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OZET

Stachys macrostachya (Wend.) Briq Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Amag: Bu calismanin amaci Stachys macrostachya (Wend.) Briq. toprak distii
kisimlarinin farkli ekstrelerinin ve bu bitkiden izole edilmis apigenin-7-O-4-D-(6"-kumaroil)-
glukopiranozit’in (SME) antioksidan, antimikrobiyal ve tirozinaz inhibisyon aktivitelerini

arastirmaktir.

Materyal ve Metot: SME bilesigi kromatografik yontemlerle izole edilerek yapisi
spektrofotometrik yontemlerle aydinlatilmistir. Ekstrelerin ve SME bilesiginin antioksidan
aktivitesi toplam fenolik igerik, DPPH" ve ABTS"" radikallerinin inhibisyonu yontemleriyle,
antimikrobiyal aktivitesi mikrodilisyon yontemiyle, tirozinaz inhibitor etkisi ise mushroom

tirozinaz yontemiyle arastirilmistir.

Bulgular: Etil asetat ekstresinden apigenin-7-O-f-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit
(SME) izole edilmistir. Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis iizerine en yiiksek
etkiyi metanol ve su ekstresi gostermistir. Etil asetat ekstresi toplam fenolik bilesik miktar
tayini (132.59 £ 0.115 pg GAE/mg ekstre), DPPH" radikali stipiirme aktivitesi (51.3 £0.121
ug/ml ) ve ABTS™ radikali siipiirme kapasite (99.2 + 0.297 pg/ml) tayinlerine gore en etkili
cikmistir. Etil asetat ekstresi % 42.9 ve SME ise 1Cs0350.99 + 1.8 pg/ml degerinde tirozinaz

inhibitdr etki gostermistir.

Sonu¢: Cikan sonuglara gére S. macrostachya ileride yapilabilecek antioksidan ve

antimikrobiyal ¢aligmalara yol gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, Stachys

macrostachya, tirozinaz inhibitor etki
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ABSTRACT
Pharmacognostical Studies on Stachys macrostachya (Wend.) Briq

Aim: The aim of this study is to investigate the antioxidant, antimicrobial and
tyrosinase inhibition activities of different extracts of the aerial parts of Stachys
macrostachya (Wend.) Brig. and isolated apigenin-7-O-$-(6"-coumaroyl)-
glucopyranoside (SME).

Material and Method: SME was isolated by chromatographic methods and its
structure was elucidated by spectrophotometric methods. The antioxidant activity of the
extracts and SME compound was investigated by total phenolic content, inhibition of
DPPH" and ABTS™" radicals, antimicrobial activity was investigated by microdilution
method, and tyrosinase inhibitory effect was investigated by mushroom tyrosinase

method.

Results: Apigenin-7-O-p-D-(6"-coumaroyl)-glucopyranoside (SME) was
isolated from the ethyl acetate extract. Methanol and water extracts showed the highest
effect on Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis. Ethyl acetate extract was the
most effective according to total phenolic content (132.59 + 0.115 ug GAE/mg extract),
DPPH’ radical scavenging activity (51.3 = 0.121 pg/ml ) and ABTS"" radical scavenging
capacity (99.2 = 0.297 pug/ml) assays. Tyrosinase inhibitory effect of ethyl acetate extract
was % 42.9 and 1Cso of SME was 350.99 + 1.8 pg/ml.

Conclusion: According to the results, S. macrostachya may guide future

antioxidant and antimicrobial studies.

Key Words: Antimicrobial activity, antioxidant activity, Stachys macrostachya,

tyrosinase inhibitory effect
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FCR : Folin-Ciocalteu reaktifi

GAE : Gallik asit esdegeri

gs : Genis singlet

HMBC : Heteronuclear multiple bond correlation
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1. GIRIS

60.000 yildan fazla bir siiredir insanlar tibbi bitkileri ¢esitli hastaliklarin tedavisi
i¢in kullanmuslardir. MO 2730-3000'de Cin imparatoru Shen Nung, MO 1500'de Eski
Misirlilar ve MS 1500'de Araplar gibi farkl kiiltiirlerin ¢aglar boyunca bitkisel ilaglar
kullandig1 kayithidir. Hipokrat'in Materia Medica'si, Ebers Papiriis'iin Misir Farmakopesi
gibi pek cok kaynakta tibbi bitkilerin tanimlari, toplama yontemleri, etkileri ve farkl
dillerdeki adlarindan bahsedilmistir. Orta gagdaki diger kaynaklar arasinda; Ibni Sina'nin
Canon Medicinae'si ve Ibn al-Baitar'in Liber Magnae Collectionis Simplicum
Alimentorum et Medicamentorum'u bulunmaktadir. Bir¢ok gezginin seyahatleri, Asya,
Avrupa, Hindistan ve Amerika'nin farkli cografi bolgeleri arasinda bitkisel ilag
deneyimlerinin yayilmasina ve degis tokusuna yardime1 olmustur (Gossell-Williams ve
ark., 2006; Sewell ve ark., 2014).

Bitkisel ilaglarin kullanimlarinin daha kolay olmasi, doktora gitmeden
alinabilmesi, maliyetinin diisiik olmasi, bazi kirsal alanlarda gelismis saglik tesislerinin
olmamasi, yanlis olmasina ragmen bitkisel ilaglarin giivenli olduguna inanilmasi ve
bitkilerin toksisitesi hakkindaki bilgilerin yetersizligi birgok insanin hala sentetik ilaglar
yerine bitkisel ilaglar1 tercih etmesine neden olmaktadir (Pal ve ark., 2003).

Giintimiizde atropin (Atropa belladonna), morfin ve kodein (Papaver
somniferum), aspirin (Salix), digoksin (Digitalis spp.), paklitaksel (Taxus brevifolia),
vinkristin ve vinblastin (Catharanthus roseus) gibi bitkisel kaynakli bir¢ok ilag
bulunmaktadir (Pal ve ark., 2003; Rates ve ark., 2001; Greenwell ve ark., 2015).

