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OZET

THYMUS BASERI OZTURK, YAYLACI, KOYUNCU & OCAK BITKISININ
FITOKIMYASAL VE BIYOLOJIK AKTIVITE OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI

Dudu ALTINTAS
Farmakognozi Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2023
Tez Danismant: Prof. Dr. Giilmira OZEK

Bu ¢alismada Eskisehir civarinda yetisen Thymus baseri Ozturk, Yaylaci, Koyuncu
& Ocak (Lamiaceae) bitkisinin tizerinde ilk kez fitokimyasal ve biyolojik aktivite
calismalar1 gergeklestirilmistir. Bitkiden; ugucu yag, n-hekzanli, metanollii ve sulu herba
ve kok ekstreleri, etanollii ve kloroformlu ¢igek ekstreleri ve sabit yag asitleri elde
edilerek kromatografik tekniklerle fitokimyasal incelemelere tabi tutulmustur. Ugucu
yag, yag asitleri metil esterleri ve silillenmis ekstrelerin kimyasal kompozisyonlart GC-
FID/MS ile arastirilmistir. Ugucu yagin major bilesikleri olarak (-)-linalool (%34,4),
mirsen (%12,9), B-karyofillen (%8,2) ve bisiklogermakren (%6,9) tespit edilmistir. Yag
asitleri kompozisyonunda major bilesikler nonadekanoik (%44,6) ve hekzadekanoik
(%18,1) asitler olarak tespit edilmistir. Silillenen ekstrelerde major bilesiklerin triterpenik
asitler, ursolik asit ve oleanolik asit oldugu tespit edilmistir. HPLC ile yapilan aragtirma
sonucunda major fenolik asit bilesiginin tiim polar ekstrelerde rozmarinik asit oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin antioksidan kapasiteleri TEAC, DPPH
ve ORAC testleri ile degerlendirilmistir. Biootografik HPTLC yontemle antioksidan
aktiviteden sorumlu bilesikler tayin edilmistir. Ekstreler i¢in toplam fenol, toplam
flavonoit ve toplam hidroksisinnamik asit miktarlar: spektrofotometrik yontemle analiz
edilmistir. Ugucu yag ve ekstrelerin antidiyabetik potansiyeli a-amilaz enzimi iizerindeki
inhibisyon etkisine bagl olarak degerlendirilmistir. En etkili ekstre metanollii kok

ekstresi (Inh %46,34) olarak tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Thymus baseri, Lamiaceae, Antioksidan aktivite, Spektrofotometrik

analiz, Kromatografik analiz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PHYTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL ACTIVITY
PROPERTIES OF THYMUS BASERI OZTURK, YAYLACI, KOYUNCU & OCAK

Dudu ALTINTAS
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2023
Supervisor: Prof. Dr. Giilmira OZEK

In this study, phytochemical and biological activity studies were carried out for the
first time on the Thymus baseri Ozturk, Yaylaci, Koyuncu & Ocak (Lamiaceae) plant
growing around Eskisehir. The essential oil, n-hexane, methanol and aqueous herb and
root extracts, ethanol and chloroform flower extracts and fatty acids have been obtained
and subjected to phytochemical investigations with chromatographic techniques. The
chemical compositions of essential oil, fatty acids methyl esters and sillylated extracts
were investigated by GC-FID/MS. The main constituents of the essential oil were
identified as (-)-linalool (34,4%), myrcene (12,9%), p-caryophyllene (8,2%), and
bicyclogermacrene (6,9%). In the composition of fatty acids nonadecanoic acid (44,6%)
and hexadecanoic acid (18,1%) were determined as the major compounds. It was found
that major compounds were triterpenic compounds, ursolic acid and oleanolic acid in the
sillylated extracts. As a result of HPLC analysis, it was found that rosmarinic acid was
the major phenolic acid compound in all polar extracts. The antioxidant capacities of the
essential oil and extracts were evaluated by TEAC, DPPH and ORAC tests.
Biootographic HPTLC method allowed to determine the compounds with antioxidant
activity. The total phenols, total flavonoids and total hydroxycinnamic acid content of the
extracts were analyzed by spectrophotometric methods. The antidiabetic potential of the
essential oil and extracts was evaluated based on their inhibition potential on a-amylase

enzyme. The most effective extract was found to be methanol root extract (Inh 46.34%).

Keywords: Thymus baseri, Lamiaceae, Antioxidant activity, Spectrophotometric

analysis, Chromatographic analysis.
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1. GIRIS ve AMAC

Cok eski ¢aglardan beri insanlar hastaliklarina ¢6ziim bulmak amaciyla dogal
kaynaklar1 kullanmislardir. Ozellikle hastaliklarin sebebinin anlasilamadig1 bir donem
oldugu goz oniine alindiginda bitki kullaniminin deneyim ve hayvanlarin hareketlerinin
gbzlemlenmesine dayandigi sonucuna ulagilmistir [1].

Bitkilerin tedavide kullanilmasi ampirik uygulamalarina dayansa da bu bilgiler
is1ginda giiniimiizde terapotik {iriinler yapilabilmektedir. Ornegin, Antik Misir
doneminde Ammi majus bitkisinin vitiligo tedavisinde kullanildigi bildirilmektedir.
Yakin zamanda ise B-metoksipsoralen sedef tedavisi icin terapotik {irtin haline
getirilmistir [2]. Bitkileri farmasétik anlamda degerli kilan tasidiklart sekonder
metabolitlerdir. Sekonder metabolitler bitkilerin ¢evrelerine uyum saglayabilmeleri ve
kendilerini koruyabilmeleri i¢in bitki tarafindan iiretilmektedir [3]. Yapilan arastirmalar
sekonder metabolitlerin terapotik olarak bir¢ok aktivite gosterdigini kanitlamaktadir.
Yeni ila¢ hammaddeleri gelistirmek i¢in bitkiler gibi dogal kaynaklar {izerinde yapilan
caligmalar 6nemli bir konumdadir [4].

Thymus L. cinsi Lamiaceae familyasina aittir. Diinya genelinde yaklasik 350 tiir
ile temsil edilmektedir. Bu tiirlerin 38’1 Tirkiye’de yetismekle beraber endemizm orani
%33 olarak belirlenmistir [5]. Akdeniz bdlgesi Thymus L. cinsinin merkezi olmasina
Karsin diinya tizerinde bir¢ok bolgede yetismektedir [6].

Thymus tiirlerinin kullanimi Antik Misir’a kadar uzanmaktadir. MS lyy’da
yasayan Dioscorides kekik tiirlerini asttim ve mide rahatsizliklar i¢in kullanmistir. T.
serpyllum tiirlinin antihelmintik, antiseptik, antispasmodik, karminatif, ekspektoran
olarak kullanildigi etnobotanik calismalarda kaydedilmistir [7]. Thymus vulgaris L.
tiiriine ait etnobotanik ¢alismalarda bu tiiriin antiseptik, bocek 1siriklarinin tedavisinde,
kas agrilariin tedavisinde kullanildig1 goriilmektedir [8].

T. vulgaris L. ve T. zygis L. Avrupa Farmakopesine “Thymi herba” monografiyla
kayithidir. Ayrica, ayni tiirlerin buhar distilasyonuyla elde edilen ugucu yaglari da “Thymi
typo thymolo aetheroleum” ismiyle Avrupa Farmakopesinde bulunmaktadir [9].

Thymus tiirlerinin farmakolojik etkinliklerinden sorumlu olan bilesiklerin
aydinlatilabilmesi i¢in ¢esitli fitokimyasal ¢alismalar yapilmistir. Etkili bilesiklerin ugucu
yag bileseni ve fenolik bilesiklerden (fenolik asitler, flavonoitler vb.) olusturdugu

gozlenmistir [10].



Bu tez ¢alismasi kapsaminda T. baseri Ozturk, Yaylaci, Koyuncu & Ocak tiiriiniin
toprak iistl kisimlar1 kullanilarak elde edilen ugucu yagin, sabit yag asitlerinin ve farkl
polariteli ¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerinin fitokimyasal ve biyolojik aktivite
arastirmalart yapilmistir. Bu calisma g¢ergevesinde asagidaki arastirmalarin yapilmasi
planlanmuistir;

e T. baseri bitkisi toprak iistii kismindan hidrodistilasyon yontemiyle ugucu
yag elde edilmesi,
e T. baseri bitkisi sabit yag asitlerinin elde edilmesi,
e T. baseri tiirline ait herba ve kok kisimlarindan farkli polaritede
coziiciilerle ekstrelerin elde edilmesi,
e Elde edilen ugucu yag ve sabit yag asitlerinin bilesimlerinin GC-FID ve
GC/MS teknikleri kullanilarak belirlenmesi,
e Ekstrelerin toplam fenol ve flavonoit miktarlarinin tespit edilmesi,
e Ekstrelerin ve ugucu yagin antioksidan o6zelliklerinin DPPH, TEAK,
ORAC yontemleri kullanilarak belirlenmesi,
e Ekstrelerin toplam sinnamik asit miktarinin tespit edilmesi,
e Ekstre ve ugucu yagin antidiyabetik potansiyelinin a-amilaz enzimini
inhibe etme 6zelligi ile degerlendirilmesi,
e Ekstrelerin fenolik asit kompozisyonlarnin HPLC yontemi ile
belirlenmesi gergeklestirilmistir.
T. baseri tiirii, Oztiirk ve ark (2022) tarafindan yeni kesfedilen bir tiirdiir. T. baseri tiiriine
ait fitokimyasal ve biyolojik aktivite caligmalar1 ilk defa bu tez kapsaminda

gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK BILGIiSi
2.1. Lamiaceae Familyas1 Genel Ozellikleri

Lamiaceae familyasi Diinya’da 220 cins ve 4000 tiir ile temsil edilmektedir [5].
Diinya tizerindeki yayilislar1 yogunlukla Akdeniz bolgesi olsa da bir¢ok habitatta
yasayabilmeleri ve yiiksek rakimlarda yetismelerine bagl olarak bir¢ok yerde yayilis
gosterdikleri gozlenmistir [11]. Tiirkiye’de ise Lamiaceae familyasi 45 cins ve 546 tiir ile
temsil edilmektedir. [5]

Familyanin morfolojik 6zellikleri incelendiginde genellikle ¢al1 seklindedir (Sekil
2.1). Yapraklar basit, karsilikli yerlesmektedir. Cicek durumunun ise vertisillastrum
seklinde oldugu gozlenmektedir. Kaliks genellikle iist lopta 3 disli, alt lopta 2 dislidir.
Nadiren de aktinomorfiktir. Stamenler korolla yiizeyine yapisik didinamdir. Anter bir

veya 2 tekalidir. Ovaryum iist durumlu, 4 loplu ve 4 oviilliidiir. Stilus ginobaziktir [12].

