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ÖZET 

    Salvia türleri terpenik bileşikler açısından zengin olan Lamiacae familyasına aittirler. 
Dünyada 900’ü aşkın, Türkiye’de ise 100’ü aşkın Salvia türü doğal olarak yetişmektedir. Bu 
100 türün 53’ü endemiktir. Salvia türlerinin kimyasal yapısı yurt içi ve yurt dışında birçok 
araştırmacı tarafından incelenmektedir.     

     Salvia türleri terpenoitler ve steroitlerin yanı sıra, flavonoitler ve diğer fenolik bileşikler 
gibi sekonder metabolitlerce de zengindirler. Özellikle taşıdıkları di- ve triterpenlerden dolayı 
antienflamatuar, antiviral, hepatotoksik, sitotoksik-antitümör aktiviteleri olduğu gösterilmiştir. 
Bunun yanında taşıdıkları flavonların antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin olduğu da 
bilinmektedir.        

     Bu yüksek lisans tez çalışmasında, Salvia marashica İlçim, Celep & Doğan, bitkisinin 
toprak üstü kısımlarının diklorometan ile aseton ve metanol ekstreleri hazırlandı. Bu 
ekstrelerin toplam fenolik miktarları pirokatekole ve toplam flavonoit miktarları kersetine 
eşdeğer olarak tayin edildi ve antioksidan aktiviteleri lipid peroksidasyonu inhibisyonu (β-
karoten renk açılımı) ve DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali 
giderimi ve CUPRAC yöntemleriyle incelenmiştir. Antikolinesteraz aktivitesi ise 
spektrofotometrik bir yöntemi olan Ellman metodu kullanılarak asetilkolinesteraz (AChE) ve 
bütirilkolinesteraz (BuChE) enzimlerine karşı invitro olarak belirlendi. Her iki Salvia 
marashica ekstresinin başlıca sekonder rmetabolitlerini oluşturan di- ve triterpenoitler, 
flavonoitler ve steroit yapıdaki bileşikler izole edilerek saflaştırıldı, saf bileşiklerin yapıları 
çeşitli spektroskopik (başlıca NMR, MS ve UV) yöntemlerle tayin edildi. Sonuçta Salvia 
marashica bitkisinin diklorometan+aseton ve metanol ekstrelerinden farklı 10 madde elde 
edildi. Bu bileşiklerden triterpen yapısında olanların lupeol, lupeol-3-asetat, lup-12,20(29)-
dien, lup-20(29)-en, oleanolik asit, ursolik asit ve α-amyril-tetracosanoate, steroid yapıda 
olanın ise β-sitosterol olduğu belirlendi. Diterpen olarak ise iki abietane diterpen, 3β-
hidroksiabieta-8,11,13-trien ve 3β-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien doğadan 
ilk kez elde edilmiştir. 

      Bu çalışma, TÜBİTAK tarafından desteklenmiştir (Proje No: 114Z801) 

      Proje Adı: Bazı Salvia (Adaçayı) türlerinin HPLC-IT-TOF-MS ile taranması, sekonder 
metabolitlerinin saflaştırılması ve antikanser özelliklerinin belirlenmesi 

     Anahtar Kelimeler: Salvia marashica, terpen, diterpenoit, triterpenoit, flavonoid, fenolik, 
spektroskopi, aktivite 
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     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 (β-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 β-sitosterol. As 2 abietane diterpene, 3β-hydroxyabieta-8,11,13-triene and 
3β-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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[Metni yazın] 

1. GİRİŞ

    1.1.Tezin Amacı 

    Bitkiler çok eski yıllardan beri halk tarafından çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanılmıştır. Salvia türleri terpenoit, flavonoit, steroit, fenolik bileşikler gibi sekonder 

metabolitlere sahiptirler. Bu sebeple eski çağlardan beri halk arasında hem çeşitli hastalıkların 

tedavisinde hem de çay olarak kullanılmaktadır. Bazı ülkelerde baharat olarak da 

kullanılmaktadır.  

   Bu tez çalışmasında Türkiye’nin Kahramanmaraş ilinde yetişen endemik bir adaçayı türü 

olan Salvia marashica türünün farklı çözücülerle tüketilerek hazırlanan ekstrelerinin 

antioksidan (DPPH serbest radikal giderimi vs.) antikolinesteraz (AChE ve BChE 

İnhibisyonu) ve sitotoksik aktivitelerinin incelenmesi, başlıca sekonder metabolitlerinin izole 

edilmesi ve yapılarının belirlenmesi amaçlanmıştır.  

    Böylece bir TÜBİTAK projesi çerçevesinde araştırdığımız Salvia marashica bitkisinin 

biyoaktif bileşiklerinin izolasyonu, saflaştırılması ve yapılarının spektroskopik yöntemlerle 

tayini hedeflenmiştir.        

2. GENEL BİLGİLER

        2.1. Salvia marashica Bitkisinin Familya Cins Tür Özellikleri ve Halk Arasında 

Kullanımı 

        2.1.1. Familya özellikleri 

      Lamiaceae familyası ilk kez De Jussieu tarafından 1789 yılında Labiatae olarak 

adlandırılmıştır. Ardından Lindley tarafından 1836 yılında Lamiaceae olarak adlandırılmıştır 

[1,2]. Lamiaceae familyasıyla ilgili fosil kayıtları bulunmamaktadır, ama kökeninin 

Oligosen’e dayandığı düşünülmektedir  [3,4].  

Lamiaceae (ballıbabagiller) familyası, bir veya çok yıllık, aromatik kokulu, otsu, çalı 

veya ağacımsı yapıda çiçekli bitki ailesidir. Lamiaceae familyası içerdiği uçucu yağlardan 

dolayı tıpta ve parfümeride sıklıkla kullanılmaktadır. Yapraklarında, kokulu yağ salgılayan 

küçük salgı kesecikleri bulunur. Dolayısıyla başta nane, kekik, adaçayı ve lavanta çiçeği 
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olmak üzere bu familyaya ait çiçekler bol ıtırlı olur. Başı sekiz hücreli pul şeklindeki salgı 

tüyleri lamiaceae familyaları için karakteristiktir [5]. Gövdeleri genellikle dört köşelidir. 

Yapraklar karşılıklı ya da dairesel dizilişli, basit ya da birleşik, dekusat dizilişli stipulasızdır. 

Çiçekler yaprak koltuklarında kimoz, rasemus ya da başaklarda ya da tek, erdişi, zigomorf 

(nadiren ışınsal) simetrilidir. Sepaller birleşik, bazen 2 dudaklı, petaller birleşik, 2 dudaklı ya 

da bazen üst dudak körelmiş, alt dudak 3 lobludur. Çiçekler vertisillastrum durumdadır. 

Korolla genellikle iki dudaklı olmaktadır. Stamenler 4 veya 2 tanedir. Meyvesi 4 nuksa 

yarılan bir şizokarptır [6]. 

       Lamiaceae familyası dünyada birkaç bölge dışında Himalaya’lardan Güneybatı 

Asya’ya, Hawai ve Avustralya’ya, Afrika ve Amerika’ya kadar hemen her bölgede yetişir. 

Çok farklı yüksekliklerde ve değişik habitatlarda dağılım gösterirler. Lamiaceae ailesinin 

yeryüzünde 250 kadar cinsi ve 3200’ü aşkın türü bulunmaktadır. Yurdumuzda ise 46 cins ve 

bunlara ait 758 takson ile temsil edilen Lamiaceae familyası; 447 endemik türe sahip 

Asteraceae, 406 endemik türe sahip Fabaceae türünden sonra 257 endemik tür ile Türkiye’nin 

en zengin üçüncü familyasıdır. Ülkemizdeki endemizm oranı  %57’dir [7]. Lamiaceae 

familyasının en fazla takson içeren cinslerinin başında Salvia gelir ve kozmopolit bir cinstir. 

Ayrıca Scutellaria, Stachys ve Thymus familyanın diğer kozmopolit cinsleridir. Rosmarinus, 

Pholomis ve Sideritis türleri karakteristik maki ve garig üyeleridir. Genellikle açık habitatlara 

uyum sağlamışlardır. Sadece birkaç Salvia cinsine (Gomphosttemma) tropikal yağmur 

ormanlarında rastlanmaktadır. 

           2.1.2. Cins özellikleri 

Salvia cinsinin ismi, çok eski zamanlarda şifalı bitki olarak tanınmaya başlayan, 

Latince “salvere” korumak isminden türemiştir [8]. Bazı yörelerde acı elma otu, dişotu, 

meryemiye, şalba, sultantacı, fatmana otu, kürt reyhanı, çevlikotu, galabor adıyla da bilinir. 

 Çoğunlukla aromatik kokulu, otsu, yarı çalımsı ya da çalımsı; genellikle çok yıllık, 

nadiren iki ve tek yıllık bitkilerdir. Gövde dik ya da yatay; salgı tüylü veya salgı tüysüzdür. 

Kare kesitli tüylü gövdeleri bitkinin ikinci yılında odunsulaşır. Yapraklar tam parçalanmamış 

durumdadır, genellikle yakıcı kokuya sahip olan gri-yeşil yapraklar bazı türlerde alacalı hatta 

kırmızı ve mor renklerde olur. Salvia türleri kışın yapraklarını dökmezler. Çiçek durumu 

çeşitli dizilişte kimoz olup vertisillastrumlar çiçekli, uzak veya birbirine yakın gruplar 

halindedir [6]. Çift dudaklı derin hazneli çiçekleri genellikle mor-mavi renkte iken nadiren 
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beyaz ya da pembe renkli çiçek açan türler de görülür. Salvia türlerinin minik tohumları koyu 

kahverengi ve yumurta biçimlidir. Genellikle tohumlarıyla kendiliğinden çoğalan adaçayı 

istenirse gövde çelikleriyle de üretilebilir. 

Dünyada Salvia cinsinin 900’ü aşkın türü bulunmaktadır. Ağırlıklı olarak orta 

Amerika, Güney Amerika ve Asya’da bulunur. Türkiye’de ise 100 türe sahiptir. Bunlardan 

53‘ü endemiktir [ 9]. 

Bitki kimyası araştırmaları Salvia türlerinin eterik uçucu yağlar (thujon % 30-50, %5-

15 sineol, borneol, pinen, kafur %20-35), saponin, tanenler, glikozitler, fumarik asit, 

rosmarinik asit, flavonoidler (% 1-3 arası luteolin, apigenin vb.) [10] ve diğer fenolik 

bileşiklerin [11] yanı sıra, diterpenler (ferruginol, carnosic asit, carnosol gibi abietanlar) 

[12,13], triterpenler (ursolik asit, oleanolic asit) [14,15], östrojen benzeri maddeler ve reçineli 

bileşiklerce de zengin olduğunu göstermiştir [15]. 

Salvia türleri eski zamanlardan beri bütün dünyada soğuk algınlığı, bronşit, 

tüberküloz, menstrual bozukluklar ve sindirim bozukluklarından korunmak için 

kullanılmaktadır [16]. Ayrıca antioksidan, antibakteriyel, antitümör, kardioaktif ve 

antidiyabetik özelliklerinden dolayı da kullanımı mevcuttur  [16-17]. 

2.1.3. Tür Özellikleri: 

 Salvia marashica A. İlçim, F. Celep & Doğan, Akdeniz bölgesinde bulunan Kahramanmaraş 

yöresinde yetişen endemik bir türdür. Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi (KSÜ) Fen 

Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü Öğretim Üyesi Doç. Dr. Ahmet İlçim Andırın Sarımsak 

Dağı’nda keşfettiği hoş kokulu yeni adaçayı türüne Salvia marashica adını vererek bilime 

kazandırmıştır [18]. Bu bitki genellikle Nisan ve Mayıs ayında çiçek açar. Çiçekleri lila 

renginde olup 30-70 cm boyunda çalı şeklindedir. 

  Kahramanmaraş ili Akdeniz ile İran-Turan fitocoğrafya bölgelerinin geçiş kuşağında 

bulunur. Yükseltiye bağlı olarak bitki örtüsü değişmekte olup Salvia marashica bitkisine 500-

1200 metreler arasında rastlanır. 

Salvia marashica İlçim, Celep & Doğan  
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Tip: Turkey. C6 Kahramanmaraş: Yukarı Ceyhan Vadisi, Ahır Dağı, Maksutlu Köyü civarı, 

kayalıklı bölgelerde (1450–1600 m) [19]. Etimoloji: Türün epitet adı tip örneğinin toplandığı 

Kahramanmaraş ilinin adından türetilmiştir. ISTE No: 98045  

Resim 1. Salvia marashica görünümü (holotip) [18] 

Şekil 1. Salvia marashica çiçek kısımlarının çizimleri, a veb: Pulsu yaprak. — c: Çiçek 

yaprağı. — d: Gövde yaprağı. — e:Kaliks. — f ve g: Pulsu yaprak.— h: Çiçek yaprağı. — i: 

Gövde yaprağı. — j: Kaliks. — k: Taç yaprak. — l: Erkek organ. [18] 

4 



Resim 2. Salvia marashica. Mikroskop altında kaliks tiplerinin siyah başlı salgı tüyleri [18]. 

  Çok yıllık çalımsı otlar şeklinde, gövde çok sayıda, toprağa yatıktan dike doğru olan, 30–70 

cm boyunda, basit veya dallanmış, steril dallı, aşağı kısımları yaşlı yaprak saplarıyla 

çevrelenmiş, grimsi-yeşil, yoğun ters dönük piloz tüylere (0.4–0.6 mm) ve uzun villus 

tüylerine (1.8-2.5 mm) sahiptir. Doğrusal dikdörtgen şeklinde tüysü yapraklar zıt uçlarda 

bulunur 1.2-7 x 0.3-1.8 cm ve iki çift yan dal segmenti vaya nadiren bir çift ve steril sürgünün 

üzerindeki tek ufak yaprak, grimsi-yeşil, sapsız beze olarak yoğun tüylü, buruşuk olmayan, 

terminal segment yan dal, kenar dişliden daha uzun ve enlidir. 

   Temelde hafifçe genişleyen 0,7-0.3 cm yaprak sapı, 2.0- 4.5 mm uzunlukta sıklıkla geriye 

eğik tüylüdür. Çiçeklenme salkım şeklindedir. Taç yaprak ovalden eliptiğe sivrileşir gövde 

yaprakları pinnat veya üçlü diziliştedir. Çiçek sapı 2-4 mm’dir. Çanak yaprak huni 

şeklindedir. Üst dudak alttan 1 cm daha uzundur. Stamenler iki adettir. Çanak yaprak tüysüz 

olup, 22-23 cm uzunluğundadır, dudaklıdır ve en üst noktadan iki parçaya ayrılmıştır.    

   Yayılışı : Salvia marashica bitkisi sadece Kahramanmaraş’ın Ahır Dağı’nda yetişen oldukça 

nadir ve endemik bir türdür. 

   Habitat ekolojisi ve fenolojisi: Salvia marashica genellikle kayalık dağ yamaçlarında ve 

850-1700 m yüksekliklerde yetişir. Yetişme alanlarında 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. türlerinden oluşur. 
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 Nisan ve Mayıs ayında çiçeklenir,  Haziran ayında meyveye geçerler. 

    Salvia marashica türünün çiçek durumu çok hücreli, siyah başlı salgı tüyleriyle kaplıdır, bu 

yönüyle kendisine morfolojik olarak benzeyen diğer türlerden ayrılırlar (Resim 2). Bu tip 

salgı tüyleri Salvia cinsinde oldukça nadirdir[20]. Salvia officinalis türünün de çok hücreli 

siyah başlı salgı tüyleri taşıdığı bilinir, ancak Salvia officinalis türü Türkiye’de yetişmez ve 

Salvia marashica ile benzerlik göstermez. Ayrıca Salvia marashica bitkisinin kaliksinde çok 

hücreli, siyah başlı salgı tüyleri yanında yoğun olarak uzun villöz örtü tüyleri de bulunur. Üst 

dudağı daha uzun olan huni şeklindeki kaliksi ile de diğer tüm türlerden ayrılır. Bu nedenle 

tüy ve kaliks özellikleri Salvia marashica için karakteristiktir ve önemli ayırt edici 

özellikleridir. 

      Salvia marashica endemik olan diğer üç türe çok benzer, bunlar Salvia rosifolia, Salvia 

huberi ve Salvia pisidica’dır. Bu türlerden farkı daha büyük, serrat ve yoğun piloz tüylü 

terminal yaprak segmenti taşıması, çiçek durumunun çok hücreli, siyah başlı salgı tüyleriyle 

kaplı olması ve bariz iki dudaklı, huni şeklindeki kaliksinin yoğun olarak villöz örtü tüyleri ile 

kaplı olmasıdır. Ayrıca Salvia pisidica bitkisinden uzun gövde boyu ve pembe korollası ile 

ayrılır. Salvia marashica Nisan ayında çiçeklenirken, Salvia rosifolia ve Salvia huberi 

Haziran-Ağustos aylarında çiçeklenir. Bazı endemik adaçayı türlerinin harita üzerinde 

dağılımı Şekil 2’ de gösterilmiştir. 

