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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIiYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin tamamini veya herhangi bir kismini, basil
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve agagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullamim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde

suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acimasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde

erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime acilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir.

v Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar ile tezimin erigime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.
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1 jsansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin

Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansdistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma stirecinin devam etmesi
durumunda, tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérist lzerine enstitii veya
fakiilte yénetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye dénilismemis veya patent gibi
ybntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigsmaninin nerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun gériisi (zerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulunun gerekceli karari ile alti
ayl asmamak lzere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya glivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve glivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisansdisti tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii ¢cercevesinde hazirlanan lisansdiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulusun 6nerisi ile enstitii veya fakdiltenin uygun gériisii (izerine lniversite yénetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekdgretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari

cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldiriimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yliklenir.
* Tez danigsmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérisi lzerine enstitii veya fakiilte

ybnetim kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Ayhan, S., Lavandula stoechas L. subsp. stoechas Uzerinde Biyolojik Aktivite
Rehberli Cahsmalar, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakognozi Programi Doktora Tezi, Ankara, 2023. Tez kapsaminda, “karabas
otu” olarak bilinen L. stoechas L. subsp. stoechas’in halk arasinda diyabet ve santral
sinir sistemi rahatsizliklarinda kullamimindan yola ¢ikilarak, etkiden sorumlu
olabilecek bilesiklerin tespit edilmesi amaciyla biyoaktivite rehberli fraksiyonlama ve
izolasyon ¢alismalar yiriitiilmistiir. Bitkinin potansiyel antidiyabetik etkisine yonelik
aragtirmalar a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyonu rehberli galismalarla
gerceklestirilmistir. Ekstre ve ana fraksiyonlarda a-amilaz enzim inhibisyonu
gozlenmemistir. Yiiksek a-glukozidaz enzim inhibisyonu gosteren fraksiyondan cesitli
kromatografik yontemler kullanilarak iki bilesik izole edilmis, bilesiklerin yapisi
spektroskopik yontemler yardimiyla ursolik asit ve salvianolik asit B olarak
aydinlatilmistir. Ursolik asidin gii¢lii a-glukozidaz enzim inhibisyonu etki gosterdigi
belirlenmistir. Bitkinin santral sinir sistemi rahatsizliklar1 tizerindeki potansiyel
etkisine yonelik arastirmalar, beyin kaynakli nérotrofik faktér (BDNF) protein diizeyi
tayini rehberli calismalarla gergeklestirilmistir. En yiiksek BDNF protein diizeyi artisi
gosteren fraksiyon tizerinde yiiriitiilen izolasyon ¢alismalar1 sonucunda dort bilesik
izole edilmis, yapilar1 luteolin 7-O-4-D-glukopiranozit, rozmarinik asit, eriodiktiyol,
1-nonadeken olarak aydinlatilmistir. Aktif fraksiyondan izole edilen ve fraksiyonda
varligi tespit edilen maddeler tizerinde yapilan ¢alismalarda en yiiksek BDNF protein
diizeyi artis1 ursolik asit ve eriodiktiyol bilesiklerinde gériilmiistiir. 1zole edilen saf
maddelerin H20O> kaynakli néronal hiicre hasarina karsi noroprotektif etki gosterdikleri
belirlenmistir. DPPH, SO, NO radikali siipiiriicii etkinlik, CUPRAC ve FRAP
yontemleri kullanilarak bitkinin gii¢lii antioksidan etkinlige sahip oldugu tespit
edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar L. stoechas subsp. stoechas’in halk arasinda diyabet

ve santral sinir sistemi rahatsizliklarinda kullammmini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Lavandula stoechas, Lamiaceae, a-glukozidaz, BDNF,

antioksidan etki.

Destekleyen Kurulus: HUBAB (Lisansiistii Tez Projesi/TDK-2018-17578)
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ABSTRACT

Ayhan, S., Bioactivity-Guided Studies on Lavandula stoechas L. subsp. stoechas,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Pharmacognosy
Program Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2023. Lavandula stoechas L. subsp.
stoechas known as “karabas otu” is used for diabetes and central nervous system
disorders. This thesis focuses on scientifically validating the traditional usage of L.
stoechas subsp. stoechas in treating diabetes and CNS disorders by using bioactivity-
guided fractionation and phytochemical analysis studies in order to determine the
compounds behind the biological activity. Investigations on the potential antidiabetic
effect of the plant were carried out with a-amylase and a-glucosidase enzyme
inhibition guided studies. As a result, no inhibition of a-amylase enzyme was observed
in the extracts and main fractions. Two compounds were isolated from the fraction
showing high a-glucosidase enzyme inhibition, using various chromatographic
methods and the structures of the compounds were elucidated as ursolic acid and
salvianolic acid B by using spectroscopic methods. Ursolic acid possesses strong a-
glucosidase inhibition effect. To investigate the neuroactive potential effect of L.
stoechas subsp. stoechas, the bioactivity-guided fraction was used, and assessing the
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) level was used as a biological screening
tool to screen for the activity. Phytochemical analysis studies were carried out on the
fraction with the highest BDNF protein level increase. As a result, four compounds
were isolated and their structures were determined as luteolin 7-O-$-D-
glucopyranoside, rosmarinic acid, eriodictyol, 1-nonadecene. The most active
compounds that have been isolated/detected from the active fraction are ursolic acid
and eriodictyol. In addition, the isolated pure compounds possess neuroprotective
effects against H>O»-induced neuronal cell damage. Furthermore, it was determined
that L. stoechas has strong antioxidant activity by using DPPH, SO, NO radical
scavenging activity, CUPRAC and FRAP methods. In conclusion, our results support

the traditional usage of L. stoechas subsp. stoechas for diabetes and CNS disorders.

Keywords: Lavandula stoechas, Lamiaceae, o-glucosidase, BDNF, antioxidant

activity.

Supporting Organizations: HUBAB (Thesis Support Project/ TDK-2018-17578)
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1. GIRIS

Lavandula cinsi Lamiaceae familyasinda yer almakta ve 39'dan fazla tiir
icermektedir. Dogal yetisme alan1 Akdeniz havzasi olmakla birlikte, Avrupa, Kuzey
Afrika, Giineybati Asya, Arap Yarimadasi, Hindistan, Kuzey ve Giiney Amerika'da
yaygin olarak yetistirilmektedir (1, 2). Ulkemizde L. angustifolia subsp. angustifolia
(lavanta), L. pedunculata subsp. cariensis (karan) ve L. stoechas subsp. stoechas

(karabag) olmak tizere 3 takson ile temsil edilmektedir (3, 4).

Lavandula tiirleri tasidiklart ugucu yaglar nedeniyle ilag, gida, aroma
endiistrileri, kozmetik, parfiimeri ve aromaterapi sektorleri i¢in onemli ekonomik
degere sahip aromatik tibbi bitkilerdendir. Bu nedenle son yillarda Lavandula
tirlerinin ugucu yaglar1 lizerinde ¢ok sayida fitokimyasal ve farmakolojik ¢alisma
yuritilmistir. Sedatif, antienflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal, insektisit
aktivitesi gosterilen Lavandula ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonu birgok
faktore bagli olarak degisiklik gostermekle birlikte, esas olarak oksijenli
monoterpenler ve diizensiz monoterpenlerin varligi ile karakterizedir. Monoterpen ve
seskiterpen hidrokarbonlar ile oksijenli seskiterpenler minor bilesenler olarak yer
almaktadir. Lavandula tiirlerinin ugucu yaglar1 {izerinde yogun olarak c¢aligilmis

olmakla birlikte, ugucu olmayan sekonder metabolitleri lizerinde az sayida ¢alisma

bulunmaktadir (1, 2).

Lavandula tiirlerinin  geleneksel tedavide agri, iltihap, romatizma,
gastrointestinal hastaliklar, diyabet, santral sinir sistemi rahatsizliklari, uykusuzluk,
epilepsi, kanser, enfeksiyon hastaliklarinda kullanimi kayithdir (5). Yapilan
fitokimyasal c¢alismalarda ugucu olmayan major bilesenleri flavonoitler,
hidroksisinnamik asit tiirevleri ve triterpenler olarak bildirilmistir. Hidroksibenzoik

asitler, kumarinler ve benzofuranlar i¢eriginde yer alan diger sekonder metabolitlerdir
).

Tez kapsaminda galisilan L. stoechas subsp. stoechas iilkemizde Giiney
Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerinde dogal olarak yetismekte olup (4), halk arasinda
“karabas otu, karabas, karahan, kargan” isimleriyle bilinmektedir. Yapilan etnobotanik

caligmalarda basta agri, solunum yolu rahatsizliklari, diyabet, kardiyovaskiiler



hastaliklar ve noral-beyin hastaliklar1 olmak {izere pek ¢ok rahatsizlikta kullanimi

kayitlanmistir (6-9).

Tez c¢alismamizda L. stoechas subsp. stoechas’in ¢igekli toprak iistii
kisimlarmin halk arasinda “diyabet hastaliginda, seker diisiiriicii” ve “noral-beyin
hastaliklari, sinir bozuklugu, stres durumlarinda; hafizay1 giiclendirici, sedatif, sinir
sistemindeki uyusukluklar1 giderici” kullanimlarindan yola ¢ikilarak, diyabet ve
santral sinir sistemi rahatsizliklarinda potansiyel etkisine yonelik biyoaktivite rehberli
fraksiyonlama ve izolasyon g¢alismalar: yiiriitiillmesi planlanmistir. Oksidatif stresin
diyabet ve norodejeneratif hastaliklar gibi kronik hastaliklarin etiyolojisinde ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynadigi, antioksidanlarin oksidatif stres hasarma karsi
koruyucu oOzellikleri goz Oniine alinarak (10), L. stoechas subsp. stoechas’in

antioksidan kapasitesinin arastirilmasi da tez kapsamina alinmstir.

L. stoechas subsp. stoechas’in potansiyel antidiyabetik etkisine yonelik
fraksiyonlama ve saf madde izolasyonu islemlerinin a-amilaz ve a-glukozidaz enzim

inhibisyon tayini ¢alismalari rehberliginde gergeklestirilmesi planlanmustir.

Karbonhidratlarin hidrolizinden sorumlu a-amilaz ve a-glukozidaz gibi
enzimler inhibe edilerek absorbe edilen glukoz miktarinin azaltilmasi, diyabet
tedavisinde postprandiyal hiperglisemiyi azaltmak i¢in uygulanan yaklasimlardandir
(11). a-amilaz enzimi polisakkaritlerin a-1,4 glikozidik baglarin1 hidroliz eder;
nisastay1 dekstrin, oligosakkarit, maltotrioz, maltoz gibi daha kiicilik fragmanlara ayirir
(12). a-glukozidaz enzimi ise disakkaritler ve oligosakkaritlerden indirgeyici olmayan
a-1,4 bagl glukoz gruplarinin hidrolizini katalize eder (13). Bu enzimlerin inhibisyonu
yoluyla karbonhidrat sindirimi geciktirilerek glukoz absorpsiyon hizinda azalma ve
postprandiyal glukoz seviyelerinde diisme saglanabilmektedir (11, 14). Akarboz,
miglitol ve vogliboz diyabet tedavisinde kullanilan a-glukozidaz enzim
inhibitorleridir. Literatiirde birgok bitki ekstresi ve fitokimyasal maddenin enzim
inhibisyon etkinlikleri gdsterilmistir, diyabet tedavisinde kullanilabilecek daha etkili
ve giivenli terapotik yaklasimlarin gelistirilebilmesi adina dogal enzim inhibitorii kesfi

caligmalar1 devam etmektedir (11).

Tez kapsaminda L. stoechas subsp. stoechas’in santral sinir sistemi

rahatsizliklart iizerindeki potansiyel etkisine yonelik fraksiyonlama ve saf madde



izolasyonu iglemlerinin ise beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) protein diizeyi

caligmalari rehberliginde gergeklestirilmesi planlanmustir.

Norotrofin ailesinin bir iiyesi olan BDNF, saglikli bir néronal g¢evrenin
olusumu ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar (15). Noronal sag kalim, farklilasma ve
biiyiimede gérev alir. Ogrenme ve hafiza igin gerekli olan ndroplastisite siireclerine
katilir (16-18). BDNF seviyelerinin azalmasi Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
depresyon gibi bircok ndrolojik-psikiyatrik bozuklugun seyri ve gelisimiyle
iligkilendirilmis, uygulanan tedavilerin ise serum BDNF seviyelerini arttirdigi
belirlenmistir (16, 19-21). BDNF'nin nérolojik ve psikiyatrik bozukluklarda potansiyel
terapotik kullanimina dair caligmalar devam etmekle birlikte, kiiglik molekiil
yaklagimi kullanilarak beyindeki endojen BDNF ekspresyonunun farmakolojik olarak

arttirilmasi hedef stratejiler arasinda yer almaktadir (22).

BDNF’nin norolojik ve psikiyatrik hastaliklardaki kilit rolii gdz 6niine alinarak
tez calismasi kapsaminda, L. stoechas subsp. stoechas’in santral sinir sistemi
rahatsizliklar1 tizerindeki potansiyel etkisinin BDNF protein diizeyleri lizerinden
arastirilmas1 planlanmustir. Ilave olarak izole edilen saf maddelerin hidrojen peroksit
(H202) kaynakli noronal hiicre hasarina karsi olast noéroprotektif Ozelliklerinin

incelenmesi hedeflenmistir.

L. stoechas subsp. stoechas’in halk arasinda diyabet ve santral sinir sistemi
rahatsizliklarinda kullanilmasindan hareketle planlanan tez ¢alismamizda, bitkinin
cicekli toprak iistii kisimlarindan hazirlanan sulu etanol ekstresi ve ana fraksiyonlar
tizerinde aktivite ¢aligsmalari yiiriitiilmiis, etkiden sorumlu olabilecek bilesiklerin tespit
edilmesi amaciyla aktivite rehberli fraksiyonlama ve saf madde izolasyonu ¢alismalari
gerceklestirilmistir. izolasyon, yapi tayini ve aktivite calismalarindan elde edilen

sonuglar giincel literatiir esliginde degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler

Lavandula stoechas L. subsp. stoechas bitkisinin taksonomik hiyerarsisi
asagidaki gibidir (23):

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta

Simif: Magnoliopsida

Takim: Lamiales

Familya: Lamiaceae

Cins: Lavandula

Tiir: Lavandula stoechas L.

Alt tiir: Lavandula stoechas L. subsp. stoechas

Bu boliimde bitkinin ait oldugu familya, cins ve tiir 6zelinde botanik bilgileri

verilmistir.

2.1.1. Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae familyasi Tiirk¢e adiyla Ballibabagiller, 236 cins ve 7000°den fazla
tiir ile Angiosperm’lerin altinci en genis familyasidir. Diinya genelinde bulunmakla

birlikte, tipik biiylime alan1 0-2500 m arasindaki tropikal ve iliman iklimlerdir (5).

“Tiurkiye ve Dogu Ege Adalar1 Floras1” isimli eserde familya ozellikleri

asagidaki sekilde betimlenmistir (3):

Otsu bitki ya da ¢alilar, genellikle salgi tiiyii tasiyan ve aromatik; gévde 4
koseli ya da degil. Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pargali (pinnat), her zaman
karsilikli. Cigek durumu temelde braktelerin veya iist yapraklarin koltuklarinda simoz
(salkim) seklinde ve genellikle vertisillastrum. Vertisillatlar spika, rasem ya da simoz.
Cigekler hermafrodit veya ginodioik bitkilerde erkek ¢icek verimsiz (disi
fonksiyonlu). Brakteler yapraklardan bariz sekilde farkli ya da benzedigi zaman floral
yapraklar seklinde; brakteoller var ya da yok. Kaliks genellikle tistte 3 altta 2 disli



kisim olmak {izere 5 loblu, nadiren loblar ya da disler 1 ve 1 veya 1 ve 4 veya kaliks
aktinomorf, 5-20 damarli. Korolla gamopetal, zigomorfik ve bilabiat, genellikle st
dudak belirsiz 2 loblu (migfer), falkat, diiz ya da konkav, alt dudak 3 loblu, nadiren {ist
dudak kii¢iilmiis ve alt dudak 5 loblu veya 1 iist ve 4 alt loblu veya korolla aktinomorf.
Stamenler korolla ile birlikte gelismis, 4 ve didinam, st ¢ift genellikle alt ¢iftten daha
kisa veya 2 ve genellikle staminodlar mevcut. Anter tekalar1 2 veya 1 hiicreli, paralel
ya da ayr1, nadiren (Salvia’daki gibi) uzamig konnektifler ile ayrilmis. Ovaryum iist
durumlu, 2 karpelli ve 4 oviillii, 4 loblu. Stilus ginobazik, nadiren degil, iist kisimda
ikiye ayrilmig (bifit). Meyve kuru (¢ok nadir etli) 4 (nadiren daha az) nutlet, 1slatildig:

zaman miisilajli ya da degil.

2.1.2. Lavandula L. Cinsi

Lavandula L. cinsi 39'dan fazla tiir ve 79 tiir i¢i takson ve hibritten olusur. Ug
alt cins (Fabricia, Sabaudia ve Lavandula) ve sekiz seksiyon (Lavandula, Dentatae,
Stoechas, Pterostoechas, Subnudae, Chaetostachys, Hasikenses, Sabaudia) seklinde
simiflandirilmistir. Kuzey Atlantik'ten Orta Dogu'ya kadar Akdeniz havzasinda dogal

olarak bulunur ().

“Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Floras1” isimli eserde cins 6zelikleri asagidaki

sekilde yer almaktadir (3):

Stellat ortii tiiyleri bulunan aromatik ¢ali ya da ¢ok yillik bitkiler. Vertisillatlar
pedunkulat spikalarda yerlesik. Brakteler var, ya hepsi fertil ya da {ist brakteler
verimsiz, ¢ok genislemis ve koma (brakte demeti) seklinde. Brakteoller var ya da yok.
Kaliks ovoid-tiipsii, (8-)13(-15) damarli, kisaca 5 disli, disler kii¢iik, hemen hemen
esit, tist kisim ¢ogu zaman ekli. Korolla 2 dudakli, tist dudak 2 loblu, alt dudak 3 loblu.
Stamenler 4, didinam, korolla tiiptiniin ig¢inde, yay gibi kivrik (deklinat). Nutletler

tiysiiz, puruzsiz.

Davis’in “Tiirkiye ve Dogu Ege Adalari Florast” isimli eserine gore iilkemizde
L. angustifolia ve L. stoechas olmak tizere iki Lavandula tiirii mevcuttur, L. stoechas’in
ise subsp. stoechas ve subsp. cariensis olmak iizere 2 alt tiirii bulunmaktadir (3).
Bununla birlikte “Tiirkiye Bitkileri Listesi (Damarli Bitkiler)” adli kitapta L. stoechas

subsp. cariensis alt tiirii Upson ve arkadaslari tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢alisma



sonrast L. pedunculata subsp. cariensis seklinde 3. ayr1 bir tir olarak

siiflandirilmstir. (4).

Bu dogrultuda iilkemizde bulunan tiirler i¢in tayin anahtar1 revize edilerek

asagida verilmistir (3):

1. Cicek durumu gevsek ve aralikli; tiim brakteler benzer, fertil, koma
YOK. oo 3. angustifolia subsp. angustifolia

1. Cigek durumu sik ve araliksiz; en iist brakteler biiylik, verimsiz, renkli
koma seklinde.
2. Cigek durumu sap1 5-20 cm, spikadan daha uzun, {ist brakteler (7-)13-30
X 2-5 (-6) mm, dar oblong; kaliks uzantilar1 genellikle undulat ya da
loblu......ooo 2. pedunculata subsp. cariensis
2. Cicek durumu sap1 0.5-2.5 (-2.7) cm, spikadan daha kisa, {ist brakteler

7-17 x 3-8 mm, obovat; kaliks uzantilari tam...1. stoechas subsp. stoechas

2.1.3. Lavandula stoechas L.

“Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi” isimli eserde tiir 6zelikleri asagidaki
sekilde belirtilmistir (3):

45 cm veya daha uzun olabilen tiiylii, ¢al1 formunda. Ust yapraklar lanseolat,
eliptik, dar eliptik, 14-40 x 1-5 mm, hafif geriye kivrilmis, yaprak koltuklarinda ve
govde tabaninda ¢ok sayida daha kiigiik, dik, geriye kivrilmis yaprak. Spika sapli, 1.5-
4.5 cm, oblong-ovoid, sik ve araliksiz. Fertil brakteler 4-7 x 3-8 mm, rombik-kordat,
tiiylii. Ust brakteler mor veya beyaz, 7-30 x 2-8 mm, obovat veya dar oblong,
koltuklarinda ¢igek yok. Vertisillatlar 6-10 ¢igekli. Kaliks 4-6 mm, 13 damarli, iist
disler kiirek seklinde veya enine oblong, tek parca ya da hafifge loblu, + saptaki ek
yapilar 0.5-1 x 1-2 mm. Korolla siyahimst mor, (4.5-)5-8.5 mm.

Ciceklenme zamani: Mart — Haziran

Habitat: Kizilgam ormanlari, maki, garig, kiregtasi kayaliklari, granit

yamaglar, kumlu yerler, yol kenarlari

Yiikseklik: 0-700 m



Yayulis (L. stoechas subsp. stoechas): Kuzeybati Tirkiye, Bati ve Giiney
Anadolu, Adalar.

Al(E) Canakkale: Helles, Ingoldby 95. A1(A) Canakkale: Troas (Truva),
Webb. A2(A) Istanbul: Biiyiik Ada, Gilliat-Smith 1263. Kocaeli: Hereke’den izmit’e,
30 m, Davis 42031. B1 Balikesir: Kaz Dagi, Bey ovasi yakini, Sintenis 1883.666.
[zmir: Bayrakli yakini, Bornm. 1906:9852h. C1 Mugla: Datga’dan Marmaris’e 10 km,
deniz seviyesi, Dudley (D. 35443). C2 Mugla: Marmaris, 30 m, Davis 25245. Mugla:
Fethiye, Cenger Mahallesi, Yiirek mevki ormanhk alan icleri, 08.04.2018, S.
Ayhan (HUEF 17038!). C3 Antalya: Tekirova korfezi Tahtali dag: giiney etekleri
deniz seviyesi, Hub.-Mor. 10580. C4 I¢cel: Anamur’dan Emirsah’a, E. Sezik 247. C5
Icel: Kizkalesi (Erdemli yakini), 40 m, Siehe 1895:54. Hatay: Samandagi, Sedir civari,
E. & G. Sezik 326. C6 Hatay: Yayladag, 700 m, Davis 27188b.



Sekil 2.1. Lavandula stoechas subsp. stoechas (Fotograf: Dr. Ogr. Uyesi Z. Ceren
Arituluk Aydin)



2.2. Lavandula Tiirleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar
2.2.1. Lavandula Tiirleri Uzerindeki Fitokimyasal Cahsmalar

Lavandula tiirlerine iliskin literatiirde yer alan ¢alismalar incelendiginde farkli
yapida bilesikler tagidigi goriilmektedir. Bu boliimde, Lavandula tiirlerinin tasidigi

bilesikler asagida yer alan 6 ana baslik altinda sunulmustur.
a. Terpenler
b. Flavonoitler
c. Fenolik asitler ve basit fenoller
d. Kumarinler
e. Benzofuran tiirevleri
f. Diger bilesikler

a. Terpenler
Ucucu Terpen Bilesikleri

Tim Lavandula tiirleri ve hibritleri ¢igek ve yapraklarinin yiizeyindeki salgi
bezlerinden ugucu yag lreten aromatik bitkilerdir. Bununla birlikte esas olarak L.
angustifolia, L. latifolia ve L. hybrida (L. latifolia x L. angustifolia, L. x intermedia)

tirleri ugucu yaglarinin ticari iiretimi igin yetistirilmektedir (24).

Ucucu yag genellikle bitkinin ¢igekli toprak iistii kisimlarindan su veya buhar
distilasyonu yoluyla elde edilir (1). Lavandula ugucu yaglarinin kimyasal
kompozisyonu ve kalitesi, genotip, bitkiden izole edildikleri kisim, bitkinin gelisme
donemi, toprak ve iklim kosullari, hasat zamani, kurutma yontemleri ve ekstraksiyon

teknikleri gibi bir¢ok faktore baglidir (2).

Lavandula ugucu yaginin kimyasal kompozisyonu, esas olarak oksijenli
monoterpenler (linalol, linalil asetat, 1,8-sineol, kafur) ve diizensiz monoterpenlerin
(lavandulol, lavandulil asetat) varlig: ile karakterizedir. Monoterpen hidrokarbonlar

(a-, p-pinen, p-osimen), seskiterpen hidrokarbonlar (f-farnesen, p-karyofillen) ve
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oksijenli seskiterpenler (karyofillen oksit) Lavandula ugucu yaginda minér bilesenler

olarak yer alirlar (1).

L. angustifolia’nin ugucu yaglarinin baglica bilesenleri linalol, linalil asetat,
1,8-sineol, kafur, p-karyofillen, borneol, cis-$-osimen, A-karen, lavandulil asetat, a-
fenkon, kumarin, p-fellandren, terpinen-4-ol, epi-a-muurolol, a-bizabolol, trans-g-
osimen, prekosen I, 7-metoksikumarin, geranioldir. L. X intermedia’nin ugucu
yaglarinda ana bilesenler olarak linalol, linalil asetat, 1,8-sineol, kafur, borneol,
terpinen-4-ol, sabinen, a-terpineol; L. latifolia’da linalol, 1,8-sineol, limonen, kafur,
borneol ve a-terpineol tespit edilmistir. L. stoechas’in ugucu yaglarinin esas bilesenleri
ise fenkon, kafur, pulegon, 1,8-sineol, mirtenil asetat, mentol, kubenol, a-pinen ve

mentondur (2).

Lavandula tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan major bilesikler Tablo 2.1’de

sunulmustur.

Tablo 2.1. Lavandula tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan major bilesikler (2).

Oksijenli Monoterpenler

-

. angustifolia

. coronopifolia

. dentata

. X intermedia

Linalol ‘
. lanata

. latifolia

. luisieri

. multifida

r\r|\r|\r|\r—r|r—|\r— |

. viridis

OCOCH,

—

. angustifolia

L. dentata
Linalil asetat ‘

L. X intermedia

L. multifida




Tablo 2.1. Lavandula tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan major bilesikler (2)

(devam).
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1,8-sineol

O

. angustifolia

. coronopifolia

. dentata

. X heterophylla

. X intermedia

. lanata

. latifolia

. luisieri

. pedunculata

. stoechas

L viridis

Kafur

<

rrr/|\r/r/ir\rgrr\r|\r ||\ |||

. angustifolia

. bipinnata

. dentata

. X heterophylla

. X intermedia

. stoechas

Borneol

—

. angustifolia

. dentata

. X intermedia

Fenkon

peliEe

. luisieri

. pedunculata

. stoechas
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Tablo 2.1. Lavandula tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan major bilesikler (2)

. canariensis

OH . coronopifolia
Karvakrol . multifida
. pinnata
. pubescens
. gibsonii
Timol
OH
. pinnata
. angustifolia
Terpinen-4-ol
OH . X intermedia
X
Lavandulol )\/;\(\OH . lanata
\\\\\\OH
trans-Karveol . bipinnata

-
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Tablo 2.1. Lavandula tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan major bilesikler (2)

(devam).

Piperiton

o8

L. bipinnata

Pulegon

L. bipinnata

Lavandulil asetat

—

L. angustifolia

o/
Mirtenal /\®L L. dentata
trans-Pinokarveol ﬁ L. dentata
HO
(0]
Mirtenil asetat )J\o L. stoechas

G
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Tablo 2.1. Lavandula tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan major bilesikler (2)

(devam).

Verbenon

<

. viridis

Monoterpen Hidrokarbonlar

/
. angustifolia
=

S-Osimen

. multifida

. dentata
a-Pinen

. viridis
p-Pinen TBL . dentata
a-Fellandren § . pinnata
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Tablo 2.1. Lavandula tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan major bilesikler (2)

(devam).

p-Fellandren

L. pinnata

Diizensiz Monoterpenler

trans-a-Nekrodol

HO

//II/,,“

. luisieri
)\o
>
trans-a-Nekrodil asetat i, & . luisieri
Seskiterpenler
. angustifolia
p-Karyofillen . X intermedia
. pinnata
S . canariensis
[S-Bizabolen
. multifida
p-Selinen )\Qé e




Monoterpenler ve Seskiterpenler
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Tablo 2.2. Lavandula tiirlerinden izole edilen diger bazi monoterpen ve seskiterpen
yapisindaki bilesikler.

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
OH
3-Hidroksi-a,a,4-trimetil benzil . ..
alkol (8-hidroksi karvakrol) L. gibsonii (25, 26)
OH
OH
3-H_|drok5|-a,a,4-tr|met|I benzil L. gibsonii (25)
metil eter
O-CHj,
OH
8-Etoksi karvakrol L. gibsonii (26)
OC,Hs
8-Hidroksi timol L. gibsonii (26)
OH
OH
8-Etoksi timol L. gibsonii (26)

78

OC,Hs
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Tablo 2.2. Lavandula tiirlerinden izole edilen diger baz1 monoterpen ve seskiterpen
yapisindaki bilesikler (devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

OH

3-Hidroksi-a,4-dimetil stiren L. gibsonii (25)

5-(Hidroksimetil)-2,3,4,4-

tetrametilsiklopent-2-enon Y L. luisieri (27)
HO
(2,2,3,4-tetrametil-5-
oksosiklopent-3-en-1-il)metil i L luisieri 27)
asetat '
OOCH,C
0
5-Hidroksi-5-(hidroksimetil)- HO
2,3,4,4-tetrametilsiklopent-2-en- S
1-on L. luisieri (27)
HO
0
5-Metilen-2,3,4,4- L
tetrametilsiklopent-2-en-1-on ﬁ L. luisieri (27)
0

OH
2-(hidroksimetil)-3,4,4-trimetil- .
5-metilensiklopent-2-en-1-on ﬁ\ L. luisieri (27)
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Tablo 2.2. Lavandula tiirlerinden izole edilen diger baz1 monoterpen ve seskiterpen

yapisindaki bilesikler (devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

3,4,5,5-Tetrametil-1,3- HOOC

siklopentadien karboksilik L. luisieri (27)

asit

3,3,4,5-Tetrametil-piran-2,6- o

dion L. luisieri (27)
0

5-(2-Hidroksipropan-2-il)-2-

metilsikloheks-3-en-1,2-diol L. luisieri 27

10-Hidroksi-4(5)-kadinen-3-on L. luisieri 27

Karyofillen oksit L. latifolia (28)
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Tablo 2.2. Lavandula tiirlerinden izole edilen diger bazi monoterpen ve seskiterpen
yapisindaki bilesikler (devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

Stoechanones A L. stoechas (29)

Stoechanones B L. stoechas (29)

Longipin-2-en-74, 9a-diol- 1-on L. stoechas (30)

Longipin-2-en-74, 9a-diol- 1-on

9-monoasetat L. stoechas (30)




Diterpenler

S
S
S
S
<

OH

Tablo 2.3. Lavandula tiirlerinde bulunan diterpen yapisindaki bilesikler-1.
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Bilesik R1 R2 Rs Bitki Kaynak
Glutinosin H H H L. multifida (31)
15,16,17-

Trihidroksipimar-8(9)- H H OH L. multifida (31)
en

15S,16-Dihidroksi-7- _ .
oksopimar-8(9)-en o= H H L. multifida (31)
15,16,17-Trihidroksi-7- . -
oksopimar-8(9)-en o= H OH L. multifida (31)
15,16-Dihidroksi-7,11- 0— 0— H L multifida (31)

dioksopimar-8(9)-en

Tablo 2.4. Lavandula tiirlerinde bulunan diterpen yapisindaki bilesikler-2.

Bilesik

Formiil

Bitki

Kaynak

Trans-fitol

L. latifolia

(28)
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Triterpenler

Tablo 2.5. Lavandula tiirlerinde bulunan triterpen yapisindaki bilesikler-1.

Bilesik R: R» R3 R4 Bitki Kaynak
- (24, 32-
L. angustifolia 34)
L. canariensis (35)
L L. coronopifolia (36, 37)
Ursolik asit
(3p-hidroksi-12-ursen-  5-OH CH; H CHs t :jer)tat_a (24, 38)
28-0ik asit) - latifolia (24)
L. luisieri (27)
L. multifida (39)
L. pedunculata (24)
L. stoechas (38)
3-Epiursolik asit a-OH CH; H CH; L. angustifolia (24)
Pomilik asit L. angustifolia (32)

(3,19-dihidroksi-12-
ursen-28-oik asit,
bentamik asit)

B-OH  CHs OH CH;s

—

. coronopifolia (36, 37)

3-Okso-12-ursen-28-

oik asit 00— CH; H CHs L. angustifolia (32)
L. angustifolia (24, 32)
L. canariensis (35)
L. coronopifolia (36, 37)
Oleanolik asit S-OH H H (CHs3 L. dentata (38)
L. latifolia (24)
L. multifida (39)
L. stoechas (38)
Oleanolik asit 35-asetat CH3CO, H H (CHsy L. stoechas (40)
Mikromerik asit L. dentata (24)
(3p-hidroksiurs-12, B-OH CH; H CH,— L. pedunculata (24)
20(30)-dien-28-o0ik asit) L. stoechas (38)
3-Formilursolik asit HCOO CHs H CHs L. angustifolia (32)




Tablo 2.6. Lavandula tiirlerinde bulunan triterpen yapisindaki bilesikler-2.

