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BHA : Biitillenmis hidroksi anisol
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EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

FCR : Folin Ciocalteu fenol reaktifi

FRAP : Demir (III) indirgeme antioksidan giicii
HMBC : Heteronuclear multiple bond coherence
HMQC : Heteronuclear multiple quantum coherence
IR : Infrared spektroskopisi

ITK : Ince tabaka kromatografisi
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Salvia pseudeuphratica Bitkisinin Sekonder Metabolitlerinin Saflastirilmasi,
Antioksidan ve Antialzheimer Aktivitelerinin Belirlenmesi ve LC-MS/MS ve

GC-MS ile Kimyasal iceriklerinin incelenmesi
Ogrencinin Adi ve Soyadi: Evin AYGUN TUNCAY
Damsmani: Do¢.Dr. Mehmet BOGA

Anabilim Dali: Analitik Kimya

1.0ZET

Amac: Ulkemiz birgok klim kosullarmi barindirmasi nedeniyle bitkilerin gesitligi
acisindan zengindir. Diinya genelinde c¢ay olarak tiiketilen bitkiler ve baharat
ticaretinde s6z sahibi iilkelerden biri olmasmin yanisira satis1 yapilan bitkiler gesitleri
icerisinde en Ust swada Lamiaceae (Labiatae) familyasmin yer almasi dikkat
cekmektedir. Ayn1 zamanda tibbi etkileri agisindan énemli bir yeri olan Lamiaceae
bitkileri iilkemiz ig¢in Onemlidir. Bu bitkilerin igerdikleri aktif maddelerin
farmakolojik etkileri nedeniyle halk arasinda senelerdir kullanilmistir ve bugiine
kadar gelmistir. Bu sebeple ilk kez incelenecek olan Salvia pseudeuphratica tiriiniin

kimyasal igeriklerinin ve etkinliklerinin belirlenmesi amaglanmustur.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada S. pseudeuphratica'nm kloroform ve etanol
ekstreleri hazirlandi, antioksidan ve antikolinesteraz enzim aktiviteleri arastirildi
Ekstrelerin kimyasal profili 1s18inda preparatif HPLC ve diger klasik kromatografik
yontemlerin kullanilmas1 ile sekonder metabolitler saflagtirilarak yapilari
spektroskopik yontemlerle aydmlatildi. izole edilen bilesiklerin antioksidan aktivitesi
belirlenmesi sonrasinda antikolinesteraz enzim aktivitesi de belirlenmistir. Ayrica
bitkinin yaprak, dal, ¢icek, kok ve bunlarin karigimmdan hazirlanan etanol ekstreleri
LC-MS/MS ile baz bilesiklerin miktar tayini yapilmistir ve bu tiriin tiim
kisimlarinin petrol eteri ekstresi hazirlanarak GC-MS/MS ile yag asidi profili

belirlenmistir.

Bulgular: Sonu¢ olarak S. pseudeuphratica bitkisinin toprak alt1 ve {istii

kisimlarindan hazirlanan aktif etanol ekstrelerinden 21 farklibilesik elde edilmistir.



Sonu¢: Boylece kimyasal icerikleri ve yukarida belirtilen aktiviteleri ik kez
incelenen S. pseudeuphratica tiriinden elde edilen sonucglar bilim diinyasina

kazandirimistir.

Anahtar Sozciikler: S. pseudeuphratica, izolasyon, antioksidan, enzim aktivitesi,

LC-MS/MS, GC-MS/MS.

Bu calisma, TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje No: 1147801)



Isolation of Secondary Metabolites fromSalvia pseudeuphratica, Determination
of Antioxidant and Antialzheimer Activities and Investigation of Che mical

Contents by LC-MS /MS and GC-MS
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1. ABSTRACT

Aim: Turkey due to take place in the middle of different climates, and is rich in plant
species and variety diversity. It is one of the leading countries in the exportation of
tea plants and spices worldwide and it is interesting to note that Lamiaceae
(Labiatae) family is the first place among the traded species. In addition, Lamiaceae
plants, which have an important place in alternative medicine, are an important
family for our country. High biological and pharmacological activities of species
belonging to this family have been known for years. Therefore, it is aimed to
determine the chemical contents and activities of Salvia pseudeuphratica species

which will be examined for the first time.

Material and Method: In this study, chloroform and ethanol extracts of S.
pseudeuphratica were prepared and the antioxidant, anticholinesterase, antityrosinase
and antiurease enzyme activities were investigated in the light of the chemical profile
of the extracts, the secondary metabolites were purified by the use of preparative
HPLC and other classical chromatographic methods and the structures were analyzed
by spectroscopic methods. After determining the antioxidant activity of the isolated
compounds and anticholinesterase enzyme activities were also determined. In
addition, prepared ethanol extracts of leaves, branches, flowers, roots and whole
parts of the plant were analysed for quantifying some compounds by LC-MS/MS and
petroleum ether extract of the plant were prepared and fatty acid profile of the plant

was determined by using GC-MS/MS.

Results: As a result, 21 different compounds were obtained from active ethanol

extracts prepared from root and aerial parts of S. pseudeuphratica.



Conclusion: Thus, the chemical contents and the above-mentioned activities of the

S. pseudeuphratica species examined for the first time the results are brought to the

scientific world.

Key words: Salvia pseudeuphratica, isolation, antioxidant, enzyme activity, LC-MS

IMS, GC-MS / MS.
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2.GIRIS VE AMAC

Bitkiler gegmisten gilinlimiize insanoglunun bir¢ok ihtiyacini karsilamak igin
kullanilmistir. Hastaliklarm tedavisinde de etkin bir sekilde kullanilmistir. Bu amagla
yapilan ilaglar gelismis iilkelerde yasayan kirsal toplumlarin kiiltiir ve geleneklerinde
Oonemli bir yere sahiptir. Modern tibbm gilinlimiizdeki kadar gelismedigi zamanlarda,
insanlar tabiatta dogal olarak yetisen bitkileri kullanmiglardir (1).

Diinya Saglk Orgiitiiniin (WHO) yaptig1 arastirmalara gore diinya iizerindeki
birgok insanin saglhk ile ilgili sikmtilarini ilk etapta bitkisel kaynakl ilaglarla
gecirmeye calistiklar: belirlenmistir. Ayni zamanda, gelismis lilkelere bakildiginda
receteyle satilan ilaglarin  yaklasik % 25’ini bitki icerikli etken maddeler
olusturmaktadir (2).

Yaklagik 30 yil Oncesinden baglayan tibbi1 degeri olan bitkilerin kullanim
alanlarma yenilerin eklenmesi ile bunlarin deger kazanmasi, bitkilerin kullanim
talebinin artmasina neden olmustur. Bu artigin giinlimiizde yillik 60 milyar dolarlik
bir biitceyi buldugu diistiniilmektedir (3).

Tedavi maksath kullanilan bir¢ok bitki icinde en sk kullanilanilanlardan biri
Salvia tiirleridir. I¢lerinde bulunan etkin maddelerden dolay: farkli biyolojik etkilere
sahiptir. Salvia’ lar farkhi etkinlik gbsteren bircok madde barmmdirmaktadilar. Bu
nedenle Salvia tiirleri diinden bugiine halk arasinda antialzheimer, antienflamatuar,
antimikrobiyal, antioksidan, antikanser Ozelliklerinden dolay1 ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda, Salvia pseudeuphratica’nin, kloroform ve etanol ekstreleri
hazirlanarak antioksidan, antikolinesteraz enzim aktivitelerinin arastrilmasi ve yine
ekstrelerin kimyasal profili 15181inda preparatif HPLC ve diger klasik kromatografik
yontemlerin kullanilmas1 ile sekonder metabolitler saflastirilarak, izole edilen
bilesiklerle organik kimyaya yeni tiiriinler kazandirilmasint miimkiin hale getirmek,
saflastirilmis olan bu sekonder metabolitlerin antioksidan aktivitesi belirlenmesi
sonrasinda antikolinesteraz enzim aktivitelerini belirlemek, ayrica LC-MS/MS ile
baz1 flavonoit ve fenolik bilesiklerin miktarsal hesaplamalarmin yapilmasi amaciyla

bu tiriin dal, yaprak, ¢icek, kok ve bunlarin karigimindan etanol ekstreleri



hazirlanmistir ve de bunlara ek olarak GC-MS/MS ile yag asidi profilinin

belirlenmesiamaciyla bu tiiriin tiim kisimlarinin petrol eteri ekstresi hazirlanmustir.



3. GENEL BILGILER

3.1 Botanik Bilgiler
3.1.1. Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Diinyada Lamiaceae familyas1 yaklagik olarak 220 cins ve 4000 civarinda tiire
sahip olmasma ilaveten kekik, nane gibi bircok faydali bitkiyi iceren bir
familyadir(4,5).

Otsu veya calimsi, ¢cogunlukla salgili ve aromatik bitkilerdir. Govde dort koseli
veya yuvarlaktir. Yapraklar kulak¢ik tasimaz, tam bazen pargali, daima karsilikli
diziliglidir. Cigek durumu u¢ kisimda veya yapraklarin koltugunda kiimeler halinde
(vertisillatrumlar) yer alir. Cigek durumu basak, salkim, bas¢ik veya kiime
seklindedir. Cicekler iki eseyli, veya verimsiz erkek (verimli disi) seklindedir.
Brakteler yapraklardan belirgin olarak farkli, veya yapraga benzer; brakteol eksik
veya mevcuttur. Kaliks 5 loblu, alt kisim 1,2, 3 disli, veya kaliks aktinomorf;
damarlar 5-20 adettir. Korolla birlesik, zigomorf ve iki dudakli, genellikle belirgin
ki dudakl, tist dudak oraksi, diiz veya egri, 3 loblu alt dudak (labellum); nadiren alt
dudak indirgenmis veya 5 loblu, ya da 1 st ve 4 alt loblu, ya da korolla
aktinomorftur. Stamenler korollaya yapisik, 4 adet ve didinam, veya 2 adet
(staminodlar mevcut); ustteki cift alttakilerden daha kisa; anterler 1 veya 2 tekali,
paralel veya farkli, nadiren (Salvia cinsi) uzatilmig baglarla ayrilmistir. Ovaryum tist
durumlu, 2 karpelli, ve 4 oviillii, 4 lobludur. Sitiliis ginobazik, nadiren degil, st

kisimda kisa ikiparcalidir. Meyve 4 kuru nutlet, musilajh veya degildir.
3.1.2. Salvia L. Cinsi

Ulkemiz Salvia tiirleri bakimmdan olduk¢a zengin bir floraya sahiptir. Yaklasik
89 tiir ve 94 takson Tiirkiye florasmda kayithidir. Ulkemizdeki endemizm orani %50

civarindadrr.

Bitki kimyas1 c¢alismalarmda Salvia tirlerinde flavonoitler ve fenolik
bilesiklerin disinda diterpenler ve triterpenleride bolca barindirdigi tespit edilmistir
(6-8). Salvia tiirleri gegmisten bugiine tiiberkiiloz, bronsit, soguk algmhgi, menstiiral



bozukluklar ve sindirim bozukluklar1 gibi birgok hastaliktan korunmak ve ayni

zamanda tedavi olmak amaciyla kullanilmistir (9).
3.1.3.Salvia pseudeuphratica Rech. f.

Aromatik ¢ok yillik odunsu bitkilerdir. Govde yiikselici, dik, glandsiz ylinlimsii
tiylii, 20-30 (-35) cm, tabanda dallanmus, verimsiz stirgiinliidiir. Yapraklar tam, oval-
dirtgénesi, 1.5-4 x (0.8-)1-3.5 ¢ boyutlarinda, tabadan kiigiik yan loblar eksik, beyaz
ylinsii sapsiz salgi tliylii, yaprak kenarlar1 testere seklinde disli, saplar (7-)10-20 cmm
uzunluktadir. Cicek durumu dallanmamis, nadiren dallanmus, salgisiz yiinsii tiiylerle
kaphdir; Cicek kiimeleri (vertisillastrum) 4-16 ciceklidir. Brakteler st c¢icek
kiimelerinde genis oval, kaliksten kisa, 5-15 (-25) x 4-10 (-16) mm, yiinsii tiiyld,
grimsi, alt kisimdakiler yapraga benzer, brakteol tasimaz. Pediseller 2-4(-5) mm,
salgisiz yiinsii tiyliidir. Kaliks koyu morumsu renkli, salgisiz yildizs1 kils1 tiiyli,
genis can seklinde, meyvede kaliks zarmmsi, ¢icekte 10-15 x 10-16 mm, meyvede
(12-)15-20 x (12-)15-25 mm, genislemis ve uzamis haldedir. Korolla morumsu- mavi
renkli, 15-20 mm, alt dudagm dis kismu tiiylii; tlpler 10-15 mm, bogaz kisminda
hafif geriye kivrik ve genislemis, halkali, Uist dudak diizgiindiir. Stamenler 2 adet,
filamentler 2.8-4.7 (-5.2) mm, verimli anterler ¢iplak, 1.8-2.9 mm, verimsiz anterler
0.9-1.3 mm; ist tekalar 1.6-3 mm, alt tekalaer (0.8-)1-2(-2.3) mm, Sitilus (15-)17-23
mm’dir. Yetilme ortami: Kalkerli kayalklar, tagh yamaglar, kuru alanlar, yol
kenarlar1, 70- 900 metre arasi1 yiikseltilerde. Ciceklenme ay1 mayis ay1, meyve verme

ay1 ise hazirandur.

3.2. Salvia Tiirlerinin Biyolojik Etkileri ve Halk Arasindaki Kullanim Alanlar:

Salvia tiirlerinde bulunan sekonder metabolitler sayesinde bu tiirlerin birbirinden
farkli bircok biyolojik aktivite gdsterdikleri goriilmiistiir. Ornegin antioksidan,
antibakteriyal, antindrodejeneratif, antiinflamatuar, immiinomodifikasyon, kalp
koruyucu gibi etkileri sayesinde ilag, kozmetik veya gida sanayiinde potansiyel dogal

bir kaynaktir (10).

Halkk arasinda kullannm da cesitlilik gostermektedir. Gaz sancilarmin
giderilmesi, cilt problemlerinin tedavi edilmesi, cinsel giicsiizliigiin giderilmesi,

romatizmal hastaliklarm tedavisi gibi farkli kullanim alanlar1 mevcuttur.



Ulkemizde kullanilan bazi tiirlerin halk arasinda kullanimlart;

S. aethiopis L. (Yiinlii adagay1): Tiirkiye’de yaygm bir tiir olarak bulunmaktadir.
Bu bitkinin yaprak ve ¢igek durumlari ise uyarici ve mideviolarak antik ¢aglardan bu
yana bilinmektedir (11). Bolu: Yukarsayik, Dortdivan ydresinde Kizilli kadi ile

bilinmekte ve merhem olarak yaralar1 iyilestirici olarak kullanilmaktadir (12-14).

S. aramiensis Rech fil.: (Daggay1): Cay halinde Hatay yoresinde midevi amach
kullanilmaktadir (15).

S. cryptantha Montbert et Aucher ex Bentham (Van’da karaot, diger isimleri
kara salba, kara sapla, kara salva): Yurdumuzun dogusunda bitkinin yapraklar1
tekstilde boyamaamaciyla kullanilmaktadir (16). Afyonkarahisar, Suhut, Karacadren
yoresinde  yakisalbasi adiyla bilinmekte olup inflizyon halinde mide
rahatsizliklarinda ve dekoksiyon halinde yara antiseptigi olarak kullanilmaktadir(17).
Yapraklar1 ve ¢icekli dallar1 Orta Anadolu bolgesinde ¢ay olarak kullanilmaktadir
(15,18).

S. dichroantha Stapf: Kayseri, Develi, Biiyiikkiinye yoresinde yaglikara ve
kutnu adlariyla bilinmekte olup karm ve mide agrilarina kars1 cay seklinde kullanilir
(19, 20). Nigde bolgesinde yaprak kismi ¢ibanlarin ve haricen yaralarin tedavisinde
kullanilmaktadir (12, 14).

S. fruticosa Miller (Syn. S. triloba): Elma ¢albasi, adacayi, Anadolu adagayi, boz
salba, boz sapla adlariyla bilinir. Anadolu’nun gilineybatisinda dogal bir sekilde
yetismektedir. Yapraklarmin ¢ayr hazirlanarak tiiketilmektedir. Yapraklarmdan elde
edilen ugucu yagma “elmayagr” denmekte olup ve ihra¢ edilmektedir (19).Gargara
ve ¢ay olarak solunum yollari i¢in antiseptik 6zelligi bulunmasindan dolay1 kullanilir
ve yaralara iyi gelmektedir (18). Bebeklerde kabizlik problemine karsi emzirilmeden
once meme ucuna siiriilerek kullanilabilir. Mugla yoresinde ad1 ‘Almiya Calbasi’dir

(11, 21).

S. multicaulis Vahl (Kiirt reyhani): Yurdumuzun dogusunda yaralar i¢in

kullanilir (11), koku verdigi i¢cin de tiitiine konulur (14,19).



3.3.Salvia Tiirleri ile Ilgili Yapilan Kimyasal ve Biyolojik Aktivite Calismalan

Zengin ve ark.” nin yapmis oldugu c¢alismada {ic Salvia tiirliniin (S.
blepharochlaena, S. euphratica var. leiocalycina ve S. verticillata subsp. amasiaca)
diklorometan, metanol ve su ekstrelerinin kimyasal karaterizasyonu ve biyolojik
aktiviteleri incelenmistir. Kimyasal karaterizasyon i¢cin HPLC-UV-ESI-MS cihazi ile
metanol ekstrelerinin fenolikk bilesenleri kalitatif ve kantitatif analizi yapilmistir.
Analizi yapilan ekstrelerde ozellikle S. verticillata subsp. amasiaca bitkisinde
rozmarinik asit miktar1 olduk¢a yiiksek konsantrasyonda bulunmustur. ABTS katyon
radikali giderim, ferrik (FRAP), kuprik (CUPRAC) indirgeme giicli, DPPH serbest
radikal giderim, fosfomolibden ve metal kelat antioksidan yontemleri, kolinesteraz,
tirozinaz, amilaz, glukozidaz, lipaz ve elastaz enzim inhibisyon yontemleri, A-549 ve
MCF-7 hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite gibi biyolojik aktivite ¢aligmalar1
yapilmistir. S. verticillata subsp. amasiaca bitkisinin su ekstresi gii¢lii antioksidan
aktivite gOstermistir. Enzim inhibisyon yonteminde ise c¢alisilan bitkilerin
diklorometan ekstreleri metanol ve su ekstrelerinden daha yiiksek etki gosterdikleri
belirlenmistir. S. euphratica var. leiocalycina diklorometan ekstresi sitotoksik etkiye

gosterdigi tespit edilmistir (22).

Pereira ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Salvia greggii A. Gray, Salvia
elegans Vahl ve Salvia officinalis L. bitkilerinin dekoksiyonlar1 antioksidan
ozellikleri ve diyabet ve obezite ile ilgili olan, o.-amilaz ve pankreatik lipaz enzim
inhibisyonlar1 incelenmistir. Ayrica, ¢alisilan ii¢ bitkinin dekoksiyonlarmin fenolik
profillerinin  belirlenerek antioksidan ve enzim inhibisyon aktiviteleri ile
iliskilendirilmistir. Salvia elegans bitkisinin dekoksiyonu DPPH serbest radikali, NO
radikali, O, radikali siipiiriicii ve Fe**indirgeme etkisi agisindan en aktif antioksidan
Ozellik gostermesinin yanisira ¢aligilan bitkiler arasinda a-glukozidaz enzimine karsi
en etkili inhibitdor 6zellik gdstermistir. S.elegans’in S. greggii ve S.officinalis
bitkilerinden daha yiiksek aktivitesinin olmas1 yiiksek oranda igerdigi kaffeik asit ve
tirevleriyle ilgili oldugu belirtilmistir. Buna karsihk S. officinalis dekoksiyonunun
ksantin oksidaz enzimini 1yi inhibe edici 6zelliginin icerdigi apigenin, scutellarein ve

luteolin bilesiklerinin glikosidik formlarindan kaynaklandig: belirlenmistir (23).
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Firinda kurutma, dondurarak kurutma ve gblgede kurutma metodlar1 kullanilarak
kurutma metodlarmin Salvia absconditiflora bitkisinin fenolik profili ve biyolojik
aktivitesi tlizerine etkileri arastwilmistir. Antioksidan aktiviteler fosfomolibden,
DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC ve metal selatlama aktivitesi yOntemleri ile
taranmistr. Enzim inhibisyon etkileri, kolinesterazlar (BChE, AChE), tirozinaz, o.-
amilaz ve o-glukosidaza enzimlerine karsi degerlendirilmistir. Kurutma
yontemlerinin kimyasal bileseni ve biyolojik Ozellikleri etkiledigi bulunmustur. En
yiksek toplam fenolik icerik ve toplam flavonoit igerik sirasiyla gallik aside esde ger
olarak 99.33 mg/g ekstre ve rutine esdeger olarak 46.88 mg/g ekstre degerleriyle
golgede kurutma metodunda bulunmustur. HPLC cihazi ile yapilan fenolik bilesik
miktar tayininde ana fenolik bilesigin rozmarinik asit oldugu ve golgede kurutmada
en yiksek miktarda oldugu gdézlemlenmistir. En yiiksek oranda toplam biyoaktif
bilesikleri iceren ve en giiclii antioksidan 6zellikleri gosteren ekstre, golgede kurutma

metoduyla elde edilen ekstrede oldugu belirlenmistir (24).

Salvia aegyptiaca'nin toplama bolgelerine bagh olarak polifenolik icerik ve
antioksidan kapasitelerdeki degisiklikler incelenmistir. Enfida ve Chott Meriem'den
toplanan Salvia aegyptiaca'da Folin-Ciocalteu prosediiriine gore toplam polifenolik
icerikleri sirasiyla, gallik aside esdeger olarak 79.67 ve 77.91 mg/g kuru bitki
bulunmustur. HPLC cihaz ile yapilan fenolik bilesik analizi sonuglarma gore metil
karnosat (416.29-4052.24 png/g kuru bitki), rozmarinik asit (562.46-1172.24 ng/g
kuru bitki) ve apigenin-7-glukozit (512.96-774.02 ng/g kuru bitki) bilesikleri
S.aegyptiaca bitkisinin ana bilesenleri olarak tespit edilmistir. Chott Meriem
bolgesinden toplanan S. aegyptiaca'nin metanol ekstresi DPPH (ICso: 29.62 pg/mL),
ABTS 22198.48 uM troloksa esdeger/mg ekstre) ve FRAP (155.34 mM Fe (II)/mg
ekstre) gibi antioksidan aktivite yontemlerinde en 1iyi etkiyi gosterdigi belirlenmistir

(25).

Salvia cassia Samuelss ex. Rech. Fil bitkisinin ham etanol ekstresinin ve ayrica
ham etanol ekstresinden elde edilen diklorometan ve su ekstrelerinin antioksidan ve
antikolinesteraz aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica toplam fenolik ve flavonoit
icerikleride incelenmistir. Lipid peroksidasyon inhibisyonu, metal baglama kapasitesi

ve toplam flavonoit igerik yontemlerinde diger ekstrelerden daha yiiksek aktivite
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gosteren diklorometan ekstresinin igerik analizi yapilmistir. GC-MS analizi sonucuna

gore toplam 30 uzun zincirli hidrokarbon bilesikleri belirlenmistir. (26).

S. cassia Sam. ex Rech.f. bitkisinin toprak istii kisimlarmm petrol eteri,
kloroform, etanol, infuzyon ve dekoksiyonunun antibakteriyal, antimikobakteriyal ve
antifungal aktiviteleri ile toprak tstii kismmin ugucu yag icerikleri ve aktif 6rneklerin
kimyasal bilesenleri belirlenmistir. Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
metisillin direngli Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis ve Escherichia coli
bakterilerine kars1 antibakteriyal etkileri belirlenmistir. Bes farkli Mycobacterium
tuberculosis bakterilerine kars1 antimikobakteriyal aktiviteleri belirlenmis veiki farkl
dermotofit olan Trichophyton mentagrophytes var. erina ve Microsporum gypseum
ve Candida parapsilosis, C. albicans ve C. Krusei tirlerine karsi antifungal
aktiviteleri belirlenmistir. Ugucu yag igerigi GC-FID ve GC-MS analizleri ile
yapimistr. Ugucu yag B. Subtilis’ e karst 0.3uL/mL degerde ¢ok iyi, S. aureus,
metisillin direncli S. aureus ve E. Faecalis bakterilerine kars1 0.6 pL/mL degerde iyi
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Biitiin ekstreler 50-400 pg/mL minimum inhibisyon
konsantrasyonlarmnda antimikobakteriyal ve antifungal aktivite gostermistir. Ugucu
yag ekstresi biitlin mikobakteri tiirlerine, dermatofitlere ve Candida tirlerine karsi
0.1-6.25 pL/mL minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri ile en aktif ekstredir.
Ucucu yagin bu oldukga iyi aktivitesi igerigindeki yiiksek oranda bulunan karyofillen
oksitten (22.3%) kaynaklandig1 belirtilmistir (27).

Salvia ballotiflora bitkisinin toprak Ustii kisimlarindan 11 diterpen izole
edilmigtir. Bunlardan 4 icetexane ve bir abietan diterpen ilk defa bulunmustur.
Yapilar1 1H- and 13C-NMR spektroskopik ydntemlerle belirlenmistir. izole edilen
diterpenlerin ¢ogu sulforhodamine B yontemi kullanilarak alt1 farkli kanser hiicre
hatlarina karsi antipiroliferatif, farelerde TPA ile indiklenmis kulak 6demi testi ile
antiinflammatuar ve DPPH indirgeme yOdntemine gore radikal siipiiriicii etkileri
incelenmistir. Insan glioblastoma hiicresine ve insan akciger kanserine kars1 sirasiyla
ICso(uM)= 0.08+0.003 ve 0.05+0.003 degerlerini gosteren pozitif kontrol olan
adriamysin standardi ile karsilastirildiginda elde edilen diterpenlerden anastomosine
ve Toa-acetoxy-6,7-dihydroicetexone bilesiklerinin antipiroliferatif etkileri insan

glioblastomahiicresine karsi sirasiyla ICso(uM)=0.27+£0.08 ve 1.40+0.03, insan
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akciger kanserine kargt IC50 (uM) = 0.0.4620.05 ve 0.82+0.06 olarak belirlenmistir.
7a-asetoksi-6,7-dihidroicetexon ve konasiton bilegikleri uyarilmis kulak 6deminde
srastyla 37.4 £2.8 ve 25.4 £3.0% (1.0 umolkulakta) degerleriyle 6nemli Olgiide
azalma goriilmiistiir. 6,7,11,14-tetrahidro-7-okso-icetexon bilesiginin antioksidan
analiz yontemi sonucunda tek aktif diterpenoit oldugu belirlenmistir (28).

Trikloroasetik asit (TCA) ile indiikklenmis karaciger ve bobrek toksisitesine karsi
Salvia miltiorrhiza'nin koruyucu rolii arastirilmistir. Yirmi sekiz yetiskin Wister
albino erkek sigani 4 esit gruba ayrilmustir. 1.grup kontrol gorevi goriirken, 2. grup
kg basma 200 mg SM ekstresi ile, 3.grup giinlilk sonda yoluyla kg basma 50 mg
TCA ile, 4.grup kg bagma 200 mg SM ekstresi ve giinliik kg basma 50 mg TCA ile
ki ay boyunca beslenmistir. TCA uygulanan hayvanlar arasinda normal kontrol
grubuna kiyasla karaciger fonksiyonu, bobrek fonksiyonu ve MDA (malondialdehit)
diizeylerinde anlamh bir artis gdzlenmistir. SM'nin giinlikk oral uygulamasi, TCA ile
tedavi edilen hayvanlar arasinda gozlenen c¢ogu biyokimyasal degisikligi
normallestirmistir. Histopatolojik olarak, TCA uygulanan grubun karacigerinde ve
bobreklerinde daha fazla miktarda mononiikleer hiicre infiltrasyonu, nekrotik
hiicreler ve bikag fibroblast gozlenmistir. Sonu¢ olarak, Salvia miltiorrhiza
ekstresinin uygulanmasmin karaciger ve bobrek hasarmni azaltigi ve korudugu
goriilmiistiir (29).

Salvia miltiorrhiza'nin farmakolojik etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1 daha
iyt anlamak i¢in, dogal ortamda yetisen 50 farkli S. miltiorrhiza bitkisinin
orneklerindeki kimyasal profiller ile antioksidan aktiviteler arasindaki iligki in vitro
olarak incelenmistir. Bu ¢alismada ultra-performans sivi kromatografisi-tandem kiitle
spektrometresi kullanilarak yapilan analizle 12 fenolik asit ve 5 tanshinon bilesikleri
ve farkli kaynakli ¢esitli kimyasal profiller elde edilmistir. Temel bilesen analizinde
(PCA) ve kiime analizinde, kriptotansinon, tanshinon ITA ve dihidrotanshinon I gibi
tanshinonlar, PC1 analizinde baskin iken, fenolik asitler olan danshensu, salvianolik
asitler A ve B ve litospermik asit PC2 analizinde daha baskindirlar. Tiim bilesenlerin
farklh konumlardaki S. miltiorrhiza bitkilerinin kimyasal markerlar1 olarak optimize
edilebilir ve S. miltiorrhiza kalite analizleri icin uygun olabilecegi belirtilmistir.
Ayrica antioksidan aktivitelerini kapsaml bir sekilde degerlendirmek i¢in yapilan

DPPH ve ABTS aktivite testleri sonucunda, S. miltiorrhiza bitkisi ekstreleri arasinda
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srastyla 32.24 ve 23.39 mg/mL ortalama ile biiylk farkhliklar gosterdikleri
belirtilmistir. Ozellikle, ortalama ICso degerlerini asan Orneklerin daha yiiksek
fenolik asit icerigine sahip oldugu belirlenmistir. Kafeik asit, danshensu, rozmarinik
asit, litospermik asit ve salvianolik asit B maddelerinin antioksidan aktiviteye 6nemli
katkilarda bulundugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, incelenen bitki tiirlerinde
fenolik bilesiklerin baskin antioksidan bilesenler oldugu bulunmustur. Bu bitkilerin
potansiyel dogal antioksidan kaynagi ve kimyasal koruyucu ajanlar olabilecegi
belirtilmistir (30).

Polonya ve Kirim yarimadast gibi farkl habitatlarda yetisen Salvia officinalis ve
Salvia sclarea bitkilerinin kimyasal bilesimindeki fenolik bilesiklerinin farkliliklar1
incelenmigtir. Bu bitkilerden fenolik bilesiklerin ultrasonik ekstraksiyonu ig¢in
deneysel olarak en uygun c¢oziliclii metanol se¢ilmistir. Toplam fenolik igerik ve
DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Caligilan
bitkilerdeki toplam fenolik icerik gallik asite esdeger olarak 63.9-134.4 mg/g bitki
degerleri arasida bulunmustur. En yiiksek antiradikal aktivite, S. sclarea bitkisinin
varyetelerinin metanol fraksiyonlarinda belirlenmistir. Fenolik bilesiklerin analizi
icin ekstraktlarm HPLC-DAD yOntemi ile 17 ticari standart bilesigin alikonma siiresi
ile kargilagtirilarak analizler yapilmistir. Kirim Yarmadasi'nda toplanan bitkilerin,
Polonya’da toplanan bitkilerden daha fazla fenolik asit oldugu tespit edilmistir. Buna
karsilik, Polonya adagayi ¢esitlerinin daha fazla flavonoit icerdigi bulunmustur (31).

Salvia officinalis, geleneksel Cezayir tibbinda, oral ve vajinal mantar hastali§1 da
dahil olmak iizere cesitli mikrobiyal enfeksiyonlari tedavi etmek icin siklikla
kullanilir. Cezayir'in Annaba kentinde toplanan S. officinalis'in bitkisinin toprak {stii
kisimlar1 heksan, aseton, metanol ve su olmak tiizere dort ¢dziicli ile maserasyonla
ekstrakte edilmistir. Tiim ekstreler C. albicans, C. glabrata ve C. parapsilosis gibi
farklh Candida tiirlerine karst in vitro olarak test edilmistir. Biyofilm olusturan C.
albicans’ a kars1 antibiyofilm aktivite rehberli fraksiyonlama yapilmistir. Metanol
¢oziiciisliyle maserasyon yoluyla biiyiik 6lgekli bir ekstre hazirlandiktan sonra mobil
faz olarak n-heksan, etil asetat, metanol ve asetik asitten olusan ve giderek artan
polar karigimlar kullanilarak bir silika jel kolonu tizerinde toplamda 150 fraksiyon
elde edilmistir. En aktif ikiana fraksiyona HPLC ile daha ileri ayirmalar yapimigtir.

NMR ve kiitle spektrometresi ile yapilari aydinlatilan karnosol ve 12-metoksi-trans-
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karnosik asit iki ana aktif bilesik olarak izole edilmistir. Yiizde elli biyofilm inhibe
edici konsantrasyon (BICsg) degerlerine gore (94 uM ve 314 uM), 12-metoksi-trans-
karnosik asidin karnosolden daha etkili oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma geleneksel
kullanimi olan adagayinim Candida'nin neden oldugu cesitli mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanimini desteklemektedir (32).

