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OZET

Testosteron-5a-rediiktaz enzimi, testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiinde 6nemli bir rol
oynar. Bu enzimin inhibisyonu, benign prostat hiperplazisi ve androgenetik alopezi (AGA) gibi
durumlarin tedavisinde etkilidir. Lipoksijenaz (LOX) enzimi, yag asitlerinin oksidasyonunu
katalizleyerek serbest radikallerin olusumuna yol acar ve oksidatif hasar ile enflamasyona neden
olarak sa¢ dokiilmesine katkida bulunabilir. Lavandula sp.’den elde edilen ucgucu yaglar ve
infiizyonlar, Anadolu’da geleneksel olarak sa¢ dokiilmesinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
calismada, Lavandula stoechas L. ve Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.’den hazirlanan
MeOH ekstreleri ve elde edilen ugucu yaglarin testosteron-5a-rediiktaz ve LOX inhibisyonu iizerine
etkisi, in vitro enzim inhibisyon testleri ile incelenmistir. Ayrica, bu ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri DPPH radikal siipiiriicii etki, metal iyonu selasyon etkisi ve demir-indirgeme antioksidan
giici (FRAP) deneyleriyle in vitro olarak degerlendirilmistir. Sonuglar, L. stoechas ve L. %
intermedia toprak istii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin her iki enzimi de inhibe ettigini
gostermistir. L. stoechas'in etil asetat alt fraksiyonundan hareketle, aktivite-yonlendirmeli izolasyon
caligmalar1 gerceklestirilmis ve 7 adet flavonoit, sterol ve fenolik asit yapisinda bilesik izole
edilmistir. Izole edilen bilesikler; spektral yontemlerle luteolin-7-O-glukozit, rozmarinik asit,
apigenin, [-sitosterol, kafeik asit, p-kumarik asit ve trans-ferulik asit olarak karakterize edilmistir. p-
Kumarik asit, Sa-rediiktaza karsi en yiiksek inhibitor aktiviteyi gosterirken, trans-ferulik asit, LOX’a
kars1 en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi ile L. stoechas
ekstresinde rozmarinik asidin major bilesik oldugu belirlenmistir. Rozmarinik asidin de Sa-rediiktaz
enzimine karsi yiksek inhibitdr etkisi oldugu tespit edilmistir. Ayrica, molekiiler kenetlenme
analizleri ile izole edilen bilesiklerin testosteron-5o-rediiktaz enzimi ile giiglii etkilesim icinde
oldugu belirlenmistir. Bulgularimiz, L. stoechas ve L. x intermedia’nin halk arasindaki kullanimin
desteklemekte olup, bu bitkilerin ekstreleri ile etkili bilesiklerinin alopezi tedavisinde {imit verici
ajanlar olduguna isaret etmektedir. Bu tez calismasi, L. stoechas ve L. X intermedia ile etkili
bilesiklerinin 5a-rediiktaz inhibisyonuna dair yapilan ilk arastirmayi teskil etmektedir.

Bilim kodu : 1017

Anahtar kelimeler : Lavandula  stoechas, Lavandula % intermedia, 5oa-rediiktaz,
androgenetik alopezi, molekiiler kenetlenme
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EVALUATION OF SOME MEDICINAL PLANTS GROWING IN OUR COUNTRY IN
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ABSTRACT

The enzyme testosterone Sa-reductase plays an important role in the conversion of testosterone to
dihydrotestosterone. Inhibition of this enzyme is effective in the treatment of conditions such as
benign prostatic hyperplasia and androgenetic alopecia (AGA). The enzyme lipoxygenase (LOX)
catalyses the oxidation of fatty acids, leading to the formation of free radicals and may contribute to
hair loss by causing oxidative damage and inflammation. Essential oils and infusions from Lavandula
sp. are traditionally used in the treatment of hair loss in Anatolia. In this study, the effects of methanol
extracts and essential oils prepared from Lavandula stoechas L. and Lavandula * intermedia Emeric
ex Loisel. on testosterone Sa-reductase and LOX inhibition were investigated by in vitro enzyme
inhibition tests. In addition, the antioxidant activities of these extracts were evaluated in vitro by
DPPH radical scavenging effect, metal ion chelation effect, and iron-reducing antioxidant power
(FRAP) assays. The results showed that the extracts obtained from L. stoechas and L. % intermedia
aerial parts inhibited both enzymes. Activity-directed isolation studies were carried out from the ethyl
acetate sub-fraction of L. stoechas and 7 flavonoit, sterol, and phenolic acid type ofcompounds were
isolated. The isolated compounds were characterized as luteolin-7-O-glucoside, rosmarinic acid,
apigenin, f5-sitosterol, caffeic acid, p-coumaric acid, and trans-ferulic acid by spectral methods. p-
Coumaric acid showed the highest inhibitory activity against Sa-reductase, while trans-ferulic acid
showed the highest activity against LOX. By high performance liquid chromatography, it was
determined that rosmarinic acid was the major compound in L. stoechas extract. Rosmarinic acid
was also found to have a high inhibitory effect against Sa-reductase. Furthermore, molecular docking
analyses revealed that the isolated compounds interacted strongly with the testosterone Sa-reductase.
Our findings support the folk use of L. stoechas and L. X intermedia and indicate that the extracts
and effective compounds of these plants are promising agents in the treatment of alopecia. This thesis
constitutes the first investigation on the inhibition of 5a-reductase by L. stoechas and L. x intermedia
and their effective compounds.
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Keywords : Lavandula  stoechas, Lavandula X intermedia, Sa-reductase,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kapsaminda siklikla kullanilan bazi kisaltmalar ve simgeler ile bunlara iliskin

aciklamalar asagida belirtilmistir.

Simgeler

°C
ala
h/h

ng

pL

pm

dk

kg

mg
mL
mM
nm
ppm
rpm
mL/dk
m/z

eV

Aciklamalar

Santigrad derece
Agirlik/agirlik
Hacim/hacim
Mikrogram

Litre

Mikrolitre
Mikrometre
Mikromolar

Dk

Gram

Kilogram

Molar

Miligram
Mililitre
Milimolar
Nanometre
Milyonda bir birim
Dkdaki devir sayisi
Mililitre/dk
Yiik/kiitle
Elektronvolt

Kimyasal kayma



Kisaltmalar

13C NMR
'H NMR
ABTS

AGA
ATCC
AYF
BHA
BHT
BPH
CAKME
CAT
DAD
DCM
DHEAS
DHT
DMSO
DNA
DPC

DPPH
DSO
DTT
ECso
EDT
EGCG
EGTA
El
EtOAC
FDA
FID
FOX

Aciklamalar

Karbon niikleer manyetik rezonans
Proton niikleer manyetik rezonans
2,2’-Azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit)

Androgenetik alopezi

Amerikan tip kiiltiir koleksiyonu
Aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama
Biitilhidroksianisol
Biitilhidroksitoluen

Benign prostat hiperplazisi

XXii

Corylus avellana L. kabuk MeOH ekstresi

Katalaz

Diode array detektor
Diklorometan
Dehidroepiandrosteron siilfat
Dihidrotestosteron

Dimetil siilfoksit

Deoksiriboz niikleik asit
Dermal papilla hiicreleri
(Dermal papilla cells)
2,2-Difenil-1-pikril hidrazil
Diinya Saglik Orgiitii
Ditiyotreitol

Yarim maksimal etkili konsantrasyon
Etilendiamin tetraasetik asit
Epigallokatesin-3-gallat

Etilen glikol tetraasetik asit
Iyonizasyon modu

Etil asetat

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
Alev iyonlagtirma detektorii

Ferrik oksidasyonu-ksilenol turuncusu



Kisaltmalar

FRAP

FSH
GAE
GC
GC-MS
GPx
1Cso0

IL

IFD

iTK

JRKME

LC

LDso

LH

LiHBAE

LiHDAE

LiHME

LIiHEAE

LIiHHAE

LiHSAE

LNCaP

XxI1ii

Aciklamalar

(Ferrous oxidation-xylenol orange)
Demir-indirgeme antioksidan giicii (Ferric
reducing antioxidant power)

Folikiil uyarici hormon

Gallik asit esdegeri

Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi-kiitle spektrumu
Glutatyon peroksidaz

%50 Inhibisyon yapan doz

Interlokin

Indiiklenmis uyum baglanmas1

(Induced fit docking)

Ince tabaka kromatografisi

Juglans regia L. kabuk MeOH ekstresi
S1v1 kromatografisi

Medyan letal doz

Luteinize edici hormon

Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.
toprak isti n-butanol alt ekstresi
Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.
toprak stii diklorometan alt ekstresi
Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.
toprak iisti MeOH ekstresi

Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.
toprak tistii etil asetat alt ekstresi
Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.
toprak tistii n-hekzan alt ekstresi
Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.
toprak tistii su alt ekstresi

Prostat lenf nodu karsinomu



Kisaltmalar

LOX

LSHBAE

LSHDAE

LSHME

LSHEAE

LSHHAE

LSHME

MDA
MeOH
MIC

MLD
MS
MTT

M.S.
NADPH
n-BuOH
NMR
NO

oSl
PBS

XX1V

Aciklamalar

(Lymph node carcinoma of the prostate)

Lipoksijenaz

Lavandula stoechas L. toprak iistii n-
butanol alt ekstresi

Lavandula stoechas L. toprak tistii
diklorometan alt ekstresi

Lavandula stoechas L. toprak tistii MeOH
ekstresi

Lavandula stoechas L. toprak tistii etil
asetat alt ekstresi

Lavandula stoechas L. toprak iistii n-
hekzan alt ekstresi

Lavandula stoechas L. toprak tistii su alt
ekstresi

Malondialdehit

Metanol

Minimum inhibitér konsantrasyon
(Minimum inhibitory concentration)
Minimum letal doz

Kiitle spektrometresi
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyumbromiir)

Milattan sonra

Nikotinamit adenin diniikleotit fosfat
n-Butanol

Niikleer manyetik rezonans

Nitrik oksit

Oksidatif stres indeksi

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi



Kisaltmalar

PDB

PRP

RI

ROS

RP-18

RRI
Rt

S.S.

SOD
TAS
TCA
TEAC
TOS
UDHME
UUHME
uv
YPSK

XXV

Aciklamalar

(Phosphate buffered saline)

Protein veri bankasi

(Protein data bank)

Plateletten zengin plazma

(Platelet-rich plasma)

Retansiyon indisi

(Retention index)
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1. GIRIS

Androgenetik alopezi (AGA), sa¢ folikiillerinin ilerleyici sekilde kiigiilmesi ve terminal
saglarin tiiysii hale donlismesiyle karakterize edilen genellikle erkeklerde goriilen yaygin bir
sac dokiilmesi tipidir. Bu durum, sa¢ dongiisti dinamigindeki sa¢ uzunlugunu belirleyen evre
olan anajen faz siiresinin azalmas1 ve telojen faz siiresinin artmasiyla olusur. Sonugta, yeni
cikan saclar daha kisa goriiniir ve sag folikiilleri minyatiire olur. Bu da kellik goriintiimii ile
sonuclanir. Diinya genelinde erkeklerin %50'si ve kadinlarin %40, yasamlarinin bir
noktasinda bu durumdan etkilenmektedir. Tiirkiye'de de AGA'nin goriilme siklig1 oldukca
yiiksektir. Bu kayda deger oranin, AGA'nin global bir saglik problemi olarak kabul
edilmesinin bir gostergesi oldugu diisiiniilebilir. AGA, genetik ve hormonal faktorlerin
etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu durum kiside psikolojik problemler, sosyal sorunlara
sebebiyet vermektedir (Al Najjar ve digerleri, 2023; Yorulmaz, 2016). Androjen
hormonlarinin sag folikiilleri iizerindeki etkisi, bu durumun temel sebebidir. Ozellikle,
testosteron-Sa-rediiktaz  enziminin  katalizledigi reaksiyon sonucu ag¢i§a c¢ikan
dihidrotestosteron (DHT), testosterona goére daha kuvvetli bir androjenik sinyal
olusturmaktadir. Bu nedenle, DHT yiiziinden sa¢ folikiilleri kiigiiliir ve saclar incelip
dokiiliir. Ancak, asirt miktarda DHT, sa¢ dokiilmesine ve prostat biiylimesine ve ilerleyen

stireclerde de prostat kanseri gibi saglik sorunlarina neden olabilir (Osborn, 1916).

Oksidatif stresin sa¢ dokiilmesi lizerindeki etkisi, reaktif oksijen tiirlerinin (reactive oxygen
species, ROS) sag folikiillerine ve sa¢ koklerine zarar vererek sa¢ gelisimini etkilemesiyle
ilgilidir. ROS'nin lipit peroksidasyonu ve DNA hasar1 gibi hiicresel bilesenler iizerinde
olusturdugu zararlar, sag folikiil hiicrelerinin sagligini ve fonksiyonlarini bozabilir. Oksidatif
stresin sa¢ dokiilmesine katkida bulunabilecegi diisiiniilen bir diger mekanizma ise oksidatif
stresin iltihaplanma siireglerini tetikleyerek veya bu siiregleri artirarak sa¢ folikiillerinin
fonksiyonlarini etkilemesidir. iltihaplanma, sag folikiilleri ve sa¢ koklerinde hasara yol
acabilir ve sa¢ dokiilmesini hizlandirabilir. Antioksidanlar, serbest radikalleri nétralize
ederek ve oksidatif stresi azaltarak sag¢ folikiil hiicrelerini koruyabilir ve sa¢ dokiilmesini

onleyebilmektedir (Sung ve digerleri, 2006; Upton ve digerleri, 2015).

AGA patogenezi, sa¢ folikiili mikrocevresinde enflamatuvar siireglerin arttigina dair
kanitlarla desteklenmektedir. Lipoksijenaz (LOX) enzimleri tarafindan {iretilen lipit

mediyatorler, bu siireclerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. LOX yoluyla



iretilen 10kotrienler gibi enflamatuvar lipit mediyatorler, sac folikiillerinde enflamasyonu
tetikleyerek AGA'nin ilerlemesine katkida bulunabilir. Aragtirmalar, LOX enzimlerinin
aktivitesini inhibe eden ajanlarin AGA iizerinde olumlu etkiler gosterebilecegini ortaya
koymaktadir. Bu inhibitorler, enflamatuvar yanit1 azaltarak ve sag¢ folikiilii mikrogevresini
iyilestirerek sa¢ dokiilmesini yavaslatabilir veya Onleyebilir. LOX enzimlerinin katalize
ettigi reaksiyonlar sonucunda olusan lipit peroksidasyonu tirlinleri, oksidatif stresi artirarak
sa¢ folikiilii hasarma neden olabilir ve bu durum, AGA'min patogeneziyle dogrudan

iliskilendirilebilir (Aslani ve digerleri, 2009).

Ulkemizde, Lamiaceae familyasina ait tiirlerin ¢ogu Akdeniz bdlgesi ve cevresinde
yetismektedir. Lamiaceae, Tiirkiye'de bulunan en biiylik iiclincli familyadir ve Tiirkiye
florasinda 45 cins, 565 tiir ve 735 takson igermektedir (Baser ve digerleri, 2018). Ayrica, bu
familya Tiirkiye'de en fazla endemik tiire sahip olanlardan birisi olup ve iilkemize 6zgii 256
endemik tiir igermektedir; endemizm orani ise %45 olarak bildirilmistir. Lavandula stoechas
L., Anadolu topraklarinda “karabas otu” basta olmak tizere “gargan ve kesisotu" gibi ¢esitli

yoresel isimler ile bilinmektedir.

Giiniimiizde AGA tedavisinde kullanilan bir ilag olan finasterit, testosteron-5a-rediiktaz
inhibitoriidiir. Ancak yan etkileri oldukca fazladir. Bu nedenle, sentetik veya dogal kaynakli
yeni, etkili ve giivenli molekiillerin bulunmasina halen ihtiya¢ vardir. Lavandula tiirleri de
dahil olmak tizere ¢esitli bitki tiirleri, Tiirkiye ve diinyanin ¢esitli lilkelerinde halk arasinda
sa¢ dokiilmesini engelleyici veya sag ¢ikarict amaclarla kullanilmaktadir. Etnofarmakolojik
kayitlardan faydalanilarak, doktora tez ¢alismamizda L. stoechas L. ve L. X intermedia
Emeric ex Loisel. tiirlerinin AGA tedavisine yonelik potansiyel etkisi, in vitro testosteron-
Sa-rediiktaz inhibitor etkileri {lizerinden incelenmistir. Ayrica AGA’li hastalarin sag
koklerinde gozlenen enflamasyon nedeniyle destekleyici etki olarak in vitro olarak, segilen
tibbi bitkilerin LOX inhibisyonu da degerlendirilmistir. Enzim inhibisyonlarmin, bu
bitkilerin antioksidan aktivitesi de in vitro olarak 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal
stipiiriicii etki, demir indirgeme antioksidan giicii (ferric reducing antioxidant power, FRAP)
ve metal selasyon kapasitesi yontemleri kullanilarak incelenmistir. Calismamizda L.
stoechas ve L. % intermedia’dan elde edilen ugucu yaglarin Sa-rediiktaz inhibitor etkileri de
incelenmistir. Ayrica ucucu yaglarin fitokimyasal icerigi gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS) yontemi ile belirlenmistir.

Hazirlanan ekstrelerde toplam fenol ve toplam flavonoit miktar tayinleri de



gerceklestirilmistir. Bunlarin yaninda ekstrelerde bulunan fenolik bilesiklerin belirlenmesi
icin yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) analizleri de gerceklestirilmistir.
Etkiden sorumlu olan bilesiklerin tespit edilmesi amaciyla aktivite-yonlendirmeli
fraksiyonlama ve izolasyon yontemi kullanilmistir. izole edilen bilesiklerin miktar
tayinlerinde YPSK, yap1 aydinlatma calismalarinda ise MS ve niikleer magnetik rezonans

(NMR) tekniklerinden faydanilmastir.

Tez kapsaminda, L. X intermedia ve L. stoechas tiirlerinin testosteron-5a-rediiktaz inhibitor
aktivite potansiyelleri ilk kez degerlendirilmis olup, en yiiksek aktiviteye sahip olan L.
stoechas toprak iistii ekstresi lizerinde ilk defa bu amacla aktivite-yonlendirmeli izolasyon
calismalar1 yapilmistir. Izole edilen molekiillerin testosteron-5a-rediiktaz enzimine
baglanma kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler kenetlenme deneyleri

gerceklestirilmistir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alopezi

Sag dokiilmesi (alopezi), her iki cinsiyette ve her yas grubunda pek ¢ok kisinin karsilastigi,
genetik faktor, hormonal degisiklikler, stres, ila¢ kullanimi1 veya herhangi bir tedavi sonucu
olusan bir etki gibi pek ¢cok sebepten kaynaklanabilen yaygin ve bulagici olmayan bir modern
toplum sorunudur. Bir baska deyisle alopezi, sag¢ derisi veya viicudun diger sagh derisinde
de bulunan kil folikiillerinin farkli sebeplerden dolay1 zayiflamasi sonucu olusan durumdur.
Sa¢ dokiilmesi son yillarda modern yagsamin getirdigi baslica stres nedeniyle farkli
toplumlarda bir¢ok kisiyi etkileyen bir durum haline gelmeye baslamistir (Aukerman ve

digerleri, 2023; Liu ve digerleri, 2024).

Israil'de bulunan bir dermatoloji polikliniginde gerceklestirilen istatiksel bir calismada, sag
dokiilmesi nedeniyle klinige bagvuran hastalarin oran1 2010 yilinda %1,24 iken 2020 yilinda
%09,44'e yiikselmistir (Lyakhovitsky ve digerleri, 2023). Bu 10 yillik siirecte 6zellikle sag
dokiilmesi sikayeti ile bagvuran kadinlarin oran1 artmistir. Ayrica, ayni ¢alismada en yliksek
artisin AGA prevalansinda oldugu goriilmiistiir. Bu oran 2010'da %17 iken 2020'de %32'ye
ylikselmistir. Ayn1 ¢alismada klinige yapilan bagvurularin %30,6’s1 androgenetik alopezi,
%19,3’u alopezi areata, %15,4’i telogen effluvium (%15,4), %14,9’u seboreik dermatit ile

%7,1°1 liken planopilaris olusturmaktadir.

10-16 yas araligindaki 226 hasta {lizerinde yapilan bir ¢aligmada, 10 y1l igerisinde sag¢ kayb1
sikayetlerinin pediatrik hastalarda 2 katina ¢iktigi bildirilmistir (F. L. Xiao ve digerleri,
2006). En yiiksek artis erkek ¢ocuklarda gdzlenmistir. Omiirleri boyunca, erkeklerin
yarisinin ve kadinlarin 1/3’inin alopeziyi deneyimleyecegi ongoriilmektedir (Al Najjar ve

digerleri, 2023).

Sag dokiilmesi giinliik hayatta sikca karsilasilan bir durumdur. Genellikle giinliik 25 ila 125
arasinda sa¢ telinin dokiilmesi normal kabul edilir, ancak bu miktar cinsiyete gore degisiklik
gosterebilir. Kil folikiillerinde herhangi bir dejenerasyon veya yok olma olmadigi i¢in bu
durum patolojik olarak degerlendirilmez. Ancak, giinliik olarak ortalama 100 sa¢ telinden
fazlasinin dokiilmesi, patolojik bir belirti olarak goriilmektedir (Chumlea ve digerleri, 2004;

Katharina ve digerleri, 2004; Semalty ve digerleri, 2011).



Alopezi kisiyi yalnizca estetik agidan etkilemekle kalmaz; bunun yaninda kisilerde
psikolojik, mental ve sosyal sorunlara da sebebiyet verebilmektedir. Kisilerin yasam
kalitesini, ruh saglhigin1 hatta 6zgiivenlerinde azalmaya sebebiyet vererek sosyal yagamini
oldukca derinden etkileyebilmektedir. Alopezi sorunu olan hastalar diger insanlara nazaran
cok daha yiiksek oranda depresyon ve anksiyete yasamaktadir (Al Najjar ve digerleri, 2023;
Aukerman ve digerleri, 2023; Razum ve digerleri, 2022). Polonya'da gerceklestirilen bir
arastirma, Polonyali erkeklerin %60'1min sa¢ dokiilmesinden utan¢ duydugunu, %81,3"liniin
giinliik yasamda stres yasadigini ve %66,7'sinin 6zsaygisinin 6nemli 6l¢iide etkilendigini

ortaya koymustur (Adamowicz ve digerleri, 2022).

2.2. Alopezinin Nedenleri

Cinsiyet, yas ve 1k alopezi goriilme sikligini etkilemektedir. Pek cok hastalik alopeziye
neden olabilecegi gibi, baz1 tedavi yontemlerinin de komplikasyonu olarak alopezi
goriilmektedir (Al Najjar ve digerleri, 2023). Hormonal degisiklikler (hamilelik, menopoz,
hormonal hastaliklar, vs), beslenme aligkanlig1, obezite, otoimmiin hastaliklar ile stres
alopeziyi tetikleyebilir. Menopoz zamaninda Gstrojen seviyelerinin azalmasi da alopeziye
neden olmaktadir. Alopezinin baska bir hastaligin sonucu olarak ortaya ¢iktig1 durumlarda,
mevcut hastalik tedavi edilmelidir. Boylece hastalik sonucu olusan alopezi de tedavi edilmis
olacaktir. Alopezi bazi otoimmiin hastaliklar nedeniyle de goriilmektedir. Ornegin tiroit
hastaliklari, “alopezi areata” olarak adlandirilan viicudun kendi sa¢ folikiillerini yabanci
tehdit olarak algilayarak sa¢ dokiilmesine neden oldugu alopezi tipine neden olmaktadir.
Bagsta hipotiroidizm olmak {iizere hipertiroidizm de alopeziye neden olmaktadir. Stres,
“telogen effluvium” gibi gecici sa¢ dokiilmesi durumlarina neden olabilir. Yogun stres
donemlerinde, viicutta hormon seviyelerinde degisiklikler meydana gelir ve sa¢ dokiilmesi
yasanabilir. Stres yonetimi ve psikolojik destek, bu tiir sa¢ dokiilmesinin etkin bir sekilde

yonetilmesinde onemlidir.

Beslenme eksiklikleri, 6zellikle demir, ¢inko, B vitaminleri ve protein eksikligi, sa¢
dokiilmesine neden olabilir. Bu nedenle, dengeli bir beslenme aligkanligi 6nemlidir.
Kadinlarda sik goriilen bir endokrin bozukluk olan polikistik over sendromunda da alopezi
goriiliir. Bu sendromda kadinlarda yiiksek diizeyde androjen hormonlari iiretimi goriilmekte

ve bu nedenle de androgenetik tipi sa¢ dokiilmesine sebebiyet verebilmektedir.



Oksidatif stres, hiicrelerdeki normal oksidasyon ve antioksidan savunma mekanizmalari
arasindaki dengesizlik sonucunda ROS’ nin artmastyla karakterizedir. ROS, hiicredeki DNA,
proteinler ve lipitler gibi biyomolekiillerde hasara neden olabilir. Oksidatif stresin bir¢ok
hastalikta rol oynadig1 bilinmekte olup, bunlar arasinda yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklar bulunmaktadir. Sag¢ folikiilleri, antioksidan
enzimler araciligiyla oksidatif hasara karst korunur. Ancak, bazi durumlarda, 6zellikle
yaslanma, hormonal degisiklikler veya g¢evresel faktorler gibi durumlarda, antioksidan
savunma mekanizmalar1 yetersiz kalabilir ve oksidatif stres artabilir. Bu durumda, sag
folikiillerinde hasar artabilir ve sa¢ dokiilmesi hizlanabilir. DHT'nin sa¢ folikiillerine etkisi
de oksidatif stres i¢in bir mekanizma olabilir. DHT, sag folikiillerindeki hiicrelere etki ederek
ROS iiretimini artirabilir veya antioksidan savunma sistemini zayiflatabilir. Bu durum, sag
folikiillerindeki oksidatif stresi artirarak, sa¢ dokiilmesini hizlandirabilir. Ayrica, oksidatif
stresin AGA patogenezindeki rolii, sa¢ folikiillerindeki hiicrelerin yaslanmasiyla da
iligkilendirilebilir. Hiicrelerin yaslanmasi, hiicrelerin fonksiyonlarini kaybetmeleri ve hatta
6liime direng kazanmalar1 anlamina gelir. Bu durum, sag folikiillerindeki hiicrelerin normal
dongiisiinii etkileyerek, sa¢ biliylime dongiisiinde degisikliklere neden olabilir ve sag
dokiilmesini tetikleyebilir. Sonu¢ olarak, oksidatif stresin AGA'nin patogenezinde rol
oynayabilecegi ve sa¢ dokiilmesini hizlandirabilecegi diisiiniilmektedir. Antioksidanlar sag
dokiilmesinin 6nlenmesi ve tedavisinde potansiyel olarak faydali olabilirler. Antioksidanlar,
sac folikiillerinin oksidatif hasarini azaltarak saclarin daha saglikli kalmasina ve sag
dokiilmesinin 6nlenmesine yardimci olabilirler. Ayrica, antioksidanlar, sa¢ uzamasini tesvik
edebilir ve sag¢ folikiillerinin yenilenmesini destekleyebilirler (Cwynar ve digerleri, 2020;
Prie ve digerleri, 2016; Triieb, 2009). Biikres’te bulunan Elias Dermatoloji Hastanesi ve
dermatoloji polikliniginde gerceklestirilen bir calismada, Ekim 2014 ile Mayis 2015 tarihleri
arasinda AGA tanis1 koyulmus 27 hastadan plazma ornekleri alinmistir (Prie ve digerleri,
2016). Her hastanin plazmasinda troloks esdegeri antioksidan kapasite (trolox equivalent
antioxidant capacity, TEAC), malondialdehit (MDA) ve toplam tiyol seviyeleri 6l¢iilmiistiir.
Ayrica, eritrosit Orneklerinde antioksidan etki saglayan siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) aktiviteleri ve ayn1 zamanda TEAC aktivitesi
belirlenmistir. Calisma sonunda, AGA hastalarinda anlamli derecede azalmis SOD aktivitesi
saptanmistir. AGA hastalarinin plazma o6rneklerinde anlamli diizeyde azalmis TEAC
aktivitesi ve artmig MDA seviyeleri belirlenmistir. Bu sonuglar, AGA hastalarinda artmis
oksidatif stresin varliginin belirtisidir. Bu ¢alisma ile AGA hastalarinin dermal papillasinda

oksidatif stresin varligi dogrulanmistir. Tiirkiye’de gerceklestirilen oksidatif stres ile AGA



arasindaki iligkinin incelendigi bir diger ¢alismada, 18-30 yaslar1 araligindaki 33 AGA tanisi
olan erkek hastanin toplam oksidan seviyeleri (TOS), toplam antioksidan seviyeleri (TAS)
ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirlenmistir. Calisma sonunda TAS seviyesi agisindan bir
fark bulunmazken, TOS ve OSI degerleri AGA hastas1 olan grupta belirgin sekilde daha
yiksek c¢ikmistir. AGA'li geng hastalarda artmig oksidatif stres tespit edilmistir (Kaya
Erdogan ve digerleri, 2017). AGA'nin etiyopatogenezinde oksidatif stresin roliiniiniin 6nemli
oldugu calismalarda gosterilmistir. Daha detayli anlayabilmek icin molekiiler ¢caligmalara
ihtiya¢c duyulmaktadir. Ayrica, AGA tedavisinde topikal veya sistemik antioksidanlarin

kullanim1 da degerlendirilmelidir.

2.3. Alopezi Simiflandirmasi

Alopeziler skar (yara) dokusunun bulunup bulunmamasina gore; skatrisyel alopeziler (skarlt
alopeziler) ve skatrisyel olmayan alopeziler (nonskarli alopeziler) olarak 2 ana kategoriye

ayrilmaktadir (Lin ve digerleri, 2019).

2.3.1. Skatrisyel alopeziler

Skatrisyel alopezi sag¢ folikiillerinin kalic1 olarak yok olup yerine fibroz skar dokusunun
geldigi enflamatuvar bir sa¢ dokiilmesi bozuklugudur. Bu durum, kil folikiil yapilarinin
zaman igerisinde atrofiye ugrayarak geri doniisiimsiiz olarak hasar gormesi ve skar
dokusuyla degistirilmesi sonucunda ortaya ¢ikarak kalici sa¢ kaybina neden olur. Skatrisyel
alopezi yaniklar, Graham-Little sendromu, folikiilitis dekalvans, Conradi sendromu,
mekanik travma, radyasyon, liken planus, lupus eritematozus, kimyasallar, baz1 ilaclar,
folikiiler dejenerasyon vb. sebeplerden olusabilir. Bu tiir sa¢ dokiilmesi geri doniisiimsiiz
oldugundan, erken tan1 ve tedavi olduk¢a onemlidir (Al Najjar ve digerleri, 2023; Lin ve

digerleri, 2019).

Skatrisyel alopezi, Kuzey Amerika Sa¢ Arastirma Dernegi tarafindan primer skatrisyel
alopezi ve sekonder skatrisyel alopezi olarak siniflandirilmaktadir. Primer sikatriyal alopezi,
birincil bir patolojik siirecin neden oldugu ve genellikle baska bir hastaligin sonucu olmayan
bir durumdur. Sekonder skatrisyel alopezi, sa¢ dokiilmesinin altinda yatan bir nedenden
kaynaklanan ve genellikle cilt iizerindeki bir travma, enfeksiyon veya bagka bir patolojik

stire¢ sonucunda gelisen bir durumdur. Bu tiir sa¢ dokiilmesinin tedavisinde yatan nedenin



giderilmesi gerekmektedir. Bu durum, primer bir patolojik siirecin sonucu degil, genellikle
yanik, cerrahi miidahale, baz1 tibbi tedaviler ve enfeksiyonlu cilt hastaliklar1 gibi baska bir
faktoriin neden oldugu bir sonuctur. 2001 yilinda, Kuzey Amerika Sa¢ Arastirma Dernegi,
kafa derisinden alinan biyopsilerin patolojik bulgularina dayanarak bir smiflandirma

hazirlamistir (Olsen ve digerleri, 2003).

— e
*Kronik kutandz lupus eritematozus
+Liken planopilaris
« Klasik liken planopilaris
« Frontal fibrosing alopesi
* Graham-L.ittle sendromu
*Brocq'un klasik psédopeladi
*Santral santrifiij sikatriyal alopesi
» Mukinoz alopesi
*Keratoz folikiileris spinuloza dekalvans

s NOtrofilik
*Folikiilit dekalvans
* Ayristiric seliilit/folikiilit

— I
Folikiilitis (akne) keloidalis
*Folikiilitis (akne) nekrotika
*Erozif piistiiler dermatoz

— IS
+Kesin klinik ve histopatolojik bulgularla kanitlanamamus idiyopatik skarli alopezi
tirtidiir.

Sekil 2.1. Primer sikatriyal alopezinin siniflandirilmasi

2.3.2. Skatrisyel olmayan (nonskatrisyel) alopeziler

Bu alopezi tipi, kil folikiiliinde kalic1 hasar ve skar dokusu birakmayan, sa¢ folikiillerinin
korundugu ve bu nedenle sag¢ kaybinin geri dondiiriilebildigi alopezilerdir. Kalici sa¢ kaybina
sebebiyet vermez, tedavi edilebilir veya kendiliginden iyilesebilirler. Skatrisyel olmayan
alopeziler 6 grup altinda incelenirler. Bunlar sirasiyla; androgenetik alopezi, alopezi areata,
telogen effluvium, anagen effluvium, traksiyon alopezi ve tinea kapitis’tir (Katharina ve

digerleri, 2004; Phillips ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2023).
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2.3.2.1. Androgenetik alopezi (AGA)

AGA, sag folikiiliiniin ilerleyici sekilde kiigiilmesi ve terminal sa¢in tliysii hale doniismesiyle
karakterizedir. Bu durum, sa¢ dongiisii dinamigindeki sa¢ uzunlugunu belirleyen evre olan
anajen faz siiresinin azalmasi ve telojen faz siiresinin artmasiyla yeni olusan saglarin daha
kisa goriinmesine ve sag folikiillerinin minyatiire olmasina neden olmakta, siirecin sonunda
ise kellik goriiniimii olugmaktadir. Minyatiirazisyon, saclarin daha ince, kisa ve az pigmentli
olmasmma neden olur. Bazi durumlarda sag¢ folikiillerinde mikroenflamasyonlar da
gozlenmektedir. AGA, genellikle skatrisyel olmayan alopeziler sinifina dahil edilirken, bazi
aragtirmacilar bu durumu hem skatrisyel hem de skatrisyel olmayan alopezi olarak
siniflandirmaktadir. AGA’de kafanin tizerindeki sag¢ folikiilleri, androjenlere karsi ¢ok daha
duyarli hale gelir. Boylece zaman igerisinde sa¢ folikiilleri atrofiye ugrar. Kil olusum
dongiisiindeki anajen faz kisalirken, telojen faz uzar ve bodylece sac folikiillerinde

minyatilirlesme olusur ve kellikle sonuglanir (Yorulmaz, 2016).

AGA her iki cinsiyette de en sik goriilen sa¢ dokiilmesi tipidir. AGA ergenlik donemiyle
baglamakta ve goriilme insidansi yas ile birlikte artmaktadir. 70 yasina gelen erkeklerin
%80’1nin, kadinlarin ise %50’sinin AGA’yi deneyimleyecegi belirtilmistir (Al Najjar ve
digerleri, 2023; Aukerman ve digerleri, 2023). Hamilton cinsel olgunlasmanin geciktigi veya
olmadig1t hipogonadal erkekler iizerindeki ¢alismalar1 sonucunda, sa¢ dokiilmesinin
hormonal degisikliklerle iliskili oldugunu ve Ozellikle testosteron seviyelerindeki
degisikliklerin sa¢ uzamasi lizerinde belirleyici bir rol oynayabilecegini gostermistir.
Ergenlik doneminden dnce hadimlastirilan erkekler veya hipogonadal erkeklerde neredeyse
hic AGA gelismezken, bu erkeklere testosteron enjekte edildiginde AGA
tetiklenebilmektedir. Bu ¢alisma sonucunda, AGA’nin kokeninin androjenler, genetik
faktorler ve yas faktorleri arasindaki etkilesime dayanabilecegini ileri stirmiistiir (Hamilton,
1951). AGA’nin insidanst irka da baghdir. AGA en sik Kafkasyalilar’da, ardindan
Asyalilar’da ve son olarak Eskimolarda goriilmektedir. AGA’nin belirli bir irkta siklikla
goriilmesi, bagka bir 1rkta ise neredeyse hi¢ goriilmemesi bu durumun genetik ile yakindan
iliskisi oldugunu gostermektedir. AGA kadin ve erkeklerde farkli dokiilme paternine sahiptir.
Erkeklerde goriilen AGA genellikle temporal, frontal ve bagin {ist kism1 olan verteks (tepe)
bolgeyi icerir. Alin ¢izgisinde de geri ¢ekilme olur ve ‘at nali’ seklinde bir dokiilme deseni
gozlenir. Kadinlarda goriilen AGA’de ise sa¢ ¢izgisinin 6n kisminda genellikle belirgin bir

gerileme olmaksizin, frontal ve verteks bdlge basta olmak tlizere seyreklesme ve incelme
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karakterizedir. Ayrica kadinlarda sa¢ dokiilmesi genellikle basin iist kisminda (verteks) ve
ta¢ bolgesinde gbzlenir. Frontal bolgede daha fazla sa¢ dokiilmesi oldugunda “cam agact”
benzeri bir dokiilme goriilebilir (Al Najjar ve digerleri, 2023; Aukerman ve digerleri, 2023;
Chan ve digerleri, 2018; Fus-Mazurkiewicz ve digerleri, 2024; Nestor ve digerleri, 2021).

Erkek tipi AGA’yi siniflandirmak amaciyla 1951 yilinda ilk kez Hamilton-Norwood 6lgegi
olusturulmus olup, halen kullanilmaya devam edilmektedir. Bu olcek, erkeklerdeki sag
dokiilmesini 7 klinik evreye ayirmaktadir (Norwood, 1975). Ote yandan, 1977 yilinda
gelistirilen Ludwig siniflandirmasi1 ile AGA, kadinlarda 3 farkli evreye gore
derecelendirilmektedir (Ludwig, 1977). Bu simiflandirmalar, AGA'nin tanimlanmasi ve
tedavisinde onemli bir yol gosterici olarak kabul edilmekte, erkek ve kadinlarda sag
dokiilmesinin evrelemesinde standart bir ¢erceve sunmaktadir (Ludwig, 1977). Adindan da
anlasilacag1 gibi, AGA’nin temel sebebi, sa¢ derisindeki androjen reseptorlerinin fazla
olmasi ve sa¢ folikiillerinin androjen hormonlarina karsi hassas olmasidir. Ozellikle
testosteron-Sa-rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon sonucu acgiga c¢ikan DHT,
testosterona gore daha kuvvetli androjenik sinyal olusturmaktadir. Bu nedenle DHT
nedeniyle sa¢ folikiillerinde kiigiilme bunun sonucunda da saglarda incelme ve dokiilme
goriiliir. Bu patofizyolojik mekanizma ile uyumlu olarak, AGA’li bireylerde testosteronun
DHT'ye doniisiimiinde 6nemli bir enzim olan 5-a-rediiktaz tip II seviyesi daha yiiksektir.
1916'da Osborn, AGA'nin otozomal dominant bir hastalik olabilecegini, bu sekilde nesilden
nesile aktardigini ileri stirmiistiir (Osborn, 1916). Ancak daha sonra Kuster ve Happle 1984
yilinda, AGA'nin genetigini gdzden gegirdiler ve Osborn'un hipotezinin drneklerle yeterince
kanitlanamadigin1 bu nedenle siipheli oldugunu ileri siirdiiler ve poligenik bir kalitim
modunun daha olas1 oldugunu belirtmislerdir (Kiister ve digerleri, 1984). Bugiine kadar
yapilan calismalarda AGA'nin poligenik bir 0Ozellige sahip oldugunu, ancak
patofizyolojisinin ve genetiginin tam olarak anlasilmadigimi desteklemektedir. Androjen
reseptorii genin AGA iizerinde etkisi oldugu ve AGA’nin ¢evresel faktorlerin de etkisiyle
birlikte birkag¢ genin de rol oynadig1 multifonksiyonel bir bozukluk oldugu ileri siirtilmiistiir
(Ellis ve digerleri, 2002). AGA’nin gelisiminde androjenlerin rol oynadigina dair pek ¢ok
kanit ve ¢alisma bulunmaktadir. AGA’si olan ve olmayan bireylerde testosteron seviyeleri
benzer olsa bile AGA’si olan kisilerde serbest testosteron, DHT ve aktif testosteron
diizeylerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica testosteron-Sa-rediiktaz tip II enzim
eksikligi olan kisilerde AGA prevalansi daha diisiiktiir (Devjani ve digerleri, 2023; Piraccini

ve digerleri, 2014). Ancak hala AGA’nin patofizyolojisi ve molekiiler mekanizmasi tam



12

olarak agiklanamamistir. AGA’nin teshisi hastaligin Oykiisii ve yapilan baz1 tetkiklerle
koyulur. Sa¢ dokiilmesinin oldugu bolge, sa¢ dokiilmesinin siddeti belirleyicidir. AGA’nin
erken tanisal 6zelligi “vellus” adi verilen ince tiiysii saglarin artmis olmasi ve sa¢ telinin
capinda normale nazaran %20 oraninda incelme olmasidir (De Lacharrieére ve digerleri,
2001; Kaliyadan, 2022; Lolli ve digerleri, 2017). Sa¢ dokiilmesinin siddetini
degerlendirmek icin kullanilan ¢esitli 6lgekler vardir. En yaygin kullanilanlarindan biri
Norwood-Savin 06l¢egi, erkeklerde sa¢ dokiilmesini siniflandirmak i¢in kullanilirken,
kadinlar i¢in Ludwig 6lgegi veya Sinclair dlgegi gibi diger 6lgekler kullanilmaktadir. AGA
teshisi koymadan Once fiziksel muayene yapilir. Fizik muayene sirasinda sa¢ ¢izgisi, sag
yogunlugu, sa¢ dokiilmesinin deseni ve sagli derideki diger belirtiler incelenir. Bu,
androgenetik alopezinin tipik belirtileri olan sac¢ ¢izgisinin geri cekilmesi ve tepe
bolgesindeki sa¢ incelmesinin tespit edilmesini saglar. Dermatoskopla inceleme yapilir,
AGA’ye karakteristik bulgular arasinda sa¢ folikiillerinin incelmesi, sa¢in minyatiirlesmesi
ve sa¢ derisindeki pigmentasyon degisiklikleri bulunabilir. Laboratuvar testleri istenerek
androjen seviyeleri, 6zellikle serbest ve toplam testosteron ile dehidroepiandrosteron siilfat
(DHEAS) gibi hormonlarin degerlendirilmesi de teshise yardimct olabilir (Alves, 2017;
Devjani ve digerleri, 2023; Ellis ve digerleri, 2002; Piraccini ve digerleri, 2014).

Androgenetik alopezi tedavisi

Androgenetik alopezi bir¢ok toplumda sik goriilmesine ragmen, tanist genellikle kolay
konulsa da hastaligin yonetimi i¢in standart bir tedavi rehberi bulunmamaktadir. Tedaviye
miimkiin olan en erken siirede ve evrede baslamak onemlidir. AGA tedavisinde yontem
secilirken, uygulanabilirlik, etkinlik ve maliyet gibi faktorler degerlendirilerek karar verilir.
Androgenetik alopezi tedavisindeki temel amag, sa¢ folikiillerinin minyatiirizasyonunu
durdurmak ve sa¢ yogunlugunu artirmaktir. Genellikle, AGA tedavisi sa¢ dokiilmesini
yavaglatmayi, sa¢ yogunlugunu artirmayi veya sa¢in yeniden ¢ikmasini tesvik etmeyi
amaglar. Androgenetik alopezinin tedavisinde Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (Food and Drug
Administration, FDA) tarafindan onayl yalnizca 2 adet ila¢ etken maddesi bulunmaktadir.
Bunlar; oral kullanilan finasterit ile topikal uygulanan minoksidildir. FDA, 1997 yilinda hafif
ve orta dereceli erkek AGA hastalarinda finasteritin 1 mg/giin dozunda kullanimini
onaylamistir. Ancak finasterit teratojenik etkiye sahip oldugundan, kadin hastalarin
kullanmamas1 veya uygun kontrasepsiyon yontemleriyle birlikte kullanilmasi tavsiye

edilmektedir. Finasteritin oral yoldan kullanimiyla, AGA tedavisinde etki saglandig1 pek ¢ok
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klinik calisma ve meta analizlerle kanitlanmistir. Minoksidilin, %2 (daha ¢ok kadinlar igin)
ve %5’lik (daha cok erkekler i¢in) ¢ozelti ve %5’lik kopiik halinde preparatlart vardir.
Onerilen dozu ise giinde 1-2 kez kullanmak iizere 1 mL’dir. Képiik formu propilen glikol
icermediginden, sa¢ derisini daha az tahris etmektedir. Minoksidil ilk olarak antihipertansif
olarak kullanilmaya baglanmig, ancak kullanan hastalarda yan etki olarak hiperkritoz
gbzlenmistir. Bu nedenle minoksidil AGA tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Sag
derisinde bulunan siilfotransferaz enzimi, minoksidili aktif metaboliti olan minoksidil siilfata
dontstiiriir. Minoksidilin etki mekanizmasi giinlimiize kadar tam olarak aydinlatilamasa da
birka¢ hipotez bulunmaktadir. Bunun diginda FDA onayli olmayan pek ¢ok tedavi yontemi
vardir. Yalnizca ilagla tedavi degil, yan1 sira farkli fiziksel ve tamamlayici tedavi yontemleri
de kullanilmaktadir (Alzaid, 2023; Devjani ve digerleri, 2023; Ellis ve digerleri, 2002;
Feldman ve digerleri, 2023; Fus-Mazurkiewicz ve digerleri, 2024; Liu ve digerleri, 2024;
Lolli ve digerleri, 2017; Rathnayake ve digerleri, 2010; Trilisnawati ve digerleri, 2021).
FDA, son yillarda AGA tedavisinde topikal minoksidil ve oral finasterit ile kombine tedavi
yontemini onaylamistir (Trilisnawati ve digerleri, 2021). Finasterit ve minoksidil, 6 aylik
tedaviden sonra etki gostermeye baslar. Tedavi i¢in dmiir boyu kullanmak gerekmektedir.

Zira ilaglar birakildiktan sonra sa¢ kaybi tekrar baslar.

AGA tedavisinde bitkisel ekstreler ve dogal molekiiller de kullanilmaktadir. Ornegin, B-
sitosterol, biokanin A gibi bitkisel molekiiller ve ayrica Serenoa repens (W.Bartram) Small,
Panax ginseng C.A.Mey., Curcuma aeruginosa Roxb., Cucurbita pepo L., Trifolium
pratense L. ekstreleri de DHT olusumunu inhibe ederek etki gostermektedir. Rosmarinus
officinalis L. (biberiye) ekstresi perifolikiiler vaskiilarizasyonu artirarak sa¢ dokiilmesini
azaltmaktadir. Camellia sinensis (L.) Kuntze ekstresi ise anti-apoptotik aktivite gostererek
sa¢ dokiilmesini azaltmaktadir (Feldman ve digerleri, 2023; Karaca ve digerleri, 2019;
Nestor ve digerleri, 2021; Ntshingila ve digerleri, 2023; Trilisnawati ve digerleri, 2021).
Nigella sativa L. tohumlar1 ve tohumlarindan elde edilen sabit yagi, antioksidan ve anti-
enflamatuvar aktiviteye sahiptir. Igerigini %30-48’ini olusturan timokinon TNF-a, IL-4, IL-
5, IL-3 gibi pro-enflamatuvar sitokinleri baskilayarak etki gostermektedir. Telogen
effluvium tipi alopezi teshisi konulan 10 hasta iizerinde gergeklestirilen, randomize, ¢ift kor
ve plasebo kontrollii calismada 3 ay boyunca hergiin N. sativa’dan elde edilen sabit yag
topikal olarak uygulanmistir. Calisma sonunda, 3 ay i¢inde sa¢ yogunlugunda ve sag
tellerindeki kalinlikta anlamli bir artis olmustur. Ayrica bir ¢ok hastada da sa¢ koklerindeki

enflamasyon azalmistir (Rossi ve digerleri, 2016).
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Procapil™, bilesiminde bulunan biyotinil-tripeptit-1, apigenin ve oleanolik asit igeren bir
komplekstir. Sag¢ folikiillerinin beslenmesi, sa¢ dokiilmesini engellemesi ve yeni sag
olusumunu uyarmasi gibi etkileri klinik ¢alismalar sonucunda kanitlanmistir. Giiniimiizde
FDA onayl olarak kullanilan minoksidil ve finasteritin aksine belirtilen bir yan etkisi
bulunmamaktadir. Formiilasyonda yer alan flavonoit yapisindaki apigenin, sag folikiillerinde
bulunan kilcal damalarda vazodilatasyon saglayarak, sa¢ koklerinin kanlanmasini ve boylece
beslenmesini saglamaktadir (Guerrero ve digerleri, 2011). Ancak simdiye kadar yapilan
caligmalarda apigeninin tek basma sa¢ c¢ikarici etkisi {lizerine ayrintili bir calisma
bulunmamaktadir. Formiilasyonda bulunan triterpenik bir diger bilesik olan oleanolik asit,
testosteron-Sa-rediiktaz tip I ve tip II enzimini inhibe ederek DHT olusumunu engeller.
Biyotinil-tripeptit-1 ise antioksidan aktiviteye sahiptir ve sa¢ koklerinin yaslanmasin

engelleyerek yeni sa¢larin ¢ikmasini saglamaktadir (Karaca ve digerleri, 2019).

Isvigre kokenli bir firma tarafindan gelistirilen Redensyl™, sa¢ dokiilmesini 6nlemeye ve
yeni sa¢ folikiillerinin biiyiimesini tesvik etmeye yonelik olarak kullanilmaktadir.
Dihidrokersetin glukozit, epigallokatesin gallat (EGCG) glukozit, glisin ve ¢inko gibi ¢esitli
bilesenlerden olusmaktadir. Icerigindeki dihidrokersetin glukozit ve EGCG glukozit, sag
folikiil hiicrelerini ve dermal papillay1 uyararak sa¢ uzamasina neden olmaktadir. Glisin ise
sa¢c metabolizmasinda 6nemli rol oynayan ve sa¢ yapisinda bulunan proteinlerde spesifik
olarak bulunan bir aminoasittir (Jenkins ve digerleri, 1994). Cinko ise sagin yapisini
giiclendirmeye yardimci olur. Ayrica sacta sisteinin keratine tutunmasini saglamaktadir (Hsu

ve digerleri, 1971).

Capixyl™, bir Fransiz firmasi tarafindan gelistirilen, kirmizi yonca (Trifolium pratense L.)
ekstresi ve biomimetik peptitlerin karisimindan olusan, sa¢ dokiilmesini 6nlemeye yardimci
olmak icin kullanilan son zamanlarda oldukga popiiler olan bir preparattir (Loing ve
digerleri, 2013). Tiirkiye’de gergeklestirilen bir galigmada, Capixyl™, Procapil™ ve
Redensyl™ kombine edilmis ve %5°lik minoksidile kars1 etkisi AGA tanis1 koyulmus 120
erkek hasta {izerinde degerlendirilmistir. Capixyl™, Procapil™ ve Redensyl™

kombinasyonu, minoksidile gére olduk¢a yiiksek bir basar1 gdstermistir. Capixyl™,

lTM ITM

Procapil'™ ve Redensyl’ " kombinasyonu ile tedavi edilen hastalarin %64,7’sinin 6énemli
veya orta bir diizeyde iyilesme gozlemlendigi belirtilirken; %5 minoksidil ile tedavi edilen
hastalarin %25,5°1 6nemli veya orta bir diizeyde iyilesme gdstermistir (Karaca ve digerleri,

2019).
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AGA tedavisinde; testosteron-5a-rediiktaz inhibitorleri (oral dutasterit, oral finasterit,
topikal finasterit), potasyum iyon kanali diizenleyicileri (oral minoksidil ve topikal
minoksidil), androjen reseptdr antagonistleri (oral flutamit, topikal fluridil, oral
spironolakton, oral bikalutamidin), topikal prostaglandin analoglari, botulinum toksin tip A,
topikal ketokonazol, wnt/B katenin sinyal yolag1 aktivatorleri, topikal melatonin, JAK-STAT
yolagi inhibitorleri, diisiik dereceli lazer 151k tedavisi, mikroigneleme, kok hiicre tedavisi,
mezoterapi, plateletten zengin plazma (PRP), sa¢ transplantasyonu ydntemleri
uygulanabilmektedir. AGA tedavisinde kullanilan yontem ve etkili bilesiklerin etki

mekanizmasi ve yan etkileri Cizelge 2.1.” de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. AGA tedavisinde kullanilan yontem ve etkili bilesiklerin etki mekanizmasi ve
yan etkileri

Etkili bilesik Etki Mekanizmasi Yan Etkileri

Minoksidil Arteriyol  vazodilatasyonu  saglar. Lokal irritasyon,

(Topikal) Hiicre proliferasyonunu tetikler. kasinti, ciltte kuruluk,
Potasyum kanal agicidir. eritem

Latanoprost Prostaglandin analogudur. Sagin anajen  Irritasyon

(Topikal) (uzama) fazin1 uzatir.

