuna

bagli olarak hidrojen peroksit ve oksijen molekiiliine doniisiir (Sekil 2.7).

02.- + 02.- + 2H+—> H202 + 02

Sekil 2.8. Siiperoksit anyon radikallerinin dismutasyon reaksiyonu

Fakat stiperoksit radikalinin muhtemel en giicli kaynagi, aerobik
hiicrelerde mitokondriler i¢inde bulunan elektron tagima sisteminde meydana
gelen kacaklardir. Sistemden c¢ikan elektronlar molekiiler oksijenle birleserek
stiperoksit radikalini olustururlar. Giinliikk kullanilan oksijenin yaklagik %1-2 lik
bir kismu elektron tasima sistemlerinden kagarak siiperoksit radikalini olusturur.
Bu durumda 80 kg lik bir adam giinde yaklasik 215-430 mmol siiperoksit radikali
olusturabilir. Mitokondriyal kaynakli siiperoksit iiretiminde mitekondri

membraninda bulunan Fe ve Cu miktarinin da ilgisi oldugu diistintilmektedir.
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Stiperoksit radikalinin diger bir biyolojik kaynagi ise ksantin oksidaz enzimidir
(Cadenas ve Davies 2000, Bachmayer 2004).

Peroksil ve alkoksil anyon radikalleri

Organik peroksitlerin bozulmasiyla peroksil (RO,") ve alkoksil (RO®)
radikalleri olusabilir. Bu reaksiyona peroksitlerin gec¢is metal iyonlar ile olan

etkilesimleri (demir(Il) iyonlar1) 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.8).

ROOH + Fe’’—— RO,* + F¢*" + H'

ROOH + Fe*'—— RO® + Fo + OH"

Sekil 2.9. Organik peroksitlerin demir (I) iyonlariyla bozulmasi

Peroksil ve alkoksil radikali pek ¢ok organik molekiiliin C-H baglarmi
etkileyerek onlarin pargalanmasini  saglar. Bu durum ozellikle lipit
peroksidasyonunun ¢ogalma basamaginda énemlidir. (Halliwell 2002, Denisov ve

Afanas’ev 2005)
2.8.2.2. Serbest olmayan oksijen radikali

Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H,O,) genellikle in vivo ortamlarda enzimatik olarak
siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen maddelerin olusturdugu radikal
olmayan tiirlerdir. Siiperoksit dismutaz enziminden bagka ksantin, iirat ve D-
aminoasit oksidaz gibi enzim sistemleri tarafindan da olusturulabilir. H>O,
molekiiler yapist nedeniyle suya cok benzedigi i¢cin (H-O-O-H) hiicre igine
kolaylikla difiize olabilir. Hidrojen peroksit viicutta fizyolojik olarak ¢ok dnemli
rollere (mesajc1 olarak ve immiin sistem hiicrelerinde antibakteriyel ajan olarak)
sahiptir fakat, ortamda metal iyonlar1 sayis1 arttirdiginda fenton reaksiyonunun
tetiklenecegi ve bu reaksiyon sonucunda da hidroksil radikali olusacagi igin
tehlikelidir. Ortamdaki demiri kullanmas1 6zellikle haem proteinlerinin
(hemoglobin, miyoglobin) sayisin1  azaltmaktadir. Hidrojen peroksit ortamda
gecis elementleri yoksa orta diizeyde bir radikal olarak diisiliniilebilirken, fenton

reaksiyonu sonucu veya hidrojen peroksitin UV 1sinlariyla iki molekiil hidroksil

27



radikaline ayrilmasi durumunda cok tehlikeli olmaktadir. Yapilan hiicre kiiltiirti
caligmalarinda ortama hidrojen peroksitle beraber demir iyonlarinin konulmasi
sonucu hiicrelerde hidroksil radikaline bagli DNA hasarlarina rastlanmstir.
Hidrojen peroksit idrarda antibakteriyel ajan olarak bulunur ve bobrek
fonksiyonlarinin - diizenlenmesinde yardimci olur. Idrarda bulunan hidrojen
peroksit miktar1 dietle degisebilse bile ayni zaman da viicutta meydana gelen

oksidatif stresinde gostergesidir. (Halliwell 2000, Finkel 1998)

2.8.3. Reaktif azot tiirleri (RNS)

Reaktif oksijen tiirlerinde oldugu gibi azot tiirlerinde de radikal olanlar ve

olmayanlar vardir (Cizelge 2.3) (Bachmayer 2004).

Cizelge 2.3. Reaktif azot tiirleri

Radikal olanlar Nitrik oksit (NO* ), azot dioksit (NO*,)

Nitrik asit (HNO,), diazot trioksit (N,O;), diazot tetraoksit
(N,0y), peroksinitrit (ONOO"), peroksinitrik asit (ONOOH),
alkil peroksinitritler (ROONO), nitroksil anyonu (NO),
nitroksil katyonu (NO") ve nitril klorit

Radikal olmayanlar

2.8.3.1. Serbest azot radikali

Nitrik oksit

Canli organizmalarda nitrik oksitin kesfi serbest radikal ¢aligmalarindan
onceye dayanir. Nitrik oksitin endotel, beyin, kan hiicreleri ve karaciger gibi pek
cok dokuda mesajc1 olmasi gibi 6nemli fizyolojik rolleri olmasina ragmen
kolaylikla serbest radikal olaylarina katilmaktadir. Nitrik oksitin siiperoksit
radikaliyle birleserek peroksinitrit olusturmasi onu oksidan olarak ¢ok giiclii hale
getirmekte ve pek cok patolojik olaya katilmasini saglamaktadir. Nitrik oksidin
normal sartlarda siliperoksit radikaliyle birlesmesi olduk¢a siirlidir, ¢linkii olusan
stiperoksit radikali hiicrede yiiksek konsantrasyonda bulunan siiperoksit dismutaz
enzimi tarafindan kolaylikla ortadan kaldirilmaktadir. Patolojik sartlarda ise hem

nitrik oksit hem de siiperoksit sentezi artmakta ve olusan siiperoksit siiperoksit
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dismutaz enzimi tarafindan kolaylikla yok edilememektedir ve sonu¢ olarak
peroksinitrit radikali olugsmaktadir. Pek cok hastaligin fizyopatolojisinde, nitrik
oksit, siiperoksit ve siiperoksit dismutaz aktivitesi arasinda iligkinin 6nemli oldugu
ortaya ¢ikmaktadir (Balabanli ve ark 1998). Nitrik oksit, hidroksil radikalinden
farkli olarak daha az reaktiftir ve viicutta bulunmasi zorunlu olan bir bilesiktir,
fakat fazla bulunmasi durumunda kendinden daha reaktif tiirlere doniisebilecegi
icin tehlikeli olabilmektedir (Damiani ve ark 2000). Nitrik oksit organizmada

nitrik oksit sentetaz tarafindan tiretilmektedir (Denisov ve Afanas’ev 2005).

2.8.3.2. Serbest olmayan azot radikali

Peroksinitrit

Peroksinitrit, nitrik oksitten veya siiperoksit anyon radikalinden meydana
gelmekte ve -SH gruplarii kolaylikla hasara ugratabilmesi nedeniyle tehlikeli
olmaktadir.Peroksinitritin protein yapilarin1 ve mitokondrial elektron tasima
sistemindeki bazi enzimlerin yapilarini bozdugu, ayrica DNA da kirilmalara yol
actig1 bilinmektedir (Unal ve ark 1998). Cok cabuk bozularak kendisinden c¢ok
daha tehlikeli olabilecek hidroksil radikaline dontistir

2.8.4. Oksidatif stres

Strain ve Benzie (Bachmayer 2004) oksidatif stresi pro-oksidan olarak
sOyle tanimlamislardir: Antioksidanlarin azalmasina bagli olarak antioksidan
savunma sistemi dengesizligi. Oksidatif stres durumlarinda oksidan maddeler
onemli hiicresel materyallerle etkilesime girerek hastaliklara yol agarlar.

Saglikli aerobik organizmalar, antioksidan savunma sistemleriyle denge
olusturacak diizeyde reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri olustururlar. Aciga ¢ikan bu
reaktif tiirler antioksidan savunma sistemleri tarafindan dengelenmistir. Fakat bu
sistemler ¢cok hassas dengeler lizerinde durmaktadir. Dengelerin oksidasyondan
yone kaymasi ¢ok kolaydir ve asagidaki durumlarda dengeler oksidasyondan yana

degisir (Uysal 1998, Sorg 2004, Urso ve Clarkson 2003).
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Eksojen Faktorler
1. Diyetsel
e cok doymamis yag asitlerince beslenme
e alkol
e hayvansal proteinlerce zengin beslenme
e asir1 demir ve bakir alinmasi

e az sebze ve meyve yenmesi

[\

. Cevresel

sigara dumani

hava kirliligi (O3, NO,,SO»)

diger kirleticiler (Asbest, Pestisitler)
e radyasyon
Endojen faktorler:
1. Bilingsiz yapilan veya yetersiz fiziksel egzersiz
2. Stres
3. Yashlik
4. Doku hasar1 ve kronik hastaliklar (damar tikanmikligi, kanser, kronik
enflamasyon, iskemi gibi)

5. Diyetsel antioksidanlarin saglanmasini olumsuz etkileyen kosullar
2.8.5. Lipit peroksidasyonu

Yag asitleri enzimatik, enzimatik olmayan ve serbest radikal kokenli
oksidasyon ve radikal kokenli olmayan oksidasyon olmak iizere 4 farkli yol ile
okside olurlar ve her oksidasyon mekanizmasi sonucunda farkli iirinler meydana
gelir. Giinlimiizde arastirmalar daha ¢ok enzimatik ve radikal kokenli olmayan
oksidasyon iizerine yogunlagmistir ki bu tiir oksidasyona ozon molekiilii
tarafindan baglatilan oksidasyon ornek olarak verilebilir (Niki ve ark 2005).
Oksidasyon olaymna direngsiz olan yag asitleri ¢oklu doymamis yag asitleridir
(PUFA), doymus yag asitleri ise oksidasyona direnglidirler (Abuja ve Albertini
2001).
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Hiicre membranlarmi olusturan doymamis yag asitlerinin oksidasyonu
insan viicudunda siklikla rastlanan bir durumdur ve oksidasyon olay1 basladigi
zaman artik kendi kendini tetikler hale gelir ki, bu durum otooksidasyon olarak
adlandirilir. Lipit peroksidasyonu asthma, Alzheimer’s hastaligi, romatizma,
katarakt, seker hastaligi, karaciger rahatsizliklari, kalp hastaliklar1 ve yaslanma
gibi pek cok hastaligin sebebi olarak goriilmektedir. Lipitlerde otooksidasyon 3
sathada meydana gelir (Spiteller 1998).

Baslangic

Lipit peroksidasyonu peroksil, alkoksil veya hidroksil radikali gibi bir
serbest radikalin ¢coklu doymamis yag asitlerinin metil gruplarindan bir hidrojen
kopartmasiyla baglar. Doymus yag asitleri, kararli durumlarindan dolay1 serbest
radikallerden ¢ok fazla etkilenmezler. Radikalin, yagin metil grubundan bir

hidrojen atomu kopartmasi ile lipit radikali olusur (Shahidi ve Naczk 1995).
LH > -H + L°® ( LH: Yag asiti, L*: Lipit radikali)

Cogalma

Lipit radikaline O, ilavesi ile lipit peroksil radikali olusmaktadir

L* + O, — Loo* (LOO* Lipit peroksil radikali)

Olusan lipit peroksil radikali bagka yag asitleri ile reaksiyona girerek yeni
lipit radikallerini olustururken kendisi de lipit hidroperoksidi haline geger. Lipit
peroksil radikalleri sadece yag asitleri ile etkilesime girmekle kalmaz ayni
zamanda karbonhidratlar ve peptitler gibi diger biyolojik molekiillerle de
reaksiyona girerek yapilarini bozarlar (Spiteller 1998)

LOO®* + LH—> LOOH + L*  (LOOH: Lipit hidroperoksidi)

Lipit hidroperoksidi, lipit peroksidasyon olaymin ilk olusan kararh
bilesigidir (Abuja ve Albertini 2001) ve Fe™ ve Cu ™ gibi gecis elementlerinin
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varhiginda kolaylikla bozulabilmektedir. Lipit hidroperoksitleri oksidasyon
diizeyini belirlemede de kullanilir. (Spiteller 1998).

