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Tez Danigsmani: Dog. Dr. Fatih GOGER

Bu ¢alisgmada, Corum Yesilgol’de orman iginde toplanan Sideritis montana subsp.
montana (Lamiaceae) ve Kiitahya Dumlupinar’da yol kenarindan toplanan Sideritis
montana subsp. remota (Lamiaceae) bitkilerinin metanol ekstreleri, %10’luk inflizyonu
ve ugucu yaginin fitokimyasal incelemesi yapilmistir. Ekstrelerin; toplam fenolik madde
miktar tayini, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Antioksidan
aktivite, DPPH* ve ABTS"" radikal siipiiriicii etki tizerinden test edilmistir. Bitkinin toprak
tistli kisimlarindan su-distilasyonu islem sonrasi elde edilen ugucu yagin bilesenleri Gaz
Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi/Kiitle spektrometrisi sistemi ile belirlenmistir.
Polar ekstre icerikleri Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi/
Kiitle Spektrometrisi ile incelenmistir. Bitkilerin ugucu yaginda agirlikli olarak
monoterpen hidrokarbonlar, seskiterpen hidrokarbonlar ve diterpenler, Sideritis montana
subsp. montana’nin ugucu yaginda ise Sideritis montana subsp. remota bitkisinden farkli
olarak oksijenli bir diterpen olan manoiloksit maddesi diisiik oranda tespit edilmistir.
Sideritis montana subsp. montana’nin ugucu yaginin ana bilesigi, bir monoterpen olan ve
yagda % 23.2 oraninda bulunan o-Pinen olurken Sideritis montana subsp. remota
bitkisinin ugucu yaginin ana bilesigi ise %28.8 oraninda bulunan 1-Izobiitil 4-izopropil 3-
izopropil -2,2-dimetil siiksinat’tir. Bu ¢calismada yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak
Sideritis montana subsp. montana bitkisinde izoflavon tipi olarak diistindiigiimiiz madde
tamimlanmustir. izoflavonlar fitodstrojenik etki gosterirler. Sideritis montana subsp.
montana bitkisinin halk arasida ¢ay seklinde kullanimi olsa da bu bitkinin gosterdigi
fitodstrojenik etkisiden dolay1 giinliik kullanimina uygun olmadigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Ekstre, Aktivite, Analiz, Ugucu yag



ABSTRACT

PHARMACOGNOSTICAL RESEARCHES ON SIDERITIS MONTANA SUBSP.
MONTANA VE SIDERITIS MONTANA SUBSP. REMOTA

Bugra Han KOCADORU
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih GOGER

In this study, the phytochemical analysis of extracts prepared from the
aboveground parts of Sideritis montana subsp. montana (Lamiaceae) collected from the
forest in Corum Yesilgol and Sideritis montana subsp. remota (Lamiaceae) collected
from the roadside in Kiitahya Dumlupinar was conducted. The extracts were prepared
using a solvent, and the analysis included determination of the total phenolic content as
well as antimicrobial and antioxidant activities. The antioxidant activity was tested
through DPPHe and ABTSe+ radical scavenging effects. The aboveground parts of the
plant were subjected to water distillation using a Clevenger apparatus for three hours to
obtain the essential oil, and the components of the oil were determined using Gas
Chromatography and Gas Chromatography/Mass Spectrometry. The polar extract
contents were analyzed using High-Performance Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry. The essential oil of the plants contained primarily
monoterpenes, sesquiterpene hydrocarbons, and diterpenes. In the volatile oil of Sideritis
montana subsp. montana, a low amount of manoiloxide, an oxygenated diterpene
compound not found in Sideritis montana subsp. remota, was detected. The main
compound in the volatile oil of Sideritis montana subsp. montana was o-Pinene, a
monoterpene, which constituted %23.2 of the essential oil. The main compound in the
volatile oil of Sideritis montana subsp. remota was 1-1sobutyl 4-isopropyl 3-isopropenyl-
2,2-dimethyl succinate, which constituted %?28.8 of the oil. Flavonoid and
phenylethanoid glycosides were detected in the polar extracts through HPLC-MS/MS
analysis. The antioxidant and antimicrobial effects of the extracts were found to be lower

compared to the standards. We do not recommend using herbs as tea.

Keywords: Extract, Activity, Analysis, Essential Oil.



TESEKKUR

Bu calismamin baglangicindan sonug¢lanana kadar gecen siirecin her basamaginda
bana destek veren fikirleriyle ve deneyimiyle yol gosteren bilgisiyle calismami
sekillendiren degerli hocamlarim Dog¢. Dr. Fatih GOGER’e, Prof. Dr. Mine
KURKCUOGLU na, Prof. Dr. Gokalp ISCAN’a, Ogr. Gor. Dr Omer Koray Yaylaci’ya,
Aras.Gor. Burak TEMIZ’e ve Bilge MUTLU ya en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma siiresince ve hayatimda bana desteklerini her zaman hissettiren
KOCADORU ailesine ve arkadaglarima, c¢alisma siiresince ve is hayatimda beni
destekleyen ve mesleki agidan gelisimimi saglayan meslek biiyliklerime ve hocalarima

tesekkiirlerimi sunarim.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alisgmamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Bugra Han KOCADORU
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1. GIRIS VE AMAC

Sifali bitkilerin kullanimi olduk¢a eskiye dayanmaktadir. insanlar; bitkileri
deneme yanilma yoluyla kullanarak ve hayvanlari gozlemleyerek zamanla kendi
tecriibelerini olusturmuslardir. Biriken tecriibeyle beraber insanlar bitkileri sifali ve
zehirli olarak kategorize etmistir. Yillar gectikce sifali bitkilerin ve onlarin sifa giiciiniin
tanimi artmis olup insanoglu bu bilgileri nesilden nesile aktarmistir. Gliniimiizde Diinya
tizerinde bulunan 800.000-1.000.000 arasindaki bitki tiiriiniin yaklasik 20.000 kadari tibbi
amagch tedavide kullanildig1 bilinmektedir. (Giiner vd., 2012)

Bu tez kapsaminda kullanilan S. montana subsp. montana ve S. montana subsp
remota bitkileri Tiirk¢esi Ballibabagiller anlamina gelen Lamiaceae familyasina ait
bitkilerdir. Bu familya aromatik 6zellikli de olabilen hastaliklarin tedavisinde ve
hastlaliklardan korunma amagclhi da kullanilabilen bitkileri bulunduran 7200 tiir ve 240
cins ile temsil edilmektedir. (Giiner vd., 2012) Lamiaceae familyasina ait bitkilerin gogu
ge¢misten giliniimiize hastaliklardan korunmak hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla
kullanilmigtir. Bu familyaya ait bitkiler {izerinde yapilan c¢aligmalarla bitkilerin
fitokimyasal profilleri  sebebiyle antioksidan, antiinflamatuvar, antimikrobiyal,
antitlimoral, gastroprotektif ve noéroprotektif etkinligi ortaya ¢ikmistir . Halk arasinda
bitkilerin toprak {iistii kisimlarinin ¢ay seklinde demlenmesi seklinde soguk alginligi,
oksiiriigli azaltma, sindirim sikintilarin1 giderme ve astimin semptomlarini azaltma etmek
amaciyla kullanimi vardir. Bu ¢alisma esnasinda yapilan literatiir aragtirmalari esnasinda
Sideritis L. Cinsine ait bitkilerde farkli fitokimyasal profillerin varligini goriilmiistiir. Bu
farkli fitokimyasal profillerin tespit edilmesi amaciyla gerceklesen bir caligmada
Balkanlardan toplanmis Sideritis L. ait bitkilerde fenolik madde profillerinin farkliliginin
daha cok gevresel ve cografi faktorlere gore degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.
(Bardakci vd., 2020)

Bu ¢aligmadaki amacimiz Lamiaceae familyasina ait S. montana subsp. montana
ve S. montana subsp remota bitkilerinin ekstrelerini ve ugucu yaglarmin kromatografik
ve spektrometrik sistemler ile igeriklerinin analizinin edilmesi ve ekstrelere ait
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerin aydinlatilmasidir. Bu amagla bitkilerin toprak

tistii kisimlarindan; metanol ekstreleri ve bitkilerin %10’luk infiizyonlar1 hazirlanmigtir

Calismadaki baska amacimiz ve bu ¢alismay1 diger ¢alismalardan ayiran 6zellik
bitkilerin halk arasinda ¢ay olarak kullanilmasinin uygunlugunun tespit edilmesidir.

1



2. GENEL BILGILER

2.1. Labiatae (Lamiaceae) Familyasimin Genel Ozellikleri

S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota Lamiacae familyasina
ait bitkilerdir. Familyadaki bitkiler genellikle aromatik ve sekonder metabolitlerce zengin
bitkilerdir. Labiatae (Lamiaceae) familyasi biinyesinde tibbi kullanimi olan adacgayi,
kekik ve nane gibi birg¢ok tibbi bitki barindirir ve bu bitkilerin halk arasinda ¢ay seklinde
kullanim1 oldukga yaygindir. Familya yaklasik 235 cins 7250 tiir ile temsil edilir.
Lamiaceae familyasi lilkemizde ise 46 cins, 586 tiir ve 53 takson ile temsil edilmektedir
(Giiner vd., 2012)

Lamiaceae familyasina ait bitkiler iilkemizdeki endemik tiirlerin onemli bir

boliimiini olusturur.

Lamiaceae familyasindaki bitkileri morfolojik yonden agag, ¢ali veya yar1 galimsi
seklindedir. Kokler genellikle kazik kok formundadir. Govdeler genellikle dort koseli ya
da nadir de olsa gévdenin yash kisimlar1 yuvarlagimsi yapidadir. Ortii tiiyler genellikle
uzun ¢ogunlukla da ¢ok hiicreli tek sirali basit sekildedir. Bas hiicrelileri uzundur. (Ersoy,
2009) Yapraklar genellikle basit yapili olup dekusat olarak ve yapraklar genellikle
stipulasizdir. Yapraklar bazen pinnat yapisinda da gozlemlenebilir. Familyaya ait
bitkilerin ¢i¢eklenmesi vertasillastrum (4-)-6-( 10) durumundadir. Cigekleri biiyiik
cogunlukla hermafrodittir. Brakteleri yapraga benzemekte olup brakteolleri cogunlukla
eksiktir. Kaliks tubular — ¢an sekilli genellikle bilabiat (iki dudakli) ve 5 loplu olup
aktinomorf 6zelliklidir. Korolla genellikle sari, bazen agik sar1 (beyaza yakin) ya da
kirmizi renktedir. Korolla tiibii kaliks i¢inde ve bilabiattir. Stamenler didinam (4 stamenin
2’si kisa 2’si uzun) ve korolla tiibiiniin i¢indedir. Anterler 2 gozliidiir ve uzunlamasina
yariklarla agilir. Stilus korolla tiibii i¢inde silindiriktir ve ginobazikdir. Ovaryum; {ist
durumlu 4 gozli ve tiiysiizdiir. Meyveler sizokarp yapili olup 4 nuksa ayrilmaktadir.

Nukslar genellikle tek tohumludur.(Akcos, 1994)



2.2. Sideritis Cinsinin Ozellikleri (Sideritis L.)

Sideritis, Lamiaceae familyasina ait cinslerden biridir. Sideristis cinsi 150 ye
yakin tiir igerir. 40 taksonu endemik 6zelliktedir. Sideritis cinsi agirlikli olarak 1liman ve
subtropikal iklim kusaklarinda yayilis gostermektedir. Diinyada iliman bir iklim
kusagindaki Portekiz-ispanya’da (Akdeniz havzasinda) yogun bir sekilde yayilis
gostermektedir. Sideritis tiirlerine ait bitkilerin gelisiminde toprak 6zelliginin 6nemli bir
etkisi vardir. Alkali 6zellikteki toprak Sideritis tiirlerine ait bitkilerin gelisimini olumlu
yonde etkiler. Iliman bir iklim gosteren ve ¢ogunlukla topraklari alkali 6zellikli olan
Tiirkiye, Ispanya ve Yunanistan ¢ok fazla sayida Sideritis cinsine ait bitkilere ev sahipligi
yapar.

Cinse ait tiirler ot veya kii¢lik ¢ali formunda tek veya c¢ok yilliktirlar. Yapraklar
genellikle dislidir. Bitkilerin uzunluklar1 20-70 cm arasindadir. Brakteleri kaliks tiiptinii
orter. Genellikle brakteol tasimaz. Kaliksler ¢ogunlukla silindirik veya ¢an seklinde olup
dislidir. Cinse ait bitkilerin biiyiik bir ¢ogunlugu yiinsii tiiylere sahiptir ve cicekleri
vertisillat (dairesel) durumunda olup (4-)6(-10) ¢igeklidir. Vertisillatlar birbirlerine yakin
durumunda veya spika seklinde kiimelenmis haldedir. (Yilmaz, 2013) Korolla agik renkte
olup (sar1, beyaz vb.) nadir de olsa mor renklidir. Stamenler korolla tiipiinden uzun
degildir. Stiluslar ginobazik formdadir ve korolla tiipiiniin i¢erisindedir. Ust durumlu olan
ovaryum 2 karpellidir ve 4 gozliidiir. Meyveler ise sizokarp tipinde olup kuruyunca 4
merikarpa ayrilir. Meyveler genellikle yuvarlak (ugta ovat) ve tiiysiizdiir. (Ugar ve
Turgur, 2009)

Halk arasinda tedavi edici ozelligi oldugu disiiniilen Sideritis L. bitkilerinin
mikrop Oldiiriicli, istah agici, gaz soktiiriicli, agr1 kesici ve yara iyilestirici olarak
kullanimlari vardir. (Dincer vd., 2017) Sideritis cinsine ait baz bitkilerin aromalarindan
dolay1r basta iilkemizde olmak iizere Akdeniz ve Balkan iilkelerinde cay olarak
kullanimlar1 vardir. Iran’da cay olarak tiiketiminin yani sira baharat olarak da kullanimi

vardir. (Huber-Morath, 1982)
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Gorsel 2.1. Lamiaceae Familyasina Ait Endemik Bitkilerin Tiirkiye 'deki Yogun Yayilim Gosterdigi Bolge
ve Endemik Taksyon sayus: (http-1)



2.3. Ulkemizde Yetisen Sideritis Cinsine Ait Bitkiler

Tiirkiye Asya-Avrupa arasinda dogal bir kopriidiir. Bu durum iilkemize iklim
cesitliligi yaninda zengin bir flora da saglamaktadir. Ulkemiz bitki gesitliligi bakimindan
diinyada nadir iilkelerden biridir. Ulkemiz 9 bin tiir bitkiye sahiptir. Bu bitki tiirlerinin 3
bini endemik bitkidir. Avrupada 12 bin bitki tiirii bulunmaktadir. Avrupa kitasinda ise
2750 endemik tiir bulunmaktadir. Kiiltiir ve Turizm Bakanligi'nin internet sitesindeki
verilere gore Tiirkiye'de en ¢ok endemik bitki tiirtine sahip 3 il 578 endemik bitkiyle
Antalya, 478 tiirle Konya ve 366 tiirle i¢el’dir. Endemik tiir cesitliligince zengin olan
Tirkiye’de yaklasik 52 tiir Sideritis yetismektedir. Tirkiye’de yetisen Sideritis

turlerinden bazilar1 endemiktir.