Sekil 2.1. Lamiaceae bitkileri genel morfolojik ozellikleri (http-1)



2.2. Thymus Tiirleri Uzerinde Etnobotanik Calismalar

Thymus tiirlerinin gok ¢esitli aktivite gosterdigi hem bilimsel olarak kanitlanmis
hem de halk arasindaki yaygin kullanimla gosterilmistir. Raporlanmis etnobotanik
calismalar sonucunda Thymus tiirlerinin halk arasindaki kullanimi Tablo 2.1°de

Ozetlenmistir. Derlemedeki arastirmalarin hepsinde Thymus tiirlerinin toprak tistii kismi

kullanilmustir.

Tablo 2.1. Thymus tirleriyle ilgili Tiirkiye 'de yapilan etnobotanik ¢alismalar

Halk Kullanim E
Thymus tiirii arasimdaki uhan Kullanim amaci =
sekli S
ad1 Y
T. fallax Fisch. & ) )
Catri D, I Sirt agrilari, karin agrilari [14]
C.A.Mey.
. Firat Solunum hastaliklar1, soguk
T. haussknechtii Velen. ) D ) [15]
kekigi algmhig ve grip
T. leucostomus Hausskn. ] . Diyabet, balgam soktiiriicii,
Ana kekik I [16]
& Velen. bobrek hastaliklar
T. leucotrichus Hal. Dag kekigi D, i Karn agrisi, soguk algmligi [17]
T. migricus Klokov Peynir i Sirt agrisi, bobrek tasi, soguk [14]
&Des. Shost. kekigi algmligi, bagirsak agrilar
) Oksiiriik kesici, soguk alginlhig
. ) Limon . . .
T. nummularius M. Bieb. . I ve grip sindirim sistemi [18]
kekigi

rahatlatici,
) N ) ) Bobrek taslari, mide agrisi,
T. sibthorpii Benth. Top kekik D,1 [19]
haricen kepek onleyici

Astim, soguk alginligy,

. . Sipil , sakinlestirici, mide agrist,
T. sipyleus Boiss. ) D, I ) ] ) [20]
kekigi diyabet, haricen dis agrilarinda
gargara

. Sirt agrilari, soguk alginligi,
T. transcaucasicus

. Kir kekigi I bobrek hastaliklari, bagirsak [14]
Ronniger )
agrilari, romatizma
Lo . Bodur . Diyabet, bogaz agrisi, mide
T. zygiodies Griseb. ) I [21]
kekik agrisi

D: Dekosiyon; I: Infiizyon




Tablo 2.1’de Thymus tiirlerinin Tiirkiye’de halk arasinda toprakiistii kisimlariin 6zellikle

sindirim sistemi hastaliklarinda yaygin olarak kullanildig1 goriilmektedir.

Thymus tiirleri diinyanin ¢ok ¢esitli bolgelerinde farkli sekillerde hazirlanip farkli

tibbi amaglar i¢in kullanilmistir. Thymus tiirlerinin Diinya’da halk arasinda tibbi

kullaniminina ait etnobotanik ¢alismalar Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Thymus tiirleriyle ilgili Diinya’da yapilan etnobotanik ¢alismalar

Kullanilan  Kullanim
Thymus tiirii Kullanim amaci Kaynak
kisim sekli
T. broussonetii . ) Diyare gibi sindirim sistemi
) TU | [22]
Boiss. hastaliklar1, 6kstiriik
T. capitatus . Balgam soktiiriici, tilser, eklem
. Y I [23]
Hoffmanns. & Link agrilar
T. longicaulis . .
C I Oksiiriik, soguk algmlig1 ve grip [24]
C.Presl
. . Sindirim sistemi hastaliklari, ates
T. moroccanus Ball. TU I [22]
diisiirticii, okstiriik kesici
o . . Solunum sistemi hastaliklari,
T. pulegioides L. TU D, 1 [25]
sindirim sistemi hastaliklar1
T. satureioides . . Soguk alginlig1 ve grip, oksurik
(Y i g ginligl ve grip [22]
Coss. kesici, ates diisiiriicli
TU D, 1 Ulser, yara tedavisi, hematom [26]
T. vulgaris L. . Solunum sistemi hastaliklari,
C I [27]

bogaz agrisi, tansiyon diigiiriicli

TU: Toprak iistii; Y: yaprak; C: ¢igek; D: Dekosiyon; I: infiizyon

2.3. Thymus Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Thymus tiirleri biyolojik aktivitesi ile ilgili yapilmis bilimsel ¢aligmalar Tablo

2.3’te derlenmistir.



Tablo 2.3. Thymus tiirleriyle yapilmis biyolojik aktivite ¢alismalart

Biyolojik Calisilan
. Thymus tiirii Kullanim sekli Kaynak
aktivite kisim
T. laevigatus Y Ekstre (MeOH, DCM) [28]
Antimikrobiyal . .
o T. vulgaris L. TU Ugucu yag [29]
aktivite
T. mastichina L. TU Ucucu yag [30]
Antiviral .
o T. vulgaris L. Y Ugucu yag [31]
aktivite
T. laevigatus Y Ekstre (MeOH, DCM) [28]
Antioksidan T. dacicus Borbas C-TU Ekstre (MeOH) [32]
Al T. argaeus TU Ekstre (DCM, NeOH, Su)  [33]
T. serpyllum L. TU Ekstre (su) [34]
. . Ekstre (EtOH, EtAC
T. quinquecostatus TU ) [35]
fraksiyonu)
Sitotoksik )
aktivite T. carnosus Boiss TU Ekstre (su, EtOH) [36]
T. citriodorus TU Ugucu yag [35]
Antikanser . ..
o T. quinquecostatus TU Ekstre (EtOH), ugucu yag [35]
aktivite
Antiiilserojenik T. vulgaris Y Ekstre (EtOH) [37]
Antiproliferatif .
o T. carnosus TU Ekstre (EtOH,) [38]
aktivite
T. praecox subsp.
Antidiyabetik skorpilii var. skorpilii TU Ekstre (MeOHG) [39]
aktivite (TPSE)
T. quinquecostatus TU Ekstrreler [40]
Antihipertansif .
T. serpyllum L. TU Ekstre (su) [34]

aktivite




Tablo 2.3. (devam) Thymus tirleriyle yapilmus biyolojik aktivite calismalar

Biyolojik Calisilan
. Thymus tiirii Kullanim sekli Kaynak
aktivite kisim
Kemik sagligi
ve kadinlarda . ..
T. vulgaris L. TU Ekstre (EtOH) [41]
menpoz
semptomlari
Antihelmintik ] ..
. T. bovei TU Ugucu yag [42]
aktivite
Antikonviilsan . ..
o T. vulgaris L. TU Ugucu yad [43]
aktivite

TU: toprak iistii, Y: Yaprak

Thymus tiirleriyle yapilan biyolojik aktivite arastirmalarinin, etnebotanik
calismalarla ortiistiigii goriilmektedir. Ozellikle antimikrobiyal etki ve antiviral
calismalar etnobotanik kullanimi dogrulamaktadir.

Klinik calismalar
Oksiiriik ve bronsit iizerine etki

Balgamli Oksiiriik sikayeti olan 60 hasta {izerinde yapilan randomize, ¢ift kor
Klinik bir ¢aligmada 5 giin boyunca pozitif kontrol olarak bromheksin kullanilirken
caligma grubunda T. vulgaris surubu kullanilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda 2.
ve 5. giinlerde bromheksin ve Thymus suruplar arasinda dnemli bir fark gériilmemistir.

Bu durum da T. vulgaris’in standart preparata yakin etkili oldugunu ifade etmektedir [13].

Analjezik ve antispazmodik etKi

Primer dismenore i¢in yapilan caligmada 84 ogrenci ile ¢alisilmistir. Pozitif
kontrol olarak 200 mg ibuprofen, ¢alisma grubu olarak 25 damla T. vulgaris ugucu yagi
ve plasebo grubu olarak belirlenmistir ve 6grenciler 3 gruba ayrilmistir. Agrist olan
gruplara belirlenen uygulamalar yapilmistir. Uygulama 6ncesi dlciilen agr1 siddeti degert,
T. vulgaris i¢in 6.57+2.02, ibuprofen igin 5.30+2.23 ve plasebo i¢in 6.18+1.78 olarak
Ol¢tilmiistiir. Uygulama sonrasinda olgililen agr1 siddetindeki degerlerin ibuprofen igin
1.21+1.03, T. vulgaris igin 1.48+1.62 oldugu goriilmiistir [44]. Bu sonuca gore T.

vulgaris ugucu yaginin analjezik etkili oldugu sonucuna ulasiimistir.



2.4. Thymus Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Arastirmalar

Thymus tiirlerinin sekonder metabolitlerinin belirlenebilmesi igin bir¢ok
fitokimyasal ¢alisgma yapilmistir. Bu g¢alismalar sonucunda Thymus tiirlerinden izole

edilen bazi sekonder metabolitler Tablo 2.4’te gosterilmistir. Baslica madde gruplarin ana

iskeletleri Sekil 2.5-2.11 gosterilmistir.

Tablo 2.4. Thymus tiirlerinde tespit edilen flavonlar

Bilesik Tiir Kaynak
L uteolin T. vulgaris [45]
T. quinquecostatus [35]
Apigenin T. vulgaris [45]
T. serpyllum [46]
Baikalin T. vulgaris [47]
Baikalein T. vulgaris [47]
Krisin T. vulgaris [48]
Timonin T. vulgaris [45]
Timusin T. vulgaris [35]
Ksatomikrol T. vulgaris [49]
Salvigenin T. vulgaris [48]
Sirsimaritin T. vulgaris [48]
Sirsilineol T. vulgaris [48]
8-Metoksisirsilineol T. vulgaris [49]
Skutellarein T. quinquecostatus [49]
Skutellarin T. quinquecostatus [35]
Skutellarein 4’-metil eter T. quinquecostatus [35]
4>Metoksiluteolin T. quinquecostatus [35]
6-Hidroksiluteolin T. vulgaris [35]
Luteolin-7-O-p-glukozit T- quinquecostatus (3]
T. vulgaris [50]
Apigenin-7-O-rutinozit T. vulgaris [51]
Genkwanin T. vulgaris [35]
5-Demetilnobiletin T. vulgaris [35]
Sideritoflavon T. vulgaris [35]
Gardenin B T. vulgaris [35]
5-Desmetilsinensetin T- vulgarts (3]
T. numidicus [52]

10



Sekil 2.4. Flavon ana iskeleti

Tablo 2.5. Thymus tirlerinde tespit edilen flavonoller

Bilesik Tiir Kaynak
T. vulgaris [48]
Rutin T. serpyllum [46]
T. quinquecostatus [40]
Isoramnetin T. vulgaris [35]
Isohamnetin-3-0-glukozit T. vulgaris [51]
Kaemferol T. vulgaris [48]
Kaemferol-O-glukuronid T. vulgaris [50]
Kaemferide-3-O-rutinosid T. vulgaris [35]
Kengdih T. vulgaris [48]
T. serpyllum [46]
Kersetin-3-O-glukosid T. vulgaris [50]
Kersetin-3-O-glukuronid T. vulgaris [50]
Mirsetin T. vulgaris [48]

