m L N
& @i Y\ TURKIYE CUMHURIYETI

88, ° nF2 DICLE UNIVERSITESI
\\—\—_-—-—’/_/' SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
1974

Teucrium parviflorum ve Teucrium polium BITKILERININ
KiMYASAL VE BiYOLOJIK AKTIiVITE YONUNDEN
INCELENMESI

Goncagiil SUVARI
YUKSEK LISANS TEZI

ANALITIK KIMYA ANABILIM DALI
DANISMAN

Dog. Dr. Mehmet BOGA

DIYARBAKIR- 2019



m L N
& @i Y\ TURKIYE CUMHURIYETI

88, ° nF2 DICLE UNIVERSITESI
\\—\—_-—-—’/_/' SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
1974

Teucrium parviflorum ve Teucrium polium BITKILERININ
KiMYASAL VE BiYOLOJIK AKTIiVITE YONUNDEN
INCELENMESI

Goncagiil SUVARI
YUKSEK LISANS TEZI

ANALITIK KIMYA ANABILIM DALI
DANISMAN

Doc. Dr. Mehmet BOGA

DIYARBAKIR- 2019



S T2 TURKIYE CUMHURIYETI “
a=, i (=8 DICLE UNIVERSITESI /
A SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
NJe78 S

ONAY

Dicle Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti Analitik Kimya Anabilim Dali Yiiksek
Lisans Ogrencisi Goncagiill SUVARI'nin hazirladign “Teucrium parviflorum ve
Teucrium polium Bitkilerinin Kimyasal ve Biyolojik Aktivite Yoniinden Incelenmesi”
baslikli tez Dicle Universitesi Lisansiistii Egitim - Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin
ilgili maddeleri uyarinca kapsam ve bilimsel kalite yoniinden degerlendirilerek

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.
Tarih: 11/07/2019

Danigman Dog. Dr. Mchmet BOGA

Jiiri Uyeleri Imza

Jiri Bagkam1 ~ Dog. Dr. M. Hiiseyin ALKAN 71’%1/\/'
Uye Dog. Dr. Nesrin HASIMi MU= UM
Uye Dog. Dr. Mehmet BOGA [ M

Bu tez Dicle Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulu'nun ..../.../20..
tarih ve ..........ccccvveeienennnnen... sayilt karariyla onaylanmustir.

..... vl ssssn

Prof. Dr. Hakxi Murat BILGIN

Dicle Universitesi
Saglik Bilimleri Enstittisti Mudiirii



e TURKIYE CUMHURIYETI
a8, f Nf2 DICLE UNIVERSITESI
\%\\:@z/ SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
1974
BEYAN

Bu tez calismasmnin kendi c¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde
edilmeyen biitlin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmast ve yazimi sirasinda patent ve
telif haklarin1 ihlal edici bir davramisimm olmadigini ve tezimi Dicle Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kilavuzu standartlarina uygun bir sekilde

hazirladigimi beyan ederim.

25/07/2019

Goncagiil SUVARI



TESEKKUR

Bu tez ¢aligmasinda, gece giindiiz ayirt etmeksizin bilgi ve tecriibesiyle yardimci

olan danisman hocam Sayin Dog. Dr. Mehmet BOGA’ya,

Tez bitkilerimi toplamamda destegini esirgemeyen ve teshisini yapan Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali Dr. Ogretim

Uyesi Yeter YESIL’e,

GC-MS analizleri icin Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
ogretim iiyesi Dog. Dr. Gokhan ZENGIN’e,

LC-MS/MS analizleri icin Istanbul Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ahmet Ceyhan GOREN’e,

Laboratuvar calismalarinda yardimlarini  esirgemeyen Dicle Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi 6grencilerinden Muhammed TUNEG’e ve kadim dostum Irmak

TANAMAN’a,
Tez yazim agamasinda destegini esirgemeyen can dostum Aliye BULUT a,

Beni yetistiren ve bugiine gelmemde tarifsiz emegi olan canim anneme ve

babama ve kardeslerime,
Ve her daim yanimda olan sevgili esim Cevahir SUVARTI’ye,
Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez, Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanlig

tarafindan ECZACILIK.19.003 numarali proje ile desteklenmistir.

Goncagiil SUVARI



ICINDEKILER

ONAY Error! Bookmark not defined.
BEYAN iv
TESEKKUR i
ICINDEKILER cacucceuerstesesssesessssssssesessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssesssans ii
KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI v
SEKILLER LISTESI vii
RESIMLER LISTESI viii
TABLOLAR LISTESI ix
1.1. OZET 1
1.2. ABSTRACT .3
2. GIRIS ve AMAC 5
3.  GENEL BILGILER 8
3.1, Botanik Bil@Iler .......ooiiiiiiiiiiiiii ettt 8
3.1.1. Lamiaceae familyast ........cccoocoiriiiiriiiieeeee e 8
31,2, TOUCTIUM CINS1cceeiii s 8
3.1.3. Teucrium PArviflOTUNL..............cooeeeieieieieieeeeee e 9
3.1.4. TeUCTIUNL POLIUML ... s 10
3.2. Teucrium Tirlerinin Halk Arasinda Kullantlist ..........cccccooeeiiiiiiiiiiiieennnenen. 12
3.3. Teucrium Tiirleri ile Yapilan Kimyasal Calismalar ............cccccceevevevnniennnneen. 14
3.4. Teucrium Tiirleri ile Yapilan Aktivite Calismalart ..........cceeveveeniiiencieennnnn. 18
3.5. Sekonder Metabolitler ............oocuiiieeiiiiiieciiiee e 22
3510 TOIPENUET ...t 23
3.5.2. Fenolik bilesikler ve flavonoidler .............ccooooivoiiiioiiciceeceeeeee 25

11



3.6. Serbest RAIKALIET.......ccoovvueeieiiiiieiieeeeee ettt eeeetaaree e e e aeeens 30

3.7. ANtioKSIAAn SISTEIM...c..eiiiiiiiiiiieiie ettt 32
3.7.1. Antioksidanlarin siniflandirtlmast. ..o 33
3.7.2. Antioksidan aktivite tayin yOntemleri...........cocooevivririnieiiinieeee e 35
3.8. Alzheimer Hastal1i@1........cooouiiiiiiieiieeiie e 38
3.8.1. Kolinesteraz inhibitorlerinin Alzheimer hastaligindaki mekanizmast .......... 39
4. GEREC VE YONTEM ..cuceeererecrensrsssssnssessssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssns 41
4.1. Calismanin YapildiZl Yer......ccoooiiiiiiiiiiiiiiieieeeee et 41
4.2. Bitkisel Materyaller..........coooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 41
4.3. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve COzeltiler ...........ccovvviivniiiniieiniiiiniieene, 41
4.4. Cihazlar ve Diger GereCler.......coviviiiiiieniiieiieiiieeie ettt 42
4.5. Ekstrelerin HazirlaniSi............oooooiuiiiiieiiiieieceee e 42
4.6. UGUCU YaZ EldEST..c..eeruiiiiriiiiiiieiienieeieeeeeeseetcee et 43
4.7. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoid Igeriklerinin Belirlenmesi............ 43
4.7.1. Toplam fenolik iceriklerinin belirlenmesi ...........c.cooeveriniininiinince 43
4.7.2. Toplam flavonoid iceriklerinin belirlenmesi.............cccocoiniiiniininicnnee, 44
4.8. Antioksidan Tayin YONTEmMIEIT.....ccccocvieviiiriiiiiiiiieeiieeeceeceee e 45
4.8.1. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi............ 45
4.8.2. ABTS katyon radikali giderim aKivItes ........couvvuvieriiriiniininirnsseseeeeseieene 45
4.8.3. Metal baglama aKtiVIteST ..ot sseee 46
4.8.4. CUPRAC YONIEIMI ...ttt 46
4.9. Antikolinesteraz Aktivite Tayln YONIEMI .....cocvevvieiiienieniiienieeieenieeieeneens 47
4.9.1. EIIMan MELOAU...........coviuiiriiieieisese e 47
4.10. Istatistik HeSaplamalar ................cccooveuevreeverereereeesieseseeseesse s senes 48
4.11. Kromatografik YONtemIer ..........ccccceviieiiiniiiiiiiiiieieneeeceie e 48
4.11.1. Gaz kromatografisi-Kiitle spektroskopisi (GC-MS) sartlari.......................... 48
4.11.2.S1v1 kromatografisi-Sirali kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS) sartlari......... 49

11



5. BULGULAR 50

5.1. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktarlart..........ccccceeeeuveeecieenieeennnenn. 50
5.2. T. parviflorum ve T. polium Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin Antioksidan
AKLIVIEE SONUGIATT ...eieiiiiiiiiicciiecc e e ere e e eave e e earee s 51
5.2.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi SONUGIATT .........cocooevveierieieirieiann. 51
5.2.2. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi SONUGIart..........cccoocvvvrrriinrirrinrenenn. 52
5.2.3. Metal baglama aktivitesi yontemi ile antioksidan aktivite sonuglari............. 54
5.2.4. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite sonuglart...........cccoccooevieiiieiininnnes 54

5.3. T. parviflorum ve T. polium Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin
Antikolinesteraz AKtivite SONUGIATT........cccuveeiiiieiiieeieeeee e 55

5.4. T. parviflorum ve T. polium Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin Kimyasal

TQOITKICTT ..t 56
5.4.1. T. parviflorum ve T. polium bitki tiirlerinin GC-MS ile analizi....................... 56
5.4.1. T. parviflorum ve T. polium bitki tiirlerinin LC-MS/MS ile analizi .............. 59
6. TARTISMA 70
7. SONUCQ wereeceeesaecsnesncssnsssnssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 76
8. KAYNAKLAR 78
9. OZGECMIS uueueerrerererereersssssesesessssssesesessssssssssesesssssssssssssssssssssssssassssssssssssssness 99
10. TEZ SAVUNABILIRLIK VE ORJINALLIK BEYAN FORMU ......covvuueeee 100

iv



AP
ABTS
ACh
AChE
AH
APP
BChE
BHA
BHT
Co A
CUPRAC
DAD
DNA
DPPH
DTNB
FDA
FRAP
GC
GC-MS
GP
GST
HAT
HO’
H>O»
HPLC
KAT
NDGA
NFY
NMDA
10,

KISALTMALAR VE SIMGELER LIiSTESI

: Amiloid beta

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

: Asetilkolinesteraz

: Alzheimer hastalig1

: Amiloit prekiirsor protein

: Butirilkolinesteraz

: Biitillenmishidroksi anisol

: Biitillenmishidroksi toluen

: Koenzim A

: Bakir (I) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
: Diode-Array-Detektorii

: Deoksiribo niikleik asit

: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

: 5,5-Ditiyobis(2-nitro benzoik asit)

: Amerikan Gida ve Ilag Cemiyeti

: Demir (II) indirgeme antioksidan giicii
: Gaz kromatografisi

: Gaz kromatografisi kiitle spektroskopisi
: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon S-transferaz

: Hidrojen atom transferi

: Hidroksil radikali

: Hidrojen peroksit

: Yiiksek basingli s1vi kromatografisi

: Katalaz

: Nordihidroguayaretik asit

: Norofibriler yumak

: N-metil-D-aspartat

: Singlet oksijen



0.~ : Siiperoksit anyon

OH’ : Hidroksil radikali

OHCI' : Hidroklorik asit

ONOO : Peroksinitrit

ORAC : Oksijen radikalini absorplama kapasitesi
RNT : Reaktif azot tiirleri

RO’ : Alkoksi radikali

ROO’ : Peroksi radikali

ROT : Reaktif oksijen tiirleri

RSC : Radikal siipiirme kapasitesi

SET : Tek elektron transferi

SOD : Stiperoksit dismutaz

TBHQ : t-Biitilhidrokinon

TEAC : Troloks esdegeri antioksidan kapasite
TOC : a —Tokoferol

TRAP : Toplam radikal tutma parametresi
Uuv : Ultraviyole

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

vi



SEKILLER LISTESI

Sekil 1: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin Turkiye’de yetistigi yerler ........... 12
Sekil 2: Sekonder metabolitlerin olusumU ...........cccoveeieeiiiiiicee e, 23
Sekil 3: 1Zopren MOLEKHI ...........ooveveveeeeeeeeeeeeeee e 24
Sekil 4: Backbone veya Friedo diizenlemesi .........cccccoeeveevieeiiienieeniienieeieeeieeieene 25
Sekil 5: Fenoliklerin biyosentetik YOIlart ........cccccvveriiiieriiieeiiieeciie e 27
Sekil 6: Fenolik asitlerin kimyasal gruplart ..........cccccoveeeiiieeriiieeniieeieeeeeeeeeeeen 28
Sekil 7: Flavonoid 1SKeIEtIET ........c.ueieviiiiiiieciieccee et 29
Sekil 8: En ¢ok kullanilan radikal uzaklastirici deneylerde yer alan kimyasal
TEAKSTYOMNIAL ...eeiiiiiiiiiiiiiieeite ettt 37
Sekil 9: Pirokatekollin S1¢l Grafigi .......coceeevuiiiieiiiiiiieiee e 43
Sekil 10: Kersetinin Olgll @rafifi .......cccueeriieeiiiiieiiieieeiiee e 44

Sekil 11: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin DPPH
serbest radikali giderim aktivitelers ..........ooooeeriiiiiiiiiiiiiinice 52

Sekil 12: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin ABTS
katyon radikali giderim aktiviteleri........cccocveerriiieriiiieniiieeieeeeeeeeeee e 53

Sekil 13: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin CUPRAC

yontemi ile antioksidan aKtiviteler.........cooveviieiiiiiiiiiiinieieeeeeeee 55
Sekil 14: T. polium bitkisinden hazirlanan ugucu yagin GC-MS kromatogrami....... 58
Sekil 15: T. parviflorum bitkisinden hazirlanan ucucu yagin GC-MS kromatogrami58
Sekil 16: T. polium toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-1................. 62
Sekil 17: T. polium toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-2................. 63
Sekil 18: T. polium toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-3................. 64
Sekil 19: T. polium toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-4................. 65
Sekil 20: T. polium kok ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-1...........cccceeeuveennenn. 66
Sekil 21: T. polium kok ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-2...........c.ccceceevuenne. 67
Sekil 22: T. parviflorum toprak {iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-1......... 68
Sekil 23: T. parviflorum toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-2......... 69

vil



Resim 1: T. parviflorum

Resim 2: T. polium ......

RESIMLER LiSTESI

viil



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1: Teucrium tiirlerinde saptanan ana kimyasal bilesikler......................... 14

Tablo 2: T. polium’un biyolojik aktiviteleri ve farkli caligmalara gore tibbi 6zellikleri

...19
Tablo 3: Terpenlerin smiflandirilmast .............coooiiiiiiiiii e, 24
Tablo 4: Fenolik bilesikler ve yaygin ornekleri ....................oooiiiiiiis. 26
Tablo 5: ROT ve RNT SrnekIeri ......oo.ooniiiiiiii e 31
Tablo 6: Serbest radikal reaksiyonlart ................ooiiiiiiiiiiiiiiii 31
Tablo 7: LC-MS/MS galisma sartlart ...............ooiiiiiiiiii i iieieaas 49
Tablo 8: Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar1 ................... 51
Tablo 9: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin DPPH
serbest radikali giderim aktiviteleri ..............coooviiiiiiiiiiiiii, 52
Tablo 10: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin ABTS
katyon radikali giderim aktiviteleri ... 53
Tablo 11: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin metal
baglama aktivitest ......o.veutiitiit it 54
Tablo 12: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin
antikolinesteraz aktivite sonuglart ... 55

Tablo 13: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ugucu yaglarin GC-
MS analiz SONUCU ......ouiitiit e 56

Tablo 14: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ugucu yaglarin GC-
MS analizi sonucu saptanan bilesiklerin siniflandirilmasi ve karisimdaki %

1001120714 ) y RO 59

X






Teucrium parviflorum ve Teucrium polium BitKilerinin Kimyasal ve

Biyolojik Aktivite Yoniinden Incelenmesi

Ogrencinin Adi1 ve Soyadi: Goncagiil SUVARI
Damismani: Do¢. Dr. Mehmet BOGA
Anabilim Dali: Analitik Kimya Anabilim Dah

1.1.0ZET

Amac: Literatiirde antioksidan Ozelliklerine atifta bulunulan Lamiaceae familyasi
uyeleri T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol ekstrelerinin toplam fenolik ve
flavonoid miktarlar1 ile antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri, GC-MS ile ugucu
yaglariin igerikleri ve LC-MS/MS ile kimyasal iceriklerinin belirlenmesi amaglandi.
Gerec¢ ve Yontem: 7. parviflorum’un toprak Ustli, 7. polium’un kok ve toprak tstii
kisimlarinin etanol ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 belirlendi.
DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon radikali giderimi, metal baglama ve
CUPRAC yontemleri ile antioksidan aktiviteleri ve Ellman metoduyla
antikolinesteraz aktiviteleri belirlendi. LC-MS/MS ile fenolik bilesik icerikleri
belirlendi. Ayrica Clavenger aparatiyla elde edilen ugucu yaglarin GC-MS ile analizi
yapildi.

Bulgular: 7. polium koklerinin etanol ekstresinin toplam fenolik ve flavonoid
iceriginin en yiiksek degere sahip oldugu bulundu. Ekstrelerden higbiri metal
baglama ve asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi gostermedi. 7. polium’un kok ve
toprak {lstii ekstrelerinin, tiim yontemlerde 7. parviflorum ekstresinden daha iyi
antioksidan potansiyelinin oldugu belirlendi. 7. polium kok ekstresinin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesinde standart olarak kullanilan BHT den ve ABTS katyon
radikal giderim aktivitesinde standart olarak kullanilan BHA’dan daha iyi aktivite
gosterdigi belirlendi. GC-MS analizinde T. parviflorum’un major bileseni germakren
D (%32,7), T. polium’un (Z)-B-farnesen (%28,9) olarak saptandi. LC-MS/MS
analizinde T. polium’un toprak {iistii ve kok ekstrelerindeki major bilesenler sirasiyla;
naringenin (16327 ng/g ekstre) ve (-)-epigallokatesin gallat (3694 ug/g ekstre), T.
parviflorum’un hesperidin (5687 ug/g ekstre) olarak tespit edildi.