Serbest radikaller kanser, enflamasyon, kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin
baslica nedenlerinden biridir ve bunlar viicudun oksidatif stres ile asir1 yiiklenmesiyle
olusur (Burton ve ark., 2011). Bitkiler, fenoller gibi antioksidan igerikleri bakimindan

zengin kaynaklardir. Ocimum sanctum, Piper cubeba, Allium sativum, Terminalia



bellerica ve Camellia sinensis gibi bir¢ok bitkinin antioksidan aktivite sergiledigi
kayithdir (Khalaf ve ark., 2008). Bitkilerin antioksidan aktivitesi DPPH", ABTS™", TRAP
(Toplam reaktif antioksidan potansiyeli), toplam fenolik icerik (TPC) ve metal selasyon
kapasitesi gibi yontemlerle test edilmektedir (Antolovich ve ark., 2002; Shahidi ve ark.,
2015).

Uzun yillardir insanlarin enfeksiyonlari tedavi etmek ig¢in bitkisel ilaglar
kullandig1 ve geleneksel tipta kullanilan bir¢cok bitkinin belirli hastaliklara kars1 tedavi
edici etkiye sahip oldugu kayitlidir. idrar yolu enfeksiyonlarmi tedavi etmek igin
Arctostaphylos uva-ursi ve Vaccinium macrocarpon'un halk arasinda kullanimi buna
ornektir. Antibiyotik direnci ciddi bir sorun olmasi nedeniyle yeni antibiyotiklere ihtiyag
duyulmaktadir (Mothana ve ark., 2005; Rios ve ark., 2005). Bitkinin antimikrobiyal
aktivitesini degerlendirmenin in vitro antimikrobiyal duyarlilik testi (Antimikrobiyal
duyarlilik testi AST), agar disk difiizyon testi, agar kuyusu difiizyon testi, zehirli gida
teknigi (antifungal aktivite igin), spor ¢imlenme testi, broth mikrodiliisyon, broth
makrodiliisyon testi, biyootografi, agar difiizyon veya kontak biyootografi (ITK
kullanarak), daldirma veya agar bindirme biyootografi ve dogrudan biyootografi (ITK
kullanarak) gibi farkli yollar1 vardir (Das ve ark., 2010).

Tirozinaz, cilde tonunu veren ve onu UV radyasyonundan koruyan melanin iireten
melanogenez siirecinden sorumlu olan bir enzimdir, asir1 melanin lretimi ciltte
istenmeyen pigmentasyon ve meyvelerin hasat sonrasi renginin degismesine neden
olmakta, bu nedenle tirozinaz inhibitorleri gida endiistrisi ve kozmetik alanlarinda biiyiik
ilgi gérmektedir (M Casanola-Martin ve ark., 2014; Masuda ve ark., 2005).

Lamiaceae dnemli tibbi bitkilerin bulundugu biiytik bir familyadir. Gegmisten beri
bu familyanin tiirleri tatlandirici, gida koruyucu ve tibbi etkilerinden dolay:

kullanilmaktadir. Familyadaki tiirler c¢ok farkli cesitlilikte biyoaktif bilesikler



icermektedir. Antibakteriyel, antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal, antiviral ve
antikanser gibi aktivitelere sahip olan bu bitkilerin etkilerinin igerigindeki gesitli sekonder
bilesiklerden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Carovié¢-Stanko ve ark., 2016).

Stachys cinsi, Lamiaceae (Labiateae) familyasina aittir ve yaklasik 300 tiir
icermektedir. Bu cins Akdeniz, Asya, Amerika ve Giiney Afrika'nin iliman bolgelerinde
yaygindir (Tomou ve ark., 2020). Cogu Stachys tiirii antimikrobiyal, antioksidan ve
sitotoksik aktivite gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler gostermekle birlikte geleneksel tipta
biiziicii, yara iyilestirici, ishal dnleyici, nefrit 6nleyici ve iltihap 6nleyici olarak kayithidir.
Stachys tiirlerinin iridoitler, flavonoitler, fenolik asitler ve diterpen gibi sekonder
metabolitler i¢erdigi bildirilmistir (Tundis ve ark., 2014).

Stachys macrostachya (Wend.) Brig, Stachys cinsine ait bir tiirdiir. Kafkasya,
Iran, Azerbaycan'da bulunur. Tiirkiye'de ise Kuzeydogu ve Dogu Anadolu'da yer
almaktadir (TUBIVES, 2022). Gézlemledigimiz kadariyla S. macrostachya iizerinde ¢ok
fazla literatiir kaydi bulunmamaktadir. Bu calismada bu tiiriin ve izole edilen major

bilesiginin antimikrobiyal, antioksidan, tirozinaz inhibisyonu aktiviteleri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Ozellikler

2.1.1. Lamiaceae Familyasi Botanik Ozellikleri

Lamiaceae familyasina ait bitkilerin bazi ortak 6zellikleri vardir; dortgen govdeli,
yapraklar oppozit, dekussat ve pek ¢ok salgi bezine sahiptir. Cigekler zigomorfik,
bilateral simetriktir, iki ayr1 dudakli, 4 stamene sahiptir ve iki erimis karpelden olusan
ovaryum her karpel iki tek tohumlu lokulusa boliinmiistiir (Rattray ve ark., 2021; Nassar
ve ark., 2013; Halmschlag ve ark., 2022).

2.1.2. Stachys Cinsi Botanik Ozellikleri

Stachys tiirleri genellikle bir veya ¢ok yillik otsu veya ¢alilardir, genellikle kalin
yumrulu bir yer alti kismi ve yiiksekligi 1 metreyi gegmeyen dortgen goévdelidir.
Yapraklar oppozit ve dekussattir, petiol yoktur veya iyi gelismistir, uglari lineer ila
ovattir. Cigekler vertisillat, dort ila ¢ok arasinda degisir ve cicek infloresensi terminal
spikaya benzeridir. Cicegin kaliksi 5 loplu, tiipleri tubular kampanulat seklindedir.
Korolla iki dudakli (balbitat); iist dudak diiz veya ortiiliidiir ve genellikle tiiyliidiir, alt
dudak ise tiiysiiz ila tliyliidiir ve 3 ilmeklidir, 4 stamene sahiptir ve 4 oviilii tutan 2 karpelli
tist durumlu (hipogin) bir ovaryum vardir (Tomou ve ark., 2020; Nelson, 1981).

