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BEYAN

Bu tez galismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine
bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranigimin olmadigini1 beyan ederim.

Kiibra ERDUGAN
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CISTUS CRETICUS L. VE CISTUS LAURIFOLIUS L. STANDARDIZE
EKSTRELERININ HAZIRLANMASI VE BiYOLOJIK ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Cistaceae (ladengiller) familyas: iliman bdlge olarak oOzellikle kuzey yarim
kiirede, akdeniz ikliminde dagilis1 olan toplam 8 cins 180 tiir bulunduran bir
familyadir. En 6nemli iiyesi ise Cistus L. cinsi diinyada 21 Tiirkiye’de ise 5 tiir ile
temsil edilmektedir. Cistus L. tiirleri iilkemizde genel olarak ‘karagan, pamukluk,
laden‘gibi isimlerle bilinmektedir.

Cistus tiirleri halk arasinda ozellikle kisirlik, yiiksek ates, iilser, deri hastaliklari,
romatizma, idrar yolu rahatsizliklari, antidiyabetik ve anti-enflamatuvar gibi
kullanim alanlar1 bulunmaktadir.

Bu calismada Cistus creticus ve Cistus laurifolius bitkilerinin antioksidan,antiiilser
ve antikanserojen yonden degerlendirmesi yer almaktadir. Yapilan bu calismada
elde edilen veriler Cistus creticus ve Cistus laurifolius bitkilerinin tibbi
ozelliklerinin aydinlatilmasina katli saglanmasi amaglanmistir.

Cistus creticus ve Cistus laurifolius bitkilerinde total fenolik madde miktar
belirlenirken Folin-Ciocalteu metodu kullanilmigtir.  Bitkilerin toprak {istii
kisimlarinin  likit ekstrelerinin  fenolik madde miktar1 % 3,9 ile % 22,4
araligindadir. Total flavonoit madde miktar ise aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemi ile belirlenmistir. Bitkilerin toprak tistii kisimlarmin likit ekstrelerinin
flavonoit madde miktar1 % 0,3 ile % 14,6 olarak belirlenmistir. Antioksidan
kapasitesi ise DPPH yontemi kullanilirak belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda Cistus creticus ve Cistus laurifolius
bitkilerinin halk arasindaki kullanimlarida dikkate alinarak ila¢ sektoriinde oncii
bir hammadde olarak kullanilabilecegi, iilkemizde olmayan Avrupa’da ise
kullanimi yaygin olan preperatlar1 konusunda bilgi verilmistir. Bu caligmada
ayrica Cistus creticus ve Cistus laurifolius bitkilerinin antioksidan 6zelliginden
bahsedilerek yiiksek radikal siipiiriicii etkinligine ve antienflamatuvar etkinligine
deginilmistir.

C.creticus ve C.laurifolius bitkilerinin ilkemizde dogal olarak yetismesi nedeniyle
bitkisel kokenli ilag hammaddesi agisindan degeri vurgulanmistir. Genis yayilim
alan1 gosteren ve dogal olarak yetisen bu iki tiir zengin fenolik icerigi nedeniyle
ilag adayr molekiillerin elde edilmesinde potansiyel olarak kaynak olabilecegi
diistiniilebilir

Anahtar Kelimeler: Cistus creticus, Cistus laurifolius, Extract, Fenolik bilesikler
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CISTUS CRETICUS L. AND CISTUS LAURIFOLIUS
L. PREPARING STANDARDIZED EXTRACTS AND INVESTIGATION
OF THE BOLOGICAL EFFECTS

SUMMARY

Cistaceae (ladengiller) family is a family consisting of 180 species in total, 8
genera, which are distributed in the Mediterranean climate, especially in the
northern hemisphere, as the temperate zone. The most important member of the
genus Cistus L. 5 is represented by 21 species in the world and in Turkey.

Cistus L. species are generally known in our country with names such as
"blackberry, cotton bush, and laden".Cistus species are used among the public,
especially in infertility, high fever, ulcers, skin diseases, rheumatism, urinary tract
diseases, antidiabetic and anti-inflammatory. This study includes the evaluation of
Cistus creticus and Cistus laurifolius plants in terms of antioxidant, antiulcer and
anticarcinogenic. The data obtained in this study is aimed to enlighten the
medicinal properties of Cistus creticus and Cistus laurifolius plants.The Folin-
Ciocalteu method was used to determine the total amount of phenolic matter in
Cistus creticus and Cistus laurifolius plants. The phenolic content of the liquid
extracts of the above- ground parts of the plants is between 3.9% and 22.4%. The
total flavonoid content was determined by the aluminum chloride colorimetric
method. The flavonoid content of the liquid extracts of the above-ground parts of
the plants was determined as 0.3% to 14.6%. Antioxidant capacity was
determined using the DPPH method.In line with the results obtained, information
was given about the preparations that Cistus creticus and Cistus laurifolius plants
can be used as a pioneering raw material in the pharmaceutical industry, taking
into account their use among the public, and their use in Europe, which is not in
our country. In this study, the antioxidant properties of Cistus creticus and Cistus
laurifolius plants were mentioned, and their high radical scavenging activity and
anti-inflammatory activity were mentioned.

Since C.creticus and C.laurifolius plants grow naturally in our country, their value
in terms of herbal-based pharmaceutical raw materials has been emphasized.
These two species, which show a wide range and grow naturally, can be
considered potentially a resource for obtaining drug candidate molecules due to
their rich phenolic content.

Keywords: Cistus creticus, Cistus laurifolius, Extract, Phenolic compounds
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1. GIRIS VE AMAC

Serbest radikaller electron fazlalig1 yada azligi olan molekiiller olup, yiiksek
enerjiye sahiplerdir. Serbest radikaller hiicrenin igerisinde, mitokondride
sekerlerin ve yag asitlerinin sindirilmesinin sonucunda yan {iriin olarak ortaya

cikarlar.

Serbest radikaller elektron azlig1 durumunda hiicre zarindan ve hiicre i¢indeki
RNA ve DNA’dan almaya calisirlar, bu sirada hiicre zarina zarar verirler. Hiicre
zar1 bu zarar1 onaramazsa kanser hiicrelerinin olusumu, Alzheimer, Vitiligo gibi
birgok hastalik ortaya c¢ikmaya baslar [1,2]. Antioksidanlar ise; serbest
radikallere fazla elektronlarin1 veya hidrojenlerini vererek serbest radikalleri

kolayca etkisiz hale getiren molekiillerdir [3].

Bu ¢aligmanin amaci, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve son yillarda kullanimi
da artan Cistus creticus ve Cistus laurifolius tiirlerinin tibbi &zelliklerinin
aydinlatilmasima katki saglamaktir. Bu tezde ayrica {ilkemizin endemik
bitkilerinden olan Cistus creticus ve Cistus laurifolius tiirlerinin insan saglig

agisindan dneminin arastirilmasida amaglanmistir.

Hedeflenen amag¢ dogrultusunda gerekli literatiir ¢alismalar1 yapilmigtir. Cistus
creticus ve Cistus laurifolius tiirlerinin total fenolik madde miktari, total
flavonoid madde miktari, DPPH yontemi ile antioksidan aktivite tayini, fenolik
ve saponin bilesen tayini bakilmistir. Her iki bitkininde toprak iistii kismi ve

yaprak kisimlar1 kullanilmastir.

Ulkemizde ve diinyada ise giin gectikge bitkiler ve bitkilerden hazirlanan
tirtinlere karsi olan talep artmaktadir. Bu nedenle bir¢ok hastaligin tedavisinde

bitkiler ve bitkisel kdkenli preperatlar kullanilmaktadir.

Standardize  ekstrelerin  hazirlanmast  ve  bu  ekstrelerin  Avrupa



Farmakopesin kalitesinde tiretilebilmesi, tilkemiz i¢in bitkisel ilag¢ sanayiinin ham
madde teminini yerli kaynaktan elde edilmesi acisindan olduk¢a Onem
tasimaktadir. Bu ¢alismada bu {iriinlerin iilkemizde {iretilebileceginin ortaya

konmast ve ekonomimize yeni bir sektor olusturulmasinda oncii olmak

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Cistaceae Familyasi

Genel olarak cal1, ¢cok veya tek yillik otsu bitkiler olmakla birlikte; stipulali veya
stipulasiz yapraklar basit konumlanmis ve karsiliklidir. Sepaller ise 3 yada 5,
genel olarak esit degildirler. Aktinomorfik korolloya sahiptirler. Petaller ise 5
adet serbest, sar1, pembe yada beyaz, disiiciidiir. Cok sayida stamen bulunur ve
serbest haldedirler. Ust durumlu ovaryum, 3 -10 Karpel, stilus ise tektir. Meyve
ise bu familyada lokulusit kapsuladir. Tohumlar ise 3 yada daha fazla sayida
olmaktadir [10,11].

2.2. Cistus L. Cinsi

Cal1 seklinde olan bitkiler genel olarak stipulasiz, sapli yaprakli ve karsiliklidir.
Genel olarak diizgilin govdeleri ve karsilikli bol dallidirlar. Buradaki en 6nemli
ozellik ise ekli veya demetler halinde olan yapraklar basit epidermal tiiyler
(trikomlar) ile kaplidir. 5 adet veya 3 adet sepal bulunmakta. Digta bulunan
sepaller ya igtekiler kadardir ayda daha biiyliktiir. Pembe yada beyaz petallere
sahiptirler. Stamenlerin hemen hemen hepsi verimlidir. Kisa sapl stigma ya da

diiz bir stilus tizerindedir. Karpeller genel olarak 10 veya 5 adettir [10,11].

2.3. Cistus Tiirlerinin Yayilis1

Cistaceae (ladengiller) familyas1 1iliman bdolge olarak o6zellikle kuzey yarim
kiirede, akdeniz ikliminde dagilis1 olan toplam 8 cins 180 tiir bulunduran bir
familyadir Sekil 2.1 de Tiirkiye’de dagilis1 gosterilmistir. En 6nemli iiyesi ise

Cistus L. cinsi diinyada 21 Tirkiye’de ise 5 tiir ile temsil edilmektedir. Cistus L.



tirleri iilkemizde genel olarak ‘karagan, pamukluk, laden‘gibi isimlerle
bilinmektedir. Bu cins genel olarak hos kokulu olduklari i¢in parfiimeri, kozmetik
ve siis bitkileri sektorlerinde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica yanmaya karsi

direngleri nedeniyle orman yanginlar1 gibi afetlerin bliyiimesinde kullanilmaktadir
[72].

TAKSON KARSILASTIRMASI

© Cistus creticus

@ Cistus parviflorus

O Cistus salviifolius

@ Cistus monspeliensis
@ Cistus laurifolius

Sekil 2.1 : Cistus sp.’nin Tiirkiye’de dagilis1 [63].

2.4. Sistematik

Cistaceae familyasi 8 cins ve 180 tiir olarak olusmaktadir. Cinsin taksanomik
olarak ayrimu ise sekil, yaprak sayilari, ¢icek sekli ve rengi, meyve durumlari
gibi morfolojik ozellikleri dahil olmak tizere fenotip olarak gozlemlere dayali
yapilmistir [62].

