TURKIYE CUMHURIYETI
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

DiYARBAKIR ve BATMAN’DA TOPLANAN Teucrium multicaule
BITKISININ KIMYASAL VE BiYOLOJIK AKTIiVITE
YONUNDEN iINCELENMESI

Irmak TANAMAN
YUKSEK LISANS TEZI

ANALITIK KIMYA ANABILIM DALI

DANISMAN

Doc. Dr. Mehmet BOGA

DIYARBAKIR- 2022






TURKIYE CUMHURIYETI
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

DiYARBAKIR ve BATMAN’DA TOPLANAN Teucrium multicaule
BITKISININ KIMYASAL VE BiYOLOJIK AKTIVITE
YONUNDEN INCELENMESI

Irmak TANAMAN
YUKSEK LISANS TEZI

ANALITIK KIMYA ANABILIM DALI

DANISMAN

Doc. Dr. Mehmet BOGA

DIYARBAKIR- 2022






DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ONAY

Dicle Universitesi Saglhk Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans 6grencisi Irmak TANAMAN ’nin hazirladigr “Diyarbakir ve Batman’
da Toplanan Teucrium multicaule Bitkisinin Kimyasal ve Biyolojik Aktivite
Yoniinden incelenmesi” baslikli tez Dicle Universitesi Lisansiistii Egitim - Ogretim ve
Sinav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca kapsam ve bilimsel kalite yoniinden

degerlendirilerek Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.
Danisman Dog. Dr. Mehmet BOGA  D.U. Eczacilik Fak. Analitik Kimya AD
Jiiri Uyeleri Imza

Jiiri Bagkani Dog. Dr. Elif VARHAN ORAL

Uye Dog. Dr. Mehmet BOGA

Uye Dr. Ogr. Uyesi Ercan CINAR

Tarih: 05/01/2022

Bu tez Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Y&netim Kurulu’nun

..../.../.... tarih ve .... say1il1 karartyla onaylanmistir.

..... S S
Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Dicle Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisit Miidiirii






BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranistmin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal
edici bir davranisimin olmadigini ve tezimi Dicle Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii tez yazim kilavuzu standartlarina uygun bir sekilde hazirladigimi beyan

ederim.

05/01/2022

Irmak TANAMAN



TESEKKUR

Bu tez ¢aligmasinda, bilgi ve tecriibesiyle her daim yanimda olan danisman hocam

Sayin Dog. Dr. Mehmet BOGAya,

Tez calismasindaki bitkilerin toplanmasinda destek olan ve teshisini yapan
Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali1 Dog. Dr.

Yeter YESIL’e,

GC-MS analizleri igin Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim

tiyesi Dog. Dr. Gokhan ZENGIN’e,

Tez c¢aligmasinin laboratuvar agsamasindaki yardimlart i¢in Ecz. Muhammed

TUNEG’e ve kadim dostum Goncagiil SUVARTI’ye,
En ¢ok da emeklerinden dolay1 canim anneme ve babama ve kardeslerime,
Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez, Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Bagkanlig

tarafindan ECZACILIK.19.004 numaral proje ile desteklenmistir.

Irmak TANAMAN

11



ICINDEKILER

BIEY AN aooeeeeteeeeccceeernnenssseesssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssss i
TESEKKUR ..o eeeieerererenenenesesesesesesesesesesesesesesssesesesesssssssssesssssssesssssesesssesssssssesesens ii
ICINDEKILER iii
KISALTMALAR VE SIMGELER LiSTESI vi
SEKILLER LISTESI viii
RESIMLER LISTESI .uoueuiuiiineninenesinenesenesesesesesesesescsesesesesesesesssssesssesssesessssseseses ix
TABLOLAR LISTEST ..cuouiiiiiinenenenenenesisesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesssesesens X
1. OZETLER w1
Lol OZE s 1
L2, ADSITACE eeeeieeeiee ettt ettt e e e e e et e e e e e s e e et eeaaaneeeseeeeesananaaeseeaeee 3
2.  GIRIS ve AMAC 5
3. GENEL BILGILER 8
3.1, Botanik Bil@Iler.......cooiiiiiiiiiiiiicee e 8
3.1.1. Lamiaceae familyast.......ccccoeciiiriiiiniiieiiieeiee ettt 8
31,2, TOUCFIUI CINIST «ueeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e ettt reeeeeseeeeeeaareeseseeeseeanensaaesesenees 9
3.1.3. TeuCrium MUILICAULE .......c..coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e eeeeeeenann 9
3.2. Teucrium Tiirlerinin Kullanilisi.........occoveiiiieiiiieiiecieeeeeeeee e 11
3.3. Teucrium Tiirlerinin Kimyasal Calismalart..........c.ccooceeviiiiiiniinnieniiecne 12
3.4. Teucrium Tiirlerinin Biyolojik Aktivite Calismalari...........cccccveevcvveenneeenneen. 15
3.5, SeKONdEr MEtaDOLITIET .covvneeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e eeaaeeeeeeeeeees 17
R T T B K53y 015 11 <) OSSPSR 18
3.5.2. Fenolik ve flavonoid bileSiKIer............ccocvvieviiieiiieeiieeeeeeee e 20
3.6. Serbest RADIKAIIET...... oo e e e eeaae e 23
3.7, ANTIOKSIAAN STSTEIM...unieieen ettt eee e e e e e e e e aeeeeeeaeeeeeaaaaees 24
3.7.1. Antioksidanlarin SINiflandirilmast.....ccooeeeeeveeneeeeeee e eeeeee 25

11



3.8. Alzheimer HastaliZl........cocuiiiiiiiieiieeie ettt e 26

3.8.1. Alzheimer hastaliginda kolinesteraz inhibitorlerinin mekanizmast ............ 27
4.  GEREC VE YONTEM ....cuouererererererereresesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseses 29
4.1. Bitkisel Materyaller.........ccceiiiiieiiiiieiiiieeiieeeieeeeeeeee et 29
4.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve COzeltiler..........covvvirnireviieniieiieieeieenne 29
4.3. Ekstrelerin HazirlaniSi......cc.eeeevieeiiieeiiiecee et 29
4.4, UUCU YaZ EIA@ST ...eeiueiiiiieiieiieeeeeee et 29
4.5. Toplam Fenol ve Flavonoid Igeriklerinin Belirlenmesi .............cccccccveveeee.... 29
4.5.1. Toplam fenolik 1GeTIKICTT.....c.eeeiiieeiieeiieciee et 30
4.5.2. Toplam flavonoid 1GeTiKIEIT.....cc.eeevieriieiiieiieeieee et 31
4.6. Antioksidan Tayin YONteMICTT ...cc.eeeveeriieiiieriieeiieiie ettt 33
4.6.1. DPPH aKtivite YONTEMI......eeruiiiiiiiiiieiieiie ettt 33
4.6.2. ABTS aktivite YONtEMI ...cc.eevuvirriiiieiiiiieieniieniteteetete ettt 34
4.6.3. Metal kelat aKEVIEEST «....eeuveerieriiienieeiiericeie ettt 34
4.6.4. CUPRAC YONEEIMI ...c.vetieuiiriieiieieeitenieeie st sieeste st sttt site et et sieesaeenesaeens 35
4.7. Antikolinesteraz Aktivite Metodu ..........ccocueeviiiiiiiiniinieeniieieeiceeceeeiee 35
4.7.1. EIIman MetOdU.........c.eiiiiiiiiiiieiieeeiee ettt ettt 35
4.8. Istatistik Hesaplamalar ..............ccccoviueveieruevieeieicee e 36
4.9. Kromatografik YONtemIer .........ccccooeeiiriiiiniiniiiieiceecreceee et 37
4.9.1. Gaz kromatografisi-Kiitle spektroskopisi (GC-MS) sartlari ....................... 37
4.9.2. Siv1 kromatografisi-Kiitle spektroskopisi (LC-HRMS) sartlari .................. 37
5.  BULGULAR 38
5.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktarlart ..........c.cceecveeeviieniiieniieiniieeeieeeee, 38
5.2. Diyarbakir ve Batman’dan Toplanan 7. multicaule Ekstrelerinin Antioksidan

AKLIVIEE SONUGIATT.....oeiiiiiiiiiiiciee et ereeeaaee s 39
5.2.1. DPPH aktivite SONUGIATT ......eeviuriiiiiieciii ettt 39
5.2.2. ABTS aktivite SONUGIAIT ......oeeeiuiiiiiiiiiie e 40
5.2.3. Metal kelat aktivite SONUGIATT .........coceuviiiiiiiiiiieeeiiee e 41
5.2.4. CUPRAC aktivite SONUGIAIT ........oeiieiiiiiiieiiieeeeee e 41

5.3. Diyarbakir ve Batman’dan Toplanan 7. multicaule Ekstrelerinin
Antialzheimer AKtivite SONUGIATT.......cccvvieiiiieiiieeieeeee e 42

v



5.4. Diyarbakir ve Batman’dan Toplanan 7. multicaule Ekstrelerinin Kimyasal

TQOITKIETT ..t eaeans 43
5.4.1. GC-MS 11€ QNAlIZI......ooeooiiuriiieeiiiie e 43
5.4.1. Diyarbakir ve Batman’dan Toplanan 7. multicaule bitkilerinin LC-HRMS ile

ANALIZIL .oooiiiiiieiieeeeee e e e e e s e e e e e e s enraraaaeas 46
6. TARTISMA 60
7. SONUC 67
8. KAYNAKLAR 69
9. OZGECMIS 80




KISALTMALAR VE SIMGELER LiSTESI

AP
ABTS
Ach
AChE
AH
APP
BChE
BHA
BHT
CAT
ChAT
CUPRAC
DPPH
DTNB
EDTA
FDA
GC
GC-MS
GRd
GSH
GSH-Px
HCOR
HNO>
HOBr
HOCI
HPLC
HUVEC
I/R
ISTE
LC-HRMS

: Amiloid beta

: 2,2"-Azinobis (3-etilbenzotrazolin-6-siilfonat)
: Asetilkolin

: Asetilkolinesteraz

: Alzheimer hastalig1

: Amiloit prekiirsor protein

: Butirilkolinesteraz

: Biitillenmis hidroksianisol

: Biitillenmis hidroksi toluen

: Katalaz

: Asetilkolin transferaz

: Bakar (I) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

: 5,5-Ditiyobis (2-nitro benzoikasit)

: Etilendiamin tetraasetik asit

: Amerikan Gida ve Ilag Dairesi

: Gaz kromatografisi

: Gaz kromatografisi kiitle spektroskopisi
: Glutatyon rediiktaz

: Glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: Aldehitler

: Nitroz asit

: Hipobromoz asit

: Hipokloroz asit

: Yiiksek basingli s1vi kromatografisi

: Insan umblikal ven endotel hiicreleri

: Iskemik-reperfiizyon

: Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu

Vi



: S1vi kromatografi- yiiksek rezoliisyonlu kiitle

spektrometresi
NADPH : Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat oksidaz
NO* : Nitrik oksit
NO?’ : Nitrojen dioksit
NO* : Nitrosil katyon
N20s : Dinitrojen trioksit
N20Og4 : Dinitrojen tetraoksit
NO* : Nitronyum katyon
10, : Singlet oksijen
On : Siiperoksit anyon
02} : Oksijen radikali
OH’ : Hidroksil radikali
O3 : Ozon
ONOOH : Peroksinitrit
RNT : Reaktif azot tiirleri
RO’ : Alkoksi radikali
ROO’ : Peroksi radikali
ROT : Reaktif oksijen tiirleri
ROOH : Organik peroksitler
SOD : Siiperoksit dismutaz
TMDTU : T. multicaule Diyarbakir Toprak Ustii
TMDK : T. multicaule Diyarbakir Kok
TMBTU : T. multicaule Batman Toprak Ustii
TMBK : T. multicaule Batman Kok
TOC : o —Tokoferol

vii



Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8:
Sekil 9:

Sekil 10:
Sekil 11:
Sekil 12:
Sekil 13:
Sekil 14:
Sekil 15:
Sekil 16:
Sekil 17:
Sekil 18:
Sekil 19:
Sekil 20:

SEKILLER LISTESI

T. multicaule bitkisinin Tiirkiye’de yetistigi yerler .......ccccoovvvvevviencveenneenns 11
Sekonder metabolitlerin olusumu ............oooiiiiiiiiiiiiii e, 18
TZ0Pren MOIEKUIT ........vvovveeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
Fenolik asitlerin kimyasal gruplarina ait drnekler ..........c.cocevvereriniennnne 21
Flavonoid 1SKEIEtIeri....c..eeuiiriiiiiiiiceceecc e 22
Pirokatekol OIGT @FIIST ...veeveereiieiieeiieiieeie ettt 31
Kersetinin OlGT @EIIST ..ecuveerieniieiieeieeiieeie ettt e 32
Diyarbakir’dan toplanan 7. multicaule ugucu yag GC-MS kromatogrami... 44
Batman’dan toplanan 7. multicaule ugucu yag GC-MS kromatogrami ....... 45
TMDTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-1 ..............ccccceveevevereerennnen. 49
TMDTU ekstresinin LC-HRMS Kromatogrami-2 ..............ccccceveevevereevennnen. 50
TMDTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-3 ............cccoceeeveeveveeennnnnn. 51
TMDK ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-1...........cccooeevieiiienieiiinennne 52
TMDK ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-2............cccoecveevieenveenirennenne 53
TMBTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-1 ............cccocovevveveveeennnnnn. 54
TMBTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-2 ............c.cocoeevveeevevenennne. 55
TMBTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-3 ............cccceeverveveruerennnen. 56
TMBTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-4 ................coceeeveveruerennnen. 57
TMBK ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-1.........cccoceeveeiiiniieninniennns 58
TMBTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-2 ..............cccoeveevereruernenen. 59

viil



Resim 1: 7. multicaule

RESIMLER LiSTESI

iX



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1: LC-HRMS ¢alisma Sartlart .............ocooeiviiiieiiiiee et 37
Tablo 2: Ekstrelerin verimleri, toplam fenolik ve flavonoid miktarlari..................... 38
Tablo 3: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin DPPH
AKEIVIEEIETT. ..ttt 39
Tablo 4: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin ABTS
AKEIVIEEIETT. ..ttt e 40
Tablo 5: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin metal kelat
AKEIVIEEST ettt ettt ettt e st e bt e et esbeesabe e bt e et e e saaeeaneas 41
Tablo 6: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin CUPRAC
AKEIVITEIETT. ...ttt ettt e e e 41
Tablo 7: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin
antikolinesteraz aktivite SONUGIAIT.......c...cccviieiiiieeiiieecieeecee e 42
Tablo 8: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ugucu yaglarinin analiz
SOTIUCUL ..ttt et et e sat et eeat e e bt e sat e et e eas e e b e e sabeesbbeembeebeesateebeeembeenbeesateenbeeans 43
Tablo 9: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ugucu yaglarinin
siiflandirilmasi ve karigimdaki % miktarlarti..........ccooceevvieeiienieeiienieciees 45
Tablo 10: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin LC-HRMS
ANAIIZ SOMUCU .....eiiiiiiiieiiee ittt ettt e et e et e e et e st e e st eeeabeeeeaees 46



1. OZETLER

1.1. Ozet

Diyarbakir ve Batman’ da Toplanan Teucrium multicaule Bitkisinin

Kimyasal ve Biyolojik Aktivite Yoniinden Incelenmesi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Irmak TANAMAN
Damsmani: Do¢. Dr. Mehmet BOGA
Anabilim Dah: Analitik Kimya Anabilim Dah

Amag: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin kdk ve toprak
iistii kistmlarinin etanol ekstrelerinin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktar,
antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri arastirildi. Bitkilerin kimyasal igeriklerinin
stv1 ve gaz kramotografisiyle belirlenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: 7. multicaule bitkilerinin etanol ekstrelerinin toplam fenolik ve
flavonoid miktarlari, 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest ve 2,2’-Azino-bis (3-
etilbenzotrazolin-6-siilfonat) (ABTS) katyon radikali giderimi, metal kelat ve Bakir
(I) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) yontemleri ile antioksidan ve
Ellman metoduyla antikolinesteraz aktiviteleri belirlendi. Fenolik ve ugucu yag
igerikleri sirasiyla sivi kromatografi-yiiksek rezoliisyonlu kiitle spektrometresi (LC-
HRMYS) ile gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) cihazlan ile analizi
edildi.