Sekil 2.5. Flavonol ana iskeleti

Tablo 2.6. Thymus tirlerinde tespit edilen dihidroksiflavanonlar

Bilesik Tiir Kaynak
) ) T. vulgaris [48]
Naringenin i
T. webbianus [51]
Naringin T. vulgaris [48]

11



Tablo 2.6. (devam) Thymus tirlerinde tespit edilen dihidroksiflavonlar

Bilesik Tiir Kaynak
Sakuranetin T. vulgaris [35]
Naringenin-7-O- glukosit T. vulgaris [51]
Naringenin-7-O-rutinosit T. vulgaris [51]
Hesperetin-7-O-rutinosit T. vulgaris [50]
T. vulgaris 50
Eriodiktiol J =01
T. serpyllum [46]
Eriositrin T. vulgaris [35]
Eriodiktiol-7-O-glukosit T. vulgaris [51]
o ] T. vulgaris [51]
Eriodiktiol-7-glukuronit
T. serpyllum [51]
Sekil 2.6. Dihidroksiflavanon ana iskeleti
Tablo 2.7. Thymus tirlerinde tespit edilen fenolik asitler
Bilesik Tiir Kaynak
Sinnamik asit T. vulgaris [53]
T. vulgaris [48]
Ferulik asit T. serpyllum [46]
T. quinquecostatus [35]
T. vulgaris [50]
Kafeik asit _
T. quinquecostatus [35]
T. serpyllum 46
Klorojenik asit _ id el
T. quinquecostatus [35]
o T. vulgaris [50]
Rozmarinik asit _
T. quinquecostatus [54]
Gallik asit T. vulgaris [48]
Vanilik asit T. vulgaris [48]

12



COOH

Sekil 2.7. Fenolik asit ana iskeleti

Tablo 2.8. Thymus tirlerinde tespit edilen diterpenoidler

Bilesik Tiir Kaynak
T. vulgaris [35]
Karnosol
T. fontanesii [55]
Karnosik asit T. zygis subsp. gracilis [56]
Abietatrien T. lotocephallus [57]
Abietadien
T. carnosus [58]
Kauren
Manool oxide T. pallidus [59]
HO (Ha
HO.
CH,
CHj; @
HsC  CHy
Sekil 2.8. Diterpen ana iskeleti
Tablo 2.9. Thymus tirlerinde tespit edilen triterpenoidler
Bilesik Tiir Kaynak
Oleanolik asit T. quinquecostatus [35]
Ursolik asit T. quinquecostatus [35]
T. serpyllum
Korosolik asit [60]
T. praecox ssp. arcticus

13



Tablo 2.9. (devami) Thymus tiirlerinde tespit edilen triterpenoidler

Bilesik Tir Kaynak
T. austriacus
T. sibtorpii

Betulinik asit [61]

T. serpyllum

T. praecox ssp. arcticus
Hs;C CHj
CH COOH
HO
H3C CHj
Sekil 2.9. Triterpenik asit ana iskeleti
Tablo 2.10. Thymus tirlerinde tespit edilen steroller
Bilesik Tiir Kaynak
T. quinquecostatus [35]
-Sitosterol T. mongolicus [35]
T. algeriensis [61]
Daukosterol T. quinquecostatus [35]
Stigmasterol T. vulgaris [62]
Campesterol T. vulgaris [63]
CHs
HaC, CHj
HC
CHg CH,
CHj

HO

Sekil 2.10. Sterol ana iskeleti

14



Yapilan literatiir taramas1 sonucunda Thymus tiirlerinin fenolik bilesikler, flavonoitler,

fenolik asitler, terpenik bilesikler (di ve triterpenler), steroller agisindan zengin oldugu

ortaya ¢itkmistir. Bunun yani sira Lamiaceae familyasinda sikga goriilen hidroksisinnamik

asit tiirevleri bu cinste de yogun bir sekilde tespit edilmistir.

2.4.1. Thymus tiirlerinin ucucu bilesikleri

Thymus tiirlerinde bulunan ugucu yagin kompozisyonunu tespit etmek i¢in bir¢ok

calisgma yapilmigtir. Bu arastirmalar sonucunda belirlenen bilesikler Tablo 2.13’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.11. Thymus tiirlerinde tespit edilen ugucu bilesikler

Madde Thymus tiirii (Bilesik %) Kaynak
T. vulgaris (46.21) [64]
T. algeriensis (29.2) [65]
Timol

T. kotschanus (39.7) [66]
T. eriocalyx (42.6) [66]
T. vulgaris (2.44) [64]
T. algeriensis (1.7) [65]

Karvakrol
T. kotschanus (7.6) [66]
T. eriocalyx (32.3) [66]
T. vulgaris (2.97) [64]
) T. algeriensis (0.1) [65]

a- Pinen
T. kotschyanus (0.5) [66]
T. eriocalyx (1.6) [66]
) T. vulgaris (0.71) [64]

B- Pinen
T. daenensis subsp. lancifolius (0.1) [66]
) T. vulgaris (3.45) [64]

Mirsen

T. willdenowii (2.43) [67]
T. vulgaris (2.69) [64]
a-Terpinen T. algeriensis (0.3) [65]
T. kotschyanus (1.2) [66]
T. vulgaris (9.91) [64]
) T. algeriensis (6.8) [65]

p-Simen
T. kotschyanus (5.4) [66]
T. serpyllum (6.67) [68]
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Tablo 2.11. (devam) Thymus tiirlerinde tespit edilen ugucu bilesikler

Madde Thymus tiirii (Bilesik %) Kaynak
0-Simen T. zygis (23.14) [67]
T. vulgaris (1.23) [64]
Limonen T. algeriensis (0.4) [65]
T. willdenowii (2.16) [67]
T. vulgaris (1.96) [64]
1,8-Sineol T. willdenowi (1.77) [67]
T. serpyllum (2.69) [68]
T. vulgaris (14.08) [64]
y-Terpinen T. zygis (1.98) [67]
T. fallax (1.96) [68]
T. vulgaris (3.99) [64]
T. algeriensis (47.3) [65]
Linalool
T. daensis subsp. lancifolius (0.3) [66]
T. fallax (4.02) [68]
T. vulgaris (1.64 64
B- Karyofillen g. _( ) (641
T. algeriensis (2.9) [65]
T. vulgaris (0.4 64
Germakren D J 04 L64]
T. willdenowii (16.51) [67]
a-Fellandren T. vulgaris (0.42) [64]
T. vulgaris (0.21) [64]
Karyofillen oksit T. kotschyanus (0.6) [66]
T. eriocalyx (0.5) [66]
Sabinen T. algeriensis (0.1) [65]
Bornil asetat T. algeriensis (0.1) [65]
T. kotschyanus (0.3) [66]
T. daenensis subsp. lancifolius (0.2) [66]
Spatulenol
T. zygis (0.18) [67]
T. serpyllum (1.08) [68]
) T. kotschyanus (1.2) [66]
v-Bisabolen _
T. eriocalyx (0.8) [66]
T. kotschyanus (0.5) [66]
a-Tuyen _ —
T. daensis subsp. lancifolius (0.9) [66]
a-Kadinol T. willdenowii (1.32) [67]
v- Kadinen T. willdenowii (0.87) [67]
T. willdenowii (0.96) [67]
Kamfen
T. zygis (0.78) [67]

16



Tablo 2.11. (devam) Thymus tiirlerinde tespit edilen ugucu bilesikler

Madde Thymus tiirii (Bilesik %) Kaynak
) T. willdenowii (1.06) [67]
Terpinen-4-ol i
T. zygis (0.35) [67]
T. willdenowii (4.74) [67]
Borneol T. zygis (3.30) [67]
T. pubescence (4.45) [68]
T. willdenowii (8.35) [67]
Geranil asetat
T. fallax (2.58) [68]

Thymus tiirleri ugucu yaglarinin infraspesifik degiskenligi kabul edilmis bir durumdur.
Thymus ugucu yaglarinin ¢ogunda ana bilesikler fenolik monoterpen yapisindaki timol
ve karvakroldiir. Bu durum Thymus tiirlerinin tipik olarak giiglii, baharat kokulu olmasina
neden olur. Timole her zaman biyogenetik siireclerle yakindan baglantili olan bazi
monoterpenler, yani bir timol izomeri ile p-simen ve y-terpinen eslik eder. Son ikisi
timoliin ve karvakrol biyogenetik yolagindaki onciilerdir. Genellikle Thymus ugucu
yaglarinda timol ve karvakrol metil eterleri de mevcuttur. Ugucu yaglarda sik¢a tespit
edilen diger monoterpenler ise linalool ve daha diisiik yiizdelerde borneol, kafur, limonen,
mirsen, B-pinen, trans-sabinen hidrat, a-terpineol ve terpinen-4-ol’diir [6].Seskiterpen
bilesikler Thymus ugucu yaglarinda ¢ok miktarlarda bulunmazlar ancak seskiterpen yapili
B-karyofillen bazi Thymus tiirlerinde bulunabilir ve terapotik anlamda onemli bir
seskiterpen bilesiktir. Sekil 2.11°de Thymus ugucu yaglarinda sikg¢a tespit edilen terpenik

bilesiklerin molekiil yapilar1 gdsterilmistir.
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Sekil 2.11. Thymus ugucu yaglarinda bulunan terpenik bilesikler

Thymus tiirlerinden elde edilen abietatrien, abietadien, kauren gibi aromatik olmayan
terpenlere de rastlanmaktadir. Literatiir taramamiz sonucunda Thymus tiirlerinin ugucu
yag bilesiminin neredeyse tamamen terpenlerden olustugu, fenilpropanoidler gibi
gruplarin goériilmedigi tespit edilmistir [69]. Bununla birlikte, ticari Thymus tiirlerinin
ana kaynag1 olan Thymus vulgaris'in kimyasal olarak polimorf bir tiir oldugunu belirtmek

gerekir.

2.5. Antioksidan Aktivite Cahsmalarmm Onemi

Oksidatif stres; hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH") ve siiperoksit
anyonu (O2") gibi serbest radikal/reaktif oksijen tiirleriyle gerceklesen reaksiyonlar
sonucu meydana gelen hasardir [70].

