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SATUREJA PILOSA VE SATUREJA ICARICA BITKILERININ SEKONDER
METABOLITLERININ VE BIYOLOJIiK AKTIiVITELERININ
BELIRLENMESI

OZET

Bu c¢alismada, Satureja pilosa ve Satureja icarica bitkilerinin sekonder
metabolitlerinin belirlenmesi ve biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesi hedef
alimmustir. Tirkiye’de dogal olarak yetisen Lamiaceae familyas: iiyesi Satureja
cinsinin iki tiirii olan Satureja pilosa ve Satureja icarica tiirlerinin yaprak ve dal
kisimlar1 ayr1 ayr1 olacak sekilde diklorometan, aseton, metanol ekstreleri ardisik
olarak maserasyon ve soxhalet cihaziyla ekstreleri alinmistir. Daha sonra elde edilen
tim ekstrelerde LC-HRMS ile gerceklestirilecek sekonder metabolit taramasi ve
miktar tayini i¢in analitik yontem gelistirilerek metot validasyonu yapilmistir.
Ellidokuz sekonder metabolit i¢in analitik tayin metodu gelistirildi. S. carica ve S.
Pilosa’nin aseton ekstresinde rosmarinik asit ana sekonder metabolit bileseni olarak
tespit edilmistir. Bunu yaninda S. Pilosa ve S. Jcarica’min yaprak ekstresinde
hederagenin, S. Pilosa ve S. Icarica’min dallarmin diklorometan ekstresinde
penduletin, ayrica S. Icarica nin yapraginin aseton ektresinde (+)-tarns taxifolin analiz
edilen en yiiksek miktardaki sekonder metabolit olmustur. Yine tiim ekstrelerin
asetilkolinesteraz,  biitirilkolinesteraz ~ ve  antioksidan  aktivite  deneyleri
gerceklestirilmigtir. Antikolinesteraz aktivite tayininde ise S. Pilosa bitkisi i¢in en
yiiksek ACHe inhibisyonunu, 200pug/mL konsantrasyonda %87,5 ile bitki yapraginin
methanol ekstresi gosterirken, en yiiksek BCHe inhibisyonunu 200ug/mL
konsantrasyonda 9%72,6 ile bitki yapraginin diklrometan ekstresi gostermistir.
Calismada pozitif kontrol olarak Galantamin kulanilmis olup, ACHe ve
BCHeinhibisyon degerleri 200png/mLkonsantrasyoda sirasiyla, %89,5 ve %87,9 olarak
tespit edilmistir. S. /carica i¢in ACHe inhibisyonunu, 200png/mL konsantrasyonda
%88,7 ile bitkinin dal kisminin methanol ekstresi gosterirken, en yiiksek BCHe
inhibisyonunu 200pg/mL konsantrasyonda %70,2 ile bitki yapraginin diklrometan
ekstresi gostermistir. Calismada pozitif kontrol olarak Galantamin kulanilmis olup,
ACHe ve BCHeinhibisyon degerleri 200pug/mL konsantrasyoda sirasiyla, %89,5 ve
%87,9 olarak tespit edilmistir. Ekstrelerin toplam antioksidan apasiteleri (TAC)
DPPH, CUPRAC ve ABTS yontemleriyle 6l¢iildii. Spektrofotometrik TAC sonuglari
birbirleri arasinda iyi korelasyon gdstermistir. SID-Ac-a ekstresi, {i¢ farkli yonteme
gore en yiiksek TAC degerine sahip oldugu belirlendi.

Satureja pilosa ve Satureja icarica tiirleri hakkinda ugucu yaglari konusunda yeterli
calisma yapilmis olmasina ragmen bu tiirlerin kapsamli bir sekilde sekonder
metabolitlerinin tanimlandig1 bir ¢aligma literatiirde yoktur. Bu bakimdan literatiirdeki
ilk sekonder metabolit tanimlama calismasi olacak olan bu g¢aligma fitokimyasal
acidan ytiiksek derecede 6zgiinliige sahiptir.

Anahtar kelimeler: Satureja pilosa, Satureja icarica, sekonder metbolit, LC-HRMS,
AChE, BchE, antioksidan
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DETERMINATION OF SECONDARY METABOLITES AND BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF SATUREJA PILOSA AND SATUREJA ICARICA

SUMMARY

The aim of this study is to evaluate the biological activities of Satureja pilosa and
Satureja icarica plants and the detection of their secondary metabolites. The
dichloromethane, acetone and methanol extracts of Saureja pilosa and Satureja icarica
species being the two species of Satureja genus which is the member of Lamiacea
Family that naturally grows in Turkey were taken consecutively from the regions of
leaves and branches of the plants separately by the help of maceration and soxhalet
devices. The method validation was done after that for every extract by developing
an analytical technique for secondary metabolite quantifying and scanning with LC-
HRMS. An analytical determination method was developed for fifty-nine secondary
metabolites. In the acetone extracts of the S.icarica and S.pilosa; the rosmarinic acid
was detected as the main phenolic component; besides this, hederagenin in the S.pilosa
and S. icarica leaf extracts; penduletin in the dichloromethane extracts of the branches
of S. pilosa and S. icarica and the (+) -trans taxifolin was detected as the seconder
methabolite having the highest content. For every extract, acetylcholinestherase,
butyrylcholinestherase and antioxidation activity experiments were performed.
Among the determinations of anticholinestherase activities; the highest ACHe
inhibition for S.pilosa plant was methanol extract of plant leaf with 87.5% in
200ug/mL concentration and the highest BCHe inhibition was the dichloromethane
extract of the plant leaf with 72.6 % in 200ug/mL concentration. Galantamin was
used as the positive control in the study and the values of ACHe and BCHe inhibition
values in 200pg/mL concentration were detected as 89.5 % and 87.9% respectively.
The highest ACHe inhibition for S. icarica plant was methanol extract of plant branch
with 88.7 % in 200pg/mL concentration and the highest BCHe inhibition was the
dicloromethane extract of the plant leaf with 70.2 % in 200ug/mL concentration.
Galantamin was used as the positive control in the study and the values of ACHe and
BCHe inhibition values in 200pg/mL concentration were detected as 89.5 % and
87.9% respectively. Total antioxidant apacity (TAC) of the extracts were measured by
DPPH, CUPRAC and ABTS methods. Spectrophotometric TAC results correlated
well with each other. SID-Ac-a extract was determined to have the highest TAC value
according to three different methods.

Although there were sufficient number of studies about the ethereal oils of Satureja
pilosa and Satureja icarica plants; it was seen that there were no studies defining the
secondary metabolites of these species in a wider extent. From this point of view this
study possesses a higher degree of originality in terms of phitochemistry being the first
study to define the secondary metabolites.

Keywords: Satureja pilosa, Satureja icarica, secondary metabolite, LC-HRMS,
AChE, BChE, antioxidant



1.GIRIS

Gegmiste tedavinin en Onemli kaynagi olan tibbi bitkiler sentetik ilaglarin
gelismesiyle ilag sanayisinde dnemlerini belli l¢lide kaybetmistir. Ancak bitkilerle
tedavi son 20-30 yilda hizla gelisen bir akim olarak hem iilkemizde hem de diger
tilkelerde biiyiik ragbet gormeye baslamistir. Bunun nedeni; uygulanan medical
tedavinin yan etkilerini azaltmak,kisilerin kendi sagliklarin1 korumak i¢in daha aktif
rol almak istemesi, uygulanan medikal tedavilere giivensizligin artmasi, geleneksel

tedavi yontemlerinin basar1 gostermesi olarak siralanabilir [1]

Diger taraftan Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bu y&nelimi; gelismemis ve gelismekte
olan tlilkelerde tibbi bitkilerin ilaclara alternatif olarak diisiiniilmesinin yaninda
tilkelerin kendi dogal kaynaklari ile uyumlu bir saglik teknolojisi gelistirmeleri ve

geligmis tilkelere bagimli olmaktan kurtulmalari agisindan da dnemli bulmaktadir [1].

Bu ac¢idan bakildiginda iilkemiz, degiskenlik gosteren iklim yapist ve cografi kosullari
ayrica Ui¢ farkli fitocografik bolgenin kesisim noktasi olmasindan dolayi tibbi ve
aromatik bitki tiirii gesitliligi agisindan zengin bir flora hazinesine sahiptir. Bu
zenginligin 6nemi arastirmalar arttik¢a daha da gok agiga ¢ikmaktadir [2]. Tirkiye’de
bulunan bitki tiirlerinin bazilarinda ¢alismalar detaylandirildigi gibi - mesela Salvia

tiirleri [3-5] - heniiz hakkinda galismalar yapilmamus tiirler de halen mevcuttur.

1.1 Lamiaceae Familyasi

Caligmamiza konu olan bitkilerin mensup oldugu aile angiospermlilerin en 6nemli
familyalarindan birisi olan Lamiacea (Labiatae), tiim diinyada yaklagik 200 cins ve
3000 tiirle temsil edilen genis bir ailedir. Labiatae familyas1 diinyanin birkag
bolgesinin disinda tiim habitat ve yiiksekliklerde yetismekte olup Kuzey Kutbu’ndan
Himalayalar’a kadar, Giineydogu Asya’dan Hawaii’ye kadar ayrica Avusturalya’da,

tim Afrika’da ve Amerika’da da yayilis gostermektedir [6].

Lamiaceae familyas1 Tiirkiye’de takson sayisina gore igiinci, tiir sayisina gore
dordiincii biiyiik ailedir. Son giincelleme tarrihi 1 Subat 2017 olan verilere gore ailenin

ilkede 48 cins ve 782 tiirii (603 tiir, 179 alttlir ve varyasyonlar1) mevcuttur ve bu
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tiirlerin 346 ‘s1 (271 tiir, 75 alttiir ve varyasyonlari1) endemiktir (%44,2). Ayrica 19'u
endemik (%82) 23 hibrit tiri vardir. Arastirmalar Tirkiye’nin Eski Diinya'daki
Lamiaceae ¢esitliliginin merkezlerinden biri oldugunu gostermistir. Ek olarak,

Tiirkiye, Diinya Lamiaceae’sindeki tiim tiyelerin yaklasik % 10'una sahiptir [7].

Bu aile iiyelerinde govdeler enine kesitte genellikle dort koselidir. Yapraklar
birbirlerine dik olarak, her ¢ift bir 6nceki gruba dik agiyla (karsilili capraz, her nodan
karsilikli bir ¢ift) ¢cikmakta ya da dairesel dizilmektedir. Bu familya c¢igekleri tipik
olarak iist dudak ve alt dudak seklinde olusmus ta¢ yapraklara sahiptir. Cigekler
bilateral simetrili, 5 birlesik tac (kaliks genellikle 5 loplu iist lop 3, alt lop 2 disli oldugu
nadirenl-1 4-1 loplu seklinde loplu 6rnekler de vardir) ve 5 birlesik canak yapraklara
sahiptir [8].

Halk arasinda ballibabagiller olarak adlandirilan familyanin en taninan iiyeleri nane,
lavanta, adagayi, kekik olmakla beraber; igeriklerinde bulunan ugucu yaglar basta
olmak {izere sahip olduklari sekonder metobolitlerle antioksidan, antimikrobiyal,
antifungal, analjezik, anti-inflamatuar etkilerinden dolay1 tibbi ve ticari olarak énem
arz eden bitkilerdendir [9,10]

1.2 Tiirkiye’de Satureja

Satureja (Aile: Lamiaceae, Alt aile: Nepetoideae, Oymak: Mentheae, Altoymak:
Menthinae) cinsi ismi, ilk kez Romali yazar Pliny'nin "Natural History” kitabinda
bitkinin lezzet artiric1 baharat olarak kullanimma atifta bulunmak icin Latince
“satureia” kelimesinden tiiretilmistir. Kelime “yemege lezzet katan”, “igtah artiric1”
anlaminda kullanilmigtir [11]. Satureja diinya ¢apinda yaklagik 200 tiir igerir [12,13].
Satureja cinsi tiirleri ¢ok yillik bitkilerdir. Genellikle yarigalimsi-¢alimsi olup,
govdeleri 10-100 cm boyunda ve govdelerinin topraga yakin kismi sert odunsu yapiya
sahiptirler. Satureja tiirlerinin hemen hemen hepsi, Lamiaceae’ye Ozgii tiiylerin
(sapsiz-salgili tiiyler) kimyasal igerigi  sebebi ile aromatik olarak vasilflandirilir.
Tiirlerin yapraklar1 dar seritsi, ters-yumurtamsi, dar mizraks: sekillerde olup,
cogunlukla kenarlardan alt yiize dogru katlanmistir. Cigek diizenlerinde 2 veya daha

fazla ¢igek yer alir. Canak yapraklari iki dudakli veya diizenlidir. Ta¢ yapraklar iki

dudaklidir. Cigek rengi, beyaz, lila, pembe veya soluk mor renklerinde olabilmektedir.

Cinsin tiirleri kuzey yarimkiirede, biiyiik ¢ogunlugu Akdeniz havzasinda (Giiney
Avrupa, Kuzey Afrika, Fas, Libya, ispanya, Yunanistan, Tiirkiye,), olmak iizere Suudi



Arabistan, Balkanlar, Rusya’nmin giineyi, Kafkasya, Irak ve Iran’da yayils
gostermektedir. Tirkiye, 17 tlir (6’s1 endemik) ile en fazla tiirlin yayilis gosterdigi
tilkedir[14]. Satureja, Lamiacea familyasinin en genis yayilim gosteren tiirlerindendir.
Genel olarak “Sivri kekik” sekilnde adlandirilan Satureja, Tirkiye’deki Akdeniz’in
dogu kesimi ve Ege bolgesi basta olmak iizere, neredeyse tiim bolgelerde kendini
gostermektedir. Kurak, giinesli, tash ve kayalik yerlerde yasayan yillik veya ¢ok yillik
yar1 giir aromatik bitkilerdir. Satureja tiirleri giiglii aromatik 6zelliklerinden ve gorsel
ozelliklerinden dolay1 halk arasinda yaygin olarak sindirime yardimci, idrar soktiiriicii

[15], cay, siis amagli veya baharat olarak kullanilmaktadir [16].

Yine yoresel olarak; kekik, sivri kekik, kili¢ kekik, limon kekik, kokulugay, derecayi,
cibriska gibi isimlerle anildig1 rapor edilmistir. Kekik etnik olarak sadece Satureja
tirlerine verilen bir isim degildir.Thymus, Origanum, Coridothymus ve Thymbra
tiirlerine de halk arasinda kekik denilmektedir [16].

Tiirkiye’deki Satureja tiirlerinden ilk kez Boissier 1879°da ‘Flora Orientalis’
kitabinda bahsetmistir. Boissier kitabinda 8’i endemik olmak tizere 15 tiirden

bahsetmistir [17]. Gliniimiizde Tiirkiye Florasi’na kayitli 17 Satureja tiirii Tablo 1.1°de

gosterilmistir.
Tablo 1.1: Tirkiyedeki Satureja Tiirleri.
Tiirkiye’deki Satureja Tiirleri #
1  Satureja aintabensisP.H. Davis Antep kaya kekigi (Endemik)
2  Satureja amaniP.H. Davis Amanos kekigi (Endemik)
3 Satureja avromanica
4  Satureja boissieri Hausskn. ExBoiss. Cantiri
5 Satureja cilicica P.H. Davis. Kinali kekik (Endemik)
6 Satureja cuneifolia Ten. Kaya kekigi
7  Satureja hortensis L. Cibriska, kog otu(5)
8 Saturejaicarica P.H. Davis Ada kekigi
9  Satureja macranthaC.A.Mey. Siiliin kekigi
10 Satureja parnassicasubsp. sipyleaP.H. Davis Ari kekigi (Endemik)
11 Satureja pilosa Velen. Eybe kekigi
12 Satureja spicigera(K.Koch) Boiss. Corba kekigi
13 Satureja spinosaLl. Dikenli kekigi
14 Satureja thymbral. Halil Ibrahim zahteri
15 Satureja wiedemanniana (Ave-Lall.) Velen  Yedi kekik
16 Satureja coerulea Janka Istiranca kekigi (Endemik)

17 Satureja metastasianta Rech. f.

# https://www.bizimbitkiler.org.tr/list.html verileri kullanilmugtir.



https://www.bizimbitkiler.org.tr/list.html

Tiirkiye’de yetisen Satureja tiirleri hakkinda, 26.03.2021 tarihi itibar ile “Google
Akademik” veri tabani incelenerek, Tiirkiye ve yakin cografyada yapilan ¢alismalarin
hangi eksen etrafinda yogunlastigina dair veriler elde edildi. Ulkemizde varlig1 tespit
edilen Satureja tiirleri hakkinda yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla tiirlerin ugucu yag
bilesenleri ile ugucu yaglarmin biyolojik aktiviteleri {izerine yogunlastigi, ¢ok az
calismanin konusunun bitkinin sekonder metabolit icerigi hakkinda oldugu
belirlenmistir. Asagida, lilkemizde ve yakin cografyada yapilan calismalar esas

alinarak bu literatiir arastirmasinin kisa bir 6zeti verilmistir.

Antep bolgesi icin endemik bir tiir olan Satureja aintebensis hakkinda Azaz, A.D. ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada Tiirkiye’de farkli bolgelerden toplanan bazi
Satureja tiirlerinin ugucu yaglarinin GC-MS ile anilizi sonucunda ana bilesenler; p-
simen (59.0%), timol (17.5%), Y-terpinen (8.4%), linalool (8.4%) olarak rapor
edilmistir. Ayrica ugucu yaglarin antibakteriyal ve antifungal 6zellikleri incelenmistir.
Yapilan testlerde ugucu yaglarin bakteri ve fungal tiremeyi inhibe ettigi belirtilmis ve
gida bozulmasina neden olan mikroorganizmalara karsi da aktif oldugu rapor
edilmistir [18]. Bitki hakkinda yapilan bir diger ¢alismada arastirmacilar aralarina
S.aintebensis in  de bulundugu bazi bitki tiirlerinin ugucu yaglarinin ana bilesenleri
tespit edilmis ve igerik,p-simen(33%), timol (32%) seklinde rapor edilmistir [19].
Ayrica ugucu yaglarin insektisidal aktivitesi de degerlendirilmistir [19]. Bitki
hakkinda yapilan Askun ve arkdaslarinin yaptigi bir ¢alismada farkli bitki tiirleri ile
beraber S.aintebensis sekonder metabolitleri yoniinden incelenmistir. Petrol eteri,
MeOH, etil asetat ile ardisik ekstreleri alinmis ve sekonder metabolitleri incelenerek
MeOH igerigi; en yiiksek oranda rosmarinik asit olmak iizere, gallik asit, klorojenik
asit, kafeik asit, sirinjik asit, viteksin, naringin, rutin hidrat, hesperidin, apigenin-7-
glikozit, oleuropein, quersetin, naringenin, luteolin seklinde rapor edilirken, etil asetat
ekstresinden yiiksek oranda yine rosmarinik asit olmakla beraber; gallik asit,
klorojenikasit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulikasit, naringin, rutin hidrat, apigenin-
7-glikozit, oleuropein, quersetin, naringenin, luteolin varligi rapor edilmistir. Bunun

yaninda tiiberkiloz suslarina kars1 aktif oldugu da rapor edilmistir [20].

Satureja boisserie hakkinda yapilan bir ¢alisgmada Adiyaman’dan toplanan bitki
orneklerinden elde edilen ugucu yaginin GC-MS ile ana bilesenleri tespit edilmis ve
karvakrol (40.8%), Y-terpinen (26.4%), ve p-cymene (14.5%) olarak rapor edilmistir
[21]. Bitki hakkinda yapilan bir diger calismada Adiyaman’dan toplanan bitki
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numunesinin hidrodistilasyonuyla elde edilen ugucu yagin GC-MS ile yapilan analizde
ana bilesenler; karvakrol (%45), p-cymene (%36), Y-terpinen (%7), timol (%2) olarak
rapor edilmistir. Yapilan antimikrobiyal aktivite testinde anlamli bir sonug elde
edilemedigi bildirilmistir[18]. Oke F. ve ekibi yaptiklari bir calismada Satureja
boissieri ugucu yaginin GC-MS ile yapilan analizinde ana bilesenler p-simen (%23),
Y-terpinen (%23), timol (%19) ve karvakrol (%21) olarak rapor edilmis. Bitkiden elde
edilen saf bilesikler, p-simen ve timol, HeLa hiicre hattina kars1 miikemmel sitotoksik
etkiler sergiledigi rapor edilmistir [22]. Aras ve ekibi tarafindan S. boissieri
yapraklarinin etanol ve su ekstrelerinin sekonder metabolitleri UHPLC-ESI-MS / MS
ile tanimland1 ve hesperidin (5051 + 247 ppb) ve rosmarinik asit (4364 + 214 ppb)
kantitatif olarak karakterize edildigi rapor edilmistir. Ayrica antifungal ve antioksidan
aktivite yoniinden yiiksek etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Iran kaynakl iki
arastirmada Satureja boissieri 6rneklerinin ugucu yagimin kimyasal bilesimi GC-MS
ile belirlenmis ve ana bilesenler karvakrol (%28-70), Y-terpinen (%7-17), p-simen
(%6-17) ve B-karyofilen (%4) seklinde rapor edilirken bir bitkideki ana bilesenlerden
biri timol (%30) olarak rapor edildi[23,24]. Kavci tezinde aralarinda Satureja
boissieri nin de oldugu bazi Satureja tiirlerinin ugucu yaginin AChe aktivitesini
tartismistir[25]. Cacan ve ekibi tarafindan Satureja boissieri 'ninde iginde bulundugu
baz1 bitki tiirlerinin ugucu yaglarinin yag asitleri aragtiritlmis ve S.boissieri de yiiksek
oranda linolenikasit, palmitik asit ve linoleik asit oldugu rapor edilmistir[26]. Yapilan
taramada Satureja boissieri hakkinda yapilan iilkemizde sekonder metabolitlerinin

arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Tiirkiye’de Orta Akdeniz ve Dogu Akdeniz boliimiinde yayilim gosteren Satureja
amani Tiirkiye ve bolge icin endemik olarak kayitlara gegmistir. Bitki hakkinda
yapilan literatiir taramasinda kimyasal i¢erikleri hakkinda yapilan Kazakistan kaynakli
bir ¢alisma diginda yayina rastlanmamistir. Bu ¢alismada S. amani, S. montana ve S.
illyrica’nin vitamin, amino asit ve yag asitleri igeriklerinin kiyaslamasi yapilmis, bu
bitkiler arasinda C vitamini agisindan en yiiksek bitkinin S. amani oldugu rapor
edilmistir. Ug tiirde de en yiiksek orana sahip amino asit, glutamik asit olarak rapor
edilirken yag asidi kompozisyonu tartisilmistir[27]. Tiirkiye’de yapilan S. hortensis ile
ilgili bir tez ¢alismasinda[28] S. Amani i¢in Kokdil ve ekibinin bir ¢alisma yaptigindan

bahsedilmis ancak yayinda konu ile ilgili rapora rastlanmamustir.



Akdeniz bolgesine Adana boliimii i¢in endemik oldugu bildirilen (bizimbitkiler.org)
Satureja cilicica hakkinda Hasan Maral ve arkdaslarinin yaptigi bir c¢alismada,
Ermenek’ten topalanan bitkinin sadece ucucu yag yiizdesi %1.64 olarak rapor
edilmistir[29]. G. Ozkan ve arkadaslari’nin Satureja cilicica’nin tereyagina ilavesi ile
antioksidan etkisini inceledikleri arastirmalarinda tereyagini farkl sicakliklarda iki ay
depolamiglardir. Teryagimmin 20. 40. ve 60. giinlerinde ugucu yagin antioksidan
aktivitesini degerlendirmek igin oksidasyon stabilitesini, kimyasal ozelliklerini ve
laktik asit bakteri miktar1 incelenmis ve bitkinin, tereyagi oksidasyonunun
onlenmesinde aktif oldugu rapor edilmistir[30]. Donmez ve arkadaslart bitki
patojenleri hakkinda igerisinde Satureja cilicica’nin da bulundugu bazi Satureja
tiirlerinin ugucu yaglarinin in vitro ve in vivo denemelerini rapor etmislerdir[31].
Askun ve arkadasglar S. cilicica’nin da igerisinde bulundugu bazi Satureja tiirlerinin
aktif bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri arastirilmis ve sinirh sayidaki sekonder
metabolitlerini (ana bilesen olarak hesperidin ve rosmarinik asit) rapor etmislerdir.
Ayrica biyolojik aktiviteleri degerlendirilerek, farkli Satureja tiirleriyle beraber
S.cilicica’'nin ekstrelerinin konsantrasyona bagli antifungal aktiviteleri tartigilmigtir
[32]. Schulz ve akradaglar1 Tiirkiye’den toplanan aralarinda S.cilicica’min da
bulundugu Satureja tiirlerinin ugucu yaginin kimyasal igerigini ATR/FT-IR and NIR-
FT-Raman spektroskopisi ile tayin etmisler ve ana bilesenlerini karvakrol(19%),
timol(23%), p-simen(20%), Y-terpinen(13%) seklinde rapor etmislerdir [33]. Bitki
hakkinda yapilmig detayli sekonder metabolit analizine iliskin Askun T.’nin ¢alismasi

disinda bir rapor bulunamamistir [32].

Giiney Marmara boliimii, Asil Ege boliimii, I¢ Bati Anadolu, Konya béliimii, Antalya
béliimii, Adana béliimiinde yayilim gdsteren Satureja cuneifolia, Ulkemizde hakkinda
birgok caligmanin yapildigi, ticari degere sahip tiirlerden biridir. Ugucu yagi ve
biyolojik aktiviteleri hakkinda ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. F. Oke ve ekibi Isparta
civarindan topladiklar1 Satureja cuneifolia’dan elde edilen ugucu yagin kimyasal
icerik analizini; karvakrol (50%) ve p-cymene (22%) seklinde rapor etmislerdir. Ayrca
bitkinin tiim gida kaynakli olan ve gida bozucu etkiye sahip olan bakterilere karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir. Antioksidan aktivitesi aragtirilan bitkinin
ucucu yagi metanolik ekstresi ile kiyaslanmis ve metanolik ekstraktin antioksidan
Ozelliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [34]. Bir diger calismada Eskisehirden

toplanan bitkinin su ile ekstresinin HepG2 insan karaciger kanser hiicresi tizerindeki



etkisi aragtirilmig, deneyler sonucunda kanser hiicrelerinde belirgin sekilde bir 6lim
gozlendigi rapor edilmistir [35]. Donmez M.F. ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada
S. cuneifolia’dan elde edilen wugucu yagmn fasulye patojenleri iizerinde etkileri
arastirlmig ve bitkideki patojen gelisimini %100 engelledigi rapor edilmistir [31].
M.Altun ve arkadaslari Canakkale civarindan toplanan bitkinin ugucu yaginin
analizini ekstarksiyonla es zamali olacak sekilde Thermal desorption GC-MS ile
gerceklestirmisler ve ana bilesenleri, timol (%36), p-simen (%18), Y-terpinen (%14)
seklinde tespit edildigi rapor edilmis [36]. Taslimi P. ve arkadaslari tarafindan
Antalya- Burdur civarindan toplanan bitkinin metanolik ve su ekstraktinin LC-MS ile
sekonder metabolit icerigi arastirilmis. Metanolik ekstraktinda rutin, su ekstraktinda
kaempferol-3-O-rutinosid ana bilesen olarak tespit edilmistir. ki ekstraktin yiiksek
antioksidan 06zelik gosterdigi ve ayrica ACHe ve BCHe inhibisyon potansiyelinin
referans takrine gore diisiik oldugunu ancak metanol ekstraktinin BCHe inhibisyon
etkisinin arastirmaya deger oldugu bildirilmistir [37]. Turgut Taskin ve arkadaslarinin
yaptigi bir calismada Balikesir bolgesinden toplanan bitkinin su ve metanol
ekstraktinin  in-vitro anti-iireaz, antioksidan, antikolinesteraz, sitotoksik ve
antienflamatuar potansiyelleri arastirilmig, metanol ekstraktinin belirgin derecede
farkli olarak biyolojik aktivite gosterdigi rapor edilmistir [38]. S.cuneifolia ve
S.montana’min kiyaslandigi Hirvatistan kaynakli bir diger ¢alismada S.cuneifolia
ugucu yaginin ana bilesenleri olarak kubenen (8.7%), spatulenol ve karyofillen,
bilesiklerinin tespit edildigi ve bu bilesiklere limonen, a-pinen’in eslik ettigi rapor
edilmistitr. Ayrica S.cuneifolia’nin ugucu yagiin antifungal aktiviteye sahip oldugu
veriler dogrultusunda rapor edilmistir [39]. Yakin cografyaya ait bir ¢alismada
Italya’nin giineyinden toplanan 12 farkli S. cuneifolia 6rneklerinin ugucu yaglarinin
ana bilesenleri linalol, borneol, o-pinen olarak rapor edilmistir. Ayrica yagis
oranlarinin kimyasal kompozisyonda yaptig1 degisimi degerlendirmek i¢in farkli su
miktarlart ile sulanmig bitkilerin igerikleri arastirilmis, toprakta artan su miktarinin
borneol kemotipinin olusumunda, azalan su miktariin da linalool ve a-pinen

varliginda etkili oldugu rapor edilmistir [40].

Istanbul béliimii ve Catalca-Kocaeli béliimiinde yayilim géstermekte olan S. coerulea
Janka hakkinda Azaz ve arkadaslar1 S. coerulea’nin da iginde bulundugu yukarida
bahsedilen ¢aligmada [18] ugucu yagin ana bilesenleri B-karyofillen (%11), karyofillen
oksit (%8), borneol (%6), germakren-D (%5), limonen (%4), B-borbonen (%4),



spatulenol (%3) olarak rapor edilmistir. Cicek agma doneminde toplanan bitkilerin
ucucu yaglarmin antibakteriyel ve antifungal olarak zayif bir etki gosterdigi
bildirilmistir. Askun ve arkadaslar1 S. coerulea’nin da igerisinde bulundugu bazi
Satureja tiirlerinin aktif bilesenleri ve biyolojik aktivitelerini degerlendirdikleri
calismalarinda, methanol ekstresinde rosmarinik asit, karvakrol yiiksek miktarda
olmak iizere 10 sekonder metabolit rapor edilmistir ve diger Satureja tiirleriyle beraber
S.coerulea’nin da solvent ekstrelerinin aktivitesinin konsantrasyona bagli oldugu ve
yuksek konsantrasyonlarda gilicli  fungusidal etkilere ve daha diisiik
konsantrasyonlarda fungistatik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir [32].
Kirklareli’nden toplanan bitki Ornekleri Timen G. ve arkadaslari tarafidanilk
toplandig1 giinden 15 ve 20 giin sonraki hasatlarin ugucu yagimin GC-MS ile kimyasal
analiz yapilmis ve; mirsen (%1-4),limonen (%2-5),timol( %1-8), germakren-D (%13-
21) ,borneol (%4-8) seklinde rapor edilmistir[41].

