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ONSOZ
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BEYAN

Bu tez ¢alismasinin 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 ¢aligmasiyla 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 olmadigin1 beyan ederim.
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KISALTMALAR

AChE

Acl

ABTS

B-CB

BChE

Bul

DPPH

DTNB
ESI-QTOF-MS

EtOH
FRAP
GC-MS
HPLC

1Cso
LC-MS/MS
LC-HRMS

LOD
LOQ
MeOH
SFB
SFB-D
SFB-E
SFB-I
SFB-H
SFB-M
SFM
SFM-D
SFM-E
SFM-I
SFM-H
SFM-M
sp
subsp
TLC

: Asetilkolinesteraz

. Asetiltiyokolin iyodiir

: 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)

: B-Karoten agartma

: Butirilkolinesteraz

- Butiriltiyokolin 1yodiir

: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

: 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)

: Elektrosprey Iyonlastirma-Kuadropol Ugus Zamanl Kiitle
Spektrometresi

: Etanol

: Demir*® iyonu indirgeyici antioksidan potansiyeli

: Gaz Kromatografi - Kiitle Spektrometresi

. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

- Bir bilesigin % 50 inhibisyonuna neden olan konsantrasyon
: Stvi Kromatografi — Kiitle/Kiitle Spektrometresi

: Sivi Kromatografi-Yiiksek Coziiniirliiklii Kiitle
Spektrometresi

: Belirleme sinir1 (Limit of detection)

- Kantitatif tayin sinir1 (Limit of quantification)

: Metanol

: Bodrum’dan toplanan Salvia fruticosa bitkisi

: Salvia fruticosa Bodrum dekoksiyon ekstresi

- Salvia fruticosa Bodrum etanol ekstresi

- Salvia fruticosa Bodrum infiizyon ekstresi

: Salvia fruticosa Bodrum hegzan ekstresi

: Salvia fruticosa Bodrum metanol ekstresi

: Marmara Adasi’ndan toplanan Salvia fruticosa bitkisi
- Salvia fruticosa Marmara Adas1 dekoksiyon ekstresi
: Salvia fruticosa Marmara Adasi etanol ekstresi

: Salvia fruticosa Marmara Adast inflizyon ekstresi

: Salvia fruticosa Marmara Adasi hegzan ekstresi

: Salvia fruticosa Marmara Adas1 metanol ekstresi

: Tir (species)

: Alttiir (subspecies)

: Ince tabaka kromatografisi
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SEMBOLLER

cm . Santimetre

°C : Santigrat derece
da : Dekar

g : Gram

kg : Kilogram

kV : Kilovolt

L - Litre

ng : Mikrogram
pg/mL : Mikrogram/mililitre
pL : Mikrolitre

mg : Miligram

mg/mL : Miligram/mililitre
mL . Mililitre

mm : Milimetre

mM > Milimolar

m/z : Kiitle/yiik

M : Molar

ppm : Milyonda bir birim
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BODRUM VE MARMARA ADASI’NDA YETISEN SALVIA FRUTICOSA
(SYN. SALVIA TRILOBA) BITKISININ POLAR EKSTRELERININ
KIMYASAL KOMPOZISYONU VE BiYOAKTIVITELERININ
KARSILASTIRILMASI

OZET

Lamiaceae familyasina ait Salvia (adagay1) tiirleri kimyasal yapilarinda gosterdikleri
cesitlilik nedeniyle en gok calisilan bitkiler arasinda yer almaktadir. Salvia cinsi, ilag
ve kozmetoloji ve gida/gida takviyeleri endiistrisinde kullanim alanina sahiptir.
Baslica antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antikolinesteraz,
antienflamatuvar ve sitotoksik aktiviteler olmak iizere cesitli aktiviteler gdsteren,
diinyada 1000 civarinda, Tiirkiye‘de ise yarist endemik 110 tiirle temsil edilmektedir.

Bu tez calismasinda Bodrum ve Marmara Adasi’nda dogal olarak yetisen, Anadolu
adacay1 olarak adlandirilan Salvia fruticosa Mill. (syn. Salvia triloba L.) bitkileri
toplanip acik havada ve golgede kurutulmustur. Kurutulan bitkiler 6giitiilerek polar
¢oziiciiler; metanol, sulu etanol (%70) ve su (inflizyon ve dekoksiyon) ile ayr1 ayr1 ve
mukayese amaciyla apolar hegzan ¢oziiciisii ile ekstraksiyona tabi tutulmustur.

Elde edilen ekstrelerin fenolik ve flavonoid bilesenleri kalitatif ve kantitatif olarak LC-
MS/MS ile tayin edilmis, asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerine karsi
antikolinesteraz aktiviteleri Ellman yontemi ile belirlenmis, sitotoksik etkileri CCD-
1079Sk saglikli deri fibroblasti, MCF7 meme kanseri hiicre hattt ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattina kars1 incelenmistir.

Yapilan LC-MS/MS analiz sonuglarina gore, Bodrum ve Marmara Adasi’ndan
toplanan bitkilerin polar [metanol, sulu etanol, su (inflizyon ve dekoksiyon)]
ekstrelerinde en yiiksek oranda bulunan fenolik bilesikler basta rosmarinik asit ve
miiteakiben sirinjik asit, kafeik asit, klorojenik asit, fumarik asit iken, flavonoid olarak
hispidulin, nepetin, luteolin, nepetin-7-glucoside ve luteolin-7-rutinoside olmustur.

Antikolinesteraz aktivite analizlerinden elde edilen sonuglara gore, AChE
(asetilkolinesteraz) enzimine karsi (200 pg/mL konsantrasyonda) Bodrum’dan
toplanip hazirlanan tiim Salvia ekstreleri (% 61-69) inhibisyon gosterirken, Marmara
Adasi’ndan toplanip hazirlanan Salvia ekstrelerinden hegzan ekstresi (%75.5) ve
metanol ekstresi (%73.7) daha yiiksek inhibisyon gostermislerdir.

BChE (butirilkolinesteraz) enzimine kars1 (200 pg/mL konsantrasyonda) Bodrum’dan
toplanip hazirlanan Salvia ekstrelerinden 6zellikle inflizyon ve dekoksiyon ekstreleri
(sirasiyla %5.8 ve %14.2) cok zayif inhibisyon gosterirken, diger ekstreler orta
derecede inhibisyon gostermislerdir. BChE’ye karsi Marmara Adasi’ndan toplanan
ornegin ise hegzan ekstresi (%68.9) ve metanol (%74.5) ekstresi yiiksek bir inhibisyon
gosterirken, inflizyon ve dekoksiyon ekstreleri (sirasiyla %13.4 ve %10.7) zayif
inhibisyon gostermislerdir.
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Her iki lokasyondan toplanarak hazirlanan Salvia ekstrelerinin CCD-1079Sk (saglikli
deri fibroblast) ve MCF-7 ve MDA-MB-231 (insan meme kanseri) hiicre hatlarina
kars1 sitotoksisiteleri 31.25-1000 mg/mL araliginda 6 farkli konsantrasyonda
incelenmistir. Normal (saglikli) deri fibroblast hiicre hatlar1 {izerinde 125 mg/mL
konsantrasyona kadar tiim ekstrelerin ¢ok diisiik sitotoksisite (yok denecek kadar az)
gosterdigi ve bu konsantrasyondan itibaren doza bagl olarak gittikge azaldig1 (%70
den % 40’a diistiigii) gozlemlenmistir.

Sonugta, her iki lokasyondan toplanarak hazirlanan Salvia ekstreleri, 1000 mg/mL
konsantrasyonda her iki meme kanseri hiicre hatt1i iizerinde %70-75 oraninda
sitotoksik aktivite gosterirken, en diisiik dozda ise tiim ekstrelerin %30-35 oraninda
sitotoksik oldugu izlenmistir. Salvia ekstrelerinden meme kanseri hiicre hatlarina karsi
en sitotoksik olanlarinin metanol ekstreleri ve inflizyon/dekoksiyon yontemiyle
hazirlanan ekstreler oldugu tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasi, Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: BAP-20210605).

Anahtar Kelimeler: Adacayi, Anadolu adagay1, Salvia triloba, Salvia fruticosa
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COMPARISON OF CHEMICAL COMPOSITION AND BIOACTIVITY OF
POLAR EXTRACTS SALVIA FRUTICOSA (SYN. SALVIA TRILOBA) PLANT
GROWING IN BODRUM AND MARMARA ISLAND

SUMMARY

Salvia (sage) species belonging to the Lamiaceae family are among the most studied
plants due to their biochemical diversity which originates their different type variety
in  chemical structures. The genus Salvia is widely wused in the
pharmaceuticals/cosmetics and food industries, and their main biological activities
include antibacterial, antifungal, antiviral, antioxidant, anticholinesterase, anti-
inflammatory, and cytotoxic activities. The genus Salvia is represented by about 1000
species worldwide and over 110 species, half of them being endemic in Turkey.

In this study, a medicinal plant, Salvia fruticosa Mill. (syn. Salvia triloba L.) which is
called Anatolian sage, are collected from Bodrum and Marmara Island where grown
wildly. Plants are dried in the open air under shade. The dried plants were grounded
and extracted with polar solvents; methanol, aqueous ethanol (70%), water (infusion
and decoction) separetely, and apolar solvent hexane for the comparison.

The phenolic and flavonoid compounds of the prepared extracts were determined by
LC-MS/MS, by qualitatively and quantitatively. Anticholinesterase activities of the
extracts against acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase enzymes were
determined by the Ellman method. Cytotoxic effects of the extracts against MCF7
breast cancer cell lines, MDA-MB-231 breast cancer cell lines and on the CCD-
1079Sk healthy skin fibroblasts were investigated.

The LC-MS/MS analysis results of the all polar extracts showed the main phenolic
compounds found in the plants are rosmarinic acid, syringic acid, caffeic acid,
chlorogenic acid, and fumaric acid while flavonoids are hispidulin, nepetin, luteolin,
nepetin-7-glucoside, luteolin-7- rutinoside.

According to the anticholinesterase activity results, each of the plant extracts collected
from Bodrum inhibited AChE (acetylcholinesterase) enzyme at 200 pg/mL
concentration (61-69%) while the hexane extract (75.5%) and methanol extract
(73.7%) prepared from Marmara Island collection showed higher inhibition against
AChE enzyme. However, against the BChE (butyrylcholinesterase) enzyme, the
Salvia extracts, specially infusion and decoction prepared from Bodrum plants showed
very weak (5.8% and 14.2%, respectively) activity while the Salvia extracts prepared
from Marmara Island collection, especially hexane (68.9%) and methanol (74.5%)
extracts showed a higher inhibition against the BChE enzyme. However, the extracts
of infusion and decoction showed a weak inhibition (13.4% and 10.7%, respectively)
against BChE.

The cytotoxicity of Salvia extracts collected from both locations Bodrum and Marmara
Island were investigated at 6 different concentrations in the range of 31.25-1000
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mg/mL on healthy skin fibroblast cells (CCD-1079Sk) and two human breast cancer
cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231). In fact, all the extracts showed very low
cytotoxicity (almost not) up to 125 mg/mL concentration, after this concentration, the
percentage of the viability of the healthy skin fibroblast cell lines (CCD-1079Sk) was
found to be decreased as dose-dependant (70 - 40%) manner.

As a result, Salvia extracts, which were prepared by collecting from both locations,
showed a cytotoxic activity of 70-75% on both breast cancer cell lines at a
concentration of 1000 mg/mL, while all the extracts exhibited a cytotoxicity as 30-
35% at the lowest dose. It is noticeable that, among Salvia extracts, the most cytotoxic
ones against two breast cancer lines were found to be methanol extract and followed
by decoctions/infusions which are prepared in the sterilized water.

This thesis work was supported by the Bezmialem Vakif University, Scientific
Research Projects Unit (Project No: BAP-20210605).

Keywords: Sage, Anatolian sage, Salvia triloba, Salvia fruticosa
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Bitkilerle tedavi eski caglardan beri kullanilmakta ve giinlimiizde de 6énemi oldukga
artmis durumdadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin halk tarafindan yogun sekilde
tilketilmesi ve ¢esitli sektorlerde kullaniminin artmasi ile bu bitkilerin kimyasal
bilesenlerinin ve biyoaktivitelerinin arastirilmasi bilimsel ve ekonomik yonden ¢ok

Onem tasir hale gelmistir.

Salvia officinalis L., Avrupa’da Salvia cinsine ait en énemli tibbi tiir olarak kabul
edilir. Tirkiye’de ise en ¢ok tiiketilen ve ihracati en yiiksek olan Salvia fruticosa Mill.

(syn: Salvia triloba L.) tiirtidiir.

Bu tezin amaci iilkemizin 6nemli bir adacay1 olan, Ege ve Marmara Bolgesi’nde dogal
olarak yetisen Salvia fruticosa tiiriiniin kimyasal yapt ve biyoaktivite yoniinden
karsilastirilmasidir. Tez ¢alismasinda Bodrum ve Marmara Adasi’ndan toplanip agik
havada kurutulmus Salvia fruticosa bitkisinin polar (metanol, sulu etanol, su) ve apolar
(hegzan) ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu arastirilarak, antikolinesteraz ve

sitotoksik etkileri incelenecektir.

Tezin ana hedefi lilkemizde dogal olarak yetisen Salvia fruticosa tiiriinden, katma

degeri yiiksek tibbi kullanimina yonelik bir kaynak olusturulmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tiirkiye’de Bitki Cesitliligi

Tiirkiye; Akdeniz, Avrupa-Sibirya, iran-Turan fitocografi bolgelerinin kesisiminde
yer almaktadir [1]. Ulkemiz icinde bulundugu iklimsel-cografi dzellikler ve ekolojik
kosullar sebebiyle diinyada 6nemli biyogesitlilik merkezlerinden biridir. Tiirkiye {i¢
tarafinin denizlerle ¢evrili olmasi, farkli topografik ve jeolojik oOzelliklere sahip
olmasi, farkli bolgelerdeki mikroklima 6zelliklerinden dolay1 diinyanin en zengin bitki

cesitliligine sahip tilkeleri arasinda yer alir [2].

Tiirkiye florasinda yaklasik % 34'i endemik olmak iizere 12.000 kadar bitki tiirii
kaydedilmistir. Tirkiye zengin flora ve kiiltiirel ¢esitliligin yani sira zengin bir
etnobotanik bilgiye de sahiptir. Yakin zamanda yapilan bir arastirmaya gore 458 cins
ve 114 familyadan 1280 taksonun Tirk halk tibbinda gida ve saglik alaninda
kullanildigi kaydedilmistir [3].

Tiirkiye florasini inceleyen ilk eser Pierre Edmond Boissier’in 1867-1884 yillarinmi
kapsayan 5 ciltlik (1 ek cilt dahil) calismast ‘Dogu Ulkeleri Florasi (Flora
Orientalis)’dir. Tiirkiye florasi lizerinde yapilan en genis kapsamli ¢alisma ise Peter
Hadland Davis tarafinda 1965-1988 yillarinda yazilan 9 ciltlik (2 ek cilt dahil)
‘Tirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Floras1 (Flora of Turkey and the East Aegean
Islands)’dir [1].

2.2 Botanik Bilgiler

Ballibabagiller (Lamiaceae syn. Labiatae) familyas1 24 aile, 1.059 cins ve 23.800'den
fazla tiirden olusan, nane takimi olarak da bilinen Lamiales takimina aittir. Lamiaceae
ailesi Verbenaceae, Scrophulariaceae, Orobanchaceae, Acanthaceae, Gesneriaceae,
Bignoniaceae, Oleaceae, Plantaginaceae, Pedaliaceae ve kiigiik etgil aileler

Lentibulariaceae ve Byblidaceae ile birlikte bu takimin ana ailesidir. Yaklasik 250 cins



ve 7.000'den fazla tiir iceren en biiylik ¢igekli bitki ailelerinden biri olan Lamiaceae
ailesinin ana cinsleri Salvia, Scutellaria, Stachys, Plectranthus, Hyptis, Teucrium,
Vitex, Thymus ve Nepeta'dir (Sekil 2.1) [4].
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Sekil 2.1 : Lamiaceae ailesinde ana cinsler.

Lamiaceae ailesi tipta ve parfiimeride kullanilan cesitli ugucu yaglari icermesi
nedeniyle bitkiler aleminde Onemli yer tutmaktadir. Ucgucu yaglari, Yyaprak
epidermisinde bulunan salgi titylerinde tasirlar [3]. Lamiaceae bitkileri monoterpenler,
seskiterpenler, diterpenler, triterpenler, flavonoidler ile bir dizi biyolojik aktiviteye

sahip diger fenolik bilesenler bakimindan zengindir [5].

Endemizm orani1 %45 olan Lamiaceae ailesi Tiirkiye'nin en zengin 3. ailesidir. Bu aile

tilkemizde 46 cins ve 758 takson ile temsil edilmektedir [3].

Salvia cinsi sekonder metabolitlerinde yiiksek kimyasal ¢esitlilik gostermektedir. Bu
cesitlilik ve zenginlik, bu bitkinin yeni biyoaktif metabolitler arayisinda bugiine kadar

en ¢ok caligilan bitkilerden biri olarak kalmasini saglamistir [4].

Salvia tiirlerinin arasinda en Onemli tiir tibbi adagayir olarak bilinen Salvia
officinalis’tir ancak bu tiir Tiirkiye florasinda dogal olarak yetismemektedir; kiiltiirii
yapilmaktadir. Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve ticareti yapilan en dnemli tiirler
arasinda; Salvia fruticosa (syn. S. triloba), Salvia sclarea, Salvia tomentosa, Salvia
crypthanta, Salvia aramisis, Salvia multicaulis bulunur [6].



2.2.1 Salvia L. cinsine genel bakas

Adacay 18. yiizyilda tiiccarlarin bir sandik adagayi ile en iyi iki kasa ¢ay1 takas ettigi
Cin'de ¢ok popiiler hale gelmistir [7]. Salvia tiirleri tim diinyada iliman, subtropikal
ve tropikal bolgelerde yaygin olarak dagilmistir: Orta Amerika ile Gliney Amerika’da
500'den fazla tiir, Orta Asya’da ve Akdeniz’de 250'den fazla tiir ve Asya’nin
dogusunda 90°dan fazla tiirle toplamda 900’den fazla tiir igermektedir. Tiirlerin
bazilar1 diinyanin her yerinde yetistirilmektedir, ancak bazilar1 sadece belirli yerlerde
yetismektedir (endemizm). Ornegin, S. fruticosa Mill. Dogu Akdeniz havzasinin bir
endemigi iken, S. canariensis L. Kanarya Adalari'nin endemik bir bitkisidir [8]. Iran'da

60 Salvia tiirii bulunmaktadir ve bunlardan 17 tanesi bu bolgeye 6zgiidiir [9].

Salvia tiirleri tipik olarak 30-150 cm boyunda, genelde ¢ok yillik, nadiren yillik ya da
iki yillik ve gesitli renklerde ¢igekler agan otsu bitkilerdir [10].

Salvia tiirleri kare govdeleri ve genellikle karsilikli, basit, kadifemsi veya tiiylii yaprak
ciftleriyle kolaylikla taninirlar. Yaprak (pennatisekt, trisekt veya basit), kaliks (zarims1
veya kalin dokulu, iist dudagin 2 oluklu olup olmamasi, konkav olup olmamasi);
korolla (iist dudagin oraksi, tiipsii pullu, halka seklinde olup olmamasi) ve stamen
ozellikleri Salvia cinsini ayirt etmenin en 6nemli yoludur [11]. Salvia tam giineste iyi

gelisim gosterir ve iyi drene edilmis topraga ihtiyag duyar [12].

Sekil 2.2 : Dogal yetisme ortaminda Salvia fruticosa Mill.



Salvia tiirlerinin ugucu yag verimi % 0,07 ile % 6 arasinda degismektedir; ugucu yag

veriminde genetik ve ¢evresel faktorler oldukea etkilidir [8].

S. officinalis (tibbi adagay1) L. diinya ¢apinda tibbi, aromatik ve siis bitkisi olarak, S.
sclarea (misk adagay1) ise Avrupa ve Kuzey Amerika'da yetistirilmektedir. EsKi
caglardan beri Mezoamerikalilar tarafindan tiiketilen Chia (S. hispanica L.) tohumlari

Latin Amerika'da ve S. miltiorrhiza (Danshen) Cin’de 6zel bir 6neme sahiptir [8].

Tiirkiye’de Salvia cinsi, 57'si endemik 105 taksona sahiptir [13]. Marmara Bolgesi ve
Karadeniz’de 11, Ege Bolgesi ve Akdeniz Bélgesinde 31, I¢ Anadolu Bolgesinde 23,
Gilineydogu Anadolu Bolgesinde 2, Dogu Anadolu Bolgesinde 21 endemik tiir
bulunmaktadir [14].

S. sclarea, S. aethiopis, S. ceratophylla, S. candidissima, S. pinnata, S. microstegia, S.
syriaca, S. argentea, S. bracteata, S. viridis, S. verticillata tiirleri cografi kareler goz

ontinde bulunduruldugunda daha fazla yayilis gostermektedir [14].