Dutasterit Testosteron-5a-rediiktaz tip 1 ve II Erektil  disfonksiyon,

(Oral) enzim inhibisyonu sonucu DHT anormal ejekiilasyon,
olusumunu engeller. jinekomasti, miyopati

Flutamit Antiandrojeniktir. Testosteronun  Siskinlik, bas agrisi,

(Oral) etkisini azaltir. meme hassasiyeti

Spironolakton Antiandrojeniktir. Testosteronun  Postiiral hipotansiyon

(Oral) etkisini azaltir.

Finasterit Testosteron-5a-rediiktaz tip I Erektil  disfonksiyon,

(Oral) inhibisyonu sonucu DHT olusumunu anormal ejekiilasyon,
engeller. jinekomasti, miyopati,

ruhsal bozukluklar
Bikalutamit Antiandrojeniktir. Testosteronun ~ Sigkinlik, bas agrisi,
(Oral) etkisini azaltir. meme hassasiyeti

Botulinum toksin A

(Enjeksiyon)

DHT'min sa¢ folikiili iizerindeki

etkisini engeller.

Uygulama yapilan yer
yakimmindaki ~ kaslarda
gecici sarkma, bas agrisi
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Cizelge 2.1. (devam) AGA tedavisinde kullanilan yontem ve etkili bilesiklerin etki
mekanizmasi ve yan etkileri

Etkili bilesik Etki Mekanizmasi Yan Etkileri

PRP Plazmadaki trombositler, biiylime Bas agrisi, uygulama
faktorleri ve sitokinler, sa¢ uzamasimi bdlgesinde kanama

ve sag¢ onarimini tetiklemektedir.

Diisiik seviyeli lazer Nitrik oksit aracih@ ile hiicresel Urtiker
tedavisi ¢ogalma ve vazodilatasyon ile sag

uzamasi saglanir.

Mikroigneleme Anjiyogenezi tesvik eden biiylime Agr1, act

faktorlerinin salgilanmasini saglar.

/
\ N N NH,
O
R Son

Sekil 2.2. Finasterit (solda) ve minoksidilin (sagda) kimyasal yapisi

2.4. AGA ve testosteron-Sa-rediiktaz arasindaki iliski

Testosteron, insan viicudunda testis, yumurtalik ve adrenal bezlerde iiretilip salinan eril
cinsiyet Ozelliklerinin gelisiminden sorumlu olan ana erkek cinsiyet hormonudur. Bu
hormon her iki cinsiyette de bulunmasina ragmen, erkeklerde daha yiiksek seviyelerde
bulunmaktadir. Testosteron, beynin alt kisminda bulunan hipofiz bezinden salgilanan
luteinize edici hormon (luteinizing hormone, LH) ve folikiil uyarici hormon (folicule-
stimulating hormone, FSH) tarafindan kontrol edilir. Testosteron insan viicudunda pek ¢ok
fonksiyona sahiptir. Basta cinsel olgunlagsma ve iireme olmak iizere kas kiitlesinin artirilmast,
kemik sagliginin idamesi ve yaglarin metabolizmasi gibi pek c¢ok biyolojik olayda rol

oynamaktadir. DHT, stoplazmada testosteron-5a-rediiktaz tarafindan katalize edilmesiyle
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olusan bir hormondur. DHT, erkeklerde cinsel gelisim ve sa¢ olusumu gibi bir¢ok fizyolojik
stirecte 6onemli rol oynar. Androjenler sakal, koltuk alt1 ve kasik bolgesi gibi bolgelerde sag
folikiillerinin gelisimini saglarken, ironik bir sekilde erkeklerin sag folikiillerinin gelisimini
engellemekte ve sa¢ dokiilmesine sebep olmaktadir. Ancak asir1 miktarda DHT, bazi
durumlarda sa¢ dokiilmesi, prostat biiyiimesi gibi saglik sorunlarina neden olabilir. Sag
dokiilmesinin testosteron ile arasindaki baglant1 ise DHT {izerinden agiklanmaktadir. DHT
sag folikiillerindeki androjenik reseptorlere baglanarak, sa¢ folikiillerinde minyatiirizasyona
ve daha da ilerleyerek sa¢ dokiilmesine sebebiyet vermektedir. AGA’de genetik yatkinlikla
da sag folikiillerindeki androjenik reseptorlerin DHT na kars1 hassasiyeti artar ve bu nedenle
sa¢c dokiilmesine neden olur. DHT olusumunu katalizleyen testosteron-5o-rediiktaz, 2
izoformu olan membrana gomiilii bir proteindir. Her 2 enzim de testosterondan DHT
olusumunu saglar. Farkli genler tarafindan kodlanan bu enzimler testosteron-5a-rediiktaz tip
I ve tip II’dir. Testosteron-5a-rediiktaz tip I pH: 6,5°da maksimum etki saglarken;
testosteron-Sa-rediiktaz tip II pH: 4,5’ta maksimum etki saglamaktadir. Bu enzim
reaksiyonunda NADPH kofaktdr olarak rol oynar. Testosteron-5a-rediiktaz, steroit
substratlarin ¢ift baglarint NADPH'a bagimli olarak azaltarak etkinligini artiran bir membran
bagli enzimdir. Ayrica testosteron-Sa-rediiktaz tip I enzimi daha ¢ok deri, karaciger, beyin
ve yag bezleri gibi androjen bagimsiz organlarda lokalize olmugken, tip II enzimi ise prostat,
epididim ve sag¢ folikiilleri gibi androjen bagimli organlarda lokalize olmustur. AGA
tedavisinde genellikle testosteron-5a-rediiktaz tip II enzim inhibisyonu hedef alinmaktadir.
Tip I enzimi ise daha ¢ok digsal dokularda bulunmaktadir. Bu nedenle AGA tedavisi i¢in
testosteron-Sa-rediiktaz tip Il enzimi hedef alinmaktadir (Burns ve digerleri, 2008; Sperling,
2008). 1994 yilinda Dallob ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, AGA
patojenezinde testosteron-5a-rediiktaz tip II’nin rol oynadig1 kanitlanmis ve bugiinkii AGA
tedavisinde FDA onayli finasterit i¢in onemli bir adim atmislardir (Dallob ve digerleri,
1994). Androjenlerin insan derisinde, yag bezlerinin biiylimesi, saclarin uzamasi ve
gelismesi gibi etkileri vardir. Sa¢ olusumu ve uzamasini yalnizca androjenler degil ayrica
tiroit hormonlart ve glukokortikoitler de etkilemektedir. Ancak yine de en Onemli
diizenleyici olarak androjenler kabul edilmektedir (Inui ve digerleri, 2003; Madaan ve
digerleri, 2018). Gilinlimiizde AGA tedavisinde kullanilan finasterit ve dutasterit,
testosteron-Sa-rediiktaz inhibisyonu yaparak etki etmektedir. Ancak bu tiir ilaglarin ¢esitli
yan etkileri vardir. Bunlar; erektil disfonksiyon, anormal ejekiilasyon, ejekiilasyon
voliimiinde azalma, siddetli miyopati, kas gelisiminde bozukluk, testikiiler agri, anormal

sekstiler disfonksiyon ve jinekomastidir. Testosteron-5a-rediiktaz inhibitorleri yalnizca AGA
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tedavisinde degil, ayrica benign prostat hiperplazisi (BPH), prostat kanseri, ayrica
transsekstiel kadinlar i¢in hormon replasman tedavisi gibi durumlarda da kullanilir (Alzaid,

2023; G.-S. Choi ve digerleri, 2022; Dallob ve digerleri, 1994).

OH OH
CH,| CH,|
NG
CH . . CH
Sa-rediiktaz tip Il |
C =
O// & N o//
Testost ®
estosteron .
Dihidrotestosteron
NADPH + H* NADP

Sekil 2.3. Testosteron-5a-rediiktaz tip-II tarafindan DHT'a metabolizmasi (McEwan ve
digerleri, 2021).

Daha once yapilan caligmalarda, Urtica dioica Linn., Caesalpinia
bonducella Fleming., Tribulus  terrestris Linn., Pedalium  murex Linn., Sphaeranthus
indicus Linn., Cuscuta reflexa Roxb., Citrullus colocynthis Schrad., Benincasa
hispida Cogn., Phyllanthus niruri Linn., Echinops echinatus Linn., Ocimum basilicum L.,
Oryza sativa L., Polygonum multiflorum Thunb., Piper nigrum L., Piper cubeba Bojer.,
Carthamus tinctorius L. Phyllanthus emblica L., Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz.,
Carthamus tinctorius L., Cornus officinalis Siebold and Zucc., Cinnamomum verum J.Presl.,
Cuscuta reflexa Roxb., Panax ginseng C.A.Mey., Rosmarinus officinalis L., Thuja
occidentalis L., Serenoa repens (W.Bartram) Small., Scutellaria baicalensis Georgi.,
Glycyrrhiza glabra L., Citrullus colocynthis Schrad., Equisetum debile Roxb. ex Vaucher.,
Phyllanthus emblica L., Pueraria thomsonii Benth., Pueraria thomsonii Benth., Pueraria
lobata (Willd.) Ohwi., Polygonum multiflorum (L) All., Platycladus orientialis (L.) Franco
ve Quercus acutissima Carruth. gibi bitkilerden hazirlanan ekstrelerin in vitro olarak
testosteron-Sa-rediiktazi inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica, Ganoderma lucidum (Curtis) P.
Karst ve Cynomorium songaricum Rupr. gibi makrofunguslardan hazirlanan ekstrelerin in
vitro ve in vivo olarak testosteron-Sa-rediiktazi inhibe ettigi gosterilmistir (Chaiyana ve
digerleri, 2017; Chittur ve digerleri, 2011; Cho ve digerleri, 2010; H.-M. Choi ve digerleri,
2016; Dhanotia ve digerleri, 2011; Fischer ve digerleri, 2007; Hirata ve digerleri, 2007;
Karunasagara ve digerleri, 2020; Koseki ve digerleri, 2015; N. Kumar ve digerleri, 2012; T.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/safflower
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phyllanthus-emblica
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Kumar ve digerleri, 2011; Murata, Noguchi, ve digerleri, 2012; Murata ve digerleri, 2013;
Murata, Takeshita, ve digerleri, 2012; Nahata ve digerleri, 2014; W.-s. Park ve digerleri,
2003; Patel ve digerleri, 2014; Upadhyay ve digerleri, 2012; Zhang ve digerleri, 2016)

2.5. Sa¢ Kilinin Yapisi

Kil, insan ve diger memeli canlilarin viicudunda bulunan, ana bileseni keratin proteini olan
filamentlerdir. Keratin, killarin esnek ve dayanikli olmasini saglayan lifli protein yapidir.
Killar deri altindaki kil kdklerinden ¢ikarak deri yiizeyine kadar uzanirlar. insanda killar
“prenatal ve postnatal killar” olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir. Embriyoda bulunan prenatal
killara “lanugo” adi verilmektedir. Lanugo killar, ince, pigmentsiz, tily goriniimli ve
medullanin olusmadigi killardir. Bu saglar dogumdan sonra “vellus saglara™ evrilir. Vellus
killar az pigmentli, medulasiz ve kuvvetsiz yapidadir. Ergenlik doéneminde yiikselen
androjen hormonlar1 nedeniyle, her iki cinsiyette belirli viicut bolgelerinde vellus sag
folikiillerinin terminal sag¢ folikiillerine donligimii goriiliir. Terminal killar ise, yogun
pigmentli, sert, kalin ve medulali yapilardir. Kilin yapist ve gorevleri viicudun degisik
bolgelerinde farklilik gostermektedir. Ornegin kafada ¢ikan killar daha sert ve uzunken,
viicudun diger bolgelerinde ¢ikan killar daha ince ve kisadir. Killarin insanin yasamini
etkileyecek bir fonksiyonu olmamakla birlikte, zararli bilesiklerin depolanmasi veya
viicudun dogrudan UV 1smlara maruz kalmasini engelleyerek islev gostermektedir. Kil
fiziksel koruma ve 1s1 yalitim1 gibi gorevlere sahiptir. Sa¢ folikiillerinin olusumu, gebeligin
9-12. haftasinda baglar (Alves, 2017; Ralf Paus ve digerleri, 1999). Kilin yapisi, genetik
faktorler, stres, yasam tarzi, cevresel etmenler, beslenme tarzi ve hormonal denge gibi bir¢cok

faktorden etkilenebilir.

Kil; kil gévdesi ve kil kokiinden olusmaktadir. Kil kokii, deri ylizeyinden asagiya dogru 3
boliimden olusur. Bunlar sirasiyla, kil kanali, kil matrisi ve dermal papilladir. Dermal papilla,
kil kokiiniin tabaninda bulunan, kilin gelisimi i¢in gerekli olan besin ve diger bilesikleri
tastyan damarlar ve sinirlerin bulundugu kisimdir. Dermal papillanin hemen iistiinde
bulunan ve yeni kil hiicrelerinin olustugu kisim ise “kil matrisi” olarak adlandirilir. Sag
folikiillerinde bulunan dermal papilla hiicreleri fibroblastlardan olugsmaktadir ve sag folikiili
biliylimesini, ayrica sa¢ dongiisiinii de koordine eder. Kil kanal1 ise kilin cilt ylizeyine kadar

uzanan ve keratin hiicrelerinin tiretildigi yerdir.
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Kil govdesi distan ice dogru kiitikula, korteks ve medulladan olusmaktadir. Kiitikula,
korteksin etrafinda 10-15 kat hiicreden olusan, kiremit goriiniimiindeki yapidir. Ayrica, kil
liflerini dis etkenlere kars1 korur ve kaygan bir ylizey saglar. Kiitikulanin altinda bulunan ve
kilin ana yapisal bilesenini olusturan kisim ise kortekstir. Korteks, kilin dayanikliligin
saglayan keratin liflerini ve distilfit baglarini igeren orta katmandir. Sag¢in kiitlesini olusturup
mekanik giiciinii saglayan kisimdir. Kortekste bulunan melanin graniillerinin sayisi, dagilimi
ve tiirleri sa¢in rengini belirlemektedir. Medulla ise her kil dokusunda bulunmayan korteksin
merkezinde yer alan i¢i hava ile kapli olan bos bir alandir. Bazen sa¢ saftinda olmaz (A. M.

Park ve digerleri, 2018; Rossi ve digerleri, 2016; Williams ve digerleri, 2020).

2.5.1. Sa¢ uzama dongiisii

Kilin biiylime dongiisii, “anajen, katajen, telojen ve ekzojen” olmak iizere 4 ana agsamadan
olugmaktadir. Kilin uzama dongiisti, genetik faktorler, stres, yasam tarzi, gevresel etmenler,
beslenme tarzi ve hormonal denge gibi faktorlerden etkilenebilmektedir. Bu dongii viicuttaki
her kil folikiiliinde siirekli olarak tekrarlanir ve boylece saglikli bir kilin olusumu saglanr.
Viicutta bulunan her kil, farkli bir asamada bulunabilmektedir. Bu dongii, saglikli bir kil
olusumu ve uzamasi i¢in 6nemli olup, killarin uzun siire boyunca saglikli kalmasini
saglamaktadir. Bir kiside bulunan killarin yaklasik %80-90°1 anajen fazdadir ve her giin
yaklagik 100 folikiil ekzojen fazda bulunur (Liu ve digerleri, 2024). Sa¢ dongiisii, biiyiime
faktdorleri, nlikleer reseptorler, sitokinler ve hiicresel i¢ sinyallesme yollar1 dahil olmak {izere
bir dizi molekiiler sinyal tarafindan kontrol edilir (Kidangazhiathmana ve digerleri, 2022).

Her insanin kafasinda yaklagik 100 bin sag¢ folikiilii mevcuttur (R Paus ve digerleri, 2016).

Anajen (uzama) asamasi

Kilin olusumu, kil folikiiliinden baslar. Anajen asamasi ilk olarak kil kokiinde bulunan kil
folikiillerinin aktiflesmesi, uyarilmasi ile baslar. Kilin aktif olarak uzadigi asamadir. Bu
asama kil folikiillerinin hizl1 bir sekilde boliinerek yeni kil hiicrelerini tirettigi proliferasyon
fazidir. Kok hiicrelerin uyarilmasinin ardindan kil folikiiliiniin alt kismi1 asag1 inerek dermal
papilla ¢evresinde bir ampul olusturur. Daha sonra dermal papilla, ampuliin matris
hiicrelerine genisleyen, farklilasan ve yiikselen sinyaller gondererek yeni bir sa¢ olusturmaya
baslar. Anajen asamasi, kafa derisinde ¢ikan killarda 2-7 yil siirebilirken, viicudun diger

bolgelerinde ¢ikan killarda ise 2-6 ay siirmektedir. Bu siire boyunca kil kdkiindeki hiicreler
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yeni kil hiicreleri {iretir ve bdylece kilin uzamasi saglanir. Bu asama sa¢in uzunlugunu
belirleyen asamadir. Kilda bulunan yag tabakasi da anajen faz boyunca kalinlagsmaktadir.
Killarin %80-90°1 bu evrede bulunmaktadir. Yas ilerledik¢e killardaki anajen faz siiresi
kisalmaktadir. Eger anajen asamasi olmasi gerekenden kisa siirer ve hemen katajen faza
gecis baglarsa alopeziye neden olur (Liu ve digerleri, 2024; Messenger, 2011; Schneider ve
digerleri, 2009; Tai ve digerleri, 2020).

Katajen (gecis) asamasi

Anajen agsama sonrasinda, kil kokii gelisiminin durdugu ve sag¢ folikiillerinin apoptozu
aracilifiyla gerilemenin basladig1 en kisa asamadir. Bu asamada, kil folikiilleri kiigtiliir ve
kil kokiindeki hiicre boliinmesi tamamen durur. Bu asama 2-3 hafta siirmektedir. Kil kokii,
artik yeni kil hiicreleri iiretmemektedir. Bu asama, matriksteki hiicre boliinmesinin
durmasiyla sonuglanir, bu da sa¢ folikiiliinlin alt kisminin gerilemesine ve alt kisminin
kaybolmasina yol acar. Apoptoz yoluyla kil folikiiliiniin gerilemesi, ¢apmin yaklasik
1/6’s1n1n kaybiyla sonuglanir. Dermal papilla bir kez daha ¢ikintiyla temas edecek sekilde
ilerler. Sag patolojisinin teshisi i¢in onemli olan bu siiregte, ucunda beyaz, saglam bir diigiim
bulunan kuliip sa¢ olusumu vurgulanir. Birkag sa¢ kili ayn1 anda biiyliylip sonra ayrildiginda,
bu genellikle oliimciil olan incelmeye neden olabilir. Killarin %1-2’si bu evrede

bulunmaktadir (Houschyar ve digerleri, 2020; Liu ve digerleri, 2024; Tai ve digerleri, 2020).

Telojen (dinlenme) asamasi

Kil kokiiniin dinledigi, dokiilmek i¢in bekledigi ve yeni kil iiretiminin durdugu asamadir. Kil
folikiilleri bu agamada tamamen pasif durumdadir ve bu asama 2-4 ay siirer. Killarin %5-

15’1 bu evrededir (Liu ve digerleri, 2024; Tai ve digerleri, 2020).

Ekzojen (dokiilme) asamasi

Bazi kaynaklar ekzojen asamasini ayr1 bir asama olarak degerlendirirken, bazi kaynaklar ise
telojen agsamasinin bir kismi olarak degerlendirmektedir. Telojen asamasindan sonra, kil
folikiillerinden ayrilarak dokiilen killarin sa¢ derisinden ayrildigi asamadir. Béylece yeni
killarin olusumu i¢in yer agilmaktadir. Giinde yaklasik 50-100 sag teli dokiilmektedir. Yas

ilerledikce killardaki ekzojen faz siiresi uzamaktadir (Liu ve digerleri, 2024; Messenger,
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2011; Tai ve digerleri, 2020). Sa¢ uzama asamalar1 gorsel olarak Sekil 2.4’de

4

Anagen Katagen Telogen Eksogen

gosterilmektedir.

Sekil 2.4. Sa¢ uzama agamalar1 (Grymowicz ve digerleri, 2020)

2.6. Oksidatif Stres ve AGA

Oksidatif stres, hiicrelerdeki ROS ve serbest radikallerin ve antioksidan savunma
sistemlerinin (enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar) dengesizligi sonucu ortaya
¢ikan bir durumdur. Normalde, hiicrelerde gerceklesen reaksiyonlar sonucunda ROS'leri
aciga c¢ikar ve bu reaktif molekiiller, hiicresel islevlerin bir pargasi olarak kontrol altinda
tutulur. Ancak, antioksidan savunma mekanizmalari tarafindan dengelenemeyen asir1 ROS

iiretimi veya antioksidan eksikligi durumunda, hiicrelerde oksidatif stres meydana gelir.

Oksidatif stres, hiicrelerde lipitlerin, proteinlerin ve DNA'nin oksidasyonuna yol agabilir. Bu
oksidasyon reaksiyonlari, hiicre zarlari, enzimler ve genetik materyal olan DNA'nin hasar
gormesine neden olabilir. Sonug olarak, oksidatif stres hiicre islevlerini bozabilir ve ¢esitli
hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilir. Oksidatif stresin bir¢cok kaynagi vardir. Bunlar
arasinda metabolik reaksiyonlar, iltthaplanma, ¢evresel toksinler, sigara i¢gme, alkol tiiketimi
ve UV 1smlarn gibi dis etkenler yer alir. Bunlar hiicrelerde ROS iiretimini artirabilir ve

antioksidan savunma mekanizmalarini zayiflatabilir.

Dermal papilla hiicrelerinde artan oksidatif stres, sa¢ gelisimini ve uzamasini

engellemektedir. AGA'li bireylerde antioksidan savunma mekanizmalarinin azaldigi
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gozlemlenmistir. Bu durum, hiicrelerin oksidatif stresle basa ¢ikma yetenegini zayiflatarak,

sa¢ dokiilmesinin hizini artirabilir.

Oksidatif stresin sa¢ dokiilmesi tlizerindeki etkisi, ROS'lerinin sa¢ folikiillerine ve sag
koklerine zarar vererek sac¢ gelisimini etkilemesiyle ilgilidir. ROS’lerinin lipit
peroksidasyonu ve DNA hasar1 gibi hiicresel bilesenler iizerinde olusturdugu zararlar, sag
folikiil hiicrelerinin sagligin1 ve fonksiyonlarmi bozabilir. Ayrica, oksidatif stresin sag
dokiilmesine katkida bulunabilecegi diisiiniilen baska bir mekanizma da oksidatif stresin
iltihaplanma stireglerini tetikleyerek veya bu siliregleri artirarak sa¢ folikiillerinin
fonksiyonlarin1 etkilemesidir. iltihaplanma, sa¢ folikiilleri ve sa¢ kdklerinde hasara yol
acabilir ve sa¢ dokiilmesini hizlandirabilir. Bu nedenle, oksidatif stresin sa¢ dokiilmesi
iizerindeki etkilerini anlamak ve 6nlemek icin antioksidanlar gibi oksidatif stresi azaltici
tedavilerin kullanilmasi 6nemlidir. Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek ve
oksidatif stresi azaltarak sag folikiil hiicrelerini koruyabilir ve sa¢ dokiilmesini dnleyebilirler.
AGA hastalarinin saglarindaki dermal papilla hiicrelerinden alinan drnekler iizerinde yapilan
bir calismada, CAT ve toplam glutatyon seviyelerinin viicudun diger boélgelerinden alinan
killarin dermal papilla hiicrelerine nazaran daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda
iyi bir antioksidan olan askorbik asidin, dermal papilla hiicrelerinin gelisimini uyardigi ve
sa¢ gelisimini pozitif yonde uyardigir gosterilmistir (Sung ve digerleri, 2006; Upton ve
digerleri, 2015). Ayrica AGA hastalarinin, plazmalarindaki MDA seviyeleri artmaktadir. Bu
ise oksidatif stres sonucunda lipit peroksidasyonun arttigini gdsteren bir belirte¢ olarak
degerlendirilmektedir (Sung ve digerleri, 2006). EGCG yesil ¢ay icerisinde bulunan en
onemli polifenollerden biridir. EGCG’nin testosteron-5a-rediiktaz lizerindeki inhibe edici
etkisinden dolay1 AGA tedavisinde etki gosterebilecegini gosterilmistir (Hiipakka ve
digerleri, 2002). Bu c¢alismadan hareketle ve ECGC’in antioksidan aktivitesinin
bilinmesinden dolay1, sa¢ folikiilleri lizerinde gerceklestirilmis ex vivo bir ¢alismada ECGC
sag folikiillerinin gelisimini tetiklemistir. Ayni ¢alismada, EGCG kiiltiire alinmis olan dermal
papilla hiicrelerinin proliferasyonunu artirmistir (Kwon ve digerleri, 2007). Oksidatif stres,
sacin gelisimini ve yenilenmesini saglayan sag folikiil hiicrelerine ve bu folikiilleri besleyen
damarlara zarar verebilir. Hasar goren folikil hiicreleri, sa¢ gelisimi dongiisiinde sorunlara
neden olabilir ve bu da sa¢ dokiilmesine yol agabilir. Bu, sagin beslenmesinin azalmasina ve
sacin zayiflamasma ve dolayisiyla sa¢ dokiilmesine katkida bulunabilir. Ayn1 zamanda,
oksidatif stres, sa¢ derisindeki kok hiicrelerin hizli yaglanmasina neden olabilir. Bu, sa¢larin

olusumunda azalmaya ve sa¢in erken dokiilmesine yol agabilir. Oksidatif stres, sac
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derisindeki enflamasyonu artirabilen bir faktordiir. Kronik enflamasyon, sa¢ folikiillerini
tahrip ederek, sa¢c dokiilmesine neden olabilir. Sag¢ liflerinin yapisin1 ve elastikiyetini
olumsuz etkileyebilir. Bu durum da sac¢in kirilgan hale gelmesine ve kolayca kirilmasina
neden olarak, bdylece sa¢ dokiilmesini artirabilir. Bu bulgular, oksidatif stresin AGA'nin
gelisiminde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, antioksidanlar gibi oksidatif

stresi azaltici uygulamalarin AGA tedavisinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.7. Enflamasyon, LOX ve AGA

Enflamasyon, viicudun zararli etkenlere kars1 dogal bir savunma mekanizmasi olarak tepki
verdigi, genellikle kisa siireli ve iyilestirici, ancak kompleks bir biyolojik siirectir. Bu durum
dokular1 korur ve iyilesmeyi tesvik eder. Ancak, kronik enflamasyon durumunda, viicut
stirekli olarak iltihaplanmis haldedir. Sa¢ derisinde ve cevresinde goriilen enflamasyon

nedeniyle de sa¢ dokiilmesi gdzlenmektedir.

AGA, enflamatuvar bir hastalik olarak kabul edilmese de, gerceklestirilen histopatolojik
calismaya gore, sa¢ folikiillerinin 1/3’tinde perifolikiiler enflamasyon gozlenmistir (Aslani
ve digerleri, 2009). Bu sebeple AGA’nin patolojisinde enflamasyonun rol oynadigi da

diisiiniilebilir. Ayrica oksidatif stresin de enflamasyon ile yakindan iliskisi bulunmaktadir.

AGA, sa¢ dokiilmesinin en yaygin nedenlerinden biridir ve genetik yatkinlik ile androjen
hormonlar1 arasindaki etkilesimin sonucunda ortaya c¢ikar. Ancak, son arastirmalar,
enflamasyonun da AGA'nin patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.
AGA'de, sa¢ folikiillerinin ¢evresindeki deri bolgesindeki enflamasyonun rol oynadigina
dair kantlar bulunmustur. Bu enflamasyon, sa¢ folikiillerinin kiigiilmesine ve

minyatlirizasyonuna ve sonug olarak sac¢larin incelmesine ve dokiilmesine neden olabilir.

Ozellikle, sa¢ derisindeki enflamasyon, folikiil hiicrelerini ve sag¢ biiyiime dongiisiinii
etkileyen sitokinlerin (enflamatuvar sinyal molekiilleri) salinimini artirabilir. Ayrica,
enflamasyon, sa¢ folikiillerindeki kan dolagimin1 ve beslenmeyi olumsuz etkilediginden, sag

dokiilmesini tetikleyebilir.

Bununla birlikte, AGA'de enflamasyonun kesin rolii hala tam olarak anlagilmamistir ve

aragtirmacilar tarafindan daha fazla ¢calismaya ihtiyac vardir. Ancak, bazi arastirmalar, anti-
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enflamatuvar tedavilerin AGA'nin ilerlemesini yavaslatabilecegini ve sa¢ dokiilmesini
azaltabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, sa¢ dokiilmesi tedavisi i¢in anti-enflamatuvar
yontemlerin de kullanilmasi, enflamasyonun sa¢ dokiilmesindeki roliiniin anlasilmasina

yardimci olabilir ve tedavi segeneklerini ¢esitlendirebilir.

AGA'nin patogenezi, sa¢ folikiilii mikrogevresinde enflamatuvar siireglerin arttigina dair
kanitlarla desteklenmektedir. LOX enzimleri, c¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksijenlenmesi yoluyla lipoksinlerin sentezinden sorumlu bir enzim ailesidir. Bu enzimler,
arasidonik asit ve linoleik asit gibi onemli ¢coklu doymamis yag asitlerini metabolize ederek,
viicutta enflamasyon siireclerinde kritik roller oynayan g¢esitli biyoaktif lipit
mediyatorlerinin iiretimini saglarlar. LOX enzimlerinin aktivasyonu ve {rettikleri
mediyatorler, astim, romatoit artrit, kanser ve ateroskleroz gibi cesitli enflamatuvar
hastaliklarin patogenezinde dnemli bir rol oynar. LOX enzimleri tarafindan iiretilen lipit
mediyatorler, bu siireclerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. LOX yoluyla
iiretilen I0kotrienler gibi enflamatuvar lipit mediyatorlerin, sa¢ folikiillerinde enflamasyonu
tetikleyerek AGA'nin ilerlemesine katkida bulunabilecegi diislintilmektedir. Bu nedenle,
LOX yolu ve mediyatdrlerini hedef alan farmakoterapiler, enflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde onemli stratejiler arasinda degerlendirilmektedir. Ozellikle, 5-LOX yolunu
inhibe eden ilaglar ve I0kotrien reseptdr antagonistleri, bu hastaliklarin yonetiminde
kullanilan 6nemli terapotik ajanlardir. Arastirmalar, LOX enzimlerinin aktivitesini inhibe
eden ajanlarin AGA iizerinde de olumlu etkiler gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bu
inhibitorler, enflamatuvar yanit1 azaltarak ve sag¢ folikiilii mikrogevresini iyilestirerek sac
dokiilmesini yavaslatabilir veya onleyebilir. LOX enzimlerinin katalize ettigi reaksiyonlar
sonucunda olusan lipit peroksidasyonu lriinleri, oksidatif stresi artirabilir ve sag¢ folikiilii
hasaria neden olabilir. Bu durum, AGA'nin patogeneziyle dogrudan iligkilendirilebilir.
Mevcut bulgular, bu enzimlerin ve yollarmin sa¢ dokiilmesi lizerindeki etkilerini anlamak
icin bir temel saglamaktadir; ancak, bu iliskinin tam mekanizmas1 hala yogun bir sekilde
arastirilmaktadir. LOX enzimlerine yonelik terapotik seceneklerin AGA tedavisinde umut
vaat eden sonuglar sunabilecegi, bu enzimlerin ve etkilesim yollarinin detayli incelenmesinin

onemini vurgulamaktadir.
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LOX enzimlerinin enflamasyon siireclerindeki rolii

Lipit mediyatorlerin tiretimi

LOX enzimlerinin en 6nemli fonksiyonlarindan biri, enflamasyon siireclerinin temelini
olusturan lipit mediyatorlerin {iretimini katalize etmektir. Ozellikle, 5-LOX enzimi,
arasidonik asidi metabolize ederek l0kotrienler gibi pro-enflamatuvar mediyatorlerin
iretimini gerceklestirir. Bu lokotrienler, alerjik reaksiyonlar ve astim gibi enflamatuvar

hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir yere sahiptir.
Enflamasyonun modiilasyonu

LOX enzimleri tarafindan iiretilen mediyatorler, enflamatuvar yanitlarin modiilasyonunda
kritik roller tistlenirler. Bu mediyatorler, enflamatuvar hiicrelerin gogii, damar gecirgenligi
ve enflamasyonun siddeti gibi faktorleri diizenleyerek, enflamatuvar siirecin gelisimine
dogrudan etki ederler. Bu baglamda, kronik enflamasyon ve otoimmiin hastaliklarin
yonetiminde LOX enzimlerinin modiilasyonu, potansiyel terapdtik hedefler arasinda yer

almaktadir.
Hiicresel ve doku tepkileri

LOX enzimleri tarafindan tretilen lipit mediyatorler, hiicreler arasi adhezyonun artisi,
enflamatuvar mediyatorlerin serbest birakilmasi ve hiicrelerin gocii gibi ¢esitli hiicresel ve
dokusal tepkilere yol acar. Bu tepkiler, enflamasyonun baglamasi, siirdiiriilmesi ve
sonlandirilmasinda temel mekanizmalari olusturur (R. Baydar ve digerleri, 2024; Loncari¢

ve digerleri, 2021; Triieb, 2002; Wisastra ve digerleri, 2014).
2.8. Tezde Aktivite On Taramasi I¢in Secilen Bitkiler Hakkinda Genel Bilgiler

Tez caligmalarimiz kapsaminda arastirilan bitkiler ile bu bitkilerin bazilarindan elde edilen
ucucu yaglar, halk arasinda sa¢ dokiilmesini 6nleyici ve sag¢ ¢ikarict etkisi olduguna dair
etnofarmakolojik kayitlarin bulunmasi, fenolik igeriklerinin yiiksek olmasi, bazilarmin
halihazirda bulunan sa¢ bakimu ile ilgili olan kozmetik {irlinlerde siklikla bulunmalar1 gibi

ozellikler dikkate alinarak taramaya dahil edilmislerdir.
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Taramada kullanilan bitkiler ve se¢ilme nedenleri Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Aktivite taramasinda kullanilan bitkiler ve se¢ilme nedenleri

Bitkilerin Latince ve Tiirkce isimleri

Secilme Nedeni

Lavandula stoechas L.

(Karabas otu)

Baska bir tiiriinden elde edilen ugucu yagin,
halk tarafindan sa¢ dokiilmesine karsi
kullanildig:  bildirilmistir (Zgonc Skulj ve
digerleri, 2020). Baska bir tiiriiniin halk
arasinda sa¢ dokiilmesine karsi kullanildigi
bildirilmistir (Neves ve digerleri, 20009;
Pundkar ve digerleri, 2020).

Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.

(Lavandin)

Bagka bir tiirlinden elde edilen ugucu yagin,
halk tarafindan sa¢ dokiilmesine karsi
kullanildig1  bildirilmistir (Zgonc Skulj ve
digerleri, 2020). Baska bir tiiriiniin halk
arasinda sa¢ dokiilmesine karst kullanildigi
bildirilmistir (Neves ve digerleri, 2009;
Pundkar ve digerleri, 2020).

Corylus avellana L.
(Findik)

Diinyanin ¢esitli yerlerinde gergeklestirilen
etnofarmakolojik calismalarda, halkin sag
dokiilmesine karst kullandig1 bildirilmistir
(Rashid ve digerleri, 2020).

Urtica dioica L.

(Isirgan otu)

Tiirkiye’de ve diinyanin ¢esitli yerlerinde
gerceklestirilen etnofarmakolojik ¢aligmalarda,
halkin sa¢ dokiilmesine kars1i kullandig:
bildirilmistir (Bouasla ve digerleri, 2017; Bulut
ve digerleri, 2017; Kaushik ve digerleri, 2011;
Neves ve digerleri, 2009; Pieroni ve digerleri,
2004; Polat, 2019; Rashid ve digerleri, 2020;
Uzun ve digerleri, 2016; Yesilyurt ve digerleri,
2017). Sa¢ saghigi i¢in kullanilan kozmetik
iiriinlerin bilesiminde yer almaktadir. Bu tiir
ilizerinde yapilmig benzer caligmalar
bulunmaktadir (Prager ve digerleri, 2002;
Tiirkoglu ve digerleri, 2017).
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Cizelge 2.2. (devam) Aktivite taramasinda kullanilan bitkiler ve se¢ilme nedenleri

Bitkilerin Latince ve Tiirkce isimleri

Secilme Nedeni

Urtica urens L.

(Kiigiik 1sirgan otu)

Tiirkiye’de gergeklestirilen etnofarmakolojik
bir ¢calismada, farkli bir tiirliniin halk tarafindan
sa¢ dokiilmesine kars1 kullanildig: bildirilmistir
(Polat, 2019). Bu tiir ve bagka bir tiirii iizerinde
yapilmis benzer ¢alismalar bulunmaktadir
(Tirkoglu ve digerleri, 2017) (Bouasla ve
digerleri, 2017; Neves ve digerleri, 2009;
Pieroni ve digerleri, 2004; Prager ve digerleri,

2002; Rashid ve digerleri, 2020).

Juglans regia L.
(Ceviz)

Tiirkiye’de ve diinyanin ¢esitli yerlerinde
gerceklestirilen etnofarmakolojik ¢aligmalarda,
halkin sa¢ dokiilmesine karst kullandigt
bildirilmistir (Bouasla ve digerleri, 2017;
Karakaya ve digerleri, 2020; Pieroni ve
digerleri, 2004; Polat, 2019; Pundkar ve
digerleri, 2020). Bu tiirlin sa¢ dokiilmesi
tizerine etkilerini belirlemek i¢in yapilmis
caligmalar mevcuttur. Sa¢ dokiilmesinde gida
takviyesi olarak kullanimi vardir (Kaushik ve

digerleri, 2011).

Bitkilerin toplanma veya temin edilme yerlerine ait bilgiler “Gere¢” boliimiinde yer

almaktadir. Deneysel sonuclarimiza dayanarak, testosteron-Sa-rediiktaz enzimini inhibe

eden Lavandula stoechas L. ve Lavandula * intermedia Emeric ex Loisel. bitkileri tizerinden

aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama (AYF) islemine gidilmistir.

2.9. AYF’da Kullanilan Bitki Tiirlerine Ait Botanik Bilgiler

2.9.1. Lamiaceae

Lamiaceae (6nceki adiyla Labiatae) familyasi, Lamiales takiminin en biiyiik familyasi olup,

yaklasik 236 cins ve takribi 7000 tiirle diinya capinda en yiiksek yayilim gosteren

familyalarindan biridir. Bu familyadaki en biiyiik cinsler arasinda Sa/via (900), Scutellaria

(360), Stachys (300), Plectranthus (300), Hyptis (280), Teucrium (250), Vitex (250), Thymus
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(220) ve Nepeta (200) bulunmaktadir (Tamokou ve digerleri, 2017). Bu familyaya ait
bitkiler, ¢esitli iklim ve cografi bolgelerde bulunabilirler. Genellikle 1liman iklimlerde daha
yaygin olarak gériilse de sicak iklimlerde de yetisebilirler. Ozellikle Asya, Avrupa ve Kuzey
Afrika gibi bolgelerde, kuru, iliman ve subtropikal iklim kosullarinda siklikla bulunurlar.
Bununla birlikte, baz tiirler tropikal bolgelerde de yetisebilir. Ulkemizde ise bu familyaya
ait tiirlerin ¢ogu Akdeniz bolgesi ve gevresinde yetismektedir. Lamiaceae familyasi,
Tiirkiye’de bulunan en biiyiik 3. familyadir ve Tirkiye florasinda 45 cins, 565 tiir ve 735
takson icermektedir. Ayrica, Tiirkiye’de endemik tiir sayis1 en fazla olan familyalardan biri
olup, iilkemize 6zgii olan 256 endemik tiir icerdigi ve %45 endemizm oranina sahip oldugu
bildirilmistir (Baser ve digerleri, 2018). Lamiaceae familyasina ait bitkiler, aromatik
olmalarindan dolayr kadim zamanlardan beri halk hekimliginde basit hastaliklarin
tedavisinde, baharat olarak veya dekoratif amagli kullanilmistir. Hatta M.S. 50 ile 70°1i yillar
arasinda Roma ordusunda gorev yapan doktor olan Dioscorides’in “Materia Medica” isimli
eserinde Lamiaceae familyasina ait yaklasik 40 adet bitki bulunmaktadir. Bu bitkilerin
bircogu ugucu yag tasimakta olup, aromaterapi, masaj yaglari, parfiimler ve kozmetik
iirinlerde de halen kullanilmaktadir (Bager ve digerleri, 2018). Lamiaceae familyasina ait
bitkilerin ¢ogu cok yillik veya tek yillik otlar, otsu bitkiler, ¢alilar veya agaglardir. Bu
familyaya ait bitkilerin en belirgin 6zelligi ucucu yag bakimindan zengin olmalaridir

(Watson ve digerleri, 1999).

Lamiaceae familyasina ait tibbi bitkilerin antioksidan, antispazmodik, sedatif,
antimikrobiyal, anti-enflamatuvar, antiviral, anksiyolitik, antiseptik, tonik, analjezik,
antipiretik, antiparazitik, antialerjik, vs. gibi pek ¢ok biyolojik aktivitesi bildirilmistir
(Ramos da Silva ve digerleri, 2021). Lamiaceae familyasi bitkilerinin belirgin morfolojik
ozelliklerinden birisi; bu bitkilerin govdeleri ve dallarinin genellikle 4 koseli olmasidir. Bu
koselerde sertlesmis kollenkima dokusu bulunmaktadir. Lamiaceae familyasina ait bitkilerin
yapraklart incelendiginde, genellikle basit, bazen bilesik yapraklar gozlenmektedir.
Yapraklar genellikle karsilikli bazen de dairesel dizilisli ve stipulasizdir. Yapraklar genellikle
oval veya mizrak seklindedir. Yapraklarin kenar1 genellikle dislidir ve ugucu yag tasiyan ve
salgilayan bezler bulundurur. Yapraklarin iki yiizii de genellikle ugucu yag bakimindan
zengin salgi tiiyleri bulundurur. Bu tiiylerde bulunan ucucu yaglar nedeniyle giiglii bir
aromaya sahiptirler. Lamiaceae familyasina ait bitkilerin ¢icekleri genellikle hermafrodit
(erdisi) ve bazen erkek-sterildir (fonksiyonel olarak disi). Yapraklarin veya braktelerin

altinda sik kiimeler halinde yer alan cigekler siklikla basak, salkim veya kiimesel olarak
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diizenlenmis ¢cemberler olusturur. Cigegin merkezinden genellikle zigomorf olan yalnizca
bir simetri ekseni gegebilmektedir. Cigek durumu panikula, kapitulum, korimbus veya simoz
olabilmektedir. Cigeklerin yapisi bu familya i¢in oldukca spesifik olan bilabiat (iki dudakli),
seklindedir. Zira familyanin ismi de bilabiat cigek yapisindan gelmektedir. Bu ¢iceklerde
renkli korolla tiipleri iki ayr1 parcaya ayrilmis dudak seklindedir. Bitkiler belirgin sepallere
(canak yaprak) ve petallere (ta¢ yapraklara) sahiptir. Kaliks birlesmis 5 sepalden olusur,
ancak bazen iki dudakli oldugu durumlar da vardir. Korolla ise, 2’si iist dudak, 3’ alt dudak
olmak {izere 5 adet petalden olusur. Petallerin birlesik oldugu bu duruma “simpetal” ismi de
verilir. Bunlar bir tiip olusturacak sekilde birlesiktir. Bazi durumlarda {ist dudak korelmistir.
Stamenler korollaya bagh sekilde genellikle 4 adettir ve 2’si uzun 2’si kisa olan didinam
durumundadir. Genellikle stamenlerin arka ¢ifti, 6n ¢ifte gore daha kisadir. Bazi tiirlerde
stamen say1s1 2°dir. Ovaryum tist durumlu ve 2 karpellidir. OlgunlastiZinda 4 loplu sekilde
goriiniir. Ovaryumda 1 adet pistil bulunmaktadir. Ovaryum loplar1 arasindan yiikselen tek
bir stilus vardir. Bu stilus ginobazik olmakla birlikte, bazen iistte kisa bifid olabilmektedir.
Meyve bu familyaya spesifik olarak olgunlastiginda 4 nuksa ayrilan kuru (nadiren etli) tek
tohumlu bir sizokarptir (Davis ve digerleri, 1982; Lis-Balchin, 2002; Se¢gmen ve digerleri,
2008).

2.9.2. Lavandula cinsi

- Alem: Plantae

- Alt Alem: Tracheophyta
- Boliim: Magnoliophyta
- Sinif: Magnoliopsida

- Alt Smuf: Asteridae

- Takim: Lamiales

- Familya: Lamiaceae

-Genus: Lavandula

Lavandula cinsi, Lamiaceae familyasinda 60-70 farkli tiir ile temsil edilmektedir. Bu tiirler,
cogunlukla 1liman iklimlerde bulunan ¢ali ve otsu bitkilerden olusur. Estetik ve ticari agidan
yiiksek degere sahip, aromatik ¢igeklere sahip ¢ok yillik ve odunsu bitkilerin bulundugu bir
cinstir. Karakteristik bilabiat ¢i¢ekleri ve dikenli yapraklar1 olmayan yapilar ile dikkat

cekerler. Cigekleri, genellikle mavi, mor veya pembe renklerde ve uzun, silindirik kiimeler
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halinde yer alir. Lavandula bireyleri, ortalama 30-60 cm ylikseklige ulasabilen, odunsu
govdeleri ve dik, ince dallartyla karakterize edilir. Karsilikli konumlanmais, basit ve tiliyli
yapraklar1 vardir. Kok sistemi, genellikle yiizeyde genis bir alana yayilarak, suyu etkili bir
sekilde absorbe eder. Bu morfolojik 6zellikler, Lavandula tiirlerinin adaptasyon kabiliyeti ve
cevresel faktorlere olan direncini artirir. Lavandula tiirleri, Akdeniz havzast ve Ortadogu
gibi 1liman iklimlerde yaygindir, ancak bazilar1 tropikal ve subtropikal bolgelerde de
bulunabilir. Kurak ve giinesli ortamlari tercih eder ve genellikle kirecli ve iyi drene edilmis
topraklarda gelisirler. Lavandula cinsine ait bir bitkiler, antik caglardan beri siis bitkisi
olarak, parfiimeri, aromaterapi ve mutfakta kullanilmaktadir. Estetik giizelliginin yani sira,
ucucu yaglart nedeniyle ticari olarak da biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu bitkiler, 6zellikle
ucucu yaglar1 sayesinde endiistriyel ve tibbi alanda genis bir kullanim alanina sahiptir.
Ucucu yaglari, parfiimeriden sabun yapimina, aromaterapiden tibbi iirlinlere kadar genis bir
yelpazede degerlendirilir. Fransa, Bulgaristan ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD) gibi
iilkelerde ekonomik acidan 6nemli miktarda lavanta tarimi yapilmaktadir. Lavanta iiriinleri,
kiiresel pazarda talep goren ve ekonomik degeri yiiksek liriinler arasinda yer alir. Lavanta
tariminin ekonomiye katkisi, sadece ucucu yag iiretimi ile siirli degildir. Turizm
sektoriinde, 6zellikle lavanta tarlalarinin yogun oldugu bolgelerde, bu giizel ¢iceklerin

cekiciliginden faydalanilir.

Lavandula cinsinin ¢esitli tiirleri arasinda 6zellikle dikkat ¢ekenler sunlardir:

Lavandula angustifolia Mill. (Ingiliz lavantasi): Bu tiir, en bilinen ve yaygin olarak
yetistirilen lavanta tiirtidiir. Hos kokusu ve ¢ok yonlii kullanim alanlar1 sayesinde popiilerdir.
Ingiliz lavantasi, ¢icek buketlerinden ugucu yag iiretimine kadar genis bir kullanim

yelpazesine sahiptir.

Lavandula stoechas L. (Karabas otu): Bu tiir, mor renkli ¢igek baslari ve karakteristik giiclii
kokusuyla taminir. Ozellikle kuru ve sicak iklimleri tercih eder, bu sebeple Akdeniz

ikliminde bolca bulunur.

Lavandula x intermedia Emeric. ex Loisel. (Melez lavanta): L. angustifolia ve L. latifolia'nin
dogal melezlesmesi sonucu ortaya ¢ikan bu grup, genellikle "melez lavanta" olarak bilinir.
Hem estetik degeri yiiksek cicekleri hem de ugucu yag iiretiminde kullanilmasi nedeniyle

onemli bir tiirdiir (Contreras ve digerleri, 2018; Sahinler ve digerleri, 2022).
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Lavandula cinsinin tayin anahtar1 su sekildedir (Lis-Balchin, 2002).

Boliim Tayin Anahtari

1. Salkimlar 3-9 ¢igeklidir; nutletler yalnizca bazal bir iz ile..........ccocevviiniiiiiii i, 2
Salkimlar tek ¢igeklidir; nutletler yan 1z1i.......ccocoveviiiiiiiiii e 4
2. Yapraklar ve canak yapraklar sesil, stigma kapitat.............cccooeriiviinnnnnnn Bolim Stoechas
Yapraklar ve ¢anak yapraklar kisa saplidir, stigma iki lopludur..........ccooovviiiiiiiiiinnnn. 3

3. Yapraklar diizenli s1g kesiklere sahiptir, ta¢ yapragi loblar1 yaklasik olarak ayni
boyuttadir, tag tiipii canak yapraktan hemen ¢ikar, ¢anak yapragin eki ¢anak yapragin
yaklagik 1.5 genisligindedir ..........coooviiiiiiiiiiici e Bolim Dentatae

Yapraklar basit ve biitiindiir, ta¢ yapraklart boyutlar1 bakimindan farklidir, tag tlipti canak
yapragin yaklasik 2 kati uzunlugundadir, ¢anak yapragin eki ¢anak yapragin genisligi ile

AYNIAIT .ottt Boliim Lavandula

4. Yapraklar oval-lanset seklinde dis hatlara sahip, kesikli veya loblu; ¢canak yaprak zigomorf

(ik1 tarafli simetrik); tag mor mavi veya beyaz, kuvvetli zigomorf ..............ccccoviienn 5
Yapraklar lineer ve basit, canak diizenli ve tiim loblar esit; tag sari............ L. atriplicifolia
esit loblu, y1ldiz seklinde, kahverengi renkte...........ccccovvviiiiiiiiiniiiiinennne, L. erythraeae

5. Salkimlar ve brakteler karsilikli ve ¢apraz bir diizende diizenlenmis, ¢igek durumu basak,

sekli dort siral1 (kare) veya iki stralidir ... Bolim Pterostoechas

Salkimlar ve brakteler siral1 bir bicimde diizenlenmistir. Basak silindirik veya bas benzeri

(kafall) SEKIIACAIT ....ouviieiee e 6

6. Basak uzun, yapraklar tiiysii veya iki kez parcalanmis, brakteler oval dikenlidir............ 7
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Bagsak bag benzeri, yapraklar loblu, brakteler dairesel kanathdir ................... L. hasikensis
7. Yapraklar genellikle tiiysii veya iki kez parcalidir, bodur calilar, findiklarin yan izi findik

uzunlugunun yaklasik 0,25'idir. Alt ta¢ dudak yan tag¢ loblarmin yaklasik aymi
DUYTKITKEEAIT 1vvveeiiiiecee e Bolim Subnudae

Yapraklar ¢ok belirgin sekilde iki kez parcalidir, bitki otsudur, nutletler yan izi findik
uzunlugunun yaklasik 0,75'idir. Alt tag dudak yan loblardan daha biiyiiktiir .......... Boliim
Chaetostachys

Tiirler ve Onemli Melezler icin Tayin Anahtari

1. Cigekleri saran brakteler oval rombik (baklava seklinde) .........c.ccoveeniiniiinniiiniiene 2

Cigekleri saran brakteler lineer ile lineer-mizraksi sekildedir ..........coccoviiiiiniiiininnnne. 4

2. Brakteler en az 2 kati1 kadar genis, brakteoller minik (agik¢a gériinmeyen) ......................

...................................................................................................................... L. angustifolia

Brakteler genisliklerinin yaklagik olarak 3 kati1 kadar uzun, brakteoller biiyiik 1-4 mm...3

3. Cigek saplar genellikle dallanmamus, ¢igekler derin mor/miirdiim renkte, yapraklar1 gri
tonlarindan glimiis rengine kadar ylinlimsii bir ortiiye sahiptir..........ccocooviviviiiiiiiiiicinn

................................................................................................... L. angustifolia - L. lanata

Cicek saplar dalli, mor, leylak, mavi veya beyaz tonlarinda, yapraklar yiinlimsii olmayan

gri tonlarindan glimiis rengine kadar bir ortliye sahiptir. ...........cccocvenennn. L. x intermedia

4. Canak 8 sinirli ve 8 dislidir. Yapraklar homojen yogun beyaz yiinlii bir ortiiye sahiptir....

............................................................................................................................... L. lanata

Canak 13 sinirli ve 5 dislidir. Yapraklar giimiis gri bir ortliye sahiptir. ............. L. latifolia
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Lavandula stoechas L.