Fenolik asit ve flavonoit icerigi yiiksek olan Salvia officinalis bitkisi, glgclii
antioksidan ve antienflamatuar 6zellikleri olan bir bitkidir. Enflamasyon birgok
hastaligm patofizyolojisinde dnemli bir rol oynamaktadir ve oksidatif stres yoluyla
hasara neden olabilmektedir. Lipopolisakkarit (LPS) kaynakli deneysel inflamasyon
modelinin  Salvia officinalis’in  olusturdugu anti-enflamatuar ve antioksidan
aktivitesini etkisini arastirmak amaciyla yapilan ¢alismada 4-5 ayhk 42 disi Wistar
albino cinsi sigan alt1 gruba ayrilmustir. Ug gruba intraperitoneal olarak 1 mg/kg LPS
uygulanmistir. Tedavi gruplarina LPS enjeksiyonundan yirmi dort saat sonra, 10 ve
30 mg/kg S. officinalis ekstresi oral yoldan verilmistir. 18F-florodeoksi-D-glukoz-
pozitron emisyon tomografisi (18FDG-PET) taramasi ile iltthabin durumunu
belirlemek i¢in akciger ve hepatik 18F-floro-deoksi-D-glukoz (18F-FDG) alim
hesaplanmigtir. Antioksidan enzim aktiviteleri ve nitrik oksit (NO) malondialdehit
(MDA) seviyeleri belirlenmistir. Sonug olarak, akciger ve karaciger 18F-FDG
alimmnin inflamasyon grubunda kontrol grubundan daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Eritrosit ve tiim doku 6rneklerinde (karaciger, akciger ve bobrek) MDA diizeylerinin
tedavi gruplarma gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Enflamasyon
grubunun karaciger, akciger, bobrek dokularindaki siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz, eritrosit SOD ve CAT aktiviteleri S.
officinalis ile tedavi edilen gruplardan anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir.
S. officinalis'in siganlarda LPS kaynakli enflamasyon ve oksidatif stres iizerinde
faydali etkileri oldugu goriilmiistiir (33).

Akdeniz bolgesinde S. officinalis bitkisi geleneksel yemeklerde rutin bir sekilde
kullanilmaktadir. S. officinalis yapraklarmin etanol ekstresi ve ince tabaka
kromatografisi ile izole edilen bir spotun murin miyelom hiicreleri {izerine biyolojik
etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir testleri testi ile
aragtirilmistir.  Izole edilmis nokta aym zamanda sivi  kromatografi-kiitle

spektrometresi (LC-MS) ve nikkleer manyetik rezonans (NMR) teknikleri ile izole
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edilen spotun ana bileseni karnosik asidin bir metil tiirevi olan metil karnosat oldugu
belirlenmistir. S. officinalis ekstrelerinin murin miyelom hiicreleri iizerinde biyolojik
etkiye sahip oldugunu ve kanserin Onlenmesi ile ilgili daha fazla arastrmanin
yapilmasi1 i¢in metil karnosatin ilging bir molekiil olarak tanimlandigi belirtilmistir
(34).

Salvia pachyphylla Epling ex Munz bitkisinin toprak TUstii kismmin bes
ekstresinin antioksidan, antimikrobiyal, antiproliferatif ve enzim inhibe edici
ozellikleri belirlenmistir. Etil asetat ekstresinin en yiiksek antioksidan, en iyi ksantin
oksidaz inhibisyon aktivitesi ve bunun yani sira en iyi inhibe edici aktivite gosterdigi
belirlenmistir. n-Heksan ve dikloromean ekstreleri gram pozitif bakterilere karsi
onemli bir antimikrobiyal aktivite gOstermistir. Ayrica yine her iki ekstrenin,
kadlarda ¢ok yaygin olan {i¢c kanser hiicre hattina kars1 diger ekstrelere gore daha
yiksek antipiroliferatif aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Metanol ve su
ektrelerinin daha az etkin oldugu gozlenmistir (35).

S. plebeia'nin 6nemli biyolojik aktivitelerden sorumlu flavonoit ve fenolik
bilesimi UPLC-DAD-QTOF/MS cihazi kullanilarak kantitatif olarak incelenmistir.
UV-spektrumlar1 ve kiitle fragmentlerine dayanilarak toplam 16 flavonoit, 10 flavon
ve 6 flavanon halinde smiflandirilmistir. Apigenin, luteolin, hispidulin, nepetin, gibi
flavonoitler ve bazi flavanonlarin flavonoit yapisinin 5 ve 7 konumunda glikoz ile
glikozillenmis oldugu tespit edilmistir. 6-hidroksiluteolin 7-O-glikozid (2,452.7 mg/
100 g kuru agrrlik), hispidulin 7-0 glikozit (2,281,0 mg/100 g kuru agirlik) ve nepetin
7-0-glikozit (2,220,6 mg/100 g kuru agirlik) olmak iizere lic ana flavon yapisi
belirlenmistir. Hidroksil ve metoksi gruplarini igeren alt1 flavanon belirlenmis ve
bunlarin arasinda, 5,7,3',4’-tetrahidroksi-6- metoksiflavanon 7-O-glukozit’in en
yiksek seviyeye sahip oldugu goriilmiistiir (938.3 mg/100g kuru agirhk).
S.plebeia'nin data verilerine dayanarak iki hidroksi flavanon glikozit olan, 5,6,7,3',4'-
pentahidroksiflavanon 7-O-glukozit ve 5,6,7,4'-tetrahidroksiflavanon 7-O-glukozit’in
yeni tanimlanmig bilesikler oldugu belirtilmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonda
rozmarinik asit oldugu belirtilmistir. Bunlarin diginda S. plebeia bitkisinde apigenin,
5,6,7,4'-tetrahidroksiflavon, luteolin, luteolin 5-O-glukozid (galuteolin), luteolin 7-
O-glukozid (cynaroside), 6-hidroksi luteolin, 6-Hidroksiluteolin 7-O-glukozid,

nepetin (6-metoksiluteolin), nepetin 7-O-glukozid (nepitrin), cirsimaritin (4',5-
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Dihidroksi-6,7-dimetoksiflavon), jaceosidin (4',5,7-trihidroksi-3',6-dimetoksiflavon),
eupatilin (5,7-dihidroksi-3',4',6-trimetoksiflavon), eupatorin(3’,5-dihidroksi-
4',6,7trimetoksiflavon),  neocafhispidulin  (4',5,9,10-tetrahidroksi-6-metoksi-12-
metilkroman [2,3-h] flavon), scutellarein(6- hidroksiapigenin),sorbifolin (scutellarein
7-metil eter), pectolinarigenin (6-metoksiacacetin), hispidulin (6-metoksiapigenin),
hispidulin ~ 7-O-glukozid  (homoplantaginin),  hispidulin  7-O-glukouronid
(hispiduloside), hispidulin 7-O-(6"-O-asetil)glukozid, (6"-O-asetilhomoplantaginin),
eriodictyol, 6-methoksinaringenin, 6-metoksinaringenin 7-O-glukozid, 5,7.4"-
trihidroksi-6- metoksiflavanon 7-O-glukozid (naasalvinin A), filifolin (5,7,3",4'-
tetrahidroksi-6- metoksiflavanon), 5,7,3",4'- tetrahidroksi-6- metoksiflavanon 7-O-
glukozid (naasanone), kuersetin, isoramnetin, 2'-hidroksi-5'-etoksibiochanin A
bilesiklerinin varlig1 da belirlenmistir (36).

Anjiyogenez, malign tiimor ilerlemesinde ve gelismesinde dnemli bir rol oynar.
Suudi Arabistan ve Urdiin'de yetisen Lamiaceae familyasina ait 18 bitkinin metanol
ekstresi, dolayl olarak hiicre biiylimesi veya hiicre Oliimiinii degerlendirmeyi
hedefleyen hiicre kiiltiirii esasina dayanan bir ilag duyarliligi testi olan MTT (3-4,5-
dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyumbromid) testi ve sigan aort halkasi analizleri
kullanilarak sitotoksik ve anti-anjiyojenik aktiviteleri agisindan incelenmistir. Indirek
anti-anjiyojenik mekanizmalarin katiliminda insan endotel hiicrelerinde ekstrelerin
sitotoksik aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Salvia samuelssonii bitkisinin de
icinde oldugu dort farklh bitkinin segici anti anjiyojenik etkilerinin oldugu
belirtilmistir (37).

Salento'da (Giiney Italya) yetisen Salvia officinalis, Salvia clandestina, Salvia
fruticosa ve Salvia sclarea bitkilerinin fitokimyasal profillerinden GC-MS ile 50 adet
bilesik belirlenmistir. Ugucu yaglar elde edilemeyen S. clandestina bitkisi harig,
diger tiirlerde oksijenli monoterpenleri (kamfor % 2.13-9.16) ve seskiterpen
hidrokarbonlar1 (karyofilen % 4.65-18.33; humulen % 1.87 -% 1.12 -%)
bulunmustur. HPLC ESI/MS-TOF ile analiz edilen fenolik profil sonucunda, S.
clandestina bitkisinin zengin bir danshensu kaynagi (4.76 mg / g kuru agirlik) oldugu
ve S. sclarea bitkisinin de rozmarinik asit (15.57 mg/g kuru agrrlik) acisindan zengin
oldugu belirlenmistir. Kemometrik calisma olan PCA (iki degiskenli istatistiksel

analiz) analizi ile Salvia’lardan elde edilen fenolik bilesiklerin profillerinin, S.
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fruticosa ve S. officinalis bitkileri arasindaki benzerlik gosterdikleri, ayrica S.
clandestina ve S. sclarea bitkileri de karakteristik benzerlik gosterdikleri
belirtilmistir. PCA analizi ile ugucu yag acisindan ii¢ verimli tiirlin ugucu yag
profilleri arasinda farkliliklar oldugu a¢ik bir sekilde tespit edilmistir. Toplanan
bitkilerden elde edilen ekstrelerin DPPH, ABTS, FRAP ve siiperoksit anyon
stipiiriicti aktivitesi testleriyle yapilan antioksidan aktivitelerinin yiiksek oldugu
belirtilmistir (38).

Salvia suffruticosa, Lamiaceae familyasmna ait ¢ok yillik bir bitkidir. Bircok
Salvia turii sifali  bitkiler olarak kullanidmustir.  S.  suffruticosa'nin  tibbi
potansiyellerine ragmen, fitokimyasal profili veya biyolojik 6zellikleriyle ilgili sinirh
sayida calisma yapilmistir. Bu caligmada bitkinin toprak iistii kisminin ugucu yaginin
ve ekstresinin kimyasal bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Bitkinin
ucucu yagr gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi cihazi kullanilarak analizi
yapiimistr. Ucucu yag analizinde baskin bilesik grubunun seskiterpen
hidrokarbonlar oldugu ve B-kardiyofilen (% 27,35), bisiklojermakren (% 22,15),
germakren-D (% 9,49) ve B-farnesen (% 9,08) bilesiklerinin ana bilesenler oldugu
tespit edilmistir. Bitkinin metanol ve petrol eteri ekstreleri kolon kromatografisi
yontemiyle izolasyon c¢alisamalar1 yapilmis ve farklh duragan fazlarla kolon
kromatografisi kullanilarak bilesiklerin metanol ve petrol eter fraksiyonlarindan
lupeol, pB-sitosterol, stigmasterol, kafeik asit ve 1-feruloil-B-D-glikopiranoz
bilesikleri izole edilmistir. Kafeik asit ise ICs0: 12.1+1.2 pg/mL degeriyle en giiclii
radikal giderim aktivitesini gdstermistir (39).

Salvia viridis L. Akdeniz tibbinda kullanilan tek yillik bir bitkidir. S. viridis'in
toprakiistii kisimlarmmin sulu (kaynatma ve inflizyon) ve su-etanol (20:80 v/v)
ekstreleri elde edilerek fenolik profilleri belirlenmis ve antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmistir. Polifenol profili, UPLC-DAD/ESI-MS cihazi ile ¢aligilmistir. Ek
olarak, test edilen ekstrelerdeki toplam polifenol i¢erigi, Folin-Ciocalteu testi
kullanilarak UV-Vis spektrofotometrisi ile belirlenmistir. Antioksidan etki ise FRAP,
DPPH, ABTS, siiperoksit radikal giderim ve TBARS yontemleriyle
degerlendirilmistir. Su-etanol ekstresi toplam fenolik icerik agisindan en yiksek
icerigi  vermisgtir. UPLC-DAD/ESI-MS  ekstrelerinin  analizleri sonucunda

tanimlanmig dort flavonoit, sekiz feniletanoid ve yedi fenolik asit olmak iizere

18



toplam 19 fenolik bilesik belirlenmistir. Ekstrelerde rozmarinik asit baskin olan
fenolik asit, verbascoside baskin feniletanoid ve oOrnege bagh olarak apigenin
glukuronid veya metiluteolin glukuronid baskin flavonoit blesikler tespit edilmistir.
Hem infiizyonun hem de su-etanol ekstresinin yiiksek polifenol seviyesinin varligimi
gostermesi yliksek antioksidan aktivitesinin olmasina neden olmaktadir. Bu sonuglar
S. viridis'in zengin bir fenolik kaynagi oldugu ve oksidatif stresi azaltma
potansiyelinden dolay1 diyet uygulamalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir (40).

Salvia discolor, S. officinalis ve S. sclarea bitkilerinin metanol ekstrelerinin
antioksidan, antienflamatuar, sitotoksik aktiviteleri ve toplam fenolik ve flavonoit
icerikleri incelenmistir. Ekstrelerin kimyasal bilesenleri, UV-DAD detektorlii HPLC
cihaz ile analiz edilmistir. Salvia tirlerinin toprakiistii kisimlarindan elde edilen
ekstrelerin ana bileseninin rozmarinik asit (% 0.2-61.1) oldugu bulunmustur.
Toprakiistii kisimlarinin metanol ekstrelerinin bilesimi kok ekstresininkinden
olduk¢a farkl oldugu goriilmiistiir. 100 g taze bitkiden elde edilen ekstrelerin toplam
flavonoit ve fenolik icerikleri degerleri sirasiyla kafeik asit esdegeri (CAE) olarak
658.3-1805.9 mg ve kuersetin esdegeri (QE) olarak 13.0-184.9 mg arasinda
degisiklik gostermektedir. En yiiksek DPPH radikal giderim etkisi ICs9221.6 g/mL
degeri ile S. sclarea ekstresi i¢in gdzlenirken, 1C50:53.0 g/mL degeri ile S. discolour
ekstresi biitlin ekstreler arasinda en yiikksek ABTS katyon radikal giderim aktivitesi
gostermistir. Tiim Salvia ekstreleri, swrasiyla ortalama 25.3-65 g/mL ve 34.5-89.8
g/mL ICso degerleri ile insan T lenfoblast 16semisine (CCRF-CEM) ve adriamisine
direncli 16semiye (CEM / ADR 5000) kars1 belirgin sitotoksik etki gdstermistir. S.
officinalis ekstresi 138.5 g / mL ICso degeri ile insan meme adenokarsinomuna
(MCF-7) kars1 nispeten gii¢lii bir etki gosterdigi belirlenmistir (41).

12 tanesi Tiirkiye’ye endemik olmak iizere 14 Salvia tiirii ile yapilan ¢alismada
B2 vitaminleri, mineralleri, toplam fenolik icerikleri ve antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. Salvia tiirlerinde B2 vitamini tayini, bir lazer kaynakl floresan (LIF)
dedektorii kullanarak hizli ve hassas bir kilcal elektroforez teknigi ile
gerceklestirilmistir. Tim Orneklerin 0.165-1.19 mg/100 g arasinda degisen B2
vitamini icerdigi belirlenmistir. Indiiktif olarak eslesmis plazma kiitle spektrometrisi
(ICP-MS) ile her Salvia numunesinde on bes element (Ca, K, Na, Mg, Fe, Mn, Zn,
Li, Cu, Co, AL V, Sr, Sn ve Ni) igerdigi belirlenmistir. Salvia 6rneklerinin toplam
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fenolik icerikleri Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gallik asite esdeger (GAE)
olarak 11.8-119 mg/g arasinda degisen miktarlarda bulunmustur. Toplam fenolik
icerikk acgisindan en yiksek oranda S. heldreichiana bitkisinin etkili oldugu
goriilmiistiir. Antioksidan aktiviteleri DPPH radikal giderim aktivitesi ve FRAP
yontemleri ile degerlendirilmistir ve en yiksek antioksidan aktiviteyi DPPH ve
FRAP yontemine gore sirastyla %24.5 inhibisyon ve 9.37 g Fe(I)/100 g kuru bitki
degerleriyle S. heldreichiana bitkisinin gosterdigi tespit edilmistir (42).

Salvia tirlerinin bitkisel preparatlarmin asetilkolinesteraz (AChE) ve
butilkolinesteraz (BuChE) aktivitesi lizerindeki inhibitor etkisi, Alzheimer hastaligi
olan hastalarda bozulmus kolinerjik fonksiyonlarin ve bilissel performansin
diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. Salvia tirlerinin ve bilesenlerinin bu islevsel
rolii, ilacla ilgili bitki aragtirmalarinda Salvia bitkisini degerli kilmigtr. Tiirkiye'de
yetisen on Salvia tirlinden elde edilen ugucu yaglarin in vitro kolinesteraz etkisinin
arastirilmasi amaclanmistir. Ugucu yaglarin igerigi, srasiyla gaz kromatografisi (GC)
ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile karakterize edilmistir.
Sonuglar, ugucu yaglarin hepsinin, AChE inhibe edici aktivite sergiledigini
gostermistir. S. pseudeuphratica, S. hydrangea ve S. divaricata bitkilerinden elde
edilen ugucu yaglar sirastyla ICsp = 26.00+2.00, 40.0+4.00, 64.68 + 4.16 pg/mL
degerleriyle en giiclii AChE inhibe edici etkiyi gostermistir. AChE ve BuChE'ye
kars1 test edilen Salvia ugucu yaglar1 arasinda en yiksek inhibe edici aktiviteyi S.
pseudeuphratica'nin ugucu yagi gostermistir. Elde edilen sonuglar Salvia tiirlerinden
elde edilen ugucu yaglarin Onemini arttirmakta ve Alzheimer hastaliginin
semptomatik tedavisi i¢cin Salvia tiirlerinin kullanilmasini desteklemektedir (43).

Salvia amplexicaulis Lam. bitkisinin su, etanol, metanol, etil asetat ve
diklorometan ekstrelerinin biyolojik aktivitelerinin ve kimyasal bilesimlerinin
incelenmesi amaglanmistir. HPLC analizi, en fazla miktarda polifenol igerigi ve bu
polifenoliin %40 tan fazlasini olusturan bilesikler olan kamferol glikozitleri sirasiyla
metanol, etanol ve su ekstrelerinde bulundugu belirlenmistir. Bitkinin etanol ekstresi
ABTS aktivitesinde en yiiksek aktivite goriiliitken, DPPH serbest radikali giderim
aktivitesi, demir indirgeme gilicli (FRAP) ve B-karoten antioksidan yonteminde su

ekstresi en giliclii antioksidan etkiyi gostermistir. Bitkinin metanol ve su ekstreleri

DPPH radikallerini standart olarak kullanilan BTH bilesiginden daha etkili bir
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sekilde notralize etmistir (swrastyla 15.1 pg/mL, 15.8 pg/mL, 17.9 pg/mL). Bu
antioksitan aktivite ekstrelerdeki yiiksek miktardaki kamferol glikozitlerinden
kaynaklandig1 diistintilmiistiir (44).

Salvia sclarea L. bitkisi geleneksel olarak yaygimn hastaliklarin tedavisinde ve
gida {iriinii seklinde kullanilmistir. Yapilan calismada Salvia sclarea’nin etil asetat,
su ve metanol ekstrelerinin fitokimyasal bilesenleri ile beraber antioksidan etkileri de
belirlenmistir.  Ayrica ekstrelerin  a-amilaz, o-glukozidaz, asetilkolinesteraz,
butirilkolinesteraz ve tirozinaza enzimlerine kars1 inhibitor etkileri de arastirimistir.
Metanol ekstresi yikksek fenolik ve flavonoit igerigi gostermistir (sirasiyla 81.78 mg
gallik asit esdegeri/g ekstre, 40.59 mg rutin esdegeri /g ekstre). Salvia sclarea’nin
rozmarinik asitce zengin oldugu ters faz kolon ve diod array dedektorlii HPLC
analizi ile belirlenmistir. Bitkinin su ekstresi a-amilaz’a kars1 diisiik intihibor aktivite
gosterirken o-glukozidaz’a kars1 en yiiksek ativiteyi gostermistir (sirastyla 0.19 ve
18.24 mmol acarboz esdegeri/g ekstre). Deneysel sonuglar sadece su ekstresinin
anlamh derecede tirozinaz inhibisyonu sagladigni gostermistir (8.86 mg Kojik asit
esdegeri/g ekstre). Modelleme g¢aligmalari, quercetin'in, iki hidrojen ve bir pi-pi
bagiyla tirozinaza baglandig1 belirlenmistir (45).

Salvia officinalis L. (Sage) bitkisinin ugucu yaginin Wistar farelerinde alloxan
kaynakli diyabet ilizerindeki etkisi ilk kez arastirilmistir. Ugucu yag analizi GC-FID
ve GC-MS ile yapilmistr. Ugucu yag analizinde bilesenlerin oksijenli monoterpenler
(%56.32), hidrokarbonlu monoterpenler (%15.00) ve hidrokarbonlu seskiterpenler
(%14.70) den olustugu belirtilmistir. Ugucu yagin sirastyla ICso =38 pg/mL ve ICsg
=52 ng/mL degerleriyle a-amilaz ve lipaz enzimlerini inhibe edici aktiviteleri oldugu
tespit edilmistir. In vivo deneylerinde serum o-amilaz ve lipaz aktivitelerinin
srastyla % 46.6 ve % 32.1 oraninda azaldig1r gorilmiistiir. Bitkinin ugucu yagmimn
glisemiyi % 60 oraninda azalttig1 ve karacigerde depolanan glikojen seviyesini %
43.7 oraninda azalttig1 6lciilmiistiir. Bitkinin ugucu yagi ile diyabet tedavisi, serum
AST (% 35), ALT (% 79) ve LDH (% 43) aktivitelerini azaltarak karaciger
fonksiyonunu 6nemli dlgiide korumustur. Elde edilen sonuglar, Salvia officinalis
bitkisinin ugucu yagmim hipoglisemiyi ve obeziteyi dnleyici etkilere sahip oldugunu
bu nedenle gelecekteki diyabet terapisinde degerli bir tamamlayici olabilecegini

kanitlamgtir (46).
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Salvia miltiorrhiza igerdigi yiiksek miktardaki biyoaktif bilesenlerden dolayi,
Asya'da tibbi amaglar i¢cin yaygin olarak 1000 yildan fazla kullanilmaktadir. Bu
caliymada, bu biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu i¢cin basit ve hizli bir ultrason
destekli sivi ekstraksiyonu (5 dk) uygulanmistir. Ekstreler pozitif ve negatif
elektrosprey iyonlastirmasiyla birlikte UHPLC-MS/MS kullanilarak analiz edilmistir.
Sekiz analit, 6 dakikalik calisma siiresi boyunca 2.2 dakika igerisinde coklu
reaksiyon izleme (MRM) modunda UHPLC-MS/MS ile ayrilmistir. Farkh Salvia
miltiorrhiza c¢esitlerinin farkli kisimlarindaki salvianolik asit ve tansinonlarm
konsantrasyonu sirastyla 6.4 ile 382.1 mg/g ve 0.03 ila 31.7 mg/g arasinda
bulunmustur. Salvia miltiorrhiza bitkisinin ¢igegi ve sapinda / yapraginda bulunan
tanshinon bilesiklerini UHPLC-MS/MS cihazi ile karakterize eden ilk rapor oldugu
belirtilmistir (47).

Diyabetik nefropati (DN), kontrolsiiz yiiksek kan sekeri nedeniyle olusan
diyabet komplikasyonudur. Salvia miltiorrhiza'nin, mekanizmalarin belirsiz olmasina
ragmen, bobrek hasarint Onleme kabiliyetine sahip oldugu bildirilmistir. S.
miltiorrhiza'nin metabolizma ve molekiiler mekanizmalarin diizenlenmesi yoluyla
diyabetik nefropati hasarini iyilestirip iyilestirmedigini ve nasil iyilestirdigini
aragtirmak amaciyla yapilan ¢alismada SD sicanlarina % 0.5 glukoz-su esliginde
yilkksek glukoz / yiiksek yag diyeti verilmistir. Ug¢ hafta sonra, diyabetik nefiopati
modeli i¢in siganlara ii¢ giin boyunca her giin 30 mg/kg intraperitoneal enjeksiyon
yapilmistir. Biyokimyasal indikatorlerin, plazmanin metabolitlerinin, iirin ve bébrek
dokusunun analizi yapilmistir. Daha sonra renal doku ve glomeriiler mesangial
hiicreleri western blot analizi ile incelenmisitr. Sonuglar, S. miltiorrhiza bitkisinin
ekstrelerinin, anormal glikolipid metabolizmasmin neden oldugu bobrek hasarmi ve
diizenini 1yilestirdigini gostermistir. Serum, idrar ve bobrek dokularindaki
metabolitler dnemli 6l¢iide degismistir. 1lgili metabolik yollar esas olarak fosfolipid,
aragidonik asit ve pirimidin metabolizmalarmi icermektedir. S. miltiorrhiza, renal
dokuda ve yiiksek glukoz kaynakli glomeriiler mesangial hiicrelerinde wnt4, B-
katenin ve TGF-B'nin ekspresyon seviyelerini nispi derecede inhibe etmistir (48).

Mikrodalga wsitma iglemlerinin farkl giiglerde (0,180,360,720,900 watt) chia
(Salvia hispanica) tohum yagmm kalite 6zellikleri lizerindeki etkileri arastmrilan

calymada mikrodalga firinda wsitilan chia tohumu yagmm linoleik asit icerikleri
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srastyla % 19.21 (900W) ve % 21.17 (kontrol) arasinda degismistir. Isitilmis chia
tohumu yaglarmim linoleik asit icerikleri % 66.84 (900W) ve % 68.71 (kontrol)
arasinda degismistir. Chia yag1 numunelerinin a-tokoferol ve B- tokoferol icerikleri
swrrastyla 47.71 mg/100g (900W) ve 51.17 mg/100g (kontrol) ile 62.58 mg/100g
(900W) ve 67.81mg/100g (kontrol) arasinda degismistir. Chia tohumu yaglarmnmn
kafeik asit icerigi ise 0.27 mg/100g (900W) ve 3.84 mg/100g (kontrol) arasinda
degisirken rozmarinik asit i¢eriklerinin ise 1.32 mg/100g (900W) ve 3.17 mg/100g
(kontrol) arasinda degistigi tespit edilmistir. Sonug, chia yaginin kimyasal
yapilarindaki degisimi yansitilarak genel olarak, chia yaginin biyoaktif bilesenlerinde
kayip olmasint 6nlemek icin, chia tohumlarinin mikrodalgada kavrulmasi srasinda
cok dikkat edilmesi sonucuna varilmistir (49).

Geleneksel (hidrodistilasyon ve soxhlet ekstraksiyonu) ve modern ekstraksiyon
teknikleri (stiper-kritik akigskan-ayristirma-SFE) ile elde edilen adacaymm (Salvia
officinalis) bitkisel tozunun ugucu yag ve lipid ekstrelerinin kimyasal profili
belirleyip yapay sinir aglar1 kullanarak SFE siirecinin optimizasyonu saglanmistir.
Farkli SFE basicinda (100-300 bar), sicaklikta (40-60°C) ve CO, akis hizinda (0.2-
0.4 kg/s) elde edilen lipid ekstrelerinin kimyasal profili, geleneksel tekniklerle elde
edilen esansiyel yag ve lipit ekstreleriyle karsilastirilmistir. Tiim 6rneklerde en bol
bulunan bilesiklerin oksijenli monoterpenler (kafur, thujone ve eucalyptol),
seskiterpenler (viridifloral) ve diterpen polifenoller (epirosmanol) oldugu
gorlilmiistiir. SFE, monoterpen verimi ve geleneksel tekniklerle karsilastirildiginda
secicilik agisindan dnemli avantajlar saglamistir. SFE yontemi ile ¢aligilarak elde
edilen lipit ekstrelerinin antioksidan aktivitesi FRAP ve DPPH testi ile belirlenmis ve
yiksek basing ve sicaklikta elde edilen ektreleri yikksek antioksidan aktivite
gosterdikleri belirlenmistir (50).

Misir Salvia officinalis bitkisinin ugucu yaglarmin GC ve GC-MS kullanilarak
metabolik profili, bitkinin sulu ekstrenin (AESO) iireaz (jack been ureases) enzimine
karg1 anti enzimatik O6zelligi, toplam fenolik icerigi (TPC) incelenmistir. Bitkinin
ucucu yaglarmmim ana bilesenleri 1,8-sineol (% 15,4), oksijenli seskiterpen viridifloral
(%7,1), nonakosan (%?3,1), kafur (%3) ve pentakosan (%?2,4) bilesikleri oldugu tespit
edilmistir. TPC igeriginin 37.1 mg gallik asit esdegeri/g kuru bitki materyali oldugu
saptanirtken, AESO ilk kez anti iireaz aktivitesi ¢alisilmis olup ICso 1.65 mg/ml
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degerinde oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligma, iireaz iireten patojenlerin indiikledigi
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in yararh ilireaz inhibitorlerinin gelistirilmesinde kiiratif
ajan olarak, fenolik igerk bakimindan zengin AESO'nun faydali olabilecegini
belirtmektedir (51).

Chia tohumlar1 (Salvia hispanica tohumlar1), saghk 6zellikleri nedeniyle gida
ireticileri ve tikketiciler arasinda artan bir ilgi kazanmaktadir. Chia tohumlarmin
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitdrler Ozelliklerini belirlemek icin
yapilan ¢aligmada tohumlar1 renklendirilmis tohum etanol ekstresinin AChE ve
BChE'ye kars1 en iyi aktivite gosterdigi belirlenmistir. Kersetin ve izokersetin yani
stra protokatesik, hidroksibenzoik ve kumarik asitler ve ekstrelerin AChE ve BChE
inhibitér aktiviteleri arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur. Polifenol
bakimindan zengin olan S. hispanica tohum ekstresi kolinesteraz aktivitelerini inhibe
edici Ozelliginden dolayr ndrodejeneratif hastaliklarn Onlenmesi ve tedavisinde
kullanimlar1 i¢in daha ileri caligmalar yapilmalidir (52).

Diabet hastalar1 israrc1 ve iyillesmeyen yaralardan muzdariptir. Salvia tirleri
geleneksel olarak yara ve soguk alginligi tedavisinde kullanilmaktadir. Tki endemik
takson olan S. kronenburgii Rech f. (SK) ve S. euphratica Montbret, Aucher &
Rech.f.var. euphratica (SE) bitkilerinin toprakiistii kisimlarinin in vivo kosullarda
yara iyilesme potansiyeli, in vitro kosullarda ise antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri ile toplam flavonoit ve fenolik icerigi belirlenmistir. Bitkilerin etanol
ekstreleri ki farkli konsantrasyonda (%0.5 ve %1 (agirhk/ agrlik)) streptozosin
kaynakli diyabetik si¢anlar lizerinde kesik ve eksizyon yara modellerinde 7 ve 14.
giinler boyunca biyomekanik, biyokimyasal, histopatolojik, makroskobik ve
genotoksik yontemler kullanilarak incelenmistir. %0.5 ve %1 (agirhk / agirlik)
konsantrasyonlarinda SK merhemi ve %1 (agrhk / agirlik) konsantrasyonunda SE
merhemi sirastyla % 99.9, % 99.5 ve % 99.7 iyilesme gostermistir. Eksizyon yaralar1
icin %1 (ag / ag) konsantrasyondaki SK ve SE merhemleri % 99.4 ve insizyon
yaralar1 i¢in % 99.2 iyilesme gosterirken, Fito swrasiyla % 98.9 ve % 98.5 iyilesme
gostermistir. SK ve SE merhemlerinin kullanilmasindan sonraki 7. ve 14. giinlerde
artan epitelizasyon, anjiyogenez ve azalmis dermal inflamasyon belirlenmistir. 7.
giinde SE merhemi ve 14. giinde SK merhemi kontrolle karsilastirildiginda benzer

oranda DN A oksidatif hasarint azaltmistir. Antimikrobiyal aktivite Bacillus subtilis,
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Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus
aureus, Mycobacterium tuberculosis, Candida glabrata, Candida parapsilosis ve
Candida tropicalis'e kars1 broth mikro diliisyon testi ve resazurin mikro dalgal
yontem kullanilarak degerlendirilmistir. Referans ilaglar olarak Fito, Ampisilin,
Ethambutol, Isoniazid ve Flukonazol kullanilmistir. Test edilen her iki bitkinin de
referans ilaglar olan Ampisilin, Isoniazid ve Ethambutol (MIK:125,0.97 ve 1.95
ug/ml degerleri, smasiyla) bilesikleri ile karsilastirildiginda, A. baumannii'ye
(MIK:62.5 pg / ml) kars1 daha biiyiik antibakteriyal aktiviteye ve SE’nin ise M.
tuberculosis'e (MIK :0.24 g/ ml) kars1 daha fazla antimikobak teriyal aktiviteye sahip
oldugu belirlemistir. Her iki ekstrenin antioksidan kapasiteleri ve toplam fenolik ve
flavonoit icerikleri swrasiyla DPPH serbest radikal siipiirme deneyi, Folin-Ciocalteu
ve Al; (NOs3)s; yontemleri kullanilarak tespit edilmistir. SE ve SK bitkilerinin
antioksidan kapasiteleri srrasiyla % 87.08 ve %72.17 olarak tespit edilmistir. Toplam
fenolik ve flavonoit icerikleri ise srasiyla, 76.21 ug GAE / mg, 43.43ug QE / mg ve
41.81 pg GAE / mg, 33.62 ng QE / mg olarak 6lciilmiistiir. SK ve SE bitkileri yara
tyilesmesinde giiclii etkilere sahipken, SK bitkisinin hem 7. hem de 14. giinde SE
bitkisinden daha etkili oldugu bulunmustur (53).