CH,-R,

Rl
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Bilesik R1 R, R3 R4 Rs Bitki Kaynak
2o-Hidroksiursolik
asit pOH H H H CHs L. canariensis (35)
(korosolik asit)
2a- WU, (37)
Hidroksioleanolik ~A-OH H H H  (CHs, COronopiiohia
asit (maslinik asit) L. multifida (39)
L.
coronopifolia (37)
Tormentik asit pOH H OH H CH; L. dentata (38)
L. luisieri (27
L. stoechas (38)
23-
Hidroksitormentik p-OH OH OH H CH; L. canariensis (35)
asit
Miriantik asit @OH OH OH H CHy = (37)
coronopifolia
o L.
Nigaichigoside F1 ~ f-OH OH OH Glu CHs coronopifolia (37)
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Rs

Lot

R4

Tablo 2.7. Lavandula tiirlerinde bulunan triterpen yapisindaki bilesikler-3.

Bilesik R: R, R3 R4 Rs Bitki Kaynak
L. canariensis (35)
a-Amirin OH H CHs CHs H L. pedunculata (24)
L. stoechas (40)
Uvaol OH H CH,OH CHs; H L. pedunculata (24)
. L. canariensis (35)
S-Amirin OH H CHs H CHs
L. pedunculata (24)
11-Okso g- OH O=— CHs H CHs; L. stoechas (40)
amirin
S-Amirin
asetat CHs;CO, H CH; H CH; L. stoechas (40)

Tablo 2.8. Lavandula tiirlerinde bulunan triterpen yapisindaki bilesikler-4.

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

30, 24-
Dihidroksiolean
-12-en

L. stoechas (40)




24

Tablo 2.8. Lavandula tiirlerinde bulunan triterpen yapisindaki bilesikler-4 (devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

3p-Hidroksi-1-

okso-olean-12-

en-30-al-28-oik
asit

L. stoechas (40)

18-Hidroksi-27-
norolean-12,14-
dien-30-al-28-
oik asit

L. stoechas (40)

L. dentata (38)

Quadranoside
1"l

L. stoechas (38)

16,20,36,19a,23

Pentahidroksi-
olean-12-en-28-
oik asit 28-O-p-
D_
glukopiranozit

L. coronopifolia (36, 37)

18,20,36,190,23

Pentahidroksi-
urs-12-en-28-
oik asit 28-0O-p-
D-
glukopiranozit

L. coronopifolia (36, 37)




Tablo 2.8. Lavandula tiirlerinde bulunan triterpen yapisindaki bilesikler-4 (devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

Ursolik asit

lakton L. angustifolia (32)

Euscaphic asit D COOH L. gibsonii (26)

HOy, ",

Monoginol A
cis/trans kumaril
ester

L. stoechas (40)

L. angustifolia (32)

Betulin

(Lup-20(29)-en-
3p,28-diol)
L. stoechas (40)
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Tablo 2.8. Lavandula tiirlerinde bulunan triterpen yapisindaki bilesikler-4 (devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

%/ ) L. angustifolia (32)
Betulinik asit
(34-hidroksi- L. dentata (38)
lup-20(29)-en-
28-oik asit)

L. stoechas (38, 40)

16p-
hidroksilupeol- L. stoechas (40)
3-O-miristat
164-
hidroksilupeol- L. stoechas (40)
3-O-palmitat
Hiptadienik asit L. coronopifolia (37)




Tablo 2.9. Lavandula tiirlerinde bulunan steroid yapisindaki bilesikler.
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Bilesik Formiil Bitki Kaynak
L. angustifolia (34)
p-Sitosterol L. gibsonii (41)
L. stoechas (40)
f-Sitosterol L. stoechas (40)
asetat
L. angustifolia (34)
Sitosteril-34-D-
glukozit
(Daukosterol) o
L. canariensis (35)
ﬁ:gl_tosterlls—o- L. gibsonii
b (26)

glukopiranozil-
6'-O-palmitat




b. Flavonoitler
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Lavandula tiirlerinde flavon, flavonol, flavanon ve antosiyanidin yapisinda

bilesiklerin bulundugu literatiirde kayitlidir. Flavon tlirevleri en ¢ok bulunan bilesikler

olup fenolik bilesiklerin %350’sinden fazlasini olusturmaktadir (1). Lavandula

tirlerinde 3 ana grup flavon goézlenmektedir. Lavandula, Dentata ve Stoechas

seksiyonlart flavon 7-glikozitleri, Pterostoechas, Subnuda ve Chaetostachys

seksiyonlar1 8-hidroksi flavon 7- ve 8-glikozitleri, Sabaudia seksiyonu ise flavon 7-

glikozitleri ve 8-hidroksi flavon 7-glikozitlerinin birikimi ile karakterizedir (42).

Flavonlar
Rs
Re
R4
Ry

Tablo 2.10. Lavandula tiirlerinde bulunan flavon yapisindaki bilesikler-1.

Bilesik Ri1 R2 Rs R4 Rs Rs Bitki Kaynak
Apigenin OH H OH H H OH L. angustifolia (42-45)
(24,38,
L. dentata 1)
L. x intermedia (46)
L. lanata (42)
L. latifolia (42)
L. minutolii (42)
L. multifida 47
L. stoechas (38, 42)
L. viridis (42)
Luteolin OH H OH H OH OH L. angustifolia (44)
L. dentata (23’2?8’
L. stoechas (23’2?8’
Krizoeriol OH H OH H OCH; OH L. angustifolia (48)
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Tablo 2.10. Lavandula tiirlerinde bulunan flavon yapisindaki bilesikler-1 (devam).

Bilesik R1 R» R3 R4 Rs Rs Bitki Kaynak
Salvigenin -

. OH OCH; OCH; H H OCHsz L. 42
(Skutellarein 6,7,4 3 3 3 aristibracteata (42)
-trimetil eter) L. bipinnata (42)

L. gibsonii (41)
L. minutolii (42)
L. stoechas (42)
L. viridis (42)
Genkwanin OH H OCH; H H OH L. angustifolia (42)
(Apigenin 7-metil (24,38
eter) L. dentata 12, 49)
L. lanata (42)
L. latifolia (42)
(38,42,
L. stoechas 49)
L. viridis (42)
7.4 N
dimetilapigenin H OCH; H OCHjs L. gibsonii (26)
Ksantomikrol OH OCH; OCH; OCH; H OH L. mairei (42)
(5,4'- dihidroksi- L. minutolii (42)
6,7,8-
trimetoksiflavon) L. pubescens ®0)
Luteolin 7,3'- OH H OCHs H OCH; OH L. dentata (38)
dimetil eter L. stoechas (38)
Apigenin 7-0- oy OGlu H H OH L. angustifolia @3
glukozit 51)
L. atriplicifolia (42)
L. dentata f; ’ fg)‘
L. lanata (42)
L. latifolia (42)
L. multifida (47)
L. stoechas 4§22’93§’2)
L. viridis (42)
Viteksin (Apigenin
8-C-glukozit) OH H OH Glu H OH L. dentata (24,42)
L. multifida (47)
L. stoechas (42)
L. viridis (42)
Vicenin-2 OH Glu OH Glu OH L. dentata (24, 42)
Apigenin 7-O- O- -
glukuronit OH H GIUA H H OH L. angustifolia (42)
L. atriplicifolia (42)
L. dentata (38, 42)
L. lanata (42)
L. latifolia (42)
L. stoechas (38, 42)
L. viridis (42)
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Tablo 2.10. Lavandula tiirlerinde bulunan flavon yapisindaki bilesikler-1 (devam).

Bilesik R1 R>» R3 Rs Rs Rs Bitki Kaynak
Luteolin 7-O- OH H OGlu H OH OH L angustifolia  “25%
glukozit 53)
L. antineae (42)
L. atriplicifolia (42)
L. bipinnata (42)
L. buchii (42)
L. canariensis (42)
L. coronopifolia (50)
L. dentata f; ’ 5’98)‘
L. dhofarensis (42)
L. erythreae (42)
L. x intermedia (53)
L. lanata (42)
L. latifolia (42,53)
L. mairei (42)
L. maroccana (42)
L. multifida (42)
L. nimmoi (42)
L. pinnata (42)
L. pubescens (50)
L. rotundifolia (42)
L. stoechas 45?25,3?,2)
L. tenuisecta (42)
L. viridis (42)
6-OH-luteolin 7-0- o oy .61y H OH OH L. dentata “2)
glukozit
Luteolin OH H OGlRam H OH OH L dentata (24,42)
7-rutinozit
L. stoechas (24)
Luteolin 7-O- OH H O-GIuA H OH OH L. angustifolia (42)
glukuronit L. atriplicifolia (42)
L. bipinnata (42)
L. canariensis (42)
L. coronopifolia (50)
L. dentata (32’9‘)12‘
L. erythreae (42)
L. dhofarensis (42)
L. lanata (42)
L. latifolia (42)
L. mairei (42)
L. maroccana (42)
L. multifida (42, 47)
L. rotundifolia (42)
L. stoechas (32’9‘)‘2‘
L

. viridis (42)
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Tablo 2.10. Lavandula tiirlerinde bulunan flavon yapisindaki bilesikler-1 (devam).

Bilesik R1 R» R3 Rs Rs Rs Bitki Kaynak
glﬂtﬁﬁlgnnzt"‘"d"o' OH H OGUA H OH g;u A L. angustifolia (42)
L. dentata (38, 49)
L. lanata (42)
L. latifolia (42)
L. stoechas (38, 49)
Luteolin 7-O- o- o
glukozit OH H O-Glu H OH GIUA L. angustifolia (42)
4'-O-glukuronit
L. lanata (42)
L. latifolia (42)
Hipolaetin 7-0- o,y o gy OH OH  OH L. antineae (42)
glukozit
L. aristibracteata (42)
L. atriplicifolia (42)
L. bipinnata (42)
L. buchii (42)
L. canariensis (42)
L. coronopifolia (50)
L. dhofarensis (42)
L. erythreae (42)
L. mairei (42)
L. maroccana (42)
L. minutolii (42)
L. multifida (42, 47)
L. nimmoi (42)
L. pinnata (42)
L. pubescens (50)
L. rotundifolia (42)
L. subnuda (42)
L. tenuisecta (42)
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Tablo 2.10. Lavandula tiirlerinde bulunan flavon yapisindaki bilesikler-1 (devam).

Bilesik R1 R» R3 R4 Rs Rs Bitki Kaynak
Hipolaetin8-0- o,y o4 oGuA OH  OH L antineae 42)
glukuronit
L. aristibracteata (42)
L. bipinnata (42)
L. buchii (42)
L. canariensis (42)
L. coronopifolia (50)
L. dentata (38)
L. dhofarensis (42)
L. maroccana (42)
L. minutolii (42)
L. multifida (42)
L. nimmoi (42)
L. pinnata (42)
L. pubescens (50)
L. rotundifolia (42)
L. stoechas (38)
L. subnuda (42)
L. tenuisecta (42)
;Lﬁogag'gljkm:t H OH OGIUA OH  OCH; L. aristibracteata  (42)
L. bipinnata (42)
L. coronopifolia (50)
L. dhofarensis (42)
L. maroccana (42)
L. pubescens (50)
L. rotundifolia (42)
L. subnuda (42)
Skutell_areln 7-O- OH OH O<Glu H H OH L. dent{:lt_a (42)
glukozit L. multifida (47)
lzoskutellarein 7=y o6y oH H OH L. aristibracteata  (42)
O-glukozit
L. atriplicifolia (42)
L. bipinnata (42)
L. canariensis (42)
L. mairei (42)
L. maroccana (42)
L. minutolii (42)
L. multifida (42, 47)
L. rotundifolia (42)
L. subnuda (42)
Izoskutellarein 8- OH H OH 0-Gl e
u H OH L. multifida (47)

O-glukozit
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Tablo 2.10. Lavandula tiirlerinde bulunan flavon yapisindaki bilesikler-1 (devam).

Bilesik R1 R» R3 R4 Rs Rs Bitki Kaynak

[zoskutellarein 8-

. OH H OH O-GluA H OH L. aristibracteata (42)

O-glukuronit
L. bipinnata (42)
L. canariensis (42)
L. coronopifolia (50)
L. dentata (38, 49)
L. maroccana (42)
L. minutolii (42)
L. multifida (42)
L. pubescens (50)
L. rotundifolia (42)
L. stoechas (38)
L. subnuda (42)

Krizoeriol 7-O- OH H O-Glu H OCH; OH L. angustifolia (42)

glukozit
L. lanata (42)
L. latifolia (42)
L. multifida (47)
L. mairei (42)
L. stoechas (42)
L. viridis (42)

Tablo 2.11. Lavandula tiirlerinde bulunan flavon yapisindaki bilesikler-2.

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
5,3",4'-Triasetil- Ho

luteolin-7-O- 9

glukozit 2"-(4""- Ho

gksagl -asetil VAR L. stoechas (52)
sikloheksadien) %0 ococH, o

2"-propenoik °:C>hH°:CH

ester OCOCHg

Lavandinin (L. x intermedia) buhar distilasyonu sonrasinda kalan materyalin
metanol ile maserasyonu sonucu elde edilen ekstre tizerinde yiiriitiillen LC/MS/MS
calismasinda ekstre igeriginde apigenin-O-heksozit, krizoeriol-O-heksozit, krizoeriol-
O-glukuronit, luteolin-O-heksozit izomerleri ve luteolin-O-glukuronit izomerleri

bulundugu belirlenmistir (46).

L. stoechas ve L. dentata'nin toprak iistii kisimlarinin sulu metanol ile basinglh

s1vi ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin HPLC—MS ile analizi sonucunda her



34

iki ekstrede de apigenin C-heksozit izomerleri, apigenin di-C-heksozit, apigenin
glukuronit heksozit ve hipolaetin di-glukuronit bilesiklerinin mevcut oldugu
tanimlanmistir. Bununla birlikte, apigenin di-C-heksozidin farkli 2 izomeri ve luteolin
glukuronit heksozidin izomerleri yalmzca L. dentata’da tespit edilmistir. Bu galismada
apigenin-6,8-di-C-glukozit (vicenin-2) ve apigenin 8-C glukozidin (viteksin) daha

once literatiirde bildirilmemis izomerlerinin de tespit edildigi kayitlanmistir (38).

Flavonol ve Flavanonlar

Spiridon ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada L. angustifolia yaprak ve
cicek ekstresinin HPLC ile analizi sonucunda kemferol malonil glukozit ve kemferol-
3-kumaril glukozitin varligr belirlenmistir (33). Lavandinin buhar distilasyonu
sonrasinda kalan materyalin metanol ile maserasyonu sonucu elde edilen ekstre
tizerinde yiriitilen LC/MS/MS c¢alismasinda ise ekstre igeriginde kersetin-3-O-
glukozit ve bir flavanon olan eriodiktiyol-O-heksozit tespit edilmistir (46). L.
angustifolia ve L. stoechas iizerinde yiiriitiilen HPLC ¢alismalarinda eriodiktiyol
bilesigi (54, 55) ve L. officinalis sulu metanol ekstresinin UPLC-MS/MS ile analizinde

naringenin ve rutin varligi saptanmustir. (45)

Antosiyanidinler

Lavanta ¢iceklerinin yogun mavi-mor renginden sorumlu olmasia ragmen,
literatiirde Lavandula cinsinde antosiyanin bilesiklerinin yapisal ¢esitliligine dair
oldukga az galisma rapor edilmistir (1). Rengin mor-menckse veya menekse oldugu
petallerde, beklendigi gibi ana pigmentler delfinidin ve malvidin kaynakhidir. Bu
pigmentler yaygin olarak malonik asit, kumarik asit veya her iki asitle agillenmis
durumdadir (1, 24).



HO

R4

Rs3

OH

Tablo 2.12. Lavandula tiirlerinde bulunan antosiyanidin yapisindaki bilesikler.
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Bilesik R1 R2 Rs R4 Bitki Kaynak
Delfinidin OH OH OH OH ;gusﬁfo"a (48)
Malvidin OCH; OCHs; OH OH ;gusﬁfo"a (48)
Delfinidin 3-(6"-p- 0-(6"-p-
kumarilglukozit)-5- OH  OH kumarFi)I)—GIu 0-Glu L. stoechas (24)
glukozit
Delfinidin 3-(6"-p- ' "
kumarilglukozit)-5-  OH OH O-(6"-p- O-(6™ L. stoechas (24)
X . kumaril)-Glu  malonil)-Glu
(6""-malonilglukozit)
Delfinidin 3-(6"-p- 0-(4", 6"
kumarilglukozit)-5- 5 oy O-(6%p- dimalonil)- L. dentata (24)
(4™,6" - kumaril)-Glu Glu
dimalonilglukozit)
Malvidin 3-(6"-p- O-(6p-
kumarilglukozit)-5- OCH; OCHgs kumarFi)I)—GIu O-Glu L. dentata (24)
glukozit
Malvidin 3-(6"-p- . W L. dentata (24)
. : O-(6"-p- O-(6"-
kumarilglukozit)-5- — OCHs  OCH; kur(narFi)I)—GIu ma(lonil)-GIu
(6""-malonilglukozit) L. stoechas (24)
Malvidin 3-(6"-p- O-(6p- O-
kumaril glukozit)-5- OCH; OCHj; kumarFi)I)—GIu dimalonil- L. stoechas (24)
dimalonilglukozit Glu
Siyanidin 3-(6"-p- . "
: - O-(6"-p- O-(6"-
kumarilglukozit)-5 OH H kumaril)-Glu  malonil)-Glu L. stoechas (24)

(6""-malonilglukozit)




c. Fenolik Asitler ve Basit Fenoller

R;

0]
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Tablo 2.13. Lavandula tiirlerinde bulunan fenolik asit yapisindaki bilesikler-1.

Bilesik R1 R2 Rs R4 Bitki Kaynak
:é:_t“dmks'benzmk H OH H OH L. angustifolia (43)
L. angustifolia (43, 45)
Protokatesik asit
(3,4- L. dentata (38)
dihidroksibenzoik OH OH H OH L xintermedia  (46)
asit)
L. stoechas (38)
Gallik asit OH OH OH OH L. angustifolia (45)
L. angustifolia (45)
Vanilik asit OCH;  OH H OH L. dentata (38)
L. stoechas (38)
Siringik asit OCHjs OH OCHjs OH L. angustifolia (45)
3,4- -
Dihidroksibenzaldehit OH OH H H L. angustifolia (43)
(i a1 C-(CH3)
4 (1. h'qus' 1. . H . H OH L. angustifolia (56)
metiletil) benzoik asit oH
4-Hidroksibenzoik 0-(6-0- L. dentata (38)
asit H sulfo)Glu H OH
4-(6-O-sulfo)glukozit L. stoechas (38)
3-(3,4-dimetoksi-5-
metilfenil)-3- OCHjs OCHjs CH;  (CH220COCHs L. angustifolia (57)
oksopropil asetat
3-Hidroksi-1-(3,4-
dimetoksi-5- OCH; OCHs  CHs  (CHapOH L. angustifolia  (57)

metilfenil)propan-1-
on




O-R,

R4 Rs

R2

Tablo 2.14. Lavandula tiirlerinde bulunan fenolik asit yapisindaki bilesikler-2.

Blle$lk R; R2 R3 R4 Bitki Kaynak
&-E(umarlk asit L. angustifolia (43, 44)
hidroksisinnamik H H OH H
asit) L. stoechas (58)
p-Kumarik asit
(4- - (43, 45,
hidroksisinnamik O 1 H H L. angustifolia 54 "¢y
asit)
Metil p-kumarat OH H H CHs L. stoechas (29)
Trans/cis- -
melilotozit H H O-Glu H L. angustifolia (59)
2-O-glukozil 4-
metoksi kumarik ~ OCHs H O-Glu H L. angustifolia (44)
asit
(33, 34,
L. angustifolia 43, 45,
60)
Kafeik asit OH OH H H L xintermedia (46)
L. latifolia (53)
L. stoechas (58)
L. angustifolia (43)
Metil kafeat OH OH H CHs L. dentata (38, 49)
(29, 38,
L. stoechas 29)
I L. angustifolia (33, 45)
Ferulik asit OH  OCHs H H L stoechas (58)
Ferulik asit-4-O- - (33, 57,
glukozit O-Glu OCHs H H L. angustifolia 61)
2-(B-D-
glukoziloksi)-
trans/cis- H H O-Glu (CH2)sCHs L. angustifolia (59)
sinnamik asit
biitil ester
trans-2-5-D-
glukoziloksi- i -
A-metoksi OCH3 H O-Glu H L. angustifolia (59)

sinnamik asit




Tablo 2.14. Lavandula tirlerinde bulunan
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fenolik asit yapisindaki bilesikler-2

(devam).
Bilesik R1 R, Rs R4 Bitki Kaynak
o OH L. dentata (38)
Kafeoil i
tartarik asit OH OH H
(Kaftarik asit) oH L. stoechas (38)
0O, OH
Feruloil i
tartarik asit OH OCHs H L. stoechas (38)
(fertarik asit) o
Dikafeoil o
tartarik asit OH OH H &W\/\VQ L. stoechas (38)
(kikorik asit) o
H° L. dentata (38)
6- OH OH H -
Kafeoilsiikroz /I;° L. stoechas (38)
L. angustifolia (33, 60)
L. dentata (38)
. . (46)
Klorojenik asit L. x intermedia
(3-O- e
I OH OH H . lanata (24)
ast’i‘Ifo"k'“'k o _minutolii (24)
. multifida (24)
. pinnata (24)
. stoechas (38)
Sj;)klormenlk . angustifolia (53)
(5-0O- OH OH H . X intermedia (53)
Kafeoilkinik
asit) . latifolia (53)
- (33, 44,
L. angustifolia 56, 59)
L. canariensis (24)
L. dentata (38, 49)
L. x intermedia (46)
Es?tzma””'k OH OH H L. lanata (24)
o L. latifolia (53)
L. luisieri (27)
[¢]
L. pedunculata (24)
L. pinnata (24)
L. stoechas (24, 38,

49)
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Tablo 2.14. Lavandula tiirlerinde bulunan fenolik asit yapisindaki bilesikler-2

(devam).

Blleslk Rl Rz R3 R4

Bitki

Kaynak

OH

Metil o
rozmarinat O

—

. angustifolia (59)

—

. dentata (38)

. stoechas (38)

Nepetoidin A

OH OH H

OH

. X allardii

. angustifolia

. aristibracteata

. bipinnata

buchii

. canariensis

. coronopifolia

. dentata

. dhofarensis

lanata

. latifolia (62)

. luisieri

mairei

. maroccana

. minutolii

. multifida

. pinnata

. pubescens

. rotundifolia

. tenuisecta

viridis

Nepetoidin B

\ ‘OH

. X allardii

. angustifolia

. aristibracteata

. bipinnata

buchii

. canariensis

. coronopifolia

. dentata

. dhofarensis

lanata

. latifolia (62)

luisieri

mairei

. maroccana

. minutolii

. multifida

. pinnata

. pubescens

. rotundifolia

. tenuisecta

. viridis
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Bilesik R1 Rz Rs R4 Bitki Kaynak
Trans/cis-4-O-
metil kafeik asit OCH; OH H (CH2)7CH3 L. stoechas (40)
oktanol ester
0
Rs
O/
R4
Ro

Tablo 2.15. Lavandula tiirlerinde bulunan fenolik asit yapisindaki bilesikler-3.

Bilesik R1 R2 Rz R4 Rs Bitki Kaynak
L. dentata (38)
Dihidrokafeik asit OH OH H H H
L. stoechas (38)
3-(2-metoksifenil)
propionik asit H H OCH; H H L. angustifolia (43)
S-(4-hidroksifenil)laktik
asit OH H H OH H L. angustifolia (43)
3-(3,4-dihidroksifenil)-2- L. dentata (38, 49)
Badniroksieniiakac  OF OH H OH oA
asi ) L. stoechas (38, 49)
Metil-2-hidroksi-3-(4-
hidroksifenil)propanoat OH H H OH CH; L. angustifolia (43)
Metil 3-(3,4- -
dihidroksifenil)propanoat OH OH H H CH; L. angustifolia (56)
Metil 2-hidroksi-3-(3,4- -
dihidroksifenil)propanoat OH OH H OH CH; L. angustifolia (43)
Metil-3-(2-hidroksi-4- -
metoksifenil)propanoat OCHgs H OH H CHs; L. angustifolia (43)
2-O-B-D- glukoziloksi-4- o-
metoksi benzen OCHgs H Glu H H L. angustifolia (59)
propanoik asit
Dikotomozit E O-Glu OCHs; H H CsHy L. angustifolia (34)
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Tablo 2.16. Lavandula tiirlerinde bulunan fenolik asit yapisindaki bilesikler-4.

Bilesik

Formiil

Bitki

Kaynak

3-hidroksi-1-(4-
metilbenzo[d][1,3]dio
ksol-6-il) propan-1-
on

o
o
OH ) )
< j;j)}\/\ L. angustifolia (57)
[e]

Kafeoil feruloil

tartarik asit L. stoechas (38)
0
Lavandunat /@A;/LLO/ L. angustifolia ~ (56)
6.0
HO
OH \f
OH |
Lavandufurandiol HE %5 oH L. angustifolia  (56)
o oH
OH |
o]
Lavandufluoren o O .O OH L. angustifolia (56)
OH
OH |
HO 0.0 o
Lavandudifenil A L. angustifolia (56)

(L,
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Tablo 2.16. Lavandula tiirlerinde bulunan fenolik asit yapisindaki bilesikler-4
(devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

HO
Lavandudifenil B \G\j L/\O/CL L. angustifolia  (56)

OH |
0__0 OH
Kot S OH
=
OH
on \/@/ o L. dentata (38)
HO.
o]
Salvianolik asit A
/ ° OH
o OH
OH

L. stoechas (38)
. /(E): L. stoechas (38, 49)

L. dentata (38)

Salvianolik asit B
(Litospermik asit B)

Salvianolik asit C

L. stoechas (38)
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Tablo 2.16. Lavandula tiirlerinde bulunan fenolik asit yapisindaki bilesikler-4
(devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

Metil I "
melitrat/litospermat HO;%\ :@/\)Log L. stoechas (38)

OH

[zosalvianolik asit A 0 L. stoechas (38)

OH

Izosalvianolik asit C b L. angustifolia (56)
—
HO o
HO OH
‘dimetoksi-2,2'di- 7™
4,4'dimetoksi-2, o v HO//{ Xy 0 on

0-p-D-

glukopiranozil- v ] P ™ L. angustifolia (59)
truksinat OH \ HO
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Tablo 2.16. Lavandula tiirlerinde bulunan fenolik asit yapisindaki bilesikler-4
(devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

HO

O . L. dentata (38)

Yunnaneik asit D Q I
WO OH
ud o : on L. stoechas (38)

OH

L. dentata (38)

Yunnaneik asit E

L. stoechas (38)

OH

L. dentata (38, 49)

Yunnaneik asit F P ‘ O

o L. stoechas (38, 49)

OH

HO, OH

L. dentata (38)

Sagerinik asit

o L. stoechas (38)

OH
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Tablo 2.17. Lavandula tiirlerinde bulunan basit fenol yapisindaki bilesikler.

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

OH

metil rezorst (26)
4-metil rezorsinol L. gibsonii

HO
[2-(2,4-dihidroksi- 2
5-metilfenil)-2-(3- (29
hidroksi-4'- L. gibsonii
metilfenil)]propan HO OH

OH

Lavandinin buhar distilasyonu sonrasinda kalan materyalin metanol ile
maserasyonu sonucu elde edilen ekstre iizerinde ytriitiillen LC/MS/MS ¢alismasinda
ekstre igeriginde kumarik, ferulik, kafeik  asit-O-glukozit izomerleri,
trihidroksisinnamik asit O-glukozit ile rozmarinik asit metil esterinin bulundugu
belirlenmistir (46).

L. stoechas ve L. dentata'nin toprak istii kisimlarinin sulu metanol ile
hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin HPLC-MS ile
analizi her iki ekstrede de kumarik asit heksozit ve hidroksi hidrosinnamik asit
glukozidin varligin1 gostermistir (49). Baska bir ¢alismada L. stoechas ve L.
dentata'nin toprak iistii kisimlarinin sulu metanol ile basingli siv1 ekstraksiyonu sonucu
elde edilen ekstrelerin  HPLC-MS analizi sonucunda her iki ekstrede de
hidroksibenzoik asit, dihidroksibenzoik asit di-pentozit, vanilik asit siilfokinovozit, 3-
(3,4-dihidroksifenil)-2 hidroksipropanoik asit heksozit, kafeik asit tiirevleri, ferulik
asit tiirevi, kafeoil heksozit, kafeoil heksozit tiirevi, kumarik asit heksozit, hidroksi
hidrosinnamik asit glukozit, rozmarinik asit heksozit ve salvianolik asit C izomerinin
mevcut oldugu tanimlanmistir. Bununla birlikte, kumarik asit pentozit heksozit, ferulik

asit heksozit, yunnaneik asit E izomeri ve bir kafeik asit tiirevi yalnizca L. dentata’da;
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metil dihidroksibenzoik asit tiirevi, bir kafeoil heksozit ve hidroksibenzoik asit izomeri

yalnizca L. stoechas’da tespit edilmistir (38).

L. angustifolia yaprak ve ¢igek ekstresinin HPLC ile analizi sonucunda, kafeoil

glikoz, feruloil kinik asit ve dikaffeoil kinik asidin varlig1 belirlenmistir (33) .

d. Kumarinler

R4

Rs

Tablo 2.18. Lavandula tiirlerinde bulunan kumarin yapisindaki bilesikler-1.

Bilesik R R Bitki Kaynak

L. angustifolia (43, 44, 48)

L. dentata (24)
Kumarin H H L. gibsonii (26)

L. X intermedia (53)

L. latifolia (24, 28)
Umbelliferon (7-
hidroksikumarin) H OH L. dentata (24)
Eskuletin (6,7- L. dentata (38)
dihidroksikumarin) OH OH L. stoechas (38)

. L. angustifolia (43, 44, 48, 63)

zgglssrill?u(n:;rin) H OCH3 L. dentata (24)

L. latifolia (24, 28)

Tablo 2.19. Lavandula tiirlerinde bulunan kumarin yapisindaki bilesikler-2.

Bilesik

Formiil

Bitki Kaynak

Lavandupiron A

o OH

o OH
: L. angustifolia (56)

Lavandupiron B

L. angustifolia (56)




e. Benzofuran Tiirevleri

Tablo 2.20. Lavandula tiirlerinde bulunan benzofuran yapisindaki bilesikler.
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Bilesik

Formiil

Bitki

Kaynak

Ebenfuran IV

L. angustifolia

(64)

[teafuranal B

L. angustifolia

(64)

2-(2'-metoksi-4'-hidroksi)-
aril-3-metil-6-hidroksi-
benzofuran

L. angustifolia

(64)

4-(5-(2-Hidroksietil)-7-
metoksi-3-metilbenzofuran-
2-il)fenol

L. angustifolia

(64)

2-(6-Metoksi-2-(4-
metoksifenil)-3-
metilbenzofuran-5-il) etanol

L. angustifolia

(64)

2-(7-Metoksi-2-(4-
metoksifenil)-
3metilbenzofuran-5-il)
etanol

L. angustifolia

(64)

3-hidroksi-1-(6-metoksi-
1,3-dihidroizobenzofuran-
5-il) propan-1-on

L. angustifolia

(65)

5-metoksi-6-(2-
oksopropil)izobenzofuran-
1(3H)-on

L. angustifolia

(65)
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Tablo 2.21. Lavandula tiirlerinde bulunan benzofuran yapisindaki bilesikler (devam).