Asagidaki tabloda Tiirkiye’de yetisen bazi Sideritis cinsine ait bitkilerin yetistigi
bolgeler yer almaktadir. (Akcos, 1994)

Tablo 2.1 Sideritis cinsine ait bazi bitkilerin yetistigi bolgeler (Akcos, 1994)

Bitki Ismi Yetistigi Bolge

Sideritis montana subsp. montana Avusturya’nin Giiney Bolgesi,
italya, Hirvatistan ve ¢evresi, Fas,
Cezayir, Tunus ve gevresi,
Giineybat1 Asya ve Tiirkiye’ nin

bircok bolgesine

Sideritis romana subsp. romana Trakya Bolgesi ve Istanbul’un
Batisi

Sideritis perfoliata L. Balikesir, Canakkale gevresi ve
Yunanistan

S. montana subsp. remota Kuzey Bat1 Marmara , Tiirkiye’ nin

i¢ ve orta kismi, Ege Bolgesinin
sahil kisimlari




2.4. S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota Bitkilerinin Botanik
Bilgileri
S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkileri tek yillik ve

otsu bitkilerdir. Bitkilerin gévde boyu 10-40 cm arasindadir ve gévde rengi ise alt tiire
gore degismekte olup yesilimsi sarimtirak veya mor renktedir. Her iki bitkide de gévde
titylerle kaplidir. Gévde tiiylerinin boyu 2.5-5 mm arasindadir eglandular durumdadir. S.
montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota’nin yapraklar: dikdortgen-
mizrakst ya da diiz, akut veya dikensi u¢lu seklindedir. Yaprak ayasinin boyutlari
genellikle 10-30 x 2-10 mm’dir. Vertisillatlar (3-)4-6 c¢igekli durumda bulunurlar.
Vertisillatlarin aralig1 0.5-3.5 cm’dir. Ust brakteler alt tiire gore farklilik gdstermis olup
sar1 veya mor renklidir. S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota’nin
ciceklenme zamani Mayis-Agustos aylari arasindadir. Bitkilere ait kaliksler 6-10 mm
boyundadir. Kalikslerin rengi alt tiire gore farklilik géstermis olup kaliksler mor veya
yesil renktedir. Bitkilere ait korollalar sar1 veya kahverengi (esmer sar1) renkte olup bu
korollalar 5-7 mm boyundadir. Meyveler findiks1 obovat seklinde olup esmer renklidir.
Meyve boyutlar1 1.5-2 x 1-1.5 mm’dir. S. montana subsp. montana ve Sideritis montana
subsp remota rakimi 2000 m’ye kadar olan ormanlik ve tarim arazilerinde yayilis gosterir.

(Davis, 1982)

S. montana subsp. montana ve S. montana subsp remota birbirlerine morfolojik
olarak benzerler. Bu iki alt tiirii birbirinden kaliks rengi brakete rengi ve vertisillatlarin

tily yogunluguna gore ayrilir.

Sideritis montana subsp. montana’nin kaliksi yesil braktesi sar1 renkli vertisillat yapisi

ise nadiren yiinsii ince tliylerle kaplhdir.

Sideritis montana subsp. remota’nin kaliksi mor braktesi menekse renginde vertisillat

yapist ise genellikle yiinsii ince tiiylerle kapilidir. (Giiveng ve Duman 2010)
Huber-Morath ise bu alt tiir ayrimini saglamak i¢in bir tayin anahtar1 belirtmistir:

Bitki seyrek siklikta ince uzun yumusak yiinsi tiiylii ve 2.5mm olan yesil renkli tiiyler

diizenli dagilmas ise ....... Sideritis montana subsp montana

Bitki yogun siklikta ince uzun yumusak yiinsii tiiylii ve yaklasik Smm olan tiyler beyaz
tomentum bulundurup vertisillasterlerin yakinina kadar orter ise ...... Sideritis montana

subsp. remota (Ersoy, 2009)



Gorsel 2.2. S. montana subsp. montana (http-2)



Gorsel 2.3. Sideritis montana subsp. remota (http-3)



2.5. S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota Bitkilerinin

Ulkemizdeki Yayilimi:

S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkileri Tiirkiye’de

bulunan farkli cografi bolgelerin farkli sehirlerinde yayilim gosterir.

Sideritis montana subsp. remota bitkisinin yayilimi daha g¢ok iilkemizin bati
kesimindedir. Bitki yayilim gosterdigi illere Istanbul, Ankara, Antalya, Canakkale,

Denizli ve Manisa 6rnek verilebilir.

Sideritis montana subsp. montana nmin Tirkiye lzerindeki yayilimi Sideritis
montana subsp remota bitkisine kiyasla daha genis bir alandadir. (Ulkemizin Giineybat:
kismi diginda) yayilim gosterir. Sideritis montana subsp. montana nin yayilim gosterdigi

sehirlere Bolu, Kilis, Ankara, Malatya, Sinop, Erzurum ve Eskisehir 6rnek verilebilir.

Asagidaki sekillerde S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota

bitkilerinin Tiirkiye iizerindeki yayilimi1 gosterilmektedir.

T,

—

Ty

—

Gorsel 2.5. Sideritis montana subsp. montana’'nin Tiirkiye iizerindeki yayilimi (http-5)



2.6. Sideritis Cinsinin Etnofarmakolojik Ozellikleri

Sideritis cinsine ait bitkiler bulunduklar1 bolgelerde farkli isimler alabilirler ve
farkli bolgelerde halk arasindaki kullanim sekli de degisiklik gosterebilmektedir. Sideritis
cinsine ait bitkilerin Anadolu’da bazi bdlgelerde demleme yoluyla elde edilen ¢ayin gaz
giderici, idrar soktlirme, spazm azaltici, sindirim diizenleyici ve antitiissif etkileri
sebebiyle tiiketimi gézlenmektedir. Sideritis cinsine ait bitkilerin aktarlarda bazi
hastaliklarda semptom giderici 6zelligi oldugu diisiiniilen karanfil, zencefil ve tar¢in gibi

bitkiler ile birlikte ayn1 pakette ismiyle “kis ¢ay1” ad1 ile sunulmaktadir.

Fareler tizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada Sideritis libanotica subsp. kurdica,
Sideritis athoa, Sideritis lanata ve Sideritis pefoliata bitkilerinin ekstreleri sinir sistemi

tizerinde uyarici etkisi ve anti-stress aktivitesi gozlemlenilmistir. (Aksit, 2017)

Sideritis verilen 6rneklerdeki gibi dahilen kullanimlarinin yanisira Anadolu’da
haricen yaki olarak da kullanimlar1 gézlemlenilmistir. Akdeniz Bdlgesinin yiiksek rakimli
bolgelerinde yetigen S. psicida bitkisinin halk arasinda yapraklarin suda kaynatildiktan
sonra rende edilmis sogan ve arpa unu ile lapa seklinde bel bolgesindeki agrilara yaki

olarak kullanimi vardir. (Yesilada vd., 1995)

2.7. Sideritis Cinsinin ve Cahsilan Bitkilerin Kimyasal I¢eriklerinin incelenmesi

Sideritis cinsine ait bitkiler yapilarinda birgok sekonder biyoaktif madde igerirler.
Yapilan ¢aligmalarla Sideritis cinsine ait bitkilerden terpen, flavonoit, ugucu yaglar,
iridoid, kumarin, lignan ve sterol sinif bilesikler izole edilmistir. Sideritis cinsine ait
bitkilerin ugucu yag profilleri benzerlik gosterir ve cinsine ait bitkilerde bulunan flavonoit
ve diterpen smifindaki bilesikler ¢ogunlukla benzer karakterlerde bulunur. Sideritis
cinsindeki terpen, flavonoit, ugucu yaglar, iridoit, kumarin, lignan ve sterol siif bilesikler
cinse ait in vivo-in vitro farmakolojik etkilerinden sorumludur. (Fraga, 2012)

Tiirkiye’de yetisen 15 Sideritis cinsine ait bitkinin tohumlarmdan yag elde
edilmistir. Bu yagn iceriginde yiliksek oranda linoleik asit ve oleik asit yag asitleri tespit
edilmistir. Incelenen yagda en yiiksek oranda gozlemlenen yag asidi %45.4-%64 oraninda
bulunan linoleik asit olmustur. Daha sonra 2. yiiksek oranda bulunan yag asidi %12,3-
26,5 oraninda gozlemlenen oleik asittir.(Gonzalez-Burgos vd., 2011) Sideritis montana
subsp montana tohumlarinin yag igeriginde ise ergosterol, stigmasterol ve B-sitosterol

bilesiklerinin bulundugu gézlemlenilmistir. (Emre vd., 2011)
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Marchev ve arkadaslari yaptigi bir ¢alismada, Sideritis cinsine ait bitkilerin
icerdigi yiiksek oranda fenolik bilesiklerden dolayr gida, kozmetik ve ilag¢ sektdriinde
koruyucu olarak kullanilabilecegini diistinmiislerdir. Ayrica Sideritis cinsine ait bitkilerin
igerigindeki terpenoit bilesiklerinden dolay1 gida sektdriinde aroma verici olarak da
kullanilabilirler. (Marchev vd., 2021)

Toth ve arkadaslar1 2017°de yaptig1 bir ¢alismada, Sideritis montana bitkisinin
metanol ile hazirlanan ekstresinden sideritin A, sideritin B ve pomiferin E maddelerini
izole edilmistir. izole edilen Sideritin A ve Sideritin B maddeleri yeni bilesiklerdir. Toth
ve arkadaslar izole ettikleri bu bilesiklerin antiproliferatif aktivitesini degerlendirilmis
ve bu bilesiklerin orta derecede antiprolieratif aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.
(Toth vd., 2017)

2.7.1. Flavonoit sinifi bilesikler

Flavanoitler adlarin1 gosterdigi renginden dolay1 latince ‘sar1’ anlamina gelen ve
‘flavus’ kelimesinden alan fenolik bilesiklerdir. Flavonoitler kimyasal yapisinda iki fenil
halka (A ve B halkalar1) ve bir heterosiklik halka bulunduran 15 karbonlu bir yapiya
sahiptir.

Flavonoitlere bitkilerde oldugu kadar mantarlarda da rastlamak mimkiindiir.
Giliniimiizde 8000 flavonoit tanimlanmis olup bu fenolik bilesikler sebze, meyve,
kuruyemis, giinliik tiiketilen polifenol iceren icecekler ve sarap gibi besinlerde yliksek
oranda bulunmaktadir. (Nakipoglu ve Otan 1994)

Flavanoitler bitkinin kok, sap, ¢igek, polen, meyve ve tohum gibi organlarinda
tespit edilmistir. Flavonoitler bir sekonder metabolittir. Sekonder metabolit olmasina
ragmen flavonoitler karbonhidratlar, aminoasitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler.
Cogunlukla glikolizit halinde bulunur. Glikozitler yapilar1 fenolik hidroksillere a- veya
B-D-glikozidik baglariyla olusmaktadir. Fenolik yapilar1 nedeniyle flavanoidler
antioksidan etkilidirler (Kytidou vd., 2020).

Flavonoitleri igeren tibbi bitkiler antifungal, antibakteriyel ve antitrombojenik
aktivite gibi bircok farmakolojik aktiviteye sahiptir. Bazi1 flavonoitler aragidonik asit
yolagini inhibe eder. Ayrica farkli yolaklarla antiplatellet aktiviteleri yapilan literatiir
calismalarinda tespit edilmistir. Bazilar1 sitotoksik aktiviteye sahiptir. Bu sitoksik aktivite
Eupatorium tiirlerinde bulunan metoksiflavonlarda goriilebilir. (Dwivedi vd., 2017)

Yapilan bir calismada metoksiflavonlarin tiimdr inhibitdrii 6zellikte oldugu tespit
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edilmistir. Metoksiflavonlarin insanda nazofarenks kanserlerine karsi orta derecede etkili
oldugu gosterilmistir. Flavonoitler serbest radikal temizleme ve karsinojenleri detoksifiye
eden enzimleri modifiye etme mekanizmasiyla kanserden koruma etkisi de
gostermektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda flavonoitlerin dstrojen, androjen ve tiroid

hormonlari diizenleyici etkileri gorilmiistiir. (Faggio vd., 2017)

Flavonitler bu etkilerinin yani sira fizyolojik 6zellikleri ile de 6n plana g¢ikan
bilesiklerdir. Bu fizyolojik etkilere ultraviyole radyasyonlar, patojenler ve herbivorlara

kars1 bitkilerin korumasi 6rnek verilebilir. (Faggio vd., 2017)

2.7.2. Flavonoitlerin gruplandirilmasi

Flavonoitler 6 gruba ayrilirlar. Bu gruplar flavanol, antosiyanidin, flavonol,

flavon, flavan ve izoflavon gruplaridir.