L. stoechas, 0zellikle Akdeniz bolgesi ve Kuzey Afrika bolgeleri olmak iizere oldukga
yaygin bir alana yayilim gostermektedir. Esasen Akdeniz bdlgesi bitkisi olmasina ragmen,
gilinlimiizde kiiltiirii yapilmakta ve diinyanin hemen her yerinde yetistirilmektedir. Toprak
istii kisimlarindan elde edilen ugucu yag, antik c¢aglardan beri farklt amaglarla
kullanilmaktadir. Bunlara baglica 6rnekler olarak, insektisit, antiromatizmal, antimikrobiyal
ve sedatif etki i¢in kullanimlari verilebilir. Ulkemizde dogal olarak 2 alt tiirii yetismektedir.
Bunlar L. stoechas subsp. stoechas ve L. pedunculata subsp. cariensis dir (TUBIVES). Bu
iki alt tiir ¢igek durumu sapinin boyuna gore iki alt tiire ayrilmaktadir. Cigek durumunun
sap1 0,5-2,5 cm, spikadan daha kisa, {ist brakteleri 7-17 x 3-8 mm ebatlarinda ve obovattir.
Kaliks apendajlar1 tam ise bu alttiir stoechas’dir. Eger ¢icek durumunun sapi 5-20 cm,
spikadan daha uzun, iist brakteleri (7)13-30 x 2-5(-6) mm, dar oblong, kaliks apendajlar1 stk
undulat ve loplu ise alt tiir cariensis olarak kabul edilmektedir. L. stoechas, Tirkiye'nin
ozellikle Akdeniz ve Ege sahillerinde yogun olarak yetisir. Bu bolgeler, lavantanin ihtiyag
duydugu kuru ve sicak iklim kosullarina sahiptir. Akdeniz Bolgesinde; Antalya, Mersin ve
Mugla gibi illerde dogal olarak yetisir. Bu alanlar, lavantanin dogal habitat1 olan kiy1
seridinde ve i¢ kesimlerdeki daglik alanlarda yogunlasmistir. Ege bdlgesinde; Izmir, Aydin
ve Mugla illeri, lavantanin baslica yayilis alanlaridir. Bu bolgeler, 6zellikle kiy1 kesimlerinde
ve yiiksek rakimli alanlarda lavantanin dogal olarak yetistigi yerlerdir. Izmir'de “karabas,
kekik ve tuzla kekigi” adlari ile bilinmektedir. Ayrica, bitkinin ¢i¢eklerinin 6zgiin sekli ve
rengi nedeniyle bazen “kusdili”, mor c¢iceklere sahip oldugu i¢in “mor kekik” adiyla da

anilmaktadir (Miraj, 2016; Oraloglu, 2018).

L. stoechas (karabas otu, gargan ve kesisotu karabas) eski zamanlardan beri Anadolu
topraklarinda cesitli isimler altinda halk hekimliginde kullanilir. Tiirkiye'nin ¢esitli
bolgelerinde gerek kurutulmus ¢igeklerinden gerekse toprak iistii kisimlarindan elde edilen

ucucu yaglar halk arasinda geleneksel olarak kullanilmaktadir.

Karabas otunun ucgucu yaglari, icerdigi kafur, fenkon, borneol, terpineol, 1,8-sineol gibi
bilesikler sayesinde, agr1 kesici, antiseptik, yara iyilestirici, sakinlestirici, balgam soktiiriici,
idrar yollar1 iltihaplarin1 giderici, egzama iyilestirici, sinir ve kalp gii¢lendirici gibi ¢ok
cesitli etkilere sahiptir. Bu etkileri sayesinde ucucu yagi hem Osmanli Imparatorlugu

doneminde hem de giinlimiizde degerli bir aromaterapotik olarak kabul edilmektedir.
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Osmanli Imparatorlugu zamaninda 1848 tarihli bir padisah fermani, kolera hastaliginin
tedavisinde karabas otunun kullanilmasini ve satisinin yapilmasini emretmistir. Karabag
otunun ¢igekleri ve yapraklarindan elde edilen ugucu yag, parfiimeri sanayisi ve eczacilikta
degerlendirilir. Bu bitkinin ¢esitli kullanim sekilleri arasinda, ¢ay olarak tiiketimi, nezle
tedavisinde tiitsii olarak kullanimi, seker hastalar1 tarafindan tibbi ¢ay1 olarak tiikketimi, idrar
arttirict ve romatizmal agrilart dindirici olarak kullanimi gibi yontemler bulunur. Ayrica,
mide agrisi, bag agrisi, yoksunluk sendromu, yanik yaralanmalar1 ve balgam soktiiriicii gibi
rahatsizliklar i¢in de kullanilir. Edremit’te (Balikesir) karabag otunun ¢igekli dallar1 inflizyon
seklinde karin agrisi, bas agrisi, kolesterol, antihipertansif ve damar tikanikliklarinda
kullanildig: bildirilmistir. Karabas otu, analjezik, antimikrobiyal, sakinlestirici, idrar yollar1
iltihaplarini giderici, kalp gli¢lendirici ve damar sertliginde damar tikaniklig1 giderici olarak
kullanilmaktadir. Anadolu'da siniizit tedavisinde de kullanilmaktadir (El Omari ve digerleri,

2023; Oraloglu, 2018; Sahinler ve digerleri, 2022).

L. stoechas “Akdeniz lavantasi” olarak da bilinir. Tiirkiye'de 6zellikle Akdeniz, Ege ve
Giliney Marmara bdlgelerinde dogal olarak yetisen bir bitki tiriidir (Sekil 2.5.).
Cigeklerinde, %1-3 arasinda degisen bir oranda ugucu yag bulunur ve genellikle renksiz veya
hafif saridir. Ugucu yagin baslica bilesenleri arasinda kafur, fenkon, borneol, terpineol ve
sineol gibi bilesikler yer alir. Tirkiye'de yetisen L. stoechas Orneklerinin ugucu yagi,
ozellikle yiiksek oranda %30 kafur ve %18 fenkon icermesiyle dikkat ¢cekmektedir. Bu
nedenle, bitkinin ugucu yag1 Avrupa'da bulunan diger lavanta tiirlerinden farkl bir kimyasal
profile sahiptir. Avrupa'daki tiirlerin aksine, Tiirkiye'deki L. stoechas ornekleri oksijenli
monoterpence zengin (%46,19-92,93) olup, linalol yerine kafur kaynagi olarak
degerlendirilir (Bager ve digerleri, 2018; Carrasco ve digerleri, 2015; Miraj, 2016).
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Harita 2.1. Lavandula stoechas L. Tiirkiye’deki genel yayilis1 (www.floranatolica.com)

L. stoechas’1n sinonimleri ise Plant List’e gore; Lavandula approximata Gand., Lavandula
corsica Gand., Lavandula debeauxii Gand., Lavandula fascicularis Gand., Lavandula
incana Salisb., Lavandula olbiensis Gand., Lavandula stoechadensis St.-Lag., Lavandula
stoechas var. brachystachya Ging., Lavandula stoechas var. brevibracteolata Sennen,
Lavandula stoechas subsp. caesia Borja and Rivas Goday, Lavandula stoechas var.
heterophylla Sennen, Lavandula stoechas f. leucantha (Ging.) Upson and S.Andrews,
Lavandula stoechas var. leucantha Ging., Lavandula stoechas var. macrostachya Ging.,
Lavandula stoechas f. macrostachya Font Quer, Lavandula stoechas f. microstachya Font
Quer, Lavandula stoechas f. parvibracteata Sennen, Lavandula stoechas var. platyloba
Briq., Lavandula stoechas f. purpurea Emb. and Maire, Lavandula stoechas f. rosea Maire,
Lavandula stoechas var. stenoloba Briq., Lavandula stoechas subsp. stoechas, Stoechas

arabica Garsault ve Stoechas officinarum Mill. dir.

2.10. L. stoechas Bitkisi Uzerinde Yapilan Farmakognozik Calismalar

2.10.1. Biyolojik aktivite calismalar

Anti-enflamatuvar aktivite

L. stoechas’n toprak iistlii kisimlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin ve
ucucu yagin GC-MS ile analizi sonucunda major olarak bulunan bilesiklerin anti-
enflamatuvar aktivitesinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen bir ¢calismada, LOX inhibisyonu

in vitro olarak degerlendirilmistir (E1 Omari ve digerleri, 2023). Referans olarak kullanilan
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kersetinden (ICso: 3,93 £ 0,45 pg/ml) sonra en yiiksek aktivite 6,34 + 1,29 pg/ml ICso degeri
ile elde edilen ugucu yag olmustur. Daha sonra ICso degerleri sirastyla 17,45 + 1,82 pg/ml
ve 23,14 £ 1,16 pg/ml olmak {iizere kafur ile fenkon gelmektedir. Bir baska ¢alismada, L.
stoechas’dan buhar distilasyonu ugucu yag elde edilmis ve anti-enflamatuvar aktivitesi in
vivo olarak degerlendirilmistir (Boukhatem ve digerleri, 2020). Ksilen ile enfeksiyon
olusturularak gerceklestirilen fare kulak 6dem modelinde ucucu yag giicli bir anti-
enflamatuvar aktivite gostermistir. Ayni ¢alismada karagen-nedenli penge 6demi modelinde
olusan O0demleri belirgin bir sekilde azaltmis ve referans olarak kullanilan %0,5’1ik
betametazon ile benzer bir etki gostermistir. Ugucu yag topikal olarak 82 mg/kg ve 410
mg/kg dozlarda, sirasiyla farelerin %51,4'linde ve %80, 1'inde akut kulak 6demini azaltmigtir.
Ayrica gercgeklestirilen histolojik analiz sonrasinda da, ciltteki iltihabi yanitin 6nemli dlgiide
inhibe edildigi gosterilmistir. L. stoechas’in yapraklarindan hazirlanan hidroalkolik ekstre,
bu ekstrenin polifenolik fraksiyonu ve ucgucu yagimin anti-enflamatuvar aktivitesinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, siganlarda karagen ile uyarilan enflamasyon sonrasinda,
ekstre ve ucucu yagin anti-enflamatuvar aktivitesi degerlendirilmistir. Oral olarak 400-1600
mg/kg dozda uygulanan hidroalkolik ekstre, sadece formalin testinin ikinci agamasini inhibe
ederken, si¢anlara oral olarak 800 ve 1600 mg/kg dozda verilen ekstrenin polifenolik
fraksiyon ve yine oral olarak uygulanan 100 ve 200 mg/kg dozdaki ugucu yagin ise her iki
asamay1 da baskiladigini ortaya koymustur. Asetik asit-nedenli kasilma testinde, polifenolik
fraksiyonun ve ugucu yagin, abdomen sikigmasinin sayisini azalttig1 goriilmiistiir. Karagen-
nedenli penge ddemi testinde ise ugucu yagin yalnizca 200 mg/kg dozda etkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica farelerde formalin ve asetik asit-nedenli kasilmalarda da agr1 kesici
etkili oldugu bildirilmistir (Hajhashemi ve digerleri, 2003). Sicanlarda karagen-nedenli
6dem modeli kullanilarak, L. stoechas ugucu yaginin bilesiminde bulunan linalol ve linalil
asetatin  anti-enflamatuvar aktivitesinin incelendigi bir ¢aligma sonucunda, bu
monoterpenlerin hem saf enantiyomerin hem de rasemat formlarinin, 6demin azalmasina
katkida bulundugu gosterilmistir (Peana ve digerleri, 2002). Ozellikle, saf enantiyomerin
daha uzun siireli etkiler sergiledigi, rasemat formunun ise karagen uygulamasindan kisa bir
slire sonra dnemli bir 6dem azalmasi sagladig tespit edilmistir. Bu ¢alisma, ugucu yagdaki
linalol ve linalil asetatin anti-enflamatuvar aktivite {lizerinde Onemli bir etkiye sahip
oldugunu ve bu bilesikleri igeren bitkilerin potansiyel anti-enflamatuvar ajanlar olarak
kullanilabilecegine isaret etmistir. Bronsiyal astimin tedavisinde L. stoechas’dan elde edilen
ucucu yagimin etkisinin incelendigi bir diger ¢alismada, ugucu yagin uygulandigi gruptaki

farelerde mukus hiperplazisi ve interlokin (IL)-5 ve IL-13 sitokin seviyelerinin daha diisiik
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oldugu gozlenmistir (Ueno-lio ve digerleri, 2014). Ayrica akciger dokusunda IL-4 ve IL-5

mRNA ifadesinde azalma belirlenmistir.

Yara ivilestirici aktivite

Ulkemizde dogal olarak yetisen L. stoechas’dan hidrodistilasyon ydntemi ile elde edilen
ucucu yagin yara iyilestirici aktivitesinin degerlendirilmesi icin, diyabetik bir model
kullanilmigtir. Albino Wistar siganlar {izerinde yapilan g¢aligmada, diyabet olusturmak
amaciyla 50 mg/kg dozda streptozotosin kullanilmistir. Ugucu yagin uygulandigi grupta,
iyilesme orani diger gruplara gére daha yiiksek olmustur. Biyopsi sonuglart da ugucu yagin
yara iyilesmesindeki hizlanmay1 destekler nitelikte oldugunu gostermistir. Ayrica, ugucu yag
uygulanan gruptaki siganlarin, mononiikleer hiicre yogunlugunda azalma, kolajen
seviyelerinde artma ve sa¢ folikiilii ile yag dokusu gelisiminde artis gdzlemlenmistir (Demir

ve digerleri, 2023).

Antimikrobival aktivite

Modern tipta karsilasilan en oOnemli sorunlardan biri, silirekli direng olusturan
mikroorganizmalara kars1 daha etkili tedaviler gelistirme ihtiyacidir. Antimikrobiyal direnc,
bu alandaki arastirmalarin odaginda yer almakta ve yeni tedavi yontemlerinin kesfi acil bir
konu haline gelmistir. Dogal kaynaklar, 6zellikle de ucucu yaglar, yeni antimikrobiyal

ajanlarin gelistirilmesi agisindan biiyiik bir potansiyele sahiptir.

L. stoechas’m %70’lik aseton ekstresinin Staphylococcus aureus’a karst etkisinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, hiicrelerin %24,30 + 4,10’unu temizledigi, ancak referans
ilag olarak kullanilan penisilin ile kiyaslandiginda diisiik bir antibakteriyel etki gézlenmistir
(C.-J. Lee ve digerleri, 2011). Mugla’da yetisen L. stoechas 'dan hidrodistilasyon yontemiyle
elde edilen ugucu yagin, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisi
disk diflizyon yontemi ile aragtirilmistir. Ugucu yaga en duyarli olan suslar, antibiyotik
direncli S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Pseudomonas
stutzeri, Stenotrophomonas maltophilia, Micrococcus luteus ve Bacillus subtilis olmustur
(Miraj, 2016). Fas’ta yetisen L. stoechas’tan elde edilen ucucu yagin antimikrobiyal
aktivitesi referans ilag ile kiyaslandiginda, ugucu yagin gram-pozitif bakterilere karsi gram-

negatif olanlara gore daha yliksek antimikrobiyal aktivite gdsterdigi, ayrica bu durumun
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gram-pozitif bakterilerin dig membran farkliliklar1 nedeniyle oldugu belirtilmistir (Cherrat
ve digerleri, 2014). L. stoechas ugucu yaginin dnemli bilesenlerinden biri olan 1,8-sineol’un
antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, sus olarak S. aureus, metisiline
direncli S. aureus, E. coli ve Candida albicans kullanilmistir. Calisma sonucunda 1,8-
sineol’lin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olan bir bilesik olabilecegi belirtilmistir
(Hendry ve digerleri, 2009). Bir baska calismada, Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesine basvuran hastalardan alinan C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C.
guilliermondii ve C. glabrata susglar1 lizerinde L. stoechas’dan Soxhlet yontemi elde edilen
etil alkol, kloroform ve EtOAc’l1 ekstreleri ile yapilan ¢alismada, ekstreler, 25 ul, 50 pl ve
75 pl miktarlarinda steril diskler {lizerine uygulanarak, disk difiizyon yontemi ile anti-
Candida aktiviteleri degerlendirilmistir. Kontrol grubunda ise, standart antifungal
antibiyotikler (griseofulvin, flukonazol, amfoterisin B, mikonazol, nistatin, flusitozin,
klortrimazol, ketokonazol ve itrakonazol) kullanilmistir. Arastirma sonucunda, L. stoechas
ekstrelerinin, referans antibiyotiklere gore daha etkili bir anti-Candida aktivitesi gosterdigi
goriilmiistiir. Arastirmaci, L. stoechas bitkisinin etnofarmakolojik olarak da antifungal amag
ile kullanildigini ve ¢alisma sonucunda da bu kullanim1 destekler nitelikte sonuglar aldigin
belirtmistir. Calisma sonucunda, L. stoechas’in kandidiyazis tedavisinde potansiyel bir

alternatif olarak degerlendirilebilecegi onerilmistir (Gedik ve digerleri, 2015).

Antitiimoral aktivite

Yeni antitiimoral ajanlarin arasgtirilmasi, kanser tedavisinde karsilasilan énemli zorluklara
yanit olarak siirekli bir ihtiyactir. Bu arayisin temel nedenleri, kanserin karmasik dogasi,
tedaviye direng gelisimi ve mevcut tedavilerin yan etkileri gibi faktorlerle iliskilendirilebilir.
Yan etkisi diistik, maliyeti diisiik ve erisilebilir ajanlar aranirken ugucu yaglar da birgok

arastirma grubu tarafindan degerlendirmeye alinmaktadir.

Bir ¢alismada, L. stoechas’dan buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin, insan meme
karsinomu (MDA-MB-231), insan mide kanseri (AGS) ve insan melanoma (MV3)
hiicrelerindeki potansiyel inhibitor aktivitest MTT testi kullanilarak belirlenmistir. Ugucu
yag bahsi gecen tiimor hiicreleri lizerinde secici ve konsantrasyon-bagimli sitotoksisite
gostermistir. AGS, MV-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina kars1 elde edilen ICso degerleri
sirastyla 0,035 £ 0,018 pL/ml, 0,06 £ 0,022 pL/ml ve 0,259 £+ 0,089 pL/ml olarak
belirlenmistir (Boukhatem ve digerleri, 2020).



40

Antioksidan aktivite

Oksidatif stres, hiicresel hasar, kronik hastaliklarin gelisimi ve yaglanma siirecinin
hizlanmasi ile yakindan iligkilendirilen bir durumdur. Bu baglamda, ugucu yaglarin zengin
kimyasal bilesimi, onlar1 6nemli potansiyel antioksidan kaynaklagi olarak 6ne ¢ikarir. Ugucu
yaglar, yeni antioksidan ajanlarin gelistirilmesinde degerli bir kaynak olarak kabul edilir.
Antioksidanlar, viicuttaki zararli serbest radikalleri notralize ederek hiicresel hasari ve

hastalik ilerlemesini 6nlemek i¢in kritik 6neme sahiptir.

L. stoechas’m toprak istli kisimlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin ve
ucucu yagin GC-MS ile analizi sonucunda major olarak bulunan bilesiklerin in vitro
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen bir ¢alismada, DPPH ve ABTS
radikal siipiiriicii etki ile FRAP yontemleri kullanilmisti. DPPH radikal siipiirme
yonteminde en yiiksek etkiyi ugucu yag (ICso: 54,0 + 62 pg/ml) gostermekle birlikte, referans
olarak kullanilan troloksa (ICso: 31,28 + 0,89 nug/ml) gore daha diisiik antioksidan aktivite
sergilemistir. FRAP testine gore fenkon 87,12 £ 2,9 pg/ml ICso degeri ile en yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir. Ancak referans olarak kullanilan troloks (ICso: 41,49 +1,97
pg/ml) ile kiyaslandiginda ugucu yagin antioksidan aktivitesi daha diisiiktiir. ABTS testinde
ise kafur 96,32 £ 4,15 ug/ml ICso degeriyle en yiiksek antioksidan aktivite gdsterirken,
referans olarak kullanilan troloksa (ICso: 55,72 + 8,16 pg/ml) gore daha diisiik bir
antioksidan aktiviteye sahiptir (El Omari ve digerleri, 2023). L. stoechas’in %70’lik aseton
ekstresinin DPPH radikal siipiiriicli etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada, 1Cso degeri 0,14
mg/ml olarak belirlenmistir (C.-J. Lee ve digerleri, 2011). Ekstrenin 0,5 mg/ml’lik
konsantrasyonda radikal siipiiriicti etkisi ise %73,18 + 3,25 oranindadir. Aym1 ¢alismada
nitrik oksit inhibitor etkisi de arastirilmis ve 1Cso degeri 0,14 mg/ml olarak tespit edilmistir.
Kullanilan referanslar ile mukayese edildiginde oldukg¢a yiiksek antioksidan aktivite
gosterdikleri bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada, aromatik halkadaki hidroksil gruplarinin
artmastyla antioksidan aktivitenin arttigi bildirilmistir. L. stoechas’dan hazirlanan MeOH
ekstresinin antioksidan aktivitesi, f-karoten-linoleat agarma, DPPH radikal siipiiriicii ve
FRAP testleri ile degerlendirilmistir. En yliksek antioksidan aktivite DPPH radikal siipiirme
testinde gozlenmis ve ICso degeri 0,300 + 0,010 mg olarak belirlenmistir. Deneyde referans
olarak kullanilan BHA ve BHT nin ICso degerleri sirasiyla 0,035 = 0,007 mg ve 0,020 +
0,001 mg olarak tayin edilmis ve mutedil bir antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir

(Ceylan ve digerleri, 2015). L. stoechas’1n su ekstresinin DPPH radikallerini siipiirmede ICso
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degeri 32,5 + 0,8 png/ml olarak bulunmustur. Calismada referans olarak kullanilan askorbik
asit, gallik asit ve elajik asidin ICso degerleri sirasiyla, 2,0 = 0,11, 2,4 = 0,7 ve 3,9 + 0,10
olarak tespit edilmistir. Sulu ¢ozeltilerinin de 6nemli derecede antioksidan aktivite gosterdigi
bu calisma ile gosterilmistir (Sariri ve digerleri, 2009). L. stoechas c¢iceklerinden su
distilasyonu ile elde edilen ucucu yagin antioksidan aktivitesi DPPH radikali siiplirme
teknigi ile in vitro olarak degerlendirilmis ve ucucu yagin ICso degeri 584,0 + 0,58 pg/ml
olarak bulunmustur. Referans olarak kullanilan vitamin E’nin ICso degeri 384,0 + 0,76
pg/ml’dir. Aymi calismada, ugucu yaglarin antioksidan aktivitesi ile igeriginde bulunan
linalol ve linalil asetat miktar1 arasinda herhangi bir korelasyon bulunmadigi rapor edilmistir
(Barkat ve digerleri, 2012a). Ozetlenecek olursa, L. stoechas ve ugucu yaginin birgok
calismada dikkate deger oranda antioksidan etkisi bildirilmistir. L. stoechas’ta bulunan
rozmarinik asit, kafeik asit ve ferulik asit gibi fenolik asitler ile diger fenolik bilesikler
bitkinin antioksidan aktivitesine oldukca yiliksek bir katkida bulunmaktadir. Fenolik
bilesikler, serbest radikalleri notralize ederek ve metal iyonlarini selatlayarak hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur. Ayrica L. stoeschas igerisinde bulunan luteolin, apigenin ve
kersetin gibi flavonoitler de antioksidan etkiden sorumlu olarak bildirilmistir. Flavonoitler,
serbest radikal siipiirme aktivitesi ve metal selasyonu yoluyla antioksidan koruma
saglamaktadir. L. stoechas ugucu yaginda bulunan, linalol, linalil asetat, 1,8-sineol ve
terpinen-4-ol de antioksidan aktiviteden sorumlu bilesiklerdir (Ceylan ve digerleri, 2015). L.
stoechas su ekstresinin antioksidan aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, DPPH
radikal siipiiriicti etki testinde 1Cso degeri 0,031 + 0,02 mg/ml ve S-karoten testinde 1Cso
degeri 94,33 + 12,5 pg/ml ile su ekstresinin dikkat ¢eken bir antioksidan giice sahip oldugu
belirlenmistir (Elrherabi ve digerleri, 2023b). Bu aktivitenin fenol ve flavonoitlerden
geldigini rapor eden aragtirmacilar toplam fenol ve flavonoit miktarlarini, sirasiyla 146,71 +

0,53 mg gallik asit/mg ve 721,21 + 0,21 pg kersetin/mg olarak bildirmistir.

Fotoprotektif aktivite

UV 1sinlan, cilt kanseri, erken yaslanma ve diger cilt hasarlar1 gibi ciddi saglik sorunlarina
yol acabilir. Bu nedenle, etkili giines koruyucularin kullanimui, cilt sagligini1 korumak ve bu
tir riskleri azaltmak i¢in hayati dneme sahiptir. Fotoprotektif aktivitenin 6nemi, UV

1sinlarinin neden oldugu zararlarin 6nlenmesine dayanir.
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L. stoechas’in %70’lik aseton ekstresinin UVA ve UVB i1ginlarina karsi absorpsiyonunun
degerlendirildigi bir ¢alismada, sirastyla 1,11 £ 0,07 ve 2,78 £ 0,19 olarak bulunmustur (C.-
J. Lee ve digerleri, 2011). Fiziksel koruyucu olan ¢inko oksit ise ayni ¢alismada 2,55 = 0,03

degerini vermistir.

Antidiyabetik aktivite

Diyabet, 6zellikle tip 2 diyabet, diinya genelinde hizla artan bir prevalansa sahiptir ve ciddi
komplikasyonlara yol agabilir. Dilinya genelinde diyabet prevalansindaki artis, mevcut tedavi
seceneklerinin yetersiz kalmasina yol agmaktadir. Bu nedenle de yeni ila¢ adaylarinin
gelistirilmesine halen gerek duyulmaktadir. L. stoechas’in toprak istii kisimlarindan
hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin ve ugucu yagin GC-MS ile analizi sonucunda
tayin edilen ana bilesiklerin antidiyabetik aktivitesinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen bir
calismada, a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerine karsi inhibitdr aktiviteleri in vitro
yontemler ile belirlenmistir (E1 Omari ve digerleri, 2023). a-Amilaz enzimine karsi en diisiik
ICso degerine (76,92 + 2,43 ug/ml) sahip olan kafurun, referans ilag¢ olarak kullanilan
akarbozdan (ICso: 396,42 + 4,83 pg/ml) daha etkili oldugu bulunmustur. a-Glukozidaz
enzimine kars1 en diisiik ICso degerine (69,03 + 2, 31 pg/ml) sahip olan fenkon, akarbozdan
(ICs0: 199,53 + 3,26g/ml) daha yiiksek etki gostermistir. Elde edilen ugucu yag ise a-amilaz
ve a-glukozidaza karsi sirasiyla 106,73 & 3,27 pg/ml ve 98,54 + 4,84 ng/ml 1Cso degerlerine
sahiptir. L. stoechas’in su ekstresinin 150 mg/kg dozda (v.a.) Wistar si¢anlar1 iizerinde
antidiyabetik aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, ekstrenin a-amilaz (ICso: 0.485
mg/ml) ve a-glukozidaz1 (ICso: 168,0 ng/ml) inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica ekstrenin
seker yiiklemesi sonrasi kan sekerini 6nemli diizeyde diisiirdiigli de gozlenmistir. Ekstre,
bagirsaklardaki glukoz emilimini azaltarak ve seker sindiriminde gorevli olan enzimleri
bloke ederek sekerin ylikselmesini engellemektedir (Elrherabi ve digerleri, 2023a). Ayrica
su ekstresi, Fas’ta halk arasinda geleneksel olarak diyabet hastalari i¢in kullanilmaktadir. Su
ekstresine, in vitro hemoglobin glikozilasyon testi uygulanmistir ve sonug¢ 48,94 + 3,67
mg/ml olarak bulunmustur (Elrherabi ve digerleri, 2023b). Su ekstresi referans olarak

kullanilan gallik asitten daha yliksek aktivite gostermistir.
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Dermaprotektif etki

Tirozinaz, melanin biyosentezinin baglangi¢ asamalarinda kritik 6neme sahip, ¢ok islevli ve
bakir atomu tasiyan bir enzimdir. Bu enzim, melanin {iretiminin enzimatik siirecinde oncii
rol oynar. Siiregte, L-tirozin dnce monofenolaz aktivite gostererek hidroksile edilir ve bu
reaksiyonun iiriinii olan L-DOPA, difenolaz aktivitesi ile daha ileri bir oksidasyon agamasina
taginir, sonugta karsilik gelen o-kinona doniisiir. Tirozinazin bu katalitik islevi, insan
derisinde melanin {iretimi i¢in elzemdir; ancak, asir1 melanin sentezi, dermatolojik sorunlara

ornek olarak melazma, ¢il ve yaslilik lekelerine yol acabilir (Rzepka ve digerleri, 2016).

L. stoechas bitkisinin toprak iistii kistmlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin
ve ucucu yagin GC-MS analizi sonucunda yiiksek oranda bulunan bilesiklerin
dermaprotektif aktivitesinin belirlenmesi icin gerceklestirilen bir caligmada, tirozinaz ve
elastaz enzimlerine kars1 inhibitor aktiviteleri belirlenmistir. Ugucu yag, fenkon ve kafur, her
iki caligmada da referans olarak kullanilan kersetine nazaran daha yiiksek anti-tirozinaz
aktivite gostermistir. Herbirinin ICso degeri sirasiyla 66,21 + 3,10 ug/ml, 53,14 + 3,06 pg/ml,
97,45 £ 5,22 pg/ml olarak hesaplanmistir. Kersetinin ICso degeri ise 246,90 + 2,54 pug/ml’dir.
L. stoechas’m %70’lik aseton ekstresinin toplam fenol, flavon ve kumarin miktarinin
belirlendigi bir calismada, sirasiyla, 92,4 + 3,2 pg gallik asit/mg, 27,0 + 2,7 pg katesin/mg
ve 102,5 = 4,1 pg kumarin/mg oldugu saptanmistir (C.-J. Lee ve digerleri, 2011). L.
stoechas’in su ekstresinin tirozinaz {izerindeki inhibisyonunun degerlendirildigi bir
caligmada (Sariri ve digerleri, 2009), referans olarak kullanilan kojik asidin ICso degeri 8,9

+ 0,15 uM, ekstrenin ICso degeri ise 33,3 = 0,11 uM olarak bulunmustur.

Toksisitesi

L. stoechas’dan elde edilen ugucu yagin, yiiksek miktarda, hatta major bilesenlerinden biri
olan kafur nedeniyle, diger lavanta tiirlerine gore yiiksek dozlarda konviilziyonlara neden
olabilecegi belirtilmektedir. Ancak, kafur, Tiirkiye'de ilag sektdriinde bir¢ok ruhsath ilagta
etken bilesik olarak kullanilmakta ve kombine formiilasyonlara eklenmektedir. Kafur oran
yiksek olan ugucu yaglar ve bitkiler saglik ve kozmetik alaninda kullanilan preparatlara
eklenmek istenmemektedir. Bunun yerine daha az oranda kafur iceren Lavandula tiirleri
tercih edilmektedir. Daha az kafur igeren Lavandula tiirleri ise, terpen ve seskiterpen

acisindan zengindir ve bu tiirlerin ucucu yaglari, Ozellikle kozmetik {riinlerin
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formiilasyonlarinda tercih edilir. Yiiksek kafur iceren lavanta tiirleri, yiiksek dozlarda
kullanildiginda konviilzyonlara neden olabilir. Ozellikle g¢ocuklarda, kafur iceren
preparatlarin kullanimi sonrasinda konviilziyon vakalar1 gézlemlenmistir. Tirkiye'de pastil,
pomat formundaki bazi {irtinlerde ve aktarlarda %0,00037-12,5 oraninda kafur i¢eren {iriinler
bulunmaktadir. FDA, kafur iceren {iriinlerin konsantrasyonunun %11'i ge¢cmemesi
gerektigini belirlemistir. Daha yiiksek konsantrasyonlar, etkili olmaktan ziyade yanlislikla
yutuldugunda daha ciddi advers reaksiyonlara neden olabilir. Topikal uygulanan agr1 kesici
ve kasitiyr hafifletmekte etkili riinlerde, giivenli kafur konsantrasyonu %0,5 ile %5
arasinda olmalidir. Inhalasyon iiriinlerinde ise giivenli kafur konsantrasyon maksimum %]
olarak bildirilmistir. iki yas alt1 gocuklar igin kafur icerikli iiriinler kullanilmamasi tavsiye
edilmektedir. Uzun siireli kafur kullanimi, sistemik emilimi ve toksisite riskini artirabilir.
Kafur igeren iirlinler, talimatlara uygun sekilde kullanilmahidir. Kafur toksisitesi, kafur
iceren irlinlerin yutulmasi, yiiksek dozda deri {lizerine uygulanmasi veya inhalasyon ile
viicuda girmesiyle olusur. Bu bilesik, 6zellikle topikal agr1 kesiciler ve oda kokularinda
bulunur ve yiiksek dozlarda merkezi sinir sistemine zarar verebilir, hatta nadiren 6liimciil
olabilir. Kafur toksisitesi belirtileri bas agrisi, bulant1 ve kusma, karin agrisi, kas spazmlari,
konflizyon veya biling kaybidir. L. stoechas’tan hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen
ucucu yagin, LDso dozu 1,88 mg/kg olarak belirlenmistir ve yiiksek dozlarda toksik
olabilecegi gosterilmistir (Topgu, 2008). Kafurun toksik dozu kisiye gore degiskenlik
gosterse de oral alimda diisiik miktarlar bile toksik olabilir. Yetiskinlerde 2 g, cocuklarda ise
1 g kafur alimi ciddi riskler tasir. Sonug olarak, L. stoechas toksisitesi, genellikle ucucu

yaginin asir1 miktarda alinmasiyla iligkilidir.

2.10.2. Fitokimyasal calismalar

L. stoechas ve ugucu yag1 tizerinde yapilan caligmalara gore, bitkinin farkli kisimlarinda
asagida verilen sekonder metabolit gruplar1 ve bilesikler bildirilmistir. L. stoechas’m farkli
polaritede hazirlanan ekstrelerinde, kumarinler, flavonoitler, hidroksisinnamik asitler ve
tirevleri, azotlu bilesikler, fenolik asitler, izobenzofuranlar, stilben tiirevleri
(arilbenzofuranlar) ve terpenoitler (di- ve triterpenoitler) belirlenmistir (Héral ve digerleri,

2021b).

L. stoechas’in su-MeOH ekstresinin RP-HPLC-DAD-QTOF-MS yontemi ile fitokimyasal

profilinin belirlendigi bir ¢alismada, ekstrede major olarak fenolik asitlerin bulundugu



45

belirlenmistir (Contreras ve digerleri, 2018). Flavonlar, toplam fenolik bilesik miktarinin
%52,35'ini olusturmaktadir. Ana bilesikler ise luteolin 7-O-glukuronit (2,09 g/100 g),
rozmarinik asit (1,89 g/100 g), apigenin 7-O-glukozit ve 7-O-glukuronittir (1,30 g/100 g).
Bu calismada belirlenen bilesikler Cizelge 2.3.’te gosterilmektedir. L. stoechas’m %70’1lik
aseton ekstresinin fitokimyasal analizinin yapildig1 bir caligmada, protokatesik asit, kafeik
asit, ferulik asit, trihidroksisinnamik asit, klorojenik asit ve rozmarinik asit gibi fenolik asit
ve hidroksisinamoilkinik asit tiirevleri belirlenmistir. Ayrica, eriodiktiyol-O-heksozit,
pinobanksin, pinosembrin, kersetin ve luteolin gibi flavonoit bilesikleri de belirlenmistir
(C.-]. Lee ve digerleri, 2011). L. stoechas’im MeOH ekstresinin fitokimyasinin belirlenmesi
icin YPSK analizi gerceklestirilmistir. YPSK analizi dikkate alindiginda, ekstrede 8,347
mg/g rozmarinik asit, 0,875 mg/g kafeik asit, 1,019 mg/g kersetin ve 0,472 mg mg/g rutin
tayin edilmistir. Calisma sonunda ekstredeki fenolik asitlerin flavonoitlere gore miktarca

daha baskin oldugu belirlenmistir (Ceylan ve digerleri, 2015).



Cizelge 2.3. L. stoechas bitkisinin fitokimyasal igerigi

Bilesikler

Kullanilan Ekstre

Bilesik Grubu

Kaynaklar

4-Hidroksibenzoik asit 4-(6-O-siilfo)glukozit

Su-MeOH ekstresi

Vanilik asit siilfokinovozit

Su-MeOH ekstresi

Vanilik asit Su-MeOH ekstresi
MeOH ekstresi
Gallik asit MeOH ekstresi

Su-MeOH ekstresi

Hidroksibenzoik asit

Su-MeOH ekstresi

4-Hidroksibenzoik asit

MeOH ekstresi

Gentisik asit

MeOH ekstresi

Protokatesik asit

Su-MeOH ekstresi
MeOH ekstresi

Hidroksibenzoik asitler ve tiirevleri

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018; Domingues  ve
digerleri, 2023)

(Ceylan ve digerleri, 2015)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Domingues ve digerleri,
2023)

(Domingues ve digerleri,
2023)

(Contreras ve digerleri,
2018)

3,4-Dihidroksifenillaktik asit hekzozit

Su-MeOH ekstresi

3,4-Dihidroksifenillaktik asit

Su-MeOH ekstresi

Klorojenik asit

Su-MeOH ekstresi
MeOH ekstresi

Kafeik asit

Su-MeOH ekstresi
MeOH ekstresi

Kumarik asit hekzosit

Su-MeOH ekstresi

Hidroksisinnamik asitler ve tiirevleri

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018; Domingues  ve
digerleri, 2023)

(Ceylan ve digerleri, 2015;
Contreras ve digerleri, 2018;
Domingues ve digerleri,
2023)

(Domingues ve digerleri,
2023)

9%



Cizelge 2.3. (devam) L. stoechas bitkisinin fitokimyasal i¢erigi

Bilesikler

Kullanilan Ekstre

Bilesik Grubu

Kaynaklar

Ferulik asit

Su-MeOH ekstresi MeOH
ekstresi

p-Kumarik asit

Su-MeOH ekstresi MeOH
ekstresi

Ferulik asit hekzozit

Su-MeOH ekstresi

Hidroksi hidrosinnamik asit glukozit

Su-MeOH ekstresi

Kumarik asit hekzozit

Su-MeOH ekstresi

Kafeoilferuloil tartarik asit

MeOH ekstresi

Kaftarik asit

MeOH ekstresi

Yunnaneik asit £ izomeri

Su-MeOH ekstresi

Yunnaneik asit D izomeri

Su-MeOH ekstresi

Yunnaneik asit F

Su-MeOH ekstresi

Sajerinik asit

Su-MeOH ekstresi

Metil kafeat

Su-MeOH ekstresi

Hidroksisinnamik asitler ve tiirevleri

(Ceylan ve digerleri, 2015;
Contreras ve digerleri, 2018)

(Ceylan ve digerleri, 2015;
Contreras ve digerleri, 2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Domingues ve digerleri,
2023)

(Domingues ve digerleri,
2023)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

Rozmarinik asit

Su-MeOH ekstresi MeOH
ekstresi

Metil rozmarinat

Su-MeOH ekstresi

Metil dihidroksibenzoik asit tiirevi

Su-MeOH ekstresi

Hidroksisinnamik asitler ve tiirevleri

(Ceylan ve digerleri, 2015;
Contreras ve digerleri, 2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

Ly



Cizelge 2.3. (devam) L. stoechas bitkisinin fitokimyasal i¢erigi

Bilesikler Kullamlan Ekstre Bilesik Grubu Kaynaklar

Kaftarik asit Su-MeOH ekstresi Hidroksisinnamik asitler ve tiirevleri (Contreras ve digerleri,
2018)

Dihidrokafeik asit Su-MeOH ekstresi (Contreras  ve  digerleri,

Fertarik asit

Su-MeOH ekstresi

Salisilik asit

MeOH ekstresi

Sikorik asit

Su-MeOH ekstresi
MeOH ekstresi

Rozmarinik asit hekzozit

Su-MeOH ekstresi

[zosalvianolik asit A

Su-MeOH ekstresi

Salvianolik asit B

Su-MeOH ekstresi

Salvianolik asit C

Su-MeOH ekstresi

2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Domingues ve digerleri,
2023)

(Contreras  ve  digerleri,
2018; Domingues  ve
digerleri, 2023)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

Apigenin di-C-hekzosit

Apigenin glukuronit hekzozit

Luteolin glukuronit hekzozit

Hipoletin 8-O-glukuronit

Su-MeOH ekstresi

Katesin hidrat

MeOH ekstresi

Luteolin glukuronit hekzozit

Su-MeOH ekstresi

Luteolin 7,4’-di-glukuronit

Su-MeOH ekstresi

Apigenin C-hekzozit

Su-MeOH ekstresi

Epikatesin

MeOH ekstresi

Flavonoitler ve glikozitleri

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Ceylan ve digerleri, 2015)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Contreras  ve  digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Ceylan ve digerleri, 2015)

8y



Cizelge 2.3. (devam) L. stoechas bitkisinin fitokimyasal i¢erigi

Bilesikler

Kullanilan Ekstre

Bilesik Grubu

Kaynaklar

Luteolin 7-O-glukuronit

Su-MeOH ekstresi

Apigenin 7-O-glukozit

Su-MeOH ekstresi

Luteolin-7-O-glukuridin

Su-MeOH ekstresi

Luteolin Su-MeOH ekstresi
Etanol ekstresi
Viteksin MeOH ekstresi
Apigenin Su-MeOH ekstresi
Etanol ekstresi
Hipolaetin Etanol ekstresi
Skutellarein Etanol ekstresi
[zoskutellarein Etanol ekstresi
Krizoeriyol Etanol ekstresi
Salvigenin Etanol ekstresi
Genkwanin Etanol ekstresi

Apigenin 7-metil eter (genkwanin)

Su-MeOH ekstresi

Luteolin 7-O-glukozit

Su-MeOH ekstresi

Naringin MeOH ekstresi
Rutin MeOH ekstresi
Eriodiktilol MeOH ekstresi
Naringenin MeOH ekstresi
Hesperidin MeOH ekstresi

Flavonoitler ve glikozitleri

(Contreras ve digerleri,
2018; Sahinler ve digerleri,
2022)

(Contreras  ve  digerleri,
2018; Sahinler ve digerleri,
2022)

(Sahinler ve digerleri, 2022)

(Contreras  ve  digerleri,
2018; Héral ve digerleri,
2021a; Sahinler ve digerleri,
2022)

(Ceylan ve digerleri, 2015;
Sahinler ve digerleri, 2022)

(Contreras ve digerleri,
2018; Héral ve digerleri,
2021a)

(Héral ve digerleri, 2021a)

(Héral ve digerleri, 2021a)

(Héral ve digerleri, 2021a)

(Héral ve digerleri, 2021a)

(Héral ve digerleri, 2021a)

(Héral ve digerleri, 2021a)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Contreras ve digerleri,
2018)

(Ceylan ve digerleri, 2015)

(Ceylan ve digerleri, 2015)

(Ceylan ve digerleri, 2015)

(Ceylan ve digerleri, 2015)

(Ceylan ve digerleri, 2015)
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Cizelge 2.3. (devam) L. stoechas bitkisinin fitokimyasal i¢erigi

Bilesikler Kullamlan Ekstre Bilesik Grubu Kaynaklar

Karvakrol MeOH ekstresi Monoterpen fenolik bilesik (Ceylan ve digerleri, 2015)
Oleik asit MeOH ekstresi Yag asidi (Sahinler ve digerleri, 2022)
B-Sitosterol Hekzan ekstresi Fitosterol (Sahinler ve digerleri, 2022)
o-Amirin Hekzan ekstresi Triterpen (Sahinler ve digerleri, 2022)
o-Amirin asetat Hekzan ekstresi (Sahinler ve digerleri, 2022)
B-Amirin Hekzan ekstresi (Sahinler ve digerleri, 2022)
Lupeol Hekzan ekstresi (Sahinler ve digerleri, 2022)
Eritrodiol MeOH ekstresi Terpenik alkol (Sahinler ve digerleri, 2022)
7-Metoksi kumarin MeOH ekstresi Kumarin (Sahinler ve digerleri, 2022)
Malvidin 3-(6”-p-kumarilglukozit)-5-(dimalonilglukozit) Etanol ekstresi Antosiyaninler (Lis-Balchin, 2002)

Delfinidin 3-(6"-p-kumarilglukozit)-5-(6"'-malonilglukozit)

Etanol ekstresi

Siyanidin 3'-(6"-p-kumarilglukozit)-5-(6""-malonilglukozit)

Etanol ekstresi

(Lis-Balchin, 2002)

(Lis-Balchin, 2002)

0s
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Sekil 2.5. L. stoechas bitkisinde bulunan bazi hidroksibenzoik asit tiirevleri
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Sekil 2.5. (devam) L. stoechas bitkisinde bulunan bazi hidroksibenzoik asit tiirevleri
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Sekil 2.6. L. stoechas bitkisinde bulunan bazi flavonoit tiirevleri
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Sekil 2.7. L. stoechas bitkisinde bulunan bazi triterpenoit tiirevleri

B-Sitosterol
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Ucucu yag

“Ispanyol lavantasi, karabas otu veya kelebek lavantas1” olarak bilinen L. stoechas ugucu
yaginin bilesimi, yetistirildigi bolgeye, toplandig1 zamana ve ¢evresel kosullara bagli olarak
degisiklik gosterse de genel olarak fenkon, kafur, 1,8-sineol, linalol, a-pinen, -pinen ve
borneol icermektedir. Fenkon, ugucu yaga taze ve odunsu bir koku saglar. Bu tiir lavantadan
elde edilen ugucu yag, yiiksek fenkon ve kafur icerigi nedeniyle, diger lavanta tiirlerine gore
daha keskin bir kokuya ve farkli terapdtik 6zelliklere sahiptir. Ancak, yiiksek kafur ve fenkon

icerigi, yan etkilere yol acabileceginden, kullaniminda son derece dikkatli olunmalidir.

L. stoechas ugucu yagmin fitokimyasal bilesimi GC-MS teknigi ile analiz edilmistir. Bu
calisma sonucunda ugucu yagin %31,81 fenkon, %29,60 kafur, %13,14 terpineol, %8,96
menton, %,5,88 Okaliptol, %2,68 mentol, %1,51 karyofillen ile %1,33 1,8-sineol igerdigi
bildirilmistir (E1 Omari ve digerleri, 2023). Bir baska calismada, L. stoechas’dan buhar
distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi GC ile belirlenmistir (Boukhatem
ve digerleri, 2020). Ugucu yagda belirlenen baslica bilesikler oksijenli monoterpenler olmus
ve bunun %61,36’smin 1,8-sineol oldugu tespit edilmistir. L. stoechas’in toprak iistii
kismindan hareketle buhar distilasyonu teknigi ile elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi
GC-MS teknigi ile belirlenmis ve oksijenli monoterpentenler (%79,23), monoterpen
hidrokarbonlar (%18,93) ve seskiterpen hidrokarbonlardan (%1,84) olustugu saptanmistir.
Ucucu yagin bilesiminde ana bilesen olarak %61,36 oraninda 1,8-sineol mevcut olup, bunu
%13,83 ile B-pinen ile %4,75 oranla a-pinen takip etmistir. Diger bilesiklerin orani ise
%?3'ten az bulunmustur (Boukhatem ve digerleri, 2020). L. stoechas’dan elde edilen ugucu
yag icerisinde bulunan major terpenik bilesikler; fenkon, kafur ve 1,8-sineol olarak
belirlenmistir. Ancak bitkilerin yetistigi bolge, toprak yapisi ve iklim gibi faktorler bu
bilesiklerin oranini1 degistirebilmektedir. L. sfoechas kemotipinin belirlenmesinde
fenkon/kafur oraninin kullanildig1 caligmalar mevcuttur. Bitkinin yetistigi yerin, ugucu
yagin major bilesikleri iizerine etkisi Cizelge 2.4.’de gosterilmistir (Ez zoubi ve digerleri,
2020). L. stoechas’n ¢iceklerinden hareketle su distilasyonu ile elde edilen ugucu yagda
GC-alev iyonizasyon detektorii (flame ionisation dedector, FID) ile gergeklestirilen analiz
ile fitokimyasal igeriginin %15,26 linalil asetat, %10,68 linalol, %10,25 1,8-sineol, %11,20
o-terpinen, %0,35 1,4-sineol ve %11,25 kafurdan meydana geldigi belirtilmistir (Barkat ve
digerleri, 2012a). L. stoechas’in ugucu yaginin GC-MS ile analiz edildigi bir ¢aligmada,
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kimyasal bilesimi %0,2 trisiklen, % 0,4 a-pinen, %2,8 kamfen, %0,4 p-simen, %0,2 limonen,
%06,0 1,8-sineol, %37 fenkon, %0,4 fenkol, %27,3 kafur, %0,8 borneol, %0,5 mirtenol, %0,3
verbenon, %6,2 bornil asetat, %3,1 timol, %3,4 karvakrol, %1,7 mirtenil asetat, %2,6
viridiflorol olarak belirlenmistir (Zuzarte ve digerleri, 2013). L. stoechas ’in toprak iistlinden
elde edilen ugucu yagin bilesimi linalol, linalil asetat, borneol, a-terpineol, lavandulil asetat,
terpinen-4-ol, 1,8-sineol, frans-linalol oksit, geranil asetat, f-mirsen, f-karyofilen, oktan-3-
on, y-kadinen, kafur, a-limonen, kamfen, p-simen, trans-pinokarveol, verbenon, a-pinen,
mirtanol, f-pinen, sabinen ve fenkon olarak aydinlatilmistir (Wells ve digerleri, 2018).
Ulkemizde gerceklestirilen bir ¢calismada, Adana’dan toplanan bitkiden elde edilen ugucu
yagin GC-MS ile analizinde, a-pinen, kamfen, limonen, 1,8-sineol, epoksi linalol , fenkon,
linalol , fS-pinen, kafur, izoborneol, 4-terpinenol, p-simen-8-ol, a-terpinenol, mirtenol,
verbenon, trans-karveol, karvon, bornil asetat, mirtenil asetat, terpendiol, a-kamfonelik asit

ve izoverellal belirlenmistir (Giray ve digerleri, 2008).
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Kafur 1,8-Sineol

OH O—<
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Linalol Linalil asetat

Sekil 2.8. L. stoechas bitkisinden elde edilen ugucu yagda tespit edilen baz1 bilesikler



Cizelge 2.4. Farkli tilkelerde yetisen L. stoechas bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin bilesimi

Ucucu  yagin  elde

Yetistigi iilke Ana bilesenler Kaynaklar
edildigi bitki kismi
Fenkon (%32,03)
] ] Kafur (%14,71) . ) )
Tiirkiye Cicek o (Giray ve digerleri, 2008)
Mirtenil asetat (%11,70)
1,8-Sineol (%7,67)
Linalil asetat (%15,26)
Kafur (%11,25)
c . Cicek Terpinen (%11.20) (Barkat ve digerleri,
ezayir ice -Terpinen ,
g rrepien 2012b)
Linalol (%10,68)
1,8-Sineol (%10,25)
Fenkon (%44,80)
1,8-Sineol (9%16,70) (Skoula ve digerleri,
Yunanistan Yaprak
a-Kardinol (%7,20) 1996)
Kafur (%6,20)
Fenkon (%37,0)
. Kafur (%27,3) (Zuzarte ve digerleri,
Italya Toprak iistii )
Bornil asetat (%6,2) 2013)
1,8-Sineol (%6,0)
Fenkon (%30,5)
Fas Toprak iistii (Zrira ve digerleri, 2003)

Kafur (%18,2)

8¢



Cizelge 2.4. (devam) Farkli iilkelerde yetisen L. stoechas bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin bilesimi

Ucucu  yagin  elde

Yetistigi iilke Ana bilesenler Kaynaklar
edildigi bitki kismi
Kafur (%46,24)
. Borneol (%6,71) (Zaheer-ud-din Khan ve
Pakistan Toprak iistii ) )
Karyofillen (%4,72) digerleri, 2002)
1,8-Sineol (%3,69)
Fenkon (%37,0)
_ 1,8-Sineol (%17,8) (Matos ve digerleri,
Portekiz Toprak iistii
Kafur (%15,6) 2009)
Linalol (%7,5)
Fenkon (%34,3)
) Kafur (%27,4) (Carrasco ve digerleri,
Ispanya Toprak iistii _
Lavandulil asetat (%5,6) 2015)
1,8-Sineol (%3,4)
Fenkon (%32,03)
Kafur (%14,71) (Messaoud ve digerleri,
Tunus Toprak iistii

Mirtenik asetat (%11,70)
1,8-Sineol (%7,67)

2012)

65



60

Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.

L. % intermedia Emeric ex Loisel. (lavandin), Lavandula angustifolia Mill. ile Lavandula
latifolia Medik.’in melezlenmesiyle elde edilen bir tiirdiir. Bu melezleme, L. X
intermedia’nin daha giiclii ve daha dayanikli bir versiyonunu olusturarak, her iki ebeveyn
tiiriin olumlu 6zelliklerini birlestirmeyi amaglamaktadir. L. X intermedia, 6zellikle ugucu
yag elde etmek icin degerlidir, zira genellikle gercek lavantadan daha yiiksek verim
saglamaktadir. Ayrica, gosterisli ¢igekleri nedeniyle bahgecilik ve peyzaj tasariminda da
popiilerdir (Abdulhabip, 2023). L. x intermedia, tohumla iiretilememekte ve vejetatif
yontemlerle ¢ogaltilmaktadir (H. Baydar ve digerleri, 2009).