Bulgular: En yiiksek toplam fenolik ve flavonoid miktarinin Diyarbakir’dan toplanan
T. multicaule bitkisinin kok (TMDK) ekstresinde oldugu, DPPH serbest ve ABTS
katyon radikal giderim aktiviteleri en yiiksek olarak bulundu. CUPRAC yontemine
gore en yiiksek aktiviteyi Batman’ da toplanan 7. multicaule kok (TMBK) ekstresi
gosterdi. Metal kelat aktiviteleri saptanmadi. Ekstrelerin asetilkolinesteraz (AChE)
enzim inhibisyonu aktivitesinin olmadigi, bunun aksine biitiin ekstrelerin orta-zayif
derecede butirilkolinesteraz (BChE) enzimini inhibe ettigi tespit edildi. GC-MS analiz
sonucuna gore Diyarbakir’dan toplanan 7. multicaule bitkisinin major bilesenleri
germakren D, B-karyofilen ve 1-okten-3-ol iken, Batman’dan toplanan 7. multicaule

bitkisinin ise germakren D, B-karyofilen ve bisiklogermakren oldugu tespit edildi.



Bitkilerin LC-HRMS analizde en ¢ok bulunan bilesiklerin verbaskozit, (-)-
epigallokatesingallat, hederagenin ve hiperozit oldugu belirlendi.

Sonug¢: Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule kok ekstresinin yiiksek antioksidan
potansiyelinin fenolik ve flavonoid igeriginin yiiksek olmasindan kaynaklandigi
sOylenebilir. T. multicaule bitkisinin LC-HRMS ve GC-MS cihazlar ile kimyasal
icerikleri, antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri ilk kez ¢alisildu.

Anahtar kelimeler: Teucrium multicaule, antioxidant, antialzheimer, GC-MS, LC-

HRMS



1.2. Abstract

Investigation of Teucrium multicaule Collected from Diyarbakir and Batman

in Terms of Chemical and Biological Activity

Student’s Surname and Name: TANAMAN Irmak
Adviser of Thesis: Assoc. Prof. Dr. Mehmet BOGA
Department: Analytical Chemistry

Aim: Determination of total phenolic and total flavonoid amount, antioxidant and
anticholinesterase activities of root and aerial parts of ethanol extracts of 7. multicaule
collected from Diyarbakir and Batman will be performed. It was aimed to determine

the chemical contents of plants with LC-HRMS and GC-MS devices.

Material and Method: Total phenolic and flavonoid amounts of ethanol extracts of
T. multicaule, antioxidant activities by 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free
and 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) cation radical
scavenging, metal chelating and CUPric Reducing Antioxidant Capacity (CUPRAC)
methods and anticholinesterase activities by Ellman method were determined.
Phenolic and essential oil compounds were determined by liquid chromatography-high
resolution mass spectrometry (LC-HRMS) and gas chromatography-mass

spectrometry (GC-MS) analysis.

Results: The highest total phenolic and flavonoid content was found in the root
(TMDK) extract of T. multicaule plant collected from Diyarbakir, and it was
determined that the same extract had the highest DPPH free and ABTS cation radical
scavenging activities. 7. multicaule root (TMBK) extract collected from Batman
showed the highest activity according to the CUPRAC method. It was determined that
they did not have metal chelating activities. The extracts did not have
Acetylcholinesterase (AChE) enzyme inhibition activity, on the contrary, all the
extracts showed moderate to weak activities Butyrylcholinesterase (BChE) enzyme
inhibition. According to the GC-MS analysis results, the major components of the 7.
multicaule plant collected from Diyarbakir are germacrene D, B-caryophyllene and 1-
octen-3-ol, while the 7. multicaule plant collected from Batman are germacrene D, B-

caryophyllene and bicyclogermacrene. When the results of the LC-HRMS analysis of



the plants are examined, the most common compounds are verbascoside, (-)-
epigallocatechingallate, hederagenin and hyperoside compounds.

Conclusion: It can be said that the high antioxidant potential of 7. multicaule root
extract collected in Diyarbakir is due to its high phenolic and flavonoid content.
Chemical contents with LC-HRMS and GC-MS devices, antioxidant and

anticholinesterase activities of T. multicaule plant were studied for the first time.

Keywords: Teucrium multicaule, Antioxidant, Antialzheimer, GC-MS, LC-HRMS



2. GIRIS VE AMAC

Tibbi bitkiler, iyilestirici amaglar icin yaygin sekilde kullanilmaktadir. Son
yillarda, diinya niifusunun %80’ inin birinci basamak saglik ihtiyaglari i¢in bitkisel
tibbi iriinler ve takviyelerin kullanimina giivendigi bir biiylime egilimi olmustur.
Bitkisel tibbi tirtinlerin kullanimina y6nelik artan bu talep ve ilgi, yeni ilag kesiflerini
tesvik etmistir. Bir¢ok yeni ilacin aktif bileseni, ila¢ kesfine ve gelistirilmesine
yardimci olmada son derece dnemli oldugu kanitlanmis tibbi bitkilerden elde edilir.
Bu nedenle, gelecekte daha giivenli ve etkili ila¢ adaylarin1 belirlemek i¢in bitkiler

tizerinde aktif olarak calismalarin yapilmasi gerekmektedir (1).

Geleneksel tipta, bircok farmakolojik aktivite bitkilerin antioksidan 6zelliklerine
atfedilmistir (2). Lamiaceae familyasi, antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip
ucucu yaglarin iretiminde en Onemli familyalardan biridir. Biyolojik ve tibbi
uygulamalar1 olan kekik, nane, feslegen, adacay1, biberiye, melisa gibi cesitli bitkileri

bilinyesinde barindirmaktadir (3).

Antioksidanlar, serbest radikallere karsi koyabilir ve oksidanlar1 noétralize
edebilir. Genel olarak endojen antioksidan sistem, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlardan; iirat, askorbat,
glutatyon ve flavonoidler gibi hidrofilik antioksidanlardan; tokoferol, karotenoid ve
ubiquinol gibi lipofilik radikal antioksidanlardan olusur. Antioksidanlar, enzimler ve
kiiciik molekiiller gibi endojen olarak sentezlenmelerinin yani1 sira fenolikler,
flavonoidler, fenolik asitler, karotenoidler, vitaminler ve mineraller gibi ekzojen diyet

kaynaklarma gore de siniflandirilabilir (4).

Yaglanma ve ¢esitli norolojik bozukluklarda, oksidatif stres regiilatér bir unsur
olarak diisiiniilmektedir. Oksidanlarin fazlalig1, antioksidanlarin azalmasina ve bu da
organizmalarda oksidasyon-rediiksiyon dengesizligine neden olur. Antioksidan
sistemin yetersizligi, yliksek seviyelerde reaktif tiirlerin (oksijen, hidroksil vb.) {iretimi

ile oksidatif strese neden olur (5).

Sebzeler, meyveler ve icecekler gibi bir¢ok dogal diyet kaynaginda bulunan
flavonoidler gibi antioksidanlar, kalp hastaliklarina bagli 6liim riskini azaltmaya

yardimc1 olabilir. Ayrica, epidemiyolojik caligmalar ve meta-analizler, bitki



polifenollerinin uzun siireli tiiketiminin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
osteoporoz ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir dizi hastaliga kars1 koruyabilecegini

gostermistir (6).

Insan saghigi iizerine olumsuz etkilerinin bildirilmesi nedeniyle biitillenmis
hidroksitoluen (BHT) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA) gibi sentetik fenolik
antioksidanlarin gida katki maddesi olarak kullanilmasi konusunda endiseler
bulunmaktadir. Bu nedenle, bu sentetiklerin yerine dogal icerikli antioksidanlarin

kullanimi onerilmistir (7).

Alzheimer hastaligi (AH) en yaygin demans tiiriidiir ve tipik olarak ilerleyici bir
epizodik bellek ve bilissel islev kaybiyla kendini gosterir ve ardindan genellikle
ilgisizlik, saldirganlik ve depresyon gibi davranig bozukluklarinin eslik ettigi dil ve
gorsel-uzamsal beceri eksikliklerine neden olur. Noronal sitoplazmada ¢oziinmeyen [3-
amiloid peptit (AP) hiicre dis1 plaklarmin ve hiperfosforile tau proteini igeren
norofibriler yumaklarin varligi, hastalarin beyinlerinde dikkate deger patofizyolojik
nedenlerdendir. AH gelistirme riskinin yaklasik %70'1 genetige baglanabilir. Ancak
serebrovaskiiler hastaliklar, diyabet, hipertansiyon, obezite ve dislipidemi gibi edinsel

faktorler AH gelisme riskini arttirmaktadir (8).

Simdilerde AH'li hastalar i¢in sadece iki simif farmakolojik tedavi mevcuttur.
Kolinesteraz inhibitdrleri olan donepezil, rivastigmin ve galantamin, hafif, orta veya
siddetli AH demansi ve ayrica Parkinson hastaligr demansi olan hastalar i¢in 6nerilen
tedavidir. Hem N-metil-D-aspartat reseptor antagonisti hem de dopamin agonisti olan

memantin, orta-siddetli AH'li hastalarda kullanim i¢in onaylanmistir (9).

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, Diyarbakir ve Batman’dan toplanan T.
multicaule bitkilerinin kok ve toprak istii etanol ekstrelerinin toplam fenolik ve
flavonoid miktarlari, antioksidan aktiviteleri DPPH serbest ve ABTS katyon radikali
giderimi, metal kelat aktivitesi ve CUPRAC yontemleri ile, antialzheimer aktiviteleri
asetilkolineteraz ve biitirilkolineteraz  enzim inhibisyonu ile belirlenmesi
amaclanmistir. Fenolik ve ucucu yag bilesenleri sirasiyla LC-HRMS ve GC-MS

cihazlar ile belirlenmesi amacglanmustir.



T. multicaule bitkisinin LC-HRMS ile kimyasal icerikleri, antioksidan aktivite ve

antikolinesteraz aktiviteleri ilk kez bu tez ile ¢alisilmis olacak.



3. GENEL BiLGILER

3.1. Botanik Bilgiler

3.1.1. Lamiaceae familyasi

Lamiaceae veya Labiatae familyasi pek ¢ok degerli sifali bitki igerir. Bu familyada
236 cins ve 6900 ile 7200 arasinda tiir bulunmaktadir. En bol bulunan cinsler Salvia
(900 tiir), Scutellaria (360 tiir), Stachys (300 tiir), Plectranthus (300 tiir), Hyptis (280
tiir), Teucrium (250 tiir), Vitex (250 tiir), Thymus (220 tiir) ve Nepeta'dir (200 tiir)
(10).

Lamiaceae tiirleri genellikle glandiiler tiiylerin bulundugu dort acili veya dortgen
gbovdelere sahiptir. Kokleri genellikle dalli musluk koklidiir. Cigekleri tipik olarak
hipojiniktir ve bes birlesik ta¢c yaprak ve canak yapragi ile bilateralsimetriktir.
Yapraklar basit ve karsilikli olarak diizenlenmistir, her bir ¢ift bir dncekine dik agida
veya kivrimlidir. Meyveler, dort adet kuru tek tohumlu nutletlidir. Tohumlar
endospermik degildir. Lamiaceae'nin ¢evreye adaptasyonu oldukea cesitlidir. Tiirler
agirlikl olarak yazin yagish bolgelerde yayilis gosterirken, kisin yagisl bolgelerde de
gortliir. Turler genellikle kuru, kayalik, ormanlik veya otlak olan habitatlarda, orman
kenarlar1 boyunca bulunabilir. Lamiaceae tiirlerinin ¢esitliligi esas olarak Akdeniz
bolgelerinde yogunlagmistir ve bunlarin kiiclik bir kism1 Avustralya, Giineybat1 Asya

ve Giiney Amerika'da bulunmaktadir (1).

Lamiaceae familyasi, biyolojik ve tibbi uygulamalari olan ¢ok cesitli bitkileri
iceren Onemli bir bitkisel familyadir (1). Ugucu bilesiklerin yiiksek iceriginin
Lamiaceae tiirlerinde bir¢ok tibbi 6zellige katkida bulundugu bildirilmistir. Tarihsel
olarak, Lamiaceae bitkilerinin yorgunluk, halsizlik, depresyon, hafiza gelistirme,
dolagimin iyilestirilmesi, kirilgan kan damarlarinin giiglendirilmesi, cilt alerjileri ve
astim gibi bir dizi durumu hafifletmede etkili oldugu bildirilmistir (11). Hindistan'm
Dogu Himalaya bolgesinde, belirli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in geleneksel olarak
birka¢ Lamiaceae tiirii kullamlmustir. Ornegin, Clerodendrum serratum'un yapraklari,
g0z rahatsizliklar1 i¢in geleneksel bir care olarak kullanilmistir. Ayrica Elsholtzia
blanda'nin yapraklar1 kasintiy1 gidermek ic¢in kullanilir. Perilla frutescens tohumunun

ates ve bas agrisina karsi da etkili oldugu iddia edilmektedir (12).



Tiirkiye %33'i endemik olmak iizere yaklasik 11.000 tiirden olusan zengin bir
floraya sahiptir. Ayrica zengin florasinin yani sira ¢ok ¢esitli habitatlara da ev sahipligi
yapmaktadir. Tiirkiye florasinin zenginligi farkli iklim kusaklarinin bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (13). Tiirkiye'de Lamiaceae familyasi 46 cins ve 782 taksondan
olugmaktadir, bunlardan 346's1 (yaklasik %44) endemiktir. Stachys (118 takson),
Salvia (107 takson), Sideritis (54 takson), Phlomis (53 takson) ve Teucrium (49 takson)
en biiyiik 5 cinstir (14).

3.1.2. Teucrium cinsi

Teucrium cinsi, ¢ogunlukla giinesli habitatlarda yasayan ¢ok yillik, giir veya otsu
bitkilerle temsil edilen Lamiaceae familyasinin biiyiikk ve polimorfik bir cinsidir.
Teucrium cinsi tiir siralamasinda binden fazla bilimsel bitki adin1 i¢erir. Bunlardan
415'1 tirler, alt tiirler, ¢esitler, formlar ve melezler dahil olmak iizere kaliks sekli,
ciceklenme yapist ve polen morfolojisi acgisindan on bdliime ayrilmistir. Bunlar;
Teucropsis Benth., Teucrium Benth., Chamaedrys (Mill.) Schreb., Polium (Mill.)
Schreb., Isotriodon Boiss., Pycnobotrys Benth., Scorodonia (Hill) Schreb.,
Stachyobotrys Benth., Scordium (Mill.) Benth. ve Spinularia Boiss’dir. Teucrium
tiirleri iliman iklim bolgelerinde, 6zellikle Akdeniz havzasinda ve Orta Asya'da yetisir.
Teucrium tiirli, Avrupa'min giiney, giineybatt ve giineydogu bdlgelerinde
bulunabildiginden, kita cinsin farklilasmasinin ana merkezi olarak kabul edilir (15).

Pycnobotrys ve Teucriopsis seksiyonlar1 Tiirkiye'de mevcut degildir. Teucrium
cinsinin 18’1 endemik toplam 49 taksonu (36 tiir) Tirkiye'de dogal olarak
bulunmaktadir (16). Tiirkiye’de en ¢ok Polium Bentham seksiyonundan Teucrium
polium, Teucrium multicaule Montbret Et Aucher Ex Benthamtiirleri genis bir cografik

yayilima sahiplerdir (17).

3.1.3. Teucrium multicaule

Teucrium multicaule, step alanlar, ¢aliliklarin oldugu yerler, tarla kenarlari, bos
araziler ve yol kenarlarinda dogal olarak bulunur. Anadolu Diyagoneli boyunca
Anadolu’nun merkezi kisimlarinda en ¢ok yayilis gosterir. Cigeklenme dénemi Nisan-

Temmuz aylaridir (18).



Resim 1: 7. multicaule (Orijinal; Ergani/Diyarbakir, 2018)

T. multicaule Tirkiye florasinda alttiir veya varyetelere ayrilmadan verilmistir.
Literatiir taramasinda bilinen ii¢ varyetesi oldugu, yapilan incelemelerde tigiiniinde
tilkemizde bulundugu gorilmektedir. 7. multicaule var. genuinum Brig. ve var.
grandiflorum Briq., Briquet’in Annu. Conserv. Jard. Bot. Geneve kitabinda bitki boyu
kaliks ve kaliks disi biiytikliigii, korolla biiyiikliigii ve tliylenmelerinden ayirt
edilmektedir. Ancak bu sayilan Ozelliklerin ayirimda pek yeterli olamayacagi gibi
yetisme ortamina gore de kolayca degisebilecegi bilinmektedir. Bunun yaninda var.
planifolium daha sonradan alttiir olarak kabul edilen bir isimdir ve Post (1833-

1896)’un Flora of Syria, Palestine and Sinai kitabinda gegmektedir (18).
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Sekil 1: T. multicaule bitkisinin Tiirkiye’de yetistigi yerler

(http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php?sayfa=1&tax_1d=7432, Erisim tarihi:
10 Kasim 2021)

3.2. Teucrium Tiirlerinin Kullanihisi

Teucrium tiirleri 2000 y1l1 agkin bir siiredir sifali otlar olarak kullanilmaktadir ve
bir¢ogu su anda geleneksel tipta da kullanilmaktadir. Bu tiirlerin tibbi 6zelliklerinin
ilk kaydi, M.O.10. yiizyllda Yunan mitolojisine kadar uzanir. Teucrium adi, bu
bitkileri gifali amaclar i¢in ilk kullanan Salamis krali Telamon'un oglu Teucer'den
tiiretilmistir (19).