Endojen olarak serbest radikaller enflamatuvar siirecleri destelemek konusunda
rol almaktadirlar. Immiin sistem hiicrelerinde patojen mikroorganizmalarin
oldiiriilmesinde etkilidirler. Ancak bu siire¢te asir1 artan serbest radikaller doku hasarina
sebep olmaktadirlar. Ayrica, aminoasit polimerizasyonu ile proteinlerin olusmasi, glikoz

polimerizasyonu ile glikojen olusumu da serbest radikallerin katilimiyla
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gerceklesmektedir. Endojen antioksidan enzimler sayesinde serbest radikallerin zararli
etkilerinden dokularin korunmasi saglanmaktadir [71]. Antioksidanlar, olusan radikali
stabilize ederek oksidatif hasarin azaltilmasini saglamaktadirlar [72]. Endojen
antioksidanlarin yani sira ekzojen antioksidanlar yardimiyla da serbest radikallerle

miicade edilebilmektedir [71]. Bu antioksidanlarin smiflandirilmas: Sekil 2.12°de

gosterilmistir.
ANTIOKSIDANLAR
Endojen al;tioksidanlar Ekzojen arlltioksidanlar
Enzimler Enzim olmayanlar Vitamin E
Superoksiddismutaz Melatonin Vitamin C
Glutatiyon peroksidaz Transferrin b-Karoten
Katalaz Glutatyon Fenolikler
Hidroksiperoksidaz Metiyonin Troloks
Sitokrom oksidaz Albumin
Ferritin

Sekil 2.12. Antioksidanlarin siniflandirilmast

Testlerde uygulanan reaksiyonlara bagl olarak, antioksidan kapasite tayinleri kabaca iki
grubta smiflandirilir: hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonlarina dayanan testler, ve
elektron transferine (ET) dayali testler.

HAT bazl tayinlerin ¢ogunlugu rekabet¢i bir reaksiyon semasi uygular: azo
bilesiklerinin dekompozisyonu yoluyla termal olarak iiretilen peroksil radikalleri i¢in

antioksidan ve substrat rekabet eder [73].
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1-) Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar

e Oksijen radikal absorpsiyon kapasitesi yontemi (ORAC)

e Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)

e [-Karoten soldurma yontemi

e Kirosin soldurma testi,

e Diisiik yogunluklu lipoproteinlerin indiiklenmis otoksidasyonunun inhibisyonu,

Elektron Transferine dayanan testler, rediiklendiginde rengi degisen bir oksidanin

rediiklenmesini saglayan antioksidanin kapasitesini Olger. Renk degisim derecesi,
numunedeki antioksidan konsantrasyonlari ile iliskilidir.
2-) Elektron transferine dayanan reaksiyonlar

e Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC)

e Demir (1) iyonu indirgeyici antioksidan potansiyeli (FRAP)

e DPPH radikali siipiirme kapasitesi

e Cu (I rediikleme antioksidan potansiyeli (CUPRAC)

Antioksidan etkili bilesiklerin degerlendirilmesinde sikga Oksijen Radikali
Absorbans Kapasitesi (ORAC) olgiimleri uygulanmaktadir. ORAC deneyi, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) varliginda sondiiriilen bir probtan gelen floresan sinyali lger.
Reaksiyon ortamina bir antioksidanin eklenmesi, iiretilen ROS'u absorblar ve floresan
sinyalinin devam etmesini saglar. ORAC analizinin modifikasyonlar1 arasinda; floresan
probu olarak fluoresein’in kullanimi, toplam antioksidan kapasite elde etmek igin
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin ayrilmasi ve yiiksek verimli bir platforma adapte
edilmesidir.

ORAC deneyinde, ROS jeneratorii olarak kullanilan AAPH (2,2’-azobis(2-
metilpropiyonamidin) dihidrokloriir), termal dekompozisyon dolayisi serbest peroksil
radikalleri tretir. Bu serbest radikalller, viicutta da yaygin olarak bulunur ve bu
reaksiyonu biyolojik anlamli hale getirir. Ayrica, AAPH maddesi suda ve lipitte ¢oziinen
maddeler ile tepkimeye girebilir, boylece numunelerin toplam antioksidan potansiyelinin
6lgmesinde kullanilabilir. Bu yontemde, 37°C’de bulunan AAPH’den azot-merkezli

peroksi radikallerinin tiretimi uyarilir, antioksidan bilesikler ise bu serbest radikalleri
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stiptirtir, fluoressein’in floresanst 6lgiiliir. Test’te uygulanan reaksiyonun mekanizmasi

Sekil 2.12°de gosterilmistir.

! 37C
! R-N=N-R —» 2R* + N,

NH

: HsC. ,CHs

' NN NH
- ! NH

! 8

peroksil radikal

\I\ NN ROO® Floresan sondiirmesi

Z2 S N

HO o) o
Fluoressein

Sekil 2.13. Peroksil radikalin ve antioksidan maddenin floresan proba etkisi [74]

TEAC analizi ABTS™ radikal katyonunun absorbansmin serbest radikal
stiptiriciiler tarafindan engellenmesi temeline dayanir. ABTS bilesigi maksimum
absorbsyonu 660, 734 ve 820 nm’de verir. Radikal katyon formunda iiretilen ABTS™,
lipofilik ve hidrofilik substratlarin toplam antioksidan aktivitesini spektrofotometrik
olarak 6lgmek amagla kullanilir. Deney oncesi ABTS reaktifi sulu ortamda potasyum
perstilfat ile tepkimeye girer (oda sicakliginda, karanlikta, 16 saat) ve tepkime sonucunda
aktif katyon radikali ABTS°* meydana gelir (koyu mavi renkli). Trolox, vitamin E’nin
suda ¢6ziinen analogu olup referans standart olarak kullanilir [75].

Antioksidan aktivite tespitlerinde genis bir sekilde kulanilan difenilpikrilhidrazil
(DPPH) koyu-mor renkli stabil bir serbest radikaldir. Radikal siipiiriicii etkili maddeler
ile tepkimeye girdiginde reaktifin rengi sariya doner. Bu test’te, DPPH serbest radikaline
antioksidan tarafindan proton transferi 517 nm’de absorbansin azalmasina neden olur. Bu
siire¢ goriliniir alanda spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar takip edilmesine

dayanmaktadir. Son yillarda bit¢ok arastirma raporlarinda bu reaktifle yapilan test
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sonuglari yaymlanmakla beraber, reaktifin 1sik fotonlarina ve oksijene karsi hassas
oldugunu unutmamalidir [76].

Apak ve ark. tarafindan gelistirilen ve bilim diinyasina tanitilan CUPRAC
yonteminde Neokuproin (N¢)’in Cu(II) ile olusturdugu Cu(II)-Neokuproin kompleksinin
(Cu(I)-Nc), antioksidan substrat1 tarafindan 450 nm’ de maksimumu absorbans veren
Cu(l)-Neokuproin (Cu(l)-Nc) kompleksine indirgenmesinde yararlanilarak antioksidan

kapasite tespiti yapilir [77].

2.6. Antidiyabetik Arastirmalarin Onemi

Diabetes mellitus, yetersiz insiilin ve insiilin direncinden veya her ikisinden
kaynaklanan yiiksek plazma glikoz seviyesi ile karakterize bir hastaliktir [78]. Pankreasa
zarar veren herhangi bir durum diyabete neden olabilir. Bunlar; pankreatit, enfeksiyon,
pankreatektomi ve pankreotik karsinom olarak sayilabilir. Ayrica GH (Biiylime
Hormonu), kortizol, glukagon ve epinefrin gibi bazi hormonlar insiilin etkinligini
antagonize eder [79]. Kan glukoz seviyesi kontrol altina alinmazsa akut veya kronik
komplikasyonlara sebep olabilmektedir. Diyabet hastaligt 3 grup halinde
incelenmektedir.

Tip 1 diyabet: Insiiline bagimli diyabet olarak da bilinmektedir. Viicutta insiilin iiretimi
yoktur. Bu ylizden kan seker seviyesi regiile edilemez.

Tip 2 diyabet: Insiiline bagimli olmayan diyabet olarak da bilinmektedir. Uretilen insiilin
yetersizdir veya kullanilamaz. Yaglilik obezite ve hareketsiz yasam kosullar1 diyabet
prevalansinda artisa sebep olmaktadir.

Gestasyonel diyabet: Gebelik diyabeti olarak da bilinmektedir. Ik kez gebelik
doneminde ortaya ¢ikmaktadir [78].

Hipoglisemik ajan olarak; siilfoniliireler, biguanidinler, a-glukozidaz inhibitorleri ve
tiazolidindionlar gibi insiilin salgilatict ya dainsiilin duyarhilastirici hedefi olan ilaglar
tercih edilmektedir [79].

2.6.1. a-Amilaz enzim inhibisyonu

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar1 kataliz ederler. Kan glukoz seviyesinin
diizenlenmesinden sorumlu reaksiyonlarda goérev alan enzimlerden biri de a-amilazdir
[80]. a-Amilaz nisastadaki a-1,4 glikozidik baglarin hidrolizinden sorumlu olan bir
hidrolaz enzimidir. Enzim yapisinda kalsiyum kofaktorii tagimaktadir. Nisasta amiloz ve

amilopektin polimerlerinden olugsmaktadir. Amilopektin dallanmis glikoz birimleri ile
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karakterizedir. Dogrusal ardisik glikoz birimleri birbirlerine a-1,4 glikozidik bag ile
baglanirken dallanma bélgeleri a-1,6 glikozidik bag ile baglanmistir. a-Amilaz enzim
inhibitorleri nisastanin parcalanmasini inhibe ederek kan glikoz seviyesini daha diisiik
tutmak konusunda yardimc1 olmaktadirlar [81].

Kaynak taramasinda birgok Thymus tiirlerinin  antidiyabetik  etkileri
aragtirmalaria rastlanmistir. Dessalegn vd (2015) ¢alismasinda T. schimperi Ronniger
yapraklarindan farkli polariteli ¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerin a-amilaz tizerindeki
etkinligini incelemistir [82]. Benzer sekilde, Kadhim vd (2018) T. vulgaris toprak iistii
kismindan farkli ¢oziiciiler ile elde edilen ekstrelerin a-amilaz inhibisyon etkinligini rapor
etmistir [83].

Mushtag ve ark. T. serpyllum'un farkli ¢oziiciiler ile elde edilen ekstrelerinin
hipoglisemik aktivitesini tavsanlar tizerinde degerlendirmis ve karsilastirmis. Diyabet
hastalig1 intravendz alloksan monohidrat enjeksiyonu ile indiiklenmistir. Sulu ekstre,
farkli dozlarda insiilin ile sinerjistik bir etki gostermistir. T. serpyllum sulu ekstresinin
diyabet ve iliskili komplikasyonlar1 tedavi etmek i¢in tek basimna veya insiilin ile
kombinasyon halinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir [84].

T. schimperi'nin metanollic ham ekstresi streptozotosin kaynakli diyabetik
farelerde verilen dozlarda kan sekeri seviyesini dnemli 6l¢iide azaltmistir ve gozlenen
azalma doza bagli bir sekilde idi. Ayrica, butanol ve sulu fraksiyonlarinin anti-diyabetik
aktiviteye sahip oldugunu rapor edilmistir [85].