Alem: Plantae

Alt alem: Tracheobionta

Ust sube: Spermatophyta (tohumlu bitkiler)

Sube: Magnoliophyta (¢igekli bitkiler)

Sinif: Magnoliopsida (dikotiledonlular)

Alt siif: Dilleniidae

Takim: Violales

Familya: Cistaceae

Cins: Cistus L.



Sekil 2.3 : Cistus laurifolius genel goriiniimii [85].



2.5. C. Creticus ve C. laurifolius Tiirleri I¢in Tayin Anahtar

1.pembe ¢igekler; simoz terminal (ugta); sepal 5 tane ve yuvarlak ve tabanda.

2.Simoz gevsek yapida; cicekler 3-5(-6) cm boyunda; yapraklar tsttedir yesil
renk, stilus stamenlere esit boy [25,26].

Cistus creticus

1.Cicekler beyaz renkte; simoz lateral; Sepal 3 veya 5 adet, eger sepal 5 tane ise
tabanda kalp seklindedir ve distaki 3 sepal icteki 2 sepalden daha genis
olmaktadir [25,26].

2. Sepal 3 tane ise

Cistus laurifolius
2.6. Cistus laurifolius L.

Cali formunda olan bitki genelde 30 ile 60 cm’ye kadar yiikselebilmektedir.
Yumurtamsi1 formda yapraklar1 vardir. Bu bitkilerin en karakteristik 6zelligi
yapraklarin her iki yiizeyinde yildizsi tiiylerle kapli olmasidir. Cigekler ise 1 ile 3
adet arasinda bulunmaktadir ve ¢icekler beyaz renktedir. Maki alanlarinda sikg¢a
goriilmektedir. Halk genel olarak bu bitkiyi ‘laden, yavsancil, karakan yapragi,
kaya giili’ gibi isimlerle anmaktadir. Bitki genel olarak mayis — haziran
aylarinda ¢igeklenmektedir. Ulkemizde ise yayilis olarak i¢ Anadolu, Akdeniz,
Trakya ve Bat1 Anadoluda goriilmektedir [10, 73,74]. Genel goriiniisi Sekil 2.3

de gosterilmistir.

2.7. Cistus creticus L.

Genel olarak 100 cm gibi bir boya ulasan calilardir. Yapraklar1 yumurta gibi
goriiniimde ya da laminasi elipse benzer sekilde olabilir. Yapraklar pinnat
seklinde damarlanma gosterirken renk olarak yesil ya da yesilimsi bir renktedir
genel olarak. En onemli ozelliklerden biri olansa yapraklarin yildizs: tiiylerle
kapli olmasidir.3 ile 15 mm ¢apina ait yaprak saplar1 bulunmaktadir. Toplamda

5 adet tag¢ yaprak bulunmaktadir. Cicekler kimoz yapidadir ve eflatuna benzer



pembe bir renge sahiptir. Meyveler ise basik ve sik tiylidiir. Kayalik ve kurak

yerlerde goriilebilmektedir [74].

Cistus creticus sistematigi hakkinda birden fazla fikir bulunmaktadir. Bazi
kaynaklarda bu tiiriin C.albidus x C.crispus hibridi oldugu kabul edilirken bazi
kaynaklarda ise bu tir C. creticus subsp. Eriocephalus olarak
isimlendirilmektedir. [82,83] Yapilan son giincellemelere ve kaynaklara gore
Cistus x incanus subsp. creticus = C. creticus subsp. creticus oldugu

distintilmektedir [84]. Genel goriiniisii Sekil 2.2 de gosterilmistir.

2.8. Cistus L. Tiirlerinin Kimyasal Bilesimi

Yapilan calismalar sonucunda elden edilen bilesikler yapilarina gore; ugucu
yaglar (seskiterpen ve monoterpenler), fenolikler (flavonoitler, flavanoller,
lignan tipi glikozitler) ve diger terpenik yapilar (diterpen ve triterpenler) olarak

ayrilmistir.

C. creticus subsp. creticus 92 terpen (36 monoterpen, 35 seskiterpen ve 21

diterpen) ve 12 fenilpropanoid-flavonoid bulunmaktadir [61].

C. laurifolius, ana fenilpropanoid kaynagidir (44 flavonoid, 6 fenolik ve 7 tanen)
ve ayrica 4 terpen (1 labdan tipi diterpen ve 3 klerodan) ve 1 karbonik bilesik
icerir [61].

Benzer sekilde, bircok monoterpen ve oksijenli monoterpen, Yunanistan'da
Girit'in farkli bolgelerinden toplanan creticus yapragi ve ugucu yaginda

goriilmiistir [61,22].

C. creticus subsp. Reginesinden salgilanan ugucu yaglarin analizinde birkag
seskiterpen ve oksijenli seskiterpen varligini ortaya ¢ikarmistir. Birkag

diterpende mevcuttur [61,22].

Flavanoidler ise quercetin, myricetin, kaempferol, apigenin ve bunlarin
tiirevlerini igeren ¢esitli flavonoidler, olarak goriilmektedir ve ayni flavanoidler

C.laurifolius tiiriindede gorilmistiir [61].

Ayrica geng C. laurifolius yapraklarinin yaprak reginesinde saptanan flavonol
aglikonlar1 quercetin  5,3'-dimetil eter ve quercetin 3,5,3'-trimetil eter

tanimlanmis ve karakterize edilmistir [61].



2.8.1. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler o6zellikle antioksidan dedigimiz sinifin énemli bir grubunu
olusturur. Bitkilerde dogal halde bulunan bu bilesikler 6nemli sekonder
metabolitlerdir.

Fenolik bilesiklerin ozellikle son yillarda iizerinde yapilan c¢alismalarda
antioksidan aktivitelerinin olduk¢a yiiksek oldugunu ortaya koyan sayisiz
calisma yapilmistir. Biiylik Olgiide sebze ve meyvelerde bulunan ve saglik
tizerine olumlu etkilerinden bahsedilen fenolik bilesikler; biiyltime ve lireme gibi
durumlarda patojenlere karsi koruyucu olmalar1 disinda olumsuz i¢ ve dis
kosullara karsida bir koyurucu gorevde bulunduklart yine ¢alismalarda
kanitlanmistir [76]. Fenolikler genel olarak suda c¢oziinen, hidroksil grubu

barindiran genis bir gruptur [75].

2.8.2. Flavonoidler

Flavonoidler, fenolik bilesiklerin oldukca genis bir grubudur. Bu grupta;
flavonoller (kaemferol, kuersetin), flavanoller (epikatesin, katesin, epikatesin
galat), antosiyaninler, izoflavonoidler (genistein), flavonlar (apigenin),
flavononlar (naringin, naringenin), kumarinler, lignin gibi 6nemli maddeler
bulunmaktadir. Flavonoidlerin bir diger adi ise bitkisel pigmentlerdir. Sadece

1990 yilina kadar bile 5000°den fazla flavonoid alt birimi tespit edilmistir [77].

Yapi1 olarak ise flavonoidler yapilarinda C6-C3-C6 olarak iki fenil halkasi ile
propan zincirinin birlesmesinden meydana gelmektedir ve genellikle 15 karbon
atomuna sahiplerdir. Toplamda flavonoitler 6 alt gruba ayrilmaktadirlar
(Flavonlar, flavonoller, protoantosiyanidinler, antosiyanidinler, Kkatesin,
16koantosiyanidinler) [78]. Elde edilen bazi flavanoidler Sekil 2.4'de

gosterilmistir.



OR;

Sekil 2.4: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi1 flavonoidler.

Tablo 2.1: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavonoidler.

Bilesik Bitki
Naringenin -7- C.laurifolius[12]
metil eter

2,3- C.creticis [13]

Dihidromirsetin

Luteolin C.laurifolius [14]




01

OH o

Sekil 2.5 : Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavonoidler.

Tablo 2.2 : Cistus L. tiirlerinden elde edilen baz1 flavonoidler.

Bilesik Bitki

Kamferol C.creticus [14]
Kamferol 3- metil eter C.creticus[14]
Kamferol 3,7- C.laurifolius[15]
dimetil eter

(jaranol)

Kamferol 3-O- S
D- Glukopiranozit

C.creticus[16]

Apigeni C.laurifolius [15]
prgenin C.creticus [14]
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Sekil 2.6 : Cistus L. tiirlerinden elde edilen baz1 flavonoidler.

Tablo 2.3 : Cistus L. tiirlerinden elde edilen baz1 flavonoidler.

Bilesik Bitki

Kersetin C.creticus [14]
Kersetin 3-metil eter C.laurifolius[15,17]
Kersetin 3- O-f-D- C.creticus[16]
Glukopiranozit

Kersetin 3-O-a-D C.laurifolius[15]
ramnozit

R;0

Sekil 2.7 : Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavonoidler.

Tablo 2.4 : Cistus L. tirlerinden elde edilen bazi flavonoidler.

Kersetin 3,4'- C.laurifolius[15]
dimetil eter
Kersetin 5,3'- C.laurifolius[18]
dimetil eter

Kersetin C.laurifolius[18]
3,5,3'-trimetil
eter
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Sekil 2.8: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavanoidler.

Tablo 2.5: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavonoidler.

Bilesik Bitki
Mirsetin C.creticus[14]
Mirsetin 3-O-B-D galaktopiranozit C.creticus[16]
Mirsetin 3-O-a-L-

ramnopiranozit C.creticus[16]

2.8.3. Flavanoller

Flavonoidler kendi iclerinde merkez halka olan C halkasinin oksidasyon
durumuna gore alti basliga ayrilirlar. Bu basliklar sunlardir: flavonlar,
flavonoller, flavanoller, flavanonlar, izoflavonlar ve antosiyaninler.
Flavanollerin kimyasal 0zellikleri, bilesiklerin biyoyararlanimini etkiler ve
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesine yardimci olur. Ayrica flavonoidler
antidiyabetik, antiinflamatuar, antikanser ve noroprotektif ozelliklere sahiptir

[80]. Elde edilen baz1 flavanoller Sekil 2.9’de gosterilmistir.

12



OH

HO O
OH

OH

Sekil 2.9: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavanoller.

Tablo 2.6: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavanoller.

Bilesik Bitki
Gallokatesin C.creticus[19]
Katesin C.creticus[19]
Gallokatesin 3- O- gallat C.creticus[19,
20]
Katesin 3-O-
o-L- regiyozit C.creticus[19,20]
R
OH

OH

OH

OH|

OH
Sekil 2.10: Cistus L. tiirlerinden elde edilen baz1 flavanoller.
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Tablo 2.7: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavanoller.

Bilesik Bitki

Gallokatesin- C.creticus[19,20]

(40—38)-

gallokatesin

Gallokatesin- C.creticus[19,20] C.creticus[19]
(4a—38)- katesin

Katesin-

(4a—8)- C.creticus[19]

gallokatesin

Katesin (40— 8)-

katesin

OH
OH
B’?
OH
HO
OH

HI

Sekil 2.11: Cistus L. tiirlerinden elde edilen baz1 flavanoller.

14



Tablo 2.8: Cistus L. tiirlerinden elde edilen baz1 flavanoller.