Sonu¢: 7. polium’un yliksek fenolik igeriginden kaynakli yiiksek antioksidan
potansiyele sahip oldugu soOylenebilir. 7. parviflorum bitkisinin antikolinesteraz

aktivitesi ve LC-MS/MS ile kimyasal igerigi ilk kez bu tezde ¢alisildi.

Anahtar Kkelimeler: Teucrium parviflorum, Teucrium polium, Antioksidan,

Antialzheimer, GC-MS



Investigation Teucrium parviflorum and Teucrium polium Plants in Terms of

Chemical and Biological Activity

1.2. ABSTRACT

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

Aim: It was aimed to determine that the total phenolic and flavonoid amounts and
antioxidant-anticholinesterase activities of the ethanol extracts of T. parviflorum and
T. polium plants that are cited as their antioxidant activity in the literature, also
phenolic contents were studied with LC-MS/MS, and volatile oil contents were

studied with GC-MS.

Material and Method: Root and aerial parts of 7. parviflorum and T. polium were
extracted by ethanol and, total phenolic and flavonoid amounts of these extracts were
detected. Antioxidant activities were determined by DPPH, ABTS, metal binding and
CUPRAC methods. Also, anticholinesterase activities were determined via Ellman
method. Volatile oils obtained by Clavenger method were analyzed by GC-MS. In

addition, phenolic compound contents were obtained with LC-MS/MS.

Results: 7. polium roots were found that they include the highest amounts of total
phenolic and flavonoid contents. None of the extracts have demonstrated the metal
binding and acetylcholinesterase inhibition activity. Activities of root and aerial parts
extracts of 7. polium have shown better antioxidant potential than 7. parviflorum for
all methods. Also, it was determined that root extracts of 7. polium shows better
activity than BHT used as standard for DPPH; and than BHA compound which are
used as standard for ABTS methods. Major compounds of volatile oil contents
obtained by GC-MS analysis were gained as germakren D (32.7%) for T.
parviflorum; and (Z)-B-farnesen (28.9%) for T. polium. Also major compounds of
phenolic contents obtained by LC-MS/MS analysis were gained as naringenin

(16327 pg/g extract) for 7. polium aerial parts, (-)-epigallocatechin gallate (3694



ng/g extract) for 7. polium roots, and hesperidin (5687 pg/g extract) for T.

parviflorum aerial parts.
Conclusion: 7. polium might be considered as having high antioxidant potential due
to its phenolic content. Chemical contents with LC-MS/MS and anticholinesterase

activity of T. parviflorum plant was studied for the first time.

Keywords: Teucrium parviflorum, Teucrium polium, Antioxidant, Antialzheimer,
GC-MS



2. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan, insanlarin ortalama %80’inin saglik
alanindaki ilk ihtiyaglarini geleneksel ilaglar ile karsiladiklar1 ve bu tedavilerin
cogunun da bitki ekstreleri ile etkin maddelerinden olustugu tahmin edilmektedir (1).
T1bbi bitkilerin iyilestirici 6zellikleri fenolik iceriklerine, en ¢ok da flavonoidler ile

fenolik asitlere baglanmaktadir (2).

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

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

oksidanlar tarafina kayar ve oksidatif stres gelisir (7).

Uzun yillardir sentetik antioksidanlar olarak biitillenmis hidroksi toluen (BHT)
ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA), gidalarin besin degerini kaybetmesini
engellemek ve raf Omriinli uzatmak amaciyla gida ireticileri tarafindan
kullanilmislardir. Ancak bilim insanlar1 tarafindan yapilan ¢alismalarda bu sentetik
antioksidanlarin kanserojen olduklar: bildirilmistir (8). Bu sebeple, insan sagligini

tehdit eden sentetik antioksidanlarin yerine bitkisel materyallerin kullanimi diinya



capinda biiyiik bir ilgi gérmiistiir. Sifal1 bitki arastirmalarina olan bu ilgi, geleneksel

terapotik potansiyeli olan bitkisel iiriinler tizerine odaklanmistir (9).

Geleneksel tipta, bircok farmakolojik aktivite Teucrium cinsinin antioksidan,
antispazmodik, antihelmintik, antiromatoik, diiiretik, antidiyabetik ve antikanser

etkilerine atfedilmistir (10).

Glinlimiizde, yasam standartlarinin iyilesmesi ve yasam siiresinin uzamastyla
beraber diinyanin yash niifusu da artmaktadir. Ileri yas demans hastalig1i olan
Alzheimer hastaliginin (AH) da goriilme siklig1 artan yasam siiresiyle birlikte artis
gostermektedir. 2016 yilinda yayimnlanan Diinya Alzheimer Raporu’nda, su anda
demansla yasayan yaklasik 47 milyon kisi sayisinin 2050 yilinda 131 milyon olacag:
bildirilmistir (11).

Bilissel ve islevsel olarak ilerleyici seyreden kotillesme ve hafiza ile diger
entellektiiel faaliyetlerde bozulmayla karakterize olan AH norodejeneratif bir
hastaliktir. AH’nin en 6nemli ayirici ozellikleri; neokortikal bdlgede noronlar
arasinda beta amiloid plaklarinin birikimi, néron iginde fibriller yumaklarin varlig
ve sinaptik iletinin bozulmasidir. Beta amiloid, amiloid prekiirsor proteinin
proteolitik islemlenmesi sonucu olusan bir peptiddir ve AH’de beta amiloid peptidler
birikerek, suda ¢oziinmeyen sert plaklar olustururlar. Norofibriller yumaklarin iginde
yer alan tau proteini mikrotiibiille iliskili olup, AH’de hiperfosforile durumdadir

(12).

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

(13).



Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, Teucrium parviflorum bitkisinin toprak iistii
kisimlar ile Teucrium polium bitkisinin toprak iistii ve kok kisimlarinin etanol
ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoid miktarlari, DPPH serbest radikal giderimi,
ABTS katyon radikali giderimi, metal baglama aktivitesi ve CUPRAC yontemleri ile
antioksidan aktiviteleri, asetilkolineteraz ve biitirilkolineteraz inhibisyonu ile

antialzheimer aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Ayrica LC-MS/MS ile etanol ekstrelerin fenolik asitlerinin ve diger bulunmasi
olas1 fenolik bilesiklerinin analizi ve Clevenger aparatiyla elde edilen ugucu yaglarin
iceriginin GC-MS ile analizi amaclanmistir. Ayrica 7. parviflorum bitkisinin

antikolinesteraz aktivitesi ve LC-MS/MS ile kimyasal icerigi ilk kez ¢alisildi.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Botanik Bilgiler

3.1.1. Lamiaceae familyasi

1789 yilinda De Jussieu tarafindan Labiatae olarak adlandirilan familyanin

ismini 1836°da Lindley Lamiaceae olarak degistirmistir (14).

Tzima ve ark. 2018 yilinda yaymnladiklar1 ¢aligmada, Lamiaceae familyasinin
yaklagik olarak 236 cins ve 6900 ile 7200 arasinda tiir barindirdigini bildirmislerdir
(18). Bu aileye ait tibbi bitkiler, ¢esitli hayvan ve insan hastaliklarinin tedavisinde
antibakteriyel, antioksidan, antitiimoral, antifungal, analjezik ve bocek Oldiiriici
olarak uzun yillardir kullanilmaktadir. Lamiaceae familyasinin iyi bilinen cinsleri
Lamium, Teucrium, Stachys, Marrubium, Satureja, Salvia, Ajuga, Phlomis ve
Origanum’dur. Bu familyadaki en biiylik cins yaklasik 1000 tiiri mevcut olan

Salvia'dir (16).

Lamiaceae familyasinda; govde dort koseli olup yapraklar genellikle basit
dizilislidir. Cicekler her nodusta vertisillastrum durumunda, zigomorf ve bilabiattir.
Ciceklerde kaliks bes loblu, genellikle bilabiattir; korolla bilabiattir fakat bazen iist
dudak eksik olabilir. ki stamen bulunabilecegi gibi ¢ogu zaman dort tanedir,

flamentler esit boydadir ve genellikle didinamdir (17).

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

bitki tiir ve ¢esitliligi acisindan en zengin tigiincii familyasidir (18-20).

3.1.2. Teucrium cinsi

Polimorfik ve kozmopolit olan Teucrium cinsi yaklasik 290 tiirden (380 takson)

olusur. Teucrium Avrupa, Asya, Amerika ve Avustralya'da yaygin olarak dagilim



gosterir, ana dagilim alan1 tim taksonlarin yaklagik %96'sin1 igeren Akdeniz
bolgesidir (20).

Teucrium tiirleri, tiim diinyada kaliks sekilleri ve ¢iceklenme yapilar1 agisindan
10 seksiyona ayrilmistir. Bunlar; Teucriopsis Benth., Teucrium, Chamaedrys Miller
Schreber, Polium Miller Schreber, izotriodon Boissier, Pycnobotrys Bentham,
Scorodonia (Hill) Schreber, Stachyobotrys Bentham, Scordium Reichenbach ve
Spinularia Boissier’dir. Teucriopsis ve Pycnobotrys seksiyonlar1 Tiirkiye'de
bulunmamaktadir. Teucrium cinsinin 18’1 endemik olmak tizere 49 taksonu (36 tiir)
Tiirkiye'de dogal olarak yetismektedir (21).

Polium Bentham seksiyonunun {iyesi olan Teucrium polium, Teucrium
multicaule Montbret Et Aucher Ex Bentham, Teucrium parviflorum Schreber ve
Teucrium chamaedrys tirleri Tiirkiye’de olduk¢a genis bir cografik yayilima
sahiplerdir (22).

Teucrium cinsi bitkileri; ¢alimsi, yar1 ¢alimsi ve c¢ok yillik bitkiler olup,
yapraklar karsilikli, sapsiz veya sapli, basit, kenarlar1 diiz, disli veya lobludur. Cicek
diizenleri basitten birlesige kadar ¢esitlidir. Canak yapraklar 1sinsaldan 2 dudakliya,
tiipsii, cans1 ya da tiipsii-gansi, 5 loblu, ¢cogunlukla 10 damarda bariz belli ya da
bazen ana damarlar daha belirgin, loblar ayni veya biri diger 4’iinden farkli ya da
degisik tiirlerde degisik loblar farklilik gostermekle birlikte ¢anak yaprak tiipt alt
tabanda siskin veya olmayabilir. Ta¢ yapraklar ¢ok farkli renklerde genellikle bir
dudaklidir. Erkek organ 2’si kisa 2’si uzun 4 adet, filamentler diiz veya kivrimh ve
anter kabuklar1 birbirinden ayrilmis sekildedir. Polen kapakc¢ikli, dis kisimda
genellikle sigilimsidir. Disi organ 2 odacikli ve 4 lobludur. Genellikle endosperm

mevcuttur (17).

3.1.3. Teucrium parviflorum

Teucrium parviflorum, bos araziler, tarla kenarlar1 ve nadas arazilerde dogal
olarak bulunur. Tiirkiye’de en ¢ok I¢ Anadolu Bélgesinde yayilis gosterir.
Ciceklenme donemi Mayis-Agustos aylaridir (17).



Resim 1: 7. parviflorum (Orijinal; Hasankeyf/Batman, 2018)

T. parviflorum bariz rizomlu, tabanda odunsu ¢ok yilliktir. Govdesi bariz dort
koselidir.  Yapraklart kalpsi ya da yumurtamsi, alttakiler hafif yuvarlagimsi
cogunlukla 3 parcalidir. Braktesi de genellikle 3 parcalidir. Cigek diizeni birlesik
salkim seklinde, cigcek saplart bariz kaliks ve braketlerden uzun, yesilimsi mavimsi
renktedir. Kaliks ¢an seklinde, bariz 10 damarli, disler birbirine hemen hemen esit,
dar tiggenimsi ya da mizragimsi, ugta sivrimsi, digler yarisindan iistte ya da tamamen
mavimsi-morumsudur. Korolla altta kamburlu, daha ¢ok mavimsi ya da mavi-mor,
korolla tiipti loblar1 yuvarlagimsidir. Stamen, korolla tiiplinii ¢ok az ge¢mis, kisa
olanlar 3-3,5 mm, uzun olanlar 4 mm, 1-2 hiicreli ortli tiiylii ve 1 sap hiicreli salgi

tiiylii, sapl salgililar listte daha yogun ve tabanda yogun ortii tiyliidiir (17).

3.1.4. Teucrium polium

Halk arasinda “Taskekigi, Aciyavsan, Meryem otu, Oglan otu, Sanci otu,
Kurtluca, Yer ¢am1” isimleri ile bilinen Teucrium polium, Akdeniz'in kayalik ve
kumlu bolgelerinde, Avrupa'nin farkl bélgelerinde, Afrika'nin kuzeyi ve Glineybati
Asya bolgelerinde dagilim gostermekle birlikte iilkemizde de biitiin bolgelerde dogal
olarak yetismektedir. Calilik ve makiliklerde, bozkirlarda, tarlalarda, su kiyilarinda,

kayaliklarda ve kurak yamaclarda yayilis gostermektedir (23, 24).
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Resim 2: 7. polium (Orijinal; Maden/Elaz1g, 2018)

Cok wyillik olan bitkinin govdesi, 10-40 cm’ye kadar boylanabilen, toprak
tizerinde yatik veya dik, beyaz veya gri renkli ve tiiylii yapidadir. Yapraklar
dikdortgensi, dar ters yumurtamsi sekilde, kenarlar1 uca dogru disli ve ice dogru
kivriktir. Cigekler ¢ok kisa saplidir. Cigek yapraklari dogrusal sekilde, ¢entikli veya
biitlindiir. Ta¢ yapraklar beyazimsidir ve tohumlar 2 mm boyutundadir. Haziran-
Eyliil aylarinda ¢iceklenir. Bitkinin gorsel karakteristigini, ¢i¢eklerinden ¢ok tiiylii
govdesi ve yapraklarinin yapisi olusturmaktadir (25).
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© Teucrium parviflorum
@ Teucrium polium

Sekil 1: 7. parviflorum ve T. polium bitkilerinin Tirkiye’de yetistigi yerler
(http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php, Erisim tarihi: 15 Mayis 2019)

3.2. Teucrium Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanihisi

Teucrium tiirleri, 2000 yildan daha fazla siiredir diiiretik, terletici, antiseptik ve
antipiretik maddeler olarak kullanilmistir. Bazi tiirlerin anti-feedant aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir (26). Yemeni halk tibbinda antispazmodik ve bdcek kovucu
madde olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (27). Teucrium tiirleri tonik, terletici
ve istah agici olarak, antispazmodik, idrar soktiiriicii, antidiyabetik, antiseptik,
antiromatoid, antihelmintik, antiflojistik, karminatif ve tatlandirici ajanlar olarak
Tiirk halk tibbinda kullanilmistir (28, 29).

T. polium geleneksel olarak; antispazmodik, antidiyareik ve antiiilseratif etkileri
ile gastrointestinal bozukluklar, inflamasyon, egzama, idrar yolu enfeksiyonu,
diyabet ve romatizmal hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir.
Etnobotanik olarak, genellikle ¢ay ve toniklerin hazirlanmasinda ve ayrica bir
baharat bitkisi olarak kullanilir. Bu bitki temel olarak halk hekimliginde zihinsel
performansi iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir (30, 31). Tiirkiye’de cografik yayilimi
genis olan 7. polium’un anti-romatizmal, zayiflatici, tansiyon diisiiriicii gibi birgok
tibbi etkiye sahip oldugu (32), yapraklar ¢ig olarak ¢ignendiginde agrilar1, 6zellikle

de karin agrisini1 kisa siirede kestigi ayrica bu bitkilerin serbest radikal giderici ve
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bitki ekstrelerinin de dogal antioksidan olarak kullanilabilecegi ortaya konulmustur

(33).

T. chamaedrys, Balkan Ulkeleri’nde geleneksel olarak cilt iltihaplarinin, acik
yaralarin, eklem agrisinin, karaciger hastaliklariin tedavisinde ve idrar soktiiriicii
olarak kullanilir (34). Ayrica geleneksel Ingiliz tibbinda, romatizma ve gut
tedavisinde Portland Tozu'nun bir pargasi olarak kullanilmistir (35). Haricen de dis
eti kanamalarin1 durdurucu ve yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir. Cok yaygin ve
oldukca fazla arastirilan bir tiir olan 7. chamaedrys kilo kontroliinde kullanimindan
dolayr pazarlanmaktadir. Ancak Avrupa Ulkeleri'nde yogun kullanimi olan T.
chamaedrys ile yapilan toksisite calismalarinda, icerigindeki furanoneoklerodan
diterpenlerin hepatotoksisiteden sorumlu bilesikler oldugu bildirilmistir, ardindan 7.
chamaedrys igeren preparatlar yasaklanmistir (36).

T. chamaedrys subsp. sinuatum’un hemoroidde, antispazmodik olarak ve
bagirsak koliginde kullanilmistir (37).

T. alopecurus geleneksel tipta yaygin olarak anti-enflamatuvar olarak
kullanilmaktadir (38).

T. pruinosum esansiyel yagi, geleneksel tipta gastrointestinal bozukluklar,
enfekte olmus yaralar, ates ve soguk algmmlhigi semptomlarmin tedavisi igin
kullanilmastir (39).

Liibnan’da T. orientale ¢igeklerinin inflizyonu halk hekimliginde hipoglisemik,
antihelmintik, antipiretik ve gastrointestinal problemlerin tedavisinde kullanilmistir.
Yemeni halk tibbinda antispazmodik ve bocek kovucu olarak kullanilmaktadir.
Sardunya, Siniscola Baronesi’nde ge¢miste sitmayi tedavi etmek i¢in kullanilmistir
(28).

Iran'da endemik bir bitki olan T. persicum geleneksel olarak bas agris1 ve kolit
gibi karin agrilar1 tedavisinde kullanilir (40).

T. stocksianum Boiss yapraklar sarilik, oksiiriik, ishal, karin agrisinda kullanilir
(41).

Suudi Arabistan ve Yemen'de yaygin olarak yetistirilen Reehal Fatima olarak
bilinen 7. yemense, bobrek hastaliklari, romatizma ve diyabet tedavisinde

kullanilmaktadir (26).
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T. divaricatum bitkisinin antiiilserojenik etkisinin oldugu, ayrica etanol

ekstresinin sivrisinek larvalarina karst oldukga etkili bir toksik oldugu bildirilmisitir

(42).