Salvia cinsi halk arasinda karmn agrisi, soguk algmhgi, mide bulantis1 gibi
alternatif tedavi yontemleri arasinda popiilerlik kazanan bitkilerdir. Salvia modesta
Boiss. bitkisinin 3 ekstresinin (diklorometan, metanol ve su (kaynatma)) polifenolik
icerigin belirlenmesi ile birlikte antioksidan ve enzim inhibisyonuna dayal biyolojik
aktiviteleri arastirilmistr. S. modesta bitkisinin giliclii andioksidan kaynagi oldugu
belirtilmistir. Metanol ekstresi yiliksek tirozinaz inhibisyonunu gosterirken,
diklorometan ekstresi en etkili butirilkolinesteraz ve a-glukozidaz inhibitorii etkisini
gostermistir. En bol miktarda bulunan fenolik bilesigin 5390 ng /g ekstre degerde
rozmarinik asit oldugu tespit edilmistir. S. modesta’ nm oksidatif stresi ve
komplikasyonlarmi engellemek i¢in yeni antioksidan ve enzim inhibitorleri kaynagi
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (54).

S. fruticosa ve S.lanigera ekstrelerinin kimyasal bilesimi ve biyolojik
aktiviteleri analiz edilmigtir. Dogal olarak yetisen bitkilerden elde edilen
diklorometan, etil asetat, metanol, etanol ve su ekstreleri, HPLC-DAD cihazi

kullanilarak 06zellikle alkol ve su ekstrelerinde fenolik asitlerin ve flavonoit
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bilesiklerin analizi yapiumisti. DPPH, ABTS, FRAP, B-karoten agartma (B-CB)
antioksidan analiz yontemleri kullanilarak ekstrelerin toplam fenolik asitler ve
flavonoit igerikleri ile antioksidan aktiviteleri spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. S.fruticosa ekstreleri, tiim aktivite yontemlerinde, 6zellikle etanol
ekstresi DPPH yonteminde ICsp, 29.55 pg/ml ve B-CB ydntemindeki %85.11
inhibisyon degerleriyle daha giiclii aktivite gostermistir. Etanol ve su ekstrelerinin
fitoterapide genis kullanimlar1 nedeniyle daha ileri arastirmalar1 yapimistir.
Ekstrelerin, mikrodiliisyon metodu kullanilarak 11 bakteriye (alt1 gram negatif ve alt1
gram pozitif) ve yedi mantara karsi antimikrobiyal aktivite taramasi yapilmistir.
Ozellikle gram-pozitif bakterilere kars1, etanol ekstreleri su ekstrelerinden daha giiglii
aktivite gostermistir. Trichophyton mentagrophytes, S.lanigera bitkisinin su
ekstresine en duyarli oldugu goriilmiistiir (MIK, minimal inhibitdr konsantrasyon ve
MFC, minimal fungisid konsantrasyon, 8 mg/ml). Insan karsinoma hiicre dizisi olan
HCT-116 tizerindeki MTT testi ile yapilan sitotoksik aktivite yonteminde sadece
S.fruticosa'nin etanol ekstresinin belirli bir aktivite gdsterdigi (1Cso, 375.96 pg/ml)
belirlenmistir. Ekstrelerin anti-ndrodejeneratif aktivite testlerinde, ekstreler tirozinaz
aktivite testinde standart olarak kullanilan kojik aside (% 33.93-51.81) gore daha iy1
etki gostermislerdir (%55.26-74.66). Ekstrelerin asetilkolinesteraz enzimine karsi
aktivitesi standart galantamin ile karsilastrildiginda daha az etki gosterdigi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara ek olarak S.fruticosa ve S.lanigera, bir dizi
biyolojik aktiviteye sahip umut verici dogal bilesiklerin kaynagi oldugunu ifade
edilmistir (55).

Meksika'da "pipiloixochit]" veya "sabanito" olarak da bilinen S. sessei Benth
erizipela (yilancik) tedavisi i¢in geleneksel tipta kullanilan bir bitkidir. Bugiine
kadar, bitkinin toprak ustii kisimlarindan sadece royleanon tipi diterpen bilesiginin
izole edildigi belirtilmistir ancak literatiir taramalarina gore bu bitkiden elde edilen
ekstrelerin ve bilesiklerin farmakolojik aktivitesi ilizerine caliymalar yapilmadigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismada S. sessei Benth bitkisinin toprakiistii kisimlarinmn organik
ekstreleri ve izole edilen sessein ve izosessein izomerlerinin anti-enflamatuar,
antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Anti-enflamatuar aktivite
testinde hekzan ekstresi (%40.55+0.5), diklorometan ekstresi (%56.01+1.1) ve

metanol ekstresi (%66.05 +0.3) ve ayrica izole edilen sessein (%79.85+3.5) ve
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isosessein (%54.36+1.7) inhibisyon gosterdikleri belirlenmistir. Ekstreler arasinda
metanol ekstresi en yliksek inhibisyon gosterirken, izole edilen bilesiklerden sessein,
aynit dozda standart bilesik ile benzer bir etki gosterdigi (%75.24+% 2.4) tespit
edilmisti. Hekzan ekstresi Staphylococcus haemolyticus’a karsy, metanol,
diklorometan ekstreleri ve sessein bilesigi Staphylococcus haemolyticus, S.hominis,
E. faecalis bakterilerine karsi, sessein bilesigi Escherichia coli' ye karsi
antimikrobiyal aktivite gOstermistir. Ayrica izosessein bilesigi Staphylococcus
aureus, S. haemolyticus, S. epidermis ve S. pyogenesgibi erysipela hastalig ile ilgili
bakterilere kars1t aktivite gostermisti. DPPH, ABTS ve FRAP antioksidan
yontemlerinde ekstreler arasinda en biiylik antioksidan kapasitesini gosteren ekstre
metanol ekstresi, izole edilen bilesikler de ise, sessein bilesigi oldugu belirlenmistir
(56).

Bazi Salvia tirleri, terapotik etkileriyle ilgili bilimsel olarak dikkati ilizerine
cekmistir, ancak Salvia viridis L. bitkisinin koklerinin farmakolojik potansiyeli
hakkida c¢ok az sey bilinmektedir. Bu calismada S. viridis bitkisinin kokiiniin
mikrodalga yardimiyla, maserasyon, siiperkritik sivi ekstraksiyonu, soxhlet ve
ultrasonik yontemler gibi farkli metodlarla elde edilen etanol ekstrelerinin
fitokimyasal bilesenleri, enzim inhibisyon potansiyeli ve antioksidan aktiviteleri
arastirilmistir. Ultrasonik yontemle elde edilen S. viridis etanolik kok ekstresi en
yiksek toplam fenolik (111.41 mg gallik asite esdeger) ve flavonoit (23.46 mg rutine
esdeger) bilesen icerdigi belirlenmistir. Ultrasonik yontemle elde edilen S. viridis
etanolik kok ekstresi en yiiksek radikal siipiiriicii etkiyi (swrastyla DPPH ve ABTS
analizleri i¢in 240.00 ve 302.85mg troloks esdegeri TE/g) degerleriyle ve indirgeyici
aktiviteleri (swrastyla CUPRAC, FRAP ve fosfomolibden yontemleri i¢in 970.74,
704.27 mg TE/g ve 2.84 mmol TE/g) degerleriyle gostermistir. Ekstrelerin kimyasal
profilleri HPLC-MS / MS ile arastirilmis ve siiper kritik akigkan yontemiyle elde
dilen ekstrenin kimyasal profili diger ekstraksiyon teknikleriyle elde edilen
ekstrelerden farkli oldugu belirlenmistir. S.viridis'in kok etanol ekstresinin Alzheimer
hastalig1 (asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz), diyabet (a-amilaz, a-glukozidaz) ve
cilt hiperpigmentasyon bozukluklari (tirozinaz) ile ilgili anahtar enzimler tizerindeki

inhibe edici etkisi ilk defa yapilmistir (57).
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Iklim degisikligi, sekonder metabolitlerin cografi dagilimini derinden etkiler ve
bitkilerin cografi go¢line neden olur. Salvia miltiorrhiza bitkisinin farkl iklimsel
faktorlerin aktif madde birikimi {izerine etkisini arastrmak i¢in dogu ve bat1 Cin’de
enlemesine bir meyil boyunca uzanan on sekiz farkli ekolojik bolgeye ayn tiirden
fideler dikilmistir. Alt1 aktif bilesen igerigi ile on iklim faktorii arasindaki
korelasyon, iliskilerini netlestirmek i¢in incelenmistir. iklim faktorlerinin sadece
aktif madde igerigini diizenlemedigi ayni zamanda bilesimlerini belirgin sekilde
etkiledigi ve Cin'de bu aktif bilesenlerin spesifik cografi dagilima yol agtig1 tespit
edilmistir. Ana iklim faktorleri hava sicakhgi, yagis, atmosferik buhar basinci ve
giineslenme siiresini igermektedir. Asir1 iklim kosullarmin aktif bilesenlerin
iizerindeki etkisi g6z ardi edilmemelidir. Bu ¢alismanin bulgular ile ¢iftcilerin
gelecekte bilimsel olarak uygun ekim bdlgelerini segmelerine yardime1 olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu ¢calisma, tibbi bitkilerde degisen ekolojik faktorlere gore sekonder
metabolit yanttlarinin arastirilmasi i¢in yenilik¢i bir fikir sunmaktadir (58).

Salvia cinsi yapisal olarak cesitli terpenoidlerin degerli bir kaynaktir. Salvia
reuterana ile yapimis olan bu cahismada iki yeni labdan diterpen olan, 6B, 140-
dihidroksi-15-asetoksisklareol ve 14a, 15-dihidroksi sklareol, bitkinin toprak iistii
kismmdan izole edilmistir. 6P, 14o0-dihidroksi-15-asetoksisklareol ve 14a, 15-
dihidroksi sklareol bilesikleri MCF-7 ve Hela hiicre hatlarina karsi inhibitor
aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Sonuglar S.reuterana'nin zengin bir labdan
diterpenoid kaynagi oldugunu gostermistir. Bu bilesikler Salvia tiirlerinde oldukga
nadir olup, ancak Lamiaceae'nin diger cinslerinde sikhkla bulunmaktadir. S.

reuterana, bu diterpenoidlerin yeni bir kaynagi olarak goriilmektedir (59).

Salvia L., tbbi degeri yiiksek, Lamiaceae familyasinin genis bir cinsidir.
Caligma, Iran'in 27 yabani Salvia tiiriinden 41 popiilasyonunda bes biyoaktif fenolik
bilesigin (rozmarinik asit, karnosik asit, kafeik asit, salvianolik asit A ve B)
tanimlanmast ve belirlenmesi i¢in basit ve giivenilir bir HPLC-UV ydntemi
kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Temel bilesen analizi (PCA) teknigi fenolik bilegik
profillerine gore tiirler arasindaki farklhilasmayi incelemek i¢in kullanilmaktadir.
Calisilan Salvia tiirlerinde fenolik bilesiklerin dagilim sekillerinde ve igeriklerinde
belirgin intra- ve interspesifik degisiklikler gdzlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda

yapraklarin koklere oranla daha fazla miktarda fenolik bilesik bulundugu
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goriilmiistiir. S. verticillata bitkisinin yapraklarinda en yiiksek rozmarinik asit (41.53
+ 0.88 mg / g kuru agrlik) ve sonrasinda salvianolik asit A (8.10 £ 0.35 mg / g kuru
agirlik) bilesikleri bulunmustur. S. syriaca ve S. sharifii'nin yapraklar1 sirasiyla
salvianolik asit B (54.47 £ 2.00 mg/g kuru agirhk) ve karnosik asit (34.05 + 1.18
mg/g kuru agirlik) bakimindan zengin oldugu belirlenmistir (60).

Salvia miltiorrhiza'nn  kurutulmus kokii (Danshen), Cin'de yaygm olarak
kullanilan en popiiler geleneksel bitkisel ilaglardan biridir. Son zamanlarda, Cin'de
insan bagiskhgmnt giiclendirerek hastaliklar1 6nlemek icin saghga fayda saglayan
fonksiyonel bir ¢ay olarak kullamlmustir. Immiin ayarlayici aktiviteye sahip sekonder
metabolitlerin arastirilmasi yapildigi bu ¢aligmada 6 yeni diterpenoid (Salmiltiorin A,
B, C, D, E ve F bilesikleri) ve 20 bilinen diterpen bilesikleri izole edilmistir. Izole
edilen bilesikler arasinda salmiltiorin C, R0-09-0680, miltirone ve 2a-asetoksisugiol
bilesikleri 2.50 ile 40 pM arasindaki konsantrasyonlarda HMy2.CIR nin
proliferasyonuyla lenfositler {izerinde koruyucu bir etki gosterirken oysaki bilesikler
salmiltiorin B, danshenol A, 15-epi-danshenol A, tanshinone I, tanshinone IIA,
(—)danshexinkun A bilesikleri hiicre ¢ogalmasini konsantrasyona bagh bir sekilde

inhibe etmistir (61).

Salvia cinsinin bir¢ok taksonu bitkisel igeceklerde, gida aromalarinda, kozmetik
tirtinlerinde ve ilag endiistrisinde kullanilmaktadir. Salvia eriophora yapraklarmm
kimyasal bilesikleri, LC-MS/MS cihazi ile belirlenmistir. Salvigenin (158.64 + 10.8
mg/kg), fumarik asit (123.09 + 8.54 mg/kg) ve kuersetagetin- 3,6- dimetileter (37.85
+ 7.09 mgkg) bilesikleri etanol ekstresinin major bilesikleri olarak saptanirken
fumarik asit (555.96 + 38.56 mg/kg), kaffeik asit (103.62 = 20.51 mg/kg) ve
epikatesin (83.19 + 8.43 mg/kg) bilesikleri ise su ekstresinin ana bilesenleri olarak
tespit edilmistir. Ayrica, S. eriophora'nin asetilkolinesteraz (AChE), a-amilaz (AM),
butirilkolinesteraz (BChE) ve a-glikosidaz (AG) enzimlerine karsi enzim
inhibisyonu c¢alisilmistir. AChE, BChE, AG ve AM enzimleri, S. eriophora su
ekstresi (WES) ve S. eriophora metanol ekstresi (MES) tarafindan ¢cok kuvvetli bir
sekilde inhibe edilmistir (62).

Her ne kadar Tirkiye'den bazi Salvia tiirlerinde sekonder metabolitler lizerinde

kargilagtirmali analizler bildirilmis olsa da, haliisinojenik kimyasallar1 tam olarak
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taranmamistir. 40 Salvia tiriiniin psikoaktif bilesenler olan Salvinorin A ve
salvinorin B bilesenlerinin LC — MS/MS analizi yapilmistir. Salvia tirlerinin cok azi
(S. tamiita, S. cryptantha ve S. glutinosa) nispeten yiksek seviyelerde salvinorin A
icermistir (swastyla, 212.86 + 20.46pg/g, 51.50 £ 4.95 pg/g ve 38.92 + 3.74 ug/g).
Ayrica salvinorin B bilesigi S. Adenocaulon, S. cryptantha ve S. potentillifolia
tirlerinde swrasiyla 768.78 = 75.90 ng/g, 402.24 + 39.71 pg/g ve 2351.99 + 232.22
png/g olarak bulunmustur. Tirkiye'deki 40 Salvia tiriniin psikoaktif bilesenleri,
salvinorin A ve salvinorin B psikoaktif bilesenler agisindan taranmasinimn ilk sonucu

bu calismada alinmistir (63).

Kibris'ta dogal olarak yetisen Salvia willeana (Holmboe) Hedge bitkisinin
toprakiistii kisimlarindan, bir yeni ve bir bilinen asetofenon, bir megastigman
glikozit, bes fenolik tiirev, iki kafeik asit oligomeri, lic flavonoit, iki lignan, iki
triterpen asit, bir monoterpen glikozit ve ki yag asidi olmak tizere yirmi bilesik izole
edilmistir. 4-hidroksi-asetofenon, 4-0-(3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzoil)- 3-D
Glikopiranosid bilesikleri ilk kez dogal olarak bu calismada elde edilmistir (64).

Salvia miltiorrhiza'nm kokleri (“Danshen”), Cin bitkisel tibbinda yiizyillardir
kullanilmaktadir. Maddenin aktif bilesenlerinin tam yapis1 bilinmemekle birlikte,
ormeklerden elde edilen ekstrelerde biiylik miktarda tansinon bilesigi bulunmaktadir.
Son yillarda, tanshinonlarin, esterlenmis ilaglarin biyolojik aktivitesini modiile etme
kabiliyetine sahip, giicli insan karboksilesteraz (CE) inhibitérleri oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada enzimlerin geri donilisiimsiiz daha aktif inhibitorleri
ayrica bulunmustur. Tanginon bilesikleri saflastirilmis, yapilari belirlenmis ve
bunlarin anhidrit tiirevleri sentezlenmistir. Bu bilesikler son derece etkili
inhibitérlerdir ve hem in vitro hem de hiicre kiiltiirii sistemlerinde insan CE'lerini
etkisiz hale getirebilir ve esterlesmis ilag oseltamivirin metabolizmasini
diizenleyebilmektedir. Sadece tansinonlarla gdzlenen gecici inhibisyon degil ayni
zamanda anhidritlerle etkilesimden ortaya c¢ikan uzun geri doniisiimsiiz
inhibisyondan dolayr Danshen ekstrelerinin ester kemotipini ihtiva eden ilaglarla

birlikte uygulanmas1 minimize edilmelidir (65).

Salvia cinsi geleneksel tip, parfim, gida ve farmasotik endiistrisinde

kullanimlarinda dolay1 ekonomik Oneme sahiptirler. Salvia urmiensis Bunge. 'in
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cesitli ekstreleri ve ucgucu yaglari, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz,
norodejenerasyon ile baglantili enzimler ve o-amilaz ve o-glukosidaza karsi
(diyabet mellitusta; DM) inhibe edici aktiviteleri agisindan taranmistir. Ayrica
bitkinin yaprak ve ¢igeklerinin ugucu yaglarmin kimyasal bilesimleri de
belirlenmistir. Test edilen drnekler orta ile yiiksek anti-diyabetik potansiyel (ICso =
8-145 pg/mL) ve orta derecede antikolinesteraz aktivitesi (ICso = 44—892 ng/mL)
gostermistir. Yapraklarin ugucu yagy, etil linoleat (% 19), metil heksadekanoat (%17)
ve metil linoleat (%7.5) gibi ester bilesikleri agisindan zengin oldugu belirlenmistir.
Ciceklerin ugucu yagmin ana bilesigi 6,10,14-trimetil-2-pentadekanon (%55.7)
olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore S. urmiensis bitkisi fonksiyonel
gdalar ve farmasotikler icin degerli bir kaynak olarak diisiiniilebilir oldugu
belirtilmistir (66).

Fenolik asitler, biyolojik aromatik sekonder bitki metabolitleri, bitkiler aleminde
yaygin olarak dagilmaktadr. Sekonder metabolitler olarak fenolik asitlerin biyolojik
oneminden dolayr fenolk asitlerin belirlenmesi i¢in analitik yOontemlerin
gelistirilmesi ¢ok Onemlidir. Bu c¢alismada, Tirkiye'den Salvia poculata Nab'in
metanol ekstresinde, kafeik asit, fumarik asit, p-kumarik asit, sirinjik asidi ve t-
ferulik asit bilesikleri i¢cin basit, hizli bir LC-MS/MS yontemi gelistirilerek miktarlari
srastyla 88,69+6,48, 1095,16+£101,53, 57,43+4.25, 10,23+2,35 ve 169,34+15,44

ng/g ekstre bulunmustur (67).

Salvia trichoclada Bentham (Lamiaceae) bitkisinin toprakiistii kisimlarinm
metanol ekstresi, biyoaktif ugucu olmayan sekonder metabolitleri ¢alisilmis ve dokuz
bilesik izole edilmistir. 1zole edilen bilesiklerin lupeol, lupenon, glosidon,
monoginol A, oleanolik asit, ursolik asit, P-sitosterol, apigenin-7-O-ramnozid ve
rozmarinik asit oldugu belirlenmistir. Bir lupan triterpen olan glosidon bilesigi bir
Salvia tiri ve Lamiaceae familyasindan ik defa bu ¢alismada izole edilmistir.
Ekstrenin ve izole edilmis bilesiklerin antioksidan etkinlikleri, lipit peroksidasyon
aktivite (B-karoten yontemi) ve DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yontemleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Antikolinesteraz aktiviteleri, hem asetilkolinesteraz
(AChE) hem de butirilkolinesteraz enzimlerine karsi Ellman metodu ile

aragtirilmistir. Lupeol, glosidon, oleanolik asit, ursolik asit, apigenin-7-O-ramnozid
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ve rozmarinik asit bilegikleri hemen hemen biitiin konsantrasyonlarda oldukca
yiksek antikolinesteraz aktivitesi gostermistir. Bunlar arasinda, bir flavon glikozit
olan apigenin-7-O-ramnozid en yiiksek ve secici AChE inhibe edici aktivite
sergilemistir. Glosidon'un izole lupanlar arasinda en aktif oldugu bulunmustur, bu da
standart bilesik galantamin yakin bir aktivite gdstermistir. Test edilen tiim bilesikler
arasinda rozmarinik asit en yiiksek antioksidan ve iyi antikolinesteraz aktiviteyi

gostermistir (68).

Salvia (Lamiaceae) cinsine ait bitkilerin ¢ok c¢esitli biyolojik 6zelliklere sahip
olduklar1 bilinmektedir. Bu ¢alismada Salvia sclareoides Brot. bitkisinin toprak tistii
kisimlarindan  elde edilen ekstrelerin  kimyasal bilesimleri, toksisiteleri,
biyoaktiviteleri ve in vitro gastrointestinal kosullar altinda stabiliteleri arastirilmistr.
Stiperkritik akiskan ekstrenin bilesimi GC ve GC-MS ile belirlenirken, infiizyon
bilesenlerinin tanimlanmasi1 HPLC-DAD ve LC-MS cihazlar1 ile yapilmustir. Her iki
ekstrenin (0-2 mg/mL) in vitro sitotoksisitesi, MTT analizi ile Caco-2 hiicre
hatlarmda degerlendirilmistir. Antienflamatuar ve antikolinesteraz aktiviteleri,
siklooksijenaz-1 ve asetilkolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu ile belirlenirken, -
karoten/linoleik asit testi ve DPPH testleri antioksidan aktiviteyi degerlendirmek igin
kullanilmistir. Infiizyon ekstresi, siklooksijenaz-1 enzimini (ICso = 271.0 pg/mL) ve
asetilkolinesteraz (ICso = 487.7 pg/mL) enzimlerini inhibe ederken, DPPH (ICso =
10.4 pg/mL) ve B-karoten/linoleik asit (ICsp = 30.0 pg/mL) yontemlerinde giclii
antioksidan aktivite gostermistir. Noroprotektif, antienflamatuar ve antioksidan
ozelliklere sahip bir biyoaktif icerik kaynagi olan S. sclareoides bitkisinin inflizyon
ekstresi in vitro sindirimden sonra bilesiminde ve biyoaktivitelerinde Onemi

degisiklikler gdozlenmemistir (69).

Fitocografik cesitliligin, tibbi bitkilerde sekonder metabolitlerin regiilasyonu
lizerinde asa81 yukari etkisi vardwr. Salvia miltiorrhiza'daki ikincil metabolitler
iizerindeki ¢evresel faktorlerin Cin'in dogal habitatlarinda farkli topografik kosullar
ile etkileri analiz edilmistir. Kemotipik varyasyon, topraktaki mikro besinlerden
ziyade iklim faktorleriyle de baglantili olmustur. Veriler, tansinonlarin fenolik
asitlerle karsilastirildiginda ekolojik faktorlerdeki degisikliklerden etkilenme
ihtimalinin daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Tansinon igerigi, yillik giines
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15181 siiresi ile pozitif korelasyon gosterirken (korelasyon katsayilar1 0,379 ile 0,730,
p < 0,01 ile 0,05) yillik ortalama sicaklikla (korelasyon katsayilar1 -0.358 ile -0.718,
p < 0.01 ile 0.05 arasinda) ve yillik ortalama yagisla (korelasyon katsayilari -0.425
ile -0.679, p < 0.01 arasinda) negatif korelasyon gostermektedir. Salvianolik asit B(
korelasyon katsayilar1 -0.137, 0.084, 0.19), kafeik asit (korelasyon katsayilar1 -0.336,
0.246, 0.216, p < 0.05) ve rozmarinik asit’te (korelasyon katsayilar1 -0.518, 0.475,
0.493, p < 0.01) tersi durum bulunmustur. Mikro besinler arasinda, Ba, Al ve Mg
toprak konsantrasyonlar1 tansinon igerigi ile pozitif korelasyon gosterirken, ancak Pb
tanginon icerigi ile negatif korelasyon sergilemistir. Toplam N ve K, ¢ogu fenolik
asit tizerinde olumlu etkiler gostermistir. Ba, salvianolik asit B ( korelasyon katsayis1
-0.281) ve rozmarinik asit (korelasyon katsayis1 -0.367, p < 0.05) {izerinde belirgin
bir sekilde negatif ve dogrudan etkiler gostermistir. Toplanan 6rnekler arasinda S.
miltiorhiza'nin elit kemotipi, tanginonlar ve fenolik asitler gibi endiistriyel olarak
uygulanabilir sekonder metabolitlerin miktarlarma fito-cografik kosullarin
korelasyonunu ifade etmektedir. Bu durum fitocografik bolgelere benzer alanlarda
ticari talepleri karsilamak ve bu endiistriyel mahsuliin tarimsal kalkinmasi i¢in tarim
uygulamalarin1 tesvik etmek, yiiksek metabolit iireten numunelerin sahaya 6zel

olarak kesfedilmesine yardimci1 olmaktadir (70).

Cince de Dansen diye gegen (DS) ve S. miltiorrhiza Bunge'nin kurutulmus kokii
veya rizomu olan S. miltiorrhiza Radix et Rhizoma bitkisinin ana bilesenlerinin
fenolik asit ve diterpen oldugu belirlenmistir. Cince’de Honghua (HH) diye gegen,
Carthamus tinctorius L.'nin kurutulmus cicegi olan Carthami Flos genellikle
flavonoitler, yag asitleri, ugucu yaglar ve polisakaritlerden olustugu belirlenmistir.
DS, HH ve bitki ciftinin, koroner kalp hastaliklarmi, kronk kalp yetmezligini,
hipertansiyonu, adet bozukluklarini, serebrovaskiiler hastaliklar1 ve diger
kardiyovaskiiler hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilabilecegi bununla birlikte kani
aktive ederek tikaniklig1 engelleyebilecegi goriilmiistiir. Ren ve ark. kardiyovaskiiler
hastaliklarda antioksidan aktivite ile pihtilasmayla ilgili fibrinolitik sistem arasmdaki
iliskiyi arastirarak antioksidan enzim aktivitesi azaldigmda fibrinoliz aktivitesinin
zayifladig1 sonucunu elde etmislerdir. Khullar ve ark. hipertansif hastalarda glutatyon
gibi antioksidan maddelerde 6nemli bir azalma oldugunu bildirmistir. Yaptiklar1 bu

calsmanin amaciy, DH bitkisel ¢iftindeki aktif bilesiklerin 1,1-difenil-2-
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trinitrofenilhidrazin (DPPH) indirgeme yontemine gore radikal siipiiriicii etkilerinin
incelenmesidir. Ik olarak, DH bitkisel ¢iftinin farkli oranlardaki su ekstreleri (DS:
HH=1:0,0:1,1:1,2:1,3: 1, 5: 1, 1: 5, 1: 3 ve 1: 2) hazirlanmistir. Daha sonra DH
bitkisel ¢iftin ve tekli ilaglarm DPPH iizerindeki etkileri karsilastirimistir. DH
ekstraktlarmmn kimyasal analizi i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi
uygulanmistir. Tek ilaglarla karsilagtirildiginda, bitkisel ciftlerin ekstrelerinin
DPPH'ye gore daha yiksek temizleme oranina sahip oldugu bulunmustur. DH bitki
ciftinin ekstraktindaki 18 potansiyel aktif bilesik oldugu tahmin edilmistir ve
bunlardan 13'ti LC-MS analizi ile tanimlanmustir. DH bitkisel ¢iftinden sekiz saf
bilesigin antioksidan aktiviteleri, pozitif kontrol ilact olarak Vitamin C ve DPPH
indirgeme yontemi ile kanitlanmigtir. Bunlar arasinda danshensu dahil alt1 bilesik,
protokatesik asit, kafeik asit, klorojenik asit, rutin ve salvianolik asit A'nin yiksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (71).

Salvia thomasiinin (Giiney Italya) ugucu yag profilini arastirmak ve bu
taksonomik birimin S. fruticosa ile iliskisini degerlendirmek amaciyla bir ¢caliyma
yapimistr. Hidrodistillasyon ile elde edilen ugucu yag, gaz kromatografisi (GC) ve
gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile analiz edilmistir. Ana
bilesenlerin B-pinen, viridiflorol, 1,8-sineol, kafur, o-pinen ve trans-karyofillen
oldugu bulunmustur. Yag, DPPH, FRAP ve [B-karoten yontemleri kullanilarak
potansiyel antioksidan aktivitesi i¢in analiz edilmistir. Esansiyel yagm néroprotektif
etkisini taramak i¢in asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) inhibe
edici aktivite analizleri kullanilmigtir. Zayif morfolojik farklihklar1 ve acik cografi
ayrim1 gdz Oniine alarak, Italyan bitkisini alt tiirler diizeyinde Salvia fruticosa Mill
subsp. thomasii (Lacaita) Brullo, Guglielmo, Pavone & Terrasi olarak ele almay1

onermektedir (72).

Gaz kromatografisi ile belirlendigi iizere Murcia'da (Ispanya) yetistirilen Salvia
lavandulifolia (Vahl) bitkisinden elde edilen esansiyel yaglarmin (SIEOs) bilesimini
tarif edilmektedir. Bagil ve mutlak konsantrasyonlar, kiral bilesiklerin enantiyomerik
oranlar1 ve in vitro antioksidan, antienzimatik ve antimikrobiyal aktiviteler
belirlenmistir. SIEO'larin ana bilesenleri kafur, 1,8 sineol, kampen ve a-pinen ve ana

enantiyomerler (+) - kafur ve (-) - kampfen olarak bulunmustur. SIEO-3, ORAC,
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DPPH, ABTS ve azaltic1 giic yontemlerinde en yiiksek etkinligi gosterirken SIEO-1
ise en yiksek selatlama giiclinii gOstermistir. Lipoksijenaz ve asetilkolinesteraz
aktivitesi tiim SIEO'lar tarafindan inhibe edilebilir ancak lipoksijenaza karsi en aktif
bireysel bilesikler bornil asetat ve limonen olup asetilkolinesteraza karsi 1,8-sineol
oldugu belirlenmistir. SIEO'lar ve bazi bireysel bilesikler Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Candida albicans gibi mikroorganizmalar1 inhibe etmistir

(73).

Bitkilerden elde edilen dogal iiriinler, atalardan beri diinya ¢apinda ¢ok cesitli
hastaliklar1 tedavi etmek i¢cin kullanilmaktadir. Salvia (Sage) cinsinin bitkilerinin
cesitli hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisinde kullanildig1 bildirilmistir. Ozellikle,
baz1 Salvia tiirleri geleneksel tipta, Trypanosoma, Leishmania ve Plasmodium cinsi
gibi protozoan parazitlerinin neden oldugu hastaliklar1 tedavi etmek i¢in
kullanilmistir. Bilimsel ¢calismalar, bu bitkilerden izole edilmis ¢esitli bilesenlerin bu

patojenlere karsi etkinligini gostermistir (74).
3.4. Sekonder Metabolitler

Bitkilerin hayati fonksiyonlarmi yerine getirebilmek i¢cin gerekli olan lipitler,
aminoasitler, sekerler ve yaglar gibi primer metabolitlerden enzimatik yolla olusan
(75) ve bitkinin savunma mekanizmasinda yer alan sekonder metabolitler ilag etken

maddeleri olarak 6nemli yere sahiptir (76).

Klorofil+ CO, + Giines Is181

Folosentez
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Karbonhidratlar

Glikoz
Pentoz Devri
Fosfoenol Piruvik Asit
Sikimik asit Piruvik asit
Aromatik aminoasitler ___, Alkaloitler Asetil Koenzim A
v [ A
Sinnamik asitler Aminoasitler Sitrik asit
Y Malonil Koenzim A
l Yag asitleri
Flavonoitler l
Fenilpropanoit bilesikler Poliasetilen ler
Mevalonik asit
Poliketitler l
Fenolik Bilesikler Terpenoitler, Karotenoitler, Steroitler

Sekil 1.Sekonder metabolitlerin olusumu

3.4.1 Terpenler
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Dogal iriinlerin biiyiik bir kismii terpenler olustururlar (77). Terpenler sadece
hidrokarbon igerebildikleri gibi oksjjen iceren alkol, asit, keton ve aldehit grubuda
icerirler. Igerdikleri gruplara gore isimlendirilirler. Oregin oksijen iceren terpenler

terpenoit olarak adlandirilir. Salvia bitkisinin temel bilesenlerinden biridir.

