TURKIYE CUMHURIYETI
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SALVIA MARASHICA BITKISININ BIYOAKTIF BILESIKLERININ

BELIRLENMESI

Ecz. Sibel KIRAN AYDIN

YUKSEK LISANS TEZI

Farmakognozi ve Dogal Uriinler Kimyas1 Programi

DANISMAN

Prof. Dr. Giilagtt TOPCU

2.DANISMAN
Dog. Dr. Abdiilselam ERTAS

ISTANBUL-2017



B.EZM IAI_IL'EM

I' I‘II ||‘~.||\\3".\!‘*|

REPUBLIC OF TURKEY
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITY
INSTITUE OF HEALTH SCIENSES

DETERMINATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS OF THE PLANT
SALVIA MARASHICA

Sibel KIRAN AYDIN
MASTER THESIS

Pharmacognosy and Natural Products Chemistry Program

SUPERVISOR
Prof. Dr. Giilagtt TOPCU

Second Supervisor
Assoc. Prof. Dr. Abdiilselam ERTAS

ISTANBUL-2017



TEZ ONAY FORMU

Kurum : Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Program Seviyesi : Ylksek Lisans ( X) Doktora ( )

Anabilim Dali  : Farmakognozi ve Dogal Uriinler Kimyas1

Tez Sahibi : Ecz. Sibel Kiran Aydin

Tez Bashgi : Salvia marashica bitkisinin biyoaktif bilesiklerinin

belirlenmesi

imza
Jiiri Bagkani ( Damisman) : Prof. Dr. Gilagtt TOPCU ...
Uye : Prof. Dr. Keriman GUNAYDIN ~ .................
Uye : Prof. Dr. Murat KARTAL

Bu tez, Bezmialem Vakif Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yoénetmeligi’nin ilgili

maddeleri uyarinca yukarda belirtilen jiiri iiyeleri tarafindan uygun gorilmiis ve Enstitii

Yonetim Kurulu‘nun ...../...../....... tarih ve ...... [eeir... sayili karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Semra Ozgelik
Saglik Bilimleri Enstiti Mudiri



Thesis Approval Form

Institue . Bezmialem Vakif University , Institute of Health Sciences
Level of Programme : Master ( X) Doctorate ()

Department : Pharmacognosy and Natural Products Chemistry

Student : Sibel KIRAN AYDIN

Title of the Thesis : Determination of bioactive compounds of the plant Salvia marashica

Signature

President of the Jury : Prof. Dr. Gilagn TOPCU

Member : Prof. Dr. Keriman GUNAYDIN ...,

Member . Prof. Dr. Murat KARTAL ... ..

This thesis was approved by the jury stated above in accordance with the related rules of the
Postgraduate Education and Training Guide of Bezmialem Vakif University , and approved
by Administrative Board with the decision dated ......... [ [oiiiiii. and numbered

Prof. Dr. Semra Ozgelik M. D.
Director of Institute of Health Sciences



Bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar hi¢bir asamasinda etik
dis1 davramisimin olmadigini, tezdeki bitun bilgileri akademik ve etik kurallar icinde elde
ettigimi, tez ¢caligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu
kaynaklar1 kaynaklar listesine aldigimi, tez c¢alismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigin1 beyan ederim.

Ecz. Sibel KIRAN AYDIN



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca her konuda destegini esirgemeyen, yol gosteren ve
bilgi birikimini sabirla paylasarak bu tezin olusmasini Saglayan tez danismanim Sayin Prof.

Dr. Giilagti TOPCU’ya saygi ve siikranlarimi sunarim.

Degerli bilgilerini, deneyimlerini ve fikirlerini paylagarak bilimsel ¢alismalarima yon
veren, laboratuvar c¢alismalarimda benimle sabirla ilgilenen, anlayis ve hosgoriisiiyle
calismalarimi destekleyen ¢ok degerli hocam Sayin Dog. Dr. Abdulselam Ertas’a, en az
yardimcl danigmanim kadar benimle ilgilenen, laboratuvar ¢alismalarimin her asamasinda
sabirla desteklerini esirgemeyen Ve tezimde bilylik emegi olan degerli hocam Saymn Yrd.
Dog¢. Dr. Mehmet Boga’ya, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Caligmalarim sirasinda destegini
esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof. Dr. Oztekin Algiil’e icten tesekkiirlerimi sunarim.
Salvia marashica bitkisinin toplanmasimi saglayan Yrd. Do¢. Dr. Serpil Demirci’ye ve
fotograflayan Ars. Gor. Tolga Ok‘a gok tesekkiir ederim. Bezmialem Vakif Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi’ndeki baslangic calismalarimda bana yardimci olan Ogr. Gér. Yunus
Bektay’a, tez yazimi sirasinda sabir ve anlayisiyla yardimini esirgemeyen Ars. Gor. Burcu
Culhaoglu’na cok tesekkiir ederim. Dicle Universitesi Eczacihk Fakiiltesi’ndeki
caligmalarimda yardimlarin1 esirgemeyen arkadaslarim Ars. Gor. Hilal Saruhan Fidan’a, Ars.
Gor. Evin Aygiin Tuncay’a ve Ars. Gor. Esra Yaris’e ¢ok tesekkiir ederim.

Her daim yanimda olan, destegini esirgemeyen esim Tevfik Aydin’a, kizim Eyliil Aydin’a ve
oglum Mem Aren Aydin’a; hayatimdaki en biiyiik destekgcilerim olan babama anneme ve tim

aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

KAPAK
IC KAPAK

ONAY SAYFASI

BEYAN SAYFASI

TESEKKUR

ICINDEKILER

SIMGE VE KISALTMALAR DIiZiNi

SEKILLER DIiZiNi
TABLOLAR DIiZIiNi
RESIMLER

OZET

ABSTRACT

GIRiS

Tezin Amaci

GENEL BILGILER

Salvia marashica Bitkisinin Familyasi, Cins, Tiir Ozellikleri

ve Halk Arasindaki Kullanimi
Familya Ozellikleri

Cins Ozellikleri

Tur ozellikleri

Adacayimin Halk Arasindaki Kullanimi
SEKONDER METABOLITLER
Terpenler

Monoterpenler

Seskiterpenoitler

Diterpenoitler

SAYFA

Vi
vii
Xi
xiii
xiii

XV
XVi

11
13
14
15

15



Abietan Diterpenoitler

Klerodan Diterpenoitler

Labdan ve Pimaran Diterpenoitler
Sesterterpenoitler
Triterpenoitler
Tetraterpenler(Karotenler)
Fenolik Bilesikler

Flavonoitler
ANTIOKSIDANLAR
Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Birincil Antioksidanlar

Ikincil Antioksidanlar
ANTIKOLINESTERAZLAR

Alzheimer Hastaligi ve Nedenleri

AChE ve BChE Inhibitérleri

Kolinesteraz Inhibitorlerinin Alzheimer Hastahigindaki Mekanizmast
Asetilkolin norotransmitter

Glutamat

SITOTOKSIK AJANLAR

GEREC ve YONTEM

Kimyasal Maddeler ve Cozuculer

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Toplam fenolik miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler
Toplam flavonoid miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler
Antioksidan aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler
Antikolinesteraz aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Ince tabaka kromatografisinde kullanilan belirteg ¢ozeltisi

15

16

17

18

19

20

21

22

25

29

29

31

32

32

33

33

34

35

35

35

35

36

36

37

37

37

38



Cihazlar ve Gerecler
Aktivite testleri

Antioksidan/Antiradikal Aktivite Testleri

Elektron ve Hidrojen Transferine Gore Antioksidan Aktivite Tayin Ydntemleri

Toplam Fenolik Miktarimin Belirlenmesi

Toplam Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

B — Karoten Linoleik Asit Yontemi (Lipit Peroksidasyon Inhibisyon Aktivitesi )

DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest Radikal Giderim Ydntemi

ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Ydntemi
CUPRAC Yontemi
Antikolinesteraz Aktivite Testi

AchE Inhibisyon Aktivite Testi
BChE Aktivite Testi

Reabktiflerin Hazirlanmast ve Testin Yapilist

MTT Testi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi
Kullanilan Kromatografik Yontemler

Kolon Kromatografisi

Ince Tabaka Kromatografisi

Kullanmilan Spektroskopik Yontemler

NMR (Nukleer Magnetik Rezonans )Spektroskopisi
Kutle Spektroskopisi

LC-MS/MS Calisma Sartlar:

Bitkinin Ekstre Edilmesi

BULGULAR

Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktar Tayini Sonuclar:
Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclar:

f —Karoten Renk A¢ilimi Yontemi Sonuclari

DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Sonuclar

38
39
39
39
39
40
40
41
42
42
43

43
44

44
45
46
46
46
46
46
47
47
48
48
48
50
50
50



ABTS Katyon Radikal Giderim Aktivitesi Sonuclart
CUPRAC Antioksidan Aktivite Sonuclart
Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari
Sitotoksik Aktivite Sonuglari
LC-MS/MS ile Fenolik Bilesiklerin Kalitatif ve Kantitatif Analizi
LC-MS/MS ile Cahisilan Aseton ve Metanol Ekstrelerinin Kantitatif Analizi
Elde Edilen Saf Bilesiklerin Yapi Tayinleri
SMM-3-2 (3-p-hidroksiabieta-8,11,13-tri-en)
SMA-29-30_1 (3p-hidroksi,18-acetoxymethylene-abieta-8,11,13-trien)
SMM-6 (a-amiriltetracosanoate)
SMM-7-1-a (oleanolic acid)
SMM-7-1-b (ursolic acid)
SMM-15-1ve SMM-15-2 1 (P -sitosterol)
SMM-15-2_4, SMA-41-43 1 ve SMA_44 48 1 (Lupeol)
SMA-27-2 (3-acetyl lupeol)
SMA-32-35-1 ve SMA-37-38_3 (lup-12,20(29)-dien )
TARTISMA ve SONUC
KAYNAKCA
OZGECMIS

SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

ACh . Asetilkolin

AChE . Asetilkolinesteraz enzimi
Ac : Aseton

Ae . Antioksidan radikaller

AH . Birincil antioksidanlar
APT . Attached proton test

BCh . Butirilkolin

BChE/BuUChE : Butirilkolinesteraz enzimi
BHA : Biitillenmis hidroksi anisol
BHT : Biitillenmis hidroksi toluen
Cm : Santimetre

°C : Santigrat derece

51
52
52
53
54
55
58
58
64
67
71
77
82
87
03
97
102
104

108



dk
DMSO
DPPH
EDTA
FCR

HMBC
HMQS
IR
ITK
In

L
In
m
ng
pL
mg
mL
mm
mM
M
nm
NMR
Oz’
OHe
PEs
Q
QEs
ppm
Re
RQe
ROQ-
ROOH
ROS
RNS
RSe
RSOe
RSO,e
S
SMA
SMM
Sp
TMS
TOC
Tween-40
uv

: Dakika

: Dimetilsulfoksit

: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

: Etilendiamintetraasetik asit

: Folin Ciocalteu fenol reaktifi

: Gram

: Heteronuclear multiple bond coherence
: Heteronuclear multiple quantum coherence (HSQC)
. Infrared spektroskopisi

- Ince tabaka kromatografisi

: Dogal logaritma

. Litre

: Dogal logaritma

: Metre

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Miligram

: Mililitre

: Milimetre

: Milimolar

: Molar

: Nanometre

- Nukleer magnetik rezonans
: SUperoksit radikali

- Hidroksil radikali

: Pirokatekole esdeger

. Kersetin

: Kersetine esdeger

: Milyonda bir birim

- Alkil radikalleri

- Alkoksi radikalleri

: Peroksit radikalleri

: Hidroperoksitler

: Reaktif oksijen tdrleri

: Reaktif azot tirleri

: Tiyil radikalleri

. Sulfenil radikalleri

: Tiyil peroksit radikalleri

: Saat

: Salvia marashica ’nin aseton+ diklorometan ekstresi
: Salvia marashica ’nin metanol ekstresi
: Subspecies

. Tetrametilsilan

. a-Tokoferol

: Polioksietilensorbitan monopalmitat
: Ultraviyole spektroskopisi

Vi



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1. Salvia marashica ¢igek kisimlarinin gizimleri

Sekil 2.Harita Uzerinde Dagilim

Sekil 3. Sekonder Metabolitlerin Olusum Mekanizmasi

Sekil 4. Triterpenlerin olusum mekanizmasi

Sekil 4.1. Salvia tirlerinden elde edilen seskiterpen drnekleri

Sekil 4.2. Salvia pomifera ve Salvia hypergeia‘dan elde edilen abietan diterpen drnekleri
Sekil 4.3. Melisodorik asit bilesigi

Sekil 4.4. 7B-hidroksisandrokopimarik asit ve 14-oksopimarik asit bilesikleri

Sekil 4.5. Manoiloksit, isopimarik asit, 7-okso- 13- epi-pimaron-8,15-dien-18-oik asit
Sekil 4.6. Salvildsolit metil ester ve salvilokolit -6,23-lakton bilesikleri

Sekil 4.7. Yosgadensolit A ve Yosgadensolit B Bilesikleri

Sekil 4.8. 6-dehidroksiyosgadensenol ve 6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol

Sekil 4.9. Salvia tiirlerinden elde edilen bazi triterpenler

Sekil 4.10. Salvilymiton ve Salvilymitol

Sekil 4.11. B-Karoten bilesigi

Sekil 4.12. Flavonoitlerin benzoil ve Sinnamoil halkas1

Sekil 4.13. Flavonoitlerin yapilarinda substitiienlerin en yaygin yerlesme pozisyonlari
Sekil 4.14. Flavonoit iskeletleri

Sekil 5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Sekil 5.1. Biitillenmis hidroksianisol ,biitillenmis hidroksi toluen, propil gallat, tersiyer biitil

hidrokinon, Vitamin E, sentetik antioksidan bilesikleri
Sekil 5.2. ikincil antioksidanlar

Sekil 6. Pirokatekoliin 6l¢ii grafigi

SAYFA

12
14
15
16
16
17
17
18
18
19
19
20
20
23
24
24

26

28
32

49

Vi



Sekil 7. Kersetinin ol¢ii grafigi 49

Sekil 8. Ekstrelerin B-Karoten renk a¢ilimi yonteminde % inhibisyon 50
Sekil 9. Hazirlanan ekstrelerin DPPH serbest radikal giderme yonteminde % inhibisyonu 51
Sekil 10. Hazirlanan ekstrelerin ABTS katyon radikali giderme yénteminde % inhibisyonu 51
Sekil 11. Hazirlanan ekstrelerin CUPRAC aktivite sonuglari 52
Sekil 12. Ekstrelerin canli hiicre serisi (Fibroblast+L929) lizerinde sitotoksik aktiviteleri 53
Sekil 13. Ekstrelerin kanserli akciger hiicre serisi (A549) tizerinde sitotoksik aktiviteleri 54
Sekil 14. LC-MS/MS kalibrasyon noktas1 standart kromatogrami 57
Sekil 15. Diklorometan+ Aseton ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami 57
Sekil 16. Metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami 58
Sekil 17. 3-B-hidroksiabieta-8,11,13-tri-en 58
Sekil 18. 3B-hidroksi,18-acetoxymethylene-abieta-8,11,13-trien 64
Sekil 19. a-amiriltetracosanoate 67
Sekil 20. Oleanolik asit bilesigi 71
Sekil 21. Ursolik asit bilesigi 77
Sekil 22. B-sitosterol bilesigi 82
Sekil 23. Lupeol bilesigi 87
Sekil 24. Lupeol-3-asetat bilesigi 93
Sekil 25. lup-12,20(29)-dien 97
TABLOLAR DIiZiNi SAYFA
Tablo 1. Terpenlerin Siniflandirilmasi 13

Tablo 2. Tasidiklar1 Karbon Atomu Sayisina Gore Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmast = 21
Tablo 3. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoit Miktarlari 49
Tablo 4. Ekstrelerin p-Karoten, DPPH ve ABTS Yontemlerine Gore Antioksidan Aktiviteleri 50

Tablo 5. CUPRAC Yo&ntemine Gore Antioksidan Aktiviteleri 52

viii



Tablo 6. Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuglari 53

Tablo 7. LC-MS/MS Analiz metoduna ait parametreler 55

Tablo 8. Aseton ve Metanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile Kantitatif Analizi 56
RESIMLER SAYFA

Resim 1. Salvia marashica (holotip) gorinimu 4

Resim 2. Salvia marashica.Mikroskop altinda kaliks tiplerinin siyah basl salg tiiyleri
Resim 3 Salvia marashica A. ilgim, F.Celep & Dogan
Resim 4 Salvia marashica giceklenme durumu

Resim 5. Salvia marashica gicek gorinima

co 0 ~N N O

Resim 6. Salvia marashica



OZET

Salvia tiirleri terpenik bilesikler agisindan zengin olan Lamiacae familyasina aittirler.
Diinyada 900’1 askin, Tiirkiye’de ise 100’1 agkin Salvia tiirii dogal olarak yetismektedir. Bu
100 tlrin 53’0 endemiktir. Salvia tiirlerinin kimyasal yapisi yurt igi ve yurt disinda birgok
arastirmaci tarafindan incelenmektedir.

Salvia tiirleri terpenoitler ve steroitlerin yani sira, flavonoitler ve diger fenolik bilesikler
gibi sekonder metabolitlerce de zengindirler. Ozellikle tasidiklar1 di- ve triterpenlerden dolay:
antienflamatuar, antiviral, hepatotoksik, sitotoksik-antitimor aktiviteleri oldugu gosterilmistir.
Bunun yaninda tasidiklar1 flavonlarin antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin oldugu da
bilinmektedir.

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, Salvia marashica Ilgim, Celep & Dogan, bitkisinin
toprak tstii kisimlarinin diklorometan ile aseton ve metanol ekstreleri hazirlandi. Bu
ekstrelerin toplam fenolik miktarlart pirokatekole ve toplam flavonoit miktarlar1 kersetine
esdeger olarak tayin edildi ve antioksidan aktiviteleri lipid peroksidasyonu inhibisyonu (f-
karoten renk acilimi) ve DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali
giderimi ve CUPRAC yontemleriyle incelenmistir. Antikolinesteraz aktivitesi ise
spektrofotometrik bir yontemi olan Ellman metodu kullanilarak asetilkolinesteraz (AChE) ve
batirilkolinesteraz (BUChE) enzimlerine karsi invitro olarak belirlendi. Her iki Salvia
marashica ekstresinin baslica sekonder rmetabolitlerini olusturan di- ve triterpenoitler,
flavonoitler ve steroit yapidaki bilesikler izole edilerek saflastirildi, saf bilesiklerin yapilari
cesitli spektroskopik (baslica NMR, MS ve UV) yontemlerle tayin edildi. Sonugta Salvia
marashica bitkisinin diklorometan+aseton ve metanol ekstrelerinden farkli 10 madde elde
edildi. Bu bilesiklerden triterpen yapisinda olanlarin lupeol, lupeol-3-asetat, lup-12,20(29)-
dien, lup-20(29)-en, oleanolik asit, ursolik asit ve o-amyril-tetracosanoate, steroid yapida
olanin ise [-sitosterol oldugu belirlendi. Diterpen olarak ise iki abietane diterpen, 3f-
hidroksiabieta-8,11,13-trien ve 3p-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien dogadan
ilk kez elde edilmistir.

Bu calisma, TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje No: 114Z801)

Proje Adi: Bazi Salvia (Adagay) tiirlerinin HPLC-IT-TOF-MS ile taranmasi, sekonder
metabolitlerinin saflastirilmasi ve antikanser 6zelliklerinin belirlenmesi

Anahtar Kelimeler: Salvia marashica, terpen, diterpenoit, triterpenoit, flavonoid, fenolik,
spektroskopi, aktivite



ABSTRACT

Salvia species belong to Lamiaceae (= Labiatae) family plants which are rich in terpenoids.
Over 900 Salvia species grown throughout the world while there are 100 Salvia species in
Turkey, 53 out of them being endemic to Turkey. Chemical profile of Salvia species have
been studying by some of researchers from both Turkey and abroad.

Secondary metabolites of Salvia species consist of terpenoids and steroids, flavonoids and
other phenolics. They exhibit anti-inflammatory, antiviral, hepatotoxic, cytotoxic-antitumor
activities due to the diterpenic and triterpenic constituents. It is also known that Salvia
flavonoids to have antioxidant and antimicrobial effects. In this master thesis study, acetone
and methanol extracts of the aerial parts of Salvia marashica plant were prepared. The total
phenolic amounts of these extracts were determined as pyrocatechol and total flavonoids
equivalent to quercetin. Antioxidant activities were determined by the inhibition of lipid
peroxidation (B-carotene color expression), DPPH free radical scavenging activity, ABTS
cation radicals scavenging activity and CUPRAC methods, anticholinesterase activity by the
Ellman method using aceylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE)
enzymes.

The triterpenoids and steroids constitute the major secondary metabolites of the Salvia
marashica extracts which were isolated and purified and structures of the pure compounds
were determined by various spectroscopic methods (mainly NMR, MS and UV) and totally 10
terpenoids were obtained from both dichloromethane+acetone and methanol extracts of Salvia
marashica plant.Six of them were triterpenoids, elucidated as lupeol, lupeol-3-acetate, lup-
12,20(29)-diene, lup-20(29)-ene, amyril-tetracosanoate, oleanolic acid and ursolic acid
besides a steroid B-sitosterol. As 2 abietane diterpene, 3p-hydroxyabieta-8,11,13-triene and
3B-hydroxy,18-acetoxymethylene-abieta-8,11,13-triene were obtained for the first time from
nature.

The present work was supported by a TUBITAK Project (Project No: 114Z801).

Project name: Screening of Some Salvia species by HPLC-IT-TOF-MS, purification of
secondary metabolites with determination of anticancer properties

Key Words: Salvia marashica, terpene, diterpenoid, triterpenoid, flavonoid, phenolic,
spectroscopy, activity
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1. GIRIS

1.1.Tezin Amaci

Bitkiler ¢ok eski yillardan beri halk tarafindan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanmilmistir. Salvia tdrleri terpenoit, flavonoit, steroit, fenolik bilesikler gibi sekonder
metabolitlere sahiptirler. Bu sebeple eski ¢aglardan beri halk arasinda hem gesitli hastaliklarin
tedavisinde hem de c¢ay olarak kullanilmaktadir. Bazi iilkelerde baharat olarak da
kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda Tiirkiye’nin Kahramanmaras ilinde yetisen endemik bir adacay: tiirii
olan Salvia marashica tlrinin farkli c¢oziiciilerle tiiketilerek hazirlanan ekstrelerinin
antioksidan (DPPH serbest radikal giderimi vs.) antikolinesteraz (AChE ve BChE
Inhibisyonu) ve sitotoksik aktivitelerinin incelenmesi, baslica sekonder metabolitlerinin izole
edilmesi ve yapilarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Béylece bir TUBITAK projesi ¢ergevesinde arastirdigimiz Salvia marashica bitkisinin
biyoaktif bilesiklerinin izolasyonu, saflastirilmasi ve yapilarinin spektroskopik yontemlerle

tayini hedeflenmistir.
2. GENEL BILGILER

2.1. Salvia marashica Bitkisinin Familya Cins Tiir Ozellikleri ve Halk Arasinda

Kullanimi

2.1.1. Familya ozellikleri

Lamiaceae familyas1 ilk kez De Jussieu tarafindan 1789 yilinda Labiatae olarak
adlandirilmistir. Ardindan Lindley tarafindan 1836 yilinda Lamiaceae olarak adlandirilmigtir
[1,2]. Lamiaceae familyasiyla ilgili fosil kayitlar1 bulunmamaktadir, ama kokeninin
Oligosen’e dayandig: diisiiniilmektedir [3,4].

Lamiaceae (ballibabagiller) familyasi, bir veya gok yillik, aromatik kokulu, otsu, ¢ali
veya agacimsi yapida ¢icekli bitki ailesidir. Lamiaceae familyas: igerdigi ugucu yaglardan
dolay1 tipta ve parflimeride siklikla kullanilmaktadir. Yapraklarinda, kokulu yag salgilayan

kiiciik salg1 kesecikleri bulunur. Dolayisiyla basta nane, kekik, adacayr ve lavanta ¢igcegi



olmak tizere bu familyaya ait ¢igekler bol 1tirli olur. Basi sekiz hiicreli pul seklindeki salgt
tlyleri lamiaceae familyalar1 igin karakteristiktir [S]. Govdeleri genellikle dort koselidir.
Yapraklar karsilikli ya da dairesel dizilisli, basit ya da birlesik, dekusat dizilisli stipulasizdir.
Cicekler yaprak koltuklarinda kimoz, rasemus ya da basaklarda ya da tek, erdisi, zigomorf
(nadiren 1g1nsal) simetrilidir. Sepaller birlesik, bazen 2 dudakli, petaller birlesik, 2 dudakli ya
da bazen iist dudak korelmis, alt dudak 3 lobludur. Cigekler vertisillastrum durumdadir.
Korolla genellikle iki dudakli olmaktadir. Stamenler 4 veya 2 tanedir. Meyvesi 4 nuksa
yarilan bir sizokarptir [6].

Lamiaceae familyas: diinyada birkag bolge disinda Himalaya’lardan Giineybati
Asya’ya, Hawai ve Avustralya’ya, Afrika ve Amerika’ya kadar hemen her bolgede yetisir.
Cok farkli yiiksekliklerde ve degisik habitatlarda dagilim gosterirler. Lamiaceae ailesinin
yeryuziinde 250 kadar cinsi ve 3200’ askin tiirti bulunmaktadir. Yurdumuzda ise 46 cins ve
bunlara ait 758 takson ile temsil edilen Lamiaceae familyasi; 447 endemik tiire sahip
Asteraceae, 406 endemik ture sahip Fabaceae tlriinden sonra 257 endemik tur ile Turkiye’nin
en zengin iiglincii familyasidir. Ulkemizdeki endemizm orani  %57°dir [7]. Lamiaceae
familyasinin en fazla takson igeren cinslerinin basinda Salvia gelir ve kozmopolit bir cinstir.
Ayrica Scutellaria, Stachys ve Thymus familyanin diger kozmopolit cinsleridir. Rosmarinus,
Pholomis ve Sideritis tiirleri karakteristik maki ve garig iiyeleridir. Genellikle agik habitatlara
uyum saglamiglardir. Sadece birkag Salvia cinsine (Gomphosttemma) tropikal yagmur

ormanlarinda rastlanmaktadir.

2.1.2. Cins ozellikleri

Salvia cinsinin ismi, ¢ok eski zamanlarda sifali bitki olarak taninmaya baslayan,
Latince “salvere” korumak isminden tiiremistir [8]. Bazi yorelerde aci elma otu, disotu,
meryemiye, salba, sultantaci, fatmana otu, kiirt reyhani, ¢cevlikotu, galabor adiyla da bilinir.

Cogunlukla aromatik kokulu, otsu, yar1 ¢alimsi1 ya da ¢alimsi; genellikle ¢ok yillik,
nadiren iki ve tek yillik bitkilerdir. Govde dik ya da yatay; salgi tiiylii veya salgi tiiystizdiir.
Kare kesitli tiiylii govdeleri bitkinin ikinci yilinda odunsulasir. Yapraklar tam pargalanmamis
durumdadir, genellikle yakici kokuya sahip olan gri-yesil yapraklar baz tiirlerde alacali hatta
kirmizi ve mor renklerde olur. Salvia tiirleri kisin yapraklarini dokmezler. Cicek durumu
cesitli diziliste kimoz olup vertisillastrumlar cicekli, uzak veya birbirine yakin gruplar
halindedir [6]. Cift dudakli derin hazneli gigekleri genellikle mor-mavi renkte iken nadiren



beyaz ya da pembe renkli ¢icek agan turler de gorulur. Salvia tiirlerinin minik tohumlart koyu
kahverengi ve yumurta bi¢imlidir. Genellikle tohumlariyla kendiliginden ¢ogalan adagayi
istenirse govde celikleriyle de Uretilebilir.

Dinyada Salvia cinsinin 900’i askin tiri bulunmaktadir. Agirlikli olarak orta
Amerika, Gliney Amerika ve Asya’da bulunur. Turkiye’de ise 100 ture sahiptir. Bunlardan
53‘U endemiktir [ 9].

Bitki kimyasi arastirmalar1 Salvia tiirlerinin eterik ugucu yaglar (thujon % 30-50, %5-
15 sineol, borneol, pinen, kafur %20-35), saponin, tanenler, glikozitler, fumarik asit,
rosmarinik asit, flavonoidler (% 1-3 arasi luteolin, apigenin vb.) [10] ve diger fenolik
bilesiklerin [11] yami sira, diterpenler (ferruginol, carnosic asit, carnosol gibi abietanlar)
[12,13], triterpenler (ursolik asit, oleanolic asit) [14,15], dstrojen benzeri maddeler ve regineli
bilesiklerce de zengin oldugunu géstermistir [15].

Salvia tiirleri eski zamanlardan beri biitiin diinyada soguk algmligi, bronsit,
tlberkuloz, menstrual bozukluklar ve sindirim bozukluklarindan korunmak igin
kullanilmaktadir [16]. Ayrica antioksidan, antibakteriyel, antitimor, kardioaktif ve

antidiyabetik 6zelliklerinden dolay1 da kullanimi mevcuttur [16-17].

2.1.3. Tur Ozellikleri:

Salvia marashica A. Ilgim, F. Celep & Dogan, Akdeniz bolgesinde bulunan Kahramanmaras
yoresinde yetisen endemik bir tiirdiir. Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi (KSU) Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Ahmet ilgim Andirn Sarimsak
Dagi’nda kesfettigi hos kokulu yeni adagay1 tiirtine Salvia marashica adin1 vererek bilime
kazandirmuistir [18]. Bu bitki genellikle Nisan ve Mayis ayinda ¢i¢ek agar. Cigekleri lila
renginde olup 30-70 cm boyunda ¢ali seklindedir.

Kahramanmaras ili Akdeniz ile Iran-Turan fitocografya bélgelerinin gegis kusaginda
bulunur. Yiikseltiye bagli olarak bitki ortiisii degismekte olup Salvia marashica bitkisine 500-
1200 metreler arasinda rastlanir.

Salvia marashica il¢im, Celep & Dogan



Tip: Turkey. C6 Kahramanmaras: Yukar1 Ceyhan Vadisi, Ahir Dagi, Maksutlu Koyii civari,

kayalikli bolgelerde (1450-1600 m) [19]. Etimoloji: Tiirlin epitet ad1 tip 6rneginin toplandigi

Kahramanmaras ilinin adindan tiiretilmistir. ISTE No: 98045

Sekil 1. Salvia marashica ¢igek kisimlarimin ¢izimleri, a veb: Pulsu yaprak. — c: Cicek
yapragi. — d: Govde yapragi. — e:Kaliks. — f ve g: Pulsu yaprak.— h: Cigek yapragi. — i:
Govde yapragi. — j: Kaliks. — k: Tag yaprak. — I: Erkek organ. [18]
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Resim 2. Salvia marashica. Mikroskop altinda kaliks tiplerinin siyah bash salgi tiiyleri [18].

Cok yillik ¢alimsi otlar seklinde, gévde ¢ok sayida, topraga yatiktan dike dogru olan, 30-70
cm boyunda, basit veya dallanmis, steril dalli, asagi kisimlart yasli yaprak saplariyla
¢evrelenmis, grimsi-yesil, yogun ters donuk piloz tlylere (0.4-0.6 mm) ve uzun villus
thylerine (1.8-2.5 mm) sahiptir. Dogrusal dikdortgen seklinde tiiysii yapraklar zit uglarda
bulunur 1.2-7 x 0.3-1.8 cm ve iki ¢ift yan dal segmenti vaya nadiren bir ¢ift ve steril stirginiin
Uzerindeki tek ufak yaprak, grimsi-yesil, sapsiz beze olarak yogun tiiylii, burusuk olmayan,
terminal segment yan dal, kenar disliden daha uzun ve enlidir.

Temelde hafifge genisleyen 0,7-0.3 cm yaprak sapi, 2.0- 4.5 mm uzunlukta siklikla geriye
egik tiyliidiir. Cigeklenme salkim seklindedir. Tag yaprak ovalden eliptige sivrilesir govde
yapraklari pinnat veya tglii dizilistedir. Cigek sapt 2-4 mm’dir. Canak yaprak huni
seklindedir. Ust dudak alttan 1 cm daha uzundur. Stamenler iki adettir. Canak yaprak tilysiiz
olup, 22-23 cm uzunlugundadir, dudaklidir ve en iist noktadan iki pargaya ayrilmistir.

Yayilist : Salvia marashica bitkisi sadece Kahramanmaras’in Ahir Dagi’nda yetisen oldukga
nadir ve endemik bir turdar.

Habitat ekolojisi ve fenolojisi: Salvia marashica genellikle kayalik dag yamaglarinda ve
850-1700 m yiiksekliklerde yetisir. Yetigme alanlarinda vejetasyonu genel olarak Pinus
brutia, Rhus coriaria, Centarea tomentella, Salvia multicaulis, Ankryopetalum reuteri,
Dactylis glomerata, Cruciata taurica, Thlaspi perfoliatum, Papaver spp., Arenaria spp. ve

Matricaria spp. tiirlerinden olusur.



Nisan ve Mayis ayinda ¢igeklenir, Haziran ayinda meyveye gecerler.

Salvia marashica tiiriiniin ¢igek durumu ¢ok hiicreli, siyah bagl salg tiiyleriyle kaplidir, bu
yoniiyle kendisine morfolojik olarak benzeyen diger tiirlerden ayrilirlar (Resim 2). Bu tip
salgi tiiyleri Salvia cinsinde oldukca nadirdir[20]. Salvia officinalis tlrtnin de ¢ok htcreli
siyah bagh salgi tiiyleri tasidigi bilinir, ancak Salvia officinalis tirt Turkiye’de yetismez ve
Salvia marashica ile benzerlik gostermez. Ayrica Salvia marashica bitkisinin kaliksinde ¢ok
hiicreli, siyah basl salg tiiyleri yaninda yogun olarak uzun villdz 6rtii tiiyleri de bulunur. Ust
dudagi daha uzun olan huni seklindeki kaliksi ile de diger tiim tiirlerden ayrilir. Bu nedenle
tly ve kaliks Ozellikleri Salvia marashica icin karakteristiktir ve oOnemli ayirt edici
ozellikleridir.

Salvia marashica endemik olan diger ii¢ tiire ¢ok benzer, bunlar Salvia rosifolia, Salvia
huberi ve Salvia pisidica’dir. Bu tiirlerden farki daha biiyiik, serrat ve yogun piloz tiiylii
terminal yaprak segmenti tagimasi, ¢icek durumunun ¢ok hiicreli, siyah baslt salgi tiiyleriyle
kapli olmasi ve bariz iki dudakli, huni seklindeki kaliksinin yogun olarak villoz ortili tiiyleri ile
kapli olmasidir. Ayrica Salvia pisidica bitkisinden uzun govde boyu ve pembe korollasi ile
ayrilir. Salvia marashica Nisan ayinda g¢igeklenirken, Salvia rosifolia ve Salvia huberi
Haziran-Agustos aylarinda ¢iceklenir. Bazi endemik adagay: tirlerinin harita Uzerinde

dagilimi Sekil 2° de gosterilmistir.
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Sekil 2. Harita Uzerinde dagilim. Salvia marashica (x) S. rosifolia (#) , S. huberi (m), S.

pisidica (A)



\ iy ’ X : S e - f _r’i,}-\

Resim 3. Salvia marashica A.llgim, F.Celep & Dogan (Ahir Dagi) (Fotograf: Ogretim
Gorevlisi Tolga Ok)
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Resim 4. Salvia marashica gigeklenme durumu [21].



Resim 6. Salvia marashica [21].

2.1.4. Adacaymin Halk Arasinda Kullanimi:

Adagayi insanlik tarihinin baglangicindan bu yana tedavi edici olarak halk tarafindan yaygin

kullanilan bir bitkidir. Yaklasik olarak 6000 yil 6nce Mezopotamya’da sifa amaclh kullanilan



bitkilerin arasinda oldugu yapilan kazilarda, elde edilen tas yazi tabletlerinde ortaya ¢ikmustir.
Bu tabletlerde adagayindan ve adagayi tiirlerinden bahsedilmekte ve hangi hastaliklarda sifa
amacli nasil kullanilacagi anlatilmaktadir. Bu bilgiler, yeni nesillere aktarilarak giiniimiize
kadar ulasmistir. Tip diinyasinin babasi olarak kabul edilen Hipokrates, “Bahgesinde adagay1
ekili olan birisinin nasil 6ldiigiinii anlayamiyorum,” demistir. Unlii hekim Dioscorides
kanamalara, kesiklere, ateslere, idrar yollar1 taslarina, kadinlarin adet donemi
diizensizliklerine adagayini onermistir. 1600°lii yillarda veba salginindan korunmak ig¢in
kullanilmasiyla {iniine iin katmustir. Ortagagda art arda sekiz sabah yenilirse sitmaya iyi
geldigine, astim1 tedavi ettigine inanilirdi. Kurutulmus adagay1 pipoya konulup icilirdi, taze
yapraklart dis temizliginde, dis eti hastaliklarinda kullanilirdi. Adacayr sansi simgeler.
Ortacagda evlerde ve bahgelerde adacaymin bulunmasiin sans getirdigine inanilmistir. O
donemde yeni evlenenlerin, bebek sahibi olanlarin evlerinde adagay: tiitsiisii yakmas1 bir
ritiel halini almistir.[22]

Kicuk dozlarda anti-enflamatuar olarak kullanilir [16].

Yeterli miklarda alindiginda asir1 terlemeyi 6nlemektedir [16].

Kanamay1 durdurucu, antiseptik, spazmolitik ve gaz giderici 6zelliklerinin yaninda agiz
iltihaplarini 6nleme 6zelligi vardir. Dil, bogaz ve agiz gargaralarinda kullanilmaktadir [17].

Icerdigi tanenlerden dolay1 kanamay1 dnleyici [17] ve anti-enflamatuar [16] dzelligi vardir.

Gaz sancilariin 6nlenmesiyle birlikte hazimsizligin giderilmesinde kullanilir [23].

Sa¢ derisine uygulandiginda sag1 koyulastirict olarak kullanilir [24].

Mantar 6nleyici 6zelliginden dolay1, banyoda cilt problemlerinin giderilmesinde kullanilir
[24]. Salvia tiirlerinden yapilan merhemler kas agrilarinin giderilmesinde ve eklem
tutulmalarinda etkindir [24]. Bunun yaninda ag¢ik yaralar i¢in miikkemmel sonug verir, ayrica
deri dokintiisii tedavisinde kullanilir [24].

Iyi bir sa¢ tonigidir ve sa¢ derisine uygulandifinda sag¢in parlakligini artirir. Saci
kuvvetlendirir, her giin uygulandiginda dogal koyu bir renk olusturur [24].

Ar1 sokmasi ve bocek 1sirmalarinda kullanilir [24].

Cinsel giigsiizliigin giderilmesinde kullanilir [25].

Romatizmal agrilarda haricen kullanilir [26].

Yaralar i¢in losyon veya kompres olarak kullanilir [27] .

Varisli damarlarin iyilestirilmesinde ve bacaklarda bulunan sigillerin giderilmesinde

kullanilir [28].



Sag dokulmesini engellemek igin kullanilir [29].

Bu ve diger Lamiaceae familyasi bitkilerinin ugucu yaglar1 boceksavar 6zelliktedirler ve
yetistikleri alanlarda, bahce ve sahalarda bécek populasyonunu azaltmaktadir [30].

Sinirsel bozukluklar, depresyon, titreme ve kontrol kaybi gibi durumlarda kullanilir [31].

Alzheimer hastaliginin tedavisinde ve benzer sekilde hafiza kaybi ile seyreden ndrolojik

rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [31].

Kullanim Bic¢imleri:

Cay hazirlamak: Yarim veya bir tatli kasigir dolusu ince kiyilmis kuru yaprak, bir su
bardagi dolusu kaynar suyla haglanir ve tistli kapali olarak 10 dakika demlendikten sonra
suzdlur. Gunde 2-3 bardak igilir. Taze bitki kullanilmas1 durumunda 4-5 dakika demleme
siresi yeterlidir.

Calkalama/Gargara: 2-3 tath kasigi kurutlmus ve ince kiyilmis yaprak, 2 bardak soguk
suya eklenir ve atese konur. Kaynamaya baslayinca ocaktan indirilir ve iistii kapali olarak 15
dakika demlendikten sonra suzilir. Gunde pek cok kere 5-10 dakika siireli gargaralar yapilir.

Tentiir Kullanimi: Gunde 3 kere, 15-20 damla kadar D 2 inceltisindeki tentiir, yarim kahve
fincan1 suya eklenerek alinir. Cay olarak kullanilabildigi her yerde tentiir de kullanilabilir.

Karnsimlar: Gargaralarda ve calkalamalarda kekikle, sindirim sorunlarinda ise Mayis
papatyast ile esit oranda karigtirilir.

Adacay Sirkesi: Genis agizl bir sise, cayir adagay1 ¢icegi ile doldurulur, cigeklerin {istiine
¢ikacak kadar dogal tiziim sirkesi eklenir ve sise 14 giin giineste veya sicak bir ortamda, arada
bir calkalanarak bekletilir ve stzilir.

Oturma banyosu: Iki avug dolusu yaprak soguk suda gece boyunca bekletilir. Ertesi giin
kaynama derecesine kadar 1sitilir, 5-6 dakika demlendikten sonra stzilir ve banyo suyuna
eklenir [22].

Adagay1 bitkisinden; adagay1 ¢ayi, adacay1 yagi, adagayi tentiirii, adagay1 ekstrakti, adagay1
macunu, adagayr sabunu, adagayir sampuani, adagayr likorli ve tiitsiisii Uretilir. Ayrica
icerigindeki tanen ve ugucu yaglarin zenginligiyle ¢ok c¢esitli ilaclarin muhteviyatina girmistir.
Halk arasinda adagay1 igmenin gaz soktiirmeye, viicuda kuvvet vermeye, zararli toksinleri
viicuttan atmaya, karacigeri temizlemeye, stresi azaltmaya, menopoz sonrasi belirtileri

hafifletmeye, hafizay1 giiclendirmeye, kan sekerini diisiirmeye, bogaz ve burun hastaliklarina
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iyi geldigi disiiniiliir. Uygun sartlarda kurutulan adacay1, agzi kapali cam bir kavanozda, los,

serin ve kuru bir ortamda saklanildiginda 6mrii bir yildir.

3. SEKONDER METABOLITLER

Yasamsal faaliyetler icin gerekli olan primer metabolitlerden (aminoasitler, basit
karakterli lipitler ve yaglar, basit sekerler) enzimler aracilifiyla sekonder metabolitler
meydana gelir. Sekonder metabolitlerin olusum mekanizmasi sablon halinde Sekil 3’ de

gosterilmistir [32].
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3.1. Terpenler

Terpenler, dogal bilesikler igerisinde en yaygin olan organik molekiillerdir. Yapilart oldukca
farklilik gosterir. Sadece hidrokarbon igeren terpenler olabilecegi gibi alkol, keton, aldehit ve
asit grubu tasiyan terpenlere de ¢ok sik rastlanir. Oksijen ihtiva eden terpenler terpenoitler
olarak isimlendirilirler. Giiniimiizde gerek acik zincirli gerekse halkali yapida olan gesitli
fonksiyonel gruplara sahip 20.000 den fazla terpen yapist bilinmektedir. Terpenler, bitki
dokularinda genellikle serbest olarak, bazilar1 glikozit ya da organik asit esterleri halinde,
bazen de proteinlerle birlesmis halde bulunurlar [33].

Bugine kadar yapilan calismalar Salvia tiirlerinin ana bilesenlerinin flavonoitler ve
terpenoitler oldugunu ortaya koymustur. Salvia tiirlerinin toprak istii kisimlar1 ¢ogunlukla
flavanoit, terpenoit ve monoterpenler gibi ugucu bilesenleri ihtiva ederken, kok kisimlar ise
baslica diterpenoitler tasir. Seskiterpenoitler (15 C) ve sesterterpenler (25 C) ise Salvia
tiirlerinden nadir olarak izole edilmistir. Terpenoitler 5 C dan ibaret olan izopren birimlerinin
sayisina gore siiflandirilirlar. Ruzicka tarafindan ortaya atilmis olan ‘Izopren Kuralia® gore
biitiin terpenik bilesiklerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha fazlasinin bir
araya gelmesiyle olusmustur [34]. Terpenlerin tasidiklart karbon sayilarina gore

siniflandirilmasi Tablo 1’ de, triterpenlerin olusum mekanizmasi ise sema halinde Sekil 4’ te

gosterilmistir.
Tablo 1. Terpenlerin siniflandiriimast.

zopren sayis1 Karbon sayisi Simifi
1 5C Hemiterpenler
2 10C Monoterpenler
3 15C Seskiterpenler
4 20C Diterpenler
S) 25C Sesterterpenler
6 30C Triterpenler
8 40C Tetraterpenler
n (5C)n Politerpenler
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Sekil 4. Terpenlerin olusum mekanizmasi

3.1.1. Monoterpenler (Cyo)

iki izopren iinitesinin biraraya gelmesiyle olusan on karbonlu bilesiklerdir. Monoterpenlerde

38 farkh iskelet tipine rastlanmistir. Bunlarin ¢ogu diizenli tiptedir, yani iki izopren molekiilii
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‘bas-kuyruk’ bagi ile baglidir. Birgok monoterpenin dogada tek bir izomeri bulunur. Fakat
ayni bitkide iki izomerin bulunmasi da miimkiindiir. Monoterpenlerin en yaygin tipleri a-
pinen ve p-pinen’dir. Bunlar ¢am agaglarinda bulunmakta olup kozmetik sanayinde
hammadde, parflimeri sanayinde ise baslangic maddesi olarak kullanilirlar. Ayrica
monoterpenler antispazmolitik, antibakteriyel, antifungal, antikanser ve hatta antialzheimer
ozellikleri nedeni ile halk ilaglarinda kullanilirlar. Monoterpenler kimyasal yapilarina gore

asiklik, monosiklik ve bisiklik monoterpenler olmak (izere U¢ grupta toplanirlar [35].

3.1.2. Seskiterpenoitler (Cis)

Seskiterpenoitler Salvia tirlerinde nadir olarak bulunurlar. S. yosgadensis bitkisinden izole
edilen seskiterpen spathulenol, seskiterpen lakton olan Istanbulin D, 1p-acetoxy-84-

hydroxyeudesman-4(15),7-dien-8,12-olid bunlarin baslica 6rnekleri Sekil 4.1° de verilmistir.

OH OH OH
0

Spathulenol Istanbulin D 1-acetoxy-84-hydroxy-
eudesman-4(15),7-dien-8,12-olide

Sekil 4.1. Salvia turlerinden elde edilen seskiterpen drnekleri

3.1.3. Diterpenoitler (Cy)

Salvia tiirleri abietan diterpenler basta olmak iizere klerodan, pimaran ve labdan tipli
diterpenoitler icerirler.

Abietan Diterpenoitler

Turkiye’de yetisen Salvia tirlerinde birgok biyolojik aktiviteye sahip yeni abietan
diterpenoitler izole edilmistir. Ornegin Hypargenin A ve B (Sekil 3.2) antibakteriyel aktivite
gosterirler. Bu diterpenler S. hypargeia bitkisinden izole edilirken degisik bir abietan
diterpenoid olan wiedelakton (Sekil 4.2) S.wiedemanni Boiss. bitkisinden izole edilmistir
[36].
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hypargenin A; R;=R,=0, R,=Rs=H, R;=pOH wiedelactone
hypargenin B;R;=R,=R3=H, R,=0, Rs=0H

S. pomifera’dan yeni yedi abietan diterpenoid, S. napifolia Jacq bitkisinden ise 1-okso-

ferruginol ve 6-okso-ferruginol izole edilmistir [36].

Ry ORz

R‘l e,

Ra

Rz

R1 R2 R3 R4 Rl RZ RS
A H CH,OH H H B H H CH,0ACc
C OH Me H H D OH Me COOH
E OH Me 0] H
F OH Me O OH
G H CH,0Ac O H

Sekil 4.2. S. pomifera ve S. hypargeia bitkilerinin abietan diterpen 6rnekleri
Klerodan Diterpenoidler
Amerika’da yetisen Salvia tiirleri ¢cogunlukla klerodan tipli diterpenoitler igerirken nadir
olarak da abietan diterpenoit icgerirler. Bir Meksika bitkisi olan S. melissodira Lag. ve S.
languiduline (Sekil 4.3) den bir klerodan diterpenoit olan melisodorik asit izole edilmistir
[36].

OH
COOH

Sekil 4.3. Melisodorik asit bilesigi
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Labdan ve Pimaran Diterpenoitler

Bu tip diterpenoitler Lamiaceae familyasi bitkilerinde bulunurlar, ancak Salvia turlerinde
daha az bulunmuslardir. S. wiedemanni bitkisinin toprak stii kisimlarindan iki pimaran
diterpen derivesi; 7p-hidroksisandrakopimarik asit ve 14—oksopimarik asit (Sekil 4.4.) abietan

diterpenoitlerin yanisira izole edilmistir [33,37].

7p-hidroksisandrakopimarik asit: R=OH, R,;=H,A%**
14—oksopimarik asit: R=H, R1=0

Sekil 4.4. 7p-hidroksisandrakopimarik  asit ve 14-oksopimarik asit bilesikleri

Yine bir labdan diterpen olan manoiloksit (manoyloxide) (Sekil 3.5) S. candidissima subsp.
occidentalis’in Urunidir. Dogu Akdeniz bolgesine endemik olan S. heldrichiana Boiss.
bitkisinden ii¢ pimaran diterpen; isopimarik asit, 7p3-hidroksisandrakopimarik asit ve 7-okso-
13-epi-pimaran-8,15-dien-18-oik-asit (Sekil 4.5.) izole edilmistir [36].

7-0kso-13-epi-pimaran-
8,15-dien-18-oik-asit

Manoiloksit isopimarik asit

Sekil 4.5. Manoiloksit, isopimarik asit, 7-okso-13-epi-pimaran-8,15-dien-18-oik asit
bilesikleri
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3.1.4. Sesterterpenoidler (Cys)

S. hypoleuca Benth. bitkisinden salvilésolid metil ester, salvilosolid- 6,23-lakton (Sekil 4.6.)
adl1 sesterterpenler izole edilmistir [38,39].

salvildsolit metil ester salvildsolit-6,23-lakton

Sekil 4.6. Salvildsolit metil ester ve salvilokolit-6,23-1akton bilesikleri
Anadolu’da yetisen endemik bir Salvia tirt olan S. yosgadensis bitkisinden ise yeni
sesterterpen lakton yapisinda yosgadensolit A ve B olarak isimlendirilen terpenik bilesikler

(Sekil 4.7) Tlrkiye’de bir Salvia tiiriinden ilk kez elde edilmislerdir [33].

yosgadensolit A yosgadensolit B

Sekil 4.7. Yosgadensolit A ve Yosgadensolit B bilesikleri
Salvia limbata C.A. bitkisinden ise iki yeni dinorsesterterpen; 6-dehidroksiyosgadensenol ve

6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol elde edilmistir [36]. Bu iki bilesik, Tirkiye’de yetisen
Salvia tlrlerinden ilk kez elde edilen di-norsesterpenlerdir (Sekil 4.8).
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6-dehidroksiyosgadensenol: 135 Me, R=H
6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol: 130 Me, R=H

Sekil 4.8. 6-dehidroksiyosgadensenol ve 6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol

3.1.5.Triterpenoitler (Cs)

Triterpenoidler tim Salvia tiirlerinde yaygin olarak bulunurlar. Ursolik asit ve oleanolik
asit Salvia tiirlerinden (Sekil 3.9) ilk olarak S. officinalis L. den izole edilmistir [9]. Sonraki
yillarda S. virgata Jacq bitkisinden yeni bir triterpenoit olan vergatik asit (virgatik asit) [32],
2B,3B,11-trihydroxyolean-13(18)-en izole edilmistir (Sekil 4.9) [36]. Devam eden
caligmalarda Anadolu’da yetisen Salvia tirlerinden Topgu ve arkadaslari tarafindan ursan ve
oleanan iskeletine sahip triterpenoidlerin yani sira lupan triterpenoidler de elde edilmis
[10,14] ve Van’a endemik bir Salvia tirt olan S. kronenburgii tlriinden ise ¢ok sayida

hidroksil tasiyan triterpenler izole edilmistir [37].

=

Ursolik asit; R=H, Ri=R,=Me, R3=H 2B,3B-dihidroksiolean-12-en-28-oik asit; R=H
Oleanolik asit; R=R;=H, R,=R3=Me
Virgatik asit; R=0, R;=H, R,=R3=Me

Sekil 4.9. Salvia tiirlerinden elde edilen bazi triterpenler
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Dammaran tipli triterpenoitler de ayrica Salvia tiirlerinin toprak istii kisimlarindan izole

edilmistir, fakat su ana kadar Turkiye’de yetisen Salvia tlrlerinden elde edilememistir.

Ornegin salvilymiton \e salvilymitol (Sekil 4.10) S. hierosolymitanddan iole edilmistir
[40].

R Ry R
Salvilymiton aH, BOH aOH, BH H
Salvilymitol @) H OH

Sekil 4.10: Salvilymiton ve salvilymitol bilesikleri

3.1.6. Tetraterpenler (Karotenler=Cy)
40 karbonlu terpenlerdir. Karotenoidler en 6nemli tetraterpenlerdir. Asiklik, mono- ve bisiklik

tetraterpenler de mevcuttur. f-Karoten bilesigi Sekil 4.11° de verilmistir.

Sekil 4.11. f-Karoten bilesigi
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3.2. Fenolik Bilesikler

Bitkilerin diger bir ikincil metabolitleri olan fenolik bilesikler yapisinda bir veya daha fazla

hidroksil grubu tasiyan aromatik yapida bilesiklerdir. Bitkilerden 8000’in iizerinde fenolik

bilesik elde edilmistir [32].

Tablo 2. Tasidiklar karbon atomu sayisina gore fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

C atomu Iskelet Simif Ornek
6 Ce Basit fenoller Hidrokinon
Benzokinonlar 2,6-Dimetoksibenzokinon
7 Cs-Cy Fenolik asitler Salisilik asit
8 Cs-C, Asetofenonlar 3-Asetil-6-OMe-
Fenilasetik asitler benzaldehit
p-Hidroksifenilasetik asit
9 Cs-Cs Hidroksisinnamik asitler Kafeik asit
Fenilpropenler Eugenol
Kumarinler Umbelliferon
Izokumarinler Bergenin
Kromonlar Eugenin
12 Cs-C4 Naftakinonlar Juglon
13 C6-C1-Cs Ksantonlar Mangiferin
14 Cs-C2-Cs Stilbenler Lunularik asit
Antrakinonlar Emodin
15 Cs-C3-Cs Flavonoitler Kersetin
Izoflavonoitler Genistein
18 (Ce-Cs)2 Lignanlar Pinoresinol
30 (Ce-C3-Co)2 Biflavonoitler Amentoflavon
N (Ce-Ca)n Ligninler
(Cé)n Katesol melaninleri
(Ce-C3-Co)n Tanenlerle kondense
olmus flavonlar




Fenolik bilesikler en aktif dogal antioksidanlardandir. Antioksidan etkileri serbest radikalleri
baglamalari, metallerle kelat olusturmalari ve lipoksijenaz enzimini inaktive etmeleri vd. bazi
mekanizmalarla ger¢eklesmektedir. Bir polifenoliin antioksidan olarak tanimlanabilmesi i¢in
iki oOzellige sahip olmasi1 gerekir; birincisi, diisiik konsantrasyonlarda bile oksidasyonu
geciktirebilme, yavaslatma veya dnleme yetenegine sahip olmasi, ikincisi ise serbest radikale
doniistiigiinde kararli bir formda kalabilmesidir [41]. Bitkisel gidalarda bulunan fenolik
maddeler; basit fenolikler, fenolik asitler, flavonoitler, kumarinler, lignanlar, stilbenler ve
antosiyanidinler gibi alt gruplara ayrilmaktadir. Fenolik bilesikler iskeletlerindeki karbon

atomu sayilaria gore yukaridaki Tabloda oldugu gibi siniflandirilmaktadirlar (Tablo 2).

3.2.1. Flavonoitler

Flavonoitler fenolik yapidaki bilesiklerin en genis ve en onemli grubunu olusturur [42].
Bugiine dek 5000°den fazla flavonoit tanimlanmistir ve bunlar en az 10 kimyasal alt grupta
simiflandirilmistir [44]. Flavonoitler bitkilerden fotosentezle meydana gelmektedirler ve hayati
gereksinimleri i¢in kullandiklar1 karbonhidrat, amino asitler gibi birincil metabolitlerden
tiremektedirler. Karbon iskeleti Ce—C3—Cs seklinde olan flavonoitlerin ana iskeletinde 15
karbon bulunur. Flavon bilesiklerinin kimyasal olarak antioksidan 6zellik gostermelerinin

nedenleri sunlardir [41];

1. Aromatik halka yapisinda tasidiklari hidroksil gruplar1 sayesinde hidrojen vererek redoks
tepkimesine girebilirler ve bu sayede serbest radikalleri yok edebilirler.

2. Aromatik, heterosiklik ve ¢oklu doymamis baglardan olusan yapilariyla stabil bir
delokalizasyon sistemi olustururlar.

3. Metal kelatlama kapasitesine sahip yapisal gruplari vasitasiyla OH  ve O gibi reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyebilirler.

Tibbi agidan 6neme sahip pek ¢ok bitki tiiriinde flavonoitlerin aktif bilesikler oldugu
diistiniilmektedir. Bitkilerde genellikle glikozitler seklinde bulunan flavonoitler biyolojik

aktivite ve kimyasal agidan stabil bilesiklerdir [41].

Flavonoidlerde Yap1 Cesitliligi
Flavonoitler 2-fenil benzopiran yapisindadir. Bu yapilar Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Flavonoitlerin benzoil (A) ve sinnamoil (B) halkas1

Flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, heterohalka ise C ile gosterilmektedir. A ve C
halkalarindaki (benzopiran ¢ekirdeginde) karbon atomlari oksijen atomundan baslayarak
numaralandirilirken, B halkasindaki atomlar ise (‘) rakamlarla numaralandirilmaktadir.
Flavonoidlerdeki yap1 cesitliligi, sadece difenilpropan iskeletinin farkli yapilarda
duzenlenmesiyle sinirli kalmamaktadir. Ayrica, her sinif iginde, molekiiliin aromatik (A ve B)
halkalarina baglanan siibstitlientlerin sayisi, 6zelligi ve baglanma pozisyonlar1 flavonoidlerde
gbzlenen yapi ¢esitliligine neden olmaktadir. Flavonoid yapilarinda en fazla hidroksil gruplara
rastlanir. Flavonoid yapisinda hidroksil gruplarinin bulunmasi biyosentetik yolun neticesidir.
Dogal flavonoidler en fazla yedi hidroksil gurubu igerirler. A halkast ¢ogunlukla C-5 ve C-7
pozisyonlarinda hidroksillenmeye yatkindir. Ancak, A halkasinin baska pozisyonlarda da
hidroksillendigi flavonoidler, dogada yaygin olarak bulunmaktadir. B halkasinin ise genellikle
C-4' pozisyonu, ¢cogu kez C-3' ve C-5' pozisyonlarinin hidroksillendigi goriilmiistiir. C-3" ve
C-5' pozisyonundaki hidroksil gruplari ¢ogu kez metillenmis halde bulunmaktadir. Hidroksil
grubu bulundurmayan aromatik halkalar yada C-2' pozisyonunda hidroksil grubu bulunduran
flavonoidler dogada nadir olarak bulunurlar. Flavonoidlerin yapisindaki hidroksil guruplari,
reaktif Ozelliklerinden dolayi, kolaylikla alkillenmekte ya da glikozillenmektedirler. Bu
nedenle, flavonoidlerin metoksi ve glikozil tiirevlerine bitkilerde sik rastlanmaktadir. Metoksi
flavonoidlerin yapilarinda birden yediye kadar metoksi grubuna rastlanilmaktadir. Dogada en
¢cok mono-, di- veya trimetoksi flavonoidler gdzlenmektedir. Flavonoidlerin C-5 ve C-7

pozisyonlarindaki hidroksil gruplar1 nadir hallerde metillenmis olarak bulunurlar.
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Flavonoit yapilarinda siibstitlientlerin genel yerlesme pozisyonlar1 Sekil 4.13” te verilmistir.

Me

4]
H.‘_Mc-q—(;]ﬂmﬂ

L
o\ ™o

‘\

Glikozil
OH

Me

Sekil 4.13. Flavonoit yapilarinda siibstitiientlerin en yaygin yerlesme pozisyonlari

Baslica flavonoit iskeletleri Sekil 4.14” te verilmistir [32].

o o o o

Flavon Flavonol Flavonon Dihidroflavonol
| O .0
R
O
=
© o

lzoflavon Auron Kalkon Antosiyanidin

Sekil 4.14. Flavonoit iskeletleri
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4. ANTIOKSIDANLAR

Serbest radikal bir ya da birden ¢ok ortaklanmamis elektron tasiyan yapilardir ve bu
elektronlar o atomik ya da molekiiler orbitalde tek basina bulunurlar. Bu yapisal durum o
maddenin magnetik bir alana ¢ekilmesine yol acar ve bazende o maddenin son derece aktif

olmasina neden olur. Buglin kimya ve biyolojide pek ¢ok serbest radikal mevcuttur [44].

Oksijen canlilarin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in ¢ok biiyilk 6neme sahip bir
elementtir. Canlilarda solunum ile alman oksijen mitokondrilerdeki elektron tasima
sisteminde asamali bir indirgenme islemine girer ve suya metabolize olur [45]. Ancak bazi
durumlarda oksijenin reaksiyonunu tamamlamadan viicuttan ayrildig1 ve geride reaktif ara
tirtinler biraktigi gozlemlenmektedir. Bu reaktif ara iiriinler genel olarak Reaktif Oksijen
Turleri (ROS) olarak isimlendirilir [46]. Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonlari tizerinden
yiriir. Radikaller eslesmemis elektronlarini eslestirme egiliminde olduklar igin Ozellikle
gevsek bagli elektronlar1 koparirlar. Bu 0Ozellikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif
olmalarini saglar ve bunlarin organizmadaki varlig1 biyomolekiillerin modifikasyonuna sebep
olur [47].

Reaktif oksijen turleri havayla solunum yapan bitiin organizmalarda bulunur ve bunlar
stperoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit radikali icerirler. Bu
radikaller de DNA, proteinler, yaglar ve kii¢iik molekiiller gibi biitiin ana molekiillere zarar
vererek kalp ve beyin hastaliklarina sebep olur [48]. Antioksidan savunma sistemleri oksidan
giderme ve hiicre zararim1 engelleme isine yarayan enzim (slperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz) ve enzim olmayan (glutatyon, C ve E vitamini) maddeleri igerirler [49].

Antioksidanlarin genel siniflandirilmasi sema halinde Sekil 5’ te gosterilmistir.
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ANTIOKSIDANLAR

| |

Enzimatik Enzimatik Olmayan
Antiooksidanlar Antiooksidanlar
. - Vi &
Birincil Enzimler |« Mineraller & \}.mm'.“l"
Cinko itaminler
SO Tatelaz, i E Vitaminler
GSH- A Vitaminler
o q s <«—1}—» | Organosiilfir
Ikincil Enzimler |<— Karotenoidler bilesikleri
Glutatyon B-Karoten, Allium
rediiktaz likopen Allil silfit
Agirlikli Kofaktorler
Antioksidanlar Koenzim Q10
Glutatyon
Polifenoller | <%
Flavonoidler Fenolik asitler
l l l _ | Hidroksisinnami
" | asitler
Izoflavonoidlar Flavononlar Flavonlar ReRiiil 3¢
Genistein Hespertin Krisin
Hidroksibenzoik
\j v \j asitler
Gallik asit
Flavonoller Flavanoller Antosiyanidinler
kersetin, kamferol katesin siyanidin, delfinidin

Sekil 5. Antioksidanlarin siniflandiriimasi

Insanlarda ve diger organizmalarda antioksidan savunma sistemleri (enzimler gibi) ve
oksidatif tahribati onaric1 sistemler olmasina ragmen tiim zarar1 6nlemeye yetmemektedir

[50]. Antioksidanlar oksidasyon siirecini serbest radikallerle reaksiyona girerek, katalitik
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metallerle kompleks olusturarak ve oksidan giderici gibi davranarak engellerler. Yillardir
birgok arastirmaci Ozellikle bitkisel olmak iizere dogal kaynaklardan en giiglii ve ayni
zamanda toksik olmayan antioksidanlar aramaktadir [51].

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda dogal bir sekilde meydana gelmektedir.
Bunlar karotenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoitler, glutatyon ve endojen metabolitleri
igerir. Laboratuvar ortaminda yapilan caligmalar belirgin bir sekilde fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesinin yiliksek oldugunu gostermistir. Fenolik antioksidanlar, hidroksil
grubunun elektron yogunlugunu arttirarak onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna gore
para konumunda etil veya biitil gruplarin siibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir.
Bununla beraber sterik engelleme sebebiyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmis
alkil gruplarinin varlig1 antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmis alkil
gruplarinin siibstitiisyonlar1 kararli rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini
arttirirlar ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltirlar [52]. Bitki
kimyas1 analizleri Salvia turlerinde fenolik asitler, fenolik glikozitler ve flavonoidler gibi
antioksidan o6zellik gosteren bilesiklerin olduk¢a cok oldugunu gostermistir. Biitillenmis
hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), ve ter-Bltil hirokinon (TBHQ)
gibi antioksidanlar sentetik antioksidanlara ornektir. Sentetik antioksidanlarin yan etkileri
oldugundan son yillarda dogal antioksidanlarm iizerine yogunlasilmistir. Ornegin BHT non-
toksik olmakla beraber, karacigerde sitokrom P—450 sistemine hasar verdigine dair bazi
caligmalar bulunmaktadir. Farelere yiiksek dozlarda verildiginde ise karacigerde hasara sebep
oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapilan bazi arastirmalar, BHT gibi baz1 sentetik antioksidanlarin
fazla alinmas1 durumunda viicuttan atilamadig1 ve adipoz dokuda depolandigini gdstermistir
[53]. Binlerce sayida bitkinin antioksidan aktivitesi test edilmistir ve bunlardan gelen ana
ekstreler ve bazi izole edilen saf maddeler sentetik antioksidanlardan (BHT ve E vitamini)
bile daha aktif ¢itkmistir. Bundan dolay: bitkiler dogal antioksidan kaynaklaridir [54].

Bazi sentetik antioksidan bilesiklere 6rnek Sekil 5.1° de verilmistir.
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OH OH Ot
E?k *@k mﬁjm
OCH, CH, 0% o

Biitilenmis hidroksi anisol Biitilenmis hidroksi toluen Propil gallat

OoH CHa

O CH,

2-Biitil hidrokinon Vitamin E

Sekil 5.1. Biitillenmis hidroksi anisol, biitillenmis hidroksi toluen, propil gallat, tersiyer butil

hidrokinon ve vitamin E sentetik antioksidan bilesikleri

Antioksidanlar bashca dort farklh tarzda etki gosterirler;

Supuricu etki (Scavenging effect): Serbest radikalleri etkileyerek onlar1 tutma veya daha

zay1f bir molekiile ¢cevirme.

Bastiric1 etki (Quencher effect) : Serbest radikallerle etkilesip onlara bir hidrojen

aktararak aktivitelerini artirma.

Onaria etki (Repair effect): Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi.

Zincir kiria etki (Chain breaking effect) : Serbest radikalleri kendilerine baglayarak

zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleme.
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4.1. Antioksidanlarin Siiflandirilmasi

Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarina gore birincil ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye
ayrilmaktadir. Baz1 antioksidanlar birden fazla aktivite mekanizmasi gosterirler ve bunlar ¢ok

fonksiyonlu antioksidanlar olarak isimlendirilmektedirler [55].

4.1.1. Birincil antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip-1 veya zincir kirici antioksidanlar) otooksidasyonun baslangic
asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri asamasini yarida kesen
serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (R") olusturmak i¢in, doymamis yagdan a-

metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar [56].

1
0,
R-H ——» R-0-O-H

R-O-O-H ——= RO + OH

RH —— R + H
Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, sonraki asamalarda peroksi radikali (ROO) olusturmak
icin oksijenle tepkimeye girer [57].
R + O, —— ROO" + H’

Bu peroksi radikalleri lipitle tepkimeye girerek hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali

meydana getirirler [57].

ROO" + RH ——= ROOH + R’

Daha sonra bu lipit radikali baska peroksi radikali olusturmak {izere oksijen ile reaksiyona
girer. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden gergeklesir ve boylece otooksidasyon devam
eder [57].

R + O — ROO" + H’
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Hidroperoksitler (ROOH) kararsizdirlar ve bozunarak radikaller meydana getirirler. Bu da

reaksiyonun hizlanmasina sebep olur [57].

ROOH ———— RO + HO

RO + RH ———= ROH + R’

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikalleri (R) ve peroksi radikallerle (ROO") reaksiyona
girer ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan {iriinlere ¢evirirler. Hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha cok ilgi gosterirler. Bu sebeple
otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi (ROO’) ve oksi (RO’) serbest radikalleri birincil
antioksidanlar tarafindan giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle dogrudan da

etkilesebilirler [57].
ROO" + AH ————= ROOH + A
RO + AH —— ROH + A

R + AH — = RH + A

ROO ' +A ——= ROOA
RO + A ———» ROA

A+ A —— = AA

Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle ¢cok az reaksiyona girer.
Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan reaksiyon
hizi azalir. Kararli rezonans hibritler olusturmak icin fenol halkasinin c¢evresindeki
ortaklanmamis elektronun dagilmasiyla antioksidan radikali kararli hale getirilir. Antioksidan
radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile sonlandirma tepkimelerine

girebilme yetenegine sahiptirler [56].

Kati ve sivi yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu gozlenir ve bu olusum fenolik

antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarina ugradigini gosterir. Antioksidan,
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radikal olmayan seklinde ne kadar uzun siire kalirsa antioksidan dimerler otokatalitik serbest

radikal zincir mekanizmasini o kadar etkin sekilde durdururlar [56].

4.1.2. ikincil Antioksidanlar

Ikincil (tip-2 wveya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar bircok reaksiyon
mekanizmalarina sahiptirler. Ikincil antioksidanlar oksidasyon hizini yavaslatirlar ama serbest
radikalleri daha kararli yapilara doniistiiremezler. Bu antioksidanlar prooksidan metallerle
kelat yapabilirler ve onlar1 deaktive edebilirler, hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere
parcalanmasini saglayabilirler, singlet oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu
absorbe edebilirler veya oksijen giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar siklikla
birincil antioksidanlarin antioksidan aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil
palmitat, lesitin, tartarik asit, EDTA ve B-karoten ikincil antioksidanlara 6rnek olarak
verilebilirler [56].

Ikincil antioksidanlar belli basl etki mekanizmalarina gore 3 gruba ayrilabilir [56]:

a) Kelat Yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), tartarik asit
b) Oksijen Gidericiler ve indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbil palmitat, eritorbik
asit, sodyum eritorbat, sulfitler.

¢) Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (B-Karoten, likopen ve lutein)

Sekil 5.2° de baz1 ikincil antioksidan bilesiklere 6rnekler verilmistir.

/\\/"
HOQi- OH \H) ;\

HO

Askobik asit (C vitamini ) Etilendiamintetraasetikasit ( EDTA)
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B -Karoten
Sekil 5.2. Ikincil antioksidanlar

5. ANTIKOLINESTERAZLAR

5.1. Alzheimer Hastaligi ve Nedenleri

Alman psikiyatrist Aloist Alzheimer tarafindan 1906 yilinda tanimlanmis olan
Alzheimer hastalig1 (AH), yaslilardaki primer dejeneratif demansin en sik rastlanan formudur.
Demans, bilinci agik bir insanin giinliilk yasamimi etkileyecek derecede zihinsel ve sosyal
uyum yeteneginin azalmasi durumudur [57]. Alzheimer hastaliginda en erken semptom,
genellikle ani baslangic ve hafiza kaybinin meydana gelmesidir. Baslangicta bu hafiza kaybini
yasliliga bagl unutkanliktan ayirmak gii¢ olabilir. Ancak unutkanligi olanlar bu durumun
farkindadir ve giinliilk yasam aktiviteleri minimal dizeyde etkilenir [58]. Yeni bilgilerin
hemen unutulmasi, yakin ge¢misi hatirlayamamak, buna karsilik uzak gecmisi ¢ok iyi
hatirlamak 6nemli bir belirtectir. Alzheimer hastalarinda konugsma bozukluguna sik rastlanir,
bu kisiler ciimle kurmakta zorlanirlar. Hastalik ilerledik¢e hafiza problemleri artar. Zamanla
0zel bakim isleri bozulur, psikiyatrik semptomlar baslar ve hasta yataga bagimli hale gelir
[58,59].

Alzheimer hastaligi; beyindeki 6grenme ve hafizayla alakali boliimlerde kolinerjik
ndronlarin kaybiyla baglantili olarak norofibrillerin diiglimlenmesi ve amiloidlerin meydana
gelmesi olarak tanimlanir. Kolinerjik ¢ekirdek doku bozulmasi, kolinerjik sinir iletimini
azaltir. Ard arda gelen doku bozulmalari artan toksisiteye bagli olarak sinirlerin 6limun{
hizlandirir [60,61].

Alzheimerl1 hastalarda beynin neokorteks ve hippokampus gibi yiiksek mental
fonksiyonlarindan sorumlu bdélgelerinde patolojik bir protein birikimi gorulir. Bu protein
birikiminin nedeni S-amiloid plaklardir. Ayrica neokorteks ve hippokampusun kolinerjik
inervasyonunun kaynagi olan bazal 6n beyinde ilerleyen bir néron kaybi1 da goézlenir. Bu

degisimler hafiza kaybiyla sonuglanan geri doniisiimsiiz fonksiyon bozukluklarina yol agar.
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Semptomlar ayrica beynin diger bolgeleri ve serebral kortekste kolinerjik transmisyonun
kaybi ile de iliskilidir [62].

5.2. AChE ve BChE Inhibitérleri

Alzheimer hastaliginda ilk ilag secenegini Kolinesteraz inhibitorleri olusturur.
Etkinlikleri US Food and Drug Administration (FDA) tarafindan kanitlanmigtir. Bu
etkinlikleri 6 ile 36 hafta arasindaki tedavi siiresine incelenmis ve hastalarin bilissel
fonksiyonlarinda artis gézlenmistir [63,64]. Kolinesterazlarin hastalig1 engelleyici ve
norolojik olarak koruyucu etkisinden dolay1 ve hastaligin ilk safhalarinda nérotoksisiteyi ve
fonksiyonel komplikasyonlari engellemesi nedeniyle kolinesteraz inhibitorleri Alzheimer
hastliginin tedavisinde umut olmustur.

Normal erigskin beyninde AChE yaygin olarak bulunurken, BChE smirli miktarlarda
bulunmaktadir [65]. Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen her dokuda bulunurken,
butirikolinesteraz enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi, karaciger ve plazmada

bulunmaktadir [66].

5.3. Kolinesteraz Inhibitérlerinin Alzheimer Hastah@indaki Mekanizmasi

Kolinesteraz inhibitdrleri, asetilkolinesteraz enziminin neden oldugu asetilkolin sinir
tastyicilarinin yikimini dnler. Alzheimerl hastalarin kolinerjik sinirlerinde asetilkolin miktari
azalir. Kolinerjik sinir hiicrelerinin kaybi biligsel olarak tehlike yaratmaktadir. Asetilkolin
enzimi, amiloid beta (A-beta) denilen plakalarin olusumunu destekler, bu plakalar ise
asetilkolinesteraz enziminin hidrolize olarak kolinin agiga ¢ikmasini azaltir [67,68].

Amiloid proteinler dallanmayan fibrillerden yapilmistir ve beta kivrimli tabaka yapisi
gosterirler. B-amiloid 21. kromozomda kodlanan transmembran protein olan APP (Amiloid
Prekursor Protein) ‘nin sekretaz enzimiyle kesilmesi, sonucu olusur. APP, amiloid diziliminde
valin yerine izoldsin, glisin yerine fenilalanin degisiminden dolayr mutasyona neden olmakta
bu da p-amiloidin depolanmasinda etkili olmaktadir. Bu enzimler a sekretaz, B sekretaz, y
sekretaz enzimleridir. Hastalikta o ve B sekretaz enzim akiviteleri arasindaki dengenin 3
sekretaz enzim lehine gelismesi noronal dejenerasyona sebep olmaktadir [69]. Rees ve B.
John, asetilkolinesterazin A-beta ile direkt olarak etkilesebilmesinden dolayr bu peptidin

coziinen plakalar iginde kiimelenme imkani bulup, buna uygun sekilde diizenlenen
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kolinesteraz inhibitorleri hastaligin ilerlemesini inhibe ederek bulgusal yararlar sagladigin
ileri siirmiislerdir. Birgok veriye dayanarak, bu arastirmacilarin hipotezi; asetilkolinesteraz
inhibisyonunun amiloid baslatici proteini (APP) tireterek, sinir hiicrelerini koruyan bir siirecin
baslamasimi saglamaktir [60]. Kisacast amiloidler (Amyloidler) beyin hiicreleri arasindaki
haberlesmeyi engeller ve beyin hiicrelerinin yavas yavas 6lmesine sebep olurlar [70].

Alzheimer hastalarinda beta amiloid (A-beta) iiretimi saglikli bir birey ile aym
olmakla birlikte, beta amiloidlerin disar atilmasinda sorun yasanmaktadir. Normal olarak beta
amiloidler hiicrenin disina ¢iktig1 zaman erir, ancak bazen erimesi miimkiin olmayan ve adina
“fibril” denilen birikintiler olustururlar. Bu fibriller birbirine yapisarak plakalar haline gelir.
Her insan yaslandik¢a plaka iiretir. Gergek sorun, bu plakalarin iltihaplanma ile sonuglanan
reaksiyonlar1 tetiklemesidir. Beyin, genel olarak, enfeksiyonlarla micadele ederken serbest
radikal denilen toksik ajanlar iiretir. Iste bu fibriller de benzer reaksiyonlara zemin hazirlar.
Noronun kiiresel govdesi, akson denilen ince uzantilarla kaplidir. Bunlar diger hiicrelerle
baglanti kurmaya yarar. Adina mikrotiip denilen igyapilarin g¢evresinde olusan uzantilar,
dolasim sistemi olarak gorev yapar; besinleri tagir ve kimyasal mesajlar iletir. Bu sistemi,
adina tau denilen bir ¢esit yapiskanli protein bir arada tutar. Tau molekiilleri, mikrotuplerin
kenarlarina sikica yapisir. Alzheimer s6z konusu oldugunda, tau molekiilleri ayrilir ve
kendiliginden diigiimler olusturur. Bu durumda mikrotiipler pargalara ayrilir ve néronlar 6liir
[71].

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stres biyomolekilleri
oksitleyerek hiicre tahribatina neden olur [72]. Toksik beta amiloidlerin yavas yavas birikimi,
stirekli oksidatif stres ve benzeri olaylarla birlestiginde ndronlarda yapisal bozukluga yol
acmaktadir. Bu siireg; fonksiyonel aksakliklara, kavramsal ve davranigsal bozukluklara ve
hatta 6lume neden olabilmektedir. Beyindeki beta amiloid birikimini hizlandiran
patofizyolojik durumlar Alzheimer riskini arttirmaktadir [66].

Sonug olarak; oksidatif stres Alzheimer hastaliginin ilk adimlarindan biri olup, hastalikta
patojenik bir rol oynamaktadir [72].

Beyinde néronlar arasi veya bir noron ile baska bir (tiir) hiicre arasinda iletisimi saglayan
kimyasal aracilara “nérotransmitter” denir. Sinir sistemi boyunca sinirsel sinyaller bu
kimyasal iletkenler araciligiyla iletilir. Temel olarak iki nérotransmitter madde bulunur:
Asetilkolin norotransmitter: Dokulardaki bilgiyi ve ya baska sinirlerdeki bilgiyi tasiyan

asetilkolin gorevini yaptiktan sonra asetilkolin esteraz adli enzim tarafindan pargalanir. Bir
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sonraki bilgi aktarimi i¢in yeniden asetilkolin liretmek gerekir. Asetilkolin, Alzheimer
hastalarinda yeterince tiretilmemektedir. Asetilkolini parcalayan asetilkolinesteraz enziminin
frenlenmesi ile Alzheimer hastaliginin ilerlemeyecegi diisiiniilmektedir [73].

Glutamat: Sinir hiicrelerinde % 70 oraninda bulunur. Gorevi; 6grenme ve hafizadir.
Alzheimer hastalarinda glutamat ¢cok yogun sekilde salgilanir ve bu durum sinir hiicrelerinin
tahrip olmasina yol acgar. Glutamat salgilanmasi frenlenirse sinir hiicrelerinin 6limaunun
yavaslayacagi ve Alzheimer hastalarinin saglik durumunun kétiilesmeyecegi diistiniilmektedir
[73].

Alzheimer hastaliginda kullanilan iki 6nemli tedavi segenegi “kolinesteraz inhibitorler” ve
“N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir”:

Kolinesteraz inhibitorleri bellek ve diisiince ile ilgili bir ndrotransmitter olan asetilkolinin
pargalanmasini 6nlemeye yardimci olurlar [66].

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri ise 6grenme ve bellek fonksiyonlar

acisindan 6nem tasiyan bir transmitter olan glutamati diizenleyici etkiye sahiptir [66].

6. SITOTOKSIK AJANLAR

Diinyada mevcut sentetik antikanser ilaglarin yetersiz kalmasi nedeniyle biyolojik ilaclara
yonelim olmustur, bunlardan bitkisel kokenli olarak Taxol ve Vinca alkaloitleri oldukga sik
kullanilan ajanlardir, ayrica yine MAb’s (monoklonal antibody’s) ¢ok kullaniimaktadir.

Bu ¢alismada ekstrelerin hiicre proliferasyonunun 6lcilmesi icin 6nce 3,[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) tetrazolyumtuzu ile sitotoksite testine tabii
tutuldu, yani hiicre canliligi 6l¢tildii. L929 fibroblast ve kanserli Akciger huicre serisi (A549)

Uzerine ekstrelerin etkisi incelendi.

7. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ile Dicle Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi’ nde yiirtitiilmiistiir. Bitkisel materyal olarak Salvia marashica (ISTE No:
98045)  kullamlmustir. Salvia marashica toprak tstii kisimlarmin ardarda ii¢ ¢oziici
(diklorometan, aseton ve metanol) ile tlketilmesinin ardindan yapilan ince tabaka

kromatografisinde diklorometan ve aseton ¢oziiclilwerinin ayni lekeleri géstermesi iizerine bu
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iki ekstre birlestirelerek aseton ekstresi olarak isimlendirilmistir. Bundan sonraki ¢aligsmalarda
once her iki ekstrenin toplam fenolik miktarlari pirokatekole ve toplam flavonoit miktarlar
da Kersetine esdeger olarak belirlenmistir. Akabinde lipid peroksidasyon inhibisyonu, serbest
ve katyon radikal giderimi ve CUPRAC yontemleriyle antioksidan aktiviteleri arastirilmis, bu
amacla baslica p-karoten-linoleik asit ile renk agilim1 lipid peroksidasyon inhibisyon, DPPH
serbest radikal giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali giderimi, CUPRAC (Bakir(II)
Indirgeyici Antioksidan Kapasite), yontemleri kullanilmustir.

Antikolinesteraz aktivite tayinleri ise asetilkolinesteraz (AChE) ve bitirilkolinesteraz
(BUChE) enzimlerine kars1 Ellman metodu ile in vitro yapilmstir. Salvia marashica bitkisinin
aseton ve metanol ekstrelerinin tagidigi biyoaktif bilesiklerin yapilart ise NMR ve MS

spektroskopik yontemleriyle belirlenmistir.

7.1. Kimyasal Maddeler ve Cozlculer

Merck; 1.07734.1000 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm), BHT, BHA, sodyum bikarbonat,
potasyum asetat (susuz), asetik anhidrit, petrol eteri, stlfirik asit (%98), Hidroksil amin
hidroklorlr, metil iyodr, tetrahidrofuran, sodyum hidrdr.

Sigma-Aldrich; Chemistry Serium (1V) sulfat, DTNB(5,5’-Dithiobis (2-Nitro-benzoik
asit)), Folin Ciocalteu reaktifi, a-Tokoferol, - karoten, Tween-40, Linoleik asit, pirokatekol,
kersetin, DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil), Sigma-Aldrich asetiltiyokolin iyoddr,
butiriltiyokolin iyoddir, sodyumbifosfatdihidrat, sodyumdihidrojenfosfatdihidrat,
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz, metanol, aseton, etanol, etil asetat

Riedel-de Haen; diklorometan, kloroform, sodyum karbonat, pridin, sodyum silfat.

Carlo Erba; aliminyumnitratnonahidrat

Fluka; krom (V1) oksit

7.1.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Toplam fenolik miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

% 2’lik Sodyum karbonat ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 1 g Na,CO3 50 mL’lik balon jojeye
koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢6ziildii. Coziinme tamamlandiktan sonra deiyonize su
ile hacmine tamamlandi.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO,): Satin alindig1
sekilde kullanilda.

36



Toplam flavonoid miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

% 10’luk Aliiminyum nitrat ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 1,76 g AI(NO3)3.9H,0 10 mL’lik balon
jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme tamamlandiktan sonra
deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.

1 M Potasyum asetat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,98150 g CH3COOK 10 mL’lik balon jojeye
koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢6ziildii. Coziinme tamamlandiktan sonra deiyonize su
ile balonun hacmine tamamland.

Antioksidan aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

0,1 mM DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil alkolde ¢0zuldu.
0,1 mM B-Karoten ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0,2 mg p-karoten 1 mL kloroformda ¢ozildu.
20 ug linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform rotavaporatérde ugurulduktan

sonra 50 mL oksijen gazi ile doyurulmus destile su ilave edilerek kuvvetlice karistirildi.

Antikolinesteraz aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler
0,1 M HyPO4” Cozeltisinin Hazirlanmast: 1,56 g Ho,PO4  tartilip, 100 mL distile suda ¢oziildii.
0,1 M HPO,* Cozeltisinin Hazirlanmasi: 3,556 g H,PO,> tartilip, 200 mL distile suda
¢ozalda.
0,1 M pH=8 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 94,7 mL H,PO, ve 53 mL HgPO42'
¢oOzeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirland.
0,1 M pH=7 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 3,9 mL H,PO, ve 6,1 mL HPO42'
cozeltilerinden alindiktan sonra 10 mL distile su eklenerek hazirlandi.
DTNB Cozeltisinin Hazirlanmasi: 16 mg DTNB 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ve 7,5 mg
NaHCO; 1 mL pH=7 tampon c¢0zeltisinde c¢o6zildikten sonra iki ¢ozelti karistirildi.
Hazirlanan bu ¢o6zelti karisimi, 2 mL pH=7 tampon c¢ozeltisi ile 4 mL’ye tamamlandi.
Kullanma asamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edildi.
Acl: 32,8 mg Acl alinarak, 8 mL deiyonize su eklendi. Kullanma asamasinda 8 mL pH=8
tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.
Bul: 4 mg Bul alinarak, 8 mL deiyonize su eklendi. Kullanma asamasinda 8 mL pH=8
tamponu ile hacmi 16 mL’ ye tamamlandi.
AChE Enzimleri: 1,17 mg AChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢6zeltisinde ¢ozuldi ve
1’er mL’lik bes boliime ayrildi. Her biri icin 0,235 mg/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu.
8 mL distile su eklenmesi sonucu 125 pL’lik enzim ¢ozeltileri elde edildi. Her bir 125 pL’lik
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ornekte 0,02925 mg enzim bulunmaktadir. 125 pL’lik enzim c¢ozeltisine 460 pL pH=8
tampon ¢Ozeltisi eklendi. 585 pL ¢Ozelti 25 pL’ lik 23 kiigiik siselere dolduruldu ve daha
sonra kullanilmak tizere derin dondurucuda bekletildi. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan Once
pH=8 tampon ¢Ozeltisiyle 3000 pL’ye tamamlandi.

BChE Enzimleri: 1 mg BChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde ¢ozuldi. Bu
¢ozeltiden 300 pL’lik stoklar olusturularak kiigiik siselere dolduruldu ve daha sonra
kullanilmak {izere derin dondurucuda bekletildi. Stok ¢6zeltiler kullanilmadan 6nce 1800 uL

pH=8 tampon ¢ozeltisinden eklenerek kullanima hazir hale getirilmektedir.

Ince tabaka kromatografisinde kullamilan belirte¢ ¢izeltisi
Serik siilfat belirtecinin hazirlanmasi: 2,0 g seryum (IV) siilfat tetrahidrat 100 mL % 10’luk
H.SO,’de ¢oziilerek hazirlandi. Belirteg, uygun ¢6zici sisteminde yuratilen ince tabaka

plaklarina pulvarizator kullanilarak piiskiirtiildii.

7.2. Cihazlar ve Gerecler
Eliza Reader Molecular Devices Spectro Max 340 PC
Niikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR): Bruker AC (*H: 250 MHz; **C: 60 MHz),
Varian Mercury (*H: 400 MHz, **C: 100 MHz), Varian Inova (*H: 500 MHz, *3C: 100 MHz)
FT-IR (Thermo, Nicolet 6700)
Ultraviyole Spektrofometresi (UV-Vis) (Shimadzu UV-1601)
Erime derecesi cihazi (Reichert firmasiin Kofler model cihazi)
Doner Buharlastirici (Rota Evaporator, Biichi ve Heidolph)
Hassas terazi (Ohaus Adventurer-Pro)
Manyetik Karistirict ve Isitict (IKA RCT basic hot plate)
Vortex IKA MS3 basic
Ultrasonik Banyo (Fisher Scientific FB 15051)
pH-metre (WTW Inolab pH 720)
Etlv (Ecocell)
UV kabin ve lamba (Camag)
Otomatik tekli ve ¢oklu pipetler (0,5-10 uL, 20-200 pL, 100-1000 uL, 1000-5000 uL)
(Eppendorf)
Azot Tupu
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7.3. Aktivite Testleri
7.3.1 Antioksidan/Antiradikal Aktivite Testleri

Elektron ve Hidrojen Transferine Gore Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri :

A- Elektron transfer metodunda antioksidan maddenin 6lcimiu oksidan maddenin
indirgenmesi sonucunda meydana gelen rengin degisiminin Olg¢lilmesi ile yapilir. Renk
degisiminin derecesi Ornekteki antioksidan madde konsantrasyonuna baglidir. Bunlar;
ABTS/TEAC (Antioksidan Kapasite Olgme Metodu)

DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrilhydrazil) Serbest Radikal Giderim Y&ntemi

Folin-Ciocalteau (Total Fenolik Madde Miktar1 Olgme Metodu)

FRAP -Ferric Reducing Antioxidant Power- (Demir Iyonu indirgeme Giicii Metodu)
CUPRAC-Cupric Reducing Antioxidant Capacity- Metodu

B- Hidrojen atomu transferine dayanan metotlarin ¢ogunda antioksidan ve substrat arasinda
rekabete dayali tepkimeler gozlenir ve bu metoda dayali dl¢iimler genelde azotlu grup tasiyan
maddelerin bozulup peroksil radikalleri olusumuna dayanir. Bunlar;

Diisiik dansiteli lipoprotein otooksidasyonunun neden oldugu inhibisyon
Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)

Toplam radikal yakalama parametresi (TRAP)

Luminol yontemi

Fikoeritrin esasl yontemler

Krosin yontemi

DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi

TOSC (Toplam oksiradikal) yontemi

7.3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Toplam fenolik bilesik miktar1 Slinkard ve Singleton (1977) metoduna dayanarak Folin-
Ciocolteu Reaktifi (FCR) ile belirlendi [78]. Sonuglar esdeger pirokatekol olarak ifade edildi.
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Toplam Flavonoit Miktar Tayini
Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak pirokatekole esdeger
olarak hesaplandi. Standart madde olarak pirokatekol kullanildi. Ekstrelerin etanolde
¢ozeltileri hazirlandi. 1000 ppm olarak hazirlanan pirokatekol ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100,
125, 150, 175 pL alinarak hacimleri etanolle 200 pL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu
karisimlara su, FCR reaktifi ve 3 dk sonra %2’lik Na,COjz ¢0Ozeltisinden ilave edildi.
Karisimlar 2 saat siiresince oda sicakliginda calkalandi ve 6rneklerin absorbanslar1 760 nm’de
okundu. Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen

asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten ti¢ paralel 6l¢iim yapildi.

Standart pirokatekol denklemi:
Absorbans=0.0660 pirokatekol (jg)- 0.0008 R*= 0.9918

7.3.1.2. Toplam Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Toplam flavonoid konsantrasyonu Moreno ve arkadaslarinin belirttigi metoda gore yapildi

[78]. Kersetin standart olarak kullanildi ve sonuglar esdeger kersetin olarak ifade edildi.

Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Salvia marashica bitkisinin aseton ve metanol ekstrelerinin toplam flavonoit miktarlar
kersetine esdeger olarak belirlendi [79]. Her bir 6rnekten 100 pL alinarak hacimleri % 80’lik
etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Kersetinin 1000 ppm’lik ¢6zeltisinden 25, 50, 75, 100, 125,
150, 175 pL alinarak hacimleri % 80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Bu karisimlara 100
pL 1M potasyum asetat eklendikten hemen sonra 100 puL %10’luk aluminyum nitrat
¢ozeltisinden ilave edildi. Karigimlar 40 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 415 nm’de
absorbanslar1 okundu. Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 standart kersetin grafiginden

elde edilen esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten ii¢ paralel 6l¢tim yapildi.

Standart Kersetin Denklemi: Absorbans= 0.0768 Kersetin(pg)- 0.0109 R?=0.9979
7.3.1.3. p-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (Lipit Peroksidasyon Inhibisyon Aktivitesi)

B-Karoten-linoleik asit yontemi, linoleik asit oksidasyonundan kaynaklanan konjuge

dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Bu yontem, S-karotenin
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renginin agilmasina dayanan bir yontemdir. a- Toc, BHT, kersetin ve 6rnek cozeltilerinin
tizerine, son konsantrasyon 20, 40, 80 pg/mL olacak sekilde, 4 mL B-karoten ¢ozeltisi ilave
edildi. Emudlsiyon, test tiplerine ilave edilir edilmez UV-spektrofotometre kullanilarak
baslangi¢ absorbanslar1i 490 nm’de 6l¢iildii. Kontrol olarak etanol kullanildi. Tiipler 50°C’ de
inkiibasyona birakildi ve kontrol olarak kullanilan tiipteki p-karotenin rengi kayboluncaya
kadar (yaklasik 120 dakika) inkiibasyona devam edildi. Bu siire sonunda absorbans tekrar 490
nm’ de o&lgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi [76]. B-

Karotenin renk agilim orani asagidaki formiil ile hesaplandi [77].

R= In (a/b)/t

In=dogal logaritma
a=baslangic absorbansi
b=t zaman (dakika) inklibasyonundan sonraki absorbans.

Toplam antioksidan aktivite, kontrole goére % inhibisyon olarak asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmaistir.

Toplam Antioksidan Aktivite (%Inhibisyon) = [(Rkontrol — Rémek) / Rkontrol] X 100
7.3.1.4. DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi

Antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
radikalinin siipiiriicli etkilerini 6lgmeye dayali bir metottur. Bu radikal hidrojen dondrlerle
etkilestiginde hidrazine indirgenir. Mor renkli DPPH radikali 517 nm’de maksimum
absorpsiyon verir. DPPH ¢ozeltisine antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta diisiis
meydana gelir ve antioksidanlarin varligiyla rengi mordan sariya doniisiir. Bu yontem
antioksidanlarin siiptirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gegerli yontemdir. Yontem
hizli ve basittir. Ancak bazi bilesenlerin (6zellikle karotenoidler) 517 nm’de DPPH ile
cakisik spektrum vermesi analizin yorumunu giiclestirir. Ayrica ¢ogu sterik engellemeden
dolayr DPPH ile yavas reaksiyona girer. Bundan dolay1r yontem; DPPH ile tepkimeye giren
antioksidanlarin antioksidan kapasitesi hakkinda dogru bir sonu¢ vermez. Bunlara ek olarak
DPPH’in rengi; 151k, hava oksijeni, nem ve pH’a fazla duyarli oldugundan tekrarlanabilir

sonuglarin eldesi giictiir [75].
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Bitki ekstrelerinin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanilarak
belirlendi. 10 pg ile 100 pg arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1’er mL 6rnek igeren
orneklerin Uzerine DPPH c¢ozeltisinden ilave edildi. Kontrol olarak Butiril hidroksi toluen
(BHT) kullanildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’ de absorbanslari
olciildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. Serbest radikal giderim

aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesapland: :

DPPH Gldel‘lm AkthlteSl (% Inhlblsyon) = (Akomro| - A(’)rnek) / Akontro|x 100

7.3.1.5. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Ekstrelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
siilfonik asit) kullanilarak belirlendi [80]. Orneklerin etanol ¢dziiciisiinde 1000 ppm’lik stok
cozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40
uL’ye tamamlandi ve iizerlerine 7 mM ABTS katyon radikali ¢ozeltisinden 160 pL ilave
edildi. Reaksiyon karanlikta 6 dakika bekletildikten sonra 734 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. ABTS katyon radikal giderim
aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

% Inhibisyon = (Axontrol— Asrmek) / Axontrol X 100

7.3.1.6. CUPRAC Yéntemi (Bakir (IT) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi)

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(II)-Neokuproin
(Nc) kompleksi, renkli Cu(l)-Nc¢ kelatina indirgenmesi saglandi ve bu kelatin 450 nm’de
absorbansi 6l¢iildii. Son konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 pg/mLolacak (67-x pL) sekilde
1000 ppm’lik hazirlanan 6rneklerin stok ¢ozeltilerinin ve standartlarin {izerine, 61 pL 0.01 M
CuCly, 61 pL 0.0075 M neokuproin ve 61 uL 1 M NH;OAc tamponu ilave edilirek ve 1 saat
sonra 450 nm’de absorbans olguldii [81]. Orneklerin absorbans degerleri standartlara karsi
degerlendirildi.
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7.3.2. Antikolinesteraz Aktivite Testi
Testler Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz BChE (BuChE) enzimlerini
inhibe etmek tizere her iki enzime kars1 ayr1 ayri in vitro olarak gergeklestirildi.

Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman ve ark., (82)
reaksiyonuna gore modifiye edilerek yapilmistir. Reaksiyon her iki enzimle de tamamen ayni
mekanizma lzerinden gerceklesmekte, sadece kullanilan enzim (AChE veya BChE) ve
onlarin substratlarinin  farkli  olmasina dayanmaktadir. Gergeklestirdigimiz testlerde
Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak yilan baligindan elde edilen
asetilkolinesteraz enzimi ile substrat olarak asetiltiyokolin iyodir, Butirilkolinesteraz
inhibisyon aktivitesi icinse enzim olarak at serumundan elde edilen butirilkolinesteraz enzimi
ile butiriltiyokolin iyodiir substrat1 kullanilmistir. 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit (DTNB)

ise her iki antikolinesteraz aktivitesinin 6l¢iimii i¢in kullanilmisgtir.

Gergeklesen kimyasal reaksiyonu asagida Asetilkolinesteraz enzimi i¢in gérmektesiniz.

AChE
H,0 + (CH3)sN*CH,CH,SCOCH; —— g (CHg)sN*CH,CH,S ™+ CH3COO ™ + 2H+
ATCI Tiyokolin Asetat
S—5 SSH,CH,CN*(CHa)s
CH3)sN*CH,CH,S ™ +
O,N
NO, O,N
coor
DTNB 5-tio-2-nitrobenzoat

2-nitrobenzoat-5- merkaptotiokolin

7.3.2.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivite testi
0.1 mM konsantrasyonda pH’1 8 olan fosfat tamponuna DTNB ve asetilkolinesteraz
enzimi eklenip oda sicakliginda (25°C) 15 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyona
asetiltiyokoliniyodur eklenerek baglanmig ve enzim katalizinden olusan tiyokolinin DTNB
ile reaksiyonundan olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoatin konsantrasyonu 412 nm’de

spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir.
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7.3.2.2. BChE Enzim Inhibisyonu Testi

0.1 mM konsantrasyonda pH’1 8 olan fosfat tamponuna DTNB ve biitirilkolinesteraz
enzimi eklenip oda sicaklifinda (250C) 15 dakika inkiibe edilmistir.. Reaksiyona
biitiriltiyokolin iyodur eklenerek baslanmis ve enzim katalizinden olusan tiyokolinin
DTNB ile reaksiyonundan olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoatin konsantrasyonu 412
nm de spektrofotometrede 6l¢tilmiistiir.

Yukaridaki islemler Elisa Reader cihazinda 96 kuyucuklu mikroplakalarda
gerceklestirilmistir.

Reabktiflerin Hazirlanisi ve Testin yapilist

DTNB: 16 mg DTNB 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢ozuldd, 7.5 mg NaHCO3; 1 mL
fosfat tamponunda (pH=7) ¢o6ziildii ve iki ¢ozelti karistirildi. Daha sonra 2 mL pH=7 tamponu
ile hacmi 4 mL’ye tamamlandi. Kullanmadan 6nce 4 mL pH=8 tamponu eklendi.

BChE enzimi i¢in substrat olarak kullanilan butirilkolin iyodiriin 4 mg’1 8 mL deiyonize suda
¢ozildi. Kullanmadan 6nce 8 mL lik hacim, pH=8 tamponu ile 16 mL’ye tamamlandi.

BChE Enzim Cozeltisi: 0,2 mg butirilkolinesteraz enzimi 1,8 mL fosfat tamponunda
(pH=8) coziilerek hazirland:.

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), bilesiklerin etanol i¢inde 0,5
mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢6zeltisinden 20 pL konuldu.
Bu solusyon 10 dakika siire ile 25°C de inkibe edildi.10 dakika sonra 20 pL. DTNB reaktifi ve
20 pL substrat (Bcl) herbir kuyucuga ilave edildi.

Standart olarak Galanthus bitkisinden izole edilmis antikolinesteraz etkili bir alkaloid olan
ve halihazirda tiim diinyada hafif-orta dereceli Alzheimer tedavisinde ilag olarak kullanilan an
Galanthamin kullanildi.

Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okundu ve
Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programinin yardimi ile absorbanslardan Vmax
degerleri hesaplanarak aktivite gésteren bilesikler tespit edildi.

Ayni islem AChE enzimi ile baslayarak ayni sekilde gergeklestirildi. Mikroplakadaki etanol
iginde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢ozeltisinden 20
puL konuldu. Bu soliisyon 10 dakika stire ile 25°C de inkiibe edildi. 10 dakika sonra 20 pL
DTNB reaktifi ve asetilkolin iyodiir (Acl) (20 pL) herbir kuyucuga ilave edildi. Standart
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olarak galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga
boyunda absorbans okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programinin

yardimi ile absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler tespit
edildi.

7.3.3. MTT Testi ile Sitotoksisitenin belirlenmesi

Sitotoksisiteyi belirlemek icin MTT testi kullanildi. Sitotoksik aktiviteler hizmet alimi ile
KUBTAL (Kirikkale Universitesi)’ e yapilmistir. Bu test hiicre proliferasyonunun 6lgiilmesi
icin3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) tetrazolyumtuzu’nun
kullanildig1 hassas bir metoddur. Eger canlilik %70 in altinda hesaplanirsa numune sitotoksik
potansiyele sahip demektir. L929 Fibroblast hiicreleri ve A549 huicreleri 96 well platelere her
bir kuyucuga 1.0x 10* hiicre olacak sekilde ekimi yapildi. Hiicreler 24 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Numuneler 1mg/ ml olacak sekilde hazirlandi. UV altinda
sterilizasyonu yapildi ve 0,20 um lik filtreden gegirildi. Hazirlanan ekstrelerden belirlenen
100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pug/ml, 12,5 pg/ml konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanarak 24 saat
inkiibe edildi. Kontrol olarak sadece besi ortami hiicrelere uygulandi. 24 saat sonunda
kuyucuklardaki vasatlar atilarak her kuyucuga 100 ul besiyeri ve 10 ul MTT c¢ozeltisi ilave
edildi. 37 °C’de 3,5 saat inkiibasyondan sonra kuyucuklara 150 pul DMSO eklenerek 15 dakika
inkiibe edildi. Hiicre canliliginin tespiti icin 96 kuyucuklu plate’in absorbans degerleri ELISA
plate okuyucuda 570 nm’de okutuldu. Kontrol gruplar1 baz alinarak % canlilik asagidaki

esitlige gore hesaplandi.

100 x ODs7g.

Viab. % =
ODs70n
(0Ds7p2: numunenin optik vogunlugunun degeri

ODs7pp: kontrol grubunun optik vogunlugu
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7.4. Kullanilan Kromatografik Yéntemler
7.4.1. Kolon Kromatografisi

Ekstreleri fraksiyonlandirmak ve bu fraksiyonlardan saf madde elde etmek amaciyla kolon
kromatografisi yontemi kullanildi. Siitun dolgu maddesi olarak silikajel [81] ve Sephadex
LH-20 kullanildi. Ekstreler az miktarda uygun ¢oziiciide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi.
Karisim oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan karisim dibine az miktarda pamuk
yerlestirilmis, ekstre miktarina uygun olarak secilmis ve boyunun 2/3 oraninda silikajel ile
doldurulmus kolonun iist kismina yerlestirildi. Eliisyona apolar bir ¢oziicii olan % 100 petrol
eteri ile basland1 ve sirasiyla diklorometan, aseton ve metanol ile polarite arttirilarak eliisyona
devam edildi, sonunda % 100 metanol ile eliisyon tamamlandi.

Benzer fraksiyonlar birlestirildi ve saflastirma icin daha kiigiik boyuttaki kolonlarda

adsorban olarak silikajel kullanildi.
7.4.2. ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde, aluminyum tizerine silikagel kapli hazir plaklardan (20x20
cm) [82] ve cam plaklardan (20x20; 20x10) yararlanildi. Tatbik edilen maddelerin uygun
¢Oziicii sistemleriyle ilerlemesi saglandi. Coziicii ile yiirlitme isleminin ardindan ortaya ¢ikan
lekeler UV 151k altinda isaretlendikten sonra 6zel bir belirte¢ olan serik siilfat belirteci ile
etiivde 105 °C’de 5 dakika bekletilerek belirgin lekeler gozlenmesi saglandi. ince tabaka

kromatografisinde maddelere 6zgli Rf degerleri sayesinde farklit maddeler ayirt edilebildi.

Ayrica preparatif ince tabaka kromatografisi (prep. TLC); az miktardaki karisimlardan
istenilen maddeyi ayirt etmek i¢in uygulandi. Once uygun analitik kosullar belirlendi. Icindeki
bilesikleri ayr1 ayr izole etmek istedigimiz madde; plaklara baslangig ¢izgisi boyunca diizgun
bir sekilde tatbik edildikten sonra maddelerin ayrilmasina olanak verecek uygun polariteye
sahip ¢Oziicii sistemi belirlenerek yiriitiildii. UV 1s1k altinda birbirinden ayrilmis c¢izgiler
halinde maddeler tespit edilerek, ayri ayr1 erlenlere alindiktan sonra uygun ¢Ozuculerle

muamele edilen maddeler saf halde geri kazanildi.

7.5. Kullanilan Spektroskopik Yontemler
7.5.1. NMR (Nukleer Magnetik Rezonans) Spektroskopisi

Bu calismada; kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin H NMR, B3¢ NMR,
APT (attach proton test) ve *H-'H COSY (proton-proton etkilesimi icin). APT testi ise C

atomlarinin hangi tip oldugunu yani CH, ve CHj3 protonlarini spektrumun alt tarafinda, CH,
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ve C katerner protonlarmi ise iist tarafta gosteren bir *C NMR teknigidir.
Referans olarak tetrametilsilan (TMS) ve c¢ozicu olarak doéterokloroform (CDClIs),
doterometanol (CD3;0D) ve doterodimetilsulfoksit (CD3SOCD3) kullanildi. Saf bilesiklerin
'H NMR analizleri 600 MHz, **C NMR analizleri 150 MHz Varian 1D-6508 indirect problu
cihazlarda TUBITAK ta yapilmistir.

7.5.2. Kitle Spektroskopisi

Bu calismada; kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin  NMR sonuglari
degerlendirildikten sonra kiitle spektroskopisi yardimiyla kesin sonuglar elde edildi. Kutle
spektrumlar1 (+) APCI (Positive Atmospheric Pressure Chemical lonization) metoduyla

LCQ-Deca Ion Trap cihaziyla alinmastir.

7.5.2.1 LC-MS/MS ¢alisma sartlari

Bitki ekstrelerinin kalitatif ve kantitatif analizinde kullunulan LC-MS/MS cihazinin genel
sistemi: Shimadzu Neexera model UHPLC cihaz1 ile Shimadzu LCMS 8040 model iiglii
kuadrupol kiitle spektrometre cihazinin birlesiminden olusmaktadir. Kullanilan sivi
kromatografi sistemi LC-30 AD model gradient pompa, DGU-20A3R model degazer, SIL-
30AC model oto ornekleyici ve CTO-10ASvp model kolon firmindan olusmaktadir.
Kromatografik ayrim, Inertsil ODS-4 model C18 (100 mmx2,1 mm, 2um) kolonda
yapilmigtir. Kolon firin1 35 °C’a ayarlanmustir. Eliisyon gradiyentinde hareketli faz A i¢in
ultrasaf su ve hareketli faz B igin asetonitril kullanilmistir. Ek olarak, daha iyi bir
kromatografik ayrim ve iyonlastirmay1 kolaylastirmak i¢in su fazina 10 mM amonyum
format ve % 0,1 formik asit eklenmistir. Analitlerin optimum ayriminin gerceklesmesi i¢in
yapilan pek ¢ok denemenin ardindan en uygun UHPLC gradiyent profili 5-20% B (0-10 dk),
20% B (10-22 dk), 20-50% B (22-36 dk), 95% B (36-40), 5% B (40-50 dk) seklinde optimize
edilmistir. Hareketli faz akis hiz1 0,25 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 4 pL olarak belirlenmistir.

Uclii kuadrupol kiitle spektrometresi (MS) hem negatif hem de pozitif modda ¢alisan
bir ESI (elektrosprey iyonlastirma) kaynagi ile donanimlidir. LC-ESI-MS/MS verileri
cihazda kayitli olan by LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazilimi ile toplanarak
islenmistir. Analitlerin miktarsal tayini i¢in cihaz ile MRM (multiple reaction monitoring)

modunda calisilmis ve molekiiler (parent) iyonlar bir veya iki parcalanma iiriinii (product
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ions) (ilki kantitatif amagh digeri kalitatif amagh kullanilmistir) ile kombine edilmistir. Kiitle
spektrometresinde optimize edilen diger parametreler sunlardir: arayiiz (interface) sicakligi;
350 °C, DL sicaklig; 250 °C, heat block sicakligi; 400 °C, nebulizer gaz (N») akisi; 3L/dk ve
kurutma gazi (N3) sicakligi; 15L/dk.

7.7. Bitkinin Ekstre Edilmesi

Salvia marashica bitkisinin toprak iistii kisimlar1 (2065gr) gélgede kurutulduktan sonra bitki
degirmeninde kiigiik parcalar haline getirelerek 6giitiildii. Toz haline getirilen bitkiye oda
sicakliginda ilk olarak diklorometan ilave edildi. Bu sekilde tiketilen bitki stzildi ve ¢oziici
rotavapor da ucurularak ekstre elde edildi, bir kaba alindi ve ikinci maserasyon islemi igin
tekrar diklorometan igerisinde beklemeye alindi.

Diklorometan ile Z/k tiiketimden elde edilen ekstre; 14,4 g, (%0,69 Verim)

Daha sonra diklorometan ile ikinci tliketimden sonra elde edilen ekstre ilk DCM Ekstresinin
uzerine ilave edildi. Diklorometan ekstresi toplami = 237,30 g oldugu gézlendi.

Miiteakiben ayn1 bitki Aseton ile ekstre edildi ve toplam Ac Ekstresi: 115.89 g olarak elde
edildi.

Diklorometan ekstresi ile Aseton ekstresi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile (Mobil faz
DCM:Ac / 9:1 sisteminde) mukayese edildi ve ekstrelerde ayn1 maddeler oldugu gozlendi.
Standart olarak Ursolik Asit ve Oleanolik Asit kullanildi ve ekstrelerde Ursolik
asit/Oleanolik asit varlig1 gozlendi.

Net olarak 13.05 g metanol ekstresi ve 28,7 g aseton ekstresi elde edilerek kolon

uygulamasina geg¢ildi.

8. BULGULAR

8.1.Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktar Tayinleri Sonugclar::

Hazirlanan iki ekstrenin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar sirastyla pirokatekol
ve kersetine esdeger olarak belirlendi. Metanol ekstresinin fenolik icerik bakimindan aseton
ekstresine gore ¢ok daha zengin oldugu tespit edildi. Fakat flavonoit igerik bakimindan ise
birbirine yakin degerlerde igerige sahip olduklari tespit edildi (Tablo 3). Ayrica her iki

ekstrenin fenolik iceriginin flavonoit icerigine oranla daha zengin oldugu belirlendi.

48



Tablo 3. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoit Miktarlar®

Toplam Fenolik Miktar Toplam Flavonoit Mikiar

Ekstreler
(ngPEs/mg ekstre)® (ngQEs/mg ekstre)®
SMA 46,19+ 214 25,13 =115
SMM 17238 =337 3046 = 081

2 Degerler 3 paralel dlgiimiin ortalamass ve standart sapmas: olarak verldi
® Pirokatekole esdeger fenolik igerik (v=0,021x+0,0396 E2=0,0003)
“Kersetine esdeger flavonoit igerik (v=0,1343x-0,0497 RI=00031)

0,25
02 y = 0,021x +0,0396 4
) R2=0,9933 /
« 0,15
=
=
£ 01
S
20,05
0 T T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 6. Pirokatekol(in 6lci grafigi

16

14 y =0,1543x - 0,0497

1
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Sekil 7. Kersetinin 6l¢ii grafigi

R2? =10,9931
1,2 /
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8.2.Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclar:

8.2.1. p—Karoten Renk Acilimi Yontemi Sonuclar

Hazirlanan ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri B-karoten renk a¢ilim yontemine gore
dort farklt konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapildi. Antioksidan aktivite
karsilastirmalarinda standart olarak BHT kullanildi. Bu yontemde iki ekstreninde 100 pg/mL
konsantrasyonda %70 civarinda inhibisyon gosterdigi tespit edildi (Sekil 8). Ayn1 sekilde iki
ekstreninde ICsg degerlerinin yakin oldugu belirlendi (Tablo 4).

Tablo 4. Ekstrelerin B-Karoten, DPPH ve ABTS yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri?®

Bitki tiirii p-Karoten-linoleik DPPH Serbest ABESdIE??-un
asit Radikal adika
SMA 69.98+1.70 208.95+3.65 03 722 139
SV 67.83+ L15 33.59+0.72 15.04= 0,08
BHT 11.340,03 58.8620.50 22.2940.67

a:Degerler 3 paralel élgiimiin ortalamas: ve standart sapmasi olarak venbmistir.

100,00
80,00 -
s ® 10ug/mL
60,00 / —
=
40,00 / 25ug/ml
20,00 _ ®50ug/mL

0,00 % 100pg/mL

SMA SMM BHT

€Kl . strelerin p-Karoten Ren 1lim Y onteminde % '1’1 1 iS on
Sekil 8. Ekstrelerin f-K Renk Acilim Yénteminde % inhibisy

8.2.2.DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Sonuclari

Hazirlanan ekstrelerin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi dort farkh
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konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) tayin edildi (Sekil 9). Daha sonra 1Csy degerleri

hesaplandi. Standart olarak kullanilan BHT’e gore aktivite karsilastirmalari yapildi. Bu

yontemde, Ozellikle metanol ekstresinin hem aseton ekstresine hemde standart olarak

kullanilan BHT’ye gore ¢ok daha aktif oldugu tespit edildi. Metanol ekstresinin ICsq:
33,59+0,72 oldugu standart olarak kullanilan BHT i¢in ise ICso: 58,86+0,50 oldugu belirlendi

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0)00 B S
SMA SMM BHT

W 25pug/mL
% 50pg/mL
% 100pg/mL

Sekil 9. Hazirlanan Ekstrelerin DPPH Serbest Radikali Giderim Yonteminde % Inhibisyonu
Yy

8.2.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00 -

0,00 -

@ 10pug/mL
N 25pg/mL
# 50pg/mL
% 100pg/mL

Sekil 10. Hazirlanan Ekstrelerin ABTS Katyon Giderim Yénteminde % Inhibisyonu

Hazirlanan ekstrelerin ABTS Katyon Radikali Giderim aktivitesi dort farkli konsantrasyonda
(10, 25, 50, 100 pug/mL) tayin edildi (Sekil 10). Daha sonra ICsy degerleri hesaplandi.

Standart olarak kullanilan BHT e gore aktivite karsilastirmalari yapildi. Metanol ekstresi 100

ug/mL konsantrasyonda %84,62 inhibisyon gosterdi. Metanol ekstresi (ICsp: 15,04+ 0,08)
standart olarak kullanilan BHT den (1Cs:22,29+0,67) daha yuksek aktivite sergiledi (Tablo

4).
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8.2.4.CUPRAC Antioksidan Aktivite Sonuclari
Tablo 5: Ekstrelerin CUPRAC Yo6ntemine Gore Antioksidan Aktiviteleri®

Ekstreler 10 pg/mL 25pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
SMA 0.157=0,03 03182002 0.406=0,02 0.74520,05
SMM 0.362+0.06 0,731+0.02 1377+0.05 2378014
EHT 04910 065 11170098 18870045 3.337=0,184

a: Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamas1 ve standart sapmasi olarak verilmistir.

CUPRAC antioksidan tayin metodu dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL)
calisild (Sekil 11). Bu yontemde de metanol ekstresinin aseton ekstresine gore daha aktif
oldugu tespit edildi. Fakat metanol ekstresinin standart olarak kullanilan BHT den daha

diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

3,5

Absorbance
o]

Concentration (ng/mlL)

Sekil 11.Hazirlanan Ekstrelerin CUPRAC Aktivite Sonuglari

8.3. Antikolinesteraz Aktivite Sonugclari

Antikolinesteraz aktivite sonuglarma gore (Tablo 6) 200 ug/mL konsantrasyonunda test
edilen ekstrelerin asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin olmadigi tespit edilmistir.
Butirilkolinesteraz enzim inhibisyonunda ise ayn1 konsantrasyonunda metanol ekstresinin
%74,59 aktiviteyle aseton ckstresinden daha aktif oldugu ve standart olarak kullanilan

galantamine yakin aktivite gosterdigi izlenmistir.
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Tablo 6: Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuglart 2

Ekstreler AChE(%Inhibisvon) BChE (%Inhibisvon)
SMA AD. 50,63=1.93

SMM AD. 74.59+£3.27
Galantamin® 76,08 =039 76,52 =041

a: Degerler 3 paralel élgiumiin ortalamas: ve standart sapmas: olarak verlmistir (200 pg'mD).

b: Standart madde, A D Aletif degil

8.4. Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Sitotoksik aktivite sonuglart Sekil 11-12°de verilmistir. Genel olarak calisilan iki ekstrenin
de antioksidan aktivitelerinin aksine sitotoksik aktivitelerinin diisiik-orta derecede aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Saglikli fibroblast 1.929 hiicreleri lizerinde her iki ekstre tiim
konsantrasyonlarda benzer davranis gostermis ve test edilen dort konsantrasyonun en yiiksek

konsantrasyonunda (100 pg/mL) bile hiicrelerin en az %80 i canli kalmistir (Sekil 12).

120

SMM-MeOH-140mg ¥ SMA-AC-55mg

100

80
60

40

%Cell viability

20

50
Concentration(pg/mL)

Sekil 12. Ekstrelerin Canli Hiicre Serisi (Fibroblast L929) Uzerine Sitotoksik Aktivitesi

Akciger kanseri hiicresi olan A549’a kars1 ise aseton ekstresinin daha etkili oldugu sekil 13 te
izlenmektedir, metanol ekstresi tiim konsantrasyonlarda kanserli hucreleri hemen hemen hig
oldirmezken aseton ekstresinin test edilen dort konsantrasyonda da kanserli hicreleri %
20-25 oldurdigd, yani hiicre canliliginin %75-80 arast oldugu

izlenmektedir.
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120 #SMM-MeOH-140mg N SMA-AC-55mg
100 -

80 -

=

60

%Cell viability

40

20

0 12,5 25 50 100
Concentration(pg/mL)

Sekil 13. Ekstrelerin Kanserli Akciger Hiicre Serisi (A549) Uzerindeki Sitotoksik Aktivite

Sonuglart

8.5.LC-MS/MS ile Fenolik Bilesiklerin Kalitatif ve Kantitatif Analizi

Hazirlanan diklorometan+ aseton ve metanol ekstrelerinin fenolik profilleri LC-MS/MS
cihazi ile belirlendi. LC-MS/MS calismasinda 27 fitokimyasal standart bilesigin analizi

yapildi. Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar sunlardir:

Fenolik asitler: Gallik asit, p-kumarik asit, salisilik asit, kafeik asit, 4-hidroksi benzoik

asit, rozmarinik asit, klorojenik asit, protokatesik asit

Flavonoitler: Kersetin, naringenin, fisetin, hesperetin, rutin, kamferol, luteolin, mirsetin,

apigenin
Fenolik olmayan organik asitler: Kuinik asit, malik asit
Fenolik aldehit: Vanilin
Benzopiran: Kumarin

LC-MS/MS analiz metodunda kullanilan analitik parametler Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler *RT: Alikonma zamani, "R?:
Belirleme katsayisi, ‘RSD: Bagil standart sapma, dLOD/LOQ (ug/L): Belirleme sinir/Tayin
sinir, °U (%): 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2)

Analit Analit  RT®*  Denklem R*™ RSD  Learitt  LODLO  iGeri e
1o 0je Anbimgl  Q(ell  kazamm
1 Kninik asit 3136 flx)=3366l6%x+258132.9 09517 0.0388 I50-10000  223/74F 1033 48
2 Malik asit 360 flx)=03.6101%x-5673.77 059975 01114 150-10000 152/641 1014 5,
3 Tr-Asomikasit 413 fix)=79.2908%:-28416.2 09933 03908 Z30-10000 156/:3L9  101E 4.9
4 Gallik asit 4215 flx)=358.060%x+26417.5 059301 0473 15-1000 48/158 1023 5l
5 Klorojenik asit 519 f(x)=4B5B1B*x+26779.7 05931 01881 I&0-10000 TA/243 997 45
6  Protokategikasit 551  flx)=365568%x+6197.38 09991 05958 100-4000 158/859 1002 51
7 Tannik asit 630  flx)=002704%x+30233.2 09955 05075  100-4000 102/342 978 51
8 TrKafekant T11 fix)=188516%x+B3057.5 0.9041 1.0080 25-1000 447147 9B.8 5l
5 Vanilin B.5T  flx)=44.54785x-574.867 0599 04004 I50-10000 100/337 94l 4.9
10 p-Komarik asi 917  fx)=T35N03 270643 09509 L1356 100-4000 152/508 984 5l
11 Rozmarinikasit 919  f{x)=18.0198%x-1145.86 05991 0.5220 250-10000 104/348 1017 4.9
17 Rutin 967  flx)=515B35*x+3B41.66 059971 08146 I50-10000 17.0/%66 1011 5,
13 Hesperidin 9.69  f(x)=195.773*x+105641 059973 01363 150-10000 I16/7L% 1001 49
14  Hiperosid 096  flx)=0.978146%x+B17221 09249 02135 100-4000 1247414  9B% 49
15 4-OH-benzoikasit 1138  fix)=035003%x+54284.6 09525 14013 25-1000 307100 106.2 5l
16  Sinapinik asit 1138 flx)=01517T8*x+725704 0.5%04 0.6619 25-1000 4/13.3 106.2 50
17 Mirisetin 1142 flx)=841823%x+5414.67 09991 128147 100-4000 9.9/319 106.0 59
18 Fisetin 1310 flx)=33L670%x+34400.0 09988 124162 100-4000 10.7/386  96.9 58
19 Komarin 1118 fix)=236.639%x+34370.3 09924 0.4103 100-4000 8.1/304 1044 49
20 Eersetin 1393 fix)=206102*x+1693.14 0.999% 43149 I5-1000 20788 98.0 11
11  Naringenin 1415 flx)=1100.55*x+39055.7 0.9956 2.0200 25-1000 16/8.8 87.0 5.4
11 Hesperetin 1480 flx)=160.323*x+6545.07 09961 10164 23-1000 33110 1024 53
13 Luteolin 1484 flx)=111474%x+3057.10 09992 39487 15-1000 55/194 1054 6.9
14 Kamferol 1485 flx)=209677#x+571.241 09917 0.5885 25-1000 10768 59.1 51
1% Apizenin 1673 fix)=843.703%x+18525.6 09954 0.6762 25-1000 0.1/0.3 98.0 5.3
26 Ramoetin 1841 fx)=110.091*x+632.444 0.5994 2.5678 15-1000 0.2/0.7 100.8 6.l
17 Krisin 20.60 1)=698. 78 TFx+13831.7 09365 1.5530 25-1000 0.05/017  102.1 53

8.6. LC-MS/MS ile Cahsilan Diklorometan+ Aseton ve Metanol Ekstrelerinin Kantitatif

Analizi

Diklorometan+aseton ve metanol ekstrelerinin fitokimyasal madde icerikleri kantitatif
olarak LC-MS/MS cihazinda belirlendi. Sonuglar Tablo 6’da verilmistir. Genel olarak
metanol ekstresinin hem fenolik hem de flavonoid igerik bakimindan diklorometan+aseton
ekstresinden daha zengin oldugu tespit edildi. Metanol ekstresinin 6zellikle rosmarinik asit
(33330,62 * 1534,89 g analit/g ekstre) bakimindan oldukga zengin oldugu belirlendi (Tablo
8).
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Tablo 8. Diklorometan+Aseton (SMA) ve Metanol (SMM) Ekstrelerinin LC-MS/MS ile

Kantitatif Analizi

An Miktar

Bilesik iv a . MS*(Collision Energy)? (ng analit's extre)

yon(m/z) SMA SMM
Kuinik asit 190,95 8% (21,93 (12) 450,36 1334521231
Malik asit 133.08 115 (14),71 (17) 71,673 52 123,04=11.35
Tr-Asonitik azit 172.85 B5 (12).129 (%) ND ND
Callik asit 169.05 125 (14),79 (25) 1,31=0,02 6,06=0,03
Klorojenik asit 353 191 (17) N.D 54572251
Protokatesikasit  152.95 109 (16),108 (26) 40.29=2,01 134,628 98
Tannik asit 182.95 124 (22),78 (34) N.D 346,55=11.83
Tr-Kafuik asit 178.95 135 (15),134 (24).89 (A1) 139,53:857 752,65235,39
Vanilin 151.08 136 (17,92 (1) 100,764,958 11,980,45
p-Kumarik asit 162.95 119 (15),93 (31) 42,79=1 62 52,97-2.09
Rommarinik asit ~ 358.9 161 (17),133 (42) 188,07=13,76 33330,62=1534 89
Rautin £09.1 300 (37),271 (51)301 (38) ND 32,102.50
Hesperidin 611.1 303,465 5.97=0,09 184.28=11.23
Hiperosid 463.1 300,301 N.D 51,742 46
4-OH-benzoik asit  136.95 93 65 49.6622,34 138,78=7,03
Sinapinik asit 136.95 93,65.75 48.9621.29 115,725 56
Mirisetin 7 179,151,137 N.D. N.D.
Fisetin 184.95 135,111 N.D. N.D.
Kumarin 146.95 103,91,77 D. D.
Kersetin J00.5 179,151,121 D. D.
Naringenin 170.95 151,119,107 D. D.
Hesperatin 300.95 164,136,108 9.270,45 7.61<0,36
Luteolin 184.95 175,151,133 33272159 125,3126,76
Kamferol 184,95 117,133,151 35,07=1,63 135,55=7,11
Apigenin 168.95 151,117 379121 87 54,782,359
Ramnetin 314.55 165,121,300 N.D. N.D.
Krizin 153 143,115,107 N.D. ND.

*Ana rvon{m/z); 5tandard bilegiklerm molekiiler ivonlan (m/z orani),

"NMSYCE): MRM fragmentleri igin gerekli parcalama enerjisi

N.D:Tespit edimeds, D:Tespit edildi
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Sekil 14. LC-MS /MS Kalibrasyon Noktas1 Standart Kromatogrami

1: Kuinik asit, 2: Malik asit, 3: Tr-Asonitik asit, 4: Gallik asit, 5: Klorojenik asit, 6: Protokatesik asit, 7: Tannik
asit, 8: Tr-Kafeik asit, 9: Vanilin, 10: p-Kumarik asit, 11: Rozmarinik asit, 12: Rutin, 13: Hesperidin, 14:
Hiperosid, 15: 4-OH-benzoik asit, 16: Sinapinik asit, 17: Mirisetin, 18: Fisetin, 19: Kumarin, 20: Kersetin, 21:
Naringenin, 22: Hesperetin, 23: Luteolin, 24: Kamferol, 25: Apigenin, 26: Ramnetin, 27: Krisin)
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Sekil 15. Diklorometan+Aseton Ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

57



00) SMM.led
551,603
5.0 )

4,00+

3.004 '

y \\ |
0.00 N .._J L Al A _L ﬁ[ .||"|.._
. — ——T——

T T | L 1 1 T T T [ T T T | T T T — 1 T T T 7T
50 7.3 10,0 125 150 17,5 20,0

min

_IIII?IIII%IIII

Sekil 16. Metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

8.7. ELDE EDILEN SAF BILESIKLERIN YAPI TAYINLERI

8.7.1. SMM-3-2: 3p-hidroksiabieta-8,11,13-trien

‘,
‘

7,
%,
7

Sekil 17. 3-B-hidroksiabieta-8,11,13-trien

Petroleteri:Diklorometan  (9:1) ¢Ozuciu sistemindeki fraksiyondan 0.0159g (%
verim=0.00076) olarak elde edilen bilesigin alinan *H NMR spektrumunda metil bélgesinde
dort metil sinyali izlenmistir. Bulardan 0.93, 0.94 ve 1.18 ppm’de izlenen sinyaller 3 singlet
metilinin varligina isaret etmistir. Ayrica dublet seklinde izlenen 2 metil sinyali ise Ust Uste

1.22 ppm’de izlenmistir. Bu iki metil dubletinin bagli olduklart C’nun protonu (H-15) ile 6.4
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Hz’lik boliinme degeri (J coupling) vermesi ve dolayisiyla H-15 sinyalinin de ayn1 J degeriyle
2.82 ppm de 6.4 Hz lik bir septet olarak izlenmesi molekiilde bir isopropil grubunun varligina
isaret etmistir. Bu da molekiiliin abietan diterpen olabilecegini gostermektedir.

H-15 sinyali ile kismen Ortiisen sinyal ise 2.92 ppm de izlenen bir protonluk dd sinyali
(J=10.5 ve 4.2 Hz) vererek H-3 sinyaline isaret etmis ve J degerleri C-3’te f konumunda bir
hidroksil (OH) grubunun varligini gostermistir.

Ayrica, 6.9 - 7.20 ppm’ler arasinda 3 ayr1 proton sinyalinin izlenmesi aromatik bir abietan
iskeletinin oldugunu, yani diterpenin C halkasinin aromatik oldugunu gostermistir. C halkasi
protonlar1 6.89 ppm’de genislemis bir singlet (br s, H-14) ve 6.99 ppm’de dubletdublet (J=
8.2 ve 1.2 Hz, H-12) ve 7.18 ppm’de (J= 8.2 Hz, H-11) dublet olarak izlenmis ve sirasiyla H-
14, H-12 ve H-11 protonlarina igaret etmistir.

Alman *C NMR spektrumunda karbon sinyalleri ne yazik ki izlenememistir. Fakat

yukaridaki NMR bulgularina dayanarak bu bilesigin 33-hidroksiabieta-8,11,13-trien yapisinda
oldugu belirlenmistir. Yapilan literatiir ¢caligmasi bu bilesigin dogadan ilk kez elde edildigini
gostermektedir. Fakat daha oOnce bu bilesigin (3-OAc) asetil tirevinden 3-OH’ina

doniistiiriilerek sentez yoluyla elde edildigi literatirden izlenmistir [83].
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SMM-3-2. 3p-hidroksiabieta-8,11,13-trien (*H-NMR, CDCl5)

SMM_3_2

Sample Name:
sMM_3_2

Data Collected oh:
nmr600-vamrs60p
Archive directory:

/home/data/chempack

Sample directoryg

aMM_3_2 20150608_01
FidFile: data_PHf _001

Pulse Sequence: P|
Solvent: cdcl3
Data collected on

Temp. 23.0 C / 2
Operator: chempac}

Relax. delay 1.0
Pulse 45.0 degret
Acq. time 1.704
width 9615.4 Hz
1024 repetitions
OBSERVE H1, 599
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 46 min|

N (s2pul)

Jun 18 2015

p6.1 K
k

0 sec

-k}
gac

7340933 MHz

i

T
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smm_3_2

{
e VARIAN

smm_3_2
Data Collected on:
Agilent=-NMR=-vnmrs600
Archive directory:
/home/data
Sample directory:
smm_3_2_20160610_01
FidFile: APT 01

77.191
76.770
29.672

Pulse Sequence: APT
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jun 10 2016

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vanmrl

Relax. delay 1.000 sec

1st pulse 90.0 degrees

Acg. time 0.865 sec

width 37878.8 Hz (&) LS00 LR L L P 90 L L T L T LR L B R
120000 repetitions

OBSERVE €13, 150.7994024 iz 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 Ppm
DECOUPLE H1, 599.7221174 MHz

Power 44 4B

on during acquisition

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 62 hr, 42 min

LI L I L O LB L L
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sMM_3_2

Sample Name:
SMM_3_2

Data Collected on:
Agilent-NMR-vnmrs600

Archive directory:
/home/data

Sample directory:
SMM_3_2 20160613 _01

FidFile: gHSQC_01

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jun 13 2016

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.300 sec

Acq. time 0.150 sec

width 9615.4 Hz

2D Width 34677.1 Hz

32 repetitions

2 x 512 increments

OBSERVE H1l, 599.7191188 MHz
DECOUPLE C13, 150.8153271 MHz
Power 36 dB

on during acquisition

off during delay

W40_OneNMR modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.014 sec
FT size 4096 x 4096

Total time 13 hr, 36 min

neg prd

]

b |
[

(ppm

'S
o

)]
o

Lovvstv b bbb b oo T s

©
o

100

120

140

160

[=3
@
o

pos proj

WARNETEARNTNRRETA ARSRURRNT] RRTRURRENY ANRTANET

VAR

F2 (ppm)
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smM_3_2

{
— VARIAN

sMM_3_2

Data Collected on:
Agilent-NMR-vnmrs600

Archive directory:
/home /data

Sample directory: = -
SMM_3_2 20160613_01 -

FidFile: gHSQC 01 Fl1

AEH.BY_

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: cdel3
Data collected on: Jun 13 2016

Temp. 25.0 C / 298.1 K -
Operator: vnmrl N L

Relax. delay 1.300 sec |
Acqg. time 0.150 sec
wWidth 9615.4 Hz
2D wWidth 34677.1 Hz
32 repetitions =
2 x 512 increments 30
OBSERVE H1, 599.7191188 MHz
DECOUPLE C13, 150.8153271 MHz
Power 36 4B -
on during acquisition E
off during delay 35
W40_OneNMR modulated n
DATA PROCESSING 4
Gauss apodization 0.069 sec .
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.014 sec
FT size 4096 x 4096

Total time 13 hr, 36 min

neg prog pos proj

IS LI T LT 50 (L L L e 5 VL A [ S 0 5 i L

1.30 1.20 1.10 1.00 0.90 0.80

F2 (ppm)
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8.7.2. SMA 29-30_1 (3p-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien)

Sekil 18. 3pB-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien

DCM:PE (6:4) cozlcu sistemi ile elle edilen si-gel kolonun 29. fraksiyonundan 0.086 gr
(% verim=0.0041) olarak elde ettigimiz bilesigimizin *H-NMR (600 MHz) spektrumunda
aromatik alanda g sinyalin 6.89 (brs, H-14), 6.99 (dd, J=1.75 ve 8.3 Hz, H-12) ve 7.17 (d, J=
8.3 Hz) ppm’de izlenmesi aromatik bir halkanin varligina isaret etmistir. Yapida 4 metil
grubunun 0.93 (s), 1.22 (d, J = 7.0 Hz) (2CHj3), 1.21 (s) ppm’de iki singlet ve iki dublet metili
olarak izlenmesi bir abietan diterpen iskeletinin var olabilecegine isaret etmistir. Nitekim 2.82
ppm’de gozlenen 7 Hz’lik septet sinyali abietan diterpenlerin isopropil grubunun varligini
kanitlamistir. 'H-NMR spektrumunda 3.68 ppm (J=11.2 Hz) ve 3.97 ppm’de (J=10.6 Hz)
dubletler halinde izlenen protonlarin yanisira bir asetat grubuna ait CHs grubunun 2.02
ppm’de izlenmesiyle yapida bir asetoksimetilen grubunun varligi anlagilmigtir. Abietan
diterpenlerde mevcut olan 5 metil grubu yerine 4 metil grubunun izlenmesi de bu asetoksi
metilen grubunun metil gruplarindan birinin yiikseltgenmesiyle olustugunu gostermis ve C-

4’e¢ bagh o-asetoksimetilen oldugu saptanmistir. Bu durumda yapinin 3f-hidroksi,18-
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acetoxymethylene-abieta-8,11,13-trien seklinde oldugu tespit edilmistir. Yapilan literatir

caligmalar1 bu bilesigin dogadan ilk kez elde edildigini géstermistir.
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B-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien (*H-NMR, CDCl5)

SMA 29-30_1.3

Sample Name:
BMA_29_30_1

Data Collected oni
Agilent-MMR-vimrs500

Archive directory:
/bome/data

Sample directory:
BMA_29_30_1_20151113_01

Pidrile: PROTON_01

Pulge Sequence: PROTON (sipul)
Solvent: edel3
Data collected on: Nov 13 2015

Temp. 25,0 C / 298.1 K
Sample ¥, Operator: vmomrl

Relax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees

Acg, time 1.704 sec

Width 9615.4 Bz

1024 repetitions

OBSERVE  H1, 5997262845 MHz
DATA FROCESSING
FT size 32768
Total time 46 min

|

AL

nnnnn

L_
i

ppm
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8.7.3. SMM-6 ( a-amiriltetracosanoate = Urs-12-en-3ol, tetracosanoat)

DCM:PE (1:1) ¢6zucu siteminden 0,0098 g (%verim=0.00047) olarak elde ettigimiz SMM_6
bilesigi saflastirildi. Bu bilesik beyaz renkli kat1 toz halinde elde edilmistir. Silika jel plakta
UV lamba altinda (254 nm) izlenmeyen (366 nm’de mor renkli) bilesik, serik siilfat belirteci
puskurtuliip etlivde 105°C’de yakildiginda turuncu renk ald.

Sekil 19: a-amiriltetracosanoate

'H-NMR spektrumunda 8 metil sinyalinin ikisinin dubletler 0.92 (3H,d, J = 6,8 Hz) ve 0,86
ppm (3H, d, J = 6,5 Hz), digerlerinin ise singletler halinde ¢ 1.07, 1,01, 0.97, 0.91, 0.83 ve
0,80 ppm’de izlenmesi bilesigin ursan tipi bir triterpen olduguna isaret etmistir. Ayrica triplet
metil sinyalinin 0,87 ppm’de izlenmesi yapida bir zincir u¢ metili grubunun varligina igaret
etmistir. '"H NMR spektrumunda bilesikte bir gifte bagin varligi dar bir triplet (J = 2,5 Hz)
olarak 5.12 ppm’de izlenen sinyal ile anlasilmigtir, konumu ise J degerine dayanilarak A¥?
olarak belirlenmistir, nitekim ursan ve oleanan triterpenlerde ilk ¢ift bagin bulundugu yer
biyogenetik olarak genelde C-12 ile C-13 arasindadir. ‘H NMR spektrumunda 4,50 ppm’de
dubletindubleti (J = 5,6; 10,2 Hz) seklinde izlenen proton sinyali ise bilesikte bir ester
grubunun varligina isaret etti. Oksijenlenmis substitiient biyogenetik olarak ursan tipi
triterpenlerde C-3’de yer almaktadir. Bu ester grubunun uzun zincirli yapist 1,25 ppm
civarindaki uzun boylu proton sinyali ile 'H-NMR sinyali ve buna karsilik gelen 29 ppm
civarinda izlenen karbonlarla *C spektrumunda saptanmuis, kiitle spektrumu ile bu zincirin 24
karbonlu tetracosanoate esterine ait oldugu kesinlik kazanmistir. Bu esterin C-3 den kopmasi

ile 409 piki temel pik olarak izlenmistir. Literatiir verileri de bunu dogrulamistir [63].
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SMM-6. a-amiriltetracosanoate (‘H-NMR, CDCl5)

sMM_6

Sample Hame:
aMM_6

Data Collected of:
nmr600-vomra600
Archive directory:

/heme /data/chempack

Sample directory:

SMM_6_20150619_j01
Fidrile: data PROTON_001

Pulse Sequence: PROTON (slpul)

Solvent: cdcll
Data collected on

Jun 19 2015

Temp. 23.0 C / 296.1 K

Operateor: chempack

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degreds

Acqg. time 1.704 gec

width 9615.4 Hz
1024 repetiticns
OBSERVE H1, 599
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 46 min

(7340933 MHz
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8.7.4. SMM-7-1-a. Oleanolik asit=3-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit

N
~

Z,

23 24
Sekil 20. Oleanolik asit bilesigi

DCM:PE (1:1) ¢6ziicl sisteminden 7. fraksiyonda 3 g (% verim= 0.00014) olarak gelen
beyaz renkli bilesik kat1 toz halde elde edildi ve erime derecesi 304-306 °C olarak belirlendi.
Silika jel kapl plakta UV lamba altinda (254nm) goriilmeyen bilesik, serik siilfat belirteci
puskurtuliip etlivde 105°C’de yakildiginda eflatun-mor renk alda.

'"H NMR spektrumunda 0.68-1.30 ppm arasinda ¢ikan 7 metil sinyali yapimn bir triterpen
oldugu konusunda fikir vermistir. Bilesigin *>C-NMR spektrumu incelendiginde 180.02 pmm
de cikan pik karboksilik asit, 144 ve 123 ppm deki sinyaller ise yapida bir ¢ifte bagin
oldugunu diistindiiriir. 3.18’ppmdeki dubletin dubleti seklinde izlenen pik 4,5 ve 9,5 Hz lik
etkilesim degerlerine sahip olup 3 numarali C’da yine sekonder bir hidroksil grubunun
varligint gostermistir. Piklerden yola c¢ikarak yapida bulundugunu kabul ettigimiz OH,
karboksilik asit ve cifte bag, bu triterpenin oleanolik asit veya ursolik asit oldugunu
diisiindiirdii. Ursolik asitin oleanolik asitten tek farki 'H NMR spektrumunda 7 metil
grubundan 5’ inin singlet, diger 2 metil grubunun ise dublet olarak izlenmesidir. Bu da ikinci
triterpenin ursan iskeletine sahip olduguna isaret etmistir, yani oleanan iskeletinde E
halkasinda bulunan geminal dimetil grubu (ayn1 karbona bagli iki metil grubu) yerine ursan
iskeletine sahip yapilarda E halkasinda bir metilin C-19, diger metilin C-20’ ye bagl oldugu
gozlenmistir. Birbirinin izomeri olan oleanolik asit ile ursolik asiti ‘H NMR da ayiran en
karakteristik 6zellik budur. Dolayisiyla **C NMR spektrumunda da ursolik asitte 1 olefinik, 1
sekonder OH grubu tasiyan CH’a ait karbon sinyallerine ilaveten (40-60) ppm arasinda 5
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alifatik CH, yani toplam 7 CH izlenecektir. Oysa oleanolik asit de biri olefinik, biri sekonder
OH (C3-hidroksil) grubunu tasityan CH’1in yanisira (40-60) ppm’ler arasinda sadece 3 alifatik
CH grubuna ait sinyal izlenecektir. Ursolik asit de fazladan izlenen iki CH grubu (C-19 ve C-
20) na ait karakteristik olarak 39-40 ppm civarinda izlenen sinyaller oleanolik asit de
izlenmemistir. H-19 protonu ile etkilesen H-18 sinyalinin verdigi boliinme ve kayma degeri
de yine oleanolik asit i¢in olduk¢a karakteristikdir. Nitekim bilesigin B konumundaki H-18
sinyali C-19 protonlariyla 2,5 ve 12 Hz lik etkilesim degeri vererek karakteristik bir dublet
dublet seklinde 2.8 ppm civarinda izlenmistir. C-12’ye bagli H-12 olefinik protonu ise 5.21
ppm’de yine dar triplet (2.5 Hz) olarak izlenmistir. TUm spektral veriler ve literatiir verilerine
dayanarak yapmin Salvia tirlerinde c¢ok rastlanan 3p-hidroksiolean-12-en-28-oik asit
(oleanolik asit) oldugu belirlenmistir. Ayrica standart Ornekle de ince tabaka
kromatografisinde farkli ¢oziicii sistemlerinde kiyaslanarak yapinin kesin olarak oleanolik asit

oldugu ispatlanmustir.
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SMM-7-1-a. Oleanolik asit NMR spektrumlar: ("H-NMR, CDCls)
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SMM-7-1-b. Ursolik asit=3f-hidroksi-12-ursen-28-oik asit

20

Sekil 21. Ursolik asit bilesigi

Beyaz renkli olan bu bilesik kat1 toz halde elde edildi ve erime noktasi 290 °C olarak bulundu.
Silikajel plakta UV lamba altinda (254nm) goriilmeyen bilesik, serik sulfat belirteci
puskrtlllp etlivde 105°C°de yakildiginda eflatun-mor renk aldh.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 600 MHz) yine iist alanda ¢ikan metil singletleri yapinin
triterpen iskeletine sahip oldugunu diistindiirdii. Fakat bu kez 0.75-1.05 ppm ler arasinda bes
metil singleti ve 0.86 ppm ile 0.78 ppm de ¢ikan 6,5 Hz lik iki metil dupleti (sirasiyla Me-29
ve Me-30) bilesigin ursan yapisinda bir triterpen oldugunu diistindiirdii. 'H-NMR bulgular1
incelenip literatiir verileri ile karsilastirildiginda tamamen uygunluk gdsteren veriler, bize bu
yapinin Salvia tirlerinden daha 6nce de izole edilen ve Lamiaceae bitkilerinde olduk¢a yaygin

olarak bulunan ursolik asit oldugunu gostermistir.
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SMM-7-1-b. Ursolik asit NMR spektrumlar: ("H-NMR, CD;0D)
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8.7.5. SMM-15-1 ve SMM-15-2_1 = (P -Sitosterol) Stigmast-5-en-3-ol

Sekil 22. B-sitosterol bilesigi

DCM:PE (8:2) ¢ozlcl sisteminden 15. Fraksiyonda 0.0382 g (%verim=0.00184) olarak elde
edilen beyaz renkli kat1 madde olarak elde edilen bilesigin erime noktas1 137-138 °C olarak
belirlendi. Silikajel plakta UV lamba altinda (254 nm) goriilmeyen bilesik, serik stilfat

belirteci pskurtilip etiivde 105°C’de yakildiginda 6nce mavi sonra kahverengi bir renk aldi.

Bilesigin '"H NMR spektrumunda 3.52 ppm’de izlenen multiplet sinyali bize yapida oksijen
tagiyan bir siibstituente komsu protona ait olabilece8ini gosterdi. 5.35 ppm’de gozlenen
multipletimsi dublet sinyali ise olefinik bir proton olarak yorumlandi. 1-2 ppm arasindaki
metilen zarfinin yanisira metil piklerinin multiplisiteleri yapiin bir steroid olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Alman *H-NMR spektrumunda 6 metil sinyalinin ¢ikis sekli (2 singlet, 3
dublet ve 1 tripletten ibaret) bilesigin 29 C’lu stigmasten yapisina sahip oldugunu
ispatlamistir. Biyojenetik olarak ve karakteristik boliinme sekli dikkate alindiginda OH
grubunun C-3’e yerlesmesi ve literatiir verilerinin de bunu dogrulamas: ve de tum spektral
veriler ve fiziksel 6zelliklerine dayanarak bu bilesigin yapisinin Salvia turlerinden daha énce

de izole edilen ve bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan f-sitosterol oldugunu kanitlamistir.
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SMM-15-1 ve SMM-15-2_1. B -Sitosterol (*H-NMR,CDCls)
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8.7.6. SMM-15-2_4, SMA-41-43_1 ve SMA-44-48 1 (Lupeol = Lup(20)29-en-3-ol)

HO

~ Tl

Sekil 23. Lupeol bilesigi

SMM-15-2_4 ekstresi DCM:PE (8:2) ¢Ozuci sistemi ile 15. Fraksiyondan 0.1892 g (%
verim=0.0091) olarak, SMA-41-43 1 ekstresi %100 DCM c¢0ziicl sisteminden 0.2588g (%
verim= 0.012) olarak, SMA-44-48 1 ekstresi ise Ac:DCM (1:9) ¢oziicu sisteminden 0.1523 g
(% verim= 0.007) olarak beyaz renkli kat1 toz halinde elde edilmistir. Silika jel plakta UV
lamba altinda (254 nm) kahverengi tonlarinda goriinen bilesik, serik siilfat belirteci

puskurtuliip etlivde 105°C’de yakildiginda koyu eflatun-mor rengini alda.

Lupeolin 'H -NMR spektrumu incelendiginde 1.61 ve 0.69 ppm arasindaki bdlgede 7 tane
singletin varlig1 bize bu bilesigin triterpen iskeletine sahip oldugu konusunda ipucu vermistir.
4.50 ve 4.62 ppmlerde 1-2 Hz’lik dubletler olarak gozlenen sinyaller yapida terminal bir cifte
bagin oldugunu ve birbirleriyle dublet verdigini diistindiirmiistiir. 1.61 ppm’de ¢ikan 3
protonluk singlet piki ise bu sinyalin vinilik bir metile ait olabilecegini, yani 4.62 ve 4.50 ppm
deki piklerle birlikte degerlendirildiginde bir isopren grubunun varligimi gostermistir. *H-
NMR spektrumunda 3.12 ppm’deki sinyal ise bir hidroksil grubuna komsu bir protonun
varligin1 ve bu protonun komsu C atomundaki iki protonla etkilesimi sonucu dubletin dubleti
seklinde izlendigini ifade etmektedir. Lupan triterpenler, hatta pek ¢ok tip triterpen yapisinda
bulunan ilk OH grubu biyojenetik olarak C-3’de izlendiginden ve gerek boliinme sekli
gerekse kimyasal kaymas: literatiir verileriyle karsilastirildiginda bu bilesigin 3.12 ppm deki
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sekonder OH grubunun C-3’de oldugu kesinlik kazanmistir. Bilesigin *C-NMR (APT)
spektrumunu inceledigimizde 150.95 ve 109.32 ppm’deki sinyaller de yine isopropenil
grubundaki karbonlarin varligini dogrulamistir. Spektrumun 38-55 ppm arasi incelendiginde 5
tane CH karbonunun varligi ve C-3 de hidroksil tasiyan karbonun ise 72.58 ppm’ de

rezonansa geldigi izlenmistir.

Tum sonuglar degerlendirildiginde bu bilesigin yapisinin Salvia tlrlerinden daha 6nce de izole

edilen ve bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan lupeol olduguna karar verilmistir.
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SMM-15-2_4, SMA-41-43_1 ve SMA-44-48_1. Lupeol (“H-NMR, CDCls)

Eample Name:
SMA_44_48_1

Data Collected onm:
Agllent-MMR-vimrs600

Azxchive directory:
/home/data

Sample directory:
SMA_d44_48_1_20151116_01

FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (slpul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Nov 1§ 2015

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Sample #3, Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.704 sec

Width 9615.4 Hz

1024 repetitions

OBSERVE H1, 599.7261845 MHz
DATA PROCESEING

FT size 32768

Total time 46 min

YRR ¢
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INDEX FREQUENCY PPM HNHOL
1 2954.0 4.926 -6
2 2952.8 4.924 <>w; .0
Farple; Hana 3 2936.4  4.896 .0
SMA_44_48_1 4 2935.2  4.894 7.2!
Data Collected on: 5 2914.1 4.859 7.9
Agilent-NMR-vomrs600 6 2912.9 4.857 7.6
Archive directory: 7 2902.3 4.839 15.0
Hotie 8 2803.1 4.674 139.8
(BB EATE 9 2800.8  4.670  144.0
Sample directory: 10 2788.5  4.650 6.3
SMA_44_48_1_20151116_01 11 2729.8 4,552 131.0
FidFile: PROTON_O01 12 2337.7 3.898 8.5
13 2327.2 3.880 9.7
Pulse Sequence: PROTON (s2pul) ”M WW“”.” WMWW Hw.u
Sodventi gadiy 16 2164.6  3.609 5.4
Data collected on: Nov 16 2015 17 2097.7 3.498 7.0
18 2086.6 3.479 6.4
19 2077.2 3.464 13.0
Tanp, 25.0 o,/ 288.1 K 20 2066.6  3.446 4.8
Sample #3, Operator: vnmrl
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.704 sec
Width 9615.4 Hz
1024 repetitions
OBSERVE H1, 599.7262845 MHz
DATA PROCESSING
FT aize 32768
Total time 46 min
S | LI TR . B L L L T L S S EO (N R _____,,7_._“..14|1,, I S S I B | S S
5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 ppm
L e e L e — et
0.01 0.04 1.03 1.00 0.06
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INDEX  FREQUENCY PFM HET

1 1932.8  3.223 .3

2 1930.5  3.219 §w_ .4

gample Nens: 3 1927.5  3.214 &l
SMA_44_48_1 4 1925.8  3.211 21.9
Data Collected on: 5 1921.7 3,204 31.4
Agilent-NMR-vamrs600 6 1918.3  3.200 29.7
Archive directory: 7 1916.4 3.195 20.6
/home/dat: 8 1914.6  3.192 27.6
* s 1909.9  3.185 80.9
Simpls alzectoryi 10 1904.6  3.176 78.7
SMA_44_48_1_20151116_01 11 1898.2  3.165 91.0
FidPile: PROTON_01 12 1893.5 3.157 81.2
13 1728.6  2.882 5.2
Pulse Sequence: FROTON {s2pul) 14 1725.0  2.876 7.6
ents oAatd 15 1720.9  2.870 6.2
A 16 1718.0  2.865 8.2
Data collected on: Nov 16 2015 17 1714.5 2.859 5.2
18 1707.4  2.847 4.8
19 1687.5  2.814 6.3
Tomps 45:0 Gyl pRlal B 20 1680.4  2.802 8.1
Sample #3, Opgrappr: vamrl 21 1673.4  2.790 6.1
22 1438.7  2.399 3.2
Relax, delay|1.pp0 sec 23 1429.8 2.384 30.3
Tiide 490 Anpppe 2 Wisg  aee s
Bags tine 1:404| pec 26 1412.8  2.356 61.7
wWidth 9615.4 [Hz 27 1407.5  2.347 36.9
1024 repetitidn 28 1401.7  2.337 34.8
OBSERVE  H1, |39P||7262845 MHz 29 1389.9 2.318 3.9
DATA PROCESS: 30 1365.9  2.278 6.4
FT size 32768 31 1361.8 2.271 4.3
Total time &6 |mil 32 1353.6  2.257 8.8
an wime ST 33 1344.8  2.242 3.5
34 1341.8  2.237 3.9

T L | T T T T T T ] T T == T T =T T = LR T T T 7 I I T 1 1 T H‘ k|

3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 ppm
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INDEX  FREQUENCY PPM HEIGHT INDEX | FREQUENCY PPM HEIGHT INDEX  FREQUENCY PBPM 16
1 857.1  1.429 6.4 36 657.5  1.096 7.7 71 h77.3  0.796 %
e — 2 854.1  1.424 6.4 37 654.0  1.090 3.6 72 471.5  0.786 ﬁab .5
3 847.7  1.413 1.2 38 651.1  1.086 4.4 73 h63.8  0.773 o
EDIA_44_48.1 4 B4d.1 1.408 2.4 39 647.0 1.079 3.8 74 h51.5 0.753 10.7
Data Collected on: 5 841.8  1.404 2.1 40 644.6  1.075 4.0 75 0.745  141.1
Agilent-NMR-vamrs600 6 838.9  1.399 2.1 41 §37.6  1.063 12.1 76 k4l.5  0.736 5.3
Archive directory: 7 834.2  1.391 9.5 42 §34.0  1.057 21.5 77 432.2  0.721 7.7
Hicais fdata 3 829.5  1.383 2.0 43 629.9  1.050 4.3 78 829.8  0.717 4.1
St e 9 822.4  1.371 42.7 aa k24.7  1.042 1.1 79 428.1  0.714 3.9
RIS chrenboriy 10 818.3 1.364 8.9 45 621.7 1.037 7.8] 80 ho4.0 0.674 10.4
SMA_44_48_1 20151116_01 11 814.2 1.358 7.8 46 £18.2 1.031 5.3 81 894.6 0.658 10.7
Fidrile: PROTON 01 12 809.5  1.350 5.2 47 514.7  1.025 9.9
13 807.2  1.346 23.0 48 508.8  1.015  138.1
Pulse Sequence: PROTON (s2pul) 14 800.7  1.335 3.8 49 mww.“ w.“ww ww.m
. 15 796.0 1.327 8.0 50 596 . » .
Balimits aaely 16 789.6  1.317 0.6 51 58s.9  0.982 52.3
Pata collected om: Nov 16 2013 17 786.0  1.311 1.6 52 83.0  0.972 11.2
18 781.3  1.303 0.5 53 75.9  0.960 17.5
19 777.2  1.296 .3 70.7  0.952  144.0
TG 25,0 €./ 4383 K 20 770.8  1.285 1 63.6  0.940 22.2
Sanple #3, Operator: vamrl 21 762.0  1.271 9 57.2  0.920  119.§
22 760.2  1.268 4.3 53.6  0.923 40.0
Relax. delay 1.000 sec 23 749.1 1.249 47.2 0.912 18.3
Pulse 45.0 degrees 24 746.7  1.245 39.6  0.900 16.4
: 25 743.8  1.240 36.6  0.895 14.1
H“mrnwwmmpmd““ Bee 26 737.9 1.230 34.3 0.891 12.4
= 27 729.7  1.217 29.6  0.883 19.5
1024 repetitions 28 725.0 1.208 27.2 0.879 13.5
OBSERVE H1, 599.7262845 MHz 29 722.1  1.204 24.3  0.874 16.4
DATA PROCE§SING 30 718.0  1.197 19.0
FT size 321168 31 710.9  1.185 13.1
32 704.5  1.175 05.5
33 699.8  1.167 496.1
34 688.0  1.147 4p8.5
35 671.6  1.120 480.3
P — T T 7 T T T - T T T 7 T T T |
1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 07 ppm
L T IL 1 1 ' J L JL 1 IL I T ] L T L T JL I 1 - JL IL : L JL T IL - J L T IR |
7.38 2.09 2.31 1.48 1.20 3.52  2.36 4.88 3.45 1.16




8.7.7. SMA-27-2 ( 3-acetyl-lupeol = Lup-20(29)-en-3-asetat)

Sekil 24. Lupeol-3-asetat bilesigi

DCM:PE (6:4) ¢Ozucu sisteminden 27. fraksiyonda 0.0256 g (% verim= 0.0012) olarak gelen
bilesik beyaz kati1 toz goriiniimiinde elde edildi. Silika jel plakta UV lamba altinda (254 nm)
kahverengi tonlarinda goriinen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de

yakildiginda koyu eflatun rengini ald1 ve kisa bir siire i¢inde rengi soldu.

Lupeoliin *H NMR spektrumu incelendiginde 1.67 ve 0.77 ppm arasindaki bolgede 7 tane
metil sinyalinin varligi bize bu bilesigin triterpen iskeletine sahip oldugu konusunda ipucu
vermistir. Bunlardan 6’ s1 0.77, 0.82, 0.83, 0.84, 0.95 ve 1.02 ppm’de singletler halinde
izlenmistir. 4.46 ve 4.67 ppm’lerde 1-2 Hz’lik dubletler olarak gozlenen sinyaller yapida
terminal bir gifte bagin oldugunu disiindiirmistiir. 1.67 ppm’de ¢ikan 3 protonluk singlet piki
ise bu sinyalin vinilik bir metile ait olabilecegini, yani 4.67 ve 4.46 ppm deki piklerle birlikte
degerlendirildiginde bir isopropilen grubunun varligin1 gostererek lupan iskeletinin daha lup-
20(29)-en iskeletinin varligina isaret etmistir. Lupeolden en 6nemli farki ise lupeolde C-3’te

bulunan OH yerine bir asetil grubunun yani lupeol asetata ait sinyallerin izlenmesidir.

2.03 ppm’de izlenen asetat CH3 sinyali ve H-3 o protonunun 4.46 dd (J= 5 ve 9) izlenmesi
C-3 B- pozisyonunda yerlestigini gostermistir. Tiim bu verilere dayanarak bilesigin daha 6nce
de baz1 Salvia tiirlerinden ve diger bitki tlrlerinden elde edilen 3-acetyl lupeol (3-asetat-lup-

20(29)-en) oldugu belirlenmistir.
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SMA-27-2. Lupeol asetat ("H-NMR, CDCl)

Sample Name:
SMA_27_2

Data Collected on:
Agilent-NMR-vnmrs600

Archive directory:
/home/data

Sample directory:
SMA_27_2_20151112_ 01

FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected ¢n: Nov 12 2015

Temp. 25.0 € /|298.1 K
Sample #7, Operator: vnmrl

Relax. delay 1,000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.704 sec
Width 9615.4 Hz
1024 repetitions
OBSERVE H1, 599.7262845 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 46 min

-

{
JARIAN

ppm
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Sample Name:
SMA_27_2

Data Collected on:
Agilent-NMR-vamrs600

Archive directory:
/home/data

Sample directory:
SMA_27_2_ 20151112 01

FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Nov 12 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Sample #7, Operator: wvamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.704 sec

wWidth 9615.4 Hz

1024 repetitions

OBSERVE H1l, 599.7262845 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 46 min

INDEX FREQUENCY PPM HEIG!
1 3469.2  5.785 ot
2 3367.7 5.615 <>=_ m.u {
3 3038.5  5.066 -3
4 3005.6  5.012 18.3
5 2956.3 4.929 6.2
6 2955.1  4.927 6.9
7 2937.5  4.898 6.2
8 2924.6  4.877 6.3
9 2922.9  4.874 6.5
10 2916.4  4.863 6.5
[ 11 2915.2  4.861 6.5
| 12 2907.6  4.848 5.7
13 2905.8  4.845 12.1
| 14 2856.0  4.762 5.9
| 15 2853.6  4.758 5.7
| 16 2846.0 4.745 5.7
| 17 2843.6  4.742 6.0
8 2803.7  4.675  141.3
19 2801.4  4.671  147.6
20 2733.9  4.559  109.7
21 2731.5  4.555  137.1
22 2681.7  4.471 96.8
23 2675.8  4.462 71.4
24 2671.1  4.454 91.5
25 2665.2  4.444 95.8
26 2614.2  4.359 6.5
27 2603.6  4.341 7.6
28 2429.9  4.052 21.7
29 2427.5  4.048 19.3
30 2422.8 4.040 6.6

“J.j_n_g__,f_. _m_,_ _H_af_ T T I M S ] T __wa___a__
5.0 4.8 4.6 4.4 ppm
0.08 0.06 1.03 0.22
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Sample Name:
SMA_27_2

Data Collected on:
Agilent-MMR-vnmrsé00

Archive directory:
/home/data

Sample directory:
SMA_27_2_ 20151112 01

FidFile: PROTON_O01

Pulse Sequence: PROTON {s2pul)

Solvent: cdcl3

Data collected on: Nov 12 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Sample #7, Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.704 sec
width 9615.4 Hz

1024 repetitions

OBSERVE Hl1l, 599.7262845 MHz

DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 46 min

INDEX FREQUENCY PFM HEIGHT INDEX FREQUENCY PPM
1 851.2 1.419 3.5 36 604.1 1.007
2 839.5 1.400 12.9 37 601.8 1.003
3 829.5 1.383 32.7 3g 598.8 0.99%
4 826.5 1.378 23.2 39 597.1 0.9396
5 823.0 1.372 21.1 40 594.7 0.992
6 820.1 1.367 20.4 41 588.3 0.981
7 809.5 1.350 18.1 42 585.3 0.976
8 803.7 1.340 8.8 43 583.6 0.973
9 797.8 1.330 11.3 44 578.9 0.965
10 793.7 1.323 6.7 45 569.5 0.950
11 788.4 1.315 6.9 46 566.0 0.944
12 783.7 1.307 6.5 a7 560.7 0.935
13 779.0 1.299 8.1 48 554.8 0.925
14 776.1 1.294 10.7 49 546.6 0.911
15 773.1 1.28%9 12.0 50 543.1 0.906
16 763.2 1.273 17.6 51 539.0 0.899
17 760.8 1.269 17.2 52 526.6 0.878
18 754.9 1.25%9 14.2 53 520.2 0.867
19 743.8 1.240| 203.7 54 513.1 0.856
20 731.5 1.2%0| 8.9 55 504.3 0.841
21 727.4 1.213 8.2 56 499.1 0.832
22 723.8 1.207 6.3 57 493.2 0.822
23 719.1 1.189 6.4 58 483.8 0.807
24 713.9 1.180 10.5 59 477.3 0.796
a5 706.2 1.178 4.1 60 469.1 0.782
26 702.1 1.1 7.6 61 463.8 0.773
27 691.6 1.153 3.5 62 399.3 0.666
28 679.2 1.133 3.4
29 643.4 1.003 5.8
30 638.7 1.0p5 4.9
31 630.5 1.0B1 5.2
32 625.8 1.0 4.8
33 618.8 1.0 5.5
34 615.9 1.0 6.6
35 610.0 1.0 88.5
7 L L T 1 7T 5 4,‘ T T T T - ||j. . | L L S A I
1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7
: I ; [ - + S AN IS i : I T ] L ] L . |
2.96 0.44 3.85 1.29 1.23 12.16 4.98 0.24
0.98 1.23 3.25 3.22 2.17 0.35 0.31
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8.7.8. SMA-32-35_1 ve SMA -37-38-3 (Lup-12,20(29)-dien) ve Lup-20(29)-en

@,

Sekil 25. Lup-12,20(29)-dien

SMA _32_35 1 DCM:PE (8:2) ¢ozicu sisteminin 32,33,34,35. fraksiyonlarindan 0.072 g (%
verim=0.0035) olarak, SMA-37-38 3 de DCM:PE karisiminin 37 ve 38. fraksiyonlarindan
0.1973 g (% verim= 0.0095) olarak elde edilmistir. Silika jel plakta UV lamba altinda (254
nm) kahverengi tonlarinda goriinen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de

yakildiginda koyu eflatun-mor rengini aldi.

Bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde 1.61 ve 0.69 ppm arasindaki bolgede ¢ok
sayida metil protonlarina ait sinyallerin izlenmesi CDCls de alinan *H-NMR spektrumunda
triterpen iskeletine sahip iki bilesigin bir arada izole edildigi ipucunu vermistir. 4.61 ve 4.73
ppmlerde bir ¢ift ve ayrica 4.55 ve 4.67 ppmlerde ikinci bir ¢ift 1-2 Hz’lik dubletler olarak
g6zlenen sinyaller yapida terminal iki ¢ifte bagin oldugunu distindiirmiistiir. 1.61 ve 1.62
ppmde ¢ikan her biri 3 protonluk singlet pikleri ise bu sinyallerin vinilik metil protonlarina ait
olabilecegini gostermistir. Bilesikte 5.20 ppm de izlenen dar triplet (J=3 Hz) oleanane ve
ursan tipi triterpenlerde siklikla gériinen, lupan triterpenlerde daha nadir izlenen C-halkasinda
C-12 ile C-13 arasindaki bir cifte bagin varligina isaret etmistir. Nitekim *C-NMR (APT)
spektrumunu inceledigimizde 150.95 ve 109.32 ppm’deki sinyaller de yine isopropenil
grubundaki karbonlarin varligina isaret ederken ayrica olefinik bir CH ve katerner C

sinyallerini 123 ve 135.5 ppmlerde gostermistir.
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Bu iki bilesik birbirinden ayrilamamistir. Fakat 'H-NMR spektrumu acike¢a her iki bilesikte
de halka dis1 izopropilen grubuna ait metilen sinyalleri 4.73 ve 4.61 ppm’de ve 4.55 ve 4.67
ppm’de iki ¢ift olarak izlenmis, ayrica bu isopropilen gruplarmna ait vinilik metil sinyalleri de
1.60 ve 1.61’ppm de izlenmistir. Bilesiklerden intensitesi goéreceli olarak kisa olanin C12-13
(A) arasinda ilave bir cifte baga sahip oldugu saptanmustir.

Tum bu sonuglar degerlendirildiginde bu iki bilesikten birinin lup-20(29)-en, digerinin
(daha az ylizdeyle bulunanin, yani intensitesi diisik sinyaller verenin ise olan lup-12,20(29)-

dien oldugu saptanmustir.
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p-12,20(29)-dien (*H-NMR, CDCI,)

SMA-32-35_1 ve SMA -37-38_3. lu

Sample Name:
SMA_37_38_3
Data Collected on:
Agilent-NMR-vomrs600
Archive directory:
/home /data
Sample directory:
SMA_37_38_3_20151113_01

FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Nov 13 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Sample #7, Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.704 sec

width 9615.4 Hz

1024 repetitions

OBSERVE H1l, 599.7262845 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 46 min

{
VARIAN
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INDEX FREQUENCY PPM

-

1 3167.0 5.281 -9
2 3088.9 5.151 <>=_ B
Sample Name: 3 3086.6 5.147 -1\
SMA_37_38_3 4 2842.5 4.740 5.3
Data Collected on: 5 2836.6 4.730 66.2
Agilent-NMR-vnmrs&00 6 2834.8 4.727 67.9
i 4 Geoia o 3vs
e 9 2767.3  4.614 53.8
BRaple. dizeckory: 10 2766.2  4.612 65.2
SMa_37_38_3_20151113_01 11 2763.8 4.608 49.4
FidFile: PROTON_01 12 2732.7 4.557 67.5
13 2731.5 4.555 84.5
Pulse Sequence: PROTON (s2pul) 14 2730.4 4.553 81.6
Sol t: cdelld 15 2729.2 4.551 61.5
B 16 2313.1 3.857 10.8
Data collected on: Nov 13 2015
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Sample #7, Operator: vomrl
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 1.704 sec
wWidth 9615.4 Hz
1024 repetitions
OBSERVE H1, 599.7262845 t]
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 46 min
I_l_l— T T T T 1 T 1 = T YT 03 7 T .“ T T T 7 T 17T LI T LY LETDX _
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 ppm
L : flesee 4 : | L | SIS Hppui
0.21 1.00 0.16 1.21 1.19 0.08
0.14 0.16 1.01 1.01 0.08 0.05
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INDEX FREQUENCY PPM
1 647.0 1,079 w
2 644.0  1.074 _§m; .5 (
Saxpiu Nama: 3 636.4  1.061 L&\
SMA_37_38_3 4 631.7 1.053 126.0
Data Collected oni 5 623.5 1.040 7.7
Agilent-NMR-vhmrs600 6 617.0  1.029 5.8
b o a 4 G126 s 6
/ _“.._E..u u 9 608.8  1.015 13.7
Seiple o 4 10 604.7  1.008  144.0
m§|uq|um|u|g 151113_01 11 599.4 0.999 9.6
FidFile: PROTON|01 12 594.7 0.992 6.0
13 587.7 0.980 62.7
Pulse Sequence: [PROTON (s2pul) 14 580.1 0.967 62.2
Soives A A 15 573.0  0.955 6.3
) 16 567.7 0.947 10.2
Data collected gn: Nov 13 2015 17 563.0 0.939 65.0
is8 553.6 0.923 7.2
4 19 548.9 0.915  107.8
Temp. 25.0 C /|298.1 K 5o il S nds e
Sample #7, Operator: vmmrl 21 513.7  0.857 10.5
22 509.6 0.850 7.4
Relax. noune._p 000 sec 23 494.4 0.824 5.1
Pulse 45.0 4| s 24 468.5  0.781 61.9
Acqg. time 1.[J04 |sec
Width 9615.4)|m
1024 repetitiions
OBSERVE EH1l,|599.7262845 MHz
DATA PROCESS
FT size 32768
Total time 4§ [min
T T 7 T T T T | T T T - T T # T 7 T ] T | 7
1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 0.75 0.70 Ppm
. T " i I m ; A — : | _ L i )
1.50 0.71 6.56 7.83 0.65 1.12 0.42
12.01 10.04 5.04 0.37 1.59 4.28

101



6. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda Tiirkiye’de yetisen Lamiaceae familyasina ait endemik bir adacayi
tird olan Salvia marashica bitkisinin biyoaktif bilesenlerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Salvia marashica bitkisi Kahramanmaras’in Ahir Dagi’nda yetismektedir.

Buguine kadar Salvia turleri yapilan ¢alismalar sonucunda baslica sekonder metabolitlerinin
terpenik Dbilesikler ve bazi1 flavonoidler ile diger fenolik bilesiklerden ibaret olustugu
anlagilmistir. Salvia tiiriiniin ait oldugu Lamiaceae (Labiatac) familyasina ait sekonder
metabolitlerle yapilan aktivite ¢aligmalari sonucunda bu familyaya ait bircok sekonder
metabolitin, antibakteriyel, antiviral, antioksidan, sitotoksik/antitimor ve antikolinesteraz

aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada oOncelikle toplanan Salvia marashica bitkisi teshis edilip golgede
kurutulduktan sonra diklorometan, aseton ve metanol ekstreleri hazirlandi. Diklorometan ve
aseton ekstrelerinin ITK ile igeriginin ¢ok benzer olabilecegi izlenerek bu ekstreler
birlestirilip SMA (Salvia marashica aseton) olarak kodlandirildi. Izolasyon islemine
ekstrelerin  kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirilmas: ile baslandiktan sonra,
fraksiyonlarin  kiigiik kolonlarla ve/veya preparatif ince tabaka kromatografisiyle
saflagtirilmast ile devam edildi. Elde edilen bilesiklerin saflifi 6ncelikle ince tabaka
kromatografisi ile kontrol edildikten sonra spektral analizleri NMR, LC-MS/MS
spektroskopik teknikleri kullanilarak yapildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda her iki ekstreden
toplam 10 farkli bilesik edilmistir. Salvia marashica aseton ekstresinin 5 fraksiyonundan 4
farkli lupan triterpen (lupeol, 3-asetil lupeol, lup-12,20(29)dien, lup-20(29)-en-3-ol) izole
edilirken, Salvia marashica metanol ekstresinin 6 fraksiyonundan 6 saf bilinen bilesik (3f-
hidroksiabieta-8,11,13-trien, oleanolik asit, ursolik asit, lupeol, a-amirintetracosanoat, [3-
sitosterol) elde edilmistir. Bunlardan lup-12,20(29)dien, lup-20(29)-en bilesikleri karigim
halinde elde edilmis, miktarlari az oldugu icin saflastirllamamislardir. Izole edilen
bilesiklerden ¢ogu daha 6nce diger baz1 Salvia tlrlerinden elde edilmis olmasina ragmen bir
abietan diterpen olan 3p-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien dogadan ilk kez
Salvia marashica 'nin metanol ekstresinden izole edilmistir. Bu diterpene ¢ok benzeyen 3p3-
hidroksi-abieta-8,11,13-trien bilesiginin ise yar1 sentez yoluyla daha once elde edilen asetil
tiirevinin hidrolizi sonucu elde edildigi, dogadan ise ilk kez bu tez ¢alismasinda izole edildigi

belirlenmistir.
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Hazirlanan diklorometan+aseton ve metanol ekstrelerinin Once total fenolik ve total
flavonoid miktarlarina bakilmis ve ekstrelerin fenolik bilesiklerce flavonoitlerden daha zengin
oldugu anlasilmistir. Antioksidan aktiviteleri ise DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, -
karoten-linoleik asit yontemi, ABTS katyon radikali giderimi ve CUPRAC yontemleriyle
incelenmistir. LC-MS/MS ile aseton ve metanol ekstrelerinin kalitatif ve kantitatif analizleri
yapilmistir. Sonu¢ olarak metanol ekstresinin hem fenolik hem de flavonoid icerik
bakimindan aseton ekstresinden daha zengin oldugu tespit edilmistir. Metanol ekstresinin
Ozellikle birgok bitkide ve adagay tiirlerinde yogun bulunan polifenolik yapidaki gii¢lii bir
antioksidan olan rosmarinik asit bakimindan zengin oldugu belirlenmistir. Metanol ekstresi
bunun disinda kafeik asit, tannik asit, kuinik asit, hesperidin, prokatesik asit, malik asit,
kamferol, 4-OH-benzoik asit, sinapinik asit, kumarik asit, apigenin bilesikleri ag¢isindan
zengindir. Aseton ekstresi ise metanol kadar yiksek miktarda olmamakla birlikte rosmarinik
asit, kafeik asit, vanilin, 4-OH-benzoik asit, sinapinik asit, malik asit, prokatesik asit, luteolin,
kamferol, apigenin icermektedir. Bilesiklerin kolinesteraz inhibisyon aktiviteleri
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerine karsi in vitro Ellman ydntemleriyle test
edilmislerdir. Butirilkolinesteraz enzim inhibisyonunda ise bitkinin metanol ekstresinin aseton
ekstresinden daha aktif oldugu ve 200 pg/mL konsantrasyonunda standart olarak kullanilan
galantamine yakin aktivite gosterdigi belirlenmistir. Her iki ekstrenin ayrica saglikli fibroblast
L929 hiicrelerine ve A549 akciger kanser kiicrelerine karsi sitotoksisitesi incelenmis ve her
iki ekstrenin saglikli 1929 hiicrelerine karsi genelde sitotoksik olmadigi ve en yiiksek
konsantrasyonda bile en az % 80 hiicrenin canli kaldig1 belirlenmistir. Buna kargin, akciger
kanser hiicresine kars1 metanol ekstresi pek bir etki gdstermezken aseton ekstresinin orta

derece sitotoksik oldugu saptanmaistir.

Yapilar1 aydimnlatilan bilesiklerin yanisira elde edilen bazi1 bilesikler tam olarak
saflagtirllamadigindan yapilar tayin edilememistir. Fakat genelde bu bilesik karisimlarinin
alman NMR spektrumlarindan triterpenik bilesiklerden ibaret oldugu izlenimi alinmuistir.
Ozellikle Salvia marashica bitkisinin triterpenlerce zengin oldugu belirlenmis ve bu
triterpenik bilesikleri tasiyan, fakat kolayca saflastirilamayan fraksiyonlarin daha sonra
aktivitelerinin daha detayli olarak arastirilmasi ve miimkiinse saflagtirilmas1 gerektigi

hedeflenmistir.
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Sonug olarak Salvia marashica bitkisinden elde edilen saf di- ve triterpenlerin ¢ogunun
genelde yliksek antioksidan ve antikolinesteraz aktivite gostermesi Salvia tlrlerinin potansiyel
ilag ajanlar1 olarak daha detayl arastirilmasi ve bazi daha aktif tlirevlerinin yari-sentezle elde
edilerek  Turkiye’nin  degerli bir dogal kaynagi olan bu endemik bitkisinin

degerlendirilmesinin gerekliligine bir kez daha isaret etmistir.

9.KAYNAKCA

[1] Greuter, W (ed), 1988: International Code of Botanical Nomenclature, Koetz Scientific books, D. 2640,
Konigstein, Germany.

[2] Hedge, I.C., 1992: “A global survey of the Lamiaceae” Advencis in Labiatea Science, s: 7-18.

[3] Hedge, I.C., 1986: “Lamiacea of South-West Asia: diversity, distribution and endemism” Proceeding of the
Royal society, 89B, 23-25, Edingburgh.

[4] Chadefaud, M., Emberger, L., 1960: Traite De Botanique (Systematique), Tome II, 5:832-833.

[5] Baytop, A., 1996: Farmasétik Botanik Ders Kitabi, 4.Baski, Istanbul : Istanbul Universitesi Yayinlar1, Yayin
No: 34637.

[6] Davis P., H., 1982: Flora of Turkey an The East Eagen Islands. Vol.7, Edinburg: Edinburg University Pres;.
Pp 335-346

[7] Baser, K., H., C., Kirimer N., 2006: Essential Oils of Lamiaceae Plants of Turkey. Acta Horticulturae, 723,
163-171.

[8] Grieve, M., 1984: A Modern Herbal. Savvas Publishing. ISBN unknown.

[9] Brieskorn, C. H. And Schlumprecht, 1., 1951: Constituents of Salvia officinalis, VI1II. Isolation of ursolic
acid. Arch, der Pharm. 284, 239-242. British Herbal Pharmacopoeia, The 1983. B.H.M.A

[10] Topcu, G., Tan, N., Ulubelen, A., Sun, D., & Watson, W. H., 1995: Terpenoids and flavonoids from the
aerial parts of Salvia candidissima. Phytochemistry, 40, 501-504.

[11] Lu, Y. Foo, L. Y., 2002: Polyphenolics of Salvia— a review. Phytochemistry, 59, 117-140.

[12] Topcu, G., Ulubelen, A., 2007: Structure elucidation of organic compounds from natural sources using 1D
and 2D NMR techniques. Journal of Molecular Structure, 834-836, 57-73.

[13] Ulubelen, A., Topcu, G., & Tan, N., 1992: Diterpenoids from Salvia candidissima .Tetrahedron Letters,
33, 7241-7244.

[14] Topcu, G., 2006: Bioactive Triterpenoids from Salvia Species. Journal of Natural Products, 69, 482-487.

104



[15] Kahraman A., Celep F., Dogan M., 2010: Anatomy, trichome morphology and palynology of Salvia
chrysophylla Stapf (Lamiaceae). South African Journal of Botany, 76, 187-195.

[16] British Herbal Pharmacopoeia, The 1983: B.H.M.A.: ISBN 0-903032-07-4.

[17] Evans, W.C., 1989: Trease and Evans, Pharmacognosy. 13th edition. Balliere Tindall ISBN 0-7020-1357-
9.

[18] ilgim, A., Celep, F. & Dogan, M. 2009: Salvia marashica ( Lamiaceae ) , a new species from Turkey.
_Ann. Bot. Fennici 46: 75-79

[19] Davis, P. H. (Ed.) 1965: Flora of Turkey and the East Aegean Islands 1. — Edinburgh Univ. Press,
Edinburgh.

[20] D&nmez, A. 2001: A new Turkish species of Salvia L. (Lamiaceae).— Bot. J. Linn. Soc 137: 413- 416.

[21] www.bbanet.com Salvia marashica resimleri.

[22] Tiirkiye’de Bitkiler Ile Tedavi_Prof.Dr.Turhan Baytop_(s142)

[23] Stuart, M., 1986: The Encyclopaedia of Herbs and Herbalism. Orbis ISBN 0-85613-700-6. Talalaj, S. &
Czechowicz, A.S. (1989).

[24] Fluck, Hans., 1988: Medicinal Plants. W. Foulsham & Co. Ltd. ISBN 0-572-00996-8.

[25] Grieve, M., 1984: A Modern Herbal. Savvas Publishing. ISBN unknown.

[26] Back, P., 1987: The lllustrated Herbal. Hamlyn Publishers through Octopus Books printed in Hong Kong
by Mandarin. ISBN No. 0 600 553 361.

[27] Trattler, R., 1985: Better Health through Natural Healing. Thorsons Publishers. ISBN 0-7225-1382-8.
[28] Valnet, J., 1986: The Practice of Aromatherapy. C.W. Daniel Co. Ltd. ISBN 0-85207-143-4.

[29] Council of Scientific. Industrial Research, India, 1948-76: The Wealth of India: Raw Material.,11 Vols.
Vol. 9. (Rh-So), New Deli: CSIR.

[30] Lust, L., 1986: The Herb Book. 16th. impression, Bantam Publishing. ISBN 0-553-17273-5.

[31] Onlooker., 1995: Sage against age. The Pharmaceutical Journal, 255, p.708.

[32] Geisman, T. A., and Crout, D. H. G., 1969: Organic Chemistry of Secondary Plant Metabolism.
California: Freeman, Cooper and Company, 4, 66, 67, 137-166, 212, 213, 217.

[33] Topcu, G., Ulubelen, A., Tam, T.C.-M. and Tao-Che, C, 1996: Norditerpenes and Norsesterterpenes
from Salvia yosgadensis. J. Nat. Prod. 59, 113-116.

[34] Boiteau, P., Pasich, B., Ratsimamanga, R. Les., 1969: Triterpenoides. Gauthier-Villars Paris, p 3-5.

[35] Manitto, P., 1981: Biosynthesis of Natural Products, Ellis Harwood Ltd., Connecticut, p 255-262.

[36] Ulubelen, A., Topgu, G., Chen, S., Ca,, P. and Snyder, J. K. 1991: A new abietane diterpene from Salvia
wiedemannii Boiss. J. Org. Chem. 56, 7354—7356.

[37] Topcu, G. and Ulubelen, A. 1996: Abietane and rearranged abietane diterpenes from Salviamontbretii. J.
Nat. Prod. 59, 734-737.

[38] Rustaiyan, A. and Koussari, S. 1988: Further sesterterpenes from Salvia hypoleuca. Phytochemistry,
27,1767-17609.

[39] Rustaiyan, A., Niknejad, A., Nazarians, L., Jakupovic, J. and Bohlman, F., 1982: Sesterterpenes from
Salvia hypoleuca. Phytochemistry, 21,1812-1813.

105


http://www.%C3%B6banet.com/

[40] Pedresos, S., Rodriguez, B., de la Torre, M.C., Bruno, M., Savona, G., Perales, A. and Torres, M.
1990: Dammarane triterpenes of Salvia hierosolymitana. Phytochemistry, 29, 919-922.

[41] Oguz, A., 2008: Bazi1 Cerez Gidalarin Antioksidan Kapasiteleri. GaziosmanpasaUniversitesi Fen BilimLeri
Enstitiisii Gida Mithendisligi Ana Bilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi, Tokat, 2008.

[42] Acar, J., 1998: Fenolik Bilesikler ve Dogal Renk Maddeleri. Gida Kimyasi, Ed: Hacettepe Universitesi,
Ankara, 435-452.

[43] Cam, M. ve Hisil, Y., 2003: Gidalardaki Flavonoidler ve OnemLeri. 3. Gida Miihendisligi Kongresi,
Ankara.

[44] Brent, J.A., Rumack, H.H., 1991: Role of Free Radicals in Toxic Hepatic Injury I. Free Radical
Biochemistry, Clinical Toxivology, 31, 139-171.

[45] Cadenas, E., and Davies, K. J. A., 2000: Mitochondrial Free Radical Generation, Oxidative Stress, And
Aging, Free Radical Biology & Medicine, 29, 222-230.

[46] Giilgin, 1., Oktay, M., Kirecci, E., Kiifrevioglu, O. 1., 2003: Screening of antioxidant and antimicrobial
activities of anise (Pimpinella anisum L.) seed extracts, FoodChemistry, 83, 371-382.

[47] Cakar, B., 2010: Ferulago idaea ve Ferulago trojana Bitkilerindeki Sekonder Metabolitlerin izolasyonu,
Antioksidan ve Antikolinestreaz Aktivitelerinin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Teknik Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

[48] Halliwel, B., 1999: Establishing the significance and optimal intake of dietary antioxidants: the biomarker
concept. Nutrition Reviews, 57, 104-113.

[49] Halliwel, B., 1994: Free radicals and Antioxidants: a personal view. Nutrition reviews, 57, 253-265.

[50] Simic, M.G., 1998: Mechanisims of inhibition of free-radical processed in mutagenesis and carcinogenesis.
Mutat. Res. 202, 377-386.

[51] Shahidi, K., Wanasundara, P.K.J.P.D., 1992: Phenolic Antioxidants. Crit. Rev. Food Sci. Nutr.,32, 67-
103.

[52] Krinsky, N. 1., 1989: Antioxidant function of carotenoids. Free Radical Biology andMedicine, 7, 617-635.
[53] Halliwell, B., Gutteridge J.M.C., 1989: Free Radicals in Biology and Medicine, Clarendon Press, 543,
Oxford.

[54] Cosquni, M., Torsoni, M.A., Stoppa, G.R., Ogo, S.H., 2003: T-BOOH-induced oxidative damage in
sickle red blood cells and the role of flavonoids. Biomed. Pharmacoter, 57, 124-129

[55] Ulubelen, A., Topcu, G., Sénmez, U., Choudhary, M. I., & Atta-ur-Rahman, 1995: Abietane
diterpenes from Salvia napifolia. Phytochemistry,40, 861.

[56] Reische, D. W., Lillard, D. A., Eitenmiller, R. R., Akoh, C. C., Min, D. B., 2002: Food Lipids
Chemistry, Nutrition and Biotechnology, New York: Marcel Dekker Inc 2002. pp.489-516.

[57] Karaman, Y., 2002: Alzheimer Hastalig1 ve Diger Demanslar, 90-210, Kayseri.

[58] Akahn, H., U., 2003: Alzheimer Hastalarmin Lenfositlerinde rRNA ifadelenmesinin Arastirilimasi, Yiiksek
Lisans Tezi. Erciyes Universitesi, Saglhik Bilimleri Enstitisii, Kayseri.

[59] Yamanturk, P., 2000: Alzheimer Hastaligi, Sendrom, 12, 72-81.
106



[60] John, B., Standridge, M.,D., 2004: Pharmacotherapeutic Approches to the Treatment of Alzheimer’s
Disease. Clinical Therapeutics, 26, 5.

[61] Zheng, WH, Bastianetto S, Mennicken F, et al., 2002: Amyloid beta peptide induces tau phosphorylation
and loss of cholinergic neurons in rat primary septal cultures. Neuroscience.115, 201-211.

[62] Mann, D. M., 1989: The pathogenesis and progression of the pathological changes of Alzheimer’s disease,
Ann Med, 21, 133-136.

[63] Mohs RC, Doody RS, Morris JC, et al, for the “312” Study Group. , 2001: A 1-year, placebo-controlled
preservation of function survival study of donepezil in AD patients [published correction appears in Neurology.
2001;57:1942]. Neurology.57, 481-488.

[64] Raskind MA, Peskind ER, Truyen L, et al., 2004: The cognitive benefits of galantamine are sustained for
at least 36 months: A long-term extension trial. Arch Neurol.,61, 252-256.

[65] Demans Dergisi 2002: 2: 69-73 Appleyard ME, 1992 Trends Neurosci, 15: 485-490.

[66] Hartman, R. E., 2010: Actions of Bioactive Phytochemicals in Cell Function and Alzheimer’s Disease
Pathology. Taylor & Francis Group, LLC, chapter 16.

[67] Rees, T, Hammond, P.I, Soreq, H., et al., 2003: Acetylcholinesterase promotes beta-amyloid plaques in
cerebral cortex. Neurobiol Aging.24, 777-787.

[68] Hu, W., Gray, N.,W., Brimijoin, S., 2003: Amyloid-beta increases acetylcholinesterase expression in
neuroblastoma cells by reducing enzyme degradation. J Neuroche,.86, 470-478.

[69] Simon, L., 2001: Alzheimer Hastlaginda Erken Tan1 ve Tedavi. Novartis, istanbul,1-74.

[70] Daniel, S. A. et al. 2002: Alzheimer’s disease and the basal forebrain cholinergic system: relations to -
amyloid peptides, cognition, and treatment strategie, Neurobiology, 68, 209-245.

[71] Lanari, A., et al. 2006: Neurotransmitter deficits in behavioural and psychological symptoms of
Alzheimer’s disease. Mech Ageing Dev, 127, 158-165.

[72] Piazzi, L., Cavalli, A., Colizzi, F., Belluti, F., Bartolini, M., Mancini, F., Recanatini, M., Andrisano,
V. and Rampa, A., 2008: Multi-target-directed coumarin derivatives: hAChE and BACEL inhibitors as
potential anti-Alzheimer compounds. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters,8, 423-426.

[73] Orhan, i., Kartal, M., Naz, Q., Ejaz, A., Yilmaz, G., Kan, Y., Konuklugil, B., Sener, B., Choudhary,
M. 1., 2007: Antioxidant and anticholinesterase evaluation of selected Turkish Salvia species. Food
Chemistry,103, 1247-1254.

[74] Sanchez, M. C., Larrauri, J. A, Saura, C. F. A., 1998: Procedure to Measure The Antiradical Efficiency
of Polyphenols. Journal of The Science of Food and Agriculture, 76: 270-276.

[75] Reische, D. W., Lillard, D. A. ve Eitenmiller, R. R. 2002: Antioxidants. i¢inde C. C. Akoh, D. B. Min,
(Eds.). Food Lipids, Chemistry, Nutrition and Biotechnology. New York: Marcel Dekker Inc, 489-516.

[76] Dapkevicius, A., Venskutonis, R., Van Beek, T. A., Linssen, P. H., 1998: Antioxidant Activity of
Extracts Obtained by Different Isolation Procedures From Some Aromatic Herbs Grown in Lithuania. J Sci Food
Agric, 77: 140-146.

[77] Cheung, L. M., Cheung, P. C. K., Ooi, V. E. C., 2003: Antioxidant Activity and Total Phenolics of Edible
Mushroom Extracts. Food Chem, 81: 249-255.

107



[78] Slinkard, K.,& Singleton, V. L. 1977: Total phenol analyses: Automation and comparison with manual
methods. American Journal of Enology and Viticulture, 28, 49-55.

[79] Moreno, M.L.N., Isla, M.I., Sampietro, A.R., Vattuone, M.A., 2000: Comparison of the free radical-
scavenging activity of propolis from several regions of Argentina. J. of Ethnopharmacology, 71, 109-114.

[80] Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C. 1999: “Antioxidant
activity applying an improved ABTS radical cationdecolorization assay* Free Rdaical Bio Med, 26(9-10),
1231-1237.

[81] Apak, R., Giiclu, K., Ozyiirek, M., Karademir, S. E. 2004: “Novel total antioxidant capacity index for
dietary polyphenols and vitamins C and E, Using their cupric ion reducing capability in the presence of
neocuproine: CUPRAC Method, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52(26), 7970-7981.

[82] Ellman, G. L., Courtney, K. D., Andres, V., & Featherstone, R. M. 1961:A new and rapid colorimetric

determination of acetylcholinesterase activity. Biochemistry and Pharmacology, 7, 88-95.
[83] A. Ulubelen and G. Topcu 1992: Abietane diterpenoids from Salvia pomifera

8. OZGECMIS

Ad Soyad : Sibel KIRAN AYDIN

Tletisim Bilgileri

Adres : Aren Eczanesi Kiremithane Mah. 4408 Sokak No:2/1 Akdeniz
/MERSIN

Telefon :0(531) 79395 19 -0 (324) 237 70 55

e-Mail : ecz.sibelkiran@ hotmail.com

Dogum Yeri ve Tarihi  : Mardin -1984
Unvam : Eczac1

Ogrenim Durumu : Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi (2003-2007)

108



	nöbet1
	nöbet 2
	nöbet3
	5. ANTİKOLİNESTERAZLAR
	5.1. Alzheimer Hastalığı ve Nedenleri