Ozbek ve ark. (2009), T. fallax yaprak ugucu yaginin diyabetik farelerde kan
sekeri degerlerini 6nemli Ol¢iide azaltarak hipoglisemik etki gosterdigi hakkinda rapor
etmistir [86].

Haile ve ark. (2021), streptozotosin kaynakli diyabetik farelerde hipoglisemik
aktivite ve oral glikoz tolerans testi kullanilarak 7. serrulatus’un in vivo kan sekeri
diistirme etkisini degerlendirmistir. T. serrulatus sulu ekstresi ve ugucu yagi, diyabet ve
yiiksek kan sekeri tedavisi i¢in umut verici terapdtik ajanlar oldugunu rapor etmistir [87].

T. kotschyanus Boiss & Hohen bitkisinin halk tibbindaki kullanim bilgileri dikkate
almarak, sulu ekstresinin hipoglisemik ve hipolipidemik etkilerini Tip 1l diyabetli
hastalarda arastirilmistir. Normal anti-diyabetik ilaglarla birlikte tip II diyabetli hastalarda
T. kotschyanus sulu ekstresi, glikoz seviyelerinin kontrol altina alinmasina ve LDL-C

seviyelerinin daha diisiik olmasina yardimci olmustur [88].
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Yukarida verilen bilgiler 1s18inda sunu diyebiliriz; yapilmis arastirmalar
sonucunda Thymus tiirlerinin hipoglikemik etkileri hem halk arasinda hem bilimsel
farmakolojik degerlendirmeler sonucunda 6nemli Olclide yiiksek kan sekeri {lizerinde

etkilere sahip oldugu goriilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kimyasal Maddeler

Arastirma kapsaminda fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan

kimyasal maddelerin listesi Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasal maddeler ve kaynaklar

Kimyasal madde Kimyasal formiil/Kisaltma Kaynak
2-2’-Azino-bis (3 etilbenztiyazolin-6- ABTS+ Sigma-Aldrich,
stilfonik asit) Almanya
2,2-Azobis (2-metilpropinamidin) AAPH «“
dihidrokloriir
Akarboz C25H43NOsg “
a-Amilaz (porcine pankreatik) Sigma Ald. Fransa
Aliminyum kloriir AICI; Merck, Almanya
Asetik asit CH3COOH “

N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroasetamid
+ trimetilklorosilan
Borontrifloriir
Dietileter

Difenil pikril hidrazil
Dimetil siilfoksit
Disodyum fosfat
Etanol

Etil asetat
Fluoreseyin

Formik asit
Folin-Ciocalteu reaktifi
Gallik asit

Glasiyel asetik asit
Hidroklorik asit
n-Hekzan

izopropil alkol

Iyot

Kalsiyum kloriir
Kersetin

Kloroform

Metanol

CF3C[:NSi(CH3)3]OSi(CH3)3

BF;
C4H100
DPPH
DMSO
Na;HPO4
C2HsOH
C4HgO2
C20H120s5
HCOOH
FCR
GA
CH;COOH
HCI
CeHia
CsHsO
|
CaCl;
Ci15H1007
CHCly3
CH3OH

113

Merck, Almanya
J.T. Baker, Hollanda
Sigma Ald. ABD
Sigma Ald. ABD

Sigma Ald. Fransa

113

Sigma Ald, Isvicre

Merck, Almanya

113

113

Fluka, Almanya
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Analiz sartlar1:

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu
Kyoto, Japan)

Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INTERTSIL ODS3-Cys kolon (100 mm, 4,6 i.d, 3um partikiil
cap1) (GL Scienceslnc.)

Degazer: DGU-20As (Shimadzu, Japan)

Enjektor: SIL 20A (Shimadzu, Japan)

Dedektor: SPD-M-20A (Shimadzu, Kyoto, Japan), 280nm

Akis hizi: 1,0 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 10 uL

Gradient sistem Hareketli faz A: Metanol: su: formik asit (10:88:2, h/h/h)

Hareketli Faz B: Metanol: su: formik asit (90:8:2, h/h/h)

3.7.4. Toplam fenol miktar tayini

Toplam fenol miktar tayini, bazik ortamda Folin- Ciocateau reaktifinin
antioksidan etkili bilesikler ile indirgenmesi iizerine kuruludur. Deneyde gergeklesen
tepkimenin semasi asagida gosterilmistir:

Mo(VI) +¢ —» Mo(V)

Deney ortamin bazik olmasini saglamak i¢in Na2COz (sodyum karbonat) ¢cozeltisi
kullanilmistir. Toplam fenol miktarin1 hesaplamak i¢in absorbans degerleri 760 nm’de
spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir [96]. Bu 6l¢iim sonucu kullanilarak ekstrelerdeki
toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak hesaplanmustir.

T. baseri ekstrelerinin derisimi 1 mg/mL olarak hazirlanmistir. Uygulama i¢in 96 — derin
kuyucuklu plagmn kuyucuklarina 12 kanalli otomatik pipetorle (Eppendorf) 20 pL
numune (ekstre, gallik asit) eklenmistir. Uzerine 1560 uL saf su, 100 pL Folin- Ciocalteu
reaktifi ve 300 uL NaCOs ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim karanlikta 2 saat inkiibe
edilmistir. Siire sonunda karigimm 300 pL’si alinarak 96- kuyucuklu mikroplak’a

aktarilmistir. Mikroplak okuyucuda 760 nm’de absorbans okumasi yapilmustir.
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3.7.5. Toplam flavonoit miktar tayini

Toplam flavonoid miktar tayini i¢in AIClz ile olusan renkli kompleksin
spektrofotometrik olarak incelenmesi yontemi esas alinmistir [97]. YOntemin esasi
Al(I1l)-flavonoit selatinin meydana gelmesidir. Numunelerde bulunan flavonoitlerin
toplam miktarini belirlemek i¢in 415 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir [97].
Standart olarak rutin ve kersetin kullanilmistir. Deney mekanizmasi Sekil 3.1°de

gosterilmistir.

AN
!
Sekil 3.1. Flavonoitlerin AICI; ile tepkimesi [97]

Ekstreler 10 mg/mL derisimle hazirlanmistir. Deney i¢in; 96- derin kuyucuklu
plagin kuyucuklarina 12 kanalli otomatik pipetor ile (Eppendorf) 80 uL numune (ekstre,
rutin, kersetin) eklenmistir. Uzerine 80 pL AICls ve 1840 pL absolii etanol eklenmistir.
Blank olarak kullanilacak numuneler i¢in AICl3 yerine 10 pL asetik asit ¢ozeltisi
eklenmistir. Karigim karanlikta 40 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
karistmin 300 pL’si 96-kuyucuklu mikroplaga aktarilmistir. Absorbans degerleri 415
nm’de Olgiilerek belirlenmistir. Kersetin ve rutin kalibrasyon egrisi {izerinden

ekstrelerdeki toplam flavonoit miktar1 hesaplanmustir.

3.7.6. Toplam hidroksisinnamik asit miktar tayini

Toplam hidroksisinnamik asit miktarinin belirlenmesi i¢in kolorimetrik 6lgiim
esasina dayanan bir yontem kullanilmaktadir. O-Hidroksifenollerle kompleks olusturan
HCI-NaNO2-Na2Mo00O4-NaOH kromojenik sistemi kullanilarak spektrofotometrik 6l¢iim
ile yontem uygulanmistir. Bu ¢alismada standart olarak rozmarinik asit ve klorojenik asit

kullanilmistir [98]. Standartlarin kalibrasyon egrileri Sekil 3.2 ve 3.3’te gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Rozmarinik asit kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.3. Klorojenik asit kalibrasyon egrisi

3.8. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.8.1. Antioksidan aktivite testleri
3.8.1.1. Troloks’a esdeger antioksidan kapasite (TEAC) testi

Bu yontem ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)] reaktifinin
katyonunun spektrofotometrik olarak incelendigi bir yontemdir. ABTS ve K:S20s
(potasyum persiilfat) ile olusturulan reaksiyon sonucunda mavi/yesil ABTS'" radikali
olusmaktadir. Olusan radikalin absorbans degeri 734 nm’de 6l¢iilmiistiir. Ayni kosullarda
reaksiyona tabi tutulan Trolox’un aktivitesine gore sonuglar degerlendirilmistir [99].

Sekil 3.4’te deneyin tepkimesi gdsterilmistir.
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Sekil 3.4. ABTS radikalinin indirgenme ve yiikseltgenme mekanizmasi [100]

Deneyde, T. baseri ekstrelerinin antioksidan kapasitesi Troloksa esdeger olarak
hesaplanmistir. ABTS ve K2S,0g oda sicakliginda su ile karigtirilarak karanlikta 16 saat
bekletilmistir. Daha sonra, olusan ABTS™ derisik ¢dzeltisi absolii etanol ile absorbans
degeri 780 oluncaya diliie edilmistir. Deney uygulanirken 96-derin kuyucuklu plak
tizerine 10 puL numune ¢ozeltisi (ugucu yag, ekstre, troloks) ve lizerine 990 uL ABTS
cozeltisi eklenerek 30 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra 12 kanalli otomatik pipetér (Eppendorf) ile karisimm 300 pL’si 96-kuyucuklu
mikroplak’a aktarilmistir. 734 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Standart olarak
kullanilan Troloks un kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu egri dogrultusunda lineer dogru
denklemi belirlenmistir. Bu denklem numunelerin 30 dk sonunda gosterdigi Troloks’a
esdeger antioksidan kapasitenin hesaplanmasinda kullanilmistir. Inhibisyon yiizde

degerleri agagidaki formiile gore hesaplanmustir.

%Inh :Abskontrol_AbSnumune ( Denklem 3 1)
AbSkontrol .

ADbsSkontrol V& AbSnumune, kontrol ve numunelerin 734 nm’de Slgiilen absorbans degerlerini
ifade etmektedir. Troloks icin elde edilen kalibrasyon egrisi ve lineer dogru denklemi

Sekil 3.5’te gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Troloks kalibrasyon egrisi

3.8.1.2. Serbest radikal siipiiriicii etki (DPPH testi)

Kararli bir radikal olan DPPH (2,2-difenil- pikrilhidrazil)’in ekstrelerde bulunan
antioksidan etkili bilesikler ile etkilesiminin spektrofotometrik olarak Olgiilmesine
dayanmaktadir. Bu etkilesim DPPH’in indirgenmesini temel almaktadir. Mor renkli
DPPH radikali antioksidan madde ile etkilestiginde rengini kaybetmektedir. Difenil-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal siipiirme yontemi, bir bilesigin, bir ekstrenin veya
diger biyolojik kaynaklarin antioksidan antioksidan potansiyelini degerlendirmek i¢in ilk
yaklasimi sunar. En basit hatlariyla bu yontemde bir bilesik veya ekstre DPPH ¢6zeltisi
ile karistirilir ve absorbans degeri belli bir siireden sonra kaydedilir. Elektron transferi

mantigina dayanan bir yontemdir [101]. Kimyasal reaksiyon Sekil 3.6’da gosterilmistir.