Sonlanma

Sonlanma asamasinda iki serbest radikal birbirleri ile reaksiyona girerek

radikal olmayan {iriinlere doniisiirler (Bachmayer 2004).

LOO®* + L—> LOOL

LOO®* + LOO®* — LOOL + O,

L* + L* — L,

2.8.6. Antioksidan maddeler

Antioksidan kelimesi ¢esitli sekillerde kullanildigi igin tanimlamasi
oldukc¢a zordur ve ¢esitli sekillerde tanimlanmistir. Antioksidanlarin ilk belirlenen
etkileri hiicre zarinda bulunan lipitleri oksidasyona karsi korumalari olmustur.
Bunun sonucu olarak baslangicta antioksidanlar lipit peroksidasyonunu
engelleyen maddeler olarak tanimlanmiglardir (Yalgin 1998). Gida kimyasi
tizerinde calisan bilim adamlar tarafindan yapilan bu tanimlamadan sonra daha
baska tanimlamalar da yapilmistir. Halliwell ve ark. antioksidanlar diisiik
konsantrasyonlarda okside edici ajanlarla karsilastiklarinda bu ajanlarla yarisarak
substratin  oksidasyonunu geciktiren veya engelleyen maddeler olarak
tanimlanmiglardir (Aruoma ve ark 1997).

Antioksidanlar etkilerini baglica su sekillerde gosterirler
1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar araciligi ile veya dogrudan
temizlenmesi
2. Reaktif oksijen tiirlerinin baskilama yoluyla engellenmesi
3. Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi
4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi (Yal¢in 1998,
Niki ve ark 2005)
Antioksidanlar cesitli sekillerde siniflandirilabilir
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1) Yapilaria gore

a) Enzimler

b) Enzim olmayan proteinler, kiiciik molekiiller
2) Kaynaklaria gore

a) Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)

b) Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
3) Coziiniirliiklerine gore

a) Suda ¢oziinenler

b) Lipitlerde ¢oziinenler
4) Yerlesimlerine gore

a) Hiicre i¢inde bulunanlar

b) Ekstraseliiler sivilarda bulunanlar (Yalgin 1998)

2.8.6.1. Antioksidan savunma mekanizmasi

Daha 6nce de sdylendigi gibi oksijen zararli bir molekiildiir. Aeroblarin
hayatta kalabilmelerinin sebebi ise, antioksidan savunma mekanizmalarinin
1slemesidir.

Baz1 hareketli bakteriler oksijenin toksisitesini basit tagima yollar1 veya
elektron iletim zincir reaksiyonlarinda O,® iiretimini engelleyerek yok ederler
(Bachmayer 2004).

Antioksidan savunma mekanizmasi sunlardan olusur:

a) Ajanlar serbest radikalleri ve diger reaktif tiirlerini katalitik olarak
uzaklastirirlar. Stiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimleri bu kisimda
yer alir.

b) Demir, bakir ve haem gibi pro-oksidanlarin varliginda proteinler yapar.
Transferrinler, heptaglobinler, hemopeksinler ve metallotiyonein bu kisimda yer
alr.

c¢) Proteinler farkli mekanizmalarla biyomolekiilleri oksidatif hasara karsi

korurlar.
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d) Kiiciik molekiillii ajanlar reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerini
(ROS/RNS) siipiiriirler. Glutatyon, askorbik asit ve a-tokoferol 6rnek olarak
verilebilir (Bachmayer 2004).

In vivo antioksidan savunma mekanizmasi

Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD)

Hiicre membranlarinda ve DNA {izerinde dogrudan veya dolayli olarak
hasar yapan siiperoksit anyon radikalinin aerobik organizmalarda ortamdan
uzaklastirilmasinin  hayati onemi vardir. Siiperoksit anyon radikalinin
organizmadan uzaklagtirilmasi isleminden sorumlu olan siiperoksit dismutaz
enzimidir. Siiperoksit dismutaz enziminin 3 farkli tipi vardir: metal igeren
stiperoksit dismutaz enzimi (Fe-SOD), manganez igeren siiperoksit dismutaz
enzimi (Mn-SOD), bakir/¢inko igeren siiperoksit dismutaz enzimi (Cu,Zn-SOD)
(Cheng ve ark 2006) Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksit anyon radikalini

hidrojen peroksit radikaline doniistiirerek etkisiz hale getirir (Bachmayer 2004).

20,* + 2H—292 H,0, + O,

Katalaz

Stiperoksit anyon radikali siiperoksit dismutaz tarafindan H,O, ye
dontstiirtiliip etkisiz hale getirilse de bu durumda bir baska tehlike ortaya
cikmaktadir. Meydana gelen H,O, aslinda bu haliyle zararsiz bir molekiil de olsa
parcalanip OH® radikaline kolayca doniisebildigi i¢in ortamdan uzaklastirilmasi

gerekmektedir (Halliwell ve ark 2000)

uv
H-O-O-H —— > 2°OH
Fe*" + H,0, — Fe*' +2° OH
Olusan H,O, katalaz enzimi etkisiyle su ve oksijene parcalanarak

ortamdan uzaklagtirilir. (Huang ve ark 2005)
Gulutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon  peroksidaz =~ (GSH-Px)  hidrojen  peroksidin  suya

indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir ve yapisinda selenyum bulunmaktadir.
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Glutatyon peroksidaz bu reaksiyon sonucu yiikseltgenmis glutatyona doniisiir

(GSSG) (Bachmayer 2004)..
H202 + 2GSH —— GSSH + 2H20

Enzimatik olmayan koruma

Enzimatik olmayan antioksidanlar E vitamini, C vitamini, karatenoitler,
flavonoitler, fenolik bilesikler gibi  pek c¢ok eksojen ve endojen kokenli
maddelerdir (Bachmayer 2004).

Vitamin E

E vitamini sadece bitkilerde sentezlenebilen ve yagda ¢oziinen 8 ¢esit
bilesik i¢in kullanilan genel bir isimdir. Bu 8 bilesik tokoferoller ve tokotrienoller
olmak tiizere 2 anabaglik altinda toplanabilir. Tokoferoller ve tokotrienollerin
siniflandirilmas1 ise eski yunan alfabesine gore yapilmaktadir. En etkili
antioksidan bilesik d-a-tokoferoldiir. a-tokoferol yag asitlerini serbest radikallerin
oksidasyonundan koruyan cok giiclii bir ajandir. E vitamini yagda eriyen bir
vitamin olmas1 nedeniyle emilmesi i¢in ince barsakta yagin bulunmasina ihtiyag
vardir. Ince bagirsakta yag bulunmasmi ya da absopsiyonunu bozan bazi
hastaliklarda ciddi E vitamini eksikligi ortaya c¢ikmaktadir. (Tanakol 1998). E
vitamini’nin zengin oldugu kaynaklar baliklar hari¢ diger yaglh besinler, findik,
tahillar ve yumurta olarak sayilabilir.

Vitamin C

C vitamini, askorbik asit olarak da bilinir ve suda eriyebilen dnemli bir
antioksidandir. Bir ¢cok hayvanda C vitamini sentezlenememektedir. Bu nedenle
diyetle disaridan alinmasi gerekmektedir. Eksikliginde meydana gelen skorbit
hastalig1 ¢cok eski zamanlardan beri bilinmektedir (Tanakol 1998). Askorbik asit
giiclii bir serbest radikal siipiiriicli etkiye sahiptir ayrica kollajen sentezinde de
kullanilmaktadir. Askorbik asit, E vitamini ile birlikte Diisiik Yogunluklu
Lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu engellemektedir. C vitamini bazi
durumlarda prooksidan 6zellik gosterir. Ortamda C vitamini ile birlikte Fe™
iyonlar1 da varsa C vitamini bu iyonlart Fe™ formuna indirger. Fe™ iyonlar ise
hidrojen peroksit ile etkilesime girerek siiperoksit radikalinin olugmasini saglar ve

prooksidan 6zellik bu sekilde ortaya ¢ikmis olur (Bachmayer 2004).
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Karotenoitler ve ksantofiller

Karatenoitler dogada bitkilerde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. En
onemli karatenoit A vitamininin de 6n maddesi olan B-karatenoit’tir. A vitamini
retinoit olarak da adlandirilir ve eksikliginde 6zellikle ¢ocuklarda korliik ortaya
cikabilmektadir. Diinyadaki 100 000 dolayindaki ¢ocukluk ¢agi korligiinden A
vitamini eksikligi sorumludur (Tanakol 1998). Karatenoitler gii¢lii antioksidan
ozellik gosterirler ve 6zellikle bitkilerde fotosentez sonucu olusan singlet oksijeni
ortamdan uzaklastirirlar. Karatenoitlerin oksijenlenmis tiirevlerine ksantofiller
denir. Ksantofiller antioksidan 6zellik gosterseler de bu etkileri karatenoitler kadar
yiiksek degildir (Tanakol 1998, Bachmayer 2004).

Polifenoller

Aromatik halkasinda bir ya da daha fazla hidroksil grubu tasiyan
maddeler fenolik maddelerdir. Fenolik maddelerin bir araya gelmesi ile
polifenolik maddeler olusur. Dogada bulunan fenolik maddeler karbon sayilarina
gore simniflandirilabilirler. Pirogallol ve florogliisinol’de oldugu gibi basit
fenoller, C6-CO yapisina, gallik asit ve salisilik asit’te oldugu gibi C6-Cl
yapisina, kafeik asit, ferulik asit ve kumarik asit’teki gibi C6-C3 yapisina
sahiplerdir. Polifenollerden antioksidan etkisi C ve E vitamininden bile daha
giiclii olan bir grup vardir ki, bu grup flavonoitler olarak adlandirilir ve C6-C3-
C6 yapisina sahiptirler ve bitkilerde genellikle glikozit halinde bulunmaktadirlar.
Flavonoidler serbest radikal siiptiriicii etkileri yaninda metallerle selat olusturarak
muhtemel serbest radikal olusumlarinin da Oniine gecerler. Flavonoitlerin
flavanol , flavonol, flavanon ve flavon alt siiflar1 vardir. Bunlardan katesinler
flavanol grubuna dahildir ve yesil ¢ay, siyah ¢ay ve kirmizi sarap baslica katesin
kaynaklaridir. Naringenin ve taksifolin flavanon grubuna dahillerdir ve baslica
kaynaklar1 narenciye kabugu ve turunggillerdir. Krisin ve apigenin flavon
grubuna dahildir ve baslica kaynaklarint meyvalarin kabuklar ile kereviz ve
maydanoz olusturmaktadir (Tanakol, 1998, Bachmayer 2004).

Diger Diisiik Molekiil Agirlikli Ajanlar

Bilirubin, melatonin, koenzim Q, iirik asit bu gruba dahil antioksidanlardir.
Bilirubin lipit peroksidasyonu inhibe eder, siiperoksit ve hidroksil radikalini

stipiirtir (Yalgin 1998).
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Melatonin lipofilik bir antioksidandir. Kan-beyin bariyerini gecgebilme
Ozelligi bulundugundan beyinde de etkili olabilien bir antioksidandir. Toksik
etkisine uzun kullanimlarda bile rastlanmamustir. Prooksidan aktivitesi de yoktur.
DNA hasarlarin1 engellemede c¢ok basarili olmustur Yaslanma ile melatonin
tiretimi azalir. (Yalgin 1998)

Ubikinon lipofilik antioksidandir ve soya yagi ile balik baslica dogal
kaynaklaridir. En 6nemli {ibikinon, tibikinon-10 (koenzim-Q) dur. Cok giiclii bir
antioksidan degilse de E vitamini gibi gii¢lii bir antioksidan maddenin
rejenerasyonunda rol oynar (Tanakol 1998, Yalgin 1998).

Urik asitin en 6nemli &zelligi C vitamininin prooksidasyon etkisini
baskilamasidir. Bu 6zeligini demir ve bakir iyonlarni baglayarak yapar. Lipit

peroksidasyonunu engelleyici 6zelligi yoktur (Yalgin 1998).