Ulkemizin tiim bdliimlerinde yayilim gdsteren Satureja hortensis hakkinda literatiirde
bir ¢ok ¢alisma rapor edilmistir. Ancak bu ¢alismalar ekseriyetle ugucu yag analizleri,
solvent ekstrelerinin ve ugucu yaglarinin biyolojik aktiviteleri ile sinirlidir. Yurtdisi
kaynakli bitkinin sekonder metabolitlerini arastiran yalniz bir ¢alisma tespit
edilebildigi halde iilkemizin tiim bolgelerinde yayilim gosteren bu tiiriin sekonder
metabolitleri hakkinda yerli bir ¢alismaya rastlanmamustir. Alan ve arkadaslari
tarafindan Bing6l’e yorelerden toplanan S. hortensis 'in ugucu yaginin ve farkli solvent
ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir [42]. Popovici ve
arkadaglar1 S. hortensis in ugucu yagmin GC-MS ile, soxhalet cihaziyla elde edilen
etanolik ekstraktinin LC-MS ile kimyasal igerigini tespit edip ekstrelerin biyolojik
aktivitelerini arastirmislar ve sonuglari; Y-terpinen (%4), o-simen (%15), B-karyofillen
(%2), timol (%14), karvakrol (%13) seklinde rapor edilmistir. Ugucu yag ve etanol
ekstresinin yiiksek antioksidan etki gosterdigi, ugucu yagm ve etanolik ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesinin cogu bakteride yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayrica 11
sekonder metabolit tespit edildigi bildirilmistir [43]. Arslan ve arkadaslar1 Ankara
civarinda kiiltlirii yapilan S. hortensis’in gelisiminin dort farkli evresindeki kuru
yaprak, ucucu yag ve karvakrol verimini degerlendirmislerdir. En yiiksek karvakrol
veriminin (%60) ¢iceklenme doneminde oldugunu rapor etmislerdir [44]. Tozlu ve
ekip arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada Satureja hortensis L. ugucu yagi GC-

FID/GC-MS ile yaptigi igerik analizinde karvakrol oranini %56 olarak rapor



edilmistir. Bu ¢alismada bitkinin ugucu yaginin insektisidal aktivitesi de tartisilmistir
[45]. Bitki hakkinda Ukrayna kaynakli sekonder metabolitlerini  arastiran bir
calismada da ana bilesenin rosmarinik asit oldugu rapor dilmistir [46]. Chkhikvishvili
ve ekibinin yaptig1 ¢calismada bitkinin rosmarinik asit ve hesperidin ve naringin gibi
kisith sayida sekonder metabolit tespit edilmis ve bitkinin anti-enflamatuar ve

sitoprotektif ozellikleri tartisilmistir [47].

Ulkemizde Erzurum-Kars boliimii ve yukar1 Murat-Van béliimiinde yayilis gosteren
Satureja macrantha C.A. Mey. hakkinda kimyasal profilini inceleyen yerli g¢alismalar
bulunmamakla birlikte Iran’da da yetisen S.mactartha hakkinda Sefidkon ve
arkadaglari, bitkinin ugucu yaginin kimyasal analizini yaparak ana bilesenlerini p-
simen (% 26), limonen (% 16) ve timol (% 8) olarak rapor etmislerdir [48]. 2011
yilinda Iran kaynakli yayimlanan bir calismada, Labiatac familyasmna ait Satureja
macrantha C. A. Mey.’in de aralarinda bulundugu 29 tiirlin rosmarinik asit
igeriklerinin HPLC-diod array yontemiyle belirlenip kiyaslanmigtir [49]. Gouhari ve
arkadaslar tarafindan tiiriin ham ektresinden izole edilen 4 sekonder metabolit 13C-

NMR, FTIR ve EIMS yontemleriyle tespit edildigi raporlanmustir [50].

Irak i¢in endemik olarak rapor edilen Satureja metastasiantha, Hakkari’de T.Dirmenci
tarafindan tiir tespiti yapilarak Tirkiye Florasina kayit ettirilmistir [14]. Semdinli
yakinlarinda toplanan bitkinin ugucu yaginin GC-FID/GC-MS ile yapilan kimyasal
analizinde ana bilesenler p-simen (%22), timol (%21), karvakrol (%18), Y-terpinen
(%12) oldugu Carikct ve ekibi tarafindan rapor edilmistir. Bununla birlikte bitkinin
metanolik ekstraktinin ugucu yagindan daha fazla antioksidan 6zellik gosterdigi tespit
edilmis ayrica orta derecede antimikrobiyal 6zelliginin gbzlendigi belirtilmistir. Buna
ilave olarak bitkinin metanolik ekstrakti ve ugucu yaginin AChE aktivitesi
degerlendirilmis ve kontrol Galantaminden yaklasik tigte bir oraninda daha az etkili

oldugu rapor edilmistir [51].

Ulkemizde Giiney Marmara béliimiinde yayilim gdsteren ve admi, tiir tespitinin
yapildig1 Sipil Dagi’ndan alan Satureja parnassica subsp. sipylea P.H.Davis bitkisini
Fatih Satil ve ekibi morfolojik olarak inceleyip, bunun yaninda ugucu yagmin
kimyasal i¢erigini de arastirmiglardir. Sonuglari; linalool (%23-21), terpinen-4-ol (%7-
12), borneol (%6-5), trans-sabienenhidrat (%1-19) seklinde bildirmislerdir[52].
Tiimen ve ¢alisma arkadaslar1 ise bitkinin ugucu yaginin ana bilesenlerini arastirip
icerigini; karvakrol (%43), p-simen (%20) seklinde bildirmislerdir [53].
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Saturejas pinosa L. tiirii ise Ulkemizde Antalya yoresinde yayilim gostermektedir.
Tiirkiye ve yakin cografyamizda yayilis gosteren tiir hakkinda Choriaopoulos ve
arkadaglar1 tarafindan Girit adasindan topladiklar1 bitkinin ugucu yaginin
antibakteriyel aktivitesi tartisilmis ve gida koruyucu olarak kullanilabilirligi
raporlanmistir [54]. Tabanca ve arkadaslar1 Tirkiye’nin gilineyinden topladiklari
ciceklenme donemindeki iki farkli bolgede yetisen S. spinosa’nin ugucu yaginin
kimyasal igerigini arastirmislar ve her iki bitki i¢in ana bileseni linalool (61.5% ve
47.4%) olarak rapor etmislerdir [55]. Kavci 2020 hazirladigi tezinde Satureja
tiirlerinin biyolojik aktivitelerini degerlendirmistir. Aragtirmada S. Spinosa 'nin diger
bitkilerden (Satureja aintabensis, P.H. Davis, S. Boissieri Hausskn. exBoiss., S.
icarica P.H. Davis, S. macrantha C.A. Mey.) daha yiiksek AChe aktivite gosterdigini
rapor etmistir[25].

Ulkemizde Asil Ege boliimii, I¢ Bati Anadolu béliimii, Antalya boliimii ve Adana
boliimiinde yayilim gosteren S.thymbra ile ilgili Oztiirk ve ekibinin yaptigi bir
calismada, ucucu yagin ACHe ve BCHe aktivitesi arastirilmistir. Ayrica ugucu yagin
antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada ugucu yagin kimyasal icerigi;
karvakrol (%34,6), y-terpinen (%22,9), p-simen (%13,0) ve timol (%12,8) olarak rapor
edilmis ve p-simen disindaki bilesiklerin her iki aktivite testinde de aktif oldugu
bildirilmistir. Calismada, bitkinin ugucu yaginin ve bazi bilesenlerinin AChE inhibit6r
aktivitesi de arastirllmistir [56]. A.C.Goren ve ¢alisma arkadaslariin S.thymbra ve
S.cuneifolia tohumlarindan elde ettikleri sabit yagin yag asidi metil esterlerinin
(FAME'ler) kimyasal bilesimi GC / MS ile analiz edilerek S. thymbra tohumlarindan
baslica 9-oktadekenoic asit metil ester (%43.9), heksadekanoik asit metil ester
(%11.4), 9,12,15-oktadekatrienoik asit metil ester (Z,Z,Z) (%30.2), ve oktadekanoic
asit metil ester (%14.1) elde edildigi rapor edilirken, S.Cuneifolia’'nin FAME’leri ise
heksadekanoik asit metil ester (metil palmitat, 34.6%),9-oktadekenoik asit metil ester
(%10.1), 9,12,15-oktadekatrienoik asit metil ester (Z,Z,Z) (%6.3) ve oktadekanoik asit
metil ester (%1.8) seklinde rapor edilmistir [57]. Tiir hakkindaki bir diger ¢aligmada
Skendi ve ekibi Yunanistan’dan toplanan igerisinde Satureja thymbra’nin da
bulundugu bitkilerin methanol ve su ekstrelerinde karvakrol ve timol dahil olmak
tizere 24 sekonder metabolitin, HPLC-DAD cihazi ile sekonder metabolit igeriginin
yaninda, bitkilerin metanolik ve su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri

tartisiimistir[58].
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Ulkemizde Giiney Marmara boliimii, Bat1 Karadeniz bdliimii, Orta Karadeniz bliimii,
Asil Ege boliimii, Yukar1 Sakarya bolimi ve Orta Kizilirmak béliimiinde yayilim
gosteren Satureja wiedemanniana (Ave-Lall.) Velen hakkinda Sampson ve ekibi
tarafindan Tiirkiye’den toplanan bitkilerle yapilmis bir ¢alismada tiir degerlendirilmis
ve ugucu yag igerigi; karvakrol (%40), timol (%14) seklinde rapor edilmis ve
insektisidal aktivitesi degerlendirilmistir [19]. Baser ve ekibi farkli bdlgelerden
topladiklar1 Satureja wiedemanniana’nin ugucu yagmin kimyasal igerik analizi
sonucunu; mirsen (%0,1-2.2), a-terpinen (%0,2-2.6), (Z)-B-o-simen (%0,2-3.1),Y-
terpinen (%0.002-18.5), (E)-B-o-simen (%0,2-1.1), p-simen (%2,4-29.7) seklinde
bildirmiglerdir. Bununla beraber ugucu yagin antibakteriyel ozellikleri c¢alismada
tartistlmistir  [59]. Ezer ve ekibi bitkinin ugucu yaginin kimyasal icerik analizini
karyofillen oksit (%8.5), borneol (%8.3), germakren-D (%8.1), limonen (%7.7),
spatulenol (%7.7), o-karyofillen (%6.5) ve B-bisabolene (%6.0) seklinde rapor
etmislerdir[60]. Yiicel ve ¢alisma arkadaslart S. wiedemanniana ugucu yaginin ana
bilesenin p-simen (11.6%) oldugunu bildirmisler ve bitki ugucu yaginin antibakteriyel
Ozeliklerini tartigarak tavuk eti i¢in gida koruyucu olabilme 6zelligi tartisilmistir [61].
Yine Yiicel ve ekibi kirmizi et i¢in S. wiedemanniana’nin dogal gida koruyucu olma
aktivitesini degerlendirmigleridir [62]. Tir hakkinda sekonder metabolitlerinin

arastirildigi herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamustir. (19.03.2021 Google Akademik)

Bir diger tiir olan Satureja spicigera , iilkemizde Orta Karadeniz boliimii, Dogu
Karadeniz boliimii ve Erzurum-Kars boliimiinde yayilim gostermektedir. F. Eftekhar
ve arkadaslari tarafindan iran’dan topladiklar1 S.spicigera’nin ¢igekli kisimlarinin
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaginin GC-MS ile yapilan analizinde ana bilesen
olarak karvakrol (%53,7) ve timol (%36) olarak tespit edildigi rapor edilmistir. Ayrica
antibakteriyel 6zellik gosterdigi ve 6zellikle antibiyotiklere direngli bir organizma olan
P.aeruginosa’ya karsi ugucu yagin orta derecede inhibisyon sagladigi rapor edilmistir
[63]. Eminagaoglu ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada S.spicigera ve S.
cuneifolia’dan elde edilen ugucu yag ile metanolik ekstraktin antibakteriyel etkileri
arastirilmistir.  Ugucu  yaglarin  GC-MS ile yapilan incelemeleri sonunda
S.spicigera’min ana bilesenleri karvakrol (%42,5), Y-terpinen (%21,5), p-simen
(%20,9) olarak rapor edilmis. Ayrica S.cuneifolia ve S. spicigera nin ugucu yag ve
metanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri de tartisilmistir [64]. M.Farzeneh ve

arkadaslar1  tarafindan Iran’da topladiklanan S.hortensis, S.spicigera, ve
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S.khuzistanica 'nin ugucu yaglariin kimyasal profili GC-FID ve GC-MS ile belirlenip,
cilek yetistirirken olusabilen fungal patojenlere karsi etkileri arastirilmistir. Ana
bilesenler timol (%29,5), p-simen (%23,4), Y-terpinen (%15,2), karvakrol (%9) olarak
belirlenmistir. Ayrica  S.khuzitanica’ya kiyasla antifungal o6zelligi daha diisiik
konsantrasyonlarda da gosterebildigi rapor edilmistir [65]. Tiir hakkindaki bir diger
calismada Iran’in kuzeybatisindan toplanan bitkinin kromatografik ve spektral
metotlarla tayini yapilan timokinon (1), timol (2), karvakrol (3), B-sitosterol (4),
ursolik asit (5), oleanolik asit (6), nubigenol ve 5,4-dihidroksi-3-metoksiflavanone-7-
(6-O-a-L-ramnopiranosil)-B-D-glucopiranozitbilesiklerinin meme kanserleri
tizerindeki aktivitesi tartisilmistir. 5,4-dihidroksi-3-metoksiflavanone-7-(6-O-a-L-
ramnopiranosil)-B-D-glucopiranozit bilesiginin kanser hiicresine ¢ok belirgin toksik
etkisi rapor edilmistir [12]. Bitki hakkinda yapilan literatiir arastirmasinda bitkinin
sekonder metabolitlerini aydinlatan {ilkemizde yapilan g¢alisma olmadig1 tespit
edilmistir. (07.01.2021, Web of Science).

Satureja pilosa, Ulkemizde Giiney Marmara boliimii, Asil Ege béliimii ve I¢ Bati
Anadolu boliimii dolaylarinda yayilim gosteren bir tiir olup, tiiriin kKimyasal bilesenleri
lizerine yalnizca dort adet calisma yapilan literatiir arastirmasi ile belirlenmistir.
(07.01.2021, Web of Science). Bu ¢alismalardan Tiimen ve arkadaslari tarafindan [41]
ugucu yag igerigini karvakrol (% 53.5) , geraniol (%4.5), timol (%0.2), p-simen
(%17.4), Y-terpinen (%4.2), borneol (%2.6) olarak bildirilirken , Azaz ve ekibi [18]
ugucu yagin kimyasal igerigini karvakrol (% 42.1), p-simen (%8.1), geraniol (%7.6),
borneol (%4.7) olarak rapor etmislerdir. 2014 yilinda Bulgaristan’da kiiltiire edilen
28 bitki hakkinda Nikolova ve arkadaslarinin [66] yaptig1 bir caligmada ise S.pilosa’ya
ait veriler tartisilmistir. Calismada bitkinin metanol ekstresinin flavonoidleri ve
falavonoid glikozitleri arastirllmis ve eser miktarda apigenin ve luteolin 7-O-
glikozit’in tespit edildigi ifade edilmistir. Ayrica ¢alismada bitkinin antioksidan ve
antibakteriyel 6zelligi de tartisilmistir. S.pilosa’nin sekonder metabolitleri hakkinda
detayli bir ¢aligma tespit edilememistir. Bir diger Bulgaristan kaynakli ¢caligmada 33
ayr1 Bulgaristan lokasyonundan toplanan bitkinin ugucu yagmin kimyasal analizi
yapilmis ve sonuglar kemotaksonomik agidan degerlendirilmistir. Calismada bitkinin
ana bileseni karvakrol ve timol oldugu rapor edilmis, ayrica tiirtin antisivrisinek

aktivitesi arastirilarak tartisilmistir[67].

12



Satureja icarica tiirii ise lilkemizde Giiney Marmara boliimiinde yayilim gostermekte
olup, tiiriin sekonder meabolitlerinin incelenmesi agisindan sinirli sayida ¢calsma tespit
edilmistir. Tiimen ve arkadaslar1 farkli noktalardan toplanan S.icarica’nin ugucu
yaginin kimyasal igerigini; karvakrol (%52-59.2) , p-simen(%13.1-17), timol (%1.8-
8.4), Y-terpinen (%5.9-6.9) olarak rapor etmislerdir [41]. Azaz ve ekibi 2002 yilinda
yaptiklart ¢alismada tiirlin ugucu yaginin kimyasal igerigini karvakrol (%59.2), p-
simen(%15.7), Y-terpinen (%4.4), borneol (%4.5) olarak rapor etmislerdir [18]. Bu iki
calismada da tiir S.pilosa ile beraber arastirmaya tabi tutulmustur . 2012 yilinda Askun
ve ark. Bazi Satureja tiirlerinin sekonder metabolit igeriklerini arastirmak igin
yaptiklar1 ¢alismada S. icarica’ya da yer vermisler ve bitkinin metanolekstraktinda,
gallik asit, katesin, kafeik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, vitexin, rutin,
naringin, hesperidin, apigenin-7-glucoside, rozmarinik asit, eriodictiyol, kersetin,
naringenin, luteolin, apigenin ve karvakrol (Tablo 3) tespit etmislerdir[32]. S. icarica
ugucu yaginin patojen bakterilerden Pseudomonasaeruginosa iizerinde diger yaglara
gore daha iyi inhibe edici bir aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Enterobacter
aerogenes lizerinde S. icarica ugucu yagmin orta derecede bir aktivite gosterdigi rapor
edilmistir [59]. Askun ve ekibi S. icarica’nin metanolik ekstraktinin antibakteriyel ve
antifungal Ozelliklerini degerlendirmis, metanolik ekstraktinin ¢esitli seviyelerde

antifungal ve antibakteriyel etki gosterdigini rapor edilmistir [20].

Ulkemizde son yilarda teshisi yapilarak kayit altina alinan Satureja avromanica
tiirlinde ise ugucu yagin kimyasal kompozisyonu ile ilgili olarak Abdali ve ekibinin
yaptig1 bir ¢alismada, ana bilesenler; n-pentakosane (%?24), spatulenol (%12), a-
bourbonen (%11) ve n-dokosane (%11) olarak rapor edilmistir. Ayni ¢alismada
spesifik olarak rozmarinik asit igerigi incelenmis olup total fenolik miktarina
bakilmistir [68]. Iran kaynakli baska bir ¢alismada dogal olarak yetisen ve kiiltiirii
yapilan Satureja avromanica’min ekildikten sonra ilk iki yil toplanan hasatlariin
ugucu yag igerigi sirayla timol (% 32-13), karvakrol (% 24-48), y-terpinen (% 5-8) ve
p-simen (% 18-10) olarak belirlenmistir [69]. Hoshidari ve ekibinin bir diger
calismasinda Iran’in farkli bir bolgeden toplanan bitkinin ugucu yag igerigi timol
(%84), karvakrol (%5), and p-simen (%4) olarak bildirilmistir [70]. Bitki hakkinda

tilkemizde yapilan bir ¢caligma tespit edilmemistir.

Ulkemizdeki Satureja tiirleri {izerine yapilan literatur taramasinda tiirlerin ACHe ve

BCHe aktiviteleri hakkinda yapilan calismalar da arastirilmistir. Tim tiirlerin
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antialzheimer aktivitelerinin arastirtlmalara konu olmadig1 tespit edilmistir.
Ulkemizdeki Satureja tiirleri ve yapilan AChE, BChE ve antioksidan (AO) aktivite
arastirmalart ve sekonder metabolitlerinin arastirildigi ¢alismalar (Tablo 1.2) de

Ozetlenmistir. Tabloda yer almayan tiirler hakkinda belirtilen calismalar literatiir

aragtirmamizda tespit edilmemistir.
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Tablo 1. 2 : Satureja Tiirleri solvent ekstrelerinin sekonder metabolit ve aktivite taramasi.

ACHe ve

Tiir Adx Sekonder Metabolit Yontem ve Solvent BCHe AO
S. C|!|C|ca P.H. Rqsmgrln_lk asit, kafelk as!t, naringin, he_sperld.ln, . HPLC[32]-MeOH 4 [30]
Davis eriyodiktiyol, kersetin, naringenin, luteolin, apigenin

Rutin ,fumarik asit,luteolin,Quercetin,agetin-3.6-

dimethylether,siyanidin klorid ,gallikasit,

epikatesin,apigenin, kafeik asit, klorojenik asit ,

kaempferol, pyrogallol,kaempferol-3-O-rutinoside,

katesin, ellagik asit, t-ferulik asit, rosmarinikasit,

luteolin-5-O-glucoside, luteolin-7-O-glucoside

Karvakrol ,apigenin, hesperidin,katesin,

kafeikasit,rogrfarinik asi{) ’ HPLC[32}-MeCH [25]

S. pilosaVelen. Luteolin 7-glukozit,apigenin TLC[64]-MeOH # [66]
Rosmarinik asit,

S. coeruleaJanka katesin,kafeikasit,ferulikasit,viteksin,naringenin,luteolin, HPLC[32]-MeOH #

karvakrol

Thymol ,carvacrol , B-sitosterol , ursolik asit

, oleanolik asit , nubigenol, 5,7,3,5-

S. cuneifolia Ten. LC-MS/MS[37]-MeOH,Su  [37, 38] [34,37,38,42]

S. icaricaP.H.Davis

S. spicigera(K.Koch) CC, TLC,2DNMR , HR-ESI-

. Tetrahiidroksiflavanone, 5,4dihidroksi-3- e . # [64]
Boiss metoksiflavanone-7-(6-O-a-Lrhamnopyranosyl)-f-D- TOFMS[12]- Etil Asetati,MeOH
glucopyranoside
rosmarinikasit,naringenin , kaffeikasit,luteolin 7,4
-di-O-glucuronide, luteolin 7-O-rutinoside, HPLC-DAD-ESI-MS/MS[69]-
. thymbra L. aromadendrin, salvianolicacidA,apigenin , EtOH [54] [71]

lithospermicacid, eriodictyol, apigenin 7-O-glycoside
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Tablo 1.2 (Devam) : SaturejaTiirleri solvent ekstrelerinin sekonder metabolit ve aktivite taramas.

.. . . ACHev
Tiir Adx Sekonder Metabolit Yontem ve Solvent é: lele ¢ AO
gallik asit, klorojenikasit,kafeik asit, p-kumarik asit, i i .
S.aintebensis feulikasit,naringin,rutin hidrat,apigenin-7- LC-MS [20]-(ardisik)petrol eteri, [25] #
LT . . . : . etil asetat, metanol
glikozit,oleuropein,quersetin,naringenin,luteolin
Karvakrol ,rosmarinik asit, Apigenin-7-glucoside, i Me.
S. hortensis L. Quercitrin, Hyperoside ve kafeik asit, luteolin, HPLC DAD /'UPLC-MS # [43]
S ; L S . Kloroform,etilasetat,etanol,[46,47]
apigenin,rutin, hesperidin, apigenin-7-glukozit
S.avromanica # # # [72]
S.metastasianta # # [51] [51]
Ursolik asit, oleanolik asit, karyofillen oksit, timol[50]- NMR,FTIR,EIMS[50]-HPLC-
S.macrantha rosmarinik asit [49] diod array[49] [25] [50]
S.spinosa # # [25] #
S.boissierie, # # [25] #

# literatiirde ¢aligmaya rastlanmamigtir
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1.3 Satureja icarica ve Satureja pilosa

G.Timen vd. 2000°de yaptiklar1 ¢aligmayla Balikesir ve Canakkale de topladiklar

bitki numunelerinin S.pilosa ve S.icarica oldugunu tespit etmislerdir [73].

Halk arasinda “Ada kekigi” [41]olarak bilinen S.icarica uzun 6miirlii, saglam odunsu
govdesi 3-4 cm ¢apinda st kisimlar1 daha kalindir. Bazal kisimda yukar1 dogru tiiysiiz,
koyu kahverengi kabuk kiiciik parcalar halinde dokiilmektedir. Cigekli govde sayisiz,
basit veya dall1 5-12 cm, artan, kivrik-ergin killarla yogun bir sekilde ¢evrelenmistir

(Sekil 1.1’de gosterin S.icarica gorseli [71] numarali kaynaktan alintidir.)

Sekil 1.1 : S.icarica P.H.Davis
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Tablo 1.3 : Satureja icarica hakkinda yapilan ¢alismalar.

Ucucu Yag Sekonder Metabolit .s .
Ana Bilesen fcerii AChE ve BChE Diger Aktivite
(MEOH),ACHe aktivitesi
gostermemis ;BCHe
) ) 3.1840.18 (mg Tirozinaz inhibitor
Kaver, 2020 GALAE/g) iinii aktivite, Antidiabetik

Tiimen,G.Krimer, N.1998

Askun T, 2012

Diilger B 2008

Azaz, Demirci, 2002

vermemisreferans i¢in
galantamin 6l¢iim

Karvakrol (3

ayr1 Si)

Katesin, kafeik asit,
ferulik asit, vitexin,
naringin,hesperidin,

- ,rosmarinik asit, - Antimikrobiyal
eriodiktiyol, naringenin,
luteolin, apigenin,
karvakrol (MEOH)

Antifungal,
- (MeOH) - (MeOH?
Karvakrol EQ, antimikrobiyal

EO: ugucu yag
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Bitki hakkinda yapilan ¢aligmalar Tablo 1.3’te 6zetlenmistir. Bitkinin ugucu yag
icerigi Timen [41] ve Azaz’in [18] calismalarinda degerlendirilmistir ve ugucu
yagindaki ana etken madde karvakrol olarak raporlanmistir. Diilger B. ve ekibinin
yaptig1 c¢alismada ise sadece bitkinin metanolik ekstraktinin antifungal etkisi
degerlendirilmistir [74]. Sekonder metabolit igerigi ile ilgili ¢alisma Askun T. ve
ekibi tarafindan gergeklestirilmis olup metanol ekstraktinda 12 sekonder metabolit
raporlanmistir. AChE ve BChE aktivitesini Kavci tezinde arastirmig ve bitkinin
MEOH ekstresinin , AChE aktivitesi gostermedigini ve BChE aktivitesinin
3.18+0.18(mg GALAE/g) olarak tespit edildigini rapor etmistir [25]. Tir hakkinda
antioksidan aktivitesine iligkin bir aragtirmaya rastlanmamuistir.

Halk arasinda “eybe kekigi”’[41]olarak bilinen Satureja pilosa kiigiik ¢ali, 10-25 cm
uzunlugunda. Saglam, odunsu kokii 2-4 cm ¢apinda, {ist kisimlarda daha kalindir.
Odunsu ve tabanda ¢ok dalli, silindirik, tiiysiiz, kabuk koyu kahverengi ¢cabuk diisen
yapiya sahip. Cigeklenme ¢ok sayida olup ¢i¢ek yapraklari sapsiz, basak benzeri bir
yapi olusturmaktadir(Sekil 1.2’de gosterilen S.pilosa gorseli [73] numarali kaynaktan

alintidir.)

Sekil 1.2 : Satureja pilosa Velen
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Satureja pilosa halk arasinda limon kekik, derecayt, sivri kekik isimleriyle de anildig1
literatiirde bildirilmistir ve yapraklart cay seklinde demlenerek tiiketilmektedir.

Mide rahatsizliklari,soguk alginligi, oOksiiriik, grip tedavisinde kullanilmaktadir
[75,76].

Tablo 1.4 : Satureja pilosa hakkindaki galismalar.

Ucucu Yag Sekonder

Ana Etken i Aktivite
Madde Metabolit
Tiimen,G.Krimer,N.1998  Karvakrol - -
Azaz,D.2002 Karvakrol - -
Apigenin
. ve luteolin  Antioksidan
Nikolova, M. 2009 7-0O- ,antibakteriyal
glikozit
Karvakrol-
Semerdjieval. 2020 timol (33 Anti Sivrisinek
bitki)

Satureja pilosa’nin iilkemizde ve yakin cografyada kimyasal i¢erigini arastiran dort
caligsma literatiir taramasinda tespit edilmistir (Tablo 1.4). Bu ¢alismlardan {i¢ii ugucu
yagmin igerigi hakkinda olup ana bileseni Azaz ve ekibi[18] ile Tiimen ve ekibi
[41]karvakrol olarak rapor ederken Bulgaristan kaynakli Semerdejiva ve ekibin
yaptig1 caligmada 33 farkli lokasyondan toplanan Satureja pilosa’nin ugucu yaginin
ana bilesenleri karvakrol ve timol olarak rapor edilmistir [67]. Bitki hakkindaki tek
sekonder metabolit aragtirmasi Nikolova ve ekibi tarafindan yapilmis olup eser
oranda apigenin ve luteolin 7-O-glikozit rapor edilmistir [66]. Bitkinin biyolojik
aktivite aragtirmalarinda baktigimizda Tablo 4: de belirtildigi iizere antisivrisinek,
antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri hakkinda ¢alismalar tespit edilmis olup anti

Alzheimer aktivitesi degelendirilmedigi tespit edilmistir.

Bitkilerin oncelikle etnik kullanimi ve sonrasinda tibbi ve aromatik olarak
kullanilmasimin yegane nedeni biinyesindeki essiz sekonder metabolitlerdir.
Bitkilerdeki bu biyolojik olarak aktif metabolitler genellikle ii¢ biiylik grupta
smiflandirilmis  olup bunlar; terpenler, alkaloidler ve fenolikler olarak
adlandirilmaktadir [77]. Lamiaceae familyast monoterpen, diterpen ve seskiterpenler

acisindan zengin aromatik metabolitler tasiyan bir familyadir [78]. Bu ¢aligmada

20



Satureja icarica ve Satureja pilosa nin sekonder metabolitleri ve bu bitkilerin
antioksidan, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz  inhibitor  aktiviteleri

incelenecektir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1 Terpenler

Terpen kelimesi terbentinden gelmektedir ve terbentin cam agacinin reginesine ya da
recine bilsenlerinde verilen ad olarak tanimlanir. Yapisinda bulunan olefinik bag:
belirtmek icin “en” eki kullanilir. Terpen ve terpenoid terimleri ayni anlamda
kullanilsa da farkli anlam tasirlar. Terpenoid, terpenin oksijen i¢eren gruplari tagiyan

molekiillerdir. Bitkilerdeki ugucu yaglarin temel bileseni terpenlerdir [77].

Termal bozunmalar1 sirasinda izopren agiga cikar bu da bizim terpenin temel
yapitasinin izopren oldugu bilgisini verebilir. Izopren iiniteleri birbirine bas-kuyruk
(cogunlukla) seklinde baglananirlar (Sekil 2.1). Bu kural dogru bir sekilde
yonlendirse de kurala uymayan bilesikler vardir. Ornegin; karotenler kuyruk-
kuyruga baglanir. Yapisindaki izopren sayisina gore terpen, isim alir. Ayrica dogal
olarak bulunan her tiir terpenin oksijen igeren tiirleride vardir ve bunlarin temelde

alkol, aldehit veya keton formlart mevcuttur[76].

Kuyruk

(

Csa o A5 L W
Y
Bas
Sekil 2.1 : Izoprenin bas-kuyruk baglanmas:

Terpenler yapilarindaki izopren iiniteleri sayisina goére adlandirilir ve

smiflandirilirlar (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1 : Terpenlerin siniflandirilmasi.