2.1.3. Stachys macrostachya Botanik Ozellikleri

Govde diiz dik, 30-60 cm, genellikle dalsizdir, ancak nadiren 1-2 dali olabilir,
yogun ila seyrek tiyliidiir. Taban yapraklar1 yaklagik 3-10 X 1-2.8 cm'dir, yaprak sekli
oblong-lanseolat, agik bir sekilde krenat, ucu obtus ila akut ancak balta kordat, lamina 5-
11 X 1.5-2.5 cm ve yaprak sap1 3.5-9 cm'dir. Alttaki bir ila iki ¢ift ¢icek yaprag: kisa
yaprak saplarina (petiol) sahiptir veya sapsiz (subsessil), krenat serrat, vertisillasterlerden
daha uzun, isttekiler sapsiz (sessil), alttakilerden daha kisa, biitilin, brakte benzeri ve esit

kalikslidir. Vertisillasterler 12-16 ¢igekli, alttaki 1-2 ¢igek uzaktir, 1.5-10 cm aralikl:.



Brakteoller ¢oktur, 3-12 mm, lanseolat, otsu ve mukronattir. Kaliks 12-15 mm, iiggen-
subulat. Korolla'nin rengi morumsu pembe ve 17-20 mm'dir (Davis ve ark., 1982, s.261-
261).

2.2. Stachys Cinsi Yayihisi

Stachys L. (Woundwort), Lamiaceae (Labiatae) familyasina aittir ve yaklasik 300
tiir igeren bu ailenin en biiyilik cinslerinden biridir. Stachys tiirleri, baslica Akdeniz'in
iliman bolgelerinde, ardindan ikinci olarak Giineybati Asya'da ve daha diisiik 6l¢iide
Kuzey ve Giiney Amerika ile Gliney Afrika'da yetisir (Bilusi¢ Vunda¢, 2019). Tiirkiye'de
yaklasik 92 tiire sahip oldugundan, Stachys ¢esitliligi agisindan bir merkez olarak kabul
edilmektedir. Stachys tiirleri ormanlar, sulak yerler, kiregtasi, kayalik yerler, akarsu
kenarlar1 ve deniz kumlar1 gibi farkli habitatlarda biiyiiyebilir. Tiirkiye'de farkli Stachys
tirleri i¢in "kara cay, deli ¢ay, dag ¢ay1 ve tliylii ¢ay" gibi yoresel isimler mevcut olup
bazilar1 tibbi olarak kullanilmaktadir (Giiner ve ark., 2021).

2.3. Stachys Cinsinin Halk Arasindaki Kullanim

Stachys tiirlerinin, anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-kanser, anti-malaryal, anti-
spazmodik ve anti-romatoit aktiviteler (Bahadori ve ark., 2020a) gibi ¢ok ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip oldugu ve yiizyillardir halk arasinda kullanildig:1 kayitlidir. En ¢ok
enfeksiyon, soguk alginligi, inflamasyon, mide-bagirsak rahatsizliklari, iilser, cilt
rahatsizliklar1 ve yaralari, genital tlimdrler, asttm ve anksiyete i¢in kullanildig
bilinmektedir (Tomou ve ark., 2020; Bahadori ve ark., 2020a; Venditti ve ark., 2017).
Stachys tiirlerinin yapraklarindan veya toprak istii kisimlarindan yapilan ¢aylarin spazm
giderici, yatistirici, emenagog ve idrar soktiiriicii oldugu bilinmektedir (Venditti ve ark.,
2017). S. inflata Benth'in toprak iistii kisimlarinin 6zii, iran'da inflamasyon, romatoit,
enfeksiyon ve astim vakalarinda (Maleki ve ark., 2001), S. lavandulifolia Vahl'in

kardiyotonik, karminatif, kaygi giderici, yatistirici, romatizma, hazimsizlik ve bas agrisi



tedavisinde (Ghasemi ve ark., 2013), S. byzantina'nin toprak tistii kisminin enfeksiyonlar
ve enfekte yaralar, astim, kanser {lserleri, dizanteri, epilepsi, soguk alginligi, néropati,
romatizmal bozukluklar ve sindirim bozukluklarinda kullanildig1 kayitlidir (Bahadori ve
ark., 2020a). S. recta yaralarin iyilesmesini destekleyici ve biiziicii olarak, Fransa'da
nazofaringeal nezle, ates ve epilepsi tedavisinde, kurutulmus toprak iistii kisimlar1 ise
Avrupa'da histeri ve epilepsiye kars1 kullanilmistir (Chalchat ve ark., 2000). S. sylvatica
yara iyilesmesi i¢in kullanilimaktadir ve antienflamatuvar, antispazmodik, diiiretik,
emenagog ve tonik gibi bircok 6zelligi bulunmaktadir. Tiim bu aktivitelere ek olarak,
polikistik over sendromu tedavisi i¢in bitki terapistleri tarafindan toprak iistii kisimlari
onerilmektedir (Alizadeh ve ark., 2020). S. japonica, Japonya, Cin ve Rusya'da genis ¢apta
yayilmistir ve Cin halk tibbinda dizanteri larenjiti ve diger bircok hastaligin tedavisi igin
kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2020). Ayrica S. riederi var. japonica (Mig.) Japonya,
Cin ve Rusya'da da yetisen Cin tibbinda dizanteri, tonsilit ve bogaz agris1 tedavisinde,
Kore'de cilt hastaliklari, oksiiriik ve kanama tedavisinde kullanilmaktadir (Quan ve ark.,
2018). S. sieboldii Tibet ve Cin geleneksel tibbinda tiiberkiiloz, yaslhilik demansi,
hipertansiyon ve iskemik felg tedavisinde uzun siiredir kullanilan ve toksisitesi olmadig:
diistiniilen bir ilagtir (Slobodianiuk ve ark., 2021a). S. ehrenbergii yapraklar1 Liibnan'da
farenjit, larenjit, astim ve artriti tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica Liibnan'da S.
nivea'nin toprak iistli kisimlar1 ayak agrisinin tedavisinde ve ayni zamanda laksatif olarak
kullanilmaktadir (Dawra ve ark., 2022). S. palustris geleneksel olarak emetik,
antispazmodik, ekspektoran, antiseptik, yara iyi edici, sedatif ve hemostatik ajan olarak
kullanilmaktadir. Ek olarak S. palustris'in eklem agrilari, gut ve kramplarin tedavisinde,

i¢c ve dis kanamalara kars1 da kullanildig: bilinmektedir (Venditti ve ark., 2017).