Şekil 2. Harita üzerinde dağılım. Salvia marashica (⋆) S. rosifolia (♦) , S. huberi (■), S. 

pisidica (▲) 
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Resim 3. Salvia marashica A.İlçim, F.Celep & Doğan (Ahır Dağı) (Fotoğraf: Öğretim 
Görevlisi Tolga Ok) 

Resim 4. Salvia marashica çiçeklenme durumu [21]. 
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Resim 5. Salvia marashica  çiçek görünümü [21]. 

Resim 6. Salvia marashica [21]. 

2.1.4. Adaçayının Halk Arasında Kullanımı: 

   Adaçayı insanlık tarihinin başlangıcından bu yana tedavi edici olarak halk tarafından yaygın 

kullanılan bir bitkidir. Yaklaşık olarak 6000 yıl önce Mezopotamya’da şifa amaçlı kullanılan 
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bitkilerin arasında olduğu yapılan kazılarda, elde edilen taş yazı tabletlerinde ortaya çıkmıştır. 

Bu tabletlerde adaçayından ve adaçayı türlerinden bahsedilmekte ve hangi hastalıklarda şifa 

amaçlı nasıl kullanılacağı anlatılmaktadır. Bu bilgiler, yeni nesillere aktarılarak günümüze 

kadar ulaşmıştır. Tıp dünyasının babası olarak kabul edilen Hipokrates, “Bahçesinde adaçayı 

ekili olan birisinin nasıl öldüğünü anlayamıyorum,” demiştir. Ünlü hekim Dioscorides 

kanamalara, kesiklere, ateşlere, idrar yolları taşlarına, kadınların adet dönemi 

düzensizliklerine adaçayını önermiştir. 1600’lü yıllarda veba salgınından korunmak için 

kullanılmasıyla ününe ün katmıştır. Ortaçağda art arda sekiz sabah yenilirse sıtmaya iyi 

geldiğine, astımı tedavi ettiğine inanılırdı. Kurutulmuş adaçayı pipoya konulup içilirdi, taze 

yaprakları diş temizliğinde, diş eti hastalıklarında kullanılırdı. Adaçayı şansı simgeler. 

Ortaçağda evlerde ve bahçelerde adaçayının bulunmasının şans getirdiğine inanılmıştır. O 

dönemde yeni evlenenlerin, bebek sahibi olanların evlerinde adaçayı tütsüsü yakması bir 

ritüel halini almıştır.[22]   

   Küçük dozlarda anti-enflamatuar olarak kullanılır [16]. 

 Yeterli miklarda alındığında aşırı terlemeyi önlemektedir [16]. 

   Kanamayı durdurucu, antiseptik, spazmolitik ve gaz giderici özelliklerinin yanında ağız 

iltihaplarını önleme özelliği vardır. Dil, boğaz ve ağız gargaralarında kullanılmaktadır [17]. 

  İçerdiği tanenlerden dolayı kanamayı önleyici [17] ve anti-enflamatuar [16] özelliği vardır. 

    Gaz sancılarının önlenmesiyle birlikte hazımsızlığın giderilmesinde kullanılır [23]. 

   Saç derisine uygulandığında saçı koyulaştırıcı olarak kullanılır [24]. 

    Mantar önleyici özelliğinden dolayı, banyoda cilt problemlerinin giderilmesinde kullanılır 

[24]. Salvia türlerinden yapılan merhemler kas ağrılarının giderilmesinde ve eklem 

tutulmalarında etkindir [24]. Bunun yanında açık yaralar için mükemmel sonuç verir, ayrıca 

deri döküntüsü tedavisinde kullanılır [24]. 

   İyi bir saç toniğidir ve saç derisine uygulandığında saçın parlaklığını artırır. Saçı 

kuvvetlendirir, her gün uygulandığında doğal koyu bir renk oluşturur [24]. 

   Arı sokması ve böcek ısırmalarında kullanılır [24]. 

   Cinsel güçsüzlüğün giderilmesinde kullanılır [25]. 

   Romatizmal ağrılarda haricen kullanılır [26].    

   Yaralar için losyon veya kompres olarak kullanılır [27] .     

   Varisli damarların iyileştirilmesinde ve bacaklarda bulunan siğillerin giderilmesinde 

kullanılır [28]. 
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     Saç dökülmesini engellemek için kullanılır [29]. 

     Bu ve diğer Lamiaceae familyası bitkilerinin uçucu yağları böceksavar özelliktedirler ve      

yetiştikleri alanlarda, bahçe ve sahalarda böcek populasyonunu azaltmaktadır [30]. 

     Sinirsel bozukluklar, depresyon, titreme ve kontrol kaybı gibi durumlarda kullanılır [31]. 

     Alzheimer hastalığının tedavisinde ve benzer şekilde hafıza kaybı ile seyreden nörolojik 

rahatsızlıkların tedavisinde kullanılmaktadır [31]. 

    Kullanım Biçimleri: 

    Çay hazırlamak: Yarım veya bir tatlı kaşığı dolusu ince kıyılmış kuru yaprak, bir su 

bardağı dolusu kaynar suyla haşlanır ve üstü kapalı olarak 10 dakika demlendikten sonra 

süzülür. Günde 2-3 bardak içilir. Taze bitki kullanılması durumunda 4-5 dakika demleme 

süresi yeterlidir.  

   Çalkalama/Gargara: 2-3 tatlı kaşığı kurutlmuş ve ince kıyılmış yaprak, 2 bardak soğuk 

suya eklenir ve ateşe konur. Kaynamaya başlayınca ocaktan indirilir ve üstü kapalı olarak 15 

dakika demlendikten sonra süzülür. Günde pek çok kere 5-10 dakika süreli gargaralar yapılır. 

  Tentür Kullanımı: Günde 3 kere, 15-20 damla kadar D 2 inceltisindeki tentür, yarım kahve 

fincanı suya eklenerek alınır. Çay olarak kullanılabildiği her yerde tentür de kullanılabilir. 

  Karışımlar: Gargaralarda ve çalkalamalarda kekikle, sindirim sorunlarında ise Mayıs 

papatyası ile eşit oranda karıştırılır. 

  Adaçayı Sirkesi: Geniş ağızlı bir şişe, çayır adaçayı çiçeği ile doldurulur, çiçeklerin üstüne 

çıkacak kadar doğal üzüm sirkesi eklenir ve şişe 14 gün güneşte veya sıcak bir ortamda, arada 

bir çalkalanarak bekletilir ve süzülür. 

  Oturma banyosu: İki avuç dolusu yaprak soğuk suda gece boyunca bekletilir. Ertesi gün 

kaynama derecesine kadar ısıtılır, 5-6 dakika demlendikten sonra süzülür ve banyo suyuna 

eklenir [22]. 

    Adaçayı bitkisinden; adaçayı çayı, adaçayı yağı, adaçayı tentürü, adaçayı ekstraktı, adaçayı 

macunu, adaçayı sabunu, adaçayı şampuanı, adaçayı likörü ve tütsüsü üretilir. Ayrıca 

içeriğindeki tanen ve uçucu yağların zenginliğiyle çok çeşitli ilaçların muhteviyatına girmiştir. 

Halk arasında adaçayı içmenin gaz söktürmeye, vücuda kuvvet vermeye, zararlı toksinleri 

vücuttan atmaya, karaciğeri temizlemeye, stresi azaltmaya, menopoz sonrası belirtileri 

hafifletmeye, hafızayı güçlendirmeye, kan şekerini düşürmeye, boğaz ve burun hastalıklarına 
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iyi geldiği düşünülür. Uygun şartlarda kurutulan adaçayı, ağzı kapalı cam bir kavanozda, loş, 

serin ve kuru bir ortamda saklanıldığında ömrü bir yıldır. 

3. SEKONDER METABOLİTLER

        Yaşamsal faaliyetler için gerekli olan primer metabolitlerden (aminoasitler, basit 

karakterli lipitler ve yağlar, basit şekerler) enzimler aracılığıyla sekonder metabolitler 

meydana gelir. Sekonder metabolitlerin oluşum mekanizması şablon halinde Şekil 3’ de 

gösterilmiştir [32]. 
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Şekil 3. Sekonder metabolitlerin oluşum mekanizması 
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         3.1. Terpenler 

 Terpenler, doğal bileşikler içerisinde en yaygın olan organik moleküllerdir. Yapıları oldukça 

farklılık gösterir. Sadece hidrokarbon içeren terpenler olabileceği gibi alkol, keton, aldehit ve 

asit grubu taşıyan terpenlere de çok sık rastlanır. Oksijen ihtiva eden terpenler terpenoitler 

olarak isimlendirilirler. Günümüzde gerek açık zincirli gerekse halkalı yapıda olan çeşitli 

fonksiyonel gruplara sahip 20.000 den fazla terpen yapısı bilinmektedir. Terpenler, bitki 

dokularında genellikle serbest olarak, bazıları glikozit ya da organik asit esterleri halinde, 

bazen de proteinlerle birleşmiş halde bulunurlar [33]. 

 Bugüne kadar yapılan çalışmalar Salvia türlerinin ana bileşenlerinin flavonoitler ve 

terpenoitler olduğunu ortaya koymuştur. Salvia türlerinin toprak üstü kısımları çoğunlukla 

flavanoit, terpenoit ve monoterpenler gibi uçucu bileşenleri ihtiva ederken, kök kısımları ise 

başlıca diterpenoitler taşır. Seskiterpenoitler (15 C) ve sesterterpenler (25 C) ise Salvia 

türlerinden nadir olarak izole edilmiştir. Terpenoitler 5 C dan ibaret olan izopren birimlerinin 

sayısına göre sınıflandırılırlar. Ruzicka tarafından ortaya atılmış olan ‘İzopren Kuralına’ göre 

bütün terpenik bilesiklerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha fazlasının bir 

araya gelmesiyle oluşmuştur [34]. Terpenlerin taşıdıkları karbon sayılarına göre 

sınıflandırılması Tablo 1’ de, triterpenlerin oluşum mekanizması ise şema halinde Şekil 4’ te 

gösterilmiştir. 

Tablo 1. Terpenlerin sınıflandırılması. 

İzopren sayısı  Karbon sayısı   Sınıfı 

1  5 C Hemiterpenler 

2 10 C Monoterpenler 

3 15 C Seskiterpenler 

4 20 C Diterpenler 

5 25 C Sesterterpenler 

6 30 C Triterpenler 

8 40 C Tetraterpenler 

n (5C)n Politerpenler  
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‘baş-kuyruk’ bağı ile bağlıdır. Birçok monoterpenin doğada tek bir izomeri bulunur. Fakat 

aynı bitkide iki izomerin bulunması da mümkündür. Monoterpenlerin en yaygın tipleri α-

pinen ve β-pinen’dir. Bunlar çam ağaçlarında bulunmakta olup kozmetik sanayinde 

hammadde, parfümeri sanayinde ise başlangıç maddesi olarak kullanılırlar. Ayrıca 

monoterpenler antispazmolitik, antibakteriyel, antifungal, antikanser ve hatta antialzheimer 

özellikleri nedeni ile halk ilaçlarında kullanılırlar. Monoterpenler kimyasal yapılarına göre 

asiklik, monosiklik ve bisiklik monoterpenler olmak üzere üç grupta toplanırlar [35]. 

     3.1.2. Seskiterpenoitler (C15) 

 Seskiterpenoitler Salvia türlerinde nadir olarak bulunurlar. S. yosgadensis bitkisinden izole 

edilen seskiterpen spathulenol, seskiterpen lakton olan İstanbulin D, 1β-acetoxy-8β-

hydroxyeudesman-4(15),7-dien-8,12-olid bunların başlıca örnekleri Şekil 4.1’ de verilmiştir. 

      Spathulenol İstanbulin D                   1β-acetoxy-8β-hydroxy- 

eudesman-4(15),7-dien-8,12-olide 

 Şekil 4.1. Salvia türlerinden elde edilen seskiterpen örnekleri 

      3.1.3. Diterpenoitler (C20) 

       Salvia türleri abietan diterpenler başta olmak üzere klerodan, pimaran ve labdan tipli 

diterpenoitler içerirler. 

      Abietan Diterpenoitler 

      Türkiye’de yetişen Salvia türlerinde birçok biyolojik aktiviteye sahip yeni abietan 

diterpenoitler izole edilmiştir. Örneğin Hypargenin A ve B (Şekil 3.2) antibakteriyel aktivite 

gösterirler. Bu diterpenler S. hypargeia bitkisinden izole edilirken değişik bir abietan 

diterpenoid olan wiedelakton (Şekil 4.2)  S.wiedemanni Boiss. bitkisinden izole edilmiştir 

[36]. 
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hypargenin A; R1=R2=O, R2=R5=H, R3=βOH wiedelactone 

hypargenin B;R1=R2=R3=H, R4=O, R5=OH 

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

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

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 
A H CH2OH H H B H H CH2OAc 
C OH Me H H D OH Me COOH 
E OH Me O H 
F OH Me O OH 
G H CH2OAc O H 

Şekil 4.2. S. pomifera ve S. hypargeia bitkilerinin abietan diterpen örnekleri 

    Klerodan Diterpenoidler 

    Amerika’da yetişen Salvia türleri çoğunlukla klerodan tipli diterpenoitler içerirken nadir 

olarak da abietan diterpenoit içerirler. Bir Meksika bitkisi olan S. melissodira Lag. ve S. 

languiduline (Şekil 4.3) den bir klerodan diterpenoit olan melisodorik asit izole edilmiştir 

[36]. 

Şekil 4.3. Melisodorik asit bileşiği 
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    Labdan ve Pimaran Diterpenoitler 

    Bu tip diterpenoitler Lamiaceae familyası bitkilerinde bulunurlar, ancak Salvia türlerinde 

daha az bulunmuşlardır. S. wiedemanni bitkisinin toprak üstü kısımlarından iki pimaran 

diterpen derivesi; 7β-hidroksisandrakopimarik asit ve 14–oksopimarik asit (Şekil 4.4.) abietan 

diterpenoitlerin yanısıra izole edilmiştir [33,37]. 

7β-hidroksisandrakopimarik asit: R=OH, R1=H,Δ8(14) 

14–oksopimarik asit: R=H, R1=O 

Şekil 4.4. 7β-hidroksisandrakopimarik asit ve 14–oksopimarik asit bileşikleri

Yine bir labdan diterpen olan manoiloksit (manoyloxide) (Şekil 3.5) S. candidissima subsp. 

occidentalis’in ürünüdür. Doğu Akdeniz bölgesine endemik olan S. heldrichiana Boiss. 

bitkisinden üç pimaran diterpen; isopimarik asit, 7β-hidroksisandrakopimarik asit ve 7-okso- 

13-epi-pimaran-8,15-dien-18-oik-asit (Şekil 4.5.) izole edilmiştir [36]. 

Manoiloksit isopimarik asit 7-okso-13-epi-pimaran-
8,15-dien-18-oik-asit 

Şekil 4.5. Manoiloksit, isopimarik asit, 7-okso-13-epi-pimaran-8,15-dien-18-oik asit 

bileşikleri 
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   3.1.4. Sesterterpenoidler (C25) 

  S. hypoleuca Benth. bitkisinden salvilösolid metil ester, salvilösolid- 6,23-lakton (Şekil 4.6.) 

adlı sesterterpenler izole edilmiştir [38,39]. 

salvilösolit metil ester salvilösolit-6,23-lakton 

   Şekil 4.6. Salvilösolit metil ester ve salvilökolit-6,23-lakton bileşikleri 

    Anadolu’da yetişen endemik bir Salvia türü olan S. yosgadensis bitkisinden ise yeni 

sesterterpen lakton yapısında yosgadensolit A ve B olarak isimlendirilen terpenik bileşikler 

(Şekil 4.7) Türkiye’de bir Salvia türünden ilk kez elde edilmişlerdir [33]. 

yosgadensolit A yosgadensolit B 

       Şekil 4.7. Yosgadensolit A ve Yosgadensolit B bileşikleri 

Salvia limbata C.A. bitkisinden ise iki yeni dinorsesterterpen; 6-dehidroksiyosgadensenol ve 

6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol elde edilmiştir [36]. Bu iki bileşik, Türkiye’de yetişen 

Salvia türlerinden ilk kez elde edilen di-norsesterpenlerdir (Şekil 4.8). 
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              6-dehidroksiyosgadensenol: 13β Me, R=H 

  6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol: 13α Me, R=H 

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

 3.1.5.Triterpenoitler (C30) 

    Triterpenoidler tüm Salvia türlerinde yaygın olarak bulunurlar. Ursolik asit ve oleanolik 

asit Salvia türlerinden (Şekil 3.9) ilk olarak S. officinalis L. den izole edilmiştir [9]. Sonraki 

yıllarda S. virgata Jacq bitkisinden yeni bir triterpenoit olan vergatik asit (virgatik asit) [32], 

2β,3β,11-trihydroxyolean-13(18)-en izole edilmiştir (Şekil 4.9) [36]. Devam eden 

çalışmalarda Anadolu’da yetişen Salvia türlerinden Topçu ve arkadaşları tarafından ursan ve 

oleanan iskeletine sahip triterpenoidlerin yanı sıra lupan triterpenoidler de elde edilmiş 

[10,14] ve Van’a endemik bir Salvia türü olan S. kronenburgii türünden ise çok sayıda 

hidroksil taşıyan triterpenler izole edilmiştir [37]. 