- Izopren Genel
Isim SaI;’lSl C sayist Formiil
Hemiterpenler 1 5 C5H8
Monoterpenler 2 10 C10H16
Seskiterpenler 3 15 C15H24
Diterpenler 4 20 C20H32
Sesterterpenler 5 25 C25H40
Triterpenler 6 30 C30H48
Tetraterpenler

(karotenler) 8 40 C40H64
Politerpenler >8 >40 (C5H8)n

Terpenler i¢in iki metabolik yolak tanimlanir; mevalonat yolagi ve metil eritrol fosfat
yolagi (non-mevalonat yolagi) (Sekil 2.2°de gosterilen mekanizma [75] nolu
kaynaktan derlenmistir). Mevalonat yolag1 stoplazmada, metileritrol fosfat (MEP)
yolag1 kolroplastta gergeklestigi diisiiniilmektedir[77]. Mevalonik asit ATP ile bir
triterpen olan skualene doniistiriilmistiir. Reaksiyon ortamindan monofosfat ve
trifosfata ayrismistir. Terpenlerin olusumu sirasinda karboksil grubundaki karbon
atomunun dekarboksilasyonla ayrildigi gozlenmistir. Mevalonik asit ATP ile
dekarboksilasyon ve dehidratsyona ugrayarak, yapisi izoprene ¢ok benzeyen
izopentenil pirofosfata doniismektedir. izopentenil pirofosfat(IPP) enzimler
yardimiyla karbokatyon mekanizmalarinin kapsamli kullanimi ve daha sonra
Wagner-Meerwein yeniden diizenlemeleri ile ac¢iklanir ve daha biiyiik molekiilli

terpenler elde edilir [79,80].
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MEP PATHWAY MVA PATHWAY

/o\ /o\
Monoterpenler /H\C /\c Seskiterpenler
O2 H OA
T Piriivik asit AsotiiCorn T

OoPP

L.

2- metil- D-entrol-a- fosfat Mevalonik asit
\ oPP
\ / Famesil farnesil fosfat
Geranil geranil fosfat )\/\ )\/\
OoPP _—~ OoPP
/

Geranil geranil pirofosfat Skualen-2,3-epoksit

Diterpenler Triterpenler

Sekil 2.2 : Izoprenin bas-kuyruk baglanmas:
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Terpenler ucucu yaglarin temel bilesenleri olarak karsimiza ¢ikar. Terpen ugucu yaglari
mono- ve seski- olmak tizere bu iki gruba ait terpelerden olusmaktadir. Monoterpenler 140-
180 °C’de, seskiterpenler>200 °C kaynama noktasina sahiptirler. Izomeri bitkilerden elde

edilen terpenler arasinda yaygindir. Temelde terpenlerin bes izomeri formu vardir; (Tablo 2.2)

a. Yapisal izomeri
b. Steroizomeri

c. Pozisyonel

d. Konformasyonel
e. Geometrik[81]

Tablo 2.2 : Terpenlerdeki Temel Izomeriler.

Yapisal izomeri Pozisyonel Izomeri Geometrik Izomeri
Myrecene B- Karvakrol ~ Timol Geraniol Nerol
pinene
= > = OH =
= oH
OH |
Konformasyonel izomeri Steroizomeri
(-)-mentol kayik f. (-)-mentol R-(-)-Karvon S-(+)-karvon
koltuk f.

OH /: "
v ol
>—M /\ 7

2.1.1 Hemiterpenler

Bilinen 50’ye yakin hemiterpen vardir. Birgok bitkide hemiterpen mevcuttur. Ornek olarak

tiglic asit, angelic asit verilebilir (Sekil 2.3) [82].
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%/ o K/% O/K/w/

izopren Angelic asit Isovalerik asit

Sekil 2.3 : Hemiterpen 6rnekleri

2.1.2 Monoterpenler

Monoterpenler (10 C igeren) iki izopren {initesinden olusan yapilardir. Geleneksel olarak,
monoterpenler, sadece belirli bitkiler (6rnegin; Labiatae, Pinaceae, Umbelliferae) tarafindan
biiylik miktarlarda tiretilen ve biriken ugucu yaglarin bilesenleri olarak diisiiniilmiistiir. Simdi,
monoterpenler daha yiiksek yapili bitkilerde her yerde bulunur. Klasik esansiyel yag tagiyan
bitkiler, diger bitkilerde kiiclik metabolitler olarak bulunan bu bilesiklerin biiyiik miktarlarini
biriktirmeye uyarlanmis 06zel salgi yapilarina sahip olmalar1 bakimindan benzersizdir.
Monoterpenlerin bir allelopatik veya allelokimikrol oynadigi genel olarak kabul edilir[83].

Monoterpenlerin siniflandirilmasi Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3 : Monoterpenlerin siniflandirilmasi.

Monoterpenler

1. Asiklik 2.Monosiklik 3.Bisiklik

a. Alkol a. Siklobiitan a. Karenler ve tujanlar
b. Aldehit b. Siklopentan ~ b. pinanlar

c. Trienler c. Sikloheksan  c. Kamfenler ve

d. Tri- ve tetra- siilfitler d. Simenler Fencanlar
e.Monoterpenoidfuranlar d. kannabinoidler

2.1.2.1 Asiklik Monoterpenler

Yaklasik 1500 monoterpen rapor edilmistir. Bas-kuyruk bagi yaparak 2,6 dimetiloktan dan
tiiretilir. Dliz zincirli ve izomerik yapilar gosterir. (R)-3,7-Dimethyloctanol itirin giizel kokulu

bilesenidir. 2-6 dimetilloktanoik asit (Sekil 2.4) baz1 kuslarin mumsu tiiylerinde bulunur[82].
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/JV\/I\/\ §
o W
(0]

(R)-3,7-dimetiloktanol 2,6 dimetiloktanoik asit
1 g
7 5 3 1
8 6 4 2

2,6-dimetiloktan

2,6-dimetiloktan

Sekil 2.4 : 2,6-dimetiloktan molekiil numaralandirmasi
Asiklik Monoterpenik Alkol ve Aldehitler

Doymamis monoterpen alkol ve aldehitler parfiimeride 6nemli rol oynarlar [82]. Sekil

2.5°de ornekleri verilmistir.

00T Qe QL

Rac.linalool Geraniol(E) Nerol(Z) (R)-(+)- Neral(Z)
citronellol

Sekil 2.5 : Doymamis monoterpenik alkoller ve aldehit 6rnekleri
Trienler

B-mirsen ve o-cimenin (Sekil 2.6) konfigiirasyon izomerleri gibi asiklik monoterpenoid

trienler feslegen yaglarinda bulunur[82].
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1L R

P -
a-myrcene B-myrcene (2)-a-ocimene (2)-p-ocimene
Sekil 2.6 : Trien ornekleri.
Tri- ve Tetra- Siilfitler ve Monoterpenoid Furanlar
Kiikiirt igeren kisimlar halka yapidadir. serbet¢i otunda bulunan (1,2,3-trithiepine ve
1,2,3,4-tetrathiocine) siklik tri- ve tetra siilfitlerdir[82].

Perillen (Sekil 2.7) b-myrcene den tiireyen bir monoterpenoid furandir. Perilla citrodora’dan
elde edilen esansiyel yagin bir bilesenidir. Baz1 boceklerde savunma feromonu olarak gérev
alir. giil yaginin koku bileseni giil furanm1 serbet¢i otunda bulunan (1,2,3-trithiepine ve
1,2,3,4-tetrathiocine) siklik tri- ve tetra siilfitlerdir [82].

0 S e \S
/ / A
// / ™ /‘—S
Perillene 3-(4-metil-3-pentenil)- 5,8-dihidro-6-(4-metil-
tiofen 3-pentenil)-1,2,3,4-
tetratiosin

Sekil 2.7 : Tri- ve Tetra- Siilfitler ve Monoterpenoid Furanlar

2.1.2.2 Monosiklik Monoterpenler

Simenler

Benzoid mentanlardir. m-cymene, p-cymene (Sekil 2.8), o0-pozisyonu heniiz tespit
edilmemistir. Karvakrol mercankdsk, origanum, satureja ve kekik yaglarindan izole edilir ve
dezenfektan olarak uygulanir. Timol kekik yaginda (Thymus vulgaris, Labiatae) bulunur ve
Ortodon angustifolium(Labiatae) tohumlarindan elde edilen eterik yagin baskin bilesenidir;

topikal antiseptik ve antihelmintik olarak uygulanir[82].

28



N N

m-cymene p-cymene karvakrol thymol
Sekil 2.8 : Simenler
2.1.2.3 Bisiklik Monoterpenoidler

Bisiklik siklopropanlar karan ve thujane, bisiklik siklobutanpinan ve bishanekamphane,

izosamphane ve fencan (Sekil 2.9) gibi heptanlar, dogal olarak meydana gelen

bisiklikmonoterpenlerin en 6nemli iskeletleridir[82].

ES

10
10 10 10
1
1
1 3 9
3

° 9
> 7

~ Pinan Kamfan Fengan
9 /\

Trans-Tujan

Sekil 2.9 : Bisiklik monoterpenoidler
Karenler ve Tujanlar

Goknar (Abies), ardi¢ (Juniperus) ve narenciyede de kimyasal tespiti yapilmistir. Pinus

silvestris’in eterik yagi da enantiomer (-) -3-karen igerir (Sekil 2.10).

Bitkilerde tujan tiirevleri daha boldur. Hayat agacinin geng dallarindan (Thuja occidentalis,
Cupressaceae) ve diger bitki familyalarinin yaglarindan da (Pinaceae, Labiatae, Asteraceae)
elde edilen tujanlar (thujone ve 4-epimer izothujone), mentole benzer bir koku verir, ancak

yutuldugunda kasilmalara neden olur [82].
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CooH 3
o
T 5 A

(+)-3-karen (+)-saminik asit (+)-sabinen (+)-3-tujanon

Sekil 2.10 : Karen ve tujan yapilari
Pinenler

Cesitli gam agaglarinin (Pinuscaribeae, P. palustris, P. pinaster) gévdesinden ve biiyiik
Olgekte seliiloz tiretimi yoluyla elde edilen terebentin yaginin igeriginde (terebentin
stilfatlanmis yagi) %70'den fazla a- ve %20 B-pinen (Sekil 2.11) varligi kimyasal analizlerde
tespit edilmistir. Her iki regioizomer enantiyomeri diger birgok kozalakta (Pinaceae)

mevcuttur[82].

(+)-o-pinen (+)-verbenol

Sekil 2.11 : Pinenler

2.1.3 Seskiterpenler

Karbon sayisi 15 olan bir diger ifade ile ii¢ izopren iinitesine sahip molekiillerdir. Linear,
monosiklik, bisiklik, andpolisiklik yapida bulunur[82]. Baz1 seskiterpenler, absisik asit,
furanoid fitoaleksinler, lakton antifeedantlar1 ve ¢ok sayida mantar antibiyotigi dahil olmak
lizere yiiksek ve diisiik yapili bitkilerde iyi tanimlanmis ve temel roller oynar. Cogu
seskiterpen i¢in spesifik bir fonksiyon gosterilmemistir; bununla birlikte, bu bilesiklere bir
allopatik veya allelokimik rol yaygin olarak atfedilir. Seskiterpenler metabolik olarak inert

degildir, ancak hizla sentezlenir ve katabolize edilirler ve bu nedenle metabolizmada dinamik
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bir rol oynayabilir. Seskiterpenlerin katabolizmas1 hakkinda neredeyse higbir sey
bilinmemektedir [83]. Tablo 2.4’de seskiterpenlerin siniflandirilmasi gosterilmisti
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Tablo 2.4 : Seskiterpenlerin siniflandirilmasi.

Seskiterpenler

FarnesanSesk. Monosiklik Farnesan Sesk. Polisiklik Farnesan Sesk. Diger Polisiklik
Seskiterpenler

Siklofarnesanlarvebisabolenler  Karyofillenler Pinguisanlar

Presilfiperfolianlar,

Germakrenler ve elemenlar Udesmanlar ve furanoudesmanlar Silfiperfolianlar, Silfinanlar,
Isokomanlar
Eremofilanlar, furanoeremofilanlar,
Humulanlar
valeranlar
Kadinanlar
Drimanlar

Guayanlar ve sikloguayanlar
Pikrotaksanlar

Dukanlar ve izodukanlar
Protoiludanlar, iludanlar

Karasmanlar, izolaktaranlar,
laktaranlar

Akaronlar

Carmigranlar

Sedranlar ve izosedranlar
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2.1.3.1 Farnesanlar

2,6,10- trimetildodekan ya da farnesan, bilinen 10000 kadar seskiterpen ailesinin
tiyesidir. a-farnesenin (E, E) -izomeri, elma, armut ve diger meyvelerin aromalarinin
ve dis kabuklarmin bir bilesenidir. Terrestrol olarak bilinen -2,3-Dihidrofarnesol,
erkek bombus aris1 Bombus terrestris'in isaretleme feromonudur. Farnesen, Citrus
sinensis'in (Rutaceae) olgun meyvelerinin taze kabuklarindan elde edilen portakal
yagmin lezzetine katkida bulunur; Citrus reticulata ve C.aurantium'dan (Rutaceae)

elde edilen yagda %0.2 a-sinensal igerir.

Bazi furanoid farnesan tiirevlerinin zincirleri, furan halkalar1 ile sonlandirilir. Bazi
deniz salyangozlarindan ve tatli patatesten izole edilen dendrolasin, karinca Dendro
lasius fulginosus'un bir alarm ve savunma feromonudur[82]. Sekil 2.12’de farnesan

tiirevlerinin drnekleri gosterilmistir.

\ - S N - S ~ ~

Farnesan B-sinensal (E,E)

A~ A

B-farnesen (E)

Sekil 2.12 : Farnesan ana iskeleti ve bazi tiirevleri

2.1.3.2 Monosiklik Farnesan Seskiterpenler

Farnesan’in C-6 ve C-7 karbon atomlar1 bir halkay1 kapattiginda siklofarnesanlar
(Sekil 2.13) agiga cikar. Lahana, patates, giil ve pamuk meyvelerinin erken
doénemlerinde meydana gelen absisik asit bu gruba dahildir. Absisik asit, bitki biiyiime
hormonlarinin bir antagonisti olarak davranir ve ¢igeklenmeyi, meyvelerin diismesini

ve yapraklarin dokiilmesini kontrol eder.
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Siklofarnesan -' S-(+)-Absisik asit

Sekil 2.13 : Siklofarne6san ve absisik asit.

C1 ve C6’nin kapanmastyla bisabolen olusur. Bitki kokenli 100'den fazla bisabolan
(Sekil 2.14) tiirevi bilinmektedir [82].

14 =

I 15

13

bisabolan (-)-zingiberen B-bisabolen
Sekil 2.14 : Bisabolan iskeleti ve tiirevleri

2.1.3.3. Polysiklik Farnesan Seskiterpenleri

Dogal iiriinler arasinda bulunan 30 karyofillan, C-2 ve C-10"'un bir siklobutan halkasini

kapattigi humulanlardan tiiretilir[82].

Yaklasik 30 dogal karyofillen (Sekil 2.15), humulanlarin siklobiitan halkasinin C-2 ve
C-10 yakinlagsmasiyla olusur. (-)-B-Karyofilen, karanfil yaginda (%10'a kadar)
bulunur. Tarcin, narenciye, okaliptiis, adacayr ve kekik yaglarinda karyofillenler
bulunur. Parfiimeride, sakizlarin lezzetlendirilmesinde kullanilir. Ayn1 zamanda dis

analjezik, karminatif ve sinir uglarini uyarici olarak kullanilirlar[82].

14

|~
O}
0 :
15 A
13
12
humulan (-)-p-karyofillen (-)6,7-epoksi- (-)3(15),7-karyofilladien-6-ol

3(15)-karyofillen
Sekil 2.15 : Humulan cekirdek yapisi ve karyofillan 6rnekleri
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2.1.4 Diterpenler

Diterpen iskeleti, genellikle  geranilgeranil pirofosfatin (GGPP)kendi iginde
diizenlenmesiyle olustugu diisiiniilen biiyiik bir C20 bilesikleri grubudur. Esas olarak
mantar ve daha yliksek bitki kokenlidirler ve gymnosperm regine asitlerini ve
gibberellinleri (GA) igerirler. Gibberellinler ilk 6nce bir bitki patojenik mantar
tarafindan iretilen fitotoksinler olarak kesfedildikleri ve daha sonra 6nemli bitki
biiylime hormonlart olduklari gosterildikleri i¢in ilgi ¢ekicidir [83]. Diterpenler kendi
icinde asagidaki gibi siniflandirilabilirler [82]. Diterpenlerin siniflandirilmasi

Tablo2.5’de verilmistir.
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Tablo 2.5 : Diterpenlerin simiflandiriimasi.

DITERPENLER

Fitanlar Siklofitanlar Bisiklofitanlar Trisiklofitanlar Tetrasiklofitanlar Sembranlar ve

siklosembranlar

Prenilseskiterpenleri

Ginkgolidler

Labdanlar

Pimaranlar ve
Izopimaranlar
Abietanlar ve
Totaranlar

Kassanlar,
Cleistanthanlar
izokopalanlar

Beyeranlar

Kauranlar ve
villanovanlar
Atisanlar

Giberellanlar
Grayanatoksanlar

Sembranlar

Kasbanlar

Latiranlar

Jatrofanlar
Tiglianlar

Ramnofolanlar,Dafnanlar
Unisellanlar,
Asbestinanlar

Biaranlar

Dolabelanlar
Dolastanlar
fuzikokanlar
Vertisilanlar, taksanlar

Trinervitanlar,
Kempanlar

Ksenikanlar,
Ksenifillanlar
Prenilgermakranlar,
Lobanlar

Preniludesmanlar,
Bifloranlar
Prenildrimanlar
Prenilguayanlar,

Prenilaromadendranlar
Sfenolobanlar
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2.1.4.1 Trisiklofitanlar

Pimaranlar ve Izopimaranlar

Pimaranlar ve izopimaranlar, perhidrofenantren temel iskeletine sahip 13,17-
siklolabdanlardir ve sadece C-13'deki konfigilirasyonlarinda farklilik gosterirler.
Yeniden diizenlenmis ve siklize edilmis pimaranlar arasinda rosanlar (C-20 metil
grubunun C-10'dan C-9'a kaymasi), parguaranlar (3,18-siklopimaranlar),
eritroksilanlar (C-4 ila C-5 arasindaki rosanin metil grubu C-19) ve devadaranlar
(4,19-sikloeritroksilanlar) bulunur. Podokarpanlar, karbon atomlar1 15-17 (15,16,17-
trinorpimaranlar) diizenlenerek pimaranlardan (Sekil 2.16) aciga ¢ikar. Pimaranlar

cogunlukla ¢am tiirlerinde kendini gosterir [82].

17

Pimaran [zopimaran (+)-8(14),15-pimaradien

Sekil 2.16 : Pimaran yapilar1
Abietanlar ve Totaranlar

Abietanlar pimeralardan C13 deki metilin C15’¢ gog¢ etmesiyle olusur. Bununla
birlikte, bitkilerde, geranil geranildifosfatin siklizasyonundan ortaya cikarlar. ilgili
parent diterpen hidrokarbonlar arasinda, 13 -16-sikloabietanlar, metil grubu C-15'ten
C-16'ya go¢ eden 17 (15-16) -abeo-abietanlar ve totaranlardir. Izopropil grubu
C-13'ten C-14'e gog ettiginde de abietandan totaranlar olusur (Sekil 2.17). Kozalakli
agaclarda ¢ok sayida tiirevleri vardir [82].
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19 18

Pimaran Abietan 13,16-sikloabietan
Sekil 2.17 : Abietan ve sikloabietan iskeleti.
2.1.5 Sesterterpenler

Sesterterpenler bes izopren biriminden olusurlar. Bu bilesikler terpenlere gore daha
ender bulunurlar. 150 den fazla sesterterpen bilinmektedir[82]. Tablo 2.6’da

sesterterpenlerin siniflandirilmasi verilmistir.

Tablo 2.6 : Sesterterpenler.

Sesterterpenler
Asiklik Monosiklik Polisiklik
Bisiklik
Trisiklik

Tetra ve pentasiklik

2.1.5.1 Asiklik Sesterterpenler

Bilinen 150’den fazla sesterterpen vardir. Nadiren yiiksek bitkilerde meydana gelir.
Ornegin 3,7,11,15,19-pentametilikosan (Sekil 2.18), patatesin(Solanum tuberosum)
yapraklarinda bulunmaktadir[82].

OH

3,7,11,15,19- pentametil-2,6-ikosadien-1 ol

Sekil 2.18 : 3,7,11,15,19-pentametilikosan tiirevi.
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2.1.5.2 Monosiklik Sesterterpenler

C14 ve C19 bagmin olusumuyla olustuklari diisiiniilmektedir[82]. Sekil 2.19°de

sikloheksan sestertepen iskeleti gosterilmistir.

Siklohekzan sesterterpen

Sekil 2.19 : siklohekzan sesterterpen iskeleti.

2.1.5.3 Polisklik Sesterterpenler

Bisiklik Sesterterpenler

Bisiklik ~sesterterpenlerin ana hidrokarbon iskeletleri, agirlikli olarak bazi
seskiterpenlerden tiiretilir [82]. Ornek olarak; Salvia syriaca’'dan elde edilen (+)-
salvisiriakolid (Sekil 2.20) verilebilir[82].

HO

-

HO

Sekil 2.20 : (+)-salvisiriakolid

Trisiklik Sesterterpenler

Bugiine kadar bilinen trisiklik sesterterpenler , selantan ve ofiobolan gibi yan zinciri
prenillenmis ¢ekirdek yapilardir[82]. Egrelti otundan elde edilen (+)- selantatriol
(Sekil 2.21) 6rnek olarak verilebilir.
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OH

Sekil 2.21 : (+)-selanta-60,13a,19-triol

Tetra ve pentasiklik sesterterpenler

4,4,8,17,18-Tetrametil homoandrostan, skalaran olarak adlandirilan (Sekil 2.22) ve
steroidlerin gonane c¢ekirdegi ile iliskili olan, bugiine kadar bilinen tetrasiklik

sesterterpenler cogunun g¢ekirdek yapisidir.

Sekil 2.22 : Skalaran.

2.1.6 Triterpenler

Triterpenler ve triterpenoidler terimleri genellikle ayni 30 karbonlu terpen bilesiklerini
tanimlamak i¢in kullanilir, ancak her iki ifade arasinda farkin belirtilmesi gerek.
Triterpen, dogal olarak olusan terpenleri tanimlamak i¢in toplu bir terim olarak
kullanilsa da, daha genis bir ifade olan triterpenoid, 6rnegin; iyononlar gibi dogal
bozunma f{iriinlerini ve ayrica terpen alkoller, aldehitler, ketonlar, asitler, esterler,
epoksitler gibi dogal ve sentetik tiirevleri de kapsar. En basit tritepen skualendir
(Sekil 2.23) [84]. Triterpenler Tablo 2.7 deki gibi siniflandirilabilir[82].
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Tablo 2.7 : Triterpenlerin siniflandiriimasi.

Triterpenler (Ttp)

Lineer Gonan tipi Bakaran tipi Hopan tipi Diger
Ttp tetrasiklikTtp PentasiklikTtp PentasiklikTtp PentasiklikTtp

Protostanlar, Hopanlar, Stiktanlar,
. Bakaranlar, lupanlar
fusidanlar Neopanlar Arboranlar
Onoseranlar ve
Damaranlar Oleananlar Fernanlar
Serratanlar
. Adiananlar,
Apoturikallanlar Taksaranlar, Ursanlar .
Filikanlar
. Glutinanlar,
Tirukallanlar ve _.
friedelanlar, Gamaseranlar
yufanlar .
pacisananlar

Lanostanlar
Sikloartanlar
Kukurbitanlar

iridaller

2.1.6.1 Lineer triterpenler

Triterpenler 6 izopren initesinden olusan sekonder metabolitlerdir. Literatiirde
belirtilen yaklasik 5000 triterpen vardir. Bunlarin ¢ogu skualen ve kuyruk kuyruga
baglh iki farnesanliskualenden yola ¢ikarak aciga ¢ikar. Protonlanmis 2,3-
epoksiskualen, protostanlar ve damaranlar gibi polisiklik triterpenlerin ¢ikis
maddesisir[82].

e e G

Skualen

Sekil 2.23 : Skualen

2.1.6.1 Gonan tipi tetrasiklik triterpenler

2,3-epoksiskualenin siklizasyonu, steroid olarak bilinen tetrasiklik gonan ile damaran
(Sekil 2.24, Sekil 2.25) ve protostan steroizomerlere 6nciiliik eder. 29-norprotostanlara
fusidanlar denir. Damaran, C-18 metil grubunun C-14'ten C-13'e gog¢iinii igeren
apotirukallana dontisiir. Bir diger metil kaymasi da C8’den C14’e gergeklesir. Boylece

apotirucallan, tirukallana doniisiir[82].
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21,

Damaran

Protostan

29 58

Sekil 2.24 : Damaran ve protostan iskeletleri

17
10 ‘ ‘
Sekil 2.25 : Steroidlerin ¢ekirdek iskeleti Gonan.

Tirukallanlar ve 20-epimerik euphanlar siklikla Euphorbiaceae'de bulunur. Ornegin;
yaygin olarak lanosterol olarak bilinen (+)-Lanosta-8,24-dien-3p-ol, kozmetikte
merhem bazi olarak kullanilan, emiilgator, sa¢ kremi ve yaglayict olan lanolin'in
Oonemli bir bilesenidir. Lanosterol (Sekil 2.26) ayn1 zamanda maya ve diger
mantarlarda, Euphorbiaceae'de ve diger ¢esitli yiiksek bitkilerde bulunur.

Sekil 2.26 : Lanosterol.

Dogal olarak bulunan yaklasik 50 kukurbitanin adi, antik ¢aglardan beri bilinen

salatalik ve kabaklar gibi salatalik bitkilerinin Latin terimi olan Cucurbitaceae'den
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kaynaklanmaktadir. En sik izole edilen temsilcilerden biri (+)-kukurbitasin B'dir (Sekil
2.27). Kukurbitasinler salataliklarin hos olmayan aci tadini sekillendirir Cucumis

sativus 'un bazi temsilcilerinin antihipertonik, antiromatizmal oldugu ve ayrica HIV'e

kars1 aktif olduklar bildirilmektedir[82].

20 / 4
_ / \237> _
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Sekil 2.27 : Kukurbitasin B.

2.1.6.3 Bakaran Tipi Pentasiklik Triterpenler

2,3 epoksiskualenin bir diger siklizasyonu Wagner-Meerwein diizenlenmesiyle 6 tiyeli
D halkasint olusturup tetrasikliktriterpen ara katyonunu olusturur. Tetresiklik
bakaranin yeniden siklizasyonu ile yani C-18in C-21’¢ baglanmasiyla
pentasikliklupanin E halkasi olur. Karbon atomu C-21'i C-19'dan C-20'ye kaydirarak
lupan icindeki siklopentan halkasi E'nin 6 iiyeli halka olarak yeni E'yi olusturmasi
oleanana yol acar. Oleanan, sikloheksan halkas1 E ile c¢esitli diger
pentasikliktriterpenlere metil kaymalarina ugrayabilir. Bu, taraxeran (C-14'ten C-13'e
C-27), multifloran (C-8'den C-14'e C-26), glutinan (C-10'dan C-9'a C-25) , friedelan
(C-4 ila C-5 arasinda C-24) ve pagisanan (C-17 ila C-16 arasinda C-28) olusumu ile
sonuglanir [82] (Sekil 2.28) .
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Glutinan Friedelan Pagisanan

Sekil 2.28 : Bakaran tipi pentasiklik triterpen iskelet yapilari.

Egrelti otundan elde edilen (+) - 12,21-bakaradien gibi bakaran triterpenleri nadirdir.
Ik lupan triterpen, lupin tohumlar1 Lupinus luteus'un (Leguminosae) kabugundan
izole edildi ve bu nedenle lupeol olarak adlandirilir. Bu triterpen, Apocynaceae ve
Leguminosae kabuklarinda, incir agaclart ve kauguk bitkilerinin lateksinde de bulunur.

Diger lupan tiirevlerine Salvia tiirlerinde rastlanir [82].

Oleananlar siklikla bitkilerde yiizey aktif glikozitler (saponinler) olarak ortaya ¢ikar,
sabunlar gibi koptkli sulu ¢ozeltiler olusturur ve hidroliz olduktan sonra sekersiz

triterpenleri aglikon (sapogeninler olarak adlandirilir) olarak verir. Oleananlar
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sampuan, dis macunu ve film iretiminde ticari kopilik iireten hammadde olarak,
beslenme ve farmasotik teknolojisinde emiilgator olarak kullanilir. (+) -Oleanolik asit
(Sekil.62), zeytin agaglarinin Oleaeuropaea (Oleaceae), yapraklarinda, seker pancari,

Ginseng kokleri ve okseotunda (Viscumalbum, Viscaceae) serbest halde olusur.

Bugiine kadar 25 kadar taraksastan agirlikli olarak Asteraceae’den izole edilmistir.
Karahiniba denilen Taraxacum officinale’den izole edilen ardinediol ve -
taraksasterol ve aynisefadan Calendula officinalis, okstirtik otu Tussilag ofarfara’dan

izole edilen faradiol bu grubun temsilcileridir.

Bitki kaynakl1 150°den fazla ursan rapor edilmistir. Ornegin (+)-3p-hidroksiursan-28-
oik asit, zakkum Neriumolender’in yapraklarinda bulunan bir triterpendir. (+)-3f-
hidroksi-12-ursen-28-oik asit, cogunlukla ursolik asit (Sekil 2.29) olarak blinen ve ilk
olarak ay1 lizimiinliin meyve yapraklarindan elde edilen ursanlarin en 6nde gelen
temsilcilerindendir. Ayrica orman giilii Rhododendron tiirlerinde, kizilcik Vaccinum
macrocarpon'da (Ericaceae) ve elma, armut, kuru erik ve diger meyvelerin koruyucu
balmumu kaplamasinda bulunur. Ursolik asidin antilosemik ve sitotoksik aktiviteleri
oldugu bildirilmektedir; ayn1 zamanda farmasétiklerde ve gidalarda bir emiilgator
olarak kullanilir ve elmalarin balmumu katmanindan ekstrakte edilen pomolik aside

benzer yapiya sahiptir. Ursolik asit ve oleanolik asit birbirinin izomeridir[82].

Ursolik asit Oleanolik asit

Sekil 2.29 : Ursolik asit ve oleanolik asit.

2.1.6.4 Hopan Tipi PentasiklikTriterpenler

Pentasiklik triterpen iskeleti hopan, skualenin 2-3 ¢ift bagnin protonasyonundan
dogan bes katl koltuk konformasyonundaki karbenyum iyonu 2,7-, 6,11-, 10,15-,
14,19-, ve 18,22 karbonlarinin siklizasyonu ile olusur. Hopandaki metil kaymasi daha

sonra neopanin (C18’deki metil C17’ye), fernan (C14’deki metil C13’e ve C8’deki
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metil C14°¢) (Sekil 32), adianan (C10’daki metil C9’a) ve son olarak filikanin(C4’deki
metil C5’e) olugsmasina neden olur. Baska bir yolakta hopanin siklopentan halkasi,
karbon atomu C-17'nin C-21'den C-22'ye kaymasini igeren genislemeyle gammaceran
(Sekil 2.30) tiretilir.
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Sekil 2.30 : Hopan tipi pentasiklik triterpenler.