2.4. Biyolojik Aktivite Calismalar:

2.4.1. Antioksidan Aktivite Calismalari

Bazi Stachys tiirleri (S. beckeana, S. plumosa, S. alpina ssp. dinarica ve S.
anisochila) tizerinde yapilan bir ¢alismada, ¢i¢ekli toprak iistii kisimlarinin metanol
ekstreleri arastirillmistir. S. plumosa disinda, test edilen tiim tiirler (ICso < 50 pg/ml)
yiiksek bir anti-DPPH" aktivite sergilemistir. Tiim ekstreler i¢in 6.25 ila 50 pg/ml
araligindaki konsantrasyonlarda hidroksil radikal siipiirme aktivitesinin % 40" iizerinde
oldugu goézlenmistir (S. beckeana (% 64.97), S. alpina ssp. dinarica (% 50.94) ve S.
anisochila (% 50.22)). 100 pg/ml'de S. plumosa % 60.67 degerinde aktivite gostermistir.
12.5 ila 250.0 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda lipit peroksidasyonu testinde
ICso degerleri S. beckeana ve S. alpina ssp. dinarica igin sirasiyla 25.07 ve 49.00 pg/ml
bulunmustur, ancak S. anisochila ve S. plumosa'nin ICso degerleri standart olarak
kullanilan kersetine kiyasla (ICso = 0.75 pg/ml) % 50 lipit peroksidaz inhibisyonuna
ulasmamistir (Kukic ve ark., 2006). Dokuz Stachys tiiriiniin toprak tstii kisimlari
antioksidan aktivite ve toplam fenolik icerikleri agisindan FRAP (demir iyonu indirgeyici
antioksidan giicii) ve Folin-Ciocalteu yontemleri kullanilarak test edilmistir. S. persica
Gmel. ve S. fruticulosa M.B. metanol ekstreleri sirasiyla 61.42 ve 62.02 mmol Fell/100g
ve toplam fenolik igerik sirasiyla 3294.96 ve 4450.36 mg gallik asit/100 g ile en yiiksek
antioksidan aktiviteyi sergilemistir (Khanavi ve ark., 2009). Baska bir ¢alismada yedi
Stachys tiirliniin metanol, etanol ve diklorometan ekstreleri, lipit peroksidaz, DPPH" ve
ksantin oksidaz analizleri kullanilarak test edilmistir. Ekstreler, lipit peroksidasyonunu
veya ksantin oksidazi inhibe etmemis, ancak DPPH" siiplirme {izerinde aktivite
gostermistir. Polar ekstrelerin nonpolarlardan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve
metanol ekstrelerinin en aktif oldugu tespit edilmistir. S. recta subsp. recta ve S.

palustris'in metanol ekstrelerinin referans olarak kullanilan rutinden daha etkili oldugu



gozlenmistir (ICso degerleri rutin (3.01 ug/ml), S. recta subsp. recta (1.96 pg/ml) ve S.
palustris (2.67 ug/ml)) (Vunda¢ ve ark., 2007). S. officinalis yapraklar1t ABTS"" ve DPPH’
analizleri kullanilarak test edilmistir. Metanol ekstresi iyi bir radikal siipiirme aktivitesi
gostermistir. Diisiik bir fenolik igerige sahip aseton ekstresinin de etkili oldugu
gozlenmistir (Sliumpaite ve ark., 2013). S. inflata'nin metanol ekstresi (polar ve nonpolar
altfraksiyonlar1) ve ucucu yagi, farkli yontemler kullanilarak antioksidan aktivite
acisindan test edilmistir. DPPH’ testinde polar fraksiyonun ICso degeri 89.50 ng/ml olarak
gozlenirken, nonpolar fraksiyon 6nemli bir antioksidan aktivite gostermemistir (% 20
civarinda). S-karoten/linoleik asit testinde standart olarak kullanilan BHT (biitillenmis
hidroksitoluen)'ye kiyasla (% 87.59) nonpolar fraksiyon (% 77.08) en yiiksek inhibisyonu
gosterirken, polar fraksiyon ve ugucu yag oldukea diisiik aktivite gostermistir. Toplam
fenolik icerigin polar fraksiyon i¢in % 5.4 ve nonpolar i¢in % 2.8 (w/w) oldugu
gozlenmistir (Ebrahimabadi ve ark., 2010). S. lavandulifolia metanol ekstresi, toplam
fenolik, flavonoit ve antioksidan aktivitesi acisindan test edilmistir. Toplam fenolik
bilesik miktar1 16.59 GAE/g kuru drog; flavonit miktar1 ise 4.48 kersetin esdegeri/g kuru
drog olarak bulunmustur. DPPH" testinde, ekstre BHT (7.7 pg/ml) ile kiyaslandiginda
giiclii bir antioksidan aktivite gostermistir (2.07 pg/ml). FRAP sonuglarina gore,
ekstrenin BHT'den daha diisiik bir indirgeme aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir.
Ayrica ekstrenin TAC (toplam antioksidan aktivite) degeri 14.61 mg BHT esdegeri/g
kuru maddedir (Khoigani ve ark., 2017). S. lavandulifolia toprak iistii kisminin metanol,
etil asetat, su ve hekzan ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri analiz edilmistir. Toplam
fenolik miktar1 en yiiksek metanol ekstresinde gézlenmis, ardindan sirasiyla etil asetat,
su ve hekzan (0.166, 0.151, 0.068 ve 0.025 mg gallik asit esdegeri/mg ekstre) ekstreleri
olarak belirlenmistir. DPPH" ve ABTS™" deneylerinde en yiiksek aktiviteyi metanol ve