Teucrium tiirleri Tiirkiye'de geleneksel olarak karin agrisi, soguk alginligi, ates
diisiirticti, karminatif, antispazmodik, diliretik, antihelmintik, antiseptik,
antiromatizmal ve antidiyabetik olarak kullanilmaktadir (20, 21).

T. polium, biiyiik Sl¢iide geleneksel olarak Iran tibbinda kullanilmaktadir. Cayi
karin agris1, hazimsizlik, soguk alginligi, tirogenital hastaliklar, romatizma gibi bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. 7. polium'un toprak istii kisimlarmin sulu
ekstresi, 6zellikle Giiney Iran'da birgok tip-2 diyabet hastasi tarafindan antidiyabetik
bir ilag olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu bitkinin antimutajenik, sitotoksik,
antioksidan, antimikrobiyal, antihipertansif, antihiperlipidemik, antiinflamatuar,
antispazmodik ve analjezik 6zellikleri bildirilmistir (22).

T. polium, Turk geleneksel tibbinda da biiyiik dl¢iide kullanilmistir. Bayramig
bolgesinde (Canakale, Tiirkiye), Mayasil otu olarak bilinen 7. polium'un toprak tstii
kisimlarinin infiizyonu hemoroid ve egzamaya karsi kullanilirken Silopi'de (Sirnak,

Tiirkiye) yemeklerde baharat olarak kullanilmaktadir (15).
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T. africanum, Giliney Afrika’da tonik, yilan 1siriklar1 ve sarbon, hemoroid, bogaz
agrisi, mide rahatsizliklari, goz iltihaplari, soguk alginligi ve atese karsi
kullanilmaktadir (23).

T. chamaedrys, Tiirkiye’de hemoroid, soguk alginligi, karin agris1 ve bdbrek
taslarina kars1 kullanilmaktadir (24). Yaygin bir tiir olan 7. chamaedrys kilo kontrolii
icin kullanilmaktadir. Avrupa iilkelerinde siklikla kullanilan bu tiir i¢in toksisite
caligmalar1 yapildiginda furano neoklerodan diterpen igeriginin hepatotoksisiteye
sebep oldugu bildirilmis ve bu nedenle 7. chamaedrys igeren preparatlar
yasaklanmaistir (25).

T. scordium, Iran tibbinda tonik, oksiiriik kesici, tiiberkiiloz, sarilik, hemoroid
tedavisi i¢in kullanilmaktadir (15).

T. orientale, Liibnan’da halk tibbinda deri yaralanmalar1 ve atese karsi
kullanilmaktadir (26).

T. montanum, Bosna Hersek’te karaciger ve mide rahatsizliklarinda geleneksel

olarak kullanilmakatadir (27).

3.3. Teucrium Tiirlerinin Kimyasal Calismalari

Hayta ve ark. tarafindan Elazig bolgesinden toplanmis 7. polium subsp. polium ve
T. multicaule tirlerinin kurutulmus toprak istii kisimlarmmin ugucu yaglari
hidrodistilasyon yontemiyle elde edilerek GC ve GC-MS ile kimyasal bilesimi
belirlenmistir. Iki Teucrium tiiriiniin ugucu yaglar1 incelenmis ve toplamda seksen
bilesen tanimlanmistir. 7. polium L. subsp. polium’da B-pinen (%10,2) ve germakren
D (%10,1) ytiksek oranda bulunmustur. 7. multicaule'de ise yiiksek oranda karyofilen
oksit (%31,1), mirtenol (%3,8), a-kadinol (%3,6), d-kadinen (%3,2), hekzadekanoik
asit (%3,2), timol (%13,2), terpineol (%10,6) ve spathulenol (%7,6) bulunmustur (28).

Erzincan bolgesinden toplanan 7. multicaule bitkisinin kurutulmus toprak istii
kisimlariin ugucu yaglar1 hidrodistilasyon yontemiyle elde edilerek GC ve GC-MS
ile kimyasal bilesimi Polat ve ark. tarafindan belirlenmistir. Ana bilesenler germakren
D (%13,2), karyofilen oksit (%10,9), spathulenol (%6,6), B-karyofilen (%5,6) ve
(6Z,10Z)-pseudofitol (%4,1) olarak belirlenmistir. Ayrica mirtenol (%3,8), a-kadinol
(%3,6), o-kadinen (%3,2) ve hekzadekanoik asit (%3,2) bulundugu goézlemlenmistir
(29).
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Kosova ve Kuzey Makedonya bolgesindeki Sharri Daglarindan toplanan T.
chamaedrys'in toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen
ucucu yaglarin kimyasal bilesimi Avni ve ark. tarafindan GC-MS ve GC-FID
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda ugucu yaglarda elli bilesik tespit
edilmis olup ugucu yaglarin ana bilesenleri seskiterpenler (%49,3), yag asitleri ve
tiirevleri (%23,9), hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleridir (%11,3). Temel
bilesenler seskiterpenlerden germakren D (%24,1), E-karyofilen (%3,96), B-burbonen
(%2,47) veizo-longifolen (%?2,2); oksijenli seskiterpenlerden karyofillen oksit
(%2,09); yag asitlerinden heksadekanoik asit (%12,09) ve linoleik asittir (%6,03) (30).

MiloSevi¢-Djordjevié ve ark. tarafindan Sirbistan bolgesinden toplanan 7. polium
ve T. scordium bitkilerinin toprak istii kisimlar1 kullanilarak yapilan HPLC analizinde,
bitkilerin gallik asit, vanilik asit, kaffeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit ve
sinapinik asit gibi fenolik asitler ile katesin, rutin, mirisetin, luteolin, kuersetin ve
apigenin gibi flavonoidler icerdigi gosterilmistir. 7. polium fenolik asit icerigini gallik
asit, vanillik asit, kafeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit olustururken; 7. scordium
bitkisinin igerigini ise vanilik asit, p-kumarik asit, sinapinik asit olusturmustur.
Flavonoidler agisindan incelendiginde ise 7. polium’da katesin, rutin, mirsetin,
luteolin, kersetin veapigenin, 7. scordium’da da katesin ve rutin igerigi tespit edilmistir

(31).

Italya'da toplanan T. chamaedrys L."nin fitokimyasal analizini Frezzave ark. klasik
kolon kromatografisi, NMR ve MS gibi spektroskopik teknikleri kullanarak
yapmuslardir. Analiz sonucunda bitkinin flavonoid, iridoit ve feniletanoid glikozitleri
igerdigini goézlemlemis olup bunlar sirasiyla cirsiliol, harpagid, 8-O-asetil-harpagid,

verbaskozit, forsitozit b vesamiozittir (32).

Nur-El-Alam ve ark. Suudi Arabistan’dan toplanan 7. yemense bitkisinin toprak
tistii kistmlarini kullanarak fatimanol A, B, C, D, E ve fatimanon gibi neoklerodan

diterpenlerin varligini saptamistir (33).

Yazgn tarafindan 7. chamaedrys, T. multicaule, T. polium ve T. parviflorum
tiirlerinin ugucu yaglar elde edilerek GC ve GC-MS ile kimyasal bilesimi
belirlenmistir. Bu tiirlerin ana bilesenleri 7. polium’da B-pinen (%18,3-10,2), a-pinen

(%15,8-8.9), germakren D (%6,7-10,1) ve B-karyofillen (%4,8-8,2), T. parviflorum’da
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a-fellendren (%25,3), metil Ogenol (%25,1), germakren D (%19,0) ve
bisiklogermakren (%4,8), T. chamaedrys bitkisinde germakren D (%32,1), j-
karyofilen (%14,2), o-kadinen (%13,1) ve bisiklogermakren (%6,7) ve T.
multicaule’de karyofilen oksit (%32,1), timol (%14,2), o-terpineol (%11,7) ve
spathulenol (%8,6) olarak belirlenmistir (17).

2021 yilinda Aydogan ve ark. tarafindan Mugla-Koycegiz’den toplanan T.
sandrasicum O. Schwarz bitkisinin toprak iistii kisimlar1 ve kokleri kullanilarak 1D-,
2D NMR, HR-TOF-MS ve IR gibi cihazlarla spektroskopik analiz ¢alismasi
yaplmistir. Koklerde iridoitlerden 8-O-asetil harpagit, harpagit ve teuhircoside,
flavanonlardan hesperidin, asetofenonlardan androsin ve feniletanoidlerden salidrosit,
leonosit E, izoakteosit, leonosit B, sideritisid A ve izolavandulifoliosit bilesikleri izole
edilmistir. 7. sandrasicum’™un toprak Ustli kisimlarindan ise teusandrin A ile birlikte
izoteusandrin B, teusandrin H, teusandrin I ve teusandrin J olmak iizere dort yeni

neoklerodan diterpenoid izole edilmistir (34).

Ozek ve ark. tarafindan T. orientale tiiriiniin var. orientale, var. puberulens ve var.
glabrescens varyetelerinin GC-FID ve GC/MS analizi ile ugucu yag icerikleri
incelenmistir. Bu ugucu yaglarda en fazla seskiterpenlerin oldugu tespit edilmistir.
Analiz sonucunda sirastyla %22,6, %8,5 ve %6,3 oranlarinda B-karyofilen ve %7.9,
%12,8, ve %13,1 oranlarinda heksadekanoik asit icerdigi tespit edilmistir. 7. orientale
var. orientale ve var. puberulens bitkilerinin ana bilesenlerinin germakren D (%24,6
ve %33.,4) ve bisiklogermakren (%6,7 ve %8,5) bilesikleri oldugu, ayrica T. orientale
var. glabrescens tiirlinde yiiksek oranda B-kubeben (%26,9) ve a-kubeben (%9,0) ve
a-kopaen (%7,2) bilesikleri oldugu belirlenmistir (35).

Benali ve ark. yapmis olduklar1 calismada, Kuzey Fas bolgesinden toplanan T.
polium subsp. polium bitkisinin u¢ucu yaglarmi GC-MS ile analiz etmiglerdir. Analiz
sonucunda oa-pinen (%6,76), B-pinen (%19,82), limonen (%5,71), germacrene D
(%18,33) ve a-kadinol (%6,83) ana bilesenler olarak gdzlemlemislerdir (36).

Italya’nin kiy1 seridi ve daglik bolgesinden toplanan iki ayr1 7. capitatum tiiriiniin
kimyasal bilesimi Maccionia ve ark. tarafindan degerlendirildiginde, kiy1 seridinde

yetisen tiirlinde limonen, o-pinen ve (E)-nerolidoliin baskin oldugu ve daglik alanda
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yetisen tiirlinde de limonen, a-pinen, a-trans-bergamoten ve humulenepoksit II’nin

baskin oldugunu tespit etmislerdir (37).

3.4. Teucrium Tiirlerinin Biyolojik Aktivite Calismalari

T. leucocladum, antik ¢aglardan beri Filistin'de en ¢ok kullanilan geleneksel sifali
bitkilerden olup hiperglisemi ve barsak spazmlarimin tedavisinde kullanilanilmistir.
Bir¢ok arastirma, Teucrium bitki tiirlerinin terpenoidler, flavonoidler ve iridoidler gibi
cesitli biyoaktif bilesikler igerdigini gostermistir. Basssalat ve ark. T. leucocladum
bitkisinin hidrofilik ekstratlarini streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sicanlarda
kullanarak antihiperglisemik, antihiperlipidemik ve antioksidan potansiyelinin
etkilerini ilk kez arastirmislardir. Bu calisma, 7. leucocladum'un deneysel olarak
diyabetik sicanlarda antihiperglisemik ve antihiperlipidemik etkiler gosterdigini ve
ayrica antioksidan savunma sistemini arttirdigini ve lipid peroksidasyon siirecini

azalttigini gostermistir (38).

Anjiyogenez kanser gibi ¢ok sayida patofizyolojik olayda 6nemli bir rol oynar.
Antifibrotik bir ilag olarak tranilast, anjiyogenez inhibisyonu yoluyla tiimdral
aktiviteleri baskilar. Sheikhbahaei ve ark. tranilast ve 7. polium'un, insan umblikal ven
endotel hiicrelerindeki (HUVEC) canlilik ve apoptotik gen ekspresyonundaki kombine
etkilerini aragtirmislardir. Sonucta, 7. polium’un HUVEC'lerin in vitro anjiyojenik
modelinde tranilastin antianjiyogenik etkisini sinerjistik olarak arttirdig1 tespit

edilmistir (39).

Iskemik kalp hastaligi, miyokardiyal reperfiizyon ile tedavi edilmektedir.
Iskemik-reperfiizyon (I/R) hasar1 miyokarda apoptozu hizlandiran faktérlerden biridir.
Mahmoudabady ve ark. tarafindan 7. polium hidroalkolik 6ziitiiniin, I/R ile indiiklenen
sigan kalbindeki apoptoz lizerindeki etkisi arastirildiginda; 7. polium’un reperfiize
miyokarddaki kalp fonksiyonunu iyilestirdigi ve ayrica kardiyoproteksiyona neden

olan apoptotik yollar1 engelledigi gézlenmistir (40).

2013 yilinda Sharma ve ark. 7. polium bitkisi ile in vitro yapilan calismada,
radyasyona bagli olarak lenfositlerde olusan kromozom hasar1 iizerinde koruyucu

etkisi oldugu saptanmistir (41).
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Teucrium ugucu yaglarinin gida koruyucu olarak kullanilma ve hastane
bakterilerinin biiylimesini 6nleme potansiyeline sahip oldugunu gostermek amaciyla
Djabou ve ark. tarafindan 2012 yilinda yapilan ¢alismada, Teucrium ugucu yaglarinin
gida kaynakli patojenlerden Campylobacter jejuni ve Listeria innocua ile enfeksiyoz
bakterilerden Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Enterobacter aerogenes vahsi
tip (CIP 60.86) ve coklu ilaca direngli E. aerogenese (EAEP289) kars1 antibakteriyel
aktiviteleri ilk kez bildirilmistir (42).

Maccionia ve ark. tarafindan 2020 yilinda iki ayr1 7. capitatum tiirliyle yapilan
calismada kiy1 seridinde yetisen tiirlin daha iyi bir antifungal aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica bu tiiriin, MIC degerinin ¢ok altindaki konsantrasyonda Candida
albicans’1n germ tiipli olusumunu inhibe etmede oldukea etkili oldugu tespit edilmistir

(37).

Guesmi ve ark. kolon kanserinde 7. alopecurus un ugucu yaglarinin apoptoza ve
tiimor olusumunun baskilanmasi {izerine etkisini arastirmistir. Arastirma sonucunda;
T. alopecurus'un kanser hiicrelerinin biiylimesini baskiladigi ve kanser hiicrelerinin

apoptozunu indiikleyerek antikanser aktivite gosterdigi gozlemlenmistir (43).

T. trifidum'un antioksidan ve antimikrobiyal kapasitesini belirlemek amaciyla
Mazhangara ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda 7. #rifidum un yiiksek
oranda antioksidan etki gostedigi ve patajonik bakterilere kars1 da genis spektrumlu

antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (44).

T. polium ve T. scordium metanol ekstrelerinin insan periferik kan lenfositleri
tizerindeki genotoksik etkisini incelenmis olup, arastirma sonucunda 7. polium 'un
antimutajenik etki, 7. scordium’un ise proapoptotik etki gostedigi tespit edilmistir

31).

Amraei ve ark. tarafindan 7. polium bitkisinin hidroalkolik 6ziitleri kullanilarak
hiperkolesterolemik sicanlarla yapilan c¢alismada, 7. polium'un polifenolik bilesik

igeriginin hipolipidemik ve antienflamatuar etki gostedigi gosterilmistir (45).