O

Gorsel 2.6. Flavon omurgasinin molekiiler yapisi (2-fenil-1,4-benzopiron)

Yapilan arastirmalarda Sideritis cinsine ait bitkilerden farkli ana iskelete sahip
aglikon ve glikozit halde bulunan bir¢ok flavon tlirevi bilesikler izole edilmistir.
izoskutellerain ve hipolaetin iskeletine sahip olan molekiiller; Sideritis L. Cinsine ait
bitkilerden izole edilms flavon glikozitlerinden en yaygin olarak bulunanlaridir. Glikozit
halinde bulunan flavonitler ¢ogunlukla 7-O-allosil glikozitleri seklinde bulunur. Sideritis
cinsine ait bitkilerden izoskutellarein, hipolaetin, luteolin, apigenin ve krizoriol izole
edilmistir. (Aksit, 2017)
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2.7.3. Terpenik bilesikler

Terpenler; izoprenlerin  (2-metil-1,3-biitadien) birlesmelerinden olusurlar.
Terpenler dogal ftiriinlerde en yaygin bulunan molekiillerdir. Oksijen igeren terpenler,
terpenoit olarak adlandirilir. Mono ve seskiterpenlerin - genellikle ugucudurlar.
Diterpenler ve karbon sayisi diterpenlerden fazla olan terpenler ugucu degillerdir.
Giliniimiizde 20.000’den fazla terpenin yapist bilinmektedir. Yapilar1 tanilanmis olan
terpenlerin  ¢ogu monoterpen olup ucucudurlar. Sideritis tiirlerinde genellikle
monoterpenlerle birlikte diterpenler agirlikli olarak bulunur. 1968 yilinda S. sicula
bitkisinden sideridiol ve siderol maddeleri tanimlanmistir. Tanimlanan bu maddeler
Sideritis tiirlerinde tanimlanan ilk diterpenik maddeler olmustur. Seskiterpenler (15
karbonlu) ve triterpenler (30 karbonlu) Sideritis cinsine ait bitkilerde ¢ok nadir bulunur.
(Piozzi. 1968)

Tiirkiye’deki Sideritis cinsine ait bitkilerde ¢cogunlukla kauren iskeletine sahip
diterpenler tespit edilmistir. (Aksit, 2017)

CH;
CHs HiC CHs
CH CH
HaC > HC HaC ’
CH;
H,C CHs HysC CHs HyC CH,
Labdan Pimaran / Isopimaran Abietan

(jeweils ohne Sterecisomerie)

Gorsel 2.7. Sideritis tirlerinden izole edilmis diterpenlere ait bazi temel iskelet yapilar: (http-10)
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Limonen (http-11) Siderol (http-9)

Epoksisiderol (http-8)
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Karyofilen (nhttp-12)

Gorsel 2.8. Sideritis cinsine ait bitkilerden izole edilen bazi terpenik bilesikiler

2.7.4. Feniletanoit glikozitler

Feniletanoit tiirevleri hidroksi feniletil grubunun glikozidik bag ile bir heksoza
baglanmasiyla olusur. Feniletanoit tiirevi bilesiklerin suda ¢oziiniirliikleri yiiksektir.
Bunun sebebi bilesigin ¢ekirdek yapisinda en az bir glikozil pargast bulunmasidir. Kolay
izole edilirler. Sidertis tiiriine ait bitkilerde en yaygin bulunan feniletanoit tiirevi
verbaskosit molekiiliidiir. Feniletanoit tiirevi bilesiklerin in-vivo ve in-vitro deneyler
sonucunda antibakteriyal, antiviral, antioksidan ve karaciger koruma gibi birgok tibbi

acidan onemli 6zelliklere sahip oldugu gézlemlenmistir.
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Gorsel 2.9. Verbaskosit molekiilii (http-6)

2.7.5 iridoit glikozidler

[ridoitler; yapilarinda siklopentan iskeleti bulunan bir monoterpenoidtir. Yapilan
arastirmalarda antikanser, antioksidan, karaciger koruyucu, spazm giderici vb. birgok
tibbi dzellikleri oldugu gézlemlenmistir. Iridoitlerin tadlar1 acidir bu sebeple iridoit izole

edilen bitkilerin tonik olarak kullanimlari gézlemlenilmistir.

Venditti ve ark. 2016 da Italya’da S montana subsp montana bitkisinin etanollii
ekstresinin tizerinde yaptig1 bir ¢alismada, ekstreden iroidoit tiirevleri olan harpagit, 8-O-
asetil-harpagit, melittozit, 8-epilogenik asit elde edilmistir. Bu iridoit tiirevi maddelerin
yaninda fenolik biyoaktif bir madde olan klorojenik asit ve metil arbutin de izole
edilmistir. (Venditti vd., 2016)
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Gorsel 2.10. Harpagid (http-7)

2.7.6 Ucucu bilesikler

Bitkiler tarafindan iiretilen ugucu yaglar sekonder metabolittir. Ugucu yaglar
kuvvetli kokulart bulunan sivi haldeki yag benzeri karisimlardir. Ugucu yaglar su buhari
ile kolay sitiriiklenirler bundan dolay1 ugucu yaglar genellikle su buhar1 distilasyonu ile
elde edilirler. Ugucu yaglarin bitkilerde bir¢ok dnemli rolleri vardir. Bu rollere tozlasmay1
saglayict bocekleri kendine ¢ekme (etkileme) ve zararli mikroorganizmalara kendini

koruma ornek olarak verilebilir. (Bakkali vd., 2008)

Yapilan calismalarda ucgucu yaglara bitkinin cicek, yaprak, meyve, odunsu
kisimlar ile sap ve kabuk kisimlar1 gibi ¢esitli organlarinda rastlanilmistir. Bitkisel
kaynaklardan elde edilen ugucu yaglar igeriginde yiliksek miktarda terpen tiirevi maddeler
bulundurmaktadir. Ayrica ugucu yaglar igeriginde fenolik, azotlu ve kiikiirtlii bilesikler

ve aldehit, alkol ve ester sinifi grubundan maddeleri de icerebilir.(Kilig, 2008)

Sideritis cinsine ait bitkilerin Lamiaceae familyasindaki diger cinslere ait bitkilere

nazaran ugucu yagi bakimindan zayif olduklar1 yapilan ¢aligmalarda gozlemlenmistir.

Sideritis tiirlerinin ugucu yaglar1 genellikle diisiik karbon sayis1 olan mono ve
diterpen smifi bilesiklerce zengindir. Tiirkiye’de yayilim gosteren Sideritis tiirlerinin
yarisindan fazlasi ana madde gruplar1 olarak monoterpen hidrokarbonlar1 icermektedir.
Bu bilesikler pinenler, sabinen, mirsen ve B-fellandren gibi molekiillerdir. Diterpenler
acisindan da zengin olan Sideritis cinsine ait bitkilerin toprak tistii kisimlarindan yaklasik

160 cesit diterpenik bilesik izole edilmistir.
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Sideritis cinsine ait bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin verimi ile ugucu yagin
icerigi arasinda bir iliski gézlemlenmistir. Sideritis cinsine ait bitkilerden elde edilen
ucucu yagin igeriginde yogun olarak monoterpen hidrokarbon varsa ugucu yag veriminin
arttig1 gozlemlenmistir ve elde edilen ugucu yagin verimi diisiik oldugu durumda ise elde
edilen ugucu yag seskiterpen igerigince zengin oldugu goézlemlenmistir. (Krckovska,
2022)

Nese Kirimer ve arkadaslarinin Ocak 201 1°de bazi Sideritis cinslerinin ugucu yagi
tizerinde ¢alisma yapmustir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda S. montana subsp. montana
ve S. montana subsp. remota’nin ugucu yagminin seskiterpen hidrokarbonlarca zengin
oldugu ve ugucu yagin bisiklogermakren ve germakren maddelerini agirlikli igerdigi
tespit edilmistir. (Kirimer vd., 2000)

Sideritis montana subsp. remota’nin ugucu yagimnin baslica bilesenleri %7.33 -
pinen, %5.75 hekzadekonikasit, %13.86 bisiklogermakren ve %10.33 germakren D
seklindedir.

Sideritis montana subsp. montana’nin ugucu yaginin baslica bilesenleri %24.59
germakren D, %10.80 bisiklogermakren, %5.46 viridiflorol ve %5.94 tetradekonik asit
seklindedir.

CH

H,C /‘\

H.C CH

3 3

Gorsel 2.11. Germakren D Gorsel 2.12 f-Pinen
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3. YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Deney calismalarimizda kullandigimiz Sideritis montana subsp. montana ve
Sideritis montana subsp. remota (Lamiaceae) bitkileri Ogr. Gor. Dr. Omer Koray
YAYLACI tarafindan toplanmis ve teshis edilmistir. Sideritis montana subsp. montana
02.06.2022 tarihinde, 780 metre rakimli Corum ili Lagin ilgesi Yesilgél mevkiisinde
orman igindeki kayalikli bélgeden toplanilmis olup ‘‘Anadolu Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi’’ herbaryumunda ESSE No: 15865 ile kayit altina alinarak saklanmigtir.

S. montana subsp. remota bitkisi ise 05.07.2022 tarihinde, 1270 metre rakiml
Kiitahya ili Dumlupinar-Altintas yolu 20. km’de yol kenar1 yamag bolgeden toplanilmis
olup ESSE No: 15866 ile kayit altina alinarak saklanmustir.

Gorsel 3.1. S. montana subsp. montana
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Gorsel 3.2. Sideritis montana subsp. remota
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.2.1. Kimyasal maddeler
Potasyum persiilfat
Gallik asit
Sodyum karbonat
Folin Ciocalteu’s Reagent
ABTS™
DPPH*

Metanol
Hekzan

3.2.2. Cihazlar

Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS dedektoriine bagli, Shimadzu 20A
HPLC

Calkalayic1 (GFL 3015 Orbital Calkalayici)

ELISA H1 mikroplak okuyucusu (Biotek Powerwave XS, Amerika)
Hassas terazi (Shimadzu, AEX 200G)

Rotavapor (Buchi, Switzerland)

Spektrofotometre (Shimadzu Kyoto, Japonya)
Su banyosu (Niive BM 302, Tiirkiye)

3.3. Ekstrelerinin Hazirlanmasi

S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinin ekstreleri
hazirlanirken ¢oziicii olarak metanol kullanilmistir. Metanol ile ekstrasyon islemi S.
montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkileri i¢in ayn1 yontemle

yapilmis olup asagida yapilan anlatim bir bitki i¢in yapilan 6rnek bir anlatimdir.
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Metanol ile ekstraksiyon; Sideritis montana subsp. montana’nin ekstresi bitkinin
toprak istii kisimlarindan hazirlanmigtir. Toprak dstii kisimlart gélgede kurutulduktan
sonra herba toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen bitki 151k sebebiyle bozulmaya
engel olmak amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmig erlenmayer igine 10 g konulduktan
sonra 200 ml metanol ile bir giin galkalama islemine (ORBITAL, Calkalayic1) maruz
birakilmistir. 24 saat calkalanan karisim bu siirenin sonunda stiziilmiistiir. Siiziilme
isleminden sonra erlenmayer i¢inde kalan bakiyeye 200 ml metanol ilave edilmistir. Bu
islem yukaridaki gibi 3 kez tekrarlanmistir. 3 defa tekrarlanan bu islemler sonucunda elde
edilen siiziintiiler birlestirilmis ve elde edilen ekstrede ¢o6ziicii olarak bulunan metanol
rotary evaporatorde 40°C’den yiiksek olamayacak sicaklikta ugurulmustur. Coziiciisii
uzaklastirilan ekstre, Eppendorf tiiplerinde +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Sideritis montana subsp. montana’nin metanollu ekstresinin verimi %20,38; Sideritis

montana subsp. remota’nin metanollu ekstresinin verimi ise %3.86 olarak hesaplanmustir.

Gérsel 3.3. Rotavapor cihazi (BUCHI, Switzerland)

Bu c¢alismada tibbi bitkilerin ge¢misten giinlimiize halk arasinda en yaygin
kullanim1 olarak goriilen ¢ay seklinde kullanimi temsilen %10’luk infiizyon 6rnekleri
hazirlanmistir. 10g S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinden
alinarak cam beherglas’a konulmustur. Beherglasin igine 100 ml 100°C sicakligindaki su

konulmustur ve yaklasik 20 dk. demlendikten sonra siiziilmiistiir. Elde edilen inflizyon
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kapakli ve etrafi aliminyum folyo ile sarilmis kaplarda derin dondurucuda muhafaza

edilmistir.

Gorsel 3.4. Sideritis montana subsp. montana bitkisinin Clevenger apareyinde su distilasyonu iglemi
gerceklesirken

Ugucu yag eldesi; 30 g Sideritis montana subsp. montana bitkisinin toprak tstii
kisimlar1 mekanik olarak ufalandiktan sonra 180 dakika boyunca Clevenger apareyinde
su distilasyonuna islemi uygulanmistir. Gergeklesen su distilasyonu islemi sonucunda

ucucu yag ve yag altt1 suyu elde edilmisve hekzan ile alinmistir. Ugucu 6zellikteki yag
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GC/MS analizine hazir bir sekle getirilmistir. Ayn1 islemler Sideritis montana subsp.
remota bitkisi i¢in de yapilmis olup diger bitkideki yapilan islemlerden farkli olarak
Sideritis montana subsp. remota bitkisinden 5 g kullanilmistir. Analiz sonucunda Sideritis
montana subsp. montana bitkisinin ugucu yag verimi %0,32; Sideritis montana subsp.

remota bitkisinin ugucu yag verimi ise %0,28 olarak hesaplanmuistir.

Gorsel 3.6. Sideritis montana subsp. remota bitkisinin toprak iistii kissmlarindan elde edilen edilmis olan
ucucu yag
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3.4. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Folin-Ciocalteu yontemi ile S. montana subsp. montana ve S. montana subsp
remota bitkilerinin igerigindeki toplam fenolik madde miktari tayini gergeklestirilmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan gallik asit {izerinde gergeklestirilen deneyin sonucundan

gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir.

Gergeklestilecek olan deney igin Sideritis montana subsp. montana bitkisinin
ekstresinden 33 mg alinmis olup 3,3 ml metanolde ¢oziindiirilmiistiir. Sideritis montana
subsp. remota bitkisinin ekstresinden ise 11 mg alinmis olup 1,1 ml metanolde
¢oziindiiriilmiistiir. Bu islemler sonucunda deneyde kullanacagimiz 10 mg/mL
konsantrasyonuna sahip ¢ozeltiler hazirlanmistir. Deneyimizde Gallik asit standart olarak
kullanilmigtir. Bunun i¢in 0,1 ile 1 mg/mL araligindaki farkli derisimlerde gallik asit
¢ozeltileri hazirlanmistir. Deney i¢in 20 uLL numune iizerine 1560 pL distile su ve 100 uL
Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. Birka¢ dk. beklenilerek reaktifin dagilmasi
saglanmigtir. Daha sonra 300 pL %20°’lik sodyum karbonat (Na2COgz) ¢ozeltisi
eklenmistir. Yapilan bu islemler sonucunda tepkime baslamstir. Orekler oda
sicakliginda 2 saat boyunca karanlik ortamda bekletildikten sonra Orneklerin UV
spektrofotometresiyle ile 760 nm’de absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Her 6rnek i¢in bu

islemler 3 kere tekrar edilmistir.

Ekstre igermeyen ¢oziicli olarak kullanilan metanol ve reaktif igeren karisim kor

kontrol olarak kullanilmstir.