L. x intermedia ¢igek salkimlari, mor, mavi veya bazen beyaz renkte olabilir ve tipik lavanta
kokusundan daha keskin bir aroma yayar. Ispanya, Fransa ve Italya'da yetisen dogal steril
hibrit “lavandin” adiyla bilinmektedir; yag tretimi ve bahgecilik icin bircok cesidi
mevcuttur. “Alba”, yaklasitk 100 cm boyunda beyaz cigeklere; “Dutch Grubu”, 80 cm
boyunda a¢ik mavi menekse ¢icekleri ve gri yapraklara, “Grappenhall”, 90 cm boyunda lila-
mor ¢igekler ve yesil yapraklara, “Grosso”, yag tiretiminde popiiler olup, 75 cm boyunda
koyu menekse-mavi ¢igeklere, “Hidcote Giant”, 90 cm boyunda kalin menekse-mavi ¢igek
salkimlarma, “Lullingstone Castle”, yaklasik 100 cm boyunda koyu mavi-mor ¢igekler ve
gri yapraklara, “Old English”, 100 cm boyunda menekse ¢igekleri ve gri-yesil yapraklara ve
“Seal” ise 100 cm'den daha uzun olup, menekse-mavi ¢igeklere sahiptir (H. Baydar ve
digerleri, 2009; Lis-Balchin, 2002). Bulgaristan, lavanta iiretiminde Oncii iilke haline
gelmistir; lavandin ugucu yagi iiretiminde ise Fransa lider konumda olup, ardindan Ispanya
gelmektedir. Tiirkiye'de lavanta ciftliklerinin popiilaritesi artmakla birlikte, Tiirkiye'deki
lavanta kiiltiirii biiyiik 6l¢lide L. x intermedia tiiriine dayanmaktadir. Lavandin ugucu yagi,
aromaterapide ve parfiimeride kullanilmak {izere ticari olarak yetistirilir. Antiseptik, anti-
enflamatuvar ve rahatlatic1 6zellikleri nedeniyle, masaj yaglari, banyo tirlinleri ve kisisel/ev
temizlik iriinlerinde yaygin olarak kullanilir (Choudhary, 2021). Yagin tibbi kullanimlari
huzursuzluk, kaygi, kardiyovaskiiler ve sindirim bozukluklari, uykusuzluk, yanik, ishal, bas
ve bogaz agrist ile yaralarin tedavisini kapsamaktadir. Inhalasyon yoluyla alindiginda giinliik
doz 0,06-0,2 ml, oral yoldan alindiginda ise giinliik 20-80 mg dozda, bir seker kiipiine 1-4

damla olarak uygulanmasi tavsiye edilmektedir (Koriem, 2021).
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2.11. L. x intermedia Uzerinde Yapilan Calismalar
2.11.1. Biyolojik aktivite calismalari

Antimikrobiyal aktivite

Romanya’dan toplanan L. % intermedia’nin toprak {istii kisimlarindan elde edilen ugucu
yagin antimikrobiyal aktivitesi Kirby-Bauer yontemi ile in vitro olarak degerlendirilmistir.
Ugucu yag, Shigella flexneri, S. aureus, E. coli ve Salmonella typhimurium suslar lizerinde
giiclii antimikrobiyal aktivite gosterirken, Streptococcus pyogenes'e karsi etki gostermedigi
belirlenmistir (Jianu ve digerleri, 2013). L. x intermedia’dan elde edilen ugucu yagin
antibiyotiklere direngli iki sus olan Streptococcus mutans ve Lactobacillus spp.’e karsi
etkisinin arastirildigi bir c¢alismada, ugucu yag, hiicre membrani yirtilmasi ve daha
sonrasinda da hiicresel sivinin disar1 sizmasi ile antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Suslara
karsit MIC degeri sirastyla 6 pL/ml ve 16 pL/ml olarak belirlenmistir (Tardugno ve digerleri,
2018). 1,8-Sineol ve borneol agisindan zengin bir lavandin ugucu yagi 6rnegi, in vivo olarak
gerceklestirilen bir ¢alismada Citrobacter rodentium tizerine gli¢lii antimikrobiyal etki
gostermistir. Ayni1 calismada, Clostridia spp., Eubacterium rectale, Bacillus spp.,
Lactobacillus spp. ve Clostridium coccoides bakterilerilerine karst da 1liml diizeyde
antimikrobiyal aktivite gdsterdigi bildirilmistir (Baker ve digerleri, 2012). Italya’da yetisen
lavandinden hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yag iizerinde yapilan testlerden elde
edilen bulgulara gore; Acinetobacter bohemicus lavandin ucucu yagina karsi (10 pL) 47
mm'lik bir inhibisyon alan1 ve %0,47'lik bir MIC ile en duyarli sus olmustur (Garzoli ve
digerleri, 2019). B. cereus 21,5 mm'lik bir inhibisyon alam1 ve 9%0,94'liik bir MIC
sergileyerek ucucu yaga ikinci en hassas mikroorganizma olmustur. Ucucu yag E. coli ve
Kocuria marina’ya sirastyla 13,0 ve 14,5 mm'lik inhibisyon zonu olusturmus ve her ikisi de
mikrodiliisyon testinde %1,87'lik bir MIC degeri vermistir. Disk diflizyon testlerinde, L.
intermedia ugucu yag1 E. coli ve Streptococcus agalactiae’ye karsi sirastyla 15-23 mm ve
12-17 mm inhibisyon alanlar1 ile 6nemli antibakteriyel aktivite gostermistir. Bu calisma
sonucunda antibakteriyel aktivitenin 1,8-sineol varhifiyla 6nemli Slgiide iliskili oldugu
belirtilmistir (Bajalan ve digerleri, 2017). L. X intermedia’dan hazirlanan hidrozol, yaprak

etanol ve su ekstresi, disk difiizyon testinde S. pyogenes, S. aureus, Citrobacter freundii,
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Proteus vulgaris, E. coli, Propionibacterium acnes ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi

antibakteriyel aktivite gdstermemistir (Moon ve digerleri, 2006).

Antioksidan aktivite

L. X intermedia ugucu yag1 bir hafta boyunca siganlara inhalasyon yolu ile verilmis ve deney
sonunda, sicanlarin beyinlerinde, CAT, SOD ve GPx aktivitelerinde artig, indirgenmis GSH
iceriginde azalma ve MDA seviyelerinde diisiis gibi 6nemli biyokimyasal degisiklikler
gozlenmistir. MDA diizeylerinin diismesi, serbest radikal kaynakli lipit peroksidasyonunun
azaldigini; CAT, SOD ve GPx aktivitelerinin artis1 ise giiclii bir endojen antioksidan
savunma sisteminin olustugunu gostermektedir (Pizzino ve digerleri, 2017). Baska bir
calismada, Ispanyol kokenli 'Abrial', 'Super' ve 'Grosso' varyetelerinin ugucu yaglarinin
antioksidan kapasitesi in vitro ortamda ABTS ve DPPH testleri kullanilarak incelenmistir. L.
x intermedia ugucu yaglari, kiiltiirlere gore degisiklik gostermekle birlikte, testlere gore orta
seviyede antioksidan aktivite sergilemistir. Elde edilen bu ugucu yaglarin LOX iizerinde
hafif inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Carrasco ve digerleri, 2016). L. X intermedia
etanol ekstresinin ve ucucu yaginin antioksidan aktivitesinin kiyaslandigi bir ¢alismada,
ucucu yagin DPPH siiplirme aktivitesi %75,03 + 11,33 iken, ayni testte bitkinin etanol
ekstresi %94,38 + 1,19 oraninda aktivite gdstermistir (Rami¢ ve digerleri, 2022). Ayrica
ucucu yaga kiyasla etanol ekstresi ¢ok daha diisiik bir konsantrasyonda daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir. Bunun sebebi olarak, lavantanin etanol ekstresinin, ugucu
yaga gore daha bol miktarda flavonoitler, kumarinler, fenolik asitler ve bunlarin glikozitleri

gibi farkli sekonder metabolitler igermesi olarak belirtilmistir.

Uvku kalitesi uizerine etkisi

Kalp rahatsizligi bulunan hastalar {lizerinde yapilan bir caligmada, hastalar plasebo ve
caligma grubu olmak tlizere 2‘ye ayrilmistir. Calisma grubuna 5 gece boyunca L. X intermedia
'‘Super', Citrus x bergamia (Risso) Risso and Poit. (bergamot) ve Cananga odorata (Lam.)
Hook.f. and Thomson (ylang ylang) ucucu yaglarinin karisimi inhalasyon yoluyla verilirken,
plasebo grubuna yalnizca buhar inhalasyonu yapilmistir (McDonnell ve digerleri, 2019).
Calisma sonunda, yag karigtmini koklayan katilimeilarin uyku kalitesi, plasebo yagi alan

katilimcilarinkinden 6nemli dl¢iide daha iyi olarak belirlenmistir.
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Antitrombotik aktivite

Guinea domuzu trombositce zengin plazmasinda yapilan g¢aligmalar, lavanta yaginin
arasidonik asit ve kolajen ile tetiklenen trombosit agregasyonuna karsi antiplatelet 6zellikler
gosterdigini ortaya koymustur. Glinde 100 mg/kg dozda, 5 giin boyunca uygulanan lavandin
yagl, fare pulmoner tromboembolizm modelinde trombotik olaylari anlamli sekilde
azaltirken, aspirin gibi referans ilaglarla karsilastirildiginda herhangi bir hemorajik

komplikasyona yol agmadig1 bildirilmistir (Ballabeni ve digerleri, 2004).

Antitimor aktivite

L. x intermedia 'Grosso' ugucu yag1 ve nanoformiilasyonlart ile yapilan bir ¢alismada, Caco-
2 (insan kolorektal adenokarsinom), MCF7 (insan meme adenokarsinom) ve MCF10A
(normal meme epitel), CCRF-CEM (insan lenfoblastik 16semi) ve SHSYSY (insan
noroblastoma) hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivite gostermistir. Ugucu yagin
nanoformiilasyonunun, 6zellikle daha direngli hiicre hatlarinda ugucu yaga nazaran daha

fazla antiproliferatif aktivite gosterdigi bildirilmistir (Ovidi ve digerleri, 2020).

2.11.2. Fitokimyasal calismalar

Ekstreler tizerindeki calismalar

L. x intermedia lizerinde yapilan calismalara gore, bitkinin farkli kisimlarinda asagida
verilen sekonder metabolit gruplar1 ve bilesikler bildirilmistir. L. x intermedia nin farklh
polaritede hazirlanan ekstrelerinde, flavonoitler ve glikozitleri, hidroksisinnamik asitler ve
tiirevleri, hidroksi benzoik asitler ve tiirevleri, yag asitleri belirlenmistir ve Cizelge 2.5°te

gosterilmisti



Cizelge 2.5. L. x intermedia bitkisinin fitokimyasal igerigi

Bilesikler

Kullanilan Ekstre

Kimyasal Grubu

Kaynaklar

Rozmarinik asit

Su ekstresi

MeOH ekstresi

Rozmarinik asit metilester

MeOH ekstresi

Kafeoil tartarik asit

Su ekstresi

Klorojenik asit

MeOH ekstresi

6-Kafeoil stikroz

Su ekstresi

Hidroksisinnamik asit glukozit

Su ekstresi

Ferulik asit heksozit

Su ekstresi

Ferulik asit-O-glukozit

MeOH ekstresi

Hidroksisinnamik asitler ve

tirevleri

(Sasmaz ve digerleri, 2020;
Torras-Claveria ve digerleri,

2007)

(Sasmaz ve digerleri, 2020;
Torras-Claveria ve digerleri,

2007)

(Sasmaz ve digerleri, 2020)

(Torras-Claveria ve

digerleri, 2007)

(Sasmaz ve digerleri, 2020)

(Sasmaz ve digerleri, 2020)

(Sasmaz ve digerleri, 2020)

(Torras-Claveria ve

digerleri, 2007)

Salvianolik asit

Su ekstresi

Yunnaneik asit

Su ekstresi

(Sasmaz ve digerleri, 2020)

(Sasmaz ve digerleri, 2020)
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Cizelge 2.5. (devam) L. x intermedia bitkisinin fitokimyasal igerigi

Bilesikler

Kullanilan Ekstre

Kimyasal Grubu

Kaynaklar

Kumarik asit-O-glukozit

Su ekstresi

MeOH ekstresi
Kafeik asit MeOH ekstresi
Kafeik asit-O-glukozit MeOH ekstresi

(Sasmaz ve digerleri, 2020;
Torras-Claveria ve digerleri,

2007)

(Torras-Claveria ve

digerleri, 2007)

(Torras-Claveria ve

digerleri, 2007)

Luteolin-O-glukozit

Su ekstresi

(Sasmaz ve digerleri, 2020)

(Torras-Claveria ve
Luteolin MeOH ekstresi . .

digerleri, 2007)

Flavonoitler ve glikozitleri
. ) (Torras-Claveria ve

Apigenin MeOH ekstresi . _

digerleri, 2007)

(Torras-Claveria ve
Krizoeriyol MeOH ekstresi _ _

digerleri, 2007)

(Torras-Claveria ve
Naringenin MeOH ekstresi _ _

digerleri, 2007)

(Torras-Claveria ve
Kemferol MeOH ekstresi

digerleri, 2007)

S9



Cizelge 2.5. (devam) L. x intermedia bitkisinin fitokimyasal igerigi
Bilesikler Kullanilan Ekstre Kimyasal Grubu Kaynaklar
_ ) (Torras-Claveria ve
Kersetin MeOH ekstresi . .
digerleri, 2007)
. (Torras-Claveria ve
Izokersitrin MeOH ekstresi _ .
digerleri, 2007)
. ) ) (Torras-Claveria ve
Luteolin-O-heksozit MeOH ekstresi _ _
digerleri, 2007)
_ ) ) (Torras-Claveria ve
Luteolin-O-glukuronit MeOH ekstresi . .
digerleri, 2007)
Oleik asit Su ekstresi o (Sasmaz ve digerleri, 2020)
S . Yag asidi —
Linoleik asit Su ekstresi (Sasmaz ve digerleri, 2020)
Hidroksi benzoik asit ve (Torras-Claveria ve

Protokatesik asit

MeOH ekstresi

tirevleri

digerleri, 2007)

99
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Ucucu yag

Ulkemizde gerceklestirilen bir ¢aligmada 4 farkli lokasyonda yetistirilip toplanan ve daha
sonra kurutulan L. x intermedia ¢igeklerinden hareketle hidrodistilasyon teknigi ile ugucu
yaglar1 elde edilmis ve analizleri GC-MS ile gergeklestirilmistir. Arastirma bulgulari
lokasyonun lavandinin ugucu yag orani ve kompozisyonu lizerinde énemli etkisi oldugunu
ortaya koymaktadir. Elde edilen ugucu yaglarin ana bilesenleri baslica linalol (%41,34-
53,10), linalil asetat (%1,83-23,54), kafur (%4,48-7,60) ve 1,8-sineol (%1,95-6,27) olarak
belirlenmistir (Katar ve digerleri, 2020; Koriem, 2021). Bu bilesiklere ilaveten ; a-pinen,
kamfen, -mirsen, limonen, cis-osimen, y-terpinen, -ocimen, 3-oktanon, o-simen, n-hekzil
asetat, a-terpinolen, frans-sabinen hidrat, linalol oksit, cis-sabinen hidrat, lavandil asetat, -
karyofilen, terpinen-4-ol, (Z)-f-farnesen, lavandulol, kripton, a-terpineol, borneol, neril
asetat, geranil asetat, nerol, geraniol, karyofilen oksit, karvakrol ve a-bisabolol de tespit
edilmigtir. Romanya'da gerceklestirilen bir ¢alismada, L. X intermedia'nin ugucu yaginda
belirlenen ana bilesenler %32,7 oraninda kafur ve %:26,9 oraninda 1,8-sineol olarak
belirlenmistir (Jianu ve digerleri, 2013). Isparta’da yetistirilen lavandinin ugucu yag
analizinin gerceklestirildigi baska bir calismada ise; ugucu yagda limonen, mirsen, sabinen,
simen, linalol, linalil asetat, neril asetat, farnesen, nerol, kripton, a-terpineol, borneol, geranil
asetat, geraniol, kadinol, a-pinen, f-pinen, kafur, okaliptol, sabinen hidrat, karyofilen,
lavandulol ve bisabolol oldugu belirlenmistir (Nimet ve digerleri, 2013). Bir bagka
caligmada, lavandin ugucu yagi icerisinde 3-oktanon, fellandren, limonen, 1,8-sineol, (Z)-
osimen, linalol, izoforon, terpinen-4-ol, kripton, linalil propiyonat, linalil asetat, lavandulil
asetat, neril asetat, karyofillen ve karyofillen oksit varlig1 belirlenmistir (Rathore ve

digerleri, 2022).

L. x intermedia ugucu yaginin en dikkat gekici dgeleri arasinda; ferahlatici bir etkiye sahip
olan 1,8-sineol, hos bir koku veren linalol, kafur, sakinlestirici etkili borneol, terpinen-4-ol,
tathh bir aroma katkisi olan linalil asetat, lavandulol ve lavandulil asetat bulunmaktadir.
Ayrica, bu yag; daha diislik miktarlarda olmak iizere a-pinen ve f-pinen, mirsen, sabinen, 3-
karen, a-terpinen, a-santalen, germakren D, (E)-S-karyofilin ve trans-o-bergamoten gibi
daha az polar olan monoterpen ve seskiterpen hidrokarbonlarini da tagimaktadir. Lavandin
ucucu yaglarinin One ¢ikan ana bilesenleri genellikle %20'yi, bazen ise %350'yi asan

oranlarda linalol ve linalil asetattir. Yiiksek orandaki linalol ve linalil asetat, yaglarin tercih
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edilen c¢igeksi kokusuna ve farmasétik degerine yiiksek katkida bulunur. Lavandin ugucu
yaginda baskin diger terpenoitler %5 ile %10 arasinda degisen kafur ile borneol ve 1,8-
sineoldiir. Terpinen-4-ol ve a-terpineol gibi dnemli bilesikler, ucucu yagin yaklasik %5

kadarini olusturmaktadir (Pokajewicz ve digerleri, 2022).

QNS

Linalol Linalil asetat Kafur Lavandulol
Q
™
HO
1,8-Sineol Lavandulil asetat
OH
OH $ ’u'"//o
i H
Terpinen-4-ol a-Terpinen Borneol

Sekil 2.9. L. x intermedia ugucu yaginda tespit edilen baglica monoterpenler
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Deneysel calismalarimizda kullanilan bitkisel materyallerin hepsinin toplanma veya temin
edilme yerleri, tarihleri, konumlari, kullanilan kisimlari, herbaryum numaralar1 ve familya
bilgileri Cizelge 3.1.’de verilmistir. Toplanan materyallerden hareketle yapilan 6n deneysel
calisma sonrasinda, L. x intermedia ve L. stoechas bitkileri lizerinden ¢alismalara devam
edilmistir. Kullamlan iki tiir Lavandula’ya ait herbaryum ornekleri Gazi Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir ve 6rneklere ait herbaryum numaralari

Cizelge 3.1.”de belirtilmistir.



Cizelge 3.1. Bitkisel materyallerin toplanma / temin edilme yerleri, herbaryum numarasi, tarihleri, konumlari, kullanilan kisimlar1 ve familya

bilgileri
Kullanilan Herbaryum
Bitki Konumu Tarih Familya
Kism Numarasi
Korkuteli, Caykenar1 koyii,
L. x intermedia Toprak iistii 3928 Antalya 01/06/2021 Lamiaceae
Yiikseklik 960 metre
Korkuteli, Caykenar1 koyii,
L. stoechas Toprak {istii 3930 Antalya 01/06/2021 Lamiaceae
Yiikseklik 960 metre
Muzrupagacin koyti, .
U. dioica Toprak {istii - 30/08/2021 Urticaceae
Ankara
Muzrupagacin koyi, _
U. urens Toprak {istii - 30/08/2021 Urticaceae
Ankara
Kabuk ve o
J. regia - Denizli 06/2021 Juglandaceae
zarlari
C. avellana Kabuk - Denizli 06/2021 Betulaceae

3
(e}



Resim 3.1. L. X intermedia (Fotograf: Taner Biiyiikdemirel, Antalya, 2021)
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Resim 3.2. L. stoechas (Fotograf: Taner Bliyiikdemirel, Antalya, 2021)
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3.1.1. Kimyasal bilesikler ve malzemeler

Tez deneyleri sirasinda kullanilan tiim kimyasal bilesikler ve solvanlar, Sigma Aldrich,
Merck, Thermo Scientific, Serva ve Bioind firmalarinin Tiirkiye temsilcilerinden satin
almmistir. Analizler sirasinda, kullanilan cihaz ile uyumlu olmasi1 gereken ¢oziiciilerin

secimine dikkat edilmistir.
3.1.2. Cihazlar

Santrifiij cihazi: Isolab

Plak 1siticisi: CAMAG, TLC plate heater 11

Etiiv: {ldam

UV kabini: CAMAG

GC: Agilent 6890N GC

GC-MS: Agilent 5975 GC-MSD

Calkalayici: Heildolph, Promax 2020

Ultrasonik banyo: Elma, Ultrasonic LC 30

Vakum pompasi: Heildolph

pHmetre: Hanne, HI 2211

Ogiitiicii: Gea Getra, Spice Herb Grinder IC-04A

Terazi: Radwag AS 220. R2 ve AandD Company AND HF-3000
NMR: Bruker 600 mHz

YPSK: Agilent 1260 Infinity

Mikroplaka okuyucu: Moleculer Devices, Spectramax ABS Plus
Rotavapor: Biichi, Heildolph

Liyofilizator: Telstar Lyo Quest

3.2. Yontem

Cizelge 3.1.’de belirtilen tibbi bitkiler belirtilen tarihlerde toplanmis veya temin edilmistir.
Her bir 6rnek golgede tamamen kurutulmustur. Daha sonra 6giitiicii (Spice Herb Grinder IC-
04A, GEA GETRA) ile toz edilmistir. Her bir 6rnek tartilip (AND HF-3000, AandD

Company, Isvigre) erlenlere koyulduktan sonra, iizerlerine MeOH (Merck, Almanya) ilave
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edilmistir. Oda sicakliginda, 3 giin boyunca, belli araliklarla elle ¢alkalanarak masere
edilmigtir. Maserasyon sonunda bitki 6rnekleri filtre kagidindan siiziilmiistlir ve siiziilen
organik solvan kisimlar1 algak basing altinda, 40 °C’de rotavaporda (Biichi, Isvigre)
tamamen kuruyana kadar yogunlastirilmistir. Elde edilen ekstrelerin verimleri (a/a)
hesaplanmis ve on tarama deneylerinde kullamilmak iizere +4 °C’de saklanmistir. On
taramadan sonra AYF prosesi i¢in segilen L. x intermedia ve L. stoechas bitkileri daha
yliksek miktarda ekstre hazirlanmak amaciyla tekrar Lavantalya sirketinden (Antalya,
Tiirkiye) temin edilmistir. Temin edilen bitkiler %100 MeOH (Merck, Almanya) ile 15 giin
boyunca, solvanin hergiin degistirilmesi suretiyle, MeOHlin rengi iyice agilana kadar
masere edilmistir. Her iki bitkiden elde edilen MeOH’ii ana ekstre algak basing altinda 40
°C’de evaporatérde (Biichi, Isvicre) tamamen kuruyana kadar yogunlastirilmistir. Ana
ekstrelerin enzim inhibisyon ¢alismalarini gerceklestirmek i¢in herbirinden uygun
miktarlarda tartilmis ve 4 mg/ml’lik stok konsantrasyonlar1 %50 MeOH (Merck, Almanya)
icinde c¢oOziilerek hazirlanmistir. Ana ekstrelerin antioksidan aktivite caligmalarini
gerceklestirmek i¢in ise 2 mg/ml’lik stok konsantrasyonlart %96’lik etanol (Merck,
Almanya) ile hazirlanmistir. izole edilen saf bilesiklerin ve taramaya dahil edilen baz1 saf
bilesiklerin enzim inhibisyon analizleri i¢in elde edilen miktara gore degiskenlik gdstererek
4 mg/ml ile 2 mg/ml arasindaki konsantrasyonlarda %50’lik MeOH ile stok
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Bahsi gegen konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler, inhibisyon

sonuglarina gore azalan konsantrasyonlarda da hazirlanmistir.
3.2.1. Aktivite calismalar:

Enzim inhibisyon tayin yontemleri

Enzim izolasyonu, Chaiyana ve digerlerinin gelistirdigi yontem modifiye edilerek
yapilmustir (Chaiyana ve digerleri, 2017). Enzim kaynagi olarak, testosteron-5a-rediiktaz tip
IT enzimini eksprese eden androjen bagimli prostat kanser hiicresi LNCaP (CRL-1740TM,
ATCC) kullanilmistir. LNCaP hiicreleri, %5 CO2’li ortamda 37 °C’de kiiltiire edilmistir.
Besiyeri olarak %10 fetal bovine serum (FBS, Bioind, Israil) ve 100 U/ml penisilin G
(Bioind, Israil) ve 100 pg/ml streptomisin (Bioind, Israil) ile desteklenmis RPMI-1640
(Bioind, Israil) kullamlmustir. Kiiltiir kaplarinda %80 oraninda konfluent olan hiicreler, PBS
(fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikanmistir ve kazinarak flasktan toplanmistir. Daha sonra

1900 devirde 10 dk boyunca santriflij edilmistir. Hiicre pelletine (107 hiicre/ml) lizis
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tamponu (pH 7,4) eklenerek elde edilen hiicre siispansiyonu, buz lizerinde 10 saniye agik ve
10 saniye kapali modda 1 dk boyunca %40 amplitude sonikasyon probu kullanilarak
homojenize edilmistir. Ardindan, gliserol (Merck, Almanya) eklenerek %20 (h/h) olacak
sekilde homojenat kullanima kadar -80 °C'de saklanmistir. Enzim homojenatinin protein
icerigi, Bradford protein tayin yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
Herbir flakonda 1 mg/ml protein icerecek sekilde homojenatlara ayrilmistir. Ayrilan
homojenatlar enzim inhibisyon deneyleri sirasinda enzim kaynagi olarak kullanilmak {izere

-80 °C'de saklanmustir.

Tris-HCI tampon hazirlanisi

Tris-HCI’den (Merck, Almanya) 12,1 g tartilarak 100 ml deiyonize su igerisinde
coziilmiistiir. Daha sonra HCI (Merck, Almanya) kullanilarak pH: 7,4 olarak sekilde

ayarlanmistir.

Lizis tamponu hazirlanisi

Tris-HCI final konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde 100 ml deiyonize su igerisinde
coziilmiistiir. Cozeltinin pH’s1 10 M NaOH (Merck, Almanya) ile 7,4’e ayarlanmistir. Tris-
HCI (pH 7,4) tamponu icerisine final konsantrasyonu 400 mM olan NaCl (isolab, Almanya),
final konsantrasyonu 2 mM olan etilenglikoltetraasetik asit (EGTA, Sigma, Almanya) ve
etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Sigma, AlmanEGya, final konsantrasyonu 1 mM)
eklenmis ve elde edilen tampon +4 °C’de saklanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltinin igerisine
homojenizasyon isleminden hemen 6nce, sodyum ortovanadat (100 uM), ditiyotreitol (1
mM) (DTT, Sigma, Almanya), sodyum floriir (1 mM) (Sigma, Almanya) ve proteaz
inhibitori (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri/ABD) ilave edilmistir.

Lizis tamponu, hiicre veya doku 6rneklerinin ¢oziilmesi ve analiz i¢in uygun hale getirilmesi
icin kullanilan bir tampondur. EDTA ve EGTA gibi selatlayici ajanlar, lizis tamponlarina
genellikle eklenir. Bu selatlayici ajanlar, metal iyonlarini baglayarak enzimatik ve oksidatif
bozulmay1 engellemeye yardimci olur ve hiicre veya doku orneklerinin ¢oziilmesini stabil

hale getirir.
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Testosteron-5a-rediiktaz enzim inhibisyonu tayini

Testosteron-5a-rediiktaz inhibisyonu Matsuda ve digerlerinin, Kumar ve digerleri tarafindan
modifiye edilmis yontemin tekrar modifiye edilmesiyle YPSK yontemi ile tayin edilmistir
(N. Kumar ve digerleri, 2012; Matsuda ve digerleri, 2001). Enzim kaynagi olarak LNCaP
hiicre hattindan izole edilen ve daha sonra 1 mg/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde
flakonlara boliiniip -80 °C'de saklanan homojenatlar kullanilmistir. Her 6rnegin enzim
inhibisyon degerini bulabilmek i¢in reaksiyon 3 ayri deney tiiplinde gergeklestirilmistir.
Bunlardan biri rsample olarak isimlendirilen, icerisinde 6rnek bulunan numunedir. Bir digeri
ise, rep1 olarak isimlendirilen enzim koridiir. Enzim kori hazirlanirken, kofaktor olan
NADPH (Sigma, Almanya) ilavesinden dnce diklorometan (DCM, Sigma, Almanya) ilave
edilerek enzimin aktivitesi Onlenir ve bdylece testosteronun DHT’ye doniismesi inhibe
edilmis olur. Son deney tiipii ise rxn olarak adlandirilir. Burada ise deney basinda 6rnek
yerine ¢Oziicii olarak kullanilan %350’lik etanol (Merck, Almanya) ilave edilir. Ekstreler,
referans bilesik ve saf bilesikler %50’lik etanol ile belirli konsantrasyonlarda hazirlanmastir.
Deney tiipiine ilk olarak 100 pL 6rnek/referans ve daha sonra 0,02 mM pH:6,5 fosfat
tamponu (500 pL) ilave edilmistir. %50’lik etanol igerisinde hazirlanan 500 ppm
testosterondan (Sigma, Almanya) 150 pL ilave edildikten sonra 1 mg/ml’lik
konsantrasyonda hazirlanan enzim stoklarindan 500 pL eklenmistir. pH 6,5 tampon
icerisinde hazirlanan 0,77 mg/ml konsantrasyona sahip olan ve enzimin aktivitesi igin
gerekli olan kofaktor NADPH’dan 250 pL konulmustur. Her tiip etiivde (Ildam, Tiirkiye) 37
°C’de 30 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon sonunda, her tiipe reaksiyonu
durdurmak icin DCM’den 2,5 ml ilave edilmistir. Son olarak her tiipe internal standart olarak
%50’lik etanol igerisinde hazirlanmis propil-4-hidroksibenzoattan (100 ppm, Sigma,
Almanya) 250 pL ilave edildikten sonra her biri 3000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilmis
ve organik faz dekante edilmistir. Dekante edilen organik faz, rotavaporda algak basingta 40
°C’de ucurulmustur. Kalint1 izerine 2,5 ml MeOH ilave edilerek 1yice karistirilmis ve enzim
inhibisyonu tayini i¢in ¢ozeltiler 0,22 pm por ¢apina sahip membran filtrelerden siiziilerek
YPSK viallerine konulmustur. YPSK analizinde kullanilan mobil fazi olusturan ve belirtilen
oranlarda karistirilan solvanlar 0,45 pm filtrelerden siiziildiikten sonra, ultrasonik banyoda
(Ultrasonic LC-30, Elma, Belgika) 15 dk boyunca degaze edildikten sonra cihaza
baglanmistir. Akis hizi 1 ml/dk olarak ayarlanmistir. Referans ilag olarak finasterit (Sigma,

Almanya) kullanilmistir.
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Finasterit icin standart denklemi

y:165,77x-18,2389
y: %lInhibisyon
x: Konsantrasyon (uM)

YPSK analiz sartlar

Cihaz: HP Agilent 1260 series LC Sistemi

Pompa: HP Agilent 1260 series 4 (quaternary pump) LC pompa
Kolon: Hypersil-ODS (250 x 4,6 mm i¢ ¢apinda, 5 pm)

Kolon Sicakligt: 40 °C (sicaklik kontrollii)

Detektor: DAD (245 nm)

Enjeksiyon Unitesi: HP Agilent 1260 series Autosampler

Akis Hizi: 1 ml/dk

Enjeksiyon Miktari: 5 plL

Coziicti Sistemi: MeOH:deiyonize su (65:35)

Analiz Siiresi: 15 dk

Testosteron ve internal standardin pikleri belirlenerek altinda kalan alanlardan hareketle %
inhibisyon hesab1 yapilmistir. Analizde 7,6. dk’da gelen pik internal standart olarak

kullanilan propil-4-hidroksibenzoata, 10,9. dk civarinda gelen pik ise testosterona aittir.
%inhibisyon=[(rsample — rrxn)/(rctrl — rrxn)] x 100

r: Testosteron egrisi altindaki alan/internal standart
i En bagta 0rnek veya saf bilesik yerine %50°lik etanol eklenir.
rew: Enzim korii, NADPH ilavesinden 6nce DCM ilave edilir.

Tsample: Inhibisyonu belirlenmek istenen 6rnek veya referans
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Sekil 3.1. Testosteron ve internal standarda ait YPSK kromatogrami

500 ppm testosteron hazirlanisi

2 mg testosteron (saflik >99,0, Sigma Aldrich, Almanya) tartilmis ve tizerine 4 ml %50’lik
etanol ilave edilmistir. Daha sonra tamamen c¢oziilene kadar manyetik karistirict ile

karistirtlmastir.

0,55 mg/ml NADPH hazirlanisi

2 mg NADPH (saflik >93,0, Sigma Aldrich, Almanya) tartilmistir. Uzerine 2,6 ml pH: 6,5

tamponu ilave edilmistir. Tamamen ¢oziilene kadar manyetik karistirict ile karistirilmagtir.

Propil-4-hidroksibenzoat hazirlanisi

Propil-4-hidroksibenzoattan (100 ppm, saflik >98,0, Merck, Almanya) 2 mg tartilmis ve 20
ml %50’lik etanol ilave edilmistir. Daha sonra tamamen ¢6ziilene kadar manyetik karistirici

ile karistirilmustir.

Finasterit cozeltisinin hazirlanisi

1 mg finasterit (0,57 uM, saflik >98,0, Sigma Aldrich, Almanya) tartilmistir ve lizerine 10
ml %50’lik etanol ilave edilmistir. Stok ¢6zelti olarak kullanilan bu ¢6zeltiden 20 pL alinmig

ve 13,77 ml %50’lik etanol ilave edilmistir.
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0,02 mM pH:6,5 fosfat tamponu hazirlanisi

Potasyumdihidrojen fosfattan (Merck, Almanya) 1,7418 g tartilmis ve tizerine 500 ml

deiyonize su ilave edildikten sonra pH 6,5’e ayarlanmustir.

LOX inhibisyonu

Chung ve arkadaglar tarafindan gelistirilen yontem {izerinde yapilan modifikasyonlar ile
LOX enzim inhibisyonu tayin edilmistir (Chung ve digerleri, 2009). Oncelikle her 6rnek ve
referans bilesikler 4 mg/ml konsantrasyonda dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢oziilmiistiir. 96
kuyucuklu mikroplakta gerceklestirilen deneyde her kuyucuga sirasiyla 10 pL 6rnek (bitki
ekstresi, referans veya izole edilen bilesikler) eklendikten sonra {izerine 60 uL pH: 7,4 50
mM Tris-HCI tamponu ilave edilmistir. Ardindan 20 uL. LOX (500 U/ml stok konsantrasyon,
1.13.11.12, tip I-B, soya fasulyesi, Sigma, Almanya) eklenmis ve 25 °C 'de 5 dk boyunca
etlivde inkiibe edilmistir. Reaksiyon, Tween 20 (Merck, Almanya) ve tampon i¢inde
¢cozlilmiis 12,5 mM stok konsantrasyondaki linoleik asit (Merck, Almanya) eklenmesiyle
bagslatildiktan sonra reaksiyon karigimi karanlikta 25 °C'de 20 dk boyunca inkiibe edilmistir.
Daha sonra 100 pL taze hazirlanmis ksilenol turuncusu ferrik oksidasyonu (FOX) reaktifi
eklenerek reaksiyon sonlandirilmistir. Sonlandirma isleminden sonra, Fe** boya kompleksi
karanlikta 25 °C'de 30 dk boyunca bekletilmistir ve mikroplak okuyucuda (Molecular
Devices, Spectramax 13x mikroplak okuyucu, ABD) 560 nm'de 6l¢iilmiistiir. Negatif kontrol
olarak orneklerin yerine 10 pL. DMSO, referans olarak ise baikalein (Sigma, Almanya)

kullanilmustir.

500 U/ml LOX enzimi hazirlanmasi

Deneyde her mikroplak i¢in 1,92 ml gerekli olup, 50,000 {inite/mg enzim kullanilmistir. Bu
amacla 0,2 mg enzim, 20 ml 50 mM Tris HCI tamponu (pH: 7,4) i¢inde ¢oziilmiistiir.
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12.5 mM Linoleik asit hazirlanmasi

Linoleik asit (70 mg) ve 140 mg Tween 20'ye 5 ml deiyonize suya eklenmesiyle, 12,5 mM
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ardindan 0,6 ml 1 N NaOH eklenmis ve toplam hacim pH 7,4
50 mM Tris HCI tamponuyla 20 ml'ye tamamlanmistir.

FOX reaktifi hazirlanmasi

1 ml 3 M siilfiirik asit {izerine, 1 ml 10 mM ksilenol turuncusu ve 1 ml 10 mM amonyum
demir (II) stilfat ile akabinde 7 ml deiyonize su ilave edilmistir. Daha sonra, 9 ml su

fraksiyonundan alinmis ve 1 ml MeOH ilave edilmistir.

3 M siilfiirik asit hazirlanmasi

1,25 ml deiyonize suya 0,842 ml siilfiirik asit (yogunluk 1,84 g/ml, molekiil agirligi 98,08
g/mol, agirhk yiizdesi 95-98%) eklenmis ve deiyonize su ile son hacmi 5 ml'ye

tamamlanmustir.

10 mM ksilenol turuncusu hazirlanmasi

Ksilenol turuncusunun 7,6 mg't 1 ml deiyonize su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

10 mM Demir (1l) siilfat hazirlanmasti

Demir (II) siilfatin 39,2 mg"1 10 ml deiyonize su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Antioksidan aktivite tayin yontemleri

2,2-Difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikal stiptirticii aktivite

Orneklerin koyu mor renkli DPPH radikaline karst siipiiriicii etkileri, reaksiyon sonucunda
olusan kompleksin rengindeki a¢ilmanin 515 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olciilmesiyle tayin edilmistir (Barros ve digerleri, 2007; Hatano ve digerleri, 1988).
Mikroplakta uygulanan ydntemde, ilk olarak analiz edilecek orneklerin ve referansin

%96’lik etanol ile 2 mg/ml konsantrasyonunda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra her
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birinden 10 pL hacminde plaklara ekilmistir. Uzerine taze hazirlanmis 0,138 mg/ml DPPH
soliisyonunda 90 pL eklenmistir. Daha sonra mikroplak 30 dk boyunca 37 °C’de karanlikta
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 515 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (Molecular
Devices, Spectramax 13 x mikroplak okuyucu, ABD) okutulmustur. Tiim 6rnekler i¢in deney
3 paralel olarak uygulanmis ve kersetin referans bilesik olarak kullanilmistir. % Siipiiriicti

etki asagida verilen formiile gore hesaplanmstir:
% Stipiiriict etki = [(A12) / A1] x 100

Ai: DPPH stok soliisyonunun 515 nm dalga boyundaki absorbansi

As: Ornek soliisyonunun 515 nm dalga boyundaki absorbansi

DPPH soliisyonu hazirlanisi

DPPH’den 3,74 mg tartilmis ve 27 ml %96’°lik etanol igerisinde ¢oziilmiistiir.

Metal-selasyon etki tayini

Orneklerin metal-selasyon etkilerini tayin etmek icin Carter’in modifiye edilmis ydntemi
uygulanmigtir (Carter, 1971; Lantto ve digerleri, 2009). Bu yontem metal iyonlart ile bilesik
arasindaki kompleks olusturma yetenegini degerlendirmektedir. Analiz edilecek ornekler
%9611k etanolde 2 mg/ml konsantrasyonda ¢dziilmiistiir. Ik olarak mikroplaklara 20 pL
ornek eklenmis ve daha sonra 10 pL 2 mM sulu FeCl: ¢6zeltisi ilave edilmistir. Daha sonra
90 pL etanol ilave edilmis ve 5 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda 40 pL sulu 5 mM ferrozin ¢ozeltisi ilave edilmis ve 10 dk boyunca oda
sicakliginda tekrar inkiibe edilmistir. Sonunda olusan kompleksin absorbansi 562 nm’de
ELISA mikroplak okuyucuda (Molecular Devices, Spectramax 13x mikroplak okuyucu,
ABD) okunmustur. Orneklerin % selasyonlar1 asagida verilen formiile gdre hesaplanmistir.
Her 6rnek 3 paralel olarak calisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen % selasyonlarin
ortalamast + S.S. olarak verilmistir. Referans bilesik olarak EDTA (Sigma, Almanya)

kullanilmustir.
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% Selasyon = [(A1 — A2) / A1] x 100

Ai: Kontrol ¢ozeltisinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi

Az: Ornek ¢ozeltilerinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi

2 mM FeCl; hazirlanist

FeCly’den 39,7 mg tartilmis, lizerine 100 ml distile su ilave edilmis ve tamamen homojen

olana kadar karigtirilmastir.

5 mM Ferrozin hazirlanist

Ferrozinden 246,2 mg tartilmis, lizerine 100 ml distile su ilave edilmis ve tamamen homojen

olana kadar karigtirilmistir.

EDTA cozeltisinin hazirlanisi

EDTA’dan 2 mg tartilmis ve 100 ml suda ¢oziilmiistiir. Ancak EDTA’nin suda ¢oziinmesi
zor oldugundan NaOH ilave edilmis ve tamamen coziilene kadar manyetik karistirict ile

karistirilmastir.

Demir-indirgeme antioksidan giicii (FRAP) tayini

Orneklerin demir-indirgeme antioksidan giicii, Oyaizu'nun ydnteminden hareketle
gerceklestirilen baz1 modifikasyonlarla tayin edilmistir (Oyaizu, 1986). Bu yontemde, bir
ornegin antioksidan giicii, indirgenmemis demir (Fe*?) ile reaksiyona girerek indirgenmis
demir (Fe™) formuna déniistiiriilmesini temel almaktadir. Bu reaksiyon sirasinda,
indirgenmis demir (Fe™) formu renksizdir. Dolayisiyla &rnekteki antioksidan miktar:
arttikca ¢ozeltideki rengin degisimi ile spektrofotometrik yontemlerle antioksidan kapasitesi
oOlciiliir. Yonteme gore; antioksidan aktivitesi belirlenecek olan ornekler/referans %96’lik
etanolde 2 mg/ml konsantrasyonda ¢6ziilmiistiir. Mikroplaklara her 6rnekten 10 pL eklenmis
ve daha sonra pH: 6,6 fosfat tamponundan 25 pL ilave edilmistir. Daha sonra 25 pL
K3Fe(CN)g cozeltisi eklenmis ve 20 dk boyunca 50 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 25 uL trikloroasetik asidin 100 mg/ml’lik konsantrasyondaki sulu

cozeltisinden eklenmistir. Daha sonra 85 pL distile su ve son olarak 17 pL FeClz’lin 1,65
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mg/ml’lik sulu ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Oda sicakliginda 30 dk boyunca gerceklesen
reaksiyon sonunda, drneklerin ve referansin 700 nm’de absorbanslar1 ELISA mikroplak
okuyucuda (Molecular Devices, Spectramax 13x mikroplak okuyucu, ABD) okunmustur.
Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen absorbanslarin
ortalamasi1 = S.S. olarak verilmistir. Referans bilesik olarak kersetin kullanilmistir. Sonuglar,
artan absorbans degerlerinin indirgeme giiciiniin arttifina isaret etmesi seklinde

yorumlanmaktadir.

pH:6,6 Fosfat tamponu hazirlanisi

6,24 g Na,HPOy4 tartilmis ve lizerine 180 ml distile su ilave edilmistir. Cozeltinin pH 6,6’ya

ayarlanarak toplam hacim 200 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir.

KsFe(CN)gs cozeltisi hazirlanisi

145 mg K3Fe(CN)g tartilmis, distile su ile 100 ml’ye tamamlanmis ve tamamen ¢oziilene

kadar manyetik karistiricida bekletilerek ¢ozelti hazirlanmastir.

TCA cozeltisi hazirlanisi

2,5 g TCA tartilmis ve 25 ml distile su ile tamamlanarak ¢ozelti hazirlanmistir.

FeCl; cozeltisi hazirlanist

165 mg FeCls tartilmis, distile su ile 100 ml’ye tamamlanmis ve tamamen ¢oziilene kadar

manyetik karistiricida bekletilmistir.

Ucucu vag elde edilmesi ve analizi

Ucucu yaglarin elde edilmesi

L. stoechas ve L. x intermedia’dan Clevenger cihazi kullanilarak, Avrupa Farmakopesinde
tanimlanan yonteme gore hidrodistilasyon ile ucucu yaglar elde edilmistir. L. stoechas bitki

ornegi toplam1 280 mg olacak sekilde 3 esit pargaya bolinmiistiir. L. X intermedia bitki
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ornegi ise toplami 325 mg olacak sekilde 3 esit parcaya boliinmiistiir. Her 6rnek 3 saat
boyunca hidrodistilasyona tabi tutulmustur. Cihazin alt kismina takilan balona bitki
materyalini Ortecek kadar su eklenilmistir. Balon cihaza takilmis ve mantolu 1sitici
kullanilarak distilasyon islemi baslatilmistir. Sonug olarak, su ylizeyinde bir tabaka olarak
toplanan ucucu yagin hacmi 6l¢iilmiis, daha sonra deneylerde kullanilmak {izere Eppendorf
tiip igerisine koyulmus ve agzi sikica kapatilarak +4 °C’de saklanmistir. Ugucu yaglarin
kimyasal kompozisyonu GC-Alev iyonlasma detektorii (flame ionisation dedector, FID) ve

GC-MS ile analiz edilmistir.

n
L

i
o
‘-‘ Wi

-a¥
>
A

Resim 3.3. Clevenger cihazi ile ugucu yag elde edilmesi
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Ucucu vaglarin analizi

Gaz Kromatografisi (GC)

Ugucu yaglarm kimyasal bilesimi, Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi
Anabilim Dal1 &gretim iiyesi Prof. Dr. Temel OZEK tarafindan Agilent 6890N GC sistemi
(SEM Ltd., istanbul, Tiirkiye) kullanilarak kapiler GC ile analiz edilmistir. GC-MS ile ayn1
ellisyon sirasini elde etmek i¢in ayni kolon ve uygun isletim kosullar1 kullanilarak eszamanli

enjeksiyon yapilmustir (Ozek ve digerleri, 2010).

GC analiz kosullar:

Sistem: Agilent 6890N GC

Kolon: Agilent HP-Innowax (60 m x 0,25 mm i¢ ¢ap x 0,25 pum film kalinlig1)

Detektor: FID

Enjeksiyon Sicakligi: 250 °C

Detektor Sicakligr: 250 °C

Kolon Firm Sicakligr: 11k 10 dk’da 60 °C’da kalip, daha sonra dk’da 4 °C artarak 220 °C’a
cikartlmistir. 220 °C’da 10 dk sabit kalan sicaklik dkda 1°C artirilmak suretiyle 240 °C’a
yiikseltilmeye programlanmaistir.

Enjeksiyon Modu: Split (30:1)

Tastyic1 Gaz: Helyum

Akis Hizi: 0,8 ml/dk

Analiz Stiresi: 80 dk

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)

GC ile ayni eliisyon sirasini elde etmek icin aym kolon ve uygun isletim kosullar

kullanilarak eszamanli gerceklestirilmistir.

GC-MS Analiz kosullar:

Sistem: Agilent 5975 GC-MSD (Mass Selective Dedector)
Kolon: Agilent HP-Innowax (60 m x 0,25 mm i¢ ¢ap x 0,25 pm film kalinlig1)



86

Enjeksiyon Sicakligi: 250 °C

GC Firin Sicaklig: 60 °C'de 10 dk boyunca sabit tutulup, ardindan 220 °C'ye 4 °C/dk
hizinda programlanarak 10 dk sabit tutulmus, daha sonra 220 °C'de 10 dk sabit tutulduktan
sonra 1 °C/dk artirilarak 240 °C'ye programlanmuistir.

Iyon Kaynag1 Sicakligi: 230 °C

Iyonizasyon Modu: EI

Elektron Enerjisi: 70 eV

Kiitle Araligi: 35-450 m/z

Bilesiklerin Tamimlanmasi ve Miktarinin Belirlenmesi

Ugucu bilesenlerin tanimlanmasi, bunlarin retansiyon indislerinin  ve kiitlesel
spektrumlarinin, Wiley GC-MS Kiitiiphanesi (Wiley, New York, NY, ABD), MassFinder
yazilimi 3.0 (Dr. Hochmuth Scientific Consulting, Hamburg), Adams Kiitliiphanesi, NIST
Kiitiiphanesi ve Bager Ugucu yag Bilesenleri Kiitliphanesinde bulunan verilerle paralel
karsilastirilmasiyla gergeklestirilmistir. Retansiyon indislerinin (RI) hesaplanmasinda
referans noktalar1 olarak n-alkanlar (Cg-Cao) kullanilmistir. Ugucu bilesenlerin miktarlariin
belirlenmesi, entegrasyon verileri kullanilarak GC-FID pik alanlarinin temel alinmasiyla

gerceklestirilmistir.

Miktar tayini calismalari

Toplam fenol miktar tayini

Toplam fenol miktarini tayin etmek icin Singleton ve Rossi’nin modifiye edilmis Folin-
Ciocalteu yontemi kullanilmistir (Singleton ve digerleri, 1965). Yontemde referans bilesik
olarak kullanilan gallik asit iizerinden kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Bu grafik i¢in
galik asidi 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml’lik
konsantrasyonlar1 %96’lik etanol kullanilarak hazirlanmistir. Toplam fenol miktar tayini
yapilacak ornekler 2 mg/ml konsantrasyonda %96’°lik etanol ile hazirlanmistir. Daha sonra
mikroplaklara 2 kat distile su ile diliie edilmis olan Folin-Ciocalteu reajanindan 30 pL ilave
edilmistir. %3,5 sulu Na>xCOs ¢6zeltisinden herbir kuyucuga 150 pL ilave edilmistir ve daha
sonra 40 °C’de 30 dk boyunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 760 nm’de ELISA
mikroplak okuyucuda (Molecular Devices, Spectramax i3x mikroplak okuyucu, ABD)
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okutulmustur. Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisiimistir. Ornegin absorbansindan, gallik asit
kalibrasyon ¢ozeltileri yardimiyla hazirlanan kalibrasyon egrisine gore, toplam fenol
konsantrasyonu gallik asit esdegeri olarak hesaplanmis ve ekstrenin toplam fenol miktar1 mg

gallik asit esdegeri/g ekstre = S.S. olarak verilmistir.

Toplam flavonoit miktar tayini

Toplam flavonoit miktarini tayin etmek i¢in Woisky ve Salatino’nun gelistirdigi aliminyum
kloriir (AICIl3) kolorimetrik yontemi uygulanmistir. Yontemde referans bilesik olarak
kullanilan kersetin {izerinden kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Bu grafik i¢in kersetinin
0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml ve 1 mg/ml’lik konsantrasyonlari
%96’lik etanol kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra mikroplaklara sirasiyla, 25 pL 6rnek,
75 pL %96’lik etanol, SpL %10’luk etanollii AICI3, 5 pL sodyum asetatin sulu 1 M ¢ozeltisi
ile 100 pL distile su ilave edilmistir. Daha sonra oda sicaklginda 30 dk boyunca inkiibe
edilmistir ve inkiibasyon sonrasinda 415 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (Molecular
Devices, Spectramax i3x mikroplak okuyucu, Amerika Birlesik Devletleri) okutulmustur.
Her 6rnek 3 paralel olarak calisilmistir. Ornegin absorbansindan, kersetin kalibrasyon
cozeltileri yardimiyla hazirlanan kalibrasyon egrisine gore, toplam flavonoit konsantrasyonu
kersetin esdegeri olarak hesaplanmis ve ekstrenin toplam flavonoit miktar1 mg kersetin

esdegeri/g ekstre = S.S. olarak verilmistir.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler, GraphPad Prism 6.0. programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA)

ve Dunnett ¢coklu karsilastirma testi uygulanarak gerceklestirilmistir.

YPSK ile miktar tayini calismalari

Bu ¢alismada, L. stoechas ve L. % intermedia ana ekstrelerindeki fenolik bilesik ve flavonoit
profili kiitiiphanemizdeki saf bilesik standartlari ile kiyaslanmistir ve tez bitkilerinden izole
edilen saf bilesiklerin ana ekstreler ve alt ekstreler igerisindeki miktarini belirlemek igin ters
fazli (reverse phase, RP) YPSK analizi yapilmistir. Ekstreler igerisindeki saf bilesiklerin

kromatogramlar1 ve retensiyon zamanlari ile kiitiiphanedeki bilesiklerin retensiyon zamani
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ve kromatogramlari iist liste ¢akistirilarak, ekstrelerin fenolik igerikleri belirlenmistir. Genel
fenolik bilesik ve flavonoit profili bakilacak olan ana ekstreler ve alt ekstrelerin 5 mg/ml
konsantrasyonlar1 %25 asetonitril (h/h) ile hazirlanmistir. Her ekstre 0,22 pm membran
filtrelerden stiziilerek viallere aktarilmistir. Ekstredeki miktar tayini yapilacak olan saf
bilesikler ise 1, 5, 20, 50 ve 100 ppm olmak iizere farkli konsantrasyonlarda %25°lik
asetonitril ile hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlardan hareketle kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Olusturulan grafik y= ax+b seklindedir ve y degeri yerine pik alanlari, x
yerine ise konsantrasyon degerleri yazilmistir. Tim saf bilesikler ve ekstreler 3’er tekrarlh

olarak ¢alisilmis ve aradaki sapma S.S. seklinde belirtilmistir.