sonra sirasiyla etil asetat, su ve hekzan gostermistir. FRAP testinde de sirasiyla metanol,



etil asetat, su ve hekzan ekstreleri (sirasiyla 11.5, 8.6, 5.33 ve 3.69 mM gallik asit
esdegeri/mg ekstrakt) etkili bulunmustur. Son olarak mikrozomal lipit peroksidasyon
inhibisyon testinde en yiiksek etkiyi etil asetat ekstresi (ICso 32.03 pg), ardindan sirasiyla
metanol, su, hekzan ekstreleri (64.71 pg, 289.4 pg ve 312.66 nug) gostermistir (Ghaffari
ve ark., 2012). S. affinis yumrular1 etanol kullanilarak ekstre edilmis ardindan farkli
¢oziicii ile alt fraksiyonlarina (su, etil asetat, n-butanol, diklorometan ve n-hekzan)
ayrilmis ve farkli teknikler ile antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Toplam fenolik
miktar1 testinde etil asetat ve n-butanol fraksiyonlari sirasiyla 587.33 ve 343.61 mg tannik
asit esdegeri/g olarak bulunmustur. Etil asetat ekstresi (60 mg kersetin esdegeri/g) en
yiiksek flavonoit igerigini gostermistir. DPPH’ siipiirme deneyinde, aktivite doza bagli bir
sekilde artmistir. Etil asetat fraksiyonu, 0.85 pg/ml ICso degeriyle kontrol a-tokoferol
18.68 pg/ml'den daha yiiksek etki gostermistir. En diisiik etkiyi 18.05 pg/ml ICso
degeriyle n-butanol gostermistir. Nitrit siipiirme aktivitesi, farkli pH degerlerinde in vitro
diazolama-eslesme reaksiyonu ile arastirilmis, kontrol olarak askorbik asit kullanilmus,
aktivitenin doza bagimli oldugu ve en yiiksek etkiyi etil asetat ekstresinin gosterdigi
belirlenmistir. Siiperoksit radikal siipiiriicli testinde, aktivite doza bagimli bir sekilde
artmis ve 200 pg/ml dozda askorbik asit ve etil asetat arasinda anlamli bir fark olmadan
sirastyla askorbik asit, etil asetat, n-butanol, diklorometan, su ve n-hekzan sirasinda etki
gostermistir. Etil asetat ekstresi 50 ve 200 pg/ml dozlarda % 38.63 ve % 61.41 arasinda
degisen aktivite gostermistir. Metal selatlama aktivitesinde en yiiksek aktiviteyi etil asetat
fraksiyonu (200 pg/ml konsantrasyonda % 53.65 selatlama), ardindan sirasiyla n-butanol,
su, diklorometan ve n-hekzan fraksiyonlar1 gdstermistir. Indirgeme giicii aktivitesi de
doza bagl bir iliskiyi takip eder. Askorbik asit ve etil asetat fraksiyonu elektron donorii
olarak en aktif olanlardir. Tiim bu sonuglar, etil asetat fraksiyonunun en 1y1 antioksidan

aktiviteye sahip oldugunu ve bunun yiiksek fenolik ve flavonoit bilesik iceriginden



kaynaklandigini dogrulamistir (Guo ve ark., 2018). U Stachys tiiriiniin (S. byzantina K.
Koch, S. thirkei K. Koch ve S. cretica subsp. bulgarica) toprak iistii kisimlarinin, su,
metanol, kloroform ve n-hekzan ekstreleri CUPRAC (Bakir (II) Iyonu Indirgeyici
Antioksidan Kapasite Tayini), DPPH" ve FRAP deneyleri kullanilarak antioksidan
aktivite agisindan analiz edilmistir. Sonuclar, n-hekzan ekstresinin en disiik fenolik
icerige sahip oldugunu, su ve metanol ekstraktlarinin ise en yiiksek fenolik icerige sahip
oldugunu gostermistir (metanol ekstreleri; S. cretica 0.101, S. byzantina 0.090 ve S.
thirkei 0.058 mg gallik asit esdegeri/g ekstre). DPPH" testinde metanol ve su ekstreleri en
iyi aktiviteyi gostermistir (metanol ekstreleri; S. byzantina 0.063, S. cretica 0.062 ve S.
thirkei 0.039 mg askorbik asit esdegeri/mg ekstre ve S. thirkei su ekstresi (0.051) mg
AaE/mg ekstre). S. thirkei'nin diger iki tiire gore daha diisiik stipiirme aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir. FRAP testinde, test edilen ekstrelerin tiimiiniin, kontrol
biitillenmis hidroksitoluene (BHT) (1.1 mM Fe?'/mg ekstre) gore daha diisiik bir
indirgeme aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir. S. byzantina ve S. cretica'nin metanol
ekstreleri sirastyla 0.476 ve 0.454 mM Fe?*/mg ekstre degerleri ile en yiiksek aktivite
gostermistir. S. cretica, S. thirkei ve S. byzantina su ekstreleri sirasiyla 0.459, 0.451 ve
0.434 mM Fe?*/mg ekstre degerlerinde aktivite gostermistir (Toplan ve ark., 2021).