Ozel ve ark. endometrioziste T. chamaedrys bitki oziitlerinin terapdtik etkilerini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda, 7. chamaedrys’in Oziitlerinin endometriozis

tedavisinde faydali olabilecegi tespit edilmistir (46).
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3.5. Sekonder Metabolitler

Bitkilerin besleyici ve tibbi 0Ozellikleri, ¢cok sayida metabolitin varligindan
kaynaklanmaktadir. Bu metabolitler primer ve sekonder olmak iizere iki tiptir. Primer
metabolitlerden farkli olarak sekonder metabolitler, bitkinin biiytime, gelisme ve
tireme gibi hayati siireglerinde dogrudan yer almayan, ancak bitkilerin olas1 herhangi
bir zarardan korunmasi i¢in bitkilerin savunma mekanizmalarinin ana bilesenleri olan

bliyiik bir fitokimyasallar grubudur (47).

Sekonder metabolitler, patojenik saldirilara ve cevresel strese karsi kademeli
olarak tiretilerek bitkilerin savunma sisteminin dnemli bir parcasini olusturmaktadir.
Cesitli genetik, ontojenik, morfogenetik ve gevresel faktorler sekonder metabolitlerin
biyosentezini ve birikimini etkiler. Sentezlendikleri yola gore terpenoidler, fenolikler

ve alkoloidler olmak {izere ii¢ ana grupta siniflandirilabilirler (48, 49).

Bitkiler, cok cesitli sekonder metabolitlerin biyosentezini saglamaktadir.
Sekonder metabolitler, tibbi bitkilerden elde edilen ilaclarin yani sira bir¢ok ticari
farmasotik ilacin temelini olusturmaktadir. Tibbi bitkilerdeki farkli kimyasal
bilesenler, ilag ve gida endiistrileri araciligiyla insan saghigmi iyilestirebilecek
biyolojik aktivitelere sahip olmakla birlikte, parfiim, zirai, kimya, kozmetik
endiistrilerinde de Onemli bir degeri temsil etmektedir. Sekonder metabolitlerin
biyosentezi, glikoliz veya sikimik asit yollar1 gibi temel yollardan baslar, daha sonra
bliyiik Ol¢iide hiicre tipine, gelisim asamasina ve g¢evresel durumlara bagl olarak

¢esitlenir (50).
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Sekil 2: Sekonder metabolitlerin olusumu (51)
3.5.1. Terpenler

Genel olarak terpenler dogada terpenoid formunda bulunmaktadir. Terpenoidler,
terpenlerin oksijenli tiirevleridirler (52). Terpenoidler veya izoprenoidler olarak da
adlandirilan terpenler, en genis sekonder metabolit grubunu olusturur. Terpenler
mevalonik asit biyosentetik yolundan tiirer. Izopren birimleri (CsHs), terpenin temel

bileseni olarak tanimlanmistir (53).

CH,

CH
H,cZ NF 7

Sekil 3: Izopren molekiilii
Terpenler, kendilerini olusturan karbon sayilarina gore siniflandirilirlar. 2 izopren
molekiiliinden olusan 10 karbonlular monoterpen, 3 izopren molekiiliinden olusan 15
karbonlular seskiterpen, 4 izopren molekiiliinden olusan 20 karbonlular diterpen, 6
1zopren molekiiliinden olusan 30 karbonlular triterpen, 8 izopren molekiiliinden olusan
40 karbonlular tetraterpen ve 40 karbondan daha fazla karbon sayisina sahip olanlar

da politerpenler olarak adlandirilir (54).
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Yiiksek yapili bitkilerin farkli boliimlerinde farkl terpen tiirleri biyosentezlenir.
Monoterpenler ve diterpenler plastidlerde sentezlenirken, seskiterpenler ve triterpenler
sitozolde sentezlenir. Baz1 seskiterpenler ve diterpenler mitokondride de sentezlenir.
Terpen alt gruplarmin molekiiler agirliklar1t ve yapilari, uguculuk gibi fiziksel
ozelliklerini belirler ve bu durum farkli organizmalar arasindaki etkilesimlere aracilik

etme bi¢imlerini etkiler (55).

Terpenler, bitkilerin iirettigi ugucu molekiillerin biiyiik bir bolimiinii olusturur.
Tiim monoterpenler olduk¢a ugucudur. Seskiterpenlerin ¢ogu ugucudur, bazilari da
yar1 ugucudur. Diterpenler (C20), sesterterpenler (C25), triterpenler (C30) ve diger
daha biiyiik terpenler (>C30) yiiksek molekiiler agirliklara sahiptir ve daha agir
olduklarindan ugucu degillerdir (55).

Teucrium tirleriyle yapilan literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde ugucu yaglarda
genellikle B-pinen, a-pinen, B-karyofilen, germakren D, karyofilen oksit, mirtenol ve
bisiklogermakren major bilesikler olarak bulunmustur. Ucucu yaglarda en fazla

seskiterpenlerin oldugu tespit edilmistir (17, 28-31, 35, 36).

Literatiirde terpenler, antiinflamatuar, antiviral, antidiyabetik, antitimoral ve
antibakteriyel aktiviteleri olan Onemli farmasdtik ajanlar olarak kullanilmistir.
Ozellikle terpenler, antibiyotiklere ¢oklu direng gelistiren suslara kars: umut verici bir
sekilde antibakteriyel etki gostererek veya sinerjik etkileriyle antimikrobiyaller icin
giiclendirici etki gostererek antibiyotik direncine karsi miicadelede 6nemli bir rol
oynamistir. Dogal kaynaktan diisiik verimleri nedeniyle biyolojik 6zellikleri

tyilestirilmis yar1 sentetik ve sentetik tiirevleri gelistirilmistir (56).

Aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan monoterpenler bitkiye kendine
0zgl kokularmi veren yaplardir. Bu durum aromaterapide son derece onemlidir.
Ucgucu yaglardan elde edilen monoterpenler timol, timin ve karvakrolgibi biyolojik

aktivite agisindan 6nemli olup antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gostermistir (57).

Terpenoidler antimikrobiyal etkileri temelde hiicre zarinin biitiinliigiinii bozarak
gosterir. Hiicre zarinin biitiinliigiinii kaybetmesiyle, hemostazin bozulmasi, sitoplazma

iceriginin disartya sizmasi ve nihayetinde hiicre 6liimii gergeklesir (52).
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Avrupa’da yaygin kullanimi bulunan 7. chamaedrys’in neoklerodan diterpenoid
iceriginin yiiksek oranda hepatotoksisiteye sebep olmast nedeniyle Fransa'da

yasaklanmugstir (58).

3.5.2. Fenolik ve flavonoid bilesikler

Polifenoller aromatik halkalara bir veya birden fazla hidroksil gurubunun
baglanmasiyla olusmus en karmasik sekonder metabolit siniflarindan biridir (53).
Yapisal iskeletlerine gore, bu bilesikler genel olarak fenolik, fenilasetik ve
hidroksisinnamik asitler, asetofenonlar, kumarinler, naftokinonlar, ksantonlar,

stilbenler ve flavonoidler olarak ayrilir (59).

Fenoliklerin dogada dagilimi yaygindir ve bitkilerde temel metabolik ve fizyolojik
siirecte yer alirlar. Fenolikler, tohum ¢imlenmesi, hiicre bdliinmesi ve fotosentetik
pigmentlerin sentezi dahil olmak iizere bitkilerde biiyiime ve gelisme ile ilgili farkli
fizyolojik siirecleri etkiler. Fenolik bilesikler, biyoremediasyon, allelokimyasal, bitki
biiylimesi, gidalarda antioksidan olarak katki maddesi gibi ¢esitli uygulamalar i¢in
kullanilmaktadir. Bitkilerde fenoliklerin olusumu, genellikle stres altindaki bitkilerin
tutarl1 bir 6zelligidir ve bu durum stresle basa ¢ikmak i¢in bir savunma mekanizmasini
temsil eder. Bitki fenolikleri, optimal olmayan kosullar altinda bitkilerin toleransini ve
adaptasyonunu gelistirmek i¢in ¢esitli fizyolojik siireclerde onemli bir rol oynar.
Ozellikle, stres kosullar1 altinda bitki performansmi iyilestirebilen antioksidan

ozelliklere sahip ¢ok sayida sekonder metabolit bu gruba aittir (60).

Fenolikler, bitkilerde daha basit aromatik halkalardan ligninler gibi daha karmagsik
halkalara kadar degisen en biiylik sekonder metabolit grubu olarak bilinmektedir.
Fenilalanin kaynakli bu bilesikler bu nedenle fenilpropanoidler olarak da adlandirilir.
Polifenoller, ¢ok sayida fenol yapisal biriminin varlig1 ile karakterize edilir. Fenoller,
fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler ve kendine 6zgii 6zelliklere sahip lignanlar gibi
birka¢g gruba ayrilir. Bitki fenolikleri, sikimat/fenilpropanoid yolu araciligiyla
biyogenetik olarak sentezlenirken, mevalonat yoluyla da terpenoidler tretilir. Fenolik
bilesiklerin biyosentezi sirasinda eritroz 4-fosfat, fosfoenolpiruvat ile birleserek
fenilalanin olusturur. Daha sonra fenilalanin amonyak liyaz, fenilalanin'in trans-

sinnamik aside doniistimiinii katalize eder. Flavonoidler, kumarinler, hidrolize olabilen
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tanenler, monolignoller, lignanlar ve ligninler gibi birka¢ baska fenolik bilesik,

fenilpropanoid yolu olarak bilinen bu yoldan olusur (60).

3.5.2.1. Fenoller ve fenolik asitler

Hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler ile bunlarin tiirevleri fenolik
asitler sinifinda olup, hidroksisinnamik asitler bitkisel gidalarda daha yaygin
bulunmaktadir (54). Fenilalanin ve tirozinden olusurlar vetemel iskeletleri C¢Cj5'tlir.
En yaygin ve en iyi bilinen hidroksisinnamik asitler, sinamik asit, o-kumarik asit, p-
kumarik asit, kafeik asit, ferulikasit ve sinapik asittir. Bunlar, kanser ve ateroskleroz
gibi ¢cok sayida hastalik {izerinde pozitif etkisi olan potansiyel antioksidanlardir (59).

Sekil 4’te fenolik asit tlirevlerinin kimyasal yapilarina ait bazi1 6rnekler gosterilmistir.
BEH!
HO HO O

3.4-dihidroksisinamik
asit (kafeik asit)

O
OM
HO HO HO™ O
OMe
4-hidroksi-3,5-dimetoksi 4-hidroksi-3-metoksi
benzoik asit (sirenjik asit) sinamik asit (ferulik asit)

Sekil 4: Fenolik asitlerin kimyasal gruplarina ait 6rnekler (61)

Hidroksisinnamik asitler, ¢oklu biyolojik aktivitelere sahip bir polifenolik bilesik
sinifidir. Invitro ve in vivo testler, hidroksisinnamik asitlerin 6nemli bir antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar, antidiyabetik ve hatta antineoplastik aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Ayrica, hidroksisinnamik asitler noroprotektif ve
kardiyoprotektiftir ve ayrica osteoporozun dnlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Bazi
Avrupa lilkelerinde fenolik asitlerin kaynaklari ile ilgili yiiriitiilen arastirmalarda,
hidroksisinnamik asitlerin ana besin kaynaginin kahve oldugu (toplam alimin %55,3-

80,7's1), ardindan meyve, sebze ve kuruyemislerin oldugu bulunmustur (62).

21



3.5.2.2. Flavonoidler

Tiim flavonoidler, heterosiklik bir piran halkasi ile baglanan iki aromatik halkadan
(A ve B) olusan 15 karbonlu bir fenilpropanoid zincirli (C6-C3-C6 sistemi) temel
flavan iskeletine sahiptir. Kimyasal yapilarina ve oksidasyon derecelerine gore
flavonoidler 6 ana gruba ayrilabilir: izoflavonoidler, flavanonlar, flavanoller,

flavonoller, flavonlar ve antosiyanidinler (63). Sekil 5’te baziflavonoidlerin kimyasal

0 O ‘0 ‘
0 0

yapilar1 gosterilmistir.

Flavon Flavonol Flavanon Dihidroflavonol
7
o 0
O M
| ®
0 Vi
0

izoflavon Auron Kalkon Antostyanidin

Sekil 5: Flavonoid iskeletleri

Flavonoidler, bitkilerde renk, tat ve farmakolojik aktivitelerinden sorumlu
biyoaktif sekonder metabolitler olarak sentezlenen polifenolik bilesiklerdir. Ana
flavonoid kaynaklart meyve ve sebzelerdir ve ayrica kakao tiriinlerinde (kakao tozu,
cikolata), siyah ve yesil ¢ay ve kirmizi sarapta bol miktarda bulunurlar. Meyveler
arasinda cilek, erik, kiraz ve elma flavonoidler acisindan en zenginken, tropikal
meyveler flavonoidler agisindan fakirdir. Sebzelerden en yiiksek flavonoid seviyeleri
bakla, zeytin, sogan, 1spanak ve arpacikta bulunur. Flavonoidler, bitkileri olumsuz

cevre kosullarindan koruyan giiclii antioksidanlardir, bu nedenle birgok akut ve kronik
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hastalikta olas1 yararli etkilerini degerlendirmek i¢in ¢ok sayida epidemiyolojik ve
deneysel calismada kullanilmistir. In vitro ve in vivo calismalar, flavonoidlerin
antiinflamatuar, immiinomodiilator ve giiclii antikanser aktiviteleri gosterebilecegini

bildirmistir (64).

3.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslesmemis elektron igeren kimyasal
yapilardir ve farkli sekillerde sentezlenebilen, insanlar igin zararli kabul edilen,
oldukea reaktif, kararsiz molekiillerdir. Serbest radikaller biyolojik molekiiller, insan
doku ve organlari ile kolayca etkilesime girerler. Biyolojik molekiiller ve serbest
radikaller arasindaki etkilesim, hastalik gelisimi veya hastalik semptomlarinin

siddetlenmesine neden olmaktadir (65, 66).

Serbest radikaller, hiicreler ve insan viicudu ig¢in tehlikeli molekiillerdir. Bu
molekiillerin fazlalig1 doku hasarina ve hastalik gelisimine veya kdotiilesmesine neden
olmaktadir. Serbest radikallerin viicutta serbest difiizyonu, hiicre biyomolekiilleri ile
reaktiviteye sebep olur. ilk yaklasimda, serbest radikal olusumunun aerobik
metabolizma ile smirli oldugu, ancak aslinda gegis metalleri, organeller ve diger
enzimlerin de serbest radikalleri sentezleyebildigi tespit edilmistir. Ksenobiyotikler,
endiistriyel sentetik bilesiklerin alimi ve yasam tarzi gibi faktorler serbest radikal

sentezlenmesine neden olur (66).

Serbest radikaller genellikle bagimsiz var olma yetenegine sahip reaktif oksijen
tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirlerinden (RNT) olugsmaktadir. ROT ve RNT genel
olarak radikaller ve radikal olmayanlar diye iki gruba ayrilirlar. Radikal guruba
stiperoksit (O27"), oksijen (O2"), hidroksil (OH"), alkoksi (RO"), peroksil (ROQO"), nitrik
oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO") radikalleri 6rnektir. Radikal olmayan tiirler
arasinda hidrojen peroksit (H20>), hipoklordz asit (HOCI), hipobroméz asit (HOBr),
ozon (03), singlet oksijen ('0,), nitrdz asit (HNO,), nitrosil katyon (NO*), nitroksil
anyon (NO"), dinitrojen trioksit (N203), dinitrojen tetraoksit (N2O4), nitronyum katyon
(NO7"), organik peroksitler (ROOH), aldehitler (HCOR) ve peroksinitrit (ONOOH)
bulunur. Radikal tiirler, yiiksek elektrofilik eslesmemis bir elektronun varligindan

dolay1 yiiksek oranda reaktiftir. Bu serbest radikaller, diger reaktif molekiillere bir
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elektron vererek veya onlardan bir elektron alarak oksidan veya indirgeyici gorevi

gortirler (67).

Biyolojik sistemlerde en yaygin bulunan radikal ROT, siiperoksit (O2 "), hidroksil
radikali (HO") iken hipokloréz asit (HOCI), hidrojen peroksit (H202) ve ozon (O3)
radikal olmayan tiirlerdir. ROT, ¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarda
tiretilir. ROT iiretimi, mitokondride (Kompleks I ve III) ve ayrica sitozolde NADPH
oksidazlar, lipoksijenazlar, ksantinoksidaz ve sitokrom P450'nin etkisi ile meydana
gelir. Diisiik veya orta diizeyde, serbest radikallerin hiicresel sinyallesmede hem
fizyolojik hem de patofizyolojik rolii vardir. Asir1t ROT {iretimi, bir¢cok hastaligin
patobiyolojisine etkide bulunur. ROT seviyesi, siliperoksit dismutaz, katalaz,
peroksiredoksinler, tioredoksin, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin aracilik

ettigi antioksidan siirecler tarafindan diizenlenir (68).