OaN OuN
Antioksidan H
N— NO,

N—N— NO, ——————= N—

Sekil 3.6. DPPH radikalinin indirgenme mekanizmasi [100]

T. baseri ugucu yagi ve ektrelerinin serbest radikal siipiiriicii etkileri in vitro
kosullarda test edilmistir. Spektrofotometrik bu yontem icin taze hazirlanmig DPPH
kararli serbest radikal ¢ozeltisi kullanilmigtir [101].
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3.8.1.3. Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) testi

Floresan bir madde olan fluoresein’in serbest radikal iireticisi olarak gorev alan
AAPH (2,2-azobis (2-metilpropinamidin) dihidrokloriir) ile etkilesimine dayanan bir
metottur. Antioksidan etkili madde fluoresein’in floresan 6zelliginin kaybolmasini
geciktirmektedir [102].

Numunelerin total antioksidan aktivitesinin belirlenmesi ic¢in fluoreseinin
floresans Ozelliginin AAPH radikaliyle reaksiyonu sonucu kaybolmasiyla dl¢lilmiistiir
[102]. Deneyde, 96-kuyucuklu plagin kuyucuklarina 25 uL. numune (ugucu yag/ ekstre/
troloks) ve 150 puL 4nM fluoresein ¢6zeltisi eklenmistir. Karisim karanlikta 37°C “‘de 30
dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra karisima 25 pL 225 nM

AAPH reaktifi eklenerek plak i¢cindeki karisim 10 saniye ¢alkalanmustir.

3.8.2. Antidiyabetik aktivite testi
3.8.2.1. a-Amilaz inhibisyon testi

a-Amilaz  enzimi, c¢ogunlukla pankreastan salgilanan ve nisastanin
par¢alanmasinda rol oynayan bir enzimdir. Oligomerlerine kadar parcalandiginda nisasta
diyabet hastalarmin kan glukoz seviyesinde yiikselmelere sebep olmaktadir. Bu sebeple
a-amilaz enzim inhibisyonu diyabetli hastalar i¢in bir tedavi hedefidir. [ vitro kosullarda
a-amilaz inhibisyon testi yapabilmek i¢in I2/KI (potasyum iyodiir), nigasta ¢ozeltisi ve a-
amilaz enzimi kullanilmaktadir. Iyot ¢ozeltisi reaksiyonun belirteci olarak
kullanilmaktadir. Nisastanin parg¢alanma derecesine gore iyot ¢ozeltisi kompleks
olusturur. Olusan kompleksin renk degisimi sprektroskopik yontemle olgiilmektedir.
Absorbans degerleri inhibisyon seviyesi hakkinda bilgi vermektedir [103].

Deneyde, 96-kuyucuklu plaga 50 pL numume (ekstre/ugucu yag/akarboz)
otomatik pipetor ile (Eppendorf) diliisyon yontemi kullanilarak eklenmistir. Numune
tizerine 50 pL enzim ¢ozeltisi eklenmistir. Her numunede blank olarak kullanilacak
kuyucuga 50 pL tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karanlikta 37°C de 10 dakika siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiim karisim iizerine 50 pL nisasta ¢ozeltisi
eklenmis ve 37°Cde 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra karisim {izerine 25
uL HCI ¢ozeltisi ve 100 pL I2/KI reaktifi eklenmistir. Absorbans degerleri 630 nm’de

dlciilmiistiir. Inhibisyon asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Denklem 3.2):
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%Inh :(Abskontrol_Abskontrolblank) —(Absnumune—AbSnumune blank) % 100
AbSkontrol—AbSkontrol blank

(Denklem 3.2)

ADbSkontrol V& AbSkontrol blank, kontrol ve kontrol blanki i¢in 6lgiilen absorbans degerleridir.

ADSnumune Ve AbSnumune blank, NuMune ve numune blanki i¢in 6lgiilen absorbans degerleridir.

3.9. Biyootografik Analiz
HPTLC ile kompleks bitkisel ekstre igerigindeki bilesiklerin hizli bir sekilde

ayrilmasi ve incelenmesi saglanmaktadir. Biyootografi teknigi de biyolojik aktivite
konusunda pratik bilgi saglayan bir yontemdir. Bu ¢alisma i¢in T. baseri bitkisinden elde
edilen ugucu yagin ve farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstrelerin (Hegzan/Metanol/Su)
silika jel HPTLC plagt (10x10) kullanilarak kromatografik ayrimi saglanmistir.
Kromatografik ayirim kosullar1 Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Deneyin ilk asamasinda numunelerin kromatografik ayirimin saglanabilmesi i¢in
uygun hareketli faz belirlenmistir. Hegzanli ekstre ve ucucu yagin kromatografik
aymmini gozlemlemek amaciyla anisaldehit belirteci uygulanmistir. Daha sonra plak
100-105° de 5 dakika 1sitilmistir. Kromatografik ayirim sonucu UV 254 ve 366 nm dalga
boyunda incelenmistir. Polar ekstrelere ise NPR-PEG reaktifi uygulanmistir. Daha sonra
plak 100-105 ° de 5 dakika 1sitilmistir. Kromatografik ayirim sonucu UV 254 ve 366 nm
dalga boyunda incelenmistir.

Deneyin ikinci asamasinda numunelerin kromatografik ayiriminin ardindan plak
tizerine uygulanan DPPH reaktifi ile antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Plak {izerine
DPPH uygulandiktan sonra plaklar karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakilmstir. Plagin
yiizeyi mor renkli olan DPPH reaktifi ile mor renkle boyanmisken antioksidan etkili aktif

bilesik igeren bilesen spotlari soluk sari renk gostermistir.

Tablo 3.3. T. baseri u¢ucu yag ve ekstrelerine uygulanan HPTLC analiz kosullari

islem Detaylar Sistem

Ugucu yag ve hegzanl ekstreler hekzan iginde
Numune ¢Oziilmistir (10 mg/mL).
hazirlama Polar ekstrelerin ¢ozeltileri metanolde
hazirlanmistir (10 mg/mL).
Stasyoner faz HP-TLC silica gel 60254 10x10 cm Merck
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Tablo 3.3. (devam) T. baseri ugucu yag ve ekstrelerine uygulanan HPTLC analiz kosullar

islem

Detaylar

Sistem

Hareketli faz

Ugucu yag ve hekzanli ekstre igin: Toluen: Etil
asetat (93:7)

Automathic Devoloping
Chamber 3

Hareketli faz

Numune

uygulama

Yiirtiitme

Kurutma
Spot

belirlenmesi

Belirteg

Polar ekstreler i¢in Etil aseat:Asetik asit: Formik
asit: Su (100:11:11:26)

5ulL

70 mm

Havada

Plak daldirma hizi: 5, siire: 1 sn
Tank: 20 x10 cm
Anisaldehit reaktifi: ugucu yag ve hekzanlh ekstre
icin

NPR+ PEG reaktifi: polar ekstreler igin

Automathic TLC Sampler 4

Automathic Devoloping
Chamber 3

Chromatogram Immersion

Device |11

CAMAG Reprostar 3

Reatktiflerin hazirlanmast

1) Anisaldehit reaktifi; 0,5 mL anisaldehit ve 10 mL glasiyel asetik asit karistirilmig

ve lizerine 85 mL metanol ve 5 mL derisik siilfiirik asit eklenmistir.

2) NPR reaktifi; difenilborikasit etilaminoester 1,0 g tartilip 100 mL metanolde

¢Ozulmistiir.

3) PEG; polietilenglikol-4000 5.0 g tartilip 100 mL metanolde ¢oziilmiistiir.
4) DPPH; 0,05 g DPPH 100 mL metanolde ¢oziilmiistiir. Karanlikta muhafaza

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Ucucu Yag Ozellikleri

Ugucu yag eldesi i¢in T. baseri toprakiistii kisimlar1 kullanilarak hidrodistilasyon
islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen ugucu yag keskin aromatik kokulu ve acik sar1
renklidir. Yag numunesi amber renkli sisede +4°C’de muhafaza edilmistir. Ugucu yagin

verimi bitkisel materyalin nem miktar: dikkate alinarak %0,06 olarak tespit edilmistir.

4.2. Ekstrelerin Ozellikleri

T. baseri toprakiistii kistmindan ve koklerinden farkli polaritedeki ¢oziiciiler
kullanilarak sirali bir sekilde masere edildikten sonra toplanan ekstreler doner
buharlastiric1 ve liyofilizatérde kurutulup Eppendorf tiiplerde saklanmistir. Hegzan ile
elde edilen ekstre keskin kokulu ve sari-turuncu renklidir. Metanollii ekstre ise koyu yesil
renkli ve yapiskandir. Liyofilizatorde kurutularak elde edilen sulu ekstre kahverengi —bej
renkli toz seklindedir. Elde edilen tim numuneler fitokimyasal ve biyolojik aktivite
deneyi oncesi +4°C’de saklanmustir.

Kurutulmus toprakiistii kisitmlarin ve koklerin sirasiyla n-hegzan, metanol ve su
ile 48 saatlik maserasyonu sonucundan elde edilen ekstrelerin verimleri kuru baz

tizerinden % (a/a) hesaplanmistir. Ekstrelere ait verim bilgileri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: T. baseri bitkisinin farkl: ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin verim bilgileri

Ekstre tiirii Ekstre miktari, g Verim, %
TBHHE 1,31 8,19
TBHKE 1,19 5,94
TBMHE 5,10 31,86
TBMKE 4,11 20,54
TBSHE 9,22 57,61
TBSKE 7,81 39,06

* TBHHE: T. baseri hegzanli herba ekstresi; TBHKE: T. baseri hekzanli kok ekstresi; TBMHE: T.
baseri metanollii herba ekstresi; TBMKE: T. baseri metanollii kok ektresi; TBSHE: T. baseri sulu herba
ekstresi; TBSKE: T. baseri sulu kok ekstresi.
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4.3. Fitokimyasal Arastirmalarin Sonuclari
4.3.1. Ucucu yag kimyasal kompozisyonu

T. baseri ugucu yaginin kimyasal bilesimi gaz kromatografisi teknigi ile
belirlenmistir. Bilesenlerin kantitatif analizi i¢cin GC-FID, kalitatif analizinde GC/MS

sonuglari kullanilmigtir. Elde edilen veriler Sekil 4.1 ve Tablo 4.2’da gosterilmistir.