2.8.7. Gidalarda kullanilan antioksidanlar

Gidalarda bulunan lipitler, 6zellikle doymamus lipitler, ¢ok ¢abuk okside
olup gidalarin bozulmasina sebep olmaktadirlar. Gidalarda antioksidan maddeler
kullanilmasmin asil sebebi bu oksidasyonu geciktirerek gidalarin raf omriini
uzatmaktir (Bachmayer 2004)

Sentetik antioksidanlar

BHA (butillenmis hidroksianisol), BHT (butillenmis hidroksi toluen),

trolox, propil gallat sentetik antioksidanlardandir. Bunlardan BHT ve BHA lipit
peroksidasyonunu engellemede basarilidir. Trolox, a-tokoferoliin suda ¢6ziinen
formu olarak da diisiiniilebilir. Propil gallat ise suda ¢6ziinen giicli bir
antioksidandir. Sentetik antioksidanlar insanlarda meydana getirdikleri olumsuz
ozelliklerinden dolay1 son zamanlarda bunlarin yerine kullanilabilecek alternatif
dogal antioksidanlar tizerindeki ¢aligmalar yogunluk kazanmistir (Sebranek ve ark
2005).

Dogal antioksidanlar

Gidalarda koruyucu olarak dogal antioksidanlarin kullanilmast fikri,
sentetik antioksidanlarin toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasi ile hiz kazanmustir.

Fakat sentetik antioksidanlar kadar gii¢lii antioksidanlar bulmak zordur ve ¢ogu
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zaman dogal antioksidanlar gidalar1 korumada tek baglarina yeterli olmamaktadir
ve bu sebeple sentetik antioksidanlarla beraber kullanilmaktadirlar. Gidalarda
dogal antioksidan kullanimini kisitlayan bir bagska durum da hos olmayan veya
cok kuvvetli olan tat ve kokularidir. Bu amaglarla dogal antioksidan madde
arayiginda Lamiaceae gibi hos kokusu ve tadi olan familyalar arastirilmaktadir

(Bachmayer 2004).

2.8.8. Oksidasyon ve hastaliklar

Damar sertligi

Kalp hastaliklar1 kentlerdeki en Onemli 6lim sebeplerinden birisidir.
Diisiik molekiil agirlikli lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonu sonucu olusan
maddeler damar sertligine ve buna bagli olarak da kalp hastaliklarina yol
acmaktadir (Tanakol 1998).

Alzheimer hastalig

[k olarak Alman psikolojist Alois Alzheimer tarafindan isimlendirilen bu hastalik
hafiza kaybi ile karakterizedir. Genellikle yetmisli veya seksenli yaslarda hastanin
glinliik kullandig1 esyalari, stirekli kullandig1 yollar1 ve g¢evresindeki insanlari
unutmaya baglamasiyla ortaya c¢ikar. Kadinlarda bu hastaligin goriilme olasiligi
erkeklerden daha fazladir (Parisea ve ark 2005). Alzheimer hastaliginin serbest
radikallerle olan ilgisi serbest radikallerin beyin noronlarina yaptig1r hasarlardan
dolayidir ve néronlarda meydana gelen bu hasarlar Alzheimer hastaliginin sebebi
olarak goriilmektedir (Luchsinger ve Mayeux 2004).

Parkinson hastaligi

Parkinson hastalig1 bir merkezi sinir sistemi hastaligi olup 60 yasini gegen
insanlarda goriilme sikhigr artar. Hastalik istemsiz kas hareketleri ile
karakterizedir. Parkinson hastaliginin sebebi bilinmemekle beraber oksijen
radikallerinin sinirler iizerinde yaptig1 etkilerin bu hastalifa sebep oldugu

diisiiniilmektedir (Bachmayer 2004)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyal ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Bitkisel materyal

Deneysel ¢alismalarda kullanilan Salvia halophila Hedge (endemik)
Konya: Karakiilliik-Eskil aras1 1. km, yol kenari, 934 m, 19.06.2004 tarihinde
toplandi (ESSE 14418). S. virgata Jacq. ise Eskisehir: Sivrihisar Yavsan yaylasi,
1040 m, 07.08.2004 tarihinde toplandi (ESSE 14417). Bitki 6rnekleri Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ESSE)’nda saklanmaktadur.

3.1.2. Kimyasal maddeler
Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik kalitededir. Yiiksek
Basingli Sivi Kromatografisi analizlerinde YBSK kalitesinde ¢oziicliler ve

standart maddeler kullanilmistir. Tiim deneylerde kullanilan su ise bidistile sudur.

3.1.3. Kullanilan aletler

Calkalamali su banyosu (GL Science)

Rotavapor (Heildolph)

Santrifiij (Eppendorf)

Ultrasonik banyo (Bandalin Sonorex)

Vorteks karistirici (Heildolph)

pH metre (WTW Inolab)

Etiiv (Binder)

Liyofilizator (Lyovac)

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografi Cihazi (Shimadzu Prominance)
UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu)

Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (Agilent 5975 GC-MSD ve Agilent
6890N GC/FID)

S1vi Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (Agilent LC-MSD Trap SL)
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3.2. Deneysel Calisma

Bu boliimde S. halophila ve S. virgata min toprakiistii kisimlar tizerinde
yapilan ekstraksiyon islemleri ve ekstrelerde yapilan miktar tayini ve antioksidan

aktivite caligmalar1 hakkinda bilgi verilmektedir.

3.2.1. Ekstrelerin hazirlanisi

Bikisel materyallerin kurutulmus toprakiistii kisimlar1 kaba toz edildikten
sonra Soxhlet apareyinde ¢6ziicii olarak sirasiyla hekzan, etil asetat, metanol ve
%350 metanol kullanilarak 8’er saat siireyle ekstre edildi. Elde edilen ekstreler
vakum altinda rotavaporda (< 40 °C) yogunlastirildi. Ayrica bitkilerden Clevenger
cihazinda ugucu yaglarindan arindirilmig su ekstresi de hazirlandi. Elde edilen su

ekstresi liyofilize edildi. Tiim ekstreler analiz anina kadar -18 °C’de saklandi.

3.2.2. Kompozisyon analizleri

Bitkisel materyallerden hazirlanan ekstreler antioksidan aktiviteden

sorumlu fenolik bilesikleri bakimindan incelendi.

3.2.2.1. Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam fenoller gallik asite esdeger olarak Folin-
Ciocalteu yontemi (Singleton ve ark 1999) kullanilarak hesaplandi. 6 mL distile
su iceren 10 mL oSlgekli kap igerisine 100 pL. 6rnek ¢ozeltisi ve 500 pL Folin-
Ciocalteu reaktifi ilave edildi. 1 dakika sonra 1.5 mL %20’1lik sulu Na,COs ilave
edilip 10 mL’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak ekstre igermeyen reaktif
karisimi kullanildi. 2 saat 25 °C’de inkiibe edildikten sonra absorbans 760 nm’de
Olciildii ve gallik asit kalibrasyon egrisi ile karsilastirildi. Toplam fenolik madde
miktar: gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Ug paralel deney yapilarak sonuglar

ortalama degerler olarak verildi.
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3.2.2.2. Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonoit miktarlar1 rutine esdeger olarak
(RE) mgrp/gekstre Olarak hesaplandi (Miliauskas ve ark 2004). 1 mL metanolde
hazirlanmis ekstre (10 g/L), 1 mL etanolik aluminyum triklorit (20 g/L) ile
kanistirildi ve 25 mL ye etanol ile seyreltildi. Cozeltilerin absorbanslar1 20 °C de
40 dakika bekletildikten sonra 415 nm de Ol¢iildii. Sahit ¢ozelti 1 mL ekstre ve 1
mL asetik asitin 25 mL etanolik ¢dzeltisi olarak hazirlandi. Rutinin kalibrasyon
egrisi etanolde ¢oziilerek ayni sekilde hazirlandi. Biitiin 6l¢iimler dort paralel

olarak alind1 ve ortalama sonuclar kullanildi.

3.2.2.3. Toplam flavonol miktar tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonol miktarlar1 rutine esdeger olarak
(RE) mggre/gekstire 0larak hesaplandi (Miliauskas ve ark 2004). Rutinin kalibrasyon
egrisi 0.5-0.015 mg/mL konsantrasyonlardaki etanolik rutin ¢ozeltilerinin 2 mL
sinin 2 mL etanolik aluminyum triklorit (20 g/L) ve 6 mL sodyum asetat (50 g/L)
ile kanstirilmasi ile hazirlandi. Cozeltilerin absorbanslart 20 °C de 2.5 saat
bekletildikten sonra 440 nm de 6l¢iildii. Ayni islemler rutin yerine 2 mL ekstre
(10 g/L) ile yapild1. Biitiin 6l¢iimler dort paralel olarak alindi ve ortalama sonuglar

kullanildi.

3.2.2.4. Yiiksek basinch sivi kromatografisi (YBSK) ile fenolik bilesiklerin

analizi
YBSK calisma sartlar:
Cihaz : Shimadzu Prominance s1v1 kromatografisi sistemi
Dedektor : Shimadzu SPD-M10Avp PDA dedektor (200-500 nm
arasi)
Kolon : Teknokroma C18 analitik kolon (250 x 4.6 mm, 5 pum
partikdil cap1)
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Sicaklik :22C
Akim hiz1 : 1 mL/dak
Hareketli faz : A) metanol/su/asetik asit (10:88:2, h/h/h)

B) metanol/su/asetik asit (90:8:2, h/h/h)

C) metanol
Gradient akis :

zaman hareketli faz A hareketli faz B hareketli faz C

(dak) (%) (%) (%)
0 15 85 0
15 30 70 0
18 40 60 0
30 40 60 0
35 0 100 0
37 0 85 15
48 0 70 30
50 15 85 0

YBSK da ayrilan bilesiklerin tutunma zamanlart ve UV spektrumlari

standartlarla karsilastirilarak tanimlandi. Her analiz arasinda 10 dakika dengeleme

zamani birakildi. Biitliin standart ve Ornek cozeltiler tiger kere analiz edilerek

ortalama degerler verildi.

3.2.2.5. Gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) ve gaz

kromatografisi (GC/FID) ile apolar bilesiklerin analizi

GC/MS-GC/FID calisma sartlart:

Cihaz : Agilent 5975 GC-MSD sistemi ve Agilent 6890N
GC/FID sistemi

Enjektor sicakligi :250°C

Interface : 280 °C
GC dedektor sicakligi: 300 °C
Kolon : HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25

mm film kalinlig1) (Ayn1 kolon ve analiz sartlar1 Gaz kromatografisi igin

de kullanildi)
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Tasiyic1 gaz : Azot (0.8 mL/dak)

Sicaklik programi

zaman Sicaklik Artig programi
(dak) °C) (°C/dak)
0 60 -
10 60 -
50 220 4
60 220 -
80 240 1
120 240 -
Split orani : yok (MSD-HS-SPME i¢in, 40:1 oraninda)
Kiitle aralig1 : m/z 35-550 (70 eV)
Tanimlama : Ucucu bilesenlerin kiitle spektrumlart Ugucu Yag

Bilesenleri Baser Ugucu Yag Bilesikleri Kiitiiphanesi, Adams Kiitiiphanesi
ve MassFinder Kiitiiphanesi kullanilarak, ayrica tutunma indeksleri
karsilagtirilarak aydinlatildi. Ayrilan bilesiklerin relatif ylizde miktarlar

ise FID kromatogramlarindan alan degerleri kullanilarak hesaplandi.

3.2.2.6. Sivi kromatografisi/kiitle spektrometrisi (LC/MS) ile hekzan

ekstresinin analizi

LC/MS Calisma Sartlar

Cihaz : Agilent LC-MSD Trap SL

Kolon : Teknokroma C18 analitik kolon (250 x 4.6 mm, 5
um partikiil cap1)

Sicaklik :40 °C

Akim hizi : 0.7 mL/dak

Hareketli faz : metanol (%2 asetik asit)

Kiitle aralig1 : m/z 100-550

Kurutma sicakligt ~ :350C
Nebulizer basinci : 40 psi

Kurutma gazi : 9 mL/dak
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Kapiler voltaj 14 kV

Iyonlastirma turu : ESI +, - (eszamanl)

3.2.3. Hekzan ekstrelerinin analizi

S. halophila ve S. virgata’dan elde edilen hekzan ekstrelerinin
kompozisyonlarinin GC-MS-GC/FID sistemi kullanilarak belirlenmesi amaciyla
iki farkli yontem kullanildi. Oncelikle ekstrelerin igerisindeki ucucu bilesenlerin
belirlenmesi amaciyla ekstreler mikro distilasyon- tepe boslugu-kati faz mikro
ekstraksiyon (MSD-HS-SPME) yontemine tabi tutuldu. Ekstre distile su i¢erisinde
10 dak siire ile kaynatildi ve su buhari ile siiriiklenen ugucu bilesenler
polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) dolgu materyalli mavi tip SPME
ucunda (Supelco) tutuldu. Daha sonra bu ugta absorbe olan maddeler dogrudan
GC/MS sistemine enjekte edildi (Sekil 3.1).