Asetil CoA

|

MEVALONAT

|

[ZOPENTIL-PP

|

GERANIL-PP (C0) > MONOTERPENLER

[zopentil-PP

SESKITERPENLER

/ STEROITLER

~ TRITERPENLER

FARNESIL-PP (C;5)

Izopentil-PP DITERPENLER

v

GERANIL-GERANIL-PP (Cy)

\ KAROTENOITLER

Sekil 2. Terpen bilesiklerinin olusumu

3.4.1.1.Monoterpenler
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Iki izopren cekirdeginden birlesmesiyle olusan monoterpenlerde otuz sekiz gesit
yapiyla karsilagilmistir. Monoterpenlerden en ¢ok kullanilan yapilar a-pinen ve B-
pinen’dir. Monoterpenlerin farmasdtik ve tibbi 6zellikleri sebebiyle kullanimi vardir.
Icerdikleri bag sayis1 ve halka yapilar1 gdzoniine alinmak iizere {i¢ grupta incelenirler

(78).

Asiklik monoterpenler: Diiz zincir halindedir ve 3 c¢ift bag tasirlar. Optikce
aktiflikleri yapilarinda tasidiklari asimetrik karbon atomundan kaynakhdir. Sitral,

geraniol 6rnek verilebilir.

Asiklik monoterpenlerin oksijenli tiirevleri farmakognozik acidan daha

degerlidir.
OH
CH,OH | CHO
Sitronellol Linalol Sitral
(monoetilenik primer alkol) ( dietilenik tersiyer alkol) (dietilenik aldehit)

Sekil 3. Asiklik monoter penler

Monosiklik monoterpenler: Terpinen ve menton 6rnek verilebilir.
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229X

Limonen (C;oHjg) Terpinolen(C;oH;¢) o-felladren (C;oH;¢) B-felladren (CyoHi¢)
o p Y

Terpinen (C10H16)

Sekil 4.Monosiklik monoter penler

Bisiklik monoterpenler: Kamfen ve sabinen 6rnek verilebilir.

0 0

Sabinan Sabinen (C;oH;¢) Kamfan Kamfen (CyoHi¢)

Sekil 5.Bisiklik monoter pen ornekleri

3.4.1.2.Seskiterpenoitler (C15)
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Seskiterpenlerin biiyik bir kismu ugucu yaglarin igeriginde bulunur ve
farmakolojik etkilerinden sorumludur. Fitotoksik ve antimikrobiyal -etkilere
sahiptirler. Seskiterpen laktonlar temel olarak Astraceae familyasinda bulunur. Salvia
tirlerinde nadir olarak bulunurlar. Bunlarin da asiklik, monosiklik, bisiklik ve

oksijenli tiirevleri bulunur.

Azulen (bisiklik) Kadinen (bisiklik)

OH

Bizabolol (monosiklik) Farnesol (asiklik)

Sekil 6.Seskiterpen ornekleri

3.4.1.3. Diterpenler(C20)

Diterpen kelimesi yalnizca bilesimi C,oH3, olan ugucu yaglarin hidrokarbon
bilesenleri i¢in gegerli olmaktadir. Diterpen hidrokarbonlar1 dogal iirlinlerde nadiren
meydana gelmektedir. Bunun yerine tiirevleri seklinde bulunurlar ve bunlar
diterpenoitler olarak isimlendirilirler. Bitkiler aleminde yaygm olarak bulunan, 20
C’lu birgok farmakolojik kullanim ve etkiye sahip olan yapilardir. Diterpenler
kimyasal yapilarma gore asagidaki gibi gruplandirilabilir:
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Asiklik diterpenler: Ender bulunan diterpenler olup genellikle deniz {irlinlerinden
elde edilmektedir. Yesil algler linear yapidaki asiklik diterpenler i¢in bir kaynak

olusturmaktadr (79). Osimen, geraniol, farnesol tiirevleri ve oksepan diterpenler

bunlara ait 6rneklerdendir.

Monosiklik dite rpenler: Dogada en fazla bulunan ve en 6nemli monosiklik diterpen

Al vitamini (Retinol) dir.
CH; CH;4
CH,4 CH;

) NV g N

OH

CHj;

Sekil 7. Monosiklik diterpen A Vitamini

Bisiklik diterpenler: Labdanlar, klerodan ve neoklerodanlar olmak {izere iki grupta
incelenirler. Labdanlar 06zellikle Compositea ve Lamiaceae familyalarindaki
bitkilerde yaygm olarak bulunmaktadir. Bunlardan forskolin Coleus forskohlil
bitkisinden izole edilen ve antihipertensif etkisi saptanmis labdan yapisinda dnemli
bir bisiklik diterpendir (79). Klerodanlar ve neoklerodanlar baslica Teucrium tiirleri

olmak tizere, Ajuga ve Scutellaria tirlerinden de elde edilen ve insekt etki gosteren

bisiklik diterpenlerdir (80).

o

OAc

OH

Sekil 8. Bisiklik Diterpen Forskolin

Trisiklik diterpenler: Bu grubun baslica bilesiklerini abietan ve pimaran diterpenler

olusturur. Fosil regineleri lizerinde yapilan bir ¢caliymada biiyiikk miktarda abietan
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yapisindaki dehidroabietik asiti igerdigi belirlenmistir. Boylece bu yapilari iceren
bilesikler iizerine antibakteriyel aktivite calismalar1 yapilmis ve bu aktiviteye sahip
cok sayida bilesik izole edilmistir. Ozellikle Salvia tiirleri oksijenli abietanlarin ve
onlarm tiirev tiirlinlerini iceren zengin bir kaynak teskil etmektedirler (81). Pimaran
yapisinda trisiklik diterpen olan pimarik asit bilesigi bir¢ok bitkide tespit edilmistir.
Pinaceae recineleri de pimaran ve abietan yapisinda diterpenler bakimimdan oldukca

zengindir (82).

Dehidroabietik asit Pimarik asit

Sekil 9. Trisiklik diter penler Ornekleri

Tetrasiklik diterpenler: Bu gruba pek c¢ok degisik diterpen girmektedir. Cin
geleneksel tibbinda ¢ok genis bir kullanimi1 olan Rabdosia (Lamiaceae) cinsinden
cok sayida kauren yapisinda bilesik izole edilmistir. Bunlara bulyanin bilesigi 6rnek

gosterilebilir (83).
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>
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o
i

Sekil 10. Tetrasiklik Diterpen Bulyanin

Simdiye kadar bitkilerden az sayida beyeren, atiseren ve trakiloban yapisinda
tetrasiklik diterpen elde edilmistir. Gibberellinler bitkilerde yaygin olarak bulunan
bliylimeyi stimiile eden Onemli tetrasiklik diterpenlerdir. Kalmia angustifolia
bitkisinden elde edilen grayanotoksin yapisindaki kalmanol bilesigi kardioaktif
ozellik gdstermesi nedeniyle ilgi ¢gekmistir (79).

Makrosiklik diterpenler: Makrosiklik diterpenler sembran, jatrofan, dafnan,
ingenan, takson, fuzikokan, latiran olarak yedi smifa ayrilirlar. Tiitliin yaprak ve
ciceklerinden ¢ok sayida sembran yapisinda makrosiklik diterpen bulunmustur.
Euphorbia tirlerinden jatrofan ve ingenan yapisinda bilesikler elde edilmistir. Bu
cins dnemli biyolojik etkinlik gosteren makrosiklik diterpenler agisindan zengin bir
kaynak olusturmaktadir. Ornegin E. kamerunica bitkisinden elde edilen ingenan
yapisindaki ingol esterlerinin sitotoksik etkileri belirlenmistir (84). Taksonlar ise
onemli biyolojik aktiviteler gosteren makrosiklik diterpenler olup o6zellikle Taxus
tirlerinden elde edilen makrosiklik diterpenlerin bir kismu alkaloit yapida
olduklarindan dolayr kuvvetli antitimor etki gostermistir. Bunlardan taksol
Amerika’da kanser tedavisinde klinikte kullanilmakta olup basarili sonuglar elde

edilmistir ve bu nedenle yarisentez yoluyla da elde edilmektedir (85).
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3.4.1.4. Triterpenler

Triterpenler karakterizasyonu zor olan yapilar olup alt1 izopren ¢ekirdeginden

olusan, 30 C’lubilesiklerdir. Triterpenler izolasyonu ana ayirma yontemlerinden olan

TLCve GLC teknikleridir.

X
Et
OH OH

Stig masterol Sitosterol

Sekil 11.Triterpen Ornekleri

ve oleanolik asit en yaygm bulunan

Salvia bitkisinde ursolik asit
triterpenoitlerdir ve S.officinalis L. bitkisinden elde edilmistir. Sonrasinda yapilan

calismalarda S. Virgata Jacq. bitkisinden elde edilen bilesikler asagida verilmistir.

N
\\
R

COOH
COOH

“
HO 3
.
=

2B,3p,1 la-tri hidroksiolean-13(18)-en
Ursolik asit; R=H,R;=R,=Me, R3;=H
Oleanolik asit; R= R;=H, Ro.=R3=Me
Virgatik asit; R=0, Ri=H, R,=Rs=Me

Sekil 12.Salvia Tiirlerinden Elde Edilen Baz Triter penlerin Yapisi
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3.4.2.Steroitler

Tim steroid molekiilleri, bir trisiklik aromatik hidrokarbon olan doymus
fenantren tiirevleridir. Her steroid molekiiliiniin temel yapist ayni zamanda

kaynagmis bir siklopentan halkas1 igerir.

Sekil 13. Steroitlerin iskelet yapisi

Bitki kaynakl steroitler cogunlukla 5.C’da ¢ifte bag, 17.C’da yan zincir, 3.C’da
OH tasrlar. 3.C’daki hidroksil grubu, halkadaki metillerle dik a¢1 yaptiklari takdirde
A ve B halkalar1 cis halinde birlesirler. Yan zincirin konfiglirasyonunda ise
steroitlerin yapisinda ¢ogunlukla g seklindedir. C ile D, B ile C halkalari cogunlukla
trans olarak kaynasirlar (86).

Z
2
2
.
2
2

Sekil 14. Kolesterol
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3.4.3 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, yapilarinda en az bir tane hidroksil grubu tasiyan hos kokulu
bilesikler olup bitkilerin sekonder metabolizma {riinleri olarak gosterilirler.
Flavonoitlerin serbest radikalleri yakalama (86), serbest radikal zincirini kirma,
bakmr, demir gibi elementlerle selat yapma, trombositlerin toplanarak birlesmesi ve
damar sertligini engellemesi gibi sayabilecegimiz bir¢ok dzellikleri bulunmaktadir.
Komnjiige yapilarnin ve hidroksil gruplarmin hidrojen verici yapida olmasi, bu
yapilara antioksidan nitelik kazandwriken radikal olusumunda etki gosteren
ksantinoksidaz, lipoksigenaz enzimleri iizerinde inhibitor etki gosterirler (87-89).
Fenolik bilesiklerin ilaglarmn bilesimine girmeleri, antimikrobiyal etkileri ve
bagisiklik sistemi iizerinde giliclendirici etkileri gibi 6zellikleri belirgindir (90).
Fenolik bilesikler sebze ve meyvelerde az miktarlar var olan, benzen halkasi
bulunduran yapilardir. Bitkisel kaynakli fenolik bilesikler; fenolik asit ve flavonoit
olarak smiflandirilir. Fenolik asitler; benzoik ve sinamik asitler olarak alti1 bélime
ayrilirken; en kapsamli grup olan flavonoitler ise izoantosiyanidinler,
lokoantosiyanidinler ve proantosiyanidinler, flavanonlar, flavonlar ve kateginler
olmak tizere 5 alt grupta incelenirler (91). Fenolik bilesikler yapilarindaki karbon

atomunun sayisina gore gruplandirilirlar.
3.4.4. Flavonoitler

Flavonoitler fenolik bilesikleri ¢indekien 6nemli gruptur (92). Bugiine kadar bes
binden fazla flavonoit belirlenmistir. Hisil ve Cam (93) flavonoitlerin bitkilerin
fotosentezle meydana getirdikleri ve yasamsal fonksiyonlari i¢in yaralandiklari
karbonhidrat, aminoasitler gibi birincil metabolitlerden olustuklarmi tespit
etmislerdir. Flavon bilesiklerinin yapisal agidan atioksidan 6zelliklerinin nedenleri

asagida kisaca belirtilen maddelerden oldugu diisiiniilmektedir (94).

1. Yapi lizerindeki hidroksil gruplari, hidrojen vererek redoks reaksiyonuna

girebilmektedirler, sonu¢ olarak bu durum serbest radikaller aleyhine bir durumdur.

2. Heterosiklik, ¢oklu doymamis ve aromatik baglardan olusan yapilari

sayesinde dayanikli bir delokalizasyon diizeni meydana gelir.
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3. Metal kelatlama kapasitesi bulunan yapisal gruplar1 araciligiyla O~ ve OH™

gibi reaktif oksijen ¢esitlerinin olusumunu engelleyebilmektedirler.

Farmasotik olarak dnemli kabul edilen bitkilerin birgogunda flavonoitlerin aktif
maddeler oldugu iizerinde durulmaktadir. Bitkilerde ¢ogunlukla glikozitler halinde

bulunan flavonoitler kimyasal stabiliteye sahip bilesiklerdir (94).

Biyosentez arastirmalarindan ¢ikan sonuglara bakildiginda fenil alanin benzeri
aminoasitlerin enzimatik deaminasyonlarmdan meydana gelen sinnamik asit benzeri
malonil koenzim A ile birleserek flavonoitleri olustururlar. Karbon iskelet yapis1 Co—

C3—Cs gibi olan flavonoitlerin ana iskeleti 15 karbondan olusur (95).

o O ‘ O O
O OH
0) (0]

Flavanon Dihidroflavonol

Izoflavon Auron Kalkon Antosiyanidin

Sekil 15. Flavonoit iskeletleri

3.4.5. Yag asitleri

Bir hidrokarbon zinciri igeren karboksilik asitler olan yag asitleri viicutta iki
onemli rol istlenir; birincisi yapist ¢ok karigikk membran lipidlerinin bir bileseni
olmasi, ikincisi triagilgliserol halinde birikerek yaglar en 6nemli yapilarindan biri
olmasidr. Doymamis ve doymus yag asitleri, seker tiirevleri (glikolipitler), uzun
zincirli alkoller, gliserol (kat1 ve s1v1 yaglar), fosfor iceren molekiillerle (fosfolipitler)

esterlesmis olarak meydana gelmektedirler.
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3.5.Antioksidanlar

Yakin zamanda yapilan arastirmalarda reaktif oksijen ve nitrojenden dolay1
olusan oksidatif stresin romatoid artrit, diyabet, katarakt ve kanser gibi birgok
inflamatuvar ve dejeneratif rahatsizliklara neden oldugu ispatlanmistir. Canl
sistemler, farkli sebeplerle (UV, kimyasal oksidanlar veya endojen etkenler) yiiksek
seviyede olusan serbest radikallerle bu radikallerin temizlenmesinden sorumlu
endojen ve disaridan alman antioksidanlar arasimda 6nemli bir denge vardir. Bu
dengenin oksidanlar tarafinda bozulmas1 durumuna oksidatif stres denir ve bu birgok
hastaligin ¢ikis noktasinda yer alir. Endojen antioksidanlarin yetmedigi durumlarda,
organizmanin oksidatif stres olusumunu engelleyebilmesi i¢in eksojen antioksidan
alarak desteklenmesi gerekir. Eksojen antioksidanlar genellikle yiyeceklerle,destek
ilaglarla almabilen etkisinin antioksidan sistemi direkt ya da indirekt olarak gosteren

molekiillerdir.

Oksidatif stresin olusmasmi destekleyen reaktif azot ve oksijen tiirleri gibi

yapilardir (96).

Antioksidanlar
/ ™~
Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
/ \ BHT, BHA, Troloks ve gesitli
selat olusturucu sentetik maddeler
Enzimatik Enzimatik olmayan
SOD Endojen / \ Eksojen
Katalaz Glutaty on E Vitamini
Glutaty on rediiktaz Seruloplazmin B-Karoten
Glutaty on-S-transferaz Biliiribin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoitler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Tablo 1. Antioksidanlarin simflandirilmasi
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3.5.1.Antioksidan aktivite tayin metodlari
Antioksidan aktivitenin belirlenebilmesi i¢cin kullanilan metodlardan bazilar1

asagida verilmistir:
e (CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) metodu (97).
e FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicii) metodu (98).
e Folin Ciocalteu metodu (99).
e TRAP (Toplamradikal tutma parametresi) metodu (100).
e Luminol metodu (101).
e DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) metodu (102).
e DPPH serbest radikali giderim aktivitesi metodu (103).
e f-Karoten renk agilim metodu (104).
e ABTS katyon radikali giderim aktivitesi metodu (105).

3.6.Alzheimer Hastahg:

Alman psikiyatr ve ndropatolog Alois Alzheimer tarafindan adlandwrilan bu
hastalik hafiza kaybi1 ile karakterizedir. Genellikle yetmisli veya seksenli yaglarda
hastanin giinliik kullandig1 esyalari, stirekli kullandigr yollar1 ve ¢evresindeki
insanlar1 unutmaya baglamasiyla ortaya ¢ikar. Kadinlarda bu hastaligin goriilme
olasilig1 erkeklerden daha fazladwr. Alzheimer hastaliginin serbest radikallerle olan
ilgisi serbest radikallerin beyin ndronlarma yaptig1 hasarlardan kaynaklanir ve
noronlarda meydana gelen bu hasarlar Alzheimer hastaliginin sebebi olarak
goriilmektedir. Alzheimerli insanlarda beynin hippokampus ve neokorteks gibi
yiiksek zihinsel fonksiyonlarindan mesul kisimlarinda beyin hiicrelerinde f-amiloid
plaklar ad1 verilen protein birikimi olur. Bu degisimler baz1 ndrolojik hastaliklarin

yaninda hafiza kaybida goriilen fonksiyon bozukluklarma sebep olmaktadir.
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3.6.1. Asetilkolinesteraz butirilkolinesteraz inhibitorleri ve etki mekanizmalar

Alzheimer hastaliginin 6ncelikli tedavisi semptomlarina yonelik olup hastaligin
hafiza ve biligsel belirtilerine odaklanilir. Tkincil tedavisinde hastahign ilerleyisiyle
ortaya ¢ikan bunalti, depresyon, ajitasyon ve uyku bozuklugu gibi belirtilerinin
giderilmesini hedefleyerek hastanin yasam kalitesini arttirmaktir. Birincil bunama
tedavisinde amag hastaligin biligsel belirtilerinde iyilik, olmazsa hastalhigin gidisatin

engellemek, hic olmazsa yavaglatmaktir.

ABD’de FDA Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢cin sadece Kkolinesteraz
inhibitorlerini tasdiklemistir. Kolinesteraz inhibitérlerinden Amerika’da ve Avrupa’da

piyasada olan ilaglar donepezil ve takrin’dir.
3.7. LC-MS/MS

LC / MS sistemleri, geleneksel olarak analiz edilmesi zor olan numunelerin
analizini kolaylagtirr. GC/MS’in kullanisliligina ragmen ¢ogu bilesigin GC/MS ile
analiz edilmesi imkansizdr. LC/MS, kiitle spektrometrisinin etkili analitik
kullanomindan dolay1r ¢ok daha fazla sayida organik bilesige hitap eder. Analit
molekiillerine ¢cok az 1s1 verilir veya hi¢ 1s1 verilmez, bu nedenle ¢ogu organik
bilesige LC ve LC/MS bazh yontemler uygulanabilir. Ornek tipleri kiigik farmasotik
bilesiklerden biiylik proteinlere kadar ¢esitlilik gosterir. LC/MS ‘in GC/MS'den ¢ok
daha yaygmn bir yontem olmasi biiyikk, polar, iyonik, termal olarak dengesiz
bilesiklerin analizi i¢in uygun olmasindan kaynaklanir. Bu bilesiklerin bazilary,
GC/MS'e uygun hale getirilebilir. Ancak LC/MS tiirevlendirme ile zaman alan

kimyasal modifikasyon ihtiyacini ortadan kaldirir.

3.8. LC-MS/IT-TOF

Halen piyasada birka¢ cesit LC/MS cihazi bulunmaktadir. Tekli dortli ve iglii
dortlii aygitlar 6ncelikle nicel analiz i¢in kullanilirken iyon tuzagi, LC-TOF ve Qq-
TOF aygitlar1 dncelikle nitel analiz igin kullamlir. Uglii dért kutuplular, diger kiitle
tirlerine kiyasla dismelerine ragmen, kiitle dogrulugu ve c¢oziiniirliik agisindan
spektrometreler nicel analiz i¢in mikemmel araglardir. Yapilar1 MS'i

desteklemediginden Qq-TOF cihazlarmm MS veya daha st bir performans
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gdstermelerinin miimkiin olmayis1 bir dezavantaj sergilemektedir. Ote yandan, Qq-
TOF yukarida belirtilen cihaz tiirlerine gore mikemmel ¢oziiniirlik ve kiitle
dogrulugu sunar. Hem bir iyon tuzagmm MS yetenegine hem de bir TOF'un
milkemmel ¢oziiniirliigiine ve kiitle hassasiyetine sahip olan LCMS-IT-TOF yeni bir
tiir hibrit kiitle spektrometresidir. LCMS-IT-TOF, temel bilesim ve yapisal analizin

ongoriilmesinde yeni kapilar agar.
3.9. GC/MS

GC/MS, kimyasal karigimlarini analiz etmek i¢in tek bir yontem olusturmak i¢in
bir araya getirilen iki tekniktir. Gaz kromatografisi bir karigimin bilesenlerini aymrir
ve kiitle spektroskopisi bilesenlerin her birini ayr1 ayr1 karakterize eder. iki teknigin
birlestirilmesiyle, birka¢ kimyasal igceren bir ¢cdzelti hem niteliksel hem de niceliksel

olarak degerlendirilebilinir.

Karigimdaki bulunan her madde GC kolonundan ¢iktiktan hemen sonra kiitle
spektrometrisine girmektedir. Bu asamada elektron bombardimanma maruz kalan
ornek molekiilleri parcalanir sonrasinda molekiiler iyon meydana gelir. Sonug olarak
bu kisimda kiitle spek trumu elde edilir. Bu sayede, orijinal karigimda bulunan her bir
bilesenin ayrilip kiitle spektrumlarmm kaydedilmesi olduk¢a 6nemli bir avantajdir.
GC/MS yonteminin karigimlart ayrma ve her bilesenin yapist hakkinda bilgi
saglama yetenegi onu analitik, organik sentez ve adli tip laboratuvarlarinin

vazgecilmez aract haline getirmistir (106).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Bitkisel M ateryaller

Salvia pseudeuphratica (Resim 1) yapilan arazi taramalarinda "B7 Elazig:
Kaban ile Maden arasi, Keban’ a 5 kmkala, Kayalik-tashk kalkerli yamaglar, 890 m,
38°46'57" N, 38°46'15" E, 14 Temmuz 2015, M. Fmrat 32584(VANF)"
lokasyonunda, bitkiden 5 kg almarak g6lgede kurutulmus ve herbaryum ornekleri
M.Frat dubletleri ile Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumuna

(VANF) konmustur.

2015 yilinda ilk arazisinde toplanan Salvia pseudeuphratica tiirii 2016 ve 2017
yilinda da ayni lokaliteden 300 "er gram topland1 (Tablo 2).

Tablo 2. Salvia pseudeuphratica Bitkisinin Toplanma Yerleri Ve Her bar yum Numar alar1

Toplanma Herbaryum
Bitki Toplanma Yeri
Zam ani Numarasi

B7 Elazig: Keban ile Maden arasi, Keban’ a 5 km
kala, Kayalik-taslk kalkerli yamaglar, 890 m,

14Temmuz2015 M. Fiat 32584
Salvia pseudeuphratica Rech. 38946'57" N, 38°46'15" E
(VANF)

B7 Elazig: Keban ile Maden arasi, Keban’ a 5 km .
25 Haziran 2016 M.Firat
Salvia pseudeuphratica Rech. kala, Kayalik-taslk kalkerli yamaglar, 890 m,
32686(VANF)

38°%46'57" N, 38°46'15" E

B7 Elazig: Keban ile Maden arasi, Keban’ a 5 km M.Firat

kala Kayalk-taslk kalkerli yamaglar, 890 m, 13 Haziran 2017 33832(VANF)

Salvia pseudeuphratica Rech. 38%6/57" N, 38°46'15" E
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Resim 1. Toplanan Salvia pseudeuphratica’nn fotogr aflari

4.2. Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Salvia pseudeuphratica tiiriiniin 6n biyolojik aktivite deneylerinde kullanilmak
tizere kloroform ve etanol ekstreleri hazirlandi. Genel olarak etanol ekstre veriminin
kloroform ekstre veriminden yiliksek oldugu belirlendi (Tablo 3). Ayrica Salvia
pseudeuphratica bitkisi az miktarda ¢igek, yaprak, dal ve kok seklinde kisimlara
ayrildi. Bu kisimlarm LC-MS/MSte fenolik icerigin miktarsal tayini i¢in etanol
ekstreleri hazirland1. Bu kisimlardan 6zellikle yaprak ve ¢igek esktrelerinin veriminin
dal ve kok ekstre veriminden daha yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 3). izolasyon
calismalar1 i¢in toplanan Salvia pseudeuphratica tirii kok ve toprak Ustii kisimlara
ayrilarak golgede kurutuldu. Bu tiirlerin kloroform ve etanol ekstreleri hazirlandi
(Tablo 3). Ozellikle izolasyon c¢alismalar1 icin klorofil ve tiirevleri ¢ok ciddi
problemlere yol agmaktadir. Genel olarak toprak tistli kistmlardan hazirlanan etanol
ekstrelerinin veriminin daha yiiksek oldugu gorilmektedir. Ayrica yag asidi
bilesimini GC-MS ile belirlemek i¢cin petrol eteri ekstreleri hazirland1 (Tablo 3).
Ayrica elde edilen tiim ekstrelerin ¢oziiciileri rotary evaporatorde uguruldu.

Coziicliden kurtarilan ekstreler tartilarak % verim hesaplar1 yapild1.
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Tablo 3.0n Biyolojik Aktivite Deneylerinde, LC-MS/MS ile Fenolik Madde Analizi icin,

izolasyon Calismal ar1 icin, Yag asidi analizi icin Kullamlac ak
Salviapseudeuphratica’dan Hazirlanan Ekstrelerin Verimleri
Tiir Kodu Kuru Miktar (g) Ekstre (g) % Verim
On Biyolojik Aktivite Deneyleri icin
Sabvia pseudeuphratica (Karigk-Etanol) SP-KE 52,86 240 4,54
Salvia pseudeuphratica (Karigik-Kloroform) SP-KK 39,18 1,60 4,08
LC-MS/MS ile Fenolik Madde Analizi icin
Salvia pseudeuphmnatica (Cigek) SP-C 8,70 1,15 3,18
Salvia pseudeuphratica (Yaprak) SP-Y 9,10 1,08 11,90
Salia pseudeuphratica (Dal) SP-D 13,00 0,14 1,10
Salvia pseudeuphratica (Kok) SP-K 33,15 0,78 235
izolasyon Calismalari icin
Sabia pseudeuphmntica (T.U-Etanol) SP-TUE 1325 88,30 6,66
Salvia pseudeuphratica (Kok-Etanol) SP-KE 1585 31,83 2,01
Salvia pseudeuphratica (T .U-Kloroform) SP-TUK 1325 45,65 344
Salvia pseudeuphratica (Kok-Kloroform) SP-KK 1585 24,94 1,57
Yag asidi analizi icin
Salvia pseudeuphratica SP-PE 50 - 0,98 (2015)
Salvia pseudeuphmnatica SP-PE 50 - 1,08 (2016)
Sabvia pseudeuphratica SP-PE 50 - 1,06 (2017)
!Rarls K. BIKNIN (UM KIS miar!
4.3. Toplam Fenolik ve Flavonoit Miktar Tayini
Ekstrelerin total fenolik icerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi aracilifiyla

pirokatekole esdeger olarak saptandi (107). 100 ppm’lik pirokatekol ¢ozeltisi
hazirlanarak buradaki ¢ozeltiden O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 uL civarinda almarak
hacimleri distile su ile 184 upL'ye tamamlandi. Calbgilacak bitkilerin etanol
ekstrelerinin 1000 ppm yogunluktaki ¢ozeltileri yapildi. Bir miligram ekstre
barindiran 6rnek c¢ozeltilerinden 4 pL almarak distile su ile 184 pL'ye tamamlandi
Pirokatekol ¢ozeltileri ve orneklere 4 pL Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ve 3 dk
sonra %2’ lik Na2CO3 ¢ozeltisinden 12 pL ilave edildi Karigim 2 saat boyunca oda
kosullarinda birakildiktan sonra Orneklerin absorbanslar1 760 nm'de okundu.
Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen
esitlikle saptand1 (Sekil 16).
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Sekil 16. Toplam fenolik ol¢ii egrisi
Absorbans = 0,0123x + 0,0349 (R*:0,9916)

Hazirlanan ekstrelerin toplam flavonoit icerikleri kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat metodu ile belirlendi (108). 1000 ppm'lik kersetin ¢Ozeltisi
hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 ve 8 uL alinarak hacimleri %80 lik
etanol ile 192 pL'ye tamamlandi. 4 uL 1 M potasyum asetat eklendi ve bir dakika
sonra 4 pL %10 luk aliiminyum nitrat ilave edildi. 40 dakika inkiibasyon siiresinden
sonra 415 nm'de mikroplaka reader ile absorbanslari okundu. Calisilacak bitkilerin
etanol ekstrelerinin tek konsantrasyonda (1000 ppm) hazirlanan ¢dzeltilerinin de
absorbans degerleri okundu. Ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri, standart kersetin

grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Toplam flavonoit él¢iim e@risi

Absorbans = 0,0232x + 0,0379 (R*:0,9975)

4.4.Antioksidan Tayin Yonte mle ri
4.4.1. p-Karoten renk acihim y 6ntemi

Ekstrelerin 1000 ppm’lik ¢ézeltileri hazirlanarak stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve
20 pL almarak distile su ile hacimleri 40 pL'ye tamamlanarak ve lizerlerine [-
karoten-linoleik asit ¢Ozeltisinden her bir 6rnege 160 pL ilave edilir edilmez
mikroplaka reader ile baslangic absorbanslari 490 nm'de oOlgiildi. Hazirlanan
¢ozeltiler 50°C de 120 dakika bekletildi (109). Bu siire sonunda absorbanslar tekrar

olgiildii. B-Karotenin renk a¢ilim orani asagidaki formiil ile hesaplandi
R = In (a/b)/t

In: Dogal logaritma, a: Baslangic absorbansi, b: 2 saat inkiibasyondan sonraki

absorbans, t: Zaman (dakika)

Toplam antioksidan aktivite, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki

denklem kullanilarak hesaplanmustir.
Toplam Antioksidan Aktivite (%inhib isyon) = [(Rxontrol — Romek) / Riontro1] X 100

Riontror: Kontroliin renk agilim orani, Rimek: Orne gin renk acilim orani
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4.4.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yonte mi

Ekstrelerin ve saf maddelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullamlarak belirlendi (110). Orneklerin etanol
¢oziiciistinde 1000 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirland1. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10
ve 20 pL almarak etanol ile hacimleri 40 pL'ye tamamland1 ve iizerlerine 0,1 mM
DPPH c¢o6zeltisinden 160 pL ilave edildi Hazirlanan ¢ozeltilerin oda sicakliginda
karanlkta 30 dakika inkiibbasyondan sonra 517 nm'de absorbanslar1 6l¢iildii. Elde
edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi Orneklerin
absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi

(% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
% Inhfbisyon = (Axontrol — Asmek) / Axontrol X 100A: Absorbans
4.4.3. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yonte mi

Ekstrelerin ve saf maddelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit) kullanilarak belirlendi (110). Orneklerin
etanol ¢oziiciisiinde 1000 ppm' lik stok ¢dzeltileri hazirlandi Bu stok ¢ozeltilerden 2,
5, 10 ve 20 pL alnarak etanol ile hacimleri 40 pL'ye tamamlandi ve iizerlerine 7
mM ABTS katyon radikali ¢6zeltisinden 160 pL ilave edildi. Reaksiyon karanlikta 6
dakika bekletildikten sonra 734 nm’de absorbanslar1 dl¢iildii. Orneklerin absorbans
degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. ABTS katyon radikal giderim aktivitesi (%o
inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesapland:.