YPSK analiz sartlar

Cihaz: HP Agilent 1260 series LC Sistemi

Pompa: HP Agilent 1260 series 4 (quaternary pump) LC pompa
Kolon: ACE Generix 5 C18 Gen-8517 (5 um, 150 mm x 4,6 mm)
Kolon Sicakligt: 25 °C (sicaklik kontrollii)

Detektor: DAD (260, 280, 320 ve 350 nm)

Enjeksiyon Unitesi: HP Agilent 1260 Series Autosampler

Akis Hizi: 0,8 ml/dk

Enjeksiyon Miktari: 20 pL

Enjeksiyon Yikama Siiresi: 1 dk

Coziicii Sistemi: Coziicli A (asetonitril:distile su:formik asit/80:20:0,1) Coziicli B (distile
su:formik asit/100:0,5)

Analiz Siiresi: 53 dk

Basing limiti: 265 bar

Pikleri birbirinden uygun bir sekilde ayirabilmek i¢in gradient bir akis uygulanmistir. Mobil
faz akis semasi; 0 dk’dan itibaren %5 A, 10 dk’da %15 A, 17 dk’da %15 A, 22 dk’da %20
A, 32 dk’da %30 A, 50 dk’da %100 A, 53 dk’da %100 A olacak sekilde ve analiz siiresi
53 dk olarak belirlenmistir. Mobil faz bilesimi ve uygulanan gradient Cizelge 3.2.’de

sunulmaktadir.
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Cizelge 3.2. YPSK ile ana ekstre ve alt ekstrelerdeki fenolik bilesik ve flavonoit profillerinin
degerlendirmesi ve saf bilesiklerin miktar tayininde kullanilan mobil fazlarin
bilesimi ve oranlar1

Zaman (dk) %A %B Akis hizi (ml/dk)

0 95,00 5,00 0,80
10,00 85,00 15,00 0,80
15,00 85,00 15,00 0,80
15,01 85,00 15,00 0,60
17,0 85,00 15,00 0,60
17,01 85,00 15,00 0,80
22,00 80,00 20,00 0,80
32,00 70,00 30,00 0,80
50,00 0,00 100,00 0,80
50,01 0,00 100,00 1,00
53,00 0,00 100,00 1,00

3.2.2. Aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama islemi (AYF)

Ana ekstrelerin hazirlanmasi

L. stoechas ve L. X intermedia ana ekstrelerinin hazirlanmasi

Bitki 6rneklerinin toprak iistli kisimlarindan sirasiyla 1102,09 g ve 1104,471 g tartilarak
mekanik 6giitiicii ile toz hale getirilmistir. Uzerlerine 5,5 L MeOH (%100, MeOH) ilave
edilmistir. Hergiin belirli araliklarla elle ¢alkalanarak maserasyona birakilmislardir. Bitkiler
her giin siiziilmiistiir ve toplanan maserat algak basing altinda 40 °C’de rotavaporda
yogunlastirilmistir. Elde edilen ekstreler bir cam balon icerisinde biriktirilmistir. Her siizme
asamasindan sonra, iizerlerine tekrar 5,5 L %100 MeOH ilave edilip, yine ekstraksiyona

birakilmistir. Toplam 15 giin boyunca bu islem uygulanmustir.
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Sivi-sivi ekstraksiyon

L. X intermedia MeOH ekstresinin siwvi-sivi ekstraksiyonu

Bitkinin kurutulmus olan MeOH ekstresinden 45 g ayrildiktan sonra, kalan 200 g ile sivi-
stvi-s1vi ekstraksiyon islemine geg¢ilmistir. 200 g MeOH ekstresi %90 MeOH’de belli bir
kivama kadar ¢ozlilmistiir. Artan polaritedeki solvanlar ile sivi-sivi ekstraksiyon yapilmistir.
Ilk olarak n-hekzan (Merck, Almanya) ile sivi-siv1 ekstraksiyona baglanmistir. Her defasinda
500 ml n-hekzan kullanilmak tlizere 30 defa ekstraksiyon islemi yapilmistir. n-Hekzan
ekstreleri rotavaporda yogunlastirilmistir. MeOH’de kalan kisim da tamamen rotavaporda
yogunlastirilmig ve kalan kisim distile suda siispande edilmistir. Sulu kisim diklorometan
(DCM) ile s1vi-s1v1 ekstraksiyona tabi tutulmustur. Her ekstraksiyon isleminde 400 ml DCM
kullanilmig ve toplam 12 kez ekstraksiyona tabi tutulmustur. DCM’li kisimlar algak basing
altinda rotavaporda tamamen kuruyana kadar yogunlastirilmistir. Kalan sulu kisim, etil
asetat (EtOAc) ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutulmustur. Her defasinda 400 ml EtOAc
kullanilarak, toplamda 18 kere ekstraksiyona tabi tutulmustur. EtOAc’l1 kisimlar da algak
basing altinda rotavaporda tamamen kuruyana kadar yogunlastirilmistir. En son kalan sulu
kisim baska bir ayirma hunisinde su ile doyurulmus olan zn-butanol ile s1vi-s1vi ekstraksiyona
tabi tutulmustur. Her defasinda 200 ml n#-butanol kullanilarak toplamda 14 kere ekstraksiyon
islemi gerceklestirilmistir. n-Butanollii kisim rotavaporda yogunlastirilmistir. Geriye kalan
sulu ekstre tamamen kuruyana kadar liyofilizatdrde (Telstar Lyo Quest, Japonya) 2 giin
boyunca liyofilize edilmistir. Sonug olarak, ana ekstreden hareketle farkli polaritelere sahip
5 adet ekstre elde edilmis, tartilarak % verimleri (a/a) hesaplanmistir. Elde edilen ekstrelere

enzim inhibisyon ve antioksidan aktivite testleri uygulanmistir.

L. stoechas MeOH ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyonu

Bitkinin kurutulmus olan MeOH ekstresinden 29 g kenara ayrildiktan sonra, kalan 170 g ile
stvi-s1vi ekstraksiyon islemine gegilmistir. 170 g MeOH ekstresi %90 MeOH’de belli bir
kivama kadar ¢Oziilmiistiir. Artan polaritedeki solvanlar ile sivi-sivi ekstraksiyonlama
yapilmustir. 11k olarak n-hekzan ile s1vi-s1vi ekstraksiyonlamaya baslanmistir. Her defasinda
500 ml n-hekzan kullanilarak, 30 defa ekstraksiyon islemi yapilmistir. n-Hekzan alt
ekstreleri rotavaporda kontrollii bir sekilde yogunlastirilmistir. MeOH’de kalan kisim da

tamamen rotavaporda yogunlastirilmis ve kalan kisim distile suda siispande edilmistir. Sulu
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kisim DCM ile s1vi-sivi ekstraksiyonlamaya tabi tutulmustur. Her bir ekstraksiyon isleminde
400 ml DCM kullanilmak tizere toplam 16 kere ekstraksiyona tabi tutulmustur. DCM’li
kisimlar algcak basing altinda rotavaporda tamamen kuruyana kadar yogunlagtirilmistir.
Kalan sulu kisim, akabinde EtOAc ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutulmustur. Her
defasindan 400 ml EtOAc kullanilmak {izere toplam 22 kere ekstraksiyona tabi tutulmustur.
EtOAc’lh kisimlar algak basing altinda rotavaporda tamamen kuruyana kadar
yogunlastirilmistir. En son kalan sulu kisim baska bir ayirma hunisinde su ile doyurulmus
olan n-butanol ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutulmustur. Her defasinda 200 ml n-butanol
kullanilarak, toplam 19 kere ekstraksiyon iglemi ger¢eklestirilmistir. n-Butanollii kisim
rotavaporda yogunlastirilmig ve geriye kalan sulu ekstraksiyon tamamen kuruyana kadar
liyofilizatorde (Telstar Lyo Quest, Japonya) 2 giin boyunca liyofilize edilmistir. Sonug
olarak, ana ekstreden hareketle farkli polaritelere sahip 5 adet ekstre elde edilmis, tartilarak
% verimleri (a/a) hesaplanmistir. Elde edilen ekstrelere enzim inhibisyon ve antioksidan

aktivite testleri uygulanmistir.

Kolon kromatografisi

Sivi-sivi ekstraksiyon ile elde edilen alt ekstrelere testosteron-5a-rediiktaz inhibisyon ve
LOX inhibisyon testleri uygulanmis ve yiiksek inhibisyon saptanan L. stoechas EtOAc alt
ekstresi AYF calismalart i¢in se¢ilmistir. Bu amacla kolon kromatografisinde ilk once

adsorban olarak silika jel kullanilmistir.

Kullanilan kolonun ozellikleri

Kolon uzunlugu: 86 cm
Kolon ¢ap1: 4 cm
Kolondaki silika jel uzunlugu: 63 cm

Kolondaki ekstre uzunlugu: 6 cm

L. stoechas EtOAc alt ekstresinde 15,58 g tartilmis, %100 MeOH’de ¢dziiliip bir petri kabina
almip, kurumaya birakilmistir. 22 g silika jel tartilip, konsantre ekstre lizerine ilave
edilmistir. Ekstre ve silika tamamen kuruyup, biitiinlesene kadar karistirilmistir. Ana kolona

uygulanan alt ekstresi Resim 3.4.’te gdsterilmistir.
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Resim 3.4. Ana kolona uygulanan L. stoechas EtOAc alt ekstresi ve silika jel karigimi

Kolonun alt kisima bir par¢a cam pamugu yerlestirilmistir. Baska bir erlene 304 g silika jel
tartilmis ve n-hekzanda ¢oziilmiistiir. Kolonun 2/3si silika jel ile doldurulmustur. Kolonun
oturmasi i¢in bir giin boyunca beklenmistir. Daha sonra, kuru EtOAc ekstresi kolondaki
silika jel lizerine kuru tatbik yontemi ile ilave edilmistir. Ekstre iizerine tekrar cam pamugu
koyulmustur. Eliisyon, gradient sistem uygulanarak gerceklestirilmis ve toplam hacmi

150’ser ml olarak belirlenmistir.

Kolona tatbik edilen ekstre sirasiyla % 100 n-hekzan (2 x 150 ml), %95 n-hekzan-%5
EtOAc (2 x 150 ml), %80 n-hekzan-%20 EtOAc (2 x 150 ml), %70 n-hekzan-%30 EtOAc
(2 x 150 ml), %65 n-hekzan-%35 EtOAc (2 x 150 ml), %60 n-hekzan-%40 EtOAc (2 x 150
ml), %55 n-hekzan-%45 EtOAc (2 x 150 ml), %50 n-hekzan-%50 EtOAc (2 x 150 ml), %45
n-hekzan-%>55 EtOAc (2 x 150 ml), %40 n-hekzan-%60 EtOAc (2 x 150 ml), %35 n-hekzan-
%65 EtOAc (2 x 150 ml), %30 n-hekzan-%70 EtOAc (2 x 150 ml), %25 n-hekzan-%75
EtOAc (2 x 150 ml), %20 n-hekzan-%80 EtOAc (2 x 150 ml), %10 n-hekzan-%90 EtOAc
(2 x 150 ml), %100 EtOAc (2 x 150 ml), %95 EtOAc -%5 MeOH (2 x 150 ml), %90 EtOAc
-%10 MeOH (12 x 150 ml), %85 EtOAc -%15 MeOH (2 x 150 ml), %95 EtOAc -%5 MeOH
(29 x 150 ml), %80 EtOAc -%20 MeOH (44 x 150 ml), %75 EtOAc -%25 MeOH (32 x 150
ml), %70 EtOAc -%30 MeOH (14 x 150 ml) ile eliie edilmistir. %30 MeOH’den sonra silika
jelde ¢oziilmeler baglayacagi icin sadece yikama amaciyla %55 MeOH’e kadar gidilmistir.

Ana kolondan toplamda 330 fraksiyon toplanmistir. Her birinin fitokimyasal profili ITK ile
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kontrol edilip, benzer profildeki fraksiyonlar birlestirilmistir. Bu kolonda ilk alinan
fraksiyonlarm ITK analizine mobil faz olarak n-hekzan:EtOAc (3:2) ile baslanmistr.
Revelator olarak %10 H2SO4 kullanilmistir. Kolonda kullanilan mobil fazin zamanla daha
polar hale gelmesinden dolay1 ITK’da kullanilan mobil faz siirekli degistirilmistir. En son

kullanilan mobil faz ise kloroform:MeOH:su:formik asittir (6,8:3,2:0,4:0,3).

ITK kromatogramlarina gére benzer fraksiyonlar birlestirilmis olup, bu alt fraksiyonlarin
tamami1, AYF siirecine uygun olarak in vitro enzim inhibisyon testlerinde denenmistir. ITK
profillerine gore birlestirmeden sonra 39 adet alt fraksiyon elde edilmistir. Alt fraksiyonlarin
verimleri ve miktarlar1 Cizelge 3.3. ve 3.4.’te goOsterilmistir. Bu kromatogramlarin %10
H>SO4 piiskiirtiiliip 1sitildiktan sonra UVass ve UV3es'daki goriintiileri ise Resim 3.5. ve

3.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 3.3. EtOAc alt ekstresinin silika jel kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlar,
alt fraksiyon numaralar1 ve miktarlar

Elde edilen fraksiyon numaralari Alt fraksiyon numarasi Miktar (g)
1-2 1 0,0391
3-6 2 0,0291
7-10 3 0,0368
10-18 4 0,0387
19 5 0,0243
20-21 6 0,0490
22-26 7 0,1456
22-26 (¢oken bilesik) 8 0,0417
27-30 9 0,0662
31-34 10 0,1042
35-39 11 0,1510
40-42 12 0,2262
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Cizelge 3.3. (devam) EtOAc alt ekstresinin silika jel kolona uygulanmasiyla elde edilen
fraksiyonlar, alt fraksiyon numaralar1 ve miktarlar

Elde edilen fraksiyon numaralari Alt fraksiyon numarasi Miktar (g)
43-50 13 0,7497
51-54 14 0,9635
55-58 15 0,5881
59-66 16 0,7765
67-69 17 0,4619
70-73 18 0,9804
74-79 19 2,6746
80-82 20 0,6341
83-97 21 0,6655
98-103 22 0,5403
104-122 23 0,5532
109 (tek) 24 0,0519
122-138 25 0,1815
139-154 26 0,2555
162-165 27 0,1101
166-202 28 0,5356
203-210 29 0,1164
211-217 30 0,0739
218-224 31 0,0764
225-242 32 0,2054
243-258 33 0,1645
259-266 34 0,0723
267-273 35 0,3321
274-281 36 0,0971
282-290 37 2,2057
291-298 38 0,0440
299-330 39 0,0586

Yukarida bahsedilen alt fraksiyonlarin miktarlarinin az olmas1 ve ITK profillerinin benzer
olmasi nedeniyle, Resim 3.5 ve 3.6.’daki ITK profillerine gore tekrar birlestirme yapilmugtir

ve son olarak toplam 12 alt fraksiyon elde edilmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.4. EtOAc alt ekstresinin silika jel kolona uygulanmasiyla elde edilen alt
fraksiyonlarin birlestirilmesi sonucu elde edilen yeni fraksiyonlar ve

miktarlari
Birlestirilen alt fraksiyon numaralari Miktar (g)
1-2 0,07
3-6 0,15
7-8 0,19
9-10 0,17
11-12 0,38
13-16 3,08
17-18 1,44
19 2,67
20 0,63
21-26 (A fraksiyonu) 2,25
27-31 (B fraksiyonu) 0,91
32-37 3,18

Resim 3.5. EtOAc alt ekstresinin silika jel kolonuna uygulanmasiyla elde edilen
fraksiyonlarin revelator piiskiirtiildiikten sonraki UV2s4 goriiniimii

Resim 3.6. EtOAc alt ekstresinin silika jel kolonuna uygulanmasiyla elde edilen
fraksiyonlarin revelator pliskiirtiildiikten sonraki UV3e6 goriiniimii



96

" ]
Sty FOECT ‘,‘ B = T Y
i A 8 FEPEEFO

.
“
3

Resim 3.7. EtOAc alt ekstresinin silika jel kolonuna uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlar

Fraksiyon 21-26 (A fraksiyonu) ve fraksiyon 27-31 (B fraksiyonu) test edilen in vitro enzim
modellerinde en aktif olan iki fraksiyon oldugu i¢in saflagtirma islemlerine bu fraksiyonlarla

devam edilmistir.

B fraksivonunda vapilan saflastirma calismalari

Ana kolondan elde edilen ve in vitro enzim deneylerinde inhibisyon oraninin yiiksek oldugu

bulunan B fraksiyonun saflagtirilmasi i¢in Sefadeks LH-20 kolon kurulmustur.

Kullanilan kolon 105 cm uzunlugunda ve ¢ap1 2,5 cm’dir. Sefadeks LH-20’den (25-100 pm,
Sigma Aldrich, Almanya) 70 g bir behere tartilmistir ve 600 ml %100 MeOH ilave
edilmistir. Dolgu maddesi MeOH igerisinde, 20 saat boyunca manyetik karistiricida
karigtirilmistir. Kolonun alt kismma cam pamugu yerlestirildikten sonra dolgu maddesi
kolona ilave edilmistir ve tizerinden %100 MeOH ilave edilmeye baslanmistir. Bu esnada
kolonun muslugu acgik birakilmistir ve siirekli mobil faz akisi saglanmistir. Musluk
kapatildiktan sonra, kolonun oturmasi i¢in bir giin boyunca beklenmistir. Bu esnada, 0,9124
g B fraksiyonu, 2 ml %100 MeOH i¢inde tamamen ¢oziilmiistiir. Islak tatbik teknigi ile B
fraksiyonu kolon igerisine yiiklenmistir. Eklenen fraksiyon Sefadeks tarafindan tamamen
emildikten sonra, %100 MeOH ilave edilerek eliisyon baglatilmistir. Her 25 ml’de bir deney
tiipii degistirilmistir. Toplam 26 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu kolondan toplanan alt
fraksiyonlar, ITK ile kloroform:MeOH:su:formik asit (7,1:3:0,3:0,3) solvan sistemi
kullanilarak takip edilmis ve revelator olarak Naturstoff reajani piiskiirtiiliip, 110 °C’de 5
dk boyunca isitilmistir. ITK kromatogramlarindaki profillere gore fraksiyonlar
birlestirilmistir. B fraksiyonuna ait kolon Resim 3.8.’de, B fraksiyonunun Sefadeks kolona

uygulanmasi ile elde edilen alt fraksiyonlarin revelator puskiirtiildiikten sonraki UVas4
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goriiniimii Resim 3.9.’da ve B fraksiyonunun Sefadeks kolona uygulanmasi ile elde edilen
alt fraksiyonlarin revelator piskiirtiildiikten sonraki UVigs goriinlimii Resim 3.10.’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.5. B fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen alt
fraksiyonlar ve miktarlar

Birlestirilen alt fraksiyon numaralari Miktar (mg)
1 9,23

2 7,83

3 12,83
4 25,15
5 23,12
6 18,04
7 29,12
8 14,56
9 19,24
10 26,32
11 19,35
12 29,21
13 56,12
14 65,15
15 (¢okelek olustu) 137,21
16 (¢cokelek olustu) 158,54
17 (¢cokelek olustu) 119,21
18 18,12
19 13,12
20 16,21
21 17,13
22 14,24
23 22,21
24 13,67
25 12,12

26 6,23
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Resim 3.8. B fraksiyonuna ait Sefadeks LH-20 kolonu

Cizelge 3.6. B fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen alt
fraksiyonlarin birlestirilmesi ve miktarlari

Birlestirilen alt fraksiyon numaralari Miktar (mg)
(1-10) 185,44
(11-14) (G fraksiyonu) 169,83
(15-17) (C fraksiyonu) 414,96

18 18,12
(19-26) 124,93

Resim 3.9. B fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmas: ile elde edilen alt
fraksiyonlarin revelator pliskiirtiildiikten sonraki UV2s4 gériintimii
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Resim 3.10. B fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin revelator piiskiirtiildiikten sonraki UV366 goriiniimii

B fraksiyonun Sefadeks LH-20 ile saflagtirmasi sonunda elde edilen 15., 16. ve 17. alt
fraksiyonlar birlestirilmistir. Bir giin buzdolabinda bekletildikten sonra ¢okelek olustugu
goriilmistiir. Boylece 15., 16. ve 17. alt fraksiyonlarn birlesmesiyle C fraksiyonu
olusturulmustur. C fraksiyonu test edilen in vitro enzim modellerinde en aktif bulunan

fraksiyon oldugu i¢in saflastirma islemlerine bu fraksiyonlarla devam edilmistir.

C fraksiyonun ayristiritlmasi i¢in RP-18 (40-63 um, Merck, Almanya) dolgu maddesi

kullanilmistir.

10 g RP-18 dolgu maddesi, kolona tamamen kuru tatbik ile yliklenmistir. Yiiklenen kuru RP-
18 tlizerine %100 distile su ilave edilerek, musluk agilmigtir. Ayrim esnasinda kolon
izerinden basing uygulanmigtir. Musluktan su akitilarak kolon dolgu materyalinin oturmasi
saglanmistir. 414,96 mg C fraksiyonu %100 distile su ile ¢oziildiikten sonra, kolona yas
ylikleme yapilmistir. Eliisyon i¢in 6nce %100 distile su kullanilmistir. Her 10 ml’de 1 birim
distile su miktar1 disiiriilirken; 1 birim %100 MeOH miktar1 arttirilarak eliisyon
saglanmistir (6rnegin %99 distile su + %1 MeOH daha sonra %98 distile su + %2 MeOH).
Eliisyon sonunda %100 MeOH gecirilmistir. Ayrim sonunda 10 alt fraksiyon elde edilmistir.
Bu alt fraksiyonlar kloroform:MeOH:su:formik asit (7,1:3:0,3:0,3) ile ITK da incelenmistir.
Revelator olarak %10 H2SO4 ¢ozeltisi ve Naturstoft reaktifi kullanilmistir.
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Kullanilan kolonun ozellikleri

Kullanilan kolonun uzunlugu 30 cm, ¢ap1 1,5 cm’dir. C fraksiyonuna ait kolon Resim
3.11.de, C fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt fraksiyonlarin

revelator piskiirtiildiikten sonraki UV3e6 goriiniimii Resim 3.12.°de gosterilmistir.

Resim 3.12. C fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmas: ile elde edilen alt fraksiyonlarin
revelator piiskiirtiildiikten sonraki UV3e6 goriintimii
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Cizelge 3.7. C fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin
birlestirilmesi ve miktarlari

Birlestirilen alt fraksiyon numaralar Miktar (mg)
(1-3) (D Fraksiyonu) 392,79
(4-10) 22,17

RP-18 kolonuna tatbik edilen C fraksiyonun eliisyonu sonucunda elde edilen 1., 2. ve 3. alt
fraksiyonlar birlestirilerek D fraksiyonu elde edilmistir. D fraksiyonu i¢in tekrar RP-18
kolonu kurulmustur. D fraksiyonu test edilen in vitro enzim modellerinde en aktif olan iki

fraksiyon oldugu i¢in saflastirma islemlerine bu fraksiyonla devam edilmistir.

20 g RP-18 dolgu maddesi, kolona tamamen kuru olacak sekilde yiiklenmistir. Yiiklenen
kuru RP-18 iizerine %100 distile su ilave edilerek, musluk agilmistir. Musluktan su akitilarak
kolon dolgu materyalinin oturmast saglanmistir. RP-18 kolon olduk¢a yavas aktigi igin
kolonun iist agiz kisminda pompa ile basing uygulanmistir. 392,79 mg D fraksiyonu %100
distile su ile ¢oziildiikten sonra, kolona yas yiikleme yapilmistir. Eliisyon icin 6nce %100
distile su kullanilmistir. Her 10 ml’de 1 birim distile su miktar1 diisiirtiliirken; 1 birim %100
MeOH miktart arttirilarak eliisyon saglanmigtir (6rnegin %99 distile su + %1 MeOH daha
sonra %98 distile su + %2 MeOH). Eliisyon sonunda %100 MeOH gecirilmistir. Ayrim
sonunda 13 adet alt fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlar kloroform:MeOH:su:formik
asit (7,1:3:0,3:0,3) ile ITK’da incelenmistir. Revelatdr olarak Naturstoff reaktifi

kullanilmastir.

Kullanilan kolonun ozellikleri

Kullanilan kolonun uzunlugu 72 cm ve ¢ap1 1,5 cm’dir.
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Resim 3.14. D fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmas: ile elde edilen alt fraksiyonlarin
revelator puskiirtiildiikten sonraki UV2s4 goriinlimii
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Resim 3.15. D fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
revelator puiskiirtiildiikten sonraki UV366 goriinlimii

D fraksiyonundan elde edilen, 1, 5, 9 ve 12 numaral1 bilesiklerin saf oldugu tespit edilmistir.

Ana kolondan elde edilen ve in vitro enzim deneylerinde aktif oldugu bulunan A fraksiyonun

saflagtirilmasi i¢in Sefadeks LH-20 kolon kurulmustur.

Kullanilan kolonun ozellikleri

Kullanilan kolonun uzunlugu 105 cm ve ¢ap1 2,5 cm’dir. 70 g Sefadeks LH-20 (25-100 pum,
Sigma Aldrich, Almanya) bir behere tartilmistir ve 600 ml %100 MeOH ilave edilmistir.
Dolgu maddesi, MeOH igerisinde, 20 saat boyunca manyetik karistiricida karistirtlmistir.
Kolonun alt kismina cam pamugu yerlestirildikten sonra dolgu maddesi kolona ilave
edilmigtir ve lizerinden %100 MeOH ilave edilmeye baglanmistir. Bu esnada kolonun
muslugu acik birakilmistir ve siirekli mobil faz akisi saglanmistir. Musluk kapatildiktan
sonra, kolonun oturmast icin bir giin boyunca beklenmistir. Bu esnada, 2,25 g A fraksiyonu,
2 ml %100 MeOH icinde tamamen ¢Oziilmiistiir. Islak yiikleme teknigi ile, A fraksiyonu
kolon igerisine yiiklenmistir. Eklenen fraksiyon Sefadeks tarafindan tamamen emildikten
sonra, %100 MeOH ilave edilerek eliisyon baslatilmistir. Her 25 ml’de bir deney tiipii
degistirilmis ve toplam 32 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu kolondan toplanan alt
fraksiyonlar, ITK ile kloroform:MeOH:su:formik asit (7,1:3:0,3:0,3) solvan sistemi
kullanilarak takip edilmis ve revelator olarak Naturstoff reajani piiskiirtiilip 110 °C’de 5 dk
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boyunca isitilmistir. ITK kromatogramlarindaki profillere gére alt fraksiyonlar
birlestirilmistir. A fraksiyonuna ait kolon Resim 3.16.’da, A fraksiyonunun Sefadeks kolona
uygulanmasi ile elde edilen fraksiyonlarin revelator piuskiirtiildiikten sonraki UVas4
goriinimii Sekil 3.17°de, A fraksiyonunun Sefadeks kolona uygulanmasi ile elde edilen

fraksiyonlarin revelator piiskiirtiildikten sonraki UV3ies goriinimi  Sekil 3.18.°de

gosterilmistir.

Resim 3.16. A fraksiyonuna ait Sefadeks LH-20 kolonu

Resim 3.17. A fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin revelator piiskiirtiildiikten sonraki UV3s4 goriintimii
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Resim 3.18. A fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin revelator piiskiirtiildiikten sonraki UV366 goriiniimii

Resim 3.19. A fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasi ile elde edilen 30 ve 34
numarali saf bilesiklerin revelator piiskiirtiildiikten sonraki UVas4 ve UV3ies
goruntimu
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A fraksiyonundan hareketle gerceklestirilen saflastirma sonucunda, 1, 7, 10 ve 11 numarali
alt fraksiyonlar saf gériinmekte oldugu i¢in daha ileri temizleme islemine karar verilmistir.
2,3,4,5 ve 6 numaral alt fraksiyonlarin profilleri ¢ok benzedigi i¢in birlestirilmistir. 8 ve 9
numaral1 alt fraksiyonlar, 12-14 numaral alt fraksiyonlar, 17-25 numaral alt fraksiyonlar,
27-30 numarali alt fraksiyonlar ile 31 ve 32 numaral alt fraksiyonlar ITK profili benzedigi

icin birlestirilmistir.

Cizelge 3.8. A fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen
birlestirilmis alt fraksiyonlar ve miktarlari

Birlestirilen alt fraksiyon numaralari Miktar (mg)
1 3,28
(2-6) 115,32
7 4,78
(8-9) 43,19
10 3,11

11 2,98
(12-14) E fraksiyonu 345,21
(15-16) 87,12
(17-25) 782,84
(26-30) 798,45
(31-32) 42,37

A fraksiyonundan elde edilen E fraksiyonundaki major bilesiklerin izolasyonu ig¢in

saflastirma ¢alismalarina devam edilmistir.

E fraksiyonun ayristirtlmasi i¢in RP-18 (40-63 um, Merck, Almaya) dolgu maddesi
kullanilmistir. 20 g RP-18 dolgu maddesi, kolona tamamen kuru olacak sekilde yiiklenmistir.
Yiiklenen kuru RP-18 iizerine %100 distile su ilave edilerek, musluk acilmistir. Musluktan
su akitilarak kolon dolgu materyalinin oturmasi saglanmistir. RP-18 kolon oldukc¢a yavas
aktig1 i¢in kolonun {iist agiz kisminda pompa ile basing uygulanmistir. 345,21 mg A
fraksiyonu %100 distile su ile ¢oziildiikten sonra, kolona yas yiikleme yapilmistir. Eliisyon
icin 6nce %100 distile su kullanilmigtir. Her 10 m1’de 1 birim distile su miktar diisiiriiliirken;
1 birim %100 MeOH miktar1 arttirilarak eliisyon saglanmistir (6rnegin %99 distile su + %1
MeOH, daha sonra %98 distile su + %2 MeOH). Eliisyon sonunda %100 MeOH

gecirilmigtir. Eliisyon sonunda 19 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu alt fraksiyonlar
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kloroform:MeOH:su:formik asit (7,1:3:0,3:0,3) ve EtOAc:MeOH:su (6:4:0,7) hareketli fazi

ile ITK da incelenmistir ve revelatdr olarak %10 HoSO4 ¢ozeltisi kullanilmistir.

Kullanilan kolonun ozellikleri

Kullanilan kolonun uzunlugu 72 cm ve c¢ap1 1,8 cm’dir.

Resim 3.20. E fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
revelator pliskiirtiildiikten sonraki UV366 goriinlimii

Cizelge 3.9. E fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasiyla elde edilen birlestirilmis alt
fraksiyonlar ve miktarlar

Birlestirilen alt fraksiyon numaralar Miktar (mg)
(3-4) 42,38

(5-10) F fraksiyonu 210,62
(11-12) 35,94
(13-14) 44,16

15 5,2

(16-19) 5,92
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Resim 3.21. E fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
revelator puiskiirtiildiikten 6nceki UV366 goriintimii

Resim 3.22. E fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
revelator pliskiirtiildiikten sonraki UV2s4 goriinlimii

E fraksiyonunun RP-18 kolon ile saflastirilmasi neticesinde, 1-4 numarali alt fraksiyonlar ile
5-10 numarali alt fraksiyonlarin ITK profilleri benzedigi icin birlestirilmistir ve 2 adet major
bilesik bulundugu gozlenmistir. 11 ve 12 numarali alt fraksiyonlar ile 13 ve 14 numaral: alt
fraksiyonlarm ITK profilleri benzedigi i¢in birlestirilmistir. 15 no’lu alt fraksiyonun tek leke
halinde safa yakin bir bilesik tagidig: tespit edildiginden, temizleme islemi i¢in ayrilmistir.
16-19 numaral alt fraksiyonlarmn ITK profilleri benzedigi i¢in birlestirilmistir ve birlestirilen

alt fraksiyonun tek leke halinde safa yakin bir bilesik tasidigi tespit edilmistir. F
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fraksiyonunda bulunan 2 major bilesigin ayrilmasi icin preparatif ITK y&ntemi
kullanilmistir. Normal faz silika jel kapli aluminyum plaklar (Merck, Silica gel 60 F2s4)
kullanilarak preparatif ITK yontemi uygulanmigtir. Uygun sistemin belirlenmesi igin kiigiik
bir ITK plagina uygulama yapilip, belirlenen sistemde yiiriitiildiikten sonra %10 H2SO4
puskiirtiilmiistiir. Boylece ayrilmast hedeflenen bilesiklerin yeri UVass ve UVigs'da
belirlenmistir. Ayrimi1 yapilacak olan karisim 0,5 ml MeOH’de ¢oziildiikten sonra plaklara
tatbik edilmistir ve mobil fazda yiritiilmistir. Kuruyan plaklar UVass ve UVies'de
incelenmis ve lekeler belirlenmis ve kesilmistir. Kesilen aluminyum plaklar tizerindeki silika
jel kazinarak MeOH ile yikanmustir. Silika jel ve bilesik iceren MeOH’lii ¢ozeltiler siizgeg
kagidindan (Whatman®, blue ribbon) siiziilmiis ve elde edilen bilesikler ITK ile kontrol

edilmislerdir. Resim 3.23.’te goriilen iki bilesik boylece preparatif ITK ile ayrilmistir.
‘ | — ,

-

Resim 3.23. Preparatif ITK teknigi ile F fraksiyonundan izole edilen 2 adet bilesik

G fraksiyonun saflagtirilmasi i¢in RP-18 kolon kurulmustur. E fraksiyonun ayrigtirilmasi
icin RP-18 (40-63 um, Merck, Almaya) dolgu maddesi kullanilmigtir. 15 g RP-18 dolgu
maddesi, kolona tamamen kuru olacak sekilde yiiklenmistir. Yiiklenen kuru RP-18 iizerine
%100 distile su ilave edilerek, musluk acilmistir. Musluktan su akitilarak kolon dolgu
materyalinin oturmasi saglanmistir. RP-18 kolon oldukga yavas aktig1 i¢in kolonun {ist agiz
kisminda pompa ile basing uygulanmistir. G fraksiyonundan 169,83 mg tartilarak %100
distile su ile ¢oziildiikten sonra, kolona yas yiikleme yapilmistir. Eliisyon i¢in 6nce %100

distile su kullanilmistir. Her 10 ml’de 1 birim distile su miktar1 distiriilirken; 1 birim %100
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MeOH miktar artirilarak eliisyon saglanmigtir (6rnegin %99 distile su + %1 MeOH daha
sonra %98 distile su + %2 MeOH). Eliisyon sonunda %100 MeOH gegirilmistir. Eliisyon
sonunda 29 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu alt fraksiyonlar kloroform:MeOH:su:formik asit
(7,1:3:0,3:0,3) hareketli faz1 ile ITK’da incelenmistir ve revelatdr olarak %10 H2SOs

cozeltisi kullanilmigtir.

Resim 3.24. G fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasi

Resim 3.25. G fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
revelator pliskiirtiildiikten sonraki UV2s4 goriinlimii
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Resim 3.26. G fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmast ile elde edilen alt fraksiyonlarin
revelator puiskiirtiildiikten sonraki UV366 goriinlimii

Bu fraksiyondaki 16, 17 ve 18 numaral alt fraksiyonlar birlestirilip, preparatif ITK 'ne tabi
tutulmustur ve 2 adet bilesik izole edilmistir.

Resim 3.27. G fraksiyonunun RP-18 kolona uygulanmasi ile elde edilen (16-18) alt
fraksiyonlarin preparatif ITK uygulamasi

Ana fraksiyondan elde edilen (3-6) numaralar alt fraksiyondan saf bilesikleri izole etmek

i¢in Sefadeks LH-20 kolon kurulmustur.
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Kullanilan kolonun ozellikleri

Kullanilan kolonun uzunlugu 105 c¢m, ¢ap1 2,5 cm’dir. 70 g Sefadeks LH-20 (25-100 pm,
Sigma Aldrich, Almanya) bir behere tartilmistir ve 600 ml %100 MeOH ilave edilmistir.
Dolgu maddesi MeOH igerisinde, 20 saat boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir.
Kolonun alt kismina cam pamugu yerlestirildikten sonra dolgu maddesi kolona ilave
edilmistir ve {lizerinden %100 MeOH ilave edilmeye baglanmistir. Bu esnada kolonun
muslugu acik birakilmistir ve siirekli mobil faz akis1 saglanmistir. Musluk kapatildiktan
sonra, kolonun oturmasi i¢in bir giin boyunca beklenmistir. Bu esnada, 150 mg (3-6)
fraksiyonu, 1 ml %100 MeOH i¢inde tamamen ¢oziilmiistiir. Islak yiikleme teknigi ile, (3-
6) fraksiyonu kolon igerisine yiiklenmistir. Eklenen fraksiyon Sefadeks tarafindan tamamen
emildikten sonra, %100 MeOH ilave edilerek eliisyon baglatilmistir. Her 25 ml’de bir deney
tiipti degistirilmistir. Toplamda 10 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu kolondan toplanan alt
fraksiyonlar, ITK ile n-hekzan:EtOAc (3:2) solvan sistemi kullanilarak takip edilmis ve
revelator olarak %10 H>SO4 110 °C’de 5 dk boyunca isitilmistir.  Resim 3.28.°de (3-6)
fraksiyonuna ait Sefadeks LH-20 uygulanmasi ile elde edilen fraksiyonlarin revelator

puskiirtiildiikten sonraki UV3e6 goriiniimii Sekil 3.29.’da gosterilmistir.

Resim 3.28. (3-6) fraksiyonuna ait Sefadeks LH-20 uygulanmasi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin revelator piiskiirtiildiikten sonraki UV366 goriiniimii
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Cizelge 3.10. (3-6) fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen
birlestirilmis alt fraksiyonlar ve miktarlar

Birlestirilen alt fraksiyon numaralar Miktar (mg)
(1-6) 0,79

(7-8) 98,24

(9-10) 46,27

Saflastirma islemleri sonunda, izole edilen ve ¢oken bilesiklerle birlikte toplam 21 adet
bilesik izole edilmistir. Benzer olanlar ITK profiline gore belirlenip birlestirilmis ve sonug
olarak toplam 7 adet saf bilesik izole edilmistir. izole edilen bilesikler toluen:formik
asit: EtOAc (2,5:1,5:6) mobil fazla siiriiklenmistir ve ITK profillerinin UV346’daki goriintiisii
Resim 3.29.°da gosterilmistir. ITK profillerinin UV2ss’deki goriintiisii Resim 3.30.’da
gosterilmistir Ayn1 mobil fazda, YPSK yontemi ile ekstre icerisinde bulundugunu
belirledigimiz ve elimizde standardi bulunan, apigenin, p-kumarik asit, rozmarinik asit, /-
sitosterol, trans-ferulik asit, kafeik asit, genistein, sirinjik asit, vanilik asit, oleanolik asit,
kersetin ve rutin ITK plaginda yiiriitiilmiistiir. Yine ayni plakta L. stoechas MeOH ekstresi,
L. stoechas’in EtOAC alt ekstresinin ilk silika jel kolonundan alinan fraksiyon 21-26 ve
fraksiyon 27-31 ayrica L. stoechas’dan elde edilen ugucu yag ve son olarak L. x intermedia
MeOH ekstresi ile ugucu yag1 da tatbik edilmistir. Bu drneklerin UV3e6’daki ITK profilleri
Resim 3.31.°de, UV2s4’deki ITK profilleri ise Resim 3.32.’de gosterilmistir.
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Resim 3.29. Izole edilen ve ¢oken bilesiklerin UV3¢6’daki ITK profili

Resim 3.30. Izole edilen ve ¢dken bilesiklerin UV2s4’deki ITK profili
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Resim 3.31. Standart bilesiklerin, L. stoechas MeOH ekstresi, L. stoechas ugucu yagi,
fraksiyon 21-26, fraksiyon 27-31, L. x intermedia MeOH ekstresi ve L.
stoechas ugucu yaginin UV3e6’daki ITK profili

Resim 3.32. Standart bilesiklerin, L. stoechas MeOH ekstresi, L. stoechas ugucu yagi,
fraksiyon 21-26, fraksiyon 27-31, L. x intermedia MeOH ekstresi ve L.
stoechas ugucu yaginin UV2s4’deki ITK profili

Niukleer magnetik rezonans (NMR) analizleri

AYF islemi ile fraksiyonlanan, kolon kromatografisi veya preparatif ITK ile elde edilen ve
miktar1 yeterli olan bilesiklerin, Gazi Universitesi Temel ve Miihendislik Bilimleri Merkez

Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (GUTMAM), NMR laboratuvarinda, yiiksek
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¢oziiniirliiklii dijital NMR Spektrometresi (500 MHz, Bruker Ascend, Almanya) ile 'H- (500
MHz) ve 3C-NMR (126 MHz) analizleri kloroform-D1, détero-su, DMSO-D6 veya dotero-
MeOH igerisinde ¢oziilerek gergeklestirilmistir. Izole edilen bilesiklerin yap1 tayinine ait

sonuglar “Bulgular” boliimiinde verilmistir.

3.2.3. Molekiiler kenetlenme calismalari

Molekiiler kenetlenme c¢aligmalari, Schrodinger'in @ Maestro yazilimi  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Insan testosteron-5a-rediiktaz tip 2 (PDB ID: 7BW1) enzimine ait 3D
X-ray kristal yapilar1 Protein Data Bank (PDB) veri tabanindan indirilmis ve kenetlenme
simiilasyonlar1 i¢in yapiyr hazirlamak amaciyla Schrodinger programinin Protein
Preparation Wizard modiilii kullanilmistir (Release, 2024; Q. Xiao ve digerleri, 2020).
Proteinin hazirlik asamasinda, eksik olan hidrojen ve diger atomlar eklenmis, baglar
optimize edilmis, disiilfit baglar1 eklenmis, su molekiilleri silinmis, biyolojik pH belirlenmis
ve atom carpigmalar1 dnlenmistir. Ligand yapilart PubChem'den temin edilmistir. Calisma
sirasinda, bilesikler biyolojik pH kosullar1 altinda enerji minimizasyonuna tabi tutulmustur.
Protein-ligand baglanma enerjileri, Induced Fit Docking (IFD) yontemi kullanilarak
hesaplanmistir. Kullanilan bu yontemde, simiilasyonlar sirasinda hem ligandin hem de aktif
bolgedeki atomlarin esnekligine izin vererek, baglanma bolgesi icinde olasi ligand pozlarinin
bir aralig1 olusturulmustur ve her poz i¢in ayr1 bir baglanma enerjisi belirlenmistir (Farid ve

digerleri, 2006; Sherman, Beard, ve digerleri, 2006; Sherman, Day, ve digerleri, 2006).
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4. BULGULAR

4.1. Ekstre ve Alt Ekstre Verimlerine Ait Bulgular
4.1.1. Ekstre verimleri

On tarama calismalarimiz igin etnofarmakolojik kayitlara gore halk arasinda sag
dokiilmesine kars1 veya sa¢ ¢ikarmak amaciyla kullanilan tibbi bitkilerden L. x intermedia,
L. stoechas, U. dioica, U. urens, J. regia ve C. avellana secilmistir. Bunlardan L. X
intermedia, L. stoechas, U. urens ve U. dioica’nin toprak st kisimlarindan MeOH
ekstreleri hazirlanmistir. J. regia’nin kabuklari ile birlikte zarlari, son olarak C. avellana’nin
kabuklarindan MeOH ekstresi hazirlanmistir. Tez materyallerimizden hareketle 6n tarama
icin hazirlanan MeOH ekstrelerinin miktar1 ve hesaplanan % verimleri (a/a) Cizelge 4.1.’de

verilmektedir.

Cizelge 4.1. On tarama bitkilerinden hazirlanan MeOH ekstrelerin miktarlar1 ve verimleri

Bitkiler Ekstre Miktari (g) Verimi (a/a)
L. X intermedia 36,02 16,76

L. stoechas 19,65 14,22

U. dioica 11,1 13,11

U. urens 1,48 12,86

J. regia 27,4 8,21

C. avellana 31,2 5,91

4.1.2. Alt ekstre verimleri

On taramada oncelikle testosteron-5a-rediiktaz enzimine karsi etkili oldugunu tespit
ettigimiz L. X intermedia ve L. stoechas bitkileri ileri ¢alismalarda kullanilmak ic¢in ayni1
yerden ¢ok daha yiiksek miktarlarda tekrar temin edilmistir. Ayrica L. X intermedia ve L.
stoechas ugucu yaglart da elde edilmistir. Testosteron-5a-rediiktaz inhibisyonu yaninda, L.
x intermedia ve L. stoechas bitkilerinden hazirlanan etanollii ekstreler ve elde edilen ugucu

yaglar LOX enzimine de karsi da inhibisyon gostermistir. Bu nedenle L. X intermedia ve L.



118

stoechas’dan hareketle sivi-sivi ekstraksiyon ile elde edilen ekstrelerin % verimleri a/a

cinsinden Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. L. stoechas ve L. % intermedia’dan hazirlanan alt ekstrelerin verimi

L. stoechas MeOH ekstresi %18,15 (a/a)

n-Hekzan DCM EtOAc n-Butanol Su

%24.,81 %12,4 %7,22 %12,04 %22,01

42,18 g 21,08 g 1597 ¢g 20,46 g 3741 ¢g
L. x intermedia MeOH ekstresi %22,18 (a/a)

n-Hekzan DCM EtOAc n-Butanol Su

%19,39 %13,82 %38,66 %18,79 %33,42

38,77 g 27,63 g 1732 g 37,58 g 3342 ¢

4.1.3. Ucucu yag verimleri

On taramada oncelikle testosteron-5o-rediiktaz enzimine karsi etkili oldugunu tespit
ettigimiz ugucu yaglar iizerinde daha genis ¢alisma yapabilmek i¢in, temin edilen bitkilerden
daha ¢ok miktarda ugucu yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin miktari ve verimleri

Cizelge 4.3.’te verilmistir.

Cizelge 4.3. L. stoechas ve L. x intermedia’dan elde edilen ugucu yag miktarlar1 ve verimleri

Bitki Elde edilen ucucu yag miktari Verim
L. stoechas 2,57 ml 20,92
L. x intermedia 6,8 ml %2,275

4.2. On Taramada Kullanilan Bitkilerin Enzim Inhibisyonu Tayinlerine Ait Bulgular

On tarama ¢alismalari icin hazirlanan L. X intermedia, L. stoechas, U. urens ve U. dioica’nin
toprak tistii MeOH ekstreleri, J. regia’nin kabuk ve zarlarindan hareketle hazirlanan MeOH
ekstresi ve son olarak C. avellana’nin kabuklarindan 4 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan
MeOH ekstresi hem testosteron-5a-rediiktaz ve hem de LOX inhibisyon modelinde test
edilmistir. Daha sonra %50 {izerinde inhibisyon gosteren ekstrelerin ICso degerlerini
hesaplayabilmek i¢in alt konsantrasyonlarina inilerek enzim inhibisyon deneyleri tekrar

gergeklestirilmistir. Testosteron-5a-rediiktaz deneyinde final konsantrasyon 59 pug/ml ve
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LOX enzim inhibisyon deneyinde ise 200 pg/ml’dir. Enzim inhibisyon sonuglari testosteron-
So-rediiktaz bakimindan degerlendirildiginde, referans ilag olarak kullanilan finasteritin ICso
degerine (0,15 = 0,01 pg/ml) en yaki, 11,16 + 0,01 pg/ml ICso degeri ile L. stoechas’dan
elde edilen ugucu yag olmustur. Arkasindan 19,15 £ 0,02 pug/ml ICso degeri ile L. %
intermedia’dan elde edilen ugucu yag gelmektedir. Ugucu yaglardan sonra L. stoechas’in
toprak istii kisimlarindan hazirlanan MeOH ekstresi (LSHME) 21,18 + 0,01 pg/ml ICso
degeri ile, ekstreler arasindanki en diisiik ICso degerine sahip ekstre olmustur. Daha sonra
32,25 + 0,02 pg/ml ICso degeri ile L. x intermedia’nin toprak istii kismindan hazirlanan
MeOH ekstresi (LIHME) olmustur. Diger ekstrelerin ICso degerlerinin bu sonuglara kiyasla
oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir. Enzim inhibisyon sonuglart LOX enzimi bakimindan
degerlendirildiginde, referans olarak kullanilan baikaleinin ICso degerine (12,8 + 0,42
pg/ml) en yakin olan 135, 62 + 1,02 ng/ml ICso degeri ile L. stoechas’dan elde edilen ugucu
yag olmustur. Arkasindan 162,74 + 2,31 pg/ml ICso degeri ile L. x intermedia’dan elde
edilen ugucu yag gelmektedir. Ugucu yaglardan sonra 165,92 + 2,14 pg/ml ICso degeri ile
LSHME ekstreler arasindanki en diisiik ICso degerine sahip ekstre olmustur. LIHME,

%48,12 + 2,12 enzim inbisiyonu gdstermis ve bu nedenle I1Cso degeri hesaplanamamustir.

Iki in vitro enzim testinde de en diisiik ICso degeri L. stoechas’dan elde edilen ugucu yagda
ve LSHME’de tespit edilmistir. Bu nedenle izolasyon ve AYF prosesi LSHME iizerinden
gerceklestirilmistir. LIHME de 6zellikle testosteron-5a-rediiktaz enzimine karsi yiiksek
inhibisyon gostermistir. Bu nedenle bu ekstre {izerinden de sivi-sivi ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmis ve alt ekstrelerinin adi gecen enzimler iizerindeki inhibitor aktivitesi
incelenmistir. On tarama ¢alismalarinda kullanilan ekstrelerin ve ugucu yaglarin testosteron-

Sa-rediiktaz ve LOX iizerine inhibisyon degerleri Cizelge 4.4.’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. On tarama bitkilerinden hazirlanan MeOH ekstrelerinin ve ugucu yaglarin
testosteron-Sa-rediiktaz ve LOX inhibisyon degerleri

%] nhibisyon .
Ekstreler ve Ugucu % Inhibisyon (LOX) £ S.S.?
(Sa-rediiktaz) + S.S.*
Yaglar 200 pg/ml®
59 ng/ml®
75,45 + 0,02
L. X intermedia 48,12 +2,12
(ICso: 32,25 £ 0,02 pg/ml)
90,62 + 0,01 57,34+ 1,72
L. stoechas
(ICs0: 21,18 £ 0,01 pg/ml) (ICso: 165,92 + 2.14 pg/ml)
59,76 £ 0,01
U. dioica 32,56 £ 1,53
(ICs0: 52,16 = 0,02 pg/ml)
69,42 + 0,02
U. urens 37,72+ 1,04
(ICs0: 44,19 £ 0,02 pg/ml)
52,83+ 0,01
J. regia 11,47 +0,32
(ICs0: 57,85 £ 0,01 pg/ml)
61,49 + 0,02
C. avellana 1791+ 1,14
(ICso: 53,74 £ 0,02 pg/ml)
L. x intermedia ugucu 90,14 + 0,01 55,13 £2,52
yagi (ICsp: 19,15 £ 0,02 pg/ml) (ICso: 162,74 + 2,31 pg/ml)
93,62 + 0,02 61,72 +2,13
L. stoechas ugucu yagi
(ICsp: 11,16 £ 0,01 pg/ml) (ICso: 135, 62 £+ 1,02 pg/ml)
76,25+ 0,03 81,65+2,71

Referanslar®

(ICs0: 0,15 + 0,01 pg/ml)

(ICso: 12,8 £ 0,42 pg/ml)

aStandart sapma (n: 3), “Final konsantrasyon,“Testosteron-5a-rediiktaz igin finasterit (0,57 pM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)

4.3. On Taramada Kullanilan Bitkilerin Antioksidan Aktivite Tayinlerine Ait Bulgular

Ilk asamada 6n taramada kullanilan bitkilerin ve ugucu yaglarin antioksidan aktiviteleri

DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi, FRAP ve metal-selasyon kapasitesi deneyleri ile

belirlenmistir. Deney Oncesinde, ekstreler icin 2 mg/ml konsantrasyonda stok g¢ozeltiler

hazirlanmistir. Daha sonra, bu stok ¢ozeltilerden yola ¢ikarak 0,5 mg/ml ve 1 mg/ml

konsantrasyonlarinda seyreltilmis ¢ozeltiler elde edilmistir. Bu 6rneklerin DPPH radikal

stiplirme aktivitesi degerleri Cizelge 4.5.’te, demir indirgeyici antioksidan gii¢ degerleri

Cizelge 4.6.’da ve metal-selasyon kapasitesi degerleri Cizelge 4.7.’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. On tarama bitkilerinden hazirlanan MeOH ekstrelerinin ve ugucu yaglarin
DPPH radikal siipiirme aktivitesi degerleri

DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Ekstreler ve Ucucu .
(%Inhibisyon % S.S.?)