Gorsel 3.7. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini deneyi i¢in kullanilan 96-kuyucuklu mikrotitrasyon
plakanin oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 2 saat bekletildekten sonraki gériintiisii
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Polifenoller giiglii antioksidan 6zellik gosteren bilesiklerdir. Polifenoller etkilerini
elektron veya hidrojen verme potansiyelleri ile gosterir. Bilesiklerin gosterdigi
antioksidan etki bilesigin hidroksil gruplarmnin sayisi arttik¢a artmaktadir. Hidroksil
gruplari bilesigin polaritesinin arttirir boylece antioksidan aktivite de artmis olur. Folin-
Ciocalteu reaktifi fenolik molekiiller ile bag yapar. Reaktif ve fenolik molekiiller arasinda
gerceklesen bu bag sebebiyle mavi renkli molibden-tungsten kompleksini olusur. Ol¢iim
760 nm dalga boyunda spektrofotometreyle gerceklestirilmistir. Yapilan 6l¢iim ile
kompleksin mavi renginin siddeti belirlenir. Rengin siddeti standart olarak kullanilan
gallik asitin g¢esitli konsantrasyonlar1 ile hazirlanan kalibrasyon egrisi ile

degerlendirilmistir. Boylece fenolik madde miktart gallik asit {izerinden hesaplanmustir.
(Akkol vd., 2008)

3.5. Ucucu Bilesenlerinin Gaz kromatografisi- Gaz kromatografisi/ Kiitle
Spektrometrisi ile Belirlenmesi

Bu calisma igin S. montana subsp. montana ve S. montana subsp remota
bitkilerinin toprak istii kisimlar1 kullanilmistir. Bitkinin toprak {ist kisimlart su
distilasyonu islemine Clevenger apereyinde tabi tutulmustur.. Bu islem sonucunda ugucu
ozellikli bir yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin ucucu bilesenleri Gaz

kromatografisi/ Kiitle Spektrometrisi (GC/MS) sistemi ile belirlenmistir.
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3.6.Antioksidan Aktivite Tayinleri

3.6.1. DPPH" (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) radikalini siipiirme aktivitesi

Deneyde antioksidan aktivite tayini ig¢in kullanilan metot DPPH”in serbest
radikaline, H* transferi reaksiyonuna dayananir. Bu yontemin temel prensibi radikal halde
mor renkli olan DPPH" metanollii ¢ozeltisinin mor rengini kaybetmesinden kaynakli
absorbansin  spektrofotometrik olarak Olgiilmesidir.  Gergeklestirilen ¢alismanin
sonucunda ¢ozeltinin sahip oldugu mor rengin sar1 renge déonmesi DPPH" radikalinin
radikal 6zelligini kaybettigini gosterir. Cozeltide gergeklesen bu renk degisimi ekstrelerin

antioksidan etkiye sahip olup veya olmadigini belirlemeye yardimci olur.

DPPH" ¢ozeltisi elde etmek amaciyla 2,5 mg DPPH’ katis1 25 ml metanolde
¢oziindiirilmistiir. Kullanilan mikroplakin ilk siitunlarina 6rneklerin 200’er pl MeOH’da
¢oziilmiis ve konsantrasyonlarmin belirlenmis olan miktarlar1 aktarilmustir. flk siitun
disindaki kalan biitiin kuyucuklara 100’er pl metanol konulmustur. Ik kuyucuktan 100
pl numune alinmugtir ve sirasi ile 7 defa seyreltme islemi yapilmistir. 7 defa seri
seyreltilmis Orneklerin tizerine 100 pl DPPH® ¢ozeltisinden eklenmistir ve oda
sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dakika beklenilmistir. Sonuglar1 elde edebilmek igin
517 nm’ye ayarlanan spektrofotometre, sonuglart UV absorbans degeri {izerinden

Olemiistiir.

Gorsel 3.8. DPPH" radikalini siipiirme aktivitesi deneyinde kullanilan 96- kuyucuklu mikrotitrasyon
plakastin 1 mg/mL konsantrasyonda eklenen drneklerinin gergeklestirilen seri seyreltme
islemi sonrasinda oda sicakliginda karanlk bir ortamda 30 dK. karanlikta bekletildikten
sonraki goriintiisii ve kullanilan ekipmanlar
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3.6.2. ABTS* (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit))  radikal
katyonunu siipiirme aktivitesi

Bu yontem ABTS™ radikali siipiiriicii etkisinin 6l¢iilmesine dayanir. Radikal

stiptiriicii etkinin tespiti (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) (ABTS)’in
ABTS"" radikali olusturulmasiyla ve orneklerin ABTS™" radikalini siipiiriicii etkisiyle
Ol¢iilmektedir. Bu radikal (ABTS)’in potasyum persiilfat ile oksidasyon tepkimesi
vermesi sonucunda olusur (Biiyliktuncel, 2013).
Antioksidan tayini igin gerceklestirilen bu ¢alismada, 36 mg ABTS™ katis1 ve 6,6 mg
potasyum persiilfat (K2S5208), 10 ml distile suda ¢6ziindiiriilmiistiir. Olusan ¢ozelti 18
saat karanlik ortamda bekletilmistir. Yapilan bu islemler sonucunda mavi-yesil renkli
ABTS"" radikali olugsmustur. Radikal stok ¢6zeltinin absorbans degeri dnemlidir. 734 nm
dalga boyunda absorbans degeri 0,7-0,8 olana kadar hazirlanan stok ¢ozeltisi EtOH ile
seyreltilmistir.

Gergeklestirilen ¢alismada S. montana subsp. montana ve S. montana subsp.
remota bitkilerinin ekstreleri ve inflizyonlarindan 1 mg/mL ve 10 mg/mL
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri kullanilmigtir. Standart olarak kalibrasyon egrisini
cizmek amaciyla 1 mM ve 0,1 mM konsantrasyon araliginda troloks c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hem bitki hem de standartlar ile hazirlanan numunelerden 10 pl mikroplak
kuyucuklarina konulmustur. Daha sonra iizerlerine 990 ul ABTS™ ¢ozeltisi konilmustur.
Ornekler 30 dk. bekletildikten sonra 734 nm’de 6rneklerin absorbansi dl¢iilmiistiir.
Troloksa’a Esdeger Antioksidan Kapasite (TEAC) standart Troloks un kalibrasyon

egrisi lizerinden hesaplanmaistir.
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Gorsel 3.9. ABTS™ radikal katyonu siipiirme aktivitesinde kullanilan 96-kuyucuklu mikrotitrasyon
plakanin goriintiisii ve kullanilan diger ekipmanlar

3.6.3. Ekstrelerin fenolik profillerinin LC-MS/MS ile belirlenmesi

Gergeklestirilen LC-MS / MS analizinde iyonlasma modu Elektro Sprey
Iyonlasma (ESI) ile negatif modda gergeklesmistir. Kromatografik ayirma igin kullanilan
kolon ozellikleri 6nemlidir. 150 x 4.6 mm, 3 pm ODS o6zelliklerindeki kolon
kromatografik ayirma isleminde kullanilmistir. Analiz, 40 °C sicakliginda
gerceklestirilmistir. Analiz isleminde PDA dedektorii kullanilmigtir. Mobil faz olarak (A)
metanol: su: formik asit (10: 89: 1, v/v/v) ve (B) metanol: su: formik asit (89: 10: 1, v/v/v)
cozeltileri segilmistir. B'nin konsantrasyonu, 40 dakikada %10' dan %100'e ¢ikarilmustir.
Akis dakikada 0.5 ml olacak sekilde ayarlanmistir. Kiitle taramasi1 (EMS) i¢in 100-800

amu kiitle aralig1 secilmistir..
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3.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Mikroorganizmalar: Caligmamizda kullanilan mikroorganizmalar, -85 C’de %50’1ik
steril gliserol soliisyonu i¢erisinde muhafaza edilmistir. Deneyde Escherichia coli NRRL
B-3008, P. aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Serratia
marcescens NRRL B-2544, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Klebsiella
pneumoniae NCTC 9633 test mikroorganizmalari kullanilmustir.

Mikrodiliisyon Deneyi: Test edilecek Ornekler kismen modifiye edilmis “Klinik
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii”niin yayimladigi CLSI (NCCLS) M7-A7 protokoli
cergevesinde gerceklesmistir. M7-A7 protokolii aerobik olarak gelisen bakterilerin
duyarliliklar1 standart kloramfenikol esliginde test edilmistir. Antikandidal test
protokoliinden farkli olarak, besi ortaminda MHA (Mueller Hinton Agar) ve MHB
(Mueller Hinton Broth) kullanilmistir(Wayne, 2006) Deneyler ¢ift tekrarli yapilmistir.

RPMI ve mikroorganizma eklenen en sagda bulunan 12. siitun pozitif gelisim
Kontroli igin ayrilmustir. En sagdaki siitunun bir solunda bulunan 11. siitun ise sterilite
kontrolii olarak ayrilmistir. 35°C” de gerceklesen ve bir giin siiren inkiibasyonun sonunda
{iremenin olmadig1 ilk kuyucuk minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) olarak
belirlenmistir. Resazurin ¢ozeltisi ile pipetlenen plaklar 35°C’de 3 saat boyunca tekrar
inkiibe edilerek daha net bir degerlendirme saglanmigtir. Kloramfenikol standart

antibakteriyel ajan olarak kullanilmigtir

Gorsel 3.10. 96-kuyucuklu mikrotitrasyon plagun iizerindeki 1., 2., 3. ve 4. sart renk ile igaretlenen
satwrlary, ¢alistigimiz ekstreler iizerine Serratia marcescens NRRL B-2544 susu tathik

edilmig goriintiisii
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4. BULGULAR

4.1. S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota Bitkilerinin Toplam

Fenolik Madde Miktar ve Ekstraksiyon Verimleri

Gergeklestirdigimiz toplam fenolik madde miktar tayini deneyinin sonuglarini
degerlendirebilmek igin elde edilen verilere dayanarak hesaplama ile standart gallik asitin
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bitkilere ait olan metanollii ve inflizyon ekstrelerinin
toplam fenolik madde miktarlar1 ¢izmis oldugumuz standart egri denklemine gore
hesaplanmustir. Sideritis montana subsp. montana’nin metanol ekstresinin verimi %20,38
olarak hesaplanmis olup Sideritis montana subsp remota’nin metanol ekstresinin verimi

ise %3.86 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar asagida ayrintili sekilde gosterilmistir.

3,5
y =2,88x + 0,2092
3 R*=0,9951
2,5

1 A

0,5

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Sekil 4.1. Toplam Fenolik Madde miktar: hesaplamasinda kullanilan Gallik asit Kalibrasyon denklemi
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Sekil 4.2. Bitkilere ait olan metanollii ve infiizyon ekstrelerin toplam fenolik madde icerigi
MI: S. montana subsp. montana inflizyon ekstresi

MM: S. montana subsp. montana metanol ekstresi

RI: S. montana subsp. remota infiizyon ekstresi

RM: S. montana subsp. remota metanol ekstresi
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4.2. S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota Bitkilerinin
Antioksidan Aktivitesi

Gergeklestirilen antioksidan aktivite caligmalarinin degerlendirilmesi i¢in
sonuglar DPPH" ’i %50 oraninda inhibe eden konsantrasyon (ICso) olarak

hesaplanmistir. Standart gallik asit i¢in I1Cso degeri 0,001 mg/mL olarak bulunmustur.

Ayrintili sonuglar asagidaki grafikte gosterilmistir.

Ekstrelerin DPPH Radikal Stpuricu Etki Sonuglari

IC50 mg/ml

0,35
0,30 0,29

0,26
0,25
0,20
0,15 0,13

0,11
0,10
0,05
0,001

0,00

M MM RI RM GA

Sekil 4.3. Bitkilerin metanol ve infiizyon ekstrelerinin 1Cso mg/ml cinsinden sonuglart
MI: S. montana subsp. montana inflizyon ekstresi

MM: S. montana subsp. montana metanol ekstresi

RI: S. montana subsp. remota infiizyon ekstresi

RM: S. montana subsp. remota metanol ekstresi

Bitkilere ait metanollii ve infiizyon ekstrelerinin Troloks’ a Esdeger Antioksidan
Kapasite (TEAC) miktari, ABTS™ radikalini inhibe eden Troloks’un kalibrasyon
denklemi ile hesap edilmistir. Deneyden o6nce hazirlanan ABTS™ aktif reaktifi
kullanilmistir. Olusan ¢6zelti 16 saat oda sicaklifinda karanlik ortamda bekletilmistir ve
mavi-yesil renkli aktif ABTS™ radikalinin olusmas1 saglanmistir. Yapilan bu islemle
ABTS"" radikali aktif hale getirilmistir. Calisma yapacagimiz 96 kuyucuklu mikroplaka
kuyucuklarina; 10 pL numune ve 990 uL. ABTS™ radikali ile doldurulmustur. Plaka
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karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 734 nm dalgaboyunda
Ol¢iim yapilmigtir. Gosterilen aktivite konstrasyon degisiklerine bagli olarak farklilik

gostermistir. Ayrintili sonuglar asagidaki grafikte gosterilmistir.

mM TEAC

2,50 2,30 2,25

2,22
2,08

2,00

1,50 1,35

1,00

0,50

0,00

MI10mg/mL MM10mg/mL RI 10mg/mL RM 10mg/mL GA 1mg/mL

Sekil 4.4. Bitkilere ait olan metanollii ve infiizyon ekstrelerin radikale karsi Troloks a esdeger olarak
hesaplanan sonuglar

MI: S. montana subsp. montana infizyon ekstresi

MM: S. montana subsp. montana metanol ekstresi

RI: S. montana subsp. remota infiizyon ekstresi

RM: S. montana subsp. remota metanol ekstresi
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4.3. S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota Bitkilerinden Elde
Edilen Ekstrelerin Fenolik I¢eriginin LC-MS/MS ile Belirlenmesi

[HXWC of DAD Spectral Data: 330,0 nm from Sample 10 (bhk 2a 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff Max. 178,2 mAU|
178 24,85
1704
1604 1311
1504
140
1304
1204
1104

100+

Absorbance, mAU

704 22,28

0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 32 34 36 38 40 42
Time, min

Sekil 4.5. Sideritis montana subsp. montana infiizyon ekstresi

W XWC of DAD Spectral Data: 330,0 nm from Sample 11 (btz 2b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff Max. 21,0 mAU|
21,0 13,13
20,0+
19,04
18,01
17,0
16,0+
15,04
14,01
13,01
12,04
11,04
10,0+

9,04

Absorbance, mAU

8,01
7,0
6,01
5,01
4,0

3,04

2,04
1,0M
0.0 ”““"“"”"/W\

2 4 3 8 10 2 14 16 18 20 22 2 2% 28 30 32 34 36 38 40 £
Time, min

2345 25,62-26,14

22,34

Sekil 4.6. Sideritis montana subsp. remota infiizyon ekstresi
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W XWC of DAD Spectral Data: 330,0 nm from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff Max. 75,7 mAU/

754
709
65]
60]
559
50]
459
401 21,38

35

Absorbance, mAU

30+

25+

24,33
20+

154

104 23,13

25,49

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Time, min

Sekil 4.7. Sideritis montana subsp. montana metanol ekstresi

[ EXWC of DAD Spectral Data: 330,0 nm from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff Max. 271,8 mAU|

272 13,09

2604
240
2204
2004
1804
1604
1404

1204

Absorbance, mAU

1004

804

604

40+

30,44

Time, min

Sekil 4.8. Sideritis montana subsp. remota metanol ekstresi
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Cizelge 4.1. Sideritis montana subsp. montana ve Sideritis montana subsp remota bitkilerinin infiizyon ve

o Ol WN -

11
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19
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21

22

23

24

Rt
8.0
8.8
9.6
10.4
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16.2
17.7