Ursolik asit; R=H, R1=R2=Me, R3=H         2β,3β-dihidroksiolean-12-en-28-oik asit; R=H 

Oleanolik asit; R=R1=H, R2=R3=Me 

Virgatik asit; R=O, R1=H, R2=R3=Me 

  Şekil 4.9. Salvia türlerinden elde edilen bazı triterpenler 
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  Dammaran tipli triterpenoitler de ayrıca Salvia türlerinin toprak üstü kısımlarından izole 

edilmiştir, fakat şu ana kadar Türkiye’de yetişen Salvia türlerinden elde edilememiştir. 

 Örneğin salvilymiton ve salvilymitol (Şekil 4.10) S. hierosolymitana’dan izole edilmiştir 

[40]. 

R R1 R2 

Salvilymiton αH, βOH αOH, βH H 

Salvilymitol O H OH 

    Şekil 4.10: Salvilymiton ve salvilymitol bileşikleri 

    3.1.6. Tetraterpenler (Karotenler=C40) 

40 karbonlu terpenlerdir. Karotenoidler en önemli tetraterpenlerdir. Asiklik, mono- ve bisiklik 

tetraterpenler de mevcuttur. β-Karoten bileşiği Şekil 4.11’ de verilmiştir. 

Şekil 4.11. β-Karoten bileşiği 
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     3.2. Fenolik Bileşikler 

Bitkilerin diğer bir ikincil metabolitleri olan fenolik bileşikler yapısında bir veya daha fazla 

hidroksil grubu taşıyan aromatik yapıda bileşiklerdir. Bitkilerden 8000’in üzerinde fenolik 

bileşik elde edilmiştir [32]. 

Tablo 2. Taşıdıkları karbon atomu sayısına göre fenolik bileşiklerin sınıflandırılması 

C atomu İskelet Sınıf Örnek 

6 C6 Basit fenoller 

Benzokinonlar 

Hidrokinon 

2,6-Dimetoksibenzokinon 

7 C6-C1 Fenolik asitler Salisilik asit 

8 C6-C2 Asetofenonlar 

Fenilasetik asitler 

3-Asetil-6-OMe-

benzaldehit 

p-Hidroksifenilasetik asit 

9 C6-C3 Hidroksisinnamik asitler 

Fenilpropenler 

Kumarinler 

İzokumarinler 

Kromonlar 

Kafeik asit 

Eugenol 

Umbelliferon 

Bergenin 

Eugenin 

12 C6-C4 Naftakinonlar Juglon 

13 C6-C1-C6 Ksantonlar Mangiferin 

14 C6-C2-C6 Stilbenler 

Antrakinonlar 

Lunularik asit 

Emodin 

15 C6-C3-C6 Flavonoitler Kersetin 

İzoflavonoitler Genistein 

18 (C6-C3)2 Lignanlar Pinoresinol 

30 (C6-C3-C6)2 Biflavonoitler Amentoflavon 

N (C6-C3)n Ligninler 

(C6)n Kateşol melaninleri 

(C6-C3-C6)n Tanenlerle kondense 

olmuş flavonlar 
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Fenolik bileşikler en aktif doğal antioksidanlardandır. Antioksidan etkileri serbest radikalleri 

bağlamaları, metallerle kelat oluşturmaları ve lipoksijenaz enzimini inaktive etmeleri vd. bazı 

mekanizmalarla gerçekleşmektedir. Bir polifenolün antioksidan olarak tanımlanabilmesi için 

iki özelliğe sahip olması gerekir; birincisi, düşük konsantrasyonlarda bile oksidasyonu 

geciktirebilme, yavaşlatma veya önleme yeteneğine sahip olması, ikincisi ise serbest radikale 

dönüstüğünde kararlı bir formda kalabilmesidir [41]. Bitkisel gıdalarda bulunan fenolik 

maddeler; basit fenolikler, fenolik asitler, flavonoitler, kumarinler, lignanlar, stilbenler ve 

antosiyanidinler gibi alt gruplara ayrılmaktadır. Fenolik bileşikler iskeletlerindeki karbon 

atomu sayılarına göre yukarıdaki Tabloda olduğu gibi sınıflandırılmaktadırlar (Tablo 2). 

      3.2.1. Flavonoitler 

Flavonoitler fenolik yapıdaki bileşiklerin en geniş ve en önemli grubunu oluşturur [42]. 

Bugüne dek 5000’den fazla flavonoit tanımlanmıştır ve bunlar en az 10 kimyasal alt grupta 

sınıflandırılmıştır [44]. Flavonoitler bitkilerden fotosentezle meydana gelmektedirler ve hayati 

gereksinimleri için kullandıkları karbonhidrat, amino asitler gibi birincil metabolitlerden 

türemektedirler. Karbon iskeleti C6–C3–C6 şeklinde olan flavonoitlerin ana iskeletinde 15 

karbon bulunur. Flavon bileşiklerinin kimyasal olarak antioksidan özellik göstermelerinin 

nedenleri şunlardır [41]; 

1. Aromatik halka yapısında taşıdıkları hidroksil grupları sayesinde hidrojen vererek redoks

tepkimesine girebilirler ve bu sayede serbest radikalleri yok edebilirler. 

2. Aromatik, heterosiklik ve çoklu doymamıs bağlardan oluşan yapılarıyla stabil bir

delokalizasyon sistemi oluştururlar. 

3. Metal kelatlama kapasitesine sahip yapısal grupları vasıtasıyla OH¯ ve O2¯ gibi reaktif

oksijen türlerinin oluşumunu engelleyebilirler. 

Tıbbi açıdan öneme sahip pek çok bitki türünde flavonoitlerin aktif bileşikler oldugu 

düşünülmektedir. Bitkilerde genellikle glikozitler seklinde bulunan flavonoitler biyolojik 

aktivite ve kimyasal açıdan stabil bileşiklerdir [41]. 

Flavonoidlerde Yapı Çeşitliliği 

Flavonoitler 2-fenil benzopiran yapısındadır. Bu yapılar Şekil 4.12’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.12. Flavonoitlerin benzoil (A) ve sinnamoil (B) halkası   

Flavon yapılarındaki aromatik halkalar A ve B, heterohalka ise C ile gösterilmektedir. A ve C 

halkalarındaki (benzopiran çekirdeğinde) karbon atomları oksijen atomundan başlayarak 

numaralandırılırken, B halkasındaki atomlar ise (‘) rakamlarla numaralandırılmaktadır. 

Flavonoidlerdeki yapı çeşitliliği, sadece difenilpropan iskeletinin farklı yapılarda 

düzenlenmesiyle sınırlı kalmamaktadır. Ayrıca, her sınıf içinde, molekülün aromatik (A ve B) 

halkalarına bağlanan sübstitüentlerin sayısı, özelliği ve bağlanma pozisyonları flavonoidlerde 

gözlenen yapı çeşitliliğine neden olmaktadır. Flavonoid yapılarında en fazla hidroksil gruplara 

rastlanır. Flavonoid yapısında hidroksil gruplarının bulunması biyosentetik yolun neticesidir. 

Doğal flavonoidler en fazla yedi hidroksil gurubu içerirler. A halkası çoğunlukla C-5 ve C-7 

pozisyonlarında hidroksillenmeye yatkındır. Ancak, A halkasının başka pozisyonlarda da 

hidroksillendiği flavonoidler, doğada yaygın olarak bulunmaktadır. B halkasının ise genellikle 

C-4′ pozisyonu, çoğu kez C-3′ ve C-5′ pozisyonlarının hidroksillendiği görülmüştür. C-3′ ve 

C-5′ pozisyonundaki hidroksil grupları çoğu kez metillenmiş halde bulunmaktadır. Hidroksil 

grubu bulundurmayan aromatik halkalar yada C-2′ pozisyonunda hidroksil grubu bulunduran 

flavonoidler doğada nadir olarak bulunurlar. Flavonoidlerin yapısındaki hidroksil gurupları, 

reaktif özelliklerinden dolayı, kolaylıkla alkillenmekte ya da glikozillenmektedirler. Bu 

nedenle, flavonoidlerin metoksi ve glikozil türevlerine bitkilerde sık rastlanmaktadır. Metoksi 

flavonoidlerin yapılarında birden yediye kadar metoksi grubuna rastlanılmaktadır. Doğada en 

çok mono-, di- veya trimetoksi flavonoidler gözlenmektedir. Flavonoidlerin C-5 ve C-7 

pozisyonlarındaki hidroksil grupları nadir hallerde metillenmiş olarak bulunurlar. 
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Flavonoit yapılarında sübstitüentlerin genel yerleşme pozisyonları Şekil 4.13’ te verilmiştir. 

Şekil 4.13. Flavonoit yapılarında sübstitüentlerin en yaygın yerleşme pozisyonları 

Başlıca flavonoit iskeletleri Şekil 4.14’ te verilmiştir [32]. 

Şekil 4.14. Flavonoit iskeletleri 
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4. ANTİOKSİDANLAR

     Serbest radikal bir ya da birden çok ortaklanmamış elektron taşıyan yapılardır ve bu 

elektronlar o atomik ya da moleküler orbitalde tek başına bulunurlar. Bu yapısal durum o 

maddenin magnetik bir alana çekilmesine yol açar ve bazende o maddenin son derece aktif 

olmasına neden olur. Bugün kimya ve biyolojide pek çok serbest radikal mevcuttur [44]. 

     Oksijen canlıların yaşamlarını sürdürebilmeleri için çok büyük öneme sahip bir 

elementtir. Canlılarda solunum ile alınan oksijen mitokondrilerdeki elektron taşıma 

sisteminde aşamalı bir indirgenme işlemine girer ve suya metabolize olur [45]. Ancak bazı 

durumlarda oksijenin reaksiyonunu tamamlamadan vücuttan ayrıldığı ve geride reaktif ara 

ürünler bıraktığı gözlemlenmektedir. Bu reaktif ara ürünler genel olarak Reaktif Oksijen 

Türleri (ROS) olarak isimlendirilir [46]. Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonları üzerinden 

yürür. Radikaller eşleşmemiş elektronlarını eşleştirme eğiliminde oldukları için özellikle 

gevşek bağlı elektronları koparırlar. Bu özellikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif 

olmalarını sağlar ve bunların organizmadaki varlığı biyomoleküllerin modifikasyonuna sebep 

olur [47]. 

Reaktif oksijen türleri havayla solunum yapan bütün organizmalarda bulunur ve bunlar 

süperoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit radikali içerirler. Bu 

radikaller de DNA, proteinler, yağlar ve küçük moleküller gibi bütün ana moleküllere zarar 

vererek kalp ve beyin hastalıklarına sebep olur [48]. Antioksidan savunma sistemleri oksidan 

giderme ve hücre zararını engelleme işine yarayan enzim (süperoksit dismutaz, katalaz, 

glutatyon peroksidaz) ve enzim olmayan (glutatyon, C ve E vitamini) maddeleri içerirler [49]. 

    Antioksidanların genel sınıflandırılması şema halinde Şekil 5’ te gösterilmiştir. 
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metallerle kompleks oluşturarak ve oksidan giderici gibi davranarak engellerler. Yıllardır 

birçok araştırmacı özellikle bitkisel olmak üzere doğal kaynaklardan en güçlü ve aynı 

zamanda toksik olmayan antioksidanlar aramaktadır [51]. 

Doğal antioksidanlar bitkilerin bütün kısımlarında doğal bir şekilde meydana gelmektedir. 

Bunlar karotenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoitler, glutatyon ve endojen metabolitleri 

içerir. Laboratuvar ortamında yapılan çalışmalar belirgin bir şekilde fenolik bileşiklerin 

antioksidan aktivitesinin yüksek olduğunu göstermiştir. Fenolik antioksidanlar, hidroksil 

grubunun elektron yoğunluğunu arttırarak onun reaktifliğini azaltır. Hidroksil grubuna göre 

para konumunda etil veya bütil grupların sübstitüsyonu, antioksidan aktiviteyi arttırır. 

Bununla beraber sterik engelleme sebebiyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmış 

alkil gruplarının varlığı antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmış alkil 

gruplarının sübstitüsyonları kararlı rezonans yapılar oluşturarak fenolik antioksidanın etkisini 

arttırırlar ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara katılma yeteneğini azaltırlar [52]. Bitki 

kimyası analizleri Salvia türlerinde fenolik asitler, fenolik glikozitler ve flavonoidler gibi 

antioksidan özellik gösteren bileşiklerin oldukça çok olduğunu göstermiştir. Bütillenmiş 

hidroksi toluen (BHT), bütillenmiş hidroksi anisol (BHA), ve ter-Bütil hirokinon (TBHQ) 

gibi antioksidanlar sentetik antioksidanlara örnektir. Sentetik antioksidanların yan etkileri 

olduğundan son yıllarda doğal antioksidanların üzerine yoğunlaşılmıştır. Örneğin BHT non-

toksik olmakla beraber, karaciğerde sitokrom P–450 sistemine hasar verdiğine dair bazı 

çalışmalar bulunmaktadır. Farelere yüksek dozlarda verildiğinde ise karaciğerde hasara sebep 

olduğu görülmüştür. Ayrıca yapılan bazı araştırmalar, BHT gibi bazı sentetik antioksidanların 

fazla alınması durumunda vücuttan atılamadığı ve adipoz dokuda depolandığını göstermiştir 

[53]. Binlerce sayıda bitkinin antioksidan aktivitesi test edilmiştir ve bunlardan gelen ana 

ekstreler ve bazı izole edilen saf maddeler sentetik antioksidanlardan (BHT ve E vitamini) 

bile daha aktif çıkmıştır.  Bundan dolayı bitkiler doğal antioksidan kaynaklarıdır [54]. 

Bazı sentetik antioksidan bileşiklere örnek Şekil 5.1’ de verilmiştir. 
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Bütilenmiş hidroksi anisol   Bütilenmiş hidroksi toluen                      Propil gallat      

2-Bütil hidrokinon                Vitamin E 

Şekil 5.1. Bütillenmiş hidroksi anisol, bütillenmiş hidroksi toluen, propil gallat, tersiyer bütil 

hidrokinon ve vitamin E sentetik antioksidan bileşikleri 

Antioksidanlar başlıca dört farklı tarzda etki gösterirler; 

     Süpürücü etki (Scavenging effect): Serbest radikalleri etkileyerek onları tutma veya daha 

zayıf bir moleküle çevirme. 

     Bastırıcı etki (Quencher effect) : Serbest radikallerle etkileşip onlara bir hidrojen 

aktararak aktivitelerini artırma. 

      Onarıcı etki (Repair effect): Serbest radikallerin oluşturdukları hasarın onarılması. 

      Zincir kırıcı etki (Chain breaking effect) : Serbest radikalleri kendilerine bağlayarak 

zincirlerini kırıp fonksiyonlarını engelleme. 
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4.1. Antioksidanların Sınıflandırılması 

Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarına göre birincil ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye 

ayrılmaktadır. Bazı antioksidanlar birden fazla aktivite mekanizması gösterirler ve bunlar çok 

fonksiyonlu antioksidanlar olarak isimlendirilmektedirler [55]. 

 4.1.1. Birincil antioksidanlar 

Birincil antioksidanlar (tip-1 veya zincir kırıcı antioksidanlar) otooksidasyonun başlangıç 

aşamasını erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri aşamasını yarıda kesen 

serbest radikal alıcılarıdır. Bir lipit (alkil) radikali (R.) oluşturmak için, doymamış yağdan α-

metilenik hidrojen ayrıldığında otooksidasyon başlar [56]. 

Oluşan lipit radikali çok reaktiftir, sonraki aşamalarda peroksi radikali (ROO.) oluşturmak 

için oksijenle tepkimeye girer [57]. 

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

meydana getirirler [57]. 

Daha sonra bu lipit radikali başka peroksi radikali oluşturmak üzere oksijen ile reaksiyona 

girer. Bu oksidatif mekanizma kendiliğinden gerçekleşir ve böylece otooksidasyon devam 

eder [57]. 
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  Hidroperoksitler (ROOH) kararsızdırlar ve bozunarak radikaller meydana getirirler. Bu da 

reaksiyonun hızlanmasına sebep olur [57]. 

  Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikalleri (R.) ve peroksi radikallerle (ROO.) reaksiyona 

girer ve onları daha kararlı, radikal olmayan ürünlere çevirirler. Hidrojen verici olarak birincil 

antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha çok ilgi gösterirler. Bu sebeple 

otooksidasyon reaksiyonunda oluşan peroksi (ROO.) ve oksi (RO.) serbest radikalleri birincil 

antioksidanlar tarafından giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle doğrudan da 

etkileşebilirler [57]. 

   Hidrojenin verilmesiyle oluşan antioksidan radikali lipitlerle çok az reaksiyona girer. 

Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu çok yavaş olduğundan reaksiyon 

hızı azalır. Kararlı rezonans hibritler oluşturmak için fenol halkasının çevresindeki 

ortaklanmamış elektronun dağılmasıyla antioksidan radikali kararlı hale getirilir. Antioksidan 

radikaller peroksi, oksi ve diğer antioksidan radikaller ile sonlandırma tepkimelerine 

girebilme yeteneğine sahiptirler [56]. 