Ayrica ekstreler igerisindeki yag asitlerini belirlenmesi amaciyla ekstreler
borontrifloriir ile tiirevlendirildi. Bu amagla 50 mg ekstre 5 mL 0.5 N metanollii
NaOH c¢ozeltisi ile karigtirildi. Bu karisim geri ¢eviren sogutucu altinda sicak su
banyosu lizerinde 15 dakika 1sitildi. Daha sonra 5 mL %14’liikk BF5 ilave edildi ve
2 dakika daha kaynatildiktan sonra 5 mL n-hekzan ilave edilip 1 dakika bekletildi.
Daha sonra karisim su banyosundan alinip sogumaya birakildi. Soguyan karigim
25 mL’lik balon jojeye alindi ve hacme doymus NaCl ¢ozeltisi ile tamamlandi.
Agz1 kapatilarak yavasca karistirildi. Fazlarin tam olarak ayrilmasi beklendi ve
istteki berrak kisitm GC/MS ve GC/FID sistemlerine es zamanli olarak enjekte
edildi (Saricoban 2001).

Ayrica bu ekstreler Stvi Kromatografisi/ Kiitle Spektrometrisi (LC/MS)
sistemi ile analiz edildi. Bu amagla numuneler ters faz sivi kromatografisinde
ayrildiktan sonra Elektron Sprey Iyonizasyon (ESI) teknigi ile iyonlastirildi ve
kiitle spektrumlart alindi. Analizler sirasinda eszamanli olarak hem pozitif hem de

negatif modda 6l¢tim alindi.
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SPME enjektori

sogutucu

— distilagyon balom

Ornegin verime agamast

F— DPisten

| ——Pistoru tutucu vida

| ——— Z-apklik

Géruntilleme
O / penCeres

e Ayarlanabiir igne ignenin septumdan maddenin termel  maddenin kolona
_Z;_ girigt desorpsiyony gepisi
[l "
1l _|" Gerilebilir yay Delinmis septum igne
Septum
K Fiber ek tip
Sililka leaph fiber ug

Sekil 3.1. Mikro distilasyon- tepe boslugu-kati faz mikro ekstraksiyon (MSD-HS-SPME)
yonteminde kullanilan cam aparey ve SPME enjektoriiniin kullanim prensibi
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3.2.4. Antioksidan aktivite calismalari

3.2.4.1. indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Ekstrelerin demir(IlI)’ {i indirgeme kapasiteleri Oyaizu 1986 yoOntemine
gore yapildi. 1 mL ekstre ¢ozeltisi 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6) ve 2.5
mL %1 lik potasyum hekzasiyanoferrat ¢6zeltisi ile karistirildi. 50 C de 30 dakika
inkiibe edildikten sonra 2.5 mL %10 luk trikloro asetik asit (TCA) ilave edildi ve
karisim 10 dakika santrifiij edildi. Son olarak, 2.5 mL st kisim 2.5 mL su ve 0.5
mL %0.1 lik FeCl; ilave edilip karistirilarak 700 nm de absorbanslar1 okundu.
Ekstrelerin indirgeme giicleri askorbik asite esdeger olarak (AscAE) mmol
askorbik asit/g 6rnek olarak verildi (Dorman ve ark 2003). Biiyiik AscAE degeri
zengin indirgeme kapasitesini gostermektedir. Tiim analizler dort paralel olarak

yapildi ve ortalama degerler olarak verildi.

3.2.4.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki tayini

Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nin metoduna
1999 gore yapildi. Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.4) igerisinde hazirlanmis 50
uL ekstre ¢ozeltisi 450 pL Tris-HCl tamponu (50 mM, pH 7.4) ve 1 mL 0.1 mM
metanolde hazirlanmis  1,1-difenil-2-pikrilhidrazil —¢ozeltisi (DPPH®) ile
karistirildi. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontroller
(BHT, askorbik asit) kullanildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe
edildikten sonra absorbanslar 517 nm de okundu. Inhibisyon yiizdesi asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplandi. ICsy degerleri nonlineer regresyon egrileri
kullanilarak (Sigma Plot 2001 version 7.0, SPSS Inc., Chicago, IL) hesaplandi.

Degerler dort paralel deneyin ortalamasi olarak verildi.

% inhibisyon = [(Abskontol — AbSsmek) / AbSkontol] X 100
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3.2.4.3. Linoleik asit peroksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Tiyosiyanat metodu: Lipit oksidasyonunun inhibe edilmesinin in vitro
olarak belirlenmesi amaciyla bu yontem kullanildi (Llorach ve ark 2002).
Reaktifler taze olarak hazirlandi. Reaksiyon karisimi (2.525 mL) etanolde
hazirlanmis linoleik asit (%2.5) (0.25 mL), 50 mM sodyum fosfat tamponu, pH 7
(1 mL), etanol (0.25 mL), distile su (0.9 mL), 6érnek (0.1 mL) ve hizlandirict
olarak 1.8 mM AAPH (25 pL) icerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimi
agz1 kapali tiiplere konup karistirildi ve 50 °C lik etiivde 10 saat inkiibe edildi. Her
2 saatte bir 30 uL reaksiyon karisimi 2910 pL etanol igerisine alind1 ve 30 pL
amonyum tiyosiyanat (3.86 M) ilave edildi. Daha sonra 30 pL demir(Il) kloriir
ilave edilip 3 dakika sonra 500 nm de absorbans okundu. Spektrofotometre
numune igermeyen reaktif karisimina karsi sifirlandi. Pozitif standart olarak BHT
ve askorbik asit kullanildi. Inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gére hesaplandi.
Kontrol absorbansi olarak 10 saat sonundaki absorbans kullanildi. Degerler dort

paralel deneyin ortalamasi olarak verildi.
% inhibisyon = 100-(AbSsmek — AbSkontrol X 100)

Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Metodu: Demir (II) tiyosiyanat metodunda
kullanilan reaksiyon karisimi 10 saat sonunda olusan MDA miktarinin
belirlenmesi amaciyla TBA deneyinde kullanildi (Llorach ve ark 2002). 1 mL
reaksiyon karigimi 1 mL trikloroasetik asit (TCA, %2.8) ve 1 mL tiyobarbitiirik
asit (TBA, %1) ile kanistirilip agz1 kapatilarak 90 °C lik su banyosunda 20 dakika
inkiibe edildi. 10 dakika buz banyosunda sogutulduktan sonra 2 mL r-butanol
ilave edilip vorteks ile karistirildi. 5 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
absorbans 532 nm de n-butanol’e kars1 okundu. Degerler dort deneyin ortalamasi

olarak verildi.

3.2.4.4. B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi [-karoten soldurma deneyine gore

yapildi (Oomah ve Mazza 1996, Velioglu ve ark 1998). Kisaca, 1 mL p-karoten

47



(0.2 mg/ml kloroform igerisinde) igerisinde linoleik asit (40 mg) ve Tween 20
(400 mg) bulunan kap igerisine ilave edildi. Kloroform azot altinda
yogunlastirildi. 50 ml distile su ilave edildi ve hizla ¢alkalandi. Kontrol, 6rnek ve
standart konulmadan ayn1 prosediir ile hazirlandi. Kontrol ve 6rneklerin sahitleri
ise P-karotensiz olarak hazirlandi. Tiim numunelerin 6rnekleri 470 nm de
spektrofotometrede olgiildii. Sonra o6rnekler termal otooksidasyon igin 50 °C de
105 dakika su banyosunda bekletildi. 3-Karoten’in solma derecesi 15 dakikalik
periyotlarla ornek alinarak izlendi. Antioksidan aktivite sonucu ii¢ deneyin

ortalamasi olarak verildi (Oomah ve Mazza 1996, Velioglu ve ark 1998).

AA% = [1‘(Ab06rnek‘Abslosérnek)/ (Abokontrol'AbSloskontrol)] X 100
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4. BULGULAR

4.1. Ekstrelerin Hazirlamsi, Spektrofotometrik ve Kromatografik Bilesim

Analizleri

Salvia halophila ve S. virgata bitkilerinin toprakiistii kisimlar1 sirasiyla
hekzan, etil asetat, metanol ve %50 metanol ekstreleri hazirlandi. Ayrica bitkilerin
Clevenger cihazinda yag1 alindiktan sonra kalan sulu kismi liyofilize edildi. Biitiin
ekstreler hem antioksidan aktivite analizlerinde hem de kompozisyon
analizlerinde kullanildi. Elde edilen ekstre verimleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi her iki bitkiden elde edilen %50 metanol ve su
ekstrelerinde en yiiksek verim elde edilmistir. En diislik ekstre verimleri ise etil
asetat ekstrelerinde bulunmustur. Soxhlet ektraksiyonu sonucu S. halophila’nin
toplam ekstre verimi (269.2 mg/g) S. virgata’nin veriminden (198 mg/g) daha
yiiksek olarak bulunmustur. Her iki bitkiden elde edilen su ekstrelerinin verimleri

arasinda fark goriilmemistir (151-152 mg/g).

Cizelge 4.1. S. halophila ve S. virgata’dan elde edilen ekstrelerin verimleri

Ekstre S. halophila 8. virgata
hekzan (A) 12.4% 21.5
etil asetat (B) 3.6 12.5
metanol (C) 71.2 45.0
%350 metanol (D) 182.0 119.0
toplam 269.2 198.0
su (E) 151.0 152.0

* mgekstre/ gdrog

Ekstrelerin toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar
deneysel kisimda verilen yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlenmigtir. Toplam fenol miktarlar1 gallik asite, toplam flavonoit ve toplam
flavonol miktarlar1 ise rutine esdeger olarak hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge
4.2’de verilmistir. Her iki bitkiden elde edilen %50 metanol ektrelerinin fenolik
bilesenlerce en zengin ekstre oldugu bulunmustur. Toplam fenol miktarlari
bakimindan S. halophila ekstreleri %50 metanol > etil asetat > metanol > su >
hekzan olarak siralanirken, S. virgata ekstreleri ise %50 metanol > metanol > su

> etil asetat > hekzan olarak siralanmaktadir. Toplam flavonoit miktarlar
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bakimindan S. virgata ekstrelerinin S. halophila ekstrelerinden daha zengin
oldugu Cizelge 4.2°de goriilebilir. Her iki bitki de flavonol igerigi bakimindan

fakir olarak bulunmustur.

Cizelge 4.2. S. halophila ve S. virgata ekstrelerinin toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam
flavonol miktarlari
Toplam fenol® Toplam flavonoit® Toplam flavonol®

Ekstre

S. halophila S. virgata S. halophila  S. virgata  S. halophila  S. virgata
(A)* 29.21+0.64  28.31+0.58 0.1820.24  0.81£0.09  0.15+0.00  0.02+0.00

(B) 98.97+0.77 64.47+1.04 1.2740.31 0.10+0.02 - 0.02+0.00
© 73.21£0.99  133.79+0.79  2.65+0.06  6.53+0.11 - -
(D) 106.70+£1.51 212.30+0.43  6.28+0.08  3.57+0.05 - -
(E) 58.46+0.44  116.22+0.84  3.64+0.21  3.87+£0.06  0.01+0.00  0.01+0.00

*(A), hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), %50 metanol; (E), su ekstreleri; * mggar/gekstres
ngE/ gekstre; ¢ ngE/ gekstre

Ekstrelerin Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) sistemi ile
yapilan analizlerinde PDA dedektor kullanilmis ve miktar tayinleri benzoik asit
tiirevleri i¢in 280 nm’de, hidroksisinnamik asit tiirevleri icin 320 nm’de ve
flavonoitler i¢in ise 360 nm’de yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3°de
verilmistir. S. halophila ve S. virgata ekstrelerine ait YBSK kromatogramlari
sirastyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de ve aydinlatilmis bilesiklere ait kimyasal yapilar

ise Sekil 4.3°de verilmistir.