% InhﬂDiSyon = (Akontrol - Aémek) / Akontrol x 100
4.4.4. CUPRAC yontemi (Bakir (II) iyonu indirge me antioksidan kapasitesi)

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varhiginda Cu(Il)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(I)-Nc kelatina indirgenmesi saglandi ve bu
kelatm 450 nm“de absorbans1 6l¢iildii. Son konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 pg/mL
olacak (67-x pL) sekilde 1000 ppm lik hazirlanan 6rneklerin stok ¢ozeltilerinin ve
standartlarin tizerine, 61 pL 0.01 M CuCl, 61 pL 0.0075 M neokuproin ve 61 pL 1
M NH;OAc tamponu ilave edilirek ve 1 saat sonra 450 nm“de absorbans 6l¢iildii
(111). Orneklerin absorbans degerleri standartlara kars1 degerlendirildi.
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4.5. Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Antikolinesteraz aktivite Ellman metoduna gore yapildi (112). Asetilkolinin
AChE tarafindan tiyokoline pargalandiktan sonra, tiyokolinin sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonunu vermek tizere 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile
reaksiyon verdigi kolorimetrik bir metoddur, bu deneysel islem 96 kuyucuga sahip

mikroplaka plate de yapildi.
4.5.1. Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE) Aktivite Testi

Asetilkolinesteraz enziminin kullanildig1 aktivite testinde substrat olarak
asetiltiyokoliniyodiir kullanildi. Sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun derigimi
412 nm’de mikroplaka reader ile 6l¢iildii. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat
tamponu (pH=8), ekstrelerin etanolle 4000 ppm derisiminde hazirlanan
cozeltilerinden 10 pL ilave edildi ve sonra 20 pL enzim ¢dzeltisinden eklendi
Hazirlanan ¢ozelti 10 dk stire ile 25°C de inkiibe edildi ve 10 dk sonra 20 uL. DTNB
reaktifi ve subsrat eklendi. Kullanilan standart bilesigi ise galantamindir. Hazirlanan
mikroplaka Elisa okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okundu
ve Asetilkolinesteraz enzim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki denklem ile

hesaplandi Her bir numuneden paralel ii¢ ¢aligsma yapild1.
% hlhlbiSy0n= (Akontro]_ Anumune) / Akontrol x 100
4.5.2. Butirilkolinesteraz enzimi (BChE) aktivite testi

Asetilkolinesteraz enzim (AChE) aktivite testindeki metot izlendi Farkli olarak
butirilkolinesteraz aktivitesi igin enzim olarak butirilkolinesteraz enzimi, substrat ise
butiriltiyokolin iyodiir kullanildi. Hesaplamalar asagidaki denkleme gore yapildi Her

numuneden paralel ti¢ caliyma yapildu.
% h'lhlbisyon = (Akontrol_ Anumwe) / Akontrol X 100
4.6. LC-MS/MS Cihaz ve Kromatografik Sartlar

LC-MS/MS analiz metodunda kullanilan degiskenler (alikonma zamani (RT),
ana (parent) iyonlar: standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), belirleme

katsayis1 (R%), bagil standart sapma (RSD), gozlenebilme ve tayin alt smirlari
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(LOD/LOQ (pg/L)), 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2) (U (%))
Tablo 4,5°de verilmistir.

LC-MS/MS metodunda kullanilan kimyasallarin smiflarim1 15 adet fenolik asit,
17 adet flavonoit, 3 adet fenolik olmayan organik asit, 1 adet fenolik aldehit, 1 adet

benzopiran seklinde sralayabiliriz.

37 Fitokimyasalin kalitatif ve kantitatif analizinde kullanilan LC-MS/MS
sistemi; Shimadzu Nexera model UHPLC cihaz1 ile Shimadzu LCMS 8040 model

ticlii kuadrupol kiitle spektrometre cihazinmn birlesiminden olusmaktadr.

Uclii kuadrupol kiitle spektrometresi hem negatif hem de pozitif modda ¢alisan
bir ESI (elektrosprey iyonlastirma) kaynagi ile donanmmhidir. Kiitle
spektrometresinde optimize edilen diger parametreler sunlardir: ara yiiz (interface)
sicakligr; 350 °C, DL sicakhgi; 250 °C, heat block sicakligi; 400 °C, nebulizer gaz
(N») akist; 3 L/dk ve kurutma gazi (N») sicakligt; 15 L/dk.
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Tablo 4.LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler

"No  Analifer =~ RT"  Ana  Parcalanma  lyon  Kalibrasson =~ R*  RSD%®  Lineeritt =~ LOD/OQ Geri Kazanm (%) U
fyon(m/ iyonlan Modu Denklemi Aymi Farkh Arah@ (ng/L)¢ Aym Farkh
2)" Giin Giinler  (ng/L) Giin Giinler
1 Kumarmn 17.40 147.05 91.0-1032 Poz y=33.64%x-89700 0994 0.01306 001239 100020000 20842284 0.99947 1.00081 0.0237
2 Hesperidin 12.67 610.90 303.1465.1 Poz y=1340.27x-43769 0.998 0.00945 001126  25-1000 34/4.2 101733 101263 0.0262
3 p-Kumarik asit 11.53 162.95 1193933 Neg y=3199.20x+13002 0992 001820 001727  25-1000 7.3/9.1 1.00617 1.01224 0.0516
4 o-kumarik asit 15.45 162.95 1194933 Neg y=1219.34x-10915 0.999 0.02730 002566  25-1000 24.4/31.1 098344 099061 0.0513
5 Gallik asit 3.00 168.85 1252-792 Neg y=226.76x+38152 0.998 001601 001443  250-10000 95.5/106.9 1.00004 1.00454 0.0282
6 Kafeik asit 8.80 178.95 1352-134.3 Neg y=3963.32x+178156 0.998 001454 001469  25-1000 18.4122 4 1.00917 098826 0.0354
7 Vanilik asit 857 166.90 152.3-108.3 Neg y=35.84x-12097 0.999 0.00528 000619 100020000  1222/139.7 1.00093 1.04095 0.0508
8 Salisilik asit 11.16 136.95 93.3-65.3 Neg y=5286.26x+309192 0.989 001016 001242 25-1000 5.0/6.5 1.00989 099013 0.0329
9 Kinik asit 1.13 190.95 85.3-93.3 Neg y=41.06x+10671 0996 0.00259 000274  250-10000 75.8/194 1.00288 098778 0.0082
10 4-OH-benzoik asit ~ 7.39 136.95 93.3-65.3 Neg y=409.03x+112079 0.998 001284 001538  250-10000 33.2/38.1 0.99662 1.00058 0.0289
11 Ferulik asit 12.62 192.95 1783 Neg y=80.45%-31782 0997 0.00708 000619  250-10000 36.6/42.0 0.99987 1.00289 0.0494
12 Klorojenik asit 7.13 353.15 1912 Neg y=781.36x-18697 0.998 0.00058 000076  25-1000 62/8.1 1.00806 0.99965 0.0069
13 Rozmarinik asit 14.54 359.00 161.2-197.2 Neg y=909.67%-201692 0994 0.02014 001751 100-5000 6.6/8.8 099206 1.03431 00713
14 Protokatesik asit 493 152.95 108.3 Neg y=297.75x+30590 0995 001236 001296  100-5000 28.2314 0.99404 1.01070 0.0411
15 Sinnamik asit 25.61 147.00 103.15-77.3 Neg y=9.06x-12403 0996 0.00648 000816 500020000 821.8/859.7 1.00051 0.99927 00143
16 Sinapinik asit 12.66 22295 208.3-149.2 Neg y=141.96x-73294 0992 001446 001517  250-10000 78.7/86.1 1.00164 099962 0.0281
17 Fumarik asit 148 115.00 71.4 Neg y=64.99%-11592 0997 0.00536 0.00460  100-5000 28.1345 099748 0.99867 00124
18 Vanilin 10.87 151.00 1363922 Neg y=446.10x+70934 0.998 0.00696 0.00793  250-10000 44.3/53.1 0.99679 099611 0.0280

(*RT: Allkonma zamani, "Ana iyon(m/z):S tandard bilesiklerin molekiiler iyonlan (m/z oram), °R>: Belideme katsayisi, °RS D:Bagl standart sapma,  LOD/LOQ (ug/L):
Belirleme simiri/Tayin simri, f U (%): 95% gii ven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2))
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Tablo 5.LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (Devam)

No Analitler RT Ana Parcalanma iyon  Kalibrasyon R* RSD%* Lineerite LOD/LOQ  Geri Kazamm (%) U
iyon(m/ iyonlan Modu  Denklemi Aym Farkh Arah@ (ng/L)° Aym Farkh
7’ Giin Giinler (ng/L) Giin Giinler

19 Pirokatekol 648 109.00 1083591.3 Neg y=30 61 x+14735 0996 001313 001339 100020000 26112784 099987 099936 00235
20 Malik asit 123 133.00 1152-713 Neg  y=316.95x-42041 0999 000477 000527  250-10000  55.3/67.5 101266 099836 00113
21 Sirinjik asit 9.02 196.95 1822-167.3 Neg y=42 33x-52547 0996 001049 001345 100020000 21252333 099922 099977  0.0238
22 Hesperetin 31.76 30095 164.2-136.2 Neg y=876.67x+48916 0997 003209 002605  25-1000 5.6/6.9 098850 099435  0.0562
23 Naringenin 30.68 270.95 151.2-119.3 Neg  y=4315.1x+178410 0995 002054 002019  25-1000 5.4/6.4 099883 101002 00521
24 Rutin 12.61 60905  300.1-271.1 Neg y=561.91%-16879 0997 000473 000624  25-1000 55/6.5 100994 098017 00159
25 Kersetin 28.17 300.90 151.2-179.2 Neg y=1198.48x+480562  0.990 001589 001360  100-5000 23.31289 098470 100103 00543
26 Kersitrin 16.41 44715  301.1-255.1 Neg  y=339.39x+38910 0999 001528 002320  100-5000 22.0252 099726 100620  2.0079
27 Apigenin 31.43 26895 1173-151.2 Neg y=4548.36x1295252 0990 0.02304 002204  25-1000 54/6.3 101444 101331 0.0650
28 Krisin 36.65 25295 1433-119.4 Neg  y=2032.13x495593 0993 000490 000630  25-1000 5.4/6.2 100338 100437 20083
29 Likiritigenin 25.62 254.95 1193-135.1 Neg  y=2384.96x+59141 0,996 001849 001738  25-1000 55/6.6 100333 099957 00341
30 Tzokersitrin 1342 46300  300.1-271.1 Neg y=803 23x+4981 0,999 000682 000515  25-1000 54/6.3 100594 100722 00133
31 Apigetrin 16.59 43100 26822392 Neg  y=1775.55x491121 0993 001797 001607  25-1000 5.4/6.1 101394 100419 00597
32 Roifolin 16.11 57705  2692-211.1 Neg y=237.15x+11887 0,999 000747 001528  100-5000 23.1279 101046 101739 00941
33 Nikotiflorin 14.68 59305  285.1-255.2 Neg y=498 38x+79274 0991 0.00737 000875  100-5000 2241255 102558 100970  0.0276
34 Fisetin 19.30 28495 1352-121.3 Neg  y=54746x+274791 0991 000557 000820  250-10000  54.4/61.4 099877  1.00031 0.0148
35 Luteolin 28.27 284.75 1332-151.2 Neg y=3272.65x+150557 0997 0.00575 000696  25-1000 54/6.5 100772 099524 00174
36 Mirisetin 18.72 317.00 179.2-151.3 Neg  y=583.55x4205727 0,999 000652 000711  250-10000  53.2/572 099982 100042 00126
37 Kamferol 31.88 28475  255.1-117.3 Neg y=26.29x+87558 0992 001436 001070 100020000 20662143 099971 099851 0.0209
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4.7. GC-MS ile Yag Asidi Analizi Calisma Sartlan

Yiiz miligram yag 6rnegi, 0,1 M KOH ¢ozeltisi ve metanol (2 mL) i¢cinde 1 saat
geri dodiiren sogutucuda bekletilip ¢ozelti sogutulduktan sonra 5 mL su eklendi. Sulu
karigim, 0,5 mL HCI ¢6zeltisi ile notralize edilip ve hekzan: dietil eter (1:1; 3-5 mL)
karigmmu ile ekstre yapildi. Organik tabaka uzaklasarak ve su ile yikanarak (10 mL),
daha sonra susuz NapSOy iizerinde kurutuldu. Organik ¢oziicii rota evaporatdrde
uguruldu ve bunun sonucunda yag asidi esterleri elde edildi. GC-MS analizi apolar
Phenomenex DB-5 kolonunda (30 mx0,32 mm, 0.25 pm film kalinhgr) helyum gazi
(1mL/dak ve 20 psi) ile yapilip GC firin sicakligi 40°C'de 5 dakika tutulup, 280°C'ye
5°C/dakika hizla ¢ikarild1 ve bu sicaklikta (280°C) 10 dakika sabit tutuldu. Split
oran1 1:20 olarak ayarlanarak injeksiyon hacmi 0,1 pL'dir. Kiitle spektrometresi
(EI/MS) 70 eV iyonizasyon enerjisine ayarlandi Kiitle spektrometresi tarama araligi
m/z 35-450 atomik kiitle birimi (amu) araligina ayarlandi. NIST ve Wiley GC-MS
kiitliphaneleri ile bilesenlerin belirlenmesinde kullanildi. Ayirilan bilesenlerin relatif
ylizde miktari, computerized integratorla toplam iyon kromatografisinden hesaplandi

(113).
4.8. HPLC-IT-TOF-MS Calisma Sartlar:

Shimadzu LCMS-IT/TOF hibrit yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometre sistemi
ile fitokimyasallarin taranmasi1 gerceklestirilmistir. Cihaz MS1 modunda ¢aligilmistir.
Stvi kromatografi sistemi (Shimadzu) binary gradient pompa (LC-20 AD),
otodrnekleyici (SIL-20AC), degazer (DGU-20A3) ve kolon firmindan (CTO-20AC)
olugsmaktadir. Kromatografik ayrim i¢in Eclipse XDB C18 (4.6x150 mm,3.5 pm)
kolon kullanilmistir. Gradient eliisyon i¢in hareketli faz A (% 0.1 formik asit+ 5 mM
amonyum format+ultrasaf su) ve hareketli faz B ((% 0.1 formik asit+ 5 mM
amonyum format+metanol) kullanilmistr. Uygulanan gradiyent su sekildedir (dak-
%B) : 0-25 dk aras1 % 7.5 B-% 70 B, 25-50 dk aras1 % 70 B-% 95 B, 50-60 dk aras1
9% 95 B, 60.01- 75 dk aras1 % 7.5 B. Analiz toplam 75 dakika siirmiis olup akis hizi
0.2 mL/dk olarak belirlenmistir. Kolon sicaklig1 ise 35 °C olarak se¢ilmistir.

HPLC c¢ikisindan gelen sivi kiitle spektrometre girisindeki hem pozitif hem de
negatif modda calisan elektrosprey iyonlagtirma kaynagi (ESI)’ na oradan da hibrit
IT-TOF sistemine girmektedir. Calisilan kiitle arahgi 100-1000 (m/z) olarak
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belirlenmistir. Nebiilizer gaz olarak 1.5 L/dk akis hizinda N, kullanilmistir. Arayiiz
(interface) ve dedektor voltajlari sirasiyla 4.5 kV ve 1.61 kV olarak belirlenmistir.
CDL ve heat block sicakliklar ise 200 °C olarak ayarlanmistir. MS1 spektrumlari

almmis ve iyon birikme zamani 30 milisaniye olarak sec¢ilmistir.
4.9. Kromatografik Yontemler
4.9.1. Siitun Kromatografisi

Ekstreler kolon kullanarak fraksiyonlarina ayrildi ve toplanan maddelerden saf
maddeler elde etmek i¢cin bu asamada iki adet dolgu maddesi ile ¢alisildi. Kullanilmis

olan dolgu maddelerisilika jel ve Sephadex LH-20'dir.

Ekstreler uygun c¢oziiclide ¢ozdiiriilerek kiiciik miktarda silika jel ile
karigtrilarak oda sicakhginda karigim kurutuldu. Dibine kiigiik bir pamuk
yerlestirerek ekstrenin agirligma uygun olarak se¢ilmis ve uzunlugunun 2/3 i kadar1
silika jel ile doldurulmus kolonun iist tarafina kuruyan karigim paketleme yontemiyle
birakildi Biitiin ekstrelerin eliisyonuna %100 petrol eteriyle baslandi Sirasiyla
kloroform, aseton ve metanolle gittikce artan polarite ile ¢alisilarak eliisyon yapildi
En sonunda%100 metanol ile eliisyon bitirildi. Birbirine yakimn fraksiyonlar yapilan
ITK sonucunda birlestirilmeye karar verildi ve saflastirma islemleri i¢in daha ufak
situnlarda silika jelden baska Sephadex LH-20 dolgu maddesi adsorban olarak
kullanild1.

Sephadeks LH-20 dolgu maddesi ile hazirlanan siitunlarda ekstrenin polaritesine
gore iki adet ¢oziicli sistemi se¢ildi ve hazirlandi. Apolar dzellikteki fraksiyonlarda
hekzan: kloroform: metanol (7:4:1) ¢oziicii sitemi, polar 6zelliktekiler i¢in kullanilan
¢oziicii ise %100 metanol’dii. Fraksiyonlar, siitun i¢in secilmis ¢oziiciiyle ¢oziilerek
siv1 halde Sephadeks LH-20 dolgu maddesi ile doldurulmus siitunun iist kismina

eklendi. Benzer fraksiyonlar ITK yapilarak birlestirildi.
4.9.2. ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), hazir olan silika jel plaklardan (20x20
cm) faydalanildi. Siitun kromatografisinde toplanan fraksiyonlarm ITK plaklar: ile
degerlendirilmesi yapildi. Maddeleri saf halde elde etmek i¢in preperatif ince tabaka

kromatografisi caligild1.
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4.9.3. Preperatif HPLC

Genel olarak silika jel kolonlarda Aseton/MeOH:9/1 sistemi ve sonrasinda gelen
polar fraksiyonlar1 C-18 kolondan sabit MeOH/Su:70/30 ¢oziicii sistemi ile
fraksiyonlandirilmistir. Bu fraksiyonlarda C-18 kolon takilh DAD dedektorlii
preperatif HPLC’de MeOH/Su:50/50 sabit ¢oziicii sistemi ile ¢calisildi.

4.10. Spektroskopik Yonte mler
4.10.1. Infra-Red Spektroskopisi (IR)

Saf maddeler kloroformda ¢oziilerek cihazda ATR kristalinin {izerine bir damla

olarak damlatildi.
4.10.2. Niikleer magnetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Saf maddelerin '"H NMR, 3C NMR, APT, HMBC ve HMQC spektrumlari
alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS), ¢6ziicli olarak doterokloroform ve

doterometanol kullanildi.
4.10.3. Kiitle spektroskopisi

Saf maddelerin kiitle spektrumlar1 Dicle Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde

bulunan GC-MS ve Dicle Universitesi Arastrma Merkezinde bulunan LC-MS-IT-
TOF cihazlarmda alindi.
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5. BULGULAR

5.1. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlar:

Biitlin ekstrelerin toplam flavonoit ve fenolik miktarlar1 sirasiyla kersetine ve
pirokatekol esdeger olarak hesaplandi (Tablo 6). S. pseudeuphratica tirii igin toplam
fenolik ve flavonoit i¢erik bakimindan SP-KK ekstresinin daha zengin oldugu
goriilmektedir. Ozellikle bu tiiriin petrol eteri ve kloroform ekstrelerinin hem toplam
fenolik hem de toplam flavonoit igerik bakimmndan daha zengin olmasi icerdigi
bilesiklerin daha cok diisik polaritede oldugunu gostermektedir. Bu tiiriin ¢esitli
kisimlarmin etanol ekstreleri arasinda SP-C’nin fenolik igerik bakimindan daha zengin

oldugu goriilmektedir.

Tablo 6.Calisilan Salvia pseudeuphratica Tiirlerinin Cesitli Kisimlarimin Farkli Ekstrelerinin
Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlar®

Ekstreler Toplam Fenolik Miktari Toplam Flavonoit Miktar1
(ug pirokatekole esdeger)/mg Ekstre® (ug kersetine esdeger)/mg Ekstre*
SP-PE 91,53+5,99 27,49+1,40
SP-KK 92,94+7,99 30,84+0,90
SP-KE 38,02+1,40 24,87+0,78
SP-K 43,99+0,70 29,50+0,73
SP-D 30,87+0,86 20,11+0,39
SP-Y 38,74+1,71 30,33+£0,78
SP-C 48,43+0,00 21,40+0,32

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimin ortalamasi ve standart sapmast olarak verilmistir
b: Pirokatekole esdeger fenolik igerik. (y=0,0123x +0,0349 R*=0,9916)
c: Kersetine esdeger flavonott igerik. (y=0,0232x +0,0379 R2=0,9975)
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5.2. Antioksidan Aktivite Sonuclar:

5.2.1. Salvia pseudeuphratica tiiriiniin petrol eteri, kloroform ve etanol

ekstrelerinin antioksidan aktivite sonuclar:

5.2.1.1. p-Karoten-Linoleik asit, DPPH serbest radikal ve ABTS katyon radikali

giderim aktivite sonuclan

Hazirlanan tiim ekstrelerin 4 farkli yontemle antioksidan aktiviteleri belirlendi
(Tablo 7). Tiim antioksidan etki yontemlerinde standart olarak a-Toc, BHAve BHT
kullanildi. S. pseudeuphratica tiiriiniin petrol eteri ekstresininde (SP-PE) sadece -
Karoten-linoleik asit yonteminde (ICso: 169,72+11,50pug/mL) aktif oldugu belirlendi.
Bu tiiriin yine etanol ekstresinin (SP-KE) kullanilan 3 yontemde de aktif oldugu
belirlendi. Bitkinn c¢esitli kisimlarindan hazirlanan kék etanol ekstresinin (SP-K) 3

yontemde de en aktif ekstre oldugu belirlendi.

Tablo 7. Salvia pseudeuphratica ekstrelerinin p-Karoten-Linoleik asit, DPPH serbest radikal ve
ABTS katyon radikal aktivite sonuclar®

ICso Degerleri (ng/mL)
Ornekler p-Karoten-linoleik asit DPII;I:diSl: ;lbest ABTS Katyon Radikal
SP-PE 169,72+11,50 >1000 >1000
SP-KK 71,28+0,06 455,25+28,64 207,79+0,68
SP-KE 157,50+3,20 103,49+0,93 68,93+0,53
SP-K 22,15+0,72 31,95+0,59 34,15+0,59
SP-D 87,78+0,55 100,11+0,76 61,95+0,99
SP-Y 137,31+11,29 50,36+1,12 58,79+1,03
SP-C 101,58+1,84 45,40+0,43 49,99+0,84
BHA 1,5+0,01 7,88+0,20 17,59+0,10
a-TOC 2,1+0,10 16,30+0,79 9,74+0,42
BHT 1,3+0,03 58,86+0,50 13,25+0,27

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir
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5.2.1.2. CUPRAC yontemi (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)

aktivite sonuclari

Salvia pseudeuphratica tirtiniin g¢esitli ekstrelerinin CUPRAC aktivite sonuglari
Tablo 8'de absorbans degerleri olarak verildi. Ozellikle bitkinin kék kisimlarindan
hazirlanan etanol ekstrelerinin de orta derecede aktiviteye sahip oldugu belirlendi
Bitkinin etanol ekstresinin, petrol eteri ve kloroform ekstrelerine gore cok daha aktif

oldugu belirlendi.

Tablo 8. Salvia pseudeuphratica ekstrelerinin CUPRAC aktivite sonug:larl”"b

Ornek 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100pg/mL

SP-PE 0,122+0,011 0,179+0,002 0,274+0,012 0,403+0,016
SP-KK 0,131+0,037 0,191+0,034 0,257+0,009 0,403+0,026
SP-KE 0,137+0,012 0,212+0,003 0,363+0,010 0,599+0,040
SP-K 0,181+0,006 0,343+0,005 0,688+0,195 1,060+0,014
SP-D 0,156+0,015 0,238+0,006 0,381+0,005 0,804+0,214
SP-Y 0,155+0,009 0,232+0,004 0,397+0,029 0,668+0,089
SP-C 0,181+0,015 0,296+0,025 0,465+0,033 0,795+0,040
BHT 0,605+0,086 1,344+0,035 2,256+0,042 3,587+0,007
BHA 0,205+0,014 0,365+0,027 0,616+0,029 1,171£0,110
o-TOC 0,305+0,023 0,746+0,057 1,528+0,068 1,94+0,066

*Sonuglar absorbans degeri olarak verilmistir
® Sonuglar 3 paralel 6lglimiin ortalamasi1 ve standart sapmasi olarak verilmistir

5.2.2.8alvia pseudeuphratica ekstresinin fraksiyonlandirilmasi ve bu fraksiyonlann

antioksidan aktivite sonuclari

S. pseudeuphratica bitkisinin toprak istli kisimlarinin gdlgede kurutulmus miktar1
2650,53 g’ dwr. Toprak istii kisimlar1 maserasyon yontemi ile 3 kez (24 saat) etanolle
ekstre edildi. 176,61 g etanol ekstresi elde edildi ve bunun 50 g’ 1 ayrildi Geriye kalan
126,61 g1 ¢ok az metanol ile ¢oziilerek 119,69 g silika gel karistirilip kurutuldu ve
havanda toz haline getirildi. 690,56 g silika gel kolona yerlestirildikten sonra toz haline

getirilen ekstre eklendi (Resim 2).
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Resim 2. Salvia pseudeuphratica bitkisinin topr ak iistii ve alt1 ekstrelerinin kolonu

S. pseudeuphratica bitkisinin kok kisimlarmin gblgede kurutulmus miktar1 3170,07
g’ dr. Toprak kisimlar1 maserasyon yontemi ile 3 defa (24 saat) etanolle ekstre edildi.
60,418 g etanol ekstresi elde edildi ve bunun 1,0418 g ‘1 ayrildi. Geriye kalan 59,85 g’1
cok az metanol ile ¢oziilerek 88,11 g silika gel kargtirilip kurutuldu ve havanda toz
haline getirildi. 712,15 g silika jel kolona yerlestirildikten sonra toz haline getirilen
ekstre eklendi (Resim 2).

S. pseudeuphratica bitkisinin toprak TUstii etanol ekstresinden 114, kok etanol
ekstresinden 71 adet fraksiyon elde edildi. Yapilan ince tabaka kromatografisi
sonuclarma gore benzer fraksiyonlar birlestirilerek toprak iistii etanol ekstresinden
toplamda 16, kok etanol ekstresinden 13 fraksiyon elde edildi ve antioksidan etkinlikleri
calisild1

ABTS katyon radikali giderim, DPPH serbest radikal giderim ve CUPRAC-
Bakir(IT) indirgeme kapasitesi yontemlerinde Salvia pseudeuphratica bitkisinin toprak
ustl etanol ekstresinin 53-56, 67-74, 114 ve kok etanol ekstresinin 17-20, 21-30, 40-42
numarali fraksiyonlar1 en aktif fraksiyonlar olduklar1 belirlendi ve bu aktif

fraksiyonlardan saf madde izolasyonuna gidildi.
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Tablo 9. Salvia pseudeuphraticatiiriiniin toprak iistii ve kok etanol ekstrelerinin fraksiyonlari, elde

edildikleri ¢oziicii sistemleri, miktarlar: ve antioksidan aktiviteleri (ICs,)*

TOPRAK USTU

1C
50
Fraksiyon kodu Mu]steml Miktar ABP
mJ (701 00FPE)-(708UF E-70Z0DCM) U,KDZE@ 1000 1000
2 SPTUES-11 (706UP E-7%40DCM) 1,6053g >1000 811,61423,20
3 SPTUE12-19 (7060P E-7%40DCM)-(7%40P E-7%60DCM) 3,0404g >1000 99,33+4,5/
4 SPTUE20-25 (7%020P E-%80DCM) 3,8420g >1000 212,37£13,68
5 SPTUE26-30 (7%020P E-7%080DCM)-(7%100DCM) 2,5294g 401,58+16,37/ 177,99+1,76
6 SPTUE31-41 (%10UDCM)-(%YVDCM- %1 VAC) 11,6661g 368,11+12,22 207,5740,2
7 SPTUE42-52 (709UDCM-%10AC)-( %8VDCM-%20AL) 35,2/69g Y39,4/+35,38 160,6944.43
8 SPTUES3-66 (706UDCM-7%40AC)-( %20DCM-%8VAL) 19,3768¢g /4,81+0,56 24,27%0,3
9 SPTUE67-74 (7020DCM-%8VAC)-(%1VVALC) 442388 137,2840,78 26,94+0,08
10 SPTUE75-83 (701 VVAC)-(708VAC-%20Me) Y,/433g 146.,8144,84 601,91+0,8
11 SPTUES84-87 (%8UAC-%20Me) 3,9654g 173,1640,12 34,82%1,5
12 SPTUES8-97 (%60AC-%40Me)-( %40AC-%60Me) 8,9408g 220,9945,15 62,90£1,16
13 SPTUEY8-99 (%40AC-%060Me) 0,2995g 187,9746,50 59,54+2,73
14 SPTUE100-105 (7040 A C-%060Me)-( 7%020AC-%80Me) 0,706Ug 156,933,001 59,15+0,83
15 SPTUE106-113 (70100UMe)-(7%YUMe- %10Su) 0,7194g 169,03£2.8'/ 51,15+0,08
16 SPTUE114 (7030Me-%505u) 1,1477/g 112.9040,29 38,/6%+0,44
ROR

1 Sm.s (721 00PE) U,431Fg 033,52+30,/0 040,1T+29.94
2 SPKE6-8 (790PE-%10DCM) 0,0228g >1000 592,22+%/,75
3 SPKEY-11 (708U E-7020DCM) 0,0113g >1000 307,1145,66
4 SPKE12-16s1v1 (706UF E-7640D CM)-(7%4UF E-7%060DCM) 1,5029g >1000 4860,/5+21,59
5 SPKE17-20 (7040P E-7060DCM )-(7%20PF E-7%380DCM) 4.83004g ¥4,04+2,30 30,560+1,45
6 SPKE21-30 (7%010P E-%90DCM)-(%100DCM) 8.9312g 70,45+1.,40 26,53+1,00
7 SPKE31-33 (7010ODCM)-(7DYVDCM-%10AC) 14,1103g 207,0348,35 49,/0+2,16
8 SPKE34-39 (790D CM-%10AC)-(%80DCM-%20AC) Y,3235¢g 154,14+3,10 36,57/40,21
9 SPKE40-42 (7060UDCM-7%40AL) 4,/365¢g 01,39+0,55 23,53+0,39
10 SPKE43-47 (740D CM-7%00AC)-( %20DCM-%8VAL) 4.9044g 96,/0+3,88 00,08+2,00
11 SPKE48-54 (7020DCM-%8V0AC)-( %YVAC-%10Me) 3,6250g 151.,8243,07/ ¥85,50+4,05
12 SPKES5-63 (7060UAC-%40Me)-( %20AC-%80Me) 5,88/9g 120,21+1,07 105,34+1,50
13 SPKE64-71 (70100Me)-(%YUMe- %10Su) 0,490¢g 188,1548,36 1'1,60+0,65

BHT 58,86%0,50 13,25+0,2/

a-TOC 16,30£0,79 9,/4+0,42

3Sonuglar ii¢ paralel 6 Igiimiin ortalamas1ve standard sapmas1seklinde verilmistir.
SPTUE: Salvia pseudeuphratica bitkisinin toprak tistii etanol ektresi

SPKE: Salvia pseudeuphratica bitkisinin kok etanol ektresi

71



CUPRAC aktiviteleri®

Tablo 10. Salvia pseudeuphraticatiiriiniin toprak iistii ve kok etanol ekstresinin fraksiyonl arinin

TOPRAK USTU
Absorbans
Fraksiyon kodu 10pg/mL 25pg/mL 50pg/mL 100pg/mL
SPTUE1-7 0,146+0,013 0,151+0,001 0,221+0,108 0,187+0,009
SPTUE9-11 0,190+0,008 0,248+0,008 0,364+0,021 0,4 1+0,034
SPTUE12-19 0,191+0,006 0,256+0,010 0,373+0,002 0,525+0,025
SPTUE20-25 0,196+0,004 0,272+0,030 0,363+0,034 0,512+0,019
SPTUE26-30 0,205+0,020 0,267+0,015 0,384+0,008 0,569+0,014
SPTUE31-41 0,242+0,074 0,300+0,013 0,417+0,013 0,596+0,018
SPTUEA42-52 0,202+0,025 0,267+0,034 0,315+0,034 0,741+0,284
SPTUES53-66 0,272+0,027 0,436+0,002 0,836+0,016 1,544+0,015
SPTUE67-74 0,304+0,073 0,446+0,034 0,826+0,116 1,273+0,150
SPTUE75-83 0,224+0,015 0,353+0,027 0,584+0,045 1,072+0,141
SPTUES84-87 0,253+0,039 0,380+0,005 0,596+0,038 1,04+0,035
SPTUESS8-97 0,211+0,015 0,315+0,028 0,453+0,018 0,672+0,048
SPTUE98-99 0,201£0,013 0,323+0,007 0,487+0,009 0,875+0,034
SPTUE100-105 0,208+0,015 0,316+0,041 0,480+0,016 0,790+0,029
SPTUE106-113 0,233+0,025 0,385+0,039 0,627+0,030 1,031+0,011
SPTUE114 0,250+0,043 0,398+0,024 0,614+0,034 1,093+0,045
KOK

SPKE1-5 0,170+0,015 0,251+0,021 0,300+0,006 0,416+0,021
SPKEG6-8 0,240+0,060 0,298+0,066 0,399+0,047 0,506+0,007
SPKE9-11 0,227+0,014 0,303+0,008 0,427+0,003 0,568+0,020
SPKE12-16s1vi 0,158+0,002 0,148+0,004 0,207+0,050 0,615+0,061
SPKE17-20 0,311+0,031 0,411+0,018 0,583+0,050 0,824+0,032
SPKE21-30 0,298+0,038 0,522+0,032 0,851+0,039 1,349+0,101
SPKE31-33 0,235+0,041 0,261+0,022 0,330+0,038 0,489+0,049
SPKE34-39 0,193+0,011 0,270+0,025 0,336+0,014 0,582+0,030
SPKE40-42 0,261+0,026 0,520+0,067 0,790+0,054 1,356+0,063
SPKEA43-47 0,236+0,032 0,380+0,051 0,586+0,024 1,084+0,237
SPKEA48-54 0,252+0,011 0,338+0,010 0,515+0,016 0,857+0,056
SPKE55-63 0,238+0,032 0,388+0,060 0,572+0,069 0,832+0,008
SPKE64-71 0,222+0,010 0,307+£0,014 0,500+0,006 0,800+0,012
BHT 0,305+0,023 0,746+0,057 1,528+0,068 2,551£0,066
a-TOC 0,605+0,086 1,3444+0,035 2,256+0,042 3,987+0,007

* Sonuglar ii¢ paralel 6 Igiimiin ortalamas1 ve standard sapmas1 seklinde verilmistir.
SPTUE: Salvia pseudeuphratica bitkisinin toprak iistii etanol ektresi
SPKE: Salvia pseudeuphratica bitkisinin kok etanol ektresi
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5.2.3. izole edilen saf maddelerin antioksidan aktivite sonuclan

Elde edilen 21 adet saf maddenin antioksidan aktivitesi 3 yontemle (DPPH
Serbest Radikal, ABTS Katyon Radikal, CUPRAC) belirlenmistir. Bu maddelerin
genel olarak c¢ok aktif olduklar1 tespit edilmistir (Tablo 11). Elde edile fenolik
bilesiklerin olduk¢a aktif olduklar1 goriilmektedir. S. Pseudeuphratica bitkisinden 6,7
dehidroroyleanon bilesiginin gram seviyesinde elde edilmistir. Bu bilesik ve tiirevi
olan asetil royleanon bilesiklerinin oldukc¢a yiiksek bir antioksidan potansiyele sahip
oldugu tespit edilmigtir. Ayrica bu tiirlerin ¢ok giiclii bir antioksidan 6zellige sahip
rozmarinik asit icerigi de disiiniildiigiinde bu tirlerin zenginlestirilmis

ekstraktlarmin gida koruyucu olma potansiyellerinin oldugu goriilmektedir.