3.3. Teucrium Tiirleri ile Yapilan Kimyasal Calismalar

Literatiir ¢aligmalarinda Teucrium tiirleri icin saptanan ana kimyasal bilesikler

Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: Teucrium tiirlerinde saptanan ana kimyasal bilesikler

Elde edilen
Teucrium tiri

T. polium

T. arduini

T. quadrifarium

T. polium

T. orientale
var.glabrescens.

T. polium

T. scordium

T. polium
T. polium
T. polium

T. polium
var. Gnaphalodes

T. oliverianum

Bilesik Sinifi

Fenolik asitler

Kafeik asit, ferulik asit

Kersetin, ferulik asit,
rosmarinik asit
Protokatesik asit, p-

hidroksibenzoik asit, klorogenik
asit, kafeik asit, siringik asit
Vanillik asit, ferulik asit,
rosmarinik asit

Rosmarinik asit, p-kumarik
asit, p-hidroksibenzoik asit

Gallik asit, vanillik asit,
kafeik asit, klorogenik asit, p-
kumarik asit, sinapinik asit
Vanillik asit, p-kumarik

asit, sinapinik asit

Flavonoidler

Rutin, luteolin, apigenin,
cirsiliol, salvigenin

Luteolin

Luteolin, apigenin
Jaranol, isorhoifolin

8-0-acetylharpagid,
eupatorin
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Boghrati ve ark. 2016
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Shahat ve ark. 2016
(52)



T. gnaphalodes
T. polium
T. scordium

T. chamaedrys

T. bicolor

T. chamaedrys ssp.
syspirense

T. sandrasicum

T. alpestre

T. cuneifolium

T. divaricatum

T. flavum

T. massiliense

T. maghrebinum

T. montbretii
subsp. libanoticum

T. oliverianum

Diosmin
Katesin, rutin, mirsetin,
luteolin, kersetin, apigenin

Katesin, rutin
Cirsiliol
Neoklerodan Diterpenler

(12R)-epi-teuscordonin,
montanin C, teucvin, 12-epi-
teucvin, teupolin I, 12-epi-
teupolin I, and (12S)-teucrin H-
2

Syspirensins A,
syspirensins B
Sandrasin A, 6-
deasetilsandrasin A, sandrasin B
Teupyrenon, 3-
acetylteumicropin, teumicropin,
deacetylteupyrenone

Deacetylteupyrenone

Teucrin A, teuflin,
teuflidin, teuscordinone, 6 3-
hydroxyteuscordin, teugin,
dihydroteugin, montanin D

Teuflin, teucvidin, 12-epi-
teucvidin
Teumassilenins A,
teumassilenins B,
teumassilenins C,
teumassilenins D,
12-epi-teucjaponin A, 12-
epi-montanin D, 12-epi-
montanin B, teucjaponin A,
montanin D, 19-
deacetylteuscorodol, teusalvin
C, montanin B
3 B -hydroxyteubutilin A,
12-epi-montanin G, 20-epi-3,20-
di-Odeacetylteupyreinidin, 6-
ketoteuscordin, teuscordinon, 6
B-hydroxyteuscordin, montanin
D, 3,20-di-O-
deacetylteupyreinidin, montanin
G, 3-Odeacetylteugracilin A

12-O-methylteucrolin A,
teucrolivin, teucrolivin B
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Milosevi¢-Djordjevié
ve ark. 2018 (48)
Milosevi¢-Djordjevic
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Frezza ve ark. 2018
(54)

Labbe ve ark. 1989
(55)

Calis ve ark. 1996 (56)

Topgu ve ark. 1996
(57)

Piozzi ve ark. 1997
(58)

Piozzi ve ark. 1997
(58)

Piozzi ve ark. 1997
(58)

Piozzi ve ark. 1997
(58)

Fontana ve ark. 1998
(59)

Bruno ve ark. 2000
(60)

Bruno ve ark. 2002
(61)

Shahat ve ark. 2016
(52)



T. polium

T. yemense

T. yemense

T. oliverianum

T. chamaedrys

T. paederotoides
T.
pseudochamaepitys

T. polium

T. oliverianum

T. chamaedrys

T. sauvagei Le
Houerou.

T.ramosissimum

T. chamaedrys
subsp. Sypirense

T. chamaedrys

subsp. trapezenticum

20-0-acetyl-teucrasiatin

Fatimanol A, fatimanol B,
fatimanol C, fatimanol D,
fatimanol E, fatimanon

iridoitler

Teucardosid, 8-O-
acetylharpagid

8-O-acetylharpagid

Harpagide, 8-O-acetyl-
harpagide

Doymus ve doymamis yag
asitleri

Hegzadekanoik asit

Hegzadekanoik asit

Palmitik asit, oleik asit,
linoleik asit

Steroitler ve triterpenler

24 (S)-stigmasta-5, 22, 25-
trin-3-ol

Fenil etanoid glikozitleri

Verbaskozit, forsitozit b,
samiozit, alyssonoside

Ugucu yag bilesenleri

Monoterpenler

a-Thujen, sabinen
o-Thujen, sabinen,
a-Pinen

o-Pinen
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Hammami ve ark. 2015
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Bel Hadj Salah ve ark.
2006 (66)
Ben Sghaier ve ark.
2007 (67)

Kaya ve ark. 2009 (68)

Kaya ve ark. 2009 (68)



T. polium

T. arduini

T. polium L.
subsp. Polium

T. polium

T. polium

T. salviastrum

T. marum

T. chamaedrys

T. sauvagei Le
Houerou.

T. ramosissimum

T. chamaedrys
subsp. sypirense

T. chamaedrys

subsp. trapezenticum

T. chamaedrys

T. chamaedrys

T. multicaule

T. orientale var.
orientale

T. orientale var.

puberulens

T. parviflorum

T. orientale var.
orientale

T. orientale var.

puberulens

T. orientale var.

glabrescens

T. persicum Boiss

T. scorodonia L.
subsp. scorodonia

a- Pinen, B-pinen, sabinen,
mirsen
Pulegon, piperiton oksit

B-Pinen

o-Pinen, cis-verbenol,
mirtenal

Seskiterpenler
Germakren D-4-ol, 3-
karyofilen, spatulenol
E-B-farnesen, E-karyofilen,
germakren D
Isokaryofilen, -bisabolen,
B-seskifellandren, a-santalen,
dolichodial, a- karyofilen
Germakren D, (Z)-B-
farnesene, B-karyofilen
B-Eudesmol, T-kadinol, y-
kadinen,
B-eudesmol, karyofilen
oksit, T-kadinol
Karyofilen oksit,
karyofilenol II
B-Karyofilen, germakren D,
karyofilen oksit

B-Karyofilen, germakren D

Germakren D, B-
karyofilen,bisiklogermakren, ve
B-farnesen

Germakren D, karyofilen

oksit, spatulenol, B-karyofilen
B-Karyofilen, germakren
D, karyofilen oksit
B-Karyofilen, karyofilen
oksit, germakren D
B-Karyofilen, germakren
D, karyofilen oksit,
bisiklogermakren
Germakren D,
bisiklogermakren
Germakren D,
bisiklogermakren
[-Cubeben, a-cubeben, o-
copaen
o-Kadinen, 1,4-kadinadien,
linalool,

Germakren B, y-elemen
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De Martino ve ark.
2010 (69)
Kremer ve ark. 2015
(70)

Hayta ve ark. 2017 (71)

Nikpour ve ark. 2018
(72)

Vokou ve Bessiere
1985 (73)
Cavaleiro ve ark. 2002
(74)

Ricci ve ark. 2005 (75)

Katayoun ve ark. 2005
(76)
Bel Hadj Salah ve ark.
2006 (66)
Ben Sghaier ve ark.
2007 (67)

Kaya ve ark. 2009 (68)

Kaya ve ark. 2009 (68)

Muselli ve ark. 2009
(77

Bagc1 2010 (78)

Polat 2010 (79)

Kiiciikbay ve ark. 2011
(28)

Kiiciikbay ve ark. 2011
(28)

Bage1 2011 (80)

Ozek ve ark. 2012 (81)
Ozek ve ark. 2012 (81)
Ozek ve ark. 2012 (81)

Miri ve ark. 2012 (82)

Djabou ve ark. 2012
(83)



T. cavernarum

T. paederotoides

T.lamiifolium
subsp. lamiifoium

T. lamiifolium
subsp. stachyophyllum

T. arduini

T. polium
T.polium subsp.
capitatum

T. arduini

T. flavum

T.
pseudochamaepitys

T.
multicaule Montbret Et
Aucher Ex Bentham

T. ramosissimum

T. hircanicum

T. alopecurus

T. pruinosum

B-Karyofilen, germakren D,
karyofilen oksit,
bisiklogermakren
Germakren-D, pulegon,
bisiklogermakren, spatulenol
B-Karyofilen, trans-f3-
bergamoten, germacren D, (Z) -
B-farnesen
Trans-B-bergamoten, j3-
karyofilen

B- Karyofilen, germakren

11-Acetoxyeudesman-4-o-
ol, a-bisabolol, B-bisabolol, (E)-
karyofilen, karyofilen oksit, a-
bisabololoksit B
a-Kadinol, karyofilen oksit,
a-muurolol epi, kadalen,
longiverbenon
B- Karyofilen, karyofilen
oksit

B- Karyofilen, a-humulene

Apiole, karyofilen oksit,
myristicin, E-B-damascenon, a-
cubeben, - karyofilen, elemicin

Karyofilen oksit

0-Kadinen, ¢-kadinol, y-
eudesmol, y-gurjunen, 8-cedren
(E)-a-Bergamoten, (E)-p-
farnesen
(+)-Epibisiklo
seskifellandren, a-Bisabolol, T-
muurolol, a-cadinol, B-
fellandren, limonen
Agarospirol, karyofilen, D-
limonen, a- B- fellandren, -
humulen

Kaya ve ark. 2013 (36)

Kaya ve ark. 2013 (36)

Dogu ve ark. 2013 (84)

Dogu ve ark. 2013 (84)

Kremer ve ark. 2013
(44)

Sadeghi ve ark. 2014
(85)

Khani ve ark. 2014 (86)

Kremer ve ark. 2015
(70)
Hammami ve ark. 2015
(65)

Hammami ve ark. 2015
(64)
Hayta ve ark. 2017 (71)

Ghazouani ve ark. 2017
(87)
Rahimi ve ark. 2018
(88)

Guesmi ve ark. 2018
(38)

Jaradat ve ark. 2018
(89)

3.4. Teucrium Tiirleri ile Yapilan Aktivite Calismalari

Sifali bitkilerin terapdtik faydalari genellikle antioksidan 6zelliklerine atfedilir
(90, 91). Antioksidanlar, kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmada Onemli rol

oynarlar ve hepatoprotektif ve antibakteriyel aktiviteler de dahil olmak iizere cok
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cesitli biyolojik aktiviteler sergilerler (92). Son yillarda yapilan farkli aragtirmalar, 7.

polium'un yliksek antioksidan oOzelliklere sahip oldugunu gostermistir. Yiiksek

basingli sivi kromatografisi (HPLC) analizi ile Tecrium tiirlerinde en yiiksek

flavonoid seviyelerinin 7. chamaedrys ve T. polium'da oldugu gosterilmistir. Tablo

2’de T. polium’un biyolojik aktiviteleri ve farkli ¢alismalara gore tibbi 6zellikleri

verilmigtir.

Tablo 2: T. polium’un biyolojik aktiviteleri ve farkli ¢calismalara gore tibbi

ozellikleri

Kaynaklar
Twaij ve ark. 1987 (93)

Gharaibeh ve ark. 1988
94

Lalibert ve Villeneuve
1996 (95)

Zal ve ark. 2001 (96)

Rasekh ve ark. 2001
o7

Suboh ve ark. 2004 (98)

Afifi ve ark. 2005 (99)

Baluchnejadmojarad ve
ark. 2005 (100)

Kadifkova ve ark. 2005
(33)

Shahraki ve ark. 2006
(101)

Panovska ve ark. 2007
(102)

Nematollahi-Mahani ve

ark. 2007 (103)

Eskandary ve ark. 2007

(104)

Rajabalian 2008 (105)

Mehrabani ve ark. 2009
(106)

Grup
Sigcan
Sigan

Insan

Sigcan

Hiperlipidemik sican

In vitro

Tavsan

Sigcan

Sigcan

Sigcan
Sican
In vitro
In vitro
In vitro

Sican
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Teucrium polium
Mide iilserinde iyilesme
Kan sekeri
konsantrasyonunda belirgin
azalma
Letarji, sarilik, yiiksek
karaciger enzimleri (7.
polium 6 ay kullanildiginda)
8 giin igerisinde glukoz
azalmasi
Karaciger loblarinda
dejeneratif degisiklikler

Hipolipidemik etki

Eritrositlerin lipit
peroksidasyonuna karsi
korunmas1

Kan sekeri tizerinde
onemli bir etkisi yoktur
Analjezik etki

Karacigerdeki demir
kaynakl1 lipit
peroksidasyonunun Trolox
benzeri baskilanmasi

Diyabetik farelerin kan
sekeri seviyesini diisliriir
Karaciger onarimi ve
rejenerasyonu
Hiicre hatlarinda
biiylimenin inhibisyonu
REYF-1 klonal hiicre
hatt1 formasyonunu azaltmak
Hiicre hatlarinda
sitotoksisite
Mide iilseri indeksini %
90 azaltir



Menichini ve ark. 2009 . Hiicre hatlarinda
In vitro

(107) sitotoksisite
Mousavi ve ark. 2012 S Diisiik obezite
(108) parametreleri
Mahdinia ve ark. 2013 In vitro Hiicre hatlarinda
(109) sitotoksisite
Ayoubi ve ark. 2013 S Diyabetik farelerde
(110) diisiik glukoz
Belmekki ve ark. 2013 In vitro Bakteriler {izerinde
(111) inhibisyon etkisi
Sharma ve ark. 2013 . Lenf? sitlerde
(112) In vitro radyas"yon'fl bagh kromozom.
hasar1 iizerinde koruyucu etki
Tabatabaei ve ark. 2014 In vitro Gram pozitif bakterilere
(113) kars1 antimikrobiyal etki
Mousavi ve ark. 2015 I Dlyabetm haf.lza. .
(114) Sican uzermd.ek} y11'<1c1 etkilerini
iyilestirmek

Dismenorede azalma

Abadian ve ark. 2016 (adet dongiisiiniin ilk ii¢

(115) Insag giini her alt1 saatte bir
Teucrium polium tozu)
Sevindik ve ark. 2016 In vitro Bakteriler tizerinde
(116) inhibisyon etkisi
Hepatoprotektif aktivite
Baali ve ark. 2016 (31) Sigcan ile hepatik oksidatif stresin
azaltilmasi
Kolorektal kanser hiicre
Khodaei ve ark. 2018 In vitro hattinda mitokondriyal
(117) degisiklikler yoluyla

antikanser aktivite

Ricci ve ark.’nin 7. marum ile yaptig1 ¢alismada, bitkinin antimikrobiyal ve

antioksidan etkileri oldugu aciga c¢ikarilmistir (75).

Stankovic ve ark.’min farkli Teucrium tirleri ile yaptigi c¢alismada; T.
chamaedrys, T. montanum, T. arduini ve T. scordium subsp. scordium’un
antiproliferatif etkilere sahip olduklar1 bu nedenle etkili antikanser bilesenlerini
bulmak i¢in daha ileri ¢alismalar i¢in uygun adaylar olarak diisiiniilebilicekleri

bildirilmistir (118).

Tiirkoglu ve ark. tarafindan 7. parviflorum ile yapilan ¢alismada; bitkinin yaprak
ve ¢iceklerinin su ve etanol oziitlerinin, BHA, BHT ve a-tokoferol gibi standartlara

kiyasla gii¢lii antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (119).
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Prescott ve ark. tarafindan yapilan preklinik bir ¢alismada, 7. chamaedrys’in ana
aktif bileseni olarak teukriozid tanimlanarak, bunun kalsindrinin inhibe edilmesinde
etkili oldugu, dolayisiyla potansiyel olarak enflamatuvar durumlarin azaltilmasinda
rol oynadigi sonucuna varilmistir (120). Kouzi ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada da, T. chamaedrys’in baslica furanoneoklerodan diterpenlerinden biri olan

teukrin A'nin farelerde hepatotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir (121).

Diger taraftan ¢ok sayida ¢alismada; biiylik Olclide konsantrasyon (122) ve
ayrica fizyolojik parametrelere (123) bagli olarak goriillen antimutajenik /
promutajenik ve antioksidan / prooksidan aktiviteler ile flavonoidlerin ¢ift biyolojik
aktiviteleri oldugu gosterilmistir. MiloSevi¢-Djordjevi¢ ve ark.’nin 7. polium ve T.
scordium 1ile yaptig1 calismada; her iki bitkinin yalnizca en yiiksek metanolik 6ziit
konsantrasyonlarimin genotoksik etkilere sahip oldugu ve ekstrenin daha yiiksek
konsantrasyonlarinda bulunan flavonoidlerin yiiksek seviyelerinin promutajenik
etkiye neden olabilecegi gosterilmistir (48). Bununla beraber Erdem ve ark.’nin
2012°de yaptiklar1 ¢alisma, yiiksek dozda vanilik asidin in vitro olarak DNA
tizerinde genotoksik etkileri oldugunu ve uygun bir sekilde diisiik dozda

kullanildiginda oksidatif DNA hasarini 6nleyebilecegini gostermistir (124).

Kremer ve ark. 2013 yilinda yaptiklar ¢alismada, 7. arduini'nin kersetin, ferulik
asit, rosmarinik asit bilesiklerinden dolay: radikal siipiiriicii ve selatlayict 6zelliklere

sahip iyi bir antioksidan kaynagi oldugunu gostermistir (44).

“Mor Kuyruklar” olarak da bilinen 7. hyrcanicum, ran'a 6zgii bir bitki olup,
analjezik ve anti-enflamatuvar faaliyetler sergiledigi gosterilmistir (125). Yapilan
baska bir ¢alismada, 7. hyrcanicum'un yiiksek flavonoid igeriginin Onemli

antioksidan etkileri oldugu gézlemlenmistir (126).