‘\ h i ‘.l‘n‘ (i _*J,.‘.J AU L -

. - - - - T - e
AElo0 20 00 2500 B0 00 SE 00 A0 00 s OO0 S0 OO0 SO0 G0 00 e OO 70 G0 TS oo

Sekil 4.1. T. baseri toprak iistii u¢ucu yagmmin GC kromatogrami

Tablo 4.2: T. baseri ugucu yaginin kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
1 1032 a-Pinen 14
2 1035 a-Tuyen e
3 1076 Kamfen 1,8
4 1118 B-Pinen 0,6
5 1132 Sabinen 0,5
6 1174 Mirsen 12,9
7 1176 a-Fellandren e
8 1188 a-Terpinen 0,2
9 1203 Limonen 1
10 1213 1,8-Sineol 3,1
11 1225 (2)-3-Hekzenal e
12 1244 Amil furan (= 2-Pentil furan) e
13 1246 (2)-B-Osimen 0,2
14 1255 y-Terpinen 0,4
15 1266 (E)-B-Osimen 4
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Tablo 4.2. (devam) T. baseri u¢ucu yaginin kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
16 1266 3-Oktanon e
17 1280 p-Simen 0,1
18 1290 Terpinolen 0,3
19 1296 Oktanal e
20 1348 6-Metil-5-hepten-2-on e
21 1367 3-Nonanon e
22 1393 3-Oktanol 0,1
23 1400 Nonanal 0,1
24 1429 Perillen e
25 1452 1-Octen-3-ol 0,2
26 1458 cis-1,2-Limonen epoksit e
27 1474 trans-Sabinen hidrat 1,6
28 1482 (2)-3-Hekzenil-2-metil butirat e
29 1495 Bisikloelemen 0,1
30 1497 a-Kopaen e
31 1505 Dihidroedulan Il e
32 1528 a-Bourbonen e
33 1532 Kafur 2,3
34 1535 B-Bournonen 0,1
35 1553 (-)-Linalool* 34,4
36 1556 cis-Sabinen hidrat 0,3
37 1589 B-Ylangen e
38 1590 Bornil asetat 0,4
40 1611 Terpinen-4-ol 0,7
41 1612 B-Karyofilen 8,2
42 1614 Karvakrol metil eter (= Metil karvakrol) e
43 1645 cis- Izodihidrokarvon e
44 1646 Aromadendra-1(10),4(15)-dien e
45 1661 Alloaromadendren e
46 1668 (2)-B-Farnesen 0,4
47 1670 trans-Pinokarveol e
48 1682 d-Terpineol 0,2
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Tablo 4.2. (devam) T. baseri u¢ucu yaginin kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
49 1687 a-Humulen 0,4
50 1694 p-Vinilanisol e
51 1706 a-Terpineol 0,6
52 1719 (-)-Borneol* 59
53 1726 Germakren D 1,7
54 1734 Kadina-3,5-dien 0,2
55 1741 B-Bisabolen 0,9
56 1755 Bisiklogermakren 6,9
57 1773 d-Kadinen e
58 1776 v-Kadinen 0,5
59 1786 Nerol e
60 1815 2,6-Dimetil-3(E),5(2),7-oktatrien-2-ol e
61 1827 (E,E)-2,4-Dekadienal e
62 1838 (E)-p-Damassenon e
63 1853 cis-Kalamen e
64 1900 Nonadekan e
65 1934 Mirsen-8-ol e
66 1953 Palustrol e
67 1958 (E)-B-lonon e
68 2001 Isokaryofillen oksit e
69 2008 Karyofillen oksit 0,5
70 2041 Pentadekanal e
71 2057 Ledol e
72 2069 1,6-Germakradien- 5p-ol e
73 2072 Kubeban-11-ol e
74 2081 1,10-di-epi-Kubenol 0,2
75 2098 Globulol 0,1
76 2100 Heneikosan e
77 2104 Viridiflorol 0,3
78 2131 Heksahidro-farnesil aseton 01
79 2144 Spatulenol 1,2
80 2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)-furanon e
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Tablo 4.2. (devam) T. baseri u¢ucu yaginin kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
81 2181 Isotimol 2,6
82 2187 T-Kadinol 0,1
83 2209 T-Muurolol 0,1
84 2232 a-Bisabolol e
85 2239 Karvakrol 0,2
86 2247 trans-a-Bergamotol 0,2
87 2255 a-Kadinol 0,1
88 2300 Trikosan 0,1
89 2316 Karyofilladienol | e
90 2324 Karyofilladienol 11 0,1
91 2500 Pentakosan e
92 2594 Fitol e
93 2675 Heptakosan e
94 2680 Miristik asit e
95 2931 Hekzadekanoik asit 1,2
Toplam 99,8

RRI: relativ tutunma indisi; e: eser; % miktarlar1 FID dedektor verilerine gore verilmistir;
* enantiomerlerin ayirimu giral kolonda gergeklestirilmstir.

T. baseri ugucu yagindaki major bilesen gruplart hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler
ve seskiterpenler olarak siniflandirilmistir. Ugucu yagdaki major bilesen gruplar: dagilimi

Tablo 4.3’ de gosterilmistir.

Tablo 4.3: T. baseri u¢ucu yagindaki major gruplarin dagilimi

Grup %
Hidrokarbon monoterpen 23,4
Oksijenli monoterpen 52,3
Hidrokarbon seskiterpen 19,4

Oksijenli seskiterpen 3
Diger 1,7
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4.3.2. Sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonu

T. baseri toprak {istii kisimlarindan elde edilen metillenmis sabit yag asitlerinin
kimyasal kompozisyonu GC-FID ve GC/MS yontemiyle belirlenmistir. Yag asitlerinin
kromatografik ayrimi ve kimyasal kompozisyonu Sekil 4.2 ve Tablo 4.4’te gosterilmistir.

S S ES SISO A RS 2 ES . C N F e e

Sekil 4.2. T. baseri sabit yag asitlerinin GC kromatogrami

Tablo 4.4: T. baseri sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
1 2018 Metil tetradekanoat e
2 2122 Dimetil azelat e
3 2223 Metil heksadekanoat 18,1
4 2436 Metil oktadekanoat 4,7
5 2468 Metil oleat 4,6
6 2509 Metil linoleat 7,4
7 2514 Metil nonadekanoat 44,6
8 2536 Etil nonadekanoat 4,2
9 2572 Metil linolenat 16,4
10 2634 Metil arasidat e
11 2841 Metil behenat e
12 3021 Metil tetrakosanoat e
Toplam 99,5
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4.3.3. Silillenen bilesiklerin kimyasal kompozisyonu

Gaz kromatografisi ile T. baseri bitkisine ait herba, ¢igek ve kok ekstrelerinde
bulunan triterpenik bilesiklerin tiirevlendirilerek ayrimi gerceklestrilmistir. Calisma

sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.5, Tablo 4.6, Tablo 4.7’de gosterilmistir.

Tablo 4.5 T. baseri herba ekstrelerinin tiireviendirme analiz sonucu

TBHHE- TBMHE- TBSHE-

Z
o

RRI Bilesik

tiirev tiirev tiirev
1 1506 Malik asit- 3TMS - 0,1 6,6
2 1702 L-Fukoz - 4TMS - - 3,1
3 1738 D-Ksilopiranoz - 4TMS - e 1,4
4 1799 Glikoz per-trimetilsilildehidro tiirevi - 0,4 -
S 1843 a-Fruktofuranoz- 5TMS - 1,0 2,0
6 1852 B-D-Fruktofuranoz -5TMS - 1,1 3,1
7 1901 Kuinik asit- 5TMS - 1,7 134
8 1929 a-Glukopiranoz- 5TMS - 1,9 4,3
9 1972 Mannitol -6TMS - 0,3 -
10 2023 B-Glukopiranoz- 5TMS - 15 3,3
11 2052 Hekzadekanoik asit - 3TMS 5,7 0,2 e
12 2095 Trimetilsilil katesolaktat tris (trimetilsilil ) eter - 0,4
13 2127 myo-inositol-6TMS - 16 5,7
14 2151 (E)-Kafeik asit- 3TMS - 0,2 -
15 2217 (2,2)-9,12-Oktadekadienoik asit- 3TMS 1,6 0,1 -
16 2224 a-Linolenik asit - TMS 5,6 0,1 -
17 2712 Sakkaroz tiirevi-7TMS 7,8 - -
18 2713 Sukroz- 8TMS - 53 56,9
19 2901 Nonakosan 235 - -
20 3101 Eikosan 15,3 - -
21 3184 Klorojenik asit- 6 TMS - 0,1 -
22 3302 Pentakosan 11,7 - -
23 3368 B-Sitosterol TMS 7,55 0,5 -
24 3464 Rozmarinik asit- 5TMS - 3,0 -
25 3507 Raffinoz-11 TMS - 1,9 -
26 3602 Oleanolik asit- 2 TMS 21,1 47,9 e
27 3647 Ursolik asit- 2TMS - 28,3 -
28 3680 Betulinik asit- 2TMS - 1.4 -
Toplam 100,0 99,1  100,0
Triterpenik maddeler 28,7 78,1 0
Fenolik asitler 0,0 3,7 0
Karbonhidratlar 7,8 16,9 100,0
Yag asitleri tiirevleri 12,9 0,4 0,0
Alkanlar 50,6 0,0 0,0

TBHHE: T. baseri hegzanl herba ekstresi; TBMHE: T. baseri metanollii herba ekstresi; TBSHE: T.
baseri sulu herba ekstresi.
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Tablo 4.6. T. baseri kok ekstrelerinin tiirevlendirme analiz sonucu

No RRI Bilesik TBMKE- TBSKE-
tilrev tiirev
1 1506 Malik asit- 3TMS - 1,4
2 1757 Ksilitol - 5TMS 1,2 -
3 1761 Ribitol - 5TMS 0,8 -
4 1843 a-Fruktofuranoz- 5TMS 19 1,2
5 1852 B3-D-Fruktofuranoz -5TMS 31 2,4
6 1858 Fruktopiranoz- 5TMS - 0,5
7 1901 Kuinik asit- 5TMS 54 10,8
8 1929 a-Glukopiranoz- 5TMS 4,5 2,6
9 1942 B-Mannopiranoz- 5TMS 25 1,0
10 1971 Mannitol- 6TMS 7,8 2,4
11 1980 Sorbitol- 6TMS e -
12 2023 B-Glukopiranoz- 5TMS 3,8 2,98
13 2049 Heksadekanoik asit- TMS 0,8 -
14 2093 Trimetilsilil katesolaktat tris (trimetilsilil) eter 1,3 3,7
15 2127 myo-Inositol- 6TMS 6,1 3,9
16 2151 (E)-Kafeik asit- 3TMS 1,4 1,1
17 2713 Sukroz- 8TMS 31,3 20,7
18 2816 D-Trehaloz -8TMS 50 1,3
19 3507 Raffinoz- 11TMS - 59
20 3602 Oleanolik asit- 2TMS 10,0 -
21 3647 Ursolik asit- 2TMS 9,0 -
22 >4000 3-a- Mannobioz -8TMS - 36,9
Toplam 95,9 98,6
Triterpenik maddeler 19,0 0,0
Fenolik asitler 2,8 4,8
Karbonhidratlar 73,4 93,9
Yag asitleri tiirevleri 0,8 0,0
TBMKE: T. baseri metanolli kok ektresi; TBSKE: T. baseri sulu kok ekstresi.
Tablo 4.7. T. baseri ¢igcek ekstrelerinin tiirevlendirme analiz sonucu
NO RRI Bilesik TBCEE- TBCKE-
turev tiirev
1 1234 Borneol TMS eter 0,15 0,4
2 1253 Benzoik ais- TMS 0,1 0,2
3 1283 Gliserol- TMS 0,5 0,2
4 1422 Benzenpropanoik asit -TMS eter 0,1 0,4
5 1551 trans- Sinnamik asit -TMS 33,9 24,0
6 1843 a-Fruktofuranoz- 5TMS 1,1 -
7 1852 B3-D-Fruktofuranoz- 5TMS 2,0 -
8 1858 Fruktopiranoz- 5TMS 2,2 -
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bisiklogermakren (%6,9) oldugu tespit edilmistir. Az miktarda yag asitleri (%1,2)
saptanmistir.