ROT’lar hiicre i¢i proteinlere, lipidlere ve niikleik asitlere zarar verdikleri igin
hiicreye zararli reaktif parcaciklar olarak kabul edilmektedir. Asir1 iiretilen ROT,
viicutta oksidatif hasara neden olarak, enflamatuar hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, organ yetmezligi ve kanser olusumuna yol agar

(69).

Insan viicudundaki en biiyiik organ olan cilt, egzoz dumanlari, ultraviyole 1sinlari,
gida, ksenobiyotikler, ilaglar ve kozmetikler gibi ROT {iretimini tesvik eden hava
kirleticilerine maruz kalir. ROT, cilt yaslanmasini ve iltihaplanmay1 siddetlendirir,
ancak ayni zamanda epidermal keratinosit proliferasyonu gibi insan viicudundaki

homeostazin diizenleyicileri olarak da islev gortirler (70).

3.7. Antioksidan Sistem

Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyip oksidatif stresi azaltarak, okside
olabilen maddelerin oksidasyonunu geciktirebilen, inhibe edebilen veya dnleyebilen
bilesikler olarak tanimlanir (71). Metabolizmada dogal olarak olusan oksidanlara ek
olarak dis etkenlerle maruz kalinan oksidanlarin artmasiyla antioksidan koruma sinirl
kalmaktadir. Oksidatif stres, ROT ve diger oksidanlarin iiretimindeki artisin

antioksidan kapasiteyi agsmasi olarak tanimlanir (70).

Antioksidanlar oksidasyonu farkli mekanizmalarla 6nlemektedir. Bunlar;
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1. Serbest radikalik zincir reaksiyonlarini durdurarak
a. Elektron vererek

AO—H + LOO* - LOOH + AO-

LOO++LH — LOOH + Le

Le + O2— LOO-

b. Elektron alarak

Ae+Le > AL

2. Metalleri selatlayarak

3. Singlet oksijeni gidererek (72).

3.7.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar, diger kimyasallarin oksidasyonunu geciktirerek veya onleyerek
etki eder. Antioksidanlarin biyolojideki rolii iizerine yapilan ilk ¢alismalar, doymamis
yaglarin sertlesmesini onlemede kullanimlarina dayanmaktadir. Bununla birlikte, canli
organizmalar i¢in antioksidanlarin roliiniin anlagilmasina yol acan kilometre tas1 A, C
ve E vitaminlerinin tanimlanmasi ve E vitamininin lipid peroksidasyonunu onleme
mekanizmasinin anlagilmasidir. Antioksidanlar genellikle enzimatik ve enzimatik
olmayan olarak siniflandirilir. Bunlarin arasinda, farkli hareket tarzlar1 ve yerleri ve
farkli nihai etkileri olan gesitli bilesikler vardir. Bu c¢esitlilik, her birinin viicuttaki
bireysel roliinii belirler. Siiperoksit dismutaz enzimleri (SOD'ler), glutatyon rediiktaz
(GRd), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) gibi etkilesime giren
antioksidan enzimlerin en yiiksek antioksidan savunma etkinligini gostermektedirler

(73).

Endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan yollar1 icerir. Birincil
antioksidan enzimler SOD, CAT ve GSH-Px’dir. O>™", SOD tarafindan H>O>'ye
doniistiiriiliir, bu da CAT tarafindan su ve oksijene ayrisir ve hidroksil radikallerinin
tiretimini engeller. Ek olarak, GSH-Px, indirgenmis glutatyonun (GSH) glutatyon
disiilfide oksidasyonu ve daha sonra glutatyon rediiktaz tarafindan GSH'ye

indirgenmesiyle peroksitleri ve hidroksil radikallerini toksik olmayan formlara
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doniistiiriir. Diger antioksidan enzimler glutatyon-S-transferaz ve glukoz-6-fosfat

dehidrojenazdir (4, 74).

Enzimatik olmayan antioksidanlar, ROT ve RNT ile etkilesime giren ve serbest
radikal zincir reaksiyonlarin1 sonlandiran molekiillerdir. Kanda bilirubin, a-tokoferol
(E vitamini) ve B-karoten bulunurken, plazmada albiimin ve iirik asit antioksidan

kapasitenin %85'ini olusturur (4, 74).

Eksojen antioksidanlar olarak siiperoksit (O>™") ve hidroksili (OH") temizleyen
askorbik asit (C vitamini), hiicre zarlarinin lipid peroksidasyonuna karsi rol oynayan
a-tokoferol ve stilben tiirevleri (resveratrol, fenolik asitler ve flavonoidler), yag

lesitinalari, selenyum, ¢inko ve asetilsistein gibi ilaclar sayilabilir (4, 74).

3.8. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastaligi (AH), Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kiiresel bir saglik
sorunu olarak taninan ve demansin en yaygin nedeni olan norodejeneratif bir
hastaliktir. Hastaligin mekanizmasinin tam olarak anlasilamamasi ve ndropatolojik
siirecin karmasiklig1 hastaligin teshisini zorlastirmaktadir. AH diinyada 35 milyondan
fazla insan1 etkiledigi ve 2050 yilina kadar etkilenen insan sayisinin ii¢ katina ¢ikacagi
tahmin edilimektedir. Hastaligin goriilme siklig1 Cin, Bat1 Pasifik, Bat1 Avrupa ve

ABD'de yiiksektir (75).

AH agirlikli olarak ileri yaslarda ortaya ¢ikan bir hastaliktir, pek ¢ok hasta 65
yasindan sonra belirti gosterir. Erken tan1 koymak i¢in gerekli bilgi ve yontemler
heniiz mevcut olmadigindan hastaligin patolojik hakaretlerinin ne zaman bagladigini
kesin olarak sdylemek zordur. En yaygin goriilen sporadik AH’dir ve hastalarin
yaklasik %5-15' ailesel AH gosterir. Ayrica, 40-65 yaslari arasinda ortaya ¢ikan erken
baslangicli AH donemi ile AH'nin 65 yasindan sonra ge¢ bir formu olan ve geg

baslangicli AH olarak da adlandirilan donem i¢in de bir ayrim yapilmaktadir (75).

Patolojik olarak AH, beyin korteksinde beta amiloid plaklarinin olugsmasina ve
norofibriler yumaklarda fosforile tau proteininin birikmesine baglidir. Hem genetik
hem de genetik olmayan risk faktorleri AH’ye neden olabilir. Yaslanma en 6nemli risk
faktoriidiir. Diger nedenler arasinda serebrovaskiiler hastalik, artan kan basinci, tip 2

diyabette insiilin direncinin artmasi, viicut agirhigi, metabolik sendrom, sigara
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kullanimi, travmatik beyin hasari, plazma lipid seviyeleri, diyet, entelektiiel aktivite
ve azalmis fiziksel aktivite sayilabilir. AH’nin genetik bilesenine odaklanan
arastirmalar, anne ve babadan gelen apolipoprotein E4 (ApoE4) genine sahip
bireylerin hastaliga yakalanma olasiliginin daha yiiksek oldugunu gostermistir. Erken
baslangicli AH’ye genellikle amiloid oncii proteini (APP) veya presenilini (PSEN 1
ve PSEN 2) kodlayan genlerdeki genetik varyantlar neden olmaktadir, ancak gec
baslangicli AH’nin bu genlerdeki mutasyonlardan kaynaklandigi bilinmemektedir

(76).

AH, hafiza, dil, biligsel kayiplar ve problem ¢6zmede beceri kaybi, davranig
degisiklikleri ve nihayetinde 6liimle kendini gosteren kronik bir hastaliktir. Birincil
belirtiler hafiza kayb1 ve yiiriitiicii islev bozuklugudur. AH’de tiim bellek tiirleri esit
sekilde etkilenmez; epizodik, semantik ve ¢alisma bellegi ciddi sekilde bozulur, ancak
prosediirel bellek gibi uzun siireli bellek bozulmadan kalma egilimindedir. Hastalar
genellikle semptomlarin baglamasindan 3-10 y1l sonra pndmoni veya kan pihtilagmasi

gibi hareketsizlikten kaynaklanan komplikasyonlar nedeniyle oliirler (77).

3.8.1. Alzheimer hastaliginda kolinesteraz inhibitorlerinin mekanizmasi

Asetilkolin (ACh), noradrenalin, dopamin, gamma amino biitirik asit, serotonin
ve glutamat gibi farkli ndrotransmitter sistemlerinin dengesi beyin fonksiyonu igin
gereklidir. Kolinerjik sistem, eriskin baslangich bilissel bozukluga neden olan tek
norotransmitter sistem olmasa da AH dahil erigkin baslangi¢cli demanslarda meydana
gelen 6grenme ve hafiza bozuklugunun patofizyolojisinde rol oynar. 1970'lerin
baslarindan bu yana Alzheimer hastalarinda bazal 6n beyin kolinerjik ndronlarinin
erken kayb1 gozlemlenmis ve bu kolinerjik hipotezin gelismesini saglamistir. Bu
hipotez, AH'daki serebral korteks ve hipokampus gibi beynin bilissel fonksiyonlartyla
ilgili alanlarinda biyosentetik enzim asetilkolin transferazin (ChAT) azalmasinin

norokimyasal olarak gdsterilmesiyle desteklenmistir (78).

AH patofizyolojisinin en eski teorisi olan kolinerjik hipotez, kolinerjik néronlarin
kaybim1 ve ACh azalmasini tanimlar. Metabolize edici enzim asetilkolinesteraz

(AChE), ACh seviyelerini yiikselterek gelismis bir biligsel performansa yol agar (79).
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Kolinerjik ndrotransmisyonun giiclendirilmesi, hafif ve orta evre AH'nin bilissel
ve davranigsal semptomlarinin tedavisinde ana yaklasimi olusturmaktadir. Bu
terapotik strateji dogrultusunda hipokampal ACh salinimini arttirmak igin linopirdin
ve ksanomelin gibi muskarinik ACh reseptor agonistleri ile fizostigmin ve takrin gibi
ACHhE inhibitérleri kullanilmistir. ACh, beyinde AChE ve butirilkolinesteraz (BuChE)
tarafindan hidrolitik olarak parcalanir (Marucci ve ark. 2021). AChE seviyesi AH'nin
ilerlemesi ile azaldigindan, AChE inhibisyonu sadece hastaligin erken evrelerinde
etkili gdriinmektedir. Ote yandan, daha az spesifik BChE seviyeleri degismeden kalir
veya AH'nin ilerlemesiyle artar. BChE, ACh'yi hidrolize edebilir ve boylece AChE

aktivitesinin azalmasini telafi edebilir (79).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) rivastigmin, donepezil, takrin ve galantamin
etken maddeli kolinesteraz inhibitorlerinin AH’da kullanilmasini onaylamistir (80).
Takrin hem AChE hem de BChE'yi inhibe eden bir ajandir. Takrin ile tedavi edilen
hastalara ilacin neden oldugu hepatotoksisite nedeniyle kan takibi gerekir. Takrinin
kisa yarilanma omrii ve yiliksek dozda olumsuz yan etkileri nedeniyle uzun siireli
terapotik aktiviteyi stirdiirmek i¢in ¢oklu doz rejimleri gereklidir. Belirtilen yan etkiler

ve karaciger toksisitesi nedeniyle takrin kullanimdan geri ¢ekilmistir (81).

Kolinesteraz inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat reseptorii antagonisti gibi AH
tedavisinde kullanilan mevcut ilaglar, demans semptomlarini yalnizca sinirl bir siire
i¢in inhibe edebilir, ancak hastaligin ilerlemesini durduramaz veya tersine ¢eviremez.
Amiloid hipotezi temelinde, bir¢ok kiiresel ilag sirketi klinik caligsmalar yiirlitmesine
karsin basarili olamamistir. Bu nedenle, amiloid hipotezi tamamen uygulanabilir
olmayabilir. Amiloid beta ve AH'nin diger faktorlerinin hastaliga katkisinin
derinlemesine ve kapsamli bir sekilde anlasilmasi yeni farmakoterapiler gelistirmek

i¢in ¢ok onemlidir (82).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Bitkisel Materyaller

T. multicaule bitkisi Dog. Dr. Mehmet BOGA ve yiiksek lisans 6grencileri Irmak
TANAMAN ile Goncagill SUVARI tarafindan Diyarbakir-Ergani’den Elazig-
Maden’e giderken 3. km yol kenarinda 23 Nisan 2018 tarihinde toplandi. Dog. Dr.
Yeter YESIL tarafindan teshisi yapildi (ISTE No: 115655).

T. multicaule bitkisi Dog. Dr. Yeter YESIL tarafindan Batman-Hasankeyf Ug Yol
Koyii karsisinda bahge ve kayalik alan sinirindan 26 Mayis 2018’ de topland1 ve teshis
edildi (ISTE No: 115745).

4.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

Kimyasal maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik ve LC-MS safliktadir.

4.3. Ekstrelerin Hazirlanisi

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toprak iistii ve kok
kisimlar1 golgede kurutulup toz haline getirildi. Sonra oda sicaklifinda etanol ile
masere edildi (24 saat x 3). Doner buharlastiricida (Rotaevaporator Heidolph,
Almanya) ¢6ziiciisii buharlastirildiktan sonra ekstre kuru halde elde edildi. Ekstrelerin

ylizde verim hesab1 asagidaki esitlige gore belirlendi.

Yiizde verim (g/g) = (Ekstre miktar1 / Kuru bitki miktari) x 100

4.4. Ucucu Yag Eldesi

100 gram toprak istii kism1 balonda 500 ml su ile 4 saat kaynatildi. Clevenger
apareyi ile ugucu yaglari elde edildi. Petrol eteri ile birlikte sulu fazdan ayrildi. NaxSO4
ile kurutularak +4 °C’de analizleri yapilincaya kadar bekletildi.
4.5. Toplam Fenol ve Flavonoid Iceriklerinin Belirlenmesi

Tiim ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar: sirastyla pirokatekol ve

kersetine esdeger olarak belirlendi.
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4.5.1. Toplam fenolik icerikleri

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toprak tistii ve kok
kisimlarinin toplam fenolik igerikleri pirokatekole esdeger olarak belirlendi (83).

Pirokatekoliin 6l¢ii egrisi icin metot asagida sematize edilmistir.

0,1,2,3,4,5,6,7 ve 8 uL 100 ppm pirokatekol
+

Su ile hacimleri 184 pL’ye tamamlandi
+

4 pL Folin-Ciocalteu Reaktifi
+

%2’lik 12 pLL Na;COs

2 Saat inkiibasyondan sonra 760 nm’de absorbanslar1 okundu.

Ekstrelerin toplam fenolik i¢erik metodu asagida sematize edilmistir.
4 uL 1000 ppm ekstre (licer paralel olarak c¢alisild1)
+

Hacimleri su ile 184 pL.’ye tamamlandi
+

4 pL Folin-Ciocalteu Reaktifi
+

12 pL. %2’lik Na2COs3

2 Saat inkiibasyondan sonra absorbanslar1 760 nm’de okundu.

Sekil 6’da standart pirokatekol grafiginden bulunan Absorbans = 0,045x + 0,0526
(R*=0,9927) esitliginden yararlanarak toplam fenolik icerikler hesaplandi.
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y = 0,045x +0,0526 R?=0,9927
L Ry ST TR

T R T

Absorbans

T T i

L

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 6: Pirokatekol 6l¢ii egrisi
4.5.2. Toplam flavonoid icerikleri

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule toprak tiistii ve kok kisimlari

kersetine esdeger olarak toplam flavonoid igerikleri belirlendi (84). Kersetin 6l¢ii

egrisi i¢in metot asagida sematize edilmistir.
0,1,2,3,4,5,6,7 ve 8 uL 1000 ppm kersetin
+
%80’1ik etanol ile hacimleri 192ul.’ye tamamland1
+
4 uL. 1M potasyum asetat
+ 1 dakika sonra

4 uL. %10’luk aliiminyum nitrat

40 Dakika inkiibasyondan sonra absorbanslar1 415 nm’de okundu.
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Ekstrelerin toplam flavonoid icerik metodu asagida sematize edilmistir.
4 uL 1000 ppm ekstre (liger paralel olarak calisild1)
+
%80 etanol ile hacimleri 192 pl.’ye tamamlandi
+
4 uL. 1M potasyum asetat
+ 1 dakika sonra
4 uL %10’luk aliiminyum nitrat

40 Dakika inkiibasyondan sonra absorbanslart 415 nm’de okundu.

Sekil 7°de standart kersetin grafiginden bulunan Absorbans= 0,0351x + 0,0381
(R?: 0,9941) esitligine gore toplam flavonoid icerikler hesaplandi.