18.1
18.3

18.8
19.8
20.2
20.4

20.7
21.5

21.7

22.4

23.2
24.3

24.7

26.3
26.9

29.6

metanollii ekstrelerine ait ait LC-MS/MS analiz sonucu

[M-
H]-
363
345
375
153
315
353
417
367

785
755

623
357
637
447

463
447

609

623

667
461

665

681

651

285

Parcalanma

201, 183, 165, 139
183, 165

213, 169, 151, 107
109

153, 109

191,179

357,255,211,151
191, 179, 161, 135

623, 461, 161
593, 461,135

461,315,297,179,161
342, 311, 151, 136
461, 315, 297,
193,175
285,239,137

301, 271
285, 151, 133

573, 447, 429, 285
299, 284

625, 607, 463,445,
301

446, 299, 283, 269,
255

623, 461, 443, 299,
284

639, 621, 477, 459,
315, 300

609, 591, 429, 285

151, 133

Tanimlama

Harpagit

Akubin

Loganik asit
Protokatesik asit
Protokatesik asit hekzosit
*Klorojenik asit

*Dihidroksiisoflavanon -
C-glukozit benzeri
Feruloilkinik asit

Ekinakozit
Lavandulifoliosit /
Forsitozit B
*Verbaskozit
Bilinmeyen
Leukoptozit A

*[zoskutellarein /luteolin
glukozit

Kersetin heksozit
[zoskutellarein /luteolin
glukozit

[zoskutellarein 7-O-allozil
(1-2)glukozit
4'-O-Metillizoskutellarein-
7-O-allosyl
allozil(1—2)glukozit
*Hipolaetin 7-O-[6""'-O-
asetil]-allosil(1-2)glukozit
Kirisoeriol heksozit

*4'-O-
Metillizoskutellarein 7-O-
[6"'-O-asetil]-allozil(1-
2)glukozit
*3'-0-Metilhipolaetin 7-O-
[6"O-asetil]-allosill(1-
2)glukozit
*[zoskutellarein 7-O-[6'"'-
O-
asetillallosyl(1—2)glukozit
Izoskutellarein /luteolin
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25 322 269 117 Apigenin Mi

26 32.6 299 284, 255,227,151, Krizoeriol Mi
13

MI: S. montana subsp. montana infiizyon ekstresi

MM: S. montana subsp. montana metanol ekstresi
RI: S. montana subsp. remota infiizyon ekstresi
RM: S. montana subsp. remota metanol ekstresi

*Koyu renkli bilesikler Sideritis montana subsp. montana ve Sideritis montana subsp remota bitkilerinin
infiizyon ve metanollii ekstrelerinin LC-MS/MS analizi sonucuna gore tespit edilen ana bilegikleridir.

S. montana subsp. montana infiizyon ekstresi lizerinde gergeklestirilen LC-
MS/MS analizi sonucuna gore Klorojenik asit, Dihidroksiisoflavanon -C-glukozit benzeri
madde, Izoskutellarein /luteolin glukozit, Hipolaetin 7-O-[6"-O-asetil]-allosil(1-
2)glukozit 4'-O-Metillizoskutellarein ve 7-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit maddeleri

ekstrede ana madde olarak tespit edilmistir.

S. montana subsp. montana metanol ekstresi lizerinde gergeklestirilen LC-MS/MS
analizi sonucuna gore Klorojenik asit, Dihidroksiisoflavanon -C-glukozit benzeri madde,
Izoskutellarein /luteolin glukozit, Hipolaetin 7-O-[6"-O-asetil]-allosil(1-2)glukozit, 4'-O-
Metillizoskutellarein 7-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit, 3'-O-Metilhipolaetin 7-O-
[6"O-asetil]-allosill(1-2)glukozit ve Izoskutellarein 7-0-[6""-O-

asetil]allosyl(1—2)glukozit maddeleri ekstrede ana madde olarak tespit edilmistir.

S. montana subsp. remota inflizyon ekstresi tizerinde gergeklestirilen LC-MS/MS
analizi sonucuna gore Klorojenik asit, 4'-O-Metillizoskutellarein 7-O-[6"-O-asetil]-
allozil(1-2)glukozit ve 3'-O-Metilhipolaetin  7-O-[6"O-asetil]-allosill(1-2)glukozit

maddeleri ekstrede ana madde olarak tespit edilmistir

S. montana subsp. remota metanol ekstresi tizerinde gergeklestirilen LC-MS/MS
analizi sonucuna gore Klorojenik asit, Dihidroksiisoflavanon -C-glukozit benzeri madde,
Verbaskozit, Izoskutellarein /luteolin glukozit, Hipolaetin 7-O-[6"-O-asetil]-allosil(1-
2)glukozit, 4'-O-Metillizoskutellarein  7-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit, 3'-O-
Metilhipolaetin 7-O-[6"O-asetil]-allosill(1-2)glukozit ve Izoskutellarein 7-O-[6"'-O-

asetil]allosyl(1—2)glukozit maddeleri ekstrede ana madde olarak tespit edilmistir
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Elde edilen ekstreler {izerinde gergeklestirilen analiz sonuglarina gore ekstrelerde
yiksek oranda sayilabilecek miktarda izoflavon yapisinda madde bulunmustur.
Dihidroksiizoflavanon yapili madde bir fitoostrojendir. Bitkilerde aglikon veya glukozit
halinde bulunur. Fitodstrojenlerin etkilerini degisik yollarla gosterebilir. Fitoostrojenlerin
hastaliktan korunma ve hastaliklarin tedavi edicilikleri tizerine gergeklestirilen g¢esitli
caligmalar vardir. Fitodstrojenlerin kanser tiirlerine karsi koruyucu etkili olabilecegi
yapilan g¢alismalar sonucunda tespit edilmistir. Ayrica fitodstrojenlerin menopozda,
kemik erimesi, kalp ve damar hastaliklarinda, seker hastaliginda ve fitodstrojen maddeler
iceren soyali irlinlerin tiiketimiyle kemik dansisitesinin arttig1 literatiir calismalarinda

tespit edilmistir

Izoflavon tasiyan soya protein preparatlar1 iizerinde yapilan bir caligmada
kullanim dozunun belirli seviyede tutulmasiyla halk arasinda kotii kolestrol olarak bilinen
LDL’ yi ve total kolesterol seviyelerinde azalma goriilmiistiir. (Alan, 2009) Fitoostrojen
bir madde olan Daidzein maddesi tizerinden yiiriitiilen bir baska ¢alismada ise fareler
kullanilarak daidzeinin arilhidrokarbon reseptoriin isleyisini azaltarak kimyasal
karsinojen olan 7,12-dimetilbenz(a)antraseni karsinojenik metabolitlerine oksitleyen
karaciger sitokrom P450 enzimlerinin katalitik aktivitesini doza bagiml olarak azalttig
gosterilmektedir. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda daidzeinin kanserde kimyasal
koruyucu isleviyle kullanilabilecegi gozlemlenilmistir (Alan, 2009) Tiimor hiicresinin
gelisimini ve farklilagmasi iizerinde etkili olan apoptozis olay: {izerinde yapilan bir
calismada, fitoostrojen olan daidzein meme kanseri hiicreleri olan MCF-7 ve MDA-MB-
453 hiicrelerine 100 uM dozunda ve 72 saat siiresince uygulanmistir ve daidzeinin

apoptozisin Onciisii olan kaspaz -9 aktivitesini arttirdigi gézlemlenilmistir.
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Hidroksi sinnamik asit tiirevi bilesikler;

Hidroksi sinnamik asitlerde Kinik asit esterlesmesi siklikla goriiliir. Kinik asit
gosterdigi m/z 191 molekiiler iyon piki ve sonrasinda bir molekiil su ¢ikisiyla olusan m/z
173 iyonunu olusturur. Tespit edilen molekiiliin konjuge ¢ifte baglarin yoklugu ile UV
absorbansinin olugsmamasi sebebiyle karakterize kiitle spektrumu pargalanmalari gosterir.
Molekiil yiliksek polaritesi sebebiyle apolar 6zellikteki kolonu ilk terk eden maddeler
arasinda bulunur. Yiiksek polaritideki molekiil kolonu 3.5 dakikda sonunda terk etmistir.
Molekiiliin gerceklestirdigi benzer pargalanmalar Sitrik asit de gegirir. Fakat burada Kinik
asit tanimlamasi yapmamiza sebep olan ekstre i¢inde ana madde olarak rastladigimiz 6
numarali madde olarak tanimlanan 5-Kafeoil kinik asit varligi olmustur. Sitrik asit ve
kinik asit ayrimlarinda her ne kadar benzer kiitle spektrumu parcalanmalar1 gosterse de
sitrik asit gosterdigi m/z 173 iyonunun siddeti daha yiiksektir. Ayrica sitrik asitte Kinik
asitte gozlemlenen molekiiler iyon pikinden 2 molekiil su ve 1 molekiill CO kaybiyla

olusan m/z 127 iyonu goriilmez (Ng vd., 2004, Sanes 2019).

W _EPi (190,94) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 3,651 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 6,365 cps
100% 4
95% ]
90%

a N
§8833¢¢
88888 X

Rel. Int. (%)

mmmmm

Sekil 4.9. Kinik asit
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Molekiilde gozlemlenen molekiiler iyon piki m/z 353 [M-H] ile temel pik m/z
191[M-H] arasinda goriilen 162 amu’luk fark kafeik asit kopmasindan kaynaklandigi
anlasilmistir. Gosterdigi bu parcalanmalar kafeoilkinik asit olarak tanimlanan bu
molekiiliin kafeik asit ve Kinik asit esterlesmesinin 1, 3 veya 5 pozisyonuna baglandigini
gostermektedir. Clifford ve arkadaslarinin yaptigi tayin anahtarina gére m/z 179
iyonunun bagil siddetinin diisiiktiir. Bunun sebebinin baglanma pozisyonunun 5 numarali
C tizerinde gerceklesmesidir. Bu veriler degerlendirildiginde molekiil 5-Kafeoilkinik asit
olarak tanimlanmustir (Sekil 4.10) ve yapilan kaynak taramalar1 sonucunda ulasilan

veriler pargalanmalar ile uyum gostermistir (Clifford vd., 2003)

W EP1 (352,86) Charge (+1) CE (30) FT (250); Exp 4, 12,897 min from Sample 7 (Bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez wiff (Turbo Spray) Max. 5,865 cps.
100%+ 190.8
95%]
90%]
85%]

80%

Rel. Int. (%)

179,0
10% 160,9-
135,0—
5% l

193.0
E. 353,0
096P—L L

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

Sekil 4.10. 5-Kafeoil kinik asit
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8 numarali madde m/z 367 [M-H] molekiiler iyon pikinin yaninda m/z 191 (kinik

asit) temel pikini gostermektedir. Molekiiler iyon piki ve temel pik arasindaki -176

amuluk fark ferulik asit kopmasindan kaynaklanmaktadir. Clifford ile arkadaslar tayin

anahtarinda bu molekiilii Feruloilkinik asit olarak tanimlamiglardir. Temel pikin 191

olmasi sebebiyle kinik asit ve ferulik asit esterlesmesinin 5 numarali karbon tizerinden

oldugu distiniilmektedir (Clifford vd., 2003). Bu haliyle molekiil 5-Feruloilkinik asit

olarak tanimlanmustir (sekil 4.11) .

100%-
90%-{
80%-{
70%-

0%+

0%

Bio% |
30%-{
20%-{
10%-{

0

366,8

1910
. . I

[ Epl (366,82) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 17,690 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray)

Max. 2,5e5 cps.

100

150 200 250 300 350 400

450 500 550 600 650
m/z, Da

700
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800)

100%-
90%+
80%-
70%-
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0%

S0 |
30%-
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10%-

00— L L

134,9

160,8

178,8

[ Epi (366,82) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 17,722 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray)

Max. 1,0e5 cps.
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150 200 250 300 350 400

450 500 550 600 650
m/z, Da

700

750
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Sekil 4.11. Feruloilkinik asit
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4 numarali madde, m/z 153 [M-H] molekiiler iyon pikini gostermis olup ve 1

molekiil COz ¢ikisiyla (-44 amu) m/z 109 iyonu ortaya ¢ikmistir. Literatiir taramalarinda

bu pargalanmalar dihidroksi benzoik asitle olan protokatesik asitle ortiismektedir (Liu vd.,
2007). Protokatesik asite Sideritis cinsi bitkilerinde rastlanmistir (Irakli vd., 2018)

(Sarikurkcu vd., 2020). 4 numarali maddenin 162 amu fazlas1 5 numarali madde olarak

tanimlanmigtir. 5 numarali madde yapilan literatiir ¢alismlar1 sonucunda elde edilen

verilerle de ortiistiigii igin protokatesik asit glukozit olarak adlandirilmistir (Sekil 4. 13)
(Ghareeb vd.,2023).

100%4°

Rel. Int. (%)
a
S
b3

W _EP| (152,92) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 10,024 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tezwiff (Turbo Spray), Centroide...

.0

Max. 1,94 cps]

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z, Da

Sekil 4.12. Protokatesik asit

100% 7©

Rel. Int. (%)
g
s

W _Ep| (314,85) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 11,338 min from Sample 10 (bhk 2a 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray)

9,0

152,9

123,0

W I L

Max. 1,565 cps.

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z. Da

Sekil 4.13. Protokatesik asit heksoziti
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Iridoit tiirevi bilesikler;

2 ve 3 numarali maddeler iridoit grubu olmasi muhtemel iki madde olarak

distinilmiistiir.

2 ile numaralandirilmis olan madde kolonu 8.8 dakikada terk etmis ve m/z 345[M-
H] molekiiler iyon piki gostermistir. Glukoz kopmasi molekiilde [M-H-162] m/z 183
Ilyonunu gostermistir. Ardindan bir molekiil su ¢ikisiyla madde m/z 165 [M-H-162-18]
iyonunu gostermistir. Kiitle spektrumu akubin maddesine uymaktadir (Rehecho vd.,
2011). Sideritis cinsi bitkileri {izerinde daha once gergeklestirilen ¢alismalarda akubin
maddesine rastlanilmistir. Bu sebeplerden ve molekiiliin gosterdigi par¢alanmalardan 2
numarali madde akubin (Sekil 4.14) olarak tanimlanmistir. (Venditti vd., 2016)
(Kirmizibekmez vd., 2021).

W _EP] (344,83) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 8,854 min from Sample 8 (bhk 6b 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 1,4€5 cps.

100%- 1828

164,8

Rel. Int. (%)
@
S
b

15%9 12

5,3
~136,9
5% l

1{9,1 207,0
.
0ol T T [ Il
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Sekil 4.14. Akubin
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3 ile numaralandirilmis olan bilesik, m/z 375 [M-H]" molekiiler iyon piki
gostermis olup kolonu 9.6 dakikada terk etmistir. Madde m/z 213 iyonunu -162 amu’luk
glukoz kopmasi ile m/z 169 iyonu ise 44 amu’luk CO> ¢ikist ile olusturmustur. Loganik
asite daha once Sideritis cinsine ait bitkilerde rastlanilmistir Bu kopmalar sebebiyle 3
numarali madde loganik asit (Sekil 4.15) olarak tanimlanmistir ve kiitle spektrumu
literatiir verileri ile uyumludur (Ling vd., 2014, Wang vd., 2014, Sun vd., 2018,
Chrysargyris vd., 2019, Hanoglu vd., 2020)

W _EPI (374,86) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 9,639 min from Sample 8 (bhk 6b 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 6,9e4 cps.
100% 374,9

95%

Rel. Int, (%)

150,8

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z. Da.

Sekil 4.15. Loganik asit benzeri
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Feniletanoit tiirevi bilesikler;

Ekstrelerde 18. dakika ve 20. dakika arasinda feniletanoit tirevi maddelere

rastlanmistir.

18. dakikada m/z 785[M—H]— molekiiler iyon piki ile gésteren 9 numarali madde,
-162 amu’luk heksoz (veya kafeoil) kayb1 nedeniyle m/z 623 temel pikini gostermistir.
Madde -146 amu’luk ramnoz (deoksiheksoz) kaybiyla eser miktarda kendini belli eden
m/z 639 iyonu spektrumda goriilmektedir. Temel pikte meydana gelen -162 amu luk
benzer bir kopma ile m/z 461'de iyonu olusmustur. Maddenin gosterdigi m/z 179 ve m/z
161 iyonlar1 eser miktarda goriilmektedir.Bu durum yapida sinnamik asit tiirevlerinin
varhigimi gostermektedir. Ekinakozit yapisinda iki glukoz ve bir ramnoz tasiyan
feniletenaoit bir glikozittir. Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda da elde edilen
verilerle uyum gostermesi sebebiyle 9 numarali madde ekinakozit (sekil 4.16) olarak

tanimlanmistir. (Petreska vd., 2011)

[ Epi (785,42) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 18,110 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 3,4e5 cps)
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30%4 100% 1808
25%+ } I ‘
p
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15%
622,8
10%
5%
160,9 1608 7 hs
ool I T L . S S . o b . - L
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Sekil 4.16. Ekinakozit
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10 numarali madde kolonu 18.3 dakikada terk etmis olup m/z 755 [M-H]
molekiiler iyon pikini gdstermistir. Madde bir -162 kafeoil kaybi nedeniyle m/z 593
iyonunu -132 amu bir pentoz kayb1 ile de m/z 461 iyonunu gostermistir. Ayrica m/z 161
ve 135 iyonlar1 da kafeik asitle ilgili iyonlar olarak gozlemlenmistir. Bu par¢alanmalar
bu molekiiliin kafeoil feniletanoit glikozit oldugunu isaret etmektedir. Yapilan literatiir
calismalarinda Lavandulifoliosit (sekil 4.17) maddesi Sideritis cinsi bitkilerde daha 6nce
oldugu gozlemlenmis olup ve Kkiitle parcalanma

tanimlanmais spektrumu

karakteristiklerinin madde ile uyumlu oldugu goézlemlenmistir. (Petreska vd., 2011).

Bu maddenin Forsitozit B olma ihtimalide g6z ardi edilmemelidir (Kirmizibekmez vd.,
2005), (Mitreski vd., 2014). Forsitozit B ve Lavandululifoliosit ayn1 molekiil agirlikli ve
ayni kiitle spektrumu pargalanmalar1 gésteren bir feniletanoit glikozitleridir.Bu nedenle

ayrimlari kiitle spektrumu karsilastirarak miimkiin olmamaktadir.

[ Ep (754,73) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 18,393 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray)

100%-+ 160,8

95%
90%
85%-]
80%]
75%
70%
65%-]
60%4 460,7
5%

50%-

Rel. Int. (%)

5%
40%
35%]
30%
25%
20%
15%
10%1

5%

ool

Max. 1,9e4 cps,|

HO™ v
HO o. Lo (
0 \/\CE
HO. S . )
v, 0.0
o
HO™ ™y oH

HD/\Ci\

OH

592,

7553
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Sekil 4.17. Lavandulifoliosit veya Forsitozit B
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11 numarali madde, m/z 623 [M-H] molekiiler iyon piki géstermis olup -162 amu
kayipla m/z 461 iyonunu olusturmustur. Bu par¢alanma sebebiyle maddenin yapisinda en
az bir tane kafeik asit veya glukoz bagli oldugu anlasilmistir. Maddenin gosterdigi m/z
315 iyonu ise yapidan bir ramnoz ¢ikisina (-146 amu) isaret etmektedir. Maddenin
gosterdigi m/z 179, m/z 161 ve m/z 135 iyonlar1 karakteristik kafeik asit
pargalanmalaridir. Maddenin gosterdigi par¢alanmalar molekiiliin bir glukoz, bir ramnoz
ve bir kafeik asit tasidigin1 gosterir. 11 numarali madde 10 numarali maddeden 132 amu
(apioz) eksik molekiil agirligina sahip oldugu da dikkate alindiginda, 11 numarali madde
verbaskozit olarak tanimlanmistir (sekil 4. 18). Yapilan literatiir g¢alismalarinda
Verbaskozit maddesinin daha once Sideritis cinsi bitkilerinde tespit edildigi
gozlemlenmistir. (Koleva vd., 2003), (Petreska vd., 2011)

[W Epl (622,71) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 18,590 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 2,9e5 cps|
100% - 160,9
95%
90%4
85%
80%
75%
70%
65%
60%
< 55%4
£ 50%]
E 45%
40%
35%
30%+
25%
20%
15% 134,9 460,8
10% 178,8
622,7
7 1230 159, 3150
POY T T T EEE L ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
100 150 200 250 300 350 400 m/AZSODa 500 550 600 650 700 750 800

Sekil 4.18. Verbaskozit metanol
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13 numarali madde Leukoptozit A olarak tanimlanmigtir. Molekiil, m/z 637 [M-
H]" molekiiler iyon pikine sahip olup -176 amu kayipla (Feruoil) m/z 461 iyonunu
olusturmustur. Feruloil kopmasi kendisini spektrumda m/z 175 iyonu ile de belli
etmektedir. Molekiil yapisindan -132 amu’luk bir ramnoz kaybi kendini m/z 315 iyonu
ile gostermektedir. Leukoptozit A (sekil 4. 19) maddesi daha 6nce Sideritis cinsi
bitkilerde tanimlanmigtir. (Petreska, vd., 2011)

[ Epl (638,30) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 21,323 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 2,9e5 cps|
100% 637,7
90%+
80%
70%+
$0%+
0%
Tho%
30%4
461,9
20%- 1748
12% 1 | 1609 1930 w3e | asze 6 L,,g
o t T T t T T T T T T T T T !
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
B _Epi (636,74) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 21,339 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) ofmF/é El?gra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 8,3e4 cps|
100% - 1748
90%+
80%
70%-
0%+
0%
@o% 1
0% 193.1 460,9
20%- 15302578
10%-| “ 315,0 636,5
0 T “\‘ T l . | I . | . | . . . | . . . )
100 150 200 250 300 350 400 m;425(|JJél 500 550 600 650 700 750 800

Sekil 4.19. Leukoptozit A
Flavonoit Glikozit tiirevi bilesikler;

Flavonoit glikozitlerden 6 tanesi Luteolin veya izoskutellarein ile irtibath
bulunmustur.Her iki flavonoit de Sideritis cinsi bitkilerde yaygin olarak
gozlemlenmistir(Ulubelen, Topcu et al. 2005). Luteolin ve izoskutellarein ayrimi teorik
olarak MS/MS ile miimkiindiir. Luteolinde C halkasi {izerinde ger¢eklesen parcalanmalar
ile sirastyla m/z 133 ve m/z 151 iyonlar1 goriiliir. Ayn1 parcalanmalar izoskutellareinde
m/z 117 ve m/z 167 olarak goriiliir. Bu maddelerin glikozitlerinde ise net bir ayrim

yapilmasi giictiir (Petreska vd., 2011).
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Sideritis montana subsp. montana ve Sideritis montana subsp. remota bitkileri
Sideritis cinsinin Hesiodia seksiyonunda bulunmaktadir (Davis, 1984). Bu seksiyonda
agirlikli olarak luteolin ve apigenin tiirevlerine rastlanmaktadir (Tomas-Barberan vd.,
1988). Sideritislerin bir diger seksiyonu olan Empedoclea seksiyonunda ise agirlikli
olarak izoskutellarein ve tiirevlerine rastlanilmaktadir (Venditti vd., 2013). Luteolin ve
Izokutellarein tiirevlerinin her ikisine birlikte ise iilkemizden (Dedeoglu, 2017) ve
Italya’dan (Venditti vd., 2016) toplanan Sideritis montana L. bitki orneklerinde
rastlanmistir. Bu durum Sideritis montana L. Empedoclea seksiyonu ile de kimyasal
olarak yakin iligkide oldugunu dogrular niteliktedir (Toth vd., 2017). Bu durumun cins
icinde yiiksek orandaki hibridizasyondan kaynaklandigr belirtilmektedir (Venditti vd.,
2016).

Madde 14, 16, 17, 18, 21, 23, 24 izoskutellarein veya luteolin tiirevi maddeler
olarak tanimlanmistir. 24 numarali madde, m/z 285 [M-H] molekiiler iyon piki ve m/z
175, m/z 151 ve m/z 133 parcalanmalari gostermistir. Bu madde luteolin olarak
tamimlanmistir ve daha once Sideritislerde rastlanmistir (Venditti vd., 2016). Kiitle

spektrumu pargalanmalari luteolinle (sekil 4. 20) uyumludur (Mitreski vd., 2014).

[ _EPI(284,87) Charge (+1) CE (50) FT (121,612): Exp 5, 29,671 min from Sample 10 (bhk 2a 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 7,95 cps|
100%+ 133,0
95%
90%4
85%
80%-
75%
70%
65%
60%
S 55%
£ 50%]
E 45%
40%
35%
30%3  13p3
25%+
20%
15% 150,8 175,0
10%4 1210] 1 d g 1988 2849
5064070 | |4 1730 1978 170
0%l Ll mz“S%B‘ | . . . . . . . . . ,
100 150 200 250 300 350 400 m;;SODa 500 550 600 650 700 750 800

Sekil 4.20. Luteolin / Kamferol
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14 ve 16 numarali maddeler luteolin maddesinin gosterdigi iyon pikinden 162 amu
(heksoz) daha fazla bir iyon olan m/z 447 [M-H] molekiiler iyon pikini gosterir.
Maddelerin sonrasinda -162 amu kayipla m/z 285 temel pikini gostermistir. Gozlemlenen
bu par¢alanmalar sonucunda molekiil luteolin glukozit (sekil 4. 21) olarak tanimlanmistir.
Kiitle spektrumu luteolin glukozit ile uyumludur (Mitreski vd., 2014). Luteolin glukozit
daha once Sideritis montana L. iizerinde yapilan c¢alismalarda da izole edilerek

tanimlanan maddeler arasinda yer almistir(Dedeoglu, 2017;Bilgin vd., 2018).

WP (446,78) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 20,434 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 9,964 cps]

100% 284.9

283,8

Rel. Int. (%)
8
by

239,0

|

6
Il |“
250

15% 136,8

164, 1859 212,2

L

266,6

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z. Da.

‘HHH | \iIIHHIHH
150

T m
100 200

Sekil 4.21. Luteolin heksozit
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W _E£P (446,77) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 21,505 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 6,6e5 cps.
100% 446.6
80%
60% 4
ol 285,1
4086+
20%
26,9 40,9
o
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da
B _E£p| (284,87) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 21,521 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 1,3e5 cps.
100%- 284,9
80% 4
60%
¥l
4086+
20%
1330 1752 1988 _217,0
o T I L' ! L
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da
B _E£p| (446,77) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 21,537 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 6,6e5 cps.
100% 283.8
80% 4
60% -
4083
20%- 256,1 2857
1331 1510 1750 199.0 2269 L k‘ 326,9 uns
o Lol Ao 4 " - > L
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z. Da

Sekil 4.22. Luteolin heksozit Metanol Su

Daha 6nce Sideritis cinsi bitkilerinde yapilan ¢alismalarda elde edilen spektrum
verileri ile elde ettigimiz verilerin 6rtiismesi (Petreska vd., 2011) sebebiyle ve daha 6nce
yapilan ¢alismalarda Sideritis montana L.” de izoskutellarein tirevi maddeler
tanimlandig i¢in (Venditti vd., 2016;Dedeoglu, 2017) 17 numarali madde izoskutellarein
7-O-allozil (1-2)glukozit olarak tanimlanmustir. (Sekil 4.23; Petreska vd., 2011).

W _Ep| (608,67) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 22,692 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 9,3e4 cps

100%
90%-
80%-
70%-

0%+

0%

S0
30%-
20%+
10% 284,9

o ; . . [ . - . . L - . . ; )

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

B _EPI (608,67) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 22,724 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) mrg/é bl?zlra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 9,6e4 cps

100% - 284,9

90%+
80%-
70%-
$60% |
50%+
Faov]
30%
20%-

10%+

o L T T T L . . I L T . . . . . .
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Sekil 4.23. [zoskutellarein 7-O-allozil (1-2)glukozi
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Madde 21, 4'-O-Metillizoskutellarein 7-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit,
(Sekil 4.24) olarak tanimlanmistir. Bu madde daha once Sideritis cinsi bitkilerinde
tamimlanmis olup ve maddenin gozlemlenen kiitle spektrumu ile literatiir galigmasi
sonucunda elde ettigimiz kiitle spektrumu verileri birebir ortiismiistiir (Petreska vd.,
2011).

W _EPJ (622,63) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 22,404 min from Sample 10 (bhk 2a 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 8,0e4 cps.

100%- 622,6

90% |
80%-
70% |

0%

0%

Saov
30%-
2006
10%

0% | l | |
100 150 260 250 300 350 460 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

B _Epi (622,63) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 22,436 min from Sample 10 (bhk 2a 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 7,2e4 cps.

100% - 298,9

90%-{
80%-{
70%-
$0%-|

0%+

210% -
30%4
2839
20%+
10% 460,8
0%| L T T -y T T L T T T ! T T T 1
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

Sekil 4.24. 4'-O-Metillizoskutellarein 7-O-allozil(1-2)glukozit Su,metanol
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Madde 23 ise, izoskutellarein-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit (sekil 4. 25)
olarak tanimlanmistir(Petreska vd., 2011). Bu madde daha oOnce Sideritis cinsi
bitkilerinde tanimlanmis olup maddenin kiitle spektrumu bu madde ile birebir

ortlismektedir.

[ Ep| (651,37) Charge (+0) CE (30) FT (26,995): Exp 4, 25,738 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 3,1e6 cps|

100%- 6506

284,9
95% 1
90%
85%
80%
75%
70%
65% 1

60% 1

)

55%

50% 1

Rel. Int. (%

45%1
40%
35%
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30%1
2503
20%]
15%
2838
10%

1 608,6
5% 28753002 4471 590,6-. | 69,8
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

Sekil 4.25. /zoskutellarein 7-O-[6"'-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit
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4'-O-Metilizoskutellarein  7-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit maddesi daha
onceden Sideritis montana L.” den izole edilmis ve yapisi aydinlatilmis bir maddedir
(Dedeoglu,2017). Calisamizda elde ettigimiz kiitle spektrumu verileri (sekil. 4.26) ile
daha 6nce Sideritis cinsi bitkilerde tanimlanan bu maddenin kiitle spektrumu verileri bire

bir benzerlik gostermistir (Petreska vd., 2011).

[W Epl (664,60) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 24,750 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 2,8e5 cps,|
100%+ 2988
95% 1
90%
85%
80%
75%
70%
65%
60%
< 55%
£ 50%
E; 45%
40%
35%
30%4
25% 284,0
20%
15%
10% 298,0
284,9.
5% 3.4 442,9. 4607 6227 6847
ool ‘ . ‘ bolh v I T I ‘ P | ‘ ‘ ‘
100 150 200 250 300 350 400 méSDDa 500 550 600 650 700 750 800

Sekil 4.26. 4'-O- Metilizoskutellarein 7-O-[6"'-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit
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19 ve 22 numarali maddeler de sirasiyla Hipolaetin 7-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-
2)glukozit (sekil 4. 27) ve 3'-O-Metilhipoletin 7-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit

(sekil 4. 28) olarak tanimlanmistir bu maddeler daha 6nce Sideritis cinsi bitkilerinde

tamimlanmis olup kiitle spektrumlar1 bitkilerde tanimlanan bu

ortiismektedir (Petreska vd., 2011).

bilesiklerle birebir

[ _EPI (666,65) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 23,257 min from Sample 7 (bhk 6a 10 miki) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 6,9e4 ops.
100%- 666,6
80%-|
60%
ko]
4086
20%-
0%l : ; ; , ; ; ; ; — \ v ; ; ,
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da
W P (667,43) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 23,273 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 3,065 cps.
100% 666,5
80%-|
60%
¥
4088 3008
209
4628 624,6
0 3¢e.0 4448- | 6066~ | 6 L,l
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da
B P (666,65) Charge (+0) CE (50) FT (250): Exp 5, 23,289 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 5,6e4 cps.
100% - 3008
80%-|
60%
ko]
408% |
adu7 666,5
20%- 445,0
0%M . , Ll T . , 1 . . , R . , ,
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

Sekil 4.27. Hipolaetin 7-O-[6"'-O-asetil]-allozil(1-2)glukozil
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W _Ep| (681,97) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 26,322 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 4,3e5 cps]

100%

85%7 314,9

Rel. Int. (%)
@
S
S

639,7
300,0 682,7

10% 4598 4778 6217
5% ' 6H5.3
3 A 478,7 520,0 561.6 64,0 :

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

Sekil 4.28. 3'-O-Metilhipoletin 7-O-[6"-O-asetil]-allozil(1-2)glukozit

15 numarali madde, karakteristik kersetin heksozit pargalanmalarin1 ve aglikon
olarak m/z 301 kersetin ve C halkas1 parcalanmalar1 olan m/z 151 ve 133 iyonlarini
gostermistir. Aglikon ve molekiiler iyon piki arasindaki 162 amu fazlalik kersetine bagl
bir glukoz oldugunu diisiindirmektedir. Fakat molekiile bagli olan sekerin yapisinin
galaktozit veya baska bir heksoz olma ihtimali de bulundugundan yap1 kersetin heksozit
(sekil 4. 29) olarak adlandirilmistir. Kersetin daha 6nce Sideritis cinsine ait bitkilerde de

tamimlanmustir. (Emre vd., 2011)

W _Ep| (462,74) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 20,803 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 1,7e5 cps.
100% 4628
90%
80% 300,8
70%
0%
2509
0%
30%
20%
10%-| adns
%0 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
W _Ep| (462,74) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 20,834 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of Fg buagra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 1,5e5 cps.
100% 300.8
90%
80%
70%
0%
£50%
Brov |
30%
20%
10%- 139,0 1648 1748 226,9 2546 sqp-0
o | Iu} T P P B Y
100 150 200 250 300 350 400 50 500 550 600 650 700 750 800

Sekil 4.29. Kersetin glukozit
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26 numarali madde, m/z 299 [M-H]- molekiiler iyon piki ve bir metil kopmasiyla
ac1ga ¢ikan m/z 284 iyonu ile karakterize bir metoksiflavon yapisi gostermistir. Krizoeriol
maddesi daha 6nce Sideritis cinsinin Hesiodia seksiyonunda bulunan (Tomas-Barberan
vd., 1993) Sideritis montana L.’ de tanimlanmistir(Toth vd., 2015). Bu verinin 1s1ginda
ve molekiil agirlig1 300 olan bir metoksi flavonoit oldugundan bu madde (sekil 4. 30)
krizoeriol olarak tanimlanmistir. Bu maddenin heksoz baglanmis hali de Krizoeriol

heksozit olarak (sekil 4. 31) tanimlanmustir.

W Ep|(298,89) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 32,595 min from Sample 10 (bhk 2a 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 6,5€5 cps)

100% 2988
90% |
80% |
70% 1 283,8

0%

0%

0%
30% |
20%-|

10% ) LF“
4, 301,7
0 %

100 150 260 250 300 350 460 450 500 550 600 650 760 750 800)
miz, Da
B E£P| (208,89) Charge (+1) CE (50) FT (186,96): Exp 5, 32,625 min from Sample 10 (bhk 2a 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray)

Max. 1,9€5 cps)

100% 2839

90% 4 2557
80%
70%

0%+

0% ] 226,9

S10%-

30% 150,8
1829 2110

20% 1330

10%106.9 1p6.8 285.0
‘ ‘/{24,0 1488 h *19 o |o3ss

Py W O A M PPN | Y

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

Sekil 4.30. Krizoeriol

W _EP1 (460,77) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 24,276 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 6,265 cps)
100% - 4807
809%
60% 4
2082 {
209
29 45,9
2830 298.9 i Las&a

160 150 260 250 300 350 260 250 500 550 660 650 760 750 8d0|

m/z. Da
W _EPi (462,48) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 24,292 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mik) of FG bugra tez-wilf (Turbo Spray) Max. 5,664 cps|

1009 — a61.8
80% ]
609 4
a0 ] a46.8
208.9
20% 283,7—
. . P sl
160 150 260 250 300 350 260 450 560 550 660 650 760 750 500
m/z. Da
™ £r1 (a60.77) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5. 24,508 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 4,065 cps|
1009 — 2828
80% 254.8
609 4
2082 {
206.8 aas,7
20% ]
268.8 s13.1
2575470 L~ _az6.0 l cAeos
160 150 260 250 300 350 260 450 560 550 660 650 760 750 500

m/z. Da

Sekil 4.31. Krizoeriol hekzosit metanol su
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25 numarali madde kolonda, 32,2 dakikada tutunmus olup m/z 269 [M-H]-
molekiiler iyon pikini gostermistir (Sekil 4. 32). Madde apigenin karakteristik
pargalanmalarindan olan fenol ve 2 karbonlu hidrokarbon kopmasini1 géstermistir (Qiao

vd., 2011). M/z 269 molekiil agirlikli aglikon Sideritis cinsinde yaygin olarak bulunan

apigenin maddesi olarak tespit edilmistir.
[ Epl (268,85) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 32,230 min from Sample 10 (bhk 2a 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 1,1e5 cps,|
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Sekil 4.32. Apigenin
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7 numarali madde, m/z 417 [M-H] molekiiler iyon piki ve 162 amu heksoz
kaybiyla m/z 255 iyonunu goéstermistir. Molekiiler iyon pikinden 60 amu kayipla m/z
357 iyonunun olusmast seker molekiiliiniin C tizerinden baglandigini gostermistir. Temel
pik olan 255 [M-H]  iyonu aglikonun dihidroksiizoflavanon yapisinda (daidzein benzeri)
oldugunu diistindiirmiistiir. Calisilan bitkinin cinside goz oniine alindiginda izoflavon
tiirevlerinin bitkide bulunacag diistiniilmiistiir. ChemDraw ile yapilan deneysel ¢izimler
ile maddenin dihidroksi-izoflavanon-C-glukoziti benzeri oldugu sonucuna varilmistir.
Kesin bir tanimlama yapmak i¢in kiitle spektrumu verilerinin yeterli olmadigini belirtmek
isteriz. Bu durum sadece 7 numarali madde icin degil tanimlamasi yapilan tiim maddeler
i¢in gecerlidir. Ornegin tanimlamalarda luteolin dedigimiz her madde kamferol veya
izosakurenatin de olabilir. Tez i¢inde tanimlanan maddeler literatiir bilgileri ve spektrum
yorumlamalar1 ile olasiligi kuvvetli olan ihtimaller iizerinden yapilmistir. Kesin
tanimlama ancak madde izolasyonu ve diger spektroskopik teknikler kullanilarak

yapildiginda gegerli olmaktadir.
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W EPI (416,85) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 16,172 min from Sample 7 (bhk 6a 10 mikl) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.33. Dihidroksi-izoflavanon-C-glukoziti benzeri madde spektrumu ve olast par¢alanmalart
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[ Ep| (356,91) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 19,807 min from Sample 12 (btz 6b 15 mikrol) of FG bugra tez.wiff (Turbo Spray) Max. 2,1e5 cps,|
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4.4. S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota Bitkilerinin Ugucu

Yag Tayini

4.4.1. S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota tiirlerinin ugucu yag

bilesenleri tayin sonuclar:

Tablo 4.1. S. montana subsp. montana ve Sideritis montana subsp. remota Bitkilerinin Ugucu Yag

Bilesenleri
RRI Bilesik Sideritis montana | Tanimlama
% % yontemi
subsp. | subsp.
montana | remota

1032 a-Pinen 20.8 tr tr, MS
1076 Kampen 0.2 - tr, MS
1118 B-Pinen 23.1 1.2 tr, MS
1132 Sabinen 0.7 - tr, MS
1174 Mirsen 1.3 - tr, MS
1190 Silvestren 0.9 -
1203 Limonen 8.2 1.2 tr, MS
1218 B-Felandren 0.3 - tr, MS
1495 Bisikloelemen 3.0 5.6 MS
1497 a-Kopaene 0.4 2.4 MS
1535 B-Burbonen 0.5 1.3 tr, MS
1589 | p-Ylangen 0.6 0.7 MS
1600 p-Elemene 0.3 0.6 MS
1604 B-Kubeben izomeri 0.5 0.5 MS
1612 p-Karyofilen 2.4 2.8 tr, MS
1668 | (2)- p-Farnesen 2.5 9.7 MS
1671 Asetofenon - 0.3 MS
1704 y-Kurkumin - 1.7 MS
1726 Germakren D 13.2 9.0 MS
1727 a-Zingiberen - 1.8 MS
1755 Bisiklogermakren 13.7 20.9 tr, MS
1773 5-Kadinen 0.7 3.8 tr, MS
1776 p-Kadinen 0.3 0.8 MS
1786 ar-Kurkumin 0.1 0.8 MS
1798 Metil salisilat 0.6 - MS
1868 ( E)-Geranil aseton 0.1 0.6 tr, MS
1882 1-izobiitil 4-izopropil 3- 3.0 28.8 MS

izopropil -2,2-dimetil

siiksinat
1958 | ( E)- B-Iyonon 0.2 - MS
2131 Hekzahidrofarnezil 0.5 1.4 tr, MS

aseton
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2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden- 0.3 - tr, MS
2(5H)-furanon

2300 Trikozan - 1.0 tr, MS
2357 Izopimara-8, 15-dien 0.2 1.6 MS
2379 Manoil oksit 0.1 - MS
2524 Abietatrien 0.1 tr MS
tr, MS
Toplam % % 85.1 | % 98.5
Monoterpen 55.5 2.4

hidrokarbonlar

Seskiterpen 38.2 62.4
hidrokarbonlar

Diterpenler 0.3 1.6

Diger 4.7 32.1

RRI: Alkanlarin kolonda tutunma siirelerine dayanarak hesaplanan Relatif Tutunma Indeksleri.
% FID kromatogramlarindan hesaplanan relatif % degerler.
TY: Tanimlama Y 6ntemi

tR: HP Innowax kolonda standart bilesiklerin analizi ile belirlenen tutunma zamanlarina ve

spektrumlarina dayali tanimlama.

MS: Kullanilan kiitiiphane ve literatiirlerdeki indeksler ve mas spektrumlari ile karsilastirmaya dayali

tanimlama.

4.4.2. Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GC/MS) analiz sartlar

S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinin ugucu yag,
bitkilerin toprak iistii kisimlarindan (herba) 3 saat boyunca Clevenger apareyinde su
distilasyonu islemi uygulanmasi sonucunda elde edilmistir. Ugucu yaglarin verimi
Sideritis montana subsp. montana bitkisi i¢in %0,32 hesaplanmis olup Sideritis montana

subsp. remota bitkisi i¢in %0,28 olarak hesaplanmistir. Elde edilen ugucu yaglar, Gaz
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Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) ile analiz

edilmistir.
Analiz Kosullari:

Sistem: Agilent 6890N GC-MSD sistemi
Kolon: HP-Innowax Silika kapiler (60 m x 0.25 mm @, 0.25 mm film kalinlig1)
Enjektor: 250°C
Sicakli Programi: 60°C de 10 dak // 4°C/dak artigla 220°C ye // 220°C de 10 dak //
1°C/dak artigla 240°C ye
Tastyic1 gaz: Helyum (0.8 ml/dak)
Split orant: 40:1
Elektron enerjisi: 70 eV
Kiitle araligi: m/z 35-450
Kiitiiphane: BASER Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi, Wiley ve Adams-LIBR (TP)
Kiitiiphane tarama Yazilimlari
Ucucu yaglarin GC analiz kosullari

GC analizi, 300 °C sicaklikta bir FID dedektor seti ile donatilmis Agilent 6890N
GC sistemi ile yapilmistir. GC analiz kosullarinin es zamanli olmalidir. Sistem es zamanli
olarak ayarlanmig olup GC/MS sistemindeki madde ¢ikis zamanlari ile ayni olacak

sekilde ayarlanmistir.
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4.5. S. montana subsp. montana ve Sideritis montana subsp. remota Bitkilerinden
Elde Edilen Ekstrelerin  Antimikrobiyal = Aktivite  Sonuclarininin

Degerlendirilmesi

Cizelge 4.2. DMSO 'lu ekstrelenin suslar tizerinde antimikrobiyal etkisi

BHK2 BHK2 BHK6 BHK6 KLRM

MIK, pg /mL
( ng/mL) A . A B
Escherichia coli NRRL B-3008 1500 4000 4000 4000 4
Staphylococcus aureus ATCC 1500 4000

4000 4000 2
6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1500 4000

500 500 16
27853
Salmonella typhimurium ATCC 1500

4000 4000 1000 4

13311
Serratia marcescens NRRL B- 1500 4000

1000 1000 16
2544
Klebsiella pneumoniae NCTC 1500 4000
9633 1000 1000 16

KLRM: Kloramfenikol (ung/mL)

MiK degeri: Uremenin engellendigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonudur
BHK2A: S. montana subsp. montana inflizyon ekstresi

BHKZ2B: S. montana subsp. remota infiizyon ekstresi

BHKG6A: S. montana subsp. montana metaol ekstresi

BHKG6B: S. montana subsp remota metanol ekstresi

Escherichia coli NRRL B-3008, P. aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Serratia marcescens NRRL B-2544, Salmonella typhimurium
(ATCC 13311) ve Klebsiella pneumoniae NCTC 9633 suslarinda gergeklestirilen
antimikrobiyal aktivite tayin deneyinin sonucunda elde ettigmiz verilerin sonucuna gore
S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinin DMSO ile gesitli

konsantrasyonlarda  hazirlanan MeOH  ekstresinin  antimikrobiyal analizleri
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degerlendirildiginde hazirlanan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 iizerinde en
etkili bulunmustur. Escherichia coli NRRL B-3008, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Salmonella typhimurium ATCC 13311, Serratia marcescens NRRL B-2544, Klebsiella
pneumoniae NCTC 9633 suslarina ise gesitli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstreler
standart olarak kullanilan maddelerden 62.5, 93.75, 250, 1000 ve 2000 kat daha diisiik
etkili oldugu tespit edilmistir. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susuna ise her iki
bitkinin metanol ekstreleri etkili olarak bulunmustur. Fakat pozitif kontrol olarak

kullanilan maddelere gore ekstrelerin etkinligi diisiik seviyede kalmaistir.
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5. SONUC

Gergeklestirdigimiz bu ¢alisma kapsaminda yaptigimiz aragtirmalar ve deneyler
sonucunda S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinden elde
edilen ekstrelerin igerikleri sebebiyle farmakolojik etkinliklere sahip oldugu
gozlemlenilmistir. Bu farmakolojik etkinliklere binaen S. montana subsp. montana ve S.
montana subsp. remota bitkilerinin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi tespit
edilmistir.

Bitkilerin {ilkemizde yetisebilen bitkiler olmasi ve bitkilerin tohumlarmin
kolaylikla bulunabilecek olmasi arastirmada biiyilk bir 6nem teskil etmektedir. S.
montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinden elde edilen
ekstrelerin cesitli farmakolojik 6zelliklerinin aydinlatilmasi ve tibbi bir dneme sahip
olmasi bitkiyi diger tedavi edici 6zelligi olmayan bitkilerden ayrimi konusunda 6zel bir
onem teskil etmektedir. Ulkemizde dogal olarak ormanlik alanlarda(hattayol kenarlarinda
bile) yetisen S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinden
metanol ¢oziictisiit kullanarak elde ettigimiz ekstreler iizerinde gergeklestirdigimiz
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite sonucunda bitkilerin tedavi edici ozellikte
olabilecegi, bazi1 hastaliklarin tedavisine yardimci olarak eklenebilecegini ve bazi
hastaliklardan da korunma amaciyla kullanilabileceginin miimkiin olabilecegi tespit
edilmistir.

S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinin su
distilasyonu sonucunda elde ettigimiz ugucu yaglarinin bilesenlerini inceledigimizde bir
cok aktif fitokimyasal bilesen oldugu ve bu bilesiklerin izole edildigi takdirde ¢esitli
hastaliklardan korunma ve hastaliklarin tedavisinde yardimci olarak kullanilabilecegini
diisinmekteyiz. Lamiaceae familyasindaki Sideritis tiirlerine ait diger bitkiler gibi S.
montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinin de antioksidan 6zelligi
yiksek olmasindan dolayr oksidatif strese bagli hastaliklarin tedavisinde, kanser
tedavisinde (antiproliferatif ~6zelliginden dolayr) ve Alzheimer tedavisinde
kullanilabilecegi diisiinmekteyiz.

Bu ¢alismanin sonuglarinin ileride S. montana subsp. montana ve S. montana
subsp. remota bitkilerinden izole edilen maddeler iizerinde yapilan ¢alismalara ve izole
edilecek aktif fitokimyasal bilesenlerin etkilerinin arastirilacagi ¢calismalara da referans

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. TARTISMA

6.1. Antioksidan Aktivite Tayinleri

S. montana subsp. montana ve S.montana subsp. remota bitkilerinin metanol
ekstreleri hazirlanmistir. Sideritis montana subsp. montana’nin metanol ekstresinin
verimi %20,38 olarak hesaplanmis olup Sideritis montana subsp remota’nin metanol

ekstresinin verimi ise %3.86 olarak hesaplanmistir.

Toplam Fenolik madde miktar1 tayini sonuglari incelendiginde Sideritis montana
subsp. montana bitkisinin metanol ekstresinin daha ¢ok fenolik madde igerdigi
goriilmekte olup bu tiirlin metanol ekstresinin total fenolik bilesik miktar1 145,94mg
GAE/gram olarak hesaplanmustir. Ikinci en yiiksek fenolik madde igerigi Sideritis
montana subsp. remota bitkisinin infiizyon ekstresinde goriilmiistir. Bu infiizyon

ekstresinde fenolik madde miktar1 73,11 GAE/gram ekstre olarak hesaplanmistir.

Gergeklestirilen DPPH" radikal siipiiriicii aktivite tespiti deneyinin sonuglarina
gore Sideritis montana subsp. montana bitkisinin metanol ekstresinin ICso degeri 0,29
mg/mL olarak hesaplanmigtir ve en diisiik olarak belirlenmistir. Sideritis montana subsp.
remota bitkisinin metanol ekstresinin 1Cso degeri 0,11mg/mL olarak hesaplanmis olup
calislan ekstreler arasinda radikal siipiirme aktivitesi olarak en etkili olarak bulunmustur.
Deney ¢alismasi gergeklestirilen 4 ekstrede gallik asit ile karsilastirilamayacak seviyede

diisiik radikal siiptirme etkisi gostermistir.

Ekstrelerin Troloks’a esdeger olarak sergiledikleri Antioksidan Kapasite (TEAC)
miktarlar1; ekstrelerin 10 mg/mL konsantrasyonunda ABTS™ radikalini siipiiriicii
etkilerini gostermeye baglamislardir. Sideritis montana subsp. montana bitkisinin
metanol ekstresinin disindaki diger 3 ekstre etkililik agisindan birbirlerine benzer etki
gostermis olup gore Sideritis montana subsp. montana bitkisinin metanol ekstresi bu

diger 3 ekstreden daha diisiik etki gostermistir.

Korhan Dedeoglu’nun 2017°de Sideritis montana subsp. bitkisinin metanollii
Oziitlintlin lizerinde gergeklestirdigi calismada toplam fenolik madde miktar1 182.06
mg/GAE bulunmustur. Elde edilen bu sonug bizim ¢alismamizdaki sonuca benzerlik

gostermistir.
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[rfan Emre ve ark. 2011°de McFarland standardina gore Sideritis montana subsp.
montana ekstresi iizerinde antimikrobiyal aktivite tayini gerceklestirmistir. Bitki

Streptomisin antibiyotigine gore ¢ok diisiik antimikrobiyal etki gstermistir.

Sideritis montana subsp. montana ekstresinden izole edilmis maddelerden biri
olan hipolaetin ile gerceklestirilen bir ¢galismada hipolatine maruz kalan farelerin mukus
tiretimini artirdig1 ve boylece mide pH’ni1 yiikseltmesiyle beraber peptik gastriti azaltarak
gastrik lezyonu ve gastrik iilseri azalttigi gézlemlenilmistir. Sideritis montana subsp.
montana ekstresinden izole edilmis maddelerden olan hipolaetin ve izoskutellarin
maddeleri karsilastirildiginda hipolaetin tiirevleri izoskutellarein tiirevlerinden daha aktif
bulunmustur. Hipolaetin iizerinde yapilan bir bagka calismada ise hipolaetinin stimule
edilmis fare peritoneal l6kositlerinde lizerinde 5-lipoksijenaz yolagi iizerinden eikonozoit

tiretimini inhibe edip antienflamatuvar aktivite gosterdigi tespit edilmistir. (Alan, 2009)

Ghitu ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptig1 ¢alismada yapmis oldugu ¢alismada
Apigeninin kanserli hiicrelerde c¢ogalim Onleyici, proapoptotik, kan damarlarinin
biiyiimesini ve yenilerinin olugsmasini baskilayan ve immiin sistem diizenleyici bitkisel
kaynakli bilesik olarak kapsamli bir degerlendirmesini yapmislardir. Bu ¢alismanin
sonucunda belirlenen deneysel kosullarda, Apigenin A375 insan melanom hiicre hattina
kars1 antiproliferatif aktivite, hiicre dongiisiinde bir G2/M tutuklamasi ve laktat
dehidrojenaz salinimimin ortaya ¢ikardigi sitotoksik olarak gosterilmistir. (Ghitu vd.,

2019).

Li ve arkadaslarin1 2020 yilinda diizenledigi bir diger ¢aligmada; sitotoksik etki
gosteren apigeninin akciger kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan Cispilatin ile
birlikte uygulanmistir ve timor o6zellik olan A549, H1299 ve AS549R hiicrelerinde
Olciilmiistiir. Caligmanin sonucunda apigeninin maddesinin kanser kok hiicrelerini
ortadan kaldirabilecegi ve tiimor onleyici bir protein olan p53 ile Cisplatin’in NSCLC’
(kiictik hiicreli dis1 akciger kanseri) deki antitiimor etkilerini artirabilecegi gosterilmistir
(Li vd., 2020).

Izole edilen molekiiller iizerinde yapilan calismalarda, Verbaskozit anti-radikal
aktivitesi klorojenik asit ile karsilastirildiginda daha yiiksektir. Bu durum verbaskozit
molekiiliindeki klorojenik asit molekiiliinde bulunmayan 3,4-dihidroksi feniletil grubu ile

aciklanabilir. 3,4-dihidroksi feniletil grubunun anti-radikal aktiviteye pozitif katki olarak
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etki gosterdigi diisliniilmiistiir. Radikal giderme aktivitesi olarak test edilen molekiiller
icinde en yiiksek olan molekiill bir flavon glikoziti olan Luteolin-7-O-glikozit
molekiiliidiir. Radikal giderme aktivitesi olarak test edilen molekiiller i¢cinde en diisiik
olan molekiil bir flavon allosil glikozit olan 4’-O-metilizoskutellerain-7-O-[6"'-O-asetil-

allosil-(1—2)-glikozit]) molekiiliidiir.

Bu ¢alismada yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak Sideritis montana subsp.
montana bitkisinde izoflavon tipi olarak diisiindiigiimiiz madde tanimlanmustir. izoflavon
tipi maddeler fitoostrojenik 6zelliklidir. Bu sebeple Sideritis montana subsp. montana
bitkisinin ¢ay seklinde demleme olarak kullanilmasini giinliik hayatta kullanilmamasini
onersek de kesin sonug igin birka¢ farkli bolgeden Sideritis montana subsp. montana

bitkisi toplanilip lizerinde gereken analizler yapilmalidir.
6.2. Ucucu Yag Profili

Ugucu yag eldesi sonucunda ise Sideritis montana subsp. montana bitkisinin
ucucu yag verimi %0,32 olarak hesaplanmis olup Sideritis montana subsp. remota bitkisi

i¢in ugucu yag verimi %0,28 olarak hesaplanmistir.

Nese Kirimer ve arkadaslarinin 2000 yilinda yagptigi bir baska ¢alismada bu iki
bitkiye ait ugucu yag verimlerinde benzer yiizdelik oranlarda disiik verimlilik

bulunmustur.

Bitkilerin toprak istii kisimlarindan su distilasyonu islemi sonucunda ugucu
Ozellikli yagda 34 madde tanimlanmistir. Sideritis montana subsp. montana bitkisinin
ugucu yaginda ana bilesik %23.2 a-Pinen’dir. Tespit edilen ikinci en yiiksek miktardaki
madde ise %20.8 oraniyla B-Pinen olmustur. Sideritis montana subsp. remota bitkisinin
ucucu yaginda ise ana bilesik %28.8 1-izobiitil 4-izopropil 3-izopropil -2,2-dimetil
stiksinat’dir. Tespit edilen ikinci en yiiksek miktardaki madde ise %20.9 oraniyla
Bisiklogermakren olmustur. Elde edilmis olan ugucu yagdan izole edilmis bilesikler
kendi aralarinda gruplara ayrildiginda yagm monoterpen hidrokarbonlar, diterpen
hidrokarbonlar,seskiterpen hidrokarbonlar ve diger maddeler olmak {izere 4 sinifta madde
grubu igerdigi sdylenebilir. ayrilabilir. Gruplar kendileri iginde oksijenli tiirevleri olarak
bir alt gruba ayrilabilir. Bu durumdaSideritis montana subsp. montana bitkisinin ugucu
yaginin Monoterpen hidrokarbonlar (%55.5), seskiterpen hidrokarbonlar (%38.2),
diterpenler (%0.3) ve diger (%4.7) madde gruplarini igerdigi goriilmiistiir.

71



Bitkinin ugucu yag profil incelendiginde orani en yiiksek olan grup, monoterpen
hidrokarbon grubudur. Monoterpen hidrokarbonlarin biiyiik bir grubunu a-Pinen, B-Pinen
ve Limonen olusturmaktadir. %38.2 toplam orana sahip seskiterpen hidrokarbonlar i¢inde
ise Germakren D %13,7 ile en ¢ok rastlanan madde olmustur. Diterpen grubu maddeler
%0.3 oran ile ugucu yag icinde en az miktarda bulunan gruptur. Ugucu yag i¢inde
belirlenen tek oksijenli diterpen Manoiloksittir.

Sideritis montana subsp remota bitkisinin ugucu yagmin ise monoterpen
hidrokarbonlar (%2.4), seskiterpen hidrokarbonlar (%62.4), diterpenler (%1.6) ve diger
(%32.1) gruplart igerdigi goriilmustiir.

Bitkinin genel ugucu yaginin profili incelendiginde, seskiterpen hidrokarbonlarin
orani ugucu yag i¢inde baskin olarak bulunmustur. Seskiterpen hidrokarbonlarin biiyiik
bir grubunu Bisiklogermakren ve (Z)- [J-Farnesen olusturmaktadir. %32,1 toplam orana
sahip diger maddeler kismini olusturanlarin iginde ise 1-Izobiitil 4-izopropil 3-izopropil
-2,2-dimetil siiksinat %28.8 ile en ¢ok rastlanan madde olmustur. Sideritis montana
subsp. remota bitkisinin ugucu yagi i¢inde diterpenler ayirdigimiz madde gruplarinin

arasinda en az miktarda bulunan grubu olusturmaktadir.
6.3. Ekstrelerin LC-MS/MS analizleri

Calistigimiz S. montana subsp. montana ve S. montana subsp. remota bitkilerinin
metanollii eksterlerine ve infiizyon ekstrelerine ait LC-MS/MS analizleri anlam kolaylig:
icin biitiinliliigi bozmamak adma ayrintili degerlendirmeler bulgular kisminda

verilmistir
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