T. baseri ugucu yaginda fenolik monoterpenlerden sadece az miktarda karvakrol
tespit edilmistir (%0,2), oysa literatiirde birgok Thymus tiirlerinde karvakrol ve timol
yiiksek miktarlarda saptanmigtir [104].T. vulgaris (%45,0) [105], T. pubescens (%48,8)
[106], T. persicus (%27,1) [107] tiirlerinde karvakrol ve timol major bilesikler olarak

saptanmistir.
/
HO \
Linalool
CH, H H
I HO,, i Beta-karvofilen
CH,
‘ Borneol
HaC CHa
=
Mirsen
Bisiklogermakren

Sekil 5.2. T. baseri u¢ucu yagina ait major bilesiklerin molekiil yapilar: [6]

(-)-Linalool, T. baseri ugucu yagin ana bilesigidir. Cesitli Thymus tiirlerinde de
ucucu yaglarin linaloolce zengin oldugu literatiirde rapor edilmistir. T. algeriensis
(%47,3) [65], T. fedtschenkoi var. handelii (%12,9) [108], T. willkomii (%27,0) [109]
bunlardan bazilaridir.

Stahl-Biskup siniflandirilmasina gore, Thymus'un genetik temelli yedi farkli
kemotipi bilinmektedir [110]. Ugucu yagdaki baskin monoterpenlerine gore

adlandirilirlar:
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e timol tipi,

e karvakrol tipi,

e linalool tipi,

e geraniol tipi,

e o-terpineol tipi,

e trans-thuyanol (= trans-sabinen hidrat)

e sineol tipi.

Bu siniflandirmaya gore, T. baseri yaginin linalol kemotipine ait oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Tiirkiye kokenli bagka iki tiiriin, T. haussknechtii Velen ve T.
kotschyanus Boiss. & Hohen var. kotschyanus’un ugucu yaglari, timol, karvakrol,
linalool, linalil asetat, 1,8-sineol ve vy -terpinen ile karakterize olup Stahl-Biskup
smiflandirmasinda ilk gruba girer. Bununla birlikte T. haussknechtii ugucu yaginda kafur
ve B-karyofilen ile birlikte ana bilesenler olarak linalool (%19,9) ve borneol (%10,4) de
bulunmustur [104].

Yunanistanda T. longicaulis C. Presl subsp. chaoubardii (Reichenb. fd.) Jalas, bir
m? alanda yetisen aym popiilasyondan ii¢ kemotipi toplanmistir. Gaz kromatografik
analiz sonucunda bu yaglarin {i¢ kemotipe ait oldugu tespit edilmistir. Limonen (%18,7)
ve timol (%19,4); geraniol (%56,8) ve geranil asetat (%7.6); linalool (%63,1) ve o-
terpinil asetat (%20,4) sirasiyla ii¢ farkli kemotipin her birinde baskin bilesenler olarak
saptanmigtir [111]. Ispanya'da, sadece iki kemotip mevcut, bir sineol tipi ve bir linalool
tipi [112]. Ancak, sunu unutmamali, ki ticari 6neme sahip olan sadece timol kemotipidir.
Biitiin bu bilgiler Thymus ugucu bilesenler agisindan ¢ok polimorfik bir cins oldugunu bir

kez daha gostermektedir.

5.1.2. Sabit yag asitleri profili

Calisma kapsaminda T. baseri sabit yag profili incelendiginde ¢cogunlukla doymus
yag asitleri icerdigi tespit edilmistir. Ana bilesiklerin; nonadekanoik asit (%44,6),
palmitik asit (%18,1), linolenik asit (%16,4), linoleik asit (%7,4) oldugu tespit edilmistir.

Major yag asitlerinin molekiil formiilleri Sekil 5.3’te gdsterilmistir.
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PPN

Nonadekanoik asit

Palmitik asit

Linolenik asit Linoleik asit

Sekil 5.3. T. baseri major yag asitleri [113]

Literatiir taramasinda Thymus tiirlerinin sabit yag asitler ag¢isindan ¢ok detayli
aragtirtlmadigi goriilmiistiir. Kisith sayida yayinlarda Thymus tiirlerinde sabit yag
bilesimi daha ¢ok doymus asitlerce domine oldugu goriilmektedir. T. capitatus tiiriinde
yapilan ¢alismada bu tiire ait yag asitleri belirlenmistir. Bu bilesiklerin; palmitik asit
(%28,63), stearik asit (%19,68), laurik asit (%16,83), oleik asit (%16,28) oldugu tespit
edilmistir [114]. T. cariensis ve T. cilicicus hekzanli ekstreleri iizerinde yag asitleri
incelenmistir. T. cariensis hekzan ekstresinde bulunan major yag asitleri; linolenik asit
(%22,65), palmitik asit (%15,08), linoleik asit (%14,37) ve behenik asit (%12,54) olarak
belirlenmistir. T. cilicicus hekzan ekstresinde bulunan major yag sitleri; linolenik asit
(%26,37), palmitik asit (%11,41), behenik asit (%8,08), linoleik asit (%7,57) olarak tespit
edilmistir [115]. Literatiir verileri T. baseri yag asidi kompozisyonu ile karsilastirildignda

benzer bir profil gosterdikleri goriilmektedir.
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5.1.3. Silillenen bilesiklerin profili

Fenolik ve triterpenik bilesikler Thymus tiirleri i¢in 6nemli ve karakteristik bilesik
gruplaridir. Oleanolik asit, ursolik asit, korosolik asit ve betulinik asitleri Thymus
tiirlerinde en ¢ok bulunan triterpenik bilesiklerdir [60].

T. baseri ekstrelerinin triterpenik bileikleri gaz kromatografisi analizi sonucunda
Ozellikle oleanolik asit ve ursolik asit bilesiklerinin bulundugu tespit edilmistir. Oleanolik
asit ve ursolik asit en ¢ok metanollii herba ekstresinde bulunmustur. Ursolik asit hekzanli
ve sulu ekstrelerde tespit edilmemistir. Tiirevlendirme sonucu tespit edilen triterpenik
bilesiklerin molekiil yapilart Sekil 5.4’ de gosterilmistir.

HsC. CHs CHs

HsC

COOH COOH

CHj CHs

HO HO

HsC CH, CH HsC CHs CHj
. 3 2
Oleanolik asit Ursolik asit
CH,

H;C CHj B-Sitosterol
Betulonik asit

Sekil 5.4. Tiirevlendirme sonucu tespit edilen triterpenik bilesikler

Triterpenik bilesikler terapotik olarak 6nemli maddelerdir. Baslica etkileri;
antikanser, hepatoprotektivite, antioksidan ve antiinflamatuvar olarak rapor edilmistir
[116]. T. pubescens tiiriine ait kok ve toprak istii kisimlarmin etanolik ekstreleri
triterpenik bilesikleri yoniinden incelenmistir. Kok ekstresinde bulunan baslica
triterpenler oleanolik asit (14,73 mg/Qekste) Ve ursolik asit (12,08 mg/gekstre) Olarak
belirlenmistir. Herba ekstresi igin belirlenen triterpenler de oleanolik asit (92,78

mMQ/Qekstre) Ve ursolik asit (63,373 mg/gekstre) olarak tespit edilmistir [117]. T. vulgaris
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6. SONUC

Proje kapsaminda Eskisehir civarinda yetisen Thymus baseri bitkisi tizerinde ilk
kez biyolojik aktivite ve fitokimyasal arastirmalar gergeklestirilmistir.

Farkli polaritede ¢oziiciiler ile ekstraksiyon sonucunda en yiiksek verimin
toprakiistii kism1 sulu ekstresinde (%57,61) oldugu gozlenmistir.

T. baseri toprak istii kismindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin ana
bilesenleri olarak; (-)-linalool (%34,4), mirsen (%12,9) ve B-karyofilen (%8,2)
tespit edilmistir.

T. baseri toprak iistii kisimlarindan elde edilen sabit yag bilesiminde major bilesik
olarak nonadekanoik asit (%44,6), palmitik asit (%18,1) ve linolenik asit (%16,4)
saptanmigtir.

Ugucu yag ve farkli polariteli ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan kapasite
degerleri kiyaslandiginda en gii¢lii etkiyi sulu kok ektresi gostermistir.

DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite testinde analiz sonucuna goére ugucu yag
ve hegzanli ekstreler %50°den diisiik bir aktivite gostermistir. En yiiksek
inhibisyon etkisi metanollii toprakiistii kisimdan elde edilen ekstrede
bulunmustur.

ORAC test sonuglarina gore en yiiksek aktivitenin sulu toprak iistii kismindan elde
edilen ekstrede oldugu gozlenmistir.

En yiiksek fenol miktarina sahip ekstre sulu kok ekstresi (495,86 mg/Qekstre), €N
yiiksek flavonoid igerigine sahip ekstre sulu herba ekstresidir (91.805 mg/Qexstre)-
T. baseri ugucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimi iizerinde zayif-orta etkili
(%15,61-46,34) inhibisyon potansiyeli oldugu bulunmustur.

T. baseri bitkisinin HPLC-DAD kullanilarak yapilan fenolik asit miktar tayininde
metanol ve su ekstresinde rosmarinik asit en yiiksek oranda bulunan fenolik asit
olarak bulunmustur.

T. baseri bitkisinin tiirevlendirilmis ekstrelerinde GC-MS kullanilarak yapilan
tayinde oleanolik asit ve ursolik asit yiiksek oranda bulunan triterpenik bilesikler

olarak tespit edilmistir.
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