1,6 T mmn e
y =0,0351x + 0,0381 R?=0,9941
1,4
1,2

1

Absorbans
S o o
H (o)} (0]

o
[N}

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 7: Kersetinin 6l¢ii egrisi
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4.6. Antioksidan Tayin Yontemleri

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toprak iistii ve kok
etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri DPPH serbest ve ABTS katyon radikali
giderimi, metal kelat aktivitesi ve CUPRAC aktivitesi yontemleri ile belirlendi. Tiim
absorbans Oc¢liimleri Ultraviyole Spektrofometre (UV-Vis), (PG Instruments T80+
UV/VIS Spectrometer, Ingiltere) ve Eliza (BioTek EON Microplate Reader, Amerika
Birlesik Devletleri) cihazlar ile yapildi.

CUPRAC harig diger antioksidan aktivite yontemlerinde % inhibisyon sonuglari
% Inhibisyon= (Akontrol — Asémek) / Akontrol X 100 formiiliine gore belirlendi. 4 farkli

kosantrasyondaki % inhibisyon sonuglarina gore I1Cso degerleri hesaplandi.

4.6.1. DPPH aktivite yontemi

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali ile serbest radikal giderme aktiviteleri belirlendi (85).
Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toprak iistii ve kok
kisimlarinin 1000 pg/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlandi. BHT, BHA ve

o-Toc standart olarak kullanildi.

Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderme aktiviteleri metodu asagida sematize

edilmistir.
2,5, 10 ve 20 uL stok ¢ozelti (iiger paralel olarak calisildi)
+
Hacimleri etanol ile 40 pL’ye tamamlandi
+
160 pL. 0,1 mM DPPH eklendi

30 dakika oda sicakliginda (karanlikta) inkiibasyondan sonra absorbanslar1 517

nm’de okundu.
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4.6.2. ABTS aktivite yontemi

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ile katyon radikali giderme aktiviteleri belirlendi
(86). Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toprak iistii ve kok

kisimlarimin 1000 pg/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlandi. BHT, BHA ve

o-Toc standart olarak kullanild.

Ekstrelerin ABTS katyon radikali giderim aktivitesi metodu asagida sematize

edilmistir.
2,5, 10 ve 20 uL stok ¢ozelti (liger paralel olarak calisildi)
+
Etanol ile hacimleri 40 pL’ye tamamlandi
+
160 uL 7 mM ABTS

6 Dakika karanlikta inkiibasyondan sonra absorbanslar1 734 nm’de okundu.

4.6.3. Metal kelat aktivitesi

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin metal kelat
aktiviteleri Fe(II)-Ferrozin yontemine gore belirlendi (87). Standart olarak kersetin ile

EDTA kullanildi.

Ekstrelerin metal kelat aktivite metodu asagida sematize edilmistir.
2,5, 10 ve 20 uL stok ¢ozelti (licer paralel olarak calisildi)
+
Distile su ile hacimleri 188 pL’ye tamamlandi
+
4 uL. 2 mM Fe(II)
+
8 uL SmM ferrozin
10 dakika inkiibasyondan sonra absorbanslar1 562 nm’de okundu.

Absorbanslar kersetin ile EDTA standartlarina gore degerlendirildi.
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4.6.4. CUPRAC yontemi

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin CUPRAC aktivitesi
antioksidanlarla renkli Cu(I)-Nc kelata dontisen Cu(Il)-Neokuproin (Nc)
kompleksinin kullanimina dayanilarak belirlendi (88). BHT, BHA ve a-Toc standart
olarak kullanildi.

Ekstrelerin CUPRAC ydntemi metodu asagida sematize edilmistir
2,5uL, 6,25uL, 12,5uL, 25uL stok ¢ozeltisi (liger paralel olarak ¢aligild)
+
Distile su ile hacimleri 67 pL’ye tamamlandi
+
61 uL 0,01 M CuCl,
+
61 puL 0,1 M NH4CH3COO
+
61 puL 0,1 M Neokuproin

1 saat inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbanslar1 okundu.
4.7. Antikolinesteraz Aktivite Metodu

4.7.1. Ellman metodu

AChE hidrolizi sonucu asetilkolinden agiga ¢ikan tiyokolinin 5,5 -ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonuyla olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat
anyonunun absorbans Ol¢iimiine dayanan bu metod hizli bir kolorimetrik yontemdir

(89).

4.7.1.1. AChE ve BChE aktivite testi
Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin AChE/BChE
aktivitesi i¢in Ellman metodu kullanildi (89). 4000 ppm konsantrasyonlarda

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin 4000 ppm stok

35



cozeltilerinin hazirlanmasinin ardindan, {iger paralel ¢alisma yapildi. Standart olarak

galantamin kullanildi.

150 uL 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH=8)
+
10 pL 6rnek (4000 pg/mL) veya kontrol
+
20 pL enzim AChE/BChE
15 dk. 25°C’ de inkiibasyon

10 uL5 mM DTNB
+

10 uLL 7,1 mM asetiltiyokolin iyodiir (0,79 mM biitiriltiyokolin iyodiir)

10 dk. 25°C’ de inkiibasyon 412 nm’ de okunur.

4.8. Istatistik Hesaplamalar

Biyolojik aktivite sonuclar1 {i¢ paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi
olarak verildi. Sonuclar Student’s t-testine gére %95 giiven sinirlar1 i¢inde bulundu.
Anlamlilik sinir1 igin p<0,05 kabul edildi. En kiiciik kareler yonteminin kullanildig1
dogrusal regresyon analizi egim, intersept ve korelasyon katsayilarmin

degerlendirilmesiyle yapildi.
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4.9. Kromatografik Yontemler

4.9.1. Gaz kromatografisi-Kiitle spektroskopisi (GC-MS) sartlari

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin ugucu yaglarinin
bilesenleri GC-FID ve GC-MS cihazlar ile Zengin ve arkadaslarinin 2016 yih

yayimindaki ayni cihaz ve ¢aligma kosullarinda analiz edildi (90).

4.9.2. Sivi kromatografisi-Kiitle spektroskopisi (LC-HRMS) sartlari

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin LC-HRMS
analizleri, LC-HRMS Thermo Q Exactive marka LC-HRMS cihazi ile Bezmialem
Vakif Universitesi ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlarinda

gercgeklestirildi.
Tablo 1: LC-HRMS c¢alisma sartlar1

Mobil Faz A: %1 Formik Asit- %0,1 Amonyum format — H.O
Mobil Faz B: %1 Formik Asit- %0,1 Amonyum format — MeOH
Kolon:3 pum Fortis C18 — 150 x 3,0 mm

Gradiyent zamam Akis hiz1 (ml/dk) % B
0,00 0,35 50
1,00 0,35 50
3,00 0,35 100
6,00 0,35 100
7,00 0,35 50
10,00 0,35 50

37



5. BULGULAR

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toprak iistii ve kok
etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri DPPH serbest ve ABTS katyon radikali
giderimi, metal kelat aktivitesi ve CUPRAC aktivitesi yontemleri ile belirlendi. Tiim
ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 sirasiyla pirokatekol ve kersetine

esdeger olarak belirlendi ve antialzheimer aktivitesi Ellman yontemi ile belirlendi.

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin ugucu yaglarinin
igerikleri, ekstrelerin antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri ve fenolik bilesik

igerikleri ilk defa calisildu.

5.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktarlari

Tiim ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar sirasiyla pirokatekol ve
kersetine esdeger olarak belirlendi. Tablo 2°de de goriildiigl lizere; Diyarbakir ve
Batman’dan toplanan 7. multicaule kok (TMDK ve TMBK) ekstrelerinin toplam
fenolik iceriklerinin toplam flavonoid igeriklerinden daha yiiksek, toprak {istii
(TMDTU ve TMBTU) ekstrelerininise toplam flavonoid miktarlarinin toplam fenolik
miktarlardan daha yiiksek oldugu ve en yiiksek toplam fenolik ve flavonoid miktarinin
Diyarbakir’dan toplanan 7. multicaule bitkisinin kok (TMDK) ekstresinde oldugu
tespit edildi.

Tablo 2: Ekstrelerin verimleri, toplam fenolik ve flavonoid miktarlari

% Verim (Tuogplam Fenol Toplam Flavonoid
Ekstreler pirokatekole (ng kve rsetine
o esdeger)/mg
esdeger)/mg Ekstreb
Ekstre?
TMDTU 9,09 8,22+0,57 27.64+1,01
TMDK 0,52 37,67+0,79 36,89+1,03
TMBTU 4.83 21,56+0,20 29,77+0,10
TMBK 0,76 34,33+0,79 26,45+1,18

TMDTU: T. multicaule Diyarbakir Toprak Ustii, TMDK: T. multicaule Diyarbakir Kok, TMBTU: T.
multicaule Batman Toprak Ustii, TMBK: T. multicaule Batman Kok

a: y=0,045x + 0,0526 R?=0,9927
b: y=0,0351x + 0,0381 R?=0,9941
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5.2. Diyarbakir ve Batman’dan Toplanan 7. multicaule Ekstrelerinin

Antioksidan Aktivite Sonuclar:

5.2.1. DPPH aktivite sonuclari

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinden hazirlanan etanol
ekstrelerinin Tablo 3’te goriilecegi lizere en yliksek DPPH aktivitesini 7. multicaule
kok ekstresinin (ICso= 41,74+0,13pg/mL) gosterdigi belirlendi. Hem Diyarbakir hem
de Batman’da toplanan 7. multicaule kok ekstrelerinin toprak iistii ekstrelerinden daha
yiiksek DPPH serbest radikal giderim aktivitesi gosterdigi belirlendi. En diisiik
aktiviteyi Diyarbakir’da toplanan bitkinin toprak iistii ekstresinin (ICso= 176,53%0,10
png/mL) gosterdigi belirlendi. Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule kok ekstresi
standart olarak kullanilan BHT’den daha yiiksek aktivite gostermistir. Tiim bu
sonuclar Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toplam fenolik
ve flavonoid icerikleriyle uyumludur. En yiiksek toplam fenolik ve flavonoid igerige
sahip olan Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule kok ekstresinin en iyi aktivite, en
diisiik toplam fenolik ve flavonoid igerige sahip olan Diyarbakir’da toplanan T.
multicaule toprak Ustl ekstresinin ise en az aktivite gosterdigi belirlendi.

Tablo 3: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin DPPH
aktiviteleri

Ekstreler ICso degerleri (ug/mL)
TMDTU 176,53+0,10
TMDK 41,74+0,13
TMBTU 79,98+0,94
TMBK 54,09+1,06
BHA 7,88+0,20
BHT 58,86+0,50
a-TOC 16,30+0,79

TMDTU: T. multicaule Diyarbakir Toprak Ustii, TMDK: T. multicaule Diyarbakir Kok, TMBTU: T.
multicaule Batman Toprak Ustii, TMBK: T. multicaule Batman Kok, BHA: Biitillenmis hidroksianisol,
BHT: Biitillenmis hidroksi toluene, o —TOC: a —Tokoferol
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5.2.2. ABTS aktivite sonuclari

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinden hazirlanan etanol
ekstrelerinin Tablo 4’te goriilecegi lizere; Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule kok
ekstresinin bu yontemde de en yiiksek aktivite (ICso= 16,61£1,15 pg/mL) gosterdigi
belirlendi. Hem Diyarbakir hem de Batman’da toplanan 7. multicaule kok
ekstrelerinin toprak iistii ekstrelerinden daha yiiksek ABTS katyon radikal giderim
aktivitesi gosterdigi belirlendi. En diistik aktiviteyi Diyarbakir’da toplanan bitkinin
toprak iistii ekstresinin (ICso=41,83+1,80 ng/mL) gosterdigi belirlendi. Diyarbakir ve
Batman’dan toplanan 7. multicaule kok ekstreleri standart olarak kullanilan BHA’ dan
daha yiiksek aktivite gostermistir. Tiim bu sonuglar Diyarbakir ve Batman’dan
toplanan 7. multicaule bitkilerinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleriyle
uyumludur. En yiiksek toplam fenolik ve flavonoid igerige sahip olan Diyarbakir’da
toplanan 7. multicaule kok ekstresinin en iyi aktivite, en diisiik toplam fenolik ve
flavonoid igerige sahip olan Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule toprak {istii
ekstresinin en az aktivite gosterdigi belirlendi.

Tablo 4: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin ABTS
aktiviteleri

Ekstreler ICso degerleri (ng/mL)
TMDTU 41,83+1,80
TMDK 16,61+1,15
TMBTU 25,72+0,28
TMBK 17,34+0,14
BHA 17,59+0,10
BHT 13,25+0,27
a-TOC 9,74+0,42

TMDTU: T. multicaule Diyarbakir Toprak Ustii, TMDK: T. multicaule Diyarbakir Kok, TMBTU: T.
multicaule Batman Toprak Ustli, TMBK: T. multicaule Batman Kok, BHA: Biitillenmis hidroksianisol,
BHT: Biitillenmis hidroksi toluene, a —TOC: a —Tokoferol
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5.2.3. Metal kelat aktivite sonuclari

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule etanol ekstrelerinin Tablo 5’te
goriilecegi iizere; higbir ekstre metal kelat aktivitesi gostermedi.

Tablo 5: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin metal
kelat aktivitesi

Ekstreler ICso degerleri (ug/mL)
TMDTU >1000
TMDK >1000
TMBTU >1000
TMBK >1000
EDTA 26,82+0,10

TMDTU: T. multicaule Diyarbakir Toprak Ustii, TMDK: T. multicaule Diyarbakir Kok, TMBTU: T.
multicaule Batman Toprak Ustii, TMBK: T. multicaule Batman K&k, EDTA: Etilendiamin tetraasetik
asit

5.2.4. CUPRAC aktivite sonuclari

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule etanol ekstrelerinin Tablo 6’da
goriilecegi lizere; Batman’da toplanan 7. multicaule kok ekstresinin bu yontemde en
yiiksek aktivite (Ao,s=20,29+0,04 pg/mL) gosterdigi belirlendi. Hem Diyarbakir hem
de Batman’da toplanan 7. multicaule kok ekstrelerinin toprak iistii ekstrelerinden daha
yiiksek CUPRAC aktivitesi gosterdigi belirlendi. En diislik aktiviteyi Diyarbakir’da
toplanan bitkinin toprak istii ekstresinin (Aos= 90,91+£0,03 pg/mL) gosterdigi
belirlendi. Tiim bu sonuglar Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule
bitkilerinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleriyle genel olarak uyumludur.

Tablo 6: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin
CUPRAC aktiviteleri

Ekstreler Ao,s degerleri (ug/mL)
TMDTU 90,91+0,03
TMDK 22,33+0,01
TMBTU 48,14+0,02
TMBK 20,29+0,04
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BHA 0,63+0,02
BHT 2,02+0,01
a-TOC 13,38+0,07

TMDTU: T. multicaule Diyarbakir Toprak Ustii, TMDK: T. multicaule Diyarbakir Kok, TMBTU: T.
multicaule Batman Toprak Ustii, TMBK: T. multicaule Batman Kok, BHA: Biitillenmis hidroksianisol,
BHT: Biitillenmis hidroksi toluene, o —TOC: a —Tokoferol

5.3. Diyarbakir ve Batman’dan Toplanan 7. multicaule Ekstrelerinin

Antialzheimer Aktivite Sonuclari

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin etanol ekstreleri
Tablo 7’de gorildiigii gibi asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu aktivitesi
gostermedigi, bunun aksine biitlin ekstreler orta-zayif derecede biitirilkolinesteraz
enzimini inhibe ettigi tespit edildi. En yiiksek biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon
aktivitesini Diyarbakir’da toplanan T. multicaule kok ekstresinin (%lInhibisyon=
61,96+1,72) gosterdigi belirlendi. Hem Diyarbakir hem de Batman’da toplanan 7.
multicaule kok ekstrelerinin toprak {istii ekstrelerinden daha yiiksek biitirilkolinesteraz
enzim inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlendi.