Cins i¢in ilk altcins smirlandirmas: Bentham (1833) tarafindan yapilmistir. Flora
Orientalis'te Boissier (1875), Bentham'in siniflandirmasini benimsemis ve Tiirk Salvia
tiirlerini, Salvia (syn. Eusphace), Aethiopis, Drymosphace, Hemisphace,

Hymenosphace, Horminum, Plethiosphace olmak iizere yedi boliime ayirmigtir [15].

Tiirkiye florasinda Salvia tiirleri bocekler araciligiyla tozlasir ve S. viridis harig¢ hepsi
cok yilliktir [16].

Tiirkiye'de yetisen Salvia tiirleri 1965 yilindan bu yana kimyasal olarak ve sonraki
yillarda biyolojik aktiviteleri agisindan incelenmekte olup, Anadolu'daki Salvia
tirlerinin ¢ogu Ayhan Ulubelen ve doktora 6grencisi Giilagti Topgu tarafindan

ozellikle kimyasal bilesenler agisindan incelenmistir [7].
2.2.2 Salvia fruticosa Mill. (syn. Salvia triloba L.)

Anadolu'da Anadolu adacgay1, almiya calbasi, elma otu, elma calbasi, elma ¢alisi, boz
salba gibi isimlerle bilinen Salvia triloba L., Salvia cinsinin ekonomik agidan en
degerli tiirlerinden biri olarak kabul edilir. Diinyada Akdeniz yabani adagay1 ve Grek
adacay1 da denilen tiiriin dogal yayilis alan1 Bat1 ve Giiney Anadolu dahil Akdeniz
Bolgesi ve Yunanistan’dir. Bitkinin yapraklari su buhart ile damutilarak rengi agik sari

ucucu yag elde edilir. Bu yag Latince’de Oleum Salviae trilobae olarak isimlendirilir.



Baz1 bitki dallarinda 2-3 cm ¢apinda elmaya benzeyen mazilar bulunmasi sebebiyle bu

yaga elma yag1 denilmektedir [17].

Sekil 2.3 : Salvia fruticosa Mill.

Salvia fruticosa Miller, genellikle Yunan veya Akdeniz adagayi olarak bilinen,
Yunanistan'in kiy1 bolgelerinde ve Iyonya ile Ege adalarinda gériilen, Dogu Akdeniz
havzasinin endemik bir tiiridiir. Yaygin Yunanca ad1 "faskomilo" veya "alisfakia"dir

ve uluslararasi ticarette adagayi olarak bilinir [18].

Tiirkiye’de kuzeybatidan giineybati sahillerine kadar (Tekirdag, Aydin, Balikesir,
[zmir, Denizli, Mugla, Antalya) yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de bu tiiriin yayilisi
gosteren harita Sekil 2.4’te goriilmektedir [19].

Sekil 2.4 : S. fruticosa tiiriniin Tirkiye’de yayilisi (kirmizi renkli kareler Salvia

fruticosa tiiriiniin yayilisin1 gostermektedir).
Salvia fruticosa bitkisinin taksonomideki yeri;

Alem (Kingdom): Plantae (Bitkiler diinyasi)



Sube (Division): Angiospermae (Cigekli bitkiler)

Sinif (Class): Magnoliopsida (syn. Dicotyledoneae) (Cift ¢cenekli bitkiler)
Altsinif (Subclass): Asteridae

Takim (Order): Lamiales

Aile (Family): Lamiaceae (syn. Labiatae) (Ballibabagiller)

Cins (Genus): Salvia Linn. (Adagay1)

Tiir (Species): Salvia triloba L. (Anadolu adagay1) [19]

Halk hekimliginde bitkinin toprak istii kisimlar1 agiz ve bogazda soguk alginlig
semptomlarina karsi antiflojistik olarak, oOksiiriikte, karin agrilarinda bitki g¢aylar

seklinde kullanilir [18].

Gilineybatt Anadolunun Marmaris ilgesindeki 35 familyaya ait 64 tibbi bitkinin
geleneksel kullanimlarinin rapor edildigi bir galismada S. triloba’nin, ¢alisma alaninda
yaygin olarak soguk alginligi, mide agrisi, ates diisiiriicii, gaz, laksatif etki, bademcik
iltihab1 i¢in yapraklarinin infiizyon yoluyla kullanildig: bildirilmistir. Literatiir
arastirmalarinda bildirilen; soguk alginligi, oksiiriik, bas agrisi, mide agrisi, gaz,
kabizlik, idrar soktiiriicii, sindirim, prostatit, iilser, istah acici, yaslanmay1 6nleme,
kisirlik, uguk, yanik, yara, iltihap onleyici, antiseptik, solunum hastaliklari, karaciger
hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, cilt hastaliklari, kas-iskelet hastaliklari, sinir

hastaliklar1 tizerindeki etkileri ile uyum sagladigi bildirilmistir [20].

Aragtirmalar, S. triloba ekstrelerinin ve ugucu yagimin antioksidan, antienflamatuvar,
antiamnezik ve antifungal aktivite sundugunu gostermistir. Gida kontaminantlarina
kars1 antibakteriyel aktivite ve toprak kaynakli patojenlere karsi antifungal aktivite
gostermektedir. Bu biyolojik 6zellikleri nedeniyle ilag, gida ve tarim endiistrisindeki

uygulamalari umut vericidir [21].

2.3 Salvia Tiirlerinin Kullanim Alanlari

Latince “Salveo” dan tiiretilen “Salvia”, “save” (kurtarmak) ya da “recover”
(iyilestirmek) anlamina gelir [22]. Salvia tiirleri, eski ¢aglardan beri halk tarafindan

birgok hastalig1 tedavi etmede kullanilan biyolojik aktiviteye sahip tiirlerdir. Grip



sikayetleri, bogaz agrisi, soguk alginligi, gece terlemesi ve tiiberkiilozda, ter basmalari
gibi menopoz sikayetlerinde ve Cin'de "anjina pektoris" ve "miyokardiyal enfarktiis"
gibi bazi kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bitki, bazi iilkelerde
baharat olarak tiiketilmektedir [3]. Antiseptik, uyarici, idrar soktiiriicii ve yara
iyilestirici 6zelliklerinden dolay1 bitkisel ¢ay olarak kullanildig1 da bilinmektedir [22].
Antihidrotiktir; cay olarak tiiketildiginde terlemeyi azaltir. Deniz tuzu ile karistirilip
pisirilerek dis tozu (leke ¢ikarici) olarak kullanimi bulunmaktadir. Astrenjan
ozelliginden dolay1 genis gozeneklere Kompres veya inflizyon yoluyla uygulanabilir.
Ag1z kenarindaki uguklarda adacgay1 kremi kullanilabilir. Yiiz, boyun, el ve kollardaki
sigillerde ezilmis taze adagayr yapraklarinin yerel kullanimi vardir. Adacay1
merhemiyle ovma kas-eklem agrilarni ve siyatik i¢in faydalidir. Sag¢ rengini
koyulastirmak i¢in inflizyonu saglara uygulanabilir. Bocek 1siriklarina adagay: ile
hafif¢e dokunmak aci ve kasintiy1 giderir. Emziren annelerin siit gelisini durdurmak

i¢in adagay1 kullandiklar1 bildirilmistir [23].

Bir¢ok Salvia tiirli ugucu yaglar, farmasétikler, renklendiriciler, boyalar ve biyositler
gibi  6zel malzemelerin {retiminde kullanilan ikincil metabolitleri igin
yetistirilmektedirler [8]. Bu cinsin bazi tiyeleri aroma verici maddeler olarak parflimeri
ve kozmetikte kullamldiklari i¢in ekonomik 6neme sahiptir. Ornegin, misk adacay (S.
sclarea) ugucu yagi tatlandirict gorevi gordiigiinden dolayr ticari olarak
yetistirilmektedir. Cayir adagay1 (S. pratensis) kozmetikte kullanilir ve bazi tibbi
Ozellikleri vardir. Bazi Salvia tiirleri ise diinya capinda mutfaklarda kullanimi

amaciyla yetistirilmektedir [24].

Ekonomik a¢idan en 6nemli Salvia tiirleri S. officinalis, S. tomentosa Miller, S. triloba
(Anadolu adagay1), S. lavandulifolia Vahl (Ispanyol adacay1), S. sclarea L. (misk
adacay1), S. verbenaca L.’dir. Bunlarin arasinda S. officinalis, S. sclarea ve S.
lavandulifolia yillik tahmini iiretim hacmi 50 ila 100 ton arasinda degisen miktarlarda

ugucu yag liretimi ile kiiresel ugucu yag pazarinda islem gérmektedir [8].

Genel olarak Salvia cinslerine ait tiirlerde antibakteriyel [25], sitotoksik [26],
antioksidan, antikolinesteraz [27, 28], antitliberkiiloz [29], antienflamatuvar [30],
antihipertansif  [31], hepatoprotektif [32], kardiyovaskiiler [33] aktiviteler
gozlenmektedir. Menstrual bozukluklarin tedavisinde yararlanilmaktadir [34].

Ditiretik, antipiretik, antiseptik, yara iyilestirici, yatistirict Ozellikleri ve hafiza



gelistirici nitelikleri ile bilinen Salvia tiirleri antik ¢aglardan beri ¢ay ve gida maddesi
olarak tiiketilmektedir [32].

Prof. Dr. Turhan Baytop, tedavide kullanilan ve Tiirkiye’de yetisen bazi Salvia
tiurlerini etki ve kullanilis agisindan incelemis; S. officinalis burun-bogaz
hastaliklarinda antiseptik, gaz soktiiriicii, uyarici, kuvvet verici; S. triloba midevi, ter
Onleyici, gaz soktiiriicli, idrar arttirict; S. aethiopis uyarici ve midevi; S. dichroantha
¢iban ve yara tedavisi; S. multicaulis ve S. virgata yara iyi edici; S. sclarea ve S. viridis
kabiz, midevi, yatistirici, terlemeyi azaltici; S. verbenaca goz hastaliklarina karsi

etkilerini bildirmistir [35].

S. miltiorrhiza kapsiilleri, koroner kalp hastaligini tedavi etmek i¢in Cin’de kullanilan

en popiiler tibbi tiriindiir [8].

Eski caglardan beri Antik Misirlhilar, Romalilar, Yunanlilar ve Anglosaksonlar
tarafindan adagay1 iyilestirici 6zelliklere sahip 6nemli bir bitki olarak kabul edilmistir.
Geleneksel tipta gaz giderici, spazmolitik, biiziicii, antiseptik, yara iyilestirici olarak,
gargara olarak agiz, dil ve bogaz iltihabinda, cilt ve sa¢ bakiminda, zihinsel ve sinirsel

durumlarin tedavisinde, romatizmada ve cinsel giigstizliikte kullanilmistir [8].

Diinyanin farkli bolgelerinde yetisen adacgaylarini halk hekimligindeki kullanimlarina
gore siniflandiran bir ¢alismaya gére; Dogu Akdeniz bélgesi, Urdiin, Liibnan’da S.
fruticosa’'nin kanamalar, bagirsak hastaliklar1 ve agrilari, seker hastaligi, hipoglisemi,
gastralji (mide agris1), bagirsak gazi ve iltihaplanma, kabizlik, hepatit, nefropati,
romatizma, artrit, antihipertansiyon, hafiza uyarici, spazmolitik, balgam soktiiriicii,
Okstiriik, grip tedavilerinde kullanildigini; Kibris ve Tiirkiye’de S. triloba’nin mide
rahatsizliklari, ishal, grip, kas-iskelet sistemi, duyu sistemi, beslenme ve tireme sistemi

rahatsizliklarinin tedavisinde kullanildigini bildirmistir [36].

Rahim kaslarint uyardigi i¢in hamilelikte kullanimi nerilmez. Bazi Salvia tiirleri

thujon igeriginden dolay yiiksek dozlarda toksiktir [23].
2.4 Salvia fruticosa ile Yapilan Calismalar

2.4.1 Morfolojik ¢calismalar

2017 yilinda Mugla’da 30 farkli lokasyondan toplanan Salvia fruticosa

popiilasyonlarinin morfolojik 6zellikleri ile ugucu yag oraninin belirlendigi ¢aligmada



ortalama degerler; dal sayis1 4.4 - 21.1 adet, bitki boyu 31 - 109.1 cm, yaprak boyu
2.11- 6.99 cm, yaprak eni 0.86 -3.07 cm, yaprak sayis1 10.2 - 27.2 adet, govde cap1
0.26 — 2.33 cm, drog herba verimi 8.47 - 22.2 g bitki™*, drog yaprak verimi 4.37 - 16.17
g bitki™, yesil herba verimi 14.3 - 133.3 g bitki, yaprak ugucu yag oram %0.43 - 3.85,
sap ugucu yag orani %0.01 - 0.35 olarak bildirilmistir [37].

Tekirdag’da 10 adet Salvia fruticosa popiilasyonunun verim ile kalite 6zelliklerini
belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, ilk yil kuru yaprak veriminin 439.86—
691.62 kg/da ve ugucu yag oraninin %3.26-4.34; 2. yil 507.74-986.70 kg/da ve
%2.53-3.88 oldugu bildirilmistir. 1.8-sineol, kafur ve B-karyofilen ugucu yagin ana

bilesenleri olarak belirlenmistir [38].

2.4.2 Kimyasal kompozisyon ¢calismalari

Libya’da toplanan S. fruticosa ve S. lanigera bitkilerinin diklorometan, etil asetat,
etanol, metanol ve su ekstrelerinin kimyasal bilesimi incelenmistir. En ytiksek fenolik
igerige her iki bitkinin diklorometan ekstresinin sahip oldugu goriilmiistiir (S. fruticosa
164.71 mg GAE/g ve S. lanigera 67.39 mg GAE/g). S. fruticosa'nin diklorometan
ekstresi ve S. lanigera'nin etil asetat ekstresinin en yiiksek flavonoid miktarina
(sirasiyla 38.38 mg QE/g ve 51.59 mg QE/g) sahip oldugu bildirilmistir [39].

Yunanistan’dan toplanan S. fruticosa’nin toprak istii kisimlarinin metanol ekstresi
HPLC-ESI-QTOF-MS ile analiz edilmis ve major fenolik bilesenleri karnosol ve
karnozik asit olarak bulunmustur. Bunlarin disinda 3 kafeik asit tiirevi (kafeik asit,
sagerinik asit ve rosmarinik asit), 3 flavonoid glikozid (luteolin-O-glukuronid,
luteolin-O-glukozit ve apigenin-O-glucuronide), 6 flavonoid aglikon (apigenin,
cirsimaritin, hispidulin, nepetin, genkwanin, luteolin), 7 abietan diterpen (ii¢ rosmanol
izomeri, rosmadial, karnosol, karnozik asit ve 12-O-metilkarnosik asit), oleanolik /

ursolik asit ve stearik asit tespit edilmistir [40].

Salvia fruticosa'nin metanol ekstresinin yeniden ekstraksiyonu ile elde edilen hekzan
ve diklorometan ekstrelerinin 7 diterpenoid (karnozol, karnozik asit, karnozik asit 12-
metil eter, izorosmanol, rosmadial, manool, ferruginol), 4 triterpenoid ( a-
amyryltetracosanoate, oleanolic asit, ursolic asit, eritrodiol), 1 steroid (3-

asetilsitosterol) ve 1 flavonoid (salvigenin) i¢cerdigi bulunmustur [32].
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Dogada yetisen ve kiiltiirii yapilan S. fruticosa sulu metanol (%80) ekstresinde yedi
fenolik asit (vanillic, gallic, chlorogenic, caffeic, ferulic, rosmarinic, p-coumaric) ve
on flavonoidden (myricetin, rutin, morin, quercetin, kaempferol, hesperetin, luteolin,
apigenin, catechins) olusan on yedi farkli fenolik bilesik tanimlanmistir. Chlorogenic,
caffeic, ferulic, rosmarinic asitlerin ikinci hasat yilinda azaldigi ortaya koyulmustur.
Bununla birlikte, kiiltlir bitkilerinin genellikle yabani 6rneklerinkinden daha yiiksek

fenolik asit i¢eriklerine sahip olduklari tespit edilmistir [41].

Polifenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan siklodekstrinler organik
¢oziiciilerin yerini alma olasiliklart ile “yesil ¢oziiciiler” olarak kabul edilirler.
Yunanistan’da yiiriitiilen bir ¢alismada ti¢ farkl siklodekstrinin [metil-B-siklodekstrin
(m-pB-CD), hidroksipropil-p-siklodekstrin (HP-B-CD) ve B-siklodekstrin (B-CD)]
yardimiyla S. fruticosa'nin toprak iistii kisimlarindan biyoaktif polifenollerin sulu
ekstraksiyonu ayrintili olarak incelenmistir. M-B-CD'nin en verimli ekstraksiyon
giiclendirici oldugu kanitlanmistir ve 6nemli polifenol verimi sagladigi gosterilmistir.
Luteolin 7-O-glukuronid ve rosmarinik asidin baskin polifenoller oldugu ve m-f-
CD’in luteolin 7-O-glukuronid igin, B-CD'in rosmarinik asit i¢in daha yiiksek afinite
sergiledigi bildirilmistir. Kinetik deney, ekstraksiyonun 80 ° C'de oldukga etkili
oldugunu, polifenol verimini ve ekstrelerin ferrik indirgeme giicii ve antiradikal
aktivitesini artirdigin1 gostermistir. Ayrica m-p-CD ile ekstraksiyonun en az enerji

gerektiren islem oldugu da kanitlanmustir [42].

Vitis vinifera L. ve Salvia triloba L. yaprak ekstrelerinin kimyasal profilleri, toplam
fenolik ve flavonoid igerikleri incelenmistir. Ultrasound destekli ekstraksiyonda
(UAE) sulu metanoliin, basingli siv1 ekstraksiyonda (PLE) sade suyun hidrogliserolik
karisimlardan daha verimli bir ¢6ziicii oldugu belirtilmistir. Salvia ekstrelerinin, Vitis
ekstrelerine kiyasla daha yiiksek toplam fenolik ve flavonoid icerdigi gosterilmis ve
bunun yaninda daha yiiksek antiradikal ve antioksidan aktiviteler sergiledigi

bildirilmistir [43].

Bitki gelisimi ve ugucu yag bilesimini takip etmek i¢in S. fruticosa bitkisi Antalya
Kalkan’da, 4 hafta araliklarla toplanmistir. Cigekli tist kisimlar1 ve yapraklarindan elde
edilen ugucu yaginin ana bilesenleri oksijen igeren monoterpen 1,8-cineole
(eucalyptol) olarak bulunmustur. Bitkinin 1,8-cineole iceriginde mevsimsel bir
degisiklik kaydedilmis; maksimum degere Temmuz ayinda ulagilmistir. Ugucu yagin

diger 6nemli bileseni kafur olarak bulunmustur. Agustos ayinda 1,8-cineole ve kafur
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iceriginin azaldig1 goriilmiistiir. Mart ayinda (adagay1 tam ¢icek agarken) toplanan
ciceklerin ugucu yaginin, yapraklarinkinden daha az miktarlarda 1,8-cineole ve kafur
igerdigi, ancak ¢ok daha yiiksek beta pinen igerdigi saptanmustir. Salvia fruticosa en
yuksek yag icerigine Agustos ayinda (14,3 mL / 100 g kurutulmus yaprak) ulagmistir
[44].

Cesitli organik giibre uygulamalarmin S. fruticosa’dan elde edilen ugucu yagin
kimyasal bilesimi iizerine etkilerinin arastirildigi bir calismada tavuk, koyun ve sigir
giibresi kullanilmistir. Organik gilibre uygulamalar1 sonucu ugucu yag veriminde artis
oldugu ve en yliksek degerlerin tavuk giibresi + koyun giibresi (% 2,9) uygulamalari
ile bulundugu ortaya koyulmustur. Ugucu yagdaki ana bilesen 1,8-cineole degerleri,
organik giibre uygulamasi ile % 44,0 ile % 50,7 arasinda degisirken, en yiiksek
degerler tavuk giibresi + koyun giibresinde (% 50,7) bulunmustur. Sonug olarak,
Anadolu Adagay1 ugucu yag igeriginin organik giibre uygulamalari ile arttig1 ve bitki

biiyiimesine olumlu etki yaptig1 gortilmustiir [45].

Agustos’ta Mugla-Torba (LI-GI), Mayis’ta Mugla-Marmaris (LII-GIl) ve Eyliil’de
Tekirdag-Gazikoy’den (LINI-GIII) toplanan S. fruticosa'nin yaprak ve gal
olusumlarinin ugucu yaglarinin karsilastirmali olarak ilk kez rapor edildigi ¢alismada,
hidrodistilasyon (HD) ve mikro buhar damitma-kati faz mikroekstraksiyon (MSD-
SPME) yontemleri de karsilastirilmistir. Analiz sonucunda baskin ana bilesenler 1,8-
sineol ve kafur olarak bulunurken, yaprak ugucu yaginda oksijenli monoterpenler (%
62.4-69.3) yiiksek oranda bulunmus; gal ugucu yaginda ise yliksek oranda oksijenli
seskiterpenler (% 25.6) ve diterpenlerin (% 17.3) bulundugu gosterilmistir. 1,8-sineol
orani en yiiksek L(I1)-HD (% 47.1), en diisiik G(I)-HD (% 1.7); kafur orani1 en yiiksek
L(1)-MSD-SPME (% 26.2), en diisiik G(I)-HD (% 3.2) olarak bildirilmistir. Ugucu
yagdaki ana bilesen miktarlarinin bélgeye, ugucu yag elde etme yontemlerine ve

bitkinin kisimlarina gore farklilik gosterdigi sonucuna varilmistir [46].