   Katı ve sıvı yağlarda antioksidan dimerlerin oluşumu gözlenir ve bu oluşum fenolik 

antioksidan radikallerin kolayca sonlandırma reaksiyonlarına uğradığını gösterir. Antioksidan, 
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radikal olmayan şeklinde ne kadar uzun süre kalırsa antioksidan dimerler otokatalitik serbest 

radikal zincir mekanizmasını o kadar etkin şekilde durdururlar [56]. 

   4.1.2. İkincil Antioksidanlar 

   İkincil (tip-2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar birçok reaksiyon 

mekanizmalarına sahiptirler. İkincil antioksidanlar oksidasyon hızını yavaşlatırlar ama serbest 

radikalleri daha kararlı yapılara dönüştüremezler. Bu antioksidanlar prooksidan metallerle 

kelat yapabilirler ve onları deaktive edebilirler, hidroksiperoksitlerin radikal olmayan türlere 

parçalanmasını sağlayabilirler, singlet oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu 

absorbe edebilirler veya oksijen giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar sıklıkla 

birincil antioksidanların antioksidan aktivitesini arttırırlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil 

palmitat, lesitin, tartarik asit, EDTA ve β-karoten ikincil antioksidanlara örnek olarak 

verilebilirler  [56]. 

İkincil antioksidanlar belli başlı etki mekanizmalarına göre 3 gruba ayrılabilir [56]: 

a) Kelat Yapıcılar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), tartarik asit

b) Oksijen Gidericiler ve İndirgeme Ajanları: Askorbik asit, askorbil palmitat, eritorbik

asit, sodyum eritorbat, sülfitler. 

c) Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (β-Karoten, likopen ve lutein)

Şekil 5.2’ de bazı ikincil antioksidan bileşiklere örnekler verilmiştir. 

Askobik asit (C vitamini )     Etilendiamintetraasetikasit  ( EDTA) 
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     β -Karoten  

 Şekil 5.2. İkincil antioksidanlar 

5. ANTİKOLİNESTERAZLAR

      5.1. Alzheimer Hastalığı ve Nedenleri 

Alman psikiyatrist Aloist Alzheimer tarafından 1906 yılında tanımlanmış olan 

Alzheimer hastalığı (AH), yaşlılardaki primer dejeneratif demansın en sık rastlanan formudur. 

Demans, bilinci açık bir insanın günlük yaşamını etkileyecek derecede zihinsel ve sosyal 

uyum yeteneğinin azalması durumudur [57]. Alzheimer hastalığında en erken semptom, 

genellikle ani başlangıç ve hafıza kaybının meydana gelmesidir. Başlangıçta bu hafıza kaybını 

yaşlılığa bağlı unutkanlıktan ayırmak güç olabilir. Ancak unutkanlığı olanlar bu durumun 

farkındadır ve günlük yaşam aktiviteleri minimal düzeyde etkilenir [58]. Yeni bilgilerin 

hemen unutulması, yakın geçmişi hatırlayamamak, buna karşılık uzak geçmişi çok iyi 

hatırlamak önemli bir belirteçtir. Alzheimer hastalarında konuşma bozukluğuna sık rastlanır, 

bu kişiler cümle kurmakta zorlanırlar. Hastalık ilerledikçe hafıza problemleri artar. Zamanla 

özel bakım işleri bozulur, psikiyatrik semptomlar başlar ve hasta yatağa bağımlı hale gelir 

[58,59]. 

Alzheimer hastalığı; beyindeki öğrenme ve hafızayla alakalı bölümlerde kolinerjik 

nöronların kaybıyla bağlantılı olarak nörofibrillerin düğümlenmesi ve amiloidlerin meydana 

gelmesi olarak tanımlanır. Kolinerjik çekirdek doku bozulması, kolinerjik sinir iletimini 

azaltır. Ard arda gelen doku bozulmaları artan toksisiteye bağlı olarak sinirlerin ölümünü 

hızlandırır [60,61].   

Alzheimerlı hastalarda beynin neokorteks ve hippokampus gibi yüksek mental 

fonksiyonlarından sorumlu bölgelerinde patolojik bir protein birikimi görülür. Bu protein 

birikiminin nedeni β-amiloid plaklardır. Ayrıca neokorteks ve hippokampusun kolinerjik 

inervasyonunun kaynağı olan bazal ön beyinde ilerleyen bir nöron kaybı da gözlenir. Bu 

değişimler hafıza kaybıyla sonuçlanan geri dönüşümsüz fonksiyon bozukluklarına yol açar. 
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Semptomlar ayrıca beynin diğer bölgeleri ve serebral kortekste kolinerjik transmisyonun 

kaybı ile de ilişkilidir [62]. 

5.2. AChE ve BChE İnhibitörleri 

        Alzheimer hastaliğinda ilk ilaç seçeneğini Kolinesteraz inhibitörleri oluşturur. 

Etkinlikleri US Food and Drug Administration (FDA) tarafından kanıtlanmıştır. Bu 

etkinlikleri 6 ile 36 hafta arasındaki tedavi süresine incelenmiş ve hastaların bilişsel 

fonksiyonlarında artış gözlenmiştir [63,64]. Kolinesterazların hastalığı engelleyici ve 

nörolojik olarak koruyucu etkisinden dolayı ve hastalığın ilk safhalarında nörotoksisiteyi ve 

fonksiyonel komplikasyonları engellemesi nedeniyle kolinesteraz inhibitörleri Alzheimer 

hastlığının tedavisinde umut olmuştur. 

          Normal erişkin beyninde AChE yaygın olarak bulunurken, BChE sınırlı miktarlarda 

bulunmaktadır [65]. Asetilkolinesteraz enzimi uyarılabilen her dokuda bulunurken, 

butirikolinesteraz enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi, karaciğer ve plazmada 

bulunmaktadır [66].  

5.3. Kolinesteraz İnhibitörlerinin Alzheimer Hastalığındaki Mekanizması 

Kolinesteraz inhibitörleri, asetilkolinesteraz enziminin neden olduğu asetilkolin sinir 

taşıyıcılarının yıkımını önler. Alzheimerlı hastaların kolinerjik sinirlerinde asetilkolin miktarı 

azalır. Kolinerjik sinir hücrelerinin kaybı bilişsel olarak tehlike yaratmaktadır. Asetilkolin 

enzimi, amiloid beta (A-beta) denilen plakaların oluşumunu destekler, bu plakalar ise 

asetilkolinesteraz enziminin hidrolize olarak kolinin açığa çıkmasını azaltır [67,68].  

Amiloid proteinler dallanmayan fibrillerden yapılmıştır ve beta kıvrımlı tabaka yapısı 

gösterirler. β-amiloid 21. kromozomda kodlanan transmembran protein olan APP (Amiloid 

Prekürsör Protein) ‘nin sekretaz enzimiyle kesilmesi, sonucu oluşur. APP, amiloid diziliminde 

valin yerine izolösin, glisin yerine fenilalanin değişiminden dolayı mutasyona neden olmakta 

bu da β-amiloidin depolanmasında etkili olmaktadır. Bu enzimler α sekretaz, β sekretaz, γ 

sekretaz enzimleridir. Hastalıkta α ve β sekretaz enzim akiviteleri arasındaki dengenin β 

sekretaz enzim lehine gelişmesi nöronal dejenerasyona sebep olmaktadır [69]. Rees ve B. 

John, asetilkolinesterazın A-beta ile direkt olarak etkileşebilmesinden dolayı bu peptidin 

çözünen plakalar içinde kümelenme imkânı bulup, buna uygun şekilde düzenlenen 
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kolinesteraz inhibitörleri hastalığın ilerlemesini inhibe ederek bulgusal yararlar sağladığını 

ileri sürmüşlerdir. Birçok veriye dayanarak, bu araştırmacıların hipotezi; asetilkolinesteraz 

inhibisyonunun amiloid başlatıcı proteini (APP) üreterek, sinir hücrelerini koruyan bir sürecin 

başlamasını sağlamaktır [60]. Kısacası amiloidler (Amyloidler) beyin hücreleri arasındaki 

haberleşmeyi engeller ve beyin hücrelerinin yavaş yavaş ölmesine sebep olurlar [70].  

Alzheimer hastalarında beta amiloid (A-beta) üretimi sağlıklı bir birey ile aynı 

olmakla birlikte, beta amiloidlerin dışarı atılmasında sorun yaşanmaktadır. Normal olarak beta 

amiloidler hücrenin dışına çıktığı zaman erir, ancak bazen erimesi mümkün olmayan ve adına 

“fibril” denilen birikintiler oluştururlar. Bu fibriller birbirine yapışarak plakalar haline gelir. 

Her insan yaşlandıkça plaka üretir. Gerçek sorun, bu plakaların iltihaplanma ile sonuçlanan 

reaksiyonları tetiklemesidir. Beyin, genel olarak, enfeksiyonlarla mücadele ederken serbest 

radikal denilen toksik ajanlar üretir. İşte bu fibriller de benzer reaksiyonlara zemin hazırlar. 

Nöronun küresel gövdesi, akson denilen ince uzantılarla kaplıdır. Bunlar diğer hücrelerle 

bağlantı kurmaya yarar. Adına mikrotüp denilen içyapıların çevresinde oluşan uzantılar, 

dolaşım sistemi olarak görev yapar; besinleri taşır ve kimyasal mesajları iletir. Bu sistemi, 

adına tau denilen bir çeşit yapışkanlı protein bir arada tutar. Tau molekülleri, mikrotüplerin 

kenarlarına sıkıca yapışır. Alzheimer söz konusu olduğunda, tau molekülleri ayrılır ve 

kendiliğinden düğümler oluşturur. Bu durumda mikrotüpler parçalara ayrılır ve nöronlar ölür 

[71].  

Reaktif oksijen türlerinin (ROS) neden olduğu oksidatif stres biyomolekülleri 

oksitleyerek hücre tahribatına neden olur [72]. Toksik beta amiloidlerin yavaş yavaş birikimi, 

sürekli oksidatif stres ve benzeri olaylarla birleştiğinde nöronlarda yapısal bozukluğa yol 

açmaktadır. Bu süreç; fonksiyonel aksaklıklara, kavramsal ve davranışsal bozukluklara ve 

hatta ölüme neden olabilmektedir. Beyindeki beta amiloid birikimini hızlandıran 

patofizyolojik durumlar Alzheimer riskini arttırmaktadır [66]. 

Sonuç olarak; oksidatif stres Alzheimer hastalığının ilk adımlarından biri olup, hastalıkta 

patojenik bir rol oynamaktadır [72]. 

Beyinde nöronlar arası veya bir nöron ile başka bir (tür) hücre arasında iletişimi sağlayan 

kimyasal aracılara “nörotransmitter” denir. Sinir sistemi boyunca sinirsel sinyaller bu 

kimyasal iletkenler aracılığıyla iletilir. Temel olarak iki nörotransmitter madde bulunur: 

Asetilkolin nörotransmitter: Dokulardaki bilgiyi ve ya başka sinirlerdeki bilgiyi taşıyan 

asetilkolin görevini yaptıktan sonra asetilkolin esteraz adlı enzim tarafından parçalanır. Bir 
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sonraki bilgi aktarımı için yeniden asetilkolin üretmek gerekir. Asetilkolin, Alzheimer 

hastalarında yeterince üretilmemektedir. Asetilkolini parçalayan asetilkolinesteraz enziminin 

frenlenmesi ile Alzheimer hastalığının ilerlemeyeceği düşünülmektedir [73]. 

Glutamat: Sinir hücrelerinde % 70 oranında bulunur. Görevi; öğrenme ve hafızadır. 

Alzheimer hastalarında glutamat çok yoğun şekilde salgılanır ve bu durum sinir hücrelerinin 

tahrip olmasına yol açar. Glutamat salgılanması frenlenirse sinir hücrelerinin ölümünün 

yavaşlayacağı ve Alzheimer hastalarının sağlık durumunun kötüleşmeyeceği düşünülmektedir 

[73]. 

 Alzheimer hastalığında kullanılan iki önemli tedavi seçeneği “kolinesteraz inhibitörler” ve 

“N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptör antagonistleridir”: 

Kolinesteraz inhibitörleri bellek ve düşünce ile ilgili bir nörotransmitter olan asetilkolinin 

parçalanmasını önlemeye yardımcı olurlar [66]. 

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptör antagonistleri ise öğrenme ve bellek fonksiyonları 

açısından önem taşıyan bir transmitter olan glutamatı düzenleyici etkiye sahiptir [66]. 

6. SİTOTOKSİK AJANLAR

   Dünyada mevcut sentetik antikanser ilaçların yetersiz kalması nedeniyle biyolojik ilaçlara 

yönelim olmuştur, bunlardan bitkisel kökenli olarak Taxol ve Vinca alkaloitleri oldukça sık 

kullanılan ajanlardır, ayrıca yine MAb’s (monoklonal antibody’s) çok kullanılmaktadır.  

Bu çalışmada ekstrelerin hücre proliferasyonunun ölçülmesi için önce 3,[4,5-dimethylthiazol-

2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) tetrazolyumtuzu ile sitotoksite testine tabii 

tutuldu, yani hücre canlılığı ölçüldü. L929 fibroblast ve kanserli Akciğer hücre serisi (A549) 

üzerine ekstrelerin etkisi incelendi. 

7. GEREÇ VE YÖNTEM

  Bu tez çalışması Bezmialem Vakıf Üniversitesi Eczacılık Fakültesi ile Dicle Üniversitesi 

Eczacılık Fakültesi’ nde yürütülmüştür. Bitkisel materyal olarak Salvia marashica (ISTE No: 

98045)  kullanılmıştır. Salvia marashica toprak üstü kısımlarının ardarda üç çözücü 

(diklorometan, aseton ve metanol) ile tüketilmesinin ardından yapılan ince tabaka 

kromatografisinde diklorometan ve aseton çözücülwerinin aynı lekeleri göstermesi üzerine bu 

35 



iki ekstre birleştirelerek aseton ekstresi olarak isimlendirilmiştir. Bundan sonraki çalışmalarda  

önce her iki ekstrenin toplam fenolik  miktarları pirokatekole ve toplam flavonoit miktarları 

da  kersetine eşdeğer olarak belirlenmiştir. Akabinde lipid peroksidasyon inhibisyonu, serbest 

ve katyon radikal giderimi ve CUPRAC yöntemleriyle antioksidan aktiviteleri araştırılmış, bu 

amaçla başlıca β-karoten-linoleik asit ile renk açılımı lipid peroksidasyon inhibisyon, DPPH 

serbest radikal giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali giderimi, CUPRAC (Bakır(II) 

İndirgeyici Antioksidan Kapasite), yöntemleri kullanılmıştır. 

  Antikolinesteraz aktivite tayinleri ise asetilkolinesteraz (AChE) ve bütirilkolinesteraz 

(BuChE) enzimlerine karşı Ellman metodu ile in vitro yapılmıştır. Salvia marashica bitkisinin 

aseton ve metanol ekstrelerinin taşıdığı biyoaktif bileşiklerin yapıları ise NMR ve MS 

spektroskopik yöntemleriyle belirlenmiştir.  

7.1. Kimyasal Maddeler ve Çözücüler 

      Merck; 1.07734.1000 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm), BHT, BHA, sodyum bikarbonat, 

potasyum asetat (susuz), asetik anhidrit, petrol eteri, sülfirik asit (%98), Hidroksil amin 

hidroklorür, metil iyodür, tetrahidrofuran, sodyum hidrür. 

      Sigma-Aldrich; Chemistry Serium (IV) sülfat, DTNB(5,5’-Dithiobis (2-Nitro-benzoik 

asit)), Folin Ciocalteu reaktifi, α-Tokoferol, β- karoten, Tween-40, Linoleik asit, pirokatekol, 

kersetin, DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil), Sigma-Aldrich asetiltiyokolin iyodür, 

butiriltiyokolin iyodür, sodyumbifosfatdihidrat, sodyumdihidrojenfosfatdihidrat, 

asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz, metanol, aseton, etanol, etil asetat 

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

     Carlo Erba; alüminyumnitratnonahidrat 

 Fluka; krom (VI) oksit  

 7.1.1.  Çözeltilerin Hazırlanması 

 Toplam fenolik miktar tayininde kullanılan çözeltiler 

    % 2’lik Sodyum karbonat çözeltisinin hazırlanması: 1 g Na2CO3 50 mL’lik balon jojeye 

koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile çözüldü. Çözünme tamamlandıktan sonra deiyonize su 

ile hacmine tamamlandı. 

    Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO4): Satın alındığı 

şekilde kullanıldı. 
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  Toplam flavonoid miktar tayininde kullanılan çözeltiler 

% 10’luk Alüminyum nitrat çözeltisinin hazırlanması: 1,76 g Al(NO3)3.9H2O 10 mL’lik balon 

jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile çözüldü. Çözünme tamamlandıktan sonra 

deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandı. 

1 M Potasyum asetat çözeltisinin hazırlanması: 0,98150 g CH3COOK 10 mL’lik balon jojeye 

koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile çözüldü. Çözünme tamamlandıktan sonra deiyonize su 

ile balonun hacmine tamamlandı. 