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
O
5-hidroksimetil-6-prenil- AN -
izobenzofuran-1(3H)-on o L. angustifolia (65)
HO
OH o
Lavandulakton A o L. angustifolia (65)
Z
O
(e}
(o]
Lavandulakton B 0 L. angustifolia (65)

Lavandulakton C L. angustifolia (65)

f. Diger Bilesikler

L. stoechas ve L. dentata'nin toprak iistii kisimlarinin sulu metanol ile basingl
sivi ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerinin HPLC-MS analizi sonucunda
lignan yapisinda bir bilesik olan izolarisiresinol heksozit, bir disakkarit, {i¢ organik asit
(sitrik ve izositrik asit, glukonik veya galaktonik asit), i¢ adet jasmonik asit tlirevi ve
trihidroksi oktadekadienoik asit tespit edilmistir (1, 38). L. angustifolia yaprak ve
cicek ekstresinin HPLC ile analizi sonucunda bir gallotanen olan Galloil-HHDP-
glukoz tespit edilmistir (33). 2-N-fenilaminonaftalin azotlu bilesigi de Papanov ve

arkadaglari tarafindan L. vera’dan izole edilmistir (1, 63).

L. angustifolia’nin ¢i¢eklerinin metanol ve sulu metanol maseratlarinin HPLC
ile analizi sonucunda her iki maseratta da gallik asit ve elajik asidin varlhig

gosterilmistir (60).
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L. gibsonii’nin aseton ekstresinden yag asidi ve esteri yapisinda 3-asetoksi-16-
metilheptadekanoik asit ve metil 3-asetoksi-16-metilheptadekanoat izole edilmistir
(41).

Wu ve arkadaslari tarafindan L. angustifolia’nin %95 etanollii ekstresi lizerinde
yapilan caligmalarda 5'-p-D-glukopiranoziloksijasmonik asit, 5'-p-D-

glukopiranoziloksijasmonik biitil ester ve siiksinik asit izole edilmistir (34).
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2.2.2. Lavandula Tiirlerinin Geleneksel Kullanimi

“Lavender” teriminin, Latince suyla yikamak, banyo yapmak anlaminda
kullanilan 'lavare' fiilinden geldigi diisiiniilmektedir. Romalilar banyolarinda parfiim
olarak lavanta dahil olmak {izere pek ¢ok bitkiyi kullanmiglardir. Daha az kabul géren
baska bir agiklama da Latince canli veya mavimsi anlamina gelen 'livere' kelimesiyle
iliskilendirilmesidir.

Lavanta antik c¢aglardan bu yana tibbi bir bitki olarak kullanilmistir ve
muhtemelen Stoechades adalarinda (simdi Hyeres olarak bilinen) yetisen L. stoechas
ilk kez Dioscorides tarafindan bahsedilmistir. Dioscorides bitkinin laksatif ve
canlandirict 6zellikleri oldugunu belirtmis ve gogiis sikayetleri icin ¢ay benzeri bir
hazirlama sekliyle kullanilmasini tavsiye etmistir. Lavanta, Galen tarafindan zehir ve
wsiriklar i¢in panzehirler listesine eklenmistir. Sarap i¢indeki lavantanin yilan 1siriklari,
karin agrilari, karaciger, bobrek ve safra rahatsizliklari, sarilik ve 6dem igin
kullanildig1 kayithdir. Ayrica yas donemlerinde ve menstriiasyonu diizenlemek i¢in de

kullanilmistir (66).

Sakarya ilinde yiiriitiilen ¢alismada L. stoechas’in toprak tistii kisimlarinin
analjezik, balgam soktiiriicii, idrar soktiiriicii amaclarla ve bas agrisi, sinir bozuklugu,
uykusuzluk, hipertansiyon ve iltihapli yaralarda infiizyonunun ¢ay olarak kullanildig:

bildirilmis, yag1 ise bécek kovucu olarak rapor edilmistir (8).

Ulkemizde Ege ve Giiney Marmara bdlgelerinde bulunan illerimizde yiiriitiilen
bir etnobotanik calismada L. stoechas’in ¢igek, cicek ve yapraklari, toprak tstii
kisimlarinin basur, bag agrisi, siniizit, mide agrilari, mafsal agrilari, kalp rahatsizlig1,
kalp damar tikanikligi, damar sertligi, solunum yolu rahatsizliklari, soguk alginhigi,
bronsit, Oksiiriik, nefes darligi, beyin-kalp rahatsizligi, kanser, uykusuzluk, sara
sikayetlerinde, agr1 kesici, tansiyon diisiiriicti, kolesterol diisiiriicli, damar agici, kalbi
kuvvetlendirici, mikrop Oldiiriicli, balgam sokiicii, solunum yollarin1 agici, seker
diistirticii, sinir sistemindeki uyusukluklar1 giderici, hafizay: gii¢lendirici gibi bir¢ok
kullanimu bildirilmistir (6). Ayni yazarlar tarafindan yayinlanan diger bir ¢alismada,
bitkinin halk arasinda kullanim amagclarinda stres giderici etki ve kadinlarda mantar

hastaliklarina karsi kullanimi da yer almaktadir. Ayni ¢alismada L. officinalis’in
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yaprak ve ¢igeklerinin kaynatilmasiyla elde edilen suyun cilt bakiminda kullanildig1

da belirtilmistir (67).

[zmir’de halk arasinda L. angustifolia Mill.’nin kurutulmus ¢igeklerinin
inflizyonunun hazimsizlik, uykusuzluk, stres tedavisinde ve karminatif, diiiretik
amacl kullanildigi; L. stoechas yapraklariin inflizyonunun ise kanser tedavisinde,
ekspektoran olarak farenjit tedavisinde, iiriner sistem hastaliklarinda antiseptik ve
analjezik amagli, kan dolasimi bozukluklari, kardiyak yetersizlikte, vazodilator olarak

kullanildigi raporlanmistir (68).

Bilecik’te yara iyilestirme amaciyla L. stoechas L. subsp. cariensis ¢igekleri

inflizyonunun dahilen ¢ay olarak tiiketildigi kayitlanmistir (69).

Mugla’nin Marmaris il¢esinde L. stoechas’in toprakiistii kisimlarindan elde
edilen ugucu yagin haricen agrilarda kullanildig1 rapor edilmistir. Cigek kisminin
infiizyon olarak kardiyovaskiiler hastaliklarda; toprakiistii kisminin infiizyon ve
dekoksiyonu halinde karin agrisi, Oksiiriik, seker hastaligi, prostatit, agri, yiiksek
kolesterol, soguk alginligi, uykusuzluk, bronsit ve astimda kullanildig1 bildirilmistir.
Bitkinin aromatik suyunun yiiksek kolesterol, hipertansiyon, jinekolojik hastaliklarda

kullanimu ile balgam soktiiriicli amagla kullanimi da belirlenmistir (7).

Canakkale ili Bayramig il¢esinde de yore halki tarafindan L. stoechas’in toprak
istii kisimlart inflizyonunun benzer sekilde kalp hastaliklari, karin agrisi, soguk
alginligi, nefes darligi sikayetlerinde ve bagisiklik uyarici amagla kullanildigi
belirtilmistir (70).

Ulkemizde halk arasinda L. stoechas L. subsp. stoechas’in yukarida
belirtilenlerden farkli olarak iirolojik hastaliklar, bobrek tasi, iilser, noral hastaliklar,
bas donmesi, sigara birakma, adet diizensizligi, emboli, obezite, romatizma, kas-
iskelet hastaliginda ve sedatif, dijestif, karminatif, kepek onleyici amagla kullanimi
oldugu belirlenmistir (7, 9, 71-73).

Yunanistan’in Girit adasinda L. stoechas’in ugucu yagi ve yapraklarinin
infiizyonunun spazmolitik amagli, diyabet, menstriiel agrilar, bobrek tasi, ¢ciban, kulak
iltthab1 ve hipertansiyon tedavisinde kullanimi ile kuru bitki materyalinin bdcek

kovucu olarak kullanimi bildirilmistir (74).
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Portekiz’de L. stoechas subsp. luisieri’nin ¢igeklerinin infiizyonunun oral yolla
mide eksimesi, deniz tutmasi, kan dolagimini diizenlemede ve sedatif amacli; toprak
iistii kisimlar1 inflizyonunun haricen deri hastaliklarinda ve nazal dekonjestan amacl
kullanim1 bildirilmistir (75). L. angustifolia ve L. pedunculata’nin ¢igekli toprak iistii
kisimlar1 ve ¢igeklerinin inflizyonunun oral yolla anksiyete, uykusuzluk, anoreksiya,
bronsit, 6ksiiriik tedavisinde, L. angustifolia ayrica sinir bozuklugu, romatizma ve kalp

rahatsizliklarinda kullanimi kayitlidir (76).

Sardunya adasinda halk arasinda L. stoechas yapraklarinin infiizyon yoluyla

astim, bas agrisi, ¢arpinti igin kullanildigi raporlanmustir (77).

Bosna Hersek’te L. angustifolia Mill. ve L. stoechas L.’1n ¢igek, toprak iistii

kisimlart ve tiim bitkinin haricen kepek tedavisinde kullanildig: kayithidir (78).

Ispanya’da L. pedunculata’nin ¢icek durumunun infiizyon ya da kaynamis
suyla hazirlanan ekstrelerinin oral/inhalasyon yoluyla soguk algmligina karsi
kullanildig1, yine inflizyonunun oral alim ile disfoniye, gargara ile dis agrisina karsi
kullanim1 belirlenmistir. Dallarinin dekoksiyonun haricen ayak yaralanmalarinda,
yakilmasi yoluyla duman olusturularak haricen soguktan el ve ayaklarda olusan
kizarikliga karsi kullanimu bildirilmistir (79). Ispanya’da yapilan bir diger etnobotanik
calismada L. lanata’nin dijestif rahatsizliklar, tenezmli diyare, dolasim bozukluklari,
soguk alginligi, agri, bas agrisi, yara tedavisinde; L. latifolia’nin agr1 tedavisinde ve
afrodizyak amacli; L. stoechas’in diyabet, dijestif rahatsizliklar, tilser, 6ksiiriik, bobrek
tas1, hiperkolesterolemi, soguk alginligi, dolasim bozukluklari, romatizma ve yara

tedavisinde kullanimi bildirilmistir (80).

Italya'min kuzeybatisindaki Ligurya Alpleri'nde yiiriitilen calismada L.
angustifolia Mill.’nin ¢igek durumlarinin dekoksiyonunun gargara yoluyla astimda,
buhar distilatinin soguk algimliginda, yaginin masaj yoluyla kas agrilarinda, alkollii
maseratinin alna uygulanarak bas agrisinda kullanildigi kayithdir (81). Italya'da
yuriitiilen diger bir ¢alismada, Lavandula tiirlerinin ¢igeklerinin su igerisinde yara
temizlemede, alkollii maseratinin bit tedavisinde, kuru formunun ¢ocuklarin uykusuna
yardimer olmak icin yatak kenarlarina yerlestirilerek kullanildigi belirlenmistir (82).
Italya’nin Cava de’ Tirreni bodlgesinde yiiriitiilen bir etnobotanik calismada, L.

angustifolia Mill.’nin ¢igeklerinden hazirlanan dekoksiyonun gastrointestinal ve
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triner hastaliklara karsi, infiizyonunun Papaver rhoeas petalleriyle birlikte sedatif
amagh kullanimi raporlanmistir. Cicekli dallarinin ise her derde deva olarak bilinen,
bir¢ok bitkinin karisimindan olusan ‘ricotto’nun igeriginde yer aldigi belirtilmistir
(83). italya ve Malta’da L. angustifolia Mill.’nin sedatif, kolagog, antispazmodik,
antidiyareik, karminatif, bocek kovucu, antiseptik, antiromatizmal ve okstiriige karsi

etnobotanik kullanimi kayitlidir (84).

Sirbistan’da L. angustifolia Mill.’nin ¢igek ve dallarinin uykusuzluga karsi ve
sedatif kullanim1 kayitlidir (85).

Fas’in Meknes sehrinde yiriitilen ¢alismada L. angustifolia Mill.’nin
cocuklarda agr1 ve intestinal kolik tedavisinde ve sakinlestirici 6zellikleri nedeniyle
siklikla kullanildigi belirlenmistir (86). Fas’da yiiriitillen diger calismalarda halk
arasinda L. dentata’nin yaprak, ¢igek, tiim bitki kisimlarinin dekoksiyon, infiizyon ya
da toz seklinde dijestif amagl, soguk alginligi, lireme sistemi (afrodizyak, fertilite,
menstriiel problemler), norolojik ve iirolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullanildigi,
L. stoechas’in yaprak ve tiim bitki kisimlarimin ise dekoksiyon, infiizyon ya da toz
seklinde dijestif amacl, kolesterol ve diyabet tedavisinde kullanildig1 belirlenmistir
(87, 88). Diger bir ¢alismada Fas’ta bu ii¢ Lavandula tiiriiniin (L. maroccana, L.
dentata, L. stoechas) halk arasinda diyabet tedavisinde kullanildigi raporlanmistir
(89). Fas’ta L. coronopifolia’nin ¢igeklerinin infiizyonunun oral yolla antiseptik,
ditiretik, sedatif, 1sitic1 amagli ve romatizma tedavisinde; toprak iistii kisimlarmin
dekoksiyonunun vajina uygulanarak uterus inflamasyonunda, menstriiel agrilarda ve
vajinal antiseptik olarak; toprak iistii kisimlarinin dekoksiyonu/toz halinin haricen
mikrobiyal enfeksiyonlarda; toprak iistii kisimlarinin dekoksiyonunun oral yolla mide
rahatsizliklarinda, hepatitte ve cocuklarda diyarede, ¢ayinin ise soguk alginligi, gégiis
agrisi, kolik, mide eksimesinde ve spazmolitik amacli kullanimi bildirilmistir. Ayni
makalede endemik bir tiir olan L. mairei Humbert’nin toprak istii kisimlarmin
dekoksiyon/infiizyonunun oral yolla diyabet, regl agrisi, kolik, hepatit, gastrointestinal
hastaliklar, akciger rahatsizliklari, mide rahatsizliklari, mikrobiyal enfeksiyon, bas
agrisi, ates tedavisinde; ciceklerinden yapilan cayin ise siskinlik, sistit, Okstiriik,
astimda etnobotanik kullanimi raporlanmistir. Diger endemik bir tlir olan L.
maroccana’nin ise toprak iistii kisimlarinin dekoksiyon/infiizyonunun oral yolla bas

agrisi, ates, diyabet, menstriiel agrilarda kullanimi1 ve hipotansif etkisi ile yaprakli
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gbovdesinin infiizyonunun oral yolla tliketilerek kanser tedavisinde kullanildig:

kayitlidir (90, 91)

Cezayir’deki caligmalarda L. pubescens subsp. antineae (Maire)’nin toprak
iistii kismi ve yapraklarinin diyabet, 0ksiiriik, soguk alginlig1, romatizma tedavisinde;
L. stoechas’in yaprak ve ciceklerinin ise dijestif amacla, baska bir ¢alismada ise
depresyonda; L. latifolia’nin dijestif rahatsizliklar, romatizma, astim ve oksiirtik, akne
ve yara tedavisinde ve antihipertansif, hipoglisemik, antiseptik, antispazmodik

kullanim1 raporlanmistir (92-94).

Cibuti’de L. coronopifolia’nin karimn agrisi, bobrek agrisi, diyabet, glines yanigi

tedavisinde kullanimi raporlanmistir (95).

Libnan’da L. stoechas’in ¢igekli kisimlarmin  infiizyon seklinde
gastrointestinal rahatsizliklarda, romatizma tedavisinde, antiseptik, spazmolitik ve

kardiyotonik amaglarla kullanildig: kayitlidir (96).
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2.2.3. Lavandula Tiirleri Uzerindeki Biyolojik Etki Calismalari

Literatiirde yer alan, Lavandula tiirleri {lizerinde yiiriitiilmiis biyolojik etki

caligmalari ilgili bagliklar altinda 6zetlenerek bu boliimde sunulmustur.

Antioksidan Aktivite

Ulkemizde yapilan bir calismada Aydin ilinde 15 farkli lokaliteden toplanan L.
stoechas L. subsp. cariensis bitkisinin su ve metanol ekstrelerinin antioksidan
aktivitesi DPPH radikali siipiiriicii etkinlik ve indirgeyici gili¢ analizleri ile
arastirilmistir. Calismada hem su hem metanol ekstresinde en yiiksek fenolik madde
icerigine sahip 6rnegin en iyi antioksidan etkiyi gosterdigi bulunmus, fenolik madde

ve antioksidan aktivite arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir (97).

Ulkemizde yapilan diger bir ¢calismada L. stoechas yapraklarindan hazirlanan
metanol ekstresinin antioksidan aktivitesi p-karoten-linoleat agartma, DPPH radikal
stiptiriicti etkinlik ve demir iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (FRAP) yontemleri
ile arastirllmistir. En yiiksek aktivite DPPH radikal siipliriicii etkinlik testinde
gosterilmis olup, bu test i¢in 1Cso degeri 300 ug/mL bulunmustur. Folin-ciocalteu
yontemiyle ekstrenin toplam fenolik bilesik miktar1 105,5 mg/g gallik asit ekivalan
olarak belirlenmistir. Ekstre {izerinde yiiriitiillen HPLC ¢alismasinda rozmarinik asit,

kafeik asit, kersetin ve rutin ekstredeki ana fenolik bilesenler olarak belirlenmistir.

L. stoechas subsp. luisieri ve L. pedunculata’nin ¢igekli toprak tistii kisimlari
tizerinde yapilan bir ¢alismada, toz edilmis bitki materyallerinden sirastyla n-hekzan,
diklorometan, etil asetat, metanol ve su ekstreleri hazirlanmistir. Clevenger aparati ile
gerceklestirilen hidrodistilasyon islemiyle ugucu yaglarin eldesi saglanmistir.
Ornekler arasinda toplam fenol miktar kiyaslandiginda beklendigi gibi her iki bitkide
de polar fraksiyonlar olan metanol ve su ekstrelerinde daha yiiksek toplam fenol
miktart oldugu belirlenmistir. Toplam flavonoit igeriginin ise her iki tiirde de ugucu
yag haric olmak iizere Ornekler arasinda daha homojen bir dagilimda oldugu
gorilmiistiir. L. stoechas subsp. luisieri’de en yiiksek flavonoit igerigi sirasiyla
metanol, su ve diklorometan ekstresinde; L. pedunculata’da metanol, diklorometan,
hekzan ekstresinde bulunmustur. Bazilar1 konsantrasyon bagimli olmak iizere tiim

orneklerin DPPH radikali siipirticii etkinlik gosterdigi; ugucu yaglar ve L. stoechas
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subsp. luisieri’nin etil asetat ekstresi hari¢ diger tiim 6rneklerin pozitif kontrol olan
BHT’ye benzer ya da daha yiiksek oranda lipid peroksidasyonu inhibisyonu gosterdigi
belirlenmistir. Total flavonoit icerigi ile DPPH siipiiriicii etkinlik arasinda ve yiiksek
fenol ve flavonoit icerigiyle lipid peroksidasyonu inhibe edici aktivite arasinda
korelasyon bulundugu belirtilmistir. Ayrica yapilan DNA koruma testinde, tim
orneklerin Fenton reaksiyonunun neden oldugu hasara karsi DNA biitlinligiini

koruyabildigi gosterilmistir (98).

Tunus’ta, L. coronopifolia, L. multifida ve L. stoechas subsp. stoechas
bitkilerinin toprak iistii %80 metanol ekstresi ve ucucu yaglar lizerinde yiiriitiilen bir
caligmada, diger ekstrelere gore daha yiiksek miktarda fenol ve flavonoit igerdigi
belirlenen L. coronopifolia metanol ekstresinin daha yiiksek antioksidan aktivite
(DPPH radikali siipiiriicii etkinlik, Fe*? selatlama kapasitesi, FRAP) gosterdigi
belirlenmistir. Tiim ekstreler onemli Ol¢lide antioksidan kapasite gosterirken,

metanolik ekstrelerin ugucu yaglardan daha etkili oldugu da tespit edilmistir (99).

AB-8 makro gozenekli regineler ile zenginlestirilmis %53 flavonoit icerigine
sahip L. angustifolia ekstresinden izole edilen maddelerin ekstreden daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir. DPPH radikali siipiiriicii etkinlik
testinde pozitif kontrol olarak kullanilan vitamin C i¢in ICso degeri 1,62 ug/mL iken,
izole edilen maddeler arasinda en yiiksek aktiviteyi rozmarinik asit (ICso degeri: 7,66
ug/mL) gostermistir. Sirasiyla luteolin (14,62 pg/mL), apigenin (34,88 ug/mL),
luteolin 7-O-B-D-glukozit (64,04 pg/mL), luteolin 7-O-B-D-glukuronit (71,4 pg/mL)
ve apigenin 7-O-B-D-glukozit (103,42 pug/mL) takip etmistir (100).

Biri L. angustifolia olmak iizere Lamiaceae familyasindan 3 bitki tiiriiniin
toprak tistii kisimlari iizerinde yiiriitiilen antioksidan etki ¢alismasinda, bitkilerin sulu
metanol ekstrelerinin  konsantrasyona bagimli olarak 6nemli Olgiide lipit
peroksidasyonunu inhibe ettikleri gosterilmistir. Bu ¢alismada bitkilerin ana
fitokimyasal bilesenleri olan rozmarinik asit, kafeik asit, luteolin, luteolin 7-O-
glukozit, metil karnosoatin ekstrelerdeki konsantrasyonu ITK densitometrik yéntem
ile belirlenmistir. Antioksidan aktivite ¢aligmalar1 bu maddeler i¢in de yapilmis, her 3
bitkide de en fazla konsantrasyonda bulunan rozmarinik asidin antioksidan etkiden

sorumlu bilesik olabilecegi, diger maddelerin ekstrelerdeki konsantrasyonunun
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anlaml1 bir etki olusturmak i¢in ¢ok diisiik diizeyde oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayni
calismada ekstrelerin total hidroksisinnamik asit ve total flavonoit igerigi de
arastirilmis, antioksidan potens ile total hidroksisinnamik asit igerigi arasinda iliski

oldugu bulunmustur (101).

Blazekovi¢ vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada Hirvatistan’da yerli bir
lavandin kiiltiirii olan L. x intermedia 'Budrovka' ve L. angustifolia’nin ¢igek, yaprak
ve ¢igekli sap kistmlarindan %80 etanol ile ayr1 ayr1 ekstreler hazirlanmis ve ekstreler
tizerinde farkli yontemlerle (DPPH radikal siipiiriicii aktivite, demir selatlama
aktivitesi, indirgeyici gilig, lipid peroksidasyonu inhibisyonu, fosfomolibden
yontemiyle toplam antioksidan kapasite) antioksidan aktivite calismalari
yuritiilmistiir. Her iki takson i¢in de yaprak ekstresi en etkin bulunurken, cigek
ekstresinin yaprak ekstresine yakin, cicekli sap ekstresinin ise daha diisiik etkinlik
gosterdigi bulunmustur. Ekstreler fenolik asit, flavonoit, antosiyanin, prosiyanidin,
total tanen ve total polifenol igerigi acisindan da incelenmistir. Tiim ekstrelerde farkl
antioksidan yontemler (antiradikal aktivite, indirgeyici gii¢ ve lipid peroksidasyon
inhibisyonu) ile fenolik asit, prosiyanidin, total tanen ve total polifenol igerikleri
arasinda giiclii bir korelasyon oldugu, dolayisiyla fenolik bilesiklerin bitkilerin
antioksidan oOzelliklerine 6nemli katki sagladigi gosterilmistir. Ayrica HPTLC
yontemiyle, test edilen Lavandula ekstrelerinde en ¢ok bulunan polifenolik bilesen
oldugu gosterilen rozmarinik asit de ¢alisma kapsaminda ekstrelerle birlikte ¢alisiimis
olup, rozmarinik asidin gozlemlenen antioksidan aktiviteye biiyiikk Ol¢lide katkida
bulundugu ve antioksidan aktivitenin esas olarak rozmarinik asit varligindan

kaynaklandigi ifade edilmistir (102).

Gallego ve arkadaglari tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada da L. angustifolia’nin
sulu etanolle (%50) hazirlanan yaprak ekstresinin, govde ve ¢icek ekstrelerinden daha
yiiksek fenolik madde icerdigi ve daha iyi antioksidan aktivite (ORAC, TEAC, FRAP
ve DPPH yontemleri) gosterdigi belirlenmistir (103).

L. pedunculata subsp. lusitanica’nin gi¢ekli toprak iistii kisimlarinin su, etanol,
sulu etanol (%50) ekstreleri, inflizyon ve ugucu yag: radikal stipiiriicii etkinlik (TEAC,
ORAC) agisindan arastirilmis, infiizyonu en gii¢lii aktiviteyi gosterirken, ugucu yag en

diisiik aktiviteyi gostermistir. Orneklerin Fe*2selatlama kapasitesi de degerlendirilmis,
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en yliksek aktivite konsantrasyona bagimli olarak su ve sulu etanol ekstresinde
goriiliirken; ugucu yag etki gostermemistir. Lipit peroksidasyonu testinde de benzer
sekilde ugucu yag malondialdehit iiretimini dnlemezken; inflizyon, su ve sulu etanol
ekstrelerinin  malondialdehit {iretimini o6nledigi goriilmistir. HPLC analiziyle
inflizyon ve ekstrelerin profil analizi yapildiginda ana bilesen rozmarinik asit olmak
tizere bazilarinda farkli miktarlarda hidroksisinnamik asit (3-O-kafeoilkinik, 4-O-
kafeoilkinik, 5-O-kafeoilkinik asit, rozmarinik asit) ve flavonlarin (luteolin ve

apigenin) varligi tanimlanmigtir (104).

L. viridis’in ¢igekli toprak iistii kisimlariin metanol ekstresi ile yiiriitiilen bir
calismada oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) ve troloks esdegeri
antioksidan kapasite (TEAC) testleri kullanilarak ekstrenin giiglii antioksidan aktivite
gosterdigi belirlenmistir. HPLC analiziyle ekstre igerisindeki ana bilesenlerin sirasiyla
rozmarinik asit ve luteolin-7-O-glukozit oldugu, bununla birlikte 5-O-kafeoilkinik asit
ve izomerleri ile pinocembrinin de ekstre igerisinde bulundugu gosterilmistir.
Antioksidan etkinin ekstre igerisinde varlig1 gosterilen fenolik asit ve flavonoitlerden
kaynaklanabilecegi yorumu yapilmistir. Calismada ekstrenin fare beyin dokusunda
malondialdehit igerigini azaltarak Fe*? ile indiiklenen lipid peroksidasyonunu 6nledigi
de gosterilmistir, yine bu ¢alismada belirlenen ekstrenin gii¢lii Fe*? selatlama ve OH"
radikali siipiiriicii etkilerinin Fe*? ile indiiklenen lipid peroksidasyonu 6nlemede

katkida bulunabilecegi belirtilmistir (105).

Antidiyabetik Etki

Ulkemizde L. stoechas’in toprak iistii kisimlarmin sulu ekstresi iizerinde
yiiriitiilen bir ¢alismada, ekstre nce etil asetat, ardindan butanol ile fraksiyonlanmus,
fraksiyonlarin in vitro insiilin direnci ve inflamasyon modellerinde potansiyel
iyilestirici etkileri ve etki mekanizmalar1 arastirilmistir. Yiiritilen biyokimya,
mRNA/protein c¢aligmalar1 ve tiim genom transkriptom analizlerinden elde edilen
sonuglarin tamamlayici bir sekilde, etil asetat fraksiyonunun insiilin direncine karsi
aktif olabilecegi ve karaciger glukoneogenezi inhibisyonu ve AKT aktivasyonu
yoluyla etki gosterebilecegi hipotezini destekledigi raporlanmistir. Ayrica, RAW
264.7 hiicre hattinda LPS ile indiiklenen enflamasyonun, etil asetat fraksiyonu

tarafindan iNOS/NO sinyalleme, IL1B ve COX-2 genlerinin baskilanmasi yoluyla
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inhibe edildigi belirlenmistir. HPLC-TOF/MS analizi ile etil asetat ekstresi i¢eriginin
esas olarak kafeik asit, apigenin, luteolin, rozmarinik asit ve metil esteri, 4-hidroksi

benzoik asit, vanilik asit, ferulik asit ve salisilik asitten olustugu saptanmistir (106).

L. stoechas’in koklerinden hazirlanan sulu etanol ekstresinin antihiperglisemik
etkileri alloksanla indiiklenmis diyabetik farelerde arastirilmis, pozitif kontrol olan
pioglitazonla karsilagtirilabilir sekilde aglik kan glukoz seviyesi tizerinde doza baglh
olarak dustiriicti etki gosterdigi belirlenmistir (107). L. stoechas'in toprakiistii
kisimlarindan hidrodistilasyon yoluyla elde edilen ugucu yagin, alloksanla indiiklenen
diyabet ve oksidatif strese karsi koruyucu etkileri de sicanlarda yapilan bir ¢alismada

gosterilmistir (108).

L. angustifolia’nin diyabetik dislipidemi {izerindeki potansiyel etkilerini
arastiran bir calismada, metanol ekstresi ile fenolik bilesenlerinden rozmarinik ve
gallik asidin hormon duyarli lipaz ve pankreatik lipaz iizerindeki etkileri in vitro olarak
incelenmistir. Ekstrenin pozitif kontrol olan orlistat kadar etkili olmasa da doza bagh
olarak enzim inhisyonu etki gosterdigi, test edilen iki fenolik bilesenin bu aktiviteye

katkis1 olabilecegi diistiniilmiistiir (109).

L. coronopifolia’dan izole edilen pentasiklik triterpen ve tiirevleri maddeler
tizerinde yiriitiilen ¢alismada bilesiklerin giiglii a-glukozidaz enzim inhibitori aktivite

gosterdikleri rapor edilmistir (37).

L. pedunculata’nin ¢igekli toprak dstii kisimlarmin sulu ekstresinin
antihiperglisemik etkisi siganlarda oral glukoz tolerans testi kullanilarak arastirilmastir.
Ayrica ekstrenin in vitro olarak a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri, ex vivo olarak
glukozun intestinal absorpsiyonu iizerindeki etkileri aragtirtlmigtir. Ekstrenin sindirim
enzimleri ve glukoz absorpsiyonu inhibisyonu ile hiperglisemi iizerinde gii¢lii etki
gosterdigi belirlenmistir. UHPLC analizleri ekstrenin yiiksek miktarda rozmarinik asit

icerdigini gostermistir (110).
Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri
L. stoechas subsp. luisieri ugucu yaginin amiloid-p (Ap) plak olusumunda

anahtar bir enzim olan BACE-1'i inhibe edici etki gosterdigi ve yagin igeriginde esas

olarak nekrodan tiirevleri olmak tizere oksijenli monoterpenlerin yiiksek miktarda yer
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aldig1 belirlenmistir. Aktivite rehberli fraksiyonlama caligmalar1 sonucunda ana
inhibitor etkili bilesik monoterpenik bir keton olan 2,3,4,4-tetrametil-5-metilen-
siklopent-2-enon olarak gosterilmistir (111). Hiicre kiiltiiriinde ve Alzheimer hastaligi
modeli olusturulan farelerde yapilan ileri ¢aligmalar ile bilesigin doz bagimli BACE-
1 inhibisyon etki gosterdigi belirlenmis, ancak ugucu yagin kendisinin bilesikten daha
potent olmasi sonucunda aktivitede farkli bilesiklerin sinerjistik etkisinin muhtemel

oldugu ¢ikarimina ulasilmistir (112).

L. stoechas’in hafiza bozuklugunda geleneksel kullanimindan yola ¢ikilarak
planlanan bir ¢alismada, L. stoechas’in toprak iistii kisimlarinin hazirlanan metanol
ekstresinin, bagka bir ¢alismada ise n-hekzan ve sulu fraksiyonlariin anti-amnezik
etkileri in vivo olarak arastirilmistir. Farelere 7 giin boyunca farkli dozlarda
ekstre/fraksiyon ve pozitif kontrol olarak pirasetam uygulanmis, ardindan skopolamin
ile amnezi indiikklenmistir. Yapilan davranis deneyleri ve biyokimyasal analizler
sonucunda metanol ekstresi ve sulu fraksiyonun hafiza gelisiminde pozitif kontrolle
karsilagtirilabilir etkinlikte oldugu, kolinerjik yikimi yavaslatarak demansi onledigi,
oksidatif strese karst ndronlar1 korudugu belirlenmis, elde edilen sonuglarin L.
stoechas'in bellek bozuklugunda kullanimini destekler nitelikte oldugu seklinde
yorumlanmustir (113, 114). Sulu fraksiyon iizerinde yiiriitiilen ileri ¢alismalarla etkili
alt fraksiyon belirlenmis, in vivo galismalar ile alt fraksiyonun etkinligi gosterilmis ve
GC-MS analizi ile fraksiyondaki ana 2 bilesenin a-tokoferol ve fenetilamin oldugu

gosterilmistir (115).