S. fruticosa yapraklarinin stiper kritik sivi ekstraksiyonu (SFE) ve hidrodistilasyon
yontemi ile elde edilen ugucu yagi karsilagtirtlmistir. SFE ile daha yiiksek ekstraksiyon
verimi elde edilmis ve daha agir ancak daha fazla biyoaktif bilesik ekstre edilmistir.
SFE ekstresinde pB-thujone bulunmazken, hidrodistilasyon yonteminde % 0.4
bulunmustur. 1,8-cineole ve camphor orani hidrodistilasyonda sirasiyla % 31.7 ve
14.4; SFE’de % 32.4 ve 18.1’dir. Diterpen manool orani hidrodistilasyonda % 2.5,
SFE’de % 19.8’e ¢ikmistir [47].
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Libya’da 2013 yilinin Nisan, Mayis, Haziran, Eylil ve EKim aylarinda, 4 farkli
bolgeden toplanan S. fruticosa toprak iistii kisimlarinin ugucu yaglar1 2 ekstraksiyon
teknigi kullanilarak elde edilmistir: Solventsiz Mikrodalga Ekstraksiyonu (SFME) ve
geleneksel hidrodistilasyon. Ana bilesikler okaliptol (% 18.3-83.7), trans-anetol (%
0.00-61.7), p-karyofilen (% 0.00-38) ve kafur (% 0.00-16.7) olarak bulunmustur.
Hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yagda yiiksek miktarda a-pinen ve -
pinen, SFME yo6nteminde ise daha yiiksek miktarda a-terpineol, PB-karyofilen,
aromadendren ve a-humulen degerleri gozlenmistir. Yaz hasadi daha yiiksek toksisite
(konviilsiyon oOzellikler) sergileyen kafur ve kamfen bakimindan zengin bir yag
saglamistir. Sonu¢ olarak kurutma yoOntemlerinin, mevsimsel ve cografi
varyasyonlarin, ekstraksiyon tekniklerinin S. fruticosa'nin ugucu yag verimini ve
kimyasal bilesimini etkiledigi bildirilmistir. Calismada ilk defa, trans-anetol ayirt
edilebilir kemotip olarak gosterilmistir [48].

ftalya’da toplanan dért Salvia tiiriiniin (S. clandestina, S. fruticosa, S. officinalis, S.
sclarea) toprak dstii kisimlarmin ugucu yaglarmin kimyasal kompozisyonu
arastirilmistir. S. clandestina hidrodistilasyonundan ugucu yag elde edilememistir. S.
sclarea ugucu yagi seskiterpenler (% 56.95), 6zellikle germacren D (% 35.73) ve
oksijenli seskiterpenler (% 20.48); S. fruticosa ve S. officinalis, sirastyla % 38.61 ve
% 45.23 oksijenli monoterpenler ve % 34.96 ve % 37.45 seskiterpenler ile karakterize
edilmigstir. Bitkilerin su ekstrelerinin fenolik kompozisyonlar1 arastirilmis S.
clandestina'da 29, S. fruticosa'da 20, S. officinalis'te 16 ve S. sclarea 'da 21 bilesik
tanimlanmistir. Bes gruba ait oldugu belirlenen bilesikler; hidroksibenzoik asit
tiirevleri, hidroksibenzaldehit, hidroksisinnamik asit tiirevleri, flavonoidler ve organik

asitler olarak belirlenmistir [49].

Izmir'de yetistirilen baz1 adacay: tiirlerinin (S. fruticosa, S. officinalis, S. sclarea,
hibrid (S. fruticosa x S. officinalis) ve S. dichroantha L.) yaprak ve ¢i¢eklerinden elde
edilen ugucu yag bilesimleri incelenmistir. Ugucu yaglardaki bilesen sayisi sirasiyla
22,16, 14,20 ve 16 olarak tespit edilmistir. S. fruticosa’nin yaygin bileseni 1,8-cineole
(%57.18), S. officinalis’in B-thujone (%34.59), S. sclarea’nin linalyl acetate (%46.77),
hibrid Salvia’nin 1,8-cineole (%21.42) ve B-thujone (%18.37) ve S. dichroantha’nin
B-caryophyllene (% 23.11) ve sabinyl asetat (21.87) olarak bildirilmistir [50].
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Tiirkiye'de yetisen on iki Salvia tiiriiniin tohumdan elde edilen yaglarinin yag asidi
bilesenlerinin incelendigi bir ¢alismada, S. fruticosa’nin yag verimi %11, ana bilesen

linoleik asit oran1 %47,6 bulunmustur [51].

Antalya’dan toplanan Salvia fruticosa, Salvia tomentosa, Stachys cretica subsp.
anatolica ve Stachys aleurites tohumlarinin yag asitleri ve tokoferol bilesimleri
aragtirtlmistir. Yag icerikleri S. fruticosa (%12.20), S. tomentosa (%13.59), S. aleurites
(%17.22), S. cretica subsp. anatolica (%15.83) olarak tespit edilmistir.  y-tokoferol,
S. fruticosa (620.5 mg/kg) ve S. tomentosa (834.9 mg/kg) tohumlarinin yaglarinda bol
miktarda; a-tokoferol S. fruticosa’da 23.05 mg/kg ve S. tomentosa’da 22.85 mg/kg
tespit edilmistir [52].

Yunanistan’da S. fruticosa’nin yapraklari ve ¢igeklerinin infiizyonu {izerinde yapilan
elemental analizde 18 element tespit edilmistir: Ba, Bi, V, Cr, Cu, Co, Se, Sr, Ni, Mn,
Sn, Sb, Pb, Cd, As, Fe, Mg and Zn [53].

2.4.3 Biyolojik aktivite calismalari

2.4.3.1 Antikolinesteraz aktivite

S. fruticosa'nin gal adi verilen olusumlarimin (elma) hegzan ekstresi, ozellikle
butirilkolinesteraza (BChE) kars1 oldukga gii¢lii inhibisyon (82.89 = 2.29/100 ug/mL)
gosterirken; bitkinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen, esas olarak 1,8-cineole’den
(% 58.89) olusan ucucu yaginin asetilkolinesteraza (AChE) kars1 daha iyi inhibisyon
(73.52 £ 0.65/100 pg/mL) sergiledigi goriilmiistiir. Metanol ekstresinin en yiiksek
antioksidan ve antikolinesteraz aktivite sergiledigi bildirilmistir [32].

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada 55 Salvia taksonundan hazirlanan diklorometan, etil
asetat ve metanol ekstreleri antikolinesteraz etki agisindan incelenmistir. 165 Salvia
ekstresi arasinda sadece S. fruticosa'nin diklorometan ekstresinin, AChE'a kars1 100

pg/mL'de % 51.07 inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir [28].

S. fruticosa’nin ugucu yag bilesenlerinin BChE'in inhibisyonuna katkida bulunup
bulunmadiginin in vitro incelendigi bir ¢alismada, bitkinin yapraklarindan elde edilen
ucucu yagin zamana bagli BChE inhibisyonu gosterdigi bulunmustur. [Cso
degerlerinin 5 dakika inkiibasyon siiresinden sonra 0,15 mg/mL'den 0,035 mg/mL ve

90 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 0,14 = 0,007 mg/mL'den 0,06 mg/mL'ye

14



diistiigi bildirilmistir. Bu etkinin ekstrelerdeki belirli minér ve major bilesenler

arasindaki sinerji ve antagonizm tarafindan agiklanabilecegi bildirilmistir [54].

2.4.3.2 Antioksidan aktivite

Libya’da toplanan S. fruticosa'min diklorometan, etil asetat, metanol, etanol ve su
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic asit diamonyum tuzu), DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP (ferrik
iyonu indirgeyici antioksidan potansiyeli) ve B-CB (B-karoten agartma) yontemleri ile
analiz edilmis; FRAP testinde su ve etanol ekstreleri (sirasiyla 1191.51 umol Fe (II)/g
ve 834.10 umol Fe (II)/g) en giiclii antioksidan aktivite gostermistir [39].

Salvia triloba (adagay1), Tilia argentea (thlamur) ve ticari ad1 Rize ¢ay1 olan siyah
Tirk c¢ay1 ile geng siirglin ¢ayr (Camellia sinensis) su ekstrelerinin antioksidan
aktivitelerinin karsilagtirildig1 bir calismada, ¢ay Ornekleri en yiiksek antioksidan
aktivitesi gostermis, onu thlamur izlemis ve adagay1 en diisiik antioksidan aktivitesi
gostermistir. Antioksidan aktivitesinin aksine, S. triloba en yiiksek indirgeme giicii
aktivitesi gostermistir. Indirgeme kapasitesi bir bilesigin potansiyel antioksidan
aktivitesinin 6nemli gostergesi olsa da, bu iki aktivite arasinda her zaman dogrusal bir

korelasyon olmayabilecegi bildirilmistir [55].

Adagay1 (Salvia fruticosa), kekik (Oregano vulgare L. ssp. Hirtum) ve sater (Satureja
hortensis) bitkilerinin etanol ve aseton ekstrelerinin antioksidan aktivite agisindan
incelendigi ve toplam fenolik igeriklerinin belirlendigi bir ¢alismada, ii¢ bitkiden elde
edilen etanol ekstrelerinin serbest radikalleri temizleme konusunda yiiksek kapasiteye
sahip oldugu bildirilmistir. Tiim bitkilerin etanol ekstrelerinin ana bileseni rosmarinik
asit olarak bulunmustur. Ekstrelerin ¢ogunda flavon luteolin ve apigenin ve flavonol

Kersetin varligi dogrulanmustir [56].

Yunanistan’da yapilan ¢alismada S. fruticosa'nin ugucu yag ve fenolik kompozisyonu
ile antioksidan aktivitesi aragtirilmistir. Adagay1 yaginda antioksidan aktivite, oksijenli
seskiterpen ve diterpen oranlari ile iligkilendirilmistir. Ugucu yagin ana bilesenleri 1,8-
sineol (% 46-58.9), a-terpineol ( % 2.8-4.3), viridiflorol (% 2.1-7), kafur (% 0.7-5.8),
B-karyofilen (% 1-5.1), B-pinen (% 2-5), B-mirsen (% 3.2-4.6) ve a-pinen (% 3.2-4.0)
olarak bulunmustur. Metanol ekstresinde en yiiksek flavonoid (kuersetin ve luteolin)

konsantrasyonu ¢iceklenme asamasinda gozlenirken; yiiksek fenolik asit (rosmarinik
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asit ve kafeik asit) icerigi antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu meyve verme

asamasinda tespit edilmistir [57].

Origanum indercedens, O. onites ile Salvia fruticosa, S. officinalis bitkilerinin metanol
ekstrelerinin antioksidan etkilerinin karsilastirildigi ¢alismada S. fruticosa’nin S.
officinalis’ten daha yiiksek karnosik asit ve metil karnosat igerigine sahip oldugu,
ayrica daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Adagay1
orneklerinin antioksidan aktivitelerinin kekik Orneklerinden daha yiiksek oldugu

bulunmustur [58].

Salvia triloba ve Rosmarinus officinalis ugucu yaglart ile doldurulmus lipozomlar
gelistirilerek bunlarin antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmistir.
Ucgucu yaglarin ana bilesenleri okaliptol (sirasiyla % 47 ve % 49) ve kafur (sirasiyla
% 11 ve % 12) olarak bulunmustur. Lipozomlarin 4 °C'de saklandiginda bir ay
boyunca stabil kaldigi, lipozomlara doldurulan ugucu yaglarin doldurulmayanlara
oranla bes kat daha diisiik bir konsantrasyonda ayn1 antioksidan aktiviteyi sergiledigi,
Klebsiella pneumoniae'ye karsi aktif ve formiile edilmemis ugucu yaglardan daha
etkili oldugu bildirilmistir [59].

2.4.3.3 Antienflamatuvar aktivite

Salvia triloba’nin toprak istii kisimlarmin kloroform, etanol, biitanol ve su
ekstrelerinin akut ve kronik antienflamatuvar aktivitesinin analiz edildigi bir ¢alismada
Kloroform ekstresinin, biiyiikk olasilikla metillenmis flavonoidler ve triterpenlerin
varligina bagl olarak, hem akut hem de kronik modellerde en yiiksek antienflamatuvar

aktivite sergiledigi bildirilmistir [60].

Beyrut’tan toplanan S. fruticosa bitkisinin hem toprak iistii kisimlarinin hem de
koklerinin metanol ekstrelerinin 4 saatte, carrageenan’le olusturulmus penge 6demine
kars1 sirasiyla % 50 ve % 44 oraninda yiiksek antienflamatuvar aktivite gosterdigi

bulunmustur [61].

2.4.3.4 Antimikrobiyal, antifungal ve antiviral aktivite

Giiney Brezilya’da yiiriitiilen bir ¢alismada S. officinalis ile S. fruticosa bitkilerinin
ucucu yaglart GC-MS ile analiz edilmis; S. officinalis ugucu yaginda ana bilesenler
1,8-cineole (%14.8), a-thujone (%24,8), borneol (%11.1), camphor (%10.9), B-pinene
(%9.87); S. fruticosa'da ana bilesenler camphor (%12.6), 1,8-cineole (%15.7), a-
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thujone (%20.1) ve B-caryophyllene (%11.8) olarak bulunmustur. Her iki tiirden elde
edilen ugucu yagin Aeromonas hydrophila, Bacillus megatherium, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Klebsiella oxytoca ve Aeromonas sobria'ya karst 6nemli Olgiide
bakteriyostatik ve bakterisidal aktivite sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica, S. fruticosa
ucucu yagmin A. hydrophila ve S. aureus'un biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir
[62].

Lavanta (Lavandula angustifolia), kakule (Elettaria cardamomum) ve adagay1 (Salvia
fruticosa) ug¢ucu yaglarimin farkli kombinasyonlariyla formiile edilmis gargaralarin
Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella typhii'ye karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin  degerlendirildigi ¢alismada 3 bitki yiiksek
antimikrobiyal aktivite sergilemis; S. fruticosa tek basina B. cereus ve S. aureus’a karsi

antimikrobiyal aktivite gostermistir [63].

Libya’dan toplanan S. fruticosa ve S. lanigera bitkilerinin etanol ve su ekstrelerinin
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak 6 Gram negatif (E.coli, S. typhimurium, S.
enteritidis, P. tolasii, P. aeruginosa, P. mirabilis) ve 5 Gram pozitif (S. aureus, B.
cereus, M. flavus, S. lutea, L. monocytogenes) ile 7 mantara (C. krusei, C. albicans, C.
parapsilosis, A. glaucus, A. fumigatus, A. flavus, T. Mentagrophytes) karsi
antimikrobiyal ve antifungal aktivite agisindan incelenmistir. Ekstrelerin tiimiiniin
bakteriyel biiylimeyi inhibe ettigi ve MIC (minimal inhibitér konsantrasyonu)
degerlerinin 10 ila 50 mg/mL arasinda degistigi; etanol ekstresinin su ekstresine gore
daha gii¢lii aktivite (MIC 10-35 mg/mL) gosterdigi tespit edilmistir. S. fruticosa
ekstrelerinin uygulanan konsantrasyonlarda fungistatik ve fungisidal etkileri Candida
tiirlerinde gézlenmemistir. Salvia lanigera etanol ekstresi, analiz edilen tiim Candida
tirlerinin biliylimesini inhibe etmistir (MIC 16 - 64 mg/mL). Aspergillus glaucus,
ozellikle S. fruticosa'nin su ve S. lanigera'nin etanol ekstrelerine (MIC/MFC 8 ila 64
mg/mL) duyarli olan tek Aspergillus tiridir. Her iki tiiriin su ekstresi, T.
mentagrophytes tizerinde en belirgin etkiyi gostermistir (MIC/MFC, 8 mg/mL ila 32
mg/mL) [39].

Geleneksel tipta dermatofitoz icin en etkili sifal bitkiler {izerine yapilan bir derlemede
S. fruticosa ugucu yaginin disk difiizyon yontemine goére Trichophyton rubrum

tizerinde orta derecede antifungal etki gosterdigi bildirilmistir [64].
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Liibnan’da S. fruticosa’nin petrol eteri ve metanol ekstrelerinin, 8 fitopatojenik
mantara kars1 antimikotik aktivite agisindan in vitro yapilan calismada, petrol eteri
ekstrelerinin analiz edilen tiim patojenlere karsi etkinliginin, metanol ekstrelerinden
daha yiiksek oldugu bulunmustur. S. fruticosa’nin Alternaria solani, Verticillium
dahliae, Fusarium oxysporum ve Botrytis cinerea mantarlarina diisiik ve orta diizeyde

antifungal etkisi oldugu tespit edilmistir [65].

Dort Salvia tiirtintin (S. cilicica, S. officinalis, S. fruticosa, S. tomentosa) toprak tistii
kisimlarmin etanol ekstreleri ve ugucu yaglar ile S. cilicica koklerinin enfeksiyon
hastaliklar1 dahil antimikobakteriyel ve antifungal aktiviteleri arastirilmistir.
Antimikobakteriyel aktivite iic Mycobacterium tuberculosis (duyarli-, direngli standart
suslar ve coklu ila¢ direnci klinik izolat1) susuna karsi, antifungal aktivite iki
dermotofite (Microsporum gypseum ve Trichophyton mentagrophytes var. erinacei)
ve li¢ Candida tiirtine kars1 mikrodiliisyon yontemi ile analiz edilmis ve ugucu yaglari,
toprak iistii kisimlar1 ve kok ekstrelerine kiyasla yiiksek antimikobakteriyel ve

antifungal aktivite gostermistir [66].

Tiirkiye’de yapilan bir calismada, soguk alginligi, mide agris1 ve bogaz agrisi
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bes Labiatae bitkisi Salvia fruticosa, Sideritis
leptoclada (endemik), Sideritis albiflora (endemik), Salvia tomentosa ve Origanum
onites’in metanol ekstrelerinin antibakteriyel ve antimikobakteriyel aktivitesi
arastirilmig; S. typhimurium ve E. aerogenes'e karsi en iyi antibakteriyel aktivitenin S.
fruticosa tarafindan gosterildigi tespit edilmistir. Mycobacterium tuberculosis’e karsi

en iyi antimikobakteriyel aktivite S. tomentosa tarafindan gosterilmistir [67].

Kibris’tan toplanan Salvia fruticosa’nin antifungal aktivite agisindan en aktif olan etil
asetat ekstresinin ana bilesenleri olarak metoksillenmis flavonlar hispidulin, salvigenin
ve cirsimaritin ve diterpenler karnosik asit, karnosol ve 12-metoksikarnosik asit
tanimlanmistir. Bu bilesenlerden hispidulin, karnosik asit, karnosol 6zellikle Botrytis
cinerea ve Penicillium digitatum'a kars1 antifungal aktiviteleri destekleyerek gida ve

tarim sistemlerinde kullanim potansiyellerini ortaya koymaktadir [68].

Yunanistan’da dogal olarak yetisen S. fruticosa’nin ugucu yaginda bes ana bilesen;
1,8-cineole, alpha-thujone, beta-thujone, kafur ve karyofillen tespit edilmis; ana

bilesenlerden kafur ve 1,8 sineol’iin Fusarium proliferatum ve Fusarium oxysporum
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f. sp. dianthi’a kars1 diisiik; Fusarium solani sp. cucurbitae, Sclerotinia sclerotiorum

ve Rhizoctonia solani’ye kars1 yiiksek antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir [69].

Coridothymus capitatus L., Origanum dictamnus L. ve Salvia fruticosa Mill.
bitkilerinin ugucu yag kombinasyonunun, iist solunum yolu viral enfeksiyonlar1 olan
hastalarda semptomlarin siiresini ve siddetini azalttigi gosterilmistir. Ugucu yag
karisiminda bulunan ana bilesenler karvakrol (% 53), okaliptol (% 13) ve B-
caryophyllene (% 3) olarak bulunmustur. Yunanistan’da yiiriitiilen in vitro ¢alismada,
influenza A / HIN1 viriis suslarina, influenza B ve insan rinoviriis 14'e (HRV14) kars1
ucucu yag kombinasyonunun dikkate deger antiviral aktivitesi ortaya koyulurken,
influenza A / H3N2, Respiratory Syncytial Virus (RSV) ve Adenovirus 5 i¢in higbir
viral inhibisyon gozlenmedigi bildirilmistir [70].

2.4.3.5 Noroprotektif aktivite

En yaygin norodejeneratif hastaliklar arasinda sayilan Alzheimer hastaliginin
karakteristik Ozelliklerinden biri amiloid beta (AP) peptidlerinin sitotoksik
agregasyonudur. S. fruticosa’nin toprak iistii kistmlarinin metanol, diklorometan ve
petrol eteri ekstrelerinin SH-SY5Y insan kemik iligi ndroblastoma hattinda AB2s-ssile
indiiklenen hiicre Olimiine karst noroprotektif oOzelliklerinin degerlendirildigi,
Kibris’ta yiiriitiilen ¢alismada diklorometan ve petrol eteri ekstrelerinin 6nemli bir
noroprotektif potansiyel sergileyen etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir. S. fruticosa,
AP norotoksisitesine karsi koruyucu 6zelliklere sahip oldugu bilinen dérdiincii Salvia
tirtidir ve bu oOzelligin flavonoidler, terpenoidler ve fenolik asitler gibi aktif

bilesenlerden ileri geldigi 6ne siiriilmiistir [71].