Tablo 11. Flde Edilen ve Yapisi1 Aydinlatilan Bilesiklerin Antioksidan Aktiviteleri®

isim Antioksidan AKkftivitesi

DPPH Serbest ABTS Serbest

Radik a Katyon CUPRAC
Rozmarinik Asit 1,21+0,06 1,70+0,07 1,21+0,01
Apigenin 45,87+1,43 2,57+0,05 124,70+4,23
Fumarik Asit 273,74 150,47 105,35+3,03
Kaffeik Asit 3,56+0,03 1,65+0,06 7,414£0,02
4-Hidroksibenzoik Asit 29,73+4,32 354,63+58,58 18,13+0,15
Asetil royleanon 12,17+0,16 27,64+1,05 35,55+1,02
B-Sitosterol 72,11+£1,94 154,34+2,12 22,17+0,98
Ferruginol 33,80+2,20 6,61+0,27 49,83+2,02
Inuroyleanol 2,21+0,06 5,11£1,13 7,124+0,02
6,7-dehidroroyleanon 16,84+0,18 55,73+6,33 28,56+1,04
Ursolik Asit 20,04+1,04 104,44+8,06 178,09+5,02
Oleanolik Asit 45,02+1,31 275,73+67,11 11,72+0,06
Salvianolik Asit A 4,06+0,04 2,66+0,07 4,76+0,01
Bis-(2-etil heksil benzen 1,2 dikarboksilat) >1000 280,50+3,81 213,80+5,70
Stig masterol >1000 312,75+4,92 172,48+1,15
Bis(2-etilhekzill) ftalat >1000 248,04+3,50 136,57+1,32
pisiferal >1000 44,934+0,12 172,30+3,10
Sugiol 150,09+2,05 69,61£0,29 54,50+1,10
12-hidroksi abieta-1,3,5(10),8, 11, 13-hekzaen 86,39+0,59 2,11+0,03 11,2+0,30
12-demethylmulticaulin 76,20+£0,90 6,70+0,09 17,04+1,03
Salvipison >1000 80,30+0,93 82,46+1,16

3Sonuglar ii¢ paralel 6 Igiimiin ortalamas1 ve standard sapmas1seklinde verilmistir.
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5.3. Antikolinestreaz Aktivite Sonuclari
5.3.1.8. pseudeuphratica ekstrelerinin antikolinestreaz aktiviteleri

Salvia pseudeuphratica tiriinden hazirlanan ekstrelerin asetilkolinesteraz
aktivitelerinin olmadig1 fakat orta derecede butirilkolinesteraz enzim aktivitesi
gosterdikleri belirlendi (Tablo 12). Bu tiiriin sadece yaprak kisimlarindan hazirlanan

etanol ekstresinin yiiksek butirilkolinesteraz enzim inhibisyonu aktivitesine sahip

oldugu saptand1.

Tablo 12. Fkstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari®

Fkstreler AChE (% Inhibisyon) BChE (% Inhibisyon)
SP-PE AD 66,79+1,14
SP-KK AD 58,08+0,19
SP-KE AD 59,96+2,46
SP-K AD 53,38+0,35
SP-D AD 54,47+0,77
SP-Y AD 74,69+3,19
SP-C AD 59,15+1,06
Galantamin” 86,14+0,38 80,18+0,46
#200ug/mL

® Standart madde
AD: Aktif degil
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5.3.2 izole edilen ve yapsi aydinlatilan baz1 bilesiklerin asetilkolinesteraz ve

butirilkolinesteraz enzim aktiviteleri

Tablo 13.Elde edilen ve yapis1 aydinlatilan bazi bilesklerin asetil- ve butirilkolinesteraz enzim

aktiviteleri®
No Isim Asetilkolinesteraz Enzim Butirilkolinesteraz Enzim
Aktivitesi AKtivitesi
50 ppm’deki ICs 50 ppm’ deki ICs
%inhibisyon %inhibisyon

1. Rozmarinik Asit A.D. - A.D. -
2. Apigenin A.D. - 86,24 16,45
3. Fumarik Asit A.D. - 25,41 180,95
4. Kaffeik Acit A.D. - A.D. -
5. 4-Hidroksibenzoik Asit A.D. - A.D. -
6. 7-Asetil royleanon 67,57 18,93 85,29 12,87
7. B-Sitosterol A.D. - A.D. -
8. Ferruginol 95,76 3,96 84,92 15,57
9. Inuroyleanol 77,43 5,58 58,98 36,24
10. 6,7-dehidroroyleanon 93,69 5,61 99.92 1,52
11. Ursolik Asit 53,99 49,89 68,50 32,34
12. Oleanolik Asit 40,12 60,60 43,00 62,12
13. Salvianolik Asit A 73,16 23,04 52,00 48,32
14. Stigmasterol A.D. >1000 11,84+0,01 140,98+5,23
15. Sugiol A.D. >1000 61,09+2,98 9,07+0,12
16. Bis-(2-etilheksil)benzen- N.A - 31.37+0.80 74.17

1,2 dikarboksilat
17. Bis(2-etilhekzill) ftalat N.A >1000 N. A >1000
18. Pisiferal 21.95+1.01 150.83+5.23  77.86+2.69 7.83+0.05
19. 12-demetilmultikaulin 41.65+1.78 112.83+5.78 85.32+3.67 3.54+0.02
20. 12-hidroksi abieta-

1,3,5(10),8, 11, 13-hekzaen  92.83+4.02 4.63+0.03 87.63+2.59 2.73+0.01
21.  Salvipison NA >1000 73.8642.67 6.83

a: Sonuglar ii¢ paralel 6 Igiimiin ortalamas1 ve standard sapmas1 seklinde verilmistir.

5.4. S. pseudeuphratica Tiiriiniin Cesitli Ekstrelerinin ve Kisimlarimn LC-
MS/MS ile Fenolik Icerik Analizi

S. pseudeuphratica’nin apolar ekstreleri SP-PE ve SP-KK’nin oldukca fakir
oldugu tespit edilmistir. Yine polar ekstreler olan SP-KE, SP-K, SP-D, SP-Y ve SP-
C ekstrelerinin rozmarinik, malik ve fumarik asitler bakimindan olduk¢a zengin
oldugu tespit edilmistir. Calisilan ekstrelerin  genel olarak sonuglari
degerlendirildiginde apolar ekstrelerin icerik olarak oldukca fakir oldugu polar
ekstrelerin ise Ozellikle rozmarinik asit bakimindan ve baz1 fenolik asitler

bakimindan zengin oldugu tespit edilmistir (Tablo 14).
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Tablo 14. S. pseudeuphratica’nmin Cesitli Ekstrelerinin ve Kisimlarimn LC-MS/MS ile Fenolik

icerik Analizi
No Bilesen SP-PE SP-KK SP-KE SP-K SP-D SP-Y SP-C
1 Kumarin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
2 Hes peridin 31,82 46,76 120,32 73,57 109,15 97,54 269,87
3 p-Kumarik asit 0,23 2,65 53,07 13,54 16,91 87,28 59,56
4 o-Kumarik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
5 Gallik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
6 Kafeik asit N.D. 1,86 263,81 225,37 225,72 328,83 421,75
7 Vanilik asit N.D. N.D. 125,18 N.D. 1058,98 N.D. N.D.
8 Salisilik asit N.D. 2,09 54,04 5,28 13,3 109,25 114,82
9 Kinik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 387,85
10  4-OH-benzoik asit N.D. N.D. 90,28 53,21 89,32 163,94 N.D.
11 Ferulik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
12 Klorojenik asit N.D. N.D. 4541 N.D. N.D. N.D. N.D.
13 Rozmarinik asit N.D. 11,84 5510,05 3604,27 785,35 11256,23 14088,73
14 Protokatesik asit N.D. N.D. 172,39 151,04 272,18 123,89 77,28
15 Sinnamik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
16  Sinapinik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
17  Fumarik asit 223,18 248,86 399,72 146,56 361,48 740,24 2247,18
18  Vanilin N.D. 32,72 43,73 100,84 149,27  N.D. N.D.
19  Pirokatekol N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
20  Malik asit N.D. 241,37 1677,3 1185,55 47,04 4406,81 11130,09
21  Sirinjik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
22 Hesperetin N.D. N.D. 27,34 13,34 82,09 9,86 80,27
23 Naringenin N.D. N.D. 4,05 0,76 3,07 3,18 2,37
24  Rutin N.D. N.D. 174,76 N.D. N.D. N.D. N.D.
25  Kersetin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 6,44 N.D.
26  Kersitrin N.D. N.D. 91,93 N.D. N.D. N.D. N.D.
27  Apigenin 1,62 33,93 184,73 3,55 17,65 212,05 124,18
28  Krisin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
29  Likiritigenin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
30 izokersitrin N.D. N.D. 4373 6,53 N.D. 57.8 26,8
31  Apigetrin 3,83 8,89 1071,96 9,21 4595 2259,09 1106,67
32  Roifolin N.D. N.D. 164,07 N.D. N.D. 404,69 33,88
33 Nikotiflorin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 455,24
34  Fisetin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
35  Luteolin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
36  Mirisetin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
37  Kamferol N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
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Sekil 20. Salvia pseudeuphratica tiiriiniin cesitli ekstrelerinin ve kisimlarimin LC-MS/MS analiz
kromatogram
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5.5. GC-MS ile Yag Asidi Analiz Sonuclan

Salvia pseudeuphratica’nm 2015, 2016 ve 2017 yilllarnda toplanan
kisimlarindan hazirlanan PE ekstrelerinin yag asidi profili GC-MS ile bulundu
(Tablo 15). Ug yilda toplanan bitkiden hazirlanan petrol eteri ekstrelerinin ana
bileseninin 2-palmitoleik asit (%21,81) oldugu tespit edildi. Genel olarak ekstrelerin
bilesimindeki yag asitlerinin daha ¢ok doymamis oldugu belirlendi. 2015, 2016 ve
2017 yillarmda toplanan Orneklerin yag asidi bilesimi karsilastrildiginda genel
olarak ekstrelerin icerik olarak bilesiminin yillara bagh olarak degismedigi tespit
edildi.

Tablo 15. 2015-2016-2017 willarinda toplanan Salvia pseudeuphratica orneklerinin yag asidi

bilesimi
RT Bilesen SP-PE2015/2016/2017
27.93 2-Palmitoleik asit 42.17/10.17/21,81
28.31 Palmitik asit 14.94/3.71/4,95
29.76 Palmitoleik asit -/1.11/-
31.39 cis-10 Heptadekanoik asit -/-
31.85 Stearik asit 6.51/1.37/2,43
33.10 Oleik asit -11.57/-
34.62 Linoleik asit -/3.60/2,54
34.69 Heksadekadienoik asit -/--
35.14 Arasidonik asit 10.80/3.49/7,43
36.33 cis-11-Eikosenoik asit -/16.26/12,58
36.66 Linolenik asit -/-1-
37.83 cis-11,14-Eikosadienoik asit -/-/-
38.40 Behenik asit 25.58/9.06/16,95
39.63 Erusik asit -/18.03/8,43
41.27 cis-13,16-Dokosadienoik asit -/--
41.85 Lignoserik asit -/-1-

43.33

Nervonik asit

-/31.63/12,88




5.6. HPLC-IT-TOF-MS Sonuclan

Salvia pseudeuphratica tiriiniin tim bitki kisimlarinin kloroform ve etanol
ekstreleri LC-MS IT-TOF cihazinda en uygun kosullarda kapsamli 75 dakikalik bir
metotla analiz yapilarak genel fitokimyasal profili belirlendi. Yapilan bu ¢alismada
farkli smiflardan 56 farkli sekonder metabolit tespit edildi. Molekiil formiilleri
bulunan fitokimyasallarm tahmini isimleri, tespit edilen iyon formlari, alikonma
zamanlari, Olgiilen m/z degerleri tam kiitle olarak wverilmistir. LC-MS/IT-TOF
taramasima iliskin kromatogramlar (TIC) ise Sekil 21°te verildi LC-MS/AT-TOF
taranmasina iliskin datalarin yorumlanmasi yapilirken intensite 2.500000 {izerinde
olan pikler degerlendirildi. Yanibu tiir daha ¢ok major bilesenler agisindan incelendi.
Bu ylizden tabloda verilen bilesiklerin ilgili tiirde kesinlikle oldugu sdylenebilir.
Ayrica tarama sonuglarma gore tahmini isimler verilmistir (Tablo 16-18). O kapal
formiile ve kiitleye sahip bir bilesen igerdigi kesinlikle soylenebilirken o bilesigin
ismi ise tahmini sdylenebilir. Ciinkii o formiil ve tam kiitleye sahip birden fazla dogal

bilesik olabilir.
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Sekil 21. Salvia pseudeuphratica ekstrelerinin sirasiyla total, pozitif ve negatif HLC-IT-TOF-MS
kromatograml ari
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Tablo 16. Salvia pseudeuphratica tiiriiniin HPLC-IT-TOF-MS sonuglari

Molekiil Molekiiliin A [M+H]+ [M+NH4]+ [M-H]- R.T. SP-KK SP-KE
Formiilii
L. CooHusO2 Behenik asit 3393269 55.59-62.76 * *
2. CooHsoO 2-Oktadesilfuran 338,3417 47.00-47.92 #*
3. CgoHgOs Ursolik asit / Oleanolik asit 4553531 34.36-349 * *
4. CootbsO2 Hinokion 2992017  27.75-30.27 *
5. CaoHisOo Betulonik Aldehit/ Faradione 4393571 27.85-34.86 *
6. 6 7-dehidroroyleanon/ Taksodion/ 8-hidroksi-12-okso-abieta-9(11),13-dien-20-oik asit 8,20- 315,1955 25,84 * *
CooHz603 lakton
7. CooHs00s Homokastasteron/ 28 -homokastasteron 4773585 56.00-56.3 *
8. CooHsO Z-5-Methil-6-heneikosen-11-on 3403574 52,52 %
9. GCahHssO (Heksadesiiloksiy )benzen/ 2 4-Dioktilfenol 336,3261 42,48 * *
10.  CogHsoOs Persin 381,2999 40,99 * *
1 Grghhe0s Salvigenin 329,102 3471:22-25 00- . x
12, CgoHs0s Moronik asit( 3-oksoolean-18-en-28-oik asit) 4533374 32,73 * %
13. CioHo04 Dodekanedioik asit 248.1856 12,82 ® ¢
14, CzoHas0s3 Moronik asit (3-oksoolean-18-en-28-oik asit) 455352 22.65-3274 * *
15. Ci7H1406 Sirsimaritin/4'-Metilcapillarisin/ Velutin 315,0868 22,82 * *
16. CigHi1206 Krisoeriol/Hispidulin/5,7,3"-Trihidroksi-4-metoksiflavon 301,0707 18,36 * *
17, CgsHe20s3 2-( p-Hidroksifenil)etil eikosaheptanoik asit ester 548,5037 53.32-53.46 *
18. CigH1206 Diosmetin 299,0561 18,34 * #
19. CygHs203 11-Hidroksihek sadek anoik asit 271,2289 31,06 *
20. Cy5H20s3 Gemfibrozil/ Nardosinon 251,1642 20.48-35.53 *
21, Go1HeOr5 5,7 8-trihidroksikumarin-5-bet a- gentiobiosid 536,161 59,75 %
22. CogHugOs Kolesteril format/ ergost-3,6-dion 432,3836 47,71 * *
23, CgoHs500s Betulin/ Inotodiol 460,4149 52,69 * #
24. CyH30s Megaphone/ Megaphone 389,197 27,03 o
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Tablo 17. Salvia pseudeuphratica tiiriiniin HPLC-IT-TOF-MS sonuglari (De vam)

Molekiil Formiilii Molekiiliin Adi [M+H]+  [M+NH4]+ [M-H]J- R.T. SP-KK SP-KE

25. GCioHsaOs (3B,249)-3-Hidroksistigmast-5-en-7-on 4293727 49,32 * #
26.  CioHssOs Androstenedion/ 1-Androstenedion/ Boldenon 287.2006 19.54-22.65 i
27. CisHasOs Sugiol/6,7-dehidrosalviol 3012162 27,74 * *
28. Ci9H1403 Absisik aldehide// Periplanon B 249.1485 18,9 * *
29. CisHasOs Kamosol/6-Hidroksisalvinolon /7,20-Epoksiroyleanone 329,1758 28.45-30 * *
30.  GioHisOs 7-Hidroksimyoporon/ Leptospermon 267,1591 16,59 * *
31, CioHssOs Korosolik asit/Ganodermanontriol/ Hederagenin/ Maslinik asit 471348 25,62 * #*
32.  CioHsOs 3-Hidroksimiristik asit/3-Hidoksi-Miristic Asit 243,1966  21.1-27.08 * *
33. Ci9HiaOs 2alpha-2-Hidroksi-4(15),11(13)-eudesmadien-12-oik asit/Dendroban A/ lisik asit 270,2064 22,64 * *
34 CigHuOs Artemin 284,1856 18,91 * *
35 CioHssOs Nobilin/ Leonotinin/ Isorosmanol 3451707 24 *

36.  CioHssOs Nordrakorubin 4731394 26,24 *

37.  CioHssOs Gemfibrozil/Nardosinon/Oktill salisilat, /Sterpurik asit, /Ksanthoksin, 268.,1907 20.48-22 74 * *
38.  CioHssOs Nobilin/ Leonotinin/ Isorosmanol 347,1853 27,99 *

39.  CioHssOs Nubenoik asit/Phaseik asit 281,1384 20,12 *

40. CisHasOs Kamosik asit/7alpha-Hidroksiroyleanon 331,1915 27.10-30 * *
41. Ci9HisOs 27-Nor-5beta-Kolestan-3alpha,7alpha,12alpha, 24 bet a-tetrol 440,3734 34,9 *
42, GigHasOs Spathulenol 221,1900 34.9 * *
43, GigHuOs Genistein/ Apigenin 271,0601 17.4 *
44, GioHaOs 6,7-Dehidroroyleanon 273,1485 21,00 * *
45, GioHaOs Genkwanin/akasetin 2850758 21,8-24,7 * *
46. CiohiOs Kandidissiol 297,1849 ans *
47. GCigHasOs Hypargenin B/ Kriptanol/ Royleanon 3172111 25502760  * #
48.  CigHuOs Tammlanamad: 339,3469 47,11 *
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Tablo 18. Salvia pseudeuphratica tiiriiniin HPLC-IT-TOF-MS sonuglari (Devam)

Molekiil Molekiiliin Adi [M+H]+ [M+NH4]+ [M-H]- R.T. SP-KK SP-KE
Formiilii

49. Ca1Hs40s Tanimlanamad 3393469 47,11 *

50. Ca9Hss0 T animlanamadi 505,3898 61.69-61.81

5L CsoHs80s5 Tanmlanamad 663456 56,24 * *

52. CsoHs80s5 Tanmlanamad 4974211 55,39 * *

53. CogHs40s5 T anmlanamad: 5164623 55,4 * *

54. CogHs40s5 T anmlanamad: 488431 51,08 * *

5. Ca2He20s T animlanamadi 469,3898 51,06 *

56. CaoHus Oy T anmlanamadi 440,3582 39,98 *
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5.7. Saf Madde Izolasyonu ve Saf Maddelerin Yap Tayini

Tablo 19’ te elde edilen ve yapilar1 aydnlatilan maddeler verilmistir. Saf
maddelerin yap1 tayinleri IR, "H-NMR, '*C-NMR ve 2D-NMR ile kiitle spektrumlari

degerlendirilerek yapilmigtur.

Genel olarak tiim silika jel kolonda Aseton/MeOH: 9/1 sistemi ve sonrasinda

gelen polar fraksiyonlar1 C-18 kolondan sabit MeOH/Su:70/30 ¢0ziicii sistemi ile
fraksiyonlandirilmistir. Bu fraksiyonlarda C-18 kolan takili DAD dedektorlii

preperatif HPLC’de MeOH/Su:50/50 sabit ¢dziicii sistemi ile caligilmistir.

Tablo 19. Yapis1 Aydinlatilan Bilesikler

No Isim SP
1 Rozmarinik Asit +
2 Apigenin +
3 Fumarik Asit +
4 Kaffeik Asit +
5 4-Hidroksibenzoik Asit +
6 7-Asetil royleanon +
7 B-Sitosterol +
8 Ferruginol +
9 Inuroyleanol +
10 6,7-Dehidroroyleanon +
11 Ursolik Asit +
12 Oleanolik Asit +
13 Salvianolik Asit A +
14  Bis-(2-etil heksil) benzen-1,2-dikarboksilat +
15  Stigmasterol +
16  Bis(2-etilheksil) tereftalat +
17  Pisiferal +
18  Sugiol +
19  12-Hidroksi abieta-1,3,5(10),8, 11, 13-hekzaen +
20  12-Demetilmultikaulin +
21 Salvipison +
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5.7.1. Rozmarinik asit

Tiirtin toprak Ustli kisimlarinin etanol ekstresinin ¢ok sayidaki fraksiyonundan
preperatif HPLC ile MeOH/Su:50/50 sisteminde beyaz renkte kati halde elde edildi.
Preperatif HPLC’de DAD dedektdrde UV max dalga boyu 332 nm olan pik toplandi
Farkli safliklarda olmak iizere yaklasik 150 mg elde edildi (Sekil 22). "H-NMR
spektrumunda (CD3;0D, 600 MHz) ¢ 7,03 (brs), 6,75 (d, J=6 Hz), 6,99 (d, J=6 Hz),
2.96 (brd, J=12 Hz), 2,92 (dd, J=13.8; 9,6 Hz), 6,22 (d, J=12Hz), 6,50 (d, J=2 Hz),
6,65 (brs), 6,63 (d, J=6 Hz), 7,45 (d, J=18 Hz) ve 5.01°de (m) goriilen pikler sirasiyla
H-2, H-5, H-6, H-7a, H-7b, H-8, H-2’, H-5’, H-6’, H-7" ve H-8’ protonlarma aittir
(114, 115). Validasyonu yapilmis olan metod ile LC-MS-IT-TOF ta ¢aligildiginda bu
maddenin rozmarinik asit standard1 ile ayn1 alikonma zamanina sahip oldugu goriildii
ve izlenen [M-HJ piki (m/z 359.0772 (Ci3H;60Os)) ile elde edilen maddenin
rozmarinik asit oldugu dogrulandi. Tablo 20°de 'H ve 'C NMR degerleri verildi
(Sekil 23-26).

Sekil 22. Rozmarinik Asit
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Tablo 20. Rozmarinik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon “C-NMR TH.NMR

1 129.63 -

2 113.69 7,03 brs

3 147.49 -

4 149.30 -

5 114.28 6,75 d (J=6 Hz)

6 122.84 6,99 d (J=6 Hz)

7 38.60 a2.96 brd (J=12,0)
b 2,92 dd (J=13.8; 9.6 Hz)

8 115.30 6,22 d (J=12 Hz)

9 169.10 -

r 131.18 -

2 117.10 6,50 d (J=2 Hz)

3 147.49 -

4 144.71 :

5 116.00 6,65 brs

6" 122.83 6,63 d (J=6 Hz)

T 147.40 7,45 d (J=18 Hz)

8 82.51 501 m

9 175.50 -
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Sekil 23. Rozmarinik asit bilesiginin 'H NMR spektrumu (CD3;0OD, 600 MHz)
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Sekil 24. Rozmarinik asit bilesiginin BCNMR (APT) s pektrumu (CD3;OD, 150 MHz)
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Sekil 26. Rozmarinik asit bilesiginin IR s pektrumu
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5.7.2. Apigenin

Toprak {Ustii kisimlarm etanol ekstresinin %50 Aseton/Metanol ve sonrasi
fraksiyonlarin birlestirilip C-18 kolonda MeOH/SU:70/50 sabit ¢oziicii sisteminden
gecirilerek alt fraksiyonlara ayrildi Bu alt fraksiyonlarm MeOH/Su:50/50 ¢oziicii
sisteminde preperatif HPLC’de 342 nm dalga boyunda max absorbans veren pik
toplandi Toplam 20 mg sarimtrak toz halinde elde edildi. Aromatik bolgede izlenen
proton sinyalleri bize yapmin fenolik veya flavonoit yapisinda olabilecegini
diisiindiirdii. Tleri NMR teknikleri ile ¢alisilmadan énce LC-MS-IT-TOF sistemi ile
madde analiz edildi Bu bilesik validasyonu yapilmis metot ile c¢alisildiginda
apigenin ile ayni alikonma siiresine sahip oldugu goriildii. Ayrica LC-MS-IT-TOF ile
elde edilen kiitle spektrumunda izlenen m/z 269.0450 [M-H] piki C;5H;0Os kapali
formiilinii 6nerdi NMR ve kiitle spektrumlart birlikte degerlendirildiginde ve
literatiir verileri ile kiyaslandiginda bu bilesigin apigenin oldugu dogruland:

(116,119). Tablo 21°de bu bilesigin 'H ve '*C NMR degerleri verildi (Sekil 28-31).

Sekil 27. Apigenin
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Tablo 21. Apigenin Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon 'H.NMR
1 _

2 -

3 6.59s
4 -

5 _

6 6.20s
7 -

8 6.45s
9 -

10 -

1' -

2,6 7.85 d (J=8.4 Hz)
3,5 6.92 d (J=7.8 Hz)
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Sekil 28. Apigenin bilesiginin 'THNMR spektrumu (CD;OD, 600 MHz)
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Sekil 29. Apigenin bilesiginin *C NMR (APT) s pektrumu (CD;0D, 150 MHz)

93



OLL___20¥E_98L- 50 _mm.ﬁ_._m.mw].amﬁ 69C -H-wl SOOLHSLD 62€E L
3aad  os|  (wdd)jg (eqw)jg z/w paid z/w ‘seep uoj| (W) oInwio4 s100g  juey
VI TLIC O0L[c BOLL 90[C ¥OLL CTOLC O0O0LC B69C O69C +69C c69c 069c 889C 989C
li.y.—.h.-l‘:llg i F— Fa— * A A._— - A i (- - »JHL.__.D_-.— nr.u.—._—.tr.o
._E_\ _
68+0°0L2 1l
| o
0 00L
S5+0°69C
ZJW GG+0 69¢ 40} uoibal padipaid - 1H-WI SO OLH GLOD
PLLC TLLC 0L 80 90ic ¥O[C CTOLZ 00 @69¢ wm..ﬂ +69C T 069 g89C 989 .
V T N
. [
9U+00L2 k
6LS0°LLT
_ 0" 05
-0 00L

0S+0'69C

Z{w 0S+0'69C 104 uoibas painses|y

Sekil 30. Apigeninbilesiginin LC-MS -IT-TOF kromatogram
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Sekil 31. Apigenin bilesiginin IR spektrumu
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5.7.3. Fumarik Asit

Tirtin toprak istii kisimlarin etanol ekstrelerinden preparatif ince tabaka
kromatografisi ile aseton/MeOH:9.5/0.5 ¢oziicii sisteminde elde edildi (Sekil 32).
Beyaz kati halinde yaklasik 10 mg elde edildi 'H-NMR (600 MHz D,0)
spektrumunda 0 6,76 ppm’de rezonans olan singlet protonunu goriildii. Molekiildeki
tek protonun olefinik protondur. APT (150 MHz, CD3;0OD) spektrumu incelendiginde
0 135.33 ve 0 167.82 ppm’de rezonans olan sirastyla 1 metin ve 1 katerner karbon
goriildi. NMR degerleri maddenin simetrik olabilecegini diislindiirdii. Literatiir
aragtirmas1 sonucu bitkilerde ¢ok miktarda bulunan ve organik asitlerden olan
fumarik asit oldugu tespit edildi (120). Tablo 22°de bu bilesigin’in 'H ve '*C NMR
degerleri verildi (Sekil 33,34).

Sekil 32. Fumarik Asit

Tablo 22.Fumarik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC.NMR "H-NMR
1 167.82 -

2 135.33 6.76

3 135.33 6.76

4 167.82 -
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Sekil 33. Fumarik asit bilesiginin 'HNMR spektrumu (CD;0D, 600 MHz)
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Sekil 34. Fumarik asit bilesiginin BCNMR (APT) s pektrumu (CD;0D, 150 MHz)
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5.7.4. Kaffeik asit

Koklerin etanol ekstrelerinden preperatif HPLC ile elde edildi Beyaz kati
halinde 72 mg olarak elde edildi (Sekil 35). 'H-NMR spektrumunda (CD;0D, 600
MHz) 6 7,02 brs, 6.77 d J=7.8 Hz), 6.92 d (J=7.8 Hz), 7.51 d (J=15.6 Hz) ve 6.23 d
(J=15.6 Hz) ppm’de sinyalleri izlendi. APT (CD30D, 150 MHz) spektrumunda c¢ift
bag bolgesinde, 0 116.6, 122.9, 146.8 ve 115.2 ppm’de karbon sinyalleri izlendi.
Ayrica 0 128.04, 146.9 ve 149.5 ppm’de 3 adet katerner karbon ve 6 171.4 ppm’de
karbonil katerner karbonu izlendi LC-MS-IT-TOF ile elde edilen kiitle
spektrumunda izlenen m/z 179.0332 [M-H] piki CoHgO4 kapali formiiliinii 6nerdi.
'H- ve APT spektrumlari birlikte degerlendirildiginde bu bilesigin kaffeik asit oldugu
dogruland1 (121). Tablo 23’de bu bilesigin 'H ve '*C NMR degerleri verildi (Sekil
36-39).

Sekil 35. Kaffeik asit

Tablo 23. Kaffeik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon “C-NMR 'H-NMR

1 128.04 -

2 116.1 7,02 brs

3 146.9 -

4 149.5 -

5 116.6 6.77 d (J=7.8 Hz)
6 122.9 6.92 d (J=7.8 Hz)
7 146.8 7.51d (J=15.6 Hz)
8 115.2 6.23 d (J=15.6 Hz)
9 171.4 -
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Sekil 36. Kaffeik asit bilesiginin '"H NMR s pektrumu (CD;0D, 600 MHz)
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Sekil 37. Kaffeik asit bilesiginin 13C NMR (APT) spektrumu (CD;0D, 150 MHz)
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Sekil 38. Kaffeik asit bilesiginin LC-MS -IT-TOF kromatogrami
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Sekil 39.Kaffeik asit bilesiginin IR s pektrumu
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5.7.5. 4-Hidroksi benzoik asit

Preperatif ince tabaka kromatografisi yontemiyle diklorometan/aseton:9.8/0.2
¢oziicli sisteminde elde edildi. 42 mg beyaz toz olarak elde edildi (Sekil 40). Ayni
zamanda preperatif HPLC ile MeOH/Su:1/1 ¢oziicii sisteminde de elde edildi. Hem
"H-NMR (CD;0D, 600 MHz) hem de '*C-NMR da sadece fenolik bdlgede ve 11.25
ppm’de yayvan pik vermesi bilesigin basit bir fenolik asit olacagmi diistindiirdi. 'H-
NMR’da 6,81 (J=7,4 Hz) ve 7,75 (J=8,2 Hz) ppm’de 2’ser protonluk pik vermesi
yapmm simetrik ve para konumunda —OH grubunun varhigma isaret etmistir. 'H
NMR sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-TOF ta izlenen [M+HCOO] piki
m/z 167,0354’e (C7HgO3) dayanarak bu bilesigin 4-hidroksi benzoik asit oldugu
saptanmistir ve NMR degerleri (Tablo 24) literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1
dogruland1 (Sekil 41-44).