Yaglar
2 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml

L. X intermedia 88,33+ 0,09 84,64 +0,32 79,32 +£0,32
L. stoechas 82,71 £ 0,76 81,43 +0,21 78,42 + 0,64
U. dioica 75,02 0,58 72,38 £ 0,64 68,53 +£0,53
U. urens 83,96 + 0,54 81,72 +0,73 80,64 £0,25
J. regia 72,82 +0,52 70,51 +0,21 65,73 £0,32
C. avellana 68,23 £0,21 66,17 £0,15 62,73+ 0,79
. j< fntermedia ugucu 89,25+ 0,43 88,52+0,21 85,93 +£0,52
yagi

L. stoechas ugucu yagi 86,93 + 0,42 85,73+ 1,53 83,83 £ 0,31
Kersetin® 95,43 +£0,19 93,73 £ 0,21 89,54+ 0,32

aStandart sapma (n: 3), "Referans bilesik

Cizelge 4.6. On tarama bitkilerinden hazirlanan MeOH ekstrelerinin ve ugucu yaglarm

FRAP degerleri

Ekstreler ve Ucucu

FRAP?

(700 nm’deki absorbans + S.S.”)

Yaglar
2 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml

L. X intermedia 1,06 £ 0,18 1,02 +£ 0,02 0,96 + 0,01
L. stoechas 1,03 £ 0,01 1,01 +£ 0,03 0,97 £ 0,01
U. dioica 0,87 £ 0,02 0,86+ 0,01 0,83 +£0,02
U. urens 0,98 £ 0,02 0,97 £ 0,05 0,87 £ 0,03
J. regia 0,47+ 0,01 0,44 £ 0,01 0,35+0,01
C. avellana 0,64 + 0,01 0,51 +£0,02 0,48 £0,01
L. x intermedia ugucu

5 1,27 £0,01 1,16 £ 0,02 1,03 +£0,03
yagt
L. stoechas ugucu yagi 1,26 £ 0,05 1,23+ 0,01 1,18 £ 0,02
Kersetin® 1,98 £ 0,02 1,87+ 0,01 1,64 £ 0,02

¥Yiiksek absorbans FRAP'ta daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir, ®Standart sapma (n: 3), “Referans

bilesik
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Cizelge 4.7. On tarama bitkilerinden hazirlanan MeOH ekstrelerinin ve ugucu yaglarin
metal-gelasyon kapasitesi degerleri

Metal-Selasyon Kapasitesi

Ekstreler ve Ucucu
(% £8S.8.%)

Yaglar

2 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml
L. X intermedia 21,07 + 3,30 8,42 + 0,63 b

L. stoechas - - -

U. dioica - - -

U. urens - - -

J. regia - - -

C. avellana - - -

L. x intermedia ugucu

yagi

L. stoechas ugucu yagi - - -

EDTA® 94,75+ 0,13 92,54 +0,14 89,56 £ 0,74
aStandart sapma (n: 3), PEtki yok, “Referans bilesik

DPPH radikal siiplirme etkisi acisindan yapilan deneylerde, %89,25 + 0,43 oraninda
inhibisyon ile L. x intermedia bitkisinden elde edilen ugucu yag en yiiksek aktiviteyi
sergilemistir. Bu bulgularin hemen ardindan, %88,33 + 0,09 inhibisyon ile LIHME takip
etmistir. FRAP sonuglarina gore, yine L. x intermedia'dan elde edilen ugucu yag 1,27 £ 0,01
ile en yiiksek FRAP degerini gdstermis, ardindan 1,06 + 0,18 ile LIHME gelmistir. Metal-
selasyon kapasitesi testinde ise sadece LIHME aktivite gdstermis, ancak bu aktivite oldukca

diistik bulunmustur.

4.4. On Taramada Kullanilan Bitkilerin Toplam Fenol ve Toplam Flavonoit iceriklerine

Ait Bulgular

Toplam fenol ve flavonoit miktarlarinin tayini i¢in yapilan ¢aligmada, drnekler %96'lik
etanol kullanilarak 2 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Fenollerin miktar tayini, gallik
asit kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafigi lizerinden gergeklestirilmistir. Gallik asit
icin hazirlanan ¢ozelti konsantrasyonlari, 0,0625 mg/ml'den 1 mg/ml'ye kadar degigsmektedir
ve bu konsantrasyonlar, spektrofotometre Ol¢iimlerinde x ekseni olarak kullanilmstir.

Karsilik gelen absorbans degerleri ise y ekseni olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere
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dayanarak, y = 2,3776x + 0,0533 seklinde bir kalibrasyon denklemi olusturulmus ve bu
egrinin korelasyon katsayis1 (%) 0,9995 olarak hesaplanmistir. Flavonoitlerin miktar tayini
icin ise kersetin temel alinmistir. Kersetin i¢in de benzer sekilde 0,0625 mg/ml'den 1
mg/ml'ye kadar konsantrasyonlar hazirlanmis ve y = 4,8570x + 0,0341 seklinde bir
kalibrasyon denklemi ile temsil edilen kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Bu ikinci
kalibrasyon grafiginin korelasyon katsayist ise 0,9911 olarak bulunmustur. Deney
sonuglaria gore, LSHME 6rnegi, 83,54 + 0,20 degeri ile analiz edilen 6rnekler arasinda en
yiksek fenolik bilesik igerigine sahiptir. Bu o6zelligi ile LSHME, flavonoit igerigi
bakimindan da 6n plana ¢ikmakta ve 42,74 + 0,72 degeri ile en yliksek flavonoit igerigine
sahip oldugu belirlenmistir. On taramada kullanilan bitkilerden hazirlanan MeOH

ekstrelerinin toplam fenol ve toplam flavonoit igerik degerleri Cizelge 4.8.’de verilmistir.

Cizelge 4.8. On tarama bitkilerinden hazirlanan MeOH ekstrelerinin toplam fenol ve toplam
flavonoit icerik degerleri

Ekstreler Toplam Fenol Miktan®+ S.S. Toplam Flavonoit Miktari®+ S.S.
L. X intermedia 27,32 +0,71 22,03 +1,90

L. stoechas 83,54 £ 0,20 42,74 £ 0,72

U. dioica 67,94 +0,26 34,73 £0,53

U. urens 68,63 + 0,67 31,83 +£0,26

J. regia 11,74 £ 0,28 8,27+0,35

C. avellana 7,82 +£0,72 6,92 + 0,11

*Veriler 1 g ekstrede gallik asidin mg esdegeri olarak ifade edilmistir, ® Standart sapma (n: 3), “Veriler 1 g
ekstrede kerstinin mg esdegeri olarak ifade edilmistir.
4.5. L. x intermedia ve L. stoechas Toprak iustii Ekstrelerinin Aktivite-Yonlendirmeli

Fraksiyonlama Bulgulan

4.5.1. Swvi-sivi ekstraksiyon sonucu elde edilen alt ekstrelerin enzim inhibisyonu

tayinlerine ait bulgular

Ana ekstrelerin s1vi-s1vi ekstraksiyonu sonucu elde edilen alt ekstreler i¢inde, her iki enzime
kars1 da iki bitkiden elde edilen EtOAc alt ekstresi en yliksek aktiviteyi sergilemistir.
Testosteron-5a-rediiktaz enzimine karst LIHEAE ve LSHEAE'nin ICso degerleri sirasiyla
51,16 £ 0,02 pg/ml ve 30,19 + 0,01 pg/ml olarak tespit edilmistir. Her iki ana ekstre de alt
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ekstrelere ayrildiginda testosteron-5a-rediiktaz enzimine olan inhibisyon ylizdesi azalmig ve
ICso degeri yiikselmistir. LOX inhibisyonunda, L. X intermedia'nin alt ekstreleri, ana
ekstreye oranla daha diisik inhibisyon gosterirken, LSHEAE ana ekstre ile
karsilagtirildiginda daha ytiksek inhibisyon gostermistir ve 1Cso degeri diismiistiir. Her iki
enzime karsi da en yliksek inhibitér etki LSHEAE'de gozlemlendiginden, saflagtirma

islemleri EtOAc alt ekstresi lizerinden devam edilmistir.

Cizelge 4.9. Sivi-sivi ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstrelerin testosteron-5a-
rediiktaz ve LOX inhibisyon sonuglar1

Ekstreler % Inhibisyon
5a-Rediiktaz) + S.S.? (59 ng/ml° LOX) +S.S. (200 pg/ml®
ng ng
. 76,49 + 0,02
LIHME® ’ ’ 48,12+ 2,12
(ICs0: 32,92 £ 0,01 pg/ml) ’ ’
. 52,76 £ 1,15
LIHHAE! ’ ’ 2 +1,2
(ICso0: 55,25 £ 0,02 pg/ml) 373127
. 50,31 £0,11
LIHDAE® ’ ’ 32,56 +1,53
(ICso: 57,62 + 0,02 pg/ml) ’ ’
. 58,53 £38,04
LIHEAEf ’ ’ 37,72+ 1,04
(ICs0: 51,16 £ 0,02 pug/ml) ’ ’
LIHBAE® " 11,47 0,32
LIHSAE" 5,12+ 0,11 17,91+ 1,14
LSHME' 93,73 £0,47 57,34 £ 1,72
(ICs0: 20,47 £ 0,01 pg/ml) (ICso: 165,92 + 2,14 pg/ml)
. 59,04 £ 1,18
LSHHAE' ’ . 27,39 + 1,25
5 (ICso: 47,82 £ 0,03 pg/ml) ’ ’
. 60,71 £ 0,63
LSHDAF ’ ’ 46,25 £ 1
S (ICso: 48,16 + 0,02 png/ml) 6,25+ 1,89
LSHEAE 66,60 + 1,33 68,36 + 1,64
(ICs0: 30,19 £ 0,01 pg/ml) (ICso: 148,04 + 1,94 pg/ml)
LSHBAE! 21,54+ 0,04 1424+ 2,61
LSHSAE™ 21,11+ 0,02 9.24 + 0,42
Referans? 76,25 + 0,03 81,65+2,71
(ICs0: 0,15+ 0,01 pg/ml) (ICsp: 12,8 £ 0,42 ug/ml)

aStandart sapma (n: 3), °Final konsantrasyon, °L. % intermedia toprak iistit MEOH ekstresi, ‘L. x intermedia
toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, °L. x intermedia toprak iistii DCM alt ekstresi, 'L. x intermedia toprak listii
EtOAc alt ekstresi, 8L. x intermedia toprak istii n-butanol alt ekstresi, "L. x infermedia toprak iistii su alt
ekstresi, 'L. stoechas toprak iistii MeOH ekstresi, 'L. stoechas toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, L. stoechas
toprak {istii DCM alt ekstresi, ¥L. stoechas toprak iistii EtOAc alt ekstresi, 'L. stoechas toprak {istil n-butanol
alt ekstresi, ™. stoechas toprak iistii su alt ekstresi, °Testosteron-5a-rediiktaz i¢in finasterit (0,57 uM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)
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4.5.2. Sivi-sivi ekstraksiyon sonucu elde edilen alt ekstrelerin antioksidan aktivite

tayinlerine ait bulgular

LIHME ve LSHME ana ekstrelerinden yola ¢ikarak gerceklestirilen sivi-sivi ekstraksiyon
sonucu elde edilen LIHHAE, LIHDAE, LIHEAE, LIHBAE, LIHSAE, LSHHAE, LSHDAE,
LSHEAE, LSHBAE ve LSHSAE alt ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini incelenmistir.
Antioksidan aktivitelerini degerlendirmek i¢in DPPH radikal siipiirme aktivitesi, FRAP ve
metal-selasyon kapasitesi olmak iizere 3 farkli deney yontemi kullanilmistir. Deneyler
sirasinda, her bir ekstre i¢in 2 mg/ml konsantrasyonda stok ¢dzeltileri hazirlanmis ve bu stok
cozeltiler daha sonra 0,5 mg/ml ve 1 mg/ml konsantrasyonlarinda seyreltilerek antioksidan
aktivitenin doza bagli degisimi incelenmistir. Bu alt ekstrelerin DPPH radikal siiplirme
aktivitesi degerleri Cizelge 4.10.’da, FRAP degerleri Cizelge 4.11.’de ve metal-selasyon

kapasitesi degerleri Cizelge 4.12.’de verilmistir.

Cizelge 4.10. Sivi-s1vi ekstraksiyon sonucunda elde edilen alt ekstrelerin DPPH radikal
siipiirme aktivitesi degerleri

DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi

Ekstreler (%Inhibisyon + S.S.?)
2 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml

LIHHAE® 88,76 £ 0,14 86,27 £0,16 79,64 £+ 0,34
LIHDAE® 89,30 £ 0,10 87,48 £0,63 76,27 + 0,63
LIHEAE! 83,19+ 0,34 82,63 £0,72 81,64 + 1,75
LIHBAE® 88,21 +0,13 86,21 £0,53 81,63 + 0,83
LIHSAE' 88,85+ 0,62 84,36 £ 0,71 75,74 £ 1,64
LSHHAE® 87,93 £ 0,46 84,53 £1,53 73,67 £0,27
LSHDAE" 87,18 £ 0,65 86,27 = 0,82 85,17 £ 1,36
LSHEAE! 83,94+ 0,17 81,52 +£0,63 80,52 £ 0.84
LSHBAE! 84,57 £0,28 80,27 = 1,47 73,63 £2,63
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Cizelge 4. 10. (devam) Sivi-sivi ekstraksiyon sonucunda elde edilen alt ekstrelerin DPPH
radikal sliptirme aktivitesi degerleri

DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi

Ekstreler (%Inhibisyon + S.S.?)

2 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml
LSHSAE 87,95+0,51 82,63 +£ 0,63 80,27 1,29
Kersetin® 95,43 +0,19 93,73 + 0,21 89,54 + 0,32

aStandart sapma (n: 3), °L. x intermedia toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, °L. x intermedia toprak iisti DCM
alt ekstresi, °L. x intermedia toprak iistii EtOAc alt ekstresi, °L. X intermedia toprak iistii n-butanol alt ekstresi,
L. x intermedia toprak {istii su alt ekstresi, L. stoechas toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, "L. stoechas toprak
iistii DCM alt ekstresi, 'L. stoechas toprak iistii EtOAc alt ekstresi, 'L. stoechas toprak iistii n-butanol alt
ekstresi, IL. stoechas toprak {istii su alt ekstresi, “Referans bilesik

Cizelge 4.11. Sivi-s1v1 ekstraksiyon sonucunda elde edilen alt ekstrelerin demir indirgeyici
antioksidan gii¢ degerleri

FRAP*
Ekstreler (700 nm’deki absorbans £ S.S.")
2 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml

LIHHAE® 1,17 +0,01 1,12+ 0,05 1,10 + 0,02
LIHDAE!? 1,39 + 0,03 1,35+ 0,02 1,27 + 0,07
LIHEAE® 1,15+ 0,09 1,13+ 0,03 1,11 0,02
LIHBAE'’ 1,08 £ 0,09 1,06 £ 0,02 1,02+ 0,01
LIHSAE® 1,26 + 0,04 1,24 + 0,01 1,18 + 0,02
LSHHAE" 1,23 +£0,09 1,19 + 0,04 1,06 + 0,02
LSHDAE! 1,45+0,23 1,36 + 0,02 1,29 + 0,01
LSHEAE! 1,05 + 0,05 0,99 + 0,02 0,96 + 0,03
LSHBAE 1,16 + 0,05 1,12+ 0,02 1,04 + 0,01
LSHSAEX 1,31 +0,04 1,27 + 0,03 1,04 + 0,03
Kersetin' 1,98 £ 0,02 1,87 + 0,01 1,64 + 0,02

Yiiksek absorbans FRAP'ta daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir, "Standart sapma (n: 3), °L. X
intermedia toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, /L. % intermedia toprak iistii DCM alt ekstresi, °L. X intermedia
toprak iistii EtOAc alt ekstresi, L. x intermedia toprak {istii n-butanol alt ekstresi, 8L. x infermedia toprak {istii
su alt ekstresi, "L. stoechas toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, 'L. stoechas toprak iistii DCM alt ekstresi, 'L.
stoechas toprak iistii EtOAc alt ekstresi, L. stoechas toprak iistii n-butanol alt ekstresi, *L. stoechas toprak iistii
su alt ekstresi, 'Referans bilesik
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Cizelge 4.12. Sivi-s1v1 ekstraksiyon sonucunda elde edilen alt ekstrelerin metal-selasyon
kapasitesi degerleri

Metal-Selasyon Kapasitesi

Ekstreler (%Selasyon + S.S.?)
2 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml
LIHHAE® - - -
LIHDAE! - - -
LIHEAE® 72,76 £ 0,03 66,27 + 1,63 52,16 + 1,05
LIHBAE'’ - - -
LIHSAE® - - -
LSHHAE" - - -
LSHDAE! - - -
LSHEAE! 65,83 £2,42 56,26 + 1,64 42,83+ 1,28
LSHBAE! - - -
LSHSAEX - --
EDTA! 94,75+ 0,13 92,54+ 0,14 89,56 + 0,74

aStandart sapma (n: 3), PEtki yok, °L. x intermedia toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, L. x intermedia toprak
iistii DCM alt ekstresi, °L. x intermedia toprak iistii EtOAc alt ekstresi, 'L. x intermedia toprak iistii n-butanol
alt ekstresi, L. X intermedia toprak {istii su alt ekstresi, "L. stoechas toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, 'L.
stoechas toprak iistii DCM alt ekstresi, 'L. stoechas toprak iistii EtOAc alt ekstresi, L. stoechas toprak {istii n-
butanol alt ekstresi, XL. stoechas toprak iistii su alt ekstresi, 'Referans bilesik

Her iki bitkiden elde edilen alt ekstreler arasinda yapilan kiyaslamalarda, DPPH radikal
siipiirme aktivitesi agisindan en yiiksek aktivitenin LIHDAE’de oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, tiim alt ekstrelerin antioksidan aktiviteleri dikkate deger diizeyde yiiksek bulunmus
ve referans bilesik olan kersetine benzer sonuglar vermistir. Bu, sz konusu alt ekstrelerin
potansiyel olarak giiclii antioksidan bilesenler igerdigini gdsterir. Demir indirgeyici
antioksidan gili¢ degerlerine goére yapilan kiyaslamalarda ise en yiiksek etkinin
LSHDAE’sinde go6zlemlendigi belirlenmistir. Yine, tiim alt ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri yiiksek olarak degerlendirilmis ve kersetinle benzer sonuclar elde edilmistir.
Metal-selasyon kapasitesi agisindan ise, yalmzca LIHEAE ve LSHEAE’de belirgin bir

aktivite gézlenmistir. Genel olarak, bu bulgular, her iki bitkiden elde edilen alt ekstrelerin

giiclii antioksidan aktivitelere sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
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4.5.3. Sivi-s1v1 ekstraksiyon sonucu elde edilen alt ekstrelerin toplam fenol ve toplam
flavonoit icerik tayinlerine ait bulgular

Toplam fenol ve flavonoit miktarlarinin tayini i¢in yapilan calismada, alt ekstrelerin %96'lik
etanol kullanilarak 2 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Fenollerin miktar tayini, gallik
asit kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafigi lizerinden gergeklestirilmistir. Gallik asit
icin hazirlanan ¢6zelti konsantrasyonlari, 0,0625 mg/ml'den 1 mg/ml'ye kadar degismektedir
ve bu konsantrasyonlar, spektrofotometre Ol¢iimlerinde x ekseni olarak kullanilmstir.
Karsilik gelen absorbans degerleri ise y ekseni olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere
dayanarak, y= 2,3776x + 0,0533 seklinde bir kalibrasyon denklemi olusturulmus ve bu
egrinin korelasyon katsayis1 (%) 0,9995 olarak hesaplanmistir. Flavonoitlerin miktar tayini
icin ise kersetin temel alinmistir. Kersetin i¢in de benzer sekilde 0,0625 mg/ml'den 1
mg/ml'ye kadar konsantrasyonlar hazirlanmis ve y = 4,8570x + 0,0341 seklinde bir
kalibrasyon denklemi ile temsil edilen kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Bu ikinci
kalibrasyon grafiginin korelasyon katsayis1 ise 0,9911 olarak bulunmustur. Sivi-sivi
ekstraksiyon sonucu elde edilen alt ekstrelerin toplam fenol ve toplam flavonoit igerik

degerleri Cizelge 4.13.’te verilmistir.

Cizelge 4.13. Sivi-s1v1 ekstraksiyon sonucunda elde edilen alt ekstrelerin toplam fenol ve
toplam flavonoit icerik degerleri

Ekstreler Toplam Fenol Miktar1*+ S.S.” Toplam Flavonoit Miktari®+ S.S.
LIHHAE® 12,39 + 0,68 86,31 +2,56
LIHDAE! 33,56 £ 0,74 34,88 +2,04
LiHEAE® 154,06 + 0,12 59,25 + 2,94
LIHBAEf 39,69 + 1,83 17,04 + 0,37
LiHSAE® 28.86 + 0,74 6,15+0,52
LSHHAE" 17,48 + 1,16 112,72 + 1,67
LSHDAE! 35,96 £ 2,01 25,11 +0,20
LSHEAE! 451,40 + 16,82 192,93 +3,2
LSHBAE 127,07 + 4,53 76,78 + 1,87
LSHSAE* 33,43 +0,77 525+0,17

“Veriler 1 g ekstrede gallik asidin mg esdegeri olarak ifade edilmistir, "Standart sapma (n: 3), °L. * intermedia toprak {istii n-hekzan alt
ekstresi, °L. x intermedia toprak iistii DCM alt ekstresi, °L. x intermedia toprak {istii EtOAc alt ekstresi, ‘L. x intermedia toprak iistii n-
butanol alt ekstresi, 8L. x intermedia toprak iistii su alt ekstresi, "L. stoechas toprak iistii n-hekzan alt ekstresi, 'L. stoechas toprak iistii
DCM alt ekstresi, 'L. stoechas toprak iistii EtOAc alt ekstresi, L. stoechas toprak {istii n-butanol alt ekstresi, *L. stoechas toprak iistii su alt
ekstresi
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Her iki bitkiden elde edilen EtOAc alt ekstrelerinde toplam fenol ve flavonoit igeriklerinde
belirgin bir artis gdzlenmistir. Bu sonuglar, EtOAc alt ekstresinin 6zellikle fenolik bilesikler
ve flavonoitler agisindan zengin bir alt ekstre oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durum, s6z
konusu alt ekstrelerin antioksidan aktivite ve enzim inhibisyon aktivitelerinin yiiksekliginin
olas1 bir nedeni olarak diistiniilmektedir. Yiiksek toplam fenol ve flavonoit igerigine sahip
bu alt ekstrelerin varlig1 nedeniyle, fenol ve flavonoit profilleri YPSK ile incelenmistir ve

kantitatif analizler yapilmistur.

L. x intermedia ve L. stoechas bitkilerinin MeOH ana ekstrelerinin sivi-sivi
ekstraksiyonlanmasi sonucunda elde edilen alt ekstreler arasinda LSHEAE, testosteron-5a-
rediiktaz ve LOX enzimlerine kars1 en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Bu nedenle saflagtirma

islemlerine bu ekstre lizerinden devam edilmistir.
4.6. LSHEAE Alt Ekstresinin Saflastirma Calismalarina Ait Bulgular

4.6.1. LSHEAE alt ekstresinin silika jel kolon kromatografisi ile elde edilen alt
fraksiyonlarmin aktivite bulgulari

L. stoechas'm EtOAc alt ekstresinin saflastirma siireci, Oncelikle silika jel kolon
kromatografisi kurularak baslanmistir. Bu asamada, kolon igerisinde gradient akis
uygulanarak, elde edilen fraksiyonlar ITK kromatogramlarinin profillerine gére
degerlendirilmistir. Bu profillerin analizi sonucunda, benzer bilesik profillerine sahip
fraksiyonlar birlestirilmis ve toplamda 12 adet alt fraksiyon elde edilmistir. Daha sonra, bu
alt fraksiyonlar, testosteron-5o-rediiktaz ve LOX enzim inhibisyon testlerine tabi
tutulmustur. Testosteron-Sa-rediiktaz ve LOX inhibisyon sonuglari Cizelge 4.14.'te

sunulmustur.
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Cizelge 4.14. LSHEAE ekstresinin silika jel kolona tatbik edilmesi ile elde edilen alt

fraksiyonlarin testosteron-5a-rediiktaz ve LOX inhibisyon degerleri

% Inhibisyon

%/ nhibisyon (LOX) % S.S.?

Fraksiyonlar (5a-Rediiktaz) = S.S.*
200 pg/ml®
59 pg/ml®
59,47 = 1,39
(1-2) 48,17 £ 0,02
(ICso: 183,72 4+ 3,26 pg/ml)
(3-6)
) 42,77 + 0,03 48,16 £ 2,18
(H fraksiyonu)
(7-8) 38,16 £ 0,02 46,17 £ 1,62
(9-10) 20,86 £ 0,01 18,29 £1,25
(11-12) 9,19+0,01 11,24 £ 6,35
(13-16) 36,19 +£ 0,02 41,37+ 1,32
(17-18) 48,84 + 1,67 43,48 £2,61
19 68,02 + 0,02 51,27 £ 1,41
(ICs0: 36,95 £ 0,02 pg/ml) (ICso: 193,05 + 3,16 pg/ml)
20 67,19 £0,02 58,25+2,16
(ICs0: 36,92 £ 0,02 pg/ml) (ICso: 162,03 £+ 1,53 pg/ml)
(21-26) 73,29+ 1,12 67,21 £1,92
(A fraksiyonu) (ICs0: 31,73 £ 0,02 pg/ml) (ICso: 142,06 + 2,92 pg/ml)
(27-31) 99,85+ 1,59 79,12 £ 0,67
(B fraksiyonu) (ICs0: 17,52 £ 0,01 pg/ml) (ICs0: 94,63 £ 1,37 ng/ml)
65,92 +£2,14
(32-37) 49,16 + 1,44
(ICs0: 38,71 £ 0,01 pg/ml)
76,25+ 0,03 81,65 +2,71
Referans®
(ICs0: 0,15 £ 0,01 pg/ml) (ICso: 12,8 + 0,42 ug/ml)

aStandart sapma (n: 3), PFinal konsantrasyon, “Testosteron-5a-rediiktaz icin finasterit (0,57 uM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)

Silika jel kolon kromatografisi sonrasi elde edilen fraksiyon (21-26) (A fraksiyonu) ve
fraksiyon (27-31) (B fraksiyonu), testosteron-5a-rediiktaz ve LOX enzimlerine kars1 yapilan
in vitro inhibisyon testlerinde dikkate deger sonuglar sergilemistir. B fraksiyonu, testosteron-
Sa-rediiktaz enzimine kars1 son derece diisiik bir ICso degeri olan 17,52 + 0,01 pg/ml ile en
yiiksek inhibisyon oranini (%99,85 + 1,59) gostermistir. A fraksiyonu ise 31,73 + 0,02 pg/ml
ICso degeri ve 73,29 + 1,12 inhibisyon orani ile takip etmistir. Bu sonuglar, A ve B
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fraksiyonlarinin testosteron-5a-rediiktaz enzimine karsi 6nemli bir inhibisyon kapasitesine
sahip oldugunu gdstermektedir. Referans ilag olan finasteritin ICso degeri 0,15 + 0,01 png/ml
ve inhibisyon oram1 %76,25 + 0,03 olarak belirlenmistir. Karsilastirma yapildiginda,
finasteritin diisiik ICso degeri, yiiksek inhibisyon kapasitesini gosterse de A fraksiyonunun
cok daha yiiksek bir inhibisyon oranina sahip olmasi dikkat ¢ekmistir. LOX inhibisyonu
acisindan degerlendirildiginde, A ve B fraksiyonlar1 yine en diisiik ICso degerlerine ve en
yiksek inhibisyon oranlarina sahip olan fraksiyonlar olmustur. A fraksiyonunun LOX
enzimine kars1 inhibisyon oranit %67,21 + 1,92 ve 1Cso degeri 142,06 + 2,92 pg/ml olarak
belirlenmistir. B fraksiyonu ise %79,12 £ 0,67 inhibisyon orani ve 94,63 + 1,37 pg/ml ICso
degeri ile takip etmistir. LOX enzimi igin referans bilesik olarak kullanilan baikaleinin
inhibisyon oran1 %81,65 + 2,71 ve ICso degeri 12,8 + 0,42 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu
sonuclar, A ve B fraksiyonlarinin her iki enzim {lizerinde de 6nemli inhibisyon aktivitesine
sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar neticesinde, saflagtirma islemlerinin

A ve B fraksiyonlari ile devam edilmesine karar verilmistir.

4.6.2. B fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi ile elde edilen alt
fraksiyonlarinin aktivite bulgular

Silika jel kolon kromatografisinden elde edilen B fraksiyonu, ilk olarak Sefadeks LH-20
kolonuna uygulanarak tatbik edilmistir. Bu agamada, kolon i¢inde gradient akis yontemi
kullanilarak elde edilen fraksiyonlar, ITK kromatogram profillerine gére analiz edilmistir.
Bu analiz sonucunda, benzer kimyasal bilesen profillerine sahip olan fraksiyonlar
birlestirilmis, bu islemle toplamda 5 alt fraksiyon olusturulmustur. Daha sonraki asamada,
bu 5 alt fraksiyon testosteron-5a-rediiktaz ve LOX enzim inhibisyon testlerine tabi
tutulmustur. Elde edilen sonuglar, bu fraksiyonlarin testosteron-Sa-rediiktaz ve LOX

enzimleri iizerindeki inhibisyon aktivitelerini gosteren Cizelge 4.15.'te sunulmustur.
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Cizelge 4.15. B fraksiyonun Sefadeks LH-20 kolona tatbik edilmesi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin testosteron-5a-rediiktaz ve LOX enzim inhibisyon degerleri

%] nhibisyon .
%Inhibisyon (LOX) £ S.S.?
Fraksiyonlar (Sa-rediiktaz) = S.S.?
200 pg/ml®
59 pg/ml®
(1-10) 52,69 £ 0,02 65,28 +£1,72
(ICs0: 56,26 = 0,02 ug/ml) (ICs0: 150,48 + 1,32 pg/ml)
58,28 £ 0,01 55,82 +2,73
(11-14)
(ICs0: 51,72 £ 0,01 pg/ml) (ICs0: 179,53 £ 1,44 pg/ml)
(15-17) 89,26 + 0,02 84,27 £ 1,47
(C fraksiyonu) (ICs0: 25,62 = 0,02 ug/ml) (ICs0: 82,61 £2,61 ug/ml)
18 42,62 +0,01 41,61 +1,26
52,61 £0,01
(19-26) 49,17 +£2,62
(ICs0: 56,28 £ 0,02 pg/ml)
76,25+ 0,03 81,65 +2,71
Referans®

(ICs0: 0,15+ 0,01 pg/ml) (ICs0: 12,8 + 0,42 png/ml)

*Standart sapma (n: 3), °Final konsantrasyon, ‘Testosteron-Sa-rediiktaz i¢in finasterit (0,57 uM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)

B fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolonu kullanilarak fraksiyonlanmasi sonucu elde edilen
bes alt fraksiyon, testosteron-5a-rediiktaz ve LOX enzimleri karsisindaki inhibisyon
aktiviteleri agisindan incelenmistir. Bu inceleme neticesinde, C fraksiyonu 6zellikle dikkat
cekici sonuglar gostermistir. Testosteron-Sa-rediiktaz enzimine karsi 25,62 + 0,02 pg/ml ve
LOX enzimine kars1 82,61 = 2,61 pg/ml ICso degerleri ile C fraksiyonu, analiz edilen
fraksiyonlar arasinda en yiiksek inhibisyon aktivitesine sahip olan1 olarak belirlenmistir. Bu
bulgular 15181nda, C fraksiyonundan saf bilesenlerin izolasyonu i¢in saflastirma siirecine

devam edilmis ve fraksiyon, RP-18 kolon kromatografisine uygulanmaistir.

4.6.3. C fraksiyonunun RP-18 kolon kromatografisi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
aktivite bulgular

RP-18 kolon kromatografisi ile ayrilan C fraksiyonunun eliisyonu sonucunda elde edilen iki
fraksiyondan biri, testosteron-5a-rediiktaz ve LOX enzimlerine karsi dnemli inhibitor
aktivite gostermistir. Bu fraksiyon, testosteron-5a-rediiktaz enzimine kars1 %64,16 + 0,02

inhibisyon oran1 ve 32,62 + 0,02 pg/ml ICso degeri ile dikkat ¢cekmektedir. Ayn1 fraksiyon,
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LOX enzimine kars1 daha yliksek bir inhibisyon orani olan %73,16 &= 2,53 ve 143,61 + 3,53
pg/ml ICso degeri gostermistir. C fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla
elde edilen fraksiyonlarin testosteron-Sa-rediiktaz enzim ve LOX inhibisyon degerleri
Cizelge 4.16.’da gosterilmistir. Bu sonuglar, fraksiyonun her iki enzime karsi potansiyel
inhibisyon aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. ITK profilinde goriilen belirgin leke,
bu fraksiyonun daha detayli bir saflastirma islemine ihtiyact oldugunu gostermistir. Bu
nedenle, D fraksiyonu olarak adlandirilan bu fraksiyon, daha yiiksek saflik derecesine
ulagmak ve aktif bilesen(ler)i izole etmek amaciyla tekrar RP-18 kolon kromatografisine tabi

tutulmustur.

Cizelge 4.16. C fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen
fraksiyonlarin testosteron-5a-rediiktaz enzim ve LOX inhibisyon degerleri

%] nhibisyon .
% Inhibisyon (LOX) £ S.S.?
Fraksiyonlar (Sa-rediiktaz) + S.S.?
200 pg/ml®
59 ng/ml®
(1-3) 64,16 £ 0,02 73,16 £2,53
(D Fraksiyonu) (ICso: 32,62 = 0,02 pg/ml) (ICso: 143,61 + 3,53 pg/ml)
55,27 +0,03 52,61 £1,31
(4-10)
(ICs0: 45,26 £ 0,01 pg/ml) (ICso: 184,32 £2,58 pg/ml)
76,25+ 0,03 81,65+2,71
Referans®
(ICs0: 0,15 + 0,01 pg/ml) (ICso: 12,8 £ 0,42 pg/ml)

aStandart sapma (n: 3), ®Final konsantrasyon, “Testosteron-5a-rediiktaz icin finasterit (0,57 uM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)

4.6.4. D fraksiyonunun RP-18 kolon kromatografisi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
aktivite bulgular

D fraksiyonu, RP-18 kolonuna tatbik edilmistir. Bu asamada, kolon i¢inde gradient akis
yontemi kullanilarak elde edilen fraksiyonlar, ITK kromatogram profillerine gére analiz
edilmistir. Alt fraksiyonlardan izole edilen L1, L2, L3 ve L4 kodlu bilesiklerin saflik
diizeyleri, ITK kullamlarak Sekil 3.16.'da gorsellestirilmistir. Daha sonraki asamada, bu
bilesiklerin yapisal 0Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla NMR analizi ve Kkiitle
spektrometresi analizi gibi gelismis analitik yontemlere bagvurulmustur. Miktarlarin kisith

olmasi nedeniyle, sadece L4 bilesigi lizerinde in vitro testosteron-Sa-rediiktaz enzim ve LOX
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enzim inhibisyon testleri gerceklestirilememistir. L2 bilesiginin, testosteron-5a-rediiktaz

enzim ve LOX enzimlerine kars1 inhibisyon degerleri Cizelge 4.17.’de belirtilmistir.

Cizelge 4.17. L2 bilesigini testosteron-Sa-rediiktaz enzim ve LOX inhibisyon degerleri

%] nhibisyon .
% Inhibisyon (LOX) £ S.S.?
Bilesik (5a-Rediiktaz) + S.S.*
200 pg/ml®
59 pg/ml®
52,74 + 0,01
L-1 13,93+ 1,01
(ICs0: 48,85 £ 0,02 pg/ml)
72,75+ 0,01
L-2 46,41 £2.21
(ICs0: 37,21 £ 0,02 pg/ml)
L3 64,76 £ 0,01 78,42 £ 1,04
(ICso: 28,65 £ 0,02 pg/ml) (ICso: 131,73 + 1,63 pg/ml)
76,25 + 0,03 81,65 +2,71
Referans®
(ICs0: 0,15 £ 0,01 pg/ml) (ICs0: 12,8 + 0,42 pg/ml)

aStandart sapma (n: 3), ®Final konsantrasyon, “Testosteron-5a-rediiktaz igin finasterit (0,57 uM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)

Ana kolondan elde edilen ve in vitro enzim deneylerinde aktif bulunan A fraksiyonu
saflastirilma islemleri i¢in ele alinmistir ve A fraksiyonu i¢in Sefadeks LH-20 kolon

kurulmustur.

4.6.5. A fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin aktivite bulgular:

LSHEAE’nin silika jel kolon kromatografisinden elde edilen A fraksiyonu, ilk olarak
Sefadeks LH-20 kolonuna uygulanarak tatbik edilmistir. Bu asamada, kolon i¢inde gradient
akis yontemi kullamlarak elde edilen fraksiyonlar, ITK profillerine gore takip edilmistir.
Buna gore, benzer kimyasal bilesen profillerine sahip olan fraksiyonlar birlestirilmis, bu
islemle toplamda 11 alt fraksiyon olusturulmustur. Daha sonraki asamada, bu 11 alt fraksiyon
testosteron-Sa-rediiktaz ve LOX enzim modelleri iizerinde in vitro aktivite testlerine tabi
tutulmustur. Elde edilen sonuglar, bu fraksiyonlarin testosteron-Sa-rediiktaz ve LOX

enzimlerine kars1 inhibitor aktivitelerini gosteren Cizelge 4.18.'de sunulmustur.
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Cizelge 4.18. A fraksiyonun Sefadeks LH-20 kolona tatbik edilmesi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin testosteron-5a-rediiktaz ve LOX enzim inhibisyon degerleri

% nhibisyon .
% Inhibisyon (LOX) £ S.S.?
Fraksiyonlar  (S5a-Rediiktaz) + S.S.*
200 pg/ml®
59 ng/ml®
66,19 + 0,01
1 22,73 + 1,63
(ICs0: 43,17 £ 0,01 pg/ml)
(2-6) 42,17 £ 0,02 25,62 +1,71
7 39,62 + 0,01 35,37+ 1,24
55,26 £ 0,03
(8-9) 4726 + 1,26
(ICs0: 50,16 £ 0,02 pg/ml)
10 31,85+0,02 32,13 +£2,15
11 49,73 £ 0,01 36,62 £ 1,25
(12-14) 64,69 + 0,02 57,26 £1,53
E fraksiyonu (ICs0: 43,72 £ 0,02 pg/ml) (ICso: 158,25 2,52 pg/ml)
62,72 + 0,01
(15-16) 49,17 + 1,63
(ICs0: 44,28 £ 0,01 pg/ml)
(17-25) 44,18 £ 0,02 48,16 + 1,85
51,37+ 1,73
(26-30) 48,65+ 0,01
(ICso: 185,72 + 1,73 pg/ml)
(31-32) 48,52 + 0,02 42,72 + 1,64
(33-34) 49,16 £ 0,01 43,16 £2,63
76,25+ 0,03 81,65+2,71

Referans®

(ICs0: 0,15 £ 0,01 pg/ml) (ICs0: 12,8 + 0,42 pg/ml)

Standart sapma (n: 3), PFinal konsantrasyon, “Testosteron-5a-rediiktaz icin finasterit (0,57 uM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)

Kolon kromatografisi siireci, 1, (31-32) ve (33-34) numarali fraksiyonlar icin ITK ile saf
profiller elde edilmesiyle sonuglanmistir. Ozellikle, (31-32) ve (33-34) numarali
fraksiyonlarm ITK profilleri arasinda yiiksek bir benzerlik ve saflik gdzlenmis, bu nedenle
bu fraksiyonlar birlestirilerek L-6 kodlu yeni bir alt fraksiyon olusturulmustur. Ayrica, 1
numaral1 fraksiyona L-5 kodu atanmigstir. L-5 ve L-6 kodlu bilesiklerinin saflik diizeyleri,
ITK kullanilarak sirasiyla Resim 3.29 ve 3.30.'da gérsellestirilmistir. Bu bilesikler, yapisal
karakterizasyonlar1 icin NMR analizi ve kiitle spektrometresi analizine tabi tutulmuslardir.

Ardindan, L-5 ve L-6 kodlu bilesiklerinin testosteron-5a-rediiktaz ve LOX enzimleri
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iizerindeki inhibisyon kapasitesi in vitro testlerle incelenmistir. Bu bilesiklerin enzimler
tizerindeki inhibisyon degerleri, Cizelge 4.19.'da gdsterilmistir. Ayn1 zamanda, kolondan
elde edilen diger fraksiyonlar arasinda yapilan degerlendirmede, testosteron-5a-rediiktaz
enzimine kars1 43,72 + 0,02 pg/ml ICso degeri ve LOX enzimine kars1 158,25 + 2,52 pg/ml
ICso degeri ile E fraksiyonunun en yiiksek aktiviteyi sergiledigi belirlenmistir. Bu bulgu, E
fraksiyonunun potansiyel biyoaktif bilesenler agisindan zengin oldugunu ve daha detayl bir
saflastirma ve karakterizasyon islemine ihtiya¢ duydugunu gdstermisir. Bu nedenle, E
fraksiyonu, daha yiiksek saflikta bilesikler elde etmek amaciyla tekrar RP-18 kolon

kromatografisine uygulanmistir.

Cizelge 4.19. L-5 ve L-6 kodlu bilesiklerin testosteron-5a-rediiktaz enzim ve LOX
inhibisyon degerleri

%] nhibisyon .
% Inhibisyon (LOX) £ S.S.?
Fraksiyonlar  (5a-Rediiktaz) £S.S.?
200 pg/ml®
59 ng/ml®
66,19 £ 0,01
L-5 22,73+ 1,63
(ICs0: 43,17 £ 0,01 pg/ml)
L-6 49,13+ 0,01 43,03 + 0,53
76,25+ 0,03 81,65 +2,71
Referans®
(ICs0: 0,15 £ 0,01 pg/ml) (ICso: 12,8 £ 0,42 pg/ml)

aStandart sapma (n: 3), ®Final konsantrasyon, “Testosteron-5a-rediiktaz icin finasterit (0,57 uM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)

4.6.6. E fraksiyonunun RP-18 kolon kromatografisi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
aktivite bulgular

E fraksiyonunun RP-18 kolonuna uygulanmasi sonucunda, gradient akis yontemi ile analiz
edilerek toplamda 6 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu alt fraksiyonlar arasinda, (16-19)
numarali fraksiyonun saf bilesik olarak degerlendirilmesiyle, bu fraksiyona “L-7” kodu
verilmistir. L-7 bilesiginin saflik diizeyi, ITK kullanilarak Resim 3.29. ve 3.30.'da
gorsellestirilmis ve bilesigin yapisal 6zellikleri, NMR analizi ve kiitle spektrometresi analizi
gibi gelismis yontemlerle incelenmistir. L-7 bilesigi iizerinde testosteron-Sa-rediiktaz ve
LOX enzimlerine karsi inhibisyon testleri yapilmistir. Ayni islem sonucunda elde edilen
fraksiyonlar arasinda, testosteron-5a-rediiktaz enzimine kars1 46,16 £ 0,01 pg/ml ICso degeri

ve LOX enzimine kars1 163,63 + 1,27 pg/ml 1Cso degeri ile en yliksek aktivite gosteren (5-
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10) numarali fraksiyona “F fraksiyonu” adi verilmistir. F fraksiyonundan preparatif ITK
teknigi ile iki saf bilesik daha izole edilmistir ve bu bilesiklere sirasiyla “L-8” ve “L-9”
kodlar1 atanmistir. ITK profilleri Sekil 3.19.'da sunulmus ve bu bilesiklerin yapisal
ozellikleri i¢cin de NMR ve kiitle spektrometresi analizleri yapilmistir. Ancak, her iki
bilesigin miktarlarinin 4 mg altinda olmasi nedeniyle, in vitro testosteron-5a-rediiktaz ve
LOX enzim inhibisyon testleri ger¢eklestirilememistir. E fraksiyonunun ve elde edilen alt
fraksiyonlarin testosteron-5a-rediiktaz enzim ve LOX enzimlerine kars1 inhibisyon degerleri

Cizelge 4.20.’de sunulmustur.

Cizelge 4.20. E fraksiyonunun Sefadeks RP-18 kolona uygulanmasiyla elde edilen
fraksiyonlarin testosteron-5a-rediiktaz enzim ve LOX inhibisyon degerleri

%] nhibisyon .
% Inhibisyon (LOX) £ S.S.?
Ekstreler (S5a-rediiktaz) £ S.S.?
200 pg/ml®
59 ng/ml®
(3-4) 49,26 + 0,01 45,26 + 1,63
(5-10) 61,47 £ 0,01 56,62 + 1,47

F fraksiyonu

(ICso: 46,16 % 0,01 pg/ml)

(ICso: 163,63 + 1,27 pg/ml)

55,26 £0,02

(11-12) 47,16 + 3,62
(ICs0: 50,27 £ 0,02 pg/ml)
(13-14) 43,14 + 0,03 45,74 + 1,37
15 39,16 £ 0,01 31,68 + 1,63
(16-19) 99,21 £ 0,01
o 13,26 £2,62
L-7 bilesigi (ICso: 4,82 £ 0,01 pg/ml)
76,25 + 0,03 81,65 +2,71

Referans®

(ICs0: 0,15 £ 0,01 pg/ml)

(ICs0: 12,8 + 0,42 pg/ml)

aStandart sapma (n: 3), ®Final konsantrasyon, “Testosteron-5a-rediiktaz icin finasterit (0,57 pM); LOX igin
baikalein (1 mg/ml, 50 pg/ml)

4.6.7. G fraksiyonunun RP-18 kolon kromatografisi ile elde edilen alt fraksiyonlarin
aktivite bulgular

G fraksiyonunun RP-18 kolonuna uygulanmasi sonucunda, gradient akis yontemi ile analiz
edilerek fraksiyonlanmistir. Bu alt fraksiyonlar arasinda 16, 17 ve 18 numarali fraksiyonlar
birlestirilip, preparatip ITK ’ya tabi tutulmustur ve iki bilesik izole edilmistir. Asagidaki yesil

leke ve yukaridaki mavi leke kazinarak alinmistir. G fraksiyonunun RP-18 kolona



138

uygulanmasi ile elde edilen (16-18) fraksiyonlarin preparatif ITK uygulamasi Resim 3.23.’te
gosterilmektedir. Elde edilen bu iki saf bilesikten mavi renk olana “L-12” ve yesil renk olana
“L-13” kodu verilmistir. L-7 bilesiginin yapisal Ozellikleri, NMR analizi ve Kkiitle
spektrometresi analizi gibi gelismis yontemlerle incelenmistir. L-7 bilesigi iizerinde
testosteron-Sa-rediiktaz ve LOX enzimlerine karsi inhibisyon testleri yapilmigtir. Ancak, L-
12 ve L-13 kodlu bilesiklerinin miktarlarinin diisiik olmas1 nedeniyle, in vitro testosteron-

Sa-rediiktaz ve LOX enzim inhibisyon testleri gerceklestirilememistir.

4.6.8. H fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin aktivite bulgular:

Ana fraksiyondan elde edilen (3-6) numaralar1 fraksiyonlara “H” kodu verilmistir. Bu
fraksiyon testosteron-Sa-rediiktaz enzimine karsi inhibisyon orani %42,77 + 0,03 ve LOX
enzimine kars1 olan inhibisyon orani %48,16 + 2,18 olarak belirlenmistir. Bu fraksiyonlama
islemi sonucunda toplam 3 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlardan (7-8) ve (9-

10)’1n saf oldugu Resim 3.28.’de gosterilmistir.

4.7. LSHEAE Uzerinden Gergeklestirilen Kolon Kromatografileri Sonucunda Elde
Edilen Alt Fraksiyonlarin Antioksidan Aktivite Tayinlerine Ait Bulgular

Elde edilen alt fraksiyonlarin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal siipiiriicti aktivitesi,
FRAP ve metal-selasyon kapasitesi deneyleri ile belirlenmistir. Bu ¢alismalarda yalnizca 2
mg/ml konsantrasyon i¢in gergeklestirilmistir. LSHEAE’dan hareketle kurulan silika jelden
elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi, FRAP ve metal-selasyon
kapasitesi ¢aligmalar1 Cizelge 4.19.’da gosterilmistir. LSHEAE’dan hareketle kurulan silika
jelden elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi, FRAP ve metal-selasyon
kapasitesi bulgular1 Cizelge 4.21.’de gosterilmistir. B fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona
uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi, FRAP ve metal-
selasyon kapasitesi degerleri Cizelge 4.22.’de gosterilmistir. A fraksiyonunun Sefadeks LH-
20 kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siiplirme aktivitesi,
FRAP ve metal-selasyon kapasitesi degerleri Cizelge 4.23.’de sunulmustur. E fraksiyonunun
Sefadeks RP-18 kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siiptirme
aktivitesi, FRAP ve metal-selasyon kapasitesi degerleri Cizelge 4.24.’te gosterilmistir. C
fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin DPPH



139

radikal siipirme aktivitesi, FRAP ve metal-selasyon kapasitesi degerleri Cizelge 4.25.’te

gosterilmigtir.



Cizelge 4.21. LSHEAE hareketle kurulan silika jelden elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siiplirme aktivitesi, FRAP ve metal-selasyon

kapasitesi degerleri

DPPH Radikal Siipiirme

FRAP" Metal-Selasyon Kapasitesi
Aktivitesi
Fraksiyonlar (700 nm’deki absorbans® + S.S.?) (% Selasyon + S.S.%)
(%Siipiirme * S.S.?)
2000 pg/ml 2000 pg/ml
2000 pg/ml
(1-2) 85,15 +0,02 0,74 £ 0,01 -
(3-6) 87,15+ 0,03 1,03 +0,01 -
(7-8) 74,26 0,16 0,97 +£0,01 -
(9-10) 75,27 +£0,57 1,03 £0,02 -
(11-12) 79,16 = 0,05 0,87 +0,01 -
(13-16) 83,16 £ 0,53 0,98 +£0,01 -
(17-18) 87,17 £ 0,64 0,85 +0,01 -
19 89,18 £ 0,52 1,46 £ 0,03 -
20 88,83 +£0,38 1,16 +£0,03 -
(21-26) 96,17 0,32 1,67 £0,02 46,54 + 1,64
(27-31) 97,18 +0,42 1,74 £ 0,02 -
(32-37) 86,18 £0,12 0,99 + 0,01 -
Referans? 95,43 +£0,19 1,98 £ 0,02 94,75+0,13

aStandart sapma (n: 3), *Yiiksek absorbans FRAP'ta daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir, °Etki yok, “Referans bilesik; DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve FRAP icin

kersetin (2 mg/ml); Metal-selasyon kapasitesi i¢in EDTA (2 mg/ml)

41



Cizelge 4.22. B fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin fraksiyonlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi,

FRAP ve metal-selasyon kapasitesi degerleri

DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi FRAP" Metal-Selasyon Kapasitesi
Fraksiyonlar (%Siipiirme = S.S.?) (700 nm’deki absorbans® + S.S.?) (%Selasyon + S.S.%)
2000 pg/ml 2000 pg/ml 2000 pg/ml
(1-10) 83,74 £ 0,83 0,94 + 0,01 =€
(11-14) 92,17+ 0,53 0,53 +0,02 -
(15-17)
(C fraksiyon) 96,37 + 0,82 1,35+ 0,04 -
18 85,42 + 0,37 0,21 +£0,02 -
(19-26) 82,97 £ 0,36 0,15+0,01 -
Referans? 95,43 + 0,19 1,98 + 0,02 94,75+ 0,13

aStandart sapma (n: 3), *Yiiksek absorbans FRAP'ta daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir, °Etki yok, “Referans bilesik; DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve FRAP i¢in

kersetin (2 mg/ml); Metal-selasyon kapasitesi i¢in EDTA (2 mg/ml)

4!