Ben Sghaier ve ark. tarafindan, 7. ramosisimum ekstraktinin flavonoidler ve
polifenoller gibi bilesiklerden tiiretilebilecek giiclii antioksidan, antiproliferatif ve

antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (127).

Guesmi ve ark. tarafindan 7. alopecurus'un alternatif tamamlayic1 kanser

tedavisi olarak kullaniminin arastirildigr hiicre kiiltiiri ¢alismasinda, Teucrium
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esansiyel yagiin, kolon karsinom hiicrelerinin biiylimesini baskilamakta etkin
oldugunu ortaya cikarilmistir (38).

T. pruinosum esansiyel yagiyla Jaradat ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada,
siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimine karsi secici inhibisyonuyla etodolak ile hemen
hemen ayni potansiyel anti-enflamatuvar aktiviteye sahip oldugu, ayn1 zamanda
serviks adenokarsinomlu hiicrelerde sitotoksik etki gosterdigi ve antioksidan

etkilerinin oldugu bildirilmistir (89).

3.5. Sekonder Metabolitler

Patojenik yasam tarzini temsil edenler de dahil olmak iizere bitkiler siirekli
olarak mikrobiyal zararlilara maruz kalir. Bu siirekli maruziyete karsin, genellikle
patojenik mikroorganizmalarin  bitkilerin dogal habitatlarinda basarili  bir
kolonizasyon gergeklestirmeleri nadirdir. Bu durum son yillarda biiyiik 6lciide
desifre edilen bitki bagisiklik sistemlerinin saglamligini gostermektedir. Ancak,
patojenlerin biiyiiyememesi siireci hakkinda nispeten az sey bilinmektedir. Deneysel
calismalar hiicre duvar1 saglamlastirilmasinin, antimikrobiyal peptitlerin liretiminin
ve diisitk molekiiler agirlikli sekonder metabolitlerin biyosentezinin enfeksiyonun
ilerlemesinin kisitlanmasina katkida bulundugunu gostermektedir. (128). Ayrica
sekonder metabolitler UV radyasyonuna, fotosentez stresine, reaktif oksijen tiirlerine

ve yaralara kars1 koruma saglar ve tozlasmaya katkida bulunur (129).

Sekonder metabolitler, sadece belirli bir cins/tiire ©6zel olabilir, biyosentez
esnasinda belirli bir zaman ve miktarda olusur, sentezlendikleri yerden farkli organ,
doku veya sistemlerde depolanir ve gerektiginde sentezlerde kullanilir ya da enerji

thtiyacini karsilar (130). Sekonder metabolitlerin olusumu Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2: Sekonder metabolitlerin olusumu (131)
Bu c¢alismamizda Teucrium tiirlerinde baghca goriilen sekonder

metabolitlerden bahsedecegiz.

3.5.1. Terpenler

Terpenler, sekonder metabolitler igerisinde en genis sinifi barindirir. Terpenler

pek cok bitkide herbivorlara karsi savunma gorevi yapar. Terpenlerin gosterdigi

toksisite, bitkisel olarak beslenen memeli ve bdcekler icin caydirict 6zelliktedir.

Bitkilere kendine 6zgli kokularim1 veren ugucu yaglar genellikle terpen yapilidir.

Terpenler, Sekil 3’te yapis1 verilen izopren adli bes karbonlu {initelerin c¢esitli

sayilarda birlesmesi sonucu olusur (130).
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Sekil 3: izopren molekiilii (CsHs)

Tablo 3’te de gosterildigi gibi terpenler kendilerini olusturan karbon

sayilarina gore smiflandirilirlar.

Tablo 3: Terpenlerin siniflandirilmasi (130)

izopren Karbon
Terpenler molekiil Olusturdugu yapi
sayis1
sayisi
e ) 10 Uqucg ya da eterik yaglar 6rn;
Limonen, mentol
. Ugucu ya da eterik yaglar,
e _ 15 fitoaleksinler, absisik asit
. Recineler, fitoaleksinler,
Diterpen 4 20 gibberellin.
Brassinosteroidler,
Triterpenler 6 30 fitoaleksinler, pek ¢ok toksin,
fitosteroller, mumlar
Tetraterpenler 8 40 Karotenoidler
Politerpenler >8 >40 Kauguk

Aromatik bitkilerden farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ugucu
yaglara, oda sicaklifinda ve hava ile temasinda ugucu hale gegctiklerinden dolay1 bu
1sim verilmistir ve halk arasinda esans diye de adlandirilmaktadir. Fenilpropanoidler,
yag asitleri ve esterleri gibi bilesenler ugucu yaglarda tespit edilse de; monoterpenler,

seskiterpenler ve diterpenler ugucu yaglarda en ¢ok tespit edilen maddelerdir (130).

Literatiir calismalar1 incelendiginde, ucucu yaglarin Teucrium tiirlerinde siklikla
calisildigr gortilmektedir. Teucrium tiirlerinde genellikle B-karyofilen, germakren D,
karyofilen oksit, B-farnesen ve isokaryofilen tespit edilen major bilesenlerdendir ve

seskiterpen grubunu olusturmaktadirlar (36, 44, 64, 81, 84).

Teucrium, Ajuga ve Scutellaria tirlerinden izole edilen klerodanlar ve
neoklerodanlar insekt anti-feedant olarak etki gostermektedir. Klerodanlar ve

neoklerodanlar Backbone veya Friedo diizenlemeleri sonucu labdanlardan elde

24



edilebilir. Bu diizenlemeler C8 c¢ift baginin protonlanmasiyla C9’dan C8’e hidriir
gocmesiyle baslar ve sonra C10’dan C9’a bir metil grubu goger. C5’ten C10’a ileri
bir hidriir gocli ve C4’ten C5’¢ bir metil grubunun gdégmesiyle diizenlenme
tamamlanir. Bu diizenlemeler sonucu C4 karbonundaki metil gruplarinin gogiine
gore hem cis hem de trans klerodan bilesikleri olusmaktadir. ent-labdan yapisindan
da yine trans ve cis bilesikler olusur ancak C8 ve C9 karbonlarina bagli metil
siibstitiientleri a, C10 karbonundaki hidrojen p konumundadir. Sekil 4’te Backbone

veya Friedo diizenlemesi gosterilmektedir (132).

labdan ) cis-klerodan trans-klerodan

Sekil 4: Backbone veya Friedo diizenlemesi (132)

1990’lh  yillarda, Fransa'da rapor edilen hepatotoksisite vakalarinin 7.
chamaedrys igeren preparatlarin neoklerodan diterpenoid igeriginden kaynaklandig:

ve bu nedenle Fransa'da yasaklandig: bildirilmistir (58).

3.5.2. Fenolik bilesikler ve flavonoidler

Polifenoller veya fenolik bilesiklerde benzen halkasina bir ya da daha fazla HO
grubu baghdir. Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoidlerdir
(133). Tablo 4’te fenolik bilesikler smiflandirilarak yaygin  Ornekleri

gosterilmektedir.
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Tablo 4: Fenolik bilesikler ve yaygin 6rnekleri (134)

Fenolik Grup Adi Yaygin Ornek

Fenolik asitler

Hidroksibenzoik asitler Gallik asit, siringik asit, total galatlar
Hidroksisinamik asitler Kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit
Stilbenler Resveratrol
Flavonoidler
Antosiyaninler Depihidin-3-glikozit, ilf:;&l;l;gj_—gﬂllzzﬁ petunidin-3-glikozit,
Flavonoller Kuersetin, kaemferol, kuersatagetin

Fl ller (F1 -3- ' . . . ; . .
e Katesin, epikatesin, epikatesin galat, epikatesin-3-gallat

oller)
zoflavonoidler Genistein, formononotein, diadzein
Flavonlar Rutin, apigenin, luteolein
Flavononlar Mirisetin, naringin, naringenin

Polifenoller, bitkiler tarafindan sekonder metabolitler olarak sentezlenen kiigiik
organik molekiil grubudur. Bu molekiiller, bitkileri ultraviyole (UV) radyasyonu,
enfeksiyonlar, kesikler, vb. streslerden korur. Polifenollerin bir¢ok tanimi vardir,
ancak en yaygin olarak kabul edilenler: “Sadece Sikimat / fenilpropanoid ve / veya
birden fazla fenolik iiniteye sahip ve azot bazli fonksiyonlardan yoksun olan poliketid
yolu “dur (135). Bu tanima dayanarak, genel olarak polifenoller olarak adlandirilan
birgok bilesik polifenoller olarak nitelendirilemez. Ornegin, genellikle polifenollerle
listelenen kinik asit, sikimat yolundan bagimsiz olarak biyosentezlendiginden fenolik
asit olarak kabul edilemez. Pirokatekol, hidrokinon, kafeik asit, vanilin, vanilik asit,
siringik aldehit gibi bilesikler polifenoller olarak anilmaktadir. Polifenollerin dogal
olusumu genellikle glukoz, seliiloz, proteinler ve ayni1 veya diger polifenoller ile
oligomerler olusturan konjiigasyonlardir. Yiiksek bitkilerde birka¢ bin polifenol
rapor edilmis olup bu yapisal ¢esitlilik, analizlerinin karmasikligina neden olan

faktorlerden biridir (136).
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Sekil 5’te de gosterildigi tlizere fenolikler, sikimik asit ve malonik asit adli iki
ayr1 biyosentetik yoldan kokenlenirler. Hidrolizlenebilir tanenler, gallik asit ve

ellagik asit gibi bazilar1 da alternatif yollardan tiirevlenmektedir.

‘" Fosfoenolpiruvat + Eritroz 4-fosfat

J Sikimik asit
yolu

¥ -

I Fenilalanin I[ Tirozin ]
\ NH4+ )l PAL

I Malonik asit yolu ]

[ Sinnamik asit | TAL
Hidrolizlenebilir F
tanenler l
[ Fenolik Asitler ] Flavonoidler p | 4
[Kumarinler ] I Stilbenler I Bazi fenolikler
Ligninler ve Kondanse
lignanlar tanenler

PAL: fenilalanin amonyum liyaz

TAL: tirozin amonyum liyaz

Sekil 5: Fenoliklerin biyosentetik yollar1 (130)

Diyet polifenollerinin potansiyel saglik yararlari dogrudan antioksidan
aktiviteleri ile hiicre ve doku redoks dengesini diizenlenmesi etkilerine atfedilmistir

(137).

3.5.2.1. Fenoller ve fenolik asitler

Fenolik asitler, hidroksisinnamik asitler ve tiirevleri ile hidroksibenzoik asitler
ve tiirevleri seklinde siniflandirilmaktadir. Hidroksisinnamik asitler, hidroksibenzoik
aside gore Ozellikle bitkisel gidalarda daha yaygin bulunmaktadir (130). Sekil 6°da

fenolik asit tiirevlerinin kimyasal yapilarina ait gruplar gosterilmistir.
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R2 COOH R2 \
COOH
R; R3
Hldl.'okflbenZ(le R1 R2 R3 Hldrf)ks"lsmnal?nk R1 R2 R3
asit tiirevleri asit tiirevleri
p- ) .

Hidroksibenzoik T OH H p-Kumarik — H CEa
Protokatesik OH OH H Kafeik OH OH H
Vanilik OCH; OH H Ferulik OCH; OH H
Siringik OCH; OH OCH; Sinapik OCH; OH OCH;

Gallik OH OH H

Sekil 6: Fenolik asitlerin kimyasal gruplar1 (138)

Lamiaceae familyasinin en ¢ok calisilan kimyasallar1 hidroksisinnamik ve
hidroksibenzoik asitin (bagimsiz ya da glikozitlere ve esterlere bagli) insan saglig
tizerinde, serbest radikal siipiiriici, metal kelatlama, enzimatik reaksiyonlari
diizenleme gibi ¢ok cesitli yararlar1 vardir (139). Son on yilda, tiiketicilere temel
beslenmenin iizerinde saglik yararlar1 saglayabilen fonksiyonel gida friinlerinin
gelistirilmesi  i¢in  biiylik ¢aba harcanmistir. Bilimsel verilerin yan1 sira
epidemiyolojik bulgular, flavonoidler ve hidroksisinnamik asitler gibi polifenoller
acisindan zengin bir diyetin etkin saglik etkilerine sahip oldugunu ve dejeneratif

hastalik risklerine karsi koruma saglayabilecegini gostermistir (140).

3.5.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler, fenolik bilesiklerin en biiylik siniflarindan birini olusturur.
Flavonoidlerin karbon iskeleti iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (flavan) (C6-C3-C6) yapisi
gostermektedir (141). Sekil 7°de iskeletleri farkli flavonoidler gosterilmistir.

28



0 O O O
® )
0 0

Flavon Flavonol Flavanon Dihidroflavonol
o 4 4
0 3
| ®
0 Vi
0

izoflavon Auron Ralkon Antosiyanidin

Sekil 7: Flavonoid iskeletleri

Flavonoid iskeleti heterosiklik halka ile bir zincirle baglanmis iki fenolik halka
iceren 15 karbon iskeletine baghdir. Yapidaki heterosiklik halka, karakteristik
ozelliklerini belirler (142). Flavanoidler, gidalarda genellikle renk, tat, vitamin ve

enzimlerin korunmasi ile yag oksidasyonunun engellenmesinden sorumludur (143).

Oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonu bir¢ok hastaligin en Onemli
etkenlerindendir. Flavonoidler, lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerin ve lipid
peroksi radikallerinin olusumunu engelleyerek antioksidan olarak gorev yaparlar
(144). Flavonoidlerin antioksidan ve radikal siipiiriicii O6zelliklerinin yani sira
antimikrobiyal, antifungal, immiinomodiilator ve antienflamatuvar aktiviteleri de

bulunur (145, 146).
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3.6. Serbest Radikaller

Bir¢ok metabolik yolun normal {iriinleri olan radikaller, bir veya daha fazla
eslestirilmemis elektron igerir. Bazi1 radikaller temel metabolik islevlerini yerine
getirirken kontrollii formda bulunurken bazilar1 da serbest halde bulunur ve c¢esitli
doku bilesenleri ile etkilesime girer. Bu tiir etkilesimler metabolizmada hem akut
hem de kronik fonksiyon bozukluguna neden olabilir. Endojen veya ksenobiyotik
tiirevli serbest radikallerin bir¢ok hastalik patolojisinde potansiyel rollerinin olmasi

bilim diinyasinda kapsamli aragtirmalarin yapilmasini tetiklemistir (147).

Literatiirde serbest radikallere atifta bulunmak icin oksiradikaller, serbest oksijen
radikalleri ve bunlarin gesitli tiirevlerini iceren terminolojiler kullanilir. Ancak genel
olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) terimi tercih edilir, ¢iinkii singlet oksijen, H2O»,
endojen lipidler ile ksenobiyotiklerin hipoklordz asit, peroksit, hidroperoksit ve
epoksit metabolitleri kimyasal olarak reaktif oksijen iceren fonksiyonel gruplar
bulundurur, ancak bunlar radikal degildir ve dokularla radikalik reaksiyonlarla
etkilesime girmezler. Hatta, siiperoksit radikali (O2™) biyolojik sistemlerde oksitleyici
tirlerden bile daha iyi bir rediiktandir. Bu nedenle, ROT'a yalnizca oksitleyici
maddeler olarak atifta bulunmak yanilticidir. Biyolojik sistemlerde karbon, azot ve

kiikiirt merkezli radikaller de bulunmaktadir (147).

Serbest radikallerin biiylik kismi reaktif oksijen iceren tiirler ile reaktif azot
iceren tiirlerden (RNT) olusmaktadir (3). Oksijen, canlilarda kimyasal reaksiyonlarda
en ¢ok gorev yapan elementlerden biri oldugundan kolaylikla metabolizmada serbest
radikale doniisebilir ve bu nedenle oksijenden olusan radikaller canlilar i¢in biiyiik
bir dnem arz etmektedir (4). Tablo 5’te serbest radikallerden ROT ve RNT ye baslica

ornekler verilmistir.
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Tablo 5: ROT ve RNT o6rnekleri (148)

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller LEULE Radikaller Radikal Olmayanlar
Olmayanlar
. - Nitrik dioksit Diazot tetraoksit
Superoksit (O27) Ozon (O3) (NO) (N>O4)
Hidroksil (HO") Hldr"gfl‘zgf)mks“ Azot dioksit (NOy)  Diazot trioksit (NO3)
. _ Hipokloroz asit . . )
Peroksil (RO2) (HOCI) Nitroksil anyon (NO)
. Hipobromoz asit . . A
Alkoksil (RO.) (HOBr) Nitroksil katyon (NO*)
H1dr0per9ks1l Singlet oksijen Nitroz asit (HNO»)
(HO»)

Radikaller bes temel reaksiyon ile etkilerini gosterirler (Tablo 6). Bunlar ii¢
kategoriye ayrilir: (1) net radikal tiirlerin sayisinin arttig1 baslangi¢ reaksiyonlari. Bu
reaksiyonlar bir kovalent bagin yiikseltgenmesini, indirgenmesini veya homolitik
boliinmesini icerebilir; (2) radikallerin sayisinin degigsmedigi yayilma reaksiyonlari,
ve (3) triinlerin radikal tiir icermedigi sonlandirma reaksiyonlari. Serbest radikal
reaksiyonlari, yagadigimiz aerobik ortamin bir sonucu olarak DNA, protein ve lipitler
gibi biyolojik molekiilleri siirekli olarak etkiler. Bununla birlikte hiicreler de DNA,
protein ve lipidlerde olusan oksidatif degisikliklerle iligkili hasarlar1 6nlemek ve/veya

onarmak i¢in savunma sistemleri gelistirmislerdir (147).

Tablo 6: Serbest radikal reaksiyonlar1 (147)

Baglama
Hidrojen ayrilmasi
Elektron transferi

Yayilma

Sonlanma

Disproporsiyon

RH + Enerji »> R
A'+RH—> AH+R
X +Y->X+Y"

>

X~ + RCH=CHR > == =
A+A > A
CH3CH2' + CH3CH2' —> CH3CH3 + CH2=CH2
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Serbest radikallerin hiicresel kaynaklar1 plazma membraninda NADPH oksidaz,
lipooksijenaz ve prostaglandin sentaz; endoplazmik retikulumda Sitokrom P450;
lizozomda miyeloperoksidaz; peroksizomda oksidazlar ve flavoproteinler;
sitoplazmada ksantin oksidaz, otooksidasyon (flavin ve katekol gibi) ve gecis metali

iyonlar1 (Fe, Cu) ile mitokondire solunum zinciri bilesenleridir (147).