Bilesik Bitki
Epigallokatesin-(45—8)- C.creticus[21]
gallokatesin
Epigallokatesin- (45—8)- C.creticus[20,21]
katesin
Epikatesin- (45— 8)- katesin C.creticus[19]

Epigallokatesin 3-O-gallat-
(4p—28)-epigallokatesin 3-O-

C.creticus[19]
gallat
Epigallokatesin- 3-O-gallat- C.creticus[21]
(45— 8)-gallokatesin
R
OH
OH

HO Ry

OH

Sekil 2.12: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavanoidler.
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Tablo 2.9: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavanoller.

Bilesik

Bitki

Epigallokatesin-
(4a—6) katesin
Epikatesin-
(4p—6)- katesin
Gallokatesin-
(4o—06)-
Gallokatesin
Epigallokatesin
3- O-gallat
(45—6)-
gallokatesin

C.creticus[19]

C.creticus[21]

C.creticus[19]

C.creticus[21]

OH

OH

OH

OH

OH

OH

Sekil 2.13: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavanoidler.

16
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Tablo 2.10: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi flavanoller.

Bilesik Bitki
Gallokatesin- (40— 8)- C.creticus[19]

gallokatesin-(40—8)-
katesin
Gallokatesin-(4a—8)-
. C.creticus[21]
gallokatesin- (4a—8)-

gallokatesin

2.8.4 Lignan glikozitleri

Lignanlar onemli fitodstrojenik aktiviteye sahiptirler. Bir¢ok biyolojik
aktiviteleri uyaranlari olarak bilinmektedirler. Bu aktiviteler 6zellikle antitimor
aktivite, antioksidan aktivite, antibakteriyel aktivite, antiviral ve antifungal
aktivitelerdir. Lignanlarin farmakolojik olarak stres azaltici aktivite ve anti-
enflamatuvar aktiviteyi sagladiklari goriilmistiir. Lignanlarin &zellikle insan
saglig1 acisindan yararli fito- Ostrojenik etkileri nedeniyle prostat ve meme
kanseri gibi hormon iligkili kanserlerde, menopoz semptomlarini,
kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve osteoporozu azaltmay1 hatta 6nlemeye yardimci
oldugu gorilmistir [81]. Elde edilen lignan glikozitleri Sekil 2.14’te
gosterilmistir.

H;CO OH

Sekil 2.14: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi
lignan glikozitleri.
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Tablo 2.11: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi lignan glikozitleri.

Bilesik Bitki
Olivil 9-O-p-D- C.laurifolius[15]
ksilozit

Bersemol 9-O-a- L- C.laurifolius[15]

ramnozit

H,CO

Ram=0

OCH,

Sekil 2.15: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi lignan glikozitleri.

Tablo 2.12: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi lignan glikozitleri.

Bilesik Bitki

2,3-dihidro-2-(4"-a- L-

ramnopiranoziloksi-3'-

metoksifenil)-3-

hidroksimetil-7- metoksi- C.laurifolius[15]
5-

benzofuranpropanol

2.8.5. Ucucu yaglar

Cistus creticus ugucu yaginda yapilan analizde monoterpenler, seskiterpenler,
diterpenler, labdan tip diterpenler, aldehitler, alkanlar, esterler, yag asitleri,

ketonlar gibi bilesikler tespit edilmistir. GC/MS analizi yapilan bagka bir
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calismada ise ana bilesenleri, a-kadinen, viridiflorol, bulnesol, ledol, a-kopaen,
B-selinen, kubenen, manoil oksit ve 13-epi-manoil oksit oldugu gorilmiistiir.
Cistus creticus ‘ladano’ adli reginesinden ise; ribenol, ribenol asetat, ent-13-epi-
manoil oksik, malonik asit ile esterlesmis diterpenler elde edildigi goriilmiistiir
[22,6,23].

Cistus laurifolius bitkisinde ise GC/MS analizinde ugucu yagmin ana bileseni
borneol ve nonakozan olduklar tespit edilmistir [24]. Baz1 ugucu yag bilesenleri

Tablo 2.13.’de gosterilmistir.

Tablo 2.13: Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi ugucu yaglar ve terpenik bilesikler.

Bilesik Bitki

-Okso-8-hidroksi labdan-  C.laurifolius Labdan tip diterpen[25]
15-oiGlL C.laurifolius Labdan tip diterpen [25]
metil ester o

6.8.Dihidroksi- labdan T Labdan tip diterpen [26]
15 oik asit C.laurifolius Labdan tip diterpen [26]

Salmantik asit
Labdan tip diterpen [26]

Salmantik asit C.laurifolius
e esie C creti Labdan tip diterpen [23]
Salmantidiol .Creticus

13-Labden-8,15- diol
15-Asetoksi-13- labden ~ C-Creticus

Laurifolik asit

Labdan tip diterpen [27]

13-Labden-6- asetoksi- C.laurifolius Labdan tip diterpen [28]
8- hidroksi- 15-oik asit ~ C-laurifolius Labdan tip diterpen [25]
13-Labden-6,8,15- TIT .

C.laurifolius Labdan tip diterpen [25]
triol
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Tablo 2.13 (devam): Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi ugucu yaglar ve

terpenik bilesikler.
Bilesik Bitki
Labd-13-en-15-il C.creticus Labdan tip

malonik asit

8-Hidroksi-13-
labden-15-0ik asit

metil esteri

Labd-7,13-dien- 15-

il malonik asit

Labd-7,13-dien- 15-
il malonik asit metil
esteri

15-Asetoksi- 7, 13-
labdadien

7, 13-Labdadien-
15-ol

Labd-14-en, 8,13-
epoksi

(Manoil oksit)

3-Asetoksi- labd-
14-en, 8,13-epoksi
(Ribenol Asetat)
di-[(13)-labd-7,13-
dien, 8-0l-15-il]

malonat

C.creticus

C.creticus

C.creticus

C.creticus

C.creticus

C:creticts

C.creticus

C:creticus

diterpen [29]

Labdan tip
diterpen [5]

Labdan tip
diterpen
[22,23,29]

Labdan tip
diterpen[22,2
3,29]

Labdan tip
diterpen
[23,14]

Labdan tip
diterpen [14]

Labdan tip
diterpen[23,14,3
0,22]

Labdan tip
diterpen [23]
Labdan tip
diterpen [23,22]
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Tablo 2.13 (devam): Cistus L. tiirlerinden elde edilen bazi ugucu yaglar ve

terpenik bilesikler

Bilesik Bitki
di-[(13)-Labd-13- C.creticus Labdan tip
en-8-ol-15-il] diterpen
malonat [22,23]
Labd-14-en-8,13- C.creticus Labdan tip
diol (Sklareol) diterpen [31]
Kaur -16-en C.creticus Labdan tip

diterpen [30]

[-sitosterol-3-O-4- C.laurifolius  Triterpen[15]
glukozit

5-O-p-Kumaroil C.laurifoliis  [15]

kinik asit metil

esteri

inozitol 1-O-metil C.laurifolius [28]

inozitol, 1-O-metil-

, 3,4,5,6-tetraasetat C.laurifolius [28]
Eskulin C.creticus [16]
p_

Hidroksiasetofenon C.laurifolius [28]

glukozit(Salinigrin)
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2.9. Cistus LTiirlerinde Daha Once Yapilan Cahsmalar

2.9.1 Sitotoksik aktivite

C.creticus bitkisinin toprak iistii kismindan elde edilen diterpenler ii¢ tip kanser
(16semi, insan rinofarinks kanser, insan bronsiyal epidermoid karsinoma) hiicre
dizisi lizerinde denenmistir. Bu diterpenlerden bazilari hafif etkili, orta etkili ve
kanser hiicrelerine kars1 oldukea yiiksek etkili bulunmuslardir [4,48,6,].
C.creticus bitkisinin sulu ekstresinin ise insan 10kosit hiicrelerinin DNA
sentezini inhibe ederek azalttigi ve bu hiicreler iizerinde sitotoksik etkilerinin
oldugu bulunmustur [48].

C.creticus regine kismindan elde edilen labdan tip diterpenler akut lenfoblastik
16semi, Burkitt lenfoma hiicreleri iizerinde etkili olarak goriilmiistiir. Ayrica
yine elde edilen bazi labdan tip diterpenlerin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
Onleyici etki gosterdigi goriildii (meme kanseri,merkezi sinir sistemi kanseri,
akciger kanseri, kolon kanseri) [6].

Cistus creticus’un ladona adi verilen reginesinden ise elde edilen bir diterpenin
16semi hiicreleri lizerinde sitotoksik olarak etkili bulunmustur [23].

Yine Cistus creticus’tan elde edilen labdan tip bir diterpen olan sklareoliin
cesitli kanser hiicrelerinde ¢ogalmayi inhibe edici ve sitotoksik aktivitesi
goriilmiistiir. Ozellikle sklareoliin kolon kanseri, 16semi, meme kanseri gibi
bir¢ok kanser tiiriinde sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir [49-51].

Ayrica Cistus creticus’un bazi antikanser ilaglarinin (doksorubisin, etopozit,

sisplatinin) etkinligini artirdigi bulunmustur [52].

2.9.2. Antimikrobiyal aktivite

Cistus creticus_‘dan elde edilen labdan tip diterpenlerin S.aureus, P.aeruginosae,
KI. Pneumoniae bakterileri iizerinde ampisilinden daha ytiksek etki gostermistir.

Bu elde edilen diterpenler ayrica candida albicans tizerinde etkili olmustur [4].

Cistus creticus inflizyon ile hazirlanan ¢aymin agiz i¢i bakteri kolonizasyonunu

onemli Olgiide azalttig1 goriilmiistiir [53,54].

Cistus creticus 'un recinesinden elde edilen labdan tip diterpenlerin yar1 sentetik
karbamidik esterleri, gram negatif ve gram pozitif bakterilere ve patojen

mantarlara kars1 6nemli 6l¢lide antimikrobiyal aktivite gostermistir [55].
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Tiirkiye’de yetisen toplam 5 Cistus tiirii tizerinde C. monspeliensis, C. parviflorus,
C.salviifolius, C. Laurifolius, C. Creticus antimikrobiyal aktivite caligmalari
yapilmaktadir. Bu c¢aligmalar sonucunda hazirlanan farkli ekstrelerin tamaminda
S. Aureus’a karsi yiikksek bir etki gostermistir. Ayrica bitkilerin n-butanol
ekstreleri E. coli’ ye karsi etkili bulunmustur [7]. Cistus laurifolius 'un kloroform
ekstresi ise helicobacter pylori tlizerine MIC degeri standart antibiyotiklere en

yakin bilesigin kersetin-3-metil-cter oldugu bulunmustur [56].

2.9.3 Antioksidan aktivite

Cistus laurifolius bitkisinin yapraklarinin metanollii ekstresinde antioksidan
aktivite bakilmistir. Aktif bilesiklerin tespiti yapilmis iki fenolik grup nedeniyle
bir lignan glikoziti olan olivil 9-O-p-D-ksilozit en yiiksek antioksidan aktiviteyi
gostermistir. Yapilan farkli bir ¢alismada ise lipid peroksidasyon iizerine etkisi
Ol¢iilmiis, goriilen etki {izerine yapilan izolasyonda aktif bilesigin kersetin-3,7-

dimetil-eter oldugu bulunmustur [15,57].