OH

HO

Sekil 40. 4-Hidr oksi benzoik asit

Tablo 24. 4-Hidr oksi benzoik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon °C.-NMR "H-NMR

1 121,93 -

2 115,53 6,81 d J=7,4 Hz)
3 131,93 7,75 d (J=8,2 Hz)
4 162,00 -

5 131,93 7,75 d (J=8,2 Hz)
6 115,53 6,81 d J=7,4 Hz)
7-COOH 167,65 -
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Sekil 43. 4-Hidr oksi benzoik asit bilesiginin LC-MS -IT-TOF kromatogram
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Sekil 44. 4-Hidr oksibenzoik asit bilesiginin IR s pektrumu
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5.7.6. 7-Asetil royleanon

Tiriin hem kok hemde toprak {istii etanol ekstrelerinden preperatif ince tabaka
kromatorafisi (Coziicii sistemi Petrol eteri/Diklorometan: 1:2) ile elde edildi (Sekil
45). Ozellikle kok etanol ekstresinde 6,7-dehidroroyleanon gibi yikksek miktarda
oldugu belirlendi. Turuncu kristal seklinde elde edildi. Silika jel plaga uygulandiktan
sonra UV lamba altinda (254nm) bakildiginda kizil kahverengi goriinen madde serik
siilfat belirteci ¢eker ocakta puskiirtiilip 105°C’de yakildiginda rengi kahverengine
dontstii. '"H NMR (CDCls, 600MHz) spektrumunda tipik olarak sirasiyla bes metil
sinyali (0,87, 0,88, 1,21, 1,21 ve 1,22) gbzlendi Sinyallerden 1.21°deki metil
sinyallerinin 7,5 Hz lik dubletler seklinde ve 3.15 ppm deki ise metin protonun septet
(J=6,8 Hz, H-15) seklinde goriilmesi biinyesinde bir isopropil grubunu barmdirdigmni
gostermistir. Bu sinyaller abietan diterpen yapida olabilecegini gostermistir. Ancak
aromatik proton sinyali gézlenmemesine ragmen 7.21 ppm deki genis singletin
aromatik bir OH varhigini diistindiirdii. Tipik H-1 metilen pikleri 2,73 ppm’ de d
(J=12,7 Hz) seklinde izlendi. Ayrica 5,95 ppm’ de (brds, H-7) izlenen sinyalin
yanmda bir asetil metili 2.02 ppm de goriildii. Izlenen bu sinyaller yapida C-7 de ki
hidroksil grubunun yerine bir asetil grubunun varligna isaret ederek yap1 7a-asetil
royleanon=7a-asetil-horminon  (7a-asetil-12-hidroksi-8,12-abietadiene-11,14-dion)
olarak saptandi (121). "H NMR degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+H]" piki
359,1695 (C12H3004) dayanarak bu bilesigin 7a-asetil royleanon oldugu saptandi ve
NMR degerleri (Tablo 25) literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1 dogruland: (Sekil
46-50).
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OH 16

17

Tl

Sekil 45. 7-Asetil royleanon

Tablo 25. 7-Asetil royleanon Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon BC.NMR 'H-NMR

1 35,2 2,73 d (J=12,7 Hz)
2 18,7 -

3 29,7 -

4 39,0 -

5 21,0 -

6 35,7 1,92 d J=14,5 Hz)
7 64,4 5,95 dd

8 149,9 -

9 139,4 -

10 41,0 -

11 183,7 -

12 150,7 -

13 124,6 -

14 185,1 -

15 32,9 3,15 sept J=6,8 Hz)
16 19,6 1,21 d J=7,1 Hz)
17 18,5 1,21 d (J=7,2 Hz)
18 21,5 0,87 s

19 19,8 0,88 s

20 24,6 1,225

7-COCH; 46,1 2,02

7-COCH; 169,8 -
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Sekil 46. 7-Asetil royleanon bilesiginin '"HNMR s pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 47. 7-Asetil royleanon bilesiginin BCNMR (APT) spektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 48. 7-Asetil royleanon bilesiginin GC-MS kromatogram
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Sekil 49. 7-Asetil royleanon bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sekil 50. 7-Asetil royleanon bilesiginin IR s pektrumu
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5.7.7. p-Sitosterol

Hem toprak istii hemde kdk kismmlarmmin etanol ekstrelerinden elde edildi.
Fraksiyonlar preparatif ince tabaka kromatografisi yapildiktan sonra DCM: AC
9.8/0.2 ¢dziicii sisteminde ITK ’s1 yapildi. Renksiz olan bu bilesik 172 mg elde edildi
(Sekil 51). Silika jel plaga uygulanip UV’de bakildiginda goriilmeyen bilesik, serik
siilfat belirteci geker ocak altinda piskiirtiilip 105°C’de yakildiginda 6nce turkuaz
ardindan cok tipik kahverengi kirmizi bir renge doniisti. '"H NMR (CDCL, 600
MHz) spektrumunda ¢ 0.67 (3H, s, Me-18), 0.81 (3H, d, J=6,9 Hz, Me-27), 0.83
(3H, d, J=7.1 Hz, Me-26), 0.85 (3H, t, J=7,81 Hz, Me-29), 0.92 (3H, d, J=6,4 Hz,
Me-21) ve 1.0°’de (3H, s, Me-19) gozlenen metil sinyalleri bilesigin steroit oldugunu
distindiirdii. 0 3.52°de (1H, m, H-3a) goriilen proton sinyali bilesikte bir hidroksil
varligmi gosterdi. Yapida bir olefinik proton ise 5.35 ppm (1H, m, H-6) de izlendi.
"H NMR degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+HCOO] piki 459,3831¢
(C29Hs500) dayanarak bu bilesigin B-sitosterol (Stigmast-5-en-33-ol) oldugu saptand1
ve NMR degerleri (Tablo 26) literatiir degereleri ile karsilastrarak yap1 dogruland:
(98). Ince tabaka kromatografisinde yapilankiyaslama sonrasmda standart madde ile
ayni Rf degerinde ve ayni tipik renkte gézlendi (123) (Sekil 52-58).

Sekil 51. g-sitosterol
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Tablo 26. p-sitosterol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC.NMR '"H-NMR

1 39,7 -

2 31,9 -

3 71,8 3,52 m

4 423 2,26 dt (J=20,1; 10,6 Hz)
5 140,7

6 121,7 5,35 m

7 33,9 1,96 m

8 31,8 -

9 50,1 -

10 36,5 -

11 23,0 -

12 37,2 1,99 m

13 39,8 -

14 56,8 -

15 21,1 -

16 31,7 1,84 m

17 56,1 -

18 12,0 0,67 s

19 18,8 1,00 s

20 36,1 -

21 19,0 0,92 d (J=6,4 Hz)
22 26,1 -

23 28,2 -

24 45,8 -

25 29,1 -

26 19,8 0,83 d J=7,1 Hz)
27 19,4 0,81 d (J=6,9 Hz)
28 243 -

29 11,8 0,85t (J=7,8 Hz)
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Sekil 52. ﬂ-Sitosterolbilesiginian-NMR S pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 53. B-Sitosterol bilesiginin “C NMR s pektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 54.3-Sitosterol bilesiginin HMB C s pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 55. B-Sitosterol bilesiginin HMQC s pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 56. B-Sitosterol bilesiginin APT spektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 57. B-Sitosterol bilesiginin GC-MS kromatogrami
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Sekil 58. g-Sitosterolbilesiginin LC-MS -IT-TOF kromatogram



5.7.8. Ferruginol

Hem toprak istii hemde kok kisimlarmm etanol ekstrelerinden elde edildi.
Preparatif ince tabaka kromatografisi ile DCM:AC 9.8/0.2 ¢oziicii sisteminde
yaklasik 80 mg elde edildi (Sekil 65). "H NMR spektrumda (CDCL, 600MHz) iig
metil sinyali swrastyla 0,91, 0,93 ve 1,17 ppm de singletler ve iki metil sinyali
dubletler seklinde swrasiyla 1,21 ve 1,24 ppm de gdzlemlendi. Iki dublet metil
protonlarma iliskin sinyaller birbirine benzer rezonans olduklarindan triplet halinde
gozlendi. Spektrumda 3,10 ppm de goriilen metin sinyalinin bu iki metil dubleti ile
yaptig1 etkilesim sonucu septet halinde goriilmesiyle bir isopropil grubunun
varoldugu tespit edildi. 6,62 ve 6,83 ppm de goriilen singlet sinyalleri aromatik
yapmm oldugu ihtimalini giiclendirdi. 'H NMR’da 2,85 ppm’ de goriilen ddd
(J=1,8;7;17 Hz) ve 2,77 ppm de multiplet benzilik metilen (CH,-7) proton ¢ifti
oldugunu gosterdi. Kiitle spektrumunda molekiiler piki kapali formiilii olan
(C20H300) ye denk olan m/z 286 da izlendi, biitiin spektral sonuglar degerlendirilerek
Salvia bitkilerinde etkinligi yiliksek olan, bir abietan diterpen olan ferruginol oldugu
tespit edildi (124). Tablo 27°da ferruginol’iin 'H ve '*C NMR degerleri verildi (Sekil
60-65).

Sekil 59. Ferruginol
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Tablo 27. Ferruginol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon “C.NMR 'H-NMR

al,37m
1 38,9
b 2,16 dt J=12,5; 4,0; 1,0 Hz)
al1,73ddd J=13,7; 6,5; 3,0 Hz)
2 19,3
b 1,59 ddd (J=14,0; 10,0; 3,2 Hz)
al,19m
3 41,6
b 1,46 ddd (J=12,46; 3,5; - Hz)
4 333 -
5 50,3 al1,31dd (J=12,5; - Hz)
a 1,85ddd (J=17,0; 6,0; 3,5 Hz)
6 19,1
b 1,65 m
a2,77ddd (J=17,0; 11,0; 7,8 Hz)
7 29,7
b 2,85 ddd (J=17,0; 6,2; - Hz)
8 127,2 -
9 148,6 -
10 374 -
11 110,9 6,62 s
12 150,6 -
13 129,5 -
14 126,6 6,83 s
15 26,8 3,10 septet (J=7 Hz)
16 22,7 1,24 d J=7,1Hz)
17 22,5 1,21 d J=7,1Hz)
18 333 0,93 s
19 21,6 0,91 s
20 24,8 1,17 s
12-OH - 4,50 s
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Sekil 60. Ferruginol bilesiginian-NMR S pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 61. Ferruginol bilesiéinin”C-NMR (APT) spektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 62. Ferruginol bilesiginin HMB C s pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 63. Ferruginol bilesiginin HMQC spektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 64. Ferruginol bilesiginin GC-MS kromatogram
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Sekil 65. Ferruginol bilesiginin LC-MS -IT-TOF kromatogram
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5.7.9. Inuroyleanol

Etanol ekstrelerinden preperatif ince tabaka kromatografisi ile saf diklorometan
¢oOziicli sisteminde 12 mg elde edildi (Sekil 66). Silika jel plaga uygulanarak UV’de
bakildiginda kahverengi goriilen madde, serik siilfat belirteci ¢eker ocakta
puskiirtiilip 105°C°de yakildiginda rengi kizil kahverengi oldu. 'H NMR (CDCl,
600MHz) spektrumunda tipik olarak bes metil sinyali (0,94, 0,96, 1,35, 1,37 ve 1,37)
sinyali goriildii. Bu piklerden 1.37° deki metil sinyallerinin 7,6 Hz lik dubletler
seklinde ve 3.27 ppm de bir ise metin protonun septet seklinde goriilmesibiinyesinde
bir isopropil grubunun olduguna isaret etti, sinyaller yapmm abietan bir diterpen
olma ihtimalini gosterdi, ancak rastgele bir aromatik proton sinyali
gozlemlenmemesine ragmen 5,67 ppm’deki genis singlet aromatik bir OH’in
varolabilecegini gosterdi. Ayna zamanda 13,35 ppm’de gbzlemlenen singletin C-7 ile
H-14 arasindaki hidrojen bagi yapmis protona ait oldugu goriildii. Diger bir pik ise
metoksi grubuna ait 3 protonluk pik seklinde 3,78 ppm’de izlendi Bunlarin yani sira
GC-MS kiitle spektrumunda molekiiler piki kapali formiilii olan (C2;H3004) ye
karsilik gelen m/z 346’ da ayrica M-CHj pikide 331°de izlendi. '"H NMR degerleri ve
LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M-H] piki 345.2071 (C,,H3004) dayanarak bu bilesigin
inuroyleanol oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 28) literatiir degereleri ile
kiyaslanarak yap1dogruland1 (Sekil 67-70) (125).

Sekil 66. Inuroyleanol
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Tablo 28. Inuroyleanol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon C.NMR  '"H-NMR

36,4 2,62 m
2 19,1 -
3 35.8 -
4 334 -
5 49,6 -
6 41,1 2,62 m
7 206,8 -
8 112,5 -
9 126,1 -
10 40,3 -
11 152,1 -
12 138,5 -
13 135,85 -
14 158,2 -
15 33,1 3,27 sept (J=6,5 Hz)
16 20,3 1,37 d (J=7,6 Hz)
17 17,9 1,37 d J=7,6 Hz)
18 21,5 0,96 s
19 20,4 0,94 s
20 26,0 1,35
-OCH; 62,1 3,78 s
11-OH - 5,67s

- 13,355

*Molekiil i¢ci H bagi
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Sekil 67. Inuroyleanol bilesiginian-NMR S pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 68. Inuroyleanol bilesigininBC-NMR (APT) Spektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 69. Inuroyleanol bilesiginin GC-MS s pektrumu
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Sekil 70. Inuroyleanol bilesiginin LC-MS -IT-TOF kromatogramm



5.7.10. 6,7-Dehidroroyleanon

Kok etanol ekstresinin ana kolonundan %40 DCM-%60 PE ¢6ziicii sistemi ile
kristal halde elde edildi (Sekil 71). Ik asamada kat1 kristal kisim sivi kisimdan
ayirildi. Kat1 ve sivi kisimlartyla yapilan ITK’da en iyi (3:1) (PE: DCM) ¢éziicii
sisteminde ayrilma gozlendi. Bilesik preperatif ITK ile kirmizi renkli kristal seklinde
saf olarak elde edildi. '"H NMR (CDCl, 600MHz) spektrumunda tipik bes metil
sinyali (0,98, 1,01, 1,03, 1,21 ve 1,21) gozlemlendi. Bunlardan 1.21 deki metil
sinyallerinin 6,9 Hz lik dubletler seklinde ve 3.15 ppm’de ise metin protonun septet
dty (J=13,8; 6,9 Hz, H-15) seklinde gdzlemlenmesi biinyesinde bir isopropil
grubunun olabilecegini, sinyallerin ise yapmin abietan bir diterpen oldugunu
gosterdi, ama herhangi bir aromatik proton sinyali izlenmemesine ragmen 7.33 ppm
deki genis singletin aromatik bir OH varligini diistindiirdii. Karakteristik H-1p piki
2,89 ppm’ de d (J=13,3 Hz, 3,9 Hz) halinde izlendi. Ayrica 6,46 dd (J=9,7 Hz) ve
6,81 dd (J=9,6 Hz)’ de izlenen pikler yapida bir ¢ift baga isaret etmektedir."H NMR
sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+H]" piki 315,1954°¢
(C20H2803) dayanarak bu bilesigin 6,7-dehidroroyleanon oldugu saptandi ve NMR
degerleri (Tablo 29) Kusumoto ve arkadaslarmin elde ettigi 6,7-dehidroroyleanon

bilesigi ile ayn1 oldugu tespit edildi (119) (Sekil 72-79).

.
”, ,//
7
7
1

19

8

Sekil 71. 6,7-Dehidroroyleanon
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Tablo 29. 6,7-dehidroroyleanon Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon “C-NMR "H-NMR

. 35.1 2,89d (J=13,3 Hz, 3,9 Hz)
1,43 td J=3,4 Hz,)

2 18,7 -

3 40,5 -

4 333 -

5 52,1 2,14 s

6 139,6 6,46 dd (J=9,7 Hz)

7 121,1 6,81 dd (J=9,6 Hz)

8 138,4 -

9 140,5 -

10 39,2 -

11 183,4 -

12 151,2 -

13 122,6 -

14 186,0 -

15 24,1 3,15 dt J=13,8; 6,9 Hz)

16 19.8 1,21 d J=6,9 Hz)

17 20,0 1,21 d J=6,9 Hz)

18 32,6 0,98 s

19 22,8 1,01s

20 15,2 1,03 s

12-OH - 7,33 s
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Sekil 72. 6,7-Dehydroroyleanon bilesiginin "HNMR spektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 73. 6,7-Dehydroroyleanon bilesiginin *C NMR S pektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 74. 6,7-Dehidroroyleanon bilesiginin APT spektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 75. 6,7-Dehidroroyleanon bilesiginin HMB C s pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 76. 6,7-Dehidroroyleanon Bilesiginin HQBC S pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 77. 6,7-Dehidror oyleanon bilesiginin GC-MS s pektrumu
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Sekil 78. 6,7-Dehidroroyleanon bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sekil 79. 6,7-Dehidroroyleanon bilesiginin IR spektrumu
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5.7.11. Ursolik Asit

Toprak tistli kismmin etanol ekstresinin ana kolonundan elde edildi. Yapilan ince
tabaka kromatografisi sonuglarina goére en iyi ayrima (1Ac:9DCM) c¢ozicii
sisteminde 2 kez yiiriitillerek gozlendi Preperatif ITK ile bu ¢dziicii sisteminde
saflagtirma iglemi yapildi (6 mg). Beyaz renkli olan bu bilesik amorf halde elde edildi
(Sekil 80). Silika jel plaga uygulandiktan sonra UV lamba altinda (254nm)
bakildiginda gériilmeyen bu bilesik, serik siilfat belirteci ¢ceker ocakta piiskiirtiiliip
etiivde 105°C’de yakilarak pembe-mor rengi aldi. "H NMR spektrumunda (CDCL,
600 MHz) 0.75-1.15 ppm ler araliginda goriilen bes metil singletinin yan1 sira 0.92
ppm de ve 0.78 ppm’de J degerleri 6,6 Hz olan iki dublet metilinin bulunmasi
bilesigin ursan yapisinda olduguna isaret etmektedir. Oleanolik asit ve ursolik asit
maddelerinin IR ve kiitle spektral sonu¢larinin neredeyse birebir ayni olmasi bu
spektrumlara bakilarak bilesiklerin ayirt edilemeyecegini gosterir, ancak saflagtirma
sonucunda bilesigin '"H NMR spektrumunda C-19 ve C-20 deki metil gruplarmm
dubletler halinde olmasi ve '?*C NMR da metilen (CH;) ve metin (CH) sayilarmm
oleanolik asitten farkli olmasidolayisiyla bu bilesigin ursan yapisinda oldugunu
kanitlamaktadr. Nitekim "H NMR spektrumunda 3,2 ppm civarinda izlenen dd (
J=4,5 ve 10,8Hz) sinyali hidroksile komsu protona (H-3a), 5.30 ppm deki dar triplet
sinyali ise vinilik bir protona (H-12) isaret etti. 'H NMR degerleri ve LC-MS-IT-
TOF’ta izlenen [M+Na]* piki m/z 479,3500’e (C30H4303) dayanarak bu bilesigin
Salvia bitkilerindefazlaca rastladigimz ursolik asit (3f-hidroksi-urs-12-en-28-oik
asit) oldugu saptandi ve NMR degerleri literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1
dogruland1 (113). Tablo 30°de 'H ve '*C NMR degerleri verildi (Sekil 81-83).
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Tablo 30. Ursolik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon '“C-NMR 'H-NMR

1 39,1 -
2 272 -

3 79.2 3,20 dd (10,8;4,5 Hz)
4 39,4 -

5 55.1 -

6 19,1 ;

7 33,5 -

8 39,2 -

9 475 -

10 37,1 -

11 236 -

12 123.2 530 t(J = 2,5 Hz)
13 143,5 -

14 415 -

15 28,1 -

16 23,6 -

17 46,5 -

18 40,1 2,16 d J=11 Hz)
19 38,9 -

20 38,7 -

21 33,8 -

2 326 -

23 28,1 1,01 s

24 15,5 0,75 s

25 153 0,95 s

26 17,1 0,80 s

27 25,9 1L15s

28 183,1 -

29 33,1 0,78 d (J=6,6 Hz)
30 236 0,92 d (J=6,6 Hz)
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Sekil 81. Ursolik asit bilesiginin "H-NMR S pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 82.Ursolik asit bilesiginin '*C-NMR s pektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 83. Ursolik asit bilesigininLC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.7.12. Oleanolik asit

Toprak tistli kismmin etanol ekstresinin ana kolonundan elde edildi. Beyaz renkli
olan bu bilesik silika jel plaga uygulanip UV lamba altinda (254nm) bakildiginda
goriilmeyen bilesik, serik siilfat belirteci ¢eker ocakta piiskiirtiiliip etiiv igerisinde
105°C’de yakildiginda pembe-mor renk olustu (Sekil 84). "H NMR spektrumunda
(CDCl, 600) 0,75-1,25 ppm araliginda ¢ikan metil pikleri singletler bigimindedir.
Biitiin metillerin singletler seklinde goriilmesi bilesigin oleanan iskeleti seklinde
oldugunu gosterdi. 3,22 ppm dekidublet dublet (J= 3,7 ve 11,2 Hz) hidroksile komsu
a- protona, 5,25 ppm deki triplet (/=2,5 Hz) ise bir olefinik protona (vinilik protona)
isaret etmektedir. Ilaveten 2,81 ppmde izlenen J=2,6 ve J=13,0 Hz’lik dd etkilesim
gosteren pikin H-18 protonun piki oldugu ve hatta bu sinyalin ¢ok asagi alanda
goriilmesinin nedeni ise C-17’ye bagh (-COOH) asit grubundan kaynakli oldugu
diistiniildii. Oleanolik asit ile ursolik asit birbirlerinin izomeri durumunda olmalarmnin
yaninda "H NMR dabirbirinden ayiran en belirgin 6xellikteki pikler H-19 ve H-20 ye
bagl metil sinyalleri ve H-19 protonu ile etkilesen H-18 sinyalinin verdigi boliinme
ve kayma degeridir. Oleanolik asitde H-18 [ sinyali bu bilesikte de izlendigi gibi
daima 2,6 ve 13 Hz lik karakteristik dublet dubletler halinde 2,8 ppm civarinda
izlenir. Nitekim '>*C NMR’1n da asit karbonili 183,3 ppm de, A'? ¢ifte bag karbonlari
122,6 ve 143,6 da, hidroksil tasiyan karbon (C-3) ise 79,0 de izlendi. 'H NMR
sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+Na]" piki m/
479,3500°e (C30Hs303) dayanarak bu bilesigin Salvia tiirlerinde ¢cok yaygin olan
oleanolik asit (3f-hidroksiolean-12-en-28-oik asit) oldugu saptandi ve NMR
degerleri literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap: dogrulandi (113). Tablo 31°de 'H
ve 1°C NMR degerleri verildi (Sekil 85-88).
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Tablo 31. Oleanolik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon “C-NMR "H-NMR

1 39,2 -

2 27,1 -

3 79,0 3,22.dd (11,2;3,7 Hz)
4 38,7 -

5 55,2 -

6 18,3 -

7 33,7 -

8 39.3 -

9 47,6 -

10 37,1 -

11 23.6 -

12 122.6 5.22t(J =2,5Hz)
13 143,6 -

14 415 -

15 28,1 1,71 m

16 23.6 1,96 m

17 46,5 -

18 40,1 2,81 dd (J=13,0;2,6 Hz)
19 459 -

20 30,7 -

21 33,8 -

2 32,6 -

23 28,1 0,94 s

24 15,5 0,74 s

25 153 0,89 s

26 17,1 0,77 s

27 25.9 L1s

28 183,3 -

29 33,1 0,87 s

30 23,6 0,90 s
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Sekil 85. Oleanolik asit bilesiginin THNMR s pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 86. Oleanolik asit bilesiginin “C NMR(APT) s pektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 87. Oleanolik asit bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sekil 88. Oleanolik asit bilesiginin IR spektrumu
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5.7.13. Salvianolik asit A

Toprak ustii kismlarinin etanol ekstrelerinden preperatif HPLC’de MeOH/Su ¢oziicii
sisteminde elde edildi (Sekil 89). Beyaz renkte toz halde 38 mg elde edildi.'H-NMR
spektrumunda (CD;0OD, 600 MHz) J 8.05- 6.28 ppm’ de aromatik bolgede 12 sinyal
izlendi. Ilaveten & 5.16 dd (J=8.4- 3.7 Hz) ppm’de oksijenlenmis proton sinyali
izlendi. APT (CDs;OD, 150 MHz) spektrumu degerlendirildiginde yapida 0 168.8 ve
173.6 ppm’de karbonil karbonlar1 izlendi. Bunlara ilaveten 6 146.6, 146.9, 146.3,
148.4, 145.4 ve 144.6 ppm’de oksijenlenmis karbonlar izlendi. Bu sinyaller genelde
aromatik halkalara OH grubu baglandiginda izlenebilmektedir. Daha ileri NMR
analizlerine devam etmeden Once elde edilen spektral degerler literatiir ile
karsilastirildi. Bu karsilagtirma sonucu é 6.82 d (J=7.7 Hz), 7.14 d (J=8.5 Hz), 8.05 d
(J=15.8 Hz) ve 6.28 d (J=15.8 Hz) ppm’de izlenen sinyallerin Salvia tiirlerinde
rastlanan biyolojik 6zellikleri nedeniyle 6nemli bir bilesik olan salvianolik asit A’nin
A kisminda izlenen protonlar, 0 6.81 d (J=2.8 Hz), 6.71 d (J=8.0 Hz), 6.74 dd
(J=8.2- 3.6 Hz), 3.05 dd (J=14.4- 3.3 Hz), 2.94 dd (J=14.2- 8.7 Hz) ve 5.16 dd
(J=8.4- 3.7 Hz) ppm’de izlenen sinyallerin B kismindaki protonlar, 6 7.12 d (J=2.0
Hz), 6.86 d (J=7.9 Hz), 7.04 brs, 7.13 d (J=16.2 Hz) ve 6.71 brs sinyallerin C
kismindaki protonlar ile ortiistiigii gorildi (126). 'H ve '*C NMR degerleri ve LC-
MS-IT-TOF ta izlenen M-H pikim/z 493.1146 (C26H2010) ne dayanarak bu bilesigin
salvianolik asit A oldugu saptandi ve literatir ile NMR degerleri (Tablo 32)
kiyaslanarak yapidogrulandi (119,123) (Sekil 90-92).
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Sekil 89. Salvianolik asit A
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Tablo 32. Salvianolik asit A bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon “C-NMR 'H-NMR

1 128.5 -

2 120.2 7.12d (J=2.0 Hz)

3 146.6 -

4 146.9 -

5 114.0 6.86 d (J=7.9 Hz)

6 120.5 7.04 brs

7 138.0 7.13d (J=16.2 Hz)

8 116.6 6.71 brs

r 126.2 -

2 131.5 -

3 146.3 -

n 148.4 -

5 115.7 6.82 d (J=7.7 Hz)

6 122.2 7.14 d (J=8.5 Hz)

T 147.5 8.05 d (J=15.8 Hz)

g 116.4 6.28 d (J=15.8 Hz)

9 168.8 y

e 129.4 -

2 117.5 6.81 d (J=2.8 Hz)

3 145.4 -

4 144.6 -

5 114.9 6.71 d (J=8.0 Hz)

6" 120.7 6.74 dd (J=8.2- 3.6 Hz)

. . 3.05 dd (J=14.4- 3.3 Hz)
2.94 dd (J=14.2- 8.7 Hz)

g 749 5.16 dd (J=8.4- 3.7 Hz)

9 173.6 -
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Sekil 91. Salvianolik Asit A bilesiginin BCNMR (APT) spektrumu (CD;0D,150 MHz )
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5.7.14. Bis-(2-etil hekzil) benzen-1,2 dikarboksilat

Bitkinin hem kok hem de toprak iistii kisimlarin etanol ekstrelerinin ¢ok sayida
fraksiyonundan preparatif ince tabaka kromato grafisiyle petrol
eteri/diklorometan:1/3 ¢oziicii sisteminde beyaz renkte toz halde yaklask 300 mg
olarak elde edildi (Sekil 93). Silika jel uygulanmis hazir plakta UV’da agik mor
goriilen bilesik serik siilfat belirteci ¢eker ocak altinda piskirtiilip etiivde
yakildiginda (105°C) 6nce sar1 bekleyince mor renk ald. 'H-NMR (CDCL, 600
MHz) spektrumunda 7,70 (2H, dd, J = 3,42; 5,86 Hz) H-3" ve H-6", 7,52 (2H, dd, J
=3,42;5,86) H-4" ve H-5", 4,21 (4H, pentet, J = 5,86 Hz) H-1 ve H-1', 1,55 (2H, m)
H-2 ve H-2', 1,32-1,22 (8 CH,, m), 0,93 (6H, t, J] = 5,00 Hz) Me-6 ve Me-6', 0,89
(6H, t, J = 5,00 Hz) Me-8 ve Me-8' pikleri izlendi."H ve '*C NMR degerleri ve LC-
MS-IT-TOF ta izlenen M+H piki m/z 391.2843 (C,4H3304) ne dayanarak bu bilesigin
bis-(2-etil hekzil)benzen-1,2 dikarboksilat oldugu saptandi ve literatiir ile NMR
degerleri (Tablo 33) kiyaslanarak yapidogrulandi (113) (Sekil 94-97).

Sekil 93. Bis-(2-etil hekzil)benzen-1,2 dikarboksilat
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Tablo 33. Bis-(2-etil hekzil) benzen-1,2 dikarboksilat bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon '“C-NMR 'H-NMR

LT 67,70 4,21 pentet (J = 5,86 Hz)
2,2 39,04 1,55 m

3,3 30,53 1,32-1,22 m

4, 4 28,69 1,32-1,22 m

55 22,96 1,32-1,22 m

6, 6 10,65 0,93t (J =5,00Hz)

7,7 23,86 1,32-1,22m

8,8 13,64 0,89t J =5,00 Hz)

1", 2" 132,82 -

4" 5" 131,35 7,52 dd (J = 3,42; 5,86 Hz)
3", 6" 128,97 7,70 dd (J = 3,42; 5,86 Hz)
Cc=0 167,36 -
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Sekil 97. Bis-(2-etil hekzil) benzen-1,2 dikarboksilat bilesiginin IR spektrumu
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5.7.15. Stigmasterol

Hem kok hem de toprak iistii kisimlarin etanol ekstrelerinden preparatif ince tabaka
kromatografisi ile petrol eteri/diklorometan:1/9 ¢oziicii sisteminde beyaz renkte toz
halde yaklasik 56 mg civarinda elde edildi (Sekil 98). Silika jel plaga uygulanip
UV’de bakildiginda goriilmeyen bilesik, c¢eker ocakta serik siilfat belirteci
piskiirtilerek 105°C’de etiivde yakildigi zaman ik turkuaz rengi sonrasinda
kahverengi-kirmiz1 bir rengi oldugu goriildii. "H NMR spektrumuna bakildiginda
(CDCl;, 600 MHz) proton sinyallerinin f-sitosterol bilesigiyle ¢ok fazla benzedigi
farkedilmistir ve metil proton sinyallerinin hepsinin ayni ppm lerde gdriilmesi bu
bilesiginde bir steroit olabileceginin gostergesiydi. C-3 proton sinyali ayni sekilde
3,52 ppm de izlendi. C-5 ve C-6 arasindaki ¢ifte bagin bulundugu olefinik proton
sinyalinin 5,35 ppm’ de izlendi. Bu ¢ifte bagin beraberinde yapisinda ikinci bir ¢ifte
bagm olmas1 ¢ 5,02 (dd, J=15,1 ve 8,6 Hz) ve 5,15 (dd, J=15,1 ve 8,7 Hz) de
strastyla goriilen sinyaller ile farkedildi. Boliinme bigimleri ve trans bir etkiye dikkat
¢eken 15 Hz lik J degerleri goz oniinde bulunduruldugunda A’ stigmastan iskeletine
bu bagin konumlanacag: yerin yan zincirinde sadece A*? pozisyonuna yerlesmesinin
gerekliligi belirlendi. 'H NMR sinyallerinin kayma miktarlar1 ve LC-MS-IT-TOF’ta
izlenen [M+Na]" piki m/z 435,3587 ye (Ca9H430) dayanarak bu bilesigin Salvia
tirlerinde ¢cok yaygin olan stigmasterol (stigmasta-5,22-dien-3-ol) oldugu belirlendi
ve NMR degerleri literatiir degerleri ile kiyaslanarak yap1 dogrulandi (127). Tablo
34’da 'H ve '*C NMR degerleri verildi (Sekil 99-101).
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Sekil 98. Stigmasterol
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Tablo 34. Stigmasterol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon “C-NMR 'H-NMR

1 37,2 -
2 31,9 -

3 71,8 3,52dt (J=11; 8,7 Hz)
4 423 -

5 140,7 -

6 121,7 5,35d J=2,5Hz)

7 31,8 -

8 31,9 -

9 512 -

10 36,5 -

1 212 -

12 39,7 ’

13 422 .

14 56.8 -

15 243 :

16 28,9 ’

17 55.9 -

18 12,2 0,69 s

19 19.4 1,01 s

20 406 -

21 21,7 0,83 d (J=6 Hz)

2 138,3 5.02 dd (J=15,1; 8,6 Hz)
23 129,3 5.15dd (J=15,1;8,7 Hz)
24 50,1 -

25 31,9 -

26 21,1 0,81 d (J=6 Hz)

27 19.0 0,84 d (J=6 Hz)

28 254 -

29 12,1 0,97 t J=8,6 Hz)
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Sekil 101. Stigmasterol bilesiginin LC-MS -IT-TOF kromatogram
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5.7.16. Bis(2-etilhekzil) tereftalat

Hem kok hem de toprak iistii kisimlarin etanol ekstrelerinin ¢ok sayida
fraksiyonundan preparatif ince tabaka kromatografisiyle petrol eteri/diklorometan:1/3
¢Oziicli sisteminde beyaz renkte toz halde yaklasik 210 mg olarak elde edildi (Sekil
102). Silika jel plakta UV lambasinda (254 nm) bakildiginda agik mor goriilen madde
serik stilfat belirteci ¢ceker ocak altinda piiskiirtiilerek etiivde yakildiginda (105°C) dnce
sar1 renk aldig1 bekleyince mor renge doniistiigii goriildi. '"H-NMR (CDCL, 600 MHz)
spektrumunda 8,09 m (4H, H-2, 3, 5 ve 6, 4,26 (4H, pentet, J = 5,86 Hz) H-1" ve H-1",
1,56 (2H, m) H-2' ve H-2", 1,33-1,46 (8 CH2, m), 0,93 (6H, t, J = 5,00 Hz) Me-6' ve
Me-6", 0,89 (6H, t, J = 5,00 Hz) Me-8' ve Me-8" pikleri izlendi.'H ve '*C NMR
degerleri ve LC-MS-IT-TOF ta izlenen M+H piki m/z 391.2844 (Cy4H3304) ne
dayanarak bu bilesigin bis(2-etilhekzil) tereftalat oldugu saptandi ve literatiir ile NMR
degerleri (Tablo 35) kiyaslanarak yapidogrulandi (113) (Sekil 103-107).

Sekil 102. Bis(2-etilhekzil) tereftalat
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Tablo 35. Bis(2-etilhekzil) tereftal at bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon

"H-NMR

8,09 m
8,09 m
8,09 m
8,09 m
8,09 m

4,26 pentet (J = 5,86Hz)
1,56 m

1,33-1,46 m

1,33-1,46 m

1,33-1,46 m

0,93t({J =5,00 Hz)
1,33-1,46 m

0,89t (J =5,00 Hz)
4,26 pentet (J = 5,86Hz)
1,56 m

1,33-1,46 m

1,33-1,46 m

1,33-1,46 m

0,93t (J =5,00Hz)
1,33-1,46 m

0,89t J =5,00 Hz)
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Sekil 103. Bis(2-etilheksil) tereftalat bilesiginin 'HNMRs pektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 104. Bis(2-etilheksil) tereftal at bilesiginin AP T s pektrumu (CDCl3, 150 MHz)
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Sekil 105. Bis(2-etilheksil) tereftal at bilesiginin GC-MS s pektrumu
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Sekil 106. Bis(2-etilheksil) tereftal at bilesiginin LC-MS -IT-TOF kromatogram
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Sekil 107. Bis(2-etilheksil) tereftal at bilesiginin IR s pektrumu
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5.7.17.Pisiferal

Salvia pseudeuphratica’nm kok etanol ekstresinden elde edildi. Preparatif ince tabaka
kromatografisi ile petrol eteri/diklorometan:1/3 ¢oziicii sisteminde yaklasik 1,76 mg elde
edilmistir (Sekil 108). 'H NMR spektrumda (CDClz, 600MHz) iki metil sinyali 0,82 ve 0,99
ppm de singletler seklinde ve iki metil sinyali dubletler seklinde 1,21 ve 1,22 ppm de
goriilmiistiir. Spektrumda 3,13 ppm de goriilen metin sinyalinin bu iki metil dubletiyle
olusturdugu etkilesmesi neticesinde septet seklinde goriilmesiyle bir isopropil grubunun
oldugu belirlendi. 6,54 ve 6,91 ppm de goriilen singlet sinyalleri halkada aromatic yapinin
olmas1 ihtimalini giiglendirdi. '"H NMR’da diger tipik sinyaller 2,8 ppm dolayinda izlenmistir,
Bunlardan 2,87 ppm’ de goriilen ddd (J=7,5;10;15 Hz) ve 2,82 ppm de multiplet benzilik
metilen (CH,-7) proton ciftine isaret etmistir. Ayrica bu bilesigi ferruginol bilesiginden
ayiran karekteristik pik olan aldehit protonu ise 9,89 ppm’de singlet seklinde izlenmistir. GC-
MS kiitle spektrumunda molekiiler piki kapal formiilii olan (C20H2302) ye karsilik gelen m/z
300’ de izlenmistir. 'H NMR sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M-
H] piki m/z 299,1985°e (C20H2302) dayanarak bu bilesigin pisiferal oldugu saptanmistr ve
NMR degerleri (Tablo 36) literatiir degereleri ile kiyaslanarak yapi dogrulanmistir (128)
(Sekil 109-113).

Sekil 108. Pisiferal
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Tablo 36. Pisiferal Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon “C-NMR "H-NMR
al,32m
1 38,5
b2,11dt (J=12,1; 3,8,0; - Hz)
2 18,3 -
3 41,4 _
4 - _
5 51,2 ;
6 19,4 i
; 297 a 2,82 ddd (J=15,0; 10,0; 7,5 Hz)
b 2,87 ddd (J=15,0; 6,2; - Hz)
8 } i
9 } p
10 - -
11 113,7 6,54 s
12 - -
13 - -
14 1294 691 s
15 26,5 3,13 sept J=7 Hz)
16 22,9 1,22 d (J=6,7 Hz)
17 2.5 121 d (J=6.7 Hz)
18 33,4 099 s
19 21,6 0,82s
20 183,7 9,89 s
12-OH - 462 s
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Sekil 109. Pisiferal Bilesiginin '"HNMR Spektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 111. Pisiferal Bilesiginin GC-MS S pektrumu
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Sekil 113. Pisiferal Bilegiginin IR S pektrumu (Etanol)
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5.7.18. Sugiol

Kok etanol ekstresinden elde edildi. Preparatif ince tabaka kromatografisi ile
petroleteri/diklorometan:1/9 ¢dziicli sisteminde yaklasik 14 mg elde edildi (Sekil 114).
"H NMR (CDCl, 600 MHz) spektrumunda ti¢ metil sinyali 0,92, 0,99 ve 1,22 ppm de
singletler seklinde olup iki metil sinyali dubletler seklinde 1,25 ve 1,27 ppm (J=7,1 Hz)
de goriildii. Spektrumda 3,13 ppm de goriilen metin sinyalinin iki metil dubletiyle
olusturdugu etkilesim neticesinde septet seklinde goriilmesiyle bir isopropil grubunun
oldugu ortaya cikti. 6,68 ve 7,91 ppm de goriilen singlet sinyalleri halkadaki
aromatikligin varolusunu gii¢lendirdi. "H NMR’da 2,68 ppm’ de izlenen dd (J=1,8;13
Hz) H-1 ve 2,59 ppm de dd keto grubuna komsu proton ¢iftine (H-6) isaret etti. Keton
grubunun varligi nedeniyle H-14 ferruginol’den (6,83 ppm) farkli olarak daha asagi
alanda (7,91 ppm) izlendi. Kiitle spektrumunda molekiiler piki kapali formiilii olan
(C20Hs07) ve karsilik gelen m/z 300°de ayrica M-CHj3 pikide 285°te izlendi, 'H NMR
degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+H]" piki m/z 301.2165’¢ (C20Hz50,)
dayanarak bu bilesigin sugiol oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 37) literatiir
degereleri ile kiyaslanarak yapidogruland: (129) (Sekil 115-119).

Sekil 114. Sugiol
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Tablo 37. Sugiol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon “C-NMR 'H-NMR

1,56 dd (J=1.8; 13 Hz)

1 38,5
2,68 dd (J=1,8; 13 Hz)
2 19,1 -
3 40,9 -
4 33,5 -
5 50,2 -
6 19,3 2,59 dd
7 209,3 -
8 1246 -
9 154.8 -
10 38,0 -
11 1109 668
12 1603 -
13 1337 -
14 1266  791s
15 26,7 3,13 septet (J=7,0 Hz)
16 22,6 125d (J=7,1 Hz)
17 22,3 127d (J=7,1 Hz)
18 33,4 122
19 21,5 092's
20 24,8 099 s
12-0H - 530
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Sekil 118. Sugiol bilesiginin GC-MS spektrumu-2
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Sekil 119. Sugiol bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogramm



5.7.19.12-Hidroksi abieta-1,3,5(10),8, 11, 13-hekzaen

Salvia pseudeuphratica’nin kok etanol ekstresinden elde edilmistir. Preparatif ince
tabaka kromatografisi ile petrol eteri/diklorometan:1/3 ¢dziicii sisteminde yaklagik 15
mg acik turuncu kristal seklinde elde edilmistir (Sekil 120). "H-NMR spektrumunda
(CDsCl, 600 MHz) & 7.43-7.03 ppm’de 4 aromatik proton, ¢ 2.83-2.76 ppm’de 2’ser
protonluk metilen, 2.32 s (3H), 2.25 s (3H), 1.29 d (J= 6.2 Hz, 6H) 4 metil grubu
izlendi. 6 3.21 sept (J= 6.6 Hz) ppm’de izlenen proton yarilmasidan da goriilecegi
lizere yapida bir izopropil yapismin olabilecegini gosterdi. Ayrica o0 4.61 brs ppm’de
OH protonu izlendi. Proton spektrumuna tek basina degerlendirildiginde yapnmn 4 metil
grubu, 1 OH grubu, 4 aromatik proton ve 2 metilen grubu iceren flavon veya fenantren
yapis1 olabilecegi diisiiniildii. APT (CDs;Cl, 150 MHz) ve HSQC spektrumlari birlikte
degerlendirildiginde yapida 4 metil, 2 metilen, 5 metin, 8 katerner karbon izlendi.
Ayrica LC-MS-IT-TOF ile elde edilen kiitle spektrumunda izlenen m/z 265.1411 [M-H]
piki C19H»O kapali formiilii oldugu diisiiniildii. Literatiirde bulunan spektral degerlerle
mukayese edildiginde NMR degerleri Tablo 38’de verilen bu bilesigin daha 6nce bir
Salvia tiriinden izole edilen 12-Hidroksi abieta-1,3,5(10),8, 11, 13-hekzaen oldugu
goriildii (130) (Sekil 121-126).

Sekil 120. 12-Hidr oksi abieta-1,3,5(10),8, 11, 13-hekzaen
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Tablo 38. 12-Hidroksi abieta-1,3,5(10),8, 11, 13-hekzaen Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon ONMR 'H-NMR
1 121.2 7.43 d (J=1.1 Hz)
2 128.2 7.08 d (J=10.7 Hz)
3 136.1 .
4 136.0 .
5 134.0 :
6 25.8 2.83 d (J=5.1 Hy)
7 285 2.76 d (J=5.0 Hz)
8 138.8 -
9 133.2 :
10 122.2 .
1 110.8

7.09 s
12 152.0 :
13 133.2 :
14 125.8 7.03 s
15 27.2 3.21 sept (J=6.6 Hz)
16 23.0 1.29d (J=6.2 Hz)
17 23.0 1.29d (J=6.2 Hz)
18 15.6 2255
19 21.0 2325
-OH - 4.61 brs

202



00

S0

01

Sl

0z

N4

0'e

g'E

0y

St

(wdd) 1y
0's

q's

09

59

0L e 0'g S8 06 g6

0002~ -

0002+

000t

00095

0008+

0000T +

000ZT 4

000FT

00097 +

0008T

0000€

oonze-

000%€

0009¢ -

0008¢ -

Z0 NOLOYd 69-1 SY1¥I ¥

Sekil 121. 12-Hidroksi abieta 1,3,5(10), 8, 11, 13-hekzaen Bilesiginin 'H NMR Spektrumu (CDCl3,

600 MHz)
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13-hekzaen Bilesiginin APT S pektrumu (CDCl3, 600

Sekil 122. 12-Hidroksi abieta 1,3,5(10), 8, 11,

MHz)
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Sekil 124. 12-Hidr oksi abieta 1,3,5(10), 8, 11, 13-hekzaen Bilesiginin GC-MS S pektrumu
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Sekil 125. 12-Hidroksi abieta 1,3,5(10), 8, 11, 13-hekzaen Bilesiginin LC-APCI-MS S pektrumu
(Pozitif mod)
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5.7.20.12-Demetilmultikaulin

Salvia pseudeuphratica’nin kok etanol ekstresinden elde edilmistir. Preparatif ince
tabaka kromatografisi ile petrol eteri/diklorometan:1/3 ¢6ziicii sisteminde yaklagik 17
mg acik turuncu kristal seklinde elde edilmistir (Sekil 127). "H-NMR spektrumunda
(CDsCL 600 MHz) 6 8.29- 7.42 ppm’ de 6 aromatik proton, 2.62 s (3H), 2.52 s (3H),
139 d (J= 6.6 Hz, 6H) 4 metil grubu izlendi. 6 3.38 sept (J= 6.6 Hz) ppm’de izlenen
proton yarilmasindan da goriilecegi lizere yapida bir izopropil yapismin olabilecegini
gosterdi. Ayrica 0 5.07 brs ppm’de OH protonu izlendi. Proton spektrumuna tek basina
degerlendirildiginde yapmin 4 metil grubu, 1 OH grubu , 6 aromatik proton igeren
flavon veya fenantren yapisi olabilecegi diisiiniildii. APT (CDsCl, 150 MHz) ve HSQC
spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde yapida 4 metil, 7 metin, 8 katerner karbon
izlendi. Ayrica LC-MS-IT-TOF ile elde edilen kiitle spektrumunda izlenen m/z
263.1408 [M-H] piki C19H200 kapali formiilii diisiintildii. Literatiirde bulunan spektral
degerlerle mukayese edildiginde NMR degerleri Tablo 39°de verilen bu bilesigin daha
once bir Salvia tirlinden izole edilen 12-demetilmultikaulin yapis1 oldugu goriildi

(130,131) (Sekil 128-133).

Sekil 127. 12-Demetil multik aulin
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Tablo 39. 12-De me tilmul tikaulin Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon “C-NMR "H-NMR

1 119.9 8.28 d (J=8.2 Hz)
2 128.5 7.42 d (J=8.2 Hz)
3 134.0 -

4 132.2 -

5 134.9 -

6 120.3 7.84 d (J=9.1 Hz)
7 126.3 7.67 d (J=9.2 Hz)
8 126.2 -

9 130.9 -

10 130.1 -

11 106.8 7.92 s

12 152.4 -

13 135.4 -

14 125.9 7.67 s

15 27.4 3.38 sept (J=6.6 Hz)
16 22.6 1.39 d (J=6.6 Hz)
17 22.6 1.39 d (J=6.6 Hz)
18 15.0 2.62s

19 20.87 2.52s

-OH - 5.07 brs
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Sekil 132. 12-Demetil multikaulin Bilesiginin LC-APCI-MS S pektrumu (Negatif mod)
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5.7.21.Salvipison

S. pseudeuphratica’nin sadece kok etanol ekstresinden preperatif ince tabaka
kromatografisi ile saf diklorometan ¢dziicii sisteminde elde edilmistir. Ag¢ik sar1 kristal
seklinde 3,4 mg elde edilmistir (Sekil 134). Silika jel plaga tatbik edildikten sonra UV
lamba altinda (254nm) bakildiginda sar1 goriilen bilesik, ¢eker ocakta serik stilfat
belirteci piiskiirtiilerek etiivde 105°C’de yakildig1 zaman koyu sar1 renk aldi. "H NMR
spektrumunda (CDCl;, 600 MHz) 4 metil sinyali (1,29 d, 1,29 d, 1,72 s ve 2,44 s)
sinyali goriildii. Bunlardan 1.29°daki metil sinyallerinin 6,5 Hz lik dubletler seklinde ve
3.35 ppm de bir ise metin protonun septet seklinde gdriilmesi yapida bir isopropil
grubunun olduguna, bu sinyaller yapmin abietan bir diterpen olmas1 ihtimaline isaret
etmistir. 4,72 ppm’de dublet pik (J=9,1 Hz) vinilik ve 1,72 ppm’de ¢ikan metile komsu
cift baga isaret etmistir. Ayrica 7,50 ile 7,95 ppm (J=7,6 Hz)’deki pikler aromatik
komsu 2 protona isaret etmistir. Ayrica 7,77 ppm’de brd s pik ise —OH varligina isaret
etmistir. Bunlarin yani sira GC-MS kiitle spektrumunda molekiiler piki kapali formiilii
olan (C,9H2403) ye karsilik gelen m/z 312° da ayrica M-OH pikide 294°de izlenmistir.
"H NMR sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+H] * piki
313.1540 (CyH2403) dayanarak bu bilesigin salvipison oldugu saptanmistr ve NMR
degerleri (Tablo 40) literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1dogrulanmistr (132) (Sekil
135-139).

Sekil 134. Salvipison
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Tablo 40. Salvipison Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon 'H-NMR

1 3,19m

2 1,61 m

3 224 brt

4 ;

3 -

6 7,50d (J=7,6 Hz)
7 795 d (J=7,6 Hz)
8 4

9 4

10 -

11 -

12 -

13 -

14 -

15 3,35 sept (J=7 Hz)
16 1,29 d (J=6,5 Hz)
17 1,29 d (J=6,5 Hz)
18 4,72 d (J=9,1 Hz)
19 1,72

20 244 s

12-OH 7,77 br s
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6.TARTISMA

Ulkemizin Elazig ilinde yetisen Salvia pseudeuphratica bitkisinin, kloroform ve
etanol ekstreleri hazrlanarak antioksidan, antikolinesteraz enzim aktivitelerinin
arastirilmasi ve yine ekstrelerin kimyasal profili 1s1¢ginda preparatif HPLC ve diger
klasik kromatografik yontemlerin kullanilmas1 ile sekonder metabolitler
saflagtirillarak, izole edilen bilesiklerle organikk kimyaya yeni Triinler
kazandirilmasint miimkiin hale getirmek, saflastrilmus olan bu sekonder
metabolitlerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi sonrasinda antikolinesteraz
enzim aktivitesini de belirlemek, ayrica bu tiirlin yaprak, dal, ¢icek, kok ve bunlarm
karigimindan etanol ekstreleri hazirlanmis olup bu ekstrelerin LC-MS/MS ile bazi
flavonoit ve fenolik bilesiklerin miktarsal hesaplamalarmin yapilmasi ve de bunlara
ek olarak bu tiiriin tiim boliimlerinin petrol eteri ekstresi hazirlanarak GC-MS/MS ile

yag asidiprofilinin belirlenmesi amaci giid iilmiistiir.

Tim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi (Tablo 12). S. pseudeuphratica
tird icin toplam fenolik ve flavonoit icerik bakimmdan SP-KK ekstresinin daha
zengin oldugu goriilmektedir. Bitkinin ¢esitli kisimlarmin etanol ekstreleri arasinda
SP-C’nin fenolik igerik bakimindan daha zengin oldugu goriilmektedir. Zengin ve
ark. tarafindan yapilmis olan ¢alismada bizim elde ettigimiz sonuglarin aksine
S.viridis bitkisinin kok etanol ekstresinin toplam fenolik (111,41 mg gallik asite
esdeger) ve flavonoit (23,46 mg rutine esdeger) igerik bakimindan yiiksek oldugu
belirtilmistir (57). Halfon ve ark.nin S. cassia bitkisi ile yapmis oldugu ¢alismada
diklorometan ekstresinin toplam flavonoit icerigi etanol ve su ekstresinden daha
yiksek oldugu belirlenmis olup bizim calismamizda da apolar olan kloroform
ekstresinde benzer sonug elde edilmistir (26). Bizim ¢aliysmamizda petrol eteri ve
kloroform ekstrelerinin hem toplam fenolik hem de toplam flavonoit igerik
bakimindan daha zengin olmasi igerdigi bilesiklerin daha ¢ok diisik polaritede

oldugunu gostermektedir.

Hazirlanan tiim ekstrelerin 4 farkl yontemle antioksidan aktiviteleri belirlendi
(Tablo 13). Tiim antioksidan aktivite yontemlerinde standart olarak a-Toc, BHA ve
BHT kullanildi S. pseudeuphratica tiriiniin kok etanol ekstresinin (SP-KE) f-
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karoten-linoleik asit (ICs50:22,15+0,72 pg/mL), DPPH serbest radikal giderim
(IC50:31,95+0,59 pg/mL) ve ABTS katyon radikal giderim yontemlerinde
(IC50:34,15+£0,59 pg/mL) degerleriyle en aktif ekstre oldugu belirlendi. Dulatic-
Lausevic ve ark.nin yapmis oldugu ¢alismada S. fruticosa ve S. lanifera bitkilerinin
etanol ekstrelerinin B-karoten, DPPH ve ABTS aktiviteleri ¢alisiimis olup B-karoten
(%85.11 inhibisyon) ve DPPH (ICs50= 29,55 pg/ mL) ydtemlerinde en iyi aktiviteyi
etanol ekstresi gostermistir (55). Alimpic ve ark.nin S. amplexicaulis bitkisi ile
yapmis oldugu calismada ABTS aktivitesinde etanol ekstresinin en aktif ekstre
oldugunu bildirmislerdir (44). Farhad ve ark.nin S. aegyptiaca nin metanol ekstresi
DPPH (ICs0= 29,62 pg/ mL) yonteminde en iyi aktiviteyi gostermistir (25). Gomez-
Rivera ve ark.nin S. sessei bitkisinin metanol ekstresi ABTS yonteminde ICso= 1,34
ug/ mL degeri ile en iyi aktiviteyi gostermistir (56). Zengin ve ark.nin yapmis oldugu
calismada S. verticillata subsp. amasiaca bitkisinin metanol ve su ekstreleri yiiksek
CUPRAC aktivitesi gostermistir (22). Zengin ve ark.nin S. viridis bitkisinin farklh
ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstrelerinin CUPRAC aktivitesinde en 1iyi
etkiyi ultrasonik yontemle elde edilen kok etanol ekstresinin gosterdigi belirtilmistir
(57). Calismamizda bitkinin kok etanol ekstresinin (SP-KE) ¢alisilan 4 antioksidan
yontemde de aktif oldugu belirlendi (Tablo 7, Tablo 8). Sonuglar
degerlendirildiginde etanol ekstrelerinin petrol eteri ve kloroform ekstrelerine gore
cok daha aktif oldugu belirlendi. Etanol ekstrelerinin ¢ogu standart olarak kullanilan
BHA’ dan bazilarmnin ise a-TOC’tan daha aktif oldugu tespit edildi. Sonuglarimizi

literatiirlerle karsilastirdigimizda yapilan birgok ¢alismayla paralellik gostermistir.

S. pseudeuphratica bitkisinin toprak istii etanol ekstresinden 114, kok etanol
ekstresinden 71 fraksiyon toplandi. Yapilan ince tabaka kromatografisi sonuglarina
gore benzer fraksiyonlar birlestirilerek toprak istii etanol ekstresinden toplamda 16,
kok etanol ekstresinden 13 fraksiyon elde edildi ve antioksidan etkinlikleri ¢aligildi
ABTS katyon radikali giderim, DPPH serbest radikal giderim ve CUPRAC-Bakir(Il)
indirgeme kapasitesi yontemlerinde Salvia pseudeuphratica bitkisinin toprak {istii
etanol ekstresinin 53-56, 67-74, 114 ve kok etanol ekstresinin 17-20, 21-30, 40-42
numarali fraksiyonlar1 en aktif fraksiyonlar olduklar1 belirlendi ve bu aktif

fraksiyonlardan saf madde izolasyonuna gidildi.
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Daha sonrasinda elde edilen 21 maddenin antioksidan aktivitesi 3 ydntemle
(DPPH Serbest Radikali ve ABTS Katyon Radikali, CUPRAC giderim aktiviteleri)
belirlenmistir. Bu maddelerin genel olarak ¢ok aktif olduklar: tespit edilmistir. Elde
edilen fenolik bilesiklerin oldukca aktif olduklar1 goériilmektedir (Tablo 14). S.
pseudeuphratica bitkisinden 6,7-dehidroroyleanon bilesiginin gram seviyesinde elde
edilmigtir. Zhang ve ark.nin 50 farkli S. miltiorrhiza bitkisinin, farmakolojik
etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1 anlamak icin gergeklestirdikleri bir
caliymada, kimyasal profiller ve antioksidanlar arasindaki iliski arastirilmistir.
Kimyasal analizler sonucunda elde edilen fenolik asitlerin DPPH ve ABTS aktivite
sonuclarma gore kafeik asit, rozmarinik asit, salvianolik asit B maddelerinin
antioksidan aktiviteye onemli katkilarinmn oldugu tespit edilmistir (30). Salvia
trichoclada Bentham (Lamiaceae) bitkisinin toprakiistii kisimlarmmn metanol
ekstresinin, sekonder metabolitleri calisilmis ve lupeol, lupenon, glosidon,
monoginol A, oleanolik asit, ursolik asit, [-sitosterol, apigenin-7-O-ramnozid ve
rozmarinik asit bilesikleri izole edilmis olup ekstrenin ve izole edilmis bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri, lipit peroksidasyon aktivite (B-karoten yontemi) ve DPPH
serbest radikal giderim aktivitesi yontemleri ile c¢alisilmistir. Test edilen tiim
bilesikler arasinda rozmarinik asit en yliksek antioksidan aktiviteyi gostermistir (68).
Pereira ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada Salvia greggii A. Gray, Salvia elegans
Vahl. ve Salvia officinalis L. bitkilerinin dekoksiyonlar1 antioksidan o6zellikleri
incelenmis ve ayrica, calisilan {ic bitkinin dekoksiyonlarmin fenolik profillerinin
belirlenerek antioksidan aktiviteleri ile iliskilendirilmistir. Salvia elegans bitkisinin
dekoksiyonu DPPH serbest radikali, NO radikali O, radikali siipiiriici ve
Fe**indirgeme etkisi agisindan en aktif antioksidan 6zellik gstermistir. S.elegans’m
S. greggii ve S.officinalis bitkilerinden daha yiiksek aktivitesinin olmasi yiiksek
oranda icerdigi kaffeik asit ve tirevleriyle ilgili oldugu belirtilmistir (23). S.
miltiorrhiza' nin kurutulmus koki ve Carthamus tinctorius L.'min kurutulmus
¢iceginden hazrlanmis olan bitki c¢iftindeki aktif bilesiklerin 1,1-difenil-2-
trinitrofenilhidrazin (DPPH) indirgeme yontemine gore radikal siipiiriicii etkilerinin
incelenmistir. Ayr1 ayrt bu iki bitki ile karsilastirildiginda, bitkisel c¢iftlerin
ekstrelerinin DPPH'ye gore daha yiliksek temizleme oranina sahip oldugu
bulunmustur. DH bitkisel ¢iftinde bulunan protokatesik asit, kafeik asit, klorojenik
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asit, rutin ve salvianolik asit A bilesiklerinin yiliksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu belirtilmistir (71). Literatiirlerle karsilastirdigimizda S. pseudeuphratica’da
da yiiksek miktarda bulunan rozmarinik asit, salvianolik asit A ve kaffeik asit gibi
bilesiklerin gosterdikleri yiiksek antioksidan aktiviteleri sonu¢larmizla da

uyumludur.

S.  pseudeuphratica tiriinden hazirlanan ekstrelerinin  asetilkolinesteraz
aktivitelerinin olmadig1 fakat orta derecede butirilkolinesteraz enzim aktivitesi
gosterdikleri belirlendi (Tablo 12). Bu tiiriin sadece yaprak kisimlarindan hazirlanan
etanol ekstresinin diisiik butirilkolinesteraz enzim aktivitesine sahip oldugu saptandi
Hatipoglu yapmis oldugu calismada S. adenophylla ve S. verticillata subsp.
amasiaca bitkilerinin aseton ve metanol ekstrelerinin butirilkolinesteraz aktiviteleri
asetilkolinesteraz aktivitelerinden daha yiksek oldugu bulunmustur (133). Zengin ve
ark.nin S. modesta ile yaptiklari1 ¢aligmada bitkinin diklorometan, metanol ve su
ekstrelerinin  asetil ve  butirilkolinesteraz  aktiviteleri  ¢alisilmis  olup
butirilkolinesteraz enzim inhbisyon sonuglari asetilkolinesteraza gore daha aktif
bulunmustur (54). Zengin ve ark.nin yapmis oldugu baska bir ¢calismada S.viridis
bitkisinin farkli ekstraksiyon yontemleriyle hazirlanmis olan ekstrelerinin asetil ve
butirilkolinesteraz aktivite sonuglarmma gore biitiin ekstrelerin butirilkolinesteraz
enzim aktiviteleri daha yiiksek bulunmustur (57). Sonuglarimiz verilen literatiirlerle

paralellik gdstermistir.

S. pseudeuphratica’nin apolar ekstreler olan SP-PE ve SP-KK’nin fenolik igerik
acisindan oldukea fakir oldugu tespit edilmistir. Yine polar ekstreler olan SP-KE, SP-
K, SP-Y ve SP-C ekstrelerinin rozmarinik (srastyla 5510.05, 3604.27, 11256.23,
14088.73 pg/g ekstre), malik (swrasiyla 1677.3, 1185.55, 4406.81, 11130.09 pg/g
ekstre) ve fumarik (sirasiyla 399.72, 146.56, 740.24, 2247.18 pg/g ekstre) asitler, SP-
D ekstresi ise vanillik asit (1058.98 ug/g ekstre), rozmarinik asit (785.35 ng/g ekstre)
ve fumarik (361.48 pg/g ekstre) asitler bakimmdan olduk¢a zengin oldugu tespit
edilmistir. Zengin ve ark.nin yapmis oldugu ¢alismada S. blepharochlaena, S.
euphratica ve S. verticillata subsp. amasiaca bitkilerinin metanol ekstrelerinin
kimyasal icerikleri HPLC-UV-ESI-MS cihazi ile belirlenmis olup S. verticillata
subsp. amasiaca bitkisinin ¢ok yiiksek oranda rozmarinik asit igerdigi belirlenmistir

(22). Firinda kurutma, dondurarak kurutma ve golgede kurutma metodlar:
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kullanilarak kurutma metodlarmm Salvia absconditiflora bitkisinin fenolik profili
lizerine etkileri arastirilan ¢aligmada fenolik bilesik miktar tayini HPLC cihazi ile
yapilmis olup ana fenolik bilesigin rozmarinik asit oldugu ve gblgede kurutmada en
yiksek miktarda oldugu gozlemlenmistir (24). Bursal ve ark.nin yapmis oldugu
calismada Salvia eriophora yapraklarmin kimyasal bilesikleri, LC-MS/MS cihazi ile
belirlenmistir. Salvigenin (158.64 + 10.8 mg/kg), fumarik asit (123.09 + 8.54 mg/kg)
bilesiklerietanol ekstresinin major bilesikleri olarak saptanirken fumarik asit (555.96
+ 38.56 mg/kg) ve kaffeik asit (103.62 + 20.51 mg/kg) bilesikleri ise su ekstresinin
ana bilesenleri olarak tespit edilmistir (62). Sonuglarimiz literatiirlerle

karsilastirildiginda genel olarak paralellik gostermistir.

S. pseudeuphratica tiriniin 2015, 2016 ve 2017 yilllarinda toplanmis olan
numunelerinin petrol eteri ekstrelerinin yag asidi igerigi GC-MS metodu ile
belirlendi. Ekstrelerin yag bilesenleri %100’ii belirlendi. Ug yilda da toplanan
orneklerden hazirlanan ekstrelerin ana bileseninin (SP-PE) icin 2-palmitoleik asit
(%21,81) tespit edildi. Genel olarak ekstrelerin bilesimindeki yag asitlerinin daha
cok doymamis oldugu belirlendi. 2015, 2016 ve 2017 yillarinda toplanan 6rneklerin
yag asidi bilesimi karsilastrildiginda genel olarak ekstrelerin icerik olarak

bilesiminin yillara bagh olarak degismedigi tespit edildi.

229



7. SONUC

Bu tez calismasinda, Lamiaceae familyasimin iiyesi olan Salvia pseudeuphratica
bitkisinin kimyasal igerigi ve biyolojik aktiviteleri ilk kez belirlendi. Sonu¢ olarak
yapilan bu tez caligymasmm, yaygin olarak kullanilan Salvia tiirlerinin kimyasal
iceriginin ve ¢esitli aktivitelerinin incelenmesinin dogal aktif maddelerin bulunmas1
a¢isindan bilimsel anlamda dnem kazanmaktadir. Icerdigi sekonder metabolitlerinin
antioksidan 6zelliginden dolay1 tip, eczacilik ve ilag sanayinde etkili bir sekilde yer

alacagi Ongoriilmektedir.
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