Biyolojik ortamlardaki serbest radikallerin yiiksek miktarlarda olmasi DNA,
protein ve lipidlerde modifikasyonlara neden olarak normal hiicre fonksiyonunu
engeller. Bu da enflamasyon, erken yaslanma, mutasyon, kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi norodejeneratif olmayan hastaliklarin yan1 sira Alzheimer ve
Parkinson hastaliklar1 gibi ndrodejeneratif hastaliklara neden olabilir (Mishina 2006).
Bununla birlikte biyolojik ortamlardaki serbest radikaller, metabolizmada dogal
olarak bulunan endojen antioksidanlar ile enzimatik veya enzimatik olmayan
reaksiyonlara girerler. Boylece serbest radikallerin sagliga zararli etkileri, onlari
uzaklagtirmak veya reaktif olmayan formlara doniistiirmek suretiyle elimine edilir.
Endojen antioksidanlarin konsantrasyonu biyolojik ortamda {iretilen tiim serbest
radikalleri temizlemek i¢in yeterince diisiik oldugunda hastaliklar meydana gelebilir.
Bunun Oniine geg¢ilmesinde diyetteki meyve ve sebzelerden elde edilen eksojen

antioksidanlar ¢ok faydalidir (149).

3.7. Antioksidan Sistem

Antioksidanlar, viicudun ROT temizleyici antagonistleri olarak diistk
miktarlarda gorev alan ve oksidasyonu kolay olan maddelerdir. Materyallerin
oksidasyonunu yiiksek oranda geciktirerek ya da engelleyerek etkilerini gosterirler
(6). Ancak metabolizma icerisinde kendiliginden olusan oksidanlara ek olarak dig
etkenlerle maruz kalinan oksidanlarin miktariin artisiyla antioksidanlarin korumasi
sinirli kalmaktadir. Metabolizmada iiretilen H>02, HO- ve Oz~ gibi ROT’larin
miktarindaki artig antioksidanlarla dengelenemediginde denge oksidanlar tarafina

kayar ve oksidatif stres gelisir (7).
Antioksidanlar ti¢ farkli yolda etkilerini gosterirler:

1. Bir veya daha fazla protonu serbest bir radikal veya serbest bir peroksit

radikali ile degistirerek cogalma reaksiyonunu durdurma (fenolik ajan)
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2. Metalleri baglayarak serbest radikallerin olusumunu azaltma veya bloke
etme (selatlayict ajanlar)
3. Reaktif oksijen veya ROT (oksijen veya ROT siipiirme ajani)

konsantrasyonunu azaltma (147).

3.7.1. Antioksidanlarin siiflandirilmasi

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

farklilik gosterir (150).

3.7.1.1. Birincil veya fenolik antioksidanlar

Fenolik antioksidanlar, temelde otooksidasyon siirecindeki serbest radikallerin
olusumunu Onleyerek etki eder. Bunu da radikale bir proton transfer ederek
gerceklestirir. Oksidasyon reaksiyonlari, zincir reaksiyonlarini baslatabilen serbest
radikalleri Tretebilir. Gidalarda, petrol {riinlerinde veya bir hiicrede zincir
reaksiyonlart olustugunda, iirlinlerde hasara veya hiicrede oliime neden olabilir.
Antioksidanlar, serbest radikal ara maddelerini uzaklastirmak suretiyle bu zincir
reaksiyonlart1  sonlandirmakta ve daha ileri oksidasyon reaksiyonlarini
engellemektedir. Antioksidanlar, zincir reaksiyonlarin1 kendileri okside ederek

durdurabilirler (151).
AH +ROO+ — A+ + ROOH
AH+Re — A*+RH
AH + RO+ — A+ + ROH (AH: antioksidan, Ae: radikal)

Genel olarak kullanilan primer veya fenolik antioksidanlar BHA, BHT, TBHQ
veya gallatlar gibi sentetik antioksidanlardir. BHA ve BHT gibi yaygin olarak
kullanilan sentetik antioksidanlarin olast olumsuz saglik etkileri ile ilgili endiseler,
cogunlukla yaygin olarak tiiketilen dogal kaynakli gidalardan elde edilen
antioksidanlarin bulunmasina yoénelik arastirmalara yonelimi artirmistir (152).

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

polifenol icerikleri nedeniyle giiclii antioksidan aktiviteler gosterirler (153).

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

arasindadir (154).

Sagliga ve gida kalitesinin korunmasina yonelik potansiyel katkilarindan dolay1
otlar ve baharatlardaki biyoaktif bilesiklere biiyiik 6nem verilmistir. Yapilan bilimsel
caligmalarda dogal kaynaklardan gelen polifenollerin, sentetik antioksidanlarin
kullanimina potansiyel bir alternatif olabilecegini One siiriilmiistir. Bu
antioksidanlar, tiiketicilerin de rahatlikla kabuliinii kazandig1 gibi sentetik esdegerleri
ve bunlarin giivenlikleri i¢in bir¢ok diizenleme gerekliliklerinin de azlig1 ile bir¢ok
avantaja sahiptir. Cesitli botanik kaynaklardan gelen dogal antioksidanlar, tek bir
tiire, cinse, kokene, popiilariteye, uygulamalara, biyoaktivitelere, se¢ilen antioksidan
gruplarina ve belirli fitokimyasal gruplara odaklanilarak diizenli olarak incelenmistir.
Bu baglamda, 236 cins ve yaklagik 6900-7200 tiir ile diinyadaki en biiyiik bitki
ailelerinden biri olan Lamiaceae, ekstraktlarinin yiiksek radikal giderme kapasitesini

(RSC) gosteren sayisiz arastirmaya konu olmustur (155, 156).

3.7.1.2. Ikincil antioksidanlar

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

ozelligine sahiptirler. Bu sinerjik etkiler;
(1) fenolik antioksidanlarin yenilenmesi,

(2) antioksidan oksidasyonu sonrast peroksitlerin dekompozisyonunun

onlenmesi,
(3) oksidasyon reaksiyonlarinda iz metal kataliz6riinilin inaktivasyonu ve
(4) oksidasyon reaksiyonlarinin ortadan kaldirilmasi veya azaltilmasidir (150).

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

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

selatlamak i¢in en reaktif amino asit, imidazol igeren histidindir (150).

Oksijen giderimi reaksiyon mekanizmasi, ortamda bulunan serbest oksijen
molekiilleri ile reaksiyona girerek onlar1 oksidasyon reaksiyonlari i¢in kullanilamaz
hale getirmektir. Bu antioksidanlar, HO:, O2~, H20, ve singlet oksijeni ('O2) gibi
ROT’lar1 ortadan kaldirabilir (150).

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

metabolizma enzimleri de bulunmaktadir (150).

3.7.2. Antioksidan aktivite tayin yontemleri

3.7.2.1. Antioksidan icerik tayini

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

yontemler de kullanilabilir (138).

Total polifenol icerigi: Folin-Ciocalteu reaktifiyle kolorimetrik spektrofotometre
yontemiyle belirlenebilir. Bu reaktif fosfomolibdik/fosfotungstik asit (Folin-
Ciocalteau reaktifi) kompleksleri icerir. Ana dezavantajlardan biri, reaktifin
fenolikler disindaki diger bilesikler tarafindan azaltilabilmesi nedeniyle total

polifenol igerik yonteminin spesifik olmamasidir (157).

Total antosiyanin icerigi: Genellikle pH diferansiyel yontemle bulunur.

Antosiyanin pigmentleri, farkli absorbans spektrumlar1 ile pH'da olusturulan bir
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degisiklik ile geri doniistimlii yapisal degisimlere ugrar. Siyanidin-3-glukozit standart
olarak kullanilir ve sonuglar genellikle numunenin veya ekstrenin kiitlesinin grami
basia siyanidin-3-glukozit kiitlesi (C3G) olarak ifade edilir. Toplam antosiyanin

miktarinin dogru ve hizli 6l¢timlerini saglar (158).

Askorbik asit igerigi: Askorbik asit igerigi titrasyon, spektrofotometri,
kromatografi veya voltametri gibi g¢esitli yontemlerle belirlenebilir. Sonuglar

genellikle mg askorbik asit / 100 g taze agirlik olarak ifade edilir (159).

3.7.2.2. Radikal uzaklagtirma deneyleri
Fenolik antioksidanlarin (ArOH) radikalleri temizledigi mekanizmay1 agiklamak

icin genel olarak ii¢ yol tartisilir:

1. H-atom transferi (HAT)
ArOH + R- — ArO - +RH
2. Kademeli olarak elektron transfer-proton transferi (ET-PT)
ArOH + R- > ArOH-"+ R"—> ArO - + RH
3. Sirali proton kaybi elektron transferi (SPLET)
ArOH — ArO- ; ArO +R- > R +
ArO- ;R +H+ > RH

Ik yol (HAT), bir O-H bagmin homolitik ayrismasiyla ilgilidir. Yiik ayrimi
icermediginden, kutupsal olmayan ¢oziiciilerde baskin mekanizma oldugu kabul
edilmigtir. 2. (ET-PT) ve 3. (SPLET) yollar ise polar ¢oziiciiler i¢in tercih edilmelidir
(160).

Sekil 8’de en c¢ok kullanilan radikal uzaklastirict deneylerde yer alan kimyasal

reaksiyonlar sematize halde gosterilmistir.
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reaksiyonlar (138)
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3.8. Alzheimer Hastahg:

Glinlimiizde, yasam standartlarinin iyilesmesi ve yasam siiresinin uzamastyla
beraber diinyanin yash niifusu da artmaktadir. Ileri yas demans hastalig1 olan
Alzheimer hastaliginin (AH) da goriilme sikli§1 artan yasam siiresiyle birlikte artis
gostermektedir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO), AH ve diger demanslar da dahil
olmak iizere, 2016 yilinda iskemik kalp hastaligi, fel¢, kronik obstriiktif akciger
hastaligt (KOAH) ve alt solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra diinya capinda
besinci 6liim nedeni (yaklasik 2 milyon 6liim) olarak tanimlamistir (161). 2016
yilinda yayimlanan Diinya Alzheimer Raporu’nda su anda demansla yasayan yaklasik
47 milyonun 2050 yilinda 131 milyon olacagmi bildirilmistir (World Alzheimer
Report 2016). AH, Kuzey Amerika ve Avrupa'daki demans vakalarinin yaklasik
%60-80'ini olusturur ve diinya ¢capinda demansa bagl 6liimlerin en biiyiik nedenidir

(162).

AH, etkilenen bireyin normal giinlik yasam aktivitelerini asamali olarak
engelleyen cesitli biligsel bozukluklarin goriildiigli néropatolojik bir durumdur (163).
AH’da klinik belirtilerin baslicalar1 giinliikk yasantiy1 etkileyen bellek kaybi ve
yapilan islerde zorluk yasama, konugmada giigliik, yargilamada azalma ile birlikte

problem ¢6zme ve plan yapmada azalma seklindedir (164).

Genel olarak AH sporadik bir temelde gergeklesirken, amiloid Oncii proteini
(APP), presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) olarak tanimlanan ii¢ gende
meydana gelen mutasyon nadir olan (<% 0,5) ailesel AH formuna neden olur.
Hastalik belirtileri tipik olarak 30 ile 50 yas arasinda, sporadik AH'de daha erken
goriiliir. Tipik gec baslangicli AH'nin, genetik ve cevresel faktorlerin karmasik
etkilesiminden kaynaklanmasit muhtemeldir. Son zamanlarda AH riskinin ~%70'inin
genetik faktorlere bagl oldugu diistintilmektedir. APOE geni, sporadik AH icin en
biiyiik risktir. Ilgili genom c¢alismalart 20°den fazla genetik risk faktorii
tanimlamistir. Ozellikle, amiloid birikimine cevap olarak mikroglial aktivasyonun
son zamanlarda AH patogenezinde kilit bir rol oynadigi kabul edilmektedir.
Epidemiyolojik kanitlar, egitim ve fiziksel egzersizin AH'ye kars1t koruyucu
oldugunu ancak orta yastaki hipertansiyon ve diyabetin riskinin olumsuz etkiledigini

gostermektedir (165).
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AH patolojisinde, amiloid plaklar ve norofibril yumaklarin (NFY) yaninda
asetilkolin (ACh) ve hiperfosforile tau proteini gibi diger faktorler de AH'min
baglamas1 ve ilerlemesinde iliskili oldugu diisiiniilmektedir. AH patogenezinde
amiloid hipotezi, amiloid prekiirsor proteinin (APP), B ve y-sekretaz enzimleriyle
proteolitik boliinmesi ile olusan amiloid beta proteininin (A) patolojik formlarinin
temizlenmesindeki dengesizlik sonucu beyinde birikimini 6nerir. NFY’lerin olusumu
ve ardindan noronal disfonksiyon ve ndrodejenerasyonla ile siirecin ilerledigi

diistiniilmektedir (166, 167).

Yogun plaklardaki fibriler amiloidin AH'nin gelisiminde kritik oldugu diisiiniilse
de, son yillarda yapilan ¢alismalar 1s181nda ¢oziiniir AB oligomerlerinin en patolojik

formlar1 olabilecegi diisiiniilmektedir (168).

3.8.1. Kolinesteraz inhibitorlerinin Alzheimer hastaligindaki mekanizmasi

Genel olarak AH'nin mevcut klinik tedavisi esas olarak kolinerjik hipoteze
dayanmaktadir. Bu hipotez, beyindeki ACh seviyelerinin azalmasinin, AH
hastalarinda hafiza ve biligsel bozukluklara yol actigini ve ACh metabolizmasinin
inhibe edilmesinin, ACh seviyesini artirabilecegini bdylece semptomlarin
hafifledigini onerir (169). Bu goriise dayanarak, Amerikan Gida ve Ilag Cemiyeti
(FDA) 1993 yilindan itibaren takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamin olmak
tizere dort tane kolinesteraz inhibitoriiniin AH’de kullanilmasint onaylamistir. Ancak
bu ilaglarin hastalik {izerinde etkilerinin az ve gegici oldugu ifade edildiginden
kolinerjik sistemin yani sira hastalikta gézlenen diger patolojik degisimlere de etki
edebilecek multimodal ilaglarin gelistirilmesine yonelik arastirmalar halen devam

etmektedir (13).

Asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE), merkezi sinir
sisteminde ACh'yi parcalayabilen iki kolinesteraz tiiriidiir. AChE'nin aksine, AH'deki
BuChE'nin patolojik mekanizmasi heniiz tam olarak tanimlanmamigstir. Her ne kadar
birka¢ ¢calisma BuChE'min AH tedavisinde faydali olabilecegini gosterse de, BuChE
temel olarak periferik dokularda dagilabilir, dolayisiyla BuChE'nin inhibisyonu
periferik sistemde ters etkilere neden olabilir. Soyle ki, hem AChE hem de BuChE

inhibe edici aktiviteleri ile AH tedavisi i¢in onaylanan ilk ilaclardan biri olan takrin,
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periferik sistemdeki ciddi hepatotoksisite ve diger yan etkileri nedeniyle geri

cekilmigtir (169).

AH’nin semptomatik tedavisinde, klinisyenler tarafindan en ¢ok tercih edilen
asetilkolinesteraz inhibitorleridir (AChEI). Asetilkolinesterazin sinapstaki yikimini
engelleyerek etkisini gosteren AChEI’ler, bu sayede asetilkolinin kullanilabilirligini
arttirir. Her ne kadar periferik kolinerjik yan etkileri olsa da, diisiik dozlu
kullaniminda genellikle iyi tolere edilir (161). Ayrica, diisiik afiniteli bir N-metil-D-
aspartat reseptor antagonisti olan memantin orta ve siddetli AH’de kullanilir.
Fizyolojik etkilerine miidahale etmeden L-glutamat uyarici ndorotoksisitesiyi

azaltmay1 amaglar (165).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Calismanin Yapildig1 Yer

Bu yiiksek lisans tez calismasi Dicle Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Arastirma

Laboratuvari 1°de gerceklestirilmistir.

4.2. Bitkisel Materyaller

T. polium bitkisi 22 Mayis 2018 tarihinde Dicle Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Ogretim Uyesi Dog. Dr. Mehmet BOGA, Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Botanik Anabilimdali Dr. Ogretim Uyesi Yeter YESIL ve yiiksek lisans
ogrencileri Goncagiil SUVARI ile Irmak TANAMAN tarafindan Elazig’in Maden
ilcesinden Diyarbakir’in Ergani il¢esine giderken 10. km sag tarafi yol kenarinda
toplandi. Teshisi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik
Anabilimdali Dr. Ogretim Uyesi Yeter YESIL tarafindan yapilmistir. Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi herbaryumunda kayit altina alinmustir (ISTE No:
115658).

T. parviflorum bitkisi 25 Mayis 2018 tarihinde Istanbul Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilimdali Dr. Ogretim Uyesi Yeter YESIL
tarafindan Batman ili Hasankeyf Sancak Koyiinden U¢ Yol Kdyiine giderken ekili
alan etrafinda toplanarak teshis edilmistir. Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

herbaryumunda kayit altina alinmistir (ISTE No: 115665).

4.3. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

Kersetin, pirokatekol, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), 2,6-di-t-biitil-1-
hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), DTNB (5,5-ditiyobis-(2-
nitro benzoik asit)), asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz, a-tokoferol, potasyum
peroksi disiilfat (K2S20g), ABTS, bakir (II) kloriir Sigma firmasindan (St. Louis);
Tween-40, kloroform, diklorometan, metanol, etanol, aliminyum nitrat, potasyum
asetat, demir (II) kloriir tetra hidrat, ferrozin (3-(2-piridil)-5,6-bis-(4-fenil siilfonik
asit)-1,2,4-triazin monosodyum tuzu) Merck (Darmstadt, Almanya), galantamin
hidrobromiir, neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Sigma-Aldrich),

asetiltiyokolin iyodiir, Folin-Ciocalteu reaktifi (Applichem), butiriltiyokolin iyodiir
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(Fluka), sodyum karbonat, amonyum asetat, sodyum hidrojen fosfat ve sodyum
dihidrojen fosfat Riedel-de-Haen firmasindan temin edildi. Kullanilan kimyasal

maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.