2.4.2. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

Yapilan bir ¢alismada; S. byzantina, S. inflata, S. lavandulifolia ve S. laxa'nin
toprak tistii ¢igekli kistmlarinin metanol ekstreleri, Staphylococcus aureus, Streptococcus
sanguis, Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa ve Klebsiella pneumonia'ya karsi
konsantrasyona bagli antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ekstrelerin gram pozitif
bakterilere (S. sanguis ve S. aureus) karsi gram negatiflere gore daha etkili oldugu ve
Aspergilus niger ve Candida albicans'a karsi test edildiginde herhangi bir antifungal

aktivite gostermedigi goriilmistiir (Saeedi ve ark., 2008). Yunanistan'dan sekiz Stachys
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tirt (S. alopecuros (L.) Bentham., S. scardica (Griseb.) Hayek, S. cretica L. ssp. cretica,
S. germanica L. ssp. heldreichii (Boiss.) Hayek, S. recta L., S. spinulosa L., S. euboica
Rech. ve S. menthifolia Vis.) ugucu yaglarinin P. aeruginosa, E. coli, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Micrococcus flavus ve Staphylococcus epidermidis ve asagidaki
mantarlar: A. niger, Penicillium ochrochloron, Epidermophyton floccosum, C. albicans
ve Trichophyton mentagrophytes iizerindeki antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Ugucu
yaglarin tiimiiniin, test edilen bakteri suslarina kars1 mantarlardan daha etkili oldugu; test
edilen S. scardica'nin hem bakteri hem de mantarlara karsi en aktif oldugu tespit
edilmistir fakat ugucu yaglarin higbirinin direngli P. aeruginosa'ya kars1 etkili olmadig
gozlenmistir (Skaltsa ve ark., 2003). S. pseudopinardii'nin etanol ekstresi, 16 pg/ml
minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK), 32 pg/ml minimum bakterisit konsantrasyonu
(MBC) ve 25.0 mm'lik bir inhibisyon zonu ile B. cereus'a kars1 gii¢lii bir antibakteriyel
aktivite gostermistir. Ayrica 32 pg/ml MIC, 32 pg/ml minimum fungisidal konsantrasyon
(MFC) ve 17.0 mm inhibisyon zonu ile Debaryomyces hansenii'ye karsi antifungal
aktivite gostermistir. Ekstre S. aureus, B. subtilis, E. coli, Proteus vulgaris, Salmonella
typhimurium ve P. aeruginosa'nin yani sira Kluyveromyces fragilis, Candida albicans ve
Rhodotorula rubra’ya karsi orta diizeyde bir aktivite gostermistir (Dulger ve ark., 2009).
S. plumosa’nin ugucu yagi buhar distilasyonu ile elde edilmis ve daha sonra agar disk
difiizyon yontemi kullanilarak % 2 ve % 4 konsantrasyonlarinda antimikrobiyal aktivitesi
analiz edilmistir. En iyi aktiviteyi P. aeruginosa ve B. subtilis'e karsi, ardindan
Enterococcus faecalis ve K. pneumonia'ya karsi ve daha az 6l¢iide E. coli ve C. albicans'a
kars1 gOstermistir, ancak S. aureus'a karsi herhangi bir antimikrobiyal aktivite
gostermemistir (Petrovi¢ ve ark., 2006). S. sieboldii'nin S. aureus, B. subtilis, E. coli, S.
typhimurium ve C. albicans'a karsi antimikrobiyal aktivitesi difiizyon agar yontemi

kullanilarak arastirilmistir. Bitkinin kuru ekstraktlar1 (herba % 70 etanol ekstrakti ve
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yumrularin % 40 etanol ekstrakti) incelenmistir. Sonuclar, herba kuru ekstraktinin
antimikrobiyal etkisinin daha yiiksek oldugunu, test edilen tiim mikroorganizmalarin
duyarli oldugunu géstermistir (inhibisyon zonu S. typhimurium igin (19.75 + 2.12) mm
ve P. aeruginosa igin (24.55 + 1.20) mm arasinda). Herbadan elde edilen homojenat,
gram-pozitif koksiye (19.35 + 1.08 mm) ve maya mantarlarina (22.35 + 1.15 mm) kars1
en Onemli antimikrobiyal etkiyi gostermistir. Ancak S. typhimurium, E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus ve C. albicans'in bitki yumrulariin ekstresine karsi duyarsiz
oldugu gbzlenmistir (Slobodianiuk ve ark., 2021b). Clevenger tipi bir aparat kullanilarak
hidro-distilasyon ile elde edilen S. macrostachya (Wend.) Briq ugucu yaginin
antimikrobiyal aktivitesi P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, E. faecalis,
Enterococcus faecium, E. coli, Streptococcus salivarius ve Streptococcus mutans'a karsi
mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleri kullanilarak arastirilmigtir. Ugucu yag, 20
mm inhibisyon bolgesi ve 62.50 ug/mL MIK ile A. baumannii'ye kars: etki gdstermistir
(Karaoglan ve ark., 2021). U Stachys tiiriiniin (S. cretica subsp. bulgarica, S. byzantina,
S. thirkei) farkli ekstrelerinin (metanol, kloroform ve hekzan) yedi bakteri (S. aureus, S.
epidermidis, E. faecalis, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve Proteus mirabilis) ve
tic mantara (C. albicans, Candida parapsilosis ve Candida tropicalis) karsi
antimikrobiyal aktivitelerini aragtirmak i¢in bir ¢alisma yapilmistir. Mikrodiliisyon brot
teknigi kullanilarak ve aktivite MIK degerleri belirlenerek test edilmistir. Ekstreler,
kullanilan standart ilaglarla karsilagtirildiginda hafif ila orta derecede antimikrobiyal
aktivite gostermistir. S. cretica'nin metanol ekstresinin E.coli'ye kars1 etkisinin (312.5
pg/ml MIK degeri) disinda test edilen ekstrelerin hicbiri gram negatiflere karsi
antibakteriyel aktivite gdstermemistir. S. cretica'nin n-hekzan ekstresinin, 312.5 ila 625
mg/L arasinda degisen MIK ile gram pozitif bakterilere kars1 aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir. S. byzantina ve S. thirkei'nin kloroform ekstresinin, E. faecalis ve S.
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epidermis iizerinde aktiviteye sahip oldugu (MIK degeri; S. byzantina'nin E. faecalis'e
kars1 156.2 mg/L ve S.thirkei'nin S. epidermis'e karst 625 mg/L) belirlenmistir. Test
edilen ti¢ Stachys tiiriiniin n-hekzan ekstresi, C. parapsilosis ve C. tropikalis'e kars1 iyi
bir antifungal aktivite gostermistir (MIK degerleri: S. cretica; C. parapsilosis'e karsi
78.12 ve C. tropikalis'e kars1 156.2, S. byzantina; C. parapsilosis'e kars1 156.2 ve C.
tropikalis'e kars1 312.5 ve S.thirkei C. parapsilosis'e kars1 78.12) (Toplan ve ark., 2021).
S. aleurites'in 26 bakteri susuna ve 3 mayaya karsi etkisi agar well difiizyon yontemi
kullanilarak test edilmistir. S. aleurites'in Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
lachrymans, Bacillus pumilus, B. cereus, Xanthomonas campestris pv. campestris,
Pseudomonas syringae pv. glycine ve S. typhimurium'e karsi (MIK; 250 pg/ml) etkili

oldugu gozlenmistir (Guven ve ark., 2009).