Ekstreler icerisinde gallik asit, p-OH-benzoik asit, kafeik asit, o-kumarik
asit, rosmarinik asit, luteolin-7-O-glikozit ve luteolin kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmistir. Gallik asit, p-OH-benzoik asit 280 nm de, kafeik asit, o-kumarik
asit, rosmarinik asit 320 nm de, luteolin-7-O-glikozit ve luteolin 360 nm de analiz
edilmiglerdir. Ekstrelerin igerisindeki tanimlanan bu bilesiklerin miktarlari
standart maddelerden hazirlanan kalibrasyon egrileri (Cizelge 4.4) kullanilarak
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.4’de verilmistir. Maddelerin tanimlanmasinda

hem tutunma zamanlar1 hem de UV spektrumlar kullanilmigtir.
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Cizelge 4.3. S. halophila ve S. virgata ekstrelerinin YBSK analiz sonuglari

Ekstreler*
(A) B) © D) E)
S. halophila

callik . eser 0532001  020£001  0.06=0.00
p-OH- . 048001  138+001  746+030  127+0.02
benzoik

Kafeik . 1564£0.09  021£0.00 2394007  121£001
o-kumarik . 073£004  070£005  637£024  126+00l
rozmarinik . 4890£2.12  3859£022 27.14£089  598+0.05
luteolin-7-0- . 0324002  045£001 2324009  0.860.00
glikozit

luteolin . 046£0.02 0162001  008£000  0.04=0.00

S. virgata

callik . eser 0412003 129007  083%0.03
p-OH- . 0.03 = 0.01 eser 046004  0.11+0.02
benzoik

Kafeik . 048004  056£002 056004  135+0.11
o-kumarik . 083£004  1078+025  7.63£047  134+002
rozmarinik . 448013 5975166 4849284 2323043
luteolin-7-0- . 0154001  0.69+002  047£0.03  023%0.01
glikozit

luteolin . 0.06£000 0142001  036£002  058+002

*(A), hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), %50 metanol; (E), su ekstreleri; “mg/g, Ort+ SD

Cizelge 4.4. YBSK analizlerinde kullanilan standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve korelasyon

katsayilari
Bilesik Kalibrasyon denklemi Korelasyon katsayist Konsantrasyon aralig1
3 [y = ax + b] [] [mg/mL]
gallik asit y=23.10x + 6078 0.9994 0.001-0.700
ﬁég;_ik wip | Y=L 107+ 15674 0.9969 0.001-0.700
kafeik asit y=5.10"x +4571 0.9995 0.001-0.700
Z;ﬁ“ma“k y=3.10%+ 5876 0.9983 0.001-0.700
;‘;iztma“mk y=2.10"x + 8037 0.9995 0.001-0.700
g‘t;‘l’lllfgzzt y=4.10"x +3218 0.9993 0.001-0.700
luteolin y=5.10"x + 663 0.9999 0.001-0.700
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Sekil 4.1. S. halophila ekstrelerinin YBSK kromatogramlari (1, gallik asit; 2, p-OH-benzoik asit;
3, kafeik asit; 4, luteolin-7-O-glikozit; 5, o-kumarik asit; 6, rozmarinik asit; 7,
luteolin)
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Sekil 4.1 (Devam). S. halophila ekstrelerinin YBSK kromatogramlari (1, gallik asit; 2, p-OH-
benzoik asit; 3, kafeik asit; 4, luteolin-7-O-glikozit; 5, o-kumarik asit; 6, rozmarinik

asit; 7, luteolin)
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Sekil 4.2. S. virgata ekstrelerinin YBSK kromatogramlari (1, gallik asit; 2, p-OH-benzoik asit; 3,
kafeik asit; 4, luteolin-7-O-glikozit; 5, o-kumarik asit; 6, rozmarinik asit; 7, luteolin)
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Sekil 4.2 (Devam). S. virgata ekstrelerinin YBSK kromatogramlar1 (1, gallik asit; 2, p-OH-
benzoik asit; 3, kafeik asit; 4, luteolin-7-O-glikozit; 5, o-kumarik asit; 6, rozmarinik
asit; 7, luteolin)
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Sekil 4.3. S. halophila ve S. virgata ekstrelerinde tanimlanan ve miktarlar1 belirlenen fenolik
bilesiklerin kimyasal yapilar1
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Salvia halophila ile yapilan YBSK analizleri sonucunda Cizelge 4.3’deki
sonuglar degerlendirildiginde, etilasetat ekstresinin fenolik bilesikler bakimindan
zengin oldugu bulunmustur. S. halophila ekstrelerinde hekzan ekstresi disinda ana
bilesik olarak rozmarinik asit tespit edilmistir. Kafeik asit ise ekstrelerde bulunan
ikinci ana hidroksisinnamik asit tiirevidir. Metanol ve sulu metanol (%50)

ekstrelerinin diger ekstrelere gore daha fazla flavonoit tagidigi belirlenmistir.

S. virgata ekstrelerinin YBSK analizi sonuclar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
Bu ekstrelerde de hekzan ekstresi diginda rozmarinik asit ana bilesendir.
Hidroksisinnamik asit tlirevi olan o-kumarik asit ise ikinci ana bilesik olarak tespit
edilmistir. Metanol, %50 metanol ve su ekstreleri flavonoitleri bakimindan diger

ekstrelerden daha zengin olarak bulunmustur.

4.2. Hekzan Ekstresinin Kimyasal Bilesiminin Belirlenmesi

Aktivite deneylerinde yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenen hekzan
ekstresinin i¢erdigi ugucu bilesikler, yag asitleri ve diger apolar bilesikler ayr1 ayri
incelenmistir. Bu amagla Oncelikle ekstrelerin icerdigi ugucu bilesiklerin
belirlenmesi mikro distilasyon- tepe boslugu-kati1 faz mikro ekstraksiyon (MSD-
HS-SPME) teknigi ile yapilmistir. Burada su buhart ile siirliklenen ugucu
bilesenler polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) dolgu materyalli mavi
tip SPME ucunda tutulmus ve dogrudan GC/MS sistemine enjekte edilmistir. Her
iki ekstreya ait GC/MS kromatogramlar1 Sekil 4.4’de ve tanimlanan bilesenlere ait
relatif miktarlar (%) Cizelge 4.5’de verilmektedir. Bu analizler sonucunda S.
halophila ve S. virgata’nin hekzan ekstrelerinin ana bilesikler bakimindan
birbirlerinden farkli oldugu go6zlenmistir. S. halophila’da hentriakontan,
tritriakontan ve nonakosan ana bilesiklerken, S. virgata’da hekzadekanoik asit,
fitol, heptakosan yiiksek oranda bulunmustur. Ayrica S. virgata’da karyofilen
tirevi seskiterpen bilesiklere rastlanirken bu bilesikler S. halophila’da

bulunmamaktadir.
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Sekil 4.4. S. halophila ve S. virgata’nin hekzan ekstrelerinin MSD-HS-SPME yontemi sonucunda
elde edilen GC/MS kromatogramlari

Hekzan ekstreleri ayrica BFj; ile tiirevlendirilmis ve yag asitleri yapilan
GC/MS analizleri sonucunda belirlenmistir. Tiirevlenmis ekstreler eszamanli
olarak hem GC/MS’e hem de GC/FID sistemlerine enjekte edilmistir. Her iki
bitkinin hekzan ekstrelerine ait GC/FID kromatogramlari Sekil 4.5°de ve
tanimlanan bilesiklere ait relatif miktarlar (%) Cizelge 4.6’da verilmistir. Alinan
sonuclara gdre her iki ekstre profil olarak benzerlik gostermekte sadece madde
miktarlart olarak degisim gostermektedir. S. halophila’da hentriakontan,
tritriakontan ve nonakosan ana bilesenler olarak bulunurken, S. virgata’da metil

linoleat ve hentriakontan yiiksek oranda bulunmaktadir.

jcecmeed 0. Ralophiia

-=eecen] S vivgata " LN i

L ISR N S B S B B B S B S N S B B e B S B B B B B B B B S B S B N N B B S B S B B S B B B B R e
10.00 40,00 =0.00 0,00 =000 =000 OO0 =0.00 =0.00 100000 110,00

Sekil 4.5. S. halophila ve S. virgata’nin hekzan ekstrelerinin BFj; ile tiirevlendirilmesi sonucunda
elde edilen GC/MS kromatogramlari
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Cizelge 4.5. S. halophila ve S. virgata’ nin hekzan ekstrelerinin MSD-HS-SPME yo6ntemi
ile elde edilen bilesikleri (GC/MS)

S. halophila S. virgata

RTI Bilesik (%] [%]
1612 B-karyofilen - 0.200
1933 tetradekanal - 0.095
2001 izokaryofilen oksit - 0.081
2008 karyofilen oksit - 0.886
2041 2-pentadekanon - 0.048
2131 hekzahidrofarnesil aseton - 1.675
2226 metil palmitat 0.034 3.118
8,13-epoksi-15,16-
2287 dinorlabd-12-en ) 0.360
2300 triakosan - 0.753
2316 karyofilladienol-I - 0.268
2380 dihidroaktinidiolit 0.041 0.783
2400 tetrakosan - 0.184
2431 metil stearat - 0.835
2467 metil elaidat - 1.036
2498 metil linoleat - 1.318
2500 pentakosan 0.238 3.889
2530 fitil asetat - 0.677
2583 metil linolenat 0.081 3.984
2597 1-oktadekanol 0.035 -
2600 hekzakosan 0.171 0.631
2622 fitol 0.510 15.943
2639 metil aragidat - 0.357
2670 miristik asit - 0.601
2700 heptakosan 6.000 10.436
2800 oktakosan 0.733 0.463
2900 nonakosan 15.201 5.620
2931 hekzadekanoik asit 2.497 21.696
3000 triakontan 3.079 -
3100 hentriakontan 38.686 3.837
3151 oktadekanoik asit - 1.290
3200 oleic asit - 2.748
3290 linolenik asit - 5.658
3300 tritriakontan* 15.997 -
Toplam 88.303 89.740

* Wiley kitiiphanesindeki spektrum benzerliginden bulunmustur.
RTI: Relatif Tutunma Indisi, n-alkan serisine gore hesaplanmistir.
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Cizelge 4.6. S. halophila ve S. virgata’ nin hekzan ekstrelerinin BFj ile tiirevlendirilmesi
sonucu elde edilen bilesikleri (GC/FID)

S. halophila S. virgata

RTI Bilesik %] [%]
1815 metil laurat 0.095 -
2020 metil miristat 0.250 0.516
2226 metil palmitat 2.701 7.407
2255 metil palmitoleat 0.201 0.395
2431 metil stearat 0.739 2.712
2467 metil elaidat 0.793 3.870
2498 metil linoleat 0.574 3.620
2583 metil linolenat 1.935 11.184
2622 fitol 0.988 3.797
2639 metil aragidat 0.479 2.373
2700 heptakosan 4.087 4.019
2800 oktakosan 0.683 -
2838 metil behenat 0.440 1.338
2900 nonakosan 11.373 5.474
3000 triakontan 2.837 -
3100 hentriakontan 32.572 10.835
3195 bilinmeyen 3.969 -
3300 Tritriakontan* 16.831 8.140
Toplam 81.547 65.680

* Wiley kitiiphanesindeki spektrum benzerliginden bulunmustur.
RTI: Relatif Tutunma Indisi, n-alkan serisine gore hesaplanmistir.