Cizelge 4.23. A fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siiplirme aktivitesi, FRAP ve

metal-selasyon kapasitesi caligmalar1 degerleri

DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivitesi FRAP" Metal-Selasyon Kapasitesi

Fraksiyonlar (%Siipiirme + S.S.%) (700 nm’deki absorbans® £+ S.S.?) (%Selasyon + S.S.%)
2000 pg/ml 2000 pg/ml 2000 pg/ml

1 87,19 £ 0,82 0,93 +£0,02 =€

(2-6) 82,73+ 0,52 0,47 +£0,01 -

7 81,17+ 0,74 0,53 0,03 -

(8-9) 94,63 £ 0,64 0,65+0,01 -

10 92,17 £0,82 0,95+0,01 -

11 82,69 + 0,52 1,05+0,02 -

(12-14) E fraksiyonu 96,17 £ 0,35 1,24 +£0,01 -

(15-16) 87,17+ 0,64 0,64 +0,04 -

(17-25) 88,59 +1,74 0,83 +£0,01 -

(26-30) 82,73+ 0,32 0,65+ 0,02 -

(31-32) 85,28 +£0,23 0,88 0,02 -

Referans? 95,43 £0,19 1,98 £0,02 94,75+ 0,13

aStandart sapma (n: 3), *Yiiksek absorbans FRAP'ta daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir, °Etki yok, ‘Referans bilesik; DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve FRAP i¢in

kersetin (2 mg/ml); Metal-gelasyon kapasitesi icin EDTA (2 mg/ml)

ol



Cizelge 4.24. E fraksiyonunun Sefadeks RP-18 kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi, FRAP ve

metal-selasyon kapasitesi caligmalar1 degerleri

DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Demir Indirgeyici Antioksidan
Gii¢cb (FRAP)®

Metal-selasyon Kapasitesi

Fraksiyonlar (%Siipiirme = S.S.?) (% £S.8.%)

(700 nm’deki absorbans® £ S.S.?)
2000 pg/ml 2000 pg/ml

2000 pg/ml

(3-4) 83,27+ 0,73 0,42 +£0,01 -

(5-10) F fraksiyonu 88,17 + 1,67 0,86+ 0,01 -

(11-12) 82,17 £ 0,54 0,53 +0,03 -

(13-14) 82,83 +£ 0,86 0,21 £0,02 -

15 82,92 +£0,32 0,64 + 0,03 -

(16-19) 92,16 £0,53 0,75+ 0,02 -

Referans! 95,43 +0,19 1,98 £ 0,02 94,75+ 0,13

aStandart sapma (n: 3), *Yiiksek absorbans FRAP'ta daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir, °Etki yok, “Referans bilesik; DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve FRAP i¢in

kersetin (2 mg/ml); Metal-selasyon kapasitesi i¢in EDTA (2 mg/ml)

vl



Cizelge 4.25. C fraksiyonunun Sefadeks LH-20 kolona uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikal siiplirme aktivitesi, FRAP ve

metal-selasyon kapasitesi ¢caligmalari

DPPH Radikal Siipiiriicii .
Demir Indirgeyici Antioksidan Gii¢c (FRAP)® Metal-selasyon Kapasitesi
Aktivitesi
Fraksiyonlar (700 nm’deki absorbans® + S.S.?) (% £S.8.%)
(%Siipiirme + S.S.%)
2000 pg/ml 2000 pg/ml
2000 pg/ml
(1-3)
. 89,04 +£ 0,53 0,54+ 0,01 -
(D Fraksiyonu)
(4-10) 87,23 £0,42 0,86 + 0,02 -
Referans? 95,43 +0,19 1,98 + 0,02 94,75+ 0,13

aStandart sapma (n: 3), ®Yiiksek absorbans FRAP'ta daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir, °Etki yok, ‘Referans bilesik; DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve FRAP i¢in

kersetin (2 mg/ml); Metal-selasyon kapasitesi icin EDTA (2 mg/ml)

124!
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4.8. Ucucu Yaglarin Analizine Ait Bulgular

L. stoechas ve L. x intermedia’dan Clevenger cihazi kullanilarak, hidrodistilasyon yontemi

ile elde edilen ugucu yaglar testosteron-5a-rediiktaz ve LOX enzimlerine kars1 yiliksek

inhibisyon gosterdigi icin ugucu yag analizleri yapilmistir.

4.8.1. L. stoechas ucucu yaginin GC-MS bulgulari

L. stoechas ugucu yaginin kimyasal kompozisyonu Cizelge 4.26.’da gosterilmistir.

L. stoechas ugucu yaginin kromatografik profili Sekil 4.1.”de gdsterilmistir.

Cizelge 4.26. L. stoechas ugucu yaginin kimyasal kompozisyon bulgular

RRI*  Bilesik Ad1 %b
1032 a-Pinen 0,2
1069 cis-3-Biitil-4-vinilsiklopenten 0,1
1076 Kamfen 0,8
1141 Tuya-2,4(10)-dien 0,1
1145 Etilbenzen 2.9
1151 p-Ksilen 3,5
1157 m-Ksilen 8,0
1178 1-Metiletilbenzen 0,1
1193 0-Ksilen 4.7
1203 Limonen 0,1
1213 1,8-Sineol 1,5
1280 p-Simen 0,2
1386 Oktenil asetat 0,1
1406 o-Fenkon 2,0
1450 trans-Linalol oksit (Furanoit) 0,1
1482 Fensil asetat 0,9
1499 o-Kamfolen aldehit 0,1
1532 Kafur 38,5
1553 Linalol 04
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Cizelge 4.26. (devam) L. stoechas ugucu yaginin kimyasal kompozisyon bulgulari

RRI*  Bilesik Adi %Db
1586 Pinokarvon 0,1
1590 Bornil asetat 43
1604 [zobornil asetat 0,1
1630 4-Terpinenil asetat 0,1
1648 Mirtenal 0,3
1661 trans-Pinokarvil asetat 2,5
1704 Mirtenil asetat 0,6
1714 Verbenon 0,3
1716 p-Menta- 1,5-dien-8-ol 0,2
1719 Bornel 0,3
1751 Karvon 0,1
1773 0-Cadinen 0,4
1804 Mirtenol 0,2
1853 Kalamenene 0,1
1864 p-Simen-8-ol 0,5
1882 cis-Karveol 0,1
1898 1,11-Oksidokalamenen 0,1
1941 o-Kalakoren 0,1
2088 1-epi-Kubenol 0,2
2098 Globulol 0,4
2104 Viridiflorol 1,4
2198 Timol 0,5
2209 T-Murolol 0,1
2256 Kadalene 0,1
2261 Kopaborneol 0,1
2289 4-Okso-a-ilangen 0,3
Toplam 98,8

p-alkanlara kars1 hesaplanan bagil alikonma indeksleri, ®% degeri alev iyonlastirma detektorii verilerinden
hesaplanmuistir.



Abundance

Time—=

6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000

1500000

1000000
500000 'L

147

Signal: T1007B1.D\ FID1A.CH

Al

Jug 4 il .j1A
; h

T T T T T T T T T
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00

Sekil 4.1. L. stoechas ugucu yaginin kromatografik profili

4.8.2. L. x intermedia ugucu yaginin gaz kromatografisi-MS bulgular:

L. X intermedia ugucu yaginin kimyasal kompozisyonu Cizelge 4.27.’de gosterilmistir.

L. X intermedia ugucu yaginin kromatografik profili Sekil 4.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.27. L. % intermedia ugucu yaginin kimyasal kompozisyon bulgular

RRI? Bilesik Adi %"
1032 o-Pinen 0,1
1076 Kampen 0,2
1118 S-Pinen 0,1
1174 Mirsen 0,7
1203 Limonen 0,4
1213 1,8-Sineol 4,2
1246 (Z2)-p-Osimen 0,4
1266 (E)-p-Osimen 0,7
1267 3-Oktanon 0,5
1282 Hekzil asetat 0,8
1290 Terpinolen 0,2
1347 3-Oktil asetat 0,3
1350 Hekzil propionat 0,1
1353 Heksil izobutirat 0,1
1386 Oktanil asetat 0,3
1406 oa-Fenkon 1,4
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Cizelge 4.27. (devam) L. x intermedia ugucu yaginin kimyasal kompozisyon bulgulari

RRI? Bilesik Adi %"
1424 Hekzil butirat 1,0
1438 Hekzil 2-metil butirat 0,1
1450 trans-Linalol oksit 1,7
(Furanoit)
1478 cis-Linalol oksit 1,3
(Furanoit)
1532 Kafur 1,7
1553 Linalol 41,4
1565 Linalil asetat 7,0
1601 Izobornil format 0,1
1604 Izobornil asetat 0,2
1616 Hotrienol 1,4
1617 Lavandulil asetat 0,5
1631 Hekzil tiglat 0,3
1690 Kripton 0,6
1706 a-Terpineol 5,4
1719 Bornil 4.5
1733 Neril asetat 1,4
1765 Geranil asetat 2,8
1808 Nerol 1,0
1857 Geraniol 3,1
1864 p-Simen-a-ol 0,1
2008 Karyofilen oksit 0,7
2232 o-Bisabolol 1,2
Toplam 100,0

ap-alkanlara karst hesaplanan bagil alikonma indeksleri, "% degeri alev iyonlastirma detektorii verilerinden
hesaplanmuistir.
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Sekil 4.2. L. % intermedia ugucu yaginin kromatografik profili

4.9. YPSK Analizlerine Ait Bulgular

YSPK analizi, L. stoechas ve L. x intermedia'nin MeOH ile elde edilen ana ekstrelerinin
fenolik ve flavonoit icerigini belirlemek i¢in kullanilmistir. Her iki ana ekstre i¢erisindeki
fenolik ve flavonoit bilesiklerin standartlari, kiitiiphanemizdeki bilgilerle kiyaslanmigtir.
Ayrica, tez deneyleri siirecinde, izole edilen fenolik ve flavonoit bilesiklerin standartlart
temin edilmistir. Bu bilesiklerin ana ekstre igerisindeki miktarlar1 YPSK yontemi ile tespit

edilmisgtir.

4.9.1. L. stoechas bitkisine ait YPSK bulgular:

Kalitatif analiz

Bu calismada, L. stoechas ana MeOH ekstresindeki fenolik ve flavonoit bilesik profili
kiitliphanemizdeki saf bilesiklerle kiyaslanmistir ve bitkilerden izole edilen saf bilesiklerin
ana ekstreler icerisindeki miktar1 belirlenmistir. Ekstre igerisindeki saf bilesiklerin
kromatogramlar1 ve retensiyon zamanlari ile kiitiiphanedeki bilesiklerin retensiyon zamani
ve kromatogramlar {ist {iste ¢akistirilarak, ekstre icerikleri belirlenmistir. L. stoechas ana
MeOH ekstresinin fenolik bilesik kompozisyon bulgular1 Cizelge 4.28.’de gosterilmistir. L.
stoechas ana MeOH ekstresinin flavonoit kompozisyon bulgulart Cizelge 4.29.°da
gosterilmistir. L. stoechas ekstresinin 260, 280, 320 ve 350 nm’deki kromatogramlar1 Sekil
4.3.’te verilmistir. Ayrica YPSK analizinde kullanilan fenolik bilesik karigimlarinin 260, 280,
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320 ve 350 nm’deki kromatogramlar1 Sekil 4.4.’de ve flavonoit karisimlarinin 260, 280, 320

ve 350 nm’deki kromatogramlar1 Sekil 4.5.°de verilmistir. 260 nm’de gdzlenen

kromatogramlarda goriildiigi tizere 17,230. dk’da gelen pik vanilik asit, 41,428. dk’da gelen

pik apigenin, 30,055. dk’da gelen pik ise rutindir. 320 nm’de gozlenen kromatogramlarda

goriildigi tizere 35,159’daki major pik rozmarinik asit, 27,704. dk’da gozlenen pik ferulik

asit, 18,431. dk’da gelen pik kafeik asit, 25,321. dk’da gelen pik ise p-kumarik asit olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.28. L. stoechas ana MeOH ekstresinin fenolik bilesik bulgular1

Fenolik Standart Bilesikler Retensiyon zamani Dalga Boyu Ekstredeki
(dk) (nm) Varhg

3-hidroksi tirozol 11,640 280 -
Elajik asit 30,179 260 -
Ferulik asit 27,721 320 +
Gallik asit 58113 280 -
Kafeik asit 18,390 320 +
Klorojenik asit 15,573 320 -
p-kumarik asit 25,323 320 +
Resveratrol 37,544 320 -
Rozmarinik asit 35,156 320 +
Sirinjik asit 18,908 280 -
Tirozol 13,479 280 -
Vanillik asit 17,208 260 +
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Cizelge 4.29. L. stoechas ana MeOH ekstresinin flavonoit bulgulari

Retensiyon zamani Dalga Boyu Ekstredeki
Fenolik Standart Bilesikler

(dk) (nm) Varhgi
Amentoflavon 42,709 280 -
Apigenin 41,426 260 +
Daidzein 38,119 260 -
Diosmetin 41,426 260 -
Epigallokatesin gallat 22,522 260 -
Fisetin 35,838 260 -
Genistein 41,013 260 -
Hesperitin 41,800 280 -
Katesin hidrat 16,086 280 -
Kemferol 41,692 260 -
Kersetin 39,268 260 -
Mirisetin 36,061 260 -
Morin hidrat 37,954 260 -
Naringin 33,515 260 -
Rutin 30,364 260 +
Tangeretin 46,293 260 -

Taksifolin 29,417 260 -
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Sekil 4.3. L. stoechas ana MeOH ekstresinin 260, 280, 320 ve 350 nm’deki kromatogramlar1
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Sekil 4.4. Fenolik bilesik karisimlarinin 260, 280, 320 ve 350 nm’deki kromatogramlari
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Sekil 4.5. Flavonoit karigimlarinin 260, 280, 320 ve 350 nm’deki kromatogramlari
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Kantitatif analiz

Saflagtirma islemleri sonucunda izole edilen ve kalitatif analiz sonucunda ekstrede
bulundugu tespit edilen kafeik asit, p-kumarik asit, apigenin, trans-ferulik asit ve rozmarinik
asidin LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin icerdigi miktarlar belirlenmistir. Diger izole edilen
luteolin-7-O-glukozit ve [-sitosteroliin standartlarina ulagilamadigi i¢in kantitatif analiz
yaptlamamistir. LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin icerdigi kafeik asit miktar ¢izelge
4.30°da LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin i¢erdigi p-kumarik asit miktar1 Cizelge 4.31.’de,
LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin icerdigi apigenin miktar1 Cizelge 4.32.’de, LSHME ve
LSHEAE ekstrelerinin igerdigi ferulik asit miktar1 Cizelge 4.33.’de, LSHME ve LSHEAE
ekstrelerinin icerdigi rozmarinik asit miktar1 Cizelge 4.34.’te gosterilmistir. Izole edilen her
bir bilesigin standardinin 200 ppm konsantrasyonda stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok
cozeltiden hareketle; 100 ppm, 25 ppm, 10 ppm ve 1 ppm konsantrasyonlardaki diliisyonlar1
hazirlanmistir. Sisteme ii¢ tekrar olacak sekilde verilmistir. Enjeksiyon sonrasi elde edilen
pik alanlarinin ortalamasi alinmig, her bir konsantrasyona (x) karsilik gelen pik alanlari
ortalamasi (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Boylece, her bir bilesik i¢in
dogru denklemi ve r*> (determinasyon katsayis1) degeri bulunmustur. y= bx+a dogru

denkleminden hareketle, ekstrelerdeki bilesiklerin miktar1 hesaplanmistir.

Cizelge 4.30. LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin igerdigi kafeik asit miktari

Ekstre/Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LSHME 0,14 £ 0,00
LSHEAE 1,19 £0,01

Kafeik asidin dogru denklemi: y: 28, 919x — 54,98, 1: 0,9974, test aralig1 (ppm): 1-200

Cizelge 4.31. LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin igerdigi p-kumarik asit miktari

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LSHME 0,31 £0,00
LSHEAE 0,81 £ 0,000

p-kumarik asidin dogru denklemi: y: 211, 14x — 209,8, 1% 0,9998, test aralig1 (ppm): 1-200
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Cizelge 4.32. LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin i¢erdigi apigenin miktari

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LSHME 0,01 +£0,00
LSHEAE 0,23 +£0,01

Apigeninin dogru denklemi: y: 75,521x — 54,214, r: 0,9998, test arali1 (ppm): 1-200

Cizelge 4.33. LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin i¢erdigi trans-ferulik asit miktar

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LSHME 0,06 + 0,00
LSHEAE 0,38 £ 0,00

trans-Ferulik asidin dogru denklemi: y: 145,82x — 190,86, r*: 0,9999, test aralig1 (ppm): 1-200

Cizelge 4.34. LSHME ve LSHEAE ekstrelerinin i¢erdigi rozmarinik asit miktar1

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LSHME 3,66 + 0,00
LSHEAE 11,47 £ 0,18

Rozmarinik asidin dogru denklemi: y: 79,984x — 0,5013, r*: 0,9997, test araligi1 (ppm): 1-200

4.9.2. L. x intermedia bitkisine ait YPSK bulgular

Kalitatif analiz

Bu c¢alismada, L. X intermedia ana ekstresindeki fenolik ve flavonoit bilesik profili
kiitiiphanemizdeki saf bilesiklerle kiyaslanmistir ve bitkilerden izole edilen saf bilesiklerin
ana ekstreler icerisindeki miktar1 belirlenmistir. Ekstre igerisindeki saf bilesiklerin
kromatogramlar1 ve retensiyon zamanlari ile kiitiiphanedeki bilesiklerin retensiyon zamani
ve kromatogramlar {ist iiste ¢akistirilarak, ekstre igerikleri belirlenmistir. L. x intermedia
MeOH ana ekstresinin fenolik bilesik bulgular1 Cizelge 4.35.°te gosterilmigtir. L. X
intermedia ana MeOH ekstresinin flavonoit kompozisyon bulgular1 Cizelge 4.36.’da
gosterilmistir. 260 nm’de gozlenen kromatogramlarda goriildiigii tizere 17,815. dk’da gelen
pik vanilik asit, 41,031. dk’da gelen pik apigenin, 41,421. dk’da gelen pik genisteindir. 320
nm’de gozlenen kromatogramlarda goriildiigi tizere 27,701. dkda gelen pik ferulik asit,
18,968. dk’da gelen pik kafeik asit, 25,083. dk’da gelen pik p-kumarik asit, 35,161. dk’da
gelen major pik rozmarinik asittir. YPSK kalitatif analiz sonucunda belirlenen bilesiklerin

bazilarinin kantitatif analizleri de yapilmistir.
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Cizelge 4.35. L. % intermedia ana MeOH ekstresinin fenolik bilesik bulgulari

Retensiyon Zamamn Dalga Boyu Ekstredeki
Fenolik Standart Bilesikler
(dk) (nm) Varhgi
3-Hidroksitirozol 11,640 280 -
Elajik asit 30,179 260 -
Ferulik asit 27,721 320 +
Gallik asit 5,8113 280 -
Kafeik asit 18,390 320 +
Klorojenik asit 15,573 320 -
p-Kumarik asit 25,323 320 +
Resveratrol 37,544 320 -
Rozmarinik asit 35,156 320 +
Sirinjik asit 18,908 280 -
Tirozol 13,479 280 -
Vanilik asit 17,208 260 +
Cizelge 4.36. L. X intermedia ana ekstresinin flavonoit bulgular
. . Retensiyon zamani Dalga Boyu Ekstredeki
Bilesikl
Fenolik Standart Bilesikler (dk) (nm) Varhg
Amentoflavon 42,709 280 -
Apigenin 41,323 260 +
Daidzein 38,119 260 -
Diosmetin 41,558 260 -
Epigallokatesin gallat 22,522 260 -
Fisetin 35,836 260 -
Genistein 41,144 260 +
Hesperitin 41,800 280 -
Katesin hidrat 16,086 280
Kemferol 41,692 260 -
Kersetin 39,483 260 -
Mirisetin 36,061 260 -
Morin hidrat 37,954 260 -
Naringin 33,515 260 -
Rutin 30,364 260 -
Tangeretin 46,293 260 -
Taksifolin 29,417 260 -




Sekil 4.6. L. x intermedia ana ekstresinin 260, 280, 320 ve 350 nm’deki kromatogramlari
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Cizelge 4.37. LIHME ve LIHEAE ekstrelerindeki kafeik asit miktart

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LIHME 0,09 £ 0,00
LIHEAE 0,58 £ 0,02

Kafeik asidin dogru denklemi: y: 28, 919x — 54,98, 1%: 0,9974, test arali§1 (ppm): 1-200

Cizelge 4.38. LIHME ve LIHEAE ekstrelerinin igerdigi p-kumarik asit miktar

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LIHME 0,03 £ 0,00
LIHEAE 0,06 + 0,00

p-Kumarik asidin dogru denklemi: y: 211, 14x — 209,8, r*: 0,9998, test aralig1 (ppm): 1-200

Cizelge 4.39. LIHME ve LIHEAE ekstrelerinin ekstrelerinin igerdigi apigenin miktari

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LIHME 0,20 £ 0,00
LIHEAE 0,16 £ 0,00

Apigeninin dogru denklemi: y: 75,521x — 54,214, 1: 0,9998, test araligi (ppm): 1-200

Cizelge 4.40. LIHME ve LIHEAE ekstrelerinin icerdigi trans-ferulik asit miktari

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LIHME 0,36 + 0,00
LIHEAE 2,21+0,01

trans-Ferulik asidin dogru denklemi: y: 145,82x — 190,86, r*: 0,9999, test aralig1 (ppm): 1-200

Cizelge 4.41. LIHME ve LIHEAE ekstrelerinin igerdigi rozmarinik asit miktari

Ekstre/ Alt ekstre Hesaplanan Miktar (%)
LIHME 0,37 + 0,00
LIHEAE 4,34+ 0,02

Rozmarinik asidin dogru denklemi: y: 79,984x — 0,5013, 10,9997, test aralig1 (ppm): 1-200
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4.10. izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayinine Ait Bulgular

[zole edilen herbir molekiilin 'H-NMR’1 25 dk ve "*C-NMR’1 8 saat olacak sekilde
cekilmistir.

4.10.1. L-1 kodlu bilesigin yapi tayini bulgulari

Bilesik adi: 2-(3,4-Dihidroksifenil)-5-hidroksi-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)okzan-2-ilJoksimkromen-4-on (luteolin-7-O-glukozit)

Kapal formiilii: C21H20011
Molekiil agirhgi: 448,4 g/mol

Fiziksel ozellikleri: Hafif sar1 renkli bir toz, kokusuz, MeOH’de ¢oziiniir.

Sekil 4.7. L-1 kodlu bilesigin yapis1

L-1 kodlu bilesige ait '"H-NMR ve '*C-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.42.’de verilmistir.
Bilesik 'H-NMR ve 3C-NMR’lart CH30D'de ¢oziilerek cekilmistir.
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NMR analizi sonucunda elde edilen degerler su sekildedir:

3C NMR (126 MHz, MeOD): § 183,53, 164,38, 162,38, 158,46, 146,61, 122,95, 120,00,
116,28, 113,75, 103,65, 101,16, 100,65, 95,54, 77,90, 77,36, 74,23, 70,76, 61,96

'H NMR (500 MHz, MeOD): § 7,66 — 7,56 (s, 1H), 7,48 — 7,41 (m, 2H), 6,99 — 6,90 (m,
2H), 6,83 (d, J: 2,3 Hz, 1H), 6,63-6,67 (m, 2H), 6,53 (d, J: 2,2 Hz, 1H), 5,12 — 5,06 (m, 1H),
4,59 (d, 1H), 3,96 (dd, J: 12,2, 2.3 Hz, 1H), 3,78 — 3,63 (m, 1H), 3,60 — 3,48 (m, 3H), 3,47
3,39 (m, 2H).

13C NMR’da 18 farkl1 karbon piki gdzlenmistir. 183,53 ppm’deki karbon atamu, flavonoit
yapisinda yer alan keton grubuna isaret etmektedir. Ciinkii bu tiir bir karbonil grubunun
karakteristik bir kimyasal kayma degeri olarak 180 ppm civarinda olmaktadir. 164,38,
162,38, 158,46, 146,61 ppmlerdeki karbon atomlar1 aromatik halkalardaki oksijene bagl
karbonlar veya diger elektronik olarak zenginlestirilmis karbonlar1 temsil etmektedir. Ciinkii
elektron ¢ekici bu tiir gruplar, karbonlarin kimyasal kaymasini Onemli Olgilide
artirmaktadir. 122,95, 120,00, 116,28 ve 113,75 ppm’deki karbon atomlar1 aromatik
halkalardaki diger karbon atomlar1 olarak yorumlanmistir. 103,65, 101,16, 100,65 ve 95,54
ppm’deki karbonlar bilesigin yapisinda bulunan glukozit baginin bir pargasi olan seker
molekiillerinin anomerik karbonlarina ait olacagi sekilde yorumlanmistir. 77,90, 77,36,
74,23, 70,76, 61,96 ppm’deki karbonlar glukoz molekiiliiniin karbon iskeleti olarak
yorumlanmustir. '"H-NMR’da 18 proton belirlenmistir. 7,66 — 7,56 ppm (s, 1H), 7,48 - 7,41
ppm (m, 2H), 6,99 — 6,90 ppm (m, 2H) sinyalleri flavonoit ¢ekirdegindeki aromatik hidrojen
atomlar1 olarak yorumlanmaistir. 6,83 ppm (d, J: 2.3 Hz, 1H), 6,63 - 6,67 ppm (m, 2H), 6,53
ppm (d, J: 2.2 Hz, 1H) ise aromatik hidrojen atomlar1 olarak belirlenmistir. 5,12 — 5,06 ppm
(m, 1H), 4,59 ppm (d, 1H) sinyalleri seker molekiiliiniin anomerik hidrojeni (glukozit
baginin bir pargasi) olarak yorumlanmistir. 3,96 ppm (m, J: 12,2, 2,3 Hz, 1H), 3,78 — 3,63
ppm (m, 1H), 3,60 — 3,48 ppm (m, 3H), 3,47 — 3,39 ppm (m, 2H) glukoz molekiiliiniin
hidrojen atomlar1 olarak degerlendirilmistir. Bu sinyaller, sekerin alifatik hidrojenlerine
karsilik gelmektedir. Bu veriler, luteolin-7-O-glukozidin yapisal 6zelliklerini ve heterosiklik
flavonoit ¢ekirdegi ile monosakkarit biriminin karakteristik NMR o6zelliklerini ortaya
koymaktadir. Aromatik halkalardan ve glukoz biriminden kaynaklanan ¢esitli sinyaller,

molekiiliin karmasik yapisini dogrulamaktadir. Anomerik karbon ve hidrojen sinyalleri,
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glukozidik bagin varligini net bir sekilde gosterirken, karbonil ve oksijene bagli aromatik
karbon sinyalleri, flavonoit ¢ekirdegin 6zgiin yapisini gostermektedir. MS analizi sonucunda

izole edilen bilesigin molekiiler agirlig1 448 g/ml olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.42. L-1 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve *C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) '"H-NMR (8 ppm, J Hz)
24 183,53

25 164,38

18 162,38

21 158,46

30 146,61

27 122,95

29 120,00

31 116,28

28 113,75

26 103,65

16 101,16

20 100,65

19 95,54

15 77,90

12 77,36

14 7423

13 70,76

17 61,96

33 ve 35 3,47 - 3,39 (m, 2H)
36, 38, 34 3,60 - 3,48 (m, 3H)

43 3,78 - 3,63 (m, 1 H)

39 3,96 (m, J: 12,2 ve 2,3 Hz, 1H)
42 4,59 (d, 1H)

51 7,66 (s, 1H)

48 ve 49 7,48 - 7,41 (m, 2H)
44 6,83 (d, J: 2,3 Hz, 1H)
37 5,12 - 5,06 (m, 1H)
50 ve 52 6,99 - 6,90 (m,2H)

41 6,53 (d, J: 2,2 Hz, 1H)

46 ve 45 6,63 - 6,67 (m, 2H)
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4.10.2. L-2 kodlu bilesigin yap1 tayini bulgular:

Bilesik adi: 5,7-Dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-kromen-4-on (apigenin)

Kapah formiilii: Ci15H2005

Molekiil agirhigi: 270,24 g/mol

Fiziksel ozellikleri: Beyazimsi, hafif sar1 kristalimsi bir toz, kokusuz, DMSO’da ¢6ziiniir.
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Sekil 4.11. L-2 kodlu bilesigin yapis1
L-2 kodlu bilesige ait "H-NMR ve "*C-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.43.’te verilmistir.
Bilesigin 'TH-NMR ve *C-NMR’lar1t DMSO’da ¢oziilerek cekilmistir.

NMR analizi sonucunda elde edilen degerler su sekildedir:

3C NMR (126 MHz, DMSO): § 181,75, 164,15, 163,74, 161,48, 161,17, 157,32, 128,46,
121,21, 115,97, 103,73, 102,85, 98,85, 93,97,

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 12,96 (s, 1H), 10,57 (s, 2H), 7,90 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,92
(d, J: 8,3 Hz, 2H), 6,75 (s, 1H), 6,47 (d, J: 2,1 Hz, 1H), 6,19 (d, J: 2,1 Hz, 1H).

13C NMR’da 12 farkli karbon piki gézlenmistir. Kiitle spektrometrisi analizi sonucunda da
izole edilen bilesigin molekiiler agirligi 270 g/ml olarak belirlenmistir. 181,75 ppm’deki
karbon, flavon yapisindaki karbonil grubuna (C=0) ait olarak yorumlanmistir. 164,15 ppm,
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163,74 ppm, 161,48 ppm ve 161,17 ppm’deki karbonlar aromatik halkalardaki oksijenle
bagli karbon atomlar1 olarak yorumlanmistir. Bu tiir karbonlar, hidroksil gruplar1 veya eter
baglar1 nedeniyle yiiksek kimyasal kaymalara sahipir. 157,32 ppm’deki karbon atomu,
aromatik halkadaki hidroksil grubuna bagli olan bir karbonu olarak yorumlanmustir. 128,46
ppm, 121,21 ppm ve 115,97 ppm bu degerler ise aromatik halkalardaki sp? hibridize karbon
atomlar1 olarak degerlendirilmistir. 103,73 ppm, 102,85 ppm, 98,85 ppm ve 93,97 ppm ise
aromatik halkalarin oksijenle bagli karbonlar1 olarak yorumlanmistir. 12,96 ppm (s, 1H)
protonu, fenolik hidroksil grubunun hidrojen atomuna ait bir sinyal olarak yorumlanmustur.
10,57 ppm (s, 2H) ise bagka fenolik hidroksil gruplarinin hidrojen atomlarina ait oldugu
seklinde degerlendirilmistir. 7,90 ppm (d, J: 8,3 Hz, 2H) ve 6,92 ppm (d, J: 8,3 Hz, 2H) ise
aromatik halkalardaki hidrojen atomlarn1 gostermektedir. Bu hidrojen atomlar1 arasindaki J
degeri orto pozisyonunda bulunan hidrojen atomlar1 oldugunu gostermekte oldugu seklinde
degerlendirilmistir. 6,75 ppm (s, 1H) flavonot halkasindaki hidrojen olarak yorumlanmustir.
6,47 ppm (d, J: 2,1 Hz, 1H) ve 6,19 ppm (d, J: 2,1 Hz, 1H) ise J degerleri oldukg¢a diisiik
oldugu i¢in aromatik halkadaki meta pozisyonunda bulunan hidrojen atomlarina isaret ettigi

sekilde degerlendirilmistir.

Analizler sonucunda elde ettigimiz *C ve 'H NMR verileri, apigeninin karakteristik

aromatik ve fenolik yapisini1 yansitmaktadir.



Cizelge 4.43. L-2 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve *C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) 'H-NMR (8u ppm, J Hz)
8 181,75

14 164,15

9 163,74

20 161,48

10 161,17

7 157,32

16 ve 17 128,46

13 121,21

18 ve 19 115,97

6 103,73

11 102,85

15 98,85

12 93,97

4 12,96 (s, 1H)

3ves 10,57 (s, 2H)

16 ve 17 7,90 (d, J: 8,3 Hz, 2H)
18 ve 19 6,92 (d, J: 8,3 Hz, 2H)
11 6,75 (s, 1H)

12 6,47 (d, J: 2,1 Hz, 1H)

15 6,19 (d, J: 2,1 Hz, 1H)




+ 10000000

~9000000

8000000
~7000000
-6000000

~5000000
4000000

3000000

+2000000

~1 000000

b
z.
/m.lw
,.0\, =5 /a
)
/9||ﬂ
£N —
O/...Ia.\,.;lo
J \_3 L
oracdoy Y

OSWa0ss V

18. madde. 112.fid

O5Wa0sST 1
oSWaIsT
Ol e T —

81 0.,
619
L2 2N
9

S60—E0%
U!..v\-on

N

69T
o

[ VA

1..,.&..1:m

1

wes

|
.hm 08

—- 0%t |

-~

16

f1 (ppm)

Sekil 4.12. L-2 kodlu bilesige ait "H-NMR spektrumu
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Sekil 4.13. L-2 kodlu bilesige ait 3*C-NMR spektrumu
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4.10.3. L-3 kodlu bilesigin yap1 tayini bulgular:

Bilesik adi: 4-Hidroksi-3-metoksisinnamik asit (trans-ferulik asit)

Kapah formiilii: C10H1004

Molekiil agirhigr: 194,18 g/mol

Fiziksel ozellikleri: Beyazimsi, hafifce sar1 kristalimsi bir toz, kokusuz, DMSQO’da ¢oziiniir.

H
5 1 (@)
N/ N\ _ /"
2 H)O o\ H/A 14

Sekil 4.15. L-3 kodlu bilesigin yapisi

L-3 kodlu bilesige ait "H-NMR ve "*C-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.44.’te verilmistir.
Bilesigin 'H-NMR ve 3C-NMR’lar1 DMSO’da ¢oziilerek cekilmistir.

NMR analizi sonucunda elde edilen degerler su sekildedir:

'H NMR (500 MHz, DMSO): 5 12,09 (s, 1H), 9,56 (s, 1H), 7,50 (d, J: 15,9 Hz, 1H), 7,28 (s,
J: 2,0 Hz, 1H), 7,08 (dd, J: 8,2, 2,0 Hz, 1H), 6,80 (d, J: 8,2 Hz, 1H), 6,37 (d, J: 16,0 Hz,
1H), 3,82 (s, 3H),

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 167,90, 148,96, 147,80, 144,40, 125,67, 122,71, 115,47 (d,
J: 14,7 Hz), 111,03, 55,56.
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Proton NMR sonuglarina gére 10 proton ve '*C NMR sonuglarma gore de 10 farkli karbon
atomu belirlenmistir. Kiitle spektrumu analiz edildiginde ise molekiiliin, molekiil agirlig1 194
olarak bulunmustur. 167,90 ppm’deki karbon atomu, karboksil grubunun karbonu olarak
degerlendirilmistir. 148,96 ppm, 147,80 ppm ve 144,40 ppm’deki karbon sinyalleri,
aromatik halkadaki oksijenle dogrudan bagli olan ve elektronik olarak zenginlestirilmis
karbon atomlar1 olarak yorumlanmistir. 125,67 ppm ve 122,71 ppm’deki sinyaller, aromatik
halkanin karbon atomlarina olarak yorumlanmustir. 115,47 ppm (d, J: 4,7 Hz) ve 111,03 ppm
ise trans ¢ift baga bagli karbonlar olarak degerlendirilmistir. 55,56 ppm’deki karbon ise
metoksil grubunun karbon atomu olarak yorumlanmistir. 12,09 ppm (s, 1H)’deki sinyal bu
karboksil asit grubunun hidrojen atomu olarak degerlendirilmistir. 9,56 ppm (s, 1H) ise,
fenolik hidroksil grubunun hidrojen atomu olarak yorumlanmistir. 7,50 ppm (d, J: 15,9 Hz,
1H) ve 6,37 ppm (d, J: 16,0 Hz, 1H) sinyalleri trans ¢ift bagin her iki tarafindaki hidrojenlerin
sinyalleri olarak belirlenmistir. Bu yiiksek J degeri, trans konfigiirasyondaki bir ¢ift bagin
varligini gostermektedir. 7,28 ppm (s, J: 2,0 Hz, 1H), 7,08 ppm (m, J:8,2 ve 2,0 Hz, 1H) ve
6,80 ppm (d, J: 8,2 Hz, 1H) sinyalleri ise aromatik halkadaki hidrojen atomlarinin sinyalleri
olarak degerlendirilmistir. J degerleri ve sinyal sekilleri, halka iizerindeki hidrojen
atomlarimin konumlarini ve birbirleriyle olan elektronik etkilesimlerini yansitmaktadir. 3,82
ppm (s, 3H) sinyali metoksil grubunun 3 hidrojen atomuna ait oldugu seklinde

degerlendirilmistir.

Trans-ferulik asidin NMR spektrumlari, karboksil ve fenolik hidroksil gruplarinin, bir
metoksil grubunun ve bir trans ¢ift bagin varligin1 gostermektedir. Aromatik halkadaki
hidrojen ve karbon atomlarindan gelen sinyaller, molekiiliin elektronik yapisini ve
geometrisini daha da aydinlatmistir. 7rans konfiglirasyon, belirli J sabiti ile kendini

gostermektedir ve bu da ¢ift bagin geometrisi hakkinda bilgi vermektedir.
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Cizelge 4.44. L-3 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve *C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) 'H-NMR (8u ppm, J Hz)
14 167,90

9 148,96

6 147,80

11 144,40

5 125,67

8 122,71

12 115,53

10 115,41

7 111,03

13 55,56

20, 21 ve 22 3,82 (s, 3H)

19 6,37 (d, J: 16,0 Hz, 1H)
17 6,80 (d, J: 8,2 Hz, 1H)

16 7,08 (m, J: 8,2 ve 2,0 Hz, 1H)
15 7,28 (d, J: 2,0 Hz, 1H)

18 7,50 (d, J: 15,9 Hz, 1H)
23 9,56 (s, 1H)

24 12,09 (s, 1H)
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Sekil 4.17. L-3 kodlu bilesige ait 3*C-NMR spektrumu
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4.10.4. L-5 kodlu bilesigin yap1 tayini bulgular:

Bilesik adr: (2R)-3-(3,4-dihidroksifenil)-2-[ (E)-3-(3,4-dihidroksifenil )prop-2-

enoil]Joksipropanoik asit (rozmarinik asit)
Kapah formiilii: C1sH1603
Molekiil agirhgi: 360,3 g/mol

Fiziksel 6zellikleri: Beyazimsi, hafifce sar1 kristalimsi bir toz, kokusuz, DMSQO’da ¢oziiniir.

Sekil 4.19. L-5 kodlu bilesigin yapisi

L-5 kodlu bilesige ait "H-NMR ve *C-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.45.’te verilmistir.
Bilesik '"H-NMR ve '*C-NMR’lart DMSO’da ¢oziilerek cekilmistir.

NMR analizi sonucunda elde edilen degerler su sekildedir:
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3C NMR (126 MHz, DMSO) & 170,69, 165,76, 148,46, 145,76, 145,43, 144,77, 143,85,
127,14, 125,19, 121,42, 119,88, 116,52, 115,60, 115,22, 114,73, 113,10, 72,68, 35,95,

'H NMR (500 MHz, DMSO) § 9,64 (s, 1H), 9,16 (s, 1H), 8,79 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 7,47 (d,
J: 15,9 Hz, 1H), 7,06 (d, J: 2,1 Hz, 1H), 7,01 (dd, J: 8,2, 2,1 Hz, 1H), 6,77 (d, J: 8,1 Hz, 1H),
6,68 (d, J: 2,0 Hz, 1H), 6,64 (d, J: 8,0 Hz, 1H), 6,53 (dd, J: 8,0, 2,1 Hz, 1H), 6,24 (d, J: 15,9
Hz, 1H), 5,03 (dd, J: 8.5, 4,2 Hz, 1H), 2,99 (dd, J: 14,4, 4,3 Hz, 1H), 2,91 (dd, J: 14,4, 8.5
Hz, 1H).

Proton NMR sonuglarma gore 15 proton ve 3C NMR sonuglarina gére de 18 farkli karbon
atomu belirlenmistir. Kiitle spektrumu analiz edildiginde ise molekiiliin, molekiil agirlig1 360
g/mol olarak bulunmustur. Rozmarinik asit, fenolik bir asit olup, 6zellikle adagay1, biberiye
ve diger bitkilerde bulunan giiclii bir antioksidan ve anti-enflamatuvar bilesiktir. Kafeik asit
ve 3.,4-dihidroksifenillaktik asit (DHPLA) olamk {izere kki ana bilesenin esterlesmesiyle
olusur. Bu yapisal 6zellikler, NMR spektrumlarinda bir dizi karakteristik sinyale yol
acmaktadir. 170,69 ppm’deki karbon sinyali karboksil grubunun karbonu olarak
degerlendirilmistir. 165,76 ppm’deki karbon sinyali oksijenle bagli bir aromatik karbonun
sinyali olarak degerlendirilmistir. 148,46 ppm, 145,76 ppm, 145,43 ppm, 144,77 ppm ve
143,85 ppm sinyalleri fenolik hidroksil gruplarina yakin bulunan ve elektronik olarak
zenginlestirilmis aromatik karbon atomlar1 olarak degerlendirilmistir. 127,14 ppm ve 113,10
ppm sinyalleri aromatik halkalarm sp® hibridize karbon atomlar1 olarak yorumlanmustir.
125,19 ppm, 121,42 ppm, 119,88 ppm, 116,52 ppm, 115,60 ppm, 115,12 ppm ve 114,73 ppm
sinyalleri aromatik halkanin karbon atomlar1 olarak yorumlanmistir. 72,68 ppm ve 35,95
ppm flavonoit halkasina ait bir karbon sinyalleri olarak degerlendirilmistir. 9,64 ppm (s, 1H),
9,16 ppm (s, 1H), 8,79 ppm (s, 1H), 8,73 ppm (s, 1H) sinyalleri fenolik hidroksil gruplarinin
hidrojen atomlar1 olarak degerlendirilmistir. 7,47 ppm (d, J: 15,9 Hz, 1H) ve 6,24 ppm (d, J:
15,9 Hz, 1H) bu hidrojen ¢ifti, trans ¢ift baga yakin hidrojen atomlarinin sinyalleri olup,
yuksek J degeri trans konfigiirasyonun varligin1 géstermektedir. 7,06 ppm (d, J: 2,1 Hz, 1H),
7,01 ppm (m, J: 8,2 ve 2,1 Hz, 1H) sinyalleri aromatik halkalarin hidrojen atomlar1 olarak
degerlendirilmistir. 5,03 ppm (m, J: 8,5 ve 4,2 Hz, 1H) flavonoit halkasinin hidrojeni olarak
yorumlanmstir. 2,99 ppm (m, J: 14,4 ve 4,3 Hz, 1H), 2,91 ppm (m, J: 14,4 ve 8,5 Hz, 1H)
sinyalleri ise alifatik hidrojen atomlar1 olarak degerlendirilmistir. Rozmarinik asidin NMR

spektrumlari, bu bilesigin kompleks fenolik yapisini ve ester bagini yansitir. Aromatik
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halkalardan ve ester baginin her iki yanindan gelen karakteristik sinyaller, molekiiliin yapisal

ozelliklerine ve fonksiyonel gruplarina dair 6nemli bilgiler saglamistr.

Cizelge 4.45. L-5 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve *C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) '"H-NMR (8 ppm, J Hz)
14 170,69

18 165,76

24 148,46

21 145,76

17 145,43

26 144,77

17 ve 15 143,85

11 127,14

19 125,19

23 121,42

13 119,88

12 116,52

25 115,60

16 115,12

20 114,73

22 113,10

10 72,68

9 35,95

34 7,47 (d, J:15,9 Hz, 1H)
35 7,06 (d, J:2,1 Hz, 1H)
36 7,01 (m, J: 8,2 ve 2,1 Hz, 1H)
37 6,77 (d, J: 8,1 Hz, 1H)

30 6,68 (d, J: 2,0 Hz, 1H)
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Cizelge 4.45. (devam) L-5 kodlu bilesige ait '"H-NMR ve '*C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) '"H-NMR (61 ppm, J Hz)

32 6,64 (d, J: 8,0 Hz, 1H)

31 6,53 (m, J: 8,0 ve 2,1 Hz, 1H)
33 6,24 (d, J: 15,9 Hz, 1H)

29 5,03 (m, J: 8,5 ve 4,3 Hz, 1H)
27 2,99 (m, J: 14,4 ve 43 Hz, 1H)
28 2,91 (m, - 14,4 ve 8,5 Hz, 1H)
39 9,64 (s, 1H)

40 9.16 (s,1H)

Al 8,79 (s, 1H)

42 8,73 (s, 1H)
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Sekil 4.20. L-5 kodlu bilesige ait "H-NMR spektrumu
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Sekil 4.22. L-5 kodlu bilesige ait 3C-NMR spektrumu
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4.10.5. L-6 kodlu bilesigin yap1 tayini bulgular:

Bilesik adi: 3,4-Dihidroksisinnamik asit (kafeik asit)

Kapah formiilii: CoHgO4

Molekiil agirhigi: 180,16 g/mol

Fiziksel ozellikleri: Beyazimsi, hafifce sar1 kristalimsi bir toz, kokusuz, DMSQO’da ¢oziiniir.

Sekil 4.24. L-6 kodlu bilesigin yapisi
L-6 kodlu bilesige ait '"H-NMR ve '*C-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.46.’da verilmistir.
Bilesik 'H-NMR ve '*C-NMR’lart DMSO’da ¢oziilerek cekilmistir.

NMR analizi sonucunda elde edilen degerler su sekildedir:

'H NMR (500 MHz, DMSO) & 12,08 (s, 1H), 9,50 (s, 1H), 9,16 (s, 0H), 9,09 (s, 0H), 7,43
(d, J: 15,9 Hz, 1H), 7,04 (d, J: 2,1 Hz, 1H), 6,97 (dd, J: 8,2, 2,1 Hz, 1H), 6,77 (d, J: 8,2 Hz,
1H), 6,18 (d, J: 15,9 Hz, 1H),
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3C NMR (126 MHz, DMSO) & 168,38, 148,58, 146,01, 145,07, 126,18, 121,63, 116,22,
115,59, 115,11.

Proton NMR sonuglarma gore 8 proton ve *C NMR sonuglarma gore de 9 farkli karbon
atomu belirlenmistir. Kiitle spektrumu analiz edildiginde ise molekiiliin, molekiil agirligi 180
g/mol olarak bulunmustur. 12,08 ppm (s, 1H) sinyali karboksilik asidin hidroksil grubunun
hidrojen atomu olarak yorumlanmaistir. 9,50 ppm (s, 1H) sinyali fenolik hidroksil grubunun
hidrojen atomu olarak degerlendirilmistir. 7,43 ppm (d, J: 15,9 Hz, 1H) ve 6,18 ppm (d, J:
15,9 Hz, 1H) sinyalleri trans ¢ift baga yakin hidrojen atomlarinin sinyalleri olarak
degerlendirilmistir. Yiiksek J degeri trans konfigiirasyonun varligint gostermektedir. 7,04
ppm (d, J: 2,1 Hz, 1H), 6,97 ppm (m, J: 8,2, 2,1 Hz, 1H) ve 6,77 ppm (d, J: 8,2 Hz, 1H)
sinyalleri aromatik halkanin hidrojen atomlarina olarak yorumlanmaistir. J degerleri ve sinyal
sekilleri, halka tizerindeki hidrojen atomlarmin konumlarim1 hakkinda bilgi vermektedir.
168,38 ppm karboksilik asidin karbonil karbonundaki karbon atomu olarak yorumlanmustir.
148,58 ppm, 146,01 ppm ve 145,07 ppm karbonlari ise oksijen atomuna dogrudan bagli olan
ve elektronik olarak zenginlestirilmis aromatik karbon atomlar1 olarak yorumlanmustir.
Ciinkli bu tarz sinyaller, metoksil grubu ve fenolik hidroksik gruplarma yakin karbon
atomlar1 i¢in tipiktir. 126,18 ppm, 121,63 ppm, 116,22 ppm, 115,59 ppm ve 115,11 ppm

sinyalleri aromatik halkanin diger karbon atomlarina ait sinyaller olarak yorumlanmastir.
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Cizelge 4.46. L-6 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve '*C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) 'H-NMR (8u ppm, J Hz)

13 168,38

9 148,58

8 146,01

11 145,07

5 126,18

7 121,63

12 116,22

10 115,59

6 115,11

21 12,08 (s, 1H)

19 9,50 (s, 1H)

20 9,15 (s, 1H)

17 7,42 (d, J: 15,9 Hz, 1H)

18 6,14 (d, J: 15,9 Hz, 1H)

14 7,03 (d, J: 2,1 Hz, 1H)

15 6,96 (m, J: 8,2 ve 2,1 Hz, 1H)
16 6,76 (d, J: 8,2 ve 2,1 Hz, 1H)
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4.10.6. L-7 kodlu bilesigin yap1 tayini bulgular:

Bilesik adi: 4-Hidroksisinnamik asit (p-kumarik asit)

Kapah formiilii: CoHgO3

Molekiil agirhigr: 164,16 g/mol

Fiziksel 6zellikleri: Beyazimsi, hafifce sar1 kristalimsi bir toz, kokusuz, DMSQO’da ¢oziiniir.

Xy

15 T

/O
H
19

Sekil 4.29. L-7 kodlu bilesigin yapisi

L-7 kodlu bilesige ait '"H-NMR ve '*C-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.47.’de verilmistir.
Bilesik 'H-NMR ve '*C-NMR’lart DMSO’da ¢éziilerek cekilmistir.

NMR analizi sonucunda elde edilen degerler su sekildedir:

3C NMR (126 MHz, DMSO) § 168,47, 160,06, 144,67, 130,53, 125,76, 116,24, 115,81,
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'H NMR (500 MHz, DMSO) & 11,96 (s, 1H), 10,11 (s, 1H), 7,55 — 7,46 (m, 3H), 6,83 — 6,77
(m, 2H), 6,30 (d, J: 16,0 Hz, 1H).

Proton NMR sonuglarma gore 8 proton ve '*C NMR sonuglarma gore de 7 farkli karbon
atomu belirlenmistir. Kiitle spektrumu analiz edildiginde ise molekiiliin, molekiil agirlig1 164
g/mol olarak bulunmustur. 168,47 ppm’deki karbon sinyal karboksilli asit grubunun karbonil
karbonuna ait bir sinyal olarak degerlendirilmistir. 160,06 ppm’deki karbon sinyali fenolik
hidroksil grubuna bagli olan aromatik karbon atomu olarak degerlendirilmistir. Oksijenin
elektron cekici etkisi, bu karbonun kimyasal kaymasini bir miktar artirmistir. 144,67
ppm’deki karbon sinyali ¢ift bag ile bagli bulunan alken grubu karbon atomu olarak
yorumlanmistir. 130,53 ppm, 125,76 ppm, 116,24 ppm ve 115,81 ppm’deki sinyaller
aromatik halkanin karbon atomlar1 olarak degerlendirilmistir. 11,96 ppm (s, 1H) sinyali,
fenolik hidroksil grubunun hidrojen atomuna olarak yorumlanmistir. 10,11 ppm (s, 1H)
sinyali ise karboksil grubunun hidrojen atomu olarak degerlendirilmistir. 7,55 — 7,46 ppm
(m, 3H), 6,83 — 6,77 ppm (m, 2H) hidrojenleri ise aromatik halkadaki hidrojen atomlari
olarak yorumlanmistir. 6,30 ppm (d, J: 16,0 Hz, 1H) sinyali ise trans ¢ift baga yakin olan bir
hidrojen atomunun sinyali olarak yorumlanmistir. Ayrica J degerinin yiiksek olmasi ise

bilesikte trans konfigiirasyonun bir oldugunu gdstermistir.

Cizelge 4.47. L-7 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve '*C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) '"H-NMR (61 ppm, J Hz)
12 168,47

9 160,06

10 144,67

5ve6 130,53

4 125,76

11 116,24

7ve8 115,81

20 11,96 (s, 1H)

19 10,11 (s, 1H)

13, 14 ve 17 7,55 — 7,46 (m, 3H)
15ve 16 6.83 — 6,77 (m, 2H)

18 6,30 (d, H:16,0, 1H)
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4.10.7. L-10 kodlu bilesigin yap1 tayini bulgular

Bilesik adi: (3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-[(2R,5R)-5-Etil-6-metilheptan-2-il]-10,13-
dimetil-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodekahidro-1H-siklopenta[a]fenanten-3-ol

(f-sitosterol)
Kapal formiilii: C20Hs0010

Molekiil agirhgr: 414,7 g/mol

Fiziksel ozellikleri: Beyazimsi, hafifce sar1 kristalimsi bir toz, kokusuz, kloroformda
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200

L-10 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve '3C-NMR spektrum degerleri Cizelge 4.48.’de
verilmistir. Bilesik 'H-NMR ve '*C-NMR’lar1 DMSO’da ¢éziilerek ¢ekilmistir.

NMR analizi sonucunda elde edilen degerler su sekildedir:

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 141,06, 121,66, 71,51, 56,83, 56,16, 50,38, 46,07, 42,39,
42,32, 39,78, 37,42, 36,52, 36,19, 34,11, 32,21, 32,02, 31,69, 29,50, 28,28, 26,61, 24,46,
23,42,21,19, 19,39, 19,35, 18,83, 12,21, 12,19,

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 5,35 (dt, J: 5,4, 2,0 Hz, 1H), 3,52 (tt, J: 11,1, 4,6 Hz, 1H),
2,30 (ddd, J: 13,0, 5,2, 2,2 Hz, 1H), 2,23 (tq, J: 13,2, 2,7 Hz, 1H), 2,05 — 1,98 (m, 1H), 2,01
1,93 (m, 1H), 1,84 (ddt, J: 13,7, 6,2, 3,4 Hz, 3H), 1,73 — 1,57 (m, 1H), 1,60 — 1,51 (m, 1H),
1,54 — 1,45 (m, 2H), 1,48 — 1,40 (m, 1H), 1,40 — 1,19 (m, 3H), 1,25 (s, 2H), 1,22 — 1,02 (m,
4H), 1,01 (s, 3H), 1,05 — 0,96 (m, 1H), 0,98 — 0,91 (m, 2H), 0,94 — 0,88 (m, 2H), 0,90 — 0,78
(m, 7H), 0,81 — 0,75 (m, 2H), 0,68 (s, 3H).