Tablo 7: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ekstrelerinin
antikolinesteraz aktivite sonuglari

Inhibisyon) Inhibisyon)
TMDTU AD 22,09+0,60
TMDK AD 61,96+1,72
TMBTU AD 22,79+0,69
TMBK AD 31,95+0,80
Galantamin® 80,04+0,23 88,65+0,99

TMDTU: T. multicaule Diyarbakir Toprak Ustii, TMDK: T. multicaule Diyarbakir Kok, TMBTU: T.
multicaule Batman Toprak Ustii, TMBK: T. multicaule Batman Kok

2 Standart bilesik
AD: Aktif degil
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5.4. Diyarbakir ve Batman’dan Toplanan 7. multicaule Ekstrelerinin Kimyasal

Icerikleri

5.4.1. GC-MS ile analizi

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin ugucu yag analizleri

GC-MS cihazi ile yapild1 ve igerikler Tablo 8’de gosterilmistir.

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ugucu yaglarinin bilesimleri
strastyla %99,8 ve %98,8 oraninda aydinlatildi. Diyarbakir’dan toplanan 7. multicaule
bitkisinde toplam 18 bilesen tespit edilmis olup major bilesenleri germakren D
(%45.,4), B-karyofilen (%15,4), 1-okten-3-ol (%12,1) ve bisiklogermakren (%?9,5)
bilesikleridir. Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkisinde toplam 13 bilesen tespit
edilmis olup major bilesenleri germakren D (%54,7), B-karyofilen (%19,2) ve
bisiklogermakren (%11,3) oldugu tespit edildi.

Tablo 8: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ugucu yaglarinin
analiz sonucu

N . a T. multicaule  T. multicaule
0 Bilgsgnler . Diyarbakir (%) Batman (%)
1 2-Metil-2- 1095 0,6 0,7
pentanol

2 (E)-2-Hegzenal 1226 0,8 -

3 2-Pentilfuran 1234 0,4 -

4 (Z)-B-Osimen 1237 0,2 -

5 (E)-B-Osimen 1255 0,2 -

6 1-Okten-3-ol 1450 12,1 2,6

7 (E,E)-2.,4- 1504 0,5 -

Heptadienal

8 -Bourbonen 1531 1,6 0,9

9 Linalool 1548 5,5 3,5
10 trans-o- 1577 - 0.4

Bergamotene

1 B-Karyofilen 1614 15,4 19,2
12 (Z)-B-Farnesen 1670 0,6 0,1
13 a-Humulen 1689 0,8 1,0
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14 Germakren D 1729 45,4 54,7

15 Bisiklogermakren 1754 9,5 11,3
16 0-Kadinen 1773 0,3 0,3
17 Karyofilen oksid 2017 3,2 2,6
Hegzahidro 2134 0,2 -
18 :
farnesilaseton

19 Spatulenol 2147 2.5 1,5

Toplam Tamimlanan (%) 99,8 98,8

a Relatif Retention Indeks

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ugucu yaglarinin GC-MS

kromatogramu sirastyla Sekil 8’de ve Sekil 9’da gosterilmistir.

Abundance
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850000 Cc: ucucuzse \data.ms
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Time-->

Sekil 8: Diyarbakir’dan toplanan 7. multicaule ugucu yag GC-MS kromatogrami
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Abundance
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Sekil 9: Batman’dan toplanan 7. multicaule ugucu yag GC-MS kromatogrami

Ugucu yaglarda bulunan bilesik siniflar1 yiizde bilesenleri degerleri Tablo 9’da
verilmistir. Bilesikler monoterpenler, seskiterpenler, alkoller ve aldehitler seklinde
simiflandirilmistir. 19 bilesigin 14 tanesi terpen tiirli bilesikler olup seskiterpenler
Diyarbakir ve Batman’ da toplanan 7. multicaule bitkilerinde sirastyla %79,5 ve %92
oranlartyla miktar1 en fazla olan gruptur. 7 tane bilesik her iki bitkide ortak olmayip

miktarlar1 ¢cok azdir (en fazla %0,8 oranindadir).

Tablo 9: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule ugucu yaglarinin
siniflandirilmasi ve karisimdaki % miktarlar

Bilesik sinifi T. multicaule Diyarbakir T. multicaule Batman
%0 Miktar Bilesik sayisi 9% Miktar ]z;l;f;:(
Monoterpenler 6,3 4 3,5 1
Seskiterpenler 79,5 10 92 10
Alkoller 12,7 2 3,3 2
Aldehitler 1,3 2 - -
Toplam 99,8 18 98,8 13
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5.4.1. Diyarbakir ve Batman’dan Toplanan 7. multicaule bitkilerinin LC-HRMS

ile analizi

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin fenolik igerikleri
LC-HRMS ile tespit edilmis olup Tablo10’da gosterilmistir. Diyarbakir’da toplanan
T. multicaule bitkisinin toprak iistii ekstresinde toplamda 24 bilesik tespit edilmistir.
Bunlardan (+)-trans taksifolin ve 3-O-metil kuersetin bilesikleri Batman’da toplanan
bitkinin toprak {istli ekstresinde bulunmamaktadir. Batman’da toplanan 7. multicaule
bitkisinin toprak iistii ekstresinde ise toplamda 26 bilesik tespit edilmis olup
izosakuranetin, asasetin, nepetin ve rosmarinik asit bilesikleri Diyarbakir’dan toplanan
bitkinin toprak iistii ekstresinde bulunmamigtir. Bu farkliliklarin miktarlart olduk¢a
diisiiktiir. Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule bitkisinin kok ekstresinde toplamda 15
bilesik tespit edilmistir. Bunlardan kuillaik asit, rutin ve nepetin bilesikleri Batman’da
toplanan bitkinin kok ekstresinde bulunmamaktadir. Batman’da toplanan 7. multicaule
bitkisinin toprak iistii ekstresinde ise toplamda 13 bilesik tespit edilmis olup (-)-
epigallocatechin bilesigi Diyarbakir’dan toplanan bitkinin toprak {istii ekstresinde
bulunmamistir. Bu farkliliklardan Diyarbakir’da toplanan tiirde bulunan kuillaikaist

miktar1 oldukca fazla olup en belirgin farklilik olarak gdze ¢arpmaktadir.

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. Multicaule bitkilerinin LC-HRMS analiz
sonucu incelendiginde toprak iistii ekstrelerinde en ¢ok bulunan bilesikler sirastyla
verbaskozit (3383+121,79ve 3872+139,39 ng/g ekstre) ve (-)-epigallokatesingallat
(2166+58,48 ve 1791+48,36 pg/g ekstre) bilesikleridir. Ugiincii olarak en ¢ok bulunan
bilesik Diyarbakir’da toplanan tiir i¢in hiperozit (12754+38,25nug/g ekstre), Batman’da
toplanan tiir i¢in hederagenin (1540+141,68ng/g ekstre) bilesikleridir.

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin LC-HRMS analiz
sonucu incelendiginde kok ekstrelerinde en ¢ok bulunan bilesikler sirasiyla (-)-
epigallokatesingallat (3981£107,49 ve 2310+£62,37 pug/g ekstre), verbaskozit
(3961£142,60 ve 1982+71,35 ng/g ekstre). Ugiincii olarak en ¢ok bulunan bilesik
Diyarbakir’da toplanan tiir i¢in kuillaik asit (31094+93,27ug/g ekstre), Batman’da
toplanan tiir i¢in hederagenin (939+86,39 ug/g ekstre) bilesikleridir.

Tablo 10: Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin LC-
HRMS analiz sonucu
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MaddeAd: TMDTU TMDK TMBTU TMBK
ng/g Ekstre ng/g Ekstre png/g Ekstre  ug/g Ekstre
Fumarik asit TE TE TE TE
Herniarin 212+1,91 173+1,56 173+1,56 152+1,37
Kafeik asit 148+3,55 145+3,48 125+3,00 152+3,65
Krizin TE TE TE TE
Apigenin TE TE TE TE
Emodin TE TE TE TE
Naringenin 943,95 69+2,90 88+3,70 69+2,90
Isosakuranetin TE TE 205+2,46 TE
Asasetin TE TE 25043,75 TE
Luteolin 87+1,65 58+1,10 68+1,29 57+1,08
Kaempferol 101+0,91 TE 94+0,85 TE
Skutellarein 79+1,11 49+0,69 59+0,83 48+0,67
Dihidrokaempferol 126+4,79 TE 40+1,52 TE
(-)-Epikatesin TE TE TE TE
(+)-Katesin TE TE TE TE
Hispidulin 960+16,32 155+2,64 1258+21,37 52+0,88
Rhamnositrin 9474+30,30 73+2,34 1231£39,39 70+2,24
(+)-Trans taksifolin 189+5,52 TE TE TE
Kersetin 120£1,56 TE 114+1,48 TE
(-)-Epigallokatesin TE TE TE 151+4,68
3-O-Metil Kersetin 438+13,14 TE TE TE
Nepetin TE 4+0,11 12+0,34 TE
Penduletin 680+10,88 217+3.,47 833+13,33 178+2,85
Eupatilin 677+9,48 195+2,73 836+11,70 154+2,16
Rozmarinik Asit TE TE 65+2,86 TE
Apigenin 7-glukozit TE TE TE TE
;ﬁiﬁfﬁeﬂ)l_}o_ 93+3,91 TE 65+2,73 TE
8243,12 TE 52+1,98 TE

Orientin
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Kersitrin

(-)-
Epigallokatesingallat
Myricitrin
Hiperozid
Hederagenin
Nepetin-7-glukozit
Kuillaik asit
Naringin
Luteolin-7-rutinozit
Hesperidin

Rutin

Verbaskozid

82+3,94
2166+58,48

12324+38,19
1275+38,25
1016+93,47
TE
TE
TE
162+2,27
TE
872439,24
3383+121,79

TE
3981+107,49

TE
TE
2118+194,86
TE
3109+93,27
TE
TE
TE
803,60
3961+142,60

52+2,50 TE

1791+48,36  2310+62,37
192+5,95 TE
223+6,60 TE

1540+141,68 939+86,39

TE TE

TE TE

TE TE
115+1,61 TE
TE TE
590+26,55 TE

3872+139,39 1982+71,35

TMDTU: T. multicaule Diyarbakir Toprak Ustii, TMDK: T. multicaule Diyarbakir Kok, TMBTU: T.
multicaule Batman Toprak Ustli, TMBK: T. multicaule Batman K6k TE: Tespit edilemedi

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin fenolik bilesen

iceriklerinin LC-HRMS kromatogramlar1 Sekil 10-20°de gosterilmistir.
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Sekil 10: TMDTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-1
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Sekil 11: TMDTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-2
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Sekil 12: TMDTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-3
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Sekil 13: TMDK ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-1
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Sekil 14: TMDK ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-2
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Sekil 15: TMBTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-1
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Sekil 16: TMBTU ekstresinin LC-HRMS kromatogrami-2
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6. TARTISMA

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toprak iistii ve kok
etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri DPPH serbest ve ABTS katyon radikali
giderimi, metal kelat aktivitesi ve CUPRAC aktivitesi yontemleri ile belirlendi.
Toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 sirasiyla pirokatekol ve kersetine esdeger
olarak belirlendi ve antialzheimer aktivitesi Ellman yontemi ile belirlendi. Bitkilerin
ucucu yag ve fenolik igerikleri sirasiyla GC-MS ve LC-HRMS cihazlar ile ilk defa
calisild.

Ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 sirasiyla pirokatekol ve
kersetine esdeger olarak belirlendi. Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule
kok (TMDK ve TMBK) ekstrelerinin toplam fenolik (37,67+0,79 ve 34,33+0,79 ng
piroktekol/mg ekstre ) igeriklerinin toplam flavonoid iceriklerinden daha yiiksek
(36,89+1,03 ve 26,45+1,18 pg kersetin/mg ekstre), toprak iistii (TMDTU ve TMBTU)
ekstrelerinin ise toplam flavonoid (27,64+1,01 ve 29,77+0,10 pg kersetin/mg ekstre)
miktarlarinin toplam fenolik (8,22+0,57 ve 21,56+0,20 pg piroktekol/mg ekstre)
miktarlardan daha yiiksek oldugu ve en yiiksek toplam fenolik ve flavonoid miktarinin
Diyarbakir’dan toplanan 7. multicaule bitkisinin kok (TMDK) ekstresinde oldugu
tespit edildi.

Chabane ve ark.” nin yapmis oldugu calismada bizim sonucglarimiza ters bir
sekilde 7. polium bitkisinin toprak iistii metanol ekstresinin toplam fenolik icerigi
(86,63+0,03 mg gallik asit/g ekstre) toplam flavonoid igeriginden (24,43+0,01 mg
kersetin/g ekstre) daha yiiksek bulunmustur (91). El Atki ve ark. tarafindan 7. polium
bitkisinin toprak {iistli metanol ekstresiyle yapilmis olan ¢alisma sonucunda toplam
fenolik iceriginin (109,26 mg gallik asit/g ekstre) toplam flavonoid iceriginden
(102,99 + 2,35 mg rutin/g ekstre) fazla oldugu gézlemlenmistir (92). Bendjabeur ve
ark. yapmis oldugu calismada 7. polium'un ¢igeklenme donemindeki toprak istii
kisimlarinin etanol ekstresinin toplam fenolik icerigini (108,60 + 1,62 mg gallik asit/g
ekstre); toplam flavonid igerigi ise (25,33 £ 0,29 mg kesretin/g ekstre) olarak
bulmustur. 7. polium bitkilerinin toprak iistii kisstmlarinin toplam fenolik igerikleri
toplam flavanoid igeriklerinden fazla oldugu belirlenmistir (93). Kaska ve ark. T.

sandrasicum bitkisinin toprak iistii kistmlariin etanol ekstresiyle yapmis oldugu
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calismada toplam fenolik icerik (107,94+0,59 mg gallik asit/g ekstre), toplam
flavonoid igeriginden (51,61+0,56 mg kersetin/g ekstre) yiiksek bulmuslardir (94).
Suvari’nin T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol ekstreleriyle yapmis oldugu
calisma sonucu bizim g¢alismamiza benzer sekilde 7. polium kok ekstresi toplam
fenolik igerigi (49,89+1,36 png piroktekol/mg ekstre) toplam flavonoid iceriginden
(43,54+1,85 kersetin/mg ekstre) daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica T.
parviflorum ve T. polium bitkilerininin toprak iisiitii ekstrelerininin toplam flavonoid
miktarlarmin  (41,17£1,42 ve 35,94+0,82 kersetin/mg ekstre) toplam fenolik
miktarlarindan (17,11+0.00 ve 27,67+0,36 png piroktekol/mg ekstre) fazla oldugu
bulunmustur (95).

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin hazirlanan etanol
ekstreleri incelendiginde 7. multicaule kdk ekstresinin en yiiksek DPPH serbest radikal
giderim aktivite (ICso= 41,74+0,13ug/mL) gosterdigi belirlendi. Hem Diyarbakir hem
de Batman’da toplanan 7. multicaule kok ekstrelerinin toprak iistii ekstrelerinden daha
yiiksek DPPH serbest radikal giderim aktivitesi gosterdigi ve en diisiik aktiviteyi
Diyarbakir’da toplanan bitkinin toprak iistii ekstresinin (ICso= 176,53+0,10 pg/mL)
gosterdigi belirlendi. Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule kok ekstresinin standart
olarak kullanilan BHT den (ICso= 58,86+0,50pug/mL) daha yiiksek aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Tiim bu sonuglar Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule
bitkilerinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleriyle uyumludur. En yiiksek toplam
fenolik ve flavonoid igerige sahip olan Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule kdk
ekstresinin en 1yi aktivite, en diisiik toplam fenolik ve flavonoid igerige sahip olan
Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule toprakiistli ekstresinin en az aktivite gosterdigi

belirlendi.