Hekzan ekstreleri igerisindeki diger apolar bilesiklerin belirlenmesi
amaciyla LC/MS analizleri yapilmistir. Burada maddeler Elektron Sprey
Iyonlasma yontemi kullanilmis ve dl¢iimler eszamanli olarak hem pozitif hem de
negatif formda alimmustir. Buradan alinan S. halophila hekzan ekstresine ait
pozitif ve negatif formda alinan toplam iyon kromatogramlar1 Sekil 4.6’da, S.
virgata’ya ait olanlar ise Sekil 4.7°de verilmistir. Kromatogramlarda bulunan
piklere ait MS degerleri ise Cizelge 4.7 ve 4.8’de verilmistir. Bu MS degerlerine
gore S. halophila’da pozitif moddaki 12 nolu pikin ve S. virgata’da pozitif

moddaki 7 nolu pikin a-tokoferol olabilecegi diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.6. S. halophila hekzan ekstresinin LC/MS analizi sonucu alinan toplam iyon

kromatogrami
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Cizelge 4.7. S. halophila hekzan ekstresine ait LC/MS analiz sonuglart

Pozitif [M+H]"

Negatif [M-H|

Pik (Rt) Ana fragmanlar (m/z) Pik (Rt) Ana fragmanlar (m/z)
1(3.2) 517 1(6.8) 247,281, 312,374, 524
2(4) 228,262,288, 454, 476, 513 2 (7.6) 247,314,374, 526
3(5.1) 380, 446, 483, 504, 541 3(16.8) 375

4 (7) 89, 103, 471, 485, 512 4 (22) 425

5(8.5) - 5(29.3) 457

6(9.5) 548 6 (39) 489

7(10.5) 496 7 (53.8) 522

8 (11.5) 489,523

9(12.7) 523

10 (13.9) 492, 505
11(16.9) 418, 481
12 (19.5) 430

13(21.1) 461,496
14 (23.7) 431,529
15(25.9) 465, 533

Rt, tutunma zamani (dak); m/z, kiitle/yiik orani

Cizelge 4.8. S. virgata hekzan ekstresine ait LC/MS analiz sonuglar1

Pozitif [M+H]"

Negatif [M-H]

Pik (Rt) Ana fragmanlar (m/z) Pik (Rt) Ana fragmanlar (m/7)
1(4.1) 228,262,288, 454, 476, 513, 1(6.9) 223, 247,282,320, 384, 412,
527 459, 527
2 (5.5) 331, 380, 462, 495 2(7.5) 250, 322, 384, 526
3(7.1) 89, 103, 118, 144, 165, 190, 3(8.3) 294, 388, 459, 500, 527
278, 303, 339, 360, 380, 407,
435,471,482, 519
4(8.4) 89, 103, 118, 144, 408, 427, 4(8.7) 203, 221,247, 285, 325, 384,
470, 491, 505 489
5(9.4) 89, 103, 548 5(12.7) 274, 259, 388, 410, 501, 524
6(10.4) 89, 103, 118, 144, 166, 190, 6 (15.6) 206, 387, 442
225,303, 390, 408, 479, 495,
523, 548
7 (19.5) 430 7 (29.4) 205, 281, 384, 414, 457, 501
8 (39.6) 383, 489
9 (54) 298, 384, 522

Rt, tutunma zamani (dak); m/z, kiitle/yiik orani
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4.3. Antioksidan Aktivite Calismalari

4.3.1. Indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Maddelerin indirgeme giigleri ile antioksidan aktivite arasinda genellikle
dogrusal bir baglant1 vardir. Bu nedenle indirgeme kapasitesinin belirlenmesi o
maddenin antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi verebilir. Bu amagla S. halophila
ve S. virgata tiirlerinden elde edilen ekstrelerin ve standartlarin demiri indirgeme
kapasiteleri incelenmis ve sonuglar Sekil 4.8’de verilmistir. Burada verilen

sonuglar askorbik asite esdeger olarak hesaplanmustir.

Salvia halophila ekstreleri ile yapilan deneyler sonucunda hicbir ekstre
pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT ve gallik asit kadar aktif
bulunmamuistir. Etilasetat ve %50 metanol ekstrelerinin demir(Ill)’i demir(IT)’ye

indirgeme giicleri istatistiksel olarak (p < 0.05) benzer bulunmustur.

S. virgata’nin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin higbirisinin
demir(IIl) i indirgeme giicii pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT
ve gallik asit kadar yiiksek bulunamamistir (Sekil 4.8). Metanol ektresinin
demir(IIT)’i demir(Il)’ye indirgeme giicii istatistiksel olarak (p < 0.05) en yiiksek

olarak bulunmustur.

4.3.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki tayini

Viicuttan zararli ve hastalik yapici radikallerin uzaklastirilmasi oldukca
onemlidir. Bu amacla azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikali
kullamlmigtir. Biitiin ekstreler DPPH® radikalini fizyolojik pH da konsantrasyona
bagl olarak siiptirmiislerdir. ICso degerleri, radikalin %50’sini siipiirebilecek
gerekli konsantrasyon olarak tanimlanir. Ekstrelerin I1Csy degerleri hazirlanan
dogrusal olmayan egriler kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar Sekil 4.9’da

verilmigtir.
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Sekil 4.8. S. halophila ve S. virgata ekstrelerinin ve standartlarin demir(III)’ii demir(Il)’ye
indirgeme kapasiteleri [(A), hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), %50 metanol;
(E), su ckstreleri; AscAE, askorbik asit esdeger miktar;; GA, gallik asit; BHT,
butillenmis hidroksitoluen; p < 0.05]
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Sekil 4.9. S. halophila ve S. virgata ekstrelerinin ve standartlarin DPPH® radikalini siipiirme
kapasiteleri [(A), hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), %50 metanol; (E), su
ekstreleri; AscAs, askorbik asit; GA, gallik asit; BHT, butillenmis hidroksitoluen; p
<0.05]
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S. halophila ve S. virgata ekstreleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda hekzan
disindaki tiim ektrelerin fizyolojik pH da siipiiricii etki gosterdikleri
belirlenmistir. Sekil 4.9’a gore, S. halophila’nin etilasetat ve %50 metanol
ektreleri digerlerine gore daha aktif olarak bulunmustur. S. virgata ekstrelerinden
ise %50 metanol ekstresi en aktif ekstre olarak tespit edilmistir. Bununla beraber,
her iki bitkiden elde edilen hicbir fraksiyon pozitif kontrol olarak kullanilan
askorbik asit, BHT ve gallik asit kadar etkili bulunmamustir. S. halophila
ekstrelerinin DPPH® radikal siipiiriicii aktiviteleri soyle siralanabilir: etilasetat >
%350 metanol > metanol = su. Bu etki siras1 S. virgata ekstrelerinde ise; %50

metanol > su > metanol > etil asetat seklindedir.

4.3.3. Linoleik asit peroksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Hem gidalarin korunmasinda hem de hiicrelerin korunmasinda lipitlerin
oksidasyonunun engellenmesinin 6nemi biiyliktiir. Bu amacla hem gidalarda hem
de hiicre duvarlarinda en fazla bulunan doymamis yag asidi olan linoleik asidin
oksidasyonunun engellenmesine dayali olarak gelistirilen bu metotta, %0.25 ve
%1 konsantrasyonda hazirlanan ekstreler kullanilmistir. Linoleik  asit
peroksidasyonu iizerine ekstrelerin etkileri hizlandirilmis oksidasyon testi ile
yapilmistir. Deney sonucunda alinan bozunma egrileri zamana bagli olarak S.
halophila igin Sekil 4.10 ve S. virgata igin Sekil 4.11°de verilmistir. Ayrica
ekstrelerin 10 saat sonundaki linoleik asit peroksidasyonunu hangi oranda inhibe
ettikleri ise ylizde olarak Cizelge 4.9°da verilmistir. S. halophila’nin hekzan ve
etilasetat ekstreleri lipidik sistemde her iki konsantrasyonda da aktif olarak
bulunurken, S. virgata’nin etilasetat ekstresi her iki konsantrasyonda en yiiksek
aktiviteyi gostermistir. Her iki bitkinin bu aktif ekstreleri ayrica pozitif kontrol
olan BHT’ye esdeger aktiviteye sahip olarak bulunmustur. S. halophila
ekstrelerinin aktiviteleri sdyle siralanabilir: %0.25°lik konsantrasyonda, etilasetat
> hekzan > metanol =~ %50 metanol = su; %]1°lik konsantrasyonda ise, etilasetat ~
hekzan > %50 metanol = su > metanol. S. virgata ekstrelerinin aktivite sirasi ise

%0.25’1lik konsantrasyonda etilasetat > hekzan > su = %50 metanol > metanol,

67



%1°lik konsantrasyonda ise etilasetat > %50 metanol > su = hekzan > metanol

seklindedir.
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Sekil 4.10. Linoleik asit oksidasyonunda S. halophila ekstrelerinin ve standartlarin etkileri
[(A), hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), %50 metanol; (E), su ekstreleri;
AscAs, askorbik asit; GA, gallik asit; BHT, butillenmis hidroksitoluen]
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Sekil 4.11. Linoleik asit oksidasyonunda S. virgata ekstrelerinin ve standartlarin etkileri
[(A), hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), %50 metanol; (E), su ekstreleri;
AscAs, askorbik asit; GA, gallik asit; BHT, butillenmis hidroksitoluen]
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sonundaki MDA olusumunu inhibe etme yiizdeleri

Cizelge 4.9. S. halophila ve S. virgata ekstrelerinin 10 saatlik hizlandirilmis oksidasyon

%0.25’lik konsantrasyon

%1°lik konsantrasyon

Ornekler
S. halophila S. virgata S. halophila S. virgata

BHT 94.93 + 0.26 94.93 + 0.26 93.63+0.24  93.63+£0.24
Askorbik asit 40.84 £ 1.39 40.84 £ 1.39 92.32+0.90  92.32+0.90
Gallik asit 70.79 £ 0.63 70.79 £ 0.63 59.57+2.35  59.57+235
(A)* 76.20 + 1.54 52.07 £2.02 91.12+0.24 4943 +1.49
B) 91.30 = 1.02 79.39 +1.71 88.85+1.66 87.04+1.21
© 11.81£0.41 5.95+0.23 18.06+0.60  41.48+1.26
(D) 9.85+£0.33 15.04+0.29 70.18+£1.77  70.94 £1.73
(E) 4.05+0.19 14.49 £ 0.64 67.56+1.17  48.66 £ 1.52

* (A),hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), %50 metanol; (E), su ekstreleri

Malondialdehit (MDA) degerinin olciimii (TBA metod)

Linoleik asitin oksidasyonu sonucu olusan MDA’in  miktarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu testte, MDA, linoleik asit oksidasyonu
sonucunda olusturulmus ve TBA ile reaksiyona sokularak olusan oksidasyon
derecesi belirlenmistir. Yukarida 10 saat siire ile okside edilen linoleik asit
¢ozeltisi kullanilmistir. Bu 10 saatlik oksidasyon sonucunda ekstrelerin etkileri %

inhibisyon degerleri olarak hesaplanmis ve Sekil 4.12°de verilmistir.