Farelerde pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde L.
stoechas ¢igeklerinin sulu metanol ekstresinin hipnotik etki gostermeksizin,
konviilsiyonlarin siddetini 6nemli 6l¢ilide azalttig1 ve ortaya ¢ikma siiresini arttirdigi
belirlenmis, ekstrenin sedatif etkili oldugu da gosterilmistir. izole tavsan jejunumunda
ekstrenin doza bagimli antispazmodik aktivitesi gozlenmis, K* ile indiiklenen
kasilmalar1 inhibe etmesi, verapamile benzer sekilde Ca*? doz-yanit egrisi olusturmasi
kalsiyum kanal blokaji etki gosterdigi seklinde yorumlanmistir (116). L. stoechas ile
yapilan baska bir calismada ¢icek ve yapraklarin sulu etanol ekstresi farelerde farkli
konviilsiyon modelleri iizerinde denenmis, yalnizca grand mal epilepsiyi yansitan

elektrokonviilsif sok modelinde yararli sonug alinabilmistir (117).
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L. angustifolia ¢igekleri sulu ekstresinin glutamat kaynakli norotoksisiteye
karst doz bagimli noroprotektif etki gosterdigi primer hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda
gosterilmistir (118). L. angustifolia’nin toprak istii kisimlarinin metanol ekstresinin
su ckstresinden daha iyi olmak iizere orta seviyede AChE inhibisyon aktivite
gosterdigi raporlanmistir (119). Baska bir calismada L. angustifolia ve L.
pedunculata’dan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yaglarin da orta seviyede
AChE inhibisyon aktivite gosterdigi belirlenmistir (76).

Alzheimer hastaligt modeli olusturulan si¢anlarda L. angustifolia sulu
ekstresinin uzamsal 6grenme performansi iizerine etkilerinin arastirildigi calismada
ekstrenin siganlardaki uzamsal 6grenme kaybini geri g¢evirebilecegi gosterilmistir
(120). Kafeik asit ve luteolin-7-glukozit icerdigi belirlenen L. angustifolia yaprak ve
ciceklerinin sulu ekstresinin doza bagimli olarak AP agregatinin olusumunu
engelledigi, AP fibril olusumunu biiyiik dl¢lide azalttigr ve DPPH radikali siipiiriicii
etkinlik gosterdigi in vitro ¢alismalarla belirlenmistir. Ekstrenin AChE inhibisyon

aktivite gostermedigi de ¢alismada tespit edilmistir (121).

Skopolamin ile indiiklenen demans modelinde L. angustifolia ssp. angustifolia
Mill. ve L. hybrida Rev. ugucu yaglarinin 7 giin inhalasyon yolu ile uygulanmasi
sonucu si¢anlarda anksiyete benzeri davranis ve depresyonun énemli dlgiide azaldigi;
uzamsal bellek performansiin iyilestigi gosterilmistir (122). Diger bir ¢alismada,
sican beyninde skopolamin indiklii oksidatif strese karst ugucu yaglarin gosterdigi
noroprotektif etkide antioksidan ve antiapoptotik aktivitelerin ana mekanizmalar
oldugu ortaya konulmustur (123). Benzer sckilde L. officinalis'in toprak istii
kisimlarindan hazirlanmis sulu etanol ekstresinin de skopolamin indiiklii bellek

bozuklugu, anksiyete ve depresyon benzeri davraniglar1 doza bagl bir sekilde azalttigi

belirlenmistir (124).

Fareler iizerinde PTZ tutusma modeli kullanilarak yiiriitiillen bagka bir
caligmada L. officinalis toprak iistii kisimlari sulu etanol ekstresinin kronik uygulama
sonucunda nobet siddetini baskiladig1, beyin nitrik oksit ve malondialdehit seviyelerini
azalttig1 gosterilmistir. Yapilan farkli caligmalar sonucunda L. officinalis'in
antikonviilsan etkisine glutamat salinimi inhibisyonu, NMDA reseptdr ve/veya

kalsiyum kanal blokajinin aracilik ettigi diigiiniilmektedir (125).
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Geleneksel kullanimindan yola ¢ikilarak farelerde yiiriitiilen bir ¢calismada L.
officinalis’in 6zellikle metanol ekstresinin sedatif, daha yiiksek dozlarda ise hipnotik
etkisi gosterilmistir (126). L. angustifolia ¢igekleri sulu ekstresinde bulunan
antidepresan benzeri bilesenleri belirlemek amaciyla yiiriitiilen baska bir ¢alismada
ekstre ve 4 fraksiyonun etkinligi farelerde zorunlu yiizme testi ile arastirilmis, yapilan
ileri ¢alismalar sonucu ekstre igeriginde yer alan 3-(3,4-dihidroksifenil)laktik asit ve
rozmarinik asidin farelerde hareketsizlik siiresini azalttigi, bu bilesenlerin aktivitede

katkist oldugu sonucuna ulagilmistir (127).

L. coronopifolia’nin toprak iistii kisimlarinin diklorometan-metanol ekstresinin
antienflamatuvar, antioksidan ve AChE inhibisyon aktivitelerinin arastirildigi bir
calismada ekstrenin gosterdigi basta yiiksek siklooksijenaz-2 inhibisyonu etki olmak
tizere, AChE iizerindeki inhibitor etki ve orta diizeydeki antioksidan aktivitesi sonucu
bitkinin norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde dogal ajan olarak kullanilma

potansiyelinin oldugu yorumu yapilmistir (128).

L. viridis’in ¢igekli toprak tistii kisimlariin metanol ekstresi ile yiiriitiilen bir
calismada ekstrenin in vitro ve in vivo (fare beyin homojenatlarinda) asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesteraz (AChE ve BChE) enzim inhibisyon aktivite gosterdigi
belirlenmistir (105).

A172 hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada, hidrojen peroksit (H20-) tarafindan
olusturulan oksidatif hasara karsi L. viridis toprak istii kisimlarindan hazirlanan
ekstreler (infilizyon, sulu etanol ve metanol) ve ekstrelerin ana bileseni olan rozmarinik
asidin koruyucu etki gosterdigi, hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin birikimini
azalttiklar1 belirlenmistir (129). Lavandula ugucu yaglarinin néroprotektif etkinlik
gosterdigi farkli caligmalarla gosterilmis, bu etkinligin laktat dehidrogenaz, NO
salinimi, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin birikimi ve mitokondriyal membran
potansiyeli kaybini azaltmasi; NMDA ve AMPA reseptorleri tizerindeki aktivitesi

araciligiyla gergeklestigi hipotezleri one stiriilmistir (130-132).
Antienflamatuar Etki
L. stoechas ugucu yaginin lipoksijenaz tizerinde hafif inhibitor etki gosterdigi

saptanmis, ugucu yagda daha diisiik miktarda yer alan timol, limonen, bornil asetat, p-

simen gibi maddelerin daha yiiksek miktarda yer alan fenkon, kafur gibi maddelere
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gore daha iyi lipoksijenaz inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Bu durum ugucu
yagin inhibitor etkisinin, yliksek aktivite gosteren bilesen (timol) ve ugucu yagda
yiikksek miktarda bulunan bilesenlerin (fenkon ve kafur) kombinasyonundan ileri
geldigi seklinde yorumlanmistir (133). Yiiriitiilen bir in vitro calismada, L. stoechas
ucucu yagmin hiicre canliligini etkilemeksizin lipopolisakkarit ile uyarilmisg
makrofajlarda 6nemli bir inflamatuar belirte¢ olan nitrik oksit iiretimini inhibe ettigi
gosterilmistir (134). L. stoechas’in toprak istii kisimlarindan hazirlanan sulu etanol,
flavonoit, tanen ve misilaj ekstrelerinin krem formiilasyonlarinin topikal
antienflamatuar etkinligi siganlarda karragenanla olusturulan penge 6demi testi ile
arastirilmig, sulu etanol ekstresinin pozitif kontrol diklofenakla kiyaslanabilir diizeyde
etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Flavonoit ve miisilaj ekstreleri 6demi 6nemli

olglide azaltirken, tanen ekstresi etkili bulunmamistir (135).

L. angustifolia yapraklarindan elde edilen ugucu yag, sulu etanol ekstresi ve
polifenolik fraksiyonun analjezik etkinligi farelerde formalin ve asetik asit ile
indiiklenen kivranma testi; antienflamatuar etkinligi ise si¢anlarda karragenanla
olusturulan penge 6demi testi ile arastirilmistir. Formalin testi ekstre ve fraksiyonun
nispeten yiiksek dozlarda orta derecede antinosiseptif etkiye sahip oldugunu, asetik
asit testi polifenolik fraksiyonun doza bagli olmayan analjezik etkisini gostermistir.
Ugucu yagin ise her iki testte de 6nemli antinosiseptif etkiye sahip oldugu goriilmdiis,
bitkinin analjezik etkisinin biiyiik kisminin ug¢ucu yagdan kaynaklandigi yorumu
yapilmistir. Antienflamatuar etkinlik i¢in de benzer sekilde ugucu yag ile daha yiiksek
etkinlik elde edilmistir (136). L. angustifolia yaprak ve gévdesinden elde edilen ugucu
yagin hem topikal hem oral uygulamada antiddemojen ve antienflamatuar aktiviteye
sahip oldugu belirlenmis, diisiik dozlarda bu etkinligi gosterirken yiiksek dozlarda
irritan etkisinin ortaya ¢iktig1 raporlanmistir. Antienflamatuar etki mekanizmasi olarak
kismen prostanoid, nitrik oksit, proinflamatuar sitokinler ve histaminin katilimi
onerilmistir (137). Farelerde L. officinalis’in gi¢ekli kistmlarin etanol ekstresinin
intraperitoneal uygulanmasi sonucu formalin testinin kronik fazinda ve sicak plaka
testinde deksametazon ve indometazinle kiyaslanabilir diizeyde analjezik ve
antienflamatuar etkinlik gozlenmis, etkinin 6zellikle COX-2 inhibisyonu araciligiyla

gerceklesebilecegi gosterilmistir (138).
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L. multifida'nin toprak {istii kisimlari su ve etanol ekstrelerinin topikal
antienflamatuvar aktivitesi farelerde kroton yagi indiiklii kulak 6demi yontemi
kullanilarak aragtirllmigtir. Daha aktif olan etanol ekstresi {izerinde yiiriitiilen
biyoaktivite rehberli izolasyon calismasi sonucunda basta en yliksek aktiviteyi
gosteren ursolik asit olmak iizere bazilart pozitif kontrol olan indometazin ile
karsilastirilabilir etkinlikte oleanan tiirevi dort triterpenik asit, dort pimaran ve bir

izopimaran tiirevi diterpen, karvakrol ve karvakrol glukoziti elde edilmistir (39).

Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

L. stoechas’in toprak iistii kisimlarmin sulu metanol ekstresinin kolesterollii
yem ile beslenen sicanlarda lipid profili degerlerini pozitif kontrol atorvastatine benzer

sekilde olumlu yonde etkiledigi raporlanmistir (139).

L. angustifolia’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin
lipaz enzimleri tizerinde inhibit6r etkili oldugu belirlenmistir (109). L. officinalis'in
hipolipidemik etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, bitkinin ¢igekli kisimlarindan
hazirlanan etanol ekstresinin siganlarda gastrik gavaj yoluyla 25 giin uygulanmasi
sonucu serum kolesterolii, trigliserit, LDL ve VLDL diizeylerini diisiirdiigii, HDL
diizeyini ise yiikselttigi gosterilmistir (140). L. angustifolia ugucu yaginin iskemik
kalp hastaliklar1 tizerindeki olasi etkinliginin arastirildig1 calismada, sicanlara 14 giin
stireyle gastrik gavaj yoluyla ucucu yag uygulanmis ve ardindan miyokard enfarktiisii
indiiklenmistir. Ugucu yagin miyokard hasari, troponin | ve TNF-a diizeylerini 6nemli
Olciide azalttig1, kalp fonksiyonu ve antioksidan enzim aktivitesini iyilestirdigi

belirlenmis, kardiyoprotektif etkisi ortaya konulmustur (141).

Antimikrobiyal Etki

Lavandula tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri
iizerine ¢ok sayida ¢alisma literatiirde yer almaktadir. Wells ve arkadaslarinin derleme
caligmasinda yer verildigi gibi L. angustifolia ve L. hybrida ugucu yaglarinin
antimikrobiyal etkileri bir¢ok ¢alismada gosterilmis; Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus ve Listeria innocua gibi gram pozitif bakteriler lizerinde Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella typhi gibi gram

negatif bakterilere gore daha etkili olduklar1 belirlenmistir. Bu genel egilime ragmen,
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L. stoechas ugucu yagmin S. typhimurium ve Proteus vulgaris gram negatif
bakterilerine kars1 dnemli diizeyde antibakteriyel etki gosterdigi de raporlanmistir. L.
stoechas ugucu yaginin E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter aerogenes, S.
epidermidis, S. aureus ve ¢esitli Candida suslarina karsi antimikrobiyal etkileri; L.
officinalis ucucu yaginin C. albicans ve Aspergillus niger tiirlerine kars1 antifungal
etkisi gosterilmistir (142). Diger Lavandula tiirlerinden farkli olarak nekrodan tiirevi
terpenleri igeren L. luisieri ugucu yagiin ¢ok sayida dermatofit ve Aspergillus susuna
karsi daha etkili oldugu bildirilmistir (142, 143). Ugucu yaglarin Botrytis cinerea,
Phytophthora infestans gibi bitki patojenik funguslari tizerinde de etkinligi bulundugu
gosterilmistir  (142). Lavandula ekstrelerinin gram pozitif, gram negatif
mikroorganizmalar, fungaller ve ¢oklu ilag direnci gosteren bakterilere karsi

antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi ¢alismalar da bulunmaktadir (144-146).

Diger Biyolojik Etkileri

Lavandula ugucu yaglarinin topikal uygulamasinin yara iyilesmesi tizerindeki
etkinligi in vitro, in vivo hayvan g¢alismalar1 ve klinik arastirmalar ile incelenmistir
(147-151). Daha hizli yara kontraksiyonu, dokunun yeniden sekillenmesi siirecinde
gorev alan proteinlerin artan aktivitesi ve artan kollajen ekspresyonu gibi
mekanizmalar araciligiyla terapotik fayda potansiyeli oldugu one siiriilmiis, ancak
kanita dayali bir tedavi olarak uygulamaya alinmadan 6nce ugucu yag iceriginin
kimyasal kompozisyon standardizasyonuna ve giivenlik ile etkinligini degerlendirmek

icin daha fazla klinik ¢alismaya ihtiya¢ oldugu raporlanmistir (147).

L. angustifolia, L. stoechas, L. dentata, L. coronopifolia gibi baz1 Lavandula
tiirlerinin ugucu yaglart ve etanol, kloroform, n-hekzan ekstrelerinin farkli hiicre
hatlar1 tizerinde sitotoksik etkileri oldugu gosterilmistir (152-155). L. angustifolia
ugucu yagi ve ekstresi ile deney hayvanlar tizerinde yiiriitiilen in vivo antikanser

calismalar1 da bulunmaktadir (156, 157).

Lavandula tiirlerinin pestisit etkisine dair ¢alismalar da bulunmaktadir (158,
159).
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2.3. BDNF Hakkinda Genel Bilgiler

Norotrofinler néronal gelisim, fonksiyon, hayatta kalma ve plastisite i¢in
gerekli olan polipeptit biiyiime faktorleridir (160, 161). Norotrofik faktorlerin bir alt
grubunu olusturan norotrofin ailesinin iiyeleri, sinir bliylime faktorii (NGF), BDNF,

norotrofin-3 (NT-3) ve norotrofin-4/5 (NT-4/5)’tir.

Sinir sisteminin saghig1 i¢in esas olan nérotrofinler etkilerini p75N™® ve tirozin
kinaz reseptor (Trk) araciligtyla gosterirler. Bu reseptorlere baglanmalari ile bir proto-
onkogen olan RAS, fosfotidilinositol-3-kinaz (P13K), mitojen aktive edici protein
kinaz (MAPK) ve fosfolipaz C (PLC)-y gibi bir¢ok sinyal yolaginin aktivasyonu
gerceklesir, noronal sag kalim ve norit biylimesi saglanir. Norotrofinler akson
biiytimesi, sinaptik budama, innervasyonun modellenmesi ile nérotransmitter ve iyon
kanallar1 gibi normal ndronal fonksiyon i¢in kritik 6neme sahip proteinlerin
ekspresyonu siireglerini diizenler. Noronal sag kalimi1 modiile ederken, sinaptik islevi

ve sinaptik plastisiteyi kontrol ederler (162).

Norotrofin seviyelerindeki degisiklikler Alzheimer hastali§i ve Huntington
hastalig1 gibi norodejeneratif bozukluklarin yani sira depresyon ve madde kotiiye
kullanimi1 dahil olmak tizere psikiyatrik bozukluklarla iliskilendirilmis, nérotrofinlerin
bir¢ok norodejeneratif ve psikiyatrik bozuklugun patofizyolojisinde rol oynadigi
belirlenmistir. Bu klinik korelasyonlar sonucunda norotrofinleri kullanan terapotik

stratejilerin gelistirilmesi giindeme gelmistir (160).

Bir nérotrofin olan BDNF, sinaptik plastisitenin, ndronal hayatta kalmanin ve
farklilasmanin ana diizenleyicisi olmast nedeniyle ndrolojik bozukluklarda
kullanilacak ilag¢ gelistirme ¢aligmalarinda 6nemli bir molekiiler hedef olarak 6n plana

cikmustir (163).

BDNF 1982 yilinda kesfedildiginden bu yana, ¢ok sayida ¢aligmaya konu
olmustur. Yetiskin beyninde hemen hemen tiim kortikal alanlarin yam sira gesitli
subkortikal ve omurilik bolgelerinde de yaygin olarak mevcuttur (16). BDNF
neokorteks, hipokampus, amigdala ve serebellumda yiiksek oranda eksprese edilir.
Santral sinir sistemindeki ekspresyonu kalp, bobrek ve testis dahil olmak {izere
periferik dokudakinden ¢ok daha yiiksektir (17).
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Beyinde en ¢ok bulunan biiylime faktorlerinden biri olan BDNF, olgun formu
ile TrkB reseptorii lizerinden, protein sentezi, aksonal biiytime, dendritik olgunlagma,
sinaptik plastisite ve noroproteksiyonu diizenleyen ¢esitli hiicre i¢i sinyal yolaklarinin
uyarilmasini saglar. Gelisim sirasinda norit bliylimesinin, hiicresel farklilasmanin ve
noronal hayatta kalmanin siirdiiriilmesinde gorev alirken, yetiskin beyninde sinaptik

plastisiteyi, noronal yap1 ve islevi ile hiicre sagkalimini destekler.

Beyindeki BDNF sentezi noronal aktiviteden etkilenir ve sinaptik plastisitede
onemli bir role sahiptir. Sinaptik yollarin kullanilmasi veya kullanilmamasi, néronlar
arasindaki baglantilarin giiclenmesine/zayiflamasina, akson kollaterallerinde ve
dendritlerde sinaps olusumunun artmasina/azalmasina neden olur. Sinaptik
baglantilarin giiclendirilmesinde uzun donem potansiyalizasyon ana unsurdur. BDNF
dendritlerin morfolojisinin yan1 sira sinaptik plastisite ve uzun donem
potansiyalizasyonun diizenlenmesinde rol alir ve bu sekilde 6grenmeyi ve hafizayi
etkiler. BDNF yeni anilarin olusturulmasi ve konsolidasyonunu saglamada ¢ok 6nemli

bir role sahiptir (16-18).

Merkezi sinir sisteminde saglikli bir néronal g¢evrenin olusumu ve
sirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayan BDNF'nin azalmis aktivitesi ¢ok sayida
norolojik-psikiyatrik bozuklugun seyri ve gelisimiyle iliskilendirilmistir (15). Yapilan
bir meta analiz sonucunda, Alzheimer hastaliginda saglikli kontrollere gore 6zellikle
hastaligin ge¢ evrelerinde daha distik periferal BDNF seviyelerinin oldugu
bildirilmistir (19). Parkinson hastalarinin nigrostriatal dopaminerjik néronlarinda,
Huntington hastalarinin striatum ve serebral korteksinde de BDNF seviyeleri diisiik
bulunmustur (16). Norodejeneratif hastaliklarin yani sira depresyon, bipolar bozukluk
gibi psikiyatrik hastaliklarda da diisik BDNF ekspresyonu ve protein seviyeleri
bildirilmistir (20).

Serotonin geri alim inhibitorleri, trisiklik antidepresanlar ve elektrokonviilsif
sok dahil olmak tizere birgok antidepresan tedavinin serum BDNF diizeylerini
normallestirdigi gosterilmistir. Erken evre Alzheimer hastalarina uygulanan lityum ve
donepezil tedavisinin de serum BDNF konsantrasyonunu arttirdigi raporlanmistir. (16,
21).
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BDNF duyusal noronlar, retinal ganglionlar, spinal motor noéronlar ile bazi
kolinerjik, dopaminerjik ve serotonerjik néronlarin hayatta kalmasini destekler (18).
BDNF'nin in vitro galismalar ve norolojik hastaliklarin deneysel hayvan modellerinde
hiicre oliimiinii giiclii bir sekilde 6nledigi, néronal hayatta kalma ve noronal islevi
uyardigina dair bulgular mevcuttur. BDNF'nin giiclii sinaptik etkilere (sinaptik iletim,
sinaptik plastisite ve sinaptogenezi diizenlemesi) sahip olmasi, ndrodejeneratif
bozukluklarin ilerlemesi ile yakindan iliskili olan sinaps dejenerasyonu agisindan
onem tasimaktadir. Bu bulgular BDNF'nin, ndronlarin ilerleyen yapi ve fonksiyon
kaybiyla karakterize nérodejeneratif hastaliklar ve psikiyatrik bozukluklar i¢in 6nemli

terapotik potansiyele sahip oldugunu gostermistir. (16, 22).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Fitokimyasal Caliymalar
3.1.1. Bitkisel Materyal

Tez kapsaminda ¢alisilan Lavandula stoechas L. subsp. stoechas bitkisi, 8
Nisan 2018 tarithinde Mugla ili, Fethiye il¢esi, Cenger Mahallesi, Yiirek mevki
ormanlik alan i¢lerinden toplanmustir. Tez bitkisine ait herbaryum 6rnekleri Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na HUEF 17038 numaras: ile
kaydedilmistir.

3.1.2. Ekstraksiyon

L. stoechas subsp. stoechas bitkisinin gélgede kurutularak toz haline getirilmis
toprak istli kistmlart (400 g), 2,5 litre sulu etanol (%70) ile 40°C'de {iger saat ii¢c defa
ekstre edilmistir. Elde edilen ekstreler birlestirilmis ve rotavaporda solvani ugurularak

kuruluga kadar yogunlastirilmistir (79 g, verim %19,75).

Balgik kivamindaki yaklasik 66 g ekstre 150 mL su ve 100 mL metanolde
¢ozlilmiis, 200 mL n-hekzan ile 6 defa sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutularak yagsi

bilesikler, klorofil ve diger pigmentlerinden uzaklastirilmistir.

Her iki faza ait solvanlar ayr1 ayr1 birlestirilmis ve rotavaporda ugurulmustur.

Su ekstresi 62 g olarak elde edilmis, 4 g’1 aktivite ¢alismalar1 i¢in ayrilmistir.

3.1.3. Kromatografik Yontemler

Hazirlanan ekstrenin fraksiyonlandirilmast ve saf madde eldesi ¢alismalari
sirasinda kolon kromatografisi ve preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri
kullanilmistir.  Toplanan  fraksiyonlarin ~ birbirleri ile karsilastirllmast  ve
gruplandirilmasi,  standart maddeler ile kiyaslanmasinda ince tabaka

kromatografisinden (ITK) yararlanilmistir.

Acik Kolon Kromatografisi

Poliamit Kolon Kromatografisi (Poliamit KK)

Ana ekstrenin 6n fraksiyonlama asamasinda kullanilmstir.
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Dolgu Materyali: Poliamit (Polyamide 6, Fluka, 50-160 pum)
Solvan Sistemi: MeOH (%20) — MeOH (%100)

Kolonun Hazirlanmasi ve Numune Tatbiki: Poliamit yeterli miktarda distile
su kullanilarak siispansiyon haline getirilmis, manyetik karistirict yardimiyla 1 saat
karistirildiktan sonra, alt ucuna pamuk yerlestirilen cam kolona aktarilmigtir.
Adsorbanin yerlesmesini saglamak i¢in kolondan vyeterli miktarda distile su
gegirilmistir. Ekstrenin suda homojen olarak ¢6ziinmemesi sebebiyle eliisyona %20
metanol ile baglanmasma karar verilmis ve kolondan %20 metanol gegirilmistir.
Adsorbanin tizerinde 2-3 mm solvan kalana kadar beklendikten sonra solvan
sisteminde ¢6ziilmiis numune cam pipet kullanilarak kolona tatbik edilmistir. Kolon
muslugu agilip, numunenin poliamit adsorbana tamamen geg¢mesi saglanmistir.
Adsorbanin yiizeyine pamuk yerlestirilmesinin ardindan kolona %20 metanol

eklenerek eliisyona basglanmustir.
Normal Faz Silikajel Kolon Kromatografisi (SKK)
[leri fraksiyonlandirma ve saf madde izolasyonu islemleri icin kullanilmustir.
Dolgu Materyali: Silikajel (Kieselgel 60, 0,063-0,2 mm, Merck 7734)

Solvan Sistemleri: CH2Cl2:MeOH:H-0 (95:5:0,5,90:10:1, 85:15:1,5, 80:20:2,
75:25:2,5, 70:30:3, 60:40:4, 50:50:5); CH2Cl2:MeOH (100:0, 97.5:12.5, 95:5, 90:10,
85:15, 80:20, 70:30, 75:25, 60:40, 50:50); n-hekzan:CH2Cl>:MeOH (100:0:0, 50:50:0,
0:100:0, 0:99:1, 0:98:2, 0:95:5)

Kolonun Hazirlanmasi: Yeterli miktarda silika jel tartilmis ve eliisyona
baslanmasi planlanan solvan sistemi ile karistirilarak siispansiyon olusturulmustur.
Siispansiyon halindeki karigim cam kolona transfer edilmis, ardindan kolondan yeterli

miktarda solvan gegirilmistir.

Numune Tatbiki: Numune, eliisyona baglanmasi planlanan solvan sisteminde
¢Oziiniiyorsa yas (¢oziicii yardimu ile) tatbik, ¢oziinmiiyorsa kuru tatbik yontemi

kullanilmustir.

- Yas Tatbik: Eliisyona baslanmasi planlanan solvan sisteminde c¢oziilen
numune cam pipet yardimiyla kolona tatbik edilmistir. Ardindan, kolon muslugu

acilmis, numunenin adsorbana tamamen gegmesi saglanmistir. Adsorbanin yiizeyine
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pamuk yerlestirildikten sonra numunenin ¢oziilmesinde kullanilan solvan sistemi

kolona eklenmis ve eliisyon baglatilmistir.

- Kuru Tatbik: Numune, ¢6ziiniirliigiiniin iyi oldugu az miktarda bir solvanin
igerisinde ¢Oziilmiistiir. Ardindan kolonda kullanilacak adsorban miktar1 ve tatbik
edilecek numune miktar1 dikkate alinarak, porselen kapsiil icerisinde uygun miktarda
silika jelle karistirilmistir. Numunenin silika jel tarafindan adsorbe edilmesi ve 40-
50°C’yi gegmeyen bir 1siticida tamamen kurumasi saglanmistir. Hazirlanan bu
adsorban, daha dnce hazirlanan ve tizerinde birkag cm solvan birakilan silika jel kolona
huni yardimiyla aktarilmistir. Adsorbanin {izerine pamuk yerlestirilerek uygun solvan

sistemiyle eliisyon baslatilmistir.
Sefadeks Kolon Kromatografisi (Sefadeks KK)
[leri fraksiyonlandirma ve saf madde izolasyonu islemleri icin kullanilmustir.
Dolgu Materyali: Sephadex LH-20, Sigma
Solvan Sistemleri: MeOH, H.0:MeOH

Kolonun Hazirlanmasi ve Numune Tatbiki: Yeterli miktarda sefadeks
tartilmis, metanol ile karistirilip bir siire beklenerek sismesi saglanmistir. Ardindan bu
karisim cam kolona transfer edilmis, kolondan metanol gegirilerek adsorbanin
yerlesmesi saglanmistir. Numune tatbikinden 6nce kolon, cliisyona baslanmasi
planlanan solvan sistemiyle sartlanmistir. Eliisyona baslanmasi planlanan solvan
sistemi igerisinde ¢oziilen numune cam pipet yardimiyla kolona tatbik edilmistir.
Kolon muslugu ag¢ilmig, numunenin adsorbana tamamen geg¢mesi saglanmistir.
Adsorbanin iizerine pamuk yerlestirilerek uygun solvan sistemiyle eliisyon

baslatilmistir.
Vakum Sivi Kromatografisi (VSK)
Ileri fraksiyonlandirma ve saf madde izolasyonu islemleri icin kullanilmustir.
Dolgu Materyali: LiChroprep RP-18, 40-63 pum, Merck
Solvan Sistemi: H,O:MeOH (%0-100 MeOH)

Kolonun Hazirlanmasi ve Numune Tatbiki: Tartilan ters faz silika jel cam

kolona aktarilmig, bir vakum pompasi yardimiyla vakum uygulanarak sikistirilmistir.
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Kolondan yeterli miktarda metanol gegirilerek adsorbanin yerlesmesi saglanmistir.
Daha sonra kolondan yeterli miktarda su ve eliisyona baslanacak solvan sistemine gore
kademeli olarak su-metanol karisimi gegirilerek kolon sartlanmistir. Eliisyona
baglanmasi planlanan solvan sisteminin 1-2 mL’si i¢inde ¢6ziilen numune cam pipet
kullanilarak kolona tatbik edilmistir. Hazirlanan kolonun musluk altindaki ucu, nuge
erlenin iizerindeki kaucuk kapaktan gecirilmis, kapak erlenin agiz kismina
yerlestirilmistir. Erlene baglanmis olan vakum pompasi yardimiyla vakum
uygulanarak, numunenin adsorbana ge¢mesi saglanmistir. Adsorbanin tizerine pamuk
yerlestirilerek vakum yardimiyla uygun solvan sistemi kullanilarak eliisyon

baslatilmistir.
Orta Basingh Stvi Kromatografisi (OBSK)
Kolon: Biichi, 2,5 x 45 cm
Adsorban: LiChroprep C18 (40-63 um, Merck)
Pompa: Biichi Pump Module C-605
Enjektor: Rheodyne (Loop 2 mL)
Fraksiyon toplayici: Biichi Fraction Collector C-660
Solvan Sistemi: H,O:MeOH (%0- 100 MeOH)
Akis Hizi: 5 mL/dk
Basing: 5 — 15 bar
Fraksiyon Hacmi: 20-60 mL

Kolonun Hazirlanmas1 ve Numune Tatbiki: Eliisyona baslanilacak solvan
sistemi kullanilarak kolon sartlanmistir. Numune baslangic solvan sisteminin az

miktar1 igerisinde ¢oziilmiis, enjektor yardimiyla kolona tatbik edilmistir.

ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kromatografi calismalar1 Oncesinde ¢alisma planinin  belirlenmesi,
kromatografi ¢aligmalar yiiriitiillirken fraksiyonlarin birbirleri ile karsilagtirilmasi-
gruplandirilmasi, numunelerin standart olarak kullanilan maddelerle kiyaslanmasinda
ince tabaka kromatografisinden yararlanilmistir. ITK ¢alismalarinda normal faz ve ters

faz silika jel ile kaplanmis hazir aliiminyum plaklar kullanilmistir.
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Solvan Sistemleri: CHCI3-MeOH-H20 (61:32:7, 80:20:2, 50:50:5), CH2Cl»-
MeOH (95:5)

Numune Tatbiki: Numuneler, cam pipet yardimi ile plagin alt kenarindan 1
cm yukariya yaklagik 1 cm aralik birakilarak nokta ya da ¢izgi tatbik seklinde
uygulanmistir. Doygunluga ulagsmis solvan sisteminin yer aldigi kromatografi tankina

yerlestirilen plaklar yaklasik 10 cm siiriiklenmistir.

Lekelerin Belirlenmesi: UV lambada 254 ve 366 nm’de floresans
gozlenmistir. Ardindan ITK plagina derisik H2SO4 igerisinde hazirlanmis %1°lik
vanilin ¢ozeltisi piiskiirtiilmiis ve plaka isiticida 105°C’de 1-2 dakika sitilarak lekeler

tespit edilmistir.

Preparatif ince Tabaka Kromatografisi (Prep. iITK)

Saf madde izolasyonu c¢alismalarinda  preparatif  ince  tabaka
kromatografisinden yararlanilmistir. Normal faz silika jel ile kaplanmis hazir cam

plaklar kullanilmastir.