    Antioksidan aktivite tayininde kullanılan çözeltiler 

0,1 mM DPPH çözeltisinin hazırlanması: 4 mg DPPH tartılarak 100 mL etil alkolde çözüldü. 

0,1 mM β–Karoten çözeltisinin hazırlanması: 0,2 mg β-karoten 1 mL kloroformda çözüldü. 

20 μg linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform rotavaporatörde uçurulduktan 

sonra 50 mL oksijen gazı ile doyurulmuş destile su ilave edilerek kuvvetlice karıştırıldı. 

   Antikolinesteraz aktivite tayininde kullanılan çözeltiler 

0,1 M H2PO4
- Çözeltisinin Hazırlanması: 1,56 g H2PO4

-  tartılıp, 100 mL distile suda çözüldü. 

0,1 M HPO4
2- Çözeltisinin Hazırlanması: 3,556 g H2PO4

2-   tartılıp, 200 mL distile suda 

çözüldü. 

0,1 M pH=8 Tampon Çözeltisinin Hazırlanması: 94,7 mL H2PO4
- ve 5,3 mL H2PO4

2- 

çözeltilerinden alındıktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazırlandı. 

0,1 M pH=7 Tampon Çözeltisinin Hazırlanması: 3,9 mL H2PO4
- ve 6,1 mL HPO4

2- 

çözeltilerinden alındıktan sonra 10 mL distile su eklenerek hazırlandı. 

DTNB Çözeltisinin Hazırlanması: 16 mg DTNB 1 mL pH=7 tampon çözeltisinde ve 7,5 mg 

NaHCO3 1 mL pH=7 tampon çözeltisinde çözüldükten sonra iki çözelti karıştırıldı. 

Hazırlanan bu çözelti karışımı, 2 mL pH=7 tampon çözeltisi ile 4 mL’ye tamamlandı. 

Kullanma aşamasında 4 mL pH=8 tampon çözeltisi ilave edildi. 

AcI: 32,8 mg AcI alınarak, 8 mL deiyonize su eklendi. Kullanma aşamasında 8 mL pH=8 

tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandı. 

BuI: 4 mg BuI alınarak, 8 mL deiyonize su eklendi. Kullanma aşamasında 8 mL pH=8 

tamponu ile hacmi 16 mL’ ye tamamlandı. 

AChE Enzimleri: 1,17 mg AChE enzimi alınarak 5 mL pH=8 tampon çözeltisinde çözüldü ve 

1’er mL’lik beş bölüme ayrıldı. Her biri için 0,235 mg/mL’lik konsantrasyon sağlanmış oldu. 

8 mL distile su eklenmesi sonucu 125 µL’lik enzim çözeltileri elde edildi. Her bir 125 µL’lik 
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örnekte 0,02925 mg enzim bulunmaktadır. 125 µL’lik enzim çözeltisine 460 µL pH=8 

tampon çözeltisi eklendi. 585 µL çözelti 25 µL’ lik 23 küçük şişelere dolduruldu ve daha 

sonra kullanılmak üzere derin dondurucuda bekletildi. Stok çözeltiler kullanılmadan önce 

pH=8 tampon çözeltisiyle 3000 µL’ye tamamlandı. 

BChE Enzimleri: 1 mg BChE enzimi alınarak 5 mL pH=8 tampon çözeltisinde çözüldü. Bu 

çözeltiden 300 µL’lik stoklar oluşturularak küçük şişelere dolduruldu ve daha sonra 

kullanılmak üzere derin dondurucuda bekletildi. Stok çözeltiler kullanılmadan önce 1800 µL 

pH=8 tampon çözeltisinden eklenerek kullanıma hazır hale getirilmektedir. 

İnce tabaka kromatografisinde kullanılan belirteç çözeltisi 

Serik sülfat belirtecinin hazırlanması: 2,0 g seryum (IV) sülfat tetrahidrat 100 mL % 10’luk 

H2SO4’de çözülerek hazırlandı. Belirteç, uygun çözücü sisteminde yürütülen ince tabaka 

plaklarına pulvarizatör kullanılarak püskürtüldü. 

     7.2. Cihazlar ve Gereçler 

      Eliza Reader Molecular Devices Spectro Max 340 PC 

      Nükleer Manyetik Rezonans Cihazı (NMR): Bruker AC (1H: 250 MHz; 13C: 60 MHz), 

Varian Mercury (1H: 400 MHz, 13C: 100 MHz), Varian Inova (1H: 500 MHz, 13C: 100 MHz) 

       FT-IR (Thermo, Nicolet 6700) 

       Ultraviyole Spektrofometresi (UV-Vis) (Shimadzu UV–1601) 

       Erime derecesi cihazı (Reichert firmasının Kofler model cihazı) 

       Döner Buharlaştırıcı (Rota Evaporatör, Büchi ve Heidolph) 

       Hassas terazi (Ohaus Adventurer-Pro) 

       Manyetik Karıştırıcı ve Isıtıcı (IKA RCT basic hot plate) 

       Vortex IKA MS3 basic 

       Ultrasonik Banyo (Fisher Scientific FB 15051) 

       pH-metre (WTW Inolab pH 720) 

       Etüv (Ecocell) 

       UV kabin ve lamba (Camag) 

       Otomatik tekli ve çoklu pipetler (0,5-10 μL, 20–200 μL, 100–1000 μL, 1000–5000 μL) 

(Eppendorf) 

       Azot Tüpü 
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7.3. Aktivite Testleri 

7.3.1 Antioksidan/Antiradikal Aktivite Testleri 

Elektron ve Hidrojen Transferine Göre  Antioksidan Aktivite Tayin Yöntemleri : 

  A- Elektron transfer metodunda antioksidan maddenin ölçümü oksidan maddenin 

indirgenmesi sonucunda meydana gelen rengin değişiminin ölçülmesi ile yapılır. Renk 

değişiminin derecesi örnekteki antioksidan madde konsantrasyonuna bağlıdır. Bunlar; 

ABTS/TEAC (Antioksidan Kapasite Ölçme Metodu) 

DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrilhydrazil) Serbest Radikal Giderim Yöntemi 

Folin-Ciocalteau (Total Fenolik Madde Miktarı Ölçme Metodu) 

FRAP -Ferric Reducing Antioxidant Power- (Demir İyonu İndirgeme Gücü Metodu) 

CUPRAC-Cupric Reducing Antioxidant Capacity- Metodu 

  B- Hidrojen atomu transferine dayanan metotların çoğunda antioksidan ve substrat arasında 

rekabete dayalı tepkimeler gözlenir ve bu metoda dayalı ölçümler genelde azotlu grup taşıyan 

maddelerin bozulup peroksil radikalleri oluşumuna dayanır. Bunlar; 

Düşük dansiteli lipoprotein otooksidasyonunun neden olduğu inhibisyon  

Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) 

Toplam radikal yakalama parametresi (TRAP) 

Luminol yöntemi 

Fikoeritrin esaslı yöntemler 

Krosin yöntemi 

DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yöntemi 

TOSC (Toplam oksiradikal) yöntemi 

7.3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktarının Belirlenmesi 

     Toplam fenolik bileşik miktarı Slinkard ve Singleton (1977) metoduna dayanarak Folin-

Ciocolteu Reaktifi (FCR) ile belirlendi [78]. Sonuçlar eşdeğer pirokatekol olarak ifade edildi. 
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 Toplam Flavonoit Miktar Tayini 

Ekstrelerin toplam fenolik içerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanılarak pirokatekole eşdeğer 

olarak hesaplandı. Standart madde olarak pirokatekol kullanıldı. Ekstrelerin etanolde 

çözeltileri hazırlandı. 1000 ppm olarak hazırlanan pirokatekol çözeltisinden 25, 50, 75, 100, 

125, 150, 175 μL alınarak hacimleri etanolle 200 μL’ye tamamlandı. Hazırlanan bu 

karışımlara su, FCR reaktifi ve 3 dk sonra %2’lik Na2CO3 çözeltisinden ilave edildi. 

Karışımlar 2 saat süresince oda sıcaklığında çalkalandı ve örneklerin absorbansları 760 nm’de 

okundu. Ekstrelerin toplam fenolik içerikleri standart pirokatekol grafiğinden elde edilen 

aşağıdaki eşitlik kullanılarak belirlendi. Her bir örnekten üç paralel ölçüm yapıldı. 

Standart pirokatekol denklemi:  

Absorbans=0.0660 pirokatekol (µg)- 0.0008 R2= 0.9918 

7.3.1.2. Toplam Flavonoid Miktarının Belirlenmesi 

  Toplam flavonoid konsantrasyonu Moreno ve arkadaşlarının belirttiği metoda göre yapıldı 

[78]. Kersetin standart olarak kullanıldı ve sonuçlar eşdeğer kersetin olarak ifade edildi. 

 Toplam Flavonoit Miktar Tayini 

  Salvia marashica bitkisinin aseton ve metanol ekstrelerinin toplam flavonoit miktarları 

kersetine eşdeğer olarak belirlendi [79]. Her bir örnekten 100 μL alınarak hacimleri % 80’lik 

etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandı. Kersetinin 1000 ppm’lik çözeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 

150, 175 μL alınarak hacimleri % 80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandı. Bu karışımlara 100 

μL 1M potasyum asetat eklendikten hemen sonra 100 μL %10’luk aluminyum nitrat 

çözeltisinden ilave edildi. Karışımlar 40 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra 415 nm’de 

absorbansları okundu. Ekstrelerin toplam flavonoit miktarları standart kersetin grafiğinden 

elde edilen eşitlik kullanılarak belirlendi. Her bir örnekten üç paralel ölçüm yapıldı. 

Standart Kersetin Denklemi:  Absorbans= 0.0768 Kersetin(µg)- 0.0109  R2= 0.9979 

7.3.1.3. β-Karoten-Linoleik Asit Yöntemi (Lipit Peroksidasyon İnhibisyon Aktivitesi) 

β-Karoten-linoleik asit yöntemi, linoleik asit oksidasyonundan kaynaklanan konjuge 

dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun ölçülmesine dayanmaktadır. Bu yöntem, β-karotenin 
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renginin açılmasına dayanan bir yöntemdir. α- Toc, BHT, kersetin ve örnek çözeltilerinin 

üzerine, son konsantrasyon 20, 40, 80 µg/mL olacak şekilde, 4 mL β-karoten çözeltisi ilave 

edildi. Emülsiyon, test tüplerine ilave edilir edilmez UV-spektrofotometre kullanılarak 

başlangıç absorbansları 490 nm’de ölçüldü. Kontrol olarak etanol kullanıldı. Tüpler 50°C’ de 

inkübasyona bırakıldı ve kontrol olarak kullanılan tüpteki  β-karotenin rengi kayboluncaya 

kadar (yaklaşık 120 dakika) inkübasyona devam edildi. Bu süre sonunda absorbans tekrar 490 

nm’ de ölçüldü. Örneklerin absorbans değerleri kontrole karşı değerlendirildi [76]. β-

Karotenin renk açılım oranı aşağıdaki formül ile hesaplandı [77]. 

R= ln (a/b)/t     

ln=doğal logaritma 

a=başlangıç absorbansı 

b= t zaman (dakika) inkübasyonundan sonraki absorbans. 

Toplam antioksidan aktivite, kontrole göre % inhibisyon olarak aşağıdaki denklem 

kullanılarak hesaplanmıştır. 

Toplam Antioksidan Aktivite (%İnhibisyon) = [(Rkontrol – Rörnek) / Rkontrol] x 100  

7.3.1.4. DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yöntemi 

      Antioksidanların kararlı bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 

radikalinin süpürücü etkilerini ölçmeye dayalı bir metottur. Bu radikal hidrojen donörlerle 

etkileştiğinde hidrazine indirgenir. Mor renkli DPPH radikali 517 nm’de maksimum 

absorpsiyon verir. DPPH çözeltisine antioksidanın ilave edilmesiyle absorbansta düşüş 

meydana gelir ve antioksidanların varlığıyla rengi mordan sarıya dönüşür. Bu yöntem 

antioksidanların süpürme kabiliyetlerini değerlendiren kolay ve geçerli yöntemdir. Yöntem 

hızlı ve basittir. Ancak bazı bileşenlerin  (özellikle karotenoidler) 517 nm’de DPPH ile 

çakışık spektrum vermesi analizin yorumunu güçleştirir. Ayrıca çoğu sterik engellemeden 

dolayı DPPH ile yavaş reaksiyona girer. Bundan dolayı yöntem; DPPH ile tepkimeye giren 

antioksidanların antioksidan kapasitesi hakkında doğru bir sonuç vermez. Bunlara ek olarak 

DPPH’ın rengi; ışık, hava oksijeni, nem ve pH’a fazla duyarlı olduğundan tekrarlanabilir 

sonuçların eldesi güçtür [75]. 
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    Bitki ekstrelerinin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanılarak 

belirlendi. 10 μg ile 100 μg arasında değişen konsantrasyonlardaki 1’er mL örnek içeren 

örneklerin üzerine DPPH çözeltisinden ilave edildi. Kontrol olarak Bütiril hidroksi toluen 

(BHT) kullanıldı. Oda sıcaklığında 30 dakika inkübasyondan sonra 517 nm’ de absorbansları 

ölçüldü. Örneklerin absorbans değerleri kontrole karşı değerlendirildi. Serbest radikal giderim 

aktivitesi aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplandı  : 

DPPH Giderim Aktivitesi (% İnhibisyon) = (Akontrol – Aörnek) / Akontrolx 100 

7.3.1.5. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yöntemi 

     Ekstrelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sülfonik asit) kullanılarak belirlendi [80]. Örneklerin etanol çözücüsünde 1000 ppm’lik stok 
çözeltileri hazırlandı. Bu stok çözeltilerden 2, 5, 10 ve 20 µL alınarak etanol ile hacimleri 40 
µL’ye tamamlandı ve üzerlerine 7 mM ABTS katyon radikali çözeltisinden 160 µL ilave 
edildi. Reaksiyon karanlıkta 6 dakika bekletildikten sonra 734 nm’de absorbansları ölçüldü. 
Örneklerin absorbans değerleri kontrole karşı değerlendirildi. ABTS katyon radikal giderim 
aktivitesi (% inhibisyon) aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplandı: 

 % İnhibisyon  = (Akontrol– Aörnek) / Akontrol x 100 

      7.3.1.6. CUPRAC Yöntemi (Bakır (II) İyonu İndirgeme Antioksidan Kapasitesi) 

     CUPRAC yönteminde, örneklerdeki antioksidan bileşikler varlığında Cu(II)-Neokuproin 
(Nc) kompleksi, renkli Cu(I)-Nc kelatına indirgenmesi sağlandı ve bu kelatın 450 nm’de 
absorbansı ölçüldü. Son konsantrasyonları 10, 25, 50, 100 µg/mLolacak (67-x µL) şekilde 
1000 ppm’lik hazırlanan örneklerin stok çözeltilerinin ve standartların üzerine, 61 µL 0.01 M 
CuCl2, 61 µL 0.0075 M neokuproin ve 61 µL 1 M NH4OAc tamponu ilave edilirek ve 1 saat 
sonra 450 nm’de absorbans ölçüldü [81]. Örneklerin absorbans değerleri standartlara karşı 
değerlendirildi. 
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7.3.2. Antikolinesteraz Aktivite Testi  

 Testler Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz BChE (BuChE) enzimlerini 

inhibe etmek üzere her iki enzime karşı ayrı ayrı in vitro olarak gerçekleştirildi. 

   Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman ve ark., (82) 

reaksiyonuna göre modifiye edilerek yapılmıştır. Reaksiyon her iki enzimle de tamamen aynı 

mekanizma üzerinden gerçekleşmekte, sadece kullanılan enzim (AChE veya BChE) ve 

onların substratlarının farklı olmasına dayanmaktadır. Gerçekleştirdiğimiz testlerde  

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi için enzim olarak yılan balığından elde edilen 

asetilkolinesteraz enzimi ile substrat olarak asetiltiyokolin iyodür, Butirilkolinesteraz 

inhibisyon aktivitesi içinse enzim olarak at serumundan elde edilen butirilkolinesteraz enzimi 

ile butiriltiyokolin iyodür substratı kullanılmıştır. 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit (DTNB) 

ise her iki antikolinesteraz aktivitesinin ölçümü için kullanılmıştır. 

Gerçekleşen kimyasal reaksiyonu aşağıda Asetilkolinesteraz enzimi için görmektesiniz. 