Kaska ve ark. T. sandrasicum bitkisinin toprak iistii kisimlarinin etanol ekstresinin
DPPH serbest radikal giderim degeri (ICso= 122,60+1,35 pg/mL) Diyarbakir’da
toplanan 7. multicaule bitkinsinin toprak iistii etanol ekstresinin (ICso= 176,53+0,10
ng/mL) degeriyle benzer ve standart olarak kullanilan BHT den daha diisiik aktivite
gostermistir (94). Suvari’nin 7. parviflorum ve T. polium etanol ekstreleriyle yapmis
oldugu DPPH aktivite sonuglart bizim ¢alismamizla benzerlik gostererek 7. polium

kok ekstresinin (ICso= 33,724+0,05 pg/mL) degeri en yliksek aktivite gosterdigi, 7.
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parviflorum (ICso= 133,49+1,64 pg/mL) toprak Tlstli ekstresinin diigiik aktivite
gosterdigi belirlenmistir (95). El Atki ve ark.’nin 7. polium ve T. aurum bitkilerinin
toprak st metanol ve etanol ekstreleriyle yapmis oldugu DPPH serbest radikal
giderim aktivite sonuglari metanol ekstresi i¢in sirasiyla (ICs50=0,40+0,03 mg/mL ve
0,49+0,009 mg/mL), etanol i¢in sirasiyla (0,410,031 mg/mL ve 0,5340,035 mg/mL)
dir. Metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi etanol ekstresinden
daha fazladir ve calismamiza benzer sekilde toprak iistii ekstrelerin standart olarak
kullanilan BHT den daha diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir (92). Bendjabeur ve
ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. polium'un ¢igeklenme donemindeki toprak {istii
kisimlarinin ~ etanol  ekstresinin  DPPH  serbest radikal giderim aktivitesi
(IC50=47,45+0,29 pg/mL), incelendiginde bizim calismamizdaki Diyarbakir ve
Batman’dan toplanan 7. multicaule toprak iistii ekstresinin (ICso= 176,53+0,10 pug/mL
ve 79,98+0,94 pg/mL) degerlerinden farklidir (93).

En yiiksek ABTS katyon radikal giderim aktivitesini Diyarbakir’da toplanan T.
multicaule kok etanol ekstresinin (ICso= 16,61+1,15 pg/mL) gosterdigi, en diisiik
aktiviteyi de Diyarbakir’da toplanan bitkinin toprak tistii ekstresinin (ICso=41,83+1,80
ug/mL) gosterdigi belirlendi. Hem Diyarbakir hem de Batman’dan toplanan T.
multicaule kok ekstrelerinin toprak Ustli ekstrelerinin daha yiiksek ABTS katyon
radikal giderim aktivitesi gosterdigi gozlemlendi. Diyarbakir ve Batman’dan toplanan
T. multicaule kok ekstrelerinin standart olarak kullanilan BHA’dan (ICso=
17,59+0,10pg/mL) daha yiiksek aktivite gosterdikleri belirlendi. Tiim bu sonuglar
Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toplam fenolik ve
flavonoid igerikleriyle uyumludur. En yiiksek toplam fenolik ve flavonoid igerige
sahip olan Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule kok ekstresinin en iyi aktivite, en
diisiik toplam fenolik ve flavonoid icerige sahip olan Diyarbakir’da toplanan 7.
multicaule toprak tstii ekstresinin en az aktivite gosterdigi belirlendi. Suvari’nin 7.
parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol ekstresiyle yapmis oldugu calismada
ABTS katyon radikal giderim aktivitesi sonuglari bizim caligmamizla benzerlik
gostererek 7. polium kok ekstresinin (ICso= 15,01+0,10 pg/mL) degeri en yiiksek
aktivite gosterdigi, 7. parviflorum (ICso= 24,54+0,45 pg/mL) toprak lstii ekstresinin
diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir (95). Bendjabeur ve ark. yapmis oldugu ABTS
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katyon radikal giderim aktivitesi ¢calismasinda, 7. polium'un ¢igeklenme donemindeki
toprak istii kisimlarinin etanol ekstrelerinin sonucu (ICs0=16,36 + 0,54 pg/mL)
incelendiginde bizim ¢alismamizda Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule
toprak iistli ekstresinin (ICso=41,83+1,80 ng/mL ve 25,72+0,28 pg/mL) degerlerinden
farklidir (93). Mazhangara ve ark. T. trifidum bitkisinin etanol ekstresiyle yapmis
oldugu ABTS katyon radikal giderim aktivitesi (IC50=0,067 mg/mL) standart olarak

kullanilan BHT den ve bizim ¢alismamiza gore daha diisiik aktivite gostermistir (44).

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule etanol ekstreleri hicbir ekstre
metal kelat aktivitesi gostermedi. Kaska ve ark. yapmis oldugu c¢alismada T.
sandrasicum bitkisinin toprak iistli kisimlarinin etanol ekstraktlarinin metal selatlama
kabiliyeti demir-ferrozin kompleksi Olglilerek belirlendi ve etanol ekstraktinin
(%55,85+4,22) metal kelat aktivitesi sergiledigi gosterildi. Bu ¢aligmada standart
olarak EDTA kullanilmistir (94). Suvari’nin yapmis oldugu ¢alismada 7. parviflorum
ve T. polium bitkilerinin etanol ekstreleri metal kelat aktivitesi gdstermemis olup bizim

calismamizla benzerdir (95).

Batman’da toplanan 7. multicaule kok ekstresinin CUPRAC ydntemine gore en
yiiksek aktivite (Aos: 20,29+0,04 pg/mL) gosterdigi ve en diisiik aktiviteyi
Diyarbakir’da toplanan bitkinin toprak listli ekstresinin (Aos: 90,91+0,03 pg/mL)
gosterdigi belirlendi. Hem Diyarbakir hem de Batman’da toplanan 7. multicaule kdk
ekstrelerinin toprak iistii ekstrelerinden daha yiliksek CUPRAC aktivitesi gosterdigi
belirlendi. Tiim bu sonuglar Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule
bitkilerinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleriyle genel olarak uyumludur.
Suvari’nin 7. parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol ekstresiyle yaptigt CUPRAC
yontemine gore antioksidan aktivite c¢alisma sonucglarina goére 7. polium kok
ekstresinin (Aos: 16,82+0,02 ug/mL) en yiiksek aktivite gosterdigi, 7. parviflorum
(Aos: 56,75+0,02 pg/mL) toprak iistii ekstresinin digiik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Kok ekstrelerinin toprak iistii ekstrelerinden daha yliksek CUPRAC
aktivitesi gosterdigi belirlenmis olup bizim c¢alisma sonucumuzla benzerlik
gostemektedir (95). Bendjabeur ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. polium'un
ciceklenme donemindeki toprak {istli kisimlarinin etanol ekstresinin CUPRAC

aktivitesi sonucu (Aos: 13,59 £ 0,87 pg/mL) incelendiginde bizim ¢alismamiza gore
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toprak istli kisimlarinin daha yiiksek ve standart olarak kullanilan BHT’ den daha

diisiik CUPRAC aktivitesi gosterdigi gdzlemlenmistir (93).

Fenolik bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ikincil metabolitlerdir. Bu
bilesikler, antioksidan aktiviteleri ve serbest radikalleri temizleme yetenekleri
nedeniyle Onemlidir (93). Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule
bitkilerinin kok ekstrelerinin yiiksek antioksidan ve antiradikal aktivitesi koklerdeki

toplam fenolik miktarin yiiksek olmasiyla ilgili olabilecegi sonucuna varildi.

AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonuna dayanarak 7. multicaule bitkilerinden
hazirlanan etanol ekstrelerine bakildignda hicbir ekstrenin AChE enzim inhibisyonu
aktivitesinin olmadigi, bunun aksine biitiin ekstrelerin orta-zayif derecede BChE
enzimini inhibe ettigi tespit edildi. En yiiksek biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon
aktivitesini Diyarbakir’da toplanan T. multicaule kok ekstresinin (%Inhibisyon=
61,96+1,72) gosterdigi ancak bu degerinde standart olarak kullanilan galantaminden
(%lInhibisyon= %88,65+0,99) daha az oldugu belirlendi. Hem Diyarbakir hem de
Batman’da toplanan 7. multicaule kok ekstrelerinin toprak {istli ekstrelerinden daha
yiiksek biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlendi.
Bendjabeur ve ark. T. polium'un etanol ekstresini kullanarak yapmis oldugu ¢alismada
AChE ve BChE enzim inhibisyonu aktivitelerinin olmadig1 belirlenmis. Bu calisma
ekstrelerin  AChE enzim inhibisyonu aktivitesinin olmamasi ac¢isindan bizim
caligmamizla benzerlik gostermektedir (93). Golfakhrabadi ve ark. yapmis oldugu
calismada T. hyrcanicum metanol ekstraktinin AChE inhibe edici aktivitesi, IC50=2,12
mg/mL olarak bulunmus ve bu deger olduk¢a diisiik bir degerdir (96). Suvari’ nin
yapmis oldugu calisma bizim ¢alismamizla benzerlik gostererek 7. parviflorum ve T.
polium bitkilerinin etanol ekstreleri AChE enzim inhibisyonu aktivitesi gdstermemis
olup, BChE enzim inhibisyonu aktivitesi gosterdigi ancak standart olarak kullanilan
galantaminden daha az oldugu belirlenmistir (95).

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin ugucu yaglarinin
analizi GC-MS cihazi ile yapildi. Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule
ucucu yaglari sirastyla %99,8 ve %98,8 oraninda aydinlatildi. Diyarbakir’dan toplanan
T. multicaule bitkisinde toplam 18 bilesen tespit edilmis olup major bilesenleri
germakren D (%45,4), B-karyofilen (%15,4), 1-okten-3-ol (%12,1) ve

bisiklogermakren (%9,5) bilesikleridir. Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkisinde

64



toplam 13 bilesen tespit edilmis olup major bilesenleri germakren D (%54,7), B-
karyofilen (%19,2) ve bisiklogermakren (%11,3) oldugu tespit edildi. Hayta ve ark. 7.
multicaule bitkisinin ugucu yaglarini GC-MS cihazi ile analiz etmisler bilesimleri
%82,4 oraninda aydinlatmiglar. Major bilesen olarak karyofilen oksit (%31,1), a-
terpineol (%10,7), spathulenol (%7,6) olarak bulunmustur (28). 2010 yilinda Yazgin
tarafindan yapilan ¢alsmada 7. multicaule karyofillen oksit (%32,1), timol (%14,2), a.-
terpineol (%11,7), spathulenol (%8,6) major bilesiktir (17). Polat ve ark. Erzincan’da
T. multicaule ile yapmis oldugu calisma sonucunda germacrene D (%13,2),
caryophyllene oxide (%10,9), spathulenol (%6,6), B -caryophyllene (%5,6) yiiksek
oranda bulmuglar (29). Bizim c¢alismamizla uyumlu olarak yapilan calismalar

seskiterpenlerin ana bilesik olarak bulundugunu gostermistir.

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin LC-HRMS analiz
sonucu incelendiginde toprak {istli ekstrelerinde en ¢ok bulunan bilesikler sirasiyla
verbaskozit (3383+121,79ve 3872+139,39 ug/g ekstre) ve (-)-epigallokatesingallat
(2166+58,48 ve 1791+48,36 ng/g ekstre) bilesikleridir. Ugiincii olarak en ¢ok bulunan
bilesik Diyarbakirda toplanan tiir i¢in hiperozit (1275+38,25ug/g ekstre), Batman’da
toplanan tiir i¢in hederagenin (1540+141,68ng/g ekstre) bilesikleridir.

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin LC-HRMS analiz
sonucu incelendiginde kok ekstrelerinde en ¢ok bulunan bilesikler sirasiyla (-)-
epigallokatesingallat (3981£107,49 ve 2310+£62,37 png/g ekstre), verbaskozit
(3961£142,60 ve 1982+71,35 ng/g ekstre). Ugiincii olarak en ¢ok bulunan bilesik
Diyarbakirda toplanan tiir i¢in kuillaik asit (3109+93,27ug/g ekstre), Batman’da
toplanan tiir icin hederagenin (939+86,39 ng/g ekstre) bilesikleridir. Suvari’nin 7.
polium kok ekstresiyle yapmis oldugu LC-MS/MS analiz sonucuna gore de (-)-
epigallokatesingallat ve verbaskozit en ¢ok bulunan bilesik olarak tespit edilmis olup
T. multicaule bitkilerinin kok ekstrelerinin analiz sonucuyla benzerlik gostermektedir.
T. parviflorum bitkisinin toprak istii ekstreleriyle yapilan calisma sonucunda
hesperidin, (-)-epigallokatesingallat ve verbaskozit en ¢ok bulunan bilesik iken 7.
polium toprak 1istli ekstresinde naringenin, apigenin-7-glukozit ve (-)-
epigallokatesingallat en ¢ok bulunan bilesiklerdir. 7. multicaule bitkilerinin toprak

istii kisimlariyla yapilan ¢alisma sonuglarina gore en ¢ok bulunan bilesik miktarlarinin
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siralamasinda farklilik olmasma karsin (-)-epigallokatesingallat yiiksek oranda

bulunan bilesiklerdendir (95).

Milosevi¢-Djordjevi¢ ve ark. tarafindan Sirbistan bolgesinden toplanan 7. polium
ve T. scordium bitkilerinin toprak iistii kisimlariin metanol ekstresiyle yapilan HPLC
analizinde T.polium fenolik asit igerigini en ¢ok klorojenik asit (90,00+0,24082 ng/g
ekstre), p-kumarik asit (30,00+0,6 pg/g ekstre), gallikasit (8,1+0,2 ug/g ekstre)
olustururken; 7. scordium bitkisinin igerigini ise vanilik asit (501,1+£0,6 pg/g ekstre),
p-kumarik asit (111,5+0,1pg/g ekstre), sinapinik asit (26,9+ 0,2 pg/g ekstre)
olusturmustur (31). Kaska ve ark. 7. sandrasicum bitkisinin toprak tstii kisimlarinin
etanol ekstrelerinin HPLC analizi sonucu kafeik asit (22727,28+5,06 ng/g ekstre),
rutin (3392,28+1,06 ng/g ekstre), kuersetin (2893,08+0,02 pg/g ekstre) en yiiksek

oranda bulunan {i¢ bilesik olmakla birlikte bizim ¢alismamizdan farklidir (94).

66



7. SONUC

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin toprak iistii ve kok
etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri DPPH serbest ve ABTS katyon radikali
giderimi, metal kelat aktivitesi ve CUPRAC aktivitesi yontemleri ile belirlendi.
Ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 sirasiyla pirokatekol ve kersetine
esdeger olarak belirlendi ve antialzheimer aktivitesi Ellman yontemi ile belirlendi.
Bitkilerin ugucu yag ve fenolik igerikleri sirasiyla GC-MS ve LC-HRMS cihazlar ile
ilk defa calisildi. En yiiksek toplam fenolik ve flavonoid miktarinin Diyarbakir’dan
toplanan 7. multicaule bitkisinin kék (TMDK) ekstresinde oldugu tespit edildi.

DPPH aktivitesi en yiiksek TMDK ekstresi olup en diisiik aktiviteyi TMDTU
ekstresinin gosterdigi belirlendi. Ayrica TMDK ekstresinin BHT den daha yiiksek
aktivite gosterdigi tespit edildi. ABTS aktivite yontemine gore en yiiksek aktiviteyi
TMDK ekstresi gostermis ve ekstrenin standart olarak kullanilan BHA’ dan daha
yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi. Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule
bitkilerinden hazirlanan etanol ekstrelerinin hicbiri metal kelat aktivitesi gostermedi.
TMBK ekstresinin CUPRAC yontemine gore en yliksek aktivite gosterdigi ve en
diisiik aktiviteyi TMDTU ekstresinin  gosterdigi  belirlendi. En yiiksek
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesini TMDK ekstresinin gosterdigi ancak
ekstrelerin higbirinin asetilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesi gostermedigi

belirlendi.

Ucucu yaglarinin analizi GC-MS cihazi ile yapildi. Diyarbakir’dan toplanan 7.
multicaule bitkisinde yiiksek oranda bulunan bilesenler germakren D (%45,4), B-
karyofilen (%15,4) ve 1-okten-3-ol (%12,1), Batman’dan toplanan 7. multicaule
bitkisinde yiiksek oranda bulunan bilesenler ise germakren D (%54,7), B-karyofilen
(%19,2) ve bisiklogermakren (%11,3) olarak tespit edildi.

Diyarbakir ve Batman’dan toplanan 7. multicaule bitkilerinin LC-HRMS analiz
sonucu incelendiginde toprak iistii ekstrelerinde en ¢ok bulunan bilesikler sirasiyla
verbaskozit (3383+121,79 ve 3872+139,39 ng/g ekstre) ve (-)-epigallokatesingallat
(2166+58.48 ve 1791+48.36 ug/g ekstre) oldugu, kok ekstreleri i¢in en ¢ok bulunan
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bilesikler sirastyla (-)-epigallokatesingallat (3981£107.49 ve 2310+62,37 ug/g ekstre),
verbaskozit (3961+£142,60 ve 1982+71,35 ng/g ekstre) oldugu tespit edildi.

Diyarbakir’da toplanan 7. multicaule kok ekstresinin yiiksek antioksidan
potansiyelinin fenolik ve flavonoid igeriginin yiiksek olmasindan kaynaklandigi

sonucuna varildi.
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