S. halophila ekstrelerini igeren linoleik asit c¢ozeltilerinin TBA deneyi
sonucunda, tiyosiyanat deneyi ile ayni sonuglar1 verdigi bulunmustur. Burada da
hekzan ve etilasetat ekstreleri en etkili bilesikler olarak tespit edilmistir. Ayrica,
%350 metanol ve su ekstrelerinin de MDA olusumunu dolayisiyla linoleik asit
peroksidasyonunu %1 konsantrasyonda engelledigi gosterilmistir. S. virgata ise
hekzan ve etilasetat ekstreleri ile MDA olusumunu en fazla engellemistir. Sulu
metanol ve su ekstreleri de %1’lik konsantrasyonda linoleik asiti oksidasyona

kars1 korumustur.
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peroksidasyonunda MDA olusumuna etkileri [(A), hekzan; (B), etilasetat;
GA, gallik asit; BHT, butillenmis hidroksitoluen; p <0.05]

Sekil 4.12.. S. halophila ve S. virgata ekstrelerinin ve standartlarin linoleik asit
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4.3.4. B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

B-karoten-linoleik asit beraber oksidasyon deneyinde amacg yine lipit
peroksidasyonunun derecesinin Olgiilmesidir. S. halophila ve S. virgata
ekstrelerinin P-karoten-linoleik asit oksidasyonunu engelleme dereceleri Sekil
4.13’de verilmistir. Sekil 4.13’de goriilebilecegi gibi, her iki bitkiden de elde
edilen tiim ekstreler belli oranlarda inhibitor aktivite gostermistir. S. halophila
ekstrelerinin aktivite sirast BHT > (A) > CA = (B) > (C) = (D) = (E) > AscAs (=,
istatistiksel olarak esdeger, p < 0.05) iken, S. virgata ektrelerinin aktiviteleri ise
BHT > CA > (A) = (B) = (C) = (D) = (E) > AscAs olarak siralanmistir. Bu test
ortaminda S. halophila’dan elde edilen etilasetat ekstresi sitrik asit ile benzer
aktivite gostermistir. Ayrica yine S. halophila’dan elde edilen petrol eteri ekstresi
sitrik asitten fazla ve BHT ye ise yakin etkili olarak bulunmustur. S. virgata
ekstreleri ise belli oranda etkili olmalarina ragmen hig birisi pozitif kontrol olan
BHT ve sitrik asite esdeger aktivite goOsterememistir. Bu deney sisteminde
askorbik asitin prooksidan etkili oldugu bulunmus ve bu sonu¢ Siddhuraju ve

Becker (2003) ile paralellik gostermistir.
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Sekil 4.13. S. halophila ve S. virgata ekstrelerinin ve standartlarin B-karoten/linoleik asit
peroksidasyonuna etkileri [(A), hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), %50
metanol; (E), su ekstreleri; AscAs, askorbik asit; GA, gallik asit; BHT, butillenmis
hidroksitoluen; p <0.05]

73



5. TARTISMA VE SONUC

Salvia Lamiaceae familyasinin en yaygin cinslerinden birisidir ve pek¢ok
tilkenin farmakopesinde yer almaktadir. Literatiirde Sa/via tiirleri ile yapilmis ¢ok
sayida kimyasal ve aktivite ¢caligmalari mevcuttur. Bu ¢alismalar Salvia tiirlerinin
igcermis olduklar1 maddelerin izolasyonu, yapi tayinleri ve hem bu maddelerin
hem de ekstrelerin etki ¢caligmalarini kapsamaktadir (Adzet ve ark, 1988, Cuvelier
ve ark 1994, Ho ve ark 2000, Weng ve Wang 2000, Gu ve Weng 2001, Lu ve Foo
2002, Miura ve ark 2002, Pizzale ve ark 2002, Santos-Gomes ve ark 2002,
Matsingou ve ark 2003, Bors ve ark 2004, Miliauskas ve ark 2004, Kosar va ark
2005a, Ai-li ve Chang-Hai 2006, Tepe ve ark 2005, Zhao ve ark 2006) . Ayrica
Salvia tiirleri ile ilgili olarak hem iilkemizde hem de diinyada yogun olarak ugucu
yag calismalar1 da yapilmaktadir. Ulkemizdeki bu ugucu yag ¢alismalarmi yogun
olarak Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali
gerceklestirmektedir (Baser ve ark 1995a, 1995b, Baser ve ark 1997, Baser ve ark
1998, Tiimen ve ark 1998, Kiirk¢iioglu ve ark 2002, Demirci ve ark 2003, Bager
ve ark 2005, Kosar ve ark 2005b, Kiirk¢lioglu ve ark 2005).

Bu tez kapsaminda S. halophila ve S. virgata’nin in vitro antioksidan
etkileri ve etkiden sorumlu fenolik bilesikleri kalitatif ve kantitatif olarak
incelenmistir. Bu amacla bitkiden Soxhlet ekstraksiyonu ile hekzan, etilasetat,
metanol ve %50 metanol ekstreleri hazirlanmistir. Ayrica Clevenger distilasyonu
ile yaglarindan kurtarilmis su ekstresi de yine aym bitkilerden hazirlandi. Bu
ekstreler hem in vitro antioksidan aktivite testlerinde hem de kalitatif ve kantitatif
kompozisyon analizlerinde kullanildi.

S. halophila’nin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ektrelerin verimleri
3.6- 182.0 mg/g araliginda ve %50 metanol > su > metanol > hekzan > etilasetat
sirastyla degismektedir. S. virgata’dan ise 12.5- 152.0 mg/g verim araliginda elde
edilen ekstrelerin siralanisi ise sdyledir: su > %50 metanol > metanol > hekzan >
etilasetat. Bu sonuglardan da goriilebilecegi gibi S. virgata’nin ekstre verimleri
daha yiiksektir. S. virgata’da en yiiksek verim su ektresinden (152 mg/g) alinirken
S. halophila’da i1se %50 metanol ekstresindedir (182 mg/g). S. virgata’nin

Ozellikle Bursa civarinda halk arasinda kan kanserinde dekoksiyonu halinde
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kullanildig1 kaydedilmistir. Burada da en yiiksek verim yine su ekstresinden
alinmustir. S. halophila’da en yiiksek verime sahip olan %50 metanol ekstresi ayni
zamanda en yiiksek toplam fenol (106.70 mgcar/gekstre) V€ toplam flavonoit (6.28
MERrE/Zekstre) Miktarlarina da sahip olarak bulunmustur. S. virgata’da da en yiiksek
toplam fenol igerigi yine %50 metanol ekstresinde (212.30 mEGaAr/Zekstre)
bulunmustur. Ayrica metanol (133.79 mgcar/gekstre) V€ sU (152 mMEGAE/ekstre)
ekstreleri de yiiksek oranda fenolik madde icermektedir. Toplam flavonoit miktar
ise S. virgata’da en fazla metanol ekstresinde (6.53 mgrg/gekstre) bulunmustur.

Ekstreler tlizerinde yapilan YBSK analizleri sonucunda tiim ekstrelerde
tanimlanan fenolik bilesikler icerisinde rozmarinik asit ana madde olarak tespit
edilmistir. Toplam rozmarinik asit miktar1 elde edilen ekstre toplaminda S.
halophila i¢in 114.63 + 0.92 mg/g, S. virgata i¢in ise 112.72 + 0.79 mg/g olarak
bulunmustur. Rozmarinik asit miktar1 bakimindan iki tiir ¢ok farkh
bulunmamuistir. Ayrica ekstrelerde kafeik ve o-kumarik asit gibi hidroksisinnamik
asitler de bulunmaktadir. Ekstrelerin icerisinde UV spektrumlarina goére flavonoit
glikozitlerinin aglikonlara gore daha yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir.
Ekstrelerde toplam luteolin-7-O-glikozit miktart S. halophila i¢in 3.09 + 0.03
mg/g, S. virgata i¢in 1.31 £ 0.01 mg/g olarak bulunmustur. Yapilan literatiir
taramalarinda rosmarinik asitin Sa/via tiirlerinde ana bilesen olarak bulundugu ve
antioksidan aktiviteden sorumlu bilesigin de rozmarinik asit oldugu derlenmistir.
Ayrica karnosik asit, karnosol ve tiirevlerinin de Salvia tiirlerinde degisen
oranlarda bulundugu ve aktiviteden sorumlu bilesikler arasina girdigi literatiirde
kayithdir (Cuvelier ve ark 1994, Adzet ve ark 1998, Wang ve ark 1998, Ho ve ark
2000, Lu ve Foo 2002, Miura ve ark 2002, Pizzale ve ark 2002, Matsingou ve ark
2003, Kosar ve ark 2004). Ayrica Salvia tiirlerinde bulunan flavonoitlerden en
yaygin olanlarinin luteolin ve apigenin ve bunlarin glikozitleri olduklar1 ve
bunlardan da luteolinin glikozitlerinin bulunma sikliginin apigenine goére daha
fazla oldugu da bilinmektedir (Lu ve Foo 2002).

Ekstrelerin demir(Ill)’@i demir(I)’ye indirgeme kapasitesi hidrojen verme
kapasiteleri olarak degerlendirilir (Yildirim ve ark 2000). Indirgeme kapasitesi
radikal zincir reaksiyonlarinin baslangi¢ sathasinda olduk¢a 6nemlidir (Yildirim

ve ark 2000). Literatiirde, sulu ekstrelerin demir(Ill)’ii demir(Il)’ye indirgeme
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kapasiteleri ile antioksidan aktiviteleri arasinda yiiksek korelasyon bulunmasina
(Dorman ve ark 2003, 2004, Kosar ve ark 2005) ragmen, bunun her zaman dogru
olmadig1 kayithidir (Yildirim ve ark 2000). Ekstrelerin demir(Ill)’t demir(Il)’ye
indirgeme giicii test edilmistir. Sonuglar askorbik asite esdeger olarak hesaplanmis
(AscAE) ve bu degerler kullanilmistir. AscAE degeri biiylidiikce aktivite de
artmaktadir. S. halophila ekstrelerinin indirgeme kapasiteleri 0.264 + 0.019- 1.024
+ 0.021 mmol/g AscAE degerlerinde ve en aktif ekstre de %50 metanol ekstresi
(1.024 + 0.021 mmol/g AscAE) olarak bulunmustur. Bu ekstre ayn1 zamanda en
fazla toplam fenolii ve en fazla flavonoiti de igermektedir. S. virgata da ise
ekstrelerin indirgeme kapasiteleri 0.150 = 0.013 — 1.472 £+ 0.024 mmol/g AscAE
aasinda degismektedir. Bu bitkide de yine en fazla toplam fenolik madde icerigine
sahip olan %50 metanol ekstresinin demir(IIl)’ii indirgeme kapasitesi en fazla
olarak bulunmustur (1.472 + 0.024 mmol/g AscAE). Yiiksek aktiviteye sahip her
iki %50 metanol ekstresi yine yliksek oranda rozmarinik asit icermektedir.
Fenolik asitler ve flavonoitler dogal antioksidanlar olarak bilinirler. Fenolik
asitler, ozellikle hidroksisinnamatlar, antioksidan aktivitelerini hidrojen vererek
gosterirler (Rice-Evans ve ark 1996, Gu ve Weng 2001). Hidroksisinnamatlar
sinifinda yer alan rozmarinik asit ve tiirevleri, ¢ok gii¢liit DPPH®- radikal siipiiriicii
bilesikler olarak bilinirler (Lu ve Foo 2002). Bu tez kapsaminda incelenen
ekstrelerin bir kisminda rozmarinik asit bir kisminda ise flavonoitler ana
bilesenler olarak goriilmektedir. Fenolik asitler ve flavonoitler polar ¢oziiciilerde
¢Oziiniirler ve polar sistemlerde giiclii aktivite gosterirler. Demir(IIl)’i indirgeme
reaksiyonu ve DPPH® radikal siipiiriicii etki testleri polar ortamlarda
yapilmaktadir. Bu nedenle de bu bilesiklerce zengin fraksiyonlar bu deney
sistemlerinde etkili olarak bulunmuslardir.

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikali, 517 nm de maksimum
absorbans veren stabil bir radikaldir. Antioksidan 6zellikli maddeler tarafindan
elektron ve hidrojen atom transferi ile DPPH® radikalinin hidrazin tiirevlerine

indirgendiginde absorbans diiser (Sekil 5.1) (Bachmayer 2004).
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N + ArOH ——> NH + ArO
O,N NO, O,N NO,
NO, NO;
(DPPH®) (antioksidant, &rn. fenolik) (DPPH-H) (antioksidant serbest radikali)

Sekil 5.1. DPPH® radikali ile hidrojen verici fenolik bilegiklerin reaksiyon mekanizmasi

Ekstrelerin azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikalini siipiirme
kapasiteleri fizyolojik pH da incelenmis ve sonuglar ICsy degerleri olarak
(mg/mL) verilmistir. ICsy degeri kiiciildiik¢e aktivite artmaktadir. Her iki bitkiden
de elde edilen hekzan ekstreleri ¢oziiniirliikk problemi nedeniyle bu polar deney
sisteminde test edilememistir. S. halophila ekstrelerinin 1Csy degerleri 0.414 +
0.020 — 1.030 £ 0.05 mg/mL arasinda degigsmektedir. Etilasetat ekstresi 0.414 +
0.020 mg/mL ICsy degeri ile en aktif ekstre olarak bulunmustur. Bu ekstrenin
demir(III)’{ indirgeme kapasitesi de yiiksektir (1.018 mmol/g AscAE). En az
aktiviteye ise metanol ekstresi (1.030 + 0.05 mg/mL) gostermistir. S. virgata
ekstrelerinin ise DPPH® radikalini siipiirme etkileri, %50 metanol (0.198 + 0.006
mg/mL) > su (0.300 £+ 0.04 mg/mL) > metanol (0.370 £ 0.019 mg/mL) > etilasetat
(1.660 £ 0.024 mg/mL) olarak siralanmaktadir. S. halophila’da en aktif olarak
bulunan etilasetat ekstresi S. virgata’da ise en aktif olarak bulunmustur. S.
halophila’nin etilasetat ekstresi en yiiksek rozmarinik asit icerigine sahipken
(48.90 = 2.12 mg/g), S. virgata’nin etilasetat ekstresi ise en az rozmarinik asit
icermektedir (4.48 mg/g). Buradan ana bilesik olan rozmarinik asit miktar ile
DPPH® radikalini siipiirme etkisi arasinda dogrusal bir iliski oldugunu
gostermektedir. Salvia tiirleri dogal antioksidan kaynagi olarak bilinirler ve bu
amagla yaygin olarak kullanilirlar. Giiclii radikal siipiiriici etkiden kafeik asit
tiirevleri, karnosik asit, karnosol ve tiirevleri sorumlu olarak bilinmektedir (Lo ve

Foo 2002, Pizzale ve ark 2002). Flavonoitler DPPH® radikal siipiiriicii etki

77



bakimindan daha zayif etkilidirler. Ayrica flavonoitlerde glikozit formlarinin ve
derecelerinin radikal siipiiriicii aktiviteyi diisiirdiigii literatiirde kayithdir (Ho ve
ark 2000, Lu ve Foo 2002). Ayrica S. officinalis ile yapilan es zamanli YBSK-
DPPH* tiirevlendirme yontemiyle yapilan ¢alismada rozmarinik asit ve karnosik
asit ile tiirevlerinin giicli DPPH® radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu da
gosterilmistir (Kosar ve ark 2004).