H2O + (CH3)3N+CH2CH2SCOCH3

AChE
(CH3)3N+CH2CH2S - + CH3COO - + 2H+

Tiyokolin AsetatATCI

CH3)3N+CH2CH2S -      +

S S

COO-

O2N

COO-

NO2 O2N

COO-

S-

+

SSH2CH2CN+(CH3)3

O2N

-OOC

DTNB 5-tio-2-nitrobenzoat 2-nitrobenzoat-5- merkaptotiokolin

 7.3.2.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivite testi 

0.1 mM konsantrasyonda pH’ı 8 olan fosfat tamponuna DTNB ve asetilkolinesteraz 

enzimi eklenip oda sıcaklığında (250C) 15 dakika inkübe edilmiştir. Reaksiyona 

asetiltiyokoliniyodur eklenerek başlanmış ve enzim katalizinden oluşan tiyokolinin DTNB 

ile reaksiyonundan oluşan sarı renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoatın konsantrasyonu 412 nm’de 

spektrofotometrede ölçülmüştür. 
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7.3.2.2. BChE Enzim İnhibisyonu Testi 

0.1 mM konsantrasyonda pH’ı 8 olan fosfat tamponuna DTNB ve bütirilkolinesteraz 

enzimi eklenip oda sıcaklığında (250C) 15 dakika inkübe edilmiştir.. Reaksiyona 

bütiriltiyokolin iyodur eklenerek başlanmış ve enzim katalizinden oluşan tiyokolinin 

DTNB ile reaksiyonundan oluşan sarı renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoatın konsantrasyonu 412 

nm de spektrofotometrede ölçülmüştür. 

Yukarıdaki işlemler Elisa Reader cihazında 96 kuyucuklu mikroplakalarda 

gerçekleştirilmiştir. 

 Reaktiflerin Hazırlanışı ve Testin yapılışı 

    DTNB: 16 mg DTNB 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) çözüldü, 7.5 mg NaHCO3 1 mL 

fosfat tamponunda (pH=7) çözüldü ve iki çözelti karıştırıldı. Daha sonra 2 mL pH=7 tamponu 

ile hacmi 4 mL’ye tamamlandı. Kullanmadan önce 4 mL pH=8 tamponu eklendi. 

BChE enzimi için substrat olarak kullanılan butirilkolin iyodürün 4 mg’ı 8 mL deiyonize suda 

çözüldü. Kullanmadan önce 8 mL lik hacim, pH=8 tamponu ile 16 mL’ye tamamlandı. 

    BChE Enzim Çözeltisi: 0,2 mg butirilkolinesteraz enzimi 1,8 mL fosfat tamponunda 

(pH=8)   çözülerek hazırlandı. 

     Mikroplakadaki kuyucuklara 130 μL fosfat tamponu (pH =8), bileşiklerin etanol içinde 0,5 

mM konsantrasyonda hazırlanan çözeltilerinden 10 μL ve enzim çözeltisinden 20 μL konuldu. 

Bu solüsyon 10 dakika süre ile 25ºC de inkübe edildi.10 dakika sonra 20 μL DTNB reaktifi ve 

20 μL substrat (BcI) herbir kuyucuğa ilave edildi. 

      Standart olarak Galanthus bitkisinden izole edilmiş antikolinesteraz etkili bir alkaloid olan 

ve halihazırda tüm dünyada hafif-orta dereceli Alzheimer tedavisinde ilaç olarak kullanılan an 

Galanthamin kullanıldı. 

     Mikroplaka ELISA okuyucuya yerleştirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okundu ve 

Softmax Pro Default Protocol adlı bilgisayar programının yardımı ile absorbanslardan Vmax 

değerleri hesaplanarak aktivite gösteren bileşikler tespit edildi. 

Aynı işlem AChE enzimi ile başlayarak aynı şekilde gerçekleştirildi. Mikroplakadaki etanol 

içinde 0,5 mM konsantrasyonda hazırlanan çözeltilerinden 10 μL ve enzim çözeltisinden 20 

μL konuldu. Bu solüsyon 10 dakika süre ile 25ºC de inkübe edildi. 10 dakika sonra 20 μL 

DTNB reaktifi ve asetilkolin iyodür (AcI) (20 μL) herbir kuyucuğa ilave edildi. Standart 
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olarak galantamin kullanıldı. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerleştirilerek 412 nm dalga 

boyunda absorbans okundu ve Softmax Pro Default Protocol adlı bilgisayar programının 

yardımı ile absorbanslardan Vmax değerleri hesaplanarak aktivite gösteren bileşikler tespit 

edildi.     

   7.3.3. MTT Testi ile Sitotoksisitenin belirlenmesi 

   Sitotoksisiteyi belirlemek için MTT testi kullanıldı. Sitotoksik aktiviteler hizmet alımı ile 

KÜBTAL (Kırıkkale Üniversitesi)’ e yapılmıştır. Bu test hücre proliferasyonunun ölçülmesi 

için3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) tetrazolyumtuzu’nun 

kullanıldığı hassas bir metoddur. Eğer canlılık %70 in altında hesaplanırsa numune sitotoksik 

potansiyele sahip demektir. L929 Fibroblast hücreleri ve A549 hücreleri 96 well platelere her 

bir kuyucuğa 1.0x 104 hücre olacak şekilde ekimi yapıldı. Hücreler 24 saat süreyle 

inkübasyona bırakıldı. Numuneler 1mg/ ml olacak şekilde hazırlandı. UV altında 

sterilizasyonu yapıldı ve 0,20 µm lik filtreden geçirildi. Hazırlanan ekstrelerden belirlenen 

100 µg/ml, 50 µg/ml, 25 µg/ml, 12,5 µg/ml konsantrasyonlarda hücrelere uygulanarak 24 saat 

inkübe edildi. Kontrol olarak sadece besi ortamı hücrelere uygulandı. 24 saat sonunda 

kuyucuklardaki vasatlar atılarak her kuyucuğa 100 µl besiyeri ve 10 μl MTT çözeltisi ilave 

edildi. 37 ºC’de 3,5 saat inkübasyondan sonra kuyucuklara 150 µl DMSO eklenerek 15 dakika 

inkübe edildi. Hücre canlılığının tespiti için 96 kuyucuklu plate’in absorbans değerleri ELİSA 

plate okuyucuda 570 nm’de okutuldu. Kontrol grupları baz alınarak % canlılık aşağıdaki 

eşitliğe göre hesaplandı. 
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   Ekstreleri fraksiyonlandırmak ve bu fraksiyonlardan saf madde elde etmek amacıyla kolon 
kromatografisi yöntemi kullanıldı. Sütun dolgu maddesi olarak silikajel [81] ve Sephadex 
LH–20 kullanıldı. Ekstreler az miktarda uygun çözücüde çözülerek adsorban ile karıştırıldı. 
Karışım oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Kuruyan karışım dibine az miktarda pamuk 
yerleştirilmiş, ekstre miktarına uygun olarak seçilmiş ve boyunun 2/3 oranında silikajel ile 
doldurulmuş kolonun üst kısmına yerleştirildi. Elüsyona apolar bir çözücü olan % 100 petrol 
eteri ile başlandı ve sırasıyla diklorometan, aseton ve metanol ile polarite arttırılarak elüsyona 
devam edildi, sonunda % 100 metanol ile elüsyon tamamlandı. 

   Ayrıca preparatif ince tabaka kromatografisi (prep. TLC); az miktardaki karışımlardan 

istenilen maddeyi ayırt etmek için uygulandı. Önce uygun analitik koşullar belirlendi. İçindeki 

bileşikleri ayrı ayrı izole etmek istediğimiz madde; plaklara başlangıç çizgisi boyunca düzgün 

bir şekilde tatbik edildikten sonra maddelerin ayrılmasına olanak verecek uygun polariteye 

sahip çözücü sistemi belirlenerek yürütüldü. UV ışık altında birbirinden ayrılmış çizgiler 

halinde maddeler tespit edilerek, ayrı ayrı erlenlere alındıktan sonra uygun çözücülerle 

muamele edilen maddeler saf halde geri kazanıldı. 

7.4. Kullanılan Kromatografik Yöntemler 

   7.4.1. Kolon Kromatografisi 

 Benzer fraksiyonlar birleştirildi ve saflaştırma için daha küçük boyuttaki kolonlarda 

adsorban olarak silikajel kullanıldı. 

    7.4.2. İnce Tabaka Kromatografisi 

 İnce tabaka kromatografisinde, aluminyum üzerine silikagel kaplı hazır plaklardan (20x20 

cm) [82] ve cam plaklardan (20x20; 20x10) yararlanıldı. Tatbik edilen maddelerin uygun 

çözücü sistemleriyle ilerlemesi sağlandı. Çözücü ile yürütme işleminin ardından ortaya çıkan 

lekeler UV ışık altında işaretlendikten sonra özel bir belirteç olan serik sülfat belirteci ile 

etüvde 105 oC’de 5 dakika bekletilerek belirgin lekeler gözlenmesi sağlandı. İnce tabaka 

kromatografisinde maddelere özgü Rf değerleri sayesinde farklı maddeler ayırt edilebildi. 

7.5. Kullanılan Spektroskopik Yöntemler 

7.5.1. NMR (Nükleer Magnetik Rezonans) Spektroskopisi 

      Bu çalışmada; kromatografik yöntemlerle saflaştırılan bileşiklerin 1H NMR, 13C NMR, 

APT(attach proton test) ve 1H-1H COSY (proton-proton etkileşimi için). APT testi ise C 

atomlarının hangi tip olduğunu yani CH, ve CH3 protonlarını spektrumun alt tarafında, CH2
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ve C katerner protonlarını ise üst tarafta gösteren bir 13C NMR tekniğidir.           

Referans olarak tetrametilsilan (TMS) ve çözücü olarak döterokloroform (CDCl3), 

döterometanol (CD3OD) ve döterodimetilsülfoksit (CD3SOCD3) kullanıldı. Saf bileşiklerin 
1H NMR analizleri 600 MHz, 13C NMR analizleri 150 MHz Varian ID-6508 indirect problu 

cihazlarda TÜBİTAK’ta yapılmıştır. 

   7.5.2. Kütle Spektroskopisi 

   Bu çalışmada; kromatografik yöntemlerle saflaştırılan bileşiklerin NMR sonuçları 

değerlendirildikten sonra kütle spektroskopisi yardımıyla kesin sonuçlar elde edildi. Kütle 

spektrumları (+) APCI (Positive Atmospheric Pressure Chemical Ionization) metoduyla 

LCQ-Deca Ion Trap cihazıyla alınmıştır. 

    7.5.2.1 LC-MS/MS çalışma şartları 

    Bitki ekstrelerinin kalitatif ve kantitatif analizinde kullunulan LC-MS/MS cihazının genel 

sistemi: Shimadzu Neexera model UHPLC cihazı ile Shimadzu LCMS 8040 model üçlü 

kuadrupol kütle spektrometre cihazının birleşiminden oluşmaktadır. Kullanılan sıvı 

kromatografi sistemi LC-30 AD model gradient pompa, DGU-20A3R model degazer, SIL-

30AC model oto örnekleyici ve CTO-10ASvp model kolon fırınından oluşmaktadır. 

Kromatografik ayrım, Inertsil ODS-4 model C18 (100 mm×2,1 mm, 2µm) kolonda 

yapılmıştır. Kolon fırını 35 ºC’a ayarlanmıştır. Elüsyon gradiyentinde hareketli faz A için 

ultrasaf su ve hareketli faz B için asetonitril kullanılmıştır. Ek olarak, daha iyi bir 

kromatografik ayrım ve iyonlaştırmayı kolaylaştırmak için su fazına 10 mM amonyum 

format ve % 0,1 formik asit eklenmiştir. Analitlerin optimum ayrımının gerçekleşmesi için 

yapılan pek çok denemenin ardından 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) şeklinde optimize 

edilmiştir. Hareketli faz akış hızı 0,25 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 4 µL olarak belirlenmiştir.  

Üçlü kuadrupol kütle spektrometresi (MS) hem negatif hem de pozitif modda çalışan 

bir ESI (elektrosprey iyonlaştırma) kaynağı ile donanımlıdır. LC-ESI-MS/MS verileri 

cihazda kayıtlı olan by LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazılımı ile toplanarak 

işlenmiştir. Analitlerin miktarsal tayini için cihaz ile MRM (multiple reaction monitoring) 

modunda çalışılmış ve moleküler (parent) iyonlar bir veya iki parçalanma ürünü (product 
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ions) (ilki kantitatif amaçlı diğeri kalitatif amaçlı kullanılmıştır) ile kombine edilmiştir. Kütle 

spektrometresinde optimize edilen diğer parametreler şunlardır: arayüz (interface) sıcaklığı; 

350 ºC, DL sıcaklığı; 250 ºC, heat block sıcaklığı; 400 ºC, nebulizer gaz (N2) akışı; 3L/dk ve 

kurutma gazı (N2) sıcaklığı; 15L/dk. 

7.7. Bitkinin Ekstre Edilmesi 

Salvia marashica bitkisinin toprak üstü kısımları (2065gr) gölgede kurutulduktan sonra bitki 

değirmeninde küçük parçalar haline getirelerek öğütüldü. Toz haline getirilen bitkiye oda 

sıcaklığında ilk olarak diklorometan ilave edildi. Bu şekilde tüketilen bitki süzüldü ve çözücü 

rotavapor da uçurularak ekstre elde edildi, bir kaba alındı ve ikinci maserasyon işlemi için 

tekrar diklorometan içerisinde beklemeye alındı.  

Diklorometan ile İlk tüketimden elde edilen ekstre; 14,4 g, (%0,69 Verim) 

Daha sonra diklorometan ile ikinci tüketimden sonra elde edilen ekstre ilk DCM Ekstresinin 

üzerine ilave edildi. Diklorometan ekstresi toplamı = 237,30 g olduğu gözlendi. 

Müteakiben aynı bitki Aseton ile ekstre edildi ve toplam Ac Ekstresi: 115.89 g olarak elde 

edildi. 

Diklorometan ekstresi ile Aseton ekstresi ince tabaka kromatografisi (İTK) ile (Mobil faz 

DCM:Ac / 9:1 sisteminde) mukayese edildi ve ekstrelerde aynı maddeler olduğu gözlendi. 

Standart olarak Ursolik Asit ve Oleanolik Asit kullanıldı ve ekstrelerde Ursolik 

asit/Oleanolik asit varlığı gözlendi. 

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

uygulamasına geçildi. 

8. BULGULAR

8.1.Toplam  Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktar Tayinleri  Sonuçları: 

    Hazırlanan iki ekstrenin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarları sırasıyla pirokatekol 

ve kersetine eşdeğer olarak belirlendi. Metanol ekstresinin fenolik içerik bakımından aseton 

ekstresine göre çok daha zengin olduğu tespit edildi. Fakat flavonoit içerik bakımından ise 

birbirine yakın değerlerde içeriğe sahip oldukları tespit edildi (Tablo 3). Ayrıca her iki 

ekstrenin fenolik içeriğinin flavonoit içeriğine oranla daha zengin olduğu belirlendi. 
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          Tablo 3. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoit Miktarlarıa

Şekil 6. Pirokatekolün ölçü grafiği 

         Şekil 7.  Kersetinin ölçü grafiği 
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   8.2.Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuçları 

   8.2.1. β–Karoten Renk Açılımı Yöntemi Sonuçları 

   Hazırlanan ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri β-karoten renk açılım yöntemine göre 

dört farklı konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 µg/mL) yapıldı. Antioksidan aktivite 

karşılaştırmalarında standart olarak BHT kullanıldı. Bu yöntemde iki ekstreninde 100 µg/mL 

konsantrasyonda  %70 civarında inhibisyon gösterdiği tespit edildi (Şekil 8). Aynı şekilde iki 

ekstreninde IC50 değerlerinin yakın olduğu belirlendi (Tablo 4). 

Tablo 4. Ekstrelerin β-Karoten, DPPH ve ABTS yöntemlerine göre antioksidan aktiviteleria 

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

SMA SMM BHT

10µg/mL

25µg/mL

50µg/mL

100µg/mL

Şekil 8. Ekstrelerin β-Karoten Renk Açılım Yönteminde % İnhibisyon 

 8.2.2.DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Sonuçları 

     Hazırlanan ekstrelerin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi dört farklı 
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konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 µg/mL) tayin edildi (Şekil 9). Daha sonra IC50 değerleri 

hesaplandı. Standart olarak kullanılan BHT’e göre aktivite karşılaştırmaları yapıldı. Bu 

yöntemde, Özellikle metanol ekstresinin hem aseton ekstresine hemde standart olarak 

kullanılan BHT’ye göre çok daha aktif olduğu tespit edildi. Metanol ekstresinin IC50: 

33,59±0,72 olduğu standart olarak kullanılan BHT için ise IC50: 58,86±0,50 olduğu belirlendi 

. 

Şekil 9. Hazırlanan Ekstrelerin DPPH Serbest Radikali Giderim Yönteminde % İnhibisyonu 

8.2.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonuçları 

Şekil 10. Hazırlanan Ekstrelerin ABTS Katyon Giderim Yönteminde % İnhibisyonu 

 Hazırlanan ekstrelerin ABTS Katyon Radikali Giderim aktivitesi dört farklı konsantrasyonda 

(10, 25, 50, 100 µg/mL) tayin edildi (Şekil 10). Daha sonra IC50 değerleri hesaplandı. 

Standart olarak kullanılan BHT’e göre aktivite karşılaştırmaları yapıldı. Metanol ekstresi 100 

µg/mL konsantrasyonda %84,62 inhibisyon gösterdi. Metanol ekstresi (IC50: 15,04± 0,08) 

standart olarak kullanılan BHT’den (IC50:22,29±0,67) daha yüksek aktivite sergiledi (Tablo 

4). 
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8.2.4.CUPRAC Antioksidan Aktivite Sonuçları 

Tablo 5: Ekstrelerin CUPRAC Yöntemine Göre Antioksidan Aktiviteleri

a: Değerler 3 paralel ölçümün ortalaması ve standart sapması olarak verilmiştir. 