2.1.6.5 Diger pentasiklik triterpenler

2,3 epoksiskualenin halka agilmasi ve protonasyonundan aciga c¢ikan karbenyum
iyonu ve Wagner-Meerwein yeniden diizenlenmesini i¢eren halka genislemesi stiktan
iskeletine onciilik eder. Terminal sikloheksan halkasi E’yi daraltan yeniden

diizenlenme stiktan1 arborinana ¢evirir.

2,3-/122,23-diepoksiskualen’den kaynaklanan dikatyonun bir diger siklizasyon tipi
oncelikle her iki ucu da iceren onoceran iskeletini olusturur, son olarak yedinci

halkanin eklenmesiyle serratan formasyonu (Sekil 2.31) olusur.
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Onoseran : / /

Serratan

HO

2,3,22,23~diepoksiskualen

Sekil 2.31 : Epoksiskualen, onoseran, serratan yapisi.

2.1.7. Tetraterpenler

Sekiz izopren Tnitesinden olusan yapilardir. Karetonoidler,apokarotenoidler,

diapokaretonoidler, megastigmanlarolam iizere dort ana baslikta incelebilir[82].

Karotenoid olarak bildirilen 600 kadar dogal bilesik vardir. Sekiz izopren biriminden
olusur. Ug¢ gruplarinin diizenlenmesine gore alfa,beta,gama.. gibi isimler alir
(Sekil 2.32). A vitamininin senteziyle yakindan ilgilidir. Karotenoidlerin kademeli
degredasyonu sonucu apokarotenaller ve ketonik iiriinler gibi bozulma {iriinlerinin

izolasyonu gergeklestirilebilmistir[85].

AN

Beta- Gama- Teta-

Sekil 2.32 : Cift bagin beta,gama, teta pozisyonu.

Likopen karetonidlerin kirmizi renkli 6rneklerindendir. Domateste bulunur. Turuncu
kirmiz1 B-karoten (Sekil 2.33) havugtan elde edilir. Bitkilerin yapraklarinda fotosentez
icin renk filtreleri olarak hizmet ederler, sonbaharda yapraklarin sar1 ve kirmizi rengine
neden olurlar. Cigek renkleri olarak, karotenoidlerantosiyanidinler ve flavonoidlerle

karsilastirildiginda kiigiik bir rol oynar.
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Likopen 20' 17

Beta-karoten

Sekil 2.33 : Likopen ve B-karoten yapilari.

Terminal parcalariin  ayrilmasiyla karotenoidlerden olusan terpenoidlere
apokarotenoidler denir. Ayrilma konumu, karotenoidlerin numaralandirma sistemini

belirler [82]. Sekil 2.36°da beta-karoten ve beta-karotenal yapilar1 gosterilmektedir.

Beta- karotenal

Sekil 2.34 : Karotenoidlerin ayrilma konumlar1

Iyi bilinen 8,8 -diapokarotenoidler gardenya tiirlerinde, ¢igdem tiirlerinde ve gesitli

mimoza tiirlerinde kendini gosterir [82].

Megastigman iskeleti (Sekil 2.35) karbon 1, 5 ve 6’da yerlesik bir benzen halkas1 ve
C6’ya baghh 4 karbonlu bir doymamus alifatik zincir ile karakterize edilir.
Megastigmanlar karbon 7°de (damaskon serisi) ya da karbon 9’da oksijen atomu

bulunan (ionon serisi) 13 karbonlu norizoprenoidlerdir[82].
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Megastigman
3

Alfa-ionon

3

Sekil 2.35 : Megastigman ve fonon yapilari.

fononlar hos kokularindan dolay1 parfiimeride kullanilan izolatlardir [82].

2.1.8 Politerpenler ve Prenilkinonlar

Politerpen olarak siniflandirilan izoprenoidler, 8 ya da daha fazla izopren iinitesine
sahiptirler. Politerpenlerin en bilinen iiyesi kaucuktur. Kauguk, diger adiyla lateks
daha cok tropik bolgelerde yetisen agaglardan elde edilen bir politerpendir. Agacin
gbvdesine atilan cizikler sonrasi yariklardan lateks sizmaya baglar. Dogal kaucuk,
izoprenin 1,4 katilma polimeri olarak goriilebilir. Dogal kaugugun olusumunda,

izopren birimleri bas-kuyruga baglanir ve tiim ikili baglar cis’tir[86].

Prenilkinonlar 10°dan fazla izopren iinitesi igeren terpen bilesikleridir. Fenilalanin ve
tirosinden amino asitlerinden tiiretilen, lipitte ¢oziinebilen ¢esitli prenilbenzokinonlar
hemen hemen tiim aerobik organizmalarin (bakteri, bitki, hayvan) hiicrelerinde
meydana gelir ve bu nedenle ubikuinon (latince Ubique = her yerde) olarak
adlandirilir. Mitokondride solunum siiregleri sirasinda elektron tasinmasina katilan
koenzimlerdir ve 1518a maruz kaldiklarinda ubichromenollere ve ubichromanollere

siklize olurlar. Sekil.72’de ubikinonlara 6rnek olarak koenzim-Q10 gosterilmistir[82].

Vitamin K (Sekil 2.36) serileri (“koagiilasyon” vitaminleri) kimyasal olarak prenil-
1,4-naftokinonlar1 olarak siniflandirilir. Yesil bitkilerin tiiketilmesiyle viicuda alinir,
solunum siiregleri sirasinda ve karacigerdeki glikoproteinlerin biyosentezinde
oksidatif fosforilasyona katilirlar ve kan i¢in pihtilasma ajanlari olarak hayati 6nem

tasirlar[82].

(e}

“ X

(o)
Vitamin K4

(2-metil-3-fitil-1,4 naftokinon)

Sekil 2.36 : Vitamin K1
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2.2 Fenolik Bilesikler

Aromatik halkaya bir ya da daha fazla hidroksil grubunun direkt bagli oldugu yapilara
fenolik bilesikler denir. Fenoliin kimyasal 6zelligi fenolik hidroksilin hidrojeninin
halkadan etkilenerek Kkararsiz yapida olmasindandir [87]. Degisik flavonoidler
arasindaki farklar; baglanan hidroksil gruplarinin sayisindan, doymamislik
derecesinden ve halkaya katilan oksijen ve oksijenli tilirevlerin sayisindan
kaynaklanmaktadir. Heterosiklik halka seklinde olan C halkasinda meydana gelen
degismeler flavanoidleri, en yayginlari flavonol ve flavonlar olmak {izere; flavonoller,
flavonlar, flavanonlar, flavanoller (veya katesinler), izoflavon, flavanonoller ve

antosiyanidinler olarak ana bilesik gruplarina ayirir[88].

Fenolik bilesikler, sikimik asit yolag1 ve malonik asit yolu olan iki temel yol ile elde
edildigi diisiintilmektedir [89].

Sikimik asit yolagi aromatik bilesiklerin  biyosentezinde karbonhidrat
metabolizmasima baglidir. Fosfoenolpiruvat ve eritroz-4-fosfat ara iriinleri birgok
aromatik sekonder metabolitlerin dnciisii olan ara tirtinlere doniistiiriilir (Sekil 2.37).
Sikimik asit yolu sadece mikroorganizmalar ve bitkilerde bulunur. Hayvanlarda

bulunmayan bu yol ile fenilalanin, trozin ve triptofan tiiretilir [90].

Bitkilerdeki sekonder bilesiklerin biiyiik bir kismi sinamik asit formuna amonyum

molekiiliiniin eliminasyonu yolu ile fenilaleninden tiiretilir [89].
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Gllikoliz Pentoz Fosfat Yolag:
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p-kumarik asit

Sinnamik asit
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COOH
X AN COOH
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2-kumarik asit Kumarin
OH
Salisilik asit

Sekil 2.37 : Flavonoidlerin ve fenoliklerin olas1 biyosentez yolagi.
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Naringenin
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OH o (Flavanon)
OH
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.0.

X
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Sekil 2.37 (devam) : Flavonoidlerin ve fenoliklerin olasi biyosentez yolagi [89].
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Sekil 2.37 (devam) : Flavonoidlerin ve fenoliklerin olasi biyosentez yolagi [89]
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Fenolik bilesikler farkli sekillerde siniflandirilmistir Harborne ve arkadaslart 1964
deki calismasinda fenolik bilesikler Tablo 2.8’de smiflandiriimigtir[91].

Tablo 2.8 : Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi.

Yap1 Sinif

C6 Basit fenolikler

C6-C1 Fenolik asitler ve iliskili bilesikler

C6-C2 Asetofenonlar ve fenil asetik
asitler

C6-C3 Sinnamikasitler,
sinnamilaldehitler, sinnamil
alkoller

C6-C3 Kumarinler, izokumarinler ve
kromonlar

C15 Flavanlar

C15 Flavonlar

C15 Flavanonlar

C15 Flavanoller

C15 Antosiyanidinler

C15 Antosiyaninler

Lignanlar, Dimerler ve oligomerler

neolignanlar

Tanenler Oligomerler ya da polimerler

2.2.1 Basit Fenolikler

Basit fenolikler, fonksiyonel gruplardan biri hidroksil olmak kaydiyla benzen
halkasina orto, meta, para modelinde konumlanan yapilardir (Sekil 2.38) [87].

OH OH OH OH OH
i _R f % R; % Ry
R R3 R,
R

orto meta para meta-tri vic-tri

Sekil 2.38 : Fenole baglanan fonksiyonel grup konumlari.
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2.2.2 Fenolik Asitler ve Aldehitler

Genel olarak fenolik asitler bir fonksiyonel karboksilik aside sahip fenoller olarak
tanimlanir. Bununla birlikte bitki metabolitleri tarif edilirken, organik asitlerin bir
farkl1 grubu olarak goriiliir. Dogal olarak fenolik asitler hidroksibenzoik ve
hidroksisinamik asitler olarak iki belirgin temel karbon iskeleti icerir. Temel iskelet
yapist ayni kalmasina ragmen, aromatik zincirdeki hidroksil grubunun sayi ve
pozisyonu c¢esitleri olusturuyor[92]. Fenolikasitleregallik asit, protokatesik asit,
salisilik asit, vanilik asit (Sekil 2.39 ) ornek olarak gosterilebilir. Karboksil grubu
yerine aldehit grubuna sahip olan vanilin gibi hidroksibenzoik aldehitler de vardir.

(o) OH o OH 0 OH (o) OH
HO OH OH OCHg
OH OH OH

OH

p-hidroksibenzoik asit Gallik asit Protokatesik asit Vanilin
o) OH o OH
X ot
OH
OCHg
OH
Salisilik asit Vanilik asit [85]

Sekil 2.39 : Fenolik asit 6rnekleri.

2.2.3 Asetofenonlar ve Fenilasetik Asitler

Fenonlar, dogada az rastlanan C6-C2 bilesikleridir. 2-hidroksiasetofenon (Sekil 2.40)

ve 2-hidroksifenil asetik asit bu grubun iiyelerindendir [87].

2-hidroksiasetofenon 2-hidroksifenilasetik asit

Sekil 2.40 : Asetofenon ve fenilasetik asit 6rnekleri.
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2.2.4 Sinnamik Asitler

C6-C3 yapisinda alt1 yaygin sinnamik asit vardir. Tiim bitkiler en azindan {i¢ tanesini
igerir. Bunlar; sinnamik asit, p-kumaraik asit, kafeik asit, ferulik asit, 5-hidroksiferulik

asit ve sinapinik asit (Sekil 41)

(e] OH
e o OH o OH 8 Bii
X
OH,
OCHg3;
HO OCHjg
OH OH

Ferulik asit p-kumarik asit ~ 5-hidroksiferulik asit ~Sinnamik asit
o OH o OH
X
= =
H3CO OCH, OH
OH
Sinapik asit Kafeik asit

Sekil 2.41 : Sinnamik asitler.

Sinnamik asitler yaygin olarak kuinik asit, sikimik asit ve tartarik asitin esterleri olarak

bulunur. Ornegin; kolorojenik asit (Sekil 2.42), kuinik asit ve kafeik asitin esteridir.

Klorojenik asit

Sekil 2.42 : Klorojenik asit

Sinnamik esterler, seker esterleri ya da baska organik asitlerin esterleri tiirevi olarak

bulunur [87].
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2.2.5 Kumarinler

Kumarinler C6-C3 iskeletine sahiptir ancak C3 tinitesinin bir pargasi olarak bir oksijen
heterosiklik yapisina sahiptir. UV toleransinin yani sira hastalik ve hasere direncinde
de rol oynayan ¢ok sayida kumarin vardir [87]. Sekil 2.43’de kumarin molekiilii

gosterilmektedir.
5

(0]

N

Kumarin

Sekil 2.43 : Kumarin

2.2.6 Flavonoidler

Bu isim sar1 renkli olmalarindan dolay1 “sar1” anlamina gelen “flavus” sozciigiinden

tiiretilmistir. Yapilart nedeniyle polifenolik bilesikler olarak kabul edilir [93].

Flavonoidler, bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin en O6nemli grubunu
olugturmaktadir ve C6-C3-C6 difenilpropan iskeletiyle kurulan bir kimyasal yapiya
sahiptirler. Ortadaki piran halkasindaki degisikliklere gore farkli gruplara ayrilirlar
[94]. Sekil2.44’te flavonoidlerin ¢ekirdek yapist ve genel flavonoid yapilari

gosterilmistir
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0.

Sekil 2.44 : Genel flavonoid yapist

2.2.6.1 Flavanonlar

C halkasinda C-C doymus bagi vardir. Naringenin (Sekil 2.45) bu grubun 6nemli

tiyelerindendir.
OH
HO ° ©/

OH 0.

Sekil 2.45 : Naringenin.

2.2.6.2 Flavanonoller

Flavanonollerdihidroflavonoller olarak da bilinir ve siklikla govdenin merkeze yakin

kisminda taninlerle meydana gelir. Ornegin; dihidrokersetin olarak bilinen taksifolin

(Sekil 2.46) [87].
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OH

OH

Sekil 2.46 : Taksifolin.

2.2.6.3 Lokoantosiyanidinler

Tamamen doymus heterosiklleri nedeniyle, 16koantosiyanidinler, flavan-3-ol'ler ile
birlikte flavanlar olarak adlandirilir. Flavan-3-ol'lerin ornekleri
katesinvegallokatesindir. Ikinci bilesikteki "gallo", B-halkasi iizerindeki tri-hidroksi
modeline karsilik gelir. Diger flavonoidlerin ¢ogunun aksine, flavanlar, serbest
aglikonlar olarak veya aglikonlarin polimerleri olarak bulunurlar, yani glikosile
edilmezler. C4 iizerindeki keton oksijeninin indirgenmesi yoluyla flavanonollerden
sentezlenirler. Ornekler 16kosiyanidin ve I6kodelphinidindir (Sekil 2.47). Bu bilesikler
genellikle bitkinin gévdesinde bulunur ve kondense tanenlerin olusumunda rol oynar

[87].

OH OH

OH OH

OH

OH OH OH OH

Lokosiyanidin Lokodelfinidin

OH OH

OH OH

OH

OH
Katesin Gallokatesin

Sekil 2.47 : Lokoantosiyanidin drnekleri.
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2.2.6.4 Flavonlar

Flavonlarheterosiklik halkasinda keton grubu ve doymamis karbon-karbon bagi

igerirler. En yaygin 6rnekleri kaemferol, quercetin, myricetindir (Sekil 2.48)[82].

OH  .0. Kaempferol " Kersetin

OH .0.

Mirisetin
Sekil 2.48 : Flavon Ornekleri.

Flavonlarin B halkasinin C halkasindaki 3. Karbona baglanmasiyla isoflavnoidler
meydana gelir. izoflavonoidler fitodstrojenik dzellik gdsterirler. Bu grubun en yaygin
Ornegi genistein, daidzein (Sekil 2.49) [82,95].

Genistein Daidzein

Sekil 2.49 : Genistein, daidzein.

2.2.6.5 Antosiyanidin ve Deoksiantosiyanidinler

Antosiyanidinlerin C halkasi1 bir pirilyum katyonudur. Asagidaki yaygin olarak
dagilmis renkli bilesikler disinda, antosiyanidinler tipik olarak serbest aglikonlar
olarak bulunmazlar; pelargonidin (turuncu-kirmizi), siyanidin (kirmizi), peonidin (giil
kirmizisi), delfinidin (mavi- menekse), petunidin (mavi-mor) ve malvidin (mor) (Sekil
2.50). En yaygin antosiyanidin, cyanidindir. Bu bilesikler, yapraklar veya g¢igek
yapraklar1 gibi renkli bitki dokularinin vakuollerindebulunur. Pigmentin rengi pH'a,

mevcut metal iyonlarma ve baglanan seker ve metoksikombinasyonuna baglidir.
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Birka¢ antosiyanidin kombinasyonunun varhigindan da farkli renkler
cikabilir[87].
OH

OH

OCH3
Pelargonidin OH
OH

OH

Delfinidin OCH,
Peonidin

H
OH °

OH CH:!

Petunidin Malvidin

Sekil 2.50 : Antosiyanidin 6rnekleri.
Diger antosiyanidinler de iki gruba ayrilabilir:
1. C5 veya C7 pozisyonunun metoksi grubuyla siibstiitie olanlar,
2. C3 pozisyonunda bir hidroksil grubu icermeyen deoksiantotosiyanidinler

Apigeninidin,luteolinidin (Sekil 2.51 ), deoksiantosiyanidilere 6rnektir [87].

OH

OH
OH

8 w

Xy HO QLW

HO (0)

X
=
=
OH
OH
Apigeninidin
RIS Luteolinidin

Sekil 2.51 : Apigeninidin, Luteolinidin.
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2.2.6.6 Antosiyaninler

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin suda ¢oziiniir glikozitleridir. En yaygin glikozit, 3-
glikozittir. ikinci bir seker varsa, hemen hemen her zaman 5-hidroksil
pozisyonundadir. En yaygin seker glikoz olsa da, bazen arabinoz gibi diger sekerlerin
varlig1 da gozlenir. p-kumarik asit, kafeik asit ve ferulik asit (Sekil 2.52 ) bu grubun
orneklerindendir[86].

HO '

HO
Kafeik asit

=g OH

p-kumarik asit

HO
Ferulik asit

Sekil 2.52 : Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit.

2.2.7 Lignanlar

Lignanlar, monolignollerin p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkol (Sekil 2.53
) gibi birlesmesinden kaynaklanan dimerler veya oligomerlerdir. Koniferil alkol,
linyanbiyosentezinde kullanilan en yaygin monolignoldiir. Liganlar egrelti otlarinda,
acik tohumlularda ve anjiyospermlerde bulunur. Odunsu saplarda ve tohumlarda
bulunurlar ve bocek caydirici olarak rol oynarlar. Bu bilesiklerin bazilar1 tibbi

ozelliklere sahiptir[82].

OH OH OH
/ ‘
\
OCH5  HyCO 9CHs
OH
OH OCH,
p-kumaril alkol koniferil alkol sinapil alkol

Sekil 2.53 : Lignan 6rnek yapilart.
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2.2.8 Tanenler

Tanenler, genis bir ¢esitlilige sahip bir grup bilesik igerir. Proteinleri baglama ve
parcalam &zellikleri vardir. Ug gruba ayrilabilir; kondense tanenler, hidrolize

olabilen tanenler ve kompleks tanenler (Sekil 2.54 ) [87]

Yogunlastirilmig tanenler ayrica proantosiyanidinler olarak da adlandirilir. Flavan-3-

ol (katesin) birimlerinden olusan oligomerik veya polimerikflavonoidlerdir[87].

TANENLER

Kondense Tanenler Hidrolizlenebilen Tanenler

K leks T: I
ompleks fanenier /éallotanenler

Elajitanenler

Sekil 2.54 : Temel olarak tanenler.

Kompleks tanenler, bir katesin biriminin bir gallotannin veya bir ellagitannin

birimine glikosidik olarak baglandigi tanenler olarak tanimlanir [87].

Gallotanenler ve elajitanenler en basit hidrolize edilebilir tanenlerdir Gallik asit ve

elajikesit bu grubun en 6nde gelen 6rnegidir.

2.3 Kromatografi

Kromatograti, Yunanca chroma (renk) ve graphein (yazmak) sozciiklerinin
birlesmesiyle olusmus olup, ilk kez 1903 yilinda Rus botanik¢i Michael Tsvett
tarafindan renkli bitki pigmentlerini ayirma amagli kullanilmistir. Giiniimiizde
kullanilan kromatografi , kimyasal bir matriksin uygun bir ¢6ziicii ile fiziksel ve
kimyasal ozelliklerine gore etkileserek bilesenlerine ayrilmasi islemleri i¢in genel
olarak kullanilan terimdir. Coziicii mobil faz olarak adlandirilirken, ¢oziiciiniin i¢inden
gectigi ortam sabit faz olarak adlandirilmaktadir [96]. Kromatografik temelli

yontemler ayrilma mekanizmalarina gore;

1)Adsorpsiyonkromatografisi
2)Dagilma (Partisyon) kromatografisi
3)iyon degistirme kromatografisi

4)Molekiiler eleme kromatografisi (Jel krom.)
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5)Afinitekromatografisi (Kimyasal krom.) seklinde siniflandirilabilir.
Kromatografi metodu uygulama bigimine gore;

1)Kagitkromatografisi

2)ince tabaka kromatografisi (ITK)

3)Siitun (kolon) kromatografisi (CC)

4)Gaz kromatografisi (GC)

5)Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) seklinde
siniflandirilabilir.

Kromatografinin esas hedefi belirli bir matriksin kimyasal iceriginin ve miktarinin
belirlenmesidir. Mobil faz sivi , gaz veya siiper kritik akiskan olabilirken, sabit faz
silika kapl aliiminyum tabakadan, kapiller cam tiiplere kadar degisik materyallerden

olusabilir [96,97].

2.3.1 Sivi kromatografi

Sivi kromatorafisi (LC), tim analitik ayirma tekniklerinin en yaygin kullanilanidir.
Son 50 yilda LC biiyiik gelisme kaydederek cam kolonlardan yiiksek basingta ¢alisan
sofistike sistemlere evrildi. Bugiin, neredeyse tim LC, basingli akis kullanilarak
yapilmaktadir ve LC ve HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi) kisaltmalari

birbirinin yerine kullanilmaktadir [97,98].

HPLC bir sivida ¢oziinmiis matriksin, kolona yerlestirilmis sabit faz ile farkh
etkilesimler yaparak sabit fazda farli hizlarda ilerlemesi ve farkli zamanlarda
kolondan ayrilmasi esasina dayanir. HPLC ayirma mekanizmasina ve durgun faz
tipine gore smiflandirilir. Partisyon, jel kromatografi, adsorbsiyon bunlara 6rnek
verilebilir. Bu modern cihazlarin yiiksek duyarlilik, ugucu olmayan bilesiklerin anaiz
edilebilmesi, islem siiresinin kisa siirmesi, diisiik konsantrasyonlarda dahi duyarlh
olmasi, analizin oda kosullarinda gerceklesebilmesi gibi avantajlarinin yani sira

yiiksek maliyetli olmasi en bilyiik dejavantajidir [99].

Giinlimiizde kullanilan HPLC cihazlarinin ana bilesenleri; mobil faz rezervuari,

degazer, pompa, enjeksiyon valfi, kolon, dedektor olarak siralanabilir [100].

2.3.1.1 Mobil Faz

Matriksi kolona tasiyan ve kolonda yani sabit faz iginde hareket fazdir. Mobil faz eliie

edilmek istenen analite gore ve kullanilan kolona gore degisiklik gdstermektedir.
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Mobil fazin se¢imi eliisyonu direkt etkiler. Mobil fazin sisteme uygulama yontemleri;

izokratik, gradiyent ve politipik olarak adlandirilir.

Izokratik eliisyonda analit sistemin basindan sonuna ayni mobil fazla ayristirilir.

Boylece matriksteki bilesikler kolonda ayni1 anda, farkli hizlarda gog ederler.

Gradiyeneteliisyon; polariteleri birbirinden farkli birden fazla mobil fazlarin,
elisyonda kullanildig1 sistemlerdir. Kolondan gegen hareketli fazin polaritesi
sistematik bir sekilde degistirilir.

Politipik mobil faz, karisik tip kromatografilerde uygulanabilecek bir yontemdir. Ayni
kolonu kullanarak farkli kromatografik yontemler uygulanabilir [100,101].

2.3.1.2 Degazor

Hareketli fazin iletimi esnasinda olusan hava kabarciklarini1 ve ¢6zlinmiis olan havay1
sistemden uzaklastirmak i¢in kullanir. Havanin sistemden uzaklasmamasi dedektor

sinyalinin bozulmasina ve 6l¢iim hatalarina yol agar [100].

2.3.1.3 Pompa

Likit kromatografide pompa ¢oziici sisteminin sabit basing yardimiyla tim
sistemdeki siirekli akis1 saglar. Coziicii sistemi olarak kullanilan kimyasallarin
korozyonuna kars1 dayanikli olmasi, %0.5 veya daha 1yi bir akis tekrarlanabilirligini
yapabilmesi, dakikada 10uL — 2mL mobil faz akisini saglayabilmesi gibi sistemin

stirekliligini saglayici 6zelliklere sahip istenir [98].

2.3.1.4 Numune Enjeksiyonu

Cogunlukla valf enjektorii olarak bilinen tek tip enjektor tercih edilir. Dongii enjektori
(bazen valf enjektorii olarak da bilinir), s1vi bir numuneyi sisteme dahil etmenin bir
yoludur ve igine geleneksel bir siringa kullanilarak numunenin belirli bir hacimde
enjekte edildigi bir halkadan olusur. Kolonu mobil faz ile dengede tutmak ve
kromatografik performansi korumak i¢in numune enjeksiyonu yapilirken, valf yoluyla
kolona istenen akis hizinda mobil faz da pompalanir. "Enjeksiyon" gerektiginde,
donen anahtar hareket ettirilir ve akis sisteme dahil edilir, bdylece numune kolonun
iistline aktarilir ve mobil fazla sanki yikanircasina muamele edilirekeliisyon

gerceklestirilir [98].
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2.3.1.5 Kolon

Kolon, HPLC ayirma islemlerinin kalbidir. Ayrimin istenen netlikte olmasi kolonun
ozelliklerine baglidir. Stabilesi yiiksek bir kolon ile yapilan HPLC, giivenilir sonug
veren, tekrarlanabilir bir yontem gelistirmede ¢ok dnemlidir. Mobil faz, ¢calismanin
yapilacagi matriks ve kolonun dolgu maddesinin yani sabit fazin fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri goz Oniinde bulundurularak belirlenir. Sabit fazin partikiil buytkligii,
partikiil  sekli Polar molekiiller polar molekiillerle, apolar molekiiller
apolarmolekkiillerle daha ¢ok etkilesime girer. Kolondaki hareket bu prensip etrafinda
sekillenir. Sabit faz polar olup mobil faz apolar oldugunda kolondan ilk 6nce apolar
molekiiller ¢ikacaktir. Sabit faz apolar olup mobil faz polar oldugunda kolondan ilk
once polar molekiiller ¢ikacaktir. HPLC kolonlarinin ¢ogu 5-25 cm boyunda, i¢ ¢ap1
3-5 mm ve kolona (Sekil 2.55’de 6rnek kolon gosterilmistir) yerlestirilen sabit fazin
partikiil cap1 3-5 um arasindadir. Sabit fazin; saflig1, patikiilsekli,partikiil biiyiikligi,
ylizey alani, por biiytikliigl gibi 6zellikleri kolonun aktifliginde etkilidir[98,102,103].
Kolona analit yiiklenmeden 6nce mobil faz ile sartlandirma yapilir. Bu kolondaki
etkilesecek dolgu maddesinin yiizey alanini artirir ve analizi olumsuz etkileyecek
kalintilar1 uzaklastirir. Bu agama analitin sabit faza diizgiin tutunmasini sagladigi gibi

analizle ilgisi olmayan piklerin bertaraf edilmesini saglar[104].

Sekil 2.55 : Ornek HPLC kolonu .

Adsorbsiyon temelinde ayirim yapan HPLC sistemleri normal faz ve ters faz olmak

tizere ikiye ayrilir.

Normal faz HPLC; mobil fazin, sabit fazdan daha az polar oldugu bir HPLC sistemidir.
Diisiik polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Kolon dolgu maddesi olarak polar
yapidaki silikajel-Polimer ve {izerine —CN, -NO2 veya -NH2 baglanmis olan dolgu
maddeleri kullanilir. Ters faz HPLC; mobil fazin sabit fazdan daha polar oldugu HPLC
sistemidir. Yiiksek polariteye sahip molekiil kolondan ilk ¢ikar. Kolon dolgu maddesi
Silikajel-Polimer ve iizerine C18, oktil veya fenil gruplari, metil, etil ve -NH2 gruplar1
baglanmis dolgu maddeleri kullan1lir[98,100]. iyon degistirme, kiral ayirma ve boyut

disalama diger HPLC tekniklerindendir ve bu sistemlere uygun kolonlar kullanilir.
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2.3.1.6 Dedektor

Dedektorler, kolondan ayrilan maddelerin referans maddelerle kiyaslanip elde edilen
sinyalleri kromatogram iizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan araglardir.
Dedektorler kolon sonrasina monte edilir. HPLC i¢in ideal bir dedektor; genis
konsantrasyon araliginda, yiiksek duyarliliga, diisiik giiriiltii seviyesine, hedeflenen
madde i¢in segicilige sahip olmali. Dedektorsegimi HPLC yonteminin basarisi igin ¢ok
onemlidir. UV, floresan, elektrokimyasal, iletkenlik ve kirilma indisi dedektorleri
dahil olmak tizere farkli dedektorler kullanilmaktadir ve her birinin belirli avantajlar

ve dezavantajlar1 vardir [98,101].

UV en ¢ok kullanilan dedektor olup, mor &tesi goriiniir bolge cihazlari ile ayni teknik
yapidadir. Normal UV Dedektorlerdeanalitin gegtigi hiicrede bir UV lambasi, bir
monokromotor, fotodiyatdedektoér bulunur. Analitin absorpsiyon yaptig1 dalga boyu
secilerek bu dalga boyunda calisilir. Ancak UV dedektoriiniin kullanilabilmesi igin
analitin de belli 6zelliklerde olmasi gerekir. Her analit icin UV dedektor kullanilmaz.
UV dedektoriiniin sinyal verebilmesi i¢in analitin yapisinda ©t-----% gegislerinin
yeterli oranda mevcut olmasi gereckmektedir (kromofor grup igermeli). m-----7
gecislerinin olmadigi organik bilesikler UV dedektorle tespit edilemez. Alkoller ve
karbohidratlar yiiksek derisimde dedekte edilebilir [105].