Solvan Sistemleri: CHCI3-MeOH-H0 (50:50:5), CH.Cl>-MeOH (95:5), n-

hekzan

Numune Tatbiki: Numune iyi ¢6ziindiigii solvanin az miktarinda ¢6ziilmiis,
cam pastor pipeti yardimiyla plagin alt kenarindan 2 cm yukariya bant seklinde tatbik
edilmistir. Doygunluga ulasmis solvan sisteminin yer aldigi kromatografi tankina

konulan plak oda sicaklhiginda siiriiklenmistir.

Lekelerin Belirlenmesi: UV lambada 254 ve 366 nm’de floresans
gbzlenmistir. Floresans gézlenmiyorsa, diger kisimlar1 temiz bir kagit ile kapatilarak,
plagin yalnizca kenar kismina (yaklasik 1 cm) vanilinin derisik stlfiirik asit i¢indeki
%1°lik ¢ozeltisi plskiirtiilmiis ve plagin bu kismi plaka 1siticida 105°C’de 1-2 dakika

1sitilarak lekeler tespit edilmistir.

Maddelerin yeri tespit edildikten sonra, saf olarak izole edilmek istenen madde
plaktan kazinmis ve bir behere alinmustir. Silika jelden ayrilmasi i¢in uygun bir solvan
icerisinde bekletilmis ve daha sonra Whatman filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistiir.

Solvan rotavapor yardimiyla uzaklagtirilmastir.
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3.1.4. izolasyon Calismalar
On Fraksiyonlama

Balg¢ik kivamindaki sulu ekstre (58 g), onceden su ile sisirilerek hazirlanmis
100 g poliamit igeren kolona tatbik edilmistir. Eliisyona %20 metanol kullanilarak
baslanmistir ve ardindan sirasi ile %40, %60, %80 ve %100 metanol kullanilmistir.
Toplanan 19 fraksiyonun igerikleri 61:32:7 ve 80:20:2 (CHCI3:MeOH:H20) solvan
sistemlerinde ITK ile kontrol edilmis; benzer fraksiyonlar birlestirilmis, iceriginde
belirli bir madde grubu saptanamayan ilk fraksiyon atilmistir. Sonug olarak, elde
edilen fraksiyonlar benzer bilesikleri igeren 5 grup altinda toplanmis ve bu
fraksiyonlardaki solvanlar ugurularak fraksiyonlar liyofilize edilmistir (Tablo 3.1,
Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Ana fraksiyonlara iligkin bilgiler.

Fraksiyon Adi ;?;23;3 Miktar (g) Eliie IE:;; l(l\i/llgelt;\:g};ll Faz
Fr. A 2-4 16,25 20
Fr.B 5-9 5,86 40-60
Fr.C 10-12 3,98 80
Fr.D 13-15 2,46 80-100
Fr.E 16-19 3,86 100
izolasyon

Tez ¢alismasi kapsaminda Tiirkiye’de yetisen L. stoechas subsp. stoechas’in
cicekli toprak {istli kisimlarindan hazirlanan sulu etanol ekstresi, sulu etanol
ekstresinin su ve metanolde ¢oziilerek n-hekzan ile partisyonu sonucu elde edilen su
ekstresi ve poliamit kolon 6n fraksiyonlari iizerinde aktivite testleri (a-amilaz ve a-
glukozidaz enzim inhibisyonu tayini, BDNF protein diizeyi tayini,) yapilmasi, aktivite
testlerinde yiiksek etki gosteren fraksiyonlardan hareketle biyolojik aktivite rehberli
izolasyon ¢alismalar: yiriitilmesi ve elde edilen bilesiklerin yap1 ve aktivite tayini

caligmalarinin yapilmasi amaglanmistir.

Ekstreler ve poliamit kolon 6n fraksiyonlari iizerinde yiritiilen a-glukozidaz
enzim inhibisyonu tayini ve BDNF protein diizeyi ¢alismalarinda goriilen etki

sonucunda aktivite rehberli izolasyon ¢alismalart yiiriitilmistir. Ekstre ve
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fraksiyonlar a-amilaz enzim inhibisyon etki gostermedigi i¢in bu aktivite iizerinden

bir izolasyon calismasi yapilamamustir.

e a-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu Tayini Rehberli Izolasyon

Cahismalan

Ekstreler ve poliamit kolon 6n fraksiyonlari {izerinde yapilan a-glukozidaz
enzim inhibisyonu tayini ¢alismalar1 sonucunda en yiiksek aktivite gosteren fraksiyon
olan Fr. E iizerinde izolasyon g¢alismalar yiiriitilmiis ve LS kodu ile adlandirilan 2

bilesik izole edilmistir (Sekil 3.2).

Fr. E (250 mg) silikajel kolona kuru tatbik edilmis, n-hekzan-CH>Cl>-MeOH
(100:0:0—>MeOH) sistemi kullanilarak eliie edilmistir. Bu kolondan elde edilen Fr. E3
(30 mg) silikajel kolona kuru tatbik edilmis, CH2Cl.-MeOH (100:0—MeOH) sistemi

ile eliisyonu sonrasi LS-E1 (6 mg) saf olarak elde edilmistir.

Fr. E’nin silikajel kolona kuru tatbik edilmesiyle elde edilen bir diger
fraksiyon olan Fr. E13(11,4 mg) Sephadex LH-20 kolona uygulanmis ve LS-E2 (5,8
mg) elde edilmistir.

e BDNF Protein Diizeyi Tayini Rehberli izolasyon Calismalar

Ekstreler ve poliamit kolon 6n fraksiyonlar: {izerinde yapilan BDNF protein
diizeyi tayini ¢alismalar1 sonucunda, en yiiksek BDNF artis1 elde edilen fraksiyon olan
Fr. D iizerinde izolasyon ¢alismalar1 yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalar sonucunda LS kodu
ile adlandirilan 4 bilesik izole edilmistir (Sekil 3.3).

Fr. D (2,46 g) suda coziilerek ters faz silika jel kolona (VSK) tatbik edilmis,
H20/MeOH (%0-100 MeOH) solvan sistemi kullanilmis ve 12 fraksiyon toplanmustir.
Yapilan ITK kontrolleri sonucu fraksiyonlar toplam 4 ana fraksiyonda birlestirilmis ve

yogunlastirilmistir (Fr. D1, Fr. D25, Fr. De.s, Fr. Do.12).

Fr. D2s (932,8 mg) suda c¢oziilerek OBSK sistemine tatbik edilmis,
H20/MeOH (%0-100 MeOH) solvan sistemi kullanilarak elde edilen Fr. D255 (215
mg) %10 metanolde ¢oziilerek VSK sistemine uygulanmistir. Bu kolondan elde edilen
Fr. Doss7 (124 mg) silikajel kolona kuru tatbik edilmis, CH2Cl>-MeOH-H>O
(80:20:2— MeOH) sistemi kullanilarak eliie edilmistir. Bu kolondan Fr. D2s572 (14
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mg) elde edilmis, bu fraksiyonun ters faz silikajel ince kii¢iik kolona tatbik edilmesiyle
LS-D1 (6,5 mg) saf olarak izole edilmistir.

Fr. D25 57 (124 mg) fraksiyonunun silikajel kolona kuru tatbik edilmesiyle elde
edilen bir diger fraksiyon olan Fr. D2.ss574 (10,6 mg) Sephadex LH-20 kolona
uygulanmis ve LS-D2 (6,8 mg) saf olarak elde edilmistir.

Fr. D25’in suda ¢oziilerek OBSK sisteminde fraksiyonlanmasi sonucu elde
edilen bir diger fraksiyon olan Fr. D257 (177 mg) silikajel kolona kuru tatbik edilmis,
CHCl>-MeOH-H>0 (90:10:1— MeOH) sistemi ile eliie edilmistir. Bu kolondan elde
edilen Fr. D271 (11,9 mg) Sephadex LH-20 kolona uygulanmig ve LS-D3 (6,2 mg)

saf olarak elde edilmistir.

Fr. De.12 (792,5 mg) diklorometanda ¢oziilerek silikajel kolona tatbik edilmis,
CHCl>-MeOH (100:0— MeOH) sistemi ile eliie edilmistir. Bu kolondan elde edilen
Fr. Do.12,1 (59,5 mg) silikajel kolona kuru tatbik edilmis, n-hekzan ile hazirlanan
kolondan elde edilen Fr. Dg.121,1 (25 mg) normal faz silika jel ile kaplanmis hazir cam
ITK plagma preparatif amacla tatbik edilmistir. n-hekzan solvan sistemi ile siiriiklenen

plakta saf olarak goriilen madde kazinmis ve LS-D4 (16,8 mg) elde edilmistir.



Lavandula stoechas L. subsp. stoechas

(Toprak iistii kisimlari, 400 g)

|

%70 EtOH (2,5L x 3)

v

Sulu etanol ekstresi
(79 g)

n-hekzan ile partisyon

|

:

Su ekstresi n-hekzan ekstresi
(58 g) (3,78 g)
Poliamit KK
%20 MeOH
Fr. A Fr.B Fr.C Fr.D Fr.E
(1625 g) (5.86 g) (3.98 g) (2.46 g) (3.86 g)

Sekil 3.1. Ekstraksiyon ve on fraksiyonlama semas.
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‘ Fr.E
(250 mg)

SKK 100:0:0
n-hekzan:CH,Cl,:MeOH

!

‘ Fr. E3 ‘
(30 mg)

SKK 100:0
CH,Cl,:MeOH

‘ LS-E1 ‘
(6 mg)

Sekil 3.2. a-Glukozidaz enzim inhibisyonu tayini rehberli izolasyon ¢aligmalari.

|

Fr. E13
(11,4 mg)

Sefadeks KK
MeOH

}

LS-E2
(5.8 mg)
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Fr.D
(2.4|6 g)
VSK
9100 H,0
1
| Fr.D, Fr.D, 5 | Fr. Dg 4 Fr.Dy
(169,2 mg) (932,8 mg) (312,8 mg) (792,5 mg)
OBSK
| CH,Cl,:MeOH
| Fr.D, 55 Fr.D, 5 | Fr. Dyq5,
(215 mg) (1'77| mg) (59.5 mg)
VSK SKK 90:10:1 SKK 100:0
%10 MeOH CH,Cl,:MeOH:H,O n-hekzan:CH,Cl,
v v
Fr.D, 55, I Fr. D57, Fr.Dy 31,0
(124Img) (11,9 mg) (25 mg)
SKK 80:20:2
i i Sefadeks KK Prep. ITK
CHEClz.MIeOH.HQO MeOH n-hekzan
v v v
Fr.Dys557, Fr.D;5574 LS-D3 | LS-D4
(14 mg) (10,6 mg) (6,2 mg) (16,8 mg)
VSK Sefadeks KK
%35 MeOH MeOH
v
LS-D1 LS-D2
(6,5 mg) (6,8 mg)

Sekil 3.3. BDNF protein diizeyi tayini rehberli izolasyon ¢aligmalari.
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3.1.5. Toplam Fenol Miktar Tayini

Tez kapsaminda numunelerin toplam fenol miktar tayini Folin-Ciocalteu
yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu yontem ile bitki ve gidalarin toplam fenolik madde

icerigi, gallik asit veya kabul goren bagka bir fenolik bilesik esdegeri olarak belirlenir.

Deneyin esasini fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu reaktifini
indirgeyerek mavi renkli kompleks olusturmalari ve absorbanstaki artigin

spektrofotometre ile 6l¢iilmesi olusturur (164).

Tez calismamizda, numunelerin ve gallik asidin farkli konsantrasyonlarda sulu
cozeltileri hazirlanmis, bu ¢ozeltilerden 10 pl alimarak 96 kuyucuklu plakalara iig¢
tekrarli olacak sekilde aktarilmistir. Uzerlerine seyreltilmis Folin-Ciocalteu
reaktifinden (1 birim reaktif: 4 birim distile su) 150 ul eklenmis, 3 dakika bekledikten
sonra 50 pl doymus Na>COs ¢ozeltisi (2 birim doymus Na,COs3 ¢6zeltisi:3 birim distile
su) ilave edilmistir. Oda sicaklifinda 1siktan koruyarak 2 saat inkiibasyonun ardindan
725 nm’de absorbans Ol¢iilmiistiir. Gallik asidin absorbans-konsantrasyon grafiginden
elde edilen dogru denkleminden hareketle numunelere ait toplam fenolik madde

miktar1 gallik asit esdegeri olarak hesaplanmustir (165).
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3.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.2.1. Antioksidan Kapasite Tayini

Sulu etanol ekstresi, n-hekzan ile partisyon sonrasi elde edilen su ekstresi ve
poliamit kolon on fraksiyonlar1 (ana fraksiyonlar) iizerinde asagida belirtilen

antioksidan kapasite calismalar ylriitiilmiistir.
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikali Siiptriicii Etkinlik
Nitrik Oksit (NO) Radikali Siiptriicti Etkinlik
Stiperoksit (SO) Radikali Siiptiriicii Etkinlik
Demir (IIT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (FRAP)
Bakir (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC)
e DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikali Siipiiriicii Etkinlik

DPPH hidrojen atomu verebilen bilesiklerle tepkimeye girebilen kararli bir
nitrojen radikalidir, yaklagik 517 nm'de maksimum absorbans verir. Yontem, DPPH
radikalinin antioksidan bilesikler tarafindan indirgenmesi sonucu olusan renk
degisiminin spektroskopik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir. Mor renkli DPPH radikali
antioksidanlar tarafindan ag¢ik sar1 renkli hidrazine (DPPH-H) indirgenir,

absorbanstaki azalma spektrofotometre ile 6l¢iiliir (164, 166).

Tez caligmamizda, numuneler ve pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik
asidin farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri metanol ile hazirlanmis, 200’er pl
aliarak 96 kuyucuklu plakalarin kuyucuklara ii¢ tekrarl olacak sekilde aktarilmastir.
Uzerlerine 50 ul 1 mM DPPH c¢ézeltisi eklenmis, 30 dakika 1siktan koruyarak inkiibe
edildikten sonra 517 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiistiir (165).

DPPH radikali siipiiriicii etki asagidaki esitlik aracilig ile hesaplanmustir:
% Radikal Stipiiriicii Aktivite = [(Aksr - Anumune)/Aksr ] X 100
e Nitrik Oksit (NO) Radikali Siipiiriicii Etkinlik

Nitrik oksit (NO) endojen olarak sentezlenen, kiigiik, kararsiz, lipofilik bir

gazdir. Farkli fizyolojik siireclerin diizenlenmesinde Onemli role sahip olmakla
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birlikte, nérodejenerasyon ve noroinflamasyon dahil olmak {izere bir¢ok patolojik

durumda yliksek miktarda NO iiretimi meydana gelmektedir (167).

NO oldukga reaktiftir ve Omrii birka¢ saniyedir. Aerobik kosullar altinda
oksijenle reaksiyona girerek, miktarlart Griess reaktifi kullanilarak belirlenebilen
nitrat ve nitrit kararlt driinlerini olusturur. NO radikali siipiiriicii etkinlik yonteminin
esasini, test numunesi ile reaksiyona girdikten sonra ortamda kalan NO miktariin
nitrit konsantrasyonu {izerinden o6lgiilmesi olusturur. Bu olgtim Griess reaktifi ile
yapilir. Griess reaktifi igerisinde yer alan siilfanilik asit, nitritle reaksiyona girerek
diazonyum iyonunu olusturur, reaktif igerisinde yer alan N-(1-naftil)etilendiaminle
etkilesen bu iyon renkli azo {irliniinii olusturur ve absorbansi spektrofotometre ile
olgiiliir. Deneyde NO kaynagi olarak ise fizyolojik pH'da sulu ¢6zeltide bozunarak NO

tirettigi bilinen sodyum nitroprussit kullanilir (164).

Tez ¢alismamizda, numunelerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan kersetinin
farkli konsantrasyonlardaki sulu ¢ozeltileri hazirlanmis, 60 pl alinarak 96 kuyucuklu
plakalara ii¢ tekrarli olacak sekilde aktarilmistir. Uzerlerine PBS’de ¢oziilmiis olan, 60
ul 10 mM sodyum nitroprussit ilave edilmis ve oda sicakliginda, 1s1k altinda 150
dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kuyucuklara 120 ul Griess reaktifi (%1
siilfanilamit, %0, 1 naftiletilendiamin dihidroklorit, %2,5 fosforik asit, distile su ile 100
mL'ye tamamlanmistir) eklenmis, 10 dakika inkiibasyonun ardindan 577 nm’de

absorbanslar1 6lglilmiistiir (165).
NO radikali siipiiriicii etki asagidaki esitlik aracilig1 ile hesaplanmistir:
% Radikal Siipiiriicii Aktivite = [(Axsr -Anumune)/Aksr] X 100
e Siiperoksit (SO) Radikali Siipiiriicii Etkinlik

Stiperoksit anyonu (O2") zayif bir oksitleyici olmakla birlikte oksidatif stresi
indiikleyen giiglii reaktiflerin (H202, OH-, O2) prekiirsorii olmasi nedeniyle Snemlidir
(164). Tez calismasi kapsaminda alkalin DMSO yontemiyle SO radikali siipiiriicii
etkinlik arastirilmistir. Bu yontemde SO radikali enzimatik olmayan bir sistemde, hava
ile doyurulmus DMSQO'ya sodyum hidroksidin eklenmesiyle olusur. Meydana gelen
SO ¢ozeltide stabildir ve NBT (nitroblue tetrazolium)'yi formazan bilesigine indirger

(168). Yontemin esasi, antioksidan varliginda SO radikalinin siipiiriilmesi sonucu
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formazan bilesiginin olusumunun engellenmesi ile bu bilesigin 560 nm’deki

absorbansinin azalmasina dayanir.

Tez ¢alismamizda, 96 kuyucuklu plakalara 6nce NBT’nin DMSO ile
hazirlanmis 1 mg/mL ¢ozeltisinden 10 pl, ardindan numunelerin ve pozitif kontrol
olarak kullanilan askorbik asidin DMSO ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki
seyreltik ¢ozeltilerinden 30 ul eklenmistir. Daha sonra kuyucuklara 100 pl alkali
DMSO ilave edilmis ve 560 nm dalga boyunda absorbans dl¢iilmiistiir (165).

SO radikali siiptiriicii etki asagidaki esitlik araciligi ile hesaplanmistir:
% Radikal Stipiiriicti Aktivite = [(Axsr -Anumune)/Aksr | X 100
e Demir (III) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (FRAP)

FRAP yontemi ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksinin [Fe*3-(TPTZ),]*
asidik bir ortamda antioksidan bilesikler tarafindan indirgenerek yogun mavi renkli
ferroz kompleksini [Fe™-(TPTZ)2]*? olusturmasi ve bu kompleksin 593 nm’de

absorbans vermesi esasina dayanir (164).

Tez ¢alismamizda, numunelerin ve troloksun farkli konsantrasyonlardaki sulu
cozeltileri hazirlanmis, bu ¢ozeltilerden 15 pl alinarak 96 kuyucuklu plakalara 3
tekrarli olacak sekilde aktarilmistir. Uzerlerine 285 pl FRAP reaktifi [1 birim: 40 mM
HCl i¢inde ¢6ziinmiis 10 mM TPTZ, 1 birim: 20 mM FeCls.6H20, 10 birim: 300 mM
asetat tamponu (pH 3.6)] eklenmis, plakanin 37°C’de 30 dakikalik inkiibasyonunun
ardindan 593 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmustir. Troloksun absorbans-
konsantrasyon grafiginden elde edilen dogru denkleminden hareketle numunelere ait

sonuglar troloks esdegeri olarak verilmistir (169).
e Bakar (II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC)

CUPRAC  yontemi  Cu(Il)-neokuproin  (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)
kompleksinin antioksidan bilesikler tarafindan indirgenerek 450 nm dalga boyunda
maksimum absorbans veren Cu(l)-neokuproin kompleksini olusturmasi esasina

dayanir.

Tez ¢aligmamizda, 96 kuyucuklu plakalara 50 pl 10 mM CuCl2.2H:0, 50 pl
7,5 mM neokuproin ¢ozeltisi, 50 pl 1 M amonyum asetat tamponu (pH:7) eklenmistir.

Uzerlerine numunelerin  ve gallik asidin farkli konsantrasyonlardaki sulu
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cozeltilerinden 25 ul eklenmis, son olarak kuyucuklara 25 pl su ilave edilmistir.
Karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbanslar Olgiilmiistiir.
Gallik asidin absorbans-konsantrasyon grafiginden elde edilen dogru denkleminden

hareketle numunelere ait sonuglar gallik asit esdegeri olarak verilmistir (170).

3.2.2. Enzim Inhibisyon Tayini

Sulu etanol ekstresi, n-hekzan ile partisyon sonrasi elde edilen su ektresi ve ana
fraksiyonlar iizerinde a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyon tayini calismalari
yuritilmistiir. En yliksek a-glukozidaz inhibisyon etki gosteren fraksiyondan izole
edilen madde ve standart olan temin edilen salvianolik asit B maddesi (aktivite
calismalarinda kullanilabilecek saflikta elde edilemediginden) tizerinde a-glukozidaz

inhibisyon deneyi yiirtitiilmiistiir.
e a-Amilaz Enzim Inhibisyon Tayini

a-Amilaz enzim inhibisyon tayini i¢in uygulanan yontem dinitrosalisilik asit
(DNSA) metoduna dayanmaktadir. Bu metot, DNSA'nin indirgeyici sekerler
tarafindan, 540 nm'de 15181 giiclii bir sekilde absorbe eden koyu turuncu renkli 3-
amino-5-nitrosalisilik aside indirgenmesi esasina dayanir. Enzim substrati olarak
kullanilan nisastanin a-amilaz ile par¢alanmasi sonucu olusan indirgeyici sekerlerin
miktar1 renk siddeti ile dogru orantili iken; numunelerin enzim inhibisyonu aktivitesi
ile ters orantilidir (171-173).

Tez ¢alismamizda, numuneler ve pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozun
farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanmig, 100’er ul alinarak 24 kuyucuklu
plakalara aktarilmistir. Uzerlerine 20 mM pH 6.9 sodyum fosfat tamponunda
hazirlanmig 25 U/mL a-amilaz enzim soliisyonundan 100 pl eklenmis, 25°C’de 10
dakika inkiibe edilmistir. Ardindan tampon ile hazirlanmis %]1’lik nisasta
soliisyonundan 100 pl kuyucuklara eklenmis, 25°C’de 10 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Siire bitiminde 200 pul DNSA reaktifi kuyucuklara eklenmis, 100°C su
banyosunda 5 dakika inkiibe edilmistir. Plakanin oda sicakligina gelmesi beklenmis,
ardindan Orneklerden 50 pl alinarak 96 kuyucuklu plakalara aktarilmistir. Her
kuyucuga 200 pl distile su eklendikten sonra 540 nm’de absorbanslar Glgiilmiistiir
(174, 175).
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a-Amilaz enzim inhibisyonu aktivite asagidaki esitlik araciligi ile

hesaplanmaistir:
% Enzim Inhibisyonu Aktivite = [(Aksr - Anumune)/Axsr ] X 100
¢ a-Glukozidaz Enzim Inhibisyon Tayini

a-Glukozidaz enziminin substrat olarak kullanilan p-nitrofenil-a-D-
glukopiranozidi hidroliz ederek, 405 nm’de maksimum absorbans gdsteren sar1 renkli

p-nitrofenol bilesigini olusturmasi esasina dayanir.

96 kuyucuklu plakalara, énce 0,1 M pH 6.9 potasyum fosfat tamponunda
hazirlanmis 1 U/mL a-glukozidaz enzim soliisyonundan 10 pl, ardindan ayni
tampondan 50 pl eklenmistir. Uzerine numuneler ve pozitif kontrol olarak kullanilan
akarbozun farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerinden 20 pl eklenerek 37°C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. Substrat olarak kullanilan 3 mM p-nitrofenil-a-D-
glukopiranozit ¢ozeltisinden 20 ul kuyucuklara aktarilmig, 37°C’de 30 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Stire bitiminde 0,1 M sodyum karbonat ¢ozeltisinden 50 pl

eklenmesi ile reaksiyon durdurulmus ve 405 nm’de absorbanslar dl¢iilmiistiir (176).

a-Glukozidaz enzim inhibisyonu aktivite asagidaki esitlik araciligi ile

hesaplanmustir:
% Enzim Inhibisyonu Aktivite = [(Axsr - Anumune)/Axsr ] X 100

3.2.3. BDNF Protein Diizeyi ve Noroprotektif Etki Tayini

Sulu etanol ekstresi, n-hekzan ile partisyon sonrasi elde edilen su ektresi ve ana
fraksiyonlar iizerinde oncelikle in vitro sitotoksik etki tayini ¢alismalari, ardindan
BDNF protein diizeyi tayin ¢aligmalar yiriitiilmiistiir. BDNF artis1 en yiiksek olan
fraksiyondan madde izolasyonu gergeklestirilmistir. Tez kapsaminda izole edilen
maddeler ile daha onceki literatiirlerde bitkide varlig1 saptanan (38, 49) ve standart
olarak temin edilen iki major madde (apigenin 7-O-glukuronit, salvianolik asit B)
tizerinde SH-SYS5Y, insan noroblastoma hiicre hattinda, in vitro sitotoksik etki,

ndroprotektif etki ve BDNF diizeyi tayinleri yiiriitiilmiistiir.
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e In vitro Sitotoksik Etki Tayini

Sitotoksik etki tayini i¢cin Mosmann tarafindan gelistirilen MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir] testi bazi modifikasyonlar
yapilarak uygulanmistir (177, 178). Yontem, sar1 renkli tetrazolyum tuzu MTT nin
canlt hiicrelerde dehidrogenaz enzimleri tarafindan mor renkli formazan kristallerine
indirgenmesi esasina dayanir. Sadece canli hiicreler tarafindan gercgeklestirilebilen bu
reaksiyon sonucu olusan renk degisiminin spektrofotometrik olarak olgiilmesi ile

hiicre canlilig1 belirlenir.

Tez kapsaminda ekstre, fraksiyon ve saf maddelerin sitotoksik etki tayini
caligmalar1 SH-SYSY hiicre hatti lizerinde yliriitiilmiistiir. SH-SYSY hiicre hatt1 i¢in
%10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi igeren DMEM
High Glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) vasati kullanilmig, 37°C’de %95
nem, %5 CO: iceren ortamda inkiibasyonu sonucu ¢ogalan hiicrelerden 1x10°
hiicre/mL igeren hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyondan 100’er pl
alinarak 96 kuyucuk iceren plakalara aktarilmistir. 24 saatin ardindan sonra
kuyucuklardaki vasat aspire edilmis, yerine farkli konsantrasyonlardaki numuneleri
iceren vasattan 100’er pl kuyucuklara aktarilmistir. Her numune i¢in 3 tekrarli olacak
sekilde calisilmigtir. 48 saat inkiibasyon sonunda plakadaki kuyucuklara PBS
icerisinde hazirlanmis 5 mg/mL konsantrasyonda MTT soliisyonundan 10’ar ul
eklenmis, plaka dort saat siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan kuyucuklarda bulunan
vasat aspirasyonla uzaklastirilmis, 100’er ul DMSO kuyucuklara eklenmistir.
Ardindan 570 nm’de absorbanslar dl¢iilmiistiir. Hiicre canliligt (Anumune/ Aksr) X 100

formiiliiyle hesaplanmastir.
e Noroprotektif Etki Tayini

SH-SYSY hiicrelerinde H:02 (hidrojen peroksit) kaynakli olusan hasar
literatiirde norotoksisiteyi modellemek i¢in siklikla kullanilmaktadir (179). BDNF
protein diizeyi tayini ¢alismalarina ilave olarak, 6zellikle izole edilen maddelerin H20-
kaynakli noronal hiicre hasarina karsi olast noéroprotektif 6zelliklerini arastirmak

amaciyla deney ylriitilmustiir.

SH-SYS5Y  hiicre  hattindan  hazirlanan  hiicre  siispansiyonundan

(1x10° hiicre/mL) 100’er pl alinarak plakalara aktarilmis, 37°C°de %95 nem, %5 CO;
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iceren ortamda 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan kuyucuklardaki vasat aspire
edilmis, yerine farkli konsantrasyonlardaki numunelerle muamele edilmis H2O2 (500
uM) iceren vasattan 100’er pl kuyucuklara aktarilmistir. 24 saat stiren inkiibasyon
sonrasi plakadaki kuyucuklara PBS igerisinde hazirlanmis 5 mg/mL konsantrasyonda
MTT soliisyonundan 10’ar pl eklenmis, devaminda MTT deney protokolii

uygulanmuistir.
o BDNF Protein Diizeyi Tayini

SH-SYS5Y  hiicre  hattindan  hazirlanan  hiicre  siispansiyonundan
(1x10° hiicre/mL) 500’er pl alinarak 24 kuyucuklu plakalara aktariimis, 37°C’de %95
nem, %5 CO; igeren ortamda 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonra kuyucuklardaki
vasat aspire edilmis, yerine farkli konsantrasyonlardaki numuneleri igeren vasattan
500’er pl kuyucuklara aktarilmistir. Pozitif kontrol olarak desipramin (180), negatif
kontrol olarak numune igermeyen vasat kullanilmistir. 48 saat inkiibasyon sonrasi

protein izolasyonu i¢in hiicre lizis islemine gegilmistir.

Lizis islemleri buz akiisii {izerinde gerceklestirilmistir. Kuyucuklardaki vasat
aspire edilmis, PBS ile yikamanin ardindan RIPA (Radyoimmiinopresipitasyon) lizis
tampon sistemi kullanilarak hazirlanan lizis soliisyonundan 200’er pl kuyucuklara
aktarilmistir. Kuyucuklardaki parcalanan hiicreler hiicre kaziyici yardimiyla
toplanarak ayr1 ayr1 eppendorf tiiplere aktarilmistir. Ardindan eppendorf tiipler bes
saniye vorteks ile ¢alkalanmis, 10 dakika buzdolabinda (+4°C) bekletilmistir. Siire
sonunda yeniden vorteks ile ¢alkalama islemi uygulanmis ve buzdolabinda (+4°C) 10
dakika daha bekletilmistir. Sonrasinda tekrar vorteks ile ¢alkalama yapilmis ve
eppendorf tiipler 0°C’de 14000 xg'de 30 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi slipernatantlar yeni eppendorf tiiplere aktarilmis ve total protein miktar tayini

islemine kadar buzdolabinda saklanmustir.

Orneklerin total protein miktari Siipernatantlar kullanilarak “Pierce™ BCA
Protein Assay Kit” mikroplaka prosediirii ile belirlenmistir. Kitin ¢alisma esasi
bikinkoninik asit yontemine dayalidir. Kitin igerisinde yer alan 2 mg/mL
konsantrasyonda albiimin standardindan 25-2000 pg/mL konsantrasyon araliginda
standart Ornekleri hazirlanmistir. Ardindan alblimin standartlar1 ve numunelerden

10’ar pl alinarak 96 kuyucuklu plakalara ii¢ tekrarl olacak sekilde aktarilmistir. Kitin
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icerisinde bulunan A ve B soliisyonunun 50:1 oranda karigtiritlmasi ile hazirlanan
calisma soliisyonundan 200’er upl alinarak kuyucuklara eklenmistir. 30 saniye
mikroplaka calkalayicida bekletildikten sonra, plaka 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Siire sonunda plaka folyoya sarilmis ve oda sicakligina gelmesi beklenmis,
ardindan 562 nm’de absorbanslar Sl¢tilmistiir. Farkli konsantrasyonlardaki albiimin
standardinin absorbans-konsantrasyon grafiginden elde edilen dogru denkleminden
hareketle o6rneklerin total protein miktarlar1 hesaplanmistir. Orneklerin BDNF
diizeyini belirlemek i¢in kit uygulamasina gegmeden dnce BDNF kitinin ¢alisma
araligina uygun olacak sekilde Orneklerin normalizasyonu ve diliisyonu

gerceklestirilmistir.

Orneklerin BDNF diizeyi sandvi¢ ELISA yontemini igeren “Human BDNF
ELISA Kit PicoKine®” ile tespit edilmistir. Diliisyonlar1 yapilmis hiicre kiiltiirii

siipernatantlar1 kullanilarak kit protokolii asagidaki sekilde uygulanmistir:

- BDNF’ye spesifik antikor (yakalama antikoru) ile kapli olan 96 kuyucuklu
plakaya farkli konsantrasyonlardaki BDNF standartlarindan ve 6rneklerden
100’er ul eklenmis, mikroplaka bant ile kapatilarak 37°C’de 90 dakika
inkiibe edilmistir.

- Mikroplaka igerigi dokiilerek uzaklastirilmig, kalan siviyr kurutmak igin
mikroplaka havlu kagit {izerine ters ¢evrilerek hafifce vurulmus,
mikroplakanin tamamen kuru kalmamasina dikkat edilmistir.

- Biyotinlenmis deteksiyon antikoru c¢alisma soliisyonundan 100’er pl
kuyucuklara eklenmis, mikroplaka bant ile kapatilarak 37°C’de 60 dakika
inkiibe edilmistir.