   CUPRAC antioksidan tayin metodu dört farklı konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 µg/mL) 

çalışıldı (Şekil 11). Bu yöntemde de metanol ekstresinin aseton ekstresine göre daha aktif 

olduğu tespit edildi. Fakat metanol ekstresinin standart olarak kullanılan BHT’den daha 

düşük aktivite gösterdiği belirlenmiştir. 

Şekil 11.Hazırlanan Ekstrelerin CUPRAC Aktivite Sonuçları 

8.3. Antikolinesteraz Aktivite Sonuçları 

  Antikolinesteraz aktivite sonuçlarına göre (Tablo 6) 200 µg/mL konsantrasyonunda test 

edilen ekstrelerin asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin olmadığı tespit edilmiştir. 

Butirilkolinesteraz enzim inhibisyonunda ise aynı konsantrasyonunda metanol ekstresinin  

%74,59 aktiviteyle aseton ekstresinden daha aktif olduğu ve standart olarak kullanılan 

galantamine yakın aktivite gösterdiği izlenmiştir. 
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Tablo 6: Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuçları 

   8.4. Sitotoksik Aktivite Sonuçları 

   Sitotoksik aktivite sonuçları Şekil 11-12’de verilmiştir. Genel olarak çalışılan iki ekstrenin 

de antioksidan aktivitelerinin aksine sitotoksik aktivitelerinin düşük-orta derecede aktivite 

gösterdiği tespit edilmiştir. Sağlıklı fibroblast L929 hücreleri üzerinde her iki ekstre tüm 

konsantrasyonlarda benzer davranış göstermiş ve test edilen dört konsantrasyonun en yüksek 

konsantrasyonunda (100 µg/mL) bile hücrelerin en az %80 i canlı kalmıştır (Şekil 12).  

Şekil 12. Ekstrelerin Canlı Hücre Serisi (Fibroblast L929) Üzerine Sitotoksik Aktivitesi 

Akciğer kanseri hücresi olan A549’a karşı ise aseton ekstresinin daha etkili olduğu şekil 13 te 

izlenmektedir, metanol ekstresi tüm konsantrasyonlarda kanserli hücreleri hemen hemen hiç 

öldürmezken aseton ekstresinin test edilen dört konsantrasyonda da kanserli hücreleri  % 

20-25 öldürdüğü, yani hücre canlılığının %75-80 arası olduğu 

izlenmektedir.
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Şekil 13. Ekstrelerin Kanserli Akciğer Hücre Serisi (A549) Üzerindeki Sitotoksik Aktivite 

Sonuçları 

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

     Hazırlanan diklorometan+ aseton ve metanol ekstrelerinin fenolik profilleri LC-MS/MS 

cihazı ile belirlendi. LC-MS/MS çalışmasında 27 fitokimyasal standart bileşiğin analizi 

yapıldı. Bu çalışmada kullanılan kimyasallar şunlardır: 

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

asit, rozmarinik asit, klorojenik asit, protokateşik 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 kullanılan analitik parametler Tablo 7’de verilmiştir. 
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Tablo 7. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (aRT: Alıkonma zamanı, bR2: 
Belirleme katsayısı, cRSD: Bağıl standart sapma, dLOD/LOQ (µg/L): Belirleme sınırı/Tayin 
sınırı, eU (%): 95% güven seviyesinde bağıl standart belirsizlik (k=2) 

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

Analizi 

   Diklorometan+aseton ve metanol ekstrelerinin fitokimyasal madde içerikleri kantitatif 

olarak LC-MS/MS cihazında belirlendi. Sonuçlar Tablo 6’da verilmiştir. Genel olarak 

metanol ekstresinin hem fenolik hem de flavonoid içerik bakımından diklorometan+aseton 

ekstresinden daha zengin olduğu tespit edildi. Metanol ekstresinin özellikle rosmarinik asit 

(33330,62 ± 1534,89 µg analit/g ekstre) bakımından oldukça zengin olduğu belirlendi (Tablo 

8). 
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Tablo 8. Diklorometan+Aseton (SMA) ve Metanol (SMM) Ekstrelerinin LC-MS/MS ile 

Kantitatif Analizi 
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Şekil 14. LC-MS /MS Kalibrasyon Noktası Standart Kromatogramı 
1: Kuinik asit, 2: Malik asit, 3: Tr-Asonitik asit, 4: Gallik asit, 5: Klorojenik asit, 6: Protokateşik 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) 

Şekil 15. Diklorometan+Aseton Ekstresinin LC-MS/MS kromatogramı 
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8.7. ELDE EDİLEN SAF BİLEŞİKLERİN YAPI TAYİNLERİ 

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

HO

Şekil 17. 3-β-hidroksiabieta-8,11,13-trien 

    Petroleteri:Diklorometan (9:1) çözücü sistemindeki fraksiyondan 0.0159g (% 

verim=0.00076)  olarak elde edilen bileşiğin alınan 1H NMR spektrumunda metil bölgesinde 

dört metil sinyali izlenmiştir. Bulardan 0.93, 0.94 ve 1.18 ppm’de izlenen sinyaller 3 singlet 

metilinin varlığına işaret etmiştir. Ayrıca dublet şeklinde izlenen 2 metil sinyali ise üst üste 

1.22 ppm’de izlenmiştir. Bu iki metil dubletinin bağlı oldukları C’nun protonu (H-15) ile 6.4 

Şekil 16. Metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramı 
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Hz’lik bölünme değeri (J coupling) vermesi ve dolayısıyla H-15 sinyalinin de aynı J değeriyle 

2.82 ppm de 6.4 Hz lik bir septet olarak izlenmesi molekülde bir isopropil grubunun varlığına 

işaret etmiştir. Bu da molekülün abietan diterpen olabileceğini göstermektedir.  

    H-15 sinyali ile kısmen örtüşen sinyal ise 2.92 ppm de izlenen bir protonluk dd sinyali 

(J=10.5 ve 4.2 Hz) vererek H-3 sinyaline işaret etmiş ve J değerleri C-3’te β konumunda bir 

hidroksil (OH) grubunun varlığını göstermiştir.  

  Ayrıca,  6.9 - 7.20 ppm’ler arasında 3 ayrı proton sinyalinin izlenmesi aromatik bir abietan 

iskeletinin olduğunu, yani diterpenin C halkasının aromatik olduğunu göstermiştir. C halkası 

protonları 6.89 ppm’de genişlemiş 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 izlenmiş ve sırasıyla H-

14, H-12 ve H-11 protonlarına işaret etmiştir. 

     Alınan 13C NMR spektrumunda karbon sinyalleri ne yazık ki izlenememiştir. Fakat 

yukarıdaki NMR bulgularına dayanarak bu bileşiğin 3β-hidroksiabieta-8,11,13-trien yapısında 

olduğu belirlenmiştir. Yapılan literatür çalışması bu bileşiğin doğadan ilk kez elde edildiğini 

göstermektedir. Fakat daha önce bu bileşiğin (3-OAc) asetil türevinden 3-OH’ına 

dönüştürülerek sentez yoluyla elde edildiği literatürden izlenmiştir [83]. 
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SMM-3-2. 3β-hidroksiabieta-8,11,13-trien (1H-NMR, CDCl3) 
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8.7.2. SMA 29-30_1  (3β-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien) 

CH2OAc
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         Şekil 18.  3β-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien 

   DCM:PE (6:4) çözücü sistemi ile elüe edilen si-gel kolonun 29. fraksiyonundan  0.086 gr 

(% verim=0.0041) olarak elde ettiğimiz bileşiğimizin 1H-NMR  (600 MHz) spektrumunda 

aromatik alanda üç 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 halkanın varlığına işaret etmiştir. Yapıda 4 metil 

grubunun 0.93 (s), 1.22 (d, J = 7.0 Hz) (2CH3), 1.21 (s)  ppm’de iki singlet ve iki dublet metili 

olarak izlenmesi bir abietan diterpen iskeletinin var olabileceğine işaret etmiştir. Nitekim 2.82 

ppm’de gözlenen 7 Hz’lik septet sinyali abietan diterpenlerin isopropil grubunun varlığını 

kanıtlamıştır. 1H-NMR spektrumunda 3.68 ppm (J=11.2 Hz) ve 3.97 ppm’de (J=10.6 Hz) 

dubletler halinde izlenen protonların yanısıra bir asetat grubuna ait CH3 grubunun 2.02 

ppm’de izlenmesiyle yapıda bir asetoksimetilen grubunun varlığı anlaşılmıştır. Abietan 

diterpenlerde mevcut olan 5 metil grubu yerine 4 metil grubunun izlenmesi de bu asetoksi 

metilen grubunun metil gruplarından birinin yükseltgenmesiyle oluştuğunu göstermiş ve C-

4’e bağlı α-asetoksimetilen olduğu saptanmıştır. Bu durumda yapının 3β-hidroksi,18-
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acetoxymethylene-abieta-8,11,13-trien şeklinde olduğu tespit edilmiştir. Yapılan literatür 

çalışmaları bu bileşiğin doğadan ilk kez elde edildiğini göstermiştir.  
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SMA 29-30_1. 3β-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien (1H-NMR, CDCl3) 
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   8.7.3. SMM-6 ( α-amiriltetracosanoate = Urs-12-en-3ol, tetracosanoat) 

 DCM:PE (1:1) çözücü siteminden 0,0098 g (%verim=0.00047) olarak elde ettiğimiz SMM_6 

bileşiği saflaştırıldı. Bu bileşik beyaz renkli katı toz halinde elde edilmiştir. Silika jel plakta 

UV lamba altında (254 nm) izlenmeyen (366 nm’de mor renkli) bileşik, serik sülfat belirteci 

püskürtülüp etüvde 105oC’de yakıldığında turuncu renk aldı.
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Şekil 19: α-amiriltetracosanoate

1H-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), diğerlerinin ise singletler halinde δ 1.07, 1,01, 0.97, 0.91, 0.83 ve 

0,80 ppm’de izlenmesi bileşiğin ursan tipi bir triterpen olduğuna işaret etmiştir. Ayrıca triplet 

metil sinyalinin 0,87 ppm’de izlenmesi yapıda bir zincir uç metili grubunun varlığına işaret 

etmiştir. 1H NMR spektrumunda bileşikte bir çifte bağın varlığı dar bir triplet (J = 2,5 Hz) 

olarak 5.12 ppm’de izlenen sinyal ile anlaşılmıştır, konumu ise J değerine dayanılarak ∆12 

olarak belirlenmiştir, nitekim ursan ve oleanan triterpenlerde ilk çift bağın bulunduğu yer 

biyogenetik olarak genelde C-12 ile C-13 arasındadır. 1H NMR spektrumunda 4,50 ppm’de 

dubletindubleti (J = 5,6; 10,2 Hz) şeklinde izlenen proton sinyali ise bileşikte bir ester 

grubunun varlığına işaret etti. Oksijenlenmiş substitüent biyogenetik olarak ursan tipi 

triterpenlerde C-3’de yer almaktadır. Bu ester grubunun uzun zincirli yapısı 1,25 ppm 

civarındaki uzun boylu proton sinyali ile 1H-NMR sinyali ve buna karşılık gelen 29 ppm 

civarında izlenen karbonlarla 13C spektrumunda saptanmış, kütle spektrumu ile bu zincirin 24 

karbonlu tetracosanoate esterine ait olduğu kesinlik kazanmıştır. Bu esterin C-3 den kopması 

ile 409 piki temel pik olarak izlenmiştir. Literatür verileri de bunu doğrulamıştır [63]. 
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SMM-6. α-amiriltetracosanoate (1H-NMR, CDCl3) 
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8.7.4. SMM-7-1-a. Oleanolik asit=3β-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit 
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   Şekil 20.   Oleanolik asit bileşiği 

         DCM:PE (1:1) çözücü sisteminden 7. fraksiyonda 3 g (% verim= 0.00014) olarak gelen 

beyaz renkli  bileşik katı toz halde elde edildi ve erime derecesi 304-306 oC olarak belirlendi. 

Silika jel kaplı plakta UV lamba altında (254nm) görülmeyen bileşik, serik sülfat belirteci 

püskürtülüp etüvde 105oC’de yakıldığında eflatun-mor renk aldı. 

1H NMR spektrumunda 0.68-1.30 ppm arasında çıkan 7 metil sinyali yapının bir triterpen 

olduğu konusunda fikir vermiştir. Bileşiğin 13C-NMR spektrumu incelendiğinde 180.02 pmm 

de çıkan pik karboksilik asit, 144 ve 123 ppm deki sinyaller ise yapıda bir çifte bağın 

olduğunu düşündürür. 3.18’ppmdeki dubletin dubleti şeklinde izlenen pik 4,5 ve 9,5 Hz lik 

etkileşim değerlerine sahip olup 3 numaralı C’da yine sekonder bir hidroksil grubunun 

varlığını göstermiştir. Piklerden yola çıkarak yapıda bulunduğunu kabul ettiğimiz OH, 

karboksilik asit ve çifte bağ, bu triterpenin oleanolik asit veya ursolik asit olduğunu 

düşündürdü. Ursolik asitin oleanolik asitten tek farkı 1H NMR spektrumunda 7 metil 

grubundan 5’ inin singlet, diğer 2 metil grubunun ise dublet olarak izlenmesidir. Bu da ikinci 

triterpenin ursan iskeletine sahip olduğuna işaret etmiştir, yani oleanan iskeletinde E 

halkasında bulunan geminal dimetil grubu (aynı karbona bağlı iki metil grubu) yerine ursan 

iskeletine sahip yapılarda E halkasında bir metilin C-19, diğer metilin C-20’ ye bağlı olduğu 

gözlenmiştir. Birbirinin izomeri olan oleanolik asit ile ursolik asiti 1H NMR da ayıran en 

karakteristik özellik budur. Dolayısıyla 13C NMR spektrumunda da ursolik asitte 1 olefinik, 1 

sekonder OH grubu taşıyan CH’a ait karbon sinyallerine ilaveten (40-60) ppm arasında 5 
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alifatik CH, yani toplam 7 CH izlenecektir. Oysa oleanolik asit de biri olefinik, biri sekonder 

OH (C3-hidroksil) grubunu taşıyan CH’ın yanısıra (40-60) ppm’ler arasında 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 civarında izlenen sinyaller oleanolik asit de

izlenmemiştir. H-19 protonu ile etkileşen H-18 sinyalinin verdiği bölünme ve kayma değeri 

de yine oleanolik asit için oldukça karakteristikdir. Nitekim bileşiğin β konumundaki H-18 

sinyali C-19 protonlarıyla 2,5 ve 12 Hz lik etkileşim değeri vererek karakteristik bir dublet 

dublet şeklinde 2.8 ppm civarında izlenmiştir. C-12’ye bağlı H-12 olefinik protonu ise 5.21 

ppm’de yine dar triplet (2.5 Hz) olarak izlenmiştir. Tüm spektral veriler ve literatür verilerine 

dayanarak yapının Salvia türlerinde çok rastlanan 3β-hidroksiolean-12-en-28-oik asit 

(oleanolik asit) olduğu belirlenmiştir. Ayrıca standart örnekle de ince tabaka 

kromatografisinde farklı çözücü sistemlerinde kıyaslanarak yapının kesin olarak oleanolik asit 

olduğu ispatlanmıştır. 
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SMM-7-1-a. Oleanolik asit NMR spektrumları (1H-NMR, CDCl3) 
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SMM-7-1-b. Ursolik asit=3β-hidroksi-12-ursen-28-oik asit 
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Şekil 21. Ursolik asit bileşiği 

Beyaz renkli olan bu bileşik katı toz halde elde edildi ve erime noktası 290 °C olarak bulundu. 

Silikajel plakta UV lamba altında (254nm) görülmeyen bileşik, serik sülfat belirteci 

püskürtülüp etüvde 105oC’de yakıldığında eflatun-mor renk aldı. 

1H NMR spektrumunda (CDCl3, 600 MHz) yine üst alanda çıkan metil singletleri yapının 

triterpen iskeletine sahip olduğunu düşündürdü. Fakat bu kez 0.75-1.05 ppm ler arasında beş 

metil singleti ve 0.86 ppm ile 0.78 ppm de çıkan 6,5 Hz lik iki metil dupleti (sırasıyla Me-29 

ve Me-30) bileşiğin ursan yapısında bir triterpen olduğunu düşündürdü. 1H-NMR bulguları 

incelenip literatür verileri ile karşılaştırıldığında tamamen uygunluk gösteren veriler, bize bu 

yapının Salvia türlerinden daha önce de izole edilen ve Lamiaceae bitkilerinde oldukça yaygın 

olarak bulunan ursolik asit olduğunu göstermiştir. 
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 SMM-7-1-b. Ursolik asit NMR spektrumları (1H-NMR, CD3OD) 
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8.7.5. SMM-15-1 ve SMM-15-2_1 =  (β -Sitosterol)  Stigmast-5-en-3-ol 
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Şekil 22. β-sitosterol bileşiği 

 DCM:PE (8:2) çözücü sisteminden 15. Fraksiyonda 0.0382 g (%verim=0.00184) olarak elde 

edilen beyaz renkli katı madde olarak elde edilen bileşiğin erime noktası 137-138 oC olarak 

belirlendi. Silikajel plakta UV lamba altında (254 nm) görülmeyen bileşik, serik sülfat 

belirteci püskürtülüp etüvde 105oC’de yakıldığında önce mavi sonra kahverengi bir renk aldı. 