Kimyasal analizlerde kullanilan dedektorler analizde kullanilan aletin “g6z”leridir. LC
kullanan, analitik analiz yapan uzmanlar i¢in MS, en c¢ok tercih edilen
dedektorlerdendir. MS dedektdrii en temelde iyonlastirma, iyon filtreleme ve analiz
seklinde boliimlere ayrilabilir. Iyonlastrma yonteminde farkli  yOntemler
kullanikmaktadir. Elektrosprey iyonizasyon (ESI) , Kimyasal Iyonizasyon (CI), Hizl
Atom Bombardimani(FAB), ve Atmosferik Basing Iyonizasyon (API) yontemi MS’de
iyonlagtima i¢in kullanilan yontemlerdendir. API yontemi LC-MS sistemi igin
kullanilan yaygin bir iyonizasyon metodudur. Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve
Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon (APCI) iki API teknigidir[100,106]. ESI,
kismi yiike sahip ve ugucu Ozellikte olmayan analitler i¢in uygun bir iyonizasyon
metodudur. Bu yontemle c¢alisilmasi en uygun analitler; proteinler, peptitler, niikleik
asitler, farmasetikler ve dogal iriinler sayilabilir[97]. Sisteme gelen analit voltaj
uygulanan bir igneden piiskiirtiilerek damlaciklara ayrilir ve iyonlasan analit transfer

odacigina yol alirken ¢6ziicli buharlagarak sistemden uzaklasir. m/z analizorlerinde ise
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2-D dort kutuplu,3-D dort kutuplu iyon tutcu, siiriikleyici tiip veya TOF cihazlari , iyon

siklatron rezonans cihazlar1 (ICR) gibi cihazlar mevcuttur [106].

2.3.2 LC-MS

Sivi kromatografide (LC), ilgilenilen bilesik (ler), karmasik bir karigimin pargasi
olarak bulunur ve kromatografik teknigin rolii, bu karisimin bilesenlerinin
tanimlanmasina veya nicel analizine izin verecek sekilde ayrilmasini saglamaktir.
Kromatografinin tek basmna temel sinirlamasi, bir karisimin bilesenlerinin
birbirlerinden tamamen ayrilsalar bile kesin bir sekilde tanimlanamamasidir.
Tanimlama, benzer deneysel kosullar altinda belirlenen referans malzemelerinkilerle
bilinmeyen numunenin alikonma stiresinin (Rt) karsilastirilmasina dayanir. Bununla
birlikte, var olan o kadar ¢ok bilesik vardir ki, bir bilinmeyen ve bir referans
malzemenin ortiisen Ozellikleri, deneysel hata sinirlar1 dahilinde 6zdes olsa bile,
analist, iki bilesigin ayn1 oldugunu kesin olarak sdyleyemez. Analist i¢in bir dizi
kromatografik kosul mevcut olmasina ragmen, bir karisimin tiim bilesenlerinin tam
olarak ayrilmasini saglamak her zaman miimkiin degildir ve bu, ilgili analit (ler) in
kesin ve dogru kantitatif tayinini engelleyebilir. Bu tek basina kullanildiginda LC
tekniginin handikapidir [97].

Kiitle spektrometrisinin giicii, birgok bilesigin kiitle spektrumlarinin, tam bir kesinlikle
olmasa bile, yliksek derecede bir giivenle tanimlanmalarina izin verecek kadar spesifik
olmasi gerceginde yatmaktadir. Bununla birlikte, ilgilenilen analit bir karigimin
parcasi olarak karsilasilirsa, elde edilen kiitle spektrumu mevcut tiim bilesiklerden
iyonlar1 icerecektir ve ozellikle ilgilenilen analit bu karisimin kiiciik bir bileseni ise,
herhangi bir kesinlik derecesi ile tanimlama imkansiz degilse de ¢ok daha zor hale
gelecektir. Kromatografinin ayirma kabiliyetini, kiitle spektrometresinin tanimlama
yetenegi ile birlestirmek ¢ok basarili bir hibrit teknolojinin agiga ¢ikmasini saglamistir.
Oyle ki LC ve MS cihazlarinin tek basina kullanildiginda agiga ¢ikan karanlik noktalar
beraber LC-MS olarak kullanildiginda tamamen ortadan kalkmaktadir [97].

Bir detektor olarak kiitle spektrometresinin bir avantaji, benzer alikonma siiresine
sahip bilesiklerin iyonlastirilarak farklilagmasina izin verebilmesidir. LC ve MS
sistemlerinin beraber kullanimi i¢in analitik metotlar gelistirilerek iki cihazin uyumu

en list seviyeye ¢ikarilir [98].
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2.4 Analitik Metot Validasyonu

Metot validasyonu, Ol¢iim i¢in kullanilacak bir prosediiriin istenen hedef igin
kullanilabilirligini  nesnel yollarla  degerlendirilerek  uygun parametrelerle
raporlanarak kanitlanmasidir[107]. Metot validasyonu, nicel 6l¢iim standardizasyonu
yapilacak analitik bir yontem gelistirildiginde, laboratuarda ¢aligilmakta olan metotta
degisiklige gidildiginde, validasyonu yapilmis bir yontem farkli bir laboratuvarda
uygulanacag1 zaman veya farkli bir kisi ya da farkli bir 6l¢iim aletinde uygulanacagi
zaman, iki metodu kiyaslamak ve metot etkinliginde zamanla degisim tespit

edildiginde uygulanmalidir [108].

2.4.1 Validasyon Parametreleri

Performans karakteristikleri i¢in oncelikle asagidaki temel gegerli kilma (validasyon)
parametrelerinin  belirlenmesi  gerekir. Uygulanamayan parametreler varsa
“uygulanamaz” ifadesi kullanilir. Metot i¢in farkli parametreler degerlendirmeye
katilmas1 gerekiyorsa bu parametrelerde validasyona dahil edilir. Nicel analizler i¢in

metot dogrulama igin kullanilan parametreler;

e  Ozgiinliik (Specifity)
e Dogrusallik (Linearity)

e Gozlenebilme siirt (LOD; Limit of Detection), Tayin sinirt (LOQ; Limit of
Quantification)

e Olgiim Araligi (Range)
e Dogruluk
> Kesinlik
= Tekrarlanabilirlik
= Tekrariiretilebilirlik (laboratuarlar arasi)
» Gergeklik
= Bias

= Geri kazanim

seklinde siralanabilir [109,110].
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2.4.1.1 Ozgiinliik (specificity)

Uygulanacak metodun aranan maddeyi karisim ortaminda dogru ve spesifik olarak
kalitatif ve kantitatif tayinini yapabilmesidir. Yani aranan maddeye ait nicel degerleri
saptayabilmesidir. Referans madde analiz edilir ve daha sonra bu referans madde
farkli matiksler iceren numunelere eklenerek LC kromatogram pikleri incelenir ve

Ozgiinlestirilir [109].

2.4.1.2 Ol¢iim Arahg (Range)

Gergek matriksi¢indeanalitin kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla tespit edilebildigi
konsantrasyon araligidir. Referansin farkli konsatrasyonlarinin élgimleri sonucunda

belirlenen dogrudan sapmanin olmadig aralik olarak da tanimlanabilir[111].

2.4.1.3 Dogrusallik (Linearity)

Olgiim sonuglarinin matriks ortamindaki hedef maddekonsaytrasyonu ile sinyal
arasindaki iliskinin dogru orantili oldugu Ol¢iim araligidir.  Dogrusal aralik
kalibrasyon egrileri tespit edilerek belirlenir belirlenir. Deneysel verilerin dogrusal bir
egriye nev kadar iyi uydugunun en iyi 0lciitii, regresyon analiz isleminde hesaplanmis
“determinasyon katsayisidir (R2).” R2 = 1 olmasi, deneysel verilerin kusursuzbir
dogrusal egri saglandiginin kanitidir. Ne kadar ¢ok veri noktasit varsa, R2 ’nin

giivenirligi o kadar yiiksektir [100,111].

2.4.1.4 Gozlemlenebilme ve Tayin simir1 (LOD/LOQ)

Metoda ait tayin sinir1 (Limit of Detection, LOD) hedef maddenin tanimlanabildigi en
diisiik analitderisimidir. Gozlemlenebilme sinirin1 belirlemek igin farkli hesaplamalar
yapilmaktadir. Ornegin; en diisiik derisimdeki analit sinyali ile kdr numunenin sinyali
Olctilerek sinyalin giiriiltiiye oran1 hesaplanmaktadir. Bu oranin 3’¢ 1 ya da 2’e 1

olmasi kabul edilebilir degerlerdendir [112].

Tayin limiti (Limit of Quantification, LOQ) ise hedef maddenin kantitatif analizinin
yapilabildigi en diisiik analitderisimidir. Tayin limiti LOD degerinin 3.3 kat1 olarak
hesaplandigr gibi  standart sapmanin egime oranmin 10 kati seklinde de

hesaplanmaktadir [112].
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Metot validasyonu ¢alismalarinda hesaplanan LOD ve LOQ’nun mutlaka

dogrulanmasi gerekir. Bunun i¢in kor drnek i¢ine bu konsantrasyonlarda spike yapilir
[108].

2.4.1.5 Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk parametresi iki alt baglikta incelenir. Bunlar gergeklik ve kesinliktir.

Dogruluk tespit edilen 6l¢iim ile gercek degerin birbiri ile ortiismesinin bir 6l¢iistidiir.

Gergeklik (Trueness)

Gergeklik i¢in sistematik hata (bias) hesab1 yapilir. Sistematik hata bir analitik bir
metodunun gergek sonucla Ortlisen degeri verebilme kabiliyetinin Slgiistidiir. Bias
degerinin belirlenebilmesi i¢in dogru oldugu kabul edilen referans 6l¢lim miktar
bilinmelidir. Ger¢ek deger sertifikali referans materyallerden (SFM), gegerli bir
metodun Sl¢limii sonucu veya yeterlilik testleri sonucunda elde edilebilir. Bu ii¢
hesaplama sekli i¢in ortak nokta gercek degerin baska laboratuvarlarda da yapilan
analizler sonucunda elde edilmis olmasidir. Gergekligin tespiti igin SFM, valide
edilmis bir metot ve yeterlilik testinin bulunmadigi durumlarda geri kazanim
(recovery) hesaplamast kullanilir. Geri kazanim hesaplamasinin  kolayligi
orjinalmatrikste analiz yapilarak hesaplanabilmesidir. Geri kazanimi hesaplamak i¢in
orijinal matriks yani validasyon ¢alismasinin yapildigi matriks, hedef analit ile spike
yapilir. Geri kazanim hesaplamalarinin  %110-80 aras1 oldugu ¢aligsmalarda metodun

gercege yakin sonuglar verdigi yorumu yapilabilir [108] .
Kesinlik (precision)

Kesinlik analiz sonuglarinin birbiri ile 6rtlismesinin bir 6l¢iisiidiir. Bu analliz 6zellikle
konsantrasyona bagli analizler olmalidir. Kesinlik terimi analiz sonuglari arasindaki
yakinlig1 ifade eder. Kesinlik dogrulugun bir parametresi olarak rastgele hatalarin
dagilimmi gosterir. Kesinlik ol¢limiinii 4 faktor etkilemektedir. Bunlar zaman ,
kalibrasyon , analizi yapan kisi (ayn1 veya degisik operatorler) ve analiz malzemeleri(
analizde ayn1 veya degisik ekipmanlarin kullanilip kullanilmadigi) olup bu etkenlerin
gosterdigi farklilasmaya gore kesinlik de degismektedir[113].Tekrarlanabilirlik ve
tekrartiretilebilirlik kesinligin 6l¢iildiigii iki parametredir [114].
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Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araliginda yapilan 6lgiimlerin birbirine yakinliginin
Olclilmesidir. Tekrar tretilebilirlik, farkli zaman ve numune ile farkli laboratuvarda

yapilan 6l¢timlerin birbirine yakinligidir. [114]

2.4.1.5 Analizlerde Olgiim Belirsizligi

Olgiilen biiyiikliige anlamli olarak iliskilendirilen degerlerin dagilimmi karakterize
eden, Ol¢iimiin sonucuyla iligkili bir parametredir. Standart sapma olarak ifade
edildiginde 6l¢iim belirsizligi standart belirsizlik olarak adlandirilir ve genellikle “u”
ile gosterilir. Raporlama i¢in genisletilmis bir belirsizlik olan “U” kullanilir.
Belirsizlik birden fazla kaynaktan kaynaklanabilir. Analitik sonuglarda rastgele
varyasyon gormek yaygindir ve ¢ogu analist kalibrasyon igin referans materyalleri
kullanir, bu nedenle hem rastgele hata hem de referans materyal belirsizligi sonugtaki
belirsizlige katkida bulunur. Belirsizlik birden fazla kaynaktan kaynaklanabilir.
Analitik sonuglarda rastgele varyasyon gormek yaygindir ve ¢gogu analist kalibrasyon
icin referans materyalleri kullanir, bu nedenle hem rastgele hata hem de referans
materyal belirsizligi sonuctaki belirsizlige katkida bulunur. Ayri belirsizlikleri

kullanmak ve birlestirmek icin birka¢ adim gereklidir:

1. Net bir "6l¢iilen biiyliklik" tanimin1 yazin; yani, dl¢lilen drnegin net olarak

belirlenmesi

2. Tim ilgili belirsizlik kaynaklarmin (agirlik 6l¢iimii, hacim dl¢timii, sicaklik

vs.) kesin olarak belirlenmesi
3. Her bir belirsizlik kaynaginin standart bir belirsizlige doniistiiriilmesi

Tespit edilen tiim standart belirsizliklerin birlestirilmesi ve hatta gerekirse uygun bir
kapsan faktorii ile ¢arpilmasi [115].

2.5 Asetilkolinesterazlar ve Alzheimer Hastahg

Diinya genelinde yaklagik 15 milyon insani etkileyen ve yash insanlar igerisinde en
stk bunama neden olan 6nemli bir saglik sorunudur. Alzheimer hastaligi, beynin
hipokampiis ve neokorteks gibi yiiksek mental fonksiyonlarin meydana geldigi
bolgelerinde néron kayiplari ile karakterize ilerleyici bir nérodejeneratif hastaliktir.
Klinik semptomlarin ortaya ¢ikisindan 6liim arasinda gegen siirenin ortalama 8.5 yil
oldugu bildirilmistir[116].Hastalik, hafizda kayip, diisiincede daralma ve kisilik

ozelliklerinin degisimi olarak kendini gostermektedir [117].
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Alziheimer hastaliginin olusum mekanizmasinda Beta Amiloid proteinlerinin ve Tau
proteinlerinin ndron hiicresi icerisinde birikimi gosterilmistir. Beta Amiloid proteini,
amiloidprekiirsér proteininin (APP) yikim iirlinii olarak olusur. Alzheimer
hastalarinda, olusan Beta Amiloid proteininin hiicre disina atilmasi problemin ana
kaynagini teskil etmektedir. Alzheimerli hastalarda oldugu gibi saglikli bireylerde de
beta-amiloid iiretilmektedir ancak Alzheimerli hastalarda beta-amiloidlerin yikiminda
ve hiicre disina atilmasinda sorun yasanmaktadir. Bu nedenle hiicre igerisinde Beta
Amiloid protein birikimi meydana gelir. Bu birikim noéron hiicresinde oksidatif strese
neden olmaktadir. Hiicre igerisinde artan oksidatif stres apoptotik yolaklarin
aktivasyonuna neden olarak ndron hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir [118].
Alzheimer hastaliginin olusumuna neden oldugu 6ne siiriilen bir diger mekanizma ise
hiicre igerisinde nofibriller lifler olarak adlandirilan hiperfosforiletau proteinlerinin
ndron hiicresinde birikimidir. Yine hiicre i¢inde plaklar halinde biriken noérofibriler
lifler apoptotik yolaklar1 aktifleyerek noron hiicresinin 6liimiine neden olmaktadirlar
[119]. Noron hiicresi igerisinde amiloid proteini ve tau proteinlerinin birikimi kognitif
fonksiyonlar1 a¢isindan saglikli insanlarda da gozlenebilir. Ancak Alzheimer
hastalarinda hiicre i¢i plak birikiminin yanisira hiicre 6liimiiniin neden oldugu artmis
enflamasyon,noral hiicrelerin kaybi ile birlikte noronalsinapslarin da kaybina yol
acmaktadir.Noronalsinapslardaki kayiplar ise ndronlar arasi iletisimde dnemli bir rol

oynayan kolinerjik sistemde bozulmalara neden olmaktadir [120].

Kolinerjiksistem hem periferik hem santral olmak f{izere tiim sinir sisteminde
mevcuttur. Salgiladiklar1 norotransmitter ile ndron hiicreleri arasinda uyarilarin
iletilmesini  saglarlar [121]. Beyindeki bilissel fonksiyonlarmn yiritildigi
merkezlerde kolinerjikndrotransmitterlerin bol bulunmasi nedeniyle bu bolgelerdeki
kolinerjiknérotransmitterlerin kaybinin Alzheimer hastaliinda gozlenen kognitif
fonksiyon kaybina katkida bulundugu &ne siiriilmiistiir [120]. Insan beyninde temel
olarak Asetilkolin (ACh) ve Glutamat olmak iizere 2 kolinerjiknorotransmitter bulunur

[122].

Asetilkolin (Ach) insan viicudunda kolinerjik sistemin en 6nemli ve en bol bulunan
ndrotransmitteridir [121]. Insan beyninde yaygin ve bol bulunmasimdan dolayi
kolinerjik sistemin dikkat, 6grenme, uyku, uyaniklik, hafiza, stres cevabi gibi dnemli

noronal siireclerde ve kritik fizyolojik olaylarda gorev almasi siirpriz degildir [123].
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Ayrica yapilan ¢alismalarda, Alzheimer hastalarinda kolinerjik ndronlarin kaybinin

hafiza kaybi gibi biligsel fonksiyonlarda kayba neden oldugu gosterilmistir [124].

Ach sentezi kolinerjik noronlarin sitoplazmasinda asetilkolintransferaz enzimi
araciligiyla kolin ve AsetilKoenzim A molekiillerinden gergeklesir. Daha sonra
sentezlenen asetilkolinsinaptik vezikiiller aracilifiyla hiicre igerisinde depo edilir
[125]. Noron hiicresi uyarildiginda sinaptik vezikiillerdeki asetilkolinsinaptik araliga
dokiilerek hedef reseptorlerinin uyarilmasi saglanir. Ancak sinaptik araliktaki
asetilkolinin fizyolojik kosullarda uyarilma islevinin son bulmasi i¢in ivedilikle
inaktive edilmesi gerekir. Bu islem ise asetilkolinesteraz enzimi araciligiyla
gerceklestirilerek Ach’nin kolin ve asetata yikilmasi saglanir [126]. Ach’in insan
norolojik sisteminde etkiledigi Nikotinik ve Muskarinin olmak {iizere iki reseptor
grubu vardir. Her iki reseptor tipi hem periferik hem de santral néron sistemde
bulunmaktadirlar ve pek ¢ok alt tipe sahiptirler[127]. Reseptorlerin uyarilmasi sonucu
meydana gelen olaylar, reseptoriin ndronda bulundugu yere (presinaptik ya da
postsinaptik), uyarilan néronun sahip oldugu reseptor alt tipine ve uyarilan néronun
viicutta bulundugu yere gore degismektedir [128]. Santral sinir sisteminde bulunan
nikotinik reseptorler Achtarafindan uyarildiginda, ¢ok 6nemli néronal olaylarda gorev
alan glutamat, GABA, dopamin, seratonin ve norepinefrin gibi farklhi
norotransmitterlerin salinimini saglar[129,130]. Alzheimer hastalarinda gozlenen
hafiza kaybi, 6grenme eksikligi gibi biligsel fonksiyonlardaki bozulmanin siddeti,
frontal lob, niikleus bazalis ve hipokampal bolgelerdeki sinaptik iletimdeki kayiplarla
oldukga iligkili oldugu gosterilmistir [131,132]. Ayrica, dopamin, seratonin ve
norepinefrin salgilanmasini etkiledigi i¢in Alzheimer hastaliginda goézlenen apati ve
depresyon gibi psikolojik semptomlardan da sorumlu tutulmustur [133].Tim bu
etkilerinden dolayr Alzheimer hastalarinda, Ach konsantrasyonunun normal
seviyelerde tutulmasi tedavi hedefi olarak belirlenmistir. Sinaptik araliktaki Ach
yikimini 6nlemek ve Ach miktarinin belirli bir diizeyde kalabilmesi i¢in ilk 6nce
Ach’nin yikimini saglatan asetilkolinasteraz enziminin inhibisyonu hedeflenmistir
[134]. Giincel asetilkolinesteraz inhibitorleri gergekten de kognitif semptomlarini
azaltmak ve hastaligin ilerlemesini durdurmak suretiyle hastalarin hayat kalitesinde
gbzle goriiliir bir 1yilesme saglamislardir. Ancak bu 1yilik halinin 1-3 yil gibi bir siire

ile sinirli kalmasi bilim adamlarint yeni molekiil arayislarina zorlamaktadir [135].
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Glutamaterjik hipoteze gore, Alzheimer hastalarinda biligsel gerileme, glutamat
tarafindan N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin asir1  aktivasyonundan
kaynaklanan néronal hasar sonucu olusmaktadir. Ogrenme ve hafizada ¢ok onemli
olan NMDA reseptorlerinin stirekli diisiik seviyeli aktivasyonu, sinaptik yariktaki
astroglial hiicrelerin glutamat geri alimindaki eksikliklerden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir [136].

2.6 Antioksidanlar

Canli metabolizmasinda antioksidanlarla oksidanlar arasinda oksidanlar Iehine yikim
metabolizmalarim1  destekleyen “oksidatif stres” olarak adlandirilan bir denge
mevcuttur. [137].Viicuda solunum yoluyla alinan oksijenin mitokondride gerseklesen
reaksiyonlar1 esnasinda reaktif ara iirlinler agiga ¢ikardigi tespit edilmistir[138]. A¢iga
cikan bu reaktif oksijenli iiriinler viicudun temel biyokimyasallarini (niikleik asit,
protein gibi) oksidayona ugratip viicutta tahribata yol acan mekanizmalar olusturabilir.
Oksidatif stresin denilen bu tahribatlarin, oksidasyonu destekleyen ciddi bir
dengesizlik, asir1 ROS ve serbest radikal iiretiminden veya antioksidan savunma
sisteminin zayiflamasindan kaynaklandigi sdylenmektedir. Siddetli oksidatif stres
hiicre hasarina neden olabilir. Bu nedenle oksidatif stresin onlenmesi, saglik ve
hastaligin onlenmesi i¢in Onemli olabilir [139]. Antioksidanlar serbest radikal
olusumunu ve serbest radikaller tarafindan olusan bu tahribati ortadan
kaldirilabilen,onarabilen, ve hiicre hasarin1 engelleyebilen maddelerdir[140].
Antioksidanlarin  olumlu etkileri sayesinde insan viicudu, gastrointestinal
hastaliklardan infertiliteye, kardiyovaskiiler hastaliklardan kansere kadar genis bir

hastalik spektrumundan korunmus olur [141].
Antioksidan savunma;
1. serbest radikallerin agiga ¢ikmasini dnlemek,
2. lirtin halindeki serbest radikallerin temizlenmesi,
3. radikallerin verdigi hasar1 onarmak,
4. Sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlariin durdurulmasi
5. Endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi

olarak bes baslikta kendini gosterir[142]. Antioksidanlar viicutta tretildigi gibi
(glutatyon, Melatonin, Biluribin, Albumin), disaridan besin yoluyla da alinabilir[137].
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Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak tizere ikiye ayrilir[143]. Dogal antioksidanlar
(Sekil 2.56), bitki ve hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte edilebilen bilesenlerdir.
Bitkiler, dogal antioksidan bilesiklerin temel kaynagii olusturmaktadir. Fenolik
maddeler dogal antioksidanlarin en énemli gruplarini olustururlar. Bunlar bitkilerin
tim kisimlarinda goriilebilen basit fenolik ya da polifenolik yapida maddelerdir.
Flavonoidler basta olamk tizere, kumarinler, sinnamik asit tiirevleri, terpenler,
takoferoller, fenolik asitler bitki antioksidanlarinin 6nde gelenleridir. Bu nedenle
yillardir besinlerin koku ve tat gibi 6zelliklerini arttirmak i¢in katki olarak kullanilan
baharat ve aromatik bitkiler sahip olduklar1 sekondermetabolitler ve etkileri arastirilip

ogrenildik¢e giderek daha ¢ok 6nem kazanmaktadir [144].

1-Stiperoksit Dismutaz
2-Katalaz
— Enzimatik —3-Glutatyon Peroksidaz
4-Glutatyon-s-transferaz
5-Glutatyon rediiktaz

— Endojen AO — 1-Glutatyon GSH
2- Melatonin
3-Transferrin
4-Seruloplazmin
5-Albumin
6-Bilirubin

7- Koenzim Q10
8. a-lipoik asit

—  Enzimatik

. . 1-Hidroksi-sinnamik asitler
Fenolik Asitler— ) ) , )
2-Hidroksi benzoik asitler

— Polifenoller 1-Flavonoller

Dogal Antioksidanlar

2-Izoflavanoidler
— Karetonoidler ) 3-Flavanoller
— Eksojen AO — Flavanoidler —

—AO Vitaminler

4-Antosiyanidinler
5-Flavanonlar
—~AO Mineraller 6-Flavonlar

Sekil 2.56 : Dogal Antioksidanlar.
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2.6.1 Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite (AOA) ve total antioksidan kapasite (TAC) deneyleri iki sekilde

katagorize edilebilir;

1. Model sistemlerde mevcut oksidasyon egiliminin Olc¢lilmesi; bu deneyler
hidrojen atomu transferi (HAT) ya da tek elektron transferi (SET)sistemine

dayanir
2. Radikal yakalama deneyleri

Hidrojen atom transferine dayali analizler, bir antioksidanin bir hidrojen atomu (H)
vererek serbest radikalleri sondiirme kapasitesini 6lger.Etkili bir fenolik antioksidan,
serbest radikallerin oksidasyonuna karsi koruyucu bir etkiye sahip olmasi i¢in hizh
reaksiyona girmelidir [145]. HAT esasli antioksidan Ol¢timleri normalde
antioksidanlar gibi ROO ¢ radikali ile reaksiyon verebilenbir floresan prob kullanir, bu
nedenle antioksidan aktivite, bir antioksidan yoklugunda ve varliginda
probunfloresansbozunma egrisi Olgiilerek rekabet kinetiginden belirlenebilir. HAT
bazli analizlerin tipik 6rnekleri arasinda ORAC, TRAP ve TOSC analizleri ve krosin

agartma testi bulunur [146].

2.6.1.1 ORAC deneyi

Peroksil radikali tarafindan gergeklesen oksidasyonun inhibisyonunu goriintiileyen ve
radikal zincir kirma yoluyla antioksidan aktivite 6l¢lim yapan deneylerdir. Bu tahlil,
baslangigta 2,2 " azobis (2 -metilpropionamidin) dihidrokloriir (AAPH) bir serbest
radikal olusturucu olarak ve B - fikoeritrin'inedef molekiil olarak kullanmistir, ancak
ikincisi son yillarda floresein ile yer degistirmistir. Yeni ORAC testi ayrica standart
olarak trolox (suda ¢dzilinebilen E vitamini analogu) olarak kullanir ve AOA olarak
ORAC degeri trolox esdegeri olarak ifade edilir [146]. Sekil 2.57°de Orac deney

mekanizmasi gosterilmistir.
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R-N=N-R —— N2 + 2ROO

ROO" + Prob(florasan madde) — ROOH + (Ylkseltgenmis prob
floresans azalir)

ROO'+ AH —» ROOH + A

ROO" + A ROOA

AH: Hidrojen verici antioksidan

Sekil 2.57 : Orac deneyi mekanizmasi.

2.6.1.2 TRAP deneyi

TRAP testi, antioksidanlarin peroksil radikalleri ile bir hedef prob arasindaki
reaksiyonu inhibe etme kabiliyetine dayanmaktadir; bu, baglangicta ABAP'nin termal
ayrigmast ile indiiklenen peroksidasyon siirecinde O2'nin (sonda olarak) tiiketilmesidir.
02 aliminin gecikme siiresi, yani indiiksiyon siiresi, kantitatif olarak Olciilebilir ve
TRAP degerinde plazma 6rneklerinin TAC'sini ifade etmek i¢in kullanilabilir (Wayner
ve digerleri, 1985). Bu yontem o zamandan beri daha genis bir prob, baslatict ve son

nokta ol¢iim araligi kullanilarak bir¢ok versiyona doniistiirilmistiir [146].

2.6.1.3 TOSC deneyi

TOSC testi, ROS igin o -keto - y - metiyolbiitirik asit (KMBA) ile rekabet eden
antioksidan bilesiklerin varliginda etilen olusumunun inhibisyonuna dayanir (bir
kontrol reaksiyonu headspace gaz kromatografisi (GC) ile izlenir).GC kullanimi, bu

yontemin yiiksek verimli bir tahlil olarak gelistirilmesini engeller [146].

2.6.1.4 Krosin agartma deneyi

Bu tahlil, bir antioksidan ile dogal olarak olusan bir karotenoid tiirevi olan krosinin
rekabetgi kinetik reaksiyonuna dayanmaktadir. f -Karoten de kullanilir, ancak 470
nm'de - karotenin renklerinin giderilmesinin birden fazla yolla meydana gelebilmesi
nedeniyle, krosin genellikle sonuglarin yanlis yorumlanmasini 6nlemek i¢in kullanilir.
ET (elektron transferi) analizleri olarak da adlandirilan tek elektron transfer tabanli
deneyler, bir antioksidanin metal iyonlarini, karbonilleri ve radikalleri azaltmak igin
bir elektron transfer etme kabiliyetini tespit eder. Antioksidan etkinin SET
mekanizmalari asagidaki reaksiyonlarla 6zetlenebilir [148]. Deney mekanizmasi Sekil

2.58°de gosterilmistir.
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Krosin-H (orange ) + ROO* —— Krosin® ( renk agilmig) + ROOH

Krosin-H (orange ) + ROO*+ AH —» Krosin"+ ROOH + A’
Sekil 2.58 : Krosin agartma deneyi mekanizmasi.

2.6.1.5 Folin - Ciocalteu testi

FC yontemi, alkali (karbonat) soliisyondaki fenol bilesiklerinin  bir
molibdotungstofosfatheteropolyanyon reaktifi ile oksidasyonuna dayanir ve 750-765
nm'deabsorbans yaparak renkli bir tiriin verir (Singleton ve ark. 1999). Fenolikler ile
ozel iliskilendirilebilirlik nedeniyle, bu yontem ayni zamanda genellikle toplam
fenolik igerik (TPC) tahmini igin kullanilir [146]. Mekanizma Sekil 2.59’da

gosterilmistir.

Mo(IV) (sar) + e-(antioksidan) —» Mo(V)(mavi)[147]

Sekil 2.59 : Folin - Ciocalteu testi mekanizmasi.

2.6.1.6 FRAP testi

FRAP testi, Fe2 + ile renkli bir kompleks olusturan tripiridiltriazintridentatligand
varliginda antioksidanlar tarafindan Fe3 + '"nin Fe2 +' ya indirgenmesine dayanir (Sekil

2.60).