- Mikroplaka igerigi dokiilerek uzaklastirilmig, dnceki adimda oldugu gibi
kurulama islemi uygulanmistir. 300’er pl yikama tamponu kuyucuklara
eklenmis, bir dakika beklenerek yikama tamponu uzaklastirilmis, kurulama
islemi yapilmistir. Yikama islemi 3 kez tekrarlanmustir.

- Avidin-biotin-peroksidaz kompleksi ¢alisma soliisyonundan 100’er pl
kuyucuklara eklenmis, mikroplaka bant ile kapatilarak 37°C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir.

- Mikroplaka igerigi dokiilerek uzaklastirilmis, 6nceki adimlarda oldugu gibi

kurulama iglemi uygulanmistir. 300’er pl yikama tamponu kuyucuklara



89

eklenmis, bir dakika beklenerek yikama tamponu uzaklastirilmis, kurulama
islemi yapilmistir. Yikama islemi 5 kez tekrarlanmustir.
- Substrat reaktifi (TMB)’nden 90 ul kuyucuklara aktarilmig, mikroplaka
bant ile kapatilmais, 1s1ktan korunarak 37°C’de 25 dakika inkiibe edilmistir.
- Kuyucuklara 100 pl durdurma soliisyonu eklenmis, sar1t renk olusumu

gozlenmistir. Absorbans 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.

Farkli konsantrasyonlardaki BDNF standardinin absorbans-konsantrasyon
grafiginden elde edilen dogru denkleminden hareketle 6rneklerin BDNF diizeyleri
hesaplanmigtir. Orneklerin BDNF diizeyi negatif kontrole gére (numune icermeyen

vasat) “% Artig” olarak verilmistir (181).

Aktivite deneyleri en az 3 tekrarlh (n=3) sekilde gerc¢eklestirilmistir.
Istatistiksel analizler icin GraphPad Prism 9.0.2 programi kullanilmustir. Gruplar
arasindaki farkliliklar Tek Yonlii (One-WAY) Varyans Analizi (ANOVA) ve ardindan
coklu karsilagtirmalar i¢in Dunnett testi kullanilarak 6l¢iilmiis, 0,05 veya daha kiigiik

p degerleri anlamli1 olarak kabul edilmistir (* p<0,05; ** p<0,001; ***p<0,0001).

Elde edilen veriler Microsoft Excel 2019 ve GraphPad Prism 9.0.2 programlar1

kullanilarak gorsellestirilmistir.
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3.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler, Aletler ve Cihazlar

Adsorbanlar: Kolon kromatografisi ¢alismalarinda adsorban olarak poliamit
(Polyamide 6, Fluka, 50-160 pum), normal faz silikajel (Kieselgel 60, 0,063-0,2 mm,
Merck 7734), ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 40-63 um, Merck) ve sefadeks
(Sephadex LH-20, Sigma) dolgu materyalleri kullanilmistir. Ince tabaka
kromatografisi ¢aligmalarinda normal faz silika jel ile kaplanmis hazir aliiminyum
plaklar (Kieselgel 60 F254, 0,2 mm, Merck 5554) ve ters faz silika jel ile kaplanmis
hazir aliiminyum plaklar (RP-18, 0,2 mm, Merck 5559) kullanilmistir. Preparatif ince
tabaka kromatografisi ¢alismalarinda normal faz silika jel ile kaplanmis hazir cam

plaklar (Kieselgel 60 F254, Merck 5744) kullanilmistir.

Solvanlar: n-hekzan, diklorometan, etanol, etil asetat, metanol, kloroform, t-

butanol, n-butanol, siilfiirik asit, formik asit, asetik asit, (Sigma, Merck, Carlo Erba)

Kati Maddeler, Kitler: Vanilin (Merck), gallik asit (Sigma-Aldrich), askorbik
asit (Sigma-Aldrich), troloks (Acros Organics, Denmark), apigenin-7-O-glukuronit
(Sigma-Aldrich), salvianolik asit B (Sigma-Aldrich), MTT (VWR Life Science),
Dulbecco's Modified Eagle's Medium- high glucose (DMEM) (Sigma-Aldrich, UK),
penisilin/Streptomisin (Wisent, Canada), Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, USA),
Tripsin/EDTA (Wisent, Canada), Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS)
(Sigma-Aldrich, UK), hidrojen peroksit 30% (Perhydrol™) for analysis EMSURE
ISO (Merck), RIPA Lysis Buffer System (sc-24948A, Santa Cruz Biotechnology),
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA), Human BDNF ELISA Kit
PicoKine®  (Boster Biological Technology, USA), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(Sigma-Aldrich), siilfanilamit (Sigma-Aldrich, China), sodyum nitroprussit dihidrat
(Merck, India), neokuproin (Sigma-Aldrich, China), Folin-Ciocalteu reaktifi (Merck,
Germany), 3,5-dinitrosalisilik asit (Sigma-Aldrich, China), 2,4,6-tripiridil-s-triazin
(Sigma-Aldrich, Switzerland), potasyum ferrisiyanit (Carlo Erba), N-(1-
naftil)etilendiamin dihidroklorit (Sigma-Aldrich), CuCI2.2H20 (Carlo Erba, France),
amonyum asetat (Merck, Germany), nitroblue tetrazolium (Sigma-Aldrich), potasyum
fosfat monobazik (Sigma-Aldrich), akarboz (Cayman, USA), p-nitrofenil-a-D-
glukopiranozit (Sigma-Aldrich, Switzerland), a-amilaz enzimi (Sigma-Aldrich), ao-

glukozidaz enzimi (Sigma-Aldrich).



Aletler ve Cihazlar

CO: inkiibatorii: Sanyo MCO-18AIC
Derin dondurucu: Argelik

Distile su cihazi: Milli-Q Direct-Q 3UV
Etiiv: Elektro Mag M 5040

Fraksiyon toplayici: Dionex Foxy Jr
Hassas terazi: Denver Instrument-S1-234, Shimadzu AUW?220D
Inverted mikroskop: Leica
Kromatografi tanki: CAMAG

Laminar flow kabini: Teknomar-Chemocell LRCX-UV
Liyofilizator: Christ Alpha 1-2 LDplus
Mikroplaka okuyucu: Bio-Tek, pQuant
Otoklav: Autoclave HS 9041

Otomatik pipetler: Gilson, Eppendorf
pH metre: Mettler Toledo MA235
Plaka 1sitici: CAMAG

Rotavapor: Biichi R-200, Biichi R-210
Santrifiij: KuBoTA-3500

Su banyosu: Major Science-SWB 10L-1
Ultrasonik banyo: Transsonic 570

UV lambasi: CAMAG

Vakum pompasi: Millipore

Vorteks: Isolab
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4. BULGULAR
4.1. Fitokimyasal Bulgular

4.1.1. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayinleri

LUTEOLIN 7-O-8-D-GLUKOPIRANOZIT (LS-D1)

C21H20011

Molekiil Agirhigi: 448.38 g/mol

ESI-MS (m/z) 447 [M-H]
Tablo 4.1
IH NMR
Sekil 4.1

HSQC Sekil 4.2
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LS-D1 bilesigi sar1 renkli amorf bir toz olarak izole edilmistir. ITK analizinde
vanilin/H2SO4 piiskiirtiildiikten sonra plagin 105°C’de 1sitilmasi ile LS-D1 bilesiginin
kromatogramda sar1 renk vermesi bilesigin flavonoit yapida olabilecegini

diistindiirmiistir.

ESI kiitle spektrumunda m/z 447'de gdzlenen [M-H] iyon piki, bilesigin ‘H
NMR ve HSQC spektrumlari literatiir verileri ile birlikte degerlendirilmis ve bilesigin

kapali formiilii C21H20011 olarak bulunmustur.

'H NMR spektrumunda (Tablo 4.1, Sekil 4.1) 5 6,88 (d, J=8,3 Hz, H-5"), 7,37
(gs, H-2') ve 7,39 (H-6") ppm’de goriilen flavonoitin B halkasina ait 3 adet proton
sinyali; o1 6,47 (gs, H-6) ve 6,76 (gs, H-8) ppm’de genis singlet seklinde goriilen A
halkasindaki 2 adet proton sinyali; 6H 6,56 (S, H-3) ppm’de singlet seklinde gozlenen
C halkasinda bulunan proton sinyali ile birlikte degerlendirildiginde bilesigin flavon
yapisinda oldugu belirlenmistir (182). tH NMR ve HSQC spektrumlarinda (Sekil 4.2)
OH 5,05 ve oc 100,06 ppm’de goriilen anomerik proton ve karbon sinyalleri ile on 3,41-
3,91 ppm arasinda gozlenen diger 0z sinyalleri bilesigin oz iinitesi tasidigini

gostermistir.

B halkasinda gozlenen H-2', H-5' ve H-6' proton sinyalleri ve A halkasinda
meta etkilesim olarak genis singlet seklinde gozlenen H-6 ve H-8 sinyalleri, HSQC
spektrumlarinda protonlara karsilik gelen karbon sinyalleri ile birlikte yapinin
3',4',5,7-tetrahidroksiflavon seklinde oldugunu ortaya koymustur (183). Elde edilen
bulgular aglikonun literatiirde yer alan luteolin verileri ile uyumlu oldugunu
gostermistir (180, 184, 185). Ancak luteolin ile kiyaslandiginda LS-D1 bilesiginde H-
6 ve H-8 proton sinyallerinin daha asagi alanda goézlenmis olmasi luteoline 7.

konumdaki hidroksil grubu iizerinden oz iinitesinin baglandigini diisiindirmiistiir

(186).

Anomerik proton sinyalinin dn 5,05 ppm’de dublet olarak goézlenmesi,
kenetlenme sabitinin 6,7 Hz olmasi; oz {initesinin hidroksimetil grubuna ait on 3,72 ve
3,91 ile 6c 60,80 ppm’de belirlenen sinyaller; on 3,41-3,54 ppm arasinda gozlenen
diger dort oz proton sinyalleri yapida  formunda bir glukoz bulundugunu géstermistir
(183).
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Sonu¢ olarak H NMR ve HSQC spektrumlar1 yardmm ile, literatiir
bulgularindan da yararlanilarak (180, 186, 187) ve sahit madde ile ITK analizinde
karsilastirildiginda LS-D1 bilesiginin yapisi luteolin 7-O-g-D-glukopiranozit olarak
aydmlatilmistir.

Tablo 4.1. Luteolin 7-O-p-D-glukopiranozit (LS-D1) bilesiginin NMR spektroskopisi
degerleri (CD3OD, 3C: 150 MHz, H: 600 MHz).

C/H DEPT dc (ppm) du (ppm), J (Hz)
Aglikon

3 CH 102,52 6,56 s

6 CH 99,68 6,47 gs

8 CH 94,55 6,76 gs

2' CH 112,63 7,37 gs

5 CH 115,44 6,88 d (8,3)

6' CH 119,04 7,397

Glukoz

1" CH 100,06 5,05d (6,7)

2" CH 73,26 3,49 m

3" CH 76,55 3,52-3,54 m

4" CH 69,76 3,41m

5" CH 76,75 3,52-3,54 m

6" CH: 60,80 3,72 dd (12,0/5,6)

3,91 gd (12,0)

“BC NMR spektrumunda pikler ¢ikmadigi igin katerner karbonlara ait degerler
verilememistir.

T Sinyal girisimleri nedeniyle J degeri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.1. Luteolin 7-O-$-D-glukopiranozit’in (LS-D1) *H NMR spektrumu (CDs0D, 600 MHz).
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Sekil 4.2. Luteolin 7-O-4-D-glukopiranozit’in (LS-D1) 2D *H, B*C-heteroniikleer korelasyonlu (yakin mesafe) NMR spektrumu (HSQC).
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ROZMARINIK ASIT (LS-D2)

C18H160s8

Molekiil Agirhigi: 360.3 g/mol

ESI-MS (m/z) 359 [M-H]

Tablo 4.2
IH NMR

Sekil 4.3
13C NMR ve Tablo 4.2
DEPT Sekil 4.4
COSY Sekil 4.5
HSQC Sekil 4.6

HMBC Sekil 4.7
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LS-D2 bilesigi krem renkli amorf bir toz olarak izole edilmistir. Silikajel plak
iizerinde yapilan ITK analizinde revelatdr olarak vanilin/H>SO4 piiskiirtiilmiis, plagin
105°C’de sitilmast ile LS-D2 bilesigi kromatogramda zamanla solan pembe bir renk

vermistir.

ESI kiitle spektrumunda m/z 359'da gdzlenen [M-H] iyon piki, bilesigin *C
NMR spektrumundaki 18 karbon sinyali, ‘H NMR ve 2D NMR spektrumlar1 ile

birlikte degerlendirilmis ve bilesigin kapali formiilii C1sH160s olarak bulunmustur.

LS-D2 bilesiginin *H NMR spektrumunda (Tablo 4.2, Sekil 4.3) $H 6,52-7,07
ppm arasinda yer alan 6 adet proton sinyali (H-2, H-5, H-6, H-2', H-5', H-6") bilesigin
2 adet 1,3,4-tristibstitiie fenil halkas1 tagidigini diistindiirmistiir. AB sistem seklinde 2
olefinik proton sinyali 6H 6,22 (d, J=15,8 Hz, H-8) ve 7,41 (d, J=15,8 Hz, H-7) ppm’de
goriilmistir. HSQC spektrumundan (Sekil 4.6) olefinik protonlarin karbon
sinyallerinin 8C 114,67 ve 14537’da oldugu goriilmiistiir. Olefinik protonlarin
kenetlenme sabiti degerleri (J = 15,8 Hz), HMBC spektrumunda (Sekil 4.7) olefinik
protonlar ile uzak mesafe etkilesmeleri gozlenen 6C 166,65 ppm’de goriilen ester
karbon sinyali (C-9), 1,3,4-tristibstitiic fenil halkasinin proton sinyalleri ile birlikte

degerlendirildiginde yapida trans-kafeik asit bulunduguna isaret etmistir.

'H NMR spektrumunda genis dublet olarak SH 4,94 ppm’de metin proton
sinyali (H-8") ve COSY spektrumu (Sekil 4.5) yardimiyla komsulugunda oldugu
saptanan esdeger olmayan 6H 3,03 (d), 2,81 (m) metilen protonlar1 (H-7") gézlenmistir.
HSQC spektrumundan bu protonlarin karbon sinyalleri sirasiyla 6C 75,33 (C-8') ve
37,27 (C-7") ppm olarak belirlenmistir. Belirtilen protonlarin karbon sinyalleri, DEPT
spektrumundaki (Sekil 4.4) 6C 37,27 (C-7") sinyalinin CH> grubunu gostermesi, 1,3,4-
tristibstitiie fenil halkasinin proton sinyalleri, H-2' ve H-6'" protonlarinin C-7' karbonu
ile uzak mesafe etkilesmeleri ile C 172,92 ppm’de goriilen karboksilat anyonu trans-
kafeik asitle birlikte yapida 3,4-dihidroksifenillaktik asit oldugu sonucuna ulasilmasini

saglamigtir.

LS-D2 bilesiginin COSY spektrumunda 6H 3,03 (H-7'b) ile 6H 2,81(H-7'a)
arasinda; 6H 4,94 (H-8') ile 6H 3,03 (H-7'b) ve 6H 2,81(H-7'a) arasinda; 6H 7,41 (H-
7) ile 0H 6,22 (H-8) spin sistemleri saptanmistir. Bilesigin HMBC spektrumunda

gortilen, 8' konumunda yer alan protonun C-9 konumundaki karbon ile uzak mesafe
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etkilesmesi trans-kafeik asidin 3,4-dihidroksifenillaktik asit ile 8 konumundan

baglandigini dogrulamistir.

Sonug olarak LS-D2 bilesiginin yapisi, 1D ve 2D (COSY, HMQC, HMBC)
NMR spektrumlari yardimu ile, literatiir bulgulari ile karsilagtirilmasiyla (188, 189) ve
sahit madde ile ITK analizi sonucunda rozmarinik asit (a-O-kafeoil-3,4-

dihidroksifenillaktik asit) olarak aydmlatilmistir.



100

Tablo 4.2. Rozmarinik Asit (LS-D2) bilesiginin NMR spektroskopisi degerleri
(DMSO-d6, 3C: 125 MHz H: 500 MHz)

MBC
C/H DEPT dc (ppm) on (ppm), J (H2) HoO)
1 C 125,88
2 CH 115,42 7,07 gs C-4,C-6, C-7
3 C 146,24
4 C 149,08
5 CH 116,40 6,77 d (8,0) C-1,C-2,C-3
6 CH 121,65 6,97 d (8,0) C-2,C-4,C-7
7 CH 145,37 7,41d (15,8) C-2,C-6,C-9
8 CH 114,67 6,22 d (15,8) C-1,C-9
9 C=0 166,65
1 C 129,44
2' CH 117,11 6,69 gs Cc-4', C-6', C-T'
3 C 145,37
4 C 144,18
5 CH 115,89 6,63 d (7,8) c-1,C-3
6' CH 120,28 6,52 d (7,8) c-2,c-4, C-1
3,03d(12,3)
7 CH> 37,27
2,811 (12,3)
8' CH 75,33 4,94 gd (7,5) C-9
9 C=0 172,92
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Sekil 4.3. Rozmarinik Asit’in (LS-D2) *H NMR spektrumu (DMSO-d6, 500 MHz)
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Sekil 4.4. Rozmarinik Asit’in (LS-D2) DEPT-135 ve 3C NMR spektrumlar1 (DMSO-
d6, 125 MHz).
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Sekil 4.5. Rozmarinik Asit’in (LS-D2) 2D 'H, 'H-homoniikleer korelasyonlu

spektrumu (COSY).
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Sekil 4.6. Rozmarinik Asit’in (LS-D2) 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu (yakin mesafe) NMR spektrumu (HSQC).
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Sekil 4.7. Rozmarinik Asit’in (LS-D2) 2D H, **C-heteroniikleer korelasyonlu (uzak mesafe) spektrumu (HMBC).
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ERIODIKTiYOL (LS-D3)

C15H1206

Molekiil Agirhig:: 288.26 g/mol

ESI-MS (m/2) 287 [M-HT

Tablo 4.3
IH NMR

Sekil 4.8
13C NMR ve Tablo 4.3
DEPT Sekil 4.9
COSY Sekil 4.10
HSQC Sekil 4.11

HMBC Sekil 4.12
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LS-D3 bilesigi amorf bir toz olarak izole edilmistir. Bilesigin ITK analizinde
revelatdr olarak vanilin/H2SOs puskiirtiilmesinin ardindan parlak sar1 renk, plagin
105°C’de 1sitilmasiyla ise turuncu-kahverengi renk vermesi flavonoit yapida

olabilecegini diisiindiirmiistir.

ESI kiitle spektrumunda m/z 287°de gozlenen [M-H] iyon piki, bilesigin *C
NMR spektrumundaki 15 karbon sinyali, ‘H NMR ve 2D NMR spektrumlar ile

birlikte degerlendirilmis ve bilesigin kapali formiilii C1sH120¢ olarak bulunmustur.

'H NMR spektrumunda (Tablo 4.3, Sekil 4.8) 51 6,68 (gs, H-5', H-6') ve 6,81
(gs, H-2") ppm’de goriilen flavonoitin B halkasi proton sinyalleri; 61 5,77 (d, J=2 Hz,
H-6) ve 5,79 (d, J=2 Hz, H-8) ppm’de goriilen A halkasi proton sinyalleri; 6H 5,17
ppm’de dd (J=12,8/3 Hz) olarak goriilen metin proton sinyali (H-2) ve COSY
spektrumu (Sekil 4.10) yardimiyla komsulugunda oldugu saptanan esdeger olmayan
oH 2,58 (dd, J=17,1/3 Hz, H-3y) ve 2,96 (dd, J=17,1/12,8 Hz, H-3,) metilen protonlar1
(H-3) sinyalleri seklinde gozlenen C halkasi proton sinyalleri birlikte
degerlendirildiginde bilesigin flavanon iskeleti tasidigi belirlenmistir (182). 3C NMR
spektrumunda (Tablo 4.3, Sekil 4.9) A ve B halkasmin 6C 94,79- 167,12 ppm arasinda
gozlenen 12 karbon sinyali ile *C NMR ve DEPT135 spektrumunda (Sekil 4.9) C
halkasinin 6C 42,71 ppm’de goriilen metilen grubu (C-3), dC 79,06 ppm’de goriilen
metin sinyali (C-2), 6C 196,35 ppm’de yer alan karbonil grubu (C-4) yakin ve uzak
proton etkilesimlerini gésteren 2D NMR spektrumlari ile birlikte degerlendirildiginde
yapmin flavanon oldugu dogrulanmustir (190).Yakin zamanda Chepkirui ve ark.
tarafindan yayinlanan makalede (191) *H NMR ve *C NMR spektrumlarinda benzer
sinyaller gosteren flavanon ve g-hidroksidihidrokalkon yapilari kiyaslandiginda, LS-

D3 bilesiginin flavanon degerlerine uygunluk gosterdigi saptanmustir.

Meta etkilesim gosteren H-6 (6H 5,77 ppm) ve H-8 (6H 5,79 ppm) proton
sinyallerinin C halkasinda bulunan karbonil grubu (C-4) ile uzak proton etkilesimleri
HMBC spektrumunda (Sekil 4.12) gozlenmis olup flavonoitin A halkasinda yer
aldiklar1 belirlenmistir, literatiirle uyumlu sekilde flavanon yapisindan dolay1 karsilik
gelen flavona gore daha yiiksek alanda sinyal gostermislerdir (182). Bu protonlarin
diger uzak mesafe etkilesimleri olan C-5 (8C 164,06 ppm) ve C-7 (6C 167,12 ppm)

karbon sinyallerinin diigiik alana kaymis olmas1 nedeniyle A halkasinin 5,7-disiibstitiie
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yapida oldugu diisiiniilmiistiir. *H NMR spektrumunda geriye kalan 3 proton sinyali
oH 6,81 (gs, H-2") ve 6,68 (gs, H-5/H-6") ppm’de 2 pik vermis olup bu durum 3',4'-
disiibstitiie flavanon literatiir verisi ile de uyumludur (182). Bilesigin HMBC
spektrumunda, 2 konumunda yer alan protonun C-1', C-2' ve C-6' konumlarindaki
karbonlar ile uzak mesafe etkilesmesi de C halkasinin B halkasina 2 numarali

konumdan baglandigini gostermistir.

Sonug olarak B halkasinda gozlenen H-2', H-5' ve H-6' proton sinyalleri ve A
halkasinda meta etkilesim olarak dublet seklinde gozlenen H-6 ve H-8 sinyalleri,
HSQC spektrumlarinda (Sekil 4.11) protonlara karsilik gelen karbon sinyalleri ile
birlikte yapmin 3',4',5,7-tetrahidroksiflavanon seklinde oldugunu ortaya koymustur.
Elde edilen bulgular aglikonun literatiirde yer alan eriodiktiyol verileri ile uyumlu
oldugunu gostermis (192-195), LS-D3 bilesiginin yapis1 1D ve 2D (COSY, HMQC,
HMBC) NMR spektrumlari yardimi, literatiir bulgulari ile karsilastirilmasi sonucunda

eriodiktiyol olarak aydinlatilmistir.
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Tablo 4.3. Eriodiktiyol (LS-D3) bilesiginin NMR spektroskopisi degerleri (CD3OD,

13C: 125 MHz H: 500 MHz).

C/H DEPT 8c (ppm) 8 (ppm), J (H2) g{'\fg

2 CH 79,06 517dd (12830)  4,9,1,2,6
N
4 c 196,35

5 c 164,06

6 CH 95,64 577 d (2,0) 4,5,7,8, 10
7 c 167,12

8 CH 94,79 579.d (2,0) 4,6,7,9,10
9 c 163,45

10 c 101,88

1 c 130,35

2 CH 113,28 6,81 gs 2,3,4,6

3 c 145,48

4 c 145,10

5 CH 114,81 6,68 gs 13,4

6 CH 117,85 6,68 gs 2,1,2,4
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Sekil 4.8. Eriodiktiyol (LS-D3)’iin *H NMR spektrumu (CDsOD, 500 MHz).
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Sekil 4.9. Eriodiktiyol (LS-D3)’iin DEPT-135 ve 1*C NMR spektrumlari (CD30D, 125
MHz).
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Sekil 4.10. Eriodiktiyol (LS-D3)’iin 2D *H, H-homoniikleer korelasyonlu spektrumu
(COSY).
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Sekil 4.11. Eriodiktiyol (LS-D3)’iin 2D *H, 3C-heteroniikleer korelasyonlu (yakin mesafe) NMR spektrumu (HSQC).
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Sekil 4.12. Eriodiktiyol (LS-D3)’iin 2D H, 3C-heteroniikleer korelasyonlu (uzak mesafe) spektrumu (HMBC).
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1-NONADEKEN (LS-D4)

3 5 7 9 1 13 15 17 19
CioH3s
Molekiil Agirligi: 266.5 g/mol
ESI-MS (m/z) 265 [M-H]
Tablo 4.4
IH NMR
Sekil 4.13
13C NMR ve Tablo 4.4
DEPT Sekil 4.14
COoSsY Sekil 4.15
HSQC Sekil 4.16
HMBC Sekil 4.17
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LS-D4 bilesigi renksiz bir madde olarak izole edilmistir. Silikajel plak tizerinde
yapilan ITK analizinde revelatr olarak vanilin/H2SOa piiskiirtiilmiis, plagin 105°C’de

1sitilmasi ile LS-D4 bilesigi kromatogramda mor renk vermistir.

ESI kiitle spektrumunda m/z 265'de gozlenen [M-H] iyon piki, bilesigin ‘H
NMR, BC NMR ve 2D NMR spektrumlari ile birlikte degerlendirilmis ve bilesigin

kapal1 formiilii C19H3s olarak bulunmustur.

'H NMR spektrumunda (Tablo 4.4, Sekil 4.13) yiiksek alanda SH 1,24-1,36
ppm araliginda gozlenen 15H degerinde proton sinyali (H4-H18) yapida bir alifatik
hidrokarbon zinciri bulundugunu diisiindiirmiistiir. HSQC ve DEPT spektrumlari
(Sekil 4.16, Sekil 4.14) yardimiyla, protonlara karsilik gelen karbonlarin 6C 22,67-
31,90 ppm araliginda sinyal veren metilen karbonlar1 (C4-C18) oldugunun goriilmesi

yapiy1 dogrulamistir.

'H NMR spektrumunda §H 4,91 ve 4,98 ppm’de goriilen protonlarin bagl
oldugu karbon rezonanst HSQC spektrumundan 6C 114,03 ppm olarak belirlenmis,
DEPT spektrumundan metilen yapisinda oldugu anlagilmistir. COSY spektrumu (Sekil
4.15) yardimiyla bu protonlarin komsulugunda oldugu gozlenen 6H 5,80 ppm proton
sinyali, karsilik gelen HSQC ve DEPT spektrumlari ile degerlendirilmis, 6C 139,26
ppm’de sinyal veren bir metin karbonuna baglh oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu
veriler birlikte degerlendirildiginde yapida cifte bag bulundugu, 6C 114,03 ppm’de
goriilen karbonun (C-1) metilen yapisinda olmasi nedeniyle ¢ifte bagin terminal

konumda oldugu diigtiniilmistiir.

LS-D4 bilesiginin COSY spektrumunda 6H 5,80 (H-2) ile 6H 2,02 (H-3) ve oH
2,02 (H-3) ile 8H 1,36 (H-4) arasinda spin sistemleri saptanmis, 6H 2,02 ppm sinyali

3 numaral protona, dH 1,36 ppm sinyali 4 numarali protona atfedilmistir.

Bilesigin DEPT spektrumunda goriilen tek metil karbonu 8C 14,09 ppm’de
sinyal vermistir, HSQC spektrumunda karsilik gelen proton sinyali 8H 0,87 ppm’dir.
OH 0,87 ppm sinyali diger terminal ugta bulunan 19 numarali protona, komsulugunda
oldugu COSY spektrumu ile belirlenen 1,27 ppm sinyali de 18 numarali protona

atfedilmistir.
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1D ve 2D (COSY, HSQC, HMBC) NMR spektrumlar1 degerlendirildiginde
LS-D4 bilesiginin doymamis alifatik hidrokarbon yapisinda oldugu belirlenmis,
literatiir bulgular1 ile karsilastirilmasi (196-198) sonucunda bilesigin yapist 1-
nonadeken olarak aydmlatilmistir.

Tablo 4.4. 1-Nonadeken (LS-D4) bilesiginin NMR spektroskopisi degerleri (CDCls,
13C: 150 MHz, *H: 600 MHz).

C/H DEPT dc (ppm) ox (ppm), J (Hz)  HMBC (H—C)
491 m 3
1 CH, 114,03
4,98 m 3
2 CH 139,26 5,80 m 3
3 CH; 33,80 2,02m 1,24
4 CH; 28,93 1,36 2,3
5-16 CH, 28,93-29,68 1,24-1,38"
17 CH, 31,90 1,24
18 CH, 22,67 1,27 17, 19
19 CHs 14,09 0,87t 17, 18

"Sinyal girisimleri nedeniyle karbonlara ait degerler belirlenememistir.
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Sekil 4.13. 1-Nonadeken (LS-D4)’in *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).
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Sekil 4.14. 1-Nonadeken (LS-D4)’in DEPT ve *C NMR spektrumlar1 (CDCls, 150

MHz).
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Sekil 4.15. 1-Nonadeken (LS-D4)’in 2D 'H, H-homoniikleer korelasyonlu spektrumu
(COSY).



80

90

100

110

120

~130

19
2 b la
e, A
19 ¢

18 n
4
5-16 — 7
3

g

°

g

g

H

3

i

B

!

14 00 }

2 4 L] L] o 12 14 18 18

N e e f

1 = 3 5 7 s 1 3 15 17 " ]
2 4

T T T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Sekil 4.16. 1-Nonadeken (LS-D4)’in 2D H, $3C-heteroniikleer korelasyonlu (yakin mesafe) NMR spektrumu (HSQC).

121



122

19
18

ﬂl
-~
-1@
.o ».-4;.non$oqg:-=
o HAPFTO
8

100

110

r120

130

150

6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 20 15 10 0.5

Sekil 4.17. 1-Nonadeken (LS-D4)’in 2D H, $3C-heteroniikleer korelasyonlu (uzak mesafe) spektrumu (HMBC).
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URSOLIK ASIT (LS-E1)

I RS

29

NI

HO

Cs0H1s03
Molekiil Agirligi: 456.7 g/mol

ESI-MS (m/z) 455 [M-H]
Tablo 4.5

'H NMR
Sekil 4.18
Tablo 4.5

13C NMR
Sekil 4.19
COSsY Sekil 4.20
HSQC Sekil 4.21

HMBC Sekil 4.22
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LS-E1 bilesigi beyaz renkli amorf bir toz olarak izole edilmistir. Silikajel plak
iizerinde yapilan ITK analizinde revelator olarak vanilin/H,SO4 piiskiirtiilmiis, plagin
105°C’de 1sitilmasi ile LS-E1 bilesigi kromatogramda terpen yapida olabilecegine

isaret eden pembe-mor renk vermistir.

ESI kiitle spektrumunda m/z 455'de gdzlenen [M-H]" iyon piki, bilesigin H
NMR, C NMR ve 2D NMR spektrumlari ile birlikte degerlendirilmis ve bilesigin
kapali formiilii C3oH4sO3 olarak bulunmustur. LS-E1 bilesiginin ITK profili ve 'H
NMR, ¥C NMR, 2D NMR spektrumlarinda yiiksek alanda yogun olarak goriilen
sinyal ve spin sistemleri, bilesigin Lavandula tiirlerinde yaygin olarak goriilen

triterpen yapisinda olabilecegini diistindiirmiistiir.

'H NMR spektrumunda (Tablo 4.5, Sekil 4.18) 8H 3,17 ppm’de (H-3) gériilen
proton sinyali hidroksil komsulugunu, 6H 5,24 ppm’de (H-12) goriilen proton sinyali
olefinik proton varligimi gostermistir. HSQC spektrumundan (Sekil 4.21) olefinik
protonun karbon sinyali §C 125,49 ppm olarak belirlenmistir. 3C NMR spektrumunda
(Tablo 4.5, Sekil 4.19) diisiik alanda gozlenen diger sinyal SC 138,25 ppm’dir. 13C
NMR spektrumunda 6C 125 ve 138 ppm’de goriilen sinyaller ursan tipi triterpenlerde
C-12/C-13 gift bag1 igin karakteristik olup (199, 200), 6C 125,49 ppm sinyali 12
numarali, 6C 138,25 ppm sinyali 13 numarali karbona atfedilmistir. Ursan yapisini
dogrulayan diger sinyaller dH 2,22 ppm’de goriilen 18 numarali proton ve HSQC
spektrumunda karsilik gelen 8C 52,81 ppm karbon sinyalidir (199, 201). 'H NMR
spektrumunda 6H 0,79-1,13 ppm arasinda singlet olarak gézlenen 5 metil sinyali, dH
0,89 (H-29) ve 6H 0,96 ppm’de (H-30) dublet olarak gbzlenen 2 metil sinyali de ursan
iskeletini desteklemistir. *C NMR spektrumunda 179,93 ppm’de goriilen karboksil
karbonu (C-28) yapida asit grubu varligini diistindiirmiistiir. H-18 protonunun asagida

alanda gozlenmesi asit grubunun C-17 konumundan baglandigin1 gostermistir.