4.4. Cihazlar ve Diger Gerecler

e GC-MS/FID (Agilent Technologies Inc. 7890A GC - Agilent 5975
GC-MSD, Ingiltere)

e LC-MS/MS (LC-HRMS Thermo Q Exactive )

e Ultraviyole Spektrofometre Cihazi (UV-Vis), (PG Instruments T80+
UV/VIS Spectrometer, Ingiltere)

e FEliza (BioTek EON Microplate Reader, Amerika Birlesik Devletleri)

e Rotaevaporator (Heidolph, Almanya)

e Otomatik pipetler (20-200 puL, 100-1000 puL, 500-5000 puL) (Brand,
Almanya)

e Hassas terazi (Shimadzu ATX224, Japonya)

e Manyetik karistirict (Heidolph MR 3001, Almanya)

e pH-metre (Thermo, Amerika Birlesik Devletleri)

e Elma S15 ultrasonik banyo (Almanya)

e Ultra saf su cihaz1 (Merck Millipore Direct-Q 3 UV, Almanya)

e Vortex (LMS Co. LTD, Japonya)

4.5. Ekstrelerin Hazirlanisi

T. parviflorum bitkisinin toprak Ustii kisimlar1 gblgede kurutulup toz edildikten
sonra 10 g bitki etanol ile oda sicakliginda arada calkalanarak masere edildi (24 saat
x 3). Rotary evaporatdrde ¢oziiciisii buharlastirildiktan sonra 469,4 mg ekstre elde
edildi. Yiizde verimlilik (g/g) = (Ekstraksiyon sonrasi elde edilen 6ziit / Baslangicta

Olciilen kuru bitki miktar1 ) x 100 formiiliinden hesaplanarak % 4,69 olarak saptandi.

T. polium bitkisinin kok ve toprak {stli kisimlari goélgede kurutulup toz
edildikten sonra 10 g toprak iistii, 30 g kok kisimlarindan aliarak etanol ile oda
sicakliginda arada c¢alkalanarak masere edildi (24 saat x 3). Rotary evaporatorde
¢oziiciileri buharlastirildiktan sonra toprak iistii kismindan 350,6 mg, kék kismindan

252,6 mg ekstre elde edildi. Yiizde verimlilik (g/g) = (Ekstraksiyon sonrasi elde
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edilen 6ziit / Baslangigta 6l¢iilen kuru bitki miktar1) x 100 formiiliinden hesaplanarak

toprak iistii ekstresinde % 3,51, kok ekstresinde % 0,84 olarak saptandi.

4.6. Ucucu Yag Eldesi

Bitkilerden 100°er gram alinarak 1 litrelik balona kondu ve 500 ml su ilave
edildi. 3 saat kaynadiktan sonra Clevenger apareyi ile ugucu yagi elde edildi. Ugucu
yag miktar1 ¢ok az oldugundan petrol eteri ile birlikte sudan ayrildi. GC-MS
analizleri yapilana kadar NaSOy ile kurutularak +4 °C’de bekletildi.

4.7. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoid Iceriklerinin Belirlenmesi

4.7.1. Toplam fenolik iceriklerinin belirlenmesi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin toplam fenolik igerikleri, Slinkard ve
Singleton’in metodu esasina dayanilarak pirokatekole esdeger olarak belirlendi
(170). 100 ppm konsantrasyonda pirokatekol c¢ozeltisi ile 1000 ppm
konsantrasyonlarda 7. parviflorum bitkisinin toprak iisti ve T. polium bitkisinin
toprak iistii ve koklerinin etanol ekstrelerinin hazirlanmasinin ardindan, bu stok
cozeltilerden belirli miktar oranlarinda hazirlanan orneklere, iicer paralel ¢aligma
yapilmak suretiyle, FCR ve %?2’lik Na>COs c¢ozeltisi ilavesi ve 2 saatlik bekleme
siireci ardindan 760 nm’de absorbanslar1 okundu. Toplam fenolik icerikler, Sekil
9’da gosterilen standart pirokatekol grafifinden saptanan Absorbans = 0,045x +
0,0526 (R2 = 0,9927) esitligine dayal1 belirlendi.

0.2 e oClolooeeosieesieessoeo

y = 0,045x +0,0526 R*=0,9927
I T S i

1 LR e ot C e

o
=
}

Absorbans

1T

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 9: Pirokatekoliin 6lcii grafigi
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4.7.2. Toplam flavonoid iceriklerinin belirlenmesi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin toplam flavonoid icerikleri, Moreno ve
ark.nin kullandig1 metot esasina dayanilarak kersetine esdeger olarak belirlendi
(171). 1000 ppm konsantrasyonda kesretin ¢ozeltisi ile 1000 ppm konsantrasyonlarda
T. parviflorum bitkisinin toprak iistii ve T. polium bitkisinin toprak iistii ve koklerinin
etanol ekstrelerinin hazirlanmasmin ardindan, bu stok ¢ozeltilerden belirli miktar
oranlarinda hazirlanan 6rneklere, tiger paralel ¢alisma yapilmak suretiyle, potasyum
asetat ve aliiminyum nitrat ¢ozeltisi ilavesi ve 40 dakika bekleme siireci ardindan 415
nm’de mikroplaka okuyucu kullanilarak absorbanslari okundu. Toplam flavonoid
igerikler, Sekil 10’da gosterilen standart kersetin grafiginden saptanan Absorbans=

0,0351x + 0,0381 (R*: 0,9941) esitligine dayali belirlendi.

y =0,0351x + 0,0381 R?=0,9941

1.4

Absorbans

O T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Konsantrasyon (ug/mL )

Sekil 10: Kersetinin 0l¢ii grafigi
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4.8. Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite tayini i¢cin 7. parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol
ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim, ABTS katyon radikal giderim, metal
baglama aktivitesi ve CUPRAC yontemleri ile aktiviteleri tayin edildi. Biitiin
yontemlerin  grafiklerindeki konsantrasyonlar reaksiyon karigimindaki son

konsantrasyonlardir.

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

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin serbest radikal giderme aktiviteleri,
Blois’in metodu esasina dayanilarak 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali ile
belirlendi (172). T. parviflorum bitkisinin toprak iistii ve T. polium bitkisinin toprak
tisti ve koklerinin etanol ekstrelerinden alinan 10 mg ile hazirlanan stok
coOzeltilerden belirli miktar oranlarinda hazirlanan orneklere, tiger paralel calisma
yapilmak suretiyle, DPPH ilavesi ardindan 30 dakika bekleme siirecinden sonra 517
nm’de absorbanslar1 okundu ve BHA, BHT ve o-Toc standartlar1 baz alinarak
degerlendirildi. Ayrica ekstrelerde saptanan absorbanslardan % Inhibisyon degeri

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

4.8.2. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin katyon radikali giderme aktiviteleri, Re
ve ark.nin metodu esasina dayanilarak 2,2'-azino-bis(3etilbenzotiazolin-6-siilfonik
asit) ile belirlendi (173). T. parviflorum bitkisinin toprak iistii ve T. polium bitkisinin
toprak istii ve koklerinin etanol ekstrelerinden alinan 10 mg ile hazirlanan stok
coOzeltilerden belirli miktar oranlarinda hazirlanan orneklere, iicer paralel calisma
yapilmak suretiyle, ABTS c¢ozeltisi ilavesi ve 6 dakika bekleme siireci ardindan 734
nm’de absorbanslari okundu ve BHA, BHT ve o-Toc standartlar1 baz alinarak
degerlendirildi. Ayrica ekstrelerde saptanan absorbanslardan % Inhibisyon degeri

(Akon[ro] - Aﬁmek) / Ak()n[r()] X 100 e$1t11g1ne dayall bellrlel’ldl.
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4.8.3. Metal baglama aktivitesi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin metal baglama aktiviteleri, Kolak ve
ark.nin kullandig1 metot esasina dayanilarak Fe(II)-Ferrozin ile belirlendi (174). 1000
ppm konsantrasyonlarda 7. parviflorum bitkisinin toprak iistii ve 7. polium bitkisinin
toprak iistii ve koklerinin etanol ekstrelerinin hazirlanmasinin ardindan, bu stok
¢ozeltilerden belirli miktar oranlarinda hazirlanan Orneklere, iicer paralel ¢aligma
yapilmak suretiyle, Fe(Il) ve ferrozin reaktifleri ilavesi ve 10 dakika bekleme stireci
ardindan 562 nm’deki absorbanslari, kersetin ile EDTA standartlar1 baz alinarak
degerlendirildi. Ayrica ekstrelerde saptanan absorbanslardan % Inhibisyon degeri

4.8.4. CUPRAC yontemi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin antioksidan aktivitesi CUPRAC yontemi
icin, Apak ve ark.nin da metot esasi olan, antioksidanlarla renkli Cu(I)-Nc kelata
doniisen Cu(II)Neokuproin (Nc) kompleksinin kullanimina dayanilarak belirlendi
(175). T. parviflorum bitkisinin toprak tiistii ve T. polium bitkisinin toprak iistii ve
koklerinin etanol ekstrelerinin stok ¢Ozeltilerinin hazirlanmasinin ardindan, bu stok
coOzeltilerden belirli miktar oranlarinda hazirlanan orneklere, ticer paralel calisma
yapilmak suretiyle Cu (II), neokuproin ve NH4OAc tamponu ilavesi ve 1 saat
bekleme siireci ardindan 450 nm’de absorbanslari okundu ve BHA, BHT ve a-Toc

standartlar1 baz alinarak degerlendirildi.
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4.9. Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

4.9.1. Ellman metodu

Ellman ve ark. tarafindan 1961 yilinda hizli kolorimetrik belirleme yontemi
olarak uygulanan metod, AChE ile yikilan asetilkolinden agiga ¢ikan tiyokolinin
5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusan sar1 renkli
5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun mikroplaka reader ile Ol¢iimiine dayanir (176).

Calismamizda Ellman metodu kullanilarak aktivite tayini gergeklestirildi.

3.9.1.1. AChE aktivite testi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin AChE aktivitesi i¢in belirtildigi iizere
Ellman metodu kullanildi (176). 4000 ppm konsantrasyonlarda 7. parviflorum
bitkisinin toprak {iisti ve T. polium bitkisinin toprak {iistli ve koklerinin etanol
ekstrelerinin hazirlanmasinin ardindan, {icer paralel calisma yapilmak suretiyle,
yontemde kullanilan mikroplakalara fosfat tamponu, stok ¢ozeltiden belirli miktar ve
asetilkolinesteraz enzimi ilavesi ve 10 dakika bekleme siireci ardindan DTNB
reaktifi ve asetiltiyokolin iyodiir eklenip ELISA okuyucu kullanilarak 412 nm’de
absorbanslar1 okundu ve galantamin standardi baz alinarak degerlendirildi. Ayrica
ekstrelerde saptanan absorbanslardan % Inhibisyon degeri (Akontrol — Asmek) / Akontrol X

100 esitligine dayali belirlendi.

4.9.1.2. BChE aktivite testi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin BChE aktivitesi i¢in belirtildigi lizere
Ellman metodu kullanildi (176). 4000 ppm konsantrasyonlarda 7. parviflorum
bitkisinin toprak {iistli ve T. polium bitkisinin toprak {iistii ve koklerinin etanol
ekstrelerinin hazirlanmasinin ardindan, tiger paralel ¢alisma yapilmak suretiyle,
yontemde kullanilan mikroplakalara fosfat tamponu, stok ¢ozeltiden belirli miktar ve
butirilkolinesteraz enzimi ilavesi ve 10 dakika bekleme siireci ardindan DTNB
reaktifi ve butiriltiyokolin iyodiir eklenip ELISA okuyucu kullanilarak 412 nm’de
absorbanslar1 okundu ve galantamin standardi baz alinarak degerlendirildi. Ayrica
ekstrelerde saptanan absorbanslardan % Inhibisyon degeri (Akontrol — Asmek) / Akontrol X

100 esitligine dayali belirlendi.
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4.10. Istatistik Hesaplamalar

Antioksidan ve antikolinesteraz aktivite deneyleriyle saptanan veriler ii¢ paralel
Olclimiin ortalamasi1 ve standart sapmasi olarak uygulandi. Sonuglar Student’s t-
testine gore %95 giiven sinirlar1 iginde bulundu. Anlamlilik sinirt igin p<0,05 kabul
edildi. En kiictik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon analizi egim,

intersept ve korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle yapildi.
4.11. Kromatografik Yontemler

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

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol ekstrelerinden Clevenger apareyi
kullanilarak hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen ucucu yaglarin bilesenleri

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

GC-MS analizi, Agilent 7890A GC'ye (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA) bagh Agilent 5975 GC-MSD ile yapildi. 60 m x 0.25 mm, 0.25 um film
kalinlig1 standartlarina sahip HP-Innowax FSC kolonundan 1,2 ml/dk hizla tastyici
gaz olarak %99,99 safliktaki helyum gecirildi. GC’deki firin sicakligi ilk olarak 10
dk boyunca 60°C ayarlandi, 10 dk sonra dakikada 4°C’lik artis ile 220°C’ye getirildi
ve yine 10 dk boyunca 220°C ayarlandi. Ardindan dakikada 1°C’lik artig ile
240°C’ye programlandi. Split oran1 da 40:1 seklinde sisteme kaydedildi. Enjektor
sicakligi da 250°C olarak programlandi. Kiitle agirligi 35-450 m/z olarak ayarlandi
ve kiitle spektrumlar1 70 eV’da alindi. GC-FID analizi, Agilent 7693A serisi
otomatik numune cihaz1 kullanilarak otomatik enjeksiyonla gerceklestirildi; N-

heksan (%10, h/h) ile seyreltilmis 1 pl ugucu yag GC-MS sistemine enjekte edildi.

GC analizi, Agilent 7890A GC sistemi ile gerceklestirildi. GC-MS ile ayni
ellisyon sirasini saptayabilmek adina, ayni operasyonel kosullar kullanilarak es
zamanl Tgcli enjeksiyonlar yapildi. FID sicakligi 300 °C idi. Bilesenlerin
tanimlanmasi, ayni deneysel kosullar altinda, n-alkanlar (C8-C30) serilerine gore
birlikte enjeksiyonla belirlenen tutunma indeksi temelinde gerceklestirildi. Kiitle
spektrumlarinin; NIST 05 ve Wiley 8. Versiyon ve bilinen ugucu yag bilesenlerinden

olusturulan home-made MS Kkiitiiphanesi ile karsilagtirilmasinin yani sira, tutunma
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indekslerinin literatlir degerleri ile karsilastirilmasiyla daha ileri bir tanimlama

yapildi (177).

4.11.2.S1v1 kromatografisi-Sirah kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS) sartlar:

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin LC-MS-MS analizleri, Bezmialem Vakif
Universitesi la¢ Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlarimda LC-HRMS
Thermo Q Exactive marka LC-MS/MS cihazi ile Tablo 7’de belirtilen c¢alisma
sartlarinda gerceklestirildi.

Tablo 7: LC-MS/MS ¢alisma sartlari

Mobil Faz A: %1 Formik Asit - %0,1 Amonyum Format — HO
Mobil Faz B: %1 Formik Asit - %0,1 Amonyum Format — MeOH
Kolon: 3 pm Fortis C18 — 150 x 3,0 mm

Gradiyent zamam AKkis hizi (ml/dk) %B
0,00 0,35 50
1,00 0,35 50
3,00 0,35 100
6,00 0,35 100
7,00 0,35 50
10,00 0,35 50
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5. BULGULAR

Bu tez calismasinda; 7. parviflorum bitkisinin toprak iistii, 7. polium bitkisinin
toprak st ve kok kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin DPPH serbest
radikali giderimi, ABTS katyon radikali giderimi, metal baglama aktivitesi ve
CUPRAC yontemleri kullanilarak antioksidan aktivite tayinleri yapildi. Tim
ekstrelerin toplam fenolik miktarlart pirokatekole esdeger, toplam flavonoid
miktarlart da kersetine esdeger olarak belirlendi ve ii¢ ekstrenin antikolinesteraz
aktivite tayini asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin kullanildig:

Ellman yontemi ile yapildi.

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin GC-MS ile ugucu yaglarinin igerikleri,
antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri incelendi ve LC-MS/MS ile fenolik
bilesik igerikleri ¢alisildi. Ayrica T. parviflorum bitkisinin antikolinesteraz aktivitesi

ve LC-MS/MS ile kimyasal igerigi ilk kez calisildi.

5.1. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktarlari

Tiim ekstrelerin toplam fenolik miktarlart pirokatekole esdeger, toplam
flavonoid miktarlar1 da kersetine esdeger olarak belirlendi. Tablo 8’de de goriilecegi
iizere; T. polium toprak iistii (TpoTU) ve T. parviflorum toprak iistii (TpaTU)
ekstrelerinin toplam flavonoid miktarlarinin toplam fenolik miktarlardan daha
yiiksek oldugu, ii¢ ekstrenin toplam flavonoid miktarlarinin yakin degerlerde oldugu,
en yiiksek toplam flavonoid miktarinin 7. polium kok (TpoK) ekstresinde oldugu; 7.
polium kok ekstresinin toplam fenolik miktarinin, 7. polium toprak iistii ve T.
parviflorum toprak iistii ekstrelerinin fenolik miktarlarindan daha yiiksek oldugu

tespit edildi.
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Tablo 8: Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar

Toplam Fenolik Toplam Flavonoid
Ekstreler Miktari Miktari
(ug pirokatekole (ug kersetine
esdeger)/mg Ekstre® esdeger)/mg Ekstre®
TpoTU 27,67+0,36 35,94+0,82
TpoK 49,89+1,36 43,54+1,85
TpaTU 17,11+0,00 41,17+1,42

a: Pirokatekole esdeger fenolik igerik. (y=0,045x + 0,0526 R2=0,9927)
b: Kersetine esdeger flavonoid igerik. (y=0,0351x + 0,0381 R2=0,9941)

5.2. T. parviflorum ve T. polium Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin

Antioksidan Aktivite Sonuclari

5.2.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi sonuclar:

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan 10, 25, 50, 100 pg/mL
konsantrasyonlardaki ekstrelerin DPPH serbest radikali giderim aktivitelerinde
standart olarak ayni konsantrasyonlarda hazirlanan BHA, BHT, ve a-TOC kullanildi.
Sekil 11 ve Tablo 9’da goriilecedi tizere; tiim ekstrelerde konsantrasyonun artmasiyla
aktivitenin arttig1 ve 7. polium kok ekstresinin en yiiksek aktivite (ICso= 33,72+0,05
ng/mL) gosterdigi belirlendi. T. parviflorum toprak iistii ekstresinin diisiik aktivite
(ICso= 133,49+1,64 pg/mL) gosterdigi belirlendi. 7. polium kok ekstresinin standart
olarak kullanilan BHT’den (ICso= 58,86+0,50 pg/mL) daha yiiksek aktivite
gosterdigi belirlendi.
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Sekil 11: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin DPPH
serbest radikali giderim aktiviteleri

Tablo 9: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin DPPH
serbest radikali giderim aktiviteleri

Ekstreler ICso degerleri (pg/mL)
TpoTU 67,39+1,33
TpoK 33,7240,05
TpaTU 133,49+1,64
BHA 7,88+0,20
BHT 58,86+0,50
a-TOC 16,30+0,79

5.2.2. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi sonuclar:

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan 10, 25, 50, 100 pg/mL
konsantrasyonlardaki ekstrelerin ABTS katyon radikali giderim aktivitelerinde
standart olarak ayni konsantrasyonlarda hazirlanan BHA, BHT, ve a-TOC kullanildi.