Fe(TPTZ)5+ ArOH —» Fe(TPTZ), + ArO" + H

Sekil 2.60: FRAP testi mekanizmasi

TPTZ, 2,4,6-tripiridil-S-triazin ligandin1 belirtir ve Fe (II) kompleksinin absorpsiyon
maksimum dalga boyu (Amax) 593 nm’dir[149] . Bu yontem, hem gida hem de
biyolojik s1ivi numunelerinde bir antioksidanin indirgeme giiciinii degerlendirmek igin

yaygin olarak kullanilmaktadir [146].

2.6.1.7 CUPRAC Deneyi

Bu yontemde 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin) ve Cu (II) ayni ortama
koyulur. Antioksidanin Cu (II)'yi indirgemesi sonucu olusan Cu (I)'in neokuproinie
yaptig1 kompleks 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir .Bu yontem hem

hidrofilik hem de lipofilik sistemlere uygulanabilir, kolay ve pratiktir [150].
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3.DENEYSEL BOLUM

3.1 Bitkisel Materyal

Bitkisel materyallerimiz Balikesir Universitesi &gretim {iyesi Prof.Dr. Tuncay
Dirmenci tarafindan asagida belirtilen yer ve zamanda toplanip, teshisi yapilmis ve
ornekleri Balikesir Universitesi NEF Botanik Laboratuvarma belirtilen kodlarla
konulmustur. Tablo 3.1°de bitki orneklerinin toplanmasi1  hakkindaki bilgiler

Ozetlenmistir.

Tablo 3.1 : Bitki 6rnekleri hakkinda toplanma ve depolama bilgileri.

Tiir ismi  ToplanmaYeri ToplanmaZamam Yiikseklik  Herbaryum

Numarasi
S.icarica Gokgeada 20-25 Agustos ~ 200-300m 5166
P.H.Davis
S.pilosa Balikesir: 20-25 Agustos 1400m 5245
Velen. Edremit,

Kazdagi

3.2 Kullamlan Kimyasallar

LC-HRMS fenolik madde kalibrasyonu igin kullanilan referanslar;

Ascorbic acid(>99 % Sigma-Aldrich), (-)-Epigallocatechin(>97% TRC Canada), (-)-
Epigallocatechingallate(>97% TRC Canada), (+)-Catechin(>97% TRC Canada),
Chlorogenic acid, Fumaricacid(>99 % Sigma-Aldrich), (-)-Epicatechin(>90 % Sigma-
Aldrich), (-)-Epicatechin Gallate(>97% TRC Canada), Verbascoside(86.31% HWI
ANALYTIK GMBH), Chicoricacid(>97% TRC Canada) , Theophylline(>99 %
Sigma-Aldrich), Orientin(>97% TRC Canada), Caffeic acid( > 98 % Sigma-Aldrich),
Caffeine(>99 % Sigma-Aldrich), (+)-transtaxifolin(>97% TRC Canada), Luteolin-7-
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rutinoside(>97% Carbosynthlimited) , Vanilicacid(>97 % Sigma-Aldrich), Naringin
(>90 % Sigma-Aldrich) , Sinapinic acid (>98% Carbosynth) , Luteolin 7-glucoside
(>97% TRC Canada), p-Coumaric acid(> 98 % Sigma-Aldrich) , Hesperidin (> 98%
J&K) , Rutin ( >94% Sigma-Aldrich) , Rosmarinic acid (>96 % Sigma-Aldrich) ,
Hyperoside(>97% TRC Canada), Resveratrol(>99% TRC Canada) , a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (>98% Carbosynth) , Dihydrokaempferol(>97% Phytolab),
Oleuropein( > 98 % Sigma-Aldrich ), Apigenin 7-glucoside(>97% EDQM CS) ,
Ellagicacid(>97% TRC Canada), Quercitrin(>97% TRC Canada), Myricetin(>95%
Carl RothGmbH + Co), Nepetin-7-glucoside(>97% Phytolab), Benzidamine
(pharmactive - ) , Scutellarein(>97% TRC Canada), Quercetin (>95% Sigma-Aldrich)
, Herniarin(>98% Carl Roth GMBH), 4-Hydroxy benzoic acid(>99 % Sigma-Aldrich),
Salicylic acid(>98 % Sigma-Aldrich), Naringenin (>95 % Sigma-Aldrich)
Luteolin(95% Sigma-Aldrich), Nepetin(98% Supelco), Genistein (>97% TRC
Canada), Kaempferol(>90% Sigma-Aldrich), 3'-O-Methyl quercetin(>97% TRC
Canada), Apigenin(>97% TRC Canada) , Hispidulin(>97% TRC Canada),
Isosakuranetin(>97% Phytolab), Penduletin(>97% Phytolab), Glycyrrhizicacid(>97%
TRC Canada), Sinensetin(>97% TRC Canada), CAPE (Caffeic Asit Phenethyl Ester)
( >97% europeanpharmacopoeiareferencestandard) , Capsaicin( > 98 % Sigma-
Aldrich ) , Rhamnocitrin(>97% Phytolab), Chrysin(>96% Sigma-Aldrich),
Acacetin(>97% TRC Canada), Dihydrocapsaicin( > 97 % Sigma-Aldrich ),
QuillaicAcid (>97% TRC Canada), Sarsasapogenin(>98% TRC Canada) , Gypsogenic
acid(>97% TRC Canada), Emodin(90% Sigma-Aldrich), Shatavarin(> 85 % Sigma-
Aldrich) ,Hederagenin(>97% TRC Canada), (-)- caryophyllene oxide(>99% chemika
) ,Syringic acid(>95 % Sigma-Aldrich)

Kullanilan ¢oziiciiler;
Metanol(>%99.5 Tekkim), diklorometan (>%99.5 Tekkim), aseton(>%99.5 Tekkim)

3.3 Ekstrelerin Hazirlanmasi

Satureja pilosa ve Satureja icarica bitkileri gdlgede iyice kurutulduktan sonra

yapraklari ve dal kisimlari ayrildi. Dal kisimlart toz haline getirildi.
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Yaprak ve dal kisimlart ilk olarak DCM ile oda sicakliginda 3 giin ard arda 24 saatlik
maserasyonla elde edilen numuneler birlestirilip c¢oziiciileri Heidolph rotary

evaporatorde uguruldu.

Ceker ocakta kurutulan Satureja pilosa ve Satureja icarica’nin yaprak ve govde
kisimlarindan kartuslar olusturuldu ve soxhalet cihazinda asetonla beyazlasana kadar
(ortalama 3 saat) sifon yapildi. Daha sonra ¢oziicii Heidolph rotary evaporatorde

ucurulup ham ekstreler kendi iglerinde birlestirildi.

Iyice kurutulan Satureja pilosa (SP) ve Satureja icarica (SI) (Tablo 3.2°de ekstre
kodlar1 verimistir) yaprak ve dal kisimlarini igeren kartuslar son olarak soxhalet

cihazinda MeOH ile renk kayboluncaya kadar (yaklasik 3 saat) sifon yapildi.

Ayrica her bitkinin yaprak ve dal kisimlarindan 10g tartim alinarak MeOH ekstresi
elde edildi.

Satureja pilosa yapraginin diklorometan ekstresi (SPY-D) ham ekstresi klorofilden
uzaklastirmak i¢in heksan ile muamele edilip santrifiijlendi. Heksan fazi ayri bir jojede

toplanip rotary evaparatérde kurutuldu.

Tablo 3.2 : Bitki ekstrelerinin kodlari.

S. pilosa yaprak DCM SPY-D

S. pilosa yaprak aseton SPY-A
S. pilosa yaprakmetanol SPY-M-a
S. pilosa yaprakmetanol direkt ~ SPY-M
S. pilosa dal DCM SPD-D
S. pilosa dal aseton SPD-A
S. pilosa dal metanol SPD-M-a
S. pilosa dal metanol direkt SPD-M
S. icarica yaprak DCM SIY-D

S. icarica yaprak aseton SIY-A

S. icarica yaprak metanol SIY-M-a
S. icarica yaprak Metanol SIY-M

S. icarica dal DCM SID-D

S. icarica dal aseton SID-A

S. icarica dal metanol SID-M-a
S. icarica dal metanol direkt SiD-M
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3.4 Kromatografik Yontemler

3.4.1 Flas Kromatografi

Heksanla yikanan SPY-D ekstresini fraksiyonlara ayirmak igin flash kromatografi
kullanildi. Bu teknik, Reveleris X2 Flash Kromatografi cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi. Kolon maddenin miktarina bagli olarak belirlendi. 4g silika 40pum’lik
kolonlar kullanild. Istenen ayristirmaya ulasabilmek icin TLC yaparak ¢dziicii sistemi
belirlendi ve Rf degerleri tespit edildi. Ayrnistirmanin yapilacagi sistemle kolon
sartlandirildi . Kolondan eliie edilen maddeler sabit bir akis hiziyla, istenen hacimde

otomatik bir fraksiyon toplayict yardimiyla toplandi.

Toplanan fraksiyonlar TLC ile kontrol edildi ve gerekli analizler yapildi. Yeterli
miktarda olmayan saf maddelerin miktarlarin1 arttirmak amaciyla flag kromatografi

ayni sartlarda tekrarlandi.

3.4.2 ince tabaka kromatografisinde (ITK)

Flas kromatografiden elde edilen farksiyonlara silika aliiminyum plaklarda farkl
sistemlerde ITK yapildi. Triterpen varligmin tespiti icin Serik siilfat belirteci kullanild
ve 105°de yakilarak dnce menekse sonra kahverenk olan spot gézlemlendi daha sonra

spotlar preperatif TLC yaparak saflastirildi.

3.5 Sekonder Metabolitlerin Analizi

3.5.1 LC-HRMS metot gelistirme

Analizler,  elektrosprey  iyonizasyonlu  (ESI) LC-HRMS  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Calismanin baglangicinda optimizasyon yapilarak referans analit
olarak kullanilan maddeler i¢in uygun olan pozitif veya negatif iyonlasma modlari
(m/z) belirlenmistir.  Optimizasyon, analitin  direkt MS cihazina verilip

iyonlastirilmasiyla gerceklestirilmistir. Boylece analitler MS cihazina tanitilmis oldu.

Daha sonra analitlerin karisim seklinde metanolde ¢oziilerek 80 ppm stok ¢ozeltilsi
hazirlanmistir. Stoktan seyreltilerek 10,7,5,3,1,0.5,0.3, 0.1, 0.05, 0.01 ppm ¢o6zeltileri
hazirlanip LC-HRMS cihazina verilmistir. Denemeler sonunda resoliisyonu en basirili
sekilde gerseklestiren Troyasil C18 HS- 150 x 3 mm 5 p kolonu LC’de kullanildi.
Hareketli faz olarak; (mobil faz A) % 1 formik asit — H20 ,(mobil faz B) %1 formik
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asit — MeOH seklinde kullanildi. Mobil fazlarin akis gradienti, ayrilamanin en iyi

oldugu uygun gradient belirlenerek;

Gradient Time Flow(mL/min) %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
15.00 0.35 50

seklinde uygulanmigtir. Ayrilma esnasinda MS’de kullanilan parametreler;
Sistem: Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE
IyonKaynag:: ESI
KiitleTaramaArahg:: 100-900 m/z
Sheathgas flow rate : 45
Auxgasflow rate : 10
Sprey voltage (kV) : 3.80
Capillarytemp. (°C) : 320
Auxgasheatertemp (°C) : 320
S-lens RF level : 50.0
Tanmimlamalar: ILMER Kiitiiphanesi
seklindedir.

3.5.2 Metot validasyonu

Farkli konsantrasyonlarda 3 tekrarli yapilan 6lgiimler degerlendirilerek her bir analit
i¢in; Ol¢limlerin aritmetik ortalamasi etrafindaki dagilim olan standart sapma tespit
edilerek tekrarlanabilirligin belirlenmesi amaciyla degisen konsantrasyon faktoriinii
ortadan kaldirip ¢alisma araligiin tespiti i¢in  %RSD hesaplanmustir. Cok sayidaki
6lctim sonucunun gergek degere yakinligini belirlemek i¢in % recovery(geri kazanim)
hesaplanmistir. Tayin limiti (LOD) olarak belirlenmistir. Bu degerin 3.3 katt LOQ

(kantitatif tayin limiti) olarak belirlenmistir ve istatiksel degerlendirmeler yapilmistir.

Analitlerin her bir konsantrasyon i¢in verdigi absorbanslar esas alinarak excell
programi yardimiyla  bilinmeyen analit konsantrasyonunu 6l¢gmek i¢in kulanilan
lineer regresyon denklemi ve bu denklemin dogrusal bir egriyi saglayip

saglanamadigini dogrulamak icin kullanilan R? hesaplandi. Bu denklemde dogrudan
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asirt sapmaya neden olan veriler hesaplama dis1 birakilarak dogrudaki noktalar
tizerinden lineer aralik olarak adlandirilan ¢aligsma araligi belirlendi. Hesaplanan bu

parametreler Tablo 3.3’te gosterilmistir.
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Tablo 3.3 : LC-HRMS Validasyon Parametreleri.

Madde Ad1 Il:/(l) gifll;llllll m/z IyonizasyonModu ;:_:?ﬁ: Eéﬁiﬁgr;eigresyon LOD/LOQ R?* Recovery %RSD (OL/:))
1 Ascorbicacid CsHsOs 175,0248 Negatif 0.5-10 y=0.00347x-0.00137 0.39/1.29 09988 96,2 293 3,94
2 (-)-Epigallokatesin CisH1407 307,0812 Pozitif 0.3-5 y=0.00317x+0.000443 0.17/0.57 09947 10222 3,18 3,09
3 (-)-Epigallokatesingallate C22H18011 459,0922 Pozitif 0.3-7 y=0.00182x+0.000026 0.1/0.33 0,9989 94,76 420 3,76
4 Klorojenikasit C16H1809 353,0878 Negatif 0.05-10 y=0.00817x+0.000163 0.02/0.06 0,9994 96,68 393 358
5 Fumarikasit C4H404 115,0037 Negatif 0.1-10 Yy=0.00061x-0.0000329 0.05/0.17 09991 97,13 295 2,88
6 Chicoricacid C22H18012 473,0726 Negatif 0.1-10 Yy=0.00237x-0.000218 0.03/0.1 09993 101,08 1,92 2,28
7 Orientin Ca1H20011 447,0933 Negatif 0.1-10 Yy=0.00757x+0.000347 0.01/0.03 09993 96,22 416 3,67
8 Caffeicacid CoHgO4 179,0350 Negatif 0.3-10 y=0.0304x+0.00366 0.08/0.27 09993 9451 323 3,74
9 Caffeine CeH10NsO2  195,0877 Pozitif 0.05-7 y=0.122x+0.00366 0.01/0.03 10,9987 92,89 365 3,06
10 (+)-transtaxifolin C1sH1207 303,0510 Negatif 0.3-10 Yy=0.0289x+0.00537 0.01/0.03 09978 91,66 326 3,35
11 Luteolin-7-rutinoside C27H30015 593,1512 Negatif 0.1-10 y=0.00879x+0.000739 0.01/0.03 0,9988 93,05 384 3,06
12 Vanilicacid CsHs04 167,0350 Negatif 0.3-10 Yy=0.00133x+0.0003456 0.1/0.33 0,9997 98,66 474 3,49
13 Naringin C27H22014 579,1719 Negatif 0.05-10 Y=0.00576x-0.000284 0.01/0.03 09991 10191 3586 4,20
14 Luteolin 7-glucoside Ca1H20011 447,0933 Negatif 0.1-7 y=0.0162x+0.00226 0.01/0.03 10,9961 96,31 356 4,14
15 p-Coumaricacid CoHgOs3 163,0401 Negatif 1+10 y=0.000324x-0.0000641 0.32/1.02 09988 11701 401 3,31
16 Hesperidin CasH34015 609,1825 Negatif 0.05-10 y=0.00423x+0.0000138 0.01/0.03 0,9994 96,14 323 379
17 Rosmarinik asit C1sH160s 359,0772 Negatif 0.05-10 y=0.00717x-0.0003067 0.01/0.03 10,9992 99,85 416 3,77
18 Hyperoside Ca1H20012 463,0882 Negatif 0.05-10 y=0.0072x-0.00003096 0.01/0.03 0,9995 96,62 3,77 3,46
19 Dihydrokaempferol Ci5H1206 287,0561 Negatif 0.3-7 y=0.0756x+0.0118 0.01/0.03 0,995 9537 375 2,86
20 Apigenin 7-glucoside C21H20010 431,0984 Negatif 0.3-7 y=0.0246x+0.00306 0.01/0.03 0,9962 96,07 461 3,59
21 Ellagicacid C14HsOs 300,9990 Negatif 0.05-10 y=0.0085x-0.000612 0.03/1 09994 101,49 390 4,20
22 Quercitrin C21H20011 447,0933 Negatif 0.05-10 y=0.0179+0.0003331 0.01/0.03 0,999 97 476 3,78
23 Quercetin C15H1007 301,0354 Negatif 0.1-10 Y=0.0509x+0.00467 0.01/0.03 0,9978 96,41 290 2,95
24 Salicylicacid C7HeO3 137,0244 Negatif 0.3-10 y=0.0361x+0.00245 0.01/0.03 10,9982 9288 397 189
25 Naringenin Ci5H120s5 271,0612 Negatif 0.1-10 y=0.0281x+0.00182 0.01/0.03 0,9995 86,65 1,52 4,20
26 Luteolin C15H1006 285,0405 Negatif 0.1-10 y=0.117x+0.00848 0.01/0.03 09981 96,98 4,77 3,42
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Tablo 3.3 (Devam) : LC-HRMS Validasyon Parametreleri.

Molekiil

Lineer

Lineer regresyon

i : 0, 0
Madde Adx Formiilii m/z IyonizasyonModu aralk  denklemi LOD/LOQ R? Recovery %RSD U (%)
27 Kaempferol CisH1006  285,0405 Negatif 0.5-7  y=0.0827x+0.00953 0.01/0.03  0,9958 90,25 358 3,56
28 Apigenin CisH100s  269,0456 Negatif 0.3-10 y=0.104x+0.0199 0.01/0.03 00998 8155 407 287
29 Hispidulin CiH1:0s  301,0707 Pozitif 0.05-10 y=0.02614x+0.0003114  0.01/0.03 009993 9836 2,91 341
30 Isosakuranetin CisHuOs  285,0769 Negatif 0.05-10 y=0.0235x+0.000561 0.01/0.03 09992 96,56 37 398
31 Penduletin CisHisO;  343,0823 Negatif 0.3-10 y=0.0258x+0.00253 0.01/0.03 09991 8343 459 372
32 ?S";‘;f'k asit fenil CiHiOs  283,0976 Negatif 0.3-7  y=0.255x+0.0477 0.01/003 09964 9442 366 3,13
33 Chrysin CisH1004  253,0506 Negatif 0.05-7  y=0.0964x-0.0002622 0.01/003 0999 8792 236 324
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3.6 Antikolinesteraz Aktivite Tayini Yontemi

3.6.1 AChE aktivite testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi tayini i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz,
substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmigtir. Metot olarak ise Ellman
metodu kullanilmistir [151].

Sart renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun Konsantrasyonu 412 nm’de
spektrofotometrede dl¢iilmektedir.
3.6.1.1 Reaktiflerin hazirlamsi

DTNB: 16 mg DTNB 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢06ziildi, 7,5 mg NaHCO3 1
mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢6ziildi ve iki ¢ozelti karistirildi. Daha sonra 2 ml
pH=7 tamponu ile hacmi 4 mL’ye tamamlandi. Kullanmadan 6nce 4 mLpH=8

tamponu eklendi.

Substrat: 32,8 mg asetilkolin iyodiir 8 mLdeiyonize suda ¢6ziildii. Kullanmadan 6nce

8 ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

Enzim Cozeltisi: 0,2 mg asetilkolinesteraz enzimi 3 mL fosfat tamponunda (pH=S8)
¢Oziilerek hazirlandi.

3.6.1.2 AChE % inhibisyon testi

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), bilesiklerin etanol i¢inde
0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢6zeltilerinden 10 uL ve enzim ¢ozeltisinden 20

pL konuldu.
Bu soliisyon 10 dakika stire ile 25°C de inkiibe edildi.
10 dakika sonra 20 pL. DTNB reaktifi ve substrat (20 pL) her bir kuyucuga ilave edildi.

Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans
okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programinin yardimi ile

absorbanslardanVmax degerleri hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler tespit edildi.

Aktivite gosteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM dan 0,125 mM’a kadar seyreltilmis

cozeltileri hazirlanarak IC50 degerleri de ayni1 islemler tekrarlanarak hesaplandi.
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3.6.2 BChE aktivite testi

Butirilkolinesterazinhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak butirilkolinesteraz enzimi
substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodir kullanilmaktadir.

3.6.2.1 Reaktiflerin hazirlanisi

DTNB: 16 mg DTNB 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢oziildii, 7,5 mg NaHCOS 1
mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢ozildi ve iki ¢ozelti karistirildi. Daha sonra 2
mLpH=7 tamponu ile hacmi 4 mL’ye tamamlandi. Kullanmadan 6nce 4 mLpH=8

tamponu eklendi.

Substrat: 4 mg butirilkolin iyodiir 8 mLdeiyonize suda ¢oziildii. Kullanmadan 6nce 8

ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 ml’ye tamamlandu.

Enzim Cozeltisi: 0,2 mg butirilkolinesteraz enzimi 1,8 mL fosfat tamponunda (pH=S8)

¢Oziilerek hazirlandi.

3.6.2.2 BChE % Inhibisyon Testi

Mikroplakadakikuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), bilesiklerin etanol i¢inde
0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 puL ve enzim ¢dzeltisinden 20

pL konuldu.

Bu soliisyon 10 dakika stire ile 25°C de inkiibe edildi

10 dakika sonra 20 uL. DTNB reaktifi ve substrat (20 pL) herbirkuyucuga ilave edildi.
Standart olarak galantamin kullanildi.

Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans
okundu ve absorbanslardanVmax degerleri hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler
tespit edildi.

3.7 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Absorbans dl¢iimleri, Varian CARY 1E UV-goriiniir alan spektrofotometresi (CA,
USA) kullanilarak yapilmigtir.

3.7.1 CUPRAC Yontemi

CUPRAC toplam antioksidan kapasite (TAC) tayin yonteminin[150] esasi, 2,9-

dimetil-1,10-fenantrolin (Nc¢)’in Cu(Il) ile olusturdugu Cu(II)-Nc kompleksinin
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antioksidan bilesikler varliginda 450 nm’de maksimum absorbans veren Cu(I)-Nc
kelatina indirgenmesine dayanmaktadir. Bu yontemde, bir deney tiipii igerisine 10
mM Cu(ll) ¢6zeltisi, 7.5 mM Nc¢ ¢ozeltisi ve 1 M NH4CH3COO tamponundan
sirastyla 1’er mL eklendi. Uzerine (x) mL 1 mg/mL bitki ekstrakt1 ve (1.1-X) mL
H20 ilave edilip iyice ¢alkalandi. Toplam hacim 4.1 mL olacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra tiipler oda kosullarinda agzi kapali olarak 30 dakika boyunca
bekletildi. Inkiibasyon sonunda referans ¢ozeltiye kars1, olusan Cu(I)-Nc kelatinin

renginin karakteristik dalgaboyu olan 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢tildii.
Asagidaki yontemlere gére TR’un molar absorptivitesi:

etr = 1.67x10% Lmol*cm™ (CUPRAC yéntemi);
eTr = 2.6x10* Lmol*cm™ (ABTS yéntemi);
eTr = 4.65x10% Lmoltcm™ (DPPH y&ntemi).

Bitki ekstraktlarinin troloks ekivalenti antioksidan kapasiteleri (mmol TR g

cinsinden) asagidaki denkleme (3.1) gére hesaplandi:
TAC (mmol TR g%) = (A /etr) (Vs / Vs) (1 /c) (3.1)

¢ = bitki ekstrakti konsantrasyonu
Vs = Bitki ekstraktindan analiz i¢in alinan hacim
Vs = Reaktifler ilave edildikten sonraki son hacim

Ar = Olgiilen absorbans degeri

3.7.2 ABTS Yontemi

Bu yontem [152]; 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen
radikal katyonunun absorbansinin hidrojen verici antioksidanlar tarafindan inhibe
edilmesine dayanan bir TAC yontemidir. Kullanima hazir hale gelen mavi-yesil renkli
ABTS ™ ¢ozeltisi EtOH ile 1:10 oraninda diliie edildi. Bu yontemde 1 mL ABTS*
cozeltisine ve 4 mL EtOH ilave edilip 734 nm’de 6. dakika sonundaki absorbans
degerleri tespit edildi. Daha sonra 1 mg/mL bitki ekstraktlarindan (x mL) 6rnek alinip
tizerine 1 mL ABTS™ c¢ozeltisi ve (4-x) mL EtOH ilave edildi. Ardindan ayni
dalgaboyunda 6. dakikadaki absorbansi oOlgiildii. Radikalin baslangi¢ absorbans

90



degerinden bitki ekstraktinin bulundugu ¢6zeltinin absorbansi ¢ikarilarak AA degerleri

elde edildi. TACagTs sonuglari, mmol TR/g olarak verilmistir.

3.7.3 DPPH Y éntemi

Bu yontem [153]; antioksidanlarin kararli bir serbest radikal olan DPPH: (1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkilerini 6l¢gmeye dayali bir yontemdir. Bu
radikal hidrojen donorlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Bu yontemde, bir deney
tiipti igerisine 2.65 mL MeOH ve 1 mL 0.1 mM DPPH ¢6zeltisi eklenip 30 dakika oda
kosullarinda bekletildikten sonra baslangic DPPH® ¢ozeltisinin absorbans degerleri
Olctildii. Baska bir deney tiipiine, bitki ekstrakt1 (x mL), 2.65 mL MeOH ve 1 mL 0.1
mM DPPH ¢ozeltisi ilave edilip 30 dakika sonra absorbans degerleri kaydedildi.
Radikalin absorbans degerinden 6rnegin bulundugu ¢6zeltinin absorbansi ¢ikarilarak

AA degerleri elde edildi. TACpppH sonuglari, mmol TR/g olarak verilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Sekonder Metabolit Analiz Sonuclar:

Metanolde ¢6ziilen Satureja pilosa ve Satureja icarica DCM, aseton ve metanol
ardisik ekstreleri direkt alinan tiim bitkinin MeOH ekstreleri LC-HRMS cihazina
verildi. Ekstrelerde 59 sekonder metabolitin taramasit yapildi. S.pilosa’nin
ekstrelerinde 22-30, S.icarica’min ekstrelerinde 21-30 bilesik raporlanmustir.
S.pilosa’nin  ekstrelerinde 22-30, S.icarica’min ekstrelerinde 21-30 bilesik
raporlanmistir. S.pilosa’nin tim aseton ve metanol, S.icarica’min tim metanol
ekstrelerinde ve SID-Ac ekstresinde en yiiksek miktardaki sekonder metabolit
rosmarinik asit olarak tespit edilirken, SIY-D naringenin, SPY-D,SPD-D,SiD-D
ekstrelerinde ise penduletin tespit edilen en yiiksek miktardaki sekonder metabolit
olmustur. S.icarica i¢in yiiksek basit fenolik ve fenolik asitlerin miktar1 2774,50
mg/kg ile tiim bitkinin direkt MeOH ekstresinde tespit edildi. Yine ayni bitkinin SIY-
A ekstresinde en yiiksek toplam flavanoid 41717,67 mg/kg olarak tespit edildi. Bu
toplam flavanoidin 10767,10 mg/kg’1 flavanoid glikoziti olarak tespit edildi. S.pilosa
icin en yiiksek basit fenolik ve fenolik asitlerin miktar1 1081,20 mg/kg seklinde tiim
bitkinin Direkt MeOH ekstresinde tespit edildi. Yine ayni bitkinin tiim bitki direkt
MeOH ekstresinde en yiiksek toplam flavanoid 23154,02 mg/kg olarak tespit edildi.
Bu toplam flavanoidin 20570,42 mg/kg’1 flavanoid glikoziti olarak tespit edildi.
Sonuglar Tablo 4.1 ve Tablo ’de verilmistir. Asagida ekstrelerin LC-HRMS

kromatogramlar1 da verilmistir.
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Tablo 4.1 : Satureja icarica LC-HRMS sekonder metabolit tarama sonuglari.

Satureja icarica

MeOH
DCM (mg/kg) Ace (mg/kg) MeOH (mg/kg) (mg/kg)
direkt
Madde Ad1 Yaprak Dal Yaprak Dal Yaprak Dal Biitiin Bitki
1 Ascorbic acid <LOD 14,76 208,59 160,84 100,23 321,71 2774,50
2 (-)-Epigallokatesingallate <LOD <LOD <LOD <LOD 8,43 <LOD <LOD
3 Chlorogenic acid 0,44 5,32 145,58 180,87 194,66 356,40 267,69
4 Fumaric acid <LOD <LOD 1333559 <LOD 1881,30 3392,58 3600,62
5 Chicoric acid 2,22 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
6 Orientin <LOD 0,05 25,08 13,23 12,84 4,66 29,34
7 Caffeic acid 9,68 23,95 105797 612891 200,21  1408,48 1231,62
8 Caffeine 0,39 1,57 6,43 2,46 0,63 1,17 <LOD
9 (+)-trans taxifolin 271,87 12,24 12012,22 613,93 146,89 24,21 871,35
10 Luteolin-7-rutinoside 9,48 139,84 9764,40 22920,01 6533,41 10530,45 29972,00
11 Vanilic acid <LOD 79,00 <LOD 738,31 486,42  4843,15 1411,97
12 Naringin 1,35 12,77 2857,02 1446,95 176455 280,52 1425,81
13 Luteolin 7-glucoside 0,27 1,94 631,56 163,68 224,37 122,82 1178,94
14 Hesperidin 13,22 76,56 6254,04 4062,19 2322,30 1396,70 6658,48
15 Rosmarinic acid <LOD 506,89 3029,91 80242,87 22277,63 40973,28  37910,09
16 Hyperoside <LOD 1,19 359,83 197,09 117,13 90,13 246,32
17 Dihydrokaempferol 985,52 22,38 4117,36 310,56 55,21 10,39 802,99
18 Apigenin 7-glucoside 0,62 0,56 184,88 30,77 35,01 11,80 62,55
19 Ellagic acid <LOD 7,26 1804,37 456,42 10,73 13,30 <LOD
20 Quercitrin <LOD 0,05 186,27 56,07 34,52 16,49 58,00
21 Quercetin 21,98 <LOD 1139,17 50,31 26,20 6,81 66,28
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Tablo 4.1 (devam) : Satureja icarica LC-HRMS sekonder metabolit tarama sonuglari.