Bileşiğin 1H NMR spektrumunda 3.52 ppm’de izlenen multiplet sinyali bize yapıda oksijen 

taşıyan bir sübstituente komşu protona ait olabileceğini gösterdi. 5.35 ppm’de gözlenen 

multipletimsi dublet sinyali ise olefinik bir proton olarak yorumlandı. 1-2 ppm arasındaki 

metilen zarfının yanısıra metil piklerinin multiplisiteleri yapının bir steroid olabileceğini 

düşündürmüştür. Alınan 1H-NMR spektrumunda 6 metil sinyalinin çıkış şekli (2 singlet, 3 

dublet ve 1 tripletten ibaret) bileşiğin 29 C’lu stigmasten yapısına sahip olduğunu 

ispatlamıştır. Biyojenetik olarak ve karakteristik bölünme şekli dikkate alındığında OH 

grubunun C-3’e yerleşmesi ve literatür verilerinin de bunu doğrulaması ve de tüm spektral 

veriler ve fiziksel özelliklerine dayanarak bu bileşiğin yapısının Salvia türlerinden daha önce 

de izole edilen ve bitkiler aleminde yaygın olarak bulunan β-sitosterol olduğunu kanıtlamıştır. 
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SMM-15-1 ve SMM-15-2_1. β –Sitosterol (1H-NMR,CDCl3) 
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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) 
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 Şekil 23. Lupeol bileşiği 

 SMM-15-2_4 ekstresi DCM:PE (8:2) çözücü sistemi ile 15. Fraksiyondan 0.1892 g (% 

verim=0.0091) olarak, SMA-41-43_1 ekstresi  %100 DCM çözücü sisteminden 0.2588g (% 

verim= 0.012) olarak, SMA-44-48_1 ekstresi ise Ac:DCM (1:9) çözücü sisteminden 0.1523 g 

(% verim= 0.007) olarak beyaz renkli katı toz halinde elde edilmiştir. Silika jel plakta UV 

lamba altında (254 nm) kahverengi tonlarında görünen bileşik, serik sülfat belirteci 

püskürtülüp etüvde 105oC’de yakıldığında koyu eflatun-mor rengini aldı. 

   Lupeolün 1H -NMR spektrumu incelendiğinde 1.61 ve 0.69 ppm arasındaki bölgede 7 tane 

singletin varlığı bize bu bileşiğin triterpen iskeletine sahip olduğu konusunda ipucu vermiştir. 

4.50 ve 4.62 ppmlerde 1-2 Hz’lik dubletler olarak gözlenen sinyaller yapıda terminal bir çifte 

bağın olduğunu ve birbirleriyle dublet verdiğini düşündürmüştür. 1.61 ppm’de çıkan 3 

protonluk singlet piki ise bu sinyalin vinilik bir metile ait olabileceğini, yani 4.62 ve 4.50 ppm 

deki piklerle birlikte değerlendirildiğinde bir isopren grubunun varlığını göstermiştir. 1H-

NMR spektrumunda 3.12 ppm’deki sinyal ise bir hidroksil grubuna komşu bir protonun 

varlığını ve bu protonun komşu C atomundaki iki protonla etkileşimi sonucu dubletin dubleti 

şeklinde izlendiğini ifade etmektedir. Lupan triterpenler, hatta pek çok tip triterpen yapısında 

bulunan ilk OH grubu biyojenetik olarak C-3’de izlendiğinden ve gerek bölünme şekli 

gerekse kimyasal kayması literatür verileriyle karşılaştırıldığında bu bileşiğin 3.12 ppm deki 

87 



sekonder OH grubunun C-3’de olduğu kesinlik kazanmıştır. Bileşiğin 13C-NMR (APT) 

spektrumunu incelediğimizde 150.95 ve 109.32 ppm’deki sinyaller de yine isopropenil 

grubundaki karbonların varlığını doğrulamıştır. Spektrumun 38-55 ppm arası incelendiğinde 5 

tane CH karbonunun varlığı ve C-3 de hidroksil taşıyan karbonun ise 72.58 ppm’ de 

rezonansa geldiği izlenmiştir.  

Tüm sonuçlar değerlendirildiğinde bu bileşiğin yapısının Salvia türlerinden daha önce de izole 

edilen ve bitkiler aleminde yaygın olarak bulunan lupeol olduğuna karar verilmiştir.  
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SMM-15-2_4, SMA-41-43_1 ve SMA-44-48_1. Lupeol (1H-NMR, CDCl3) 
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8.7.7. SMA-27-2  ( 3-acetyl-lupeol = Lup-20(29)-en-3-asetat) 

 Şekil 24. Lupeol-3-asetat bileşiği 

DCM:PE (6:4) çözücü sisteminden 27. fraksiyonda 0.0256 g (% verim= 0.0012) olarak gelen 

bileşik beyaz  katı toz görünümünde elde edildi. Silika jel plakta UV lamba altında (254 nm) 

kahverengi tonlarında görünen bileşik, serik sülfat belirteci püskürtülüp etüvde 105oC’de 

yakıldığında koyu eflatun rengini aldı ve kısa bir süre içinde rengi soldu. 

Lupeolün 1H NMR spektrumu incelendiğinde 1.67 ve 0.77 ppm arasındaki bölgede 7 tane 

metil sinyalinin varlığı bize bu bileşiğin triterpen iskeletine sahip olduğu konusunda ipucu 

vermiştir. Bunlardan 6’ sı 0.77, 0.82, 0.83, 0.84, 0.95 ve 1.02 ppm’de singletler halinde 

izlenmiştir. 4.46 ve 4.67 ppm’lerde 1-2 Hz’lik dubletler olarak gözlenen sinyaller yapıda 

terminal bir çifte bağın olduğunu düşündürmüştür. 1.67 ppm’de çıkan 3 protonluk singlet piki 

ise bu sinyalin vinilik bir metile ait olabileceğini, yani 4.67 ve 4.46 ppm deki piklerle birlikte 

değerlendirildiğinde bir isopropilen grubunun varlığını göstererek lupan iskeletinin daha lup-

20(29)-en iskeletinin varlığına işaret etmiştir. Lupeolden en önemli farkı 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 α protonunun 4.46 dd (J= 5 ve 9) izlenmesi 

C-3 β- pozisyonunda yerleştiğini göstermiştir. Tüm bu verilere dayanarak bileşiğin daha önce 

de bazı Salvia türlerinden ve diğer bitki türlerinden elde edilen 3-acetyl lupeol (3-asetat-lup-

20(29)-en) olduğu belirlenmiştir. 
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SMA-27-2. Lupeol asetat (1H-NMR, CDCl3) 
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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 

H

H

     Şekil 25. Lup-12,20(29)-dien 

   SMA_32_35_1 DCM:PE (8:2) çözücü sisteminin 32,33,34,35. fraksiyonlarından 0.072 g (% 

verim=0.0035) olarak, SMA-37-38_3 de DCM:PE karışımının 37 ve 38. fraksiyonlarından 

0.1973 g (% verim= 0.0095) olarak elde edilmiştir. Silika jel plakta UV lamba altında (254 

nm) kahverengi tonlarında görünen bileşik, serik sülfat belirteci püskürtülüp etüvde 105oC’de 

yakıldığında koyu eflatun-mor rengini aldı. 

   Bileşiğin 1H-NMR spektrumu incelendiğinde 1.61 ve 0.69 ppm arasındaki bölgede çok 

sayıda metil protonlarına ait sinyallerin izlenmesi CDCl3 de alınan 1H-NMR spektrumunda 

triterpen iskeletine sahip iki bileşiğin bir arada izole edildiği ipucunu vermiştir. 4.61 ve 4.73 

ppmlerde bir çift ve ayrıca 4.55 ve 4.67 ppmlerde ikinci bir çift 1-2 Hz’lik dubletler olarak 

gözlenen sinyaller yapıda terminal iki çifte bağın olduğunu düşündürmüştür. 1.61 ve 1.62 

ppmde çıkan her biri 3 protonluk singlet pikleri ise bu sinyallerin vinilik metil protonlarına ait 

olabileceğini göstermiştir. Bileşikte 5.20 ppm de izlenen dar triplet (J=3 Hz) oleanane ve 

ursan tipi triterpenlerde sıklıkla görünen, lupan triterpenlerde daha nadir izlenen C-halkasında 

C-12 ile C-13 arasındaki bir çifte bağın varlığına işaret etmiştir. Nitekim 13C-NMR (APT) 

spektrumunu incelediğimizde 150.95 ve 109.32 ppm’deki sinyaller de yine isopropenil 

grubundaki karbonların varlığına işaret ederken ayrıca olefinik bir CH ve katerner C 

sinyallerini 123 ve 135.5 ppmlerde göstermiştir.  
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   Bu iki bileşik birbirinden ayrılamamıştır. Fakat 1H-NMR spektrumu açıkça her iki bileşikte 
de halka dışı izopropilen grubuna ait metilen sinyalleri 4.73 ve 4.61 ppm’de  ve 4.55 ve 4.67 
ppm’de iki çift olarak izlenmiş, ayrıca bu isopropilen gruplarına ait vinilik metil sinyalleri de 
1.60 ve 1.61’ppm de izlenmiştir. Bileşiklerden intensitesi göreceli olarak kısa olanın C12-13 
(Δ12) arasında ilave bir çifte bağa sahip olduğu saptanmıştır. 

    Tüm bu sonuçlar değerlendirildiğinde bu iki bileşikten birinin lup-20(29)-en, diğerinin 

(daha az yüzdeyle bulunanın, yani intensitesi düşük sinyaller verenin ise olan lup-12,20(29)-

dien olduğu saptanmıştır. 
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SMA-32-35_1 ve SMA -37-38_3. lup-12,20(29)-dien (1H-NMR, CDCl3) 
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6. TARTIŞMA ve SONUÇ

    Bu tez çalışmasında Türkiye’de yetişen Lamiaceae familyasına ait endemik bir adaçayı 

türü olan Salvia marashica bitkisinin biyoaktif bileşenlerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Salvia marashica bitkisi Kahramanmaraş’ın Ahır Dağı’nda yetişmektedir. 

    Bugüne kadar Salvia türleri yapılan çalışmalar sonucunda başlıca sekonder metabolitlerinin 

terpenik bileşikler ve bazı flavonoidler ile diğer fenolik bileşiklerden ibaret oluştuğu 

anlaşılmıştır. Salvia türünün ait olduğu Lamiaceae (Labiatae) familyasına ait sekonder 

metabolitlerle yapılan aktivite çalışmaları sonucunda bu familyaya ait birçok sekonder 

metabolitin, antibakteriyel, antiviral, antioksidan, sitotoksik/antitümör ve antikolinesteraz 

aktivitelere sahip olduğu tespit edilmiştir. 

   Bu çalışmada öncelikle toplanan Salvia marashica bitkisi teşhis edilip gölgede 

kurutulduktan sonra diklorometan, aseton ve metanol ekstreleri hazırlandı. Diklorometan ve 

aseton ekstrelerinin İTK ile içeriğinin çok benzer olabileceği izlenerek bu ekstreler 

birleştirilip SMA (Salvia marashica aseton) olarak kodlandırıldı. İzolasyon işlemine 

ekstrelerin kolon kromatografisi ile fraksiyonlandırılması ile başlandıktan sonra, 

fraksiyonların küçük kolonlarla ve/veya preparatif ince tabaka kromatografisiyle 

saflaştırılması ile devam edildi. Elde edilen bileşiklerin saflığı öncelikle ince tabaka 

kromatografisi ile kontrol edildikten sonra spektral analizleri NMR, LC-MS/MS 

spektroskopik teknikleri kullanılarak yapıldı. Yapılan çalışmalar sonucunda her iki ekstreden 

toplam 10 farklı bileşik edilmiştir. Salvia marashica aseton ekstresinin 5 fraksiyonundan 4 

farklı 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 bileşik (3β-

hidroksiabieta-8,11,13-trien, oleanolik asit, ursolik asit, lupeol, α-amirintetracosanoat, β-

sitosterol) elde edilmiştir. Bunlardan lup-12,20(29)dien, lup-20(29)-en bileşikleri karışım 

halinde elde edilmiş, miktarları az olduğu için saflaştırılamamışlardır. İzole edilen 

bileşiklerden çoğu daha önce diğer bazı Salvia türlerinden elde edilmiş olmasına rağmen bir 

abietan diterpen olan 3β-hidroksi,18-asetoksimetilen-abieta-8,11,13-trien doğadan ilk kez 

Salvia marashica’nın metanol ekstresinden izole edilmiştir. Bu diterpene çok benzeyen 3β-

hidroksi-abieta-8,11,13-trien bileşiğinin ise yarı sentez yoluyla daha önce elde edilen asetil 

türevinin hidrolizi sonucu elde edildiği, doğadan ise ilk kez bu tez çalışmasında izole edildiği 

belirlenmiştir. 
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    Hazırlanan diklorometan+aseton ve metanol ekstrelerinin önce total fenolik ve total 

flavonoid miktarlarına bakılmış ve ekstrelerin fenolik bileşiklerce flavonoitlerden daha zengin 

olduğu anlaşılmıştır. Antioksidan aktiviteleri ise DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, β-

karoten-linoleik asit yöntemi, ABTS katyon radikali giderimi ve CUPRAC yöntemleriyle 

incelenmiştir. LC-MS/MS ile aseton ve metanol ekstrelerinin kalitatif ve kantitatif analizleri 

yapılmıştır. Sonuç olarak metanol ekstresinin hem fenolik hem de flavonoid içerik 

bakımından aseton ekstresinden daha zengin olduğu tespit edilmiştir. Metanol ekstresinin 

özellikle birçok bitkide ve adaçayı türlerinde yoğun bulunan polifenolik yapıdaki güçlü bir 

antioksidan olan rosmarinik asit bakımından zengin olduğu belirlenmiştir. Metanol ekstresi 

bunun dışında kafeik asit, tannik asit, kuinik asit, hesperidin, prokateşik asit, malik asit, 

kamferol, 4-OH-benzoik asit, sinapinik asit, kumarik asit, apigenin bileşikleri açısından 

zengindir. Aseton ekstresi ise metanol kadar yüksek miktarda olmamakla birlikte rosmarinik 

asit, kafeik asit, vanilin, 4-OH-benzoik asit, sinapinik asit, malik asit, prokateşik asit, luteolin, 

kamferol, apigenin içermektedir. Bileşiklerin kolinesteraz inhibisyon aktiviteleri 

asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerine karşı in vitro Ellman yöntemleriyle test 

edilmişlerdir. Butirilkolinesteraz enzim inhibisyonunda ise bitkinin metanol ekstresinin aseton 

ekstresinden daha aktif olduğu ve 200 µg/mL konsantrasyonunda standart olarak kullanılan 

galantamine yakın aktivite gösterdiği belirlenmiştir. Her iki ekstrenin ayrıca sağlıklı fibroblast 

L929 hücrelerine ve A549 akciğer kanser kücrelerine karşı sitotoksisitesi incelenmiş ve her 

iki ekstrenin sağlıklı L929 hücrelerine karşı genelde sitotoksik olmadığı ve en yüksek 

konsantrasyonda bile en az % 80 hücrenin canlı kaldığı belirlenmiştir. Buna karşın, akciğer 

kanser hücresine karşı metanol ekstresi pek bir etki göstermezken aseton ekstresinin orta 

derece sitotoksik olduğu saptanmıştır.  

   Yapıları aydınlatılan bileşiklerin yanısıra elde edilen bazı bileşikler tam olarak 

saflaştırılamadığından yapıları tayin edilememiştir. Fakat genelde bu bileşik karışımlarının 

alınan NMR spektrumlarından triterpenik bileşiklerden ibaret olduğu izlenimi alınmıştır. 

Özellikle Salvia marashica bitkisinin triterpenlerce zengin olduğu belirlenmiş ve bu 

triterpenik bileşikleri taşıyan, fakat kolayca saflaştırılamayan fraksiyonların daha sonra 

aktivitelerinin daha detaylı olarak araştırılması ve mümkünse saflaştırılması gerektiği 

hedeflenmiştir. 

103 



   Sonuç olarak Salvia marashica bitkisinden elde edilen saf di- ve triterpenlerin çoğunun 

genelde yüksek antioksidan ve antikolinesteraz aktivite göstermesi Salvia türlerinin potansiyel 

ilaç ajanları olarak daha detaylı araştırılması ve bazı daha aktif türevlerinin yarı-sentezle elde 

edilerek Türkiye’nin değerli bir doğal kaynağı olan bu endemik bitkisinin 

değerlendirilmesinin gerekliliğine  bir kez daha işaret etmiştir. 
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