Yaglarin oksidasyonu gidalardaki oksidatif bozulmanin ve insan
viicudundaki hiicresel organellerin fizyolojik fonksiyonlarinin kaybinin en énemli
nedenidir (Yamamoto ve Niki 1991). Potansiyel antioksidanlar olarak besin
maddelerinin ve membran fosfolipitlerinin in vitro olarak degerlendirilmesi i¢in
en kullanigli model sistemleri fosfolipitlerdir. Bu amagla sentetik antioksidanlar
serbest radikalleri uzaklagtirmak amaciyla kullanilmaktadir. Hidroksil radikali
basta olmak iizere, fizyolojik olarak benzer reaktif oksijen tiirleri in vivo zincir
reaksiyonlarinda bozulmay1 baslatir ve pek ¢ok hastaligin olusumunda rol oynar
(Chatterjee ve Agarwal 1988).

Ekstrelerin  linoleik asit peroksidasyonunu engelleme kapasiteleri
hizlandirilmig oksidasyon uygulanarak denenmis ve olusan peroksitler FeCl, ve
amonyum tiyosiyanat reaktifleri ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Ayrica linoleik asitin oksidasyonu sirasinda olusan malondialdehit (MDA) miktari
da tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile 6l¢iilmiistiir. S. halophila’da rozmarinik asit
miktart en yiiksek olan (48.90 + 2.12 mg/g) etil asetat ekstresi %0.25’lik
konsantrasyonda, hem linoleik asit peroksidasyonunu hem de MDA olusumunu
%091.3 oraninda engellemistir. S. virgata da ise rozmarinik asit miktar1 en yiiksek
olan metanol ekstresi (59.75 + 1.66 mg/g) linoleik asitin oksidasyonunu %0.25’lik
konsantrasyonda %5.94, %1°’lik konsantrasyonda ise %41.5 gibi diisiik bir oranda
engellemistir. Bu da bize ekstrelerde bulunan bilesiklerin birbirleri arasinda
sinerjistik veya antagonistik etkilerinin oldugunu gostermektedir. Genel olarak
bakildiginda linoleik asitin oksidasyonu sirasinda olugan peroksitlerin ve MDA’in
miktarlarinin  birbirine paralel oldugu gozlenmistir. Hidroksisinnamik asit
tiirevleri lipit peroksidasyon deneylerinde hidrofilik bilesiklerden daha etkili
lipofilik bilesikler olarak bilinirler (Cuvelier ve ark 1994, Wang ve ark 1998,
Miura ve ark 2002, Pizzale ve ark 2002).
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Hiicre membranlarinda bulunan lipitler linoleik asit ve arasidonik asit gibi
oksidasyona olduk¢ca miisait doymamis yag asitleri bakimindan zengindirler
(Braca ve ark 2003, Liyana-Pathirana ve Shahidi 2006). Bu nedenle, bu tez
kapsaminda incelenen Salvia ekstrelerinin antioksidan etkileri taranirken
doymamis yag asitli deney ortamlariin kullanilmasi 6nemlidir. Bu amagla en ¢ok
kullanilan deney modellerinden birisi 3-karoten-linoleik asit beyazlama testidir
(Koleva ve ark 2002). Bu emiilsiyon bazli sistemde, linoleik asitten hidrojen
¢ikmasi sonucu olusan pentadienil serbest radikalinin yiiksek konjugasyona sahip
olan B-karotene hiicum etmesi sonucu reaksiyon emiilsiyonunun renginin agilmasi
esastir (Amarowicz ve ark 2004). Orneklerin B-karotenin renginin agilmasini
inhibe etmesi ya da geciktirmesi serbest radikal siipiiriicii etkiyi yani antioksidan
etkiyi diislindiirebilir (Liyana-Pathirana ve Shahidi 2006).

Her iki bitkiden de elde edilen ekstrelerin tiimii belli oranda B-karoten-
linoleik asit oksidasyonunu engellemislerdir. Ama en yiiksek aktiviteyi %81.8’lik
oranla S. halophila’dan elde edilen hekzan ekstresi gostermistir. Ayni bitkinin
etilasetat ekstresi de %64.2 oraninda inhibisyon gostermistir. Diger tiim
ekstrelerin inhibisyon orani olduk¢a yakindir (%34.21-40.1). En aktif olarak
bulunan S. halophila hekzan ekstresinin bilesiminde bulunan maddelerin
belirlenmesi amaciyla ii¢ farkli analiz yapilmustir. Oncelikle hekzan ekstresi
olmast nedeniyle icerdigi ucucu bilesiklerin belirlenmesi amaciyla mikro
distilasyon- tepe boslugu-kati faz mikro ekstraksiyon (MSD-HS-SPME) yontemi
denendi. Burada su  buhart ile  siiriklenen  ugucu  bilesenler
polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) dolgu materyalli mavi tip SPME
ucunda absorbe edildi. Bu absorbe olan bilesikler dogrudan GC/MS sistemine
enjekte edildi ve sonuglar relatif ylizdeler olarak alindi. S. halophila’nin igerdigi
bilesenlerin %88.3’1i ve S. virgata’nin ise %89.7’si tanimlanmistir. Bu sonuglara
gore S. halophila’nin ana bilesenleri hentriacontan (%38.7), tritriakontan (%16.0)
ve nonakosan (%15.2) olarak belirlenmistir. Diger yandan S. virgafa’nin ana
bilesenleri ise farklilik gostermekte ve hekzadekanoik asit (%21.7), fitol (%15.9)
ve heptakosan (%10.4) olarak siralanmaktadir. Ayrica S. virgata’da karyofilen
tiirevi seskiterpen hidrokarbonlara da rastlanmistir. Bu bulgularimiz literatiirle de

uyum gostermistir (Baser 2002).
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Hekzan ekstrelerinin kompozisyonlarinin belirlenmesi amaciyla ikinci
olarak BF; (borontrifloriir) ile tlirevlendirme yapilmistir. Bu tiirevlendirme
sonucunda GC/MS sisteminde yag asitleri ve alkanlar bulunmustur. GC/FID
sonuclarina gore S. halophila’nin %81.6’s1 aydinlatilmisken S. virgata’da bu oran
% 65.7°de kalmstir. S. halophila’da ana bilesikler yine hentriakontan (%32.6),
tritriakontan (%16.8) ve nonakosan (%11.4) olarak bulunmustur. S. virgata’da ise
bilesim metil linoleat (%]11.2), hentriakontan (%10.8) ve tritriakontan (%S8.1)
olarak degismistir.

Hekzan ekstrelerinin (6zellikle S. halophila) lipit peroksidasyonunu
oldukca yiiksek oranda inhibe etmesi nedeniyle bu ekstreler icerisindeki
antioksidan aktiviteli bilesiklerin aragtirilmasi1 hedeflenmistir. Bu amacla yapilan
analizlerden ugucu bilesenler ve yag asitleri belirlendikten sonra LC/MS analizi
de yapilmistir. LC/MS analizlerinde Elektron Sprey Iyonlastirma (ESI) yontemi
kullanilmigtir. ESI yontemi oldukca hafif iyonlasma yapmaktadir. Bu amagla
alman spektrumlarda fragmanlar tam olarak belirlenememektedir. Bu analiz
sonucunda 430.7 gergek kiitlesine sahip bir pik belirlenmistir. Hafif iyonlasma
yontemi nedeniyle fragmanlarina tam olarak ayrilamadig: icin yapist tam olarak
verilememektedir. Bu pik S. halophila ekstresinde S. virgata ekstresindekinden
daha fazla miktarda bulunmaktadir. Bu ekstrelerle yapilan aktivite c¢aligmalari
sonucunda elde edilen lipit peroksidasyonunu giiclii bir sekilde inhibe etmedi ve
dolayistyla olusacak MDA miktarin1  diigiirmesi nedeniyle ve literatiir
karsilastirmasi1  sonucunda bu pikin a-tokoferol (M’ 430.7) olabilecegi
diistiniilmektedir (Kalman ve ark 2003). Ayrica yapilan literatiir taramalarinda
Salvia tiirlerinde yiiksek aktiviteye sahip diterpenlerin de bulundugu kayitlidir.
Fakat bu diterpenlerin LC/MS analizlerinde genellikle kimyasal iyonlastirma
yontemi kullanilmistir. Bu nedenle literatiir degerleri ile burada elde edilen m/z
degerleri tam olarak karsilastirilamamigtir. Bu ekstreler igerisinde ESI yontemi ile
iyonlastirilan maddelere ait fragmanlar bulgular kisminda verilmistir. Bu
konudaki ¢alismalarimiz devam etmektedir.

Porter (Porter 1993) ve Frankel ve ark. (Frankel ve ark 1994)’nin Gne
siirdiigli polar paradoksa gore, apolar antioksidanlar emiilsiyonlarda yiiksek

antioksidan etki gosterirler ¢iinki, lipit:hava ara ylizeyinde bulunurken, polar
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antioksidanlar ise sulu fazda daha seyreltik olarak bulunurlar ve daha az aktivite
gosterirler. Koleva ve ark (2002) Sideritis tiirleri iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarda,
calisma ortami ve polarite diizeyi arasindaki benzer etkilerin bulundugunu
gostermistirler.

Salvia tirleri bakimindan oldukga zengin bir floraya ve endemizm oranina
sahip olan iilkemizde bu tiirlerin aktiviteleri ile ilgili caligmalar ¢ok fazla degildir.
Bu tez kapsaminda incelenen S. halophila ve S. virgata antioksidan etkileri ve bu
etkiden sorumlu bilesikleri bakimindan ilk kez kapsamli olarak incelenilmistir.
Buradan elde edilen sonuglara gore S. halophila’nin apolar sistemlerde, S.
virgata’nin ise polar sistemlerde daha aktif oldugu bulunmustur. Bu aktiviteden
sorumlu olan bilesikler iizerinde ise yapilan analizler sonucunda rozmarinik asitin
aktiviteden sorumlu olabilecek Onemli bilesikler arasinda bulundugu
belirlenmistir. Ayrica a-tokoferol olabilecegi diisiiniilen bir madde de hekzan
ekstreleri igerisinde tespit edilmistir. Bu ekstreler icerisindeki aktiviteden sorumlu
olabilecek diger maddeler iizerindeki ¢alismalarimiz ise devam etmektedir.

Endemik bir tiir olan S. halophila’nin ve halk arasinda kan kanserinin
tedavisinde  kullanilan  S. virgata’nin antioksidan  aktivitelerinin

degerlendirilebilecek diizeyde oldugu bu tezin sonucu olarak belirlenmistir.
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