Satureja icarica

DCM (mg/kg) Ace (mg/kg) MeOH (mg/kg) (I\r:I]eﬁ(H

g/kg)

direkt

Madde Ad: Yaprak Dal Yaprak Dal Yaprak Dal Béultﬁ:l

Salicylic acid 11,27 9,34 74,41 89,63 33,23 77,88 162,60

Naringenin 7000,02 196,35 10039,20 1149,03 225,71 70,98 1439,93

Luteolin 58,90 3,70 1883,02 592,37 132,56 299,02 431,53

Apigenin 205,28 4,14 174491 256,42 100,14 58,89 154,87

Hispidulin <LOD 238,90 1686,19 1794,07 209,41 833,21 152,59
Isosakuranetin 64,87 16,18 82,79 7,79 4,25 1,74 7,97

Penduletin 5803,82  1396,69 228552 51242 72,47 54,14 862,03

Kafeik asit fenilester 22,37 16,86 10,80 3,09 0,06 0,13 <LOD
Chrysin 25,19 7,23 14,69 7,56 0,80 2,54 1,97

Acacetin 2361,61 592,67 2137,06 358,08 73,30 51,69 726,18

Ba}ilitfenolikvefenolik <LOD 14,76 20859 160,84 100,23 321,71 277450
asitier

Toplam flavonoid 8579,1383 388,41316 41717,67 26150,711 7514,8257 11154,397 35040,414
Flavonoid glikoziti 10,37 142,38  10767,10 23170,53 6827,31 10681,56 31271,50
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Tablo 4.2 : Satureja pilosa LC-HRMS sekonder metabolit tarama sonuglari.

Satureja pilosa

MeOH
DCM (mg/kg) Ace (mg/kg) MeOH (mg/kg) (mg/kg)
direkt
Madde Ad1 Yaprak Dal  Yaprak Dal Yaprak Dal Biitiin Bitki
1 Ascorbic acid <LOD 20,08 52,26 58,55 110,71 123,31 1081,20
2 (-)-Epigallocatechin <LOD <LOD 197,20 <LOD <LOD <LOD <LOD
3 (-)-Epigallokatesin gallate <LOD 2,20 <LOD 1,09 37,49 2,80 <LOD
4 Chlorogenic acid 2,00 10,46 48,55 129,39 208,78 246,52 163,57
5 Fumaric acid <LOD 203,97 237,90 459,82 2922,00 2480,38  5392,74
6 Chicoric acid 249 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
7 Orientin <LOD 0,51 8,62 1,94 18,95 1,70 43,02
8 Caffeic acid 11,18 17,83 396,15 1623,05 28583 488,46 3820,65
9 Caffeine 3,05 1,98 9,08 1,04 1,14 1,19 <LOD
10 (+)-trans taxifolin 109,10 3,65 519,45 345,71 61,56 0,00 230,91
11 Luteolin-7-rutinoside 20,06 227,60 3254,77 6332,72 511759 347471  19618,39
12 Vanilic acid <LOD 82,54 <LOD <LOD 797,65 139124 534,21
13 Naringin 4,37 58,94 1817,91 1210,47 5591,66 246,89 12574,01
14 Luteolin 7-glucoside 0,93 7,39 231,17 192,60 313,61 89,21 827,93
15 Hesperidin 70,98 630,02 4627,72 11800,81 155,67 495152  16917,60
16 Rosmarinic acid <LOD 903,57 10144,53 51086,79 38867,40 2724510 41361,51
17 Hyperoside <LOD 4,85 123,36 191,82 208,50 44,56 215,21
18 Dihydrokaempferol 766,82 9,84 546,90 188,57 35,61 3,43 323,37
19 Apigenin 7-glucoside 1,50 1,15 22,60 12,97 23,04 5,56 59,95
20 Ellagic acid <LOD 1,84 2,72 40,92 2,35 3,41 <LOD
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Tablo 4.2 (devam) : Satureja pilosa LC-HRMS sekonder metabolit tarama sonuglari.

Satureja pilosa

MeOH
DCM (mg/kg) Ace (mg/kg) MeOH (mg/kg) (mg/kg)
direkt
Madde Adi Yaprak Dal Yaprak Dal Yaprak Dal Biitiin Bitki
21 Quercitrin <LOD 0,78 30,15 35,89 43,56 9,95 64,15
22 Quercetin 10,34 0,54 64,39 25,49 8,53 1,07 52,22
23 Salicylic acid 29,22 9,13 <LOD 56,88 60,66 62,49 187,62
24 Naringenin 7381,01 141,43  1917,05 1058,32 269,03 5,44 873,08
25 Luteolin 64,27 5,56 828,83 367,46 237,03 105,65 880,65
26 Apigenin 212,91 3,97 410,88 157,84 104,61 16,44 222,45
27 Hispidulin 1562,85 233,99 3078,37 1486,16 824,67 384,77 274,34
28 lIsosakuranetin 473,29 97,77 181,73 95,25 48,06 1,24 27,38
29 Penduletin 21190,16  3590,01 948,25 757,77 136,15 85,40 3869,07
30 Kafeik asit fenilester 45,30 22,58 1,16 1,57 0,13 0,23 <LOD
31 Chrysin 25,04 7,71 66,76 8,10 1,31 2,73 0,93
32 Acacetin 2456,43 447,18 338,52 197,13 68,49 30,80 287,77
Basit fenolik ve fenolik
asitler <LOD 20,08 52,26 58,55 110,71 123,31 1081,20
Toplam flavonoid 8591,99 409,62 8090,14 872566 621549 3714,20 23154,02
Flavonoid glikoziti 22,49 236,92 3538,69 6574,18 549780 3579,43 20570,42
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Sekil 4.1 : SID-D LC-MS sekonder metabolit kromatograma.
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Sekil 4.3 : SID-A LC-HRMS kromatogramu.
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4.2 Asetikolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Aktivite Tayin Sonuglari

Satureja pilosa ve Satureja icarica tiirlerine ait ekstreler ve ursolik asit ve oleanolik
asit, AChE ve BChE enzimlerine karst inhibisyonlar1 farkli konsantrasyonlarda
Ellman metoduyla dl¢iilmiis ve sonuglar % inhibisyon degeri olarak verilmistir.
Standart olarak galantamin kullanilmistir. Yapilan literatiir arastirmasinda Satureja
pilosa i¢in AChE aktivitesi hakkinda bilgi veren bir c¢alisma bulunamamustir.
S.icarica’nin ise Kavcr tezinde[25] AChE aktivitesini arastirmis ve bitkini AChE
aktivitesi gostermedigini, BChE akvitesini ise 3.18+0.18 mg GALAE/g seklinde rapor
etmistir. Calismamizda her iki bitkinin ekstrelerinin de yiiksek AChE aktivitesi
gosterdigini tespit ettik. Bu yonteme ait bulgular Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.3 : AChE Aktivite Deney Sonuglari.

Asetilkolinesteraz (AChE) (% Inhibisyon)

Con. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 OA UA GAL

200pg/mL 81 813 803 79 803 78 82 80 78 82 81 84 819 887 875 831 821 719 895
100pg/mL 7w 77 778 762 789 77 78 76 77 771 78 81 804 80 833 813 797 722 80
S0pg/mL. 754 76 759 754 778 75 77 75 75 741 76 78 789 789 81,1 808 556 689 795
25 pg/mL 7 741 743 74 761 74 75 73 73 687 73 76 789 - 80,3 79,1 445 568 687

1.SPY-M-a 2.SPY-A; 3.SIY-A; 4.SID-A; 5.SID-D; 6.SPD-D; 7.S1Y-D; 8.SPD-A; 9.SY-M-a; 10.SPY-D; 11.SPD-M-a; 12.SID-M-g;
13.SPD-M; 14.SID-M; 15.SPY-M; 16.SIY-M; UA:Ursolik asit; OA:Oleanolik asit; GAL:Galantamin

101



Tablo 4.4 : AChE Aktivite Deney Sonuglari.

Biitirilkolinesteraz (BchE)(%6 inhibisyon)

Con. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 OA UA GAL

200pg/mL 30,8 40 684 553 52 45 702 489 24 726 518 25 386 24 43 346 252 42 879
100pg/mL 26,61 38 573 30,2 453 344 625 389 12 642 393 20 318 18 35 302 23 387 824
50 pg/mL 23,22 30,1 489 236 355 264 589 304 102 538 336 14 225 16 25 268 215 30,3 749
25 pg/mL 20,16 28,7 32 175 244 165 551 22 4 264 27 76 168 12 21 205 103 132 664

1.SPY-M-a 2.SPY-A; 3.SIY-A; 4.SID-A; 5.SID-D; 6.SPD-D; 7.S1Y-D; 8.SPD-A; 9.SY-M-a; 10.SPY-D; 11.SPD-M-a; 12.SID-M-g;
13.SPD-M; 14.SID-M; 15.SPY-M; 16.SIY-M; UA:Ursolik asit; OA:Oleanolik asit; GAL:Galantamin
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Sekil 4.4 : S.icarica ve S.pilosa ekstrelerinin 200pg/mL konsantrsyonda AChE ve
BchE inhibisyon grafigi.
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Sekil 4.5 : S.icarica ve S.pilosa ekstrelerinin 100pg/mL konsantrsyonda AChE ve
BchE inhibisyon grafigi.
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Sekil 4.6 : S.icarica ve S.pilosa ekstrelerinin 50png/mL konsantrsyonda AChE ve
BchE inhibisyon grafigi.
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Sekil 4.7 : S.icarica ve S.pilosa ekstrelerinin 25ug/mL konsantrsyonda AChE ve
BchE inhibisyon grafigi.
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4.3 Antioksidan Aktivite Tayin Sonuglari

Bitki ekstrelerinin  TAC degerleri CUPRAC, ABTS-persiilfat ve DPPH yontemleri
uygulanarak mmol TR g-1 cinsinden belirlenmistir (Tablo 4.5). TAC sonuglar
birbiriyle karsilagtirilmistir.

Spektrofotometrik TAC sonuglar1 birbirleri arasinda iyi korelasyon gostermistir.
TACasts Ve TACpppH'in bir fonksiyonu olarak TACcuprac sonuglarinin lineer
korelasyon katsayilart (r2) sirasiyla 0.901 ve 0.824 olarak bulunmustur. (n-2)
serbestlik derecesi i¢in, test edilen degiskenler arasinda anlamli bir korelasyon
oldugunu dogrulamustir. SID-A ekstresi, ii¢ farkli yonteme gére en yiiksek TAC

degerine sahiptir.

Tablo 4.5 : Bitki ekstrelerinin toplam antioksidan kapasitelerinin (TAC) CUPRAC,
ABTS-6 persiilfat ve DPPH yontemleriyle 6l¢timii.

Ornek TACcuprrAC TACABTS-persiilfat TACDpPPH
(mmol TRg-1) (mmol TRg-1) (mmol TR g-1)
1 1.96+0.07 1.02+0.04 1.15+0.04
2 1.90+0.05 1.84+0.06 1.10+0.03
3 3.12+0.11 1.86+0.03 1.34+0.04
4 0.52+0.02 0.24+0.01 0.43+0.01
5 2.40+0.07 1.13+0.09 1.32+0.11
6 1.74+0.03 1.58+0.05 1.08+0.09
7 1.18+0.05 1.06+0.05 0.88+0.04
8 1.13+£0.04 0.40+0.01 0.78+0.02
9 2.66+0.12 1.19+0.08 1.37+0.12
10 2.2140.11 0.95+0.02 1.17+0.10
11 0.81+0.02 0.39+0.01 0.65+0.03
12 3.81+0.17 2.30+0.12 1.96+0.11
13 1.62+0.07 1.15+0.07 0.86+0.02
14 1.51+0.06 0.81+0.03 1.03+0.04
15 1.22+0.02 0.42+0.01 0.47+0.01
16 1.87+0.11 0.93+0.03 0.99+0.07

1.SPD-M; 2.SPD-M-3a; 3.SPD-Ac-a; 4.SPD-D; 5.SPY-M-a; 6.SPY-M; 7.SPY-Ac-a; 8.SPY-D; 9.SID-
M-a; 10.SID-M; 11.SID-D; 12.SID-Ac-a; 13.S1Y-M; 14.S1Y-M-a; 15.S1Y-D; 16.S1Y-Ac-a
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Sekil 4.8 : Bitki ekstrelerinin (TAC) CUPRAC, ABTS-persiilfat ve DPPH yontemleriyle 6l¢iim sonuglarinin grafigi.

1.SPD-M; 2.SPD-M-a; 3.SPD-Ac-a; 4.SPD-D; 5.SPY-M-a; 6.SPY-M; 7.SPY-Ac-a; 8.SPY-D; 9.SiD-M-a; 10.SID-M; 11.SID-D; 12.8iD-Ac-a; 13.SiY-M; 14.SiY-M-a;
15.S1Y-D; 16.8iY-Ac-a
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4.4 Saf Bilesiklerin Izolasyonu ve Yap tayini

4.4.1 SPY-D-4-2-a. Oleanolik asit=3f-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit

Sekil 4.9 : Oleanolik asit.

Kloroform: aceton (1:1) ¢6ziicti sisteminden 4. Fraksiyonda gelen beyaz renkli bilesik
kat1 toz halde elde edildi. Silika jel kapli TLC plakta UV lambada (254nm) spot
gozlemlenmedi, serik siilfat belirteci puskirtilip 105°C’de yakildiginda spot once

koyu sar1 daha sonra menekse renk ald.

1H NMR spektrumunda 0.72-1.15 ppm arasinda ¢ikan 7 metil sinyali yapinin bir
triterpen oldugu konusunda fikir vermistir. Bilesigin 13C-NMR spektrumu
incelendiginde 180.02 pmm de c¢ikan pik yapida karboksilik asit oldugunu
diigiindiirdii. 3.20’ppm deki dd seklinde izlenen pik 3 numarali C’da yine ikincil bir
-OH grubunun varligini1 gosterdigini diislindiirdii. Spektral veriler elimizdeki bilesigin
-OH, karboksilik asit ve ¢ifte bag, bu triterpenin oleanolik asit veya ursolik asit
oldugunu diislindiirdii. Ursolik asitin oleanolik asitten tek farki 1H NMR
spektrumunda 7 metil grubundan 5’ inin singlet, diger 2 metil grubunun ise dublet
olarak izlenmesidir. Birbirinin izomeri olan oleanolik asit ile ursolik asiti 1H NMR da

ayiran en karakteristik 6zellik budur.

5.27 ppm’deki dar triplet ise (3.7 Hz) molekiildeki C12’deki olefinik bag igin
spesifiktir. H-19 ile etkilesen H-18 sinyalinin verdigi yarilma ve kayma degeri de yine
oleanolik asit i¢in oldukg¢a 107arakteristiktir. Nitekim bilesigin f konumundaki H-18
sinyali C-19 protonlariyla 4.1 ve 9.6 Hz lik etkilesim degeri vererek karakteristik bir
dd piki 2.8 ppm’de gézlenmistir.
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Tiim spektral veriler ve literatiir verilerine dayanarak ayrica standart drnekle de ince
tabaka kromatografisinde kiyaslanarak yapinin kesin olarak oleanolik asit (Sekil 4.9)

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.11 : SPY-D-4-2-a. Oleanolik asit=3p-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit 13C-NMR.
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4.4.2 SPY-D-4-2-b. Ursolik asit= 3p-hidroksi-12-ursen-28-oik asit

Sekil 4.12 : Ursolik asit.

Kloroform: aceton (1:1) ¢oziicii sisteminden 4. Fraksiyonda gelen beyaz renkli bilesik
katt toz halde elde edildi. Silikajel TLC plakta UV lamba altinda (254nm)
gozlenmeyen spot, serik siilfat belirteci piiskiirtiilip 105°C’de yakildiginda menekse

renk aldi.

1H NMR spektrumunda bu kez 0.77-1.08 ppm ler arasinda bes metil singleti ve 0.86
ppm ile 0.78 ppm de ¢ikan 6,3 ve 6.7 Hz lik iki metil dupleti (sirasiyla Me-29 ve Me-
30) bilesigin ursan yapisinda bir triterpen oldugunu diisiindiirdii. Referans ursolik
asitle TLC yapilan ve 1H-NMR bulgulart incelenip literatiir verileri ile
karsilastirildiginda birbiri ile Ortiisen veriler, bize bu yapinin Satureja tiirlerinden daha

once de izole edilen ve ursolik asit (Sekil 4.12) oldugunu gostermistir.
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5 TARTISMA

Literatiir taramasinda Satureja pilosa’nin  sekonder metabolitleri hakkinda
Nikolova’nin yaptigi ¢alisma [66], Satureja icarica’nin sekonder metabolitleri
hakkinda ise Askun T.’nin yaptig1 [32] c¢alisma tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda
S.pilosa’nin 2, S.icarica’min ise 12 sekonder metaboliti rapor edilmistir.
Calismamizda ise 59 sekonder metabolit i¢in ekstreler arastirildi ve S.pilosa’nin
ekstrelerinde 22-30, S.icarica 'nin ekstrelerinde 21-30 bilesik raporlandi. S.pilosa ’nin
tim aseton ve metanol, S.icarica’min tim metanol ekstrelerinde ve SIiD-Ac
ekstresinde en yiiksek miktardaki sekonder metabolit rosmarinik asit olarak tespit
edilirken, SIY-D naringenin, SPY-D,SPD-D,SID-D ekstrelerinde ise penduletin tespit

ettigimiz en yiiksek miktardaki sekonder metabolit olmustur.

Bitkilerin aktivitelerine baktigimizda Nikolova ve ekibinin [66] yaptig1 ¢alismada
S.pilosa’min antioksidan ve antibakteriyel, Semerdijevave ekibin [67] yaptigi
calismada bitkinin antisivrisinek aktivitesini arastirirken, Kaver tezinde S.icarica 'nin
AChE ve BChE aktivitelerini degerlendirmis ve bitkinin ~ AChE aktivitesi
gostermedigini rapor ederken trozinaz inhibisyon ve antidiyabetik aktivitelerini de
degerlendirmistir[25]. Bunun yani da Askun T. ve ekibi [32] ve Azaz D.ve ekibi[18]
caligmalarinda S.icarica’nun antimikrobiyal, Diilger ve ekinin yaptig1 [74] ¢alismada
da S.icarica’nun antifungal aktivitesi tartisilmistir. Kisaca S.pilosa hakkinda AChE
aktivite testi calisitlmamis olup S.icarica hakkinda ise bir ¢alismanin oldugu verilerin
esdeger galantamin seklinde degerlendirildigi tespit edilmistir. S.icarica hakkinda
antioksidan Ozelligini arastiran bir c¢alisma kaydina literatiir taramasinda
ulagilamamistir ancak S.pilosa’min antioksidan oOzelliklerini arastiran  sadece

Nikolova’nin [64] ¢alismas1 tespit ettigimiz tek ¢alisma olmustur.

Bu galismalara mukabil ¢alismamizda iki bitkinin de AChE inhibisyon aktivite
testlerinde kontrol galantamine yakin, hatta diisiik konsantrasyonda SID-M ekstresi
harig, iki bitkinin tiim ekstrelerinin galantaminden daha aktif oldugu tespit edilmistir.

Bunun yanisira bitki ekstrelerinin toplam antioksidan kapasiteleri CUPRAC, ABTS ve
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DPPH yontemeleriyle Olclilmistiir. Veriler arasindaki uyum istatistiksel olarak

incelenerek iyi bir uyum gosterdigi calismamizda tespit edilmistir.

Calismamiz, 6zellikle her iki bitkinin dal ve yapraginin kapsamli sekonder metabolit
profilinin detayl1 arastirilmasi ve bitkilerden S.pilosa 'nin daha once hi¢ calisiimamis
olan AChE inhibitor aktivitesinin Ve S.icarica i¢in daha 6nce ¢alisilmamig yontemle
AChE inhibitor aktivitesinin arastirilmasi ve yliksek aktivite gosterdiginin tespit
edilmesine dair verileriyle ve S.pilosa ve S.icarica i¢in yapilan antioksidan kapasite
testleri ve sonuglar1 itibariyle Satureja icarica ve Satureja pilosa hakkindaki

yapilacak ¢alismalara onciiliikk etmesi agisindan yiiksek 6nem arz etmektedir.
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Uixealibur...\spo_ace_a_tenolik [ERIZ R RETIEE)

RT-0.00-15.01 SM: 156
RT 593 NL:9.29E7
100- Hispidulin m/z= 301.06915-301.07217 F:
FTMS + p ESI Full ms
50 [100.0000-900.0000] MS
spo_ace_a_fenolic

RT:6.19 NL: 5.98E6
- m/z= 285.07542-285.07828 F.
Ispsakuranetin FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

RT:6.50 NL-4.94E7

m/z= 343.08061-343.08405 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

8

MMJMMM

duletin

NL: 3.20E5
Kafelk asit fenilester m/z= 283.09616-283 09900 F:
FTMS - p ESI Full ms.
[100.0000-900.0000] MS'
RT:597 spo_ace_a_fenolik

Relative Abundance
8

Chrysin \ miz= 253.04936-253.05190 F.
. FTMS - p ESI Full ms
|
RT656 ; | [100.0000-900.0000] MS
| spo_ace_a_fenolik
|
RT:6.72 NL: 1.70E7
cetin miz= 283.05976-283.06262 F.
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-300.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

736 NL: 1.63E6
i
|

Time (min)

Sekil A.3 : SPD-A LC-HRMS kromatogrami
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370,00 - 15017 SM: 115G

Relative Abundance

CXcalibur..\spo_ace_a_fenclik

03/10/21 11:00:36

Apigenin 7-glucoside

< awl

NL: 6 62E5

m/z= 431.09621-431.10053 F- FTMS - p
ES| Full ms [100.0000-900.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

NL: 5.82E5

m/z= 300.99749-301.00049 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

NL 5.38E6

m/z= 447.09104-447.09552 FI FTMS - p
ES| Full ms [100.0000-800.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

NL: 3.66E6

m/z= 301.03387-301.03689 F- FTMS - p
ES| Full ms [100.0000-300.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

NL: 1.34E8

m/z= 137.02373-137 02511 F-FTMS - p
ES| Full ms [100.0000-900.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

NL: 8 20E7

m/z= 271.05984-271.06256 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

NL: 1.03E8

m/z= 285.03903-285.04189 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

NL: 4.33E7

m/z= 269.04420-269.04690 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-800.0000] MS
spo_ace_a_fenolik

[
100 RT-4.92 £agic acid

m%

o 389 Quercitri
100 {\ juercitrin

I\

5‘% j,‘ RT:492

[
100 RT: 541 Quercetin

50% i

0 280
100 I Salicylic acid

50- ‘“

Ji RT. 535

0 RT.545
100 "7} Naringenin

m%

[ -
100 RT:5.59 | uteolin

[
100 RT-5.88 apigenin

m%

07 T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
Time: fmin)

Sekil A.3 (devam) : SPD-A LC-HRMS kromatogrami

RT.0.00-1502 SM: 15G
" Ascorbic acid

00
50 RTZOG/L\/\

NL 8.08E4

miz= 175.02393-175.02569 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_dcm_fenolik

=

" RT-203

(H-Epigaliocatechin galate

&
fuiud

NL 0.77E3
m/z= 459.08989-459.09449 F- FTMS + p
ESI Full ms [100.0000-900.0000) MS
spd_dem_fenolik

105 RT.237 NL: 8.52E4
Chiorogenic acid miz= 353.08604-353 08958 F: FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-000.0000] MS
8 spd_dem_fenolik
§_|03 RT 208 NL: 1.45E5
F miz= 115.00310-115.00426 F: FTMS - p
35 pienic:scis ES1 Full ms (100 0000-900.0000] MS
® spd_dcm_fenolik
s 390 NL 1.07ES
90 Orient 5
Ewo% daall miz= 447 09104-447 095 FTMS - p
ESI Full ms [100 0000-900.0000] MS
50
[ spd_dcm_fenolik
RT:248 ) \N e
66 294 NL: 5.98E5
f\ Caffeic acid miz= 170.03408-179.03588 F FTMS - p
50 I\ ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
RT: 220/ \ spd_dem_fenolik
RT 200 NL: 1.30E4
m ‘Calfelne! m/z= 195.08667-195 08863 F: FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
= spd_dcm_fenolik
T < = NL: 2. 27E5
i AR /= 303 04951.303.05255 F: T
[+ -trans taxifolin - s e P
50- ESI Full ms [100.0000-900 0000
spd_dem_fenolik
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)
T 000-1502 SM: 156
100 Luteolin-7-rutinoside NL: 1.84E6
miz= 503 14822-503 15416 F FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_dem_fenolik
4 233 Vanilic acid NL: 3.0565
f\ = miz= 167.03414-167 03582 F: FTMS - p
50 [\ pRT:365 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
/ \/ spd_dem_fenolik
ik RT:348 NL 3.27E5
Naringin miz= 579.16003-579.17483 F- FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-200 0000) MS
o spd_dem_fenolik
5
gm RT. 390 NL: 107€5
g uteolin 7-glucoside miz= 447.09104-447 09552 F- FTMS - p
3 s ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
é spd_dcm_fenolik
£ 0
$100 RT: 390 4 ocperidin
503
0
100 Rosmarinic acid
i miz= 350.07544-359.07904 F- FTMS - p
RT.497 || ES! Full ms [100.0000-900.0000) MS
50 /\ | & spd_dem_fenolik
o RT.4.23 Hyperoside
5 63.09052 F FTMS - p
50 ESI Full ms {100 0000-900.0000) MS
: spd_dcm_fenolik
100 le!ydrokaempievol s
50 RT 444 MS
T T T il T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

Sekil A.4 : SPD-D LC-MS kromatogrami
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PDUUU - 1D DM 1D

e AU

Kelatve ADunaance

100 - ) NL: 3.5264
Apigenn 7-ghucoside miz= 431.00621-431.10053 F:
FTMS - p ES| Full ms
50 [100.0000-200.0000] MS
spd_dcem_fenolik
0. LV
100 Elagic acid ML- 1.309E3
miz= 300.99742-301.00048 F:
FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-200.0000] MS
spd_dcem_fenolik
IDE 3.00 o L MNL:- 1.07ES
f uersinn miz= 447 0010444700552 F:
| FTMS - p ESI Full ms
50 | 1| [100.0000-800.0000] M5
| \RT:- 482 spd_dem_fenolik
o Il l\n’:\.
100 RT: 541 Quercetin NL- 4. 296E4
miz= 301.03287-201.03639 F:
FTMS - p ESI| Full ms
50 [100.0000-000.0000] MS
N spd_dem_fenolik
o b
100 270
A Salicylic acid 3-137.02511 F:

1

j\_  RT:535

| Full ms
[ D00.0000] MS
spd_dcem_fenolik

RT: 543 Naringenin

NL:- 7.05E6

miz= 271.05884-271.06258 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-200.0000] MS
spd_dcem_fenolik

RT: 5.57 Lutecdin

NL: 1.01E&

miz= 285 0300 504189 F:
FTMS - p ES| Full ms
[100.0000-000.0000] MS
spd_dom_fenolik

RT: 5.87

ﬂ

Apigenin

o
=1
eallU il ol p g poligd podoud bl ool

J Lh;x .

L L I |
2 6

NL: 1.07E7

m/z= 301.06915-301.07217 F:
FTMS + p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_dem_fenolik

NL: 3.93E6
miz= 285.07542-285.07828 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_dem_fenolik

NL: 1.49E8

m/z= 343 08061-343.08405 F-
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_dem_fenolik

NL: 8 63E6

m/z= 283.09616-283.09900 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_dem_fenolik

NL: 1.03E6
m/z= 253.04936-253.05190 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_dem_fenolik

NL: 2 81E7

miz= 263.05978-283.06262 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_dem_fenolik

10
Time {min}
12000 - 1502 SM: 156
00 RT.5.92 )
Hispidulin
50
0 RT 618 | Kl eti
00 .18 Isosakuranetin
50
0 RT: 649
00 ~7) Penduletin
50
0
00 8%2
Kafeik asit fenilgster
i
50 I
|
RI.6.26 j&
chrysin
RT 657 ‘M
|
I
|\
RT:673
Acacetin
04 R T L R T e
4 8 10 12 14
Time (min)
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RT:0.00-1502 SM: 15G
RT:2.08

‘/\‘/}lelc acid

3
T

o
=]
LT

NL: 7.35E5
m/z=175.02393-175.02569 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

[=

4.10
|

|
RT:2.05 Il

3
T

2}
S
LT

\-Epigaliocatechin gallate

NL:5.63E4

m/z= 459.08989-459.09449 F.
FTMS + p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT:2.35

/. Chlorogenic acid

o D
=]
T T

NL: 3.24E6

m/z= 353.08604-353.08958 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT:2.08

=]
S c

Fumaric acid

NL: 3.16E6
m/z=115.00310-115.00426 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

388
N\
Al
I

RT.2.08 / \__ orentin

Relative Abundance
o
=
LT

=]
S c

2}
S
[ERNERERY]

NL: 2 49E6

m/z= 447.09104-447.09552 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

10 RT:293

=1

o
=]
LT T

NL: 2. 91E7
m/z=179.03408-179.03588 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

[=

RT:2.00

3
T

o
=]
LT

NL: 1.20E5

m/z= 195.08667-195.08863 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

[=
e

Time (min)

3T: 0.00-1502 SM: 156
100
50

3.55

olin-7-rutinoside

NL: 4 90E7

miz= 593.14822-593.15416 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

0
100 23

NL:1
m/z= 167.03414-167 03582 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

[\ RT:3865
) \___A\__ Venilic acid
RT:347

Naringin

NL: 241E6

miz= 579 16903-579.17483 F FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT: 388

=)
Seo

& 7-glucoside

NL: 2.49E6

miz= 447.09104-447.09552 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT:388

50 /
o 5 Hesperidin

RT: 417

Relative Abundance
g

=]
8

smarinic acid

NL: 3 64E7
17
ESI Full ms [100.0
spd_meoh_fenolik

NL: 3.04E8

miz= 359 07544-359.07904 F: FTMS - p
ESI Full ms [100 0000-900 .0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT:4.25

NL

88-463.09052 F- FTMS - p

miz= 4 8
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

FTMS - p

Y 00] MS

T T T T T T T
2 4 6 8 10 12
Time (min)

KIDUUU- 19,02 SME 19t
RT:591

100; ispidulin
509
o]

NL: 2 62E7

m/z= 301.06915-301.07217 F:
FTMS + p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

Isosakuranetin

L

NL: 1.55E5

m/z= 28507542-285.07828 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

8o

Penduletin

3

] ‘w‘\l

NL: 5.86E6

m/z= 343 .08061-343.08405 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

Relative Abundance
a3
i

2

8o
|
I

Kafeik asit fenilester i

@
3

Nz |\

NL: 1.49E5
m/z= 283.09616-283.09900 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

)

7.34
Chrysin ‘"“
|
i
RT:657 | |

=]
8
LT

@
T

NL: 6.16E5

m/z= 253.04936-253.05190 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT: 671
E Acacetin

NL: 2.53E6

m/z= 283.05978-283.06262 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-500.0000] MS
spd_meoh_fenolik

Y
=g
>
™
5

Time (min)

Sekil A.5 :
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Relative Abundance

RT

Relative Abundance

3T.000-15.02 SM: 15G
Apigenin 7-glucoside

NL: 2.76E5

miz=431.09621-431.10053 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

100
0 RT. 492 Ellagic acid
100 42

—

NL: 2.92E4

m/z=300.99743-301.00049 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

388 Quercitrin

N

|

i @T.}LQQ
e

NL: 2.49E6
miz=447.09104-447.09552 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT:542 Quercetin

g

NL: 1.02E5

m/z=301.03387-301.03689 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

o

Salicylic acid

Relative Abundance
@
<]

RT:5.34

NL: 6.06E7

miz= 137.02373-137 02511 F FTMS -
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT 544 Naringenin

NL: 4.25E5

miz=271.05984-271.06256 F: FTMS - p
ES! Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

RT-5.58 Luteolin

1

100

NL: 3.39E7
miz=285.03903-285.04189 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

Apigenin

A

@ B2
PonTon? Tl TunTodT TununT TuTund Fudludld FudTouT

NL: 4.68E6
miz=269.04420-269.04690 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spd_meoh_fenolik

0 2 4 8
Time: (min)

RT: 5.52

1007 k spidulin
o

NL: 2.19E8
miz= 301.06915-301.07217
F: FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-500.0000] MS
spy_dem_fenolik

Isosakuranetin

NL: 1.18E7
mlz— 285.07542-285.07628
: FTMS - p ESI Full ms
[mu 0000-S00.0000] MS

spy_dem_fenolik

Penduletin

NL: 5. 566E8
m/z— 343 08061-343 08405

spy_dem_fenoli

-

Kafeik asit fenilester I

NL: 1.10E7
miz= 263.09616-283.09900
F: FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-500.0000] MS
spy_dem_fenolik

d
8

|
9
i

NL: 2 44FE6

miz= 253.04936-253.05190
FTMS - p ESI Ful

[100 0000-500 DDDD] "Ms

spy_dem_fenoli

RT:6.74
Acacetin

NL: 1.03E8

miz= 263.05978-283.06262
- FTMS - p ES|

[mu 0000-500 DDDU] "Ms

spy_dem_fenolik

RT- 772

Hederagenin

NL: 1.15E5
miz= 473 361:17473 36491
1 Full ms
[100 0000-500.¢ 0000] M
spy_dem_fenolik

8
Time (min)

Sekil A.6 : SPD-M-a LC-HRMS kromatogrami

0.00-1502 SM: 15G
RT:2.04 Ascorbic acid

100
3,/‘\,\ _K’A_/ \ AN

NL: 4.45E3

m/z= 175.02393-175.02569 F: FTMS - p
ESI Full ms [100 0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

100 RT:1.98
-Epigallocatechin

NL 3.22E4
miz= 307.07969-307 08277 F- FTMS + p
ES! Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT: 242

Chiorogenic acid

NL: 1.31E4

miz= 353 08604353 08958 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900 0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT:2.12 Fumanc acid

\/\/\/’\I\/V\N/\ p

L)

NL 6.11E3
miz= 115.00310-115.00426 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS

SN A AANASPY_Bce_a_fenolik

396 Orientin

REIN/ N

RT-299 Caffeic acid

NL 1.04E5

00552
900

F FTMS -
00] MS

NL:4.81E5

m/z= 179.03408-179.03588 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-800.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT: 204 caffeine

- -

RT:351

0
100 \
3 il
50% (¢ )-trans taxifolin
 §

E4
)8667-
st FuH ms [100.0
y_ace_a_fenolik

2 4

6

T T

Time (min)

Sekil A.7 : SPY-A LC-MS kromatogrami
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RT: 0.00-1502 SM: 15G
Luteolin-7-rutinoside

100
50 ~

NL: 8. 58E5

m/z= 593 14822-593 15416 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT: 353

jkmmngm

NL: 3.39E5

m/ 79.16903-579.17483 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT:3.96

leln 7-glucoside

NL 1.04E5

104-447 09552 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-800.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT:3.96

/\iespeudm

3

NL: 6.11E5

m/z= 609.17944-609.18554 F
FTMS - p ESI Full ms
(100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT:423

\
[|Rosmarinic acid
A

430
/\‘Hyperoslde

Relative Abundance
2

2 8.