2.9.4. Analjezik aktivite

Cistus laurifolius 'un Kloroformlu ekstresinde analjezik etkisi oldugu goriilmiistiir.
Bunun yaninda yapilan farkli bir ¢alismada ise Cistus laurifolius bitkisinin aktif
bilesenleri izole edilmis ve izole edilen tiim flavonoitlerin analjezik aktivite
gosterdigi  gorilmustiir (3,7-O-dimetilkersetin, 3-O-metilkersetin ve 3,7-O-
dimetilkemferol) [58,59].

2.9.5. Diger farmakolojik aktiviteler

Cistus laurifolius 'un gastrik ve duedonal lezyonlara karsi antiasit aktivitesi

saptanmistir [9].

Cistus laurifolius meyvesi ve Cistus creticus’'un Yyaprak ve meyvesinin

metanollii ekstreleri antikoagiilan aktivite gostermistir [60].

2.9.6. Saghk iizerine yapilan ¢cahsamalar

Cistus L.tiirleri halk arasinda 6zellikle kisirlik, yiiksek ates, tilser, deri hastaliklari,
romatizma, idrar yolu rahatsizliklari, antidiyabetik ve anti-enflamatuvar gibi
kullanim alanlar1 bulunmaktadir [32-34,7,9].
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Birgcok Cistus L. tiirleri lizerinde yapilan g¢alismalarda ise, antibakteriyel,
antifungal, antiiilser, antioksidan, antispazmodik, hipotansif aktivite, antiviral

gibi etkiler gostermistir [4-6,35-37,31,23].

Cistus creticus ile hazirlanan bir ekstrede (CYSTUSO052) influenza A viriisiine
kars1 (kus gribi) etkisi goriilmiistiir [38,39].Hazirlanan CYSTUSO052 ekstresi iist
solunum yolu rahatsizlig1 yasayan hastalarda ise semptomlart olumlu yonde
azalttign goriilmiistiir [40,41]. Ozellikle sulu etanollii ekstrelerin ise grip
virlisine ve Ust solunum yolu enfeksiyonlarindan korunma ve tedavi amaci ile

patentli olarak kullanilmaktadir [42].

Cistus laurifoliusun yapraklarindan hazirlanan infiizyon, Tiirkiye’de halk

arasinda seker hastaligina kars1 kullanilmaktadir [43].

C.creticus’un yapraklarindan hazirlanan infiizyon ise kabiz, uyarici ve balgam
soktiiriicti olarak kullanilmaktadir [43]. Ayrica C. creticus uyarici, stomasik,

antidiyareik ve kan dindirici olarak kullanilmaktadir [44-46].

C.creticus osmanli doneminde sa¢ ve kas boyamada kullanilan bir macunun

hazirlanmasinda kullanilirdi [43].

C.laurifolius 'un yapraklar1 ise romatizma tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun
disinda yiiksek ates tedavisinde, peptik iilserde ve mide agrilarinda kullanilirlig
mevcuttur [44,47]. Halk arasinda kullanilan endikasyonlar Tablo 2.14. de
gosterilmistir.

Tablo 2.14.: C.creticus ve C.laurifolius Bitkilerinin Halk Arasinda Kullanima.

Tyilestirici Ajan Agn Kesici Enfeksiyoz
Olarak olarak [astaliklarin
Tedavisinde

Seker Hastaliginda Mide
Yiiksek Ates Agrilarinda Antienflamatuvar
Kabizlik Peptik Ulser Antibakteriyel
Balgam Sokriicii
Kisirhik Romatizma

Ust Solunum Yolu
Enf.
Kus Gribi

Deri Hastaliklari

Idrar Yolu Enfeksiyonlari Antispazmotik
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2.10. Cistus L Tiirlerinin Etken Bilesiklerinin Analiz Yontemleri

2.10.1. Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (HPLC)

Kromatografi bir karisimdaki bilesenlerin biri sabit digeri hareketli iki faz
arasindaki dagilimin dengelerine dayanan analiz yontemidir. Bilesenler hareketli
faz tarafindan sabit faz {izerinde siiriiklenir. Hareketli faz ile etkilesimi fazla olan

bilesen siiriklenme hiz1 da fazla olacaktir [67].

Kromatografik yontemlerde hareketli faz sivi, gaz ya da siiperkritik akigkandir,
sabit faz ise kat1 ya da sivi olabilir. Kromatografinin gesitlere ayrilmasinda ise
hem hareketli faza (S1vi kromatografi-SK/LC, Gaz kromatografisi-GK/GC) hem
de sabit faza (dagilim ve absorbsiyon kromatografisi) gore yapilabilir.
Kromatografik yontemlerde ayrilma, sabit faz siv1 ise dagilma, kat1 ise

absorbsiyon prensibi tizerinden gergeklesir.

Bunun yaninda hareketli faz ile sabit fazin birbirine nasil temas ettigine gore de
baska bir smiflandirma (Kolon Kromatografisi ve Diizlemsel Kromatografi)
yapilabilir [67,68]. YBSK sabit faz1 iceren kolonda analizi yapilacak numunenin
yiiksek bir basingta hareketli faz (siv1) ile siiriiklenme prensibine dayanan
kromatografik analiz yontemidir. Analiz numunesini igeren sivi ¢ozelti
enjeksiyon yoluyla sisteme uygulanir ve kolona hareketli fazin akisinda
¢Oziinerek siiriiklenir. Kolondan gecen madde/maddelerin ¢ikis1 6zel kimyasal
ve/veya fiziksel etkilesimler sonucunda belli bir silire sonra gergeklesir. Bu
gecen siireye retansiyon denir. Maddelerin fiziksel ve kimyasal davranis farklar

nedeniyle retansiyon farki olusur ve ayrim bu sekilde gerceklesir [67,69].

YBSK biitiin analitik ayirma yontemlerinde en yaygin kullanilanidir.
Bunun nedenleri genel olarak:

. Duyarlilik

o Kolayca uygulanmasi

o Ugucu olmayan ve sicakta kolayca bozulan maddelerin
ayrilmasinda uygun olmast

o Her tiirlii maddenin genis bir sekilde uygulanabilir olmas1

YBSK’ nin uygulanabilecegi maddelere ornek vermek gerekirse pestisitler,

proteinler, niikleik asitler, antibiyotikler , karbonhidratlar, , amino asitler,
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hidrokarbonlar, terpenoidler, steroitler, metal organik tirevler ve ¢esitli
inorganik bilesikler gosterilebilir [68].
2.10.2. Kiitle spektrometrisi (MS)

Kiitle spektrometrisi, uzun yillardir kullanimi bulunan analitik ydntemler

arasinda uygulama alan1 en genis olanidir.

o Maddelerin bilesiminin elementel olarak belirlenmesinde

Organik, inorganik ve biyolojik molekiillerin yapilarinin belirlenmesinde
o Karmasik yapiya sahip karisimlarin kantitatif ve kalitatif analizlerinde
o Kat1 yiizeylerinin bilesimlerinin ve yapilarinin belirlenmesi

. Bir numunedeki atomlarin izotopik oranlarinin bulunmasinda oldukg¢a

kullanilan bir yontemdir [68].

Esas olarak; diisiik basinctan, gaz haline donlisen madde molekiiller arasi
carpismalar en alt diizeyde olacak sekilde bir tiipten gecirilir. Bu molekiiller
enerji diizeyi ayarlanmis elektronlar tarafindan bombardimana tutulur. Bu enerji
molekiiliin iyonizasyon potansiyelini gectiginde molekiilden 1 elektron ayrilir ve
“+” yiiklii (m+: molekiil olusur molekiiler iyon; radikal halinde bir iyondur ve
mol agirligi molekiiliin kendisiyle aynidir.). Bombardiman enerjisi biiytidiikge
bu iyonlardaki asir1 +) enerji baglara ulagir ve bag kopararak yeni bir “+” yiiklii
iyon (ml ve yiksliz bir molekiill (m2) aciga cikarir. Temel anlamda,
spektrometresi, analize konu kiitle maddeyi elektronlarla bombardiman eder ve
sonucu, kiitle/yiik(/z) oranlarina gore, m/pozitif iyon pargalar: halinde kantitatif
olarak kaydeder. Bu kayda da kiitle spektrumu denir [67,68,70]. Ek olarak

giiniimiizde bir¢ok iyon kaynagi negatif iyon tiretebilmektedir [71].
Kiitle Spektrometreleri baslica su kisimlardan olusur:

. Kiitle Ayrici

. Iyon Kaynag (Iyonlastirict)

e Ornek girisi

o Kaydedici Sistem

. Dedektor
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Cistus creticus L. bitkisi Haziran 2019 da Tekirdag Kumbag - ug¢makdere
mevkiinde (miirefte barbaros yolu ) 10 ila 20. Km leri arasindaki alandan
toplanmigtir. Bitki 6rnegi Istanbul Universitesi Herbaryumu ve Marmara

Universitesi Herbaryumu yardimu ile teshis tayini yapilmistir.

Cistus laurifolius L bitkisi ise Haziran 2019 da Manisa Demirci/ Durhasan Koyii
mevkiinden toplanmigtir. Bitki 6rnegi Istanbul Universitesi Herbaryumu ve

Marmara Universitesi Herbaryumu yardimu ile teshis tayini yapilmistir.

Her iki bitkide acik havada ve gdlgede kurutulmustur. Bitkinin toprak istii

kisimlar1 kullanilmaistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Ekstrelerde total flavonoit miktarimin belirlenmesi

3.2.1.1. Ekstrelerin eldesi

Toz haline getirilmis Cistus creticus ve Cistus laurifolius yaprak ve toprak istii
kisimlarindan yaklasik 20°ser gr almarak farkli polaritedeki c¢doziiciiler
kullanilarak 1siticili karistiricidda 40 °© sicaklikta 4 saat ekstraksiyon islemi
uygulanmistir.  Ekstraksiyon  ¢oziiciileri  etanol  (EtOH), Etanol:su
(EtOH:H20),Aseton (C3H60), izopropil alkol (C3H80), Etilasetat (C4H802 ),
Hekzan (C6H14) ve Su (H20)olarak belirlenmistir.

Hazirlanan her ekstrenin yaklasik 10 mg’1 ¢oziiciileri ile ultrasonik banyoda 30
dakika tutularak ¢o6ziilmeye birakildi. Ekstrelerin tam ¢ozillememis ve

¢Ozlinmeyen parcaciklari 0,45pn membran filtreden
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gecirilerek ayrilmistir. Ekstrelerden bu yolla hazirlanan ¢ozeltiler total fenolik

madde tayini i¢in kullanilmistir.

Toz haline getirilmis Cistus creticus ve Cistus laurifolius yaprak ve toprak iistii
kisimlarindan yaklasik 20’ser gr alinarak farkli polaritedeki ¢o6ziiciiler
kullanilarak 1siticili karigtiricidda 40 © sicaklikta 4 saat ekstraksiyon islemi
uygulanmistir.  Ekstraksiyon  ¢oziiciileri  etanol  (EtOH),  Etanol:su
(EtOH:H20),Aseton (C3H60), izopropil alkol (C3H8O), Etilasetat (C4H802 ),
Hekzan (C6H14) ve Su (H20) olarak belirlenmistir. Verimle ilgili ytizdelikler
Tablo 3.1 ve 3.2.de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Cistus creticus ekstrelerinin verimleri.

Coziiciiler Toz Drog Elde Edilen Verim (%o)

Ekstre

EtOH 20 2,1 10,5
EtOH:H20 20 2,9 14,6
EtOH:H20 20 3,9 19,7
EtOH:H20 20 3,7 18,7
Su 20 1,9 9,8
Aseton 20 0,37 1,85
Izopropil Alkol 20 0,60 3
Etilasetat 20 0,72 3,6
Hekzan 20 0,26 1,3
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Tablo 3.2: Cistus laurifolius ekstrelerinin verimleri.

Coziiciiler Toz Drog  Elde Edilen Verim (%)
Ekstre
EtOH 20 1,9 9,5
EtOH:H20 20 2,6 12,8
EtOH:H20 20 2,8 14,1
EtOH:H20 20 3,1 15,7
Su 20 1,2 6,2
Aseton 20 0,52 2,6
Izopropil Alkol 20 0,36 1,8
Etilasetat 20 0,83 4,1
Hekzan 20 0,49 2,4

3.2.1.2. Tayin yontemi

Total flavonoit miktar1 spektrofotometrik olarak &l¢iilmiistiir. Olgiimler UV-VIS
kullanilarak plakta yapilmistir. Total flavonoit miktarinin tayini kersetin
kalibrasyon denklemi ile yapilmistir. 1 ml 6rnek 4 ml ¢oziicii ile 1:5 oraninda
seyreltme yapilmistir. 40 pul 1M amonyum asetat (CH3COONH4) ve 6 ul %10
luk aliiminyum kloriir (AICI3) ilave edildi. 10 dakika beklendi. UV-VIS
spektrofotometresinde 425 nm de absorbans &lciimii yapildi. Orneklerin
absorbans degerlerine denk gelen kersetin miktarlar1 standart grafik denklemi
kullanilarak tespit edildi. Sonuglar kersetin esdegeri olarak yiizde cinsinden

hesaplandi.
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Hazirlanan her ekstrenin yaklasik 10 mg’1 ¢oziiciileri ile ultrasonik banyoda 30
dakika tutularak ¢oOziilmeye birakildi. Ekstrelerin tam c¢oziilememis ve
¢Oziinmeyen parcaciklart 0,45 pumembran filtreden gegirilerek ayrilmistir.
Ekstrelerden bu yolla hazirlanan ¢ozeltiler total fenolik madde tayini igin
kullanilmistir.

Aliiminyum Kloriir kolorimetrik yontemi

Kalibrasyon arahg belirleme

Standart flavonoid bilesik olarak kersetin baz alindi. 1000 ppm lik kersetin stok
cozeltisinden farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlandi.  Absorbans
Ol¢iimlerinden sonra kalibrasyon egrisi olusturuldu. Standart grafik denklemi

belirlendi.

Uygulama dncesinde yontem iizerinde bazi modifikasyonlar yapildi. 20 pl 6rnek
alindi, 134 pl saf su ile seyreltildi. Sirayla 40 ul 1M amonyum asetat
(CH3COONH4) ve 6 pl % 10 luk aliiminyum kloriir (AICI13) ilave edildi. 10
dakika beklenildi. UV- VIS spektrofotometresinde 425 nm de absorbans dl¢iimii
yapildi. Orneklerin absorbans degerlerine denk gelen kersetin miktarlari standart
grafik denklemi kullanilarak tespit edildi. Sonuglar kersetin esdegeri olarak yiizde
cinsinden hesaplandi Sekil 3.1 de gosterilmistir.

Kersetin

o 20 40 60 BO 100 120

Sekil 3.1: Kersetin kalibrasyon egrisi grafigi.

y =0,0077x + 0,001 (3.1)
R2 =0,9998
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3.2.2. Ekstrelerde total fenolik madde miktarmin belirlenmesi

3.2.2.1. Ekstrelerin eldesi

Toz haline getirilmis Cistus creticus ve Cistus laurifolius yaprak ve toprak tstii
kisimlarindan yaklasik 20°ser gr alinarak farkli polaritedeki ¢dziiciiler
kullanilarak 1siticili karistiricida 40 © sicaklikta 4 saat ekstraksiyon islemi
uygulanmustir.  Ekstraksiyon  ¢oziiciileri  etanol ~ (EtOH),  Etanol:su
(EtOH:H20),Aseton (C3HgO), izopropil alkol (C3HsO), Etilasetat (C4HsO:> ),
Hekzan (CeH14) ve Su (H20) olarak belirlenmistir.

Hazirlanan her ekstrenin yaklasik 10 mg’1 ¢oziiciileri ile ultrasonik banyoda 30
dakika tutularak ¢oziilmeye birakildi. Ekstrelerin tam ¢6ziilememis pargaciklari
0,45 p membran filtreden gegirilerek siiziildii. Ekstrelerden hazirlanan ¢ozeltiler
total fenolik madde tayini i¢in kullanilmistir. Kullanilan ¢6ziicii sistemleri Tablo

3.3 de gosterilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan C6ziict sistemleri.

1 2 3 4 5 6 7
Hekzan izopropil EtOH: EtOH H20 Aseton  Etil
alkol H20 Asetat

(%25)

(%50)

(%75)

3.2.2.2. Tayin yontemi

Total fenolik madde miktar1 spektrofotometrik olarak 6lgiilmiistiir. Olgiimler
UV-VIS kullanilarak plakta yapilmistir.1 ml 6rmek 4 ml ¢zoziici ile 1:5
oraninda seyreltme yapilmistir. Ardindan 8pul Folin Ciocalteau Reaktifi (FCR)
ilave edildi. 5 dakika beklendikten sonra 80ul %10’luk sodyum karbonat
(Na2Co3) ilave edildi. 90 dakika karanlik ortamda bekletildi. UV-VIS
spektrofotometresinde 725 nm OSl¢iimleri alindi.  Orneklerin  absorbans
degerlerine denk gelen gallik asit miktarlar1 standart grafik denklemi

kullanilarak tespit edildi. Sonuglar gallik asit es degeri olarak yiizde cinsinden
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hesaplanmistir. Total fenolik madde miktarinin tayini gallik asit kalibrasyon

denklemi ile yapilmistir. Sekil 3.2°de gosterismistir.

Gallik Asit
0,43
P [ |
0,33 -
0,3
0,23 .
3,13 -
N ™
:ll-. '
O W
pn 20 a0 50 =0 100 120

Sekil 3.2: Gallik asit kalibrasyon egrisi grafigi.

y = 0,0043x — 0,0054 (3.2)
R2 = 0,9992

Folin-Ciocalteau yontemi

Kalibrasyon arahg belirleme

Standart fenolik bilesik olarak gallik asit baz alindi. 1000 ppm lik gallik asit stok
cozeltisinden farklt konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi.  Absorbans
Olctimlerinden sonra kalibrasyon egrisi olusturuldu. Standart grafik denklemi

belirlendi.

Uygulama 6ncesinde yontem iizerinde baz1 modifikasyonlar yapildi. 8 pl 6rnek,
104 pl saf su ile seyreltildi. Ardindan 8 pl Folin Ciocalteau Reaktifi (FCR) ilave
edildi. 5 dakika beklenildi. Siire tamamlaninca 80 pl %10luk sodyum karbonat
(Na2Co3) ilave edildi. 90 dakika karanlikta bekletildi. UV-VIS
spektrofotometresinde ~ 725nm  Slgiimleri  alindi.  Orneklerin  absorbans
degerlerine denk gelen gallik asit miktarlar1 standart bir grafik denklemi
kullanilarak tespit edildi. Sonuglar ise gallik asit esdegeri olarak yiizde cinsinden

hesaplandi.
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3.3. Creticus ve Laurifolius Ekstrelerinde Fenolik ve Saponin Bilesen Tayini

3.3.1 HPLC yontemi

3.3.1.1. Ekstrelerin eldesi

Bitki ekstreleri 25 mL lik balon jojede MeOH ile tamamlanir ve 15dk boyunca
ultrasonik banyoda bekletilir. Sonrasinda 5 dk santrifuj edilir ve iist faz alinarak
100 mg/L’lik internal standart ¢ozeltisinden nihai derisimi 3 ppm olacak sekilde
numune tizerine eklenir. Numune 0.45 p filtreden gegirilirek cihaza enjekte

edilmek iizere viale alinir [86].

Toz haline getirilmig C.creticus ve C.laurifolius toprak {stii kisimlarindan
yaklasik 30’ar g alinarak degisik 300 ml %50’lik Etanol su (EtOH:H20)
karisimi  kullanarak 4 saat manyetik karistiricida  ekstraksiyon islemi
uygulanmistir.  Ekstrenin seyreltme islemi isin metanol kullanilmistir.
Hazirlanan oOrnekler 0,45pn membran filtreden gegirilerek analiz islemi igin

viyallere aktarilmistir. Tablo 3.4. de HPLC sartlar1 gosterilmistir.

3.3.1.2. Analiz yontemi

HPLC sartlan
Mobil Faz A: %1 Formik Asit - H,O

Mobil Faz B: %1 Formik Asit - MeOH
Kolon: Troyasil CI8 HS— 150 x 3 mm 5 p

Tablo 3.4: HPLC Gradient time.

Gradient Time Flow(mL/min) (%)
0.00 0.35 50
1.00 0.35 50
3.00 0.35 100
6.00 0.35 100
7.00 0.35 50
15.00 0.35 50
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3.3.1.3. MS yontemi
MS yonteminin sartlari

Sistem: Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE
Iyon Kaynag: ESI

Kiitle Tarama Arahgi: 100-900 m/z
Sheath gas flow rate : 45

Aux gas flow rate : 10

Sprey voltage (kV) : 3.80

Capillary temp. (°C) : 320

Aux gas heater temp (°C) : 320

S-lens RF level : 50.0

Tamimlamalar: ILMER Kiitiiphanesi
Cevre Sartlar1 (Environmental Conditions)
Sicaklik 1 (22,0+5,0) °C

Bagil Nem :(50+15) %rh
3.3.1.4. HPLC yontemi

Ekstrelerin eldesi

Bitki ekstreleri 25 mL lik balon jojede MeOH ile tamamlanir ve 15dk boyunca
ultrasonik banyoda bekletilir. Sonrasinda 5 dk santrifuj edilir ve tist faz alinarak
100 mg/L’lik internal standart ¢ozeltisinden nihai derisimi 3 ppm olacak
sekilde numune iizerine eklenir. Numune 0.45 p filtreden gegirilirek cihaza

enjekte edilmek tlizere viale alinir [86].

Toz haline getirilmis C.creticus ve C.laurifolius toprak istii kisimlarindan
yaklagik 20’ser g alinarak farkli polaritelerde coziiciiler ve ¢oziicli karigimlari
kullanilarak 4 saat manyetik karigtiricida ekstraksiyon islemi uygulanmustir.

Ekstraksiyon ¢o6ziiciileri Etanol, Etanol:su, su, hekzan, etil asetat, aseton,
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izopropil alkol olarak belirlenmistir. Ekstrelerin seyreltme islemleri igin metanol
kullanilmistir. Hazirlanan 6rnekler 0,451 membran filtreden gecirilerek analiz

i¢in viyallere aktarilmistir. Tablo 3.5 de HPLC sartlar1 gosterilmistir.

3.3.1.5.Analiz yontemi

HPLC sartlan

Mobil Faz A: %1 Formik Asit -
H20 Mobil Faz B: %1 Formik
Asit - MeOH Kolon 3[1m Fortis
C18 — 150 x 3.0 mm

Tablo 3.5: HPLC Gradient time.

Gradient Time Flow(mL/min) (%)
0.00 0.35 50
1.00 0.35 50
3.00 0.35 100
6.00 0.35 100
7.00 0.35 50
10.0 0.35 50

MS (Kiitle spektrometresi)

MS sartlari

Sistem: Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE
Iyon Kaynag: ESI

Kiitle Tarama Arahgi: 85-1500 m/z

Cevre Sartlan

Sicaklik (22,0 £ 5,0) °C

Bagil Nem: (50 + 15) % rh
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3.3.2.Ekstrelerde antioksidan aktivitenin belirlenmesi

3.3.2.1.DPPH yontemi

3.4.1.1.Cozeltilerin hazirlanmasi

Antioksidan kapasite belirlemek i¢in yapilan analizlerde toplam 6 farkli ¢oziicii

sistemi kullanilmistir. Ideal siirede ideal ekstraksiyon ortaminda ekstreler

hazirlandi. Sulu halde kullanilan ekstreler gerekli seyreltme islemleri yapilarak

kullanildi.

Kullanilan ¢oziicii sistemleri Tablo 3.6 da gosterilmistir.

Tablo 3.6: Kullanilan Coziicii Sistemleri.

1 2 3 4 5 6
Propilen Izopropil EtOH: EtOH H20  Gliserin:H20
Glikol alkol H20
(9%50)

Kullamlan ¢oziicii sistemleri

H20 (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 20 gr kurutulmus toz haldeki
ve Cistus laurifolius bitkilerinin toprak tistii kisimlarina 300 ml H20 ilave
edildi. Manyetik karistiric1 yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 4 saat
bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre fitre kagidindan gegirilerek siiziildii.
Elde edilen sulu ekstre antioksidan kapasite degerlendirmesinde ana ekstre

olarak kullanildi.

EtOH (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 20 gr kurutulmus toz haldeki
Cistus creticus ve Cistus laurifolius bitkilerinin toprak iistii kisimlaria 300
ml EtOH ilave edildi. Manyetik karigtirict yardimiyla karigtirilarak 1sitma
ortaminda 4 saat bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre fitre kagidindan
gegirilerek siiziildii. Elde edilen sulu ekstre antioksidan kapasite

degerlendirmesinde ana ekstre olarak kullanildi.

H20+EtOH (%50) kullanilarak hazirlanan ekstre: 20 gr kurutulmus toz

haldeki Cistus creticus ve Cistus_laurifolius bitkilerinin toprak {istii
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kisimlarina 300 ml H20+ EtOH ilave edildi. Manyetik karistirict
yardimiyla Kkaristirilarak 1sitma ortaminda 4 saat bekletildi. Siiresi
tamamlanan ekstre fitre kdgidindan gecirilerek siiziildii. Elde edilen sulu

ekstre antioksidan kapasite degerlendirmesinde ana ekstre olarak

kullanildi.

Propilen glikol (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 20 gr kurutulmus
toz haldeki Cistus creticus ve Cistus laurifolius bitkilerinin toprak tistii
kisimlarina

300 ml propilen glikol ilave edildi. Manyetik karistirici yardimiyla
karistirilarak 1sitma ortaminda 4 saat bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre
fitre kagidindan gecirilerek siiziildii. Elde edilen sulu ekstre antioksidan

kapasite degerlendirmesinde ana ekstre olarak kullanildi.

Izopropil alkol (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 20 gr kurutulmus
toz haldeki Cistus creticus ve Cistus laurifolius bitkilerinin toprak {istii
kisimlarma

300 ml izopropil alkol ilave edildi. Manyetik karigtirici yardimiyla
karistirilarak 1sitma ortaminda 4 saat bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre
fitre kagidindan gecirilerek siiziildii. Elde edilen sulu ekstre antioksidan

kapasite degerlendirmesinde ana ekstre olarak kullanildi.

Gly+H20 (1:1) kullanilarak hazirlanan ekstre: 20 gr kurutulmus toz
haldeki Cistus creticus ve Cistus_laurifolius bitkilerinin toprak iistii
kisimlaria 300 ml Gly+H2O ilave edildi. Manyetik karistirict yardimiyla
karistirilarak 1sitma ortaminda 4 saat bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre
fitre kagidindan gecirilerek siiziildii. Elde edilen sulu ekstre antioksidan

kapasite degerlendirmesinde ana ekstre olarak kullanildi.

DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0, mM DPPH ¢ozeltisi hazirlanmalidir. Bunun i¢in 4 mg 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil standardi 100 mL etanolde c¢oziilir. 30 dk balik yardimi ile

karistirilir. Isik almiyor olmasina dikkat edilir [79].

BHT ve BHA ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1000 ppm lik BHT ve BHA ¢6zeltileri hazirlanmalidir. Bunun i¢in 10 mg BHT
ve BHA 10 mL etanolde ¢oziiliir [79].
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. EtOH kontrol ¢6zeltisi olarak kullanildi.

Orneklerin hazirlanmasi

1000 ppm stok ¢ozelti hazirlanmalidir. Bunun i¢in 10 mg 6rnek 10 mL etanolde
¢oziliir. Hazirlanan BHT ve BHA ¢ozeltileri ile 6rnek stok ¢ozeltisi 100,50,25
ve 10 ppm derigimlerine etanol ile seyreltilir. Seyreltme plate iizerinde yapilir.
Ornegin 100 ppm lik ¢ozelti hazirlamak istedik; 1000 ppm lik ¢ozeltiden 20
mikrolitre alinir tizerine 20 mikrolitre etanol ilave edilerek toplamda 40
mikrolitre hacim tamamlanmis olur. Ardindan 160 mikrolitre DPPH ¢ozeltisi
ilave edilir. 200 mikrolitre lik kiivet hacmi tamamlanmis olur. Kontrol olarak

kullanmak i¢in 40 mikrolitre etanol lizerine 160 mikrolitre DPPH ¢ozeltisi ilave

edilir [79].

Tayin yontemi

Cistus creticus bitkisinden hazirlanan ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii
etkileri ol¢iilmiistiir. DPPH radikali (2,2 -difenil- 1- pikrilhidrazill) 517 nm’de
absorbsiyonu olan kararli serbest bir radikaldir. DPPH antioksidan mekanizma
tepkimesinde gortildigic gibi DPPH’in 517 nm’deki sogurum pikinin
siddetindeki azalmayla orantili olarak antioksidan aktivitenin varligi nicel ve
nitel olarak belirlenir. Serbest radikal giderim aktivitesi % inhibisyonu asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplanir. Radikal siipiiriicii aktivite, test edilen ekstre ve
maddelerin absorbanslarinin kontrol ¢ozeltisinin (kontrol ¢ozeltisi igerik)
absorbansi ile karsilastirilmasi sonucunda belirlenmistir. Tiim ekstreler igin

deney ti¢ tekrarli sekilde uygulanmistir.

Stok ¢ozeltilerinden farkli derisimlerde hazirlanan numunelerden 40 pL alindi.
Uzerine 0,1 mM DPPH ¢ézeltisinden 160 pL ilave edildi. Ayni islem standart
maddelere de uygulandi. Kontrol olarak 200 pL etanol kullanilmistir. Oda
sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra 517 nm’de absorbans &lgiimii yapildi.
Orneklerin absorbans degerleri kontrolle karsilastirilarak degerlendirildi. Serbest
radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. Tablo 3.7 de
gosterilmistir.

(Akontrol — Adrnek)
ES
Akontrol

(3.3)

DPPH Aktivitesi ( % Inhibisyon) = 100
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Tablo 3.7: DPPH Yonteminin formiiliinde kullanilan birimle.

Deger Aciklama
Akontrol Kontroliin Absorbanst
Adrnek Ornegin Absorbansi

Sekil 3.3: Viyallerin Genel Gortiniimii
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4. BULGULAR

4.1. HPLC Bulgulari

Tablo 4.1: Bitki ekstrelerinde tayin edilen bilesikler ve miktarlari (mg/L).

Bilesikler

Madde Ad 1-C 1-L 2-C 2-L 3-C 3L
(-)-Catechin Gallate 1.82 1.85 1.98 0.79 3.89 0.31
(-)Epicatechin 27.53 5.56 8.70 324 58.75 4.60

(-)-Epigallocatechin
38.26 416.26 64.77 22441 103.66 106.54
gallate

(-)-Epigallocatechin 4794  340.07 243.66 309.14 39556 187.81

3-0-MethylQuercetin <LOD 141111 19.29 19412 <LOD 89.60

Apigenin 7-Glucoside <LOD 6.11 5.30 4.51 6.67 4.02

Apigenin 0.82 64.14 15.70 1152 6.14 1.70
Caffeic Acid 0.01 5.54 0.64 2.61 1.12 4.58
Dihydrokaempferol 3.99 5336 3741 13.63 19.30 10.61
Ellagic Acid 7457 18339 8797 3935 7949 31.15
Fumaric Acid 19.36 180.65 525 102.64 11.63 25.13
Myricetin 6.15 25.99 4.18 339 1421 1.09
Naringenin 0.86 58.63 9.13 1141 4.03 5.19
Quercetin 286  655.76 9.62 5453 7.69 9.21
Rutin 15.00 64.79 1725 39.72 28.85 25.27
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Tablo 4.1(devam): Bitki ekstrelerinde tayin edilen bilesikler ve miktarlari(mg/L).

Bilesikler

Madde Ada 4-C 4-L 5-C 5-L 6-C 6-L

(-)-Catechin Gallate 2.99 1.69 0.01 0.70 0.34 0.76

(-)Epicatechin 58.81 6.06 * 16.37 * 6.48
(-)-Epigallocatechin
gallate 89.36 51349  0.48 208.28 251  342.77

(-)-Epigallocatechin 1298 52816 116 26871 232 509.02

3-0-MethylQuercetin * 12446 * 29824 . 1790.9

Apigenin 7-Glucoside  1.75 7.23 3.85 10.09 331 5.75
Apigenin 248  87.58 10.89  266.22 7.07 85.88
Caffeic Acid 0.48 5.83 1.74 1531 0.24 9.79

Dihydrokaempferol 12.31 55.17 16.24 14140 9.67 91.64

Ellagic Acid 87.10 17598 5956  99.71 13.88 151.78
Fumaric Acid 26.75 205.63 % 1036 =« 90.49
Myricetin 1477  27.76 * 48.85 1.80 33.57
Naringenin 188 5920 265 15156 184  72.86
Quercetin 948 64443 091 18490 117 877.26
Rutin 2115 7642 1433 13221 299  62.99
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Tablo 4.1(devam): Bitki ekstrelerinde tayin edilen bilesikler ve miktarlari (mg/L).