Sekil 12 ve Tablo 10°da goriilecegi iizere; tiim ekstrelerde konsantrasyonun
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artmasiyla aktivitenin arttig1 ve 7. polium kok ekstresinin tiim konsantrasyonlarda en
yiiksek aktivite (ICso= 15,01£0,10 pg/mL) gosterdigi belirlendi. En diisiik aktiviteyi
T. parviflorum toprak {iistii ekstresinin (ICso= 24,54+0,45 pg/mL) gosterdigi
belirlendi. 7. polium kok ekstresinin standart olarak kullanilan BHA’dan (ICso=
17,59+40,10 pg/mL) daha 1y1 aktivite gosterdigi tespit edildi.

ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi
(% Inhibisyon)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

TpoTU TpoK TpaTU BHA BHT a-TOC

m10 mg/mL m25mg/mL ®50 mg/mL 100 mg/mL

Sekil 12: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin ABTS
katyon radikali giderim aktiviteleri

Tablo 10: 7. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin ABTS
katyon radikali giderim aktiviteleri

Ekstreler ICso degerleri (pg/mL)
TpoTU 22,20+1,81
TpoK 15,0120,10
TpaTU 24,54+0,45
BHA 17,59+0,10
BHT 13,25+0,27
a-TOC 9,74+0,42
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5.2.3. Metal baglama aktivitesi yontemi ile antioksidan aktivite sonuclari

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan 10, 25, 50, 100 pg/mL
konsantrasyonlardaki ekstrelerin metal baglama aktivitelerinde standart olarak ayni
konsantrasyonlarda hazirlanan EDTA kullanildi. Tablo 11°de goriilecegi iizere,

ekstrelerin higbiri metal baglama aktivitesi gostermedi (ICso degerleri >1000 pg/mL).

Tablo 11: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin metal
baglama aktivitesi

Ekstreler ICso degerleri (pg/mL)
TpoTU >1000
TpoK >1000
TpaTU >1000
EDTA 26,82+0,10

5.2.4. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite sonuclar:

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan 10, 25, 50, 100 pg/mL
konsantrasyonlardaki  ekstrelerin CUPRAC  yoOntemine gore antioksidan
aktivitelerinde standart olarak ayni konsantrasyonlarda hazirlanan BHA, BHT, ve a-
TOC kullanildi.  Sekil 13’te goriilecegi iizere; tiim ekstrelerde konsantrasyonun
artmastyla aktivitenin arttig1 ve 7. polium kok ekstresinin en yiiksek, 7. parviflorum
toprak {istii ekstresinin de en diisiik aktiviteyi gosterdigi belirlendi. Ancak tiim
ekstrelerin BHA, BHT ve o-TOC standartlarindan daha diisiik aktivite gosterdigi
tespit edildi.
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Sekil 13: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin CUPRAC
yontemi ile antioksidan aktiviteleri

5.3. T. parviflorum ve T. polium Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin

Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonuna dayanarak 7. parviflorum ve T.
polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin antikolinesteraz aktivitelerinde standart
olarak aynm1 konsantrasyonlarda hazirlanan galantamin kullanildi. Tablo 12°de
goriilecegi tizere, li¢ ekstrenin de AChE enzim inhibisyonu aktivitesinin olmadigy,
sadece T. polium kok ekstresinin BChE enzimini orta seviyede inhibe ettigi
(%Inhibisyon= 40,31£1,06) tespit edildi.

Tablo 12: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin
antikolinesteraz aktivite sonuglari

Ekstreler AChE (%Inhibisyon) BChE (%Iinhibisyon)
TpoTU AD 27,41£1,03
TpoK AD 40,31+1,06
TpaTU AD 19,60+0,95

Galantamin 80,04+0,23 88,65+0,99

AD: Aktif degil
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5.4. T. parviflorum ve T. polium Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin Kimyasal

icerikleri

5.4.1. T. parviflorum ve T. polium bitki tiirlerinin GC-MS ile analizi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin Clavenger aparat1 ile hazirlanan ugucu

yaglarinin GC-MS analizi ile tespit edilen icerikleri Tablo 13’te gosterilmistir.

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin ugucu yag bilesimleri sirasiyla %98,2 ve
%97.,4 oraninda aydinlatildi. 7. parviflorum bitkisinin major bilesenleri germakren D
(%32,7), linalool (%19,9), o-kopaen (%10,6), o-kadinen (%9,4), 1-okten-3-ol
(%7,5), bisiklogermakren (%7,3) ve timol (%6,2) iken T. polium bitkisinin major
bilesenleri (Z)-B-farnesen (%28.9), P-karyofilen (%17,6), germakren D (%12.,4),
bisiklogermakren (%8,2), karyofilen oksit (%6,3) ve T-kadinol (%5,8) oldugu tespit
edildi.

Tablo 13: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ucucu yaglarin GC-
MS analiz sonucu

T. parviflorum

No  Ucucu yag bilesenleri RRIa T. polium (%) (%)

1 2-Metil-2-pentanol 1095 1.2
2 Limonen 1201 0.3 -

3 1-Okten-3-ol 1450 0.9 7.5
4 a-Kubeben 1465 - 2.7
5 a-Kopaen 1501 - 10.6
.

7 Linalool 1548 2.0 19.9

8 Pinokarvon 1588 1.3 -

9 B-Karyofilen 1614 17.6 -
10 Mirtenal 1651 1.6 -
11 (Z)-pB-Farnesen 1670 28.9
12 a-Humulen 1689 2.7
13 Germakren D 1729 12.4 32.7
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14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

a Alkan serisi kullanilarak hesaplanan Relatif Retention Indeks

B-Bisabolon
Bisiklogermakren
d-Kadinen
v-Kadinen
Mirtenol
Karyofilen oksit
Spatulenol
T-Kadinol
Timol

o-Kadinol

Toplam Tamimlanan (%)

b Eser (<0.1%).

1738
1754
1773
1779
1806
2017
2147
2193
2196
2254

0.3
8.2
0.7
0.5
1.6
6.3
3.1
5.8

2.0

97.4

7.3
9.4

6.2

98.2

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin Clavenger aparati ile hazirlanan ugucu

yaglarinin GC-MS kromatogrami Sekil 14 ve Sekil 15°te gdsterilmistir.
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Sekil 14: T. polium bitkisinden hazirlanan ugucu yagin GC-MS kromatogrami
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Sekil 15: T. parviflorum bitkisinden hazirlanan ugucu yagin GC-MS kromatogrami
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Yiizde bilesenleri agisindan bilesik siniflart Tablo 14’te verilmistir. Bilesikler 6
farkli sinifta gruplandirilmis olup bunlar; monoterpenler, monoterpenoidler,
seskiterpenler, seskiterpenoidler, alkoller ve aldehitler seklindedir. 23 adet dogal
bilesigin 20 tanesini terpen tirii bilesikler olup bunlardan seskiterpenler T.
parviflorum ve T. polium bitkilerinde sirasiyla %62,7 ve %70,94 oranlariyla miktar
en fazla olan gruptur. 5 adet bilesen 7. parviflorum ve T. polium bitki tiirleri icin

ortak olup bunlarin oranlari sirasiyla %24,2 ve %76,8 seklindedir.

Tablo 14: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan ugucu yaglarin GC-

MS analizi sonucu saptanan bilesiklerin siniflandirilmasi ve karisimdaki % miktarlar

T. polium T. parviflorum
Bilesik sinifi
%Miktar  Bilesik sayisi %Miktar  Bilesik sayisi
Monoterpenler 0,3 1 - -
Monoterpenoidler 6,5 4 26,1 2
Seskiterpenler 70,94 8 62,7 5
Seskiterpenoidler 17,2 4 - -
Alkoller 2,1 2 7.5 1
Aldehitler - - 1,9 1
Ortak bilesikler 24,2 5 76,8 5
Toplam 97,04 19 98,2 9

5.4.1. T. parviflorum ve T. polium bitki tiirlerinin LC-MS/MS ile analizi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin fenolik bilesen icerikleri LC-MS/MS ile
tespit edilerek Tablo 15’te gosterilmistir.

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin LC-MS/MS analiz sonucu
incelendiginde; 7. polium toprak iistii ekstresinde naringenin (16327 pg/g ekstre),
apigenin-7-glukozit (9415 pg/g ekstre) ve (-)-epigallokatesin gallat (4082 ng/g
ekstre), T. polium kok ekstresinin de (-)-epigallokatesin gallat (3694 ng/g ekstre),
verbaskozit (3566 ng/g ekstre) ve hesperidin (2380 pg/g ekstre) major bilesenler

59



olarak tespit edilirken 7. parviflorum toprak {iistii ekstresindeki major bilesenler de
hesperidin (5687 ug/g ekstre), (-)-epigallokatesin gallat (4451 pg/g ekstre) ve
verbaskozit (3616 ng/g ekstre) olarak tespit edildi.

Verbaskozit ve hesperidin, 7. polium kok ekstresi ile 7. parviflorum toprak istii
ekstresinde major bilesenler icerisinde yer alirken, (-)-epigallokatesin gallatin tiim

ekstrelerde major bilesenler icinde yer aldig1 tespit edildi.

Tablo 15: T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin LC-MS/MS analiz sonucu

TpoTU TpoK TpaTU

Madde Ad1 ng/s ne/g ng/g
Ekstre Ekstre Ekstre
Kafeik asit 218 131 TE
(+)-Katesin TE TE TE
(-)-Epigallokatesin gallat 4082 3694 4451
Apigenin 2756 17 TE
Emodin TE 47 TE
Asasetin 311 242 250
Luteolin 367 63 73
Kaempferol 107 TE TE
Scutellarein 366 54 65
Isosakuranetin 1083 317 TE
Dihidrokaempferol 955 TE TE
Hispidulin 1290 288 345
Rhamnocitrin 1338 311 394
(+)-Trans taksifolin TE TE TE
(-)-Epigallokatesin 157 TE TE
Penduletin 274 TE 1007
Eupatilin 254 TE 1018
Orientin 121 TE 51
Apigenin 7-glukozit CRS 9415 TE TE
Kersitrin 120 TE 51
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Mirsitrin 370 TE TE

Nepetin-7-glukozit 153 TE TE
Luteolin-7-rutinozit 591 144 TE
Verbaskosid 3876 3566 3616
Hederagenin 2100 TE 911
Quillaic asit TE TE TE
Herniarin 421 229 191
Kaempferol-3-O-glukozit 127 TE 64
Nepetin TE TE TE
Hiperozid 403 TE TE
3-o0-Metil kersetin 374 TE TE
(-)Epikatesin TE TE TE
Kersetin 126 TE TE
Rosmarinik Asit TE TE TE
Hesperidin 126 2380 5687
Naringin 944 TE TE
Naringenin 16327 280 92
Chrysin TE TE TE
Fumarik asit TE TE TE
Rutin TE 245 TE

TE: Tespit edilemedi

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin fenolik bilesen iceriklerinin LC-MS/MS
kromatogramlar1 Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18, Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21, Sekil 22
ve Sekil 23°te gosterilmistir.
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Sekil 16: 7. polium toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-1
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Sekil 17: T. polium toprak {iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-2
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Sekil 18: 7. polium toprak {iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-3
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Sekil 19: T. polium toprak {iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-4
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Sekil 20: 7. polium kok ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-1
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Sekil 21: 7. polium kok ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-2
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Sekil 22: T. parviflorum toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-1
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Sekil 23: T. parviflorum toprak iistii ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami-2
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6. TARTISMA

Geleneksel bitkisel ilaglarin kullanimi diinya ¢apinda biiyiik ilgi gormiistiir.
Sifal1 bitki arastirmalarina olan bu ilgi, geleneksel terapdtik potansiyeli olan bitkisel
trlinler iizerine odaklanmistir. Ancak, ilaglarin kesfedilmesinde dogal iirlinlerin
kullanilmasi, yeni farmasotik preparatlarin aragtirilmasinda 6nemli bir sorun olarak
kalmistir (9). Sifali bitkilerin terap6tik faydalari genellikle antioksidan 6zelliklerine
atfedilir (90, 91). Antioksidanlar, kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmada 6nemli
rol oynarlar ve hepatoprotektif ve antibakteriyel aktiviteler de dahil olmak iizere ¢cok

cesitli biyolojik aktiviteler sergilerler (92).

Lamiaceae familyasinda en ¢ok c¢alisilan kimyasallar olan hidroksisinamik ve
hidroksibenzoik asitin (bagimsiz ya da glikozitlere ve esterlere bagli) insan saglig
tizerinde, serbest radikal siipiiriici, metal baglama, enzimatik reaksiyonlari
diizenleme gibi ¢ok c¢esitli yararlar1 vardir (139). Son on yilda, tiiketicilere temel
beslenmenin {iizerinde saglik yararlar1 saglayabilen fonksiyonel gida {iriinlerinin
gelistirilmesi i¢cin biiyilk c¢aba harcanmistir. Bilimsel verilerin yan1 sira
epidemiyolojik bulgular, flavonoidler ve hidroksisinamik asitler gibi polifenoller
acisindan zengin bir diyetin etkin saglik etkilerine sahip oldugunu ve dejeneratif
hastaliklarin, Ornegin kardiyovaskiiler hastaliklarin risklerine kars1 koruma

saglayabilecegini gostermistir (140).

Teucrium turleri, 2000 yildan daha fazla ditiretik, terletici, antiseptik ve
antipiretik amaglarla kullanilmigtir (26). Geleneksel tipta da, bir¢ok farmakolojik
aktivite Teucrium cinsinin antioksidan, antispazmodik, antihelmintik, antiromatoik,

ditiretik, antidiyabetik ve antikanser etkilerine atfedilmistir (10).

T. parviflorum ve T. polium bitkileri kurutulup toz haline getirildikten sonra, 7.
parviflorum bitkisinin toprak istii, 7. polium bitkisinin toprak {istii ve kok
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar
belirlendi. DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon radikali giderimi, metal
baglama ve CUPRAC yontemleri ile antioksidan aktiviteleri ve asetilkolineteraz ve
biitirilkolineteraz inhibisyon yontemleri ile antikolinesteraz aktiviteleri belirlendi.

Clavenger aparati ile elde edilen ugucu yag igerikleri GC-MS ile calisildi. Bitkilerin
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etanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile fenolik bilesik icerikleri belirlendi. Ayrica T.
parviflorum bitkisinin antikolinesteraz aktivitesi ve LC-MS/MS ile kimyasal icerigi

ilk kez bu ytiksek lisans tezi ile ¢alisildi.

T. parviflorum bitkisinin toprak iistii, 7. polium bitkisinin de toprak istii ve kok
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerin toplam fenolik miktarlarinin pirokatekole
esdeger, toplam flavonoid miktarlarinin da kersetine esdeger olarak belirlendigi
calismamizda; T. polium kok ekstresinin hem toplam fenolik icerik hem de toplam
flavonoid igerik bakimindan en yiiksek degerlere sahip oldugu, ii¢ ekstrenin toplam
fenolik miktarlarinin 17,1140,00 ile 49,89+1,36 ng pirokatekole esdeger/mg arasinda
oldugu ve ii¢ ekstrenin toplam flavonoid miktarlarinin yakin degerlerde (35,94+0,82
ile 43,54+1,85 mg QE/g) oldugu tespit edildi. Calismamiza benzer sekilde; 2016°da
Semiz ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada 7. alyssifolium staph. bitkisinin
yaprak, cicek ve govde ekstrelerinin toplam fenolik igerikleri 13,99 ile 41,54 mg
GAE/g arasinda tespit edilirken, toplam flavonoid igerikleri 16,82 ile 49,52 mg Ru/g
arasinda tespit edilmistir (178). Ait Chaouche ve ark. tarafindan 2018’de T. polium
ile yapilan ¢alismada, bitkinin etanol ekstresinin toplam flavonoid igerigi 34,46 +
2,24 mg QE/g olarak tespit edilmis olup, ¢aligmamizdaki sonucumuzu destekler
niteliktedir (179). Stankovic ve ark. tarafindan 2012 yilinda 7. polium subsp.
polium un yaprak, ¢icek ve koklerinden hazirlanan 20 ayri ekstrenin Ginkgo ve yesil
cay standartlariyla karsilastirildiklar1  ¢alismalarinda, total fenolik igerigin
ekstrelerdeki miktarmin 14,57 ile 157,84 mg GaAl/g, total fenolik icerigin
ekstrelerdeki miktarin da 6,48 ile 139,87 mg GaA/g arasinda degistigi ve en yiiksek
fenolik igerigin bitkinin yaprak kisminin metanolik ekstresinde elde edildigi
bildirilmistir (118).