RT.

g

).07544-
p ESI Fullms

7904 F

FTMS
{100.0C
spy_ace_
NL- 2.42E4
m/z= 463.08588-463.09052 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

a_fenolik

Dihydrokaempferol
RT-4.49 |

8 87 05755 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000) MS
spy_ace_a_fenolik

o-tuuli) luoboad booadog]) boeodoad poadood oo

2 4 6 8 10 12
Time (min)

3T:0.00- 1502 SM: 156
RT:5.94  Hispidulin

NL: 2.16E6
m/z=301.06915-301.07217 F.
FTMS + p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

100
) J/k
o
@m

NL: 1.23E5
m/z= 285.07542-285.07828 F.
FTMS - p ES| Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT 653

=]
So

Penduletin

NL: 6.52E5
miz= 343.08061-343.08405 F.
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

825

Relative Abundance
@
8

=]
So

fl

el

B
{

o

8

NL: 7.81E3
m/z= 283.09616-283.09900 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

5

<]

NL: 1.45E5
miz= 253.04936-253.05190 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

RT.6.71

100

50

|
|
|
%

NL: 3.29E5
m/z= 283.05978-283 06262 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

(O L i v v e
] 2
Time (min)

RT: 000-1502 SM: 15G
Apigenin 7-glucoside

NL: 1.85E4

m/z= 431.09621-431.10053 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-300.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

NL: 4.33E2

m/z= 300.99749-301.00049 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

NL: 1.04E5

m/z= 447 09104-447 09552 F. FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-300.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

NL: 8. 76E4

m/z= 301.03387-301.03689 F. FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

NL: 1.85E6

miz= 137.02373-137.02511 F. FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

NL: 1.64E6
miz= 271.05984-271.06256 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

NL: 2 93E6

m/z= 285 03903-285.04189 F-FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

NL: 1.24E6

miz= 269.04420-269.04690 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_ace_a_fenolik

100,
50
o
1004 228 RT:4.94 Ellagic acid
[
5“3 o
oAl ) L
396
100 | Quercirin
w \ RT.400
f o = RT 547
S 100- 247 Quercetin
2
5
2 50%
20
3 100 282 Salicylic acid
@ I
50 Il
] RT:5.41
o -
100 RT:547 Naringenin
503
o
RT 559
100, Luteolin
50
o
100 RT-531 apigenin
503
04 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Time (min)

Sekil A.7 (devam) : SPY-A LC-MS kromatogrami
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RUERCRUTER T
100

S 19
RT:3.88 Hesperidin

NL: 1.95E5
m/z= 609.17944-609.18554 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_dcm_fenoli

NL: 6.13E7
MYz~ 287.05467-267.05755 F-
FTMS - p ESI Ful
[100.0000-900 DDDD] MS
spy_dcm_fenolik

Apigenin 7-glucoside

|

|
Rraze )|
1

NL: 2.35E5

iz 4 431 09621-431.10053 F
I Full ms

[mu Bodoe00 0000] MS

spy_dem_fenolik

[=X=]

=
=]

RT:5.41 Quercetin

NL: 6.81E5
miz= 301.03367-301.03689 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_dem_fenolik

Relative Abundance
al 11 \$

278 NL: 3.16E7
1005 ] Salicylic acid miz= 137.02373- 13702511 F
i FTMS - p ESI Full ms
| [100.0000-900.0000] MS
I spy_dem_fenolik
1A RT.5.35
y NL: 2.47E8
ringenin m.fr 271 ESSSIEFA -271.06256 F:
[100 0000-200.0000) MS
spy_dem_fenolik
=T: 556 NL: 8.49E6
Luteolin miz= 285.03903-285.04189 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_dem_fenolik
RT- 587 NL: 2 44E7
igenin miz= 269.04420-269.04690 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-200.0000] MS
L spy_dem_fenolik
] S R B S B B e SR i s o S S 1 1 '
4 & & 10 12 14
Time (min)
1D UUU- 19U DG 19t
100— RT:5.52 NL: 2 19E8
4 Hispidulin miz= 301.06915-301.07217
7 F: FTMS - p ESI Full ms
4 [100.0000-900.0000] MS
50 spy_dem_fenolik
o i NL: 1_18E7
100~ Isosakuranetin -1
4 miz= 285.07542-285 07628
7 F: FTMS - p ESI Full ms
B [100.0000-900.0000] MS
50 spy_dem_fenolik
= - .
100 Pendulatin NL: 5.56E8
4 miz= 343.08061-343.08405
] F: FTMS - p ESI Full ms
- [100 DDDD—E)U[] 0000] MS
504 spy_dem_fenolik
0 .
2 100 8.23 NL: 1.10E7
= [ miz= 283.09616-283.09900
2 | Kafeik asit fenilester “ F: FTMS - p ESI Full ms
5 1 || [100 0000-900 0000] MS
§ 50 I spy_dem_fenolik
2 RT: 5.97 Jl I\\
= J
e 0 —RI656 NL: 2. 44E6
1003 Chrysin miz= 253 04936-253 05190
7 F: FTMS - p ESI Full ms
- [100.0000-900.0000] MS
50 spy_dem_fenolik
1037 T 6.74 NL: 1.03E8
] Acacetin miz= 283.05978-283.06262
| F: FTMS - p ESI Full ms
4 [100.0000-200.0000] MS
50 spy_dem_fenolik
o RT 772 NL: 1.15E5

Sekil A.8 : SPY-D LC-HRMS kromatogrami
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3T:0.00-15.02 SM: 156
100 T:2.07

NL: 9.38E5

m/z= 175.02393-175.02569 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik

NL:2.11E5

m/z= 459.08989-459.09449 F- FTMS + ¢
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik

NL: 3.93E6
53.08604-353.08058 F- FTMS - p

& Full ms [100.0000-900.0000] MS
8 Chiorogenic acid spy_meoh_a_fenolik
5,03 RT: 207 NL 5.71E6
g miz= 115.00310-115.00426 F: FTMS - p
3 s ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
] umaric acid spy_meoh_a_fenolik
%mg 287 NL: 1.40E7
[-4 miz= 447 09104-447 09552 F- FTMS - p
50 [ ESI Full ms {100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik
RT:223 \_ Orientin
mg RT 204 NL: 2.57E7
miz= 179.03408-170 03588 F- FTMS - p
0 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
o spy_meoh_a_fenolik
1o RT. 201 E5
miz= 195 08667-195 08863 F- FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
Cafloino spy_meoh_a_fenolik
o RT 345 N
150 miz= 30 5255 £ FTMS - p
50 ESI Full n 500.0000) MS
-trans taxifolin Spy_m» _fenolik
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

Sekil A.8 (devam) : SPY-D LC-HRMS kromatogrami

3T 0.00-1502 SM: 15G
100- o

T 354

NL: 1.07E8
m/z= 593 14822-503 15416 F FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS

50
in-7-rutinoside 5 - fenolik
[ NL: 6.20E6
100 7 miz= 167 .03414-167.03582 F- FTMS - p
5 /| RT:384 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
I\ [—— spy_meoh_a_fenolik
m; RT 347 NL: 8.30E7
miz= 579.16903-579.17483 F- FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-500.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik
3 Naringin St
§ 100 RT 387 NL: 1.40E7
miz= 447.09104-447 09552 F- FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik
§ o m 7-glucoside
RT 387 NL: 8.56E7
) 100- miz: )9.17944-609 18554 F FTMS -p
ESI Full ms [100. 900 0000] MS
50 st
Hesperidin spy_mech_a_fenolik
i RT 416 L 6.10E8
miz= 350.07544-359.07904 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-500.0000] MS
50
spy_meoh_a_fenolik
= smarinic acid
o4 RT:426
100 08588.463.00052 F- FTMS - p
50 ESI Full ms (100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik
o A~ Hyperoside
RT. 5.04 NL: 6 46E7
100 miz= 287.05467-287 05755 F. FTMS - p
50 ESI Full ms [100.000 0000] MS
Difldrokaempferol spy_meoh_a_fenolik
v T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)
RT:000-15.02 SM: 15G
RT:5.91 NL: 8.16E7
100 lispidulin m/z= 301.06915-301.07217 F.
FTMS + p ESI Full ms
50 [100.0000-900 0000] MS
spy_meoh_a_fenalik
IDg RT.6.18 NL: 4 65E6
m/z= 285.07542-285.07628 F.
gpsakuranetin FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-300.0000] MS
Spy_meoh_a_fenolik
100 RT.6.50 NL: 1.37E7
nduletin m/z= 343.08061-343.08405 F.

FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_meon_a fenolik

Relative Abundance
3

L
821

Kafeik asit fenilester

RT:5.98

NL: 1.24E5
m/z= 263.09616-263.09900 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_meon_a_fenolic

8

3

=

NL: 3. 68E5

m/z= 253 04936-253.05190 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik

8

3

NL: 9.61E6

miz= 263.05978-263.06262 F
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
Spy_meoh_a_fenolik

o 8 Bo
o T P TP PP Pon BT

6.56
C"w"h
RT. 664
Acacetin
O TR T
2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

Sekil A.9 : SPY-M-a LC-HRMS kromatogrami
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RT: 0.00-15.02 SM: 15G
Apigenin 7-glucoside

100
” //\/\ JL

NL: 1.82E6

m/z= 431.09621-431.10053 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik

Ellagic acid

L

NL: 3.62E4

m/z= 300.99749-301.00049 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik

387 Quercitrin
A

NL: 1 40E7
miz= 447 09104-447 09552 F FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS

8 % | \ RT_492 spy_meoh_a_fenolik
8 10; Quercetin NL: 2.01E6
5 m/z= 301.03387-301.03689 F: FTMS - p
2 5 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
° spy_meoh_a_fenolik
z
s, Dg NL: 7.41E7
& Salicylic acid m/z= 137.02373-137.02511 F: FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
RT-5.33 spy_meoh_a_fenolik
0
100 RT:5.43 Naringenin NL:3.27E7
m/z= 271.05984-271.06256 F: FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik
0
100 RT-557 Luteolin NL- 1.04E8
m/z= 285.03903-285.04189 F: FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
spy_meoh_a_fenolik
RT: 586 NL: 4.40E7
86
100 | APoemn miz= 260 04420-260 04690 F- FTNS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
J I\ spy_meoh_a_fenolik
Oy L A A T e e T e
0 2 4 6 8 10 12 14

Time (min)

Sekil A.9 (devam) : SPY-M-a LC-HRMS kromatogrami

RT:0.00-15.02 SM: 15G
RT: 2.08

Ascorbic acid

NL: 2 38E6

m/z= 175.02393-175.02569 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

RT:235

Chlorogenic acid

NL: 5.14E6

m/z= 353.08604-353.08958 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

RT: 208

Fumaric acid

NL:4.72E6
m/z=115.00310-115.00426 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

380

f\‘ Orientin
A
|
|

RT: 2.56

NL: 3 64E6

m/z= 447 09104-447 09552 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

RT:2.93

Relative Abundance

NL: 8.50E7
miz= 179.03408-179.03588 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

I
j\ Caffeic acid
202

N

Caffeine
|
J "\ RT:2.45

NL:4.33E4
m/z= 195.08667-195.08863 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

RT:342
(+)-trans taxifolin

NL: 1.54E6

m/z= 303.04951-303 05255 F- FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

RT: 354

/ Luteolin-7-rutinoside

NL: 1.37E8
miz= 593.14822-593.15416 F- FTMS - p
ES| Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

T T
2 4 6 8 10

12 14
Time (min)
RT:000-1502 SM: 15G
100 RT:2.33 Vanilic acid NL:2 26E7
m/z= 167.02414-167.03582 F: FTMS - p
50 M ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik
0 RT 344 NL: 2.88E6
100 Naringin miz= 579.16003-579.17483 F- FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik
0 RT:3.89 Luteolin 7-glucoside NL: 3.64E6
100 miz= 447 09104-447.09552 F- FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik
0 AT 3.80 Hespendn NL: 1.14E7
100 miz= 600.17044-600. 18554 F- FTWS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik
108 RT:4.16 Rosmarinic acid NL: 4 66E8
m/z= 359.07544-359.07904 F- FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik
0
100 RT:427 Hyperoside NL: 1.08E6
m/z= 463.08588-463.00052 F: FTMS - p
503 k ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik
‘WDg 5.04 NL: 1.96E7
\“,Dlhydrokaempferul m/z= 287.05467-287.05755 F. FTMS - p
50 “ \ ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
RT: 443 | sid_meoh_fenolik
- RT.4.72 Apigenin 7-glucoside NL: 5.70E5
f\ m/z= 431.09621-431.10053 F: FTI
50 ) \ ESI Full ms [100.0000-900.0000]
I \ sid_meoh_fenolik
0 S
frrrprrrrrany R b e B B [T
0 6 8 10 12 14
Time (min)
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RT: 0.00-1502 SM: 15G
100

RT: 492 Ellagic acid

NL: 1.95E5
miz= 300.99749-301.00049 F: FTMS - p
ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS

0 sid_meoh_fenolik
105 3.89 Quercitrin NL: 3.64E6
i miz= 447.09104-447.09552 F: FTMS - p
50 I\ ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
j' RT: 4.90 sid_meoh_fenolik
100 RT 543 NL: 9.88E5
Quercetin miz= 301.03387-301.03689 F: FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
3 sid_meoh_fenolik
Ems 278 NL: 9.56E7
B i miz= 137.02373-137 02511 F: FTMS - p
2 50 [ \ Salicylic acid ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
o | RT: 533 sid_meoh_fenolik
2 :
Emg RT. 643 e NL: 6.09E6
2 | henneenm m/z= 271.05984-271.06256 F- FTMS - p
50 f ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
fk sid_meoh_fenolik
100 RT:5.57 Luteolin NL: 9.T1E7
miz= 285.03003-285.04189 F: FTMS - p
50 ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenalik
108 RT 586 NL: 1.81E7
A miz= 269.04420-269 04690 F: FTMS - p
50 pigenin ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik
100 RT: 5.91 NL: 5.95E7
) i m/z= 301.06915-301.07217 F- FTMS + p
50 || Hispidulin ESI Full ms [100.0000-900.0000] MS
'\ id_meoh_fenolik
) sid_meoh_fenoli
o LA LA A U Lt L L R S L L A R S T o L} 1
0 2 4 6 8 12 14
Time (min)
3T 0.00-1502 SM: 156G
100 247 NL: 3.94E5
i Isosakuranetin miz= 285.07542-285 07828
I\ F: FTMS - p ESI Full ms
il [100.0000-900.0000] MS
50 I RT- 617 sid_meoh_fenolik
/\/" \/\,J\
100 NL: 5.45E6
Jﬁ‘ RT 650 Pendulstin g]sz:T A3/|th3 08061-343 08405
| S - p ESI Full ms
“ N [100.0000-500.0000] MS
50 | sid_meoh_fenolik

|
|
|
|
{

821

Il
Kafeik asit femlest‘el
|
|
I

NL: 8 84E4

m/z= 283.09616-283.09900
F:FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

Relative Abundance
o
S
I

NL: 5.29E5

m/z= 253.04936-253.05190
F:FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

] 5 RT-629 A
] \ |
0 W )
100 RT. 6.56
Chrysin
50 N\
] il
] A |
1004 RT ’fi 68
1 Acacetin
504

F FTMS - p ES
[100.0000-900.0000] MS
sid_meoh_fenolik

=

Time (min)

Sekil A.10 (devam) : SID-M-a LC-HRMS kromatogrami
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<1 UUU - TUUl

Relative Abundance

pudf

0.80

SME FG

(-)Epicatechin 4.99

RT: 2.78 f

1.63

418

NL: 6. 70ES

rnu‘r E‘I 08485-291 08777 F:
ESI Full ms

[30 0000—1200 0000] MS

Satureja_icarica-MeOH

-
=]
(=] % D

(-)}-Epicatechin Gallate

493

A

MNL: 5 46E4

rnfr 44 I 08051-441.08493 F:
ESl Full ms

[BD OOOCLWZDO 0000] MS

Satureja_icarica-MeOH

.
[=]
Bl

{-¥Epigallccatechin gallate

458

NL: 3 22FE5

mfz= 457 07534457 07992 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

(-}Epigallocatechin (\74

- 249 481 A

NL: 1.24E5

m/z= 305.06515-305.06821 F:
FTMS - p ESI Full ms

[0 .0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

=
=]
a

Relative Abundance
o § 8

RT: 2.27

NL: 2.48E5
m/z= 289 07031-289.07321 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

+}-Trans Taxifolin

192 261

6.08 699

NL: 3.18E7
miz= 303.04951-303.05255 F-
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

-
=]
[=] % (=)=}

1.69

342 3.89

RT:653 5. cin

.60

NL: 5 98E7

miz= 283 05978-283 06262 F:
FTMS - p ESI Full ms
[60.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

406 Aplgenln T-glucoside

NL: 2 68E6

miz= 433 11075433 11508 F
FTMS + p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

mu%
O
]

100

Time (min}

RT:5.80 Apigenin

3.458 4.87

8.55 901

1
10

NL: 1.33E7

miz= 271.05874-271.06146 F:
FTMS + p ES| Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MsOH

1

RT: 3.19 Caffeic acid

45 24

T.22 802

NL: 1.08E8

m/z= 179.03408-179.03588 F:
FTMS - p ESI Full ms
[60.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-M=0OH

RT 3.19 Chiconic

493

NL: 5.48E4

miz= 473.07018-473.07492 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

RT:6.42 Chrysin

849 qpg

NL: 1.07E6

mfz= 253.04936-253.05190 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

249

Dihydrokaempferol

307 i

745 860

NL: 6.78E7

miz= 287 05467-287 05755 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

RT 619 Eupatilin

481

181 261 377

NL: 3.96E7

miz= 343.08061-343.08405 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-Ms0OH

RT: 227

Fumaric Acid

NL: 2.71E6

mfz= 115.00310-115.00426 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

100

NL: 5.48E4

mfz= 821.39240-821 40062 F
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_icarica-MeOH

Time (min}

10
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<17 VLU -TU0T SM l‘t:‘
100— Herniarin NL: 1.60E7
B m/z= 177.05373-177.05551 F-
7 FTMS + p ESI Full ms
50 [30.0000-1200.0000] MS
E RT 580 e Satureja_icarica-MeOH
g2 e
1005 y NL: 1.56E7
B H&%Pendm miz= 609.17944-609.18554 F:
4 FTMS - p ESI Full ms
50 [80.0000-1200.0000] MS
u Satureja_icarica-MeOH
o RT-458 - NL: 1.38E6
B Hyperoside m/z= 463 08588-463 09052 F-
4 FTMS - p ESI Full ms
50 [80.0000-1200.0000] MS
7 354 Satureja_icarica-MeOH
od . 9.65
& 00s RT: 597 NL: 1.08E6
E-] 5 Isosakuranetin m/z= 285.07542-285.07828 F:
- FTMS - p ESI Full ms
2 50 [80. 00081200, 0000] MS
e u Satureja_icarica-MeOH
. 377 447 528 7.56 9.18
2 00 RT_ 551 Liteolin NL: 7.54E7
B m/z= 285 03903-285.04189 F
4 FTMS - p ESI Full ms
50 [80.0000-1200.0000] MS
ul Satureja_icarica-MeOH
o 1.92 3.89 733 872
" - NL: 2.10E8
1005 teolin-7-rutinoside miz= 593 14822-593.15416 F-
B FTMS - p ESI Full ms
50 [80. 00061200, 0000] MS
i Satureja_icarica-MeQOH
od 261 585 665 8.14 965
100 RT.2.27 NL: 1.09E5
& Myricetin nz= 317.02870-317.03188 F:
4 FTMS - p ESI Full ms
507 8.60 [30.0000-1200.0000] MS
; 528 jl,l'_"\l Satureja_icarica-MeOH
- RT-£39 Naringenin NL: 3.44E7
B m/z= 271.05984-271.06256 F
B | FTMS - p ESI Full ms
50 | [80.0000-1200.0000] MS
E j Satureja_icarica-MeOH
B 33 181 330 458 ) 7.22 8.60 9.88
[} P T L aaaas sanasiansy Lty s s |
0 2 4 8 10
Time (min)
LIZUUU- UV DML (o
100+ RT:3.77 Naringin :; 6.38E6
7 z=
a0 579.16903-579.17483 F-
E FTMS - p ESI Full ms
&0 [80.0000-1200.0000] MS
3 Satureja_icarica-MeOH
40
204
o .
RT:- 435 NL: 3.08E6
1005 miz=
a0 477.10146-477 10624 F:
E ! ) FTMS - p ESI Full ms
60 petin-7-glucoside [80.0000-1200.0000] MS
3 Satureja_icanca-MeOH
405
204
- = RT 631 Rhamnocitin NL: 3.82E7
7 miz=
g a3 299 05461-299 05761 F
s FTMS - p ESI Full ms
2 s [80.0000-1200.0000] MS
2 3 Satureja_icarica-MeOH
g 40]
£ 203 872
3 p74 157 204 319 412 7 T
mg— AT 435 NL- 4 02E8
| osmarinik Acid miz=
a0 369.07544-359.07904 F:
E FTMS - p ESI Full ms
60 [80.0000-1200.0000] MS
3 Satureja_icarica-MeOH
405
204
E 756 8.83
o039 192 273 P —
NL: 2.42E6
1005 (mns«llrﬁydmxycinnamic acid miz=
80 \ 165 05379-165 05545 F:
E / FTMS + p ES| Full ms
&0 \ [80.0000-1200.0000] MS
E Salureja_icarica-MeOH
0]

Time (min)

140
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S wwU - U oML 13

(-)Epicatechin 4.99

/

RT:278

]

NL: 4.16E5

miz= 291.08485-291.08777 F:
FTMS + p ESI Full ms
[60.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH
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‘."‘\(—)»Ep\cate:hin Gallate
(

=} =}
S o % =]

A
| | Rr28

NL: 1.14E5

miz= 441.08051-441.08493 F:
FTMS - p ESI Full ms
[60.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

RT:2.15
(-HEpigallocatechin gallate M\

NL: 32365

m/z= 457 07534-457 07992 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

J
(+)-Trans Taxifolin

=] =}
[=X=] % I=N=)

4.93 713

NL: 6.96E6

m/z= 303.04951-303.05255 F:
FTMS - p ESI Full ms
[60.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

Relatve Abundance

Acacetin RT. 6.55

o
o
=

342 400 540

=]
o % So

NL: 2 39E7

miz= 283.05978-263.06262 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

Apigenin T-glucoside

406

30 ’\.‘
n \

=
LB R

NL: 9.80E5

m/z= 433.11075-433.11509 F:
FTMS + p ESI Full ms
[60.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

RT-581 Apigenin

=
it_l_l_l_lg_t_t_t_t_?

NL: 1.13E7

miz= 271.05874-271.06146 F
FTMS + p ESI Full ms
[60.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

092
T

=

o

Time (min)

KIZUUU- 1uul
100

oM:
RT:3.30 Caffeic acid

TR,

RT: 1.69,

NL: 1.85E8

miz= 179.03408-179.03588 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

RT: 447 Chicoric

=]
=]

NL: 4.84E5

miz= 473.07018-473.07492 F:
FTMS - p ESI Full ms
[B0.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

RT: 644 Chrysin

]

505 854 956

NL: 4.71E5

miz= 253.04936-253.05190 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

Dit;ydrukaempfeml

=] =
= o § (=)=}

759 841 970

NL: 5.82E7

miz= 287.05467-267 05755 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

Relative Abundance

[=N=)

RT-6.21 Eupatiin

=]

133 1.80 261 377 493 —

NL: 1.97E8

m/z= 343.08061-343.08405 F
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

=]

Fumaric Acid

=
o % 28

NL: 3.78E6

m/z= 115.00310-115.00426 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeCH

NL: 1.92E7

miz= 473.36017-473.36491 F:
FTMS + p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

= =
So % 8

NL: 6.21E6

miz= 177.05373-177.05551 F
FTMS + p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

Time (min)
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RT: 4.12 Hesperidin NL: 5 27E7

B miz= 609 17944609 18554 F:
] FTMS - p ESI Full ms

50 [B0.0000-1200.0000] MS

E Satureja_pilosa-MeOH

] 506 586  7.24

o RT.4.58 Hyperoside NL: 1.24E6
B miz= 463.08588-463.09052 F:
4 FTMS - p ESI Full ms
507 [80.0000-1200.0000] MS
] Satureja_pilosa-MeOH
7 342
= I N
100 Isosakuranetin NL: 9.80E6
B m/z= 285.07542-285 07828 F:
1 FTMS - p ESI Full ms
50 [60.0000-1200.0000] MS
] Satureja_pilosa-MeOH
o 169 342 505 724 783 981
g 100 RT-5.51 Luteolin NL: 1.04E8
3 B miz= 265.03903-265.04189 F:
5 1 FTMS - p ESI Full ms
2 509 [30.0000-1200.0000] MS
2 ] Satureja_pilosa-MeOH
B ol 086 192 3.89 771 9.70
Emﬁ RT-4.00 NL: 1.26E8
5 teolin-T-rutinoside m/z= 593.14822-593.15416 F.
E | FTMS - p ESI Full ms
50 [ [60.0000-1200.0000] MS
] ‘J' Satureja_pilosa-MeOH
o 26/ 817 981
100 0 Naringenin NL: 3.02E7

miz= 271.05984-271.06256 F:
B FTMS - p ESI Full ms
504 [80.0000-1200.0000] MS
] Satureja_pilosa-MeOH
133 238 377 . 8.06 8.76

RT:377 pam NL: 4.48E7
E Naringin miz= 579.16903-579.17483 F:
4 FTMS - p ESI Full ms
504 [80.0000-1200.0000] MS
Satureja_pilosa-MeOH

- NL: 5.42E5
E m/z= 477.10146-477.10624 F
4 FTMS - p ESI Full ms
507 [80.0000-1200.0000] MS
] Satureja_pilosa-MeOH
o L L T L]
2 & 10
Time (min)
-mu— ) 4.24 Orientin NL: 3 67E6
- miz=
] 447.09104-447.09552
80-] F- FTMS - p ESI Full ms
3] [80.0000-1200.0000]
i MS
60; Satureja_pilosa-MeOH
40
2]
n: 261 621
1004 RT 68 :\l; 3.82E6
B ) =
1 Quillaic aci ‘I“ 485.32482-485 32968
2 80 |I‘ F: FTMS - p ESI Full ms
g 7 I [£0.0000-1200.0000]
E 60 Il MS
q.(? = ‘I ‘I Satureja_pilosa-MeOH
2 0] [
5 A [
£ 209 I
| / |
o \
RT:4.35 NL: 3.34E8
100+ i
] . 359.07544-359.07904
80 marinik Acid F: FTMS - p ESI Full ms
4 [80.0000-1200.0000]
i Ms
GCF: Satureja_pilosa-MeOH
40
203
= 145 204 272 330 (B0 853 958
106 NL: 1.48E6
i roxycinnamic acid miz=
] Fydrory 165.05379-165.05545
80 F: FTMS + p ESI Full
b ms [60.0000-1200.0000]
60 Ms
1 Satureja_pilosa-MeOH
40
E 9.05 ?‘i
20 TN
o
1 2 3 4 T a 9 10

Sekil A.12 (devam) : SP-M tiim bitki LC-HRMS kromatogrami

142



OZGECMIS

Ad-Soyad : Betiil KIRAZ KINOGLU
Dogum Tarihi ve Yeri
E-posta
OGRENIM DURUMU:
e Lisans : 2002, Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Fen

Edebiyat Fakiiltesi , Kimya Bolimii

YUKSEK LiSANS TEZINDEN TURETILEN YAYINLAR, SUNUMLAR VE
PATENTLER:

e Betiil KIRAZ KINOGLU, Ahmet Ceyhan GOREN (2021). Satureja Pilosa
Velen. Bitkisinin Antikolinesteraz Inhibitor Aktivitesi 6th International
Hippocrates Congress On Medical and Health Sciences, April 30th- May 1th,
Turkey.

143