"H NMR sonuglarina gore 43 proton ve '*C NMR sonuglarma gore 28 farkli karbon atomu
belirlenmistir. L. stoechas fitokimyasi hakkinda yapilan arastirmamizda B-sitosteroliin bu
tirden daha Once izole edildigi goriilmiistiir ve izole edilen bilesigin NMR profili,
literatiirdeki NMR c¢aligmalar ile kiyaslanarak, bilesigin B-sitosterol oldugu sonucuna
varilmistir (Eswaraiah ve digerleri, 2011). 141,06 ppm ve 121,66 ppm sinyalleri ¢ift baga
sahip karbon atomlar1 olarak degerlendirilmistir. 71,55 ppm karbonu hidroksil grubuna bagh
bir karbon atomu olarak yorumlanmaistir ve sterol ¢ekirdeginin fonksiyonel gruplarini isaret
etmektedir. 56,83 ppm, 56,16 ppm ve 50,38 ppm - sinyalleri, metil grubuna bagli karbon
atomlar1 veya sterol halkasindaki elektronik olarak zenginlestirilmis karbon atomlar:
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. 46,07 ppm'den 12,19 ppm’e kadar olan karbon
sinyalleri sterol g¢ekirdegi ve alkil yan zincirinde bulunan alifatik karbon atomlarina ait
sinyaler olarak yorumlanmustir. 5,35 ppm (dt, J: 5,4 ve 2,0 Hz, 1H) sinyali ¢ift baga yakin
bir hidrojen atomunun sinyali, ¢ift bagin konumunu ve geometrisini isaret etmektedir. 3,52
ppm (tt, J: 11,1 ve 4,6 Hz, 1H) protonu ise hidroksil grubuna bagli bir hidrojen atomunun
sinyali olarak yorumlanmustir. Bu, sterol cekirdegindeki bir OH grubunun varligim
gostermektedir. 2,30 ppm'den 0,68 ppm'e kadar olan sinyaller alifatik hidrojen atomlarina
ait ¢oklu sinyallerdir ve bu sinyaller, sterol ¢ekirdegi ve yan zincirdeki ¢esitli metilen, metin

ve metil gruplarinin hidrojen atomlar1 olarak yorumlanmaistir.
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Cizelge 4.48. L-10 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve '*C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) 'H-NMR (8u ppm, J Hz)
15 141,06
17 121,66
22 71,51
3 56,83
6 56,16
5 50,38
25 46,07
2 42,39
19 42,32
7 39,78
16 37,42
8 36,52
13 36,19
20 3411
4 3221
12 32,02
21 31,69
26 29,50
11 28,28
24 26,61
9 24,46
27 23.42
10 21,19
18 19,39
28 19,35
29 18,83
30 12,21
14 12,19
51 5,35 (m, J: 5.4, 2,0 Hz, 1H),

61 3,52 (m, J: 11,1, 4,6 Hz, 1H),
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Cizelge 4.48. (devam) L-10 kodlu bilesige ait 'H-NMR ve '*C-NMR spektrum degerleri

Pozisyon BC-NMR (8¢ ppm) 'H-NMR (8u ppm, J Hz)

55 2,30 (m, J: 13,0, 5,2, 2.2 Hz, 1H),
56 2,23 (m, J: 13,2, 2,7 Hz, 1H),

44 2,05 1,98 (m, 1H)

40 2,01 — 1,93 (m, 1H)

50, 60 ve 42 1,84 (m, J: 13,7, 6,2, 3,4 Hz, 3H)
36 1,73 — 1,57 (m, 1H)

69 1,60 — 1,51 (m, 1H)

43 ve 59 1,54 — 1,45 (m, 2H)

38 1,48 — 1,40 (m, 1H)

32, 39 ve 58 1,40 — 1,19 (m, 3H)

45 ve 34 1,25 (s, 2H)

41, 37, 66 ve 70 1,22 — 1,02 (m, 4H)

71, 65 ve 49 1,01 (s, 3H)

62 1,05 — 0,96 (m, 1H)

31 ve 57 0,98 — 0,91 (m, 2H)

52 ve 53 0,94 — 0,88 (m, 2H)

78,79, 80, 72,75, 73 ve 74 0,90 — 0,78 (m, 7H)

63 ve 64 0,81 — 0,75 (m, 2H)

46, 47 ve 48 0,68 (s, 3H)
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Sekil 4.36. L-10 kodlu bilesiginin yakinlastirilmig "H-NMR spektrumu
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4.11. izole edilen bilesiklerin molekiiler kenetlenme sonuglar

Sekil 4.38.'deki grafikte, izole edilen bilesiklerin molekiiler kenetlenme sonuglar
gosterilmektedir. Her bilesigin birden fazla baglanma enerjisine sahip olmasi, simiilasyonlar
sirasinda indiiklenmis uygun kenetlenme (induced fit docking) yontemindeki esneklige
baglanir ve ¢esitli pozlar ve dolayisiyla farkli baglanma skorlarina yol agar. Bu bulgular, tim
bilesiklerin proteinin aktif bolgesine baglanma yetenegine sahip oldugunu gostermektedir.
Diger ligantlara kiyasla apigenin en diisiik baglanma enerjisi (yaklasik olarak -11 kcal/mol)

sergilemistir.

The binding energy of the molecules inside 5-alpha-reductase 2
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Sekil 4.38. izole edilen bilesiklerin testosteron-5a-rediiktaz tip 2’ye baglanma enerjisi

Sekil 4.39.°da apigenin bilesiginin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enzimin aktif bolgesi ile
etkilesimini gosterilmektedir. Apigenin ve enzimin aktif bolgesi arasindaki hidrojen baglar
diyagramda pembe c¢izgilerle gosterilmistir. Arg 94, Glu 57, Arg 114, Cys 119, Tyr 91, Ser
31, Ser 220 gibi amino asitler ile apigenin arasinda hidrojen baglar1 kurulmustur. Hidrofobik
etkilesimler, ligant ve protein arasindaki hidrofobik alanlarin etkilesimidir ve diyagramda

yesil renkle gosterilmistir. Phe 223, Phe 118, Leu 23, Leu 20, Ala 24, Trp 53, Trp 201, Leu
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224 gibi hidrofobik amino asitlerle etkilesimler goriilmektedir. Apigeninin aromatik halkasi
ve protein i¢indeki aromatik amino asit birimleri arasinda n -n etkilesimi gézlenmistir. Tyr
98, Phe 118, Trp 53, Tyr 33 gibi aromatik amino asitlerle © -7 etkilesimleri kurulmustur.
Sekildeki kirmizi ¢izgiler, apigenin ve protein arasindaki elektrostatik ¢ekim veya itme
kuvvetlerini gostermektedir. Yesil ¢izgiler ise apigenin ile proteinin hidrofobik

etkilesimlerini gostermektedir.

('563 GLN TRP

53

TRP Mﬁ" : EHE
) e
94 | CYSTIIE ™ Gy gARG

na 115 314
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/"' x i b 24
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SR 223).su LEU
PHE 220 224 20

Sekil 4.39. Apigeninin testosteron-Sa-rediiktaz tip 2 enzimine karsi olasi baglanti
konformasyonu

Kafeik asit bilesiginin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enzimin aktif bolgesi ile etkilesimi sekil
4.40.’da gosterilmektedir. Kafeik asit ve enzimin aktif bolgesi arasindaki hidrojen baglari,
sekilde pembe ¢izgilerle gosterilmistir: Arg 227, Lys 35, His 231, Tyr 178, Gly 104 gibi
amino asit kalintilar1 ile kafeik asit arasinda hidrojen baglart mevcuttur. Hidrofobik
etkilesimler, ligandin hidrofobik kisimlarmin enzimin aktif boélgesinin hidrofobik
bolgeleriyle etkilesimde bulundugunu gosterir ve sekilde yesil renkle gosterilmistir. Phe 194,
Phe 216, Phe 219, Pro 106, Tyr 107 ve Ala 49 gibi hidrofobik amino asit kalintilar ile
etkilesimler gozlenmektedir. Kafeik asitin aromatik halkas: ile protein i¢indeki aromatik
amino asit birimleri arasinda n -n etkilesimi oldugu belirlenmistir. Tyr 178, Tyr 33, Tyr 107
ve Tyr 91 gibi aromatik amino asit birimleri ile potansiyel etkilesimler olabilir. Sekildeki
kirmiz1 ¢izgiler, kafeik asit ve enzimin aktif bolgesi arasindaki elektrostatik ¢ekim veya itme
kuvvetlerini gostermektedir. Yesil cizgiler ise kafeik asit ile proteinin hidrofobik

etkilesimlerini gostermektedir.
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Sekil 4.40. Kafeik asidin testosteron-5o-rediiktaz tip 2 enzimine karsi olasi baglanti
konformasyonu

Luteolin-7-O-glukozit bilesiginin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enziminin aktif bolgesi ile
etkilesimi Sekil 4.41.’de gosterilmistir. Luteolin-7-O-glukozit ve enzimin aktif bolgesi
arasindaki hidrojen baglar1 pembe ¢izgilerle gosterilmistir. Arg 94, Arg 114, Cys 119, Glu
57, Gln 56, Ser 220, Gly 115, Leu 20 gibi amino asit kalintilar1 ile luteolin-7-O-glukozit
arasinda hidrojen baglar1 gozlenmektedir. Hidrofobik etkilesimler, ligandin hidrofobik
kisimlarinin proteinin hidrofobik bolgeleriyle etkilesimde bulundugunu gostermektedir ve
Sekil 4.41.de yesil renk ile gosterilmistir. Phe 118, Phe 194, Phe 216, Phe 219, Phe 223,
Leu 23, Leu 24, Leu 224, Trp 53, Trp 201 ve Tyr 33 gibi hidrofobik amino asit birimler ile
etkilesimler gézlenmektedir. Luteolin-7-O-glukozit'in aromatik halkas ile protein i¢indeki
aromatik amino asit kalintilar1 arasinda n-n etkilesimleri goézlenmistir. Tyr 33, Tyr 91, Trp
53, Trp 201 ve Tyr 107 gibi aromatik amino asit birimleri ile potansiyel etkilesimler
gozlenmistir. Sekil 4.41.°deki kirmiz1 ¢izgiler, luteolin-7-O-glukozit ve protein arasindaki
elektrostatik ¢ekim veya itme kuvvetlerini gosterir. Sekil 4.41.”deki yesil ¢izgiler, luteolin-

7-O-glukozit ve protein arasindaki hidrofobik etkilesimleri gostermektedir.
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Sekil 4.41. Luteolin-7-O-glukozitin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enzimine karst olasi
baglant1 konformasyonu

Enzimin aktif bolgesi ile p-kumarik asit bilesiginin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enziminin
aktif bolgesi ile etkilesimi gosterilmektedir. Sekil 4.42.’de, p-kumarik asit ile enzimin aktif
bolgesi arasindaki hidrojen baglari pembe cizgilerle gosterilmistir. Bu baglar, asagidaki
amino asit birimleri ile p-kumarik asit arasinda kurulmustur. Arg 227, His 231, Lys 35, Tyr
178, Arg 105 ve Gly 104 gibi amino asit birimleri p-kumarik asit arasinda hidrojen baglari
gozlenmektedir. Hidrofobik etkilesimler, ligandin hidrofobik kisimlarinin proteinin
hidrofobik bolgeleriyle etkilesimde bulunmasini géstermektedir ve Sekil 4.42.°de yesil renk
ile gosterilmistir. Phe 194, Phe 219, Trp 53, Tyr 107, Pro 106, Ala 49 ve Phe 216 gibi
hidrofobik amino asit birimleri ile etkilesimler gozlenmektedir. Enzimin aktif bolgesi ile p-
kumarik asidin aromatik halkasi ile protein i¢indeki aromatik amino asit kalintilar: arasinda
n-n etkilesimleri gozlenmistir. Bu etkilesimlerin, Tyr 178, Tyr 107, Tyr 33 ve Tyr 91 aromatik

amino asit birimleri arasinda olustugu gozlenmistir.



210

GLy 8837
LYS 34 STYR
33
YR
178 ALA
PHE \ ..
194 %
" X TYR
231 ARe Y 4 ARS b’
; | 105
227 ) e (3Lwrog o
537 &__—~104
102

Sekil 4.42. p-Kumarik asidin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enzimine karsi olast baglanti
konformasyonu

Rozmarinik asit bilesiginin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enziminin aktif bolgesi ile
etkilesimi Sekil 4.43.’te gosterilmektedir. Rozmarinik asit ile enzim aktif bolgesi arasindaki
hidrojen baglar1 pembe ¢izgilerle gosterilmistir. Hidrojen baglarinin Glu 57, Arg 94, Tyr 91,
Arg 105, Arg 114, Arg 227 ve His 231 amino asit birimleri ile rozmarinik asit arasinda
olustugu saptanmistir. Hidrofobik etkilesimler, ligandin hidrofobik kisimlarinin enzimin
hidrofobik bolgeleriyle etkilesimde bulundugunu gostermektedir ve Sekil 4.43.’te yesil renk
ile gosterilmistir. Phe 118, Phe 194, Phe 216, Phe 219, Phe 223, Leu 20, Leu 23, Leu 24,
Leu 224, Trp 53 ve Trp 201 amino asit birimleri ile rozmarinik asit arasinda hidrofobik
etkilesimler kurulmustur. Rozmarinik asidin aromatik halkas1 ile enzim i¢indeki aromatik
amino asit birimleri arasinda n-n etkilesimleri oldugu tespit edilmistir. Bu etkilesimler, Tyr
91, Tyr 107, Tyr 33 ve Tyr 178 aromatik amino asit birimleri ile rozmarinik asit arasinda

kurulmustur.
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Sekil 4.43. Rozmarinik asidin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enzimine karst olasi baglanti
konformasyonu

B-sitosterol bilesiginin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enziminin aktif bolgesi ile etkilesimi
Sekil 4.44.°te gosterilmistir. f-sitosterol ve enzim arasindaki hidrojen baglari pembe
cizgilerle gosterilmistir. Arg 227, His 231, Lys 35, Glu 57, Gly 115, Tyr 91, Arg 105 ve Ser
31 gibi amino asit birimleri ile f-sitosterol arasinda hidrojen baglar1 oldugu gozlenmistir.
Hidrofobik etkilesimler, ligandin hidrofobik kisimlarinin proteinin hidrofobik bolgeleriyle
etkilesimde bulunmasim1 gdstermektedir. Bu tiir etkilesimler Sekil 4.44.’te yesil renk ile
gosterilmistir. Phe 118, Phe 194, Phe 216, Phe 219, Phe 223, Leu 20, Leu 23, Leu 24, Leu
224, Trp 5 ve Trp 201 gibi hidrofobik amino asit birimleri ile etkilesimler goriilmiistiir. 5-
sitosteroliin aromatik halkasi ile protein i¢indeki aromatik amino asit birimleri arasinda n-n
etkilesimleri kurulmustur. Tyr 91, Tyr 107, Tyr 33 ve Tyr 178 gibi aromatik amino asitlerle

de etkilesimler meydana gelmistir.

Trans-ferulik asit bilesiginin testosteron-5a-rediiktaz tip 2 enziminin aktif bolgesi ile
etkilesimi Sekil 4.45°te gosterilmistir. Sekilde, framns-ferulik asit ve enzim arasindaki
hidrojen baglar1 pembe ¢izgilerle gosterilmistir. Asp 164, Lys 35, His 231, Tyr 178, Tyr 91,
Glu 57, Arg 94, Arg 114, Gly 115, Arg 105 ve Arg 227 gibi amino asit birimleri ile trans-
ferulik asit arasinda hidrojen baglar1 kurulmustur. Hidrofobik etkilesimler, ligandin
hidrofobik kisimlarinin proteinin hidrofobik bdlgeleriyle etkilesimde bulunmasini
gostermektedir. Bu tiir etkilesimler Sekil 4.45°te yesil renk ile gosterilmistir. Phe 118, Phe
194, Phe 216, Phe 219, Phe 223, Leu 20, Leu 23, Leu 24, Leu 224, Trp 53, Trp 201 ve Tyr

33 gibi hidrofobik amino asit birimleri ile etkilesimler gosterilmistir. 7rans-ferulik asitin
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aromatik halkasi ile protein i¢indeki aromatik amino asit birimleri arasinda n-m etkilesimleri
gosterilmistir. Tyr 178, Tyr 107, Tyr 91 ve Tyr 33 gibi aromatik amino asitlerle de

etkilesimler meydana gelmistir.

Sekil 4.44. Trans-ferulik asidin testosteron-Sa-rediiktaz tip 2 enzimine karsi olasi baglanti
konformasyonu
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5. TARTISMA

AGA, sa¢ dokiilmesinin yaygin bir tiiriidiir ve hem erkeklerde hem de kadinlarda sik¢a
goriilmektedir. Genetik yatkinlik ve androjen hormonlarinin etkisiyle ortaya ¢ikan bu durum,
pek cok bireyin hayat kalitesini etkileyebilmektedir. Testosteron-5a-rediiktaz inhibitdrleri,
AGA ve BPH tedavisinde kullanilan 6nemli bir ilag¢ sinifidir. Bu ilaglar, testosteronun daha
giiclii bir androjen olan dihidrotestosterona doniisiimiinii engelleyerek sa¢ dokiilmesini
azaltmay1 hedeflemektedir. Bu inhibitérlerin AGA tedavisinde etkinligi, ¢esitli klinik
caligmalarla gosterilmistir. Finasterit ve dutasterit gibi ilaglar, sa¢ dokiilmesini azaltmada ve
sac gelisimini tesvik etmede etkili bulunmustur. Ancak testosteron-Sa-rediiktaz
inhibitorlerinin kullaniminda, yan etkiler ve giivenlik 6nemli konular olarak goéze
carpmaktadir. Bu ilaglar genellikle iyi tolere edilse de cinsel istek kaybi, erektil disfonksiyon
ve jinekomasti gibi yan etkiler rapor edilmistir. Bahsigecen yan etkilerin, bu ilaglarin uzun
stireli kullanim1 ile ortaya c¢ikma olasiligi artmaktadir (Al Najjar ve digerleri, 2023;

Yorulmaz, 2016).

Bitkiler, binlerce yildir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan dogal kaynaklar olmustur
ve glinimiizde de ilag kesfi i¢in onemli bir potansiyel sunmaktadirlar. Bitkiler, zengin
biyolojik cesitlilikleri, geleneksel kullanim bilgisi, dogal kimyasal ¢esitlilik ve biyoaktif
bilesiklerin varlig1 nedeniyle, potansiyel yeni ila¢ adaylarinin kesfinde onemli bir rol
oynamaktadir. Bu dogal kaynaklar, ilag kesfi ve gelistirme siirecinde hem ilham kaynagi hem
de dogrudan kaynak olarak hizmet edebilmektedir. Bu nedenle, bitkilerin tibbi potansiyelini
anlamak ve kesfetmek, yeni ve etkili tedavi secenekleri gelistirmek i¢in kritik 6neme
sahiptir. AGA tedavisine yOnelik olarak, bitkisel ekstreler ve ucucu yaglar tlizerindeki
aragtirmalar da alternatif bir yaklagim olarak dikkat g¢ekmektedir. Serenoa repens
(W.Bartram) Small, Panax ginseng C.A.Mey., Curcuma aeruginosa Roxb., Cucurbita pepo
L. ve Trifolium pratense L. gibi bitkiler, dogal kaynakli testosteron-5a-rediiktaz inhibitorleri
olarak bildirilmistir. Bunun yani sira, kekik yag1 ve biberiye yag:1 gibi ugucu yaglarin, sag
biiylimesini tesvik etme potansiyeline sahip olduklar1 gosterilmistir. Bitkisel tedaviler
genellikle yan etkileri azaltmak ve dogal bir alternatif sunmak amaciyla son zamanlarda pek
cok hastaligin tedavisinde tercih edilmektedir (Feldman ve digerleri, 2023; Karaca ve

digerleri, 2019; Nestor ve digerleri, 2021).
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Androgenetik alopezi tedavisi i¢in yeni molekiil arastirmalarinda hem in vitro hem de in vivo
modeller ve test yontemleri kullanmaktadir. In vitro yontemler olarak; hiicre kiiltiiri
caligmalari, enzim aktivite testleri, hormon seviyesi ve reseptor analizleri kullanilmaktadir.
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, sag¢ folikiiliindeki dermal papilla hiicreleri ve keratinosit
hiicrelerinin proliferasyonu ve diferansiyasyonu degerlendirilmektedir. Enzim aktivite
caligmalarinda, sa¢ dokiilmesinde rol oynayan testosteron-Sa-rediiktaz enziminin inhibe
edilip edilmedigini belirlemek i¢in enzimin aktivitesi 6l¢iilmektedir. Hormon seviyesi ve
reseptor analizlerinde ise, etkisi arastirilan molekiiliin androjen reseptorleri iizerindeki
etkisini incelemek i¢in androjen reseptdr aktivitesi Ol¢lilmektedir. Ayrica molekiiliin, sag
dokiilmesine neden olabilecek hormonlarin salgilanmasini etkileyip etkilemedigini

degerlendirmek i¢in hormon seviyesi analizleri yapilabilmektedir.

In vivo yontemler olarak; etki, cilt irritasyon ve duyarlilik testleri yapilabilmektedir. AGA
aragtirmalarinda yaygin olarak fare, sican veya kobay kullanilan in vivo modeller, yeni
molekiiliin sa¢ olusumu tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Bu amagla
spesifik olarak, androjen uygulanan fare modeli veya genetik olarak degistirilmis fare
modelleri kullanilabilmektedir. Kobaylarin sa¢ dokiilme modeli, insanlardaki sac
dokiilmesine benzediginden kobaylar sikca kullanilmaktadir. Etkisi arastirilan ekstrenin
veya molekiiliin ciltte herhangi bir tahrise neden olup olmadigin1 degerlendirmek i¢in, cilt
irritasyon testleri yapilabilmektedir. Ayn1 sekilde, ciltte duyarlilik reaksiyonlarina yol agip
acmadigini degerlendirmek i¢in duyarlilik testleri yapilabilmektedir (Amaral ve digerleri,

2013; Iltaf ve digerleri, 2021; Lao ve digerleri, 2022; Pérez-Ornelas ve digerleri, 2005).

Bu tez kapsaminda, AGA tedavisinde kullanilabilecek bitkisel kokenli ekstre ve
molekiillerin arastirilmas1 amaciyla in vifro modeller kullanilmistir. /n vitro modellerde,
testosteronun DHT’ye doniigsiimiinde rol oynayan testosteron-5o-rediiktaz ve AGA
olusumunu destekleyen etkenlerden biri olarak kabul edilen enflamasyona neden olan LOX
enziminin inhibisyonlar1 incelenmistir. Tezimizde, orneklerin testosteron-5a-rediiktaz
inhibisyon aktivitelerini degerlendirmek icin referans bilesik olarak finasterit, LOX
inhibisyon aktivitelerini degerlendirmek icin ise baikalein referans bilesik olarak

kullanilmustir.

L. stoechas, L. x intermedia ve diger Lavandula tiirlerinin toprak {stl, cicek, yaprak

kisimlarinin sag ¢ikmasini veya uzamasini tetikledigine ve sa¢ dokiilmesini engelledigine
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dair degisik tilkelerde etnofarmakolojik kayitlar bulunmaktadir (Bouhlal ve digerleri, 2014;
Neves ve digerleri, 2009; Pundkar ve digerleri, 2020; Zgonc Skulj ve digerleri, 2020).

Literatiirde, Lavandula tirleri arasinda yalmzca L. angustifolia Mill.'in sa¢ dokiilmesine
kars1 in vivo etkisini inceleyen calismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismada, disi C57BL/6
farelerinde L. angustifolia'dan elde edilen ucucu yagin sa¢ uzamasi lizerindeki etkileri
incelenmistir. Pozitif kontrol olarak %3 minoksidil ve test bilesigi olarak jojoba yagi
icerisinde ¢oziilmiis %3’lik ve %5’lik ugucu yag kullanilmistir. Bulgular, L. angustifolia
ugucu yaginin sa¢ uzamasini tesvik edici bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (B. H. Lee
ve digerleri, 2016). Bir diger calismada, alopezi areata hastalarinin tedavisinde, yine L.
angustifolia ugucu yaginin etki olup olmadigi incelenmistir. Calismaya alopezi areata tanisi
koyulmus 86 hasta katilmistir. Bu randomize, cift kor, kontrollii calismada, 3 ve 7 aylik
takipler yapilmistir. Tedavi sonunda, aktif gruptaki hastalarin %44'linde iyilesme
goriilmustir (Hay ve digerleri, 1998). Ancak genis kapsamli literatiir arastirmamiza gore,
higbir Lavandula tiriniin in vitro olarak testosteron-5a-rediiktaz enzimine karsi etkisini
inceleyen bir calisma bulunamamistir. Literatiirde bulunan ve yukarida da bahsedilen
caligmalar, yalnizca Lavandula cinsinden elde edilen ugucu yaglar ile yapilmistir. L. stoechas
ve L. x intermedia’dan hazirlanan ekstrelerin AGA tedavisi iizerindeki etkisi in vitro olarak
testosteron-Sa-rediiktaz enzimi inhibisyonu iizerinden ilk kez bu doktora tezi kapsaminda

incelenmistir.

Literatiir tarama ¢alismalarimiz sonucunda, 6zellikle Lavandula ve Urtica tirlerinin halk
ilac1 olarak sa¢ dokiilmesini engellemek i¢in kullanildigi belirlenmistir. Bu nedenle,
tezimizin On tarama ¢alismalarina L. stoechas ve L. x intermedia’nin yanisira, U. dioica ile
U. urens ve yine halk arasinda sa¢ dokiilmesine kars1 kullanildig1 kaydedilen J. regia ve C.
avellana da dahil edilmistir. Bu tiirlerin MeOH’li ekstreleri iizerinde yapilan ¢aligmalar
sonucunda, her iki enzim sisteminde de en yiiksek inhibisyon L. stoechas ve L. % intermedia
tirlerinde ve bunlardan elde edilen ucucu yaglarda gozlemlenmis, bu nedenle ileri
caligmalarimiz bu iki bitki tiirii tizerinde siirdiirilmiistiir. Yukarida da bahsedildigi gibi, tibbi
bitkilerde daha oOnce gergeklestirilen testosteron-5a-rediiktaz aktivite ¢alismalari
incelendiginde, bu iki Lavandula tiiriinde ve ayrica hi¢bir Lavandula tiiriinde de herhangi
bir calismaya rastlanmamustir. Ilk 6n tarama calismalar1 sonucunda, iki ekstrenin de

testosteron-Sa-rediiktaz enzimini giiclii sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir. LOX enzimine
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kars1 ise orta derecede inhibisyon gostermislerdir. LIHME (L. x intermedia toprak iistii
MeOH ekstresi) ve LSHME (L. stoechas toprak tisti MeOH ekstresi) ekstrelerinin 59 pg/ml
final konsantrasyondaki testosteron-5a-rediiktaz enzim inhibisyonlar sirasiyla %76,49 +
0,02 (ICso: 32,92 +£ 0,01 pg/ml) ve 93,73 £ 0,47 (ICs0: 20,47 £ 0,01 pg/ml) olarak bulunmus
ve referans olarak kullanilan finasterit ise %76,25 + 0,03 (ICso: 0,41 &= 0,02 uM, ICso: 0,15
+ 0,01 pg/ml) oraninda inhibitér etki olusturmustur. LOX’a karst LIHME ve LSHME nin
inhibisyon degerleri, 200 pg/ml final konsantrasyonda, sirastyla, %48,12 + 2,12 ve %57,34
+ 1,72 (ICs0: 165,92 £ 2,14 ng/ml) olarak bulunmustur. Referans bilesik olarak kullanilan
baikaleinin LOX inhibitor etkisi ise %81,65 £ 2,71 (ICso: 12,8 £ 0,42 pg/ml) olarak
bulunmustur. Calisilan iki ekstrenin her iki enzime karsi etkileri degerlendirildiginde, en

yiiksek aktiviteye LSHME ekstresinin sahip oldugu sonucuna varilmistir.

L. stoechas ve L. % intermedia’dan Clevenger cihazi kullanilarak, Avrupa Farmakopesinde
tanimlanan yonteme gore ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yaglarin verimi sirasiyla %0,92
ve %2,28 olarak belirlenmistir. Ugucu yaglarin her iki enzim sistemine kars1 inhibitor etkileri
ve antioksidan aktiviteleri yiiksek bulundugundan GC-MS y6ntemi ile analizleri yapilmistir.
L. stoechas ugucu yaginda en yiiksek oranda bulunan bilesenler; %38.5 kafur, %23.,0 a-
fenkon ve %8,0 m-ksilen’dir. L. x intermedia ugucu yaginda en yiiksek oranda bulunan
bilesenlerin ise; %41,4 linalol, %13,7 kafur ve %7,0 linalil asetat oldugu tespit edilmistir.
Bu bilesiklerin testosteron-Sa-rediiktaza karsi aktivitelerine dair literatiirde herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Baz1 Lavandula tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin LOX enzim
inhibisyonunun degerlendirildigi bir ¢alismada, L. angustifolia, L. stoechas ve L.
heterophylla ugucu yaglarinin 20 pg/ml konsantrasyonda ve ana bilesenleri olan linalol ve
kafurun in vitro LOX enzim inhibisyon potansiyelleri ise 5 pg/ml konsantrasyonda
gerceklestirilmistir. L. angustifolia, L. stoechas ve L. % heterophylla ugucu yaglarmin LOX
inhibisyonlar1 sirastyla %79,0, %49,1 ve %86,7 olarak belirlenmistir. Ayrica, linalol ve
kafurun LOX inhibisyonunun sirastyla %92,0 ve %67,2 oldugu gériilmiistiir. ilk bulgularin
sonucunda, giivenli kullanimini onaylamak i¢in daha detayli in vivo calismalarin yapilmasi
gerektigi vurgulanmistir (Biltekin ve digerleri, 2022). L. angustifolia Chaix.'in toprak iistii
kismlarindan hazirlanan MeOH’lii ekstrenin 12-15 LOX enzimine kars1 ICso degeri 329,48
+ 44,77 png/ml olarak belirlenmistir. Ayn1 ekstrenin DPPH radikalini siiplirme kapasitesi
konsantrasyon-bagimli olarak belirlenmis ve ECso degerinin 100 pg/ml'nin iizerinde oldugu
saptanmistir. Referans olarak kullanilan kersetinin ECso degeri ise 2,92 + 8,54 pg/ml olarak

belirlenmistir (Sener ve digerleri, 2024). Literatiir ¢alismalarinda L. stoechas ugucu
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yaglarinin igeriginde genellikle en yiiksek oranda bizim ¢alismamizda da oldugu gibi kafur

bulunmaktadir (Mokhtarzadeh ve digerleri, 2019).

Dermal papilla hiicrelerinde artan oksidatif stres, sa¢ gelisimini ve uzamasini
engelleyebilmektedir. AGA hastalarinda antioksidan savunma mekanizmalariin azaldigi
gozlemlenmistir. Bu durum, hiicrelerin oksidatif stresle basa ¢ikma yetenegini zayiflatarak,
sa¢c dokiilmesinin hizim1 artirabilir. Oksidatif stresin sa¢ dokiilmesi iizerindeki etkisi,
ROS’nin sa¢ folikiillerine ve sa¢ koklerine zarar vererek sa¢ gelisimini etkilemesiyle
ilgilidir. ROS'un lipit peroksidasyonu ve DNA hasar1 gibi hiicresel bilesenler iizerindeki
zararlari, sa¢ folikiil hiicrelerinin sagligin1 ve fonksiyonlarini1 bozabilir. Ayrica, oksidatif
stresin sa¢ dokiilmesine katkida bulunabilecegi diisiiniilen baska bir mekanizma, oksidatif
stresin iltihaplanma siireglerini tetikleyerek veya bu slirecleri artirarak sa¢ folikiillerinin
fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemesidir. Iltihaplanma, sag folikiilleri ve sa¢ koklerinde
hasara yol acarak sa¢ dokiilmesini hizlandirabilir (Sung ve digerleri, 2006; Upton ve
digerleri, 2015). Bu nedenle, oksidatif stresin sa¢ dokiilmesi iizerindeki etkilerini anlamak
ve Onlemek icin, antioksidanlar gibi oksidatif stresi azaltici tedavilerin kullanilmasi
onemlidir. Bu amacla, tezimizde DPPH radikal siipiiriicii aktivite, FRAP ve metal-selasyon

kapasite testleri hem ekstreler hem de ucucu yaglar i¢in uygulanmistir.

LIHME ve LSHME ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri incelendiginde, DPPH radikal
siipiiriicii aktivite en fazla LIHME ekstresinin sahip oldugu (%88,33 + 0,09;2 mg/ml),
LSHME ekstresi ise (%82,71 £ 0,76; 2 mg/ml) siipiiriicti aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin antioksidan aktivitesi de oldukga yiiksek bulunmustur.
L. x intermedia'dan elde edilen ugucu yagin DPPH radikal stipiiriicti aktivitesi (%89,25 +
0,43;2 mg/ml) ve L. stoechas'tan elde edilen ugucu yagin etkisi ise (%86,93 + 0,42;2 mg/ml)
olarak bulunmustur. Her bir ekstre ve ugucu yag konsantrasyon-bagimli antioksidan aktivite
gostermistir. Referans bilesik kersetinin ise ayn1 konsantrasyonda %95,43 + 0,19 inhibisyon
gosterdigi bulunmustur. Ekstrelerin FRAP degerleri kiyaslandiginda, LIHME ekstresinin
(1,06 = 0,18;2 mg/ml) en yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi, ardindan LSHME
ekstresinin (1,03 £ 0,01; 2 mg/ml) etki gosterdigi tespit edilmistir. Ugucu yaglarin indirgeme
giiclerinin ise ekstrelerden daha yiiksek oldugu bulunmustur. L. x intermedia'dan elde edilen
ucucu yagin FRAP degeri 1,27 + 0,01;2 mg/ml; L. stoechas'tan elde edilen ugucu yagin

degeri ise 1,26 + 0,05;2 mg/ml olarak bulunmustur. Ekstreler ve ucucu yag konsantrasyon-
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bagimli antioksidan aktivite gostermistir. Referans bilesik kersetinin ise ayni
konsantrasyonda 1,98 £+ 0,02 absorbansa sahip oldugu bulunmustur. Ekstrelerin ve ugucu
yaglarin metal-selasyon kapasitesi degerlendirildiginde, yalnmizca LIHME’nin aktivite
gosterdigi (%21,07 £ 3,30;2 mg/ml) ve referansa oranla diisiik selasyon kapasitesine sahip
oldugu saptanmistir. Referans bilesik olarak kullanilan EDTA ise ayni konsantrasyonda
%94,75 + 0,13 etki gostermistir. Literatiirde L. X intermedia ve L. stoechas’in antioksidan
caligmalarina dair bulgular, tez ¢alismamizda gerceklestirdigimiz antioksidan aktivite

caligmalari ile tutarlilik gostermektedir (Kivrak, 2018; Torras-Claveria ve digerleri, 2007).

L. stoechas'm MeOH ekstresinde baslica fenolik bilesenler rutin, rozmarinik asit ve kafeik
asit olarak belirlenmistir. Bir baska c¢alismada ekstrenin toplam fenolik igerigi 105,5 + 2,7
mg gallik asit esdegeri olarak tespit edilmistir (Ceylan ve digerleri, 2015). Ekstrelerimizin
toplam fenol igerikleri degerlendirildiginde, LSHME ekstresinin en yiiksek fenol miktaria
(83,54 + 0,20 mg GAE/g ekstre) sahip oldugu, LIHME ekstresinin toplam fenol miktarinin
ise daha disik (27,32 £ 0,71 mg GAE/g ekstre) oldugu tespit edilmistir. Sivi-sivi
ekstraksiyon sonucunda, LSHEAE (451,40 + 16,82 mg GAE/g ekstre) ve LIHEAE nin
(154,06 + 0,12 mg GAE/g ekstre) toplam fenol igerigi belirlenmistir. Ekstreler ve alt ekstreler
arasinda en yiiksek toplam fenol igerigi LSHEAE'ye aittir. Toplam flavonoit icerikleri
acisindan, LSHME ana ekstresi (42,74 + 0,72 mg KE/g ekstre) en yliksek miktara sahiptir.
LIHME ana ekstresinin ise daha diisiik miktarda (22,03 + 1,90 mg KE/g ekstre) toplam
flavonoit igerigine sahip oldugu bulunmustur. Sivi-sivi ekstraksiyon sonucunda,
LSHEAE’nin toplam flavonoit icerigi 192,93 + 3,2 mg KE/g ekstre ve LIHEAE’ nin 59,25
+ 2,94 mg KE/g ekstre olarak belirlenmistir. Buna gore, ekstreler ve alt ekstreler arasinda en
yiksek toplam flavonoit iceriginin LSHEAE'me ait oldugu tespit edilmistir. Ekstreler
iizerinde gerceklestirilen in vitro calismalarin sonuclar1 incelendiginde, her iki enzim
deneyinde de LSHME ana ekstresinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
nedenle, aktivite-yonlendirmeli izolasyon calismalarimiz bu ekstre iizerinden devam
etmisti. MeOH ekstresi, nonpolardan polara dogru giden ¢oziiciilerle (n-hekzan, DCM,
EtOAc, suyla doyurulmus n-butanol) sivi-sivi ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Elde
edilen 5 alt ekstre (n-hekzan, DCM, EtOAc, n-butanol ve kalan su alt ekstreleri) iginde,
EtOAc alt ekstresi testosteron-Sa-rediiktaz (ICso: 30,19 = 0,01 pg/ml) ve LOX’a (ICso:
148,04 = 1.94 ng/ml) kars1 ytliksek inhibitor etki géstermistir. Bunedenle, EtOAc alt ekstresi,
bir dizi kolon kromatografisi islemine (silika jel, Sefadeks LH-20 ve RP-18 dolgu maddeleri



219

kullanilarak) tabi tutularak aktiviteden sorumlu olan etkili bilesiklerin izolasyonu i¢in daha

ileri ¢aligilmistir.

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar her asamada her iki enzime kars1 inhibitor
aktiviteleri acisindan test edilmistir. Sorumlu bilesik veya bilesiklerin tespiti i¢in hangi
fraksiyondan izolasyon c¢aligmalarina devam edilmesi gerektigine karar verilmistir. Sonug
olarak, 7 adet bilesik izole edilmis, yapilarina NMR ve kiitle spektrometresi teknikleri ile
151k tutulmus ve bilesiklerin dogrulugu standartlar ile birlikte HPLC'de kiyaslanarak teyit
edilmistir. Spektroskopik bulgulara gore, bilesiklerin luteolin-7-O-glukozit (L-1 kodlu
bilesik), apigenin (L-2 kodlu bilesik), trans-ferulik asit (L-3 kodlu bilesik), rozmarinik asit
(L-5 kodlu bilesik), kafeik asit (L-6 kodlu bilesik), p-kumarik asit (L-7 kodlu bilesik) ve f-
sitosterol (L-10 kodlu bilesik) oldugu belirlenmistir. Literatiir taramalar1 sonucunda, bu
bilesiklerin L. stoechas bitkisinden daha dnce izole edildigi goriilmiistiir (Celep ve digerleri,
2018; Karabagias ve digerleri, 2019; Sriti ve digerleri, 2022; Tayarani-Najaran ve digerleri,
2021). izole edilen bilesikler, her iki enzime kars1 in vitro aktivite testlerine tabi tutulmustur.
L-1 kodlu bilesik, testosteron-5a-rediiktaz (final konsantrasyon 59 pg/ml olacak sekilde) ve
LOX (final konsantrasyon 200 ng/ml olacak sekilde) karsisinda, sirasiyla, %52,74 + 0,01
(ICs0: 48,85 £ 0,02 ng/ml) ve %13,93 £ 1,01 inhibisyon oranlarina sahiptir. L-2 kodlu bilesik
icin bu degerler sirastyla %72,75 + 0,01 (ICso: 37,21 + 0,02 pg/ml) ve %46,41 £2,21'dir. L-
3 kodlu bilesik i¢in ise sirastyla %64,76 = 0,01 (ICso: 28,65 £+ 0,02 pg/ml) ve %78,42 £ 1,04
(ICs50:131,73 = 1,63 pg/ml) olarak bulunmustur. L-5 kodlu bilesik i¢in sirasiyla %66,19 +
0,01, T (ICso: 43,17 = 0,01 pg/ml) ve %22,73 + 1,63'tlir. L-6 kodlu bilesik i¢in sirasiyla
%49,13 + 0,01 ve %43,03 + 0,53'tiir. L-7 kodlu bilesik i¢in ise sirastyla %99,21 = 0,01 (ICso:
4,82 £ 0,01 pug/ml) ve %13,26 £+ 2,62'dir. L-10 kodlu bilesik i¢in bu oranlar sirasiyla %57,32
+ 0,01 (ICs0: 48,98 £ 0,02 pg/ml) ve %46,42 + 1,28 olarak belirlenmistir. L-2 ve L-7 kodlu
bilesikler, testosteron-5a-rediiktaza karsi, izole edildigi EtOAc alt ekstresinden daha yiiksek
oranda inhibitdr aktivite géstermistir. L-2 ve L-7 kodlu bilesiklerin ana ekstredeki miktarlari,
YPSK ile belirlenmis ve sirasiyla %0,23 £+ 0,01 ve %0,81 = 0,000 olarak bulunmustur.
LOX’a kars1 ise yalnizca L-3 kodlu bilesik LSHEAE'dan daha yiiksek aktivite gostermistir.
L-3 kodlu bilesigin LSHME ekstresindeki miktar1 ise YPSK ile %0,38 £ 0,00 olarak
belirlenmistir. Literatiir verileri incelendiginde, bugiine kadar testosteron-5a-rediiktaz ve
LOX enzim inhibisyonlar1 acisindan L. stoechas iizerinde aktivite-yonlendirmeli izolasyon

caligmalarinin yapilmadigi ve tez ¢alismamizda kullandigimiz iki enzim modelini de igeren
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AGA tedavisi i¢in herhangi bir ¢alismanin yliriitilmedigi goriilmiistiir. -Sitosterol Serenoa
repens, Hypoxis hemerocallidea, Secale cereale, Urtica dioica ve Prunus africana gibi
bir¢ok bitkiden daha dnce izole edilmistir. PC-3 (bir prostat kanseri hiicre hatti) lizerinde
yapilan bir ¢calismada, f-sitosterol'iin tip I ve II testosteron-5a-rediiktaz enzimlerini inhibe
ettigi, ICso degerinin ise 2,7 uM oldugu bulunmustur (Azizi ve digerleri, 2021). In vitro ve
in vivo olarak gerceklestirilen bir baska calismada, Uvaria rufa Blume'nin toprak iistii
kisimlarinin EtOAc’l1 ekstresinin benign prostat hiperplazisi (BPH) iizerindeki potansiyel
terapotik etkileri degerlendirilmistir. Arastirmada, ekstrenin testosteron Sa-rediiktazi inhibe
edebilme kapasitesi 6zel olarak incelenmis ve ICso degeri 46,65 + 3,11 pg/ml, referans ilag
olarak kullanilan finasteritin ICso degeri ise 26,58 + 0,17 pg/ml olarak belirlenmistir. Yapilan
YPSK analizinde, ekstre igerisindeki miktar1 69,67 + 12,36 pg/g olarak belirlenmis ve
ekstrenin Onemli bir bileseni olarak /[-sitosterol tanimlamistir. Calisma sonucunda
testosteron Sa-rediiktaz enzim inhibisyonunun major bilesik olarak bulunan f-sitosterolden
kaynaklanabilecegine dair yorum yapilmistir (Buncharoen ve digerleri, 2016). Baska bir
calismada, Eclipta alba'min petrol eteri ve MeOH ekstresinin testosteron-5a-rediiktaz
inhibisyonu in vitro yontemle incelenmistir. Ekstrelerin YPSK analizleirine gore, petrol eteri
ekstresi %0,11 oraninda p-sitosterol icermekteyken, MeOH ekstresi daha yiiksek bir
konsantrasyonda (%4,75) icermektedir. Bu bitki ekstrelerinin enzim inhibisyon aktivitesi,
referans olarak kullanilan finasterit ile karsilastinlmistir. E. alba’nin petrol eteri ekstresi,
MeOH ekstresi ve S-sitosterol i¢in 1Cso degerleri sirastyla 150,76 + 4,56, 215,87 + 2,92 ve
77,09 £+ 3,07 pg/ml; referans ilag olan finasteridin ICso degeri ise 0,246 + 0,02 pg/ml olarak
belirlenmistir (Chakraborty ve digerleri, 2023).

Bircok bitkinin aktif bilesenleri olan flavonoitlerin testosteron-Sa-rediiktaz iizerine etkisi
hakkinda yapilan bir ¢alismada, tip I Sa-rediiktaz inhibitorlerinde bulunan katesol grubunun,
bu flavonoitlerin etkisine katkida bulundugu bildirilmistir (Herman ve digerleri, 2016).
Mirisetin, kersetin, baikalein ve fisetin gibi flavonoitler, tip I Sa-rediiktaz1 etkili bir sekilde
inhibe etmektedir. Ayn1 calismada, biokanin A, daidzein, genistein ve kemferol ise tip 11 Sa-
rediiktaz inhibitorleri olarak belirlenmistir. Dogal polifenolik bilesikler olan alizarin ve
kafeik asit fenetil ester de tip I'de daha etkili Sa-rediiktaz inhibitorleri olarak bildirilmistir.
Ostrojenler ve antiandrojenler, insan sag¢ folikiillerinin DPC'leri ve dis kok kilif
keratinositlerinde doza bagli olarak sa¢ uzamasini tesvik eder. Kadin tipi AGA tedavisinde,
androjene duyarli bolgelerde topikal Ostrojen uygulamasi telojen fazdaki sa¢ oranini

azaltmakta ve sag folikiillerinin anajen fazini uzatmaktadir. 17-8-Ostradioliin, kemoterapiye
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bagli sa¢ dokiilmesi sonrast sagin yeniden uzamasini desteklerdigine dair calisma
bulunmaktadir. Ancak bazi caligmalar, Ostrojenlerin insan sa¢ uzamasini inhibe ettigini
gostermistir. Ornegin, farelerin tirashi dorsal cildine 17-p-6stradiol uygulanmasi, sag¢
folikiillerini telojen asamasinda durdurmus ve sa¢ uzamasini uzun siireli olarak engellemistir

(Herman ve digerleri, 2016).

Molekiiler kenetlenme, bir ligandin bir hedef proteine (genellikle bir enzim) baglanma
seklini ve potansiyel etkilesimlerini modellemek i¢in kullanilan bir hesaplama yontemidir
ve ilag tasarimi ve biyolojik siireglerin anlasilmasi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Ligantlar, genellikle bir hedef proteine baglanarak biyolojik etkilesimlerini gerceklestirirler.
Bu etkilesimler, hedef proteinin islevini modiile edebilir veya degistirebilir. Ornegin, bir ilag
molekiilii bir enzime baglanarak enzimin katalitik aktivitesini artirabilir veya inhibe edebilir.
Bu siireg, potansiyel ilag adaylarinin bilgisayar ortaminda hizli ve maliyet-etkin bir sekilde
taranmas1 ve degerlendirilmesi i¢in Onemlidir. Bu degerlendirme, ger¢ek deneylere
gecmeden Once bir ilacin etkinligi ve giivenligi hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilmektedir.
Calismamizda izole edilen bilesiklerin testosteron-5a-rediiktaz enziminin aktif bolgesindeki
konformasyonlarin1 belirlemek amaciyla molekiiler kenetlenme calismalar1 yapilmistir.
Bulgular, tiim bilesiklerin enzimin aktif bolgesine degisen seviyelerde baglanma
kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Apigenin, diger ligantlara kiyasla en diisiik

baglanma enerjisine (-11 kcal/mol) sahiptir.

Tez calismalarimizda izole edilen bilesiklerin in vitro aktiviteleri, molekiiler kenetlenme
deneylerimizin sonuclari ile paralellik gostermis ve dogrulanmistir. Bir ¢alismada, Oryza
sativa Linn.’nin farkli alt tlirlerinin kepeklerinden hazirlanan etanol ekstrelerinin
testosteron-Sa-rediiktaz inhibitor etkisi degerlendirilmistir (Khantham ve digerleri, 2021).
Ekstrelerin testosteron-5a-rediiktaz II enzim gen ekspresyonunu %42-%61 arasinda olmak
iizere dikkate deger oranda engelledigi belirlenmistir. YPSK ile analizi sonucunda ekstrede
yiksek oranda frams-ferulik asit bulundugu bildirilmistir. Finasterit ve dutasterit gibi
referans molekiillerle birlikte trans-ferulik asidin de testosteron-5a-rediiktaz tip Il enzimine
olan baglanma serbest enerjisi in silico olarak degerlendirilmis ve sirastyla -10,13, -8,75 ve
-5,22 kcal/mol olarak belirlenmistir. 7rans-ferulik asidin enzimin aktif bolgesine baglanma

enerjisi, referans olarak kullanilan bilesikler ile benzerlik gostermistir.
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Tez ¢alismamiz kapsaminda, halk arasinda sa¢ dokiilmesini dnleyici amagla kullanilan L.
stoechas ve L. x intermedia adli Lavandula tirlerinin etnofarmakolojik kullanimi
testosteron-Sa-rediiktaz inhibisyon mekanizmasi {izerinden bilimsel olarak dogrulanmus, L.
stoechas'in EtOAc alt ekstresinde aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama ile aktiviteden
sorumlu veya katkida bulunan bilesikler izole edilmistir. Ayrica LOX inhibitor etkileri ile
antioksidan etkileri de 3 yontem ile incelenmistir. Tez calismamiz, Lavandula tiirlerinin So-
rediiktaz inhibitor etkisini incelemeye ve aktiviteden sorumlu bilesiklerini in vitro ve in silico

yontemlerle aydinlatmaya yonelik ilk doktora tez ¢alismasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Degisik iilkelerdeki etnobotanik kayitlar, Lavandula tiirlerinin sa¢ dokiilmesini engellemek
amaciyla kullanildigimi gostermektedir. L. stoechas ve L. x intermedia tiirleri de sag
dokiilmesini engellemede kullanilan bitkiler arasinda yer almaktadir. Bu c¢aligmada, L.
stoechas ve L. X intermedia tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin ve elde edilen ugucu yaglarin
in vitro olarak testosteron-5a-rediiktaz ve LOX inhibitor aktiviteleri incelenmistir. Ayrica,
DPPH radikal siiptiriicii etki, FRAP ve metal-selasyon kapasitesi deneyleri uygulanarak

antioksidan aktiviteleri de in vitro olarak degerlendirilmistir.

L. stoechas ve L. x intermedia'nin toprak ustii kisitmlarindan MeOH ile hazirlanan ekstreler
iizerinde in vitro enzim inhibitér aktivite calismalar1 ylritilmistiir. Ekstrelerin
fraksiyonlanmas1 sonucu, her iki enzimde de en yliksek aktivite L. stoechas'in EtOAc alt
ekstresinde gozlenmistir. Bu alt ekstreden hareketle, aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama
islemine baglanmis ve ¢esitli kromatografik yontemler kullanilarak sorumlu bilesik veya
bilesik gruplarinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Her alt ekstre asamasinda, in vitro enzim

modelleri ile aktivite kontrolii yapilmis ve toplam 7 adet bilesik izole edilmistir.

Sonug olarak, L. stoechas ve L. X intermedia tiirlerinin ekstre ve ugucu yaglarmin
testosteron-5a-rediiktaz inhibisyonlar1 ilk kez tezimiz kapsaminda arastirilmustir. izole
edilen bilesiklerden biri olan p-kumarik asit, referans ilag olarak kullandigimiz finasterit ile
ayni final konsantrasyonunda daha yiiksek bir yiizde inhibisyon gdstermistir. Ancak ICso
degerinin finasteritden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica, apigenin, luteolin-7-O-
glukozit, trans-ferulik asit ve rozmarinik asit, testosteron-5a-rediiktaz enziminin %50'nin
iizerinde inhibisyonunu saglamistir. trans-Ferulik asit, LOX’a kars1 da %50'nin {izerinde
inhibisyon gostermistir. Ancak ICso degeri, referans maddeye kiyasla oldukca yiiksek

bulunmustur.

Bu bilgiler 1s181nda, L. stoechas bitkisinin testosteron-5a-rediiktaz inhibisyonu etkisinden
baslica p-kumarik asit, rozmarinik asit, trans-ferulik asit, apigenin, luteolin-7-O-glukozit
olmak {izere, izole edilen diger kafeik asit ve -sitosterol de katk1 saglamaktadir. izole edilen
maddelerle birlikte fraksiyonlar igerisinde bulunan diger bilesikler de etkiye katki saglayarak

sinerjik bir etki olusturdugu sonucuna varilmastir.
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L. stoechas'tan izole edilen bilesikler arasinda luteolin-7-O-glukozit (L-1), apigenin (L-2),
trans-ferulik asit (L-3), rozmarinik asit (L-5), kafeik asit (L-6), p-kumarik asit (L-7) ve f-
sitosterol (L-10) bulunmaktadir. Molekiiler kentlenme calismalari, bu bilesiklerin hepsinin

testosteron-Sa-rediiktaz enziminin katalitik kismi ile etkilesimde oldugunu gostermistir.

Gelecekteki aragtirmalar, tezimizde aktif oldugu bulunan ekstrelerin, ugucu yaglarin ve izole
edilen saf bilesiklerin in vivo aktivitelerine de odaklanmalidir. Ayrica, ugucu yaglar ve
LSHME ekstrelerinde akut ve kronik toksisite deneyleri ile farmakodinamik ve
farmakokinetik ¢alismalar yapilmalidir. Boylece, uygun biyoyararlanim ig¢in uygun
formiilasyonlar gelistirilebilir. Ayrica 6n taramamizda aktif oldugu bulunaan diger bitki
ekstreleri tlizerinde benzer aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama calismalar1 yapilarak,
aktiviteden sorumlu bilesiklerin aydinlatilmasi da hedefler arasindadir. Tez ¢alismalarimizin
akabinde, etkili ektre ve ugucu yag iizerinden sa¢ dokiilmesine karst formiilasyon

gelistirme ¢aligsmalar1 yapilmasi planlanmaktadir.
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