Bitkilerin fenolik bilesikleri ¢ok onemlidir; ciinkii fenolik bilesikler, 6nemli
Olciide serbest radikal temizleme aktiviteleri sergiler (139). Genel olarak fenolikler
acisindan zengin bitkisel materyaller, lipidlerin oksidatif bozunmasin1 geciktirerek
gidanin kalitesini ve besin degerini artiran gida endiistrisinde giderek daha fazla
kullanilmaktadir (180). Calismamizdaki 7. polium kok ekstresindeki yiiksek toplam
fenolik igerigi, 7. polium'un onemli antiradikal ve antioksidan aktivitesi ile ilgili

olabilir.
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T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol ekstrelerinin tiimiinde doza bagh
radikal temizleme kapasitesi ile 7. polium kok ekstresinin (ICso degeri: 33,72+0,05
png/mL) en yiiksek aktivite gosterdigi, 7. parviflorum toprak lstli ekstresinin diisiik
aktivite gosterdigi belirlendi. 7. polium kok ekstresinin standart olarak kullanilan
BHT ’den daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi. Calismamiza benzer sekilde,
Sharififar ve ark. 7. polium’un DPPH serbest radikal giderim ICso degerini metanol
ekstresinde 20,1+1,7 pg/mL, su ekstresinde 40,6+4,0 pug/mL tespit etmistir (181).
Yine Mahmoudi ve ark. tarafindan 7. marum ile yapilan ¢alismada, DPPH metodu ile
aktiviteyi ICso degeri olarak 65,65+2,78 pg/mL tespit etmistir (182); bu da
calismamizdaki 7. polium toprak iistii ekstresindeki ICso degeri 67,39+1,33 pg/mL
olan sonucumuzla birbirine ¢ok yakindir.

Chedia ve ark. tarafindan 7. polium’un metanol ekstresi ile yapilan ¢alismada,
DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi ile ICso degeri 21,00+0,5 pg/mL
olarak bildirilmis olup, ¢calismamizdaki 7. polium kok ekstresinin ICso degeri olan
33,7240,05 pg/mL ile benzerdir (183). Ancak Ait Chaouche ve ark. tarafindan 7.
polium ile yapilan calismada, DPPH temizleme kapasitesi olarak ICso degeri
8,01+£0,07 pg/mL tespit edilmis olup (179), calismamizdaki radikal temizleme
kapasitesi en yiiksek olan T. polium kok ekstresinin 33,72+0,05 pg/mL saptanan ICso
degerinden farklilik gostermektedir. Bu farkliligin, Cezayir’de yetisen 7. polium
tiirlerindeki fenolik igeriklerin degisiminden kaynaklandig: diistiniilebilir.

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol ekstrelerinin tiimiinde doza bagl
ABTS katyon radikali giderim aktivitesinin mevcut oldugu ve T. polium kok
ekstresinin en yiiksek aktivite (ICso degeri: 15,01+0,10 pg/mL) gosterdigi, T.
parviflorum toprak istii ekstresinin de en diisiik aktiviteyi (ICso degeri: 65,60+0.45
ug/mL) gosterdigi belirlendi. 7. polium kok ekstresinin standart olarak kullanilan
BHA’dan daha iyi aktivite gosterdigi tespit edildi.

Chedia ve ark. tarafindan 7. polium’un metanol ekstresi ile yapilan ¢aligmada,
ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi ile ICso degeri 15,00+0,1 pg/mL
olarak bildirilmistir (183). Chedia ve ark. tarafindan elde edilen sonug ile
calismamizdaki 7. polium kok ekstresinin ICso degeri olan 15,01+£0,10 pug/mL ile
aynit olmasma karsin, 7. polium bitkisinin siirgiinleri ile calisan Almustafa ve

Althunibat ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi ile ICso degerini
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146,4+1,1 ng/mL olarak tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizdaki en diisiik aktiviteyi
gosteren 7. parviflorum toprak iistii ekstresinin ICso degeri 65,60+£0.45 pg/mL olarak
saptanmistir. Aradaki yiiksek farkin c¢alismanin gergeklestirildigi Pakistan’dan
toplanan Teucrium polium Orneginin igerdigi fenolik bilesiklerin farkliligindan

kaynaklanabilir (184).

Vujanovi¢ ve ark. nin 7. chamaedrys ve T. montanum ile yaptiklar1 calismada,
metal baglama aktivitesi yontemi ile antioksidan aktivite sonuglari sirasiyla sirastyla
7,61£0,31 mg EDTAE/g ve 1,3840,39 saptanarak yiiksek diizeyde aktivite
gosterdikleri bildirilmistir (185). Bu sonucun aksine, calismamizda EDTA standardi
kullanilarak 7. parviflorum ve T. polium bitkilerinin etanol ekstrelerinin metal
baglama aktivitesi yontemine gore antioksidan aktiviteleri tayin edildiginde,
ekstrelerin higbirinin metal baglama aktivitesi gostermedigi tespit edildi.

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinden hazirlanan 10, 25, 50, 100 pg/mL
konsantrasyonlardaki ekstrelerin CUPRAC yontemine gore antioksidan aktiviteleri
tim ekstrelerde konsantrasyonun artmasiyla aktivitenin arttigi ve 100 pg/mL
konsantrasyondaki 7. polium kok ekstresinin en yiiksek aktiviteyi (Absorbans:
1,905+0,037), T. parviflorum toprak {istlii ekstresinin de en diisiik aktiviteyi
gosterdigi belirlendi. Calismamiza benzer sekilde, Ozer ve ark.’nin 2018’de T.
polium dekoksiyonu ile yaptiklar1 caligmada, CUPRAC yontemi ile antioksidan
aktivitenin 2,2+0,4 mmol/TR g degeri ile standart olarak kullanilan kurkuminden (0,9
mmol/TR g) daha iyi bir aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir (186). Ayrica
Vujanovi¢ ve ark. nin 7. chamaedrys ve T. montanum ile yaptiklar ¢aligmada,
antioksidan degerleri sirasiyla 113,11 + 4,13 mg TE/g ve 125,91 + 2,01 saptanarak
yiiksek diizeyde aktivite gosterdikleri bildirilmistir (185). Bu sonu¢ da ¢alismamizi
destekler niteliktedir.

Ek olarak, calismamizda DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, ABTS katyon
radikali giderim aktivitesi ve CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite
deneylerinde, antioksidan aktivite ile 7. polium kok ekstresindeki toplam fenolik
icerigi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriildii. 7. polium kok ekstresinin
fenolik icerigindeki artisin ICso degerini diisiirmesi Onemlidir. Literatiire

bakildiginda, bitki ekstreleri ile antioksidan aktivite tayininin yapildigr sayisiz
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aragtirmada da fenolik igerik ve antioksidan aktivite degerleri arasinda yiiksek bir

dogrusal iligki oldugu bildirilmistir (187-189).

Orhan ve Aslan tarafindan Lamiaceae familyasina ait farkl tiirler ile
geceklestirilen calismada, 7. polium’un antikolinesteraz aktivitesi 1 mg/mL’de
%65,8 oOlciilerek Alzheimer hastalig1 tedavisinde alternatif olabilecegi bildirilmistir
(190). Vladimir-Knezevi¢ ve ark tarafindan 7. arduini, T. chamaedrys, T. montanum
ve T. polium ile yapilan ¢alismada da rosmarinik asidin, antikolinesteraz aktivite ile
antioksidan aktiviteden sorumlu oldugu sonucuna varilmistir (191). Ancak
calismamizda, AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonuna dayanarak ekstrelerin
antikolinesteraz aktiviteleri incelendiginde, li¢ ekstrenin de AChE enzim inhibisyonu
aktivitesinin olmadigi, sadece 7. polium kok ekstresinin BChE enzim inhibisyonunu
orta seviyede (%40,31£1,06 inhibisyon) ger¢eklestirdigi, standart olarak kullanilan
galantamin (%88,65+0,99 inhibisyon) kadar aktif olmadig tespit edildi.

Calismamizda T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin Clavenger aparati ile
hazirlanan ugucu yaglarinin GC-MS analizi ile igerikleri; 7. parviflorum bitkisi i¢in
major bilesenler germakren D (%32,7), linalool (%19,9) ve a-copaen (%10,6), T.
polium bitkisi i¢in ise major bilesenleri (Z)-B-farnesen (%28,9), B-karyofilen (%17,6)
ve germakren D (%12,4) olarak tespit edildi. Sevindik tarafindan 2016 yilinda T.
polium bitkisinin ugucu yaginin arastirildigi ¢alismada bizim calisma sonucumuzda
da major bilesen olarak tespit edilen (Z)-B-Farnesen (%15,49) tespit edilmistir (116).
2011 yilinda Bagci tarafindan 7. parviflorum ile yapilan ¢aligmada da Germakren D
(%9,2) major bilesenlerden biri olarak tespit edilmistir (80). Genel olarak farkli
Teucrium tiirlerinde de ayni bilesenler major bilesen olarak tanimlanmistir. Kremer
ve ark. tarafindan 2015 yilinda 7. arduini ile yapilan ¢aligmada %?22,1’lik oran1 ile -
karyofilen major bilesen olarak tespit edilmistir (70). Muselli ve ark. tarafindan
Korsika ve Sardinia’daki 7. chamaedrys ile yapilan ¢aligmada major bilesenler
sirastyla, B-karyofilen (%29,0 ve %27,4) ile germakren D (%19,4 ve %13,5) olarak
tespit edilmistir (77). Calismamiz ile benzer sekilde, Cavaleiro ve ark. tarafindan
2002 yilinda 7. salviastrum ile yapilan arastirmada major bilesenler E-B-Farnesen
(%29,3), E-karyofilen (%?24,1) ve germakren D (%21,6) olarak tespit edilmistir (74).
Ayni c¢alismada, GC/MS ile %95,9 oraninda ugucu yag bilesenleri tanimlanan 7.

salviastrum yaprak ekstresinde %81,9 oraninda miktar1 en fazla grup tespit edilen
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seskiterpenler; benzer sekilde ¢calismamiz sonucunda da 7. parviflorum ve T. polium
bitkilerinde sirastyla %62,7 ve %70,94 elde edilen oranlariyla miktar1 en fazla
saptanan gruptur.

T. parviflorum ve T. polium bitkilerinin LC-MS/MS analizinde; T. polium toprak
listii ekstresinde naringenin (16327 ug/g ekstre), apigenin-7-glukozit (9415 ug/g
ekstre) ve (-)-epigallokatesin gallat (4082 ng/g ekstre), 7. polium kok ekstresinin de
(-)-epigallokatesin gallat (3694 pg/g ekstre), verbaskozit (3566 ng/g ekstre) ve
hesperidin (2380 pg/g ekstre) major bilesenler olarak tespit edilitken 7. parviflorum
toprak istii ekstresindeki major bilesenler de hesperidin (5687 ng/g ekstre), (-)-
epigallokatesin gallat (4451 ng/g ekstre) ve verbaskozit (3616 ug/g ekstre) olarak
tespit edildi. Calismamizda 7. polium kok ekstresi ile T. parviflorum toprak istii
ekstresinde major bilesenler igerisinde tespit edilen bir fenilpropanoid glikozit olan
verbaskozit, Boghrati ve ark. tarafindan 2016 yilinda Teucrium polium L.
var. gnaphalodes ile yapilan ¢alismada da major bilesenlerden biri olarak tespit
edilmistir (51). Diger taraftan, 2018 yilinda Ozer ve ark.’min T. polium’un LC-
MS/MS ile fenolik icerik analizi ¢alismalarindaki major icerikler, dekoksiyonu icin
fumarik asit, luteolin-7-O-glukozit, luteolin-5-O-glukozit ve pelargonin, infiizyonu
icin de fumarik asit, luteolin-7-O-glukozit, pelargonin ve luteolin-5-O-glukozit olup
(186), her iki ekstrenin de major bilesenleri olan fumarik asit, luteolin-7-O-glukozit,
luteolin-5-O-glukozit ve pelargonin bizim c¢alismamizda tespit edilememistir. Yine
calismamizdan farkli olarak, Sharififiar ve ark.’nin 2009 yilinda 7. polium ile
yaptiklar1 analizde rutin, apigenin, 3',6-dimetoksi apigenin ve 4',7-dimetoksi

apigenin major bilesenler olarak tespit edilmistir (181).
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7. SONUC

Bu tez calismamizda, T. parviflorum ve T. polium bitkileri kurutulup toz haline
getirildikten sonra, kok ve toprak iistii kisimlar1 etanol ile ekstre edildi ve bu
ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 belirlendi. Daha sonra DPPH
serbest radikal giderimi, ABTS katyon radikali giderimi, metal baglama ve CUPRAC
yontemleri ile antioksidan aktiviteleri ve asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
inhibisyon yontemleri ile antikolinesteraz aktiviteleri belirlendi. Clavenger aparati
ile elde edilen ugucu yaglarin GC-MS ile analizi yapildi. Ayrica bitkilerin etanol
ekstrelerinin LC-MS/MS ile fenolik bilesik icerikleri belirlendi.

T. polium kok ekstresinin hem toplam fenolik igerik hem de toplam flavonoid

icerik bakimindan en yiiksek degere sahip oldugu bulundu.

DPPH serbest radikal giderimi aktivitesi yOnteminde, tiim ekstrelerde
konsantrasyonun artmasiyla aktivitenin arttig1 ve 7. polium kok ekstresinin en yiiksek
aktivite, T. parviflorum toprak iistii ekstresinin ise diisiik aktivite gosterdigi ayrica T.
polium kok ekstresinin standart olarak kullanilan BHT’den daha yiiksek aktivite
gosterdigi belirlendi. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yonteminde, tiim
ekstrelerde konsantrasyonun artmasiyla aktivitenin arttigi ve 7. polium kok
ekstresinin tiim konsantrasyonlarda en yliksek aktivite gdsterdigi ve standart olarak
kullanilan BHA’dan daha iyi aktivite gosterdigi belirlendi. CUPRAC yodnteminde,
tim ekstrelerde konsantrasyonun artmasiyla aktivitenin arttigi ve 7. polium kok
ekstresinin en yiiksek, 7. parviflorum toprak {istii ekstresinin de en diislik aktiviteyi
gosterdigi belirlendi. 7. polium kok ekstresinin biitirilkolinesteraz inhibisyon
yonteminde en iyi aktivite gosterdigi belirlendi. Ekstrelerden higbiri metal baglama

ve asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi gdstermedi.

Clevenger aparati ile elde edilen ugucu yaglarin icerigi GC-MS analizi ile
belirlendi ve Teucrium parviflorum icin major bilesenler germakren D (%32,7),
linalool (%19,9) ve a-copaen (%10,6), Teucrium polium igin ise (Z)-B-farnesen

(%28.9), B-karyofilen (%17,6) ve germakren D (%12,4) olarak tespit edildi.
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LC-MS/MS analizinde; T. polium toprak {istii ekstresinde naringenin (16327
ug/g ekstre), apigenin 7-glukozit (9415 pg/g ekstre) ve (-)-epigallokatesin gallat
(4082 ng/g ekstre), T. polium kok ekstresinin de (-)-epigallokatesin gallat (3694 ng/g
ekstre), verbaskozit (3566 pg/g ekstre) ve hesperidin (2380 pg/g ekstre) major
bilesenler olarak tespit edilirken 7. parviflorum toprak {iistii ekstresindeki major
bilesenler de hesperidin (5687 ug/g ekstre), (-)-epigallokatesin gallat (4451 pg/g
ekstre) ve verbaskozit (3616 ng/g ekstre) olarak tespit edildi.

T. polium’un yiksek fenolik iceriginden kaynakli yiliksek antioksidan
potansiyele sahip oldugu soOylenebilir. 7. parviflorum bitkisinin antikolinesteraz

aktivitesi ve LC-MS/MS ile kimyasal igerigi ilk kez bu yiiksek lisans tezi ile ¢aligildi.
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UDS/YDS | YOKDIL |IELTS TOEFL IBT | TOEFL TOEFL FCE CAE CPE
PBT CBT
52,50
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam (2008) 95,465 93,882 91,640
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10. TEZ SAVUNABILIRLIK VE ORJINALLIK
BEYAN FORMU

OGRENCI BiLGIiLERi

ADI VE SOYADI Goncagiil SUVARI

OGRENCI NO 16878012

EGITIiM - OGRETIM

YILI 2018-2019

YARIYIL [ Giiz X Bahar

ANABILIM DALI/BILIM

DALI

PROGRAM X Yiiksek Lisans [ | Doktora
Teucrium parviflorum ve Teucrium polium Bitkilerinin Kimyasal ve Biyolojik

TEZ BASLIGI Aktivite Yoniinden Incelenmesi

INTIHAL RAPORU BILGILERIi

RAPOR TURU Tez Savunma Sinavi Sonrasi
SAYFA SAYISI 89
BENZERLIiK ORANI % 14

RAPORLAMA TARIHi 25/07/2019

Yukarida basligi gosterilen tez caligmamin kapak sayfasi, giris, ana boliimler, sonu¢ ve tartigma
kisimlarindan olusan toplam 89 sayfalik kismina iliskin, 25/07/2019 tarihinde sahsim/tez danigmanim tarafindan
Turnitin adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmig olan intihal raporuna
gore, tezimin benzerlik oran1 % 14 tiir.

Uygulanan filtrelemeler:

X Kabul/Onay sayfalari harig,

X] Kaynakca haric

X Alintilar dahil

[] Diger

Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Programlarda Tez Caligmasi Intihal Raporu
Uygulama Esaslarini inceledim ve bu Uygulama Esaslarinda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez
¢alismamin herhangi bir intihal igermedigini; aksinin tespit edilmesi durumunda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Goncagiil SUVARI
25/07/2019

Yukarida bilgileri verilen tezi bilimsel, sekilsel ve etik kurallar ¢ercevesinde inceledim. Tezin Lisanstistii
Ogretim Yonetmeligi ve Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarma uygun oldugunu
onaylarim. Jiri karsisinda savunabilir oldugunu bilgilerinize arz ederim.

Dog. Dr. Mehmet BOGA
25/07/2019
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ORIJINALLIK RAPORU
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BENZERLIK ENDEKSI  INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR
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Submitted to Batman University
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[52]

Submitted to Balikesir Universitesi
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Submitted to Ondokuz Mayis Universitesi
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Submitted to Mugla University
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Submitted to Hacettepe University
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Research Council of Turkey (TUBITAK) o
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