2.4.3. Antienflamatuvar Aktivite Calismalari

S. sieboldii'nin etanol ekstresinin, karragenanin neden oldugu akut penge iltihabina
bagli fare ayak Odemi {iizerindeki anti-enflamatuar etkisi 30 erkek fare {izerinde
arastirilmistir. Mekanik bir onkometre kullanilarak pengelerin hacmi 6l¢iilmiistiir. Sadece
10 mg/kg dozda penge 6deminde bir azalma gozlenmis ve ilk 2 saat i¢inde % 48'lik anti-
inflamatuar aktivite tespit edilmistir. 3-5 saat i¢inde antiinflamatuar aktiviteye sahip olan
ve ortalama % 50 seviyesinde olan bitki ekstresi etkisinin serotonin, histamin ve
l6kotrienlerin  aracilik  ettigi  enflamasyonun akut fazinda ortaya ciktigini
diisiindiirmektedir (Slobodianiuk ve ark., 2021a). S. byzanthina C. Koch'un toprak iistii
kisimlarin metanol ve aseton ekstreleri formalin testi ve carrageenan ile indiiklenen pence
O0demi kullanilarak anti-inflamatuar aktiviteleri agisindan arastirilmistir. Formalin
testinde, formalin enjeksiyonundan 60 dakika once ekstrelerden 3 farkli doz (50, 100 ve
200 mg/kg) kullanilmigtir. Erken fazda yalama siiresinde bir fark bulunmazken, ge¢ fazda

ekstrelerin tiim dozlar1 yalama siiresini etkili bir sekilde azaltmis, maksimum azalma 50
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mg/kg'lik dozla elde edilmistir ve 5 mg/kg indometazin dozundan daha etkili
bulunmustur. Karagenin ile indiiklenen penge 6demi kaynakli inflamasyonda, ekstreler
doza bagimli bir sekilde anti-inflamatuar etki gostermistir. Aseton ekstresi, metanol
ekstresinden daha fazla anti-enflamatuar aktivite gostermis ve yiiksek dozda
indometazine benzer bir sekilde enflamasyonu inhibe etmistir. 200 mg/kg'lik dozda,
aseton ekstresi tiim zaman noktalarinda enflamasyonu 6nemli 6l¢iide ortadan kaldirmistir
(Khanavi ve ark., 2005). S. inflata'nin toprak istii ¢icek agmayan kisimlarinin metanol
ekstesi, anti-enflamatuar aktivitesi agisindan test edilmistir. Carrageenan indiikli penge
odemli siganlarda, S. inflata ekstresi intraperitonal olarak uygulanmistir. 50-400 mg/kg
dozlarinda giiglii bir anti-inflamatuar etkiye sahip oldugu ve en etkili dozun 200 mg/kg
oldugu gozlenmistir. Formalinle indiiklenen yalama tepkisi testinde, ekstre 6zellikle 50
mg/kg'lik dozda, enflamasyonun ge¢ fazinda yalama siiresinde bir azalma gdstermistir.
Ayrica ekstre 200 mg/kg intraperitoneal dozunda penge dokularinin histolojik hasarinm
azaltmig, bundan baska notrofil infiltrasyonunu ve miyeloperoksidaz aktivitesini
azaltmigtir (Maleki ve ark., 2001). On Stachys tiiriiniin toprak {istii kisimlarinin sulu
ekstreleri, karagenin ile indiiklenen penge ddemi kaynakli inflamasyonu olan si¢anlara
intraperitonal ve oral yoldan uygulanarak anti-inflamatuar aktivite agisindan
degerlendirilmistir. Oral olarak uygulanan Stachys sulu ekstreleri ile en Onemli
inflamasyon inhibisyonlar1 S. alpine (% 30.5), S. officinalis (% 26.6), S. sylvatica (%
26.3), S. recta (% 25.8), S. germanica (% 23.8) ve S. palustris (% 23.0) olmustur. Hepsi,
(% 41.0) aktiviteye sahip olan kontrol oral diklofenak sodyum ile karsilastirilmistir.
Intraperitonal olarak uygulanan sulu ekstrelerden S. alpine (% 79.9) en yiiksek
antiinflamatuar aktiviteyi gostermis, sonra sirasiyla S. recta (% 61.6), S. germanica (%

50.6) ve S. officinalis (% 45.4) takip etmistir (Haznagy-Radnai ve ark., 2012).
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2.4.4. Antikanser Aktivite Calismalar:

S. pilifera'nin diklorometan ekstresi, test edilen {i¢ hiicre hattinin (HL-60 hiicreleri,
K562 hiicreleri ve MCF-7 hiicreleri) tiimiinde, ICso degeri 33.1 ile 48.2 arasinda degisen
bir sitotoksik aktivite géstermistir. S. byzantina'nin diklorometan ekstresi (ICso 62.7-
131.0 pg/ml) ve % 80 metanol ekstresi (ICso 62.1-104.1 pug/ml) test edilen ii¢ hiicre
hattinin hepsinde etkili olmustur. S. acerosa'nin ti¢ farkli ekstresinin de, K562 hiicreleri
(kronik miyelojendz 16semi hiicre dizisi) izerinde secici olarak etkili oldugu gézlenmistir
(Jassbi ve ark., 2014). Alt1 Stachys tiirliniin ugucu yaginin sitotoksik aktivitesi, iki insan
kanser hiicre hattinda (C32; amelanotik melanom ve ACHN; renal hiicreli
adenokarsinom) incelenmistir. C32 hiicre hattinda, S. germanica ugucu yagi, 100
pg/ml'lik bir konsantrasyonda % 77 inhibisyonla bir anti-proliferatif etki sergilemis (LDso
75 ug/ml) ve sonraki etkiyi S. spinosa (LDso 83.5 pg/ml) gostermistir. ACHN hiicre
hattinda ise 100 pg/ml konsantrasyonda S. germanica (LDso 74.5 pg/ml), S. palustris
(LDso 83.9 pg/ml) ve S. spinosa (LDso 83.0 pg/ml) ugucu yaglarinin anti-proliferatif
etkileri sirasiyla % 81, % 77 ve % 73 inhibisyon olarak gozlenmistir (Conforti ve ark.,
2009). Farkli Stachys tiirlerinin % 80 metanol ekstrelerinin, 3 tip kanser hiicre hatti
tizerindeki sitotoksik aktiviteleri, Doxorubicin ve Cisplatin ile kiyaslanarak test
edilmistir. 10 pg/mL konsantrasyonunda S. recta kok ekstresi > % 50 inhibisyon ile
MCF7 hiicre hattina (gogiis adenokarsinomu) karsi 6nemli bir aktivite gdstermistir.
Ayrica A431 hiicre hattina (skinepidemoidkarsinom) kars1 > % 25 inhibisyon ve Hela
(serviksadenokarsinom) hiicrelerinde > % 25 inhibisyon sergilemistir. MCF7 hiicre
hattinda, S. palustris'in yaprak, gévde ve ¢igek ekstresi, S. byzantina'nin govde ekstresi
ve S. germanica'nin ¢icek ekstresi > % 25 inhibisyon sergilemistir. S. palustris, HeLa
hiicreleri tizerinde % 25'lik bir inhibisyon sergilemistir. Bu ¢alismada, test edilen ti¢ hiicre

hattinin hepsine karsi S. recta'nin kok ekstresinin aktif oldugu tespit edilmistir (Haznagy-
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Radnai ve ark., 2008). Dort Stachys tiiriintin gesitli ekstrelerinin 3.125 ila 800 pg/ml
araligindaki dozlari, kolorektal adenokarsinoma (Caco-2), kolon karsinomu (HT-29),
Isvigre faresi embriyo fibroblasti (NIH 3T3) ve meme duktal karsinomu (T47D) hiicre
hatlarina kars1t MTT testi kullanilarak sitotoksik aktiviteleri agisindan arastirilmistir.
Sonugta, S. laxa'in polar olmayan fraksiyonlarin (etil asetat ve kloroform, ICso< 50
ug/mL) T47D, HT-29'a kars1 polar ve ana ekstreden daha biiyiik bir aktivite sergiledigi
gosterilmistir. S. subaphylla etil asetat ve kloroform ekstreleri (ICso < 50 pg/mL) T47D
hiicre hattina kars1 yiiksek aktivite sergilemistir. Ayrica T47D {izerinde S.
turcomanica'nin etil asetat fraksiyonu 30.14 pg/mL ICso ile iyi bir aktivite gostermistir
(Khanavi ve ark., 2012).

2.4.5. Antidiyabetik Aktivite Calismalar:

S. annua'nin su ekstresinin (ICso; a-glikozidaz iizerinde 18.7 uM ve a-amilaz
tizerinde 11.4 pM), metanol ekstresinden (ICso; a-glikosidaz iizerinde 25.7 uM ve a-
amilaz iizerinde 43.3 uM) daha yiiksek etki gosterdigi ve her iki ekstrenin de, standart bir
inhibitor olarak kullanilan akarboz (ICso; a-glikozidaz iizerinde 22.8 uM ve a-amilaz
tizerinde 10.0 uM) gibi bir enzim inhibitorii olarak etkili oldugu gézlenmistir (Bursal ve
ark., 2020). S. palustris L.'nin farkli kisimlar1 (yapraklar, ¢igekler, govdeler ve kokler),
sindirim enzimlerini inhibe edici aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Cicek
ekstresinin en iyi a-glikozidaz inhibe edici aktiviteye sahip oldugu (ICso 11.20 mg/ml),
yaprak ekstresinin ise a-amilaz (ICso 6.85 mg/ml) ve pankreatik lipaz (ICso 27.46 mg/ml)
tizerinde daha iyi bir inhibe edici aktivite gosterdigi belirlenmistir (Lachowicz-
Wisniewska ve ark., 2022). Baska bir ¢alismada, S. brachyclada'nin yapraklarinin
metanol ekstresi (ICso 13.7 pg/ml) standart akarbozla (7.5 pug/ml) kiyaslanarak a-
glikozidaz enzim inhibitor etki gostermistir. Ayrica ayni deney izole edilmis bilesikler

tizerinde test edilmis ve hepsi, ana ekstreden daha diisiik bir enzim inhibisyon aktivitesi
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gostermis, bunun sinerjik etki kaynakli oldugu diistiniilmistiir (Lemoui ve ark., 2023).
Ug Stachys tiiriiniin (S. inflata, S. byzantina ve S. lavandulifolia) ugucu yaglari Clevenger
tipi distilasyon {initesi kullanilarak elde edilmis ve ardindan bazi biyolojik aktiviteler
acisindan test edilmistir. En yiiksek a-amilaz inhibisyon aktiviteyi S. byzantina (0.74
mmol akarboz esdegeri/g ugucu yag) gostermis, ardindan S. lavandulifolia (0.68 mmol
akarboz esdegeri/g ugucu yag) ve sonra S. inflata (0.52 mmol akarboz esdegeri/g ugucu
yag) gelmistir. Ayrica S. inflata, S. byzantina ve S. lavandulifolia ugucu yaglari (sirasiyla
4.62, 4.56 ve 4.47 mmol akarboz esdegeri/g ucucu yag) a-glikozidaz aktivite gostermistir
(Bