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Kekik olarak kullanilan Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus
Bitkilerinin Kimyasal Icerikleri, Antimikrobiyal, Antioksidan ve Antialzheimer

Aktivitelerinin Belirlenmesi
Ogrencinin Adi ve Soyadi: Eyyiip TUNCAY
Damismani: Dog. Dr. Mehmet BOGA

Anabilim Dali: Analitik Kimya
1.1. OZET

Amacg: Thymus cinsi genel olarak yemeklere tat ve koku verici amacla kullanilir ve
tibbi ve ekonomik dnemi olan bitkiler sinifindandir. Bir¢ok biyolojik ve farmakolojik
aktivitesi bilinen Thymus cinsine ait 7. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus
bitkilerinin LC-MS/MS ve GC-MS cihazlarn ile kimyasal iceriklerinin belirlenmesi;
antioksidan, antikolinesteraz ve antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi

amaclanmgtir.

Gerec ve Yontem: : 7. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin kok ve
toprak iistii etanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile fenolik, GC-MS ile ugucu yaglarinin
igerikleri belirlendi. Tiim ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit igerikleri sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi. Antioksidan aktiviteleri (B-karoten
renk giderimi, DPPH serbest, ABTS katyon radikali giderimi ve Cuprac yontemleri),
antikolinesteraz aktiviteleri (asetil- ve biitiril-kolineteraz yontemleri) ve ile

antimikrobiyal aktiviteleri (minimum inhibisyon konsatrasyonu) belirlendi.

Bulgular: 7. fallax kok ekstresi en yliksek toplam fenolik igerige, 7. kotschyanus
var. kotschyanus toprak {istii ekstresi en yiiksek toplam flavonoit igerige sahip oldugu
belirlendi. DPPH serbest radikal giderim yonteminde 7. fallax toprak iistii ekstresi,
ABTS katyon radikal giderim yonteminde kok ekstresinin yiiksek aktivite gosterdigi
belirlendi. Thymus kotschyanus var. kotschyanus toprak istii ve kok kisimlarinin
antimikrobiyal aktivite sonuglarma gore Candida tropikalis’ karsi iyi aktivite
gosterdigi belirlendi. GC/MS analizine gore 7. kotschyanus var. kotschyanus
bitkisinin major bilesenleri karvakrol (%48,5) ve timol (%?22,5) iken T. fallax
bitkisinin ise bisiklogermakren (%?21,5) ve germakren D (%16,5) oldugu tespit
edildi. LC-MS/MS analizine gore; T. fallax toprak tistii ve kok, T. kotschyanus var.



kotschyanus toprak ustii ekstrelerinde kinik asit, rozmarinik asit ve nikotiflorin, 7.
kotschyanus var. kotschyanus kok ekstresinde fumarik asit, kinik asit ve kafeik asit

ve major bilesenler olarak tespit edildi.

Sonuc¢: 7. fallax’in ylksek fenolik iceriginden kaynakli yiiksek antioksidan
potansiyele sahip oldugu sdylenebilir. Bitkilerin antikolinesteraz aktivitesi ve LC-
MS/MS ile kimyasal igerigi ilk kez bu tezde calisildi. Boylece kimyasal icerikleri ve
yukarida belirtilen aktiviteleri belirtilen bitki tiirlerinden elde edilen sonuglar bilim

diinyasina kazandirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Thymus fallax, Thymus kotschyanus var. eirophorus,

Antioksidan, Alzheimer, GC/MS, LC-MS/MS.



Determination of the chemical content of Thymus fallax and Thymus kotschyanus
var. kotschyanus used as Thyme, Investigation of Antimicrobial, Antioxidant and

Antialzheimer Activities
Student’s Surname and Name: TUNCAY Eyyiip
Adviser of Thesis: Assoc. Prof. Dr. Mehmet BOGA

Department: Analytical Chemistry
1.2. ABSTRACT

Aim: The genus Thymus is commonly used for food taste and odor purposes and is
of medicinal and economic importance. The aim of this study was to investigate the
chemical contents, antioxidant, anticholinesterase and antimicrobial activities of T.
fallax and T. kotschyanus var. kotschyanus plants of Thymus genus which are known

for their biological and pharmacological activities by LC-MS/MS and GC-MS.

Material and Method: The content of phenolics by LC-MS / MS and essential oils
by GC-MS of root and aerial parts of ethanol extracts of 7. fallax and T. kotschyanus
var. kotschyanus plants were determined. Total phenolic and flavonoit contents of all
extracts were determined as pyrocatechol and quercetin equivalents, respectively.
Antioxidant (B-carotene decolorisation, DPPH free, ABTS cation radical scavenging
and Cuprac methods), anticholinesterase (acetyl- and butyryl-cholineterase methods)
and antimicrobial activities (minimum inhibition concentration method) were

determined.

Results: 7. fallax root extract has the highest total phenolic content, T. kotschyanus
var. kotschyanus aerial part extract was found to have the highest total flavonoit
content. It was determined that 7. fallax aerial part extract in DPPH free radical
scavenging method and root extract showed high activity in ABTS cation radical
scavenging method. Aerial and root parts of Thymus kotschyanus var. kotschyanus
were determined good antimicrobial activity against Candida tropicalis. According
to GC/MS analysis, major components of 7. kotschyanus var. kotschyanus were
carvacrol (48.5%) and thymol (22.5%), while bicyclogermacrene (21.5%) and
germacrene D (16.5%) were detected for 7. fallax. According to LC-MS/MS

analysis; quinic acid, rosmarinic acid and nicotiflorin compounds for 7. fallax aerial



and root extracts and 7. kotschyanus var. kotschyanus aerial parts extracts, fumaric
acid, quinic acid and caffeic acid were identified as major components for T.

kotschyanus var. kotschyanus root extract,.

Conclusion: It can be said that T. fallax has high antioxidant potential due to its high
phenolic content. The anticholinesterase activity and chemical content of the plants
by LC-MS / MS were studied for the first time in this thesis. Thus, the results
obtained from the plant species whose chemical contents and activities mentioned
above were introduced to the scientific World.

Key words: Thymus fallax, Thymus kotschyanus var. eirophorus, Antioxidant,
Alzheimer, GC/MS, LC-MS/MS.



2.GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan, insanlarin ortalama %80’inin saglik
alanindaki ilk ihtiyaglarin1 geleneksel ilaglar ile karsiladiklari ve bu tedavilerin
cogunun da bitki ekstreleri ile etkin maddelerinden olustugu tahmin edilmektedir (1).
T1ibbi bitkilerin iyilestirici 6zellikleri fenolik iceriklerine, en ¢cok da flavonoitler ile

fenolik asitlere baglanmaktadir (2).

Dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektron bulunduran serbest radikaller,
genellikle kararsiz ve ¢ok reaktiftirler. Bu yilizden ¢evrelerindeki atom ve
molekiillere saldirirlar. Serbest radikallerin biiyiik kismi reaktif oksijen iceren tiirler
ile reaktif azot iceren tiirlerden olusmaktadir (3). Oksijen, canlilarda kimyasal
reaksiyonlarda en ¢ok gorev yapan elementlerden biri oldugundan metabolizmada
kolaylikla serbest radikale doniisebilir ve bu nedenle oksijenden olusan radikaller
canlilar i¢in 6nem arz etmektedir (4). Ayrica teknolojinin gelismesiyle beraber artan
cevre kirliligi, sigara, UV gibi dis etkenler de eklendiginde serbest radikal olusumu
tetiklenmektedir (5).

Antioksidanlar, viicudun reaktif oksijen tiirlerini (ROT) temizleyici
antagonistleri olarak diisiik miktarlarda ve oksidasyonu kolay olan maddelerdir.
Materyallerin oksidasyonunu yiiksek oranda geciktirerek ya da engelleyerek
etkilerini gdsterirler (6). Ancak viicut i¢erisinde meydana gelen oksidanlara ek olarak
dis etkenlerle maruz kalinan oksidanlarin miktariin artisiyla antioksidanlarin
korumasi sinirli kalmaktadir. Metabolizmada iiretilen H»O,, HO ve O»~ gibi
ROT’larin miktarindaki artis antioksidanlarla dengelenemediginde denge oksidanlar

tarafina kayar ve oksidatif stres gelisir (7).

Uzun yillardir sentetik antioksidanlar olarak biitillenmis hidroksi toluen (BHT)
ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA), gidalarin besin degerini kaybetmesini
engellemek ve raf Omriinii uzatmak amaciyla gida freticileri tarafindan
kullanilmislardir. Ancak bilim insanlar1 tarafindan yapilan ¢alismalarda bu sentetik
antioksidanlarin kanserojen olduklari bildirilmistir (8). Bu sebeple, insan sagligim
tehdit eden sentetik antioksidanlarin yerine bitkisel materyallerin kullanimi diinya
capinda biiyiik bir ilgi gdrmiistiir. Sifali bitki arastirmalarina olan bu ilgi, geleneksel

terapotik potansiyeli olan bitkisel iiriinler {izerine odaklanmistir (9).



Glinlimiizde, yasam standartlarinin iyilesmesi ve yasam siiresinin uzamastyla
beraber diinyanmn yash niifusu da artmaktadir. Ileri yas demans hastaligr olan
Alzheimer hastalig1 goriilme sikli§i da artan yasam siiresiyle artis gostermektedir.
2016 yilinda yaymlanan Diinya Alzheimer Raporu’nda, su anda demansla yasayan

yaklasik 47 milyon kisi sayisinin 2050 yilinda 131 milyon olacag bildirilmistir (10).

Bilissel ve islevsel olarak seyreden kdtiilesme ile hafizada ve diger entellektiiel
faaliyetlerde bozulmayla karakterize olan Alzheimer hastaligi norodejeneratif bir
hastaliktir. Alzheimer hastaliginin en 6nemli ayiric1 6zellikleri; neokortikal bolgede
ndronlar arasinda beta amiloid plaklarinin birikimi, ndron i¢inde fibriller yumaklarin
varlig1 ve sinaptik iletinin bozulmasidir. Beta amiloid, amiloid prekiirsdr proteinin
proteolitik islemlenmesi sonucu olusan bir peptiddir ve Alzheimer hastaliginda beta
amiloid peptidler birikerek, suda ¢oziinmeyen sert plaklar olustururlar. Norofibriller
yumaklarin i¢inde yer alan tau proteini mikrotiibiille iligkili olup, Alzheimer

hastaliginda hiperfosforile durumdadir (11).

Alzheimer hastaliginda merkezi sinir sisteminde selektif olarak gdzlenen
asetilkolin miktarindaki azalma ve kolinerjik ileti bozulmasi ile karakterize edilen
kolinerjik yetmezlik, hastaligin patogenezisinde onemli bir role sahip oldugundan;
hastalikta asetilkolin miktarmin arttirilmasinin biligsel fonksiyonlarda iyilesme
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Amerikan Gida ve ilag Cemiyeti (FDA) 1993
yilindan itibaren takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamin olmak iizere dort tane
kolinesteraz inhibitoriiniin Alzheimer hastalarinda kullanilmasini onaylamistir.
Ancak bu ilaglarin hastalik iizerinde etkilerinin az ve gegici oldugu ifade
edildiginden kolinerjik sistemin yani sira hastalikta gozlenen diger patolojik
degisimlere de etki edebilecek multimodal ilaglarin gelistirilmesine yonelik

arastirmalar halen devam etmektedir (12).

Tiirkiye’ de Lamiacea familyasina ait kekik, nane, adacayi, lavanta, reyhan gibi
tibbi ve aromatik 6neme sahip ¢ok cesitli ve tiir sayis1 bakimindan oldukca fazla bitki
bulunmaktadir. Lamiaceae familyasinin bir {iyesi olan Thymus cinsi genel olarak
yemeklere tat ve koku verici amacla kullanilir ve tibbi ve ekonomik 6nemi olan
bitkiler sinifindandir. Birgok biyolojik ve farmakolojik aktivitesi bilinen Thymus cinsine

ait Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin LC-MS/MS ve GC-



MS cihazlar ile kimyasal igerikleri, antimikrobiyal, antioksidan, antikolinesteraz ve

antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi amag¢lanmaistir.



3. GENEL BILGILER

3.1 Botanik Bilgiler
3.1.1. Labiatae (Lamiaceae) familyasi

1789 yilinda De Jussieu tarafindan Labiatae olarak adlandirilan familyanin
ismini 1836’da Lindley Lamiaceae olarak degistirmistir (13).

Tzima ve ark. 2018 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, Lamiaceae familyasinin
yaklasik olarak 236 cins ve 6900 ile 7200 tiir barindirdigin1 bildirmislerdir (14). Bu
aileye ait tibbi bitkiler, cesitli hayvan ve insan hastaliklarinin tedavisinde
antibakteriyel, antioksidan, antitiimoral, antifungal, analjezik ve bdcek oldiiriicii
olarak uzun yillardir kullanilmaktadir. Lamiaceae familyasinin iyi bilinen cinsleri
Thymus, Origanum, Salvia, Lamium, Teucrium, Stachys, Marrubium, Satureja,
Ajuga ve Phlomis’tir. Bu familyadaki en biiyiik cins yaklasik 1000 tiirii mevcut olan

Salvia cinsidir (15).

Thymus cinsini de iceren Lamiaceae familyasinda; govde dort koseli olup
yapraklar genellikle basittir ancak bazen parcali ve dekussat diziligli de olabilir.
Cicekler her nodusta vertisillastrum durumunda, zigomorf ve bilabiattir. Cigeklerde
kaliks bes loblu, kalic1 genellikle bilabiattir; korolla bilabiattir fakat bazen iist dudak
eksik olabilir. Bazen iki stamen bulunabilecegi gibi ¢ogu zaman dort tanedir,
flamentler esit boydadir ve genellikle didinamdir. Ovaryum iki karpelden meydana
gelmis dort gozli ve tist durumludur, her gézde bir oviil bulunur; stilus ginobaziktir,

meyve dort nukstan meydana gelen bir sizokarptir (16).

Bu familyada 200 cins ve 3500 tiir bulunmaktadir. Tiirkiyede dogal olarak
yetisen 43 cins vardir. Lamiaceae bitkileri 6zellikle terpenoid bilesikler yoniinden
zengindir, ayrica flavonoitler, ugucu yaglar, az da olsa kinoid yapida maddelerle

bazen basit alkaloidleri de tasirlar.

Lamiaceae kozmopolit bir familya olup, basta Akdeniz fitocografik bdlgesi
olmak {izere yeryiizliniin biitiin bolgelerine yayilmis, yaklasik 170 — 250 cins ve 3000
— 3500 tiir ile temsil edilmektedir. Tiirkiye’de ise 45 cins ve 546 ’dan fazla tiir ile



Oonemli familyalardandir. Familya iiyelerinin ¢ogu ucucu yag icermelerinden dolay1

farmakoloji, parflimeri ve kozmetik sanayisi i¢in 6nem arz etmektedir (17-20).

Tiirkiye, cografik olarak farkli iklim kusaklarinin bulundugu bir konuma sahip
olmastyla, bitki ¢esitliligi a¢isindan zengin bir iilkedir. Alternatif tipta farmakolojik
etkilerinden siklikla faydalanilan Lamiaceae familyasina ait bitkiler bakimindan da
onemli bir gen merkezidir. Lamiaceae familyasi lilkemizde 46 cins ve 260’1 endemik
olan 586 tiir ile temsil edilir. %44,2 olan endemizm orani ile Tiirkiye’nin bitki tiir ve

cesitliligi agisindan en zengin tiglincli familyasidir (21-23).

Yapilan analizler sonucunda Thymus’larda yaklasitk 270 terpen oldugu
saptanmakla birlikte bunlardan bir ya da birkacinin baskin oldugu rapor edilmistir.
Ozellikle timol, karvakrol, linalool, p-simen, geraniol, borneol en &nemli
terpenlerdir. Bitkiler aleminde monoterpenoid fenollerin en 6nemli kaynagi ise

Thymus tiirleridir (24).
3.1.2. Thymus L. cinsi

Cali formunda, genellikle 10-40 cm boylanan, ¢ok yillik ve dipten dallanan
odunsu govdeye sahip bir bitkidir. Yapraklar 5-12 x 2-3 mm hag¢ goriiniisiinde
karsilikl diziliste, orta damar belirgin ¢ikintili, kenarlar diiz ve iki yiizii de gri-yesil

renktedir.

Resim 1. Thymus tiirii genel goriiniim



Resim 2. Thymus tiirii yaprak ve cicek goriiniimii

3.1.3. Thymus fallax FISCH. & MEY.

Tabandan dallanan dik gelisen ¢alimsi, 10-30 cm boyunda bitkiler. Gévde 4
yiizeyli kisa geriye doniik tiiylii, yanal yaprak demetleri iyi gelismis, ¢igcek diizenin
altindaki 1-2 internod uzundur. Yapraklar 7-8,5-13 x 1-2-4 mm merceksi eliptik,
kuneat, akutumsu ortada ya da ortanin altinda en genis, ince kenarlar1 ¢ogu kez dar
undulat bazen zayif¢a geriye kivrik kisa puberulent ya da tiiysiiz, tabanda seyrek silli
ya da degil, yag damlacig1r c¢ok, sarap rengi; yanal damarlar 2 ¢ift, ¢ogunlukla
belirgin degil, yanal siirgiinlerin gen¢ yapraklar: sik puberulent ya da skabros ¢igek
diizeni seyrek bas, 2-4 cm ye kadar uzunluktadir. Brakteler yapraklara benzer.
Brakteoller 1-2 mm Pediseller 4 mm ye kadar. Kaliks 3,5-4-4,8 mm, tiip + silindirik,
+ dudaklara esit, skarboz, ventral tarafi hirsut, genellikle sik yag damlacikli; dudaklar
esit, list dudak tiipten genis, orta disi 0,6-0,8-1,2 mm, silli ya da degil. Korolla
beyazdan mora kadar, 7 mm ye kadar, kirmiz1 yag damlacikl:.

Ciceklenme Zamani: Haziran-Agustos
Yetisme Ortami: Kalkerli alanlar, step
Yetisme Yiiksekligi: 1400-2500 m
Genel Yayilis: Iran, Ir-Tur
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Sekil 1. Thymus fallax bitkisinin Tiirkiye’de yayihs gosterdigi yerler

3.1.4. Thymus kotschyanus BOISS & HOHEN var. kotschyanus (RONNIGER)
JALAS

Tabandan dallanan, + dik gelisen ciice ¢alimsi, 3-15 cm boyunda bitkilerdir.
Govde 4 yiizeyli, degisik tip tiiylii, geriye doniik pubesentten pannoza kadar, yanal
yaprak demetleri genellikle yok. Yapraklar 1-2 mm petiol dahil 9-13 x 4,5-6-9 mm,
ovattan lanseolata kadar, akutumsu, tabanda kiit ya da yuvarlak se silli, ortada ya da
ortanin altinda en genis, tiiysiizden sik, uzun, beyaz tiiyliiye kadar degisir, silli; yag
damlacig1 ¢ok, koyu renkli, yanal damarlar cogunlukla 3 ¢ift, alt yiizeyde belirgin, alt
damar cifti bazen kenara kadar ve kenarda kalinlagma yapar. Cigek diizeni genellikle
stk kapitat, 1-2 x 1-1,5 cm, bazen uzamis ve alt vertisillatlar ayri. Brakteler
yapraklara benzer. Brakteoller 0,5-1,5-2,5 mm, genellikle pedisele esit. Kaliks 3,2-
4,5-5,6 mm, tip + silindirik, genellikle dudaklardan kisa, genellikle sik yag
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damlacikly; dudaklar esit, list dudak tiipten genis, orta disi 0,7-1,2 mm lanseolat-
aristat, silli ya da degil. Korolla 6-7,5 mm, beyaz ya da soluktan koyu pembeye
kadardir.

Ciceklenme Zamani: Mayis-Temmuz

Yetisme Ortam: Kalkerli alanlar, Astragalas-Thymus stepi

Yetisme Yiiksekligi: 800-2500 m

Genel Yayihs: Kafkaslar, Azerbaycan, Iran, Irak, Iran-Turan element.

Resim 4. Thymus kotschyanus BOISS & HOHEN var. kotschyanus (RONNIGER) JALAS

bitkisinin goriiniimii

P il

Sekil 2. Thymus kotschyanus BOISS & HOHEN var. kotschyanus (RONNIGER) JALAS
bitkisinin Tiirkiye’de yayihs gosterdigi yerler
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3.2.Thymus Tiirlerinin Biyolojik Etkileri ve Halk Arasindaki Kullanim Alanlar

Thymus ekstreleri geleneksel tipta, oral olarak dispepsi ve diger gastrointestinal
rahatsizliklarda; soguk alginligi, bronsit ve bogmacaya bagli oksiiriigiin tedavisinde;
larenjit ve tonsillite kars1 gargara seklinde kullanilir. Thymus ekstresi topikal olarak
kiiciik yaralarin tedavisinde, soguk alginliginda, agiz boslugu hastaliklarinda ve oral
hijyende antibakteriyel ajan olarak kullanilir. Thymus ugucu yag1 ve timol, yara iyi
edici merhem ve antiseptik ilaglar, solunum rahatsizliklarinin tedavisi i¢in suruplar
ve inhalasyon preparatlarinin terkibine girmektedir (25).

Thymus tiirlerinde bulunan ugucu yaglar ve fenolik bilesikler (polifenoller ve
ozellikle flavonoitler) sebebiyle bitki yiiksek farmakolojik aktivite gostermektedir
(26, 27).

Halk arasindaki ismiyle kekigin, kullanimina ait en eski kayitlar antik
Misirlilar’a kadar ulasmaktadir. Antibakteriyel ve antiviral 6zellikleri nedeniyle
Misirhilar tarafindan sterilizasyon amaciyla kullanmislardir. Gilinlimiizde ise kekik,
oncelikle baharat olarak kullanilir. Cocuklarda kansizligi onler. Egzama ve uyuz

tedavisinde kullanilir (28).
3.3. Thymus fallax Bitkisi ile Tlgili Literatiir Cahsmalari

Cacan ve ark.” nin yapmis oldugu calismada, 7. kotschyanus var. glabrescens, T.
kotschyanus var. kotschyanus, T. hausknechtii, T. pubescens var. pubescens, T. fallax
bitkilerinin yapraklarimin yag asidi analizi GC analizi ile yapilmistir. 7. fallax i¢in
yag asidi analizi sonucunda ana bilesenler %42,91 linolenik asit, %21,88 palmitik
asit %19,47 ile linoleik asit olarak tespit edilmistir (29).

Dizajeyekan ve ark.’min yapmis oldugu calismada, Dogu Azerbaycan’m iki
farkli bolgesinde (Bozgosh ve Mianeh Bolgeleri) 7. fallax i¢in ugucu yaglar
kantitatif ve kalitatif olarak degerlendirilmistir. Ugucu yagin ana bilesenleri olarak
timol (%43,43-61,14), borneol (%3,89-7,01), karvakrol (%3,88-6,5) ve p-simen
(%4,58-6) belirlenmistir (30).

Onaran ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, 7. fallax, Origanum vulgare ve
Mentha dumetorum bitkilerinin ucucu yaglarindaki kimyasal bilesenlerinin analizi
GC-MS ile yapilmistir. 7. fallax i¢in timol (%41,48), o-simen (%?26,75), v-
terpinen(%15,84), 2-isoproil-1-metoksi-4-metilbenzen (%?5,10), terpineolen (%2,11)
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ve karvakrol (%1,28) ana bilesenler olarak belirlenmistir. Sonuglar 6zellikle T.
fallax’ 1n antifungal aktivite i¢in test edilen {i¢ mantarin biiyiimesini inhibe ederek

giiclii antifungal aktivite gostermistir (31).

Kiiciikbay ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, Thymus migricus, T. fallax ve
T. pubescens bitkilerinin ugucu yag analizi yapilmis olup 7. fallax igin ana bilesenler
cis-karveol (%29,6) ve a-terpineol (%10,8) olarak belirlenmistir. Ugucu yaglar ile
yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda ii¢ Thymus tiriiniin de bakteriostatik

etki gosterdigi gozlemlenmistir (32).

Yilar ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, 7. fallax, Mentha dumetorum ve
Origanum vulgare bitkilerinin hidrodistilasyon yoluyla izole edilen ugucu
yaglarindaki kimyasal bilesenlere bakilmistir. 7. fallax’in ana bilesenleri timol
(%41,48), o-simen (%26,75), y-terpinen(%15,84), terpinolin (%2,11) olarak tespit
edilmisitir. Ayrica bu calismada 7. fallax bitkisinin ugucu yaglarindaki kimyasal

bilesenlerin herbisidal etkisi gozlemlenmistir (33).

Rustaiee ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, bazi Thymus tiirleri arasinda
kimyasal ve genetik benzerlik olup olmadigia bakilmistir. Bunun i¢in ugucu yag
bilesenleri ve genetik cesitlilik verilerine bakilarak GC, GC/MS ve RAPD (rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA) analizi ile altt Thymus tiirii lizerinde calisilmistir. 7.
fallax ugucu yaglarindaki ana bilesenler karvakrol (%69,2), p-simen (%15,4), timol
(%S5,3) olarak belirlenmistir (34).

Yildirim ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, Lamiaceae familyasindan yedi
tiirlin ugucu yaglarinin Sitophilus granarius iizerindeki insektisit etkisine bakilmistir.

T. fallax’1n ugucu yagmin S. granarius tizerine insektisit etkisi gdzlemlenmistir (35).

Rustaiee ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, 7. fallax’tan hidrodistilasyon ile
izole edilen ugucu yaglarin GC, GC/MS analizi ile ugucu yag igerigine bakilmistir.
Bu analiz sonucunda ana bilesen olarak karvakrol (%69,2), p-simen (%15,4), timol

(%5,3) ve y-terpinen (%4,5) belirlenmistir (36).

Kotan ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada, Satureja spicigera, Thymus fallax,
Achillea biebersteinii ve A. millefolium bitkilerinde GC ve GC/MS analizi ile ugucu

yaglar1 ve bunlarin n-heksan, kloroform, aseton ve metanol ekstrelerinin 25 tarim
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bitkisi patojenine kars1 antibakteriyel etkilerine bakilmistir. 7. fallax ugucu yag1 ana
bilesen olarak karvakrol (%51,26), B-karyofilen (%?5,25), y-kadinen (%5,13), 1,8-
sineol (%5,12) ve timol (%4,29) igerdigi gozlemlenmis ve bunlarin potansiyel
antibakteriyel etkisi tespit edilmistir. Ozellikle major bilesenler olan karvakrol ve

timolde bu etki daha belirgin olarak goriilmiistiir (37).

Unal ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada, Ziziphora clinopodioides, Thymus
fallax, Hypericum heterophyllum, H. hyssopifolium subsp. elongatum var. elongatum
ve H. scabrum tlirlerinin on adet patojenik bakteri ve mantar iizerindeki
antimikrobiyal etkilerine bakilmistir. 7. fallax’1n su, etanol ve aseton ekstreleri giiclii
antioksidan aktivite gdstermistir. Bu calismanin sonucunda 7. fallax’in gida
endiistrisinde potansiyel antioksidan ve antimikrobiyal olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (38).

Semnani ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, 7. fallax, T. kotschyanus ve T.
pubescens bitkilerinin toprak {istii kisimlarinin metanol ekstreleri ve ugucu yaglarinin
farkli dozlar1 fareler iizerinde denenerek yiizme performanslarma bakilmistir.
Calismada kullanilan ugucu yaglarin miktarlar1 arttikca hareketsizligin arttig
gozlenmis ve bulgulardan 7. fallax’in T. kotschyanus’tan daha fazla antidepresan

aktivite gosterdigi anlagilmistir (39).

Ozgen ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, T. sipyleus subsp. sipyleus var.
sipyleus, Teucrium chamaedrys L., Mentha longifolia (L.) subsp. longifolia, Salvia
limbata ve T. fallax tirlerinin antioksidan ozelliklerine, 2,2-difenil 1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal temizleyici etkisi ve ekstrelerin total fenolik bilesiklerine bakilmistir.
Bu calismada en yiiksek DPPH radikali temizleme etkisi 7. fallax’ta gézlemlenmistir
(40).

Oztirk ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, 7. fallax’in toprak {istii
kisimlarmin metanol ekstresi disk diffiizyon testi kullanilarak antibakteriyel
aktivitesine bakilmistir. Kontrol antibiyotikleri ofloksasin, sulbaktam, safoperazon ve
netilmisin kullanilmistir. Sonuglar 7. fallax’in 6zellikle Arthrobacter atrocyaneus,
Bacillus sphaericus, Enterobacter hormaechei, Staphylococcus cohnii ssp. cohnii,
Pseudomonas syringae ve Kocuria rosea bakterileri iizerinde ¢ok iyi diizeyde

antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir (41).
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Barazandeh’in yapmus oldugu ¢alismada Iran’m Hamedan bolgesinden
toplanmis 7. fallax yapraklarindan hidrodistilasyonla ugucu yag elde edilmistir. Elde
edilen ucucu yag GC ve GC/MS ile analiz edilmistir. Calisma sonunda major olarak
timol (%65,9) ve y-terpinen (%10,8) olarak tespit edilmis ve toplamda 23 adet bilesik
bulunmustur (42).

3.4. Thymus kotschyanus var. kotschyanus BitKisi ile Ilgili Literatiir Cahsmalar

Piryaei ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus Boiss’in ugucu yag
bilesenlerinin analizi yapilmistir. Calismada kullanilan MA-HS-SPME (Mikrodalga
Destekli-Headspace-Kati Faz Mikroekstraksiyon) yoOnteminin, maliyet etkinligi,
basitlik ve ¢oziici bagimsizligi avantajli yonleri sayesinde, yag tayini ve T.
kotschyanus' dan Oziitlenmesinde en uygun teknik oldugu gozlemlenmistir. Major

bilesen olarak karvakrol, y-terpinen ve p-simen olarak belirlenmistir (43).

Mohammadi ve ark.’min yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus ve T.
vulgaris’in farkli ekotiplerinin ugucu yag bilesenlerine bakilmistir. 7. kotschyanus’un
GC/MS analizi ile ugucu yaginda ¢ikan sonuglarda timol, karvakrol, linalol, p-simen

ve y-terpinen ana bilesenler olarak belirlenmistir (44).

Gholami ve ark.’min yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus kullanilarak
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin (AgNPs) bazi bakteriler iizerine antimikrobiyel
aktivitesine bakilmistir. Sentezlenen AgNPs’ler, Staphylococcus aureus ve Bacillus
subtilise gibi gram pozitif bakterilerin biliylimesini inhibe edici etki gostermistir.
500-1000 pg/ml’de Klebsiella pneumonia tlzerine ve 250-1000 pg/ml’de ise

Escherichia coli biiyiimesi lizerine inhibe edici etki gostermistir (45).

Hamelian ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada 7. kotschyanus kullanilarak
sentezlenen glimiis nanopartikiillerin (AgNPs) antioksidan, antibakteriyel ve
sitotoksik etkilerine bakilmistir. Sentezlenen AgNPs’lersn Agar Disk metodu, MIK
(Minimum Inhibisyon ~Konsantrasyon) ve MBK (Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon) ile antibakteriyel ozelliklerine; standart antioksidan olarak biitil
hidroksitoluen (BHT) kullanilarak DPPH serbest radikal deneyi ile antioksidan
aktivitesine bakilmigtir. Cok giicli antimikrobiyel ve antioksidan etki

gbzlemlenmistir (46).
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Cacan ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Satureja hortensis, S. boissieri,
Thymus kotschyanus var. glabrescens, T. kotschyanus var. kotschyanus, T.
hausknechtii, T. pubescens var. pubescens, T. fallax, Origanum vulgare subsp.
gracile ve O. acutidens tiirlerinin yapraklarinin yag asiti bilesenlerinin GC ile analizi
yapilmistir. 7. kotschayanus var. glabrescens igin linolenik asit metil esteri (%53,46),
palmitik asit metil esteri (%21,47) ve linoleik asit (%13,53); T. kotschayanus var.
kotschyanus icin linolenik asit (%44,59), palmitik asit (%21,50) ve linoleik asit

(%16,98) metil esterleri ana bilesenler olarak belirlenmistir (47).

Tohidi ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada Iran’in farkli bolgelerinden
toplanmis Thymus kotschyanus tiriniin u¢ucu yaglarmin GC/MS analizleri ile
biyoaktif bilesikleri ve kimyasal bilesenlerindeki cesitlilige bakilmistir. Bitkiler
arasinda ucucu yag verimleri %]1-1,41 arasinda cesitlilik gostermis ve total
bilesenlerin %88,7-99,9’unu igeren 38 bilesik i¢inde timol (%6,8-66,15), karvakrol
(%2,38-20,06), linalol (%1,39-22,23), a-terpineol (%0,16-11,64) ve geraniol (%0,36-
11,37) ana bilesenler olarak goriilmiistiir (48).

Boroomand ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Thymus kotschyanus bitkisini
de iceren yedi farkli bitki tiirliniin fitokimyasal bilesenlerine, toplam fenol ve
mineral igeriklerine ve antioksidan aktivitelerine bakilmistir. Thymus kotschyanus
i¢cin ana bilesen olarak karvakrol (%31), biosol (%21,7), m-simen (%6,41) ve (z)-7-
hekzadekenal (%4,19) tespit edilmistir. A. sieberi ve T. kotschyanus’ un en yiiksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugu gézlemlenmistir (49).

Kili¢ ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus var. kotschyanus ve
T. kotschyanus var. glabrescens tiirlerinde HS-SPME/GC-MS analizi ile ugucu yag
miktarlarina bakilmistir. 7. kotschyanus var. kotschyanus igin timol (%31,2),
karvakrol (%19,5), p-simen (%11,2) ve y-terpinen (%8.4); T. kotschyanus var.
glabrescens i¢in ise timol (%?2,3), karvakrol (%24,3) ve p-simen (%17,6) ana bilesen
olarak tespit edilmistir (50).

Maharramov ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus ve T. collinus
tiirlerinin ugucu yaglar1 ve ekstraktlarinin gastrointestinal parazitlere karsi
antihelmintik etkisine bakilmistir. In-vitro kosullarda parazitlere kars1 antihelmintik

etki belirlenmistir. Ayrica in-vivo sartlarda ise dogal enfekte koyunlarda mide-
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bagirsak parazitlerine karsi antihelmintik etki incelenmistir. In-vitro kosullarda
parazitlerin daha kisa siirede 6ldiikleri saptanmistir. In-vivo sartlarda T. kotschyanus

ucucu yaginin antihelmintik etkisi %88,1 olarak tespit edilmistir (51).

Mobaiyen ve ark.’nin yapmis oldugu calismada dogal ortamda yetisen ve kiiltiir
T. kotschyanus ugucu yaglarmin biyolojik aktiviteleri ve bilesenleri
karsilastirilmistir. Dogal olanin ana bilesenleri timol (%29,96), p-simen (%21,35) ve
a-pinen (%12,72); kiiltiirii yapilanin ise timol (%47,48) ve a-pinen (%5,49) olarak
belirlenmistir. Sonuglar, kiiltiirii yapilanlarin antioksidan potansiyelinin belirgin bir

Olciide arttigini gostermistir (52).

Afshari ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada 7. kotschyanus’tan on dort ekotipik
ucucu yag elde edilmis ve bunlarin antioksidan ve antigenotoksik etkilerinde
cesitliliSe ve varyasyonlara bakilmistir. Ana ekotipik yaglar timol ve karvakrol
(%217,2-75,6) olarak belirlenmistir. Farkli bolgelerden toplanan 7. kotschyanus ugucu
yaglarinin sagladigi faydalar da degisken olarak gozlenmistir. Bu yaglar, antioksidan
ve antigenotoksik potansiyele sahip ucuz bir dogal kaynak olarak degerlendirilmistir

(53).

Farsani ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada 7. kotschyanus, T. vulgaris, T.
carmanicus, T. daenensis subsp. lancifolius ve T. daenensis subsp. daenensis
tirlerinin kok ve tohum ekstrelerinin HIV-1 replikasyonu ve CD4 lenfosit
ekspresyonu iizerine etkilerine bakilmistir. Biitiin tiirlerde metanol ekstreleri yiiksek
konsantrasyonlarda (200 ve 500 pg/ml) anti HIV-1 aktivite gostermistir. Yine tiim
kok ekstreleri varliginda CD4 yogunlugu azalmistir (54).

Zhiani ve ark.’nmin yapmis oldugu ¢aligmada GC-MS analizi ile 7. kotschyanus
ve T. vulgaris’in kimyasal bilesenleri ile Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa bakterileri lizerine antimikrobiyal etkileri karsilagtirilmistir. Bu tiirlerde
ana bilesenler olarak y-terpinen, timol, a-pinen, kamfen, oleik asit,1-okten-30l, trans-
karyofilen, B-mirsen, a-thujen ve 1,8-sineol belirlenmistir. Thymus vulgaris’in ugucu
yaglar1 Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa’ya karst etkili oldugu

gbzlemlenmistir (55).
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Malekitabar ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus ve T.
pubescense tiirlerinin GC-FID ve GC/MS analizi ile ugucu yag analizi yapilmis ve
DPPH ve ABTS yontemleri ile antioksidan oOzelliklerine bakilmistir. 7.
kotschyanus’ta ugucu yagin ana bilesenleri a-terpineol (%16,9), 1,8-sineol (%14,4),
linalol (%9,6), timol (%7,2) ve geranil asetat (%5,4) olarak belirlenmistir. Iki tiiriin

de antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir (56).

Baharfar ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus tiiriinden elde
edilen flavonoit, polifenol ve antosiyanince zenginlestirilmis ekstrelerde
antibakteriyel ve antioksidan aktiviteye bakilmistir. Fenolik ve flavonoit iceren
bilesikler giiclii antioksidan aktivite gostermistir. Yiiksek DPPH giderim aktivitesine
sahip ve gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel etki

gbzlenmistir (57).

Gholivand ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada 7. kotschyanus’ten elde edilen
monoterpen, seskiterpen ve ugucu yaglari iizerine mikrodalga isinlarinin etkisi
incelenmistir. HS-SDME (Headspace Tek Damla Mikroekstraksiyon), MAHS-
SDME (Mikrodalga Destekli Headspace Tek Damla Mikroekstraksiyon), MDE
(Mikrodalga distilasyon Ekstraksiyonu) ve HD (Hidrodistilasyon) metodlar ile
yapilan analizde mikrodalgaya maruziyetin ugucu yag tiizerine cidi bir etkisinin

olmadigi tespit edilmisitir (58).

Aliakbarlu ve ark.’min yapmis oldugu c¢alismada Thymus vulgaris, T.
kotschyanus, Ziziphora tenuior ve Z. clinopodioides tiirlerinden elde edilen ucucu
yaglarin antioksidan ve antibakteriyel ozelliklerine bakilmistir. Sonuglar tiirlerin
giclii antibakteriyel ve antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermistir. Z.
clinopodioides ve T. vulgaris’in diger tiirlere gére daha yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip oldugu tespit edilmistir (59).

Kiicilikbay ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada 7. kotschyanus var. kotschyanus
ve T. kotschyanus var. glabrascens tiirlerinin kimyasal bilesenlerine, antimikrobiyal
ve antioksidan etkilerine bakilmistir. 7. kotschyanus var. eriophorus ve T.
kotschyanus var. kotschyanus’un ana bilesenleri geraniol (%55,0-59,1) ve geranil
asetat (%27,1-28,8); T. kotschyanus var. glabrascens i¢in ise ana bilesenler karvakrol

(%57,2) ve p-simen (%11,0) olarak belirlenmistir. Calismada kullanilan yaglar,
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ketokonazol ve kloramfenikol antibiyotikleri ile karsilastirildiginda orta derecede
antibakteriyel etki gostermistir. Ayrica tiirlerin dikkate deger antioksidan etkileri de

tespit edilmistir (60).

Khanavi ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus’un HD ve MD ile
elde edilen ucucu yag bilesenlerine GC ve GC-MS analizi ile bakilmistir. Ana
bilesenler karvakrol, p-simen, y-terpinen ve l-borneol olarak belirlenmistir. Ayrica
HD ile elde edilen karvakrol veriminde MD ile elde edilenden %20 gibi bir degerde
bir fazlalik tespit edilmistir (61).

Nickavar ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada 7. daenensis, T. kotschyanus ve
T. pubescens tiirlerinin fenolik icerigi ve antioksidan kapasitesi degerlendirilmistir.
Tiirlerin antioksidan ve serbest radikal yakalama aktivitesine sahip oldugu

gozlemlenmistir (62).

Amiri’nin yapmis oldugu ¢alismada 7. kotschyanus, T. eriocalyx ve T. daenensis
subsp. lancifolius tiirlerinin ugucu yag bilesenleri GC ve GC-MS ile analiz edilmigtir
ve antioksidan oOzellikleri arastirilmistir. Ana bilesen olarak timol (%16,4—42,6),
karvakrol (%7,6-52,3) ve y-terpinen (%3—11,4) tespit edilmistir. Diger iki tiirde daha
fazla olmakla birlikte 7. kotschyanus’ un da antioksidan Ozellige sahip oldugu

gorilmistiir (63).

Ghasemi ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada 7. kotschyanus'un ugucu yaginin,
ar1 kovanlarindaki Varroa bdcegini kontrol altina almak icin alternatif akarisit olarak

kullanim potansiyeli oldugunu gostermistir (64).

Azar ve ark.’min yapmus oldugu c¢alismada T. kotschyanus var.
pseudkotschyanus’ un yaprak, kok ve sap ekstrelerinin farkli ekstraksiyon
metotlariyla ugucu yag bilesenleri belirlenmistir. HD (Hidrodistilasyon), SFME
(Coziiciistiz mikrodalga ekstraksiyonu), MAE (mikrodalga ekstraksiyonu), SPME
(Kat1 faz mikro ekstraksiyon) ile elde edilen ekstreler GC ve GC/MS ile analiz

edilmistir. Biitiin yontemlerde ana bilesen karvakrol olarak tespit edilmistir (65).

Bakhtiarian ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus ekstresinin bir
sicanin arka ayaginda olusan O6dem {lizerine indometazin ile kiyas edilerek

antibakteriyel etkisine bakilmistir. Hazirlanan ekstre uygulandiktan dort saat sonra
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indometazin ile anlamli bir benzerlik gdstermistir. Metanolik ekstre doza bagli olarak

artan bir antienflamatuar etki géstermistir (66).

Toroglu ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada, 7. kotschyanus subsp.
glabrescens’ in ugucu yaglariin antimikrobiyal aktivitelerine bakmislardir. Bunun
icin; Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Mycobacterium smegmatis, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
Bacillus brevis, Klebsiella oxytocica, Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae
ve Candida albicans mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri disk
difiizyon yontemi ve MIK degeri ile belirlenmistir. Standart olarak vancomycin,
erythromycin ve nystatinin kullanildig1 ¢alismada 7. kotschyanus subsp. glabrescens’

in ucucu yag giiclii antimikrobiyal ve antifungal aktivite gostermistir (67).

Shafaghat ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, 7. caucasicus, T. kotschyanus
ve T. vulgaris tirlerinin yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarmm kimyasal
bilesenleri ve biyolojik aktivitelerinin karsilastirilmast yapilmistir. 7. kotschyanus
icin ana bilesenler karvakrol (%24,4), B-karyofilen (%14,5), y-terpinen (%12,4), o-
fellandren (%10,8), p-simen (%9,8) ve timol (%6,8) olarak belirlenmistir. Tiirlerin

tamami antioksidan ve antibakteriyel aktivite gostermistir (68).

Azar ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada 7. kotschyanus var.
pseudkotschyanus’un yaprak, kok saplarinin GC-MS ile analizinde ana bilesen olarak
timol (%31,8), karvakrol (%?24,3), p-simen (%12,3) ve 1,8-sineol (%35,8) olarak
belirlenmistir (69).

3.5. Thymus Tiirleri ile Yapilan HPLC ve LC-MS/MS Cahismalari

Taskin ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Thymus praecox subsp. skorpilii
var. skorpilii tiirliniin ekstreleri lizerinde in-vivo olarak antienflamatuvar; invitro
olarak da antioksidan, antikolinesteraz, antimikrobiyal ve antiiireaz etkilerine
bakilmistir. Bitkinin metanol ekstrelerinin HPLC-DAD ve LC-MS/MS kullanilarak
yapilan analizinde yiiksek miktarda fenolik bilesikler tespit edilmis; giiclii
antioksidan ve antikolinesteraz etki saptanmistir. Ayrica Staphylococcus aureus’ a
kars1 kuvvetli antibakteriyel etki yaninda in-vivo olarak da antienflamatuvar etki

saptanmistir. Bitkinin metanol ekstrelerinde klorojenik asit, luteolin7-O-glukozit, 3-
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O-feruloilkinik asit, kersetin-3-O-heksozit ve apigenin-7-O-glukuronid bilesikleri
tespit edilmistir(70).

Gomes ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Thymus carnosus Boiss. tiirliniin
dekoksiyon ve hidroetanolik ekstrelerinin LC-MS analizi sonucunda ana fenolikler
olarak rozmarinik asit ve salvianolik K asit belirlenirken daha diisiik oranlarda
luteolin, apigenin ve eriodiktiyol glikozitleri tespit edilmistir. Oleanolik asit ve

ursolik asit ise sadece hidroetanolik ekstrede tespit edilmistir (71).

Ziani ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Thymus pallescens, Saccocalyx
satureioides, Ptychotis verticillata ve Limoniastrum guyonianum tlrlerinin sulu
ekstrelerinde HPLC-DAD-ESI/MS analizi ile fenolik bilesikleri ve antibakteriyel
aktiviteleri aragtirllmistir. 7. pallescens’ te rozmarinik asit ve 13 fenolik bilesik ana

bilesen olarak tespit edilmistir (72).

Jovanovic ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada Thymus serpyllum L. bitkisinden
elde dilen polifenollerin ekstraksiyon islemlerinin optimizasyonu i¢in bazi teknikler
(maserasyon, 1s1 ve ultrason kaynakli ekstraksiyon) kullanilmistir. Bu calismada
LC/MS ve HPLC analizleri ile 9 polifenolik bilesik tespit edilmistir. Bunlar 6,8-di-C-
glukozilapigenin, klorojenik asit, 6-hidroksiluteolin 7-O-glukozit, kafeik asit, luteolin
7-O-glukuronid, apigenin glukuronid, salvianolik asit K izomeri, rozmarinik asit ve
salvianolik asittir. Bu calisma, gida maddelerinin ve ilaglarin formiilasyonunda
kullanilmak tizere polifenol bakimindan zengin yabani kekik ekstrelerinin iiretiminde

ilk adim sayilir (73).

Jesionek ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Thymus vulgaris bitkisinde ince
tabaka kromatografisi (TLC) ve LC-MS/MS analizleri ile antibakteriyel bilesikler
belirlenmigstir. Bu amacla yapilan calismada eriodiktiyol ve 4.4 -dihidroksi-5,5 -
diizopropil-2,2 -dimetil-3,6-bifenilodion olmak iizere iki adet biyoaktif bilesik tespit
edilmistir (74).

Milevskaya ve ark.’nin yapmis oldugu calismada HPLC kullanilarak Salvia
officinalis, Thymus serpyllum, Origanum vulgare ve Melissa officinalis tirlerindeki

fenolik bilesikler belirlenmistir. Kinik asit, 3,4-dihidroksifenillaktik asit, kafeik asit

ve rozmarinik asit biitlin bitkilerde tespit edilirken; 5-O-kaffeoilkinik asit, 4-O-
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kaffeoilkinik asit, rutin ve 3,5-dikaffeoilkinik asit sadece 7. serpyllum’da tespit
edilmistir (75).

Koksal ve ark.’nmin yapmis oldugu calismada LC-MS/MS analizi ile Thymus
vulgaris bitkisinden elde edilen sulu ve etanol ekstrelerde polifenolik bilesiklere ve
antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Bu c¢aligmada kaffeik asit, ferulik asit, ellacik
asit, kersetin, pirogallol, p-hidroksi benzoik asit, vanillin, p-kumarik asit, gallik asit

ve askorbik asit gibi polifenolik bilesikler tespit edilmistir (76).

Sénmezdag ve ark.’nin yapmis oldugu calismada LC-ESI-MS/MS ve GC-MS
kullanilarak Thymus serpyllum bitkisindeki fenolik ve ugucu yag bilesenlerine
arastirilmistir. LC-ESI-MS/MS ile yapilan analizde 18 adet fenolik bilesik tespit
edilmistir. Gallik asit, protokatesik asit, apigenin 6,8-di-C-glukozit, kaffeik asit,
klorojenik asit, naringin, ferulik asit, luteolin-O-diglukuronid, rutin, luteolin 7-O-
glukuronid, rozmarinik asit-glukozit, luteolin 7-O-glukozit, apigenin O-glukuronid,
metil kamferol O-rutinozit, kamferol O-glukuronid, luteolin tespit edilen fenolik
bilesiklerdir. Bu bilesiklerden luteolin 7-O-glukozit, luteolin ve rozmarinik asit en

yiiksek miktarda bulunan fenolik bilesenler olarak tespit edilmistir (77).

Ertas ve ark.’in ¢alismasinda Thymus nummularius bitkisinin LC-MS/MS analizi
ile metanol ekstrelerinde fenolik bilesikleri ve ugucu yaglarindaki biyolojik ve
kimyasal profilleri arastirilmistir. Yapilan ¢alismada fenolik bilesikler olarak kinik
asit, malik asit, tr-akonitik asit, gallik asit, klorojenik asit, protokatesik asit, tannik
asit, tr-kaffeik asit, p-kumarik asit, rozmarinik asit, rutin, hesperidin, hiperozid, 4-
hidroksi benzoik asit, salisilik asit, kumarin, kersetin, naringenin, luteolin, kamferol,

ve apigenin tespit edilmistir (78).

Varga ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Thymus vulgaris, T. serpyllum, T.
pulegioides ve T. glabrescens tiirlerinin hidrofilik ekstrelerinde LC-MS analizi ile
fenolik bilesikleri belirlenmistir. Ayrica bu ¢aligmada aym tiirlerin ugucu yaglarinin
kimyasal bilesimi ve antimikrobiyal aktivitesi calisilmistir. LC-MS analizi
sonuglara gore tiirlerin tamaminda katesin, kafeik asit, klorojenik asit, epikatesin,
p-kumarik asit, dihidrokersetin, ferulik asit, rutin, eriodiktiyol, rozmarinik asit,
apigenin-7-glukozit, naringenin, kersetin, hesperetin, apigenin fenolik bilesikleri

tespit edilmistir (79).
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Kivilompolo ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada Ocimum basilicum,
Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Mentha spicata ve
Thymus vulgaris tirlerinin LC analizi ile antioksidan fenolik asitleri incelenmistir.
Yapilan ¢alismada 7. vulgaris i¢in fenolik bilesik olarak gallik asit, klorojenik asit,
kafeik asit, vanilik asit, siringic asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve rozmarinik asit

tespit edilmistir (80).

Simeoni ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Ocimum basilicum L., Origanum
vulgare L. ve Thymus vulgaris L. tiirlerinde UHPLC-MS/MS analizi ile polifenolik
bilesenleri arastirilmistir. Yapilan ¢aligmada 7. vulgaris L. bitkisinde fenolik bilesik
olarak gallik asit, kaftarik asit, klorojenik asit, 4-OH benzoik asit, 4-OH fenilasetik
asit, izokersetin, kafeik asit, vanilik asit, sirinjik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,
sikorik asit, rutin, o-kumarik asit, rozmarinik asit, sinnamik asit ve kersetin tespit

edilmistir (81).

Jaouadi ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada 7. capitatus L. tiiriiniin UHPLC-
DAD-ESI/MS analizi ile fenolik bilesiklerindeki cesitliligi arastirilmistir. Yapilan
calismada ti¢ fenolik asit (rozmarinik asit, salvianolik asit A, salvianolik asit E), {i¢
flavanon (hesperidin, eriodiktiyol ve naringenin), iki flavon apigeninin C-glikozit
isomeri, bir flavanol gallokatesin, bir flavanonol taksifolin ve bir adet de fenolik
monoterpen (karvakrol) olmak {izere toplamda 11 adet fenolik bilesik tespit

edilmistir (82).

Boutaoui ve ark.’nin yapmis oldugu calismada Thymus algeriensis bitkisinin
farkli ekstrelerinde HPLC-PDA analizi ile fitokimyasal bilesenlerine incelenmistir.
Bu amacla yapilan ekstrelerden hidroalkolik ekstrede katesin, 4-hidroksi benzoik
asit, vanilik asit, epikatesin, sirinjik asit, p-kumarik asit, rutin, t-ferulik asit, naringin,
2,3-dimetoksi benzoik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, naringenin, karvakrol;
stiperkritik sulu ekstrede gallik asit, katesin, vanillik asit, epikatesin, izovanilin, p-
kumarik asit, naringin, harpagozit; mikrodalga kaynakli ekstresinde ise gallik asit,
katesin, klorojenik asit, 4-hidroksi benzoik asit, vanillik asit, epikatesin, sirinjik asit,
3-hidroksi benzoik asit, izovanillin, p-kumarik asit, rutin, sinapinik asit, t-ferulik asit,
naringin, 2,3-dimetoksi benzoik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, kersetin fenolik

bilesikler olarak tespit edilmistir (83).
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3.6. Ucucu Yaglar ve Genel Ozellikleri

Ugucu yaglar toplumda ugan yag, eterik yag, kokulu yag, esans yagi, ugucu yag
veya ruh gibi farkli isimlerle bilinmektedir. Esas olarak terpenlerden olusan suda
¢dziinmeyen, fakat organik ¢oziiciilerde kolaylikla ¢dziinen karisimlardir. Ozellikle

cicek ve meyvelerde daha fazla bulunurlar (84).
3.6.1. Ucucu yaglarin etkileri ve kullanim alanlar

Bir ¢ok aromatik bitki; tohum, meyve, yaprak ya da koklerinde bulunan aktif
kimyasal bilesikler nedeniyle, farkli etki sekillerinden dolayi, cesitli alanlarda
kullanilmaktadir. Bu bitkilerin hayvan besleme bilimi acisindan istah agic1 ve
sindirimi stimiile edici oOzellikleri yaninda antiseptik etkileri de biiyilk Onem
tagimaktadir. Etken maddelerine gore etkileri degismekle birlikte pek ¢ok ugucu yag;
antimikrobiyal, karminatif, koloretik, sedatif, diiiretik, antispazmodik etkilere
sahiptir (85). Tiim ugucu yaglar IgG ve IgA iiretimini artirmak suretiyle, bagisiklik
sistemini kuvvetlendirmektedir (86).

Aromatik bitkilerin ugucu yaglariin antimikrobiyal etkileri ¢esitli arastirmalarla
ortaya konmustur. Yiiksek dozlarda ugucu yag tiiketilmesi sonucunda bagirsak
enterosit hiicrelerinin yapisinda bulunan Na+ ve K+ iyonlarinin yogunlugu
degismektedir. Boylece adenosin trifosfataz enziminin aktivitesi engellenmekte ve

bagirsaktaki besin maddelerinin taginmasi islemi zarar gérmektedir (87).
3.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar, viicudun reaktif oksijen tiirlerini (ROT) temizleyici
antagonistleri olarak diisiik miktarlarda ve oksidasyonu kolay olan maddelerdir.
Materyallerin oksidasyonunu yiiksek oranda geciktirerek ya da engelleyerek
etkilerini gosterirler (6). Ancak viicut i¢erisinde meydana gelen oksidanlara ek olarak
dis etkenlerle maruz kalinan oksidanlarin miktarinin artisiyla antioksidanlarin
korumasi sinirli kalmaktadir. Metabolizmada iiretilen H>O,, HO ve O»~ gibi
ROT’larin miktarindaki artis antioksidanlarla dengelenemediginde denge oksidanlar

tarafina kayar ve oksidatif stres gelisir (7).

Antioksidanlar ii¢ farkli yolda etkilerini gosterirler:
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1. Bir veya daha fazla protonu serbest bir radikal veya serbest bir peroksit
radikali ile degistirerek cogalma reaksiyonunu durdurma (fenolik ajan)

2. Metalleri baglayarak serbest radikallerin olusumunu azaltma veya bloke etme
(selatlayic ajanlar)

3. Reaktif oksijen veya ROT’nin (oksijen veya ROT siiplirme ajani)

konsantrasyonunu azaltma (88).

Temelde birincil ve ikincil antioksidanlar seklinde iki ana antioksidan grubu
vardir. Fenolik bilesikler ayrica birincil antioksidanlar olarak adlandirilirken,
selatlayict ve oksijen/ROT giderici ajanlar ikincil antioksidanlar veya sinerjik
antioksidanlar olarak adlandirilir. Etki mekanizmalar1 kimyasal yapilarma gore

farklilik gosterir (89).

3.7.1. Birincil veya fenolik antioksidanlar

Fenolik antioksidanlar, temelde otooksidasyon siirecindeki serbest radikallerin
olusumunu oOnleyerek etki eder. Bunu da bir proton transfer ederek gergeklestirir.
Oksidasyon reaksiyonlar1, zincir reaksiyonlarini baglatabilen serbest radikalleri
tiretebilir. Gidalarda, petrol iirlinlerinde veya bir hiicrede zincir reaksiyonlari
olustugunda, iirlinlerde hasara veya hiicrede 6liime neden olabilir. Antioksidanlar,
serbest radikal ara maddeleri uzaklastirmak suretiyle bu zincir reaksiyonlar
sonlandirmakta ve daha 1ileri oksidasyon reaksiyonlarini engellemektedir.

Antioksidanlar, zincir reaksiyonlarin1 kendileri okside ederek durdurabilirler (90).
AH + ROQO+ — A+ + ROOH

AH+Re — A*+RH

AH + RO+ — A+ ROH (AH: antioksidan, Ae: radikal)

Genel olarak kullanilan primer veya fenolik antioksidanlar BHT, BHA, TBHQ
veya galatlar gibi sentetik antioksidanlardir. BHA ve BHT gibi yaygin olarak
kullanilan sentetik antioksidanlarin olas1 olumsuz saglik etkileri ile ilgili endiseler,
cogunlukla yaygin olarak tliketilen dogal kaynakli gidalardan elde edilen
antioksidanlarin bulunmasina yonelik arastirmalara yonelimi artirmistir (91). Karasal

bitkiler, saglig1 tesvik eden diger fitokimyasallarin yani sira, en degerli dogal
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antioksidan kaynaklarindan birini olusturur. Ozellikle, otlar ve baharatlar, yiiksek

polifenol igerikleri nedeniyle giiglii antioksidan aktiviteler gostermistir (92).

Tokoferoller, polifenoller, protein ve peptidler dogal antioksidanlardandir.
Bitkisel yaglarda dogal olarak bulunan tokoferoller, dogal fenolik antioksidanlar

arasindadir (93).

Saglhiga ve gida kalitesinin korunmasina potansiyel katkilarmi ortaya koyma
cabast icinde, otlar ve baharatlardaki biyoaktif bilesiklere biiyiik 6nem verilmistir.
Daha 6nce yapilan birkac ¢alisma, dogal kaynaklardan gelen polifenollerin, sentetik
antioksidanlarin kullanimina potansiyel bir alternatif olabilecegini 6ne siirmiistiir. Bu
antioksidanlar, tiiketicinin de rahatlikla kabuliinii kazandig1 gibi sentetik esdegerleri
ve bunlarin giivenlikleri icin bircok diizenleme gerekliliklerinin de azlhigi ile
avantajlara sahiptir. Cesitli botanik kaynaklardan gelen dogal antioksidanlar, tek bir
tiire, cinse, kokene, popiilariteye, uygulamalara, biyoaktivitelere, se¢ilen antioksidan
gruplarina, belirli fitokimyasal gruplara odaklanarak diizenli olarak incelenmistir. Bu
baglamda, 236 cins ve yaklagik 6900-7200 tiir ile diinyadaki en biiylik bitki
ailelerinden biri olan Lamiaceae, ekstraktlarinin yiiksek radikal giderme kapasitesini

(RSC) gosteren sayisiz arastirmaya konu olmustur (94,95).
3.7.2. ikincil antioksidanlar

Sinerjik antioksidanlar, diisiik veya dolayli antioksidan ozelliklere sahiptir.
Ancak fenolik antioksidanlarla kombinasyon halinde kullanildiginda, sagladiklari
sinerjik etkiler nedeniyle fenolik bilesiklerin etkinligini 6nemli 6l¢iide arttirma

ozelligine sahiptirler. Bu sinerjik etkiler;

(1) fenolik antioksidanlarin yenilenmesi,

(2) antioksidan oksidasyonu sonrasi peroksitlerin dekompozisyonunun énlenmesi,
(3) oksidasyon reaksiyonlarinda iz metal katalizoriiniin inaktivasyonu ve

(4) oksidasyon reaksiyonlarinin ortadan kaldirilmasi veya azaltilmasidir (89).

Sinerjik antioksidanlar, selatlayici ve oksijen giderici ajanlar olarak iki ana gruba

ayrilabilir.
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Selatlayic1 ajanlar, kimyasal yapilarindaki eslesmemis elektronlarla metal
iyonlart ile stabil kompleksler olusturarak oksidasyon reaksiyonlarinin katalizori
olan metali etkisiz hale getirir. Demir iyonlar1 (Fe** + H,O, — "OH + OH™ + Fe*)
gibi gecis metalleri tarafindan katalize edilen Fenton reaksiyonu, ‘OH radikallerinin
tiretilmesine neden olan iinlii bir kimyasal reaksiyondur. Etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA), polifosfatlar, tartarik ve sitrik asit en yaygin selatlama ajanlaridir. Protein
hidrolizi ile agiga ¢ikan peptitler de selatlama Ozelligi gosterir. Metal iyonlarini

selatlamak i¢in en reaktif amino asit, imidazol igeren histidindir (89).

Oksijen giderimi reaksiyon mekanizmasi, ortamda bulunan serbest oksijen
molekiilleri ile reaksiyona girerek onlar1 oksidasyon reaksiyonlari i¢in kullanilamaz
hale getirmektir. Bu antioksidanlar, HO", O2~, H20> ve singlet oksijeni ('02) gibi
ROT’lar1 ortadan kaldirabilir (89).

Oksijen veya ROT gidericileri igerisinde askorbik ve izoaskorbik asit, siilfitler
ile fruktanlar, rafinoz ailesi oligosakaritleri, arabinoksilatlar, p-glukanlar gibi
sindirilmeyen karbonhidratlar, protein ve glutatyon gibi peptidlerin yani sira
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GP) gibi viicut

enzimleri de bulunmaktadir (89).
3.7.3. Antioksidan aktivite tayin metodlar
3.7.3.1. Antioksidan icerik tayini

Antioksidan igerigin belirlenmesi i¢in, Diode-Array-Detektorii (DAD), Kiitle
Spektroskopisi (MS) veya floresan detektorii ile birlestirilmis HPLC gibi
kromatografik yontemler kullanilabilecegi gibi daha az spesifik kolorimetrik

yontemler de kullanilabilir (96).

Total polifenol igerigi: Folin-Ciocalteu reaktifiyle kolorimetrik spektrofotometre
yontemiyle belirlenebilir. Bu reaktif fosfomolibdik / fosfotungstik asit kompleksleri
icerir. Ana dezavantajlardan biri, reaktifin fenolikler disindaki diger bilesikler
tarafindan azaltilabilmesi nedeniyle total polifenol igerik yonteminin spesifik

olmamasidir (97).

Total antosiyanin igerigi: Genellikle pH diferansiyel yontemle bulunur. Antosiyanin

pigmentleri, farkli absorbans spektrumlar ile pH'da olusturulan bir degisiklik ile geri
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dontigiimlii yapisal degisimlere ugrar. Siyanidin-3-glukozit standart olarak kullanilir
ve sonuclar genellikle numunenin veya ekstrenin kiitlesinin grami basina siyanidin-3-
glukozit kiitlesi (C3G) olarak ifade edilir. Toplam antosiyanin miktarinin dogru ve

hizl1 6l¢iimlerini saglar (98).

Askorbik asit icerigi: Askorbik asit icerigi titrasyon, spektrofotometri, kromatografi
veya voltametri gibi ¢esitli yontemlerle belirlenebilir. Sonuglar genellikle mg

askorbik asit / 100 g taze agirlik olarak ifade edilir (99).
3.7.3.2. Radikal uzaklastirma deneyleri

Fenolik antioksidanlarin (ArOH) radikalleri temizledigi mekanizmay1 agiklamak

icin genel olarak ii¢ yol tartisilir:

1. H-atom transferi (HAT)
ArOH + R- — ArO - +RH
2. Kademeli olarak elektrontransfer-proton transferi (ET-PT)
ArOH +R- - ArOH-* + R"— ArO - + RH
3. Siral1 proton kaybi elektron transferi (SPLET)
ArOH — ArO--
ArO"+R:- > R + ArO -
R "+ H+ > RH
Ilk yol (HAT), bir O-H bagmin homolitik ayrismasiyla ilgilidir. Yiik ayrimi
icermediginden, kutupsal olmayan c¢oziiciilerde baskin mekanizma oldugu kabul
edilmistir. 2. (ET-PT) ve 3. (SPLET) yollar ise polar ¢oziiciiler icin tercih edilmelidir
(100).

Sekil 3’te en c¢ok kullanilan radikal uzaklastiric1 deneylerde yer alan kimyasal

reaksiyonlar sematize halde gosterilmistir.
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Sekil 3. En ¢ok kullanilan radikal uzaklastiric1 deneylerde yer alan kimyasal reaksiyonlar

3.8.Alzheimer Hastahg ile lgili Genel Bilgiler

Giliniimilizde, yasam standartlarinin iyilesmesi ve yasam siiresinin uzamasiyla
beraber diinyanin yash niifusu da artmaktadir. ileri yas demans hastaligi olan
Alzheimer hastaligmin goriilme sikligi da artan yasam siiresiyle birlikte artis

gostermektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Alzheimer hastaligim (AH), diger

30



demanslar da dahil olmak iizere, 2016 yilinda iskemik kalp hastaligi, felg, kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve alt solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra
diinya ¢apinda besinci 6liim nedeni (yaklasik 2 milyon 6liim) olarak tanimlamigtir
(101). 2016 yilinda yayinlanan Diinya Alzheimer Raporu’nda su anda demansla
yasayan yaklasik 47 milyon kisi sayismin 2050 yilinda 131 milyon olacagini
bildirilmistir (World Alzheimer Report 2016). AH, Kuzey Amerika ve Avrupa'daki
demans vakalarinin yaklasik % 60-80'ini olusturur ve diinya ¢apinda demansa bagh

Oliimlerin en biiyiik nedenidir (102).

AH, etkilenen bireyin normal giinlik yasam aktivitelerini asamali olarak
engelleyen cesitli biligsel bozukluklarin goriildiigli néropatolojik bir durumdur (103).
AH’de klinik belirtilerin baslhicalar1 giinliikk yasantiyr etkileyen bellek kaybi ve
yapilan iglerde zorluk yasama, konusmada giicliik, yargilamada azalma ile birlikte

problem ¢ézme ve plan yapmada azalma seklindedir (104).

AH patolojisinde amiloid plaklar ve norofibril yumaklarin (NFY) yaninda
asetilkolin (ACh) ve hiperfosforile tau proteini gibi diger faktorler de AHmin
baslamasit ve ilerlemesinde iligkili oldugu disiiniilmektedir. AH patogenezinde
amiloid hipotezi, amiloid prekiirsdr proteinin (APP), B ve y-sekretaz enzimleriyle
proteolitik boliinmesi ile olusan amiloid beta proteininin (Af) patolojik formlarinin
temizlenmesindeki dengesizlik sonucu beyinde birikimini onerir. NFY’lerin olusumu
ve ardindan noronal disfonksiyon ve norodejenerasyonla ile siirecin ilerledigi

diistintilmektedir (105,106).

Yogun plaklardaki fibriler amiloidin AHmin gelisiminde kritik oldugu diisiiniilse
de, son yillarda yapilan ¢alismalar 15181nda ¢oziiniir AP oligomerlerinin en patolojik

formlar1 olabilecegi diistiniilmektedir (107).
3.8.1. Kolinesteraz inhibitorlerinin Alzheimer hastaligindaki mekanizmasi

Genel olarak AH'nin mevcut klinik tedavisi esas olarak kolinerjik hipoteze
dayanmaktadir. Bu hipotez, beyindeki ACh seviyelerinin azalmasimnin, AH
hastalarinda hafiza ve biligsel bozukluklara yol a¢tigin1 ve ACh metabolizmasinin
inhibe edilmesinin, ACh seviyesini artirabilecegini, bdylece semptomlarin

hafifledigini onerir (108). Bu goriise dayanarak, Amerikan Gida ve Ilag Cemiyeti
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(FDA) 1993 yilindan itibaren takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamin olmak
tizere dort tane kolinesteraz inhibitoriiniin Alzheimer hastalarinda kullanilmasini
onaylamistir. Ancak bu ilaclarin hastalik {izerinde etkilerinin az ve gegici oldugu
ifade edildiginden kolinerjik sistemin yami sira hastalikta gézlenen diger patolojik
degisimlere de etki edebilecek multimodal ilaglarin gelistirilmesine yonelik

arastirmalar halen devam etmektedir (12).

Asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE), merkezi sinir
sisteminde ACh'yi parcalayabilen iki kolinesteraz tiiriidiir. AChE'nin aksine, AH'deki
BChE'nin patolojik mekanizmasi heniiz tam olarak tanimlanmamistir. Her ne kadar
birka¢ ¢aliyjma BChE'min AH tedavisinde faydali olabilecegini gosterse de, BChE
temel olarak periferik dokularda dagilabilir, dolayisiyla BChE™min inhibisyonu
periferik sistemde ters etkilere neden olabilir. Soyle ki, hem AChE hem de BChE
inhibe edici aktiviteleri ile AH tedavisi i¢in onaylanan ilk ilaglardan biri olan takrin,
periferik sistemdeki ciddi hepatotoksisite ve diger yan etkileri nedeniyle geri

cekilmistir (108).

AH’nin semptomatik tedavisinde, klinisyenler tarafindan en ¢ok tercih edilen
asetilkolinesteraz inhibitorleridir (AChEI). Asetilkolinesterazin sinapstaki yikimin
engelleyerek etkisini gdsteren AChEI’ler, bu sayede asetilkolinin kullanilabilirligini
arttirir. Her ne kadar periferik kolinerjik yan etkileri olsa da, diisik dozlu
kullaniminda genellikle 1yi tolere edilir (101). Ayrica, diisiik afiniteli bir N-metil-D-
aspartat reseptor antagonisti olan memantin orta ve siddetli AH’de kullanilir.
Fizyolojik etkilerine miidahale etmeden L-glutamat uyarict norotoksisitesiyi

azaltmay1 amaglar (109).
3.9. LC-MS/MS

LC/MS sistemleri, geleneksel olarak analiz edilmesi zor olan numunelerin
analizini kolaylastirir. GC/MS’in giicline ve kullanigliligina ragmen birgok bilesigin
GC / MS ile analiz edilmesi imkansizdir. LC / MS, kiitle spektrometrisinin etkili
analitik kullanimindan dolay1 ¢ok daha fazla sayida organik bilesige genisletir. Analit
molekiillerine ¢ok az 1s1 verirler veya hig 1s1 vermezler, cogu organik bilesige LC ve
LC / MS bazli yontemler uygulanabilir. Ornek tipleri kiigiik farmasétik bilesiklerden
bliylik proteinlere kadar ¢esitlilik gosterir. LC / MS ‘in GC / MS'den ¢ok daha yaygin
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bir yontem olmas1 biiylik, polar, iyonik, termal olarak dengesiz bilesiklerin analizi
icin uygundur. Bu bilesiklerin bazilari, GC / MS'ye uygun hale getirilebilir. Ancak
LC / MS tiirevlendirme ile zaman alan kimyasal modifikasyon ihtiyacin1 ortadan

kaldirir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Cahsmanin Yapildig1 Yer

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi Dicle Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Arastirma

Laboratuvar1 1°de gergeklestirilmistir.
4.2. Bitkisel Materyaller

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkileri 9 Haziran 2014
tarihinde Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilimdali
Dr. Ogretim Uyesi Yeter YESIL tarafindan Tunceli’de toplandi ve teshis edildi.
Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi herbaryumunda kayit altina alind1 (Sirasiyla

ISTE No: 104463 ve 104402).

4.3. Ekstrelerin Hazirlanisi

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin kok ve toprak {istii
kisimlar1 golgede kurutulup toz edildikten sonra tabloda belirtilen miktarlardaki bitki
etanol ile oda sicakliginda arada calkalanarak masere edildi (24 saat x 3). Rotary

evaporatorde ¢oziiciisii buharlastirildiktan sonra ekstre elde edildi.

Tablo 1. Bitkilerin Kok ve Toprak iistii Kisitmlarinin Toplam Miktarlari, Elde Edilen Ekstre
Miktar1 ve Verimi

Bitki Bitki Miktar1 | Ekstre Miktar1 | Verim (%)
Thymus fallax Toprak tistii | 35,2302 g 0,18219¢ 0,51741
Thymus fallax Kok 71,6627 g 0,71638¢g 0,99965
Thymus kotschyanus var. | 48,0713 g 1,02446¢ 2,13112
kotschyanus Toprak iistii

Thymus kotschyanus var. | 56,0475 g 0,78728¢g 1,40466
kotschyanus Kok

4.4. Ugucu Yag Eldesi

Bitkilerden 100’er gram alinarak 1 litrelik balona kondu ve 500 ml su ilave
edildi. 3 saat kaynadiktan sonra Clevenger apareyi ile ucucu yagi elde edildi. GC-MS
analizleri yapilana kadar Na>SOy ile kurutularak +4 °C’de bekletildi.
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4.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite calismalar1 Istanbul Universitesi Farmasétik

Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.

Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 4352, Proteus mirabilis ATCC 14153, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Candida parapsilosis ATCC
22019, Candida tropicalis ATCC 750, Candida albicans ATCC 10231'e karsi
Minumum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) kriterleri dogrultusunda microdiliisyon ydntemiyle saptanmistir
(110,111). Calismada kullanilan bakterilerin inokulumu Mueller-Hinton buyyon
(Difco, Detroid, USA) besiyerindeki 4-6 saatlik kiiltiirlerinden 5x10° kob/ml (koloni
olusturan birim); Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 750,
Candida albicans ATCC 10231 i¢in ise RPMI-1640 (Sigma) besiyerindeki 24 saatlik
kiiltiiriinden 0.5-2.5x10° kob/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Ekim yapilmis
mikroplaklar bakteriler i¢in 35 °C’de18-24 saat, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida tropicalis ATCC 750, Candida albicans ATCC 10231 i¢in ise 35 °C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Sefuroksim, sefuroksim-Na, seftazidim, amikasin ve
flukonazol deney boyunca kontrol amaciyla referans antibiyotik olarak bakteri ve
mantarlar i¢in ayr1 ¢alisilmis ve bunlara ait degerler CLSI''n kabul araliginda
bulunmustur (112). Gozle goriinlir {iiremenin olmadigt en diisiik madde

konsantrasyonu MIK degeri olarak degerlendirilmistir.
4.6. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoit i¢eriklerinin Belirlenmesi
4.6.1. Toplam fenolik iceriklerinin belirlenmesi

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin toplam fenolik
igerikleri, Slinkard ve Singleton’in metodu esasina dayanilarak pirokatekole esdeger
olarak belirlendi (113). 100 ppm konsantrasyonda pirokatekol ¢ozeltisi ile 1000 ppm
konsantrasyonlarda Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin
toprak iistii ve koklerinin etanol ekstrelerinin hazirlanmasinin ardindan, bu stok

cozeltilerden belirli oranlarda hazirlanan 6rneklere, licer paralel ¢alisma yapilmak
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suretiyle, FCR ve %2’lik Na;COs c¢ozeltisi ilavesi ve 2 saatlik bekleme siireci
ardindan 760 nm’de absorbanslari okundu. Toplam fenolik icerikler, Sekil 4’te de
gosterilen standart pirokatekol grafiginden saptanan Absorbans = 0,0448x + 0,0431
R?= 10,9956 esitligine dayali belirlendi.

0,25 T —mmmmmmm e m e m e -
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0,2 -
20,15
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Sekil 4. Pirokatekoliin 6lcii grafigi

4.6.2. Toplam flavonoit iceriklerinin belirlenmesi

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin toplam flavonoit
igerikleri, Moreno ve ark.nin kullandig1 metot esasina dayanilarak kersetine esdeger
olarak belirlendi (114). 1000 ppm konsantrasyonda kesretin ¢ozeltisi ile 1000 ppm
konsantrasyonlarda Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin
toprak lstii ve koklerinin etanol ekstrelerinin hazirlanmasimin ardindan, bu stok
cozeltilerden belirli oranlarinda hazirlanan orneklere, licer paralel ¢caligma yapilmak
suretiyle, potasyum asetat ve aliminyum nitrat ¢ozeltisi ilavesi ve 40 dakika bekleme
stireci ardindan 415 nm’de mikroplaka okuyucu kullanilarak absorbanslar1 okundu.
Toplam flavonoit igerikler, Sekil 4.2°de de gosterilen standart kersetin grafiginden

saptanan Absorbans A= 0,0325x + 0,0601 (R%: 0,9984) esitligine dayali belirlendi.
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Sekil 5. Kersetinin ol¢ii grafigi

4.7. Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite tayini icin Thymus fallax ve T. kotschyanus var.
kotschyanus bitkilerinin etanol ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim, ABTS
katyon radikal giderim aktivitesi ve CUPRAC yontemleri ile aktiviteleri tayin edildi.
Biitiin yontemlerin grafiklerindeki konsantrasyonlar reaksiyon karistmindaki son

konsantrasyonlardir.

4.7.1. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin serbest radikal
giderme aktiviteleri, Blois’in metodu esasina dayanilarak 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) radikali ile belirlendi (115). Thymus fallax ve T. kotschyanus var.
kotschyanus bitkilerinin toprak listii ve koklerinin etanol ekstrelerinden alinan 10 mg
ile hazirlanan stok c¢ozeltilerden belirli miktar oranlarinda hazirlanan 6rneklere, ticer
paralel calisma yapilmak suretiyle, DPPH ilavesi ardindan 30 dakika bekleme
siirecinden sonra 517 nm’de absorbanslar1 okundu ve BHA, BHT ve o-Toc
standartlar1 baz alinarak degerlendirildi. Ayrica ekstrelerde saptanan absorbanslardan

% Inhibisyon degeri (Axontrol — Asmek) / Akontrol X 100 esitligine dayali belirlendi.
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4.7.2. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin katyon radikali
giderme aktiviteleri, Re ve ark.nin metodu esasmna dayanilarak 2,2'-azino-
bis(3etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ile belirlendi (116). Thymus fallax ve T.
kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin toprak {isti ve koklerinin etanol
ekstrelerinden alinan 10 mg ile hazirlanan stok c¢ozeltilerden belirli miktar
oranlarinda hazirlanan Orneklere, iicer paralel calisma yapilmak suretiyle, ABTS
¢Ozeltisi ilavesi ve 6 dakika bekleme siireci ardindan 734 nm’de absorbanslari
okundu ve BHA, BHT ve a-Toc standartlar1 baz alinarak degerlendirildi. Ayrica
ekstrelerde saptanan absorbanslardan % Inhibisyon degeri (Akontrol — Asmek) / Akontrol X

100 esitligine dayali belirlendi.
4.7.3. CUPRAC yontemi

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin antioksidan
aktivitesi CUPRAC yontemi i¢in, Apak ve ark.nin da metot esast olan,
antioksidanlarla renkli Cu(I)-Nc kelata donlisen Cu(Il)Neokuproin (Nc)
kompleksinin kullanimina dayanilarak belirlendi (117). Thymus fallax ve T.
kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin toprak tstii ve koklerinin etanol
ekstrelerinin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasmin ardindan, bu stok ¢ozeltilerden
belirli miktar oranlarinda hazirlanan Orneklere, iiger paralel calisma yapilmak
suretiyle Cu (II), neokuproin ve NH4OAc tamponu ilavesi ve 1 saat bekleme siireci
ardindan 450 nm’de absorbanslar1 okundu ve BHA, BHT ve a-Toc standartlar1 baz

alinarak degerlendirildi.
4.7.4. B-Karoten renk giderim yontemi

Ekstrelerin 1000 ppm’lik ¢ozeltileri hazirlanarak stok c¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve
20 pL alinarak distile su ile hacimleri 40 pL'ye tamamlanarak ve lzerlerine B-
karoten-linoleik asit ¢ozeltisinden her bir O6rnege 160 pL ilave edilir edilmez
mikroplaka reader ile baslangi¢ absorbanslari 490 nm'de o6l¢iildii. Hazirlanan
cozeltiler 50°C de 120 dakika bekletildi (109). Bu siire sonunda absorbanslar tekrar

Olctildii. B-Karotenin renk giderim oran1 asagidaki formtil ile hesaplandi.
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R =In (a/b)/t

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

absorbans, t: Zaman (dakika)

Toplam antioksidan aktivite, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki

denklem kullanilarak hesaplanmistir.
Toplam Antioksidan Aktivite (%Inhibisyon) = [(Rkontrol — Romek) / Rkontrol] X 100

Riontrol: Kontroliin renk giderim orant, Rgme: Ornegin renk giderim orani
4.8. Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Ellman ve ark. tarafindan 1961 yilinda hizli kolorimetrik belirleme yontemi
olarak uygulanan metod, AChE ile yikilan asetilkolinden agiga ¢ikan tiyokolinin
5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusan sar1 renkli
5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun mikroplaka reader ile Ol¢iimiine dayanir ve

calismamizda Ellman metodu kullanilarak aktivite tayini gerceklestirildi (118).

4.8.1. AChE aktivite testi

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin AChE aktivitesi
icin belirtildigi lizere Ellman metodu kullanildi (118). 4000 ppm konsantrasyonlarda
Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin toprak iistii ve
koklerinin etanol ekstrelerinin hazirlanmasinin ardindan, tiiger paralel c¢alisma
yapilmak suretiyle, yontemde kullanilan mikroplakalara fosfat tamponu, stok
¢Ozeltiden belirli miktar ve asetilkolinesteraz enzimi ilavesi ve 10 dakika bekleme
stireci ardindan DTNB reaktifi ve asetiltiyokolin iyodiir eklenip ELISA okuyucu
kullanilarak 412 nm’de absorbanslar1 okundu ve galantamin standardi baz alinarak
degerlendirildi. Ayrica ekstrelerde saptanan absorbanslardan % Inhibisyon degeri

(Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100 esitligine dayali belirlendi.

4.8.2. BChE aktivite testi

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin BChE aktivitesi
i¢in belirtildigi lizere Ellman metodu kullanildi (118). 4000 ppm konsantrasyonlarda

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin toprak Tstii ve
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koklerinin etanol ekstrelerinin hazirlanmasinin ardindan, tiger paralel calisma
yapilmak suretiyle, yontemde kullanilan mikroplakalara fosfat tamponu, stok
¢Ozeltiden belirli miktar ve butirilkolinesteraz enzimi ilavesi ve 10 dakika bekleme
siireci ardindan DTNB reaktifi ve butiriltiyokolin iyodiir eklenip ELISA okuyucu
kullanilarak 412 nm’de absorbanslart okundu ve galantamin standardi baz alinarak
degerlendirildi. Ayrica ekstrelerde saptanan absorbanslardan % Inhibisyon degeri

(Akontro] - Aﬁjmek) / Akontro] X 100 CSIthgll’le dayall belil’lel’ldi.

4.9. Istatistik Hesaplamalar

Antioksidan ve antikolinesteraz aktivite deneyleriyle saptanan veriler {i¢ paralel
Olciimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak uygulandi. Sonuglar Student’s t-
testine gore %95 giliven simirlar1 iginde bulundu. Anlamlilik sinirt i¢in p<0,05 kabul
edildi. En kiigiik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon analizi egim,

intersept ve korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle yapildi.
4.10. Kromatografik Yontemler

4.10.1. Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) sartlari

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin Clevenger apareyi
kullanilarak hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin bilesenleri

Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesinde GC-FID ve GC/MS teknikleri ile analiz edildi.

GC-MS analizi, Agilent 7890A GC'ye (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA) bagh Agilent 5975 GC-MSD ile yapildi. 60 m x 0.25 mm, 0.25 pm film
kalinlig1 standartlarina sahip HP-Innowax FSC kolonundan 1,2 mL/dk hizla tasiyici
gaz olarak %99,99 safliktaki helyum gegcirildi. GC’deki firin sicakligr ilk olarak 10
dk boyunca 60°C ayarlandi, 10 dk sonra dakikada 4°C’lik artis ile 220°C’ye getirildi
ve yine 10 dk boyunca 220°C ayarlandi. Ardindan dakikada 1°C’lik artis ile
240°C’ye programlandi. Split oram1 da 40:1 seklinde sisteme kaydedildi. Enjektor
sicakligi da 250°C olarak programlandi. Kiitle agirligi 35-450 m/z olarak ayarlandi
ve kiitle spektrumlar1 70 eV’da alindi. GC-FID analizi, Agilent 7693A serisi
otomatik numune cihaz1 kullanilarak otomatik enjeksiyonla gerceklestirildi; N-

heksan (%10, h/h) ile seyreltilmis 1uL ugucu yag GC-MS sistemine enjekte edildi.
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GC analizi, Agilent 7890A GC sistemi ile gergeklestirildi. GC-MS ile ayni
eliisyon sirasini saptayabilmek adina, ayni operasyonel kosullar kullanilarak eg
zamanli TUgclii enjeksiyonlar yapildi. FID sicakligt 300 °C idi. Bilesenlerin
tanimlanmasi, ayni deneysel kosullar altinda, n-alkanlar (Cs-Czo) serilerine gore
birlikte enjeksiyonla belirlenen tutunma indeksi temelinde gerceklestirildi. Kiitle
spektrumlarinin; NIST 05 ve Wiley 8. Versiyon ve bilinen ugucu yag bilesenlerinden
olusturulan home-made MS Kkiitiiphanesi ile karsilastirllmasimin yani sira, tutunma
indekslerinin literatiir degerleri ile karsilagtirilmasiyla daha ileri bir tanimlama

yapildi (119).

4.10.2.S1v1 kromatografisi-sirah kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS) sartlari

Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin LC-MS-MS
analizleri, Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi

Laboratuvarlarinda hizmet alimi1 seklinde gergeklestirildi.
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S. BULGULAR

Tez calismasinda, calisilan 7. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus
tiirlerinin LC-MS/MS cihaz1 ile toprak alti ve toprak {istli kisimlarimin etanol

ekstrelerinin sekonder metabolit profilleri ¢ikarildi.

T. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin toprak iistii ve kok
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin 3-karoten renk giderim metodu, DPPH
serbest radikali giderimi, ABTS katyon radikali giderimi aktivitesi ve CUPRAC
yontemleri kullanilarak antioksidan aktivite tayinleri yapildi. Tiim ekstrelerin toplam
fenolik miktarlar1 pirokatekole esdeger, toplam flavonoit miktarlar1 da kersetine
esdeger olarak belirlendi ve dort ekstrenin antikolinesteraz aktivite tayini
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin kullanildigi Ellman yontemi ile
yapildi.

Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin GC-MS ile
ucucu yaglarinin igerikleri, antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri incelendi ve

LC-MS/MS ile fenolik bilesik igerikleri ¢alisildi.
5.1. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlar:

Tim ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 pirokatekole esdeger, toplam flavonoit
miktarlar1 da kersetine esdeger olarak belirlendi. Tablo 2’de de goriilecegi tizere; dort
ekstre i¢in toplam fenolik miktarinin toplam flavonoit miktarindan daha ytiksek
oldugu; en yiiksek toplam flavonoit miktarlarmin 7. kotschyanus var. kotschyanus
(TKETU) ekstresinde oldugu; T. fallax kok ekstresinin toplam fenolik miktarinin, T.
fallax toprak iistii (TFTU) ve T. kotschyanus var. kotschyanus toprak iistii (TKETU)
ekstrelerinin fenolik miktarlarindan daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Tablo 2. Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlari

Toplam Fenolik Miktar1 Toplam Flavonoit Miktar:
Ekstreler (png pirokatekole esdeger)/mg (ng kersetine esdeger)/mg
Ekstre® Ekstre”
TFTU 64,59+0,71 31,87+1,12
TFK 69,89+1,87 2,33+0,08
TKETU 45,06£1,17 35,51£0,42
TKEK 40,56+0,10 5,66+0,22

a: Pirokatekole esdeger fenolik icerik. (y=0,0448x + 0,0431 R2=0,9956)
b: Kersetine esdeger flavonoit igerik. (y=0,0325x + 0,0601 R?=0,9984)
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5.2. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus Bitkilerinden

Hazirlanan Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclar:

5.2.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi sonuclari

Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan
10, 25, 50, 100 pg/mL konsantrasyonlardaki ekstrelerin DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi tayin edilirken standart olarak BHA, BHT, ve o-TOC kullanildi.
Sekil 6’da goriilecegi lizere; tiim ekstrelerde konsantrasyonun artmasiyla aktivitenin
arttig1 ve 7. fallax toprak Ustli ekstresinin en yliksek aktivite gosterdigi belirlendi.
Thymus kotschyanus var. kotschyanus toprak TUstli ekstresinin diigiik aktivite
gosterdigi belirlendi. Tiim ekstrelerin standart olarak kullanilan BHT’ den daha
yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi.

DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi

100,00
90,00
80,00
< 7000
4
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S 5000
-
£ 4000
o
X 3000
20,00
10,00 I l I
0,00
TFTO TFK TKKTU TKKK BHA BHT a-TOC

H10pug/mL MW25pg/mL ®W50pg/mL  MW100 pg/mL

Sekil 6.Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden
hazirlanan ekstrelerin DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri
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Tablo 3. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin

DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri*

10 pg/mL 25 ng/mL 50 ng/mL 100 pg/mL
TFTU 24,514+0,37 46,36+2,11 77,9940,09 88,29+0,08
TFK 19,96+1,10 45,414+0,79 84,35+0,09 87,92+0,18
TKKTU 16,7620,11 27,72+0,92 48,02+0,92 80,73+0,92
TKKK 17,08+1,59 30,16+1,14 55,01+0,54 86,03+0,19
BHA 69,8710,10 84,01+0,64 86,86+0,29 87,31+0,24
BHT 26,51%1,08 44,17+0,20 59,4240,10 75,1941,59
a-TOC 44,39+1,85 85,3110,62 86,46+0,26 87,00+0,23

*Sonuglar ii¢ paralel 6l¢liimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
5.2.2. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi sonug¢lari

Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan
10, 25, 50, 100 pg/mL konsantrasyonlardaki ekstrelerin ABTS katyon radikali
giderim aktiviteleri tayin edilirken standart olarak BHA, BHT, ve a-TOC kullanild:..
Sekil 7°de goriilecegi lizere; tiim ekstrelerde konsantrasyonun artmasiyla aktivitenin
artigt ve T. fallax kok ekstresinin tiim konsantrasyonlarda en yiiksek aktivite
gosterdigi belirlendi. En diislik aktiviteyi 7. Thymus kotschyanus var. kotschyanus
kok ekstresinin gosterdigi belirlendi. 7. fallax kok ekstresinin standart olarak

kullanilan BHT’ye yakin aktivite gosterdigi ve tiim ekstrelerin standart olarak

I|

a-TOC

kullanilan a-TOC” den daha iyi aktivite gosterdigi tespit edildi.

ABTS Katyon Radikal Giderim Aktivitesi
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Sekil 7. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden
hazirlanan ekstrelerin ABTS katyon radikali giderim aktiviteleri
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Tablo 4. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin

ABTS katyon radikali giderim aktiviteleri*

10 pg/mL 25 ng/mL 50 ng/mL 100 pg/mL
TFTU 45,154+0,36 80,69+1,61 87,81+0,15 87,6410,01
TFK 52,624+0,46 81,46+1,82 87,38+0,26 88,41+0,52
TKKTU 51,07£2,55 72,57+1,27 85,15+0,54 87,64+0,26
TKKK 27,30£1,81 61,24+2,00 85,0613,13 87,81+0,15
BHA 87,36+2,09 89,29+0,15 89,47+1,74 89,55+0,15
BHT 78,22+1,55 85,45+0,16 87,3710,27 89,11+1,35
a-TOC 15,08+1,61 25,53%0,96 47,19+1,38 80,9610,71

*Sonuglar ii¢ paralel 6l¢liimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
5.2.3. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite sonuclar:

Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan
10, 25, 50, 100 ug/mL konsantrasyonlardaki ekstrelerin CUPRAC yoOntemine gore
antioksidan aktiviteleri tayin edilirken standart olarak BHA, BHT, ve a-TOC
kullanildi. Sekil 8’de goriilecegi lizere; tiim ekstrelerde konsantrasyonun artmasiyla
aktivitenin arttig1 ve 7. fallax toprak iistii ekstresinin en yiliksek, Thymus kotschyanus
var. kotschyanus kok ekstresinin de en diigiik aktiviteyi gosterdigi belirlendi. Ancak
tiim ekstrelerin BHA ve BHT standartlarindan daha diisiik aktivite gosterdigi tespit
edildi.

CUPRAC
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w 3,00 r
c
§2,50
2 2,00 = I
Ee]
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= illl il i| A i1 d
0,00
TFTU TFK TKETU TKEK a-ToC
E10pg/mL ®W25pg/mL  ®W50pug/mL  W100 pg/ml

Sekil 8. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitKilerinden
hazirlanan ekstrelerin CUPRAC yontemi ile antioksidan aktiviteleri

Tablo 5. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin
CUPRAC aktiviteleri*
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10 ug/mL 25 ug/mL 50 pug/mL 100 pg/mL
TFTU 0,510+0,065 0,950+0,050 1,930+0,020 3,050+0,080
TFK 0,580+0,070 1,090+0,080 2,040+0,110 2,770+0,180
TKETU 0,490+0,170 0,840+0,030 1,550+0,120 2,600+0,040
TKEK 0,380+0,020 0,780+0,030 1,410+0,060 2,600+0,070
BHA 1,140+0,136 2,420+0,006 3,913+0,023 3,900+0,000
BHT 0,944+0,035 2,108+0,094 3,169+0,119 3,900+0,000
a-TOC 0,388+0,041 0,770+0,009 1,478+0,028 2,601+0,070

*Sonuglar ii¢ paralel dl¢liimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
5.2.4. p-Karoten renk giderim yontemi ile antioksidan aktivite sonuclari
Hazirlanan tiim ekstrelerin antioksidan aktiviteleri belirlendi. Tiim antioksidan
etki yontemlerinde standart olarak a-Toc, BHAve BHT kullanildi. T. fallax ve T.
Kotschyanus var. kotschyanus tiirlerinin kok ve toprak iistii ekstreleri bu yontemle

aktif olarak belirlenemedi.

5.3. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus Bitkilerinden

Hazirlanan Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonuna dayanarak Thymus fallax ve Thymus
kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin antikolinesteraz
aktiviteleri tayin edildi. Tablo 6’da goriilecegi lizere, dort ekstrenin de AChE enzim
inhibisyonu aktivitesinin olmadig1, sadece T. fallax kok ve toprak iistli ekstrelerinin

BChE enzimini orta seviyede inhibe ettigi tespit edildi.

Tablo 6. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan
ekstrelerin antikolinesteraz aktivite sonuclari®

AChE (Inhibition %)* BChE (Inhibition %)

Samples

TKEK AD AD
TKETU AD 24,4940,77
TEK AD 30,80£1,00
TFTU AD 34,4840,60
Galanthamine® 78,92+1,04 78,22+0,58

*Sonuglar ii¢ paralel dl¢liimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

a: 200pg/mL b: Standart madde = AD: Aktif degil
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5.4. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus Bitkilerinden
Hazirlanan Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lar:

Thymus kotschyanus var. kotschyanus toprak st ve kok kisimlarinin
antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore Candida tropikalis’ karst iyi aktivite
gosterdigi belirlendi. Thymus kotschyanus var. kotschyanus kok kismi sadece
Staphylococcus epidermidis ve C. tropikalis’ e karst aktivite gdstermistir. Bitkinin
toprak iistii kismi ise Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, S. aureus, S.
epidermidis, Enterococcus faecalis, C. parapsilosis ve C. tropicalis’e karsi1 aktiflik

gostermistir.

Tablo 7. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitKilerinden hazirlanan

Thymus kotschyanus var. Thymus kotschyanus var.
kotschyanus Toprak iistii | kotschyanus Kok
Pseudomonas aeruginosa | 625 -
ATCC 27853
Escherichia coli - -
ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae 625 -
ATCC 4352
Proteus mirabilis - -
ATCC 14153
Staphylococcus aureus 625 -
ATCC 29213
Staphylococcus 625 312.5
epidermidis ATCC 12228
Enterococcus faecalis 1250 -
ATCC 29212
Candida albicans - -
ATCC 10231
Candida parapsilosis 312.5 -
ATCC 22019
Candida tropicalis ATCC | 78.12 78.12
750

ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuclari®
-1 Aktif Degil
Standartlar; S. aureus ATCC 29213 igin sefuroksim-Na: 1.2 pg/mL, S. epidermidis ATCC 12228 igin
sefuroksim 9.8 pg/mL, E. faecalis ATCC 29212 i¢in amikasin 128 ug/mL, P. aeruginosa ATCC
27853 igin seftazidim 2.4 pg/mL, E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae 4352 igin sefuroksim-Na:
4.9 pg/mL, P. mirabilis ATCC 14153 i¢in sefuroksim-Na 2.4 ng/mL, C. albicans ATCC 10231 igin
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flukonazol 1 pg/mL, C. parapsilosis ATCC 22019 igin flukonazol 2 pg/ml for, C. tropicalis ATCC
750 i¢in flukonazol 4 pg/mL

5.5. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus Bitkilerinden
Hazirlanan Ekstrelerin Kimyasal I¢erikleri

5.5.1. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitki tiirlerinin
GC/MS ile analizi

Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin clavenger
aparat1 ile hazirlanan ugucu yaglart GC/MS analizi ile igerikleri (Tablo 8, Sekil 9 ve
Sekil 10) tespit edildi.

Tablo 8.Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan
ekstrelerin GC/MS analiz sonucu

No | Bilesikler RRI? TKE TF(%)
(%)
1 o-Pinen 1023 0.2 -
2 B-Pinen 1111 0.1 -
3 Mirsen 1165 0.5 -
4 o-Fellandren 1168 0.1 -
5 Limonen 1201 0.3 -
6 1,8-Sineol 1211 3.0 2.3
7 (Z)-B-Osimen 1237 - 0.1
8 y-Terpinen 1249 5.8 0.2
9 (E)-B-Osimen 1255 - 1.5
10 | p-Simene 1276 4.0 0.4
11 | 3-Oktanol 1391 0.1 0.1
12 | 1-Okten-3-ol 1450 0.4 -
13 | a-Kopaen 1501 - 0.1
14 | B-Burbonen 1531 - 1.0
15 | Kamfor 1535 0.3 1.2
16 | Linalol 1548 0.1 -
17 | B-Kubeben 1549 - 0.1
18 | 1-Non-3-ol 1550 tr -
19 | Bornil asetat 1593 - 1.2
20 | B-Elemen 1601 - 1.1
21 | B-Karyofillen 1614 5.2 14.5
22 | Aromadendren 1624 0.5 0.3
23 | trans-dihidrokarvon 1626 0.1 -
24 | Alloaromodendren 1664 - 0.6
25 | o-Humulen 1689 0.2 5.1
26 | a-Terpineol 1706 0.5 0.6
27 | Leden 1713 0.6 -
28 | Borneol 1715 0.7 1.1
29 | Germakren D 1729 0.1 16.5
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30 | B-Bisabolon 1738 2.4 0.1
31 | Bisiklogermakren 1754 1.3 21.5
32 | 6-Kadinen 1773 0.1 0.4
33 | y-Kadinen 1779 tr 0.2
34 | B-Seskifellandren 1783 tr -
35 | p-Simen-8-ol 1861 0.1 -
36 | Karyofilen oksit 2017 0.2 1.2
37 | Globulol 2099 - 0.5
38 | Spatulenol 2147 0.5 5.3
39 | Timol 2196 22.5 0.6
40 | T-Murolol 2208 - 0.1
41 | Karvakrol 2227 48.5 134
42 | a-Kadinol 2254 - 0.6
98.4 91.9

*n-alkenlere kars1 hesplanan bagil alikonma degerleri.
b Eser miktar (<0.1%).

Abundance
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Sekil 9. T. kotschyanus var. kotschyanus bitkisinden hazirlanan ekstrenin GC/MS spektrumu
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Sekil 10. T. fallax bitkisinden hazirlanan ekstrenin GC/MS spektrumu

Yiizde bilesenleri acisindan bilesik siniflar1 Tablo 8’de verilmistir. Her iki bitki
icin toplamda 42 adet dogal bilesik tespit edildi. Thymus kotschyanus var.
kotschyanus ve Thymus fallax bitkilerinin ugucu yag bilesimleri sirasiyla %98,4 ve
%91,4 oraninda aydinlatildi. 7. kotschyanus var. kotschyanus bitkisinin major
bilesenleri karvakrol (%48.,5) ve timol (%22,5) iken T. fallax bitkisinin major
bilesenleri bisiklogermakren (%21,5), germakren D (%16,5), B-karyofilen (%14,5)
ve karvakrol (%13,4) oldugu tespit edildi.

5.5.2. Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitki tiirlerinin
LC-MS/MS ile analizi

Thymus fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin fenolik

bilesen igerikleri LC-MS/MS ile tespit edilerek Tablo 9’ da listelenmistir.

T. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin LC-MS/MS analiz
sonucu incelendiginde; T. fallax toprak iistii ve kok ekstrelerinde, T. kotschyanus var.
kotschyanus toprak Ustii ekstresinde kinik asit, rozmarinik asit ve nikotiflorin, major
bilesenler olarak tespit edilirken 7. kotschyanus var. kotschyanus kok ekstresindeki
major bilesenler de fumarik asit, kinik asit ve kaffeik asit olarak tespit edildi. Kinik
asidin tiim ekstrelerde major bilesenler i¢inde yer aldig: tespit edildi (Tablo 9, Sekil
12-15).
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Sekil 12. T. kotschyanus var. kotschyanus kok ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

MB-28-_071.1cd
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Sekil 13. T. kotschyanus var. kotschyanus torak istii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 14. T. fallax kok ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 15. T. fallax toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

Tablo 9. T. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus bitKilerinin LC-MS/MS analiz sonuclari

(ng/g ekstre)
TKKK TKKTU TFK TFTU

1 | Kumarin N.D. N.D. N.D. N.D.

2 | Hesperidin N.D. 478,23+12,53 N.D. N.D.
p-Kumarik

3 | asit 26,55+1,37 79,98+4,13 35,15+1,81 55,16+2,85
o-Kumarik

4 | asit N.D. N.D. N.D. N.D.

5 | Gallik asit N.D. N.D. N.D. N.D.

6 | Kafeik Asit 332,69+11,78 | 443,03+15,68 631,83+22,37 718,08+25,42

7 | Vanillik asit N.D. N.D. N.D. N.D.

8 | Salisilik asit 19,98+0,66 14144,64 19,26+0,63 72,03+£2,37

9 | Kinik asit 344,37+2,82 | 3983,00+32,66 | 842,40+6,91 3046,44+24,98

10 | 4-OH-Benzoik | N.D. N.D. N.D. N.D.
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asit

11 | tr-Ferulik asit | 143,61+7,09 | 61,8343,05 269,82+13,33 131,35+6,49
Klorojenik

12 | asit N.D. 27,510,19 N.D. 64,74+0,45
Rozmarinik

13 | asit 93,94+6,70 1800,18+128,35 | 7430,91+529,82 | 9631,71+686,74
Protokatesik

14 | asit 255,12+10,49 | 199,24+48,19 327,36+13,45 241,0749,91

15 | Sinnamik asit | N.D. N.D. N.D. N.D.

16 | Sinapinik asit | N.D. N.D. N.D. N.D.

17 | Fumarik asit 395,52+4,90 | 578,75+7,18 444,99+5,52 682,10+£8,46

18 | Vanillin 76,68+2,15 45,31+1,27 154,54+4,33 91,02+2,55

19 | Pirokatesol N.D. N.D. N.D. N.D.

20 | Malik asit 196,12+2.22 | 458,88+5,19 248,31+2,81 396,59+4,48

21 | Sirinjik asit N.D. N.D. N.D. N.D.

22 | Hesperetin 2,78+0,16 10,51+0,59 8,6+0,48 25,11+1,41

23 | Naringenin 12,04+0,63 791,21+41,22 17,98+0,94 537,41+28,00

24 | Rutin N.D. 202,97+3,23 N.D. 138,25+2,20

25 | Kersetin N.D. N.D. N.D. N.D.

26 | Kersitrin N.D. N.D. N.D. N.D.

27 | Apigenin 13,82+0,90 428,59+27,86 10,06+0,65 94,06+6,11

28 | Krisin N.D. 9,71+0,20 3,43+0,07 24,2+0,49

29 | Likiritigenin N.D. N.D. N.D. N.D.

30 | Izokersetin N.D. 17,08+0,23 3,44+0,05 42,55+0,57

31 | Kozmosin N.D. N.D. N.D. N.D.

32 | Roifolin 13,03+1,23 650,24+61,19 13,7+1,29 149,05+14,03

33 | Nikotiflorin 293,28+8,09 | 2191,25+60,48 | 1164,75+32,15 | 3216,15+88,77

34 | Fisetin N.D. N.D. N.D. 14,75+0,22

35 | Luteolin N.D. N.D. N.D. N.D.

36 | Mirsetin N.D. N.D. N.D. N.D.

37 | Kamferol N.D. N.D. N.D. N.D.

53




6. TARTISMA

Ulkemizin Tunceli ilinde yetisen T. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus
bitkileri kurutulup toz haline getirildikten sonra, bitkilerin toprak iistii ve kok
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerin minimal inhibisyon konsantrasyon
yontemiyle antimikrobiyal aktivitesi, toplam fenolik ve flavonoit icerik miktarlari, 3-
karoten renk giderimi, DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon radikali
giderimi ve CUPRAC yontemleri ile antioksidan aktiviteleri ve asetil- ve biitiril-
kolineteraz inhibisyon yoOntemleri ile antikolinesteraz aktiviteleri belirlendi.
Clavenger aparati ile elde edilen ugucu yaglarin igerigi GC-MS ile calisildi.
Bitkilerin etanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile fenolik bilesik igerikleri ve miktarlari

belirlendi.

T. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus toprak listii ve kok kisimlarindan
hazirlanan etanol ekstrelerin toplam fenolik miktarlarinin pirokatekole esdeger,
toplam flavonoit miktarlarinin da kersetine esdeger olarak belirlendigi ¢alismada; 7.
fallax bitkisinin koklerinin etanol ekstresi toplam fenolik bakimindan en yliksek
degerde (69,89+1,87 ng pirokatekole esdeger/mg ekstre) iken yine 7. fallax
bitkisinin toplam toprak iistii fenolik miktar1 da bu degere yakin bir deger olarak
(64,59+0,71 pg pirokatekole esdeger/mg ekstre) tespit edildi. 7. kotschyanus var.
kotschyanus bitkisinin toprak iistii kisimlar1 toplam flavonoit icerik bakimindan en

yiiksek degere (35,5140,42 pg kersetine esdeger/mg ekstre) sahip oldugu bulundu.

Ozgen ve ark. tarafindan 7. fallax bitkisinin DPPH serbest radikali temizleme
etkisi aragtirlmis olup bizim sonucglarimizla paralel olarak tespit edilmistir (40).
Hamelian ve ark. tarafindan 7. kotschyanus bitkisinin DPPH serbest radikali
temizleme antioksidan aktivitesine c¢alisilmis ve sonuglar bizim bitkimizle paralel
olarak antioksidan aktivite gostermistir (46). Malekitabar ve ark. tarafindan DPPH
serbest radikali ve ABTS katyon radikali temizleme aktivitesine ¢aligilmis ve yine bu
iki yontemde de antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir (56). Baharfar ve ark.
tarafindan 7. kotschyanus bitkisinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
calisilmig ve sonuglar bizim calismamizla paralel olarak antioksidan aktivite

gosterdigi tespit edildi (57).
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Ekstrelerden higbiri PB-karoten renk giderimi aktivitesi ve asetilkolinesteraz
inhibisyon aktivitesi gostermedi. 7. fallax’ un kok ve toprak iistii ekstrelerinin
aktiviteleri tiim yontemlerde 7. kotschyanus var. kotschyanus ekstresinden daha iyi
antioksidan potansiyelinin oldugu belirlendi. 7. fallax toprak iistii ekstresinin DPPH
serbest radikal giderim aktivitesinde standart olarak kullanilan BHT’ den ve kok
ekstresi ABTS katyon radikal giderim aktivitesinde standart olarak kullanilan BHT
ve a-TOC bilesiklerinden daha iyi aktivite gosterdigi belirlendi.

Bitkilerdeki fenolik bilesikler 6nemli Olglide serbest radikal temizleme aktivite
ozelligine sahip oldugundan, bu onlar1 antioksidan aktivite acisindan degerli
kilmaktadir. 7. fallax bitkisinin kok ve toprak lstii kisitmlariin 7. kotschyanus var.
kotschyanus bitkisine kiyasla daha yiiksek miktarlarda toplam fenolik igerige sahip
oldugundan antioksidan aktivite yontemlerinde daha aktif sonuglar elde edildi. Ayn1
sekilde T. fallax kok ekstresinin toplam fenolik igerigi 7. fallax toprak iistii kisminin
ekstresinden fazla olmasi da kok ekstresinin antioksidan aktivite yontemlerinde daha

aktif sonuglar vermesiyle ilgili olabilir.

AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonu ile Thymus fallax ve Thymus
kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin antikolinesteraz
aktiviteleri tayin edildi. Sadece T. fallax kok ve toprak iistii ekstrelerinin BChE

enzimini orta seviyede inhibe ettigi tespit edildi.

Minumum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) kriterleri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemiyle
saptanmistir. Thymus kotschyanus var. kotschyanus toprak istli ve kok kisimlarinin
antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore Candida tropikalis’ karst iyi aktivite
gosterdigi belirlendi. Thymus kotschyanus var. kotschyanus kok kismi sadece
Staphylococcus epidermidis ve C. tropikalis’ e kars1 aktivite gostermistir. Bitkinin
toprak istii kismi ise Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, S. aureus, S.
epidermidis, Enterococcus faecalis, C. parapsilosis ve C. tropicalis’e kars1 aktiflik
gosterdigi belirlendi.

GC/MS analizi sonucunda Thymus kotschyanus var. kotschyanus ve Thymus
fallax bitkilerinin ugucu yag bilesimleri sirastyla %98,4 ve %91,4 oraninda

aydmlatildi. 7. fallax i¢in GC-MS analizi sonucunda major bilesenlerin
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bisiklogermakren (%21,5), germakren D (%16,5), B-karyofilen (%14,5) ve karvakrol
(%13,4) oldugu tespit edildi. Yilar ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, 7. fallax,
ucucu yagin ana bilesenleri timol (%41,48), o-simen (%26,75), (-terpinen (%15,84),
terpinolin (%2,11) olarak tespit edilmisitir (33). Onaran ve ark.’nin yapmis oldugu
calismada, 7. fallax ugucu yagindaki major bilesenler timol (%41,48), o-simen
(%26,75), C(-terpinen (%15,84), 2-isoproil-1-metoksi-4-metilbenzen (%S5,10),
terpineolen (%2,11) ve karvakrol (%1,28) ana bilesenler olarak belirlenmistir (31).
Kiiclikbay ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, 7. fallax ugucu yag ana bilesenleri
cis-karveol (%29,6) ve a-terpineol (%10,8) olarak belirlenmistir (32). Tezimizde
calisilan T. fallax ugucu yag sonuglar literatiir sonuglartyla karsilastirildiginda ¢ok
farkli oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklar bitkinin degisik lokalitelerden
toplanmasi, farkli zamanlarda toplanmasi, toprak ve iklim 0zelliklerinden

kaynaklaniyor olabilir.

T. kotschyanus var. kotschyanus bitkisinin GC-MS analizi sonucunda major
bilesenleri karvakrol (%48,5), timol (%22,5) olarak belirlendi. Kili¢ ve ark.’nin
yapmis oldugu calismada 7. kotschyanus var. kotschyanus ve T. kotschyanus var.
glabrescens tiirlerinde ucgucu yag analizi yapilmis olup. T. kotschyanus var.
kotschyanus igin timol (%31,2), karvakrol (%19,5), p-simen (%11,2) ve y-terpinen
(%8,4); T. kotschyanus var. glabrescens igin ise timol (%2,3), karvakrol (%24,3) ve
p-simen (%17,6) ana bilesenler olarak tespit edilmistir (50). Azar ve ark.’nin yapmis
oldugu calismada T. kotschyanus var. pseudkotschyanus’un yaprak, kok saplarinin
GC-MS ile analizinde ana bilesen olarak timol (%31,8), karvakrol (%24,3), p-simen
(%12,3) ve 1,8-sineol (%5,8) olarak belirlenmistir (69). Sonuclarimiz literatiir

verileriyle parallelik gostermistir.

LC-MS/MS analizi sonucunda da; T. fallax toprak iistii ve kok ekstrelerinde, 7.
kotschyanus var. kotschyanus toprak istii ekstresinde kinik asit, rozmarinik asit ve
nikotiflorin major bilesenler olarak tespit edilirken; 7. kotschyanus var. kotschyanus
kok ekstresindeki major bilesenler de fumarik asit, kinik asit ve kafeik asit olarak
tespit edildi. Ziani ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 7. pallescens bitkisinin sulu
ekstresi ile yapilan ¢aligmada rozmarinik asit (72); Jovanovic ve ark. tarafindan 7.
serpyllum bitkisi ile yapilan ¢alismada 6,8-di-C-glukozilapigenin, klorojenik asit, 6-
hidroksiluteolin  7-O-glukozit, kafeik asit, luteolin 7-O-glukuronid, apigenin

56



glukuronid, salvianolik asit K izomeri, rozmarinik asit ve salvianolik asit (73);
Milevskaya ve ark. tarafindan 7. serpyllum bitkisi ile yapilan ¢alismada kinik asit,
3,4-dihidroksifenillaktik asit, kafeik asit ve rozmarinik asit (75); Koksal ve ark.’nin
yapmis oldugu calismada Thymus vulgaris bitkisinin LC-MS/MS analizi sonucu
kaffeik asit, ferulik asit, ellajik asit, kersetin, pirogallol, p-hidroksi benzoik asit,
vanillin, p-kumarik asit, gallik asit ve askorbik asit gibi polifenolik bilesikler tespit
edilmistir (76). Sonmezdag ve ark. tarafindan 7. serpyllum bitkisi ile yapilan
calismada 7-O-glukozit, luteolin ve rosmarinik asit (77); Ertas ve ark. tarafindan T.
nummularius bitkisinin metanol ekstresi ile yapilan ¢alismada kuinik asit, malik asit,
tr-akonitik asit, gallik asit, klorojenik asit, protokatesik asit, tannik asit, tr-kaffeik
asit, p-kumaric asit, rosmarinik asit, rutin, hesperidin, hiperozid, 4-OH benzoik asit,
salisilik asit, kumarin, kersetin, naringenin, luteolin, kaempferol, ve apigenin tespit
edilmis olup, major bilesenler kinik asit ve rozmarinik asit olarak belirlenmistir (78);
Varga ve ark. tarafindan 7. vulgaris, T. serpyllum, T. pulegioides ve T. glabrecens
bitkilerinin hidrofilik ekstreleri ile yapilan ¢aligmada katesin, kaffeik asit, klorojenik
asit, epikatesin, p-kumarik asit, dihidrokersetin, ferulik asit, rutin, eriodiktiyol,
rozmarinik asit, apigenin-7-glukozit, naringenin, Kkersetin, hesperetin, apigenin
fenolik bilesikleri tespit edilmistir (79); Kivilompolo ve ark. tarafindan 7. vulgaris
bitkisi ile yapilan calismada gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, vanilik asit,
sirinjik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve rozmarinik asit tespit edilmistir (80).
Literatiir sonuglariyla karsilagtirildiginda tezimizde calisilan 7. fallax ve T.
kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinin toprak iistii ve kok ekstrelerinin igeri

paralellik gostermis olup literatiirle uyumludur.
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7. SONUC

Bu tez calismamizda, Thymus fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus
bitkileri kurutulup toz haline getirildikten sonra, kok ve toprak iistii kisimlar1 etanol
ile ekstre edildi ve bu ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit miktarlar1 belirlendi.
Daha sonra DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon radikali giderimi ve
CUPRAC yontemleri ile antioksidan aktiviteleri ve asetil- ve biitiril-kolinesteraz
inhibisyon yontemleri ile antikolinesteraz aktiviteleri belirlendi. Antimikrobiyal
aktiviteleri ise minumum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterleri dogrultusunda microdiliisyon
yontemiyle belirlendi. Clavenger aparati ile elde edilen ugucu yaglarin GC-MS ile
analizi yapildi. Ayrica bitkilerin etanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile fenolik bilesik

i¢erikleri belirlendi.

T. fallax koklerinin etanol ekstresinin toplam fenolik bakimindan, 7.
kotschyanus var. kotschyanus toprak {stli kisimlar1t toplam flavonoit igerik
bakimindan en yiiksek degere sahip oldugu bulundu. Ekstrelerden higbiri -karoten
renk giderimi ve asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi gostermedi. 7. fallax’ un kok
ve toprak {istli ekstrelerinin aktiviteleri tim yontemlerde 7. kotschyanus var.
kotschyanus ekstresinden daha iyi antioksidan potansiyelinin oldugu belirlendi. T.
fallax toprak istli ekstresinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesinde standart
olarak kullanilan BHT’ den ve kok ekstresi ABTS katyon radikal giderim
aktivitesinde standart olarak kullanilan BHT ve o-TOC bilesiklerinden daha iyi
aktivite gosterdigi belirlendi. AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonu ile Thymus
fallax ve Thymus kotschyanus var. kotschyanus bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin
antikolinesteraz aktiviteleri tayin edildi. Sadece T. fallax kok ve toprak {stii
ekstrelerinin BChE enzimini orta seviyede inhibe ettigi tespit edildi. Thymus
kotschyanus var. kotschyanus toprak ustii ve kok kisimlarinin antimikrobiyal aktivite
sonuglarina gore Candida tropikalis’ kars1 iyi aktivite gosterdigi belirlendi. GC/MS
analizi sonucunda Thymus kotschyanus var. kotschyanus ve Thymus fallax
bitkilerinin ucucu yag bilesimleri sirasiyla %98,4 ve %91,4 oraninda aydinlatildi. 7.
kotschyanus var. kotschyanus bitkisinin major bilesenleri karvakrol (%48,5), timol

(%22,5) iken T. fallax bitkisinin major bilesenleri bisiklogermakren (%21,5),
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germakren D (%16,5), B-karyofilen (%14,5) ve karvakrol (%13,4) oldugu tespit
edildi. LC-MS/MS sonucunda da T. fallax ve T. kotschyanus var. kotschyanus
bitkilerinin LC-MS/MS analiz sonucu incelendiginde; 7. fallax toprak iistii ve kok
ekstrelerinde, T. kotschyanus var. kotschyanus toprak {istli ekstresinde kinik asit,
rozmarinik asit ve nikotiflorin major bilesenler olarak tespit edilirken; 7. kotschyanus
var. kotschyanus kok ekstresindeki major bilesenler de fumarik asit, kinik asit ve
kafeik asit olarak tespit edildi. Bu tez calismasinda, Lamiaceae familyasiin iiyesi
olan bu bitkilerin kimyasal icerigi ve biyolojik aktiviteleri ilk kez belirlendi. Sonug
olarak yapilan bu tez caligmasinin, yaygin olarak kullanilan Thymus tiirlerinin
kimyasal igeriginin ve biyolojik aktivitelerinin incelenmesinin dogal aktif maddelerin

bulunmasi agisindan bilimsel anlamda 6nem kazanmaktadir.
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