LS-E1 bilesiginin COSY spektrumunda (Sekil 4.20) 6H 1,58 (H-2) ile dH 3,17
(H-3); 8H 0,77 (H-5) ile 6H 1,42 (H-6); 6H 1,58 (H-9) ile 6H 1,94 (H-11) ve 6H 1,94
(H-11) ile 6H 5,24 (H-12) arasinda spin sistemleri saptanmustir. Bilesigin HMBC
spektrumu (Sekil 4.22) yardimiyla metil gruplarmin uzak mesafe etkilesimleri

gozlenmis ve ursan yapisina baglanma noktalar1 belirlenmistir.
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Sonug olarak LS-E1 bilesiginin yapisi, 1D ve 2D (COSY, HMQC, HMBC)

NMR spektrumlart yardimi ve literatiir bulgulari ile karsilastirilmasi (202, 203)

sonucunda ursolik asit olarak aydinlatilmistir.

Tablo 4.5. Ursolik Asit (LS-E1) bilesiginin NMR spektroskopisi degerleri (CD3OD,
13C: 125 MHz, *H: 500 MHz).

C/H DEPT dc (ppm) 61 (ppm), J (H2) HMBC (H—C)

1 CH; 38,40 1,66; 1,01

2 CH: 26,44 1,58

3 CH 78,20 3,17m

4 C 38,14

5 CH 55,31 0,77d

6 CH; 18,06 1,56; 1,42

7 CH; 32,56 1,54; 1,34

8 C 39,01

9 CH 47,52 1,58

10 C 36,68

11 CH: 22,96 1,94

12 CH 125,49 524 m

13 C 138,25

14 Cc 41,82

15 CH: 27,79

16 CH; 24,60

17 Cc 46,43

18 CH 52,81 2,22d (11,2)

19 CH 38,96

20 CH 38,96

21 CH; 30,35

22 CH; 36,75

23 CHs 27,35 0,99 C-3,C-4,C-5,C-24
24 CHs 14,62 0,79 C-3,C-4, C-5,C-23
25 CHs 14,48 0,97 s C-1,C-5, C-9, C-10
26 CHs 16,26 0,86s C-7,C-8,C-9, C-14
27 CHs 22,66 1,13s C-8,C-13,C-14

28 C 179,93

29 CHs 16,02 0,89d C-18, C-19/20

30 CHs 22,55 0,9d C-17,C-21, C-22
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Sekil 4.18. Ursolik Asit (LS-E1)’in 'H NMR spektrumu (CDsOD, 500 MHz).
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Sekil 4.19. Ursolik Asit (LS-E1)’in *C NMR spektrumu (CD3OD, 125 MHz).
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Sekil 4.20. Ursolik Asit (LS-E1)’in 2D *H, *H-homoniikleer korelasyonlu spektrumu
(COSY).
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Sekil 4.21. Ursolik Asit (LS-E1)’in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu (yakin mesafe) NMR spektrumu (HSQC).
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SALVIANOLIK ASIT B (LS-E2)

Ca6H30016

Molekiil Agirligi: 718.62 g/mol

Tablo 4.6
'H NMR
Sekil 4.23
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Farkli fraksiyonlarda, farkli adsorbanlar ile yapilan ¢aligmalarimizda madde
miktarinin az olmasi ve ¢esitli ¢oziiniirliilk problemleri nedeniyle LS-E2 bilesigi saf
olarak almamamustir. L. stoechas ekstre iceriginde yer aldigi farkli HPLC
caligmalarinda (38, 49) gosterilmis olan Salvianolik asit B olabilecegi diistiniilerek,
Salvianolik asit B standart maddesi ile LS-E2 bilesigi iITK da karsilastirilmustir. LS-
E2 bilesiginin silikajel plak iizerinde yapilan ITK analizinde revelatdr olarak
vanilin/H,SO4  puskiirtiilmiis, plagin  105°C’de 1sitilmas1 ile LS-E2 bilesigi

kromatogramda zamanla solan pembe bir renk vermistir.

Saf olarak izole edilemeyen LS-E2 bilesiginin yogun olarak bulundugu alt
fraksiyonun *H NMR spektrumunda (Tablo 4.6, Sekil 4.23) 6zellikle A ve B halkasina
ait proton sinyallerinin rozmarinik asit proton sinyallerine benzerlik gosterdigi dikkati
¢ekmistir. A halkasinda AB sistem seklinde 6H 6,27 (d, J=15,9 Hz, H-8) ve 6H 7,60
(d, J=15,9 Hz, H-7) ppm’de goriilen 2 olefinik proton sinyali; 6H 5,03 ve 6H 4.99
ppm’de goriilen B ve D halkalarinin 8. konumundaki metin proton sinyalleri ile
sirastyla komsuluklarinda yer alan, esdeger olmayan 6H 2,89-3,03 (m) ve 2.66-3,00
(m) metilen protonlar1 nedeniyle, LS-E2 bilesiginin L. stoechas ekstre igeriginde yer
aldigr farkli HPLC c¢alismalarinda (38, 49) gosterilmis olan Salvianolik asit B
olabilecegi diistiniilmiistiir. Salvianolik asit B standart maddesinin LS-E2 bilesigi ile
ITK analizinde benzer profil gostermeleri ve LS-E2 bilesiginin *H NMR spektrum
degerlerinin salvianolik asit B literatiir verileriyle (204) uyumlu olmasi sonucu LS-E2

bilesiginin yapist Salvianolik asit B (Litospermik asit B) olarak saptanmustir.
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Tablo 4.6. Salvianolik Asit B (LS-E2) bilesiginin NMR spektroskopisi degerleri

(CDsOD, C: 150 MHz, *H: 600 MHz).

C/H DEPT dc (ppm) o1 (ppm), J (H2)
A 5 CH 120,65 7,03 gs

7 CH 143,10 7,60 d (15,9)

8 CH 116,80 6,27 d (15,9)
B 2 CH 115,04 6,67 gs

6 CH 115,34 6,43

7 CH> 37,32 2,89-3,03m

8 CH 76,49 5,03
C 2 CH 112,35 6,82 gs

5 CH 115,32 6,81 gs

6 CH 117,14 6,831

7 CH 86,95 5,99 d (5,6)

8 CH 57,40 4,24 d (5,6)
D 2 CH 114,84 6,72

5 CH 116,33 6,77 d

7 CH2 37,11 2.66-3,00 m

8 CH 77,66 4,99
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Sekil 4.23. Salvianolik Asit B (LS-E2) nin *H NMR spektrumu (CD3s0D, 600 MHz) ve ITK kromatogrami.
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4.1.2. Toplam Fenol Miktar Tayini

L. stoechas subsp. stoechas’in sulu etanol ekstresi (LSE), n-hekzan ile
partisyon sonrasi elde edilen su ekstresi (LSS) ve poliamit kolon 6n fraksiyonlari
tizerinde Folin-Ciocalteu yontemiyle toplam fenol miktar tayini ¢alismasi

gerceklestirilmistir.

Standart olarak kullanilan gallik asidin 50, 100, 200, 400 pg/mL
konsantrasyonlar1 ile c¢alisilmis, gallik asidin konsantrasyona karsi absorbans
grafiginden elde edilen kalibrasyon denkleminden hareketle ekstre/fraksiyonlarin
toplam fenolik bilesik miktar1 gallik asit esdegeri (mg GAE/g numune) seklinde

hesaplanmistir.

Gallik Asit Standart Egrisi

1.6
1.4
1.2

w
g 1
]
£
3 08 ¥=0,0034x +0,0518
Z o5 R?=0,9993

0.4

0.2

0
0 100 200 300 400 500

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4.24. Gallik Asit standart egrisi.
Ekstre ve ana fraksiyonlarin toplam fenolik bilesik miktar1 Tablo 4.7’de

verilmistir. LSS’ nin LSE’ye gore fenol i¢eriginin daha yiiksek oldugu, poliamit kolon
on fraksiyonlarindan Fr. B ve Fr. C’nin de sulu ekstreden daha fazla fenolik bilesen

icerdigi belirlenmistir.
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Tablo 4.7. Ekstre ve ana fraksiyonlarin toplam fenolik bilesik miktari.

Toplam Fenolik Bilesik Miktar1

Numune (mg GAE/g numune)
LSE 190,25+0,03
LSS 210,35%0,02

Fr. A 98,1+0,01

Fr.B 254,37+0,03
Fr.C 227,85+0,01
Fr.D 200,75%0,02

Fr.E 176,24+0,01
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4.2. Biyolojik Aktivite Calisgmalarina Ait Bulgular
4.2.1. Antioksidan Kapasite Tayini Calismalarina Ait Bulgular
DPPH Radikali Siipiiriicii Etkinlik

Ekstre, ana fraksiyonlar, bitkide yiiksek miktarda bulunan rozmarinik asit ve
standart madde olarak kullanilan askorbik asidin DPPH radikali siipiiriicii etkinligi 5-
100 pg/mL konsantrasyon araliginda c¢alisgilmistir. LSE ve LSS’nin 100 pg/mL
konsantrasyonda standart olarak kullanilan askorbik asitle kiyaslanabilir diizeyde
DPPH radikali siipiiriicii etkinlik gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.25). Ekstrelerin
etkinligi konsantrasyon bagimlidir ve benzer 1Cso degerine sahip olduklar: tespit

edilmistir (Tablo 4.8).

Poliamit kolondan elde edilen fraksiyonlardan ise Fr. B, Fr. C ve Fr. D diger 2
fraksiyona gore daha iyi DPPH radikali siipiiriicii etkinlik gostermistir. Benzer etkinlik
gdsteren bu fraksiyonlarda yogun miktarda yer aldig1 iITK da goriilen rozmarinik asit
icin de deney yiiriitilmiis olup, rozmarinik asidin standart madde olarak kullanilan
askorbik aside benzer sekilde yiiksek DPPH radikali siipiiriicii etkinlik gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 4.8, Sekil 4.26).

Tablo 4.8. Ekstre ve ana fraksiyonlarin DPPH radikali siipiiriicti etkinlikleri.

% DPPH Radikali Siipiiriicii Etkinlik 1Ces

SpgmL  10pg/mL  25pgmL 50 pg/mL 100 pg/mL  (ng/mL)
LSE  11,60+0,81 18,10+1,51 32,72+0,97 65,10+0,18 9174024 38,34
LSS  6,67+2,73 16,27+1,40 34,15:241 6503+0,18 91,78+0,15 37,83
Fr.A  521+0,74 7,60+1,03 16,38+0,44 29,63+1,20 58,94:0,26 84,75
Fr.B  8,60+0,54 1429+141 4315+156 83664077 92,07 29,23
Fr.C  14,16+0,73 22,08+1,33 39,79+0,81 72,74+0,34 92,22+0,12 32,75
Fr.D  11,33+0,45 19,48+1,16 43,47+041 75414095 92,16:0,03 30,11
Fr.E  9,34+1,16 13,71+1,43 31,40+0,94 50,58+1,66 88,01+1,05 49,25
RA  18,67+1,61 37,06£150 87,20+0,35 93,51+0,03 13,87
AA  16,5442,54 36,43£1,36  90,7040,63  94,45+0,03 13,75

AA: Askorbik asit, RA: Rozmarinik asit
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Sekil 4.25. Ekstreler ve rozmarinik asidin DPPH radikali siipiiriicii etkinlikleri.
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Sekil 4.26. Ana fraksiyonlar ve rozmarinik asidin DPPH radikali stipiiriicii etkinlikleri.
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Ekstreler, ana fraksiyonlar ve standart olarak kullanilan askorbik asit iizerinde

yiriitiilen SO radikali siipiiriicii etkinlik ¢alismasinda 5-100 pg/mL konsantrasyon

araliginda c¢aligilmistir. Calisilan Orneklerin tiimiiniin etkinliginin konsantrasyona

bagli oldugu gorilmiistiir.

DPPH radikali siipiiriicii etkinlik testi bulgularina benzer sekilde Fr. B, Fr. C

ve Fr. D’nin diger 2 fraksiyona gore daha 1yi radikal siipiiriicii etkinlik gosterdigi

belirlenmigtir. Bununla birlikte LSS ise tiim fraksiyonlardan daha yiiksek etkinlik
gostermistir (Tablo 4.9, Sekil 4.27, Sekil 4.28).

Tablo 4.9. Ekstre ve ana fraksiyonlarin SO radikali siipiiriicii etkinlikleri.

%S0 Radikali Siipiiriicii Etkinlik ICso
SpgmL  10pg/mL  25pgmL 50 pg/mL 100 pg/mL  (ng/mL)

LSE  17,25+2,12 2637+2,07 4342  57,99+121 74,114#4,53 36,29
LSS  16,1842,18  31x1,11 49+0,6  62,92+1,79 73,5140,05 26,79
Fr. A 340,73 9,14+1,28 25714342 3550 51,3842,4 9564
Fr.B  1323+0,55 26,70  47,03+2,36 58,7842,36 63,8542,02 31,32
Fr.C  21,3240,86 32,17+0,78 41,38+0,73 53,72+0,54 70,68+1,36 42,46
Fr.D 1324  24,01+123 43,6240,91 58,1542,51 65,8740,96 3598
Fr.E  12,79412 24,63£1,97 33,67£1,49 4847+023 60,76+1,81 56,22
AA  2830+1,59 51,49+0,89 72,84+0,06 81,20+0,63 84,85+0,32 9,68

AA: Askorbik asit
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Sekil 4.27. Ekstrelerin SO radikali siipiiriicti etkinlikleri.
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Sekil 4.28. Ana fraksiyonlarin SO radikali siipiiriicii etkinlikleri.
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NO Radikali Siipiiriicii Etkinlik
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NO radikali siipiiriicti etkinlik testi ekstreler ve ana fraksiyonlar i¢in 50-400

ug/mL konsantrasyon araliginda, Fr. A i¢in ek olarak 800 ug/mL konsantrasyonda,

standart olarak kullanilan kersetin i¢in ise 50-200 pg/mL konsantrasyon araliginda

calisilmistir. Orneklerin tiimii konsantrasyon bagimli etkinlik gdstermistir.

LSS’nin LSE’den daha yiiksek NO radikali siipiiriicii etkinlik gosterdigi

goriilmiistiir. Diger radikal siiptiriicii etkinlik testlerinde oldugu gibi etkili fraksiyonlar
Fr. B, Fr. C ve Fr. D iken, en yliksek aktivite Fr. B’de gézlenmistir (Tablo 4.10, Sekil
4.29, Sekil 4.30).

Tablo 4.10. Ekstre ve ana fraksiyonlarin NO radikali siipiiriicii etkinlikleri.

%NO Radikali Siipiiriicii Etkinlik

I1Cso

50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL 800 pg/mL  (ng/mL)
LSE  19,42+1,06 24,40+0,75 39,38+1,5 63,60+0,75 287,69
LSS 1927403 27,54+0,96 43,90+0,23 72,37+1,06 242,86
Fr. A - 6,21£0,34  14,9842,15 31,5240,78 59,40+0,45 665,12
Fr.B  15,7340,6  26,69£0,6 46,81£0,43 73,09+0,66 224,31
Fr.C  14,10£1,02 23,86£0,44 42,25£0,98 63,07+0,17 274,44
Fr.D  14,01£0,18 21,94+1,25 38,49+0,96 64,95+1,58 286,96
Fr.E  8,05+0,52 14,26£0,23 28,59+0,2 47,57+0,88 >400
Kersetin  24,8142,15 36,4142,19  62,22+0,76 152,67
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Sekil 4.29. Ekstrelerin NO radikali siipiiriicii etkinlikleri.
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Sekil 4.30. Ana fraksiyonlarin NO radikali siipiiriicii etkinlikleri.
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Demir (IIT) fyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (FRAP)

FRAP yonteminde standart olarak kullanilan troloksun 25, 50, 100, 200 pg/mL
konsantrasyonlari ile ¢alisilmis, troloksun konsantrasyona kars1 absorbans grafiginden
elde edilen kalibrasyon denkleminden hareketle ekstre, fraksiyonlar ve rozmarinik
asidin demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi troloks esdegeri (mg

Troloks/g numune) seklinde hesaplanmuistir.

Troloks Standart Egrisi
1.6
1.4

1.2
y=0.,007x +0,1246

0.8 R2=0,999

Absorbans

0.6
0.4
0.2

0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.31. Troloks standart egrisi.
Elde edilen sonuglar LSS’nin LSE’den, Fr. C’nin de diger fraksiyonlardan ve

ekstrelerden daha yiiksek demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan kapasiteye sahip

oldugunu gostermistir.

Tablo 4.11. Ekstre ve ana fraksiyonlarin demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan

kapasiteleri.
Numune antioksiE;rT Ii;p():ilsli)tely(ﬁ; _:_r;c;:(r)?(?//écrl]umune)
LSE 506,11+3,43
LSS 619,14+1,43
Fr. A 261,26+0,29
Fr.B 706,40+3,14
Fr.C 871,29+3,57
Fr.D 559,86+0,71
Fr.E 488,11+10,00
RA 1649,34+9,02

RA: Rozmarinik asit
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Bakar (IT) fyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC)

Ekstre ve fraksiyonlar iizerinde ytiriitiilen deneyde standart olarak gallik asidin
25, 50, 100 pg/mL konsantrasyonlart ile ¢alisilmis, gallik asidin konsantrasyona karsi
absorbans grafiginden elde edilen kalibrasyon denkleminden hareketle bakir (11) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite gallik asit esdegeri (mg GA/g numune) olarak

hesaplanmugtir.

Gallik Asit Standart Egrisi

1.8
1.6
1.4
1.2

y=0.0177x +0,1167

R2=0,999

Absorbans

0.8
0.6
0.4
0.2

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.32. Gallik asit standart egrisi.
Elde edilen sonuglar FRAP yontemine benzer sekilde, LSS’nin LSE’den, Fr.

C’nin de diger fraksiyonlardan ve ekstrelerden daha yiiksek antioksidan kapasiteye

sahip oldugu seklindedir.

Tablo 4.12. Ekstre ve ana fraksiyonlarin bakir (1) iyonu indirgeyici antioksidan

kapasiteleri.
Numune antiok;?gg;rlfgga;};?: Elrrllgdélzﬁgfgy lncllJmLmE)
LSE 128,96+4,86
LSS 154,95+1,36
Fr. A 69,93+0,65
Fr.B 176,254£3,11
Fr.C 195,34+1,07
Fr.D 155,33+1,22

Fr.E 132,80+1,47
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4.2.2. a-Amilaz Enzim Inhibisyonu Calismalarina Ait Bulgular

a-Amilaz enzim inhibisyonu aktivite deneyleri ekstreler icin 400, 800, 1600,
2000 pg/mL; fraksiyonlar i¢in 200, 400, 800, 1000 pg/mL; pozitif kontrol olan
akarboz i¢in 50, 100, 200, 400 pg/mL konsantrasyonda yiiriitiilmiistiir. Caligilan
konsantrasyonlarda ekstre ve fraksiyonlar i¢in %50 enzim inhibisyonu olusturan
konsantrasyona ulagilamamistir (Tablo 4.13). Fraksiyonlarin gosterdigi aktivitenin
diisiik olmasi nedeniyle a-amilaz enzim inhibisyonu aktivite rehberli izolasyon

caligmasi gergeklestirilememistir.

Tablo 4.13. a-Amilaz enzim inhibitor aktivite sonuglari.

% o-amilaz Enzim Inhibisyonu Aktivite

400 pg/mL 800 pg/mL 1600 pg/mL 2000 pg/mL
LSE - 6,54+3,38 10,89+0,71 15,65+1,65
LSS 16,71£2,06 19,16+0,84 30,54+1,64 33,17+2,34
200 ng/mL 400 ng/mL 800 ng/mL 1000 pg/mL
Fr. A 17,49+0,92 19,75+0,42 22,34 25,36
Fr. B 16,54+2,07 23,35+0,17 24,74+1,72 23,85
Fr.C 13,53+0,34 17,15+1,34 17,74+0,59 23,46+1,6
Fr.D 4,6+3,18 7,1142,18 12,05+1,09 16,9+0,08
Fr. E 11,63£2,15 20,5+1,3 25,86+1,43 27,92+1,46
50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL
Akarboz 42,04+0,52 61,39+1,34 74,73+0,33 78,52+0,65
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4.2.3. a-Glukozidaz Enzim inhibisyonu Cahsmalarina Ait Bulgular

a-Glukozidaz enzim inhibisyonu aktivite deneyleri ekstreler igin 125, 250, 500,
1000, 2000 ug/mL; fraksiyonlar ig¢in 125, 250, 500, 1000 png/mL,; pozitif kontrol olan
akarboz i¢in 500, 1000, 2500, 5000 pg/mL konsantrasyonda yiiriitiilmiistiir.

Caligilan konsantrasyonlarda ekstrelerin diisiik diizeyde aktivite gosterdigi
goriilmiistiir. Ik 4 ana fraksiyonda aktivite gdzlenmezken, yalmzca Fr. E’nin a-
glukozidaz enzim inhibisyon etkisi oldugu tespit edilmistir. Fr. E {izerinde yiiriitiilen
izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen LS-E1 (ursolik asit) ve fraksiyonda varligi
saptanan salvianolik asit B standart maddesi ile yapilan aktivite calismasinda, ursolik
asit a-glukozidaz enzim inhibisyonu gosterirken, salvianolik asit B’nin etki

gostermedigi belirlenmistir.

Tablo 4.14. a-Glukozidaz enzim inhibitor aktivite sonuglari.

% o-glukozidaz Enzim Inhibisyonu Aktivite
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL 2000 pg/mL
LSE 5,76+0,26 8,09+1,81 11,39+1,59 27,49+3,02 30,48+1,08
LSS 4,64+0,59 7,53+1,43 14,61+0,09 21,08+2,29 27,01+£2,13

125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL

Fr. E 4,3242,35 45,71+2,3 76,62+0,77  77,32+1,86
45.7 ng/mL 91.4 ng/mL :gs/fn?_ ng/?n?_ 457 pg/mL
(100 uM) (200 uM) (400 uM) (800 M) (1000 uM)
LS-E1
(Ursolik 67,84 84,21+5,49 84,9+1,31 86,83+0,95 89,10+1,10
asit)

500 pg/mL 1000 pg/mL 2500 pg/mL 5000 pg/mL

Akarboz 5,78+0,17 9,84+2,40 34,82+2,46  52,14+1,33
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4.2.4. BDNF Protein Diizeyi Cahsmalarina Ait Bulgular

Tez kapsaminda, BDNF protein diizeyi ilizerinden aktivite rehberli izolasyon
caligmalar1 planlandig1 i¢in biyolojik aktivite ¢aligmalar1 Oncelikle ekstre ve ana

fraksiyonlar i¢in yiirtitilmistiir.

Bu kapsamda ilk asamada, ekstre ve ana fraksiyonlarin ¢alismada kullanilacak
olan SH-SY5Y hiicrelerinin canliligi tizerine etkileri MTT metodu ile arastirilmustir.
Ekstre ve ana fraksiyonlar i¢in hiicre canliligi ¢alismalar1 12,5, 25, 50, 100 pg/mL

olmak tizere 4 farkli konsantrasyon kullanilarak gerceklestirilmistir.

100 ug/ml
200+
= 50 pg/ml
X
< 150+
< L
& 1004
O
5
He=1 50
I
0= T T
LSE LSS Fr. A Fr.B Fr.C

Sekil 4.33. Ekstreler ile A, B ve C fraksiyonlarinin SH-SYS5Y hiicrelerinin canliligina

etkisi.
150+
l 100 pg/ml
;\°\ == = 50 pg/ml
X 1004 o ] =1 25 pg/ml
€ = 12,5 pg/ml
o
g 504
Q
3
I j
o , BN
Fr.D Fr. E

Sekil 4.34. D ve E fraksiyonlarinin SH-SYS5Y hiicrelerinin canliliina etkisi.
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda ekstreler, Fr. A, B ve C i¢in hiicre
canliligini olumsuz etkilemeyen en yiiksek ortak konsantrasyon olan 50 pg/mL; Fr. D
ve E i¢gin 12,5 ng/mL ile BDNF protein diizeyi tayini ¢alismalar1 yiirtitilmistiir (Sekil
4.33, Sekil 4.34). Ekstre ve ana fraksiyonlarin SH-SY5Y hiicre hattinda BDNF protein
seviyesine etkileri ELISA yontemi temelli “Human BDNF ELISA Kit PicoKine®” ile
aragtirtlmistir. Numunelerin BDNF protein seviyesine etkileri negatif kontrole gore

(numune igermeyen vasat) “% Artis” olarak verilmistir.

Tablo 4.15’te yer aldig1 tizere BDNF protein seviyesi tizerinde en yiiksek artig
Fr. D’de gozlenmistir.

Tablo 4.15. Ekstreler ve ana fraksiyonlarin SH-SYSY hiicrelerinde BDNF protein
diizeyine etkileri.

Numune BDNF Protein Diizeyi

(% Artis)
LSE (50 ug/mL) 55,7
LSS (50 pg/mL) 58,7
Fr. A (50 pg/mL) 51,9
Fr. B (50 ng/mL) 53,2
Fr. C (50 ug/mL) 47,7
Fr. D (12,5 pg/mL) 66,8
Fr. E (12,5 ng/mL) 4,7

Desipramin (1 pM) 37,6
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Sekil 4.35. Ekstre ve ana fraksiyonlarin SH-SYSY hiicrelerinde BDNF protein
diizeyine etkileri (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001).

BDNF protein seviyesi iizerinde en yiiksek artis1 gésteren numune olan Fr. D
iizerinden madde izolasyonu ¢alismalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.35). Onceki
boliimlerde belirtildigi gibi bu fraksiyondan LS-D1 (luteolin 7-O-4-D-glukopiranozit),
LS-D2 (rozmarinik asit), LS-D3 (eriodiktiyol) ve LS-D4 (1-nonadeken) bilesikleri
izole edilmistir. Bu maddelere ek olarak, Fr. D’den izole edilmemis olmakla birlikte
fraksiyon iceriginde varlig1 ITK araciligiyla bilinen LS-E1 (ursolik asit) bilesigi ile
standart madde olarak temin edilen apigenin 7-O-glukuronit (LS-SM) ve salvianolik
asit B (LS-E2) bilesiklerinin de SH-SY5Y hiicre hattinda BDNF protein seviyesine
etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismadan once, belirtilen maddelerin 12,5, 25, 50 uM

konsantrasyonda SH-SY5Y hiicrelerinin canliligi lizerine etkileri incelenmistir.

150=

;\a —
=i 1

=

©
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o

E 0

=1

I

0= ﬁ:‘ﬁh T T

LS-D1 LS-D2 LS-D3 LS-D4 LS-E1 LS-SM LS-E2

Sekil 4.36. Saf maddelerin 12,5 pM konsantrasyonda SH-SYS5Y hiicrelerinin
canliligina etkisi.
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Hiicre canliligmmi olumsuz etkilemeyen ortak konsantrasyon 12,5 uM
konsantrasyon olarak tespit edilmis (Sekil 4.36) ve BDNF c¢alismalarinin yiiriitiilecegi
konsantrasyonlar 5 ve 10 uM olarak belirlenmistir. Ekstreler ve fraksiyonlar igin
yiritiilen deney protokolii saf maddeler i¢in uygulanmis ve elde edilen sonuglar Tablo

4.16, Sekil 4.37, Sekil 4.38’de verilmistir.

Tablo 4.16. Saf maddelerin SH-SY5Y hiicrelerinde BDNF protein diizeyine etkileri.

Uygulanan BDNF Protein Diizeyi

Numune Konsantrasyon (% Artis)
LS-D1 (Luteolin 7-O-p-D- 5 uM 28,7
glukopiranozit) 10 uM 6,4
S 5uM 26,3
LS-D2 (Rozmarinik asit) 10 uM 6.5
e 5uM 14,9
LS-D3 (Eriodiktiyol) 10 uM 431

LS-D4 (1-nonadeken) > pM -

10 uM 7,2
) . 5uM 46,5
LS-E1 (Ursolik asit) 10 uM 473
LS-SM (Apigenin 7-O- 5uM 16,7
glukuronit) 10 uM 29,4
T 5uM 12,8
LS-E2 (Salvianolik asit B) 10 M 17.2
Desipramin 1 uM 31,8

60=

=

Q

S 4

a__ 40

£ f’:h *k

o =

= <L — *

ng_ Q\O, o

% 20+

[=]

m

0 ||

60'» 6’0%
N N

Sekil 4.37. Saf maddelerin 5 uM, desipraminin 1 uM konsantrasyonda SH-SY5Y
hiicrelerinde BDNF protein diizeyine etkileri (* p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001).
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Sekil 4.38. Saf maddelerin 10 uM, desipraminin 1 uM konsantrasyonda SH-SY5Y
hiicrelerinde BDNF protein diizeyine etkileri (* p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001).

4.2.5. Noroprotektif Etki Tayini Calismalarina Ait Bulgular

Tez kapsaminda izole edilen saf maddelerin H2O, kaynakli noronal hiicre
hasarina karsi olas1 noroprotektif 6zellikleri 2,5, 5 ve 10 uM olmak {izere 3 farkl
konsantrasyon kullanilarak arastirilmustir. LS-D1, LS-D2, LS-D3, LS-D4 ve LS-D5

icin ndroprotektif etki tayini sonuglar1 Sekil 4.39°da verilmistir.

2,5uM
= 5uM
150+ = 10 uM
2 100+ . . o
I\ N \
S <& S
v v ‘\(\(9
R
&

Sekil 4.39. Saf maddelerin SH-SY5Y hiicrelerinde H2O; hasarina kars1 néroprotektif
etkileri (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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5. TARTISMA

Ulkemizde yetisen ii¢ Lavandula taksonundan biri olan L. stoechas subsp.
stoechas halk arasinda en yaygin kullanimi olan tibbi bitkilerdendir (7). L. stoechas
halk arasinda agri, solunum yolu hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve

noral-beyin hastaliklari gibi rahatsizliklarda kullanilmaktadir (4, 6-9).

Tez g¢alismamizda bitkinin ¢i¢ekli toprak tstii kisimlarimin halk arasinda
diyabet ve santral sinir sistemi hastaliklarinda kullanimindan yola ¢ikilarak

biyoaktivite rehberli fraksiyonlama ve izolasyon ¢alismalar: yiiriitilmiistiir.

L. stoechas subsp. stoechas’in toprak fiistii kisimlarmin sulu etanol (%70)
ekstresi hazirlanmis, n-hekzan ile sivi-sivi ekstraksiyon islemi sonrasi su ekstresi elde
edilmigtir.  Su  ekstresinin 6n fraksiyonlama isleminde poliamit kolon
kromatografisinden yararlanilmis ve bes ana fraksiyon (Fr. A-E) elde edilmistir.
Ardindan ekstreler ve ana fraksiyonlar iizerinde biyolojik aktivite ve izolasyon

calismalarina baglanmustir.

Bitkinin potansiyel antidiyabetik etkisine yonelik fraksiyonlama ve saf madde
izolasyonu islemleri a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyonu tayini ¢alismalari
rehberliginde gerceklestirilmistir. Bu enzimler karbonhidratlarin hidrolizinden
sorumlu olup, inhibisyonlar1 sonucunda karbonhidrat sindirimi geciktirilerek glukoz
emilim hizinda azalma ve diyabet tedavisinde postprandiyal glukoz seviyelerinde
diisme saglanabilmektedir (11, 14).

Calismamizda L. stoechas subsp. stoechas’in ekstreler ve ana fraksiyonlariin
a-amilaz enzim inhibisyonu etkinligi yiiksek konsantrasyonlar1 da igerecek sekilde
arastirllmig, ancak ekstre ve fraksiyonlarin a-amilaz enzim inhibisyonunun diisiik
oldugu goriilmistiir. Bu nedenle tez kapsaminda a-amilaz enzim inhibisyonu tayini

rehberli fraksiyonlama ve izolasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilememistir.

a-Glukozidaz enzim inhibisyonu tayini ¢alismalarinda ekstreler i¢in diisiik
aktivite gozlenmekle birlikte, ana fraksiyonlar i¢in yiiriitiilen ¢alismada Fr. E 250
pg/mL konsantrasyonda %45,7 inhibisyon gostermis, 500 pg/mL konsantrasyonda
%76,6 inhibisyon tespit edilmistir (Sekil 5.1). Fr. E’de gozlenen aktivite sonucu
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etkiden sorumlu bilesiklere ulasabilmek amaciyla fraksiyonlama ve izolasyon

caligmalarinin bu fraksiyon iizerinden gergeklestirilmesine karar verilmistir.