2.4.3.6 Toksisite ve genotoksisite

On dort bitki tiiriinden elde edilen on alt1 ugucu yagin yetiskin piring kurdu Sitophylus
oryzae kars1 fumigant toksisitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, en aktif ugucu
yaglar Thymbra capitata ve Salvia pomifera subsp calycina (LC50 = 3.4-4.4 uL/L)
olarak bulunmus; oksijenli monoterpenlerin baskin oldugu S. fruticosa, Laurus nobilis
ve S. ofcinalis'in (LC50 = 7.4-15.5 pLL/L) ugucu yaglarmin da oldukga toksik oldugu
bulunmustur [72].
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Insan periferik kan lenfositlerinde (HPBL) S. fruticosa metanol ekstaktrinin S9
karisimiin  (metabolik aktivator) (3-Metilkolantren kaynakli sican karaciger
mikrozomal fraksiyonu) yoklugunda mitotik indeksi diisiirme yoluyla sitotoksik
aktivite gosterdigi ancak niikleer bolinme indeksi ve proliferasyon indeksini
diisiirmedigi goriilmiistiir. S9 karisimi varliginda ekstre tek basina sitotoksik aktivite
gostermemis ancak yiiksek dozda siklofosfamidin ve ekstre karigiminin sitotoksik

aktiviteyi artirdig1 saptanmustir [73].

2.4.3.7 Antikanser aktivite

Urdiin florasindan toplanan iki Salvia tiirii, S. triloba ve S. dominica'dan elde edilen
etanol ekstreleri, MCF7 ve T47D meme kanseri hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif
aktiviteleri agisindan sulforhodamine B testi ile degerlendirilmistir. S. triloba ICso
degerleri MCF7 icin 29.89 + 0.92 pg/mL ve T47D icin 38.91 + 2.44 pg/mL ile
biyolojik olarak aktif bulunmustur. Bitki ekstrelerinin, T47D hiicrelerinde apoptoz ve
nekroz kaynakli hiicre 6liimiine bagli oldugu ve proapoptotik sitotoksik mekanizmalar
yoluyla meme kanseri yonetimi / tedavisinde faydali olabilecegi sonucuna varilmistir

[74].

[zmir’den kuru toz formunda alinan Salvia triloba’nin metanol ekstreleri elde edilmis,
PC-3 ve DU-145 prostat kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkileri arastirilmistir. Hiicre
canlilig1 XTT ile degerlendirilmistir. Ekstre her iki kanser hiicresinde konsantrasyona
bagli bir sekilde sitotoksisiteyi indiiklemis; en yliksek sitotoksisite 72. saatte
gozlenmistir ve PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde ekstrenin ICso degerleri sirasiyla 287 +
8 ve 456 £ 15 pg/mL olarak bulunmustur [75].

Kolorektal kanser hiicre hatlarinda (HCT15 ve CO115) S. officinalis ve S. fruticosa su
ekstrelerinin ve baslica fenolik bilesikleri rosmarinik asidin MAPK / ERK ve PI3K /
Akt yolaklarinda sitotoksik ve apoptotik etkilerinin arastirildig1 ¢alismada S. fruticosa
ekstrelerinin apoptotik etkisinin rosmarinik asitten daha yiiksek oldugu bulunmus;
ancak her iki bitki ekstresinin sadece HCT15 hiicre hattinda proliferasyonu engelledigi
bildirilmistir [76].

[zmir Cesme’den toplanan S. fruticosa bitkisinin sulu ekstresi kolorektal
adenokarsinom hiicre hatlari tizerinde (Caco-2 ve HT-29) arastirilmig, doza ve zamana

bagl antiproliferatif aktivite gosterdigi, Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesini
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inhibe ettigi (ICso degeri 6.8 pg/mL) bildirilmis ve sonuglar bitkinin kemoterapi
ilaglarinin yani sira kolon kanserinin dnlenmesi ve tedavisinde kullanilabilecek tibbi

bitki olarak diistintilebilecegi sonucuna varilmistir [77].

Italya’nin giineyinden toplanan S. fruticosa subsp. thomasii’nin metanol ekstresi, insan
meme kanseri (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve insan kolorektal karsinom (RKO ve
Caco-2) hiicrelerine karsi antitiimor aktivite gostermistir. Bitki ekstresi, tiimoral
olmayan 3T3-L1 hiicreleri tizerinde diistik sitotoksik etkilerle apoptoz yoluyla hiicre
Oliimiine yol agmustir. Ayrica, 3T3-L1 murin fibroblastlarinda lipid peroksidasyonuna
kars1 en yiiksek koruma saglamis ve menadion tedavisinin neden oldugu oksidatif

stresi azalttig1 goriilmiistiir [78].

Melanom, melanin pigmentasyonundan sorumlu olan melanositlerdeki anormallesme
sonucu gelisen agresif bir cilt kanseri tiiriidiir. S. fruticosa ve S. pomifera toprak tistii
kisimlarmin metanol ekstrelerinin insan melanom hiicrelerine (A375, Mel JuSo)
etkileri arastirilmustir. S. fruticosa’da karnosik asit ve karnosol en ¢ok bulunan fenolik
bilesikken, S. pomifera’da bulunamamustir. S. fruticosa’nin hiicre canliligini ve
¢ogalmasini S. pomifera’dan daha 6nemli 6lgiide azalttig1 bildirilmistir. S. fruticosa
ekstresinin  toksisiteden sorumlu bilesiginin karnosik asit olup olmadigini
degerlendirmek igin karnosik asit tek basina degerlendirilmistir. Karnosik asitin kanser
hiicrelerini S. fruticosa ekstrelerinden daha verimli sekilde etkilemesi {izerine, S.

fruticosa’nin sitostatik etkisinin karnosik asitten ileri geldigi sonucuna vartlmstir [40].

Glycyrrhiza glabra L. kokii (Meyan), Matricaria chamomilla L. toprak tistii kisimlari
(Papatya), Salvia triloba L. toprak {istii kisimlar1 (Anadolu adagay1), Rheum palmatum
L. koki (Rhubarb), Trigonella foenum-graecum L. tohumlari (Cemen otu) ve
Sambucus ebulus L. yaprak ve meyveleri (Ciice miirver) metanol ekstrelerinin
A375.82 (diistik tirozinaz ekspresyonu) ve WM 1361A (yliksek tirozinaz ekspresyonu)
olmak tizere iki melanosit tiimor hiicre hatt1 iizerinde antiproliferatif aktiviteleri
arastirllmistir. WM1361A melanom hiicre hatti, melanom sentezinde anahtar adimi
katalize eden yiiksek tirozinaz ekspresyonu ile karakterizedir ve bu nedenle tirozinaz
varligi bu hiicrelerde melanin birikimini kolaylastirir. Adagay1, papatya, rhubarb ve
meyanm metanol ekstrelerinin WM1361A proliferasyonunu doza bagl bir sekilde
inhibe ettigi bildirilmistir; sirastyla ICso degerleri 20.6, 25.2, 17.8, 35.2 pg/mL [79].
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2.4.3.8 Antidiyabetik aktivite

Marmara Universitesi’nde yiiriitiilen ¢alismada, Streptozotosin / nikotinamid ile
indiiklenen diyabetik siganlarda Salvia triloba ve Thymus praecox subsp. skorpilii var.
skorpilii metanol ekstrelerinin (STE ve TPSE) antidiyabetik etkilerini belirlemek i¢in
insiilin tolerans testi ve dozajim1 ayarlamak igin oral glukoz tolerans testi
uygulanmistir. STZ / NA ile uyarilan siganlarda TPSE'nin hiperglisemi diizeyini
standart metformine benzer sekilde diistirdiigii gozlemlenmistir. 200 mg / kg STE bir
saat i¢inde kan glukoz seviyelerinde belirgin anlamli azalma gostermistir. Elde edilen
verilere gore, TPSE ve STE’nin diyabetik siganlarda kan sekerini diisiirdiigii, glukoz
toleransini artirdigt ve hiperinsiilinemiyi onledigi bildirilmistir. Bu iki potansiyel
bitkiden Tip 2 diyabet tedavisinde yeni bir alternatif terapotik ajan gelistirilebilecegi

sonucuna varilmistir [80].

Pankreas triasilgliserol lipaz (PL) dislipidemi, ateroskleroz ve obezite ile iligkili
dislipideminin tedavisi i¢in farmakolojik bir aractir. Urdiin’de yapilan ¢alismada, S.
triloba yapraklarinin metanol ekstresinin PL’1 inhibe edebildigi, bu sebeple yiiksek
yagli beslenmeye (HFD) bagl hipertrigliseridemi iizerinde diizenleyici etkileri
bulundugu bildirilmistir [81].

2.5 Sekonder Metabolitler

Primer (birincil) metabolitler biiyiime, gelisme ve iireme olaylarinda gorev alirken
sekonder (ikincil) metabolitler, tireme basarisin1 artirmak icin bitki ile ¢evresi

arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak tretilirler [82].

Bitkiler, azot iceren bilesikler (alkaloidler, aminler, siyanojenik glikozitler, protein
olmayan amino asitler, glukozinolatlar, alkamidler ve peptidler) ve azot igermeyen
bilesikler (terpenler, poliketidler, fenolikler, saponinler ve poliasetilenler) olmak
tizere ¢ok ¢esitli ikincil (sekonder) metabolitler tiretirler. Tespit edilen sekonder
metabolitlerin sayis1 100.000’i asmaktadir. Kompleks bilesikler bitkilerde organ, doku
ve gelisme kisimlarinda kendilerine 6zgii sekilde belirli biyosentetik enzimlerle
sentezlenir [83]. Sekonder metabolitlerin en karakteristik 6zelligi, cok cesitli kimyasal
tirleri; alifatik, hidroaromatik, aromatik ve heterosiklik gibi benzersiz karbon

iskeletleri, ¢ok sayida fonksiyonel gruplarin varligidir [84].

22



Sekonder metabolitler binlerce yildir insanlik tarafindan boya (6rn. indigo, shikonin),
aroma (6rn. vanilin, kapsaisin), koku (6rn. giil yagi, lavanta yagi), uyarict ( orn.
nikotin, kafein, efedrin), haliisinojen (6rn. kokain, morfin, skopolamin,
tetrahidrokanabinol), bocek oldiiriicii (6rn. nikotin, piperin, piretrin, rotenon),
omurgali ve insan zehirleri (6rn. Koniin, striknin, akonitin, kolsisin, kardiyak
glikozitler), terapotik ajanlar (6rn. atropin, Kkinin, kardenolitler, kodein) olarak
bilinirler. ikincil metabolitlerin ekolojik ve fizyolojik islevleri Sekil 2.5’te verilmistir

[83]:

Sekonder Metabolitler

UV koruma
N-deposu
Fonksiyon
Savunma bilesikleri
\ Slnyal
bilesikleri
Savunma
Mikroorganizma/ Rekabetei
Herbivorlar/yirticilar Viriis bitkiler Cekme
Tozlastirict
Hasarat Bakteri bocekler
Tohum
dagitan
Yumusakgalar Mantar hayvanlar
Kok nodiil
Omurgalilar bakterileri
l v Adapte
olanlar
Kovma Toksisite Fidelerin
Gelisme ¢imlenme ve
Caydirma engellenmesi biiytimesinin
Toksisite engellenmesi
Gelismenin
engellenmesi

Sekil 2.5 : Sekonder metabolitlerin ekolojik ve fizyolojik islevleri.
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Salvia tiirlerinde ana sekonder metabolitlerin flavonoidler ve terpenoidler oldugu

bildirilmistir [23].

Terpenoidler; monoterpenoidler, seskiterpenoidler, diterpenoidler, sesterterpenoidler,
triterpenoidler ve steroidlerdir. Flavonoidler ve diger fenolikler; flavon ve flavonol
aglikonlar1 ve glikozitleri, antosiyaninler ve proantosiyanidinler, kafeik asit
metabolitleridir [7].

Bitkinin  toprak  dstii  kisimlari  genellikle  flavonoidler, triterpenoidler,
monoterpenoidler gibi ucucu bilesikler icerirken; koklerde ana bilesikler

diterpenoidlerdir [23].

2.5.1 Terpenler

Terpenler diisitk molekiiler agirlikli dogal bilesiklerin en genis ve en fazla yapisal
cesitlilik goésteren grubudur. Bitkiler, bocekler, mikroorganizmalar, mantarlar ve
hayvanlar gibi dogal kaynaklarda yaklasik 64.000 terpen tanimlanmigtir. Organizmada
hiicre zarlarinin yapr tasi, elektron transferi ve fotosentez gibi hiicresel bazda temel
biyokimyasal siire¢lere katilirlar. Bir¢ogu bitkinin abiyotik ve biyotik strese tepkisini
gelistirirken, bir kism1 polen tasiyicilara sinyal veren molekiillerdir, bazilarinin ise

giiclii biyolojik aktiviteler sergiledigi kanitlanmigtir [82].

Terpenler karbon atom sayisina gore; monoterpen (C10), seskiterpen (C15), diterpen
(C20) ve triterpen (C30) olarak siniflandirilirlar [85].

Monoterpenler ugucu yaglarin ana bilesenlerini olustururken yaga canlandirici,
antifungal, antibakteriyel gibi biyolojik aktivite kazandirirlar. Seskiterpenlerin
antibiyotik ve sitotoksik aktiviteleri bulunup, inhibe edici veya uyarici hormonal
dengeyi kurmada gorev alirlar. Salvia tiirleri genel olarak abietan, labdan, klerodan ve
pimaran tipi diterpenler icermekte olup, antiviral, kardiyovaskiiler, antitimor etki
gosterirler. Salvia tiirlerinde bulunan triterpenler ursolik asit ve oleanolik asittir ve

giiclii sitotoksik aktivite gosterirler [86].

2.5.2 Fenolik bilesikler

Polifenoller bir benzen halkasi iizerinde bir veya birden fazla sayida hidroksil
gruplarina sahip aromatik bilesiklerdir. Molekiile antibakteriyel, antienflamatuvar,

antioksidan ve canlandirma gibi 6zellikleri kazandirirlar [87]. Salvia tiirlerinde
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tanimlanan ana polifenoller; rosmarinik asit, karnozik asit, salvianolik asit ve tiirevleri
(karnosol, rosmanol, epirosmanol, rosmadial ve metil karnosat), tanenler
(salviatannin), ucucu yaglar (a-thujone, B-thujone, 1,8 sineol, kafur), flavonlar, fenolik
asitler, fenilpropanoid glikozitler, triterpenoidler ve diterpenler, a-tokoferol, vy-
tokoferol, karotenoidler, gallik asit, 3-O-kafeoilkinik asit, 5-O-kafeoilkinik asit, kafeik
asit, hesperetin, hispidulin ve genkwanindir [88].

Polifenoller yapilarina gore iki alt gruba ayrilir: Fenolik asitler ve flavonoidler [24].

Fenolik asitler insan hastaliklarinin 6nlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Polar fenolik
asitler, Salvia tiirlerinin suda ¢oziiniir bilesenlerinin biiyiik boliimiini olusturur [24].
Salvia tiirlerindeki fenolik asitlerin ¢ogu, ¢ogunlukla rosmarinik asit olarak dimerik
formda bulunan kafeik asit tiirevleridir. Ornegin, S. officinalis 50'den fazla fenolik asit
ve flavonoid igeren zengin bir polifenolik bilesik kaynagidir. Fenolik bilesikleri
arasinda kafeik asit, rosmarinik asit, salvianolik asitler, sagecoumarin, sagerinik asit

ve ferulik asit bulunur [89].

Flavonoidler, antioksidan Ozellikleri ile bilinen sebze ve meyveler dahil yiiksek
bitkilerde bulunan bilesikler smifin1 temsil eder. Flavonoidler, fenil halkasinin 2
(flavonoidler) veya 3 (izoflavonoidler) konumunda baglandigi kromon iskeletine

sahiptir. Flavonoid yapist Sekil 2.6’da verilmistir.

Sekil 2.6 : Flavonoid yapist.

Flavonoidler C halkasmin yapisal 6zelliklerine gore simniflandirilir. Flavonoidlerin
cesitliligi ~ hidroksil ~ gruplarinin  hidroksilasyonu, metilasyonu  veya
glikosidasyonlarindan gelir. 4.000'den fazla flavonoid vardir ve bunlarin birgogu
antioksidan, antibakteriyel, antiviral, antifungal, hepatoprotektif, immiinomodiilator
gibi etkileri nedeniyle arastirmalara konu olmustur [90]. Bitkilerde bulunan fenolik

bilesiklerin yarisi flavonoidlerdir [88]. Salvia tiirlerinde bulunan ana flavonoidler;
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luteolin, apigenin, hispidulin, salvigenin, kaempferol ve kersetindir [89]. Flavonlar ve
flavonoller gibi farkli flavonoid gruplarinin vaskiiler diiz kasi gevsetmede farkli

etkinlik gosterdikleri bildirilmistir [91].

2.6 Antikolinesterazlar

Demans (bunama), bellekte giicliik, dilde ve diger biligsel islevlerde bozukluk,
davraniglarda degisiklik ve giinliikk yasam aktivitelerindeki bozukluklarla karakterize
edilen Klinik bir sendrom olarak tanimlanir [92]. Yaslilar arasinda en yaygin bunama
tiiri olan Alzheimer hastalig1, kronik ve progresif ndrodejeneratif bir beyin hastaligidir
[93]. Alzheimer hastaliginin altinda yatan ndrobiyolojik mekanizmalara dayali
kolinerjik hipotez dahil olmak tizere, B-amiloid (AP) peptid teorisi, tau
hiperfosforilasyon hipotezi, enerji metabolizmasinda diizensizlik, oksidatif stres ve

kalsiyum dishomeostaz gibi ¢esitli hipotezler ileri siiriilmektedir [94].

Kolinerjik disfonksiyon, Alzheimer hastalarindaki erken bilissel gerileme ile yakindan
iligkilidir. Alzheimer hastaliginda senil plaklarin ve norofibriler yumaklarin olusumu
gibi spesifik noropatolojik degisikliklerin yani sira beynin hipokampiis ve korteksinde
asetilkolin (ACh) seviyelerinde bir diisiis gozlenmektedir [95, 96]. Asetilkolinesteraz
(AChE), bir norotransmiter olan asetilkolini hidrolizleyen hidrolaz grubundan bir
enzimdir. Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in genel yaklagim, asetilkolinin hidrolizini
katalizleyerek kolinerjik iletimde kritik rol oynayan asetilkolinesterazi inhibe etmek

ve beyindeki sinaptik asetilkolin diizeylerini artirmaktir [93].

Asetilkolinesterazin kataliz reaksiyonu ve reaksiyon sonunda asetat ve kolin olusumu
Sekil 2.7¢de verilmistir [97].

GHa )ig o RsC
+ AChE N*
H3C/PI\/\O CHs, H CJ'I\O— * HsC™; ~OH
H3C 3 H3C
asetilkolin asetik asit kolin

Sekil 2.7 : Asetilkolinin hidroliz reaksiyonu.

Sifali bitkilerden ¢esitli AChE inhibitorleri tanimlanmistir; Ornegin Huperzia
serrata'dan huperzin A (Hup A), Narcissus confusus'tan galantamin, Physostigma

venenosum’dan fizostigmin, Curcuma longa’dan kurkumin. Salvia miltiorrhiza
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koklerinden elde edilen, Cin’de popiiler kullanim1 bulunan geleneksel bitkisel ilag

“Danshen”in AChE'yi inhibe ettigi bildirilmistir [98, 99].

Serum kolinesteraz (ChE), plazma kolinesteraz ve psoddokolinesteraz olarak da
adlandirilan butirilkolinesteraz (BChE) ise bir a-glikoproteindir ve beyin, deri, plazma
ve bacak kasi gibi bir¢cok dokuda bulunur. BChEmin yapist AChE'ye oldukga
benzemektedir; AChE ¢ogunlukla néronal kokenli iken, BChE ¢ogunlukla glial
kokenlidir [81, 82]. Asetilkolin normalde baskin olarak AChE tarafindan hidrolize
edilir. Asetilkolinin hidrolizinde AChE'nin yoklugunda BChE yardimci rol iistlenir.
flerlemis Alzheimer hastaliginda, beyindeki AChE seviyesi normal degerlerin % 55-
67'sine diiserken, BChE normal seviyelerin % 120'sine yiikselir, bu da BChE'In
Alzheimer hastaliginin ge¢ evresinde asetilkolinin hidrolizi i¢in kritik bir rol

oynadi@ini gosterir [100].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bitkisel Materyaller

Mugla, Bodrum Yalikavak’tan Salvia fruticosa (SFB) bitkisinin toprak iistii
kisimlar1 03.07.2020 tarihinde toplanmistir. 3 hafta boyunca ag¢ik havada, golgede
kurutulmus ve yapraklari ayrilarak Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Farmakognozi Ana Bilim Dali laboratuvarina génderilmis, tez ¢alismasi
yapilana dek bez torbalarda saklanmistir. Bitki 6rnekleri Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Botanik Ana Bilim Dali Dr. Ogr. Uyesi Miinevver
Bahar GURDAL ABAMOR tarafindan teshis edilmistir. Bitki &rnegi Istanbul
Universitesi Herbaryum’unda ISTE 117289 kayit numarasi ile muhafaza

edilmektedir.

Marmara Adasi’ndan Salvia fruticosa (SFM) bitkisinin toprak istii kisimlar
09.07.2020 tarihinde toplanmustir. 3 hafta boyunca agik havada, golgede
kurutulmus ve yapraklari ayrilarak Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitlisii Farmakognozi Ana Bilim Dali laboratuvarina gonderilmis, tez ¢aligmasi
yapilana dek bez torbalarda saklanmustir. Bitki 6rnekleri Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Botanik Ana Bilim Dali Dr. Ogr. Uyesi Miinevver
Bahar GURDAL ABAMOR tarafindan teshis edilmistir. Bitki érnegi istanbul
Universitesi Herbaryum’unda ISTE 117290 kayit numarasi ile muhafaza

edilmektedir.

3.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Merck: Sodyumbikarbonat, diklorometan, kloroform, etanol, metanol, hegzan.

Sigma-Aldrich: DTNB (5,5“-Dithiobis (2-Nitro-benzoik asit), asetiltiyokolin iyodiir,

butiriltiyokolin iyodiir, sodyumbifosfatdihidrat, sodyumdihidrojenfosfatdihidrat,

asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz, etil asetat.

0,1 M NaH2PO4 ¢ozeltisi: 1,56 g NaH2POs, 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

0,1 M NaxHPOg4 ¢ozeltisi: 3,556 g NaHPO4, 200 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi.
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0,1 M pH=8 tampon c¢ozeltisi: 5,3 mL NaH2PO4 ve 94,7 mL NaxHPO4 ¢ozeltileri
karistmina 100 mL distile su ilave edilmesiyle hazirland:.

0,1 M pH=7 tampon ¢ozeltisi: 3,9 mL NaH2POs ve 6,1 mL NaHPOs c¢ozeltileri

karistmina 10 mL distile su ilave edilmesiyle hazirlandi.

5 mM DTNB ¢ozeltisi: 16 mg DTNB (5,5-ditiyobis (2-nitro benzoik asit)) 1 mL pH=7
tampon ¢ozeltisinde ve 7,5 mg NaHCO3 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildi ve
iki ¢ozelti birbirine karistirildi. Karistm 2 mL pH=7 tampon ¢ozeltisi ile 4 mL’ye

tamamlandi. Kullanma asamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢6zeltisi ilave edildi.

7,1 mM Asetiltiyokolin iyodiir (Acl) ¢ozeltisi: 32,8 mg Acl {izerine 8 mL distile su

eklendi. Kullanma agsamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

0,79 mM Butiriltiyokolin iyodiir (Bul) ¢ozeltisinin haziranmasi: 4 mg Bul {izerine 8
mL distile su eklendi. Kullanma asamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye

tamamlandi.

AChE (Asetilkolinesteraz) enzimi: Kullanilan her bir ependorf tiipiiniin 99,66996
U/mL’lik konsantrasyonda olmasi amaciyla, 1,17 mg (500 U) AChE enzimi, 5 mL
pH=8 tampon c¢dzeltisinde ¢oziildii ve bu ¢ozeltiden 1’er mL’lik bes ayr1 ependorf
tiiptine ayrildi. 1 mL’lik stok ¢ozeltiler 125 pL ‘lik 8 esit pargaya boliindii (0,09966996
U/uL). 125 pL’lik enzim ¢ozeltisine 460 uL pH=8 tampon ¢dzeltisi eklendi (0,021297
U/pL). 585 pL ¢ozelti karigimi elde edilmis olup, 25 pL’ik 23 adet ependorf tiipiine
doldurularak daha sonra kullanilmak tizere -20 °C derin dondurucuya kaldirildi. 585
pL enzim ¢ozeltileri, kullanim asamasinda pH=8 tampon cozeltisiyle 2150 uL’ye

tamamlandi (2,476x10-4 U/uL).

BChE (Butirilkolinesteraz) enzimi: 1 mg (11,4 U) BChE enzimi 5 mL pH=8 tampon
¢ozeltisinde ¢oziildii (2,28 U/mL) ve bu ¢ozeltiden 300 pL alinarak ependorf tiiplerine
dolduruldu ve daha sonra kullanilmak iizere -20 °C derin dondurucuda bekletildi
(0,00228 U/pL). Kullanim asamasinda 1850 pL pH=8 tampon ¢d6zeltisi eklendi
(3,1813x10-4 U/uL).

4000 uM Standart madde Galantamin: 3 mg galantamin hidrobromiir tartilarak 2 mL

etanolde ¢Oziildii.
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3.3 Kullamlan Ekipmanlar

e Eliza Reader Molecular Devices Spectro Max340 PC

e Doner Buharlastiric1 (Rota Evaporator Heidolph)

e Manyetik Karistirici ve Isitict (IKA RCT basic hot plate)

e pH metre (WTW Inolab pH 720)

e Etiiv (Ecocell)

e Otomatik tekli ve ¢coklu pipetler (0,5-10 uL, 20-200 pL, 100—1000 pL, 1000—
5000 uL) (Eppendorf)

e Ultrasonik banyo (Fisher Scientific FB 15051)
e UV kabin ve lamba (Camag)
e Hassas terazi (Ohaus Adventurer-Pro)

e Blender

3.4 Yontem

3.4.1 Bitki ekstrelerinin hazirlanis

Yalikavak ve Marmara Adasi’ndan toplanarak gdlgede kurutulan S. fruticosa
bitkilerinin yapraklar1 ayr1 ayr1 toz haline gelinceye dek blenderda 6giitiilmiistiir. Her
iki bitki materyalinden 100’er g tartilarak, 800 mL metanol, 800 mL etanol (%70) ve
1200 mL su (infiizyon) ve 1200 mL su (dekoksiyon) ile 6 kez 24 er saat ekstre edilmis
ve stiziilmiistiir. Coziicii vakumlu doner buharlastirici (rotary evoporator) cihazi ile 40

°C’de uzaklastirilmistir.

Ekstraksiyon islemlerine ait bilgiler Tablo 3.1°de, ekstraksiyon verimleri Tablo 3.2°de

verilmistir.
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Tablo 3.1 : Ekstraksiyon iglemlerine ait bilgiler.

Bitki 6rnegi Coziici Bitki Cozicii Ekstraksiyon
ornegi miktari stiresi (saat
(9n) (mL) (h)

Metanol 100 800 24 h x 6 kez
SFM* Etanol (%70) 100 800 24 h x 6 kez
Hegzan 100 800 24 h x 6 kez

Su (inf.) 100 1200 30 dk

Su (dekok.) 100 1200 30 dk
Metanol 100 800 24 h x 6 kez
SFB** Etanol (%70) 100 800 24 h x 6 kez
Hegzan 100 800 24 h x 6 kez

Su (inf.) 100 1200 30 dk

Su (dekok.) 100 1200 30 dk

*SFM: Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa 6rnekleri
**SFB: Mugla Bodrum’dan toplanan S. fruticosa drnekleri

Tablo 3.2 : Ekstraksiyon verimleri.

Bitki 6rnegi Cozici Ekstraksiyon
verimi (g)
Metanol 21,5237
SFM* Etanol (%70) 23,2428
Hegzan 6,7729
Su (inf.) 9,4435
Su (dekok.) 10,9375
Metanol 26,3636
SFB** Etanol (%70) 25,6957
Hegzan 17,2228
Su (infiizyon) 12,7409
Su (dekoksiyon) 13,985

*SFM: Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa ornekleri
**SFB: Mugla Bodrum’dan toplanan S. fruticosa drnekleri

3.4.2 Bitkilerin fenolik ve flavonoid bilesenlerinin LC-MS/MS ile belirlenmesi

LC-MS/MS analizleri Bezmialem Vakif Universitesi ILMER (ilag Uygulama ve
Arastirma Merkezi)’de yapildi. Liquid Chromatography High Resolution Mass
Spectrometry (LC-HRMS) analizleri Thermo Orbitrap Q-Exactive cihazi ile uygun
kolon kullanilarak gergeklestirildi.
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MeOH ile hazirlanmig ekstre numuneleri lizerine 100 mg/L’lik internal standart
¢ozeltisinden nihai derigsimi 3 ppm olacak sekilde eklendi. Numune 0.45 p filtreden

gecirilirek cihaza enjekte edilmek tizere viale alindi.

3.4.2.1 Enstriimental analiz ve kromatografik kosullar

HPLC sartlan

Mobil Faz A: %1 Formik Asit - H.O
Mobil Faz B: %1 Formik Asit - MeOH
Kolon: Troyasil CI8 HS—150x3 mm 5 pu

Gradient Time Flow (mL/min) % B
0.00 0.35 50
1.00 0.35 50
3.00 0.35 100
6.00 0.35 100
7.00 0.35 50
15.00 0.35 50

MS SARTLARI (Kiitle Spektrometresi)
Sistem: Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE
Iyon Kaynagi: ESI (Electrospray ionization)
Kiitle Tarama Arahgi: 100-900 m/z

Sheath gas flow rate : 45

Aux gas flow rate : 10

Spray voltage (kV) : 3.80

Capillary temp. (°C) : 320

Aux gas heater temp (°C) : 320

S-lens RF level : 50.0

Tanmimlamalar: ILMER (Ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi) MASS Kiitiiphanesi

Cevre Sartlan
Sicaklik 1(22,0+£5,0)°C
Bagil Nem : (50 £15) % rh
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3.4.3 Antikolinesteraz aktivite tayin yontemleri

Antikolinesteraz inhibisyon aktiviteleri tayini Ellman metodu kullanilarak yapilmstir.
Ellman metodu spektrofotometrik bir yontemdir. Yontemin prensibi, asetilkolinin
AChHE tarafindan tiyokoline par¢alanmasindan sonra, tiyokolinin 5,5’-ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyona girerek sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat
anyonunu vermesidir. Renk olusum hiz1 412 nm dalga boyunda dl¢iilmektedir [101].

Ellman reaksiyonu Sekil 3.1°de verilmistir.

a
2o L. ar
H,C S"‘"““"g‘cﬂa _ACHE HS.:E«-—*“&B +  HyC F + 2
Asatitiyokolin iyodir H,0 Tiyokolin Asctat
CHy 5-5 5" SSCHoCHaNY(CHy)y
. *
He-NE~& o ¢ — + "00C
CH, QN NO, oM
coor coo- [Helaly O3N
Thyakalin faﬁl:;qﬂsiléllu-hisrz-nilrobenzuih;mau 5-Thyo-2-nitrobanzoat 2:Mitrobenzoat-5 merkaptotivokalin

Sekil 3.1 : Ellman reaksiyonu.

Asetilkolinesteraz inhibisyonu igin asetilkolinesteraz enzimi ve substrat olarak
asetiltiyokolin iyodiir (Acl); butirilkolinesteraz inhibisyonu i¢in butirilkolinesteraz

enzimi ve substrat olarak butiriltiyokolin iyodiir (Bul) kullanilda.

96 kuyucuklu mikroplakalardan her bir kuyucuga pH=8 0,1 M fosfat tamponundan
130 pL + numuneden 10 pLL + AChE veya BChE enzim ¢6zeltilerinden 20 pL ilave
edildi. 25 °C sicaklikta 10 dakika inkiibasyona birakildi. 10 dKk sonra iizerine DTNB
¢ozeltisinden 20 uL + Acl veya Bul’den 20 pL eklendi. ELISA okuyucuya yerlestirilen
mikroplaka 412 nm’de okundu. Antikolinesteraz aktivite sonuglari (% inhibisyon)

asagidaki esitlige gore hesaplandi.
% 1nhibisyon = (Akontrol - Aémek) / Akontrol x 100 (A:AbsorbanS)
3.4.4 Sitotoksik aktivite tayin yontemleri

3.4.4.1 Hiicre kiiltiiri

Ekstrelerin etkinligi meme kanseri (MCF7, MDA-MB231) ve kontrol olarak CCD-
1079 Sk hiicre hatlar1 ile denenmistir. Calismada kullanilan hiicre hatlar1 % 1

Penisilin/Streptomisin  icerecek sekilde hazirlandi ve c¢alisma yapilana dek

33



buzdolabinda bekletildi. Hiicre kiiltiirli ¢aligmalari, laboratuvarimizda rutin olarak
uygulanan aseptik kosullar (37°C, %95 nem, %5 CO2’li ortam) kullanilarak yapildi.
S1v1 azotta bekletilen hiicreler, 37 °C su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiirtldi. 25
cm®lik flasklara, laminar hava akist olan kabin icerisinde onceden 1sitilmis
besiyerlerinden 5 mL eklendi. Cozdiiriilen hiicreler, mikropipet araciligiyla flasklara
aktarildi ve inkiibatorde inkiibe edildi. Mikroskop ile hiicrelerin gelisimi her giin

gbzlemlenerek besi ortamlari yenilendi.

Pasajlama Oncesi hiicreler inverted mikroskopta incelendi. Hiicreler kiiltiir kabinin
%80’ini  kapladiklarinda pasajlanarak kiltiiriin ~ devami1 saglandi.  Hiicreler
pasajlanirken flasklardaki besiyerleri uzaklastirildi, PBS ile yikandi ve yapisan
hiicreleri kaldirmak i¢in Tripsin/EDTA soliisyonu eklendi. Flask 7 dakika siireyle
inkiibatorde bekletildikten sonra hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildiklar1 mikroskopla
kontrol edildi ve iizerlerine tripsinin etkisini notralize etmek i¢in FBS’li (Fetal bovin
serum) besiyeri eklendi. Santrifiij tiipiine alinarak 5 dk 1700 rpm’de santrifiij edildi.
Coken hiicrelerin tlizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve pellet besiyeri ile siispanse
edildikten sonra sayimi yapildi. Hiicre siispansiyonu igerisinden alinan pellet 1:1
dilisyon olacak sekilde tripan mavisi ile karigtirilarak homojenize oluncaya dek
pipetaj yapildi ve thoma laminda sayim yapildi. Mikroskopta lamin alt ve iist kisminda
bulunan 16 biiyiik karedeki canli hiicreler sayilarak hiicrelerin aritmetik ortalamasi

alindi, sayim tamamlandiktan sonra toplam hiicre sayis1 hesaplandi [102].
3.4.4.2 Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) kullanilarak,
hiicre proliferasyonlar1 degisik konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde test edildi.
Her konsantrasyondan {i¢ tekrar olacak sekilde her hiicre hatt1 igin 24 saatlik deney
gruplar olusturuldu. Hiicre hatlar1 96 kuyucuklu plakaya 5000 hiicre/kuyucuk olmak
tizere ekildi ve gece boyunca 37°C’de bekletildi. Ertesi giin farkh
konsantrasyonlardaki malzemeler hiicrelere eklendi ve MTT analizine uygun sekilde
miidahale edilerek, inkiibasyon sonrasi spektrofotometre ile dl¢timii yapildi. Her
konsantrasyon i¢in en az 3 kez tekrar edilen olgtim verileri kiyaslanarak

konsantrasyona bagl grafigi ¢izildi ve relatif % hiicre canliligi tespit edildi [102].
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4. BULGULAR

4.1 Bitkilerin Fenolik Bilesenlerinin Kompozisyonu

Salvia fruticosa bitkilerinin yapraklarinin metanol, sulu etanol (%70) ve su ekstreleri
LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucu elde edilen fenolik
bilesikler sunlardir: Fenolik asitler; chlorogenic acid, caffeic acid, rosmarinic acid,
syringic acid, salicylic acid. Flavonoid/ flavonoid glikozitler; apigenin, apigenin 7-
glucoside, luteolin, luteolin-7-glucoside, luteolin-7-rutinoside, nepetin, nepetin-7-

glucoside, quercetin, hesperidin, naringin, naringenin, epicatechin gallate, hyperoside.

Bodrum’dan toplanan S. fruticosa bitkisinin ekstrelerinde tayin edilen fenolik bilesik

miktarlar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 : LC-MS/MS cihaziyla SFB-1, SFB-D, SFB-E ve SFB-M ekstrelerinde
tayin edilen fenolik bilesik miktarlar1 (mg/kg ekstre).

MADDE ADI SFB-I SFB-D SFB-E SFB-M U %
Ascorbic acid 71.31 71.34 28.02 37.62 11.07
Chlorogenic acid 1009.07 847.20 264.02 373.84 11.14
Fumaric acid 6270.82 5807.56 447.28 916.54 11.14
(-)-Epicatechin gallate 4.61 3.28 3.10 5.46 11.21
Verbascoside 19.39 20.90 3.96 7.98 12.08
Caffeic acid 372.88 844.09 206.48 285.54 11.07
Luteolin-7-rutinoside 980.40 819.08 324.94 505.60 11.45
Vanilic acid <LOD <LOD <LOD 280.20 11.61
Naringin 17.50 15.39 8.80 13.58 12.00
Luteolin 7-glucoside 220.51 131.15 154.36 258.46 11.29
Hesperidin 31.85 23.09 8.10 15.56 11.15
Syringic acid 17586.88 12408.31 8195.70 16279.78 12.37
Rosmarinic acid 20197.33 15346.05 10384.08 19288.40 11.63
Hyperoside 28.74 33.03 19.64 37.52 11.50
Apigenin 7-glucoside 20.70 10.84 13.48 30.28 11.90
Nepetin-7-glucoside 3005.47 1823.88 799.32 1392.98 11.40
Quercetin 3.96 11.02 3.98 25.24 11.42
Salicylic acid 23.16 29.60 10.82 19.12 11.40
Naringenin 3.85 10.88 6.70 29.74 11.04
Luteolin 93.56 166.49 73.04 181.80 12.41
Nepetin 248.19 333.99 143.18 361.72 11.24
Apigenin 14.93 26.78 22.52 60.44 11.54
Hispidulin 750.48 985.41 632.20 1057.20 11.23
Penduletin 17.50 11.96 18.70 37.24 11.81
Chrysin 1.64 2.90 1.52 1.10 11.09
Acacetin 63.58 66.14 122.82 253.10 11.36
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Bodrum’dan toplanan S. fruticosa bitkisinden farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin
kisaltmalar1: SFB-I: Infiizyon; SFB-D: Dekoksiyon; SFB-E: Etanol ekstresi; SFB-M: Metanol

ekstresi.

Tablo 4.1°de goriildiigii gibi Bodrum’dan toplanan ve infiizyon yontemiyle hazirlanan
ekstrelerin  LC-MS/MS analizi, tasidiklar1 fenolik ve flavonoidlerin miktar
bakimindan en yiiksek sonucu vermistir. Fakat rosmarinik asit ve siringik asitin,
hazirlanan tim Bodrum Salvia ekstrelerinde ¢ok yiiksek oranda bulundugu tespit
edilmistir. Bodrum Salvia ekstrelerinde elde edilen 16 flavonoid/flavonoid
glikozitlerden ise nepetin-7-glucoside en yiiksek oranda bulunmustur. Bunu hispidulin

ve luteolin-7-rutinoside takip etmistir.

Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa bitkilerinin ekstrelerinde tayin edilen
fenolik bilesik miktarlar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2 : LC-MS/MS cihaziyla SFM-I, SFM-D, SFM-E ve SFM-M ekstrelerinde
tayin edilen fenolik bilesik miktarlar1 (mg/kg ekstre).

MADDE ADI SFM-I1 SFM-D SFM-E SFM-M U %
Ascorbic acid 53.88 107.19 26.82 31.52 11.07
Chlorogenic acid 301.75 768.26 273.82 312.94 11.14
Fumaric acid 784.33 6301.77 299.16 579.94 11.14
(-)-Epicatechin gallate 2.99 0.63 1.02 2.02 11.21
Verbascoside 5.28 7.65 1.90 2.46 12.08
Caffeic acid 482.89 1741.56 178.62 216.18 11.07
Luteolin-7-rutinoside 600.99 364.32 371.64 457.38 11.45
Vanilic acid <LOD <LOD <LOD 197.00 11.61
Naringin 11.36 7.43 5.08 6.82 12.00
Luteolin 7-glucoside 422.72 84.61 237.14 363.54 11.29
Hesperidin 37.03 10.38 12.06 14.34 11.15
Syringic acid 11238.35 7835.76 5876.90 9138.40 12.37
Rosmarinic acid 13992.45 9853.16 7486.06 11672.20 11.63
Hyperoside 29.94 18.42 18.82 19.50 11.50
Apigenin 7-glucoside 35.11 8.12 21.28 41.36 11.90
Nepetin-7-glucoside 751.20 747.94 385.62 567.66 11.40
Quercetin 9.59 31.17 31.42 25.60 11.42
Salicylic acid 76.16 91.55 36.72 37.86 11.40
Naringenin 5.96 12.04 9.10 12.02 11.04
Luteolin 211.55 695.15 290.58 182.56 12.41
Nepetin 194.23 347.49 184.66 285.72 11.24
Apigenin 42.85 119.61 78.20 69.92 11.54
Hispidulin 638.25 1472.12 779.96 1057.20 11.23
Penduletin 12.12 9.20 14.42 19.60 11.81
Chrysin 1.20 0.99 1.04 1.24 11.09
Acacetin 100.72 75.84 171.16 314.36 11.36

Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa bitkisinden farkli ¢dziiciilerle hazirlanan ekstrelerin
kisaltmalari: SFM-I: Infiizyon; SFM-D: Dekoksiyon; SFM-E: Etanol ekstresi; SFM-M:

Metanol ekstresi.
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Tablo 4.2°de goriildiigii gibi Marmara Adasi’ndan toplanan, dekoksiyon ve inflizyon
yontemiyle hazirlanan ekstrelerin  LC-MS/MS analizi, tasidiklart fenolik ve
flavonoidlerin miktar1 bakimindan en yiiksek sonucu vermistir. Fakat rosmarinik asit
ve siringik asitin, hazirlanan tim Marmara Adasi Salvia ekstrelerinde ¢ok yiiksek
oranda bulundugu tespit edilmistir. Marmara Adasi Salvia ekstrelerinde elde edilen 16
flavonoid/flavonoid glikozitlerden ise hispidulin en yiiksek oranda bulunmustur. Bunu

nepetin-7-glucoside ve luteolin takip etmistir.

Ekstrelere ait LC-MS/MS kromatogramlar1 asagida verilmistir.

RT:0.00 - 15.01" SM: 15G

100
50%
0

Luteolin 7-glucoside

NL: 2.13E7

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

/\ MS SFB-I
100 RT: 4.45 NL: 9.23E5
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50 3‘“ \.‘ Hesperidin ;\Aps‘,ESS};EEl\‘H ms [100.0000-900.0000]
108 242 NL: 6.78E7
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50 A - p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
/ \\k . MS SFB-|
Nl N\ e
0 s L
100 RT:3.21 Caffeic acid NL: 7.69E7
m/z= 179.03408-179.03588 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
\ MS SFB-I
103 257 RT:4.00 NL: 5.48E7
f A, P m/z= 593.14822-593.15416 F: FTMS
50 {l-uteolin-7-rutinoside - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
A A MS SFE-|
N I
1Dg RT: 3.98 . NL: 4. 24E5
i Naringin m/z= 579.16903-579.17483 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
) MS SFB-I
Oy [T frvvree T T T I I 1
o] 2 6 8 10 12 14




RT:0.00 - 15.01” SM: 15G

3.02 R NL: 3.73E7
100 i Salicylc acid miz= 137.02373-137.02511 F:
I\ FTMS - p ESI Full ms
50 f \ RT- 568 [100.0000-900.0000] MS SFB-|
0 _
100 RT:572 NL: 1.18E6
Naringenin miz= 271.05984-271.06256 F:
FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-900.0000] MS SFE-I
A
108 RT. 5.85 — NL: 9.16E7
Luteolin miz= 285.03903-285.04189 F:
FTMS - p ESI Full ms
50 } [100.0000-900.0000] MS SFB-I
8 o - .
100 RT:585  Nepetin NL: 1.71E8
b miz= 315.04945-315.05261 F:
2 FTMS - p ESI Full ms
< 50 [100.0000-900.0000] MS SFE-I
=
3 108 RT:6.18 . NL: 1.57E7
& | Apigenin miz= 269.04420-269.04690 F:
[ FTMS - p ESI Full ms
50 i [100.0000-900.0000] MS SFB-I
0 N o
100 RT:6.21 NL: 1.61E8
miz= 301.06915-301.07217 F:
Hispidulin FTMS + p ESI Full ms
50 [100.0000-900.0000] MS SFB-|
. og NL: 7.44E6
miz= 343.08061-343.08405 F:
BT i FTMS - p ESI Full ms
50 T:RT' G-'SR Penduletin [100.0000-800.0000] MS SFB-I
0 1 T T T T |‘ ’\“:J\ T LRRRRS RARRN LA RARRY LARL LSRN LRARE) ERAR1
0 2 4 8 8 10 12 14
Time (min)
RT:0.00 - 15.01° SM: 15G
100+ 583 NL: 9.15E5
E | Rme93 miz=
207 I 253.04936-
E 253.05190 F: FTMS
50 || -pESI Full ms
B ‘ [100.0000-
g 70 “ 900.0000] MS SFB-I
i = =
S 604 ‘ |
£ ™ |
2 509 ‘ \ Chrysin
o B I
& 403 [ |
© | |
© 303 {4
1
107 |
o /
: NL: 1.97E7
100— RT:7.14 ol
e 283.05978-
E 283.08262 F: FTMS
807 Acacetin - p ESI Full ms
] [100.0000-
70 900.0000] MS SFB-I
607
503
407
30
20
103
0:\\\I\\\I\\\\I\\\I\\\I\\\|\\\I\\\\I\\\I\\\I\\\I\\\\II\\|I\\I|\\II\\III\\\I\\
0 ] 0 11 12 13 15
Time (min)

Sekil 4.1 : Bodrum’dan toplanan S. fruticosa bitkisinin infiizyon ekstresinin LC-
HRMS kromatogrami.
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RT:70.00 - 15.027 SM: 15G

100 RT:2.08 NL: 1.21E8
i . m/z=175.02393-175.02569 F: FTMS
50 Ascorbic acid - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
MS SFB-D
. 08 "RT:282 NL: 4 937
Chloregenic acid m/z= 353.08604-353.08958 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-D
0 RT:2.13  Fumaric acid NL: 2.71E7

100 miz= 115.00310-115.00426 F: FTMS

- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-D

522 NL: 7.53E5
. ] miz= 441.08051-441.08493 F: FTMS
(--Epicatechin gallate - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]

o
=]

=]
(=]
Pt pobviee s poncbeene . o benel oo bienr b oo bl

o

100

Relative Abundance
w
o

RT: 2.85 le ‘.\ MS SFB-D
0 RT: 2.85 _ NL: 6 94E5
| Verbascoside miz= 623.19502-623.20126 F: FTMS
50 ‘ - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
[ gﬂ . MS SFB-D
/ \_- Al AN
0 RT: 3.21 NL: 2.04E8

100 miz= 179.03408-179.03588 F: FTMS

- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
Caffeic acid MS SFB-D

2.56  RT:3.99 NL: 5.68E7
[ miz= 593.14822-593.15416 F: FTMS

I - ¥
I teolin-7-rutinoside p ESI Full ms [100.0000-200.0000]

I\ MS SFB-D
0 o
100 RT:395 NL: 4.25E5
i Naringin miz= 579.16903-579.17483 F: FTMS

- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-D

0 2 4 8 8 10 12 14

Time (min)
RT: 0.00 - 15.02 SM: 15G
100 Luteolin 7-glucoside NL: 1.47E7
m/z= 447.09104-447.09552 F: FTMS
50 i - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-D
o0 321 RT: 445 NL: 8.12E5
‘|A|‘ m/z= 609.17944-609.18554 F: FTMS
I\ - - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
50 fl \ Hesperidin MS SFB-D
108 240 NL: 6.46E7
f\ miz= 197.04456-197.04654 F: FTMS
50 I - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
® | \ RT:4.70 Syringic acid MS SFB-D
o ! = =
£ 108 RT-470 NL: 9.49E8
g m/z= 359.07544-359.07904 F: FTMS
2 g0 L - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
s Rosmarinic acid MS SFB-D
2
3 108 3.44 NL: 3.66E6
¢ il RT-4.72 m/z= 463.08588-463.09052 F: FTMS
50 A " - p ESI Full ms [100.0000-300.0000]
AN j\ Hyperoside MS SFB-D
108 RT: 5.04 Apigenin 7-glucoside NL: 3.06E6
miz=431.09621-431.10053 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-D
108 RT:4.67 NL: 1.11E8
m/z= 479.11600-479.12080 F: FTMS
50 + p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
Nepetin-7-glucoside MS SFB-D
o Ri:5.68 Quercetin NL: 6.21E6
[ m/z= 301.03387-301.03689 F: FTMS
50 /‘n’ - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
~ MS SFB-D
AN Al
0 I T LLAAR LA LLARRN LA L A | T LAY M LRRR LA (AR KRR L
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)
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RT: 0.00 - 15.02" SM: 15G

50

o

100 3’?2
\”I‘ Salicylic acid
50 |
[ .& RT:]%SG
0
100 RT:5.72
50 Naringenin
0
RT: 5.85
1005 [\ Luteolin
507 |
g o] I
_§ 100+ RT:5.85
3 E Nepetin
£ 507
P 7
2 o
5 N
2100 RT: “53.16
i
||
50% | I“I Apigenin
O /_\‘7‘_‘:._} |
100 RT:6.19
50% Hispidulin
0
%
0

NL: 5.57E7

m/z= 137.02373-137.02511 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-200.0000] MS
SFB-D

NL: 3.04E6

m/z= 271.06984-271.06256 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-200.0000] MS
SFB-D

NL: 1.76E8

m/z= 285.03903-285.04189 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-200.0000] MS
SFB-D

NL: 2.65E8

m/z= 315.04945-315.05261 F:
FTMS - p ESI Full ms

[100.0000-200.0000] MS
SFB-D

NL: 2.96E7

m/z= 269.04420-269.04690 F:
FTMS - p ESI Full ms

[100.0000-800.0000] MS
SFB-D

NL: 2.45E8

m/z= 301.086915-301.07217 F:
FTMS + p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
SFB-D

NL: 5.86E8

m/z= 343.08061-343.08405 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-200.0000] MS
SFB-D

2 10 12 14
Time (min)
RT:0.00 - 15.02° SM: 15G
RT:6.93 NL: 2.22E6
100 -
m/z=
90 253.04938-
253.05190 F: FTMS
80 -p ESI Fullms
[100.0000-
8 70 900.0000] MS
5 SFB-D
- 60
c
3
£ 50
2
= 40
]
[7]
x 30
20 Chrysin
10 ,“\
o RT:7.12 NL: 2.47E7
100 _
m/z=
90 283.05978-
" 283.06262 F: FTMS
80 Acacetin - p ESI Full ms
[100.0000-
70 900.0000] MS
SFB-D
60
50
40
30
20
10
O\\H\|\|\\\\|H\H\l\l\l\\\\|\|\\|\|\|H\HT|\|\|\\HH\Hl\|\|\\\\\\|\|\\|\
9 10 " 12 13 14 1
Time (min)

Sekil 4.2 : Bodrum’dan toplanan S. fruticosa bitkisinin dekoksiyon ekstresinin LC-

HRMS kromatogrami.
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RT:0.00 - 15.01” SM: 15G

RT: 2.08 Ascorbic acid

100+
b /k
o =

NL: 5.04E5
m/z= 175.02393-175.02569 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-E

RT: 253

100
E Chlerogenic acid

50?

e

NL: 1.63E7
m/z= 353.08604-353.08958 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-E

RT:2.12

1005
< L
0 =

Fumaric acid

NL: 2.32E6
m/z= 115.00310-115.00426 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-E

=
=]
Ny

5.23

fi
(-)-Epicatechin gbl\ate
RT: 2.86 I
A

NL: 7.39E5
m/z= 441.08051-441.08493 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-E

=
f=)
oo

Relative Abundance
[42]
o
il

o
o

NL: 2.32E5
m/z= 623.19502-623.20126 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-E

[=]

1004

NL: 5.08E7
m/z=179.03408-179.03588 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-E

NL: 2.23E7
m/z= 593.14822-593.15416 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-E

100- RT o NL: 2.14E5
E f, Naringin m/z= 579.16903-579.17483 F: FTMS
503 | - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
3 AR | MS SFB-E
3 S
0 T [RARRI AR (LAY LR RS LA L] RN LR RS T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)
RT:0.00 - 15.01” SM: 15G
100 NL: 1.88E7
E uteolin 7-glucoside miz= 447 .09104-447 09552 F: FTMS
507 - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
E MS SFB-E
1037 333 NL: 4.33E5
E [\ RT:445 Hesperidin miz= 609.17944-609.18554 F: FTMS
503 A - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
E / MS SFB-E
od P -
100— 239 - NL: 1.62E7
E i Syringic acid miz= 197 04456-197 04654 F: FTMS
503 I RT: 470 - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
o 7 I MS SFB-E
S 4 / o =
& 100 RT: 4.70 NL: 6.88E8
g E miz= 359.07544-359.07904 F: FTMS
3 07 L - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
i 50E Rosmarinic acid VIS SFE-E
= =
g 103 3.46 NL: 2.08E6
7 | RT. 472 miz= 463.08588-463.09052 F: FTMS
E \ e ' - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
50: ] ‘.\\ AL Hyperoside VIS SFE-E
0- = .
1004 RT:5.05 Apigenin 7-glucoside NL:4.02E6
E m/z= 431.09621-431,10053 F: FTMS
504 - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
E MS SFB-E
103 RT: 4.68 NL: 5.07E7
E m/z= 479.11600-479.12080 F: FTMS
E o . + p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
50E Nepetin-7-glucoside VIS SFB-E
10g— RT:567 ; NL: 3.06E6
E j o wueresin miz= 301.03387-301.03689 F: FTMS
504 i - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
E ~ MS SFB-E
03 ~ L -
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

41



RT: 0.00 - 15.01 SM: 15G

100 3.01 Salicylic acid NL: 3.18E7
f miz= 137.02373-137.02511 F:
50 [ FTMS - p ESI Full ms
\ RT: 5,67 ggg._céooo-goo.oorm] MS
0 _J
100 RT:5.71 NL: 1.99E6
miz= 271.05984-271.06256 F:
50 Naringenin FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-800.0000] MS
SFB-E
1087 RT: 5.85 ) NL: 8.55E7
3 q Luteolin m/z= 285.03903-285.04189 F:
= | FTMS - p ESI Full ms
507 [100.0000-800.0000] MS
o L SFB-E
€ o RT:5.87 NL: 1.23E8
T miz= 315.04945-315.05261 F:
F 7 Nepetin FTMS - p ESI Full ms
< 507 [100.0000-900.0000] MS
e 7 SFB-E
3 1087 RT: 8.17 NL: 2.73E7
x5 | miz= 269.04420-269.04690 F:
5o Il Apigenin FTMS - p ESI Full ms
3 I [100.0000-800.0000] MS
E A SFB-E
108 RT:6.20 NL: 1.67E8
miz= 301.06915-301.07217 F:
Hispiduli FTMS + p ESI Full ms
50 spiauiin [100.0000-800.0000] MS
SFB-E
108 519 NL: 4.17E8
[| RT:8.54 : miz= 343.08061-343.08405 F:
( j| Penduletin FTMS - p ESI Full ms
50 I p | [100.0000-900.0000] MS
I\ [ SFB-E
O A —
T T T LRARAE LR RARRN LAl T Ty T T 1
0 2 6 8 10 12 14
Time (min)
RT:0.00 - 15.01” SM: 15G
100 RT: 6.92 m_z =1 01E6
%0 253.04936-
253.05190 F: FTMS
80 -p ESI Full ms
[100.0000-
g 70 900.0000] MS
£ SFB-E
- 60
f=
=1
2 50
E Chrysin
£ 40 ry
[}
T 30
20
10
0 RT:7.12 NL: 5.88E7
100 e
%0 283.05978-
283.06262 F: FTMS
80 - p ESI Full ms
[100.0000-
70 900.0000] MS
SFB-E
80
50
40 Acacetin
30
20
10
O [TTTT T T T T T T T T T T T T T T T T \'\_‘\ [TTTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TTTT]
9 10 1 12 13 15
Time (min)

Sekil 4.3 : Bodrum’dan toplanan S. fruticosa bitkisinin etanol ekstresinin LC-HRMS

kromatogrami.
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RT:0.00 - 15.017SM: 115G
RT: 206 Ascorbic acid NL: 6.35E5

100 miz= 175.02393-175.02569 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
MS SFB-M
0 = .
100 RT:2.54 Chicrogenic acid NL: 15887
m/z= 353.08604-353.08958 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-M
0 .
100 RT:212  Fimaric acid NL: 3.35E6
miz= 115.00310-115.00426 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
o MS SFB-M
Q
s 108 (-)-Epicatechin gallate NL: 9.70E5
€ f miz= 441.08051-441.08493 F: FTMS
| - p ESI Full ms [100.0000-800.0000
2% RT. 2.85 | "\ Aivial :
2 AN i
= ] 08 RT: 2.85 Verbascoside NL: 2.47E5
@ ‘ miz= 623.19502-623.20126 F: FTMS
50 N - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
/ &n\vﬂ A MS SFB-M
o RT:3.20 Caffeic acid NL: 4.85E7
miz= 179.03408-179.03588 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFB-M
108 256 i ] NL: 2.48E7
i Luteolin-7-rutinoside miz= 593.14822-593.15416 F: FTMS
50 i - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
I\ MS SFB-M
O : < - 1 1 .
100 RT: ?_96 Naringin NL: 2.88E5

A m/z=579.16903-579.17483 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFB-M

0 2 4 8 8 10 12 14
Time (min)

RT: 0.00 - 15.01 SM: 15G

100— Luteolin 7-glucoside NL: 2.14E7
= m/z= 447.09104-447.09552 F: FTMS
505 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E MS SFB-M
1037 3.22 NL: 5.66E5
E || RT: 445 miz= 609.17944-609.18554 F: FTMS
503 ‘ Hesperidin - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E MS SFB-M
1037 2.41 NL: 1.93E7
E f Syringic acid miz= 197.04456-197.04654 F: FTMS
505 | ‘|‘ RT:4.70 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E I\ /\ MS SFB-M
0 ‘ RT. 470 NL: 8.71E8

N
=]
g

m/z= 359.07544-359.07904 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-800.0000]

Relative Abundance
(93]
o
il

Rosmarinic acid MS SFB-M

103— 347 NL: 2.46E6

E .‘ﬂ" RT: 472 miz= 463.08588-463.09052 F: FTMS

E [ . - p ESI Full ms [100.0000-900.0000
505 I f\ Hyperoside M%SFB-M : :

o3 J N AL
100— RT: 5.04 NL: 5.68E6
Apigenin 7-glucoside m/z=431.09621-431.10053 F: FTMS

50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]

E MS SFB-M
103— RT:4.69 NL: 6.23E7

] miz= 479.11600-479.12080 F: FTMS

3 + p ESI Full ms [100.0000-900.0000
5O§ Nepetin-7-glucoside Mg SFB-I\L:lﬂ m [ 1
102— RT: 5.68 ) NL: 9.35E6

E | Quercetin miz= 301.03387-301.03689 F: FTMS
50 | - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]

E '\ MS SFB-M

c_""l““““\"“|""I“"““\““|""I""““\““|""I""““\“"\""I""““\““\""\""““\““\""I""““\““\""I""I
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)
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RT:0.00 - 15.01 SM: 15G
100

50

Salicylic acid

RT 5.68

NL: 2.81E7

m/z= 137.02373-137.02511 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
SFB-M

0
100

50

0

RT 572

Naringenin

NL: 6.31E6

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

100

50

RT: 584 Luteolin

|

NL: 1.41E8

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

8 (3 =t
£ 100 RT: 5.86 NL: 2.16E8
2 Nepetin miz= 315.04945-315.05261 F:
2 FTMS - p ESI Full ms
< 50 [100.0000-900.0000] MS
2 SFB-M
2 108 RT:6.18 NL: 4.58E7
o i miz= 269.04420-269.04690 F:
i FTMS - p ESI Full ms
50 | Apigenin [100.0000-900.0000] MS
o SFB-M
108 RT: 619 NL: 2.94E8
miz= 301.06915-301.07217 F:
FTMS + p ESI Full ms
50 Hispidulin [100.0000-800.0000] MS
SFB-M
108 NL: 5.29E6
i miz= 343.08061-343.08405 F:
\' Penduletin FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-900.0000] MS
SFB-M
[ T T frrreT | [ARARARRARN] | T T T T LARAAS LAARE LR
0 4 10
Time (mln)
RT: 0.00-15.01" SM: 15G
RT:6.91 NL: 5.31E5
100 o
%0 253.04936-
253.05190 F: FTMS
80 -p ESI Full ms
Chrysin [100.0000-
g 70 900.0000] MS
< SFB-M
S 60
c
=3
£ 50
[
2 40
8
[
© 30
20
10 /\ﬂ
0 RT-7.0 NL: 8.63E7
100 /e
%0 ] 283.05978-
Acacetin 283.06262 F: FTMS
80 -p ESI Full ms
[100.0000-
70 900.0000] MS
SFB-M
80
50
40
30
20
10
O\H\l\l\H\l|\|\|H|\|\|\\l\l\\l\'\"l\l\l\\l\l\ﬁ\l\\l\l\\\\|\|\\|\|\|\\\\\|\|
9 10 1" 12 13 15
Time (min)

Sekil 4.4 : Bodrum’dan toplanan S. fruticosa bitkisinin metanol ekstresinin LC-

HRMS kromatogrami.
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RT: 0.00 - 15.02° SM: 15G

100
50

RT: 2.10
Ascorbic acid

0
100

50
0

RT: 2.55 Chlorogenic acid

100
50
0

RT:2.14

/K Fumaric acid

100

(-)-Epicatechin g,al\ate
f

RT: 2.88 i

NL: 9.37E5

m/z= 175.02393-175.02569 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFM-I

NL: 1.12E7

m/z= 353.08604-353.08958 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFM-I

NL: 2.51E8

m/z= 115.00310-115.00426 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFM-I

NL: 5.43E5

m/z= 441.08051-441.08483 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFM-I

Relative Abundance
[42]
[=]

NL: 2.19E5

m/z= 623.19502-623.20126 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFM-I

Caffeic acid

NL: 8.57E7

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

|
%
%
|
%

il uteolin-7-rutinoside

NL: 2.71E7

m/z= 593.14822-593.15416 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFM-I

NL: 2.24E5

m/z= 579.16903-579.17483 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFM-I

0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)
RT: 0.00 - 15.02 SM: 15G
100 RT:4.39 | yteclin 7-glucoside NL:3.79E7
miz= 447.09104-447.09552 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-|
. og RT: 447 NL: 9.34E5
Hesperidin miz= 609.17944-609.18554 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
/ MS SFM-|
O =1
100 241 Syringic acid NL: 1.96E7
i miz= 197.04456-197.04654 F: FTMS
I y - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
. 50 | \ RT./‘ELZ MS SFM-I
2 o ‘ = .
S 100 RT: 4.72 NL: 7.00E8
e R i acid m/z= 359.07544-359.07904 F: FTMS
2 50 osmarinic aci - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
< MS SFM-|
=
5 . RT: 4.74 NL: 1.43E6
& " [ ) miz= 463.08588-463.09052 F: FTMS
50 i | Hyperoside - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
[ ‘ MS SFM-|
0 / \ J
100 RT. 5.06 NL: 6.95E6
Apigenin 7-glucoside m/z=431.09621-431.10053 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-|
0
RT. 4.69 . . NL: 3.47E7
100 Nepstin-7-glucoside m/z= 479.11600-479.12080 F: FTMS
50 +p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-|
; Og RT- 568 Quercetin NL: 4.72E6
”S miz= 301.03387-301.03689 F: FTMS
50 /‘ - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
[ MS SFM-|
y
0 T [T e e e e T T I I T
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)
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RT: 0.00 - 15.02° SM: 15G
100

NL: 5.86E7

Time (min)

] Salicylic acid m/z= 137.02373-137.02511 F:
3 X FTMS - p ESI Full ms
50 . RT:5.68 [100.0000-800.0000] MS SFM-I
o _ /L._
100— RT:5.74 NL: 1.33E8
E Naringsnin mi/z= 271.05984-271.06256 F:
| FTMS - p ESI Full ms
50 [100.0000-900.0000] MS SFM-I
1og— RT: 5.86 NL: 1.86E8
B “ Luteolin m/z= 285.03903-285.04189 F:
| FTMS - p ESI Full ms
507 }L [100.0000-800.0000] MS SFM-I
8 od =
£ 100~ RT: 5.87 NL: 1.26E8
° Nepetin m/z= 315.04945-315.05261 F:
2 3 FTMS - p ESI Full ms
< 503 [100.0000-900.0000] MS SFM-I
= I
= 108_ RT- 6.18 NL: 3.78E7
© | o m/z= 269.04420-269.04690 F:
E ‘I\I Apigenin FTMS - p ESI Full ms
504 | [100.0000-800.0000] MS SFM-I
108_ ~RT:6.21 NL: 1.29E8
] o m/z= 301.06915-301.07217 F:
Hispidulin FTMS + p ESI Full ms
503 [100.0000-900.0000] MS SFM-I
oo 522 NL: 7.23E6
E A Penduletin m/z= 343.08061-343.08405 F:
I FTMS - p ESI Full ms
507 /| RT:653 [100.0000-800.0000] MS SFM-I
0 T T |“ I‘I \ajc\k'“\ e T
0 2 6 8
Time (min)
RT:0.00- 15.02° SM: 15G
- NL: 5.14E5
100 RT: 6.91 il
253.04936-
90 i
Chrysin 253.05190 F: FTMS
80 - p ESI Full ms
[100.0000-
g 70 900.0000] MS
£ SFM-I
- 60
c
3
2 50
[}
2 40
o
[0}
© 30
20
10
/
0
: NL: 3.11E7
100 RT: 7.14 il
20 Acacetin 283.05978-
283.06262 F: FTMS
80 - p ESI Full ms
[100.0000-
70 900.0000] MS
SFM-I
80
50
40
30
20
10
O\\\I\\\I\\|II\\\I\\I|\\II\\I\\\\\\\\II\\|\\\I\\\I\\III\\\I\\|I\\I|\\I\\\I\\\
0 1 2 5 6 7 8 14 15

Sekil 4.5 : Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa bitkisinin infiizyon ekstresinin
LC-HRMS kromatogramu.
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RT: 0.00 - 15.01 SM: 15G
RT: 2.07 Ascorbic acid

100
” /L
0

NL: 2.06E6
mfz= 175.02393-175.02569 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-D

RT:2.53 Chlorogenic acid

NL: 4.38E7

100 miz= 353.08604-353.08958 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-D
108 RT 2.13 NL: 2.47E7
Fumaric acid miz= 115.00310-115.00426 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
. MS SFM-D
g o = = .
5100 5.2 NL: 4.17E5
g (-)-Epicatechin éallate m/z= 441.08051-441.08493 F: FTMS
2 5 l - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
< RT- 282 a MS SFM-D
2 0 = J A
g RT: 2.86 NL: 3.88E5
g | Verbascoside miz= 623.19502-623.20126 F: FTMS

A A A

/ \ f A\

- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-D

100 RT:3.22 ¢ affsic acid

50

NL: 4.03E8

m/z= 179.03408-179.03588 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]

@ ©
o o o
otunlund ponlond poolood Poolood poobond o boond o b |

MS SFM-D
108 2.57 NL: 8.33E7
i Luteolin.7-rutinosid miz= 593.14822-593.15416 F: FTMS
50 I | ateolin-f-nlinoside - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
|\ RT-399 MS SFM-D
103 " RT:3.98 Naringin NL: 2.52E5
A A miz= 579.16903-579.17483 F: FTMS
50 [ 4 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
/ T \ MS SFM-D
0 T T - T "'\F\ A LN T T [BAAAL AR RARA) BB LA R
2 4 6 8 10 12 14
Time (min)
RT:0.00 - 15.01 SM: 15G
100 RT:4.34 Luteolin 7-glucoside NL: 9.53E6
miz= 447.09104-447 09552 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-D
103 32 NL: 8.72E5
f\ miz= 609.17944-609.18554 F: FTMS
|
I\ RT:444 - - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
50 ,“ \ Hesperidin MS SFM-D
103 241 o NL: 7.88E7
i Syringic acid miz= 197.04456-197 04854 F: FTMS
50 Al - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
[t
9 ) RT:4.71 MS SFM-D
5 100 RT 471 NL: 8.27E8
g Rosmarinic acid miz= 359.07544-359.07904 F: FTMS
3 5 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
< MS SFM-D
=
s 103 344 NL: 1.63E6
& [\ RT:473 miz= 463.08588-463.09052 F: FTMS
50 I .‘ Hyperoside - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
[\ \ MS SFM-D
o0 - RT.503 _ NL: 2.05E6
Apigenin 7-glucoside miz= 431.09621-431.10053 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
\ MS SFM-D
108 RT: 4.68 NL: 4.32E7
miz= 479.11600-479.12080 F: FTMS
50 Nepetin-7-glucoside + p ESI Full ms [100.0000-200.0000]
MS SFM-D
108 TTRT. 567 NL: 1.72E7
miz= 301.03387-301.03689 F: FTMS
50 | ) - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
i | Quercetin MS SFM-D
0 - Ly
““‘\““““\““““‘\““““\““““‘\““““\““““‘\““"“\““|““\"““"\"““"‘I‘“‘I""\“"""‘I'"‘I""I""""'\""I
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

47



RT: 0.00 - 15.01 SM: 15G

_..
=)
T

(52
o
IANNEEEN]

NL: 8.16E7

m/z= 137.02373-137.02511 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
SFM-D

100

(42
o
NIRRT}

L
E

NL: 3.43E6

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

.
o o
o o o

o

NL: 6.73E8

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

_‘
=)
T

NL: 2.561E8

m/z= 315.04945-315.05261 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
SFM-D

Relative Abundance
w 8 w
T T % (|D\ 11
|

o

NL: 1.19E8

m/z= 269.04420-269.04690 F:
FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
SFM-D

_.
=]
7

o
T

NL: 3.55E8

m/z= 301.06915-301.07217 F:
FTMS + p ESI Full ms
[100.0000-200.0000] MS
SFM-D

—=
o
o o

(52
o
Ll

NL: 5.52E6

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

o
o
P

RT: 0.00 - 15.01 SM: 15G

100 NL:_5.91E5
m/z=
0 253.04936-
253.05190 F: FTMS
80 -p ESI Full ms
[100.0000-
8 70 900.0000] MS
5 SFM-D
- 60
c
=
2 50
g
= 40
=
[7}
@© 30
20
10
0 NL: 2.78E7
100 -
m/z=
90 283.05978-
283.08262 F: FTMS
80 -p ESI Full ms
[100.0000-
70 900.0000] MS
SFM-D
60
50
40
30
20
10
O\\\I\\\I\\|II\\\I\\\|\\II\\II\\\\I\\II\\|I\\I\\\I\|\\II\\I\\\I\\\|\\I\|\\\I\
15

Sekil 4.6 : Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa bitkisinin dekoksiyon

ekstresinin LC-HRMS kromatogrami.



RT:0.00 - 15.02" SM: 15G

RT: 2.10 ) NL: 3.46E5
100 Ascorbic acid miz= 175.02393-175.02569 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-E
108 RT: 2.53 NL: 1.28E7
m/z= 353.08604-353.08958 F: FTMS
50 Chiorogenic acid - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-E
108 RT: 2.16 NL: 7.64E5
Fumaric acid m/z= 115.00310-115.00426 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
° MS SFM-E
g o .
5 100 NL: 3.18E5
g (-)-Epicatechin gallate m/z= 441.08051-441.08493 F: FTMS
3 g i - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
M RT: 2.86 I MS SFM-E
2 N J
5 Og RT.2.84 Verbascoside NL: 9.40E4
o \ miz= 623.19502-623.20126 F: FTMS
50 | - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
| N MS SFM-E
0 S AVAWS
100 RT:3.21 Caffeic acid NL: 3.38E7
m/z= 179.03408-179.03588 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
MS SFM-E
108 5 ] T NL: 2.00E7
\ Lyteolin-7-rutinoside m/z= 593.14822-593.15416 F: FTMS
50 I - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
A MS SFM-E
0 AN
100 RT: 3.95 NL: 9.84E4
— m/z= 579.16903-579.17483 F: FTMS
50 | \ aringin - p ESI Full ms [100.0000-800.0000]
l/ ‘ MS SFM-E
0 ) N
[T [RAAR AN RARRE AN AR ALY RS LA R RN T [RREAN AR AR AR AL AR LR AR
0 2 4 8 8 10 12 14
Time (min)
RT-0.00 - 15.027 SM: 15G
100+ Luteclin 7-glucoside NL: 2.10E7
3 miz= 447.09104-447.09552 F: FTMS
504 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E MS SFM-E
103 RT: 443 — NL: 3.27E5
E Hesperidin miz= 609.17944-609.18554 F: FTMS
509 A - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E [ MS SFM-E
hE _J
1004 2.339 Syringic acid NL: 1.34E7
! miz= 197.04456-197.04654 F: FTMS
E I - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
. 507 I\ RT: 4.70 MS SFM-E
g 3 |
& 108 RT: 4.70 NL: 3.96E8
hel
© 100 o miz= 359.07544-359.07904 F: FTMS
2 o] Rosmarinic acid - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
< 7 MS SFM-E
Z 01 ==
3 1005 3.44 NL: 1.44E6
® ] [\ RT:472 ) miz= 483.08588-463.09052 F: FTMS
503 .“ | ﬁ Hyperoside - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E A | MS SFM-E
E J |
mg, RT:505 , . NL: 4.57E6
E Apigenin 7-glucoside mi/z= 431.09621-431.10053 F: FTMS
503 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E MS SFM-E
1037 RT: 4.68 Nepetin-7-glucoside NL: 1.80E7
3 miz= 479.11600-479.12080 F: FTMS
507 +p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E MS SFM-E
10g— RT: 567 Quercetin NL 12687
3 I miz= 301.03387-301.03689 F: FTMS
503 / - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E J MS SFM-E
Oy [AARI A LN | |‘}V| T T [RREA AR AR R AL I EAAATARRRA Al
0 2 4 8 8 10 12 14
Time (min)
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RT:0.00-15.02" SM: 15G

100 3.01 NL: 1.99E7
i RT-5.67 miz= 137.02373-137.02511 F:
| L% * =, Salicylic acid FTMS - p ESI Full ms
50 I [100.0000-800.0000] MS
) SFM-E
1037 RT:573 NL: 2.14E6
E miz= 271.05984-271.06256 F:
3 : : FTMS - p ESI Full ms
50 Naringenin [100.0000-800.0000] MS
3 SFM-E
1087 RT: 5.85 NL: 2.58E8
) miz= 285.03903-285.04189 F:
Luteolin FTMS - p ESI Full ms
503 ‘ [100.0000-900.0000] MS
8 o N - SFM-E
£ 100 RT:5.87 NL: 1.22E8
] Nepetin m/z= 315.04945-315 05261 F:
2 FTMS - p ESI Full ms
< 50 [100.0000-900.0000] MS
2 SFM-E
3 108 RT:6.17 NL: 6.84E7
e i miz= 269.04420-269.04690 F:
| FTMS - p ESI Full ms
50 || Apigenin [100.0000-800.0000] MS
N SFM-E
0 — =1 R
100 RT: 6.20 NL: 1.64E8
m/z= 301.06915-301.07217 F:
50 Hispidulin FTMS + p ESI Full ms
[100.0000-900.0000] MS
SFM-E
103 5.21 ‘ NL: 3.28E6
N rr-g50 " Cduletin m/z= 343.08061-343.08405 F:
1 (\ FTMS - p ESI Full ms
50 “ J '\ [100.0000-900.0000] MS
I / SFM-E
G R AR AR AR AL AR LA |"“""\““\““\““\““\““‘ﬁT‘T“\"“""I""\""I""I""I‘"'|""\“"I‘“‘\““\““\““\
0 4
Time (min)
RT: 0.00 - 15.02" SM: 15G
RT: 6.90 NL: 4.78E5
100 . m/z=
a0 Chrysin 253.04936-
253.05190 F: FTMS
80 -p ESI Full ms
[100.0000-
g 70 900.0000] MS
] SFM-E
- 60
i =
3
2 50
G>.)
= 40
s
Q
@ 30
20
10
0 RT: 7.12 NL: 6.83E7
100 -
m/z=
%0 283.05978-
283.06262 F: FTMS
80 - p ESI Full ms
[100.0000-
70 900.0000] MS
SFM-E
60
50
40 Acacetin
30
20
10
O\l\l\\l\l\\ll\l\\l\\\\l\\|\|H||\|\\l\l\\l\\\\l\\l\l\H|\|H|\|H|H|\|\H|\
9 0 1N 12 13 14 1
Time (min)

Sekil 4.7 : Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa bitkisinin etanol ekstresinin

LC-HRMS kromatogramu.
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RT:0.00 - 15.02° SM: 15G

NL: 3.67E5
m/z= 175.02393-175.02569 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-M

NL: 1.26E7
m/z= 353.08604-353.08958 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-M

RT:2.11
100
E Ascorbic acid
507
o’ RT: 2.56
100+ - =" Chlorogenic acid
C: RT: 2.15 Fumaric acid
1005 e
504

NL: 1.66E6
m/z= 115.00310-115.00426 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-M

oo

10

-)-Epicatechin gallate
Iy

A

RT:2.89 I

I\

NL: 3.56E5
m/z=441.08051-441.08493 F: FTMS
- p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-M

Relative Abundance
o
o
[RNENINEE

0 o /\ =
100— RT:2.91 Verbascoside NL: 8.71E4
E | miz= 623.19502-623.20126 F: FTMS
50 [ L ) - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E / i A A A MS SFM-M
07 \ S\ Voo
100+ RT:3.22 Gaffeic acid NL: 3.45€7
E m/z= 179.03408-179.03588 F: FTMS
501 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E MS SFM-M
103— BT: 4.03 Luteolin-7-rutinoside NL: 1.98E7
E fl m/z= 593.14822-593.15416 F: FTMS
503 I - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E A MS SFM-M
o3 ) N
100— RT: ‘3.96 Naringin NL: 1.22E5
E A m/z= 579.16903-579.17483 F: FTMS
507 N | - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
E J./ \ MS SFM-M
0 LRI RARA T" T i LR RERA RERL) Rl | T I I 1
0 2 4 6 10 12 14
Time (min)
RT: 0.00 - 15.02° SM: 15G
100 RT:4.38 Luteolin 7-glucoside NL: 2.79E7
m/z= 447.09104-447.09552 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-M
10% RT-4.45 NL: 3.32E5
R Hesperidin m/z= 609.17944-609.18554 F: FTMS
50 f - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
| MS SFM-M
108 242 NL: 9.03E6
| Syringic acid m/z= 197.04456-197.04654 F: FTMS
50 N RT: 4.71 -p ES! Full ms [100.0000-900.0000]
N I /\ MS SFM-M
Q
S 108 RT: 4.71 NL: 5.20E8
g Rosmarinic acid m/z= 359.07544-359.07904 F: FTMS
2 50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
> MS SFM-M
>
5 10% 309 NL: 1.54E6
¢ I R a73 _ m/z= 463.08588-463.09052 F: FTMS
50 n 47 Hyperoside - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
I\ /,u\ MS SFM-M
108 RT.5.06 NL: 7.12E6
Apigenin 7-glucoside m/z= 431.09621-431.10053 F: FTMS
50 - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-M
0
RT:4.70 ; . NL: 2.27E7
100 Nepstin-7-glucoside m/z= 479.11600-479.12080 F: FTMS
50 + p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
MS SFM-M
108 RT.5.68 NL: 9.40E6
i ) m/z= 301.03387-301.03689 F: FTMS
50 || Quercetin - p ESI Full ms [100.0000-900.0000]
| MS SFM-M
0 Lo
I [l LR LD LARR) L AL R AL R RARM T I I T
0 2 4 6 10 12 14

Time (min)
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RT:0.00 - 15.027 SM: 15G

100 3.02 Salicylic acid NL: 1.70E7
i - miz= 137.02373-137.02511 F:
Il N FTMS - p ESI Full ms
50 [ [100.0000-900.0000] MS
. J \_ SFM-M
100 RT:5.74 NL: 2.25E6
miz= 271.05984-271.06256 F:
Nari . FTMS - p ESI Full ms
50 aringenin [100.0000-900.0000] MS
SFM-M
oo RT. 5.5 Luteohn NL: 1.33E8
E m/z= 285.03903-285.04189 F:
J FTMS - p ESI Full ms
507 [100.0000-900.0000] MS
o SFM-M
5 103— RT:5.87 NL: 1.56E8
g 73 ) m/z= 315.04945-315.05261 F:
2 1 Nepetin FTMS - p ESI Full ms
< 509 [100.0000-900.0000] MS
2 7 SFM-M
2 o RT: 6.18 NL: 5.02E7
© i miz= 269.04420-269.04690 F:
Il Apigen FTMS - p ESI Full ms
50 || Apigenin [100.0000-900.0000] MS
J SFM-M
103 “RT 6.21 NL: 1.79E8
miz= 301.06915-301.07217 F:
P FTMS + p ESI Full ms
50 Hispidulin [100.0000-800.0000] MS
SFM-M
103 521 RT:6.35 Penduletn NL: 4.14E6
oo miz= 343.08061-343.08405 F:
I 1\ FTMS - p ESI Full ms
50 I I [100.0000-900.0000] MS
AR SFM-M
0 SRRALARAA LA AR RARRE LA HH\""|""W"\"“?\_‘"'|""|”‘m’mwﬁr““l”” R L R R LR R AR RALL) LR RN AR RAA
0 4 6 8
Time (min)
RT:0.00 - 15.027SM: 15G
: NL: 4.75E5
100 RT: 6.91(:h . i
90 e 253 04936-
253.05190 F: FTMS
80 -p ESI Full ms
[100.0000-
g 70 900.0000] MS
s SFM-
- 60
c
=3
£ 50
2
= 40
©
[}
© 30
20
10
0 RT:7.12 NL: 1.03E8
100 ir=
%0 283.05978-
283.06262 F: FTMS
80 - p ESI Full ms
[100.0000-
70 900.0000] MS
SFM-M
80
50
40
30 Acacetin
20
10
O\|\|\|\|\|\|\H\|\|\|\|\|\|\|\|\\'T'\|\|\|\|\|\|\|\|\|\\\\|\|\|\|\|\|\|\|HH\
0 15
Time (min)

Sekil 4.8 : Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa bitkisinin metanol ekstresinin
LC-HRMS kromatogramu.
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4.1.1 LC-MS/MS yonteminin gecerli kilinmasi ve 6l¢iim belirsizligi sonuclari

Fenolik bilesiklerin analizi igin olusturulan LC-MS/MS yonteminin gegerli kilinmasi

icin dogrusallik, LOQ, LOD ve tekrarlanabilirlik deneyleri gergeklestirilmistir.

Yontemin gegerli kilinmasi ve 6l¢iim belirsizligi sonuglarina ait ¢izelge Tablo 4.3’te

yer almaktadir.

Tablo 4.3 : LC-MS/MS yoénteminin gegerli kilinmasi ve 6lgtim belirsizligi

sonuglarina ait gizelge.

WADDEADI mp  bemimwo Lier  Lneirmm LOO ke
Ascorbic acid 175.0248  Negatif 0.5-10 y=0.00347x-0.00137 0.39/1.29  0.9988 96.2
Chlorogenic acid 353.0878  Negatif 0.05-10 y=0.00817x+0.000163 0.02/0.06  0.9994 96.68
Fumaric acid 115.0037  Negatif 0.1-10 y=0.00061x-0.0000329 0.05/0.17  0.9991 97.13
(-)-Epicatechin gallate  441.0827  Negatif 0.05-10 y=0.00788x-0.0001875 0.01/0.03  0.9995 96.54
Verbascoside 623.1981  Negatif 0.1-10 y=0.00758x+0.000563 0.03/0.1  0.9995 96.19
Caffeic acid 179.0350  Negatif 0.3-10 y=0.0304x+0.00366 0.08/0.27  0.9993 94.51
Luteolin-7-rutinoside ~ 593.1512  Negatif 0.1-10 y=0.00879x+0.000739 0.01/0.03  0.9988 93.05
Vanilic acid 167.0350  Negatif 0.3-10 y=0.00133x+0.0003456 0.1/0.33  0.9997 98.66
Naringin 579.1719  Negatif 0.05-10 y=0.00576x-0.000284 0.01/0.03  0.9991 101.91
Luteolin 7-glucoside 447.0933  Negatif 0.1-7 y=0.0162x+0.00226 0.01/0.03  0.9961 96.31
Hesperidin 609.1825  Negatif 0.05-10 y=0.00423x+0.0000138 0.01/0.03  0.9994 96.14
Syringic acid 197.0456  Negatif 0.5-10 y=0.0000831x+0.000024 0.1/0.3 0.9991 97.29
Rosmarinic acid 359.0772  Negatif 0.05-10 y=0.00717x-0.0003067 0.01/0.03  0.9992 99.85
Hyperoside 463.0882  Negatif 0.05-10 y=0.0072x-0.00003096 0.01/0.03  0.9995 96.62
Apigenin 7-glucoside  431.0984  Negatif 0.3-7 y=0.0246x+0.00306 0.01/0.03  0.9962 96.07
Nepetin-7-glucoside 479.1184  Pozitif 0.05-10 y=0.00629x-0.0001951 0.01/0.03  0.9997 102.18
Quercetin 301.0354  Negatif 0.1-10 y=0.0509x+0.00467 0.01/0.03  0.9978 96.41
Salicylic acid 137.0244  Negatif 0.3-10 y=0.0361x+0.00245 0.01/0.03  0.9982 92.88
Naringenin 271.0612  Negatif 0.1-10 y=0.0281x+0.00182 0.01/0.03  0.9995 86.65
Luteolin 285.0405  Negatif 0.1-10 y=0.117x+0.00848 0.01/0.03  0.9981 96.98
Nepetin 315.0510  Negatif 0.05-10 y=0.0853x+0.00269 0.01/0.03  0.9992 97.76
Apigenin 269.0456  Negatif 0.3-10 y=0.104x+0.0199 0.01/0.03  0.9998 81.55
Hispidulin 301.0707  Pozitif 0.05-10 y=0.02614x+0.0003114 0.01/0.03  0.9993 98.36
Penduletin 343.0823  Negatif 0.3-10 y=0.0258x+0.00253 0.01/0.03  0.9991 83.43
Chrysin 253.0506  Negatif 0.05-7 y=0.0964x-0.0002622 0.01/0.03  0.999 87.92
Acacetin 283.0612  Negatif 0.05-7 y=0.046x+0.0001875 0.01/0.03  0.9995 87.52

4.1.2 Bitki eksterelerinde en yaygin bulunan fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi

ve biyolojik aktiviteleri

Bodrum ve Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa bitkilerinin polar (metanol,

etanol (% 70), su (infiizyon ve dekoksiyon)) ekstrelerinde en fazla miktarda bulunan

fenolik bilesikler; rosmarinik asit, siringik asittir. Ayrica kafeik asit, fumarik asit,
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klorojenik asit, hispidulin, nepetin, luteolin, nepetin-7-glucoside, luteolin-7-rutinoside

bilesikleri de mevcuttur.

e Rosmarinik asit: Kafeik asit ve 3,4 dihidrofenillaktik asidin bir esteri olan

rosmarinik asit bir fenilpropanoiddir.

HO
OH

Sekil 4.9 : Rosmarinik asit.

Rosmarinik asit antioksidan ozelliginden dolayr vazoaktif bir madde ve
kardiyoprotektor gorevi gormektedir. In vitro calismalara ek olarak klinik
arastirmalarda dermatolojik, alerjik ve osteoartritik bozukluklarda ve ayrica bilissel
performansi iyilestirmede ve metabolik sendrom tedavisinde faydalari bildirilmistir

[103, 104].

e Siringik asit: Gallik asidin 3,5-dimetil eter tiirevi olan bir dimetoksibenzendir
(4-hidroksi-3, 5 dimetoksibenzoik asit).

COOH
H,CO OCH,4
OH
Sekil 4.10 : Siringik asit.

Giiglii immiinomodiilator, hepatoprotektor, serbest radikal temizleyici dahil olmak
tizere antioksidan, antienflamasyon ve antikanser aktiviteleri gibi bir dizi biyolojik

fayda sagladig: bildirilmistir [105].

e Kafeik asit: Fenil halkasinin 3 ve 4 pozisyonlarinda sinnamik asitin, hidroksi

gruplari ile stibstitiie edildigi bir hidroksisinnamik asittir.
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HO.
HO
Sekil 4.11 : Kafeik asit.

Diisiik konsantrasyonlarda bile gii¢lii antioksidan aktivite gostermektedir. Oksidatif
stresi Onleyerek serbest radikallerin neden oldugu DNA hasarini 6nlemeye yardimei
oldugu bildirilmistir. Antienflamatuvar, antibakteriyel, antiviral, antitimor ve

antineoplastik aktiviteler sergiledigi bir¢ok arastirmada kanitlanmistir [106, 107].

e Fumarik asit: Doymamis dikarboksilik asidin trans-izomeridir; cis-izomeri

maleik asittir [108].

@)

@)

Sekil 4.12 : Fumarik asit.

Hem hiicre i¢inde sitrik asit dongiisiinde (Krebs dongiisii) anahtar bir ara madde hem
de memelilerde iire dongiisiiniin bir drinddir. Antipsoriasis, antienflamatuvar,
noroprotektif ve kemopreventif aktivite gibi ilgin¢ biyolojik etkilere sahip oldugu
bildirilmistir. Fumarik asidin akciger adenomlar1 ve fumarat tiirevlerinin
hepatokarsinomlar tizerindeki potansiyel kemopreventif etkileri de rapor edilmistir
[109].

e Klorojenik asit: Kinik asitli sinnamik asit esteridir.

HO, CO,H

O
HO" Yo~

OH
OH

OH

Sekil 4.13 : Klorojenik asit.
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Giiclii bir antioksidandir. In vitro caligmalarda, agirlikli olarak reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) ve reaktif azot tiirlerini (RNS) temizleyebilen antienflamatuvar etkisi
bildirilmigtir [110].

e Hispidulin:  Pozisyon 6'da  metillenmis  scutellarcin  olan  bir

monometoksiflavondur (4', 5, 7-trihidroksi-6-metoksiflavon).

OH

Sekil 4.14 : Hispidulin.

Antienflamatuvar, antifungal, antiplatelet, antikonviilsan, antiosteoporotik ve 6zellikle
antikanser aktiviteleri arastirmalarla ortaya konulmustur. In vitro ve hayvan
calismalar1 hispidulinin tiimdr biiyiimesini ve neovaskiilarizasyonu inhibe ederek,
timor hiicresi metastazini baskilayarak ve apoptozu indiikleyerek cesitli kanser
tirlerinde 6nemli antikanser aktivitesi sergiledigini gostermistir [111]. Yapilan bir
caligmada hispidulinin antidepresan benzeri etkisi bulundugu ve bu etkiyi GABAerjik

ve glutamaterjik mekanizmalar araciligiyla gerceklestirdigi gosterilmistir [112].

e Nepetin: Bir O-metillenmis flavon olan pentahidroksiflavon  6-
hidroksiluteolin'in 6-metoksi tiirevidir.

Sekil 4.15 : Nepetin.

Antienflamatuvar, antiproliferatif ve antioksidatif gibi gesitli biyolojik ozelliklere
sahip oldugu ve mast hiicresi aracili enflamatuar hastaliklarla ilgili antialerjik

potansiyele sahip olabilecegi bildirilmistir [113].
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e Luteolin: Bitkilerde c¢ogunlukla glikozit formunda bulunan 3,4,5,7-
tetrahidroksi flavondur [114, 115].

Sekil 4.16 : Luteolin.

Antiviral, antioksidan, antienflamatuvar, noroprotektif ve apoptotik 6zellikler
sergileyen luteolin, multipl skleroz, otoimmiin tiroidit ve otoimmiin ensefalomiyelit
dahil enflamasyonla iliskili hastaliklarin tedavisinde uygulanmistir [114, 116, 117].
Yara, sedef hastaligi, dermatit, cilt kanseri ve fotoyaglanma gibi UV kaynakli
hastaliklarin belirtilerini inhibe etme ve hatta tersine ¢evirme konusunda Onemli

potansiyele sahip oldugu bildirilmistir [115].

4.2 Antikolinesteraz aktivite sonuclari

Bodrum ve Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa yapraklarinin metanol, sulu
etanol (%70) ve su ekstrelerinin AChE ve BChE inhibisyon degerleri Tablo 4.4 ve
Tablo 4.5’te verilmistir. Alinan sonuglara gére en yiiksek AChE inhibisyonu Marmara
Adasi’ndan toplanan bitkinin hegzan ekstresinde goriilmiistiir. En yliksek BChE
inhibisyonu ise Marmara Adasi’'ndan toplanan bitkinin metanol ekstresinde

goriilmiistiir.

Tablo 4.4 : Bodrum’dan toplanan S. fruticosa ekstrelerinin antikolinesteraz aktivite

sonugclar1 (% inhibisyon).

Bitki 6rnegi AChE BChE

(% Inhibisyon) (% Inhibisyon)

(200 pg/mL) (200 pg/mL)

SFB-EtOH ekstresi 66,01449 37,79762
SFB-MeOH ekstresi 61,23188 62,32143
SFB-Hegzan ekstresi 69,34783 63,5119
SFB-Infiizyon ekstresi 62,82609 5,8333
SFB-Dekoksiyon ekstresi 66,08696 14,22619
Galantamin (Standart Madde) 90,43478 82,7381
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Tablo 4.5 : Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa ekstrelerinin antikolinesteraz

aktivite sonuglari (% inhibisyon).

Bitki 6rnegi AChE BChE
(% Inhibisyon) (% Inhibisyon)
(200 pg/mL) (200 pg/mL)
SFM-EtOH ekstresi 65,57971 57,5
SFM-MeOH ekstresi 73,69565 74,52381
SFM-Hegzan ekstresi 75,50725 68,92857
SFM-Inﬁizyon ekstresi 57,3913 13,39286
SFM-Dekoksiyon ekstresi 58,69565 10,71429
Galantamin (Standart Madde) 90,43478 82,7381

4.3 Sitotoksik aktivite sonuglari

Canlilik/sitotoksisite test sonuglart Sekil 4.17 ve Sekil 4.22 arasinda verilmistir. Hiicre
canliligr altt konsantrasyonda (31.25; 62.50; 125; 250; 500; 1000 mg/mL)

incelenmistir.

Canlilik grafikleri g6z Oniine alindiginda, tim ekstrelerin 1000 mg/mL
konsantrasyonda meme kanseri hiicre hatlarina karst %20-30 oraninda canliligi

azalttig1 tespit edilmistir. Doza bagl olarak yiizde inhibisyon degeri artmaktadir.

Ekstrelerin saglikli deri hiicresindeki etkisinin sitotoksik olmadigi tespit edilmistir.

CCD-1079Sk Normal Deri Fibroblasti Hicre
Hatti Canlilik Grafigi 24 sa

__100% .

x

= 80%

HO)J

9 ——SFBD
S 60% ,
z ——SFBI
O 40%

= SFBM
9O 20%

2 ’ ——SFBE

31,25 62,5 125 250 500 1000
KONSANTRASYON (MG/ML)

Sekil 4.17 : Bodrum’dan toplanan S. fruticosa ekstrelerinin CCD-1079Sk normal

deri fibroblast1 hiicre hattinda hiicre canliliginin ytlizde grafigi.
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MDA-MB-231 Meme Kanseri Hucre Hatti
Canlilik Grafigi 24 sa

__100%

X

— 80%

>g e SFBD
= 60% = .
<Z( =d = SFBI
g 40% T

W £ SFBM
o 20%

2 = SFBE
T 31,25 62,5 125 250 500 1000

KONSANTRASYON (MG/ML)

Sekil 4.18 : Bodrum’dan toplanan S. fruticosa ekstrelerinin MDA-MB-231 meme

kanseri hiicre hattinda hiicre canliliginin ytlizde grafigi.

MCF7 Meme Kanseri Hucre Hatti
Canlihk Grafigi 24 sa

100%

S
5 80%
;’ ——SFBD

60%
S ——SFBI
w
S 40% ——SFBM
D
T

——SFBE

20%
31,25 62,5 125 250 500 1000

KONSANTRASYON (MG/ML)

Sekil 4.19 : Bodrum’dan toplanan S. fruticosa ekstrelerinin MCF-7 meme kanseri

hiicre hattinda hiicre canliliginin ytizde grafigi.

CCD-1079Sk Normal Deri Fibroblasti Hicre
Hatti Canhilik Grafigi 24 sa

100%

S

— 80%

0

= SFMD
o 60%

Z e SFMM
<

O 40% :
W s S F M|
2 20%

T a— SFMIE

31,25 62,5 125 250 500 1000
KONSANTRASYON (MG/ML)

Sekil 4.20 : Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa ekstrelerinin CCD-1079Sk

normal deri fibroblasti hiicre hattinda hiicre canliliginin yiizde grafigi.
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MDA-MB-231 Meme Kanseri Hucre Hatti
Canlilik Grafigi 24 sa
100%

80%
e SFMD

60% N T
e T ——SFMM

40% = — .
3 SEMI

v
20% e SFME

HUCRE CANLILIGI (%)

31,25 62,5 125 250 500 1000
KONSANTRASYON (MG/MILL)

Sekil 4.21 : Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa ekstrelerinin MDA-MB-231

meme kanseri hiicre hattinda hiicre canliliginin yiizde grafigi.

MCF7 Meme Kanseri Hucre Hatti
Canlihk Grafigi 24 sa

100%

S

5 80%

= ——SFMD
=z 60%

< ——SFMM
W 40% .
& ’ SFM
D o

2 20% ——SFME

31,25 62,5 125 250 500 1000

KONSANTRASYON (MG/ML)

Sekil 4.22 : Marmara Adasi’ndan toplanan S. fruticosa ekstrelerinin MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda hiicre canliliginin ytizde grafigi.

S. fruticosa bitkisinden farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin kisaltmalari:
I: infiizyon,

D: Dekoksiyon,

E: Etanol ekstresi,

M: Metanol ekstresidir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Salvia tiirlerinin, igerdikleri sekonder metabolitleri nedeniyle mikroorganizmalara
kars1 [antibakteriyel (hatta bazi tiirleri antitiiberkiiloz) [29], antifungal, antiviral],
antioksidan, antikolinesteraz, antienflamatuvar ve antikanser aktiviteler dahil ¢ok

cesitli biyolojik aktiviteleri oldugu yapilan arastirmalarla belirlenmistir.

Bodrum ve Marmara Adasi’ndan topladigimiz S. fruticosa Mill. (syn. S. triloba L.)
bitki drneklerinin toprak tistii kistmlarinin polar [metanol, sulu etanol, su (infiizyon ve
dekoksiyon)] ekstrelerinin herbirinde 25 sekonder metabolit tayin edilmistir, ilaveten
vanilik asit bilesigi sadece metanol ekstresinde dedekte edilmistir. En fazla miktarda
bulunan bilesikler; fenolik asitler (rosmarinik asit, sirinjik asit, kafeik asit, klorojenik
asit) ve fumarik asit, flavonoidler (hispidulin, nepetin, luteolin) ve flavonoid

glikozitler (nepetin-7-glucoside, luteolin-7-rutinoside) olarak bulunmustur.

Bodrum ve Marmara Adas1 S. fruticosa bitki ekstrelerinin karsilastirmali analizine
gore; en yliksek miktarda bulunan bilesenlerden rosmarinik asit Bodrum’dan ve
Marmara Adasi’ndan toplanan bitkinin infiizyon ekstrelerinde (sirasiyla 20197.33
mg/kg, 13992.45 mg/kg) tespit edilmistir. Ikinci en yiiksek miktarda bulunan bilesik
olan sirinjik asit (syringic acid) Bodrum’dan ve Marmara Adasi’ndan toplanan S.
fruticosa bitkisininin infiizyon ekstrelerinde (sirasiyla 17586.88 mg/kg, 11238.35
mg/kg) tespit edilmistir. Ugiincii en yiiksek miktarda bulunan fumarik asit ise
Bodrum’dan toplanan 6rnegin infiizyon ekstresinde yiiksek (6270.82 mg/kg) iken,
Marmara Adasi’ndan toplanan 6rnegin dekoksiyon ekstresinde (6301.77 mg/kg)
yiiksek bulunmustur. Flavon/flavonoid glikozitleri arasinda nepetin-7-glucoside ve
hispidulin bilesikleri en yiiksek oranlarda gozlenmislerdir; bunlardan hispidulin en
yiiksek oranlarda Marmara Adasi’ndan toplanan bitkinin dekoksiyon ekstresinde
(1472.12 mg/kg) ve Bodrum’dan toplanan bitkinin metanol ekstresinde (1057.20
mg/kg) bulunmustur. Buna karsin, chrysin ve epicatechin gallate en diisiik oranlarda

bulunan flavonoidlerdir.
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Antikolinesteraz aktivite sonuglarina gore, Bodrum’dan toplanip hazirlanan bitki
ekstrelerinin herbiri AChE (asetilkolinesteraz) enzimini 200 pg/mL konsantrasyonda
(%61-69.3) inhibisyona ugratirken, en yiiksek inhibisyon degerini hegzan ekstresi
gostermistir. Marmara Adasi’ndan toplanip hazirlanan bitki ekstrelerinden hegzan
ekstresi (%75.5), metanol ekstresi (%73.7) ve etanol ekstresinin (%65.6) AChE
enzimine kars1 yiiksek inhibisyon gosterdigi bulunmustur. BChE (butirilkolinesteraz)
enzimine kars1 ise, Marmara Adas1’ndan toplanan bitkinin hegzan (%68.9) ve 6zellikle
metanol (%74.5) ekstreleri yiiksek inhibisyon gostermislerdir. Her iki bitkinin de
infiizyon ve dekoksiyonlart BChE’ye kars1 zayif inhibisyon gostermislerdir.

Bodrum’dan toplanarak hazirlanan S. fruticosa ekstrelerinin canli (saglikl) fibroblast
hiicreleri lizerinde 6zellikle 500 mg/mL konsantrasyondan itibaren sitotoksisite orani
yiikselerek 1000 mg/mL’de saglikli hiicrelerin canlilik oraninin %30-60 oldugu
gozlenmistir. Marmara Adasi’ndan toplanarak hazirlanan tiim S. fruticosa
ekstrelerinin ise saglikli fibroblastlara karst hiicre canliliginin en yiiksek

konsantrasyonda (1000 mg/mL) %40-60 oraninda oldugu gorilmiistiir.

Meme kanseri hiicre hatlarina karsi ise her iki lokasyondan toplanarak hazirlanan
Salvia ekstreleri en diisiik konsantrasyonda %30-35, en yiiksek konsantrasyonda %70-
75 oraninda sitotoksik aktivite gostermiglerdir. Fakat, bu iki hiicre hattindan MDA -
MB-231 hiicre hatlarina kars1 Bodrum Salvia infiizyon ve dekoksiyon ekstreleri, MCF-
7 hiicre hatlarina karg1 ise Marmara Adasi Salvia metanol ekstresi daha yiiksek aktivite

gostermiglerdir.

Elde edilen bulgular, iilkemizde dogal olarak yetisen ve Anadolu adacgay1 olarak da
adlandirilan tibbi adagaymmiz S. fruticosa (sinonim S. triloba) bitkisinin fenolik
bilesenlerce zengin icerigi, orta-yiliksek derecede antikolinesteraz aktivite gostermesi
ve saglikli hiicre hatlarma karst 125 mg/mL konsantrasyona kadar sitotoksik
olmamasi, meme kanseri hiicre hatlarina karsi ise sitotoksik etkileri nedeniyle
ekstrelerinin ve potansiyel ilag etkin maddeleri (sekonder metabolitleri) nin daha ileri
aragtirmalar, ozellikle klinik arastirmalarla degerlendirilmesinin gerekli oldugunu

gostermistir.
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