Bilesikler

Madde Adi 7-C 7-L 8-C 8-L 9-C 9-L
(-)-Catechin Gallate 0.10 0.78 0.70 <LOD <LOD <LOD
(-)Epicatechin 78.06 6.44 62.41 0.75 <LOD 0.15
-)-Epigallocatechin
;;”afeg 235 22858 14.95 14.05 <kob <Lob
(-)-Epigallocatechin ~ 50.92 347.79 56.65 34.42  0.07 0.16
3-0-MethylQuercetin <LOD 20204 <LOD 3481.28 <LOD <LOD
Apigenin 7- 1.19 6.35 2.81 0.75 <LOD <LOD
Glucoside
Apigenin 0.16 124.52 1.14 295.60 <LOD <LOD
Caffeic Acid 2.84 11.73 1.05 1110 <LOD <LOD
Dihydrokaempferol 9.08 12276 1333 177.74 <LOD <LOD
Ellagic Acid 7293 10591 57.40 14.48 <LOD <LOD
Fumaric Acid 4220 58.84 32.28 8.60 <LOD <LOD
Myricetin 4,01 3085 1395  19.88 0.18 <LOD
Naringenin 0.94 95.14 1.68 20447 <LOD <LOD
Quercetin 2.74 1041.8 10.19 1976.59 0.07 15.77
Rutin 6.85 90.87 8.66 1040 <LOD <LOD
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C\Xcalbur. FENOUKIIC_FM VI 22:11:13

RT:0.00-10.00 SM: 7G
100 RT: 253 NL: 1.07E7
miz= 291.08485-291.08777
F. FTMS + p ESI Full ms
50 (80.0000-1200.0000) MS
1C_FM
OEpi in 532 963

NL:797E6

miz= 457.07534-457.07992
F: FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
ICIS 1C_FM

NL: 3.26E7

m/z= 305.06515-305.06821
F:FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS

ICIS 1C_FM
§ 2 NL: 1.04E6
8 miz= 441,08051-441,08493
F: FTMS - p ESI Full ms
3 [80.0000-1200.0000] MS
® 1C_FM
3
‘0‘; NL: 3.97E6
T miz= 271.05874-271.06146
Apigenin F-FTMS + p ESI Full ms
50 80.0000-1200.0000) MS
1C_FM
033 137 276 392 497 753 893
CAXcalbur. \FENOLIK\IC_FM 0¥1020 22:11:13 -
RT:0.00-10.00" SM: 7G
100 RT:5.03 NL: 5.49E6
miz=
317.02870-317.03188 F:
FTMS - p ESI Full ms
50 [60.0000-1200.0000) MS
Myricetin 1C_FM
2 433 735 805 9.10

NL: 6.12E5

miz=
271.05984-271.06256 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000) MS
1C_FM

NL® 5.0266

miz=

301.03387-301.03689 F:

FTMS - p ESI Full ms

50 {80.0000-1200.0000] MS
1C_FM

= 085 189 328 7.93 9.22

Sekil 4.1: Cistus creticus’a Ait Kromatogramlar.
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CAXealibur \FENOUKI2C_FM 0¥1020 222215

RT:0.00-10.01” SM: 7G

NL: 261E5

m/z= 441.08051-441.08493
F: FTMS - p ESI Full ms

NL: 7.01E5
miz= 291.08485-291 08777
F: FTMS + p ESI Full ms
(80.0000-1300.0000) MS
2C_FM

100 )-Catechin Gallate
50
0 -
100 RT:254
-)Epicatechin
(-)Epi 594
ol 0 383 538 A\
100 -}-Epigaliocatechin gallate
50

NL: 3.16E6

miz= 457.07534-457.07992
F: FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
ICIS2C_FM

RT-225
(- Epigaliocatechin

. RT:5.18 _

NL: 3.70E7

m/z= 305.06515-305.06821
F: FTMS - p ESI Fulims
[80.0000-1200.0000] MS
ICIS 2C_FM

Sekil 4.1 (devam): Cistus creticus ait kromatogramlar.

CilXcaloun, FENOLIKUIL_FM VIR WA

RT:0.00- 1001 SM: 7G
100 RT:272 (-}-Catechin Gallate

\
L) ~

NL: 2.18E5

miz= 441.08051-441.08493
F: FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
1L_FM

RT 266 (.Epicatechin

NL: 3.06E5

miz= 291.08485-291 08777
F: FTMS + p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
1L_FM

RT:2.48

pigaliocatechin gallate

2 8o

NL: 1.66E7

miz= 457.07534-457 07992
F: FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
ICIS 1L_FM

RT:226

(-)-Epigallocatechin

ative Abundance
8 8o

NL: 4.03E7

m/z= 305.06515-305.06821
F: FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
ICIS 1L_FM

S <
:
2

127 21 4

NL: 2.15E8

miz= 317,06399-317 06717
F: FTMS + p ESI Full ms
(80.0000-1200.0000) MS
1L_FM

Sekil 4.2: Cistus laurifolius Ait Kromatogramlar.
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4.2. Total Fenol ve Flavonoit icer

LOACHDUN. FENUURVIL W

UMWV La UL

RT: 0.00-10.01” SM: 7G

100 RT:5.05 NL: 3.42E6
miz=
80 317.02870-317.03188
60 ::‘:SFTMS -p ESI Full
40 [80.0000-1200.0000]
MS 1L_FM
20 =
272 9.35
0 NL: 8.17€6
100 2z =
80 el el 271.05984-271.06256
€0 F: FTMS - p ESI Full
ms
40 [80.0000-1200.0000)
MS 1L_FM
2 632 8.41
01 050 121 237 307 424 d 958
100 RT: 5.40 NL: 2.68E8
8 miz=
§ 80 301.03387-301.03689
- & F: FTMS - p ESI Full
Q ms
© 40 [80.0000-1200.0000)
= 6.67 MS 1L FM
s 20 uercetin =
- 191 237 318 388 b
CiXealdur, FENOLIKQL_FM CVI12000:09:2%
RT: 0.00-10.01" SM: 7G
NL: 9.98E4

RT:272 (-)-Catechin Gallate

100

m/z= 441.08051-441.08493
F: FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
2L_FM

NL: 1.63E5

m/z= 291.08485-291.08777
F: FTMS + p ESI Full ms
[80.0000-1200.0000] MS
2L_FM

NL: 8.97E6

miz= 457 07534-457.07992
F. FTMS - p ESI Fullms
[80.0000-1200.0000] MS
ICIS 2L_FM

103 RT:266  (JEpicatechin
50
5.37
0 N
100 RT: 237
»-Epigallocatechin galtate
50
o 01 P =5 RT:5.43
£ 100 RT:2.26 (-)-Epigaliocatechin
3
3w
:
B n s ; o RT:496 RT.577

NL: 3.88E7
miz= 305.06515-305.06821
F: FTMS - p ESI Full ms
(80.0000-1200.0000] MS
ICIS 2L_FM

Sekil 4.2(devam): Cistus laurifolius ait kromatogramlar.

swe

seyreltmeler

igine

Ait Bulgular
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Kalibrasyon araligini belirleyebilmek icin standart fenolik bilesik olarak gallik
asit kullanilmistir.10.000 ppm olarak hazirlandi ¢oézeltilerDaha sonra uygun

yapildi. Her ¢6zelti i¢in 725 nm de 3 tekrarli sekilde absorbans 6l¢timleri yapildi

ve ortalama degerler lizerinden kalibrasyon egrisi olusturuldu.




Flavonoid miktar tayinin de ise kalibrasyon araligini belirlemek icin standart
olarak kersetin baz alinmistir. 10.000 ppm olarak hazirland1 ¢ozeltiler.Daha
sonra uygun seyreltmeler yapildi. Her ¢ozelti 425 nm de yapilan 3 tekrarl
absorbans ol¢iimlerinden sonra ortalama degerleri {izerinden kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Tablo 4.2 ve Tablo 4.3 de total fenolik madde miktar1 ve

flavanoit igerigi gosterilmistir.

Tablo 4.2: C.creticus bitkisinde Total Poli Fenol ve Total Flavanoit Bulgulari.

Bitki Ekstre Total Poli Total
Fenol icerigi Flavonoit
(%)£STD  icerigi

(%)£STD
Hekzan 19,9+ 0,5 14,6 £ 0,12
Izopropil alkol 3,9+0,1 0,8+0,3
EtOH:H20 19,2 + 0,09 0,3+0,02
(%25)
EtOH:H20(%50) 22,4 +0,5 1,6 0,5
C.creticus 394 02
EtOH:H20(%75) 27 =08 2% 0,
EtOH 19,7+ 0,6 3,1+ 0,2
Aseton 10,6 £ 0,4 4,7+0,1
Etil Asetat 4,4+0.3 1.1£0,2
14,6 £ 0,12 1,1 £0,3
Su
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Tablo 4.3: C.laurifolius bitkisinde Total Poli Fenol igerigi ve Total Flavanoit i¢erigi
Bulgulari.

Bitki Ekstre Total Poli Total
Fenol Icerigi Flavonoit
(%)£STD  Icerigi

(%)£STD
Hekzan 17,5+ 0,4 4,6 £04
Izopropil alkol 6,9+0,6 49+04
EtOH:H20 15,0+0,5 1,5+0,2
(9%025)
EtOH:H20(s0) 1A% 05 1,603

C.laurifolius

EtOH:H20(%75) |17 =04 2,6+0,5
EtOH 8,9+0,5 9,7 0,5
Aseton 6,7+0,1 8,004
Etil Asetat 4,7+0,3 7,8 +£0,04
Su 11,3+0,5 1,7+0,2

4.3. Antioksidan Aktiviteye Ait Bulgular

Eksteler metot kisminda yer alan ilaveler yapildiktan sonra 517 nm de Eliza
cihazinda absorbans olgiimleri yapildi. Islem toplamda 3 tekrarli olarak
yapilmistir. Elde edilen ortalama absorbanslar kullanilarak DPPH aktivitesi

hesaplanmistir.  Sonuglar Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 de gosterilmistir.
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Tablo 4.4: C.creticus icin DPPH % Inhibisyon.

Ornek Seyreltme ABS ABS % STD
Ort Kontrol inhibisyon

Su 5 kat 0,137 0,482 71,51 0,02
EtOH 10 kat 0,071 0,482 85,27 0,002
EtOH:H20 5 kat 0,126 0,482 73,79 0,002
(9%50)

Propilen 10 Kkat 0,095 0,482 80,22 0,001
glikol

izopropil 10 kat 0,075 0,482 84,51 0,001
alkol

Gliserin:H20 5 kat 0,179 0,482 62,86 0,002
BHA 72,5

BHT 75,9

Kontrol 0,482

Tablo 4.5: C.laurifolius igin DPPH % Inhibisyon.
Ornek Seyreltme ABS ABS % STD
Ort Kontrol inhibisyon

Su 5 kat 0,248 0,482 48,48 0,02
EtOH 10 kat 0,083 0,482 82,71 0,002
EtOH:H20 5 kat 0,157 0,482 67,50 0,002
(%50)

Propilen 10 kat 0,197 0,482 59,20 0,001
glikol
izopropil 10 kat 0,160 0,482 66,80 0,001
alkol
Gliserin:H20 5 kat 0,189 0,482 60,86 0,002
BHA 72,5

BHT 75,9

Kontrol 0,42
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5. SONUC VE TARTISMA

Cistus L. cinsi diinyada 21 Tirkiye’de dogal olarak toplamda 5 tiir ile temsil
edilmektedir. Cesitli Cistus L.tiirleri halk arasinda tlser, diyare, yiiksek ates,
kisirhik ve deri hastaliklarinin yaninda romatizmal hastaliklar, idrar yollari
enfeksiyonlari, anti-sSpazmatik, antidiyabetik ve anti enflamatuvar olarak
kullaniglar1 bulunmaktadir [7,10,11,32,33].

Genel olarak Cistus L. tiirlerinde yapilan caligmalar bitki icerisindeki madde
gruplarindaki degiskenliklere bagli olarak antioksidan, antifungal, analjezik,
antiviral, antibakteriyel,kan dolagim1 diizenleyici, antiiilser etkilere sahip olduklari
goriilmustiir. C.creticus ve C.laurifolius bitkilerinin total fenolik madde, total
flavanoid miktar tayinleri i¢in toplamda 9 farkli ¢oziiciisii sisteminde ekstreler
hazirlanirken, DPPH aktivitesi ve Fenolik Ve Saponin Bilesen Tayini iginse
toplamda 6 farkli ¢oziicii sisteminde ekstreler hazirlanmustir.

C.creticus ve C.laurifolius tiirlerinde en belirgin bulunan bilesik epigallokatesin
gallat olarak goriilmistiir. Bu sonug¢ diger yapilan ¢alismalarda bulunan %2 lik
oranida agiklamaktadir [87]. Bunun yaninda bu c¢alismada C.creticus ve
C.laurifolius bitkilerinin epigallokatesin  gallat, epigallokatesin, apigenin,
myricetin ve kersetin goriilmektedir. Bulunan bu fenolikler yapilan diger
calismalardaki bilesiklerle uygunluk saglamistir.

Bilesiklere bakildiginda, polar fazda yogun olarak flavonoit iskeletine sahip
maddelerin bulundugu ve bu flavonoitlerin de flavonol temel yapisina sahip;
kemferol, kersetin ve mirsetin aglikonlar: ile bu aglikonlarin glikozitleri, daha ¢ok
serbest radikal siiptiriicii 6zellikleri ile hiicresel oksido-rediiksiyonuda diizenleme
ozelliklerine bagh gosterdikleri antioksidan 6zellikleri ile ilgili ¢ok fazla yapilmis
aragtirma mevcuttur. Bu etkilerini reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan

peroksi, alkil peroksi, hidroksi, stiperoksit radikallerini
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stiptiriicii mekanizma gosterdikleri bilinmektedir. Flavonoitlerin ksantin oksidaz,
myeloperoksidaz gibi RNS/ROS iiretiminden sorumlu enzimleri inhibe ettigi de
yapilan arastirmalarda gortilmiistiir.

Yapilan bir c¢ok c¢alismada flavanotilerin antioksidan etkisi kanitlanmistir.
Kersetinin fareler {izerinde oral yoldan iki farkli dozaji ile uygulanmasi sonucu
kanda bulunan metabolitleri incelenmistir. Yiiksek ve tek doz uygulanan major
plazma konjugatlari, flavonoitin 5 ve 7 numarali konumlarindan glukronat ve
siilfoglukronat seklinde gerceklesirken, B halkasindaki 0-dihidroksi gruplari
serbest kalmistir; ancak uzun siireli dozlamada plazmada goriilen temel
konjugasyon flavonoitin B halkasindaki OH gruplarinin metilasyonuyla
gerceklesmistir. Bu da flavonoitin antioksidan aktivitesini yiiksek Olcilide
distirmistiir [91]. bu ¢alismada hem uygulama seklinin 6nemini hemde
flavanoitlerin viicuda alindiktan sonra emilim gostermeden de etkisini
gosterebileceklerini  diislindiirmiistiir. Bdylece gastrointestinal yolaklarda
oksidatif hasar1 engelleyerek gelisebilecek kanserleride engelleyebilecegi
diistiniilmiistiir [91].

Yapilan farkli bir calismada ise oOzellikle gribal enfeksiyonlar {izerinde
belirtilerin ilk hissedildigi andan itibaren kullanilmasi durumunda viriisler ve
bakterilerin gelisimini Onledigine dair bulgular verilmistir (néraminidaz
inhibitorii). Virtisler lizerindeki etkisi oseltamivir grubu grip ilaglari ile ayni
mekanizmaya sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica agizda yer alan bakterilerin
agiz mukozasina yapigmasmi ve gelismesini engellemek i¢in bir biyofilm
olusmasin1 engeller buda pastil formunun kullanimini agiklamaktadir. Grip
viriisiine kars1 (influenza) ile ilgili en Onemli ¢aligma mekanizmasinin ise
polifenollerin viriisiin hemaglutinine baglanarak, onu aglutine ederek virtisiin
hiicre yiizeyine baglanma yetenegini diisiirmeye yonelik etki ettigi diisiincesidir
[88]. Oyleki Cistus L. pantentli olarak iist solunum yollar1 hastaliklarinda da
kullanilan formiilasyonuda bulunmaktadir [42].

Literatiirde belgelendigi gibi, bitkinin antikanser aktivitesi polifenoller cesitli
mekanizmalar1 icerir ve nihayet hiicre biiylimesinin engellenmesine, protein
kinaz aktiviteleri, apoptozun indiiksiyonu, MMP sekresyonunun inhibisyonu,
timor hiicresinin zayiflamasinda ve hiicrelerin yayilmasinda etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu ¢aligmaya dayanarak kanser tedavisinde tedaviye yardimci

olarak kullanilabilir [90]. Ozellikle Cistus creticus ve Cistus laurifolius
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tirlerinde bulunan mirsetinin fareler lizerinde yapilan c¢aligmalarinda kanser
ilerlemesini durdurucu etkisiyle beraber, deri tiimorlerine kars1 da koruyucu
etki gosterdigi ve akciger kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi de

yapilan ¢alismalarda kanitlanmistir [93,94].

Flavonoitlerin in-vitro antienflamatuvar etkilerinin goriilmesiyle birlikte
yapilan ¢ok sayida in-vivo ¢alismada mirsetin ve kersetinin farkli enflamasyon
modellerinde oral/intraperitoneal/lokal uygulamalarda iyi antienflamatuvar
sonuclar verdigi de yine bulunmustur [92]. Yapilan caligmalar flavonoitlerin
sadece gilclii antioksidan etkileri nedeniyle karsinojenler veya serbest
radikallerce indiiklenen DNA hasarini engellemeleri degil; tek baslarina da
enflamasyondan sorumlu olmayan, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozis iizerinde
etkili olan COX-2 enzimi inhibisyonunu da yapmalari ve kanser hiicrelerinin
cogalmasi, kanser ilerlemesi lizerinde durdurucu etkiler gosterebileceklerini
diistindiirmiistiir.

Bu bilgiler 1s18inda C.creticus ve C.laurifolius bitkilerinin i¢erdigi flavonoitler
sebebiyle yiiksek radikal siipiiriicii etkinlie ve antienflamatuvar etkinlige
sahip olusu bitkilerin halk arasinda {ist solunum yolu enfeksiyonlarinda
kullanilmasini agiklayabilir. C.creticus ve C.laurifolius bitkilerinin flavanoit
icerigi nedeniyle idrar yolu enfeksiyonlarinda, peptik iilser, romatizma gibi
hastaliklarda kullaniminin dogru oldugu diistiniilmektedir

Genis yayilim alan1 gosteren ve dogal olarak yetisen bu iki tiir zengin fenolik
icerigi nedeniyle ila¢ adayr molekiillerin elde edilmesinde potansiyel olarak
kaynak olabilecegi diisiiniilebilir. Giiniimiizde tibbi ve ekonomik anlamda
degeri giinden giine artan Cistus L. tiirlerinin {ilkemizde yetisebiliyor olmasi
¢ok 6nemli bir nokta. C.creticus ve C. laurifolius bitkileri Avrupada oldugu
gibi Tiirkiye’de de ekonomik anlamda ve endiistriyel olarak dneme sahip

bitkiler arasinda olmaya aday tiirlerdir.
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Sekil 5.1: Cistus L. ait patent 6rnegi (Finzelberg).
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Sekil 5.2 : Cistus L. tiirlerinin DPPH siipiiriicii 6zellikleri.
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Cistus L. tiirleri i¢in antioksidan, antibakteriyel ve antimikrobiyal etkinligine
dayanarak tablet, kapsiil, pastil, hazir igecekler, kremler, bogaz spreyleri ve burun

spreyleri preperatlar iilkemizde yapilabilir..

Tablo 5.1: Alman Finzelberg firmasinin patentli Cistus L. hammaddesi.

%20 lik %60 hk
Ekstre ekstre
Ekstraksiyonun  H20 EtOH:H20
solventi
Min. % 95 Min. % 95
Pargacik <0,315 <0,315
boyutu mm (toz) mm (toz)
Min. 20
Dakika. % 60 Min. 20 % Min. 60 %
Gallik asit
esdegeri

(GAE) olarak

Yapilan bu galigmalar Cistus L. tiirlerinin 6zellikle antiinflamatuar 6zelliginin ve
anti-viral potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Polifenol
acisindan en yiiksek igerige sahip olan tir ise Cistus creticus olarak
degenlendirilmistir.( Finzelberg GmbH & Co. KG Koblenzer Strase 48-56
56626 Andernach Germany). Avrupada polifenollere en yiliksek sekilde
ulagabilmek i¢in ¢ay formunun kullanimi olduk¢a yaygindir. Bu nedenle %60
polifenol icerigine sahip patentli hammaddeleri yurt disinda satis1 yapilmaktadir
(patent numaras1 W02009135880).( Finzelberg

GmbH & Co. KG Koblenzer Strase 48-56 56626 Andernach Germany). Ust
solunum yollar1 ve antiviral, antibakteriyel etkinligi sayesinde yurt disinda
yaygin olarak agiz ¢alkalama suyu formunda bulunmaktadir. Nitekim Cistus L.
acisindan hayli zengin olan iilkemizde bu tiir preperatlarin kazandirilmasi
ekonomimizi de olumlu etkileyecektir. Dogal olarak yetismesi nedeniyle hem
maliyetsiz olmast hemde yiiksek antioksidan 6zelligi 6nemlidir. Bunun yaninda

antibakteriyel etkinligi sayesinde antibiyotikler gibi viicudun direng gelisimi s6z
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konusu olmamaktadir [89].

Ozellikle Almanya gibi ¢ay formunda kullanimi olduk¢a yaygin kullanildig
tilkelerde bunun yaninda immiin sistem destegi olarak kapsiil formalarida
bulunmaktadir. Bunun antioksidan siipiiriicii etkinliginin yiliksek olmasi
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica Labdanum ismi verilen reginesinin
yara iyilestirici 6zelligi nedeniyle krem formlarida bulunmaktadir.

Ozellikle Akdeniz ve Kiy1 Ege’de genis bir yayilima sahip olan Cistus L. zengin
fenolik igerigi sebebiyle ilag adayr molekiillerin elde edilmesinde potansiyel bir
kaynak olarak diisiiniilebilir.

C. creticus ve C.laurifolius bitkileri Avrupa' da oldugu gibi Tirkiye’de de

ekonomik ve endiistriyel dneme sahip bitkiler arasinda olmaya aday bir tiirdiir.
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