90
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Sekil 5.1. Ekstreler ve Fr. E’nin a-glukozidaz enzim inhibisyonu tayini sonuglari.

Fr. E {izerinde ¢esitli kromatografik yontemler kullanilarak yiiriitiilen
calismalar sonucu LS kodu verilen 2 bilesik izole edilmistir (Tablo 5.1). Bu bilesiklerin
yap1 tayini ¢alismalar1 gerceklestirilmis, LS-E1 bilesiginin yapist ursolik asit, LS-E2

bilesiginin yapis1 salvianolik asit B olarak aydinlatilmistir.

Yapilan literatiir taramasinda, LS-E1 kodu verilen ursolik asidin L. angustifolia
(32), L. canariensis (35), L. coronopifolia (37), L. dentata (38), L. latifolia (24), L.
luisieri (27), L. multifida (39), L. pedunculata (24) ve L. stoechas (38) tiirlerinde tespit
edildigi goriilmiistiir.

LS-E2 kodu verilen salvianolik asit B ise literatiirde L. stoechas iizerinde

yiriitiilen HPLC caligmalarinda (38, 49) bitki igeriginde tespit edilmistir.
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Tablo 5.1. Fr. E’den izole edilen bilesikler.

Izole Edilen Bilesikler Formiilii

LS-E1
(Ursolik asit)

LS-E2
(Salvianolik asit B)

Fr. E’den izole edilen iki bilesigin a-glukozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri
aragtirtlmistir. LS-E2 (salvianolik asit B) bilesiginde aktivite gézlenmezken, LS-E1
(ursolik asit) bilesiginin pozitif kontrol olan akarboza kiyasla yliksek aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Literatiir bilgileri incelendiginde, elde ettigimiz bulgularin
ursolik asidin a-glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesini bildiren ve salvianolik asit
B’nin etkili olmadigin1 gésteren galismalar ile uyumlu oldugu gézlenmistir (205). L.
coronopifolia’dan izole edilen pentasiklik triterpenler ve tiirevleri ile yiiriitiilen ve
2021 yilinda yaymlanan bir ¢alismada, optimum a-glukozidaz enzim inhibitorii
aktivitesinin ursan iskeleti ile elde edildigi bildirilmistir (37), s6z konusu ¢aligma bu

yoniiyle elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.

L. stoechas subsp. stoechas tizerinde yiiriitiilen a-glukozidaz enzim inhibisyon
tayini rehberli caligmalar degerlendirildiginde, ekstrelerde diisiik aktivite
gozlenmesine ragmen Fr. E’de ve izole edilen maddede (LS-E1) kuvvetli aktivite tespit
edilmesi dikkat ¢ekici bulunmustur. Bu noktada, aktivite rehberli planlanan
calismalarda ekstrelerde diisiik etki gozlenmis olsa da ana fraksiyonlarin aktivite

acisindan taranmasinin faydali olacagi diisiiniilmiistiir. Fr. E’de aktivite gozlenirken
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ekstrelerde diisiik aktivite gozlenmesinin sebebinin, Fr. E igeriginde yer alan daha ¢ok
terpenik yapida bilesiklerin ekstre igeriginde miktarinin diisiik olmasi seklinde
yorumlanmustir. Fr. E’de bulunan ursolik asidin gosterdigi giiclii inhibisyon etki ile L.
stoechas subsp. stoechas’in antidiyabetik etkisine katkisinin  olabilecegi

diistiniilmistiir.

Literatiirde L. stoechas’in antihiperglisemik etkilerinin deney hayvanlari
diyabet modellerinde arastirildigi ¢alismalar bulunmakta olup, bitkinin koklerinden
hazirlanan sulu etanol ekstresi ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yaginin
kan glukoz seviyelerini diisiirdiigii gosterilmistir (107, 108). Bununla birlikte, bir in
vitro galismada L. stoechas’in toprak istii kismimin sulu ekstresinin fenolik asit ve
flavonoitlerce zengin etil asetat fraksiyonunun, karaciger glukoneogenezi inhibisyonu
ve AKT aktivasyonu yoluyla insiilin direncine kars1 etkili olabilecegi raporlanmistir
(106). Tez ¢alismamiz kapsaminda bitkinin daha apolar yapida bilesiklerini i¢eren
fraksiyonunun (Fr. E) a-glukozidaz enzim inhibisyon aktivite gosterdigine dair
bulgularimiz, L. stoechas’in diyabet tedavisinde kullanilabilecegine dair bilgileri

desteklemektedir.

Tez kapsaminda L. stoechas subsp. stoechas’in santral sinir sistemi
rahatsizliklar1 {izerindeki potansiyel etkisine yonelik fraksiyonlama ve saf madde
izolasyonu islemleri ise “BDNF protein diizeyi ¢alismalar1” rehberliginde

gergeklestirilmistir.

BDNF ndrotrofin ailesinin bir {iyesidir. Olgun formu ile TrkB reseptorii
iizerinden uyarilan hiicre i¢i sinyal yolaklar1 noronal sag kalim, morfogenez ve
plastisite i¢in kritik 6neme sahiptir. BDNF norotransmitter modiilatorii olarak gorev
yapar, Ogrenme ve hafiza i¢in gerekli olan noroplastisite siireglerine katilir.
Norogenez, noronal farklilagma, sag kalim, noroplastisitedeki kilit rolii ve in vitro/in
vivo deneysel calismalar sonucu belirlenen néroprotektif 6zelligi, noronal hayatta
kalma, noronal islevi uyardigina dair kanitlar nedeniyle BDNF, norolojik ve
psikiyatrik hastaliklarda potansiyel bir terapotik hedef olarak on plana ¢ikmustir.
BDNF'nin azalmig diizeyleri Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Huntington
hastaligi, depresyon, bipolar bozukluk gibi ¢ok sayida norolojik-psikiyatrik bozukluk

ile iligkilendirilmis; depresyon ve Alzheimer hastaliginda uygulanan tedavilerin serum
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BDNF diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir. BDNF diizeyleri ve sinyalizasyonunun
saglikli durumdaki eski haline getirilmesi icin farkli terapotik yaklasimlarin

gelistirilmesi ¢aligmalar1 devam etmektedir (16, 19, 20, 206-208).

Norodejeneratif hastaliklarda o6zellikle norodejenerasyonun baslamasi ve
ilerlemesini 6nlemek noktasinda, birden fazla tedavi hedefine yonelik yaklasimla
noroprotektif etki gosteren tibbi bitkilerin ve fitokimyasallarin kullanimi
onerilmektedir. Fitokimyasal maddelerin tedavi hedefine yonelik yaklagimlari
oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, norotrofik faktor eksikligi, apoptoz ve

anormal protein birikimi vb. iizerine yapilan ¢aligmalar1 igermektedir (209, 210).

Literatiirde birgok bitki ekstresi ve katesin, klorojenik asit, luteolin, genistein,
hiperforin, hiperisin, huperzin A, berberin gibi bir¢ok fitokimyasalin BDNF
seviyelerini veya etkilerini arttirdigi gosterilmistir. Bu etkileri BDNF gen
ekspresyonunda yer alan sinyal iletim yolaklarinin tetiklenmesi ve/veya BDNF TrkB

reseptorleri tizerinde agonist etki gostermeleri sonucu ortaya ¢ikabilmektedir (211).

BDNF’nin nérolojik ve psikiyatrik hastaliklarda kilit rol oynamasi ve bir¢ok
fitokimyasal maddenin BDNF iizerindeki etkisi, tez calismamiz kapsaminda L.
stoechas subsp. stoechas’in santral sinir sistemi rahatsizliklari iizerindeki potansiyel

etkisinin BDNF protein diizeyleri lizerinden arastirilmasinda etkili olmustur.

BDNF protein diizeyi tayini rehberli fraksiyonlama ve izolasyon calismalari
kapsaminda, Oncelikle ekstre ve ana fraksiyonlarin uygulanacagi konsantrasyonun
glivenli olarak belirlenmesi i¢in, SH-SY5Y hiicrelerinin canlilig: iizerindeki etkileri
MTT metodu ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda ekstreler, Fr. A, B
ve C i¢in hiicre canliligini olumsuz etkilemeyen en yiiksek ortak konsantrasyon 50
pug/mL; Fr. D ve E igin 12,5 pg/mL olarak belirlenmistir. BDNF protein diizeyi tayini

caligmalar1 bu konsantrasyonlar ile yiirtitiilmiistiir.

Ekstreler ve ana fraksiyonlarin SH-SYSY hiicre hattinda BDNF protein
seviyesi tlizerine etkileri ELISA yontemi temelli “Human BDNF ELISA Kit
PicoKine®” ile arastirilmistir. Calisma sonucunda negatif kontrol ile kiyaslandiginda
Fr. E disinda tiim Orneklerin istatistiksel olarak anlamli diizeyde SH-SY5Y
hiicrelerinde BDNF protein diizeyini arttirdig1 goriilmiistiir. Ana fraksiyonlar arasinda

daha diistik konsantrasyonda uygulandig1 halde en yiliksek BDNF protein diizeyi artist
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(%66,8) Fr. D ile gozlenmis, bu nedenle fraksiyonlama ve izolasyon ¢alismalarina Fr.

D ile devam edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 5.2. Ana fraksiyonlarin SH-SY5Y hiicrelerinde BDNF protein diizeyine etkileri

(* p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001).

Aktif bulunan Fr. D iizerinde ¢esitli kromatografik yontemler kullanilarak

yliriitiilen c¢alismalar sonucunda LS kodu verilen 4 bilesik izole edilmistir. Bu

bilesiklerin yapilart NMR ve kiitle spektrumlari, literatiir bulgular1 ve bazi bilesikler

icin sahit madde ile ITK analizi yardimiyla aydmlatilmis olup, Tablo 5.2°de izole

edilen maddeler verilmistir:
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Tablo 5.2. Fr. D’den izole edilen bilesikler.

Izole Edilen Bilesikler Formiilii

LS-D1
(Luteolin
7-O-p-D-glukopiranozit)

LS-D2
(Rozmarinik asit) :@A)J\

LS-D3 O
(Eriodiktiyol) 0

LS-D4

(1-nonadeken) y

LS-D1 kodu verilen bilesigin yapist luteolin 7-O-f-D-glukopiranozit olarak
aydinlatilmis olup, Upson ve arkadaslar1 tarafindan yapilan tarama calismasinda
birgok Lavandula tiiriinde varlig1 gosterilmistir (42). Daha once L. angustifolia (51)

ve L. stoechas (52) tiirlerinden de izole edilmistir.

LS-D2 bilesiginin yapisi rozmarinik asit olarak aydinlatilmis, yapilan literatiir
taramasinda L. angustifolia (56), L. canariensis (24), L. dentata (38), L. lanata (24),
L. latifolia (53), L. luisieri (27), L. pedunculata (24), L. pinnata (24) ve L. stoechas
(38) tiirlerinde tespit edildigi gortilmiistiir. L. angustifolia (56), L. luisieri (27) ve L.

stoechas (212) tiirlerinden izolasyonu bildirilmistir.

LS-D3 bilesiginin yapisi bir flavanon olan eriodiktiyol olarak ¢oziimlenmistir.

Daha once L. angustifolia (54) ve L. stoechas (55) tiirlerinde eriodiktiyol bilesigi ve L.
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pedunculata’da (213) ise glukuronit tiirevi tespit edilmistir. Ancak Lavandula

tirlerinden eriodiktiyol eldesine dair bir izolasyon ¢alismasina rastlanmamustir.

LS-D4 bilesiginin yapis1 1-nonadeken olarak aydinlatilmigtir. Literatiirde L.
pubescens ekstresi iizerinde yiiriitilen GC-MS c¢alismasinda varligi tespit edilmistir
(214). Tez calismamiz kapsaminda 1-nonadeken L. stoechas’ta ilk kez tespit edilmis

ve Lavandula tiirlerinden ilk defa izole edilmistir.

En ytliksek BDNF artisinin goriildiigii numune olan Fr. D’den izole edilen dort
bilesik i¢cin BDNF protein diizeyi tayini calismalar1 yiiriitiilmesi tez kapsaminda
planlanmistir. Ayrica, Fr. D’den izole edilmemis olmakla birlikte ilgili fraksiyonda yer
aldigr ITK ile gozlenen LS-E1, LS-SM ve LS-E2 bilesiklerinin de deneye dahil
edilmelerinin uygun olacagina karar verilmistir. BDNF protein diizeyi tayini ¢aligmasi
oncesinde saf maddeler i¢in MTT testi yapilmis, uygun konsantrasyonlar 5 ve 10 uM
olarak belirlenmistir. Ardindan saf maddelerin bu konsantrasyonlarda SH-SY5Y
hiicrelerinde BDNF protein diizeylerine etkileri incelenmis, sonuglar negatif kontrole
gore “% Artig” olarak hesaplanarak Tablo 5.3’de sunulmustur.

Tablo 5.3. Saf maddelerin 5 ve 10 uM konsantrasyonda SH-SYS5Y hiicrelerinde
BDNF protein diizeyine etkileri.

BDNF Protein Diizeyi (% Artis)

Numune
5uM 10 uM

LS-D1 (Luteolin 7-O-B-D- 8.7 6.4
glukopiranozit) ’ ’
LS-D2 (Rozmarinik asit) 26,3 6,5
LS-D3 (Eriodiktiyol) 14,9 43,1
LS-D4 (1-nonadeken) - 7,2
LS-E1 (Ursolik asit) 46,5 47,3
LS-SM (Apigenin 7-O- 16.7 9.4
glukuronit) ’ ’
LS-E2 (Salvianolik asit B) 12,8 17,2

Negatif kontrol ile kiyaslandiginda en yiiksek BDNF protein diizeyi artis1 5 pM
konsantrasyonda LS-E1 (ursolik asit), 10 uM konsantrasyonda LS-D3 (eriodiktiyol)
ve LS-E1 (ursolik asit) ile gbzlenmistir. Bununla birlikte, LS-D4 (1-nonadeken) ve
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LS-E2 (Salvianolik asit B) disinda tiim bilesiklerin degisen konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde SH-SYS5Y hiicrelerinde BDNF protein diizeyini
arttirdiklar1 (Sekil 4.37, Sekil 4.38) belirlenmistir.

Ekstreler ve fraksiyonlarin sonuglart degerlendirildiginde; 12,5 pg/mL
konsantrasyonda uygulanan Fr. D en yliksek BDNF artis1 (%66,8) gostermis olmakla
birlikte, 50 ug/mL konsantrasyonda uygulanan ekstreler ile A, B ve C fraksiyonlar1 da
istatistiksel olarak anlamli diizeyde BDNF artis1 (%47,7-58,7 araliginda) gostermistir.
Igerdigi polar yapida bilesikler acisindan 6zellikle Fr. C ile benzer ITK profili gdsteren
ancak terpen yapida bilesikleri de icermesi yoniiyle farklilik gosteren Fr. D’nin daha
yiksek etki gostermesi, i¢eriginde yer alan fenolik asit, flavonoit ve terpen gibi farkl
yapilardaki sekonder metabolitlerin sinerjistik etki gosteriyor olabilecegini

diistindiirmiistir.

Fr. D ile igeriginde yer alan maddelerin sonuglar1 degerlendirildiginde; her ne
kadar uygulanan konsantrasyonlarin ayni olmamasi nedeniyle yeterli diizeyde ¢ikarim
yapabilmek miimkiin olmasa da Fr. D’den daha diisik konsantrasyonda
uygulanmalarina ragmen BDNF diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis gosteren
saf maddelerin 6nemli etki gosterdikleri sdylenebilir. Bu dogrultuda tez kapsaminda
SH-SY5Y hiicrelerinde BDNF diizeylerine etkileri arastirilan saf maddelerin
literatiirde yer alan konuyla ilgili ¢alismalar1 incelediginde, elde ettigimiz sonuglarla

uyumlu olan arastirmalara ulasilmustir.

Astrositlerin primer kiiltiirii kullanilarak yapilan bir ¢alismada luteolinin 1, 3,
10 puM konsantrasyonda BDNF miktarinda anlamli diizeyde artis sagladigi
gosterilmistir (215). 2021 yilinda yayinlanan bir ¢aligmada farelerde LPS indiiklii
olusturulan depresyon modelinde 8 giin boyunca 10 mg/kg dozda oral yoldan
uygulanan luteolinin, istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da antidepresan etki
gosterdigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismada astrositler tarafindan IL-6 {retiminin
azaldigi, serum IL-6, TNFa ve kortikosteron diizeylerinin azaldigi, hipotalamusta
olgun BDNF, dopamin ve noradrenalin seviyelerini arttigi ve bu sekilde etkinin
gozlendigi belirtilmistir. Bu ¢alismada depresyon patofizyolojisinde yer alan bir dizi
sinyal yolunun luteolin tedavisi ile modiile edildigi, luteolinin gliogenez ve ndrogenez

stireglerindeki etkisi vurgulanmistir (216). Alzheimer hastaligr hayvan modellerinde
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luteolin ile yapilan ¢alismalarda alinan olumlu sonuglar da literatiirde kayithdir (217-

219).

Rozmarinik asidin N2A hiicrelerinde H20: indiiklii hasar1 antioksidan
mekanizmalar ve koruyucu genlerin upregiilasyonu araciligiyla 6nledigi gosterilmis,
bu calismada BDNF gen ekspresyon artisi gozlenen konsantrasyon 25 pM olarak
verilmistir (220). Sicanlarda kronik Ongoriilemeyen stres ile olusturulan depresyon
modelinde, rozmarinik asidin 10 mg/kg dozda 14 giin boyunca uygulanmasi ile
antidepresan  benzeri etkinlik gdsterdigi, bu etkinin hipokampusta ERK
fosforilasyonunun modiilasyonu yoluyla BDNF ekspresyonundaki artis ile iligkili
olabilecegi belirlenmistir (221). 20 mg/kg dozda uygulanan rozmarinik asidin iskemik
farelerde hafiza bozuklugunu 6nlemede etkisi gosterilmis, bu siirecte néron kaybinin
baskilanmasi, sinaptogenezin indiiklenmesi ve artmis BDNF diizeylerinin katkisi

oldugu belirlenmistir (222).

Spinal kord yaralanmasinda eriodiktiyolin (10 mg/kg ve 20 mg/kg)
etkinliginin arastirildig: bir ¢alismada, eriodiktiyoliin miyelin kaybini 6nemli dlgiide
azalttigi, dokuda BDNF ve GDNF norotrofik faktorlerinin diizeyini iyilestirdigi,
hiicrelerin apoptozunu Onledigi gosterilmistir (223). Eriodiktiyoliin ¢esitli deney
hayvan modellerinde bozulmus kognitif fonksiyonlar1 iyilestirdigi, antidepresan
benzeri etkinlik gosterdigi belirlenmis olmakla birlikte bu caligmalarda BDNF
diizeylerinin 6l¢iilmedigi goriilmiistiir (224-226).

Mirza ve arkadaglari tarafindan 2021 yilinda yayinlanan calismada, Alzheimer
hastaligi modeli olusturulmus farelere Rosmarinus officinalis etanol ekstresi (100
mg/kg), rozmarinik asit (16 mg/kg) ve ursolik asit (40 mg/kg) oral yoldan 15 giin
stireyle uygulanmis, ardindan davranis testleri ile immiinohistokimyasal ve gen
ekspresyonu caligmalar yiirlitiilmistiir. Calisma ile rozmarinik asit ve ursolik asidin
hafiza bozuklugu ve anksiyeteyi geri ¢evirmede etkili oldugu, nérojenik ve sinaptik
belirte¢ diizeylerini normale gevirdigi gosterilmistir (227). Ursolik asidin 1 ve 3 uM
konsantrasyonda PC12D hiicrelerinde sinir bliyiime faktoriiniin (NGF) aktivitesini

arttirarak norit bitylimesini destekledigi belirlenmistir (228).

Apigeninin deney hayvanlarinda olusturulmus Parkinson hastaligi, Alzheimer

hastalig1, depresyon gibi farkl1 modellerde etkinligi norotrofik sistem de dahil edilerek
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aragtirtlmig, BDNF diizeylerinde yasanan azalmanin apigenin uygulamasi ile geri

¢evrilmesinin alinan olumlu sonuglarda etkisi olabilecegi tartigilmistir (229-231).

Salvianolik asit B’nin Alzheimer hastaligi modeli olusturulmus farelerde 10
mg/kg dozda 7 giin siireyle uygulanmasi sonucunda bellek fonksiyonlarindaki
bozulmay1 anlamli diizeyde hafiflettigi, diizeyleri artmis olan inflamatuar belirtegleri

azalttig1, azalmis olan BDNF diizeylerini ise arttirdigi gosterilmistir (232).

Literatiirde yer alan bu destekleyici sonuglar da goz Oniline alinarak, tez
kapsaminda izole edilen saf maddelerin H20. kaynakli néronal hiicre hasarina karsi
olas1 noroprotektif 6zellikleri incelenmistir. LS-D1, LS-D2, LS-D3, LS-D4 ve LS-E1
bilesiklerinin uygulanmasi ile H>O> hasarina karsi farkli konsantrasyonlarda koruyucu
etki goruldigl, hiicre canlii@inin arttigi gosterilmistir. Bununla birlikte istatiksel
olarak anlamli diizeyde artis1 LS-D3 bilesigi 5 uM, LS-D4 bilesigi ise 2,5, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarda saglamustir (Sekil 4.39). On ¢alisma olarak kabul edilebilecek bu
verilerin farkli konsantrasyonlarda ve noroprotektif siiregte yer alan apoptoz,
inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres pek ¢ok etki mekanizmasi

(233) dahil edilerek arastiriimasinin 6nemli olacagi diistiniilmiistiir.

Tez galismamizda, L. stoechas subsp. stoechas’in halk arasinda diyabet ve
santral sinir sistemi rahatsizliklarinda kullanilmasindan hareketle yiiriitiilen aktivite
rehberli ¢alismalarin yani sira, bitkinin antioksidan kapasitesinin arastirilmistir.
Bitkinin ekstreleri ve ana fraksiyonlarinin toplam fenol igerigi Folin-Ciocalteu
yontemi ile belirlenmis, ardindan DPPH, SO, NO radikali siipiiriicii etkinlik ve
CUPRAC ve FRAP yontemleriyle antioksidan kapasite belirleme ¢aligmalari
gerceklestirilmistir (Tablo 5.4, Tablo 5.5).

Elde edilen sonuglara gore, benzer sekilde ekstre ve fraksiyonlarin DPPH ve
SO radikali siipiiriicii etkinliklerinin yiiksek, NO radikali siipiiriicii etkinliklerinin ise
daha disiik oldugu belirlenmistir. Su ekstresinin ana ekstreden, Fr. B’nin diger
fraksiyonlardan daha iyi radikal siipiriicii etkinlik gosterdigi sOylenebilir.
Ekstre/fraksiyonlarin radikal siipiiriicii etkinliklerinin icerdikleri toplam fenol
miktarlar1 ile genel olarak paralellik gosterdigi gozlenmistir. Bu sonug, diger
Lavandula tiir/alt tiirleriyle yiriitiilen ve fenolik madde icerigi ile antioksidan aktivite

arasinda korelasyon oldugunu belirleyen ¢aligmalar ile uyumludur (97, 102).
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Tablo 5.4. Ekstreler ve ana fraksiyonlarin toplam fenol igerigi ile radikal siipiiriicii
etkinliklerinin kiyaslanmasi.

Toplam Fenolik Radikal Siipiiriicii Etkinlik- 1Cs (ng/mL)

Numune Bi(lre'f;kel\fg;“
Aumune) DPPH SO NO
LSE 190,25+0,03 38,34 36,29 287,69
LSS 210,35+0,02 37,83 26,79 242,86
Fr. A 98,1+0,01 84,75 95,64 665,12
Fr.B 254,37+0,03 29,23 31,32 224,31
Fr.C 227,85+0,01 32,75 42,46 274,44
Fr.D 200,75+0,02 30,11 35,98 286,96
Fr.E 176,24+0,01 49,25 56,22 >400

Tablo 5.5. Ekstreler ve ana fraksiyonlarin toplam fenol igerigi ile FRAP ve CUPRAC
yontemiyle belirlenen antioksidan kapasitelerinin kiyaslanmasi.

Toplam Fenolik Antioksidan kapasite (mg Troloks/g numune)

Numune Bilesik Miktar
(mg GAE/g numune) FRAP CUPRAC
LSE 190,25+0,03 506,11+3,43 128,96+4,86
LSS 210,35+0,02 619,14+1,43 154,95+1,36
Fr. A 98,1+0,01 261,26+0,29 69,93+0,65
Fr.B 254,37+0,03 706,40+3,14 176,25+3,11
Fr.C 227,85+0,01 871,29+3,57 195,34+1,07
Fr.D 200,75+0,02 559,86+0,71 155,33+1,22
Fr. E 176,24+0,01 488,11+10,00 132,80+1,47

FRAP ve CUPRAC yoéntemleriyle gergeklestirilen antioksidan kapasite
caligmalarinda da su ekstresinin ana ekstreden daha yiiksek etkinlik gosterdigi
goriilmektedir. Radikal stiptiriicii etkinlik testlerinde alinan sonuglara benzer sekilde,
fraksiyonlar arasinda B, C ve D’nin daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu
gozlenmektedir. Ancak farkli olarak, fraksiyonlar arasinda Fr. C’nin en iyi antioksidan

kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir. Fr. B ve Fr. C ekstrelerden daha yliksek etkinlik
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gostermistir. Yiksek fenol icerigi antioksidan kapasite ile genel olarak paralellik

gostermektedir.

Yiiriitiilen antioksidan kapasite tayini ¢alismalar1 sonucu Fr. B ve Fr. C’nin
daha kuvvetli antioksidan Ozellik gosterdikleri tespit edilmistir. Bu bulgu
fraksiyonlarin ITK profili ile birlikte degerlendirildiginde, her iki fraksiyonda da major
bilesik olan ve giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinen (234) rozmarinik
asidin, fraksiyonlarin antioksidan etkisinde Onemli roliiniin olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Bu nedenle rozmarinik asit i¢in DPPH radikali siipiiriicii etkinlik ve
FRAP yontemiyle antioksidan kapasite tayini c¢alismast gergeklestirilmistir.
Rozmarinik asidin, pozitif kontrol olan askorbik aside ¢ok benzer sekilde yiiksek
DPPH radikali siipiiriicii etkinlik gosterdigi (Tablo 4.8) tespit edilmis ve FRAP
yontemiyle belirlenen antioksidan kapasitesinin en iy1 etkinlige sahip Fr. C’nin iki kat1
oldugu gorilmiistiir (Tablo 4.11). Elde ettigimiz bu sonuglar, farkli Lavandula
tirlerinde yiiriitiilen ve rozmarinik asidin antioksidan aktiviteye biiyiik 6l¢iide katkida
bulundugu, antioksidan aktivitenin esas olarak rozmarinik asit varligindan

kaynaklandig1 yoniindeki ¢alismalar ile uyum gostermektedir (101, 102).

Tez calismamizda birbirinden bagimsiz olarak arastirdigimiz a-glukozidaz
enzim inhibisyonu ve BDNF protein diizeyi c¢alismalar1 sonucunda farkh
fraksiyonlarin aktif ¢ikmasi, fraksiyonlarin igeriginde yer alan farkli madde
gruplarinin aktivitede farkli rol oynadigimi disiindiirmiistiir. a-Glukozidaz enzim
inhibisyonu aktivite daha apolar yapida bilesiklerin (terpenlerin) bulundugu Fr. E’de
gbzlenirken, BDNF protein diizeyi artis1 fenolik bilesiklerin bulundugu Fr. B ve C ile
ozellikle fenolik ve terpenik yapidaki bilesiklerin birlikte yer aldigi Fr. D’de
gozlenmigtir. Yiiksek antioksidan aktivite gozlenen Fr. B ve Fr. C’nin ise fenolik

bilesiklerce zengin oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, tez kapsaminda amaglandigi gibi L. stoechas subsp. stoechas’in
halk arasinda diyabet ve santral sinir sistemi rahatsizliklarinda kullanimina yonelik
yuriitillen izolasyon ve aktivite galigmalari sonucunda etkiden sorumlu olabilecegi

diisiiniilen bilesiklere ulagilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez calismamizda, L. stoechas subsp. stoechas’in halk arasinda kullanimindan
yola cikilarak c¢esitli biyolojik aktivite calismalari ve fitokimyasal calismalar

gerceklestirilmistir.

Bitkinin potansiyel antidiyabetik etkisine yonelik a-amilaz ve a-glukozidaz
enzim inhibisyon tayini ¢alismalar1 yiirtitiilmiistiir. Ekstreler ve ana fraksiyonlarda a-
amilaz enzim inhibisyon etki goézlenmemis, bu nedenle bu aktivite iizerinden
fraksiyonlama ve saf madde izolasyonu yapilamamistir. a-Glukozidaz enzim
inhibisyon tayini c¢aligmalarinda ise ekstreler diisiik aktivite gosterirken, ana
fraksiyonlar arasinda sadece Fr. E aktif bulunmustur. Fr. E iizerinde yiiriitiilen
calismalar sonucu izole edilen bilesiklerden LS-E1 (ursolik asit) a-glukozidaz enzim
tizerinde giiclii inhibisyon etki gostermistir. Antidiyabetik etkisi farkl: caligmalarla da
gosterilmis olan ursolik asidin olasi etki mekanizmalarinin daha ileri ¢calismalarla ele

alinmasit onemlidir.

Tez bitkisinin halk arasinda santral sinir sistemi rahatsizliklarinda
kullanimindan hareketle potansiyel etkisine yonelik fraksiyonlama ve saf madde
izolasyonu islemleri BDNF protein diizeyi calismalar1 ile gergeklestirilmistir.
Ekstreler ve ana fraksiyonlar arasinda en yiiksek BDNF artis1 saglayan 6rnek olan Fr.
D ilizerinde izolasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Fr. D’den izole edilen ve Fr. D’den izole
edilmemis olmakla birlikte fraksiyon iceriginde yer aldig1 ITK analizi ile saptanan 7
bilesigin (luteolin 7-O-p-D-glukopiranozit, rozmarinik asit, eriodiktiyol, 1-nonadeken,
ursolik asit, apigenin 7-O-glukuronit, salvianolik asit B) BDNF protein diizeylerine
etkisi arastirilmistir. Genel olarak tiim bilesiklerin BDNF protein diizeyini arttirdigi
goriilmekle birlikte, en yiiksek artis 5 uM konsantrasyonda LS-E1 (ursolik asit), 10
uM konsantrasyonda LS-D3 (eriodiktiyol) ve LS-E1 (ursolik asit) ile gergeklesmistir.

L. stoechas subsp. stoechas’in antioksidan kapasitesinin arastirildigi caligmalar
bitkinin gii¢lii antioksidan etkinlige sahip oldugunu gostermistir. Yiiksek antioksidan
etkinlik gozlenen Fr. B ve Fr. C’nin major bilesik olarak rozmarinik asit igermesi
literatiirde yer alan ¢alismalarla birlikte degerlendirildiginde, rozmarinik asidin

antioksidan aktivitede 6nemli katkisi oldugu seklinde yorumlanmustir.
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Noroprotektif etki tayini ¢alismalarinda, uygulanan konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde koruyucu etki, LS-D3 (eriodiktiyol) ve LS-D4 (1-
nonadeken) bilesikleri ile goriilmekle birlikte, 6n veri olarak kabul edilebilecek bu
caligmalarin saf maddelerin farkli konsantrasyonlarda denenmesi ile daha kapsamli

sonuglar verebilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilacak ileri ¢alismalarda, tez calismamizdaki saf maddelerin daha genis
konsantrasyon araliinda BDNF protein diizeyi ve néroprotektif etki tayini ¢aligsmalari
planlanabilir. BDNF artisinin hangi hiicre i¢i sinyal yolaklar1 araciligiyla gerceklestigi,
noron morfolojisinde degisiklige yol acip agmadigi incelenebilir. Noroprotektif etkide
rol oynayan farkli mekanizmalar (apoptoz, inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon,

oksidatif stres gibi) tizerindeki olasi etkileri arastirilabilir.

Tez kapsaminda elde ettigimiz sonuglar L. stoechas subsp. stoechas’in halk
arasinda diyabet ve santral sinir sistemi rahatsizliklarinda kullanimin1 destekleyen
bulgular olmakla birlikte, ¢ok faktorlii etiyolojiye sahip bu hastaliklardaki etkinliginin

degerlendirilebilmesi i¢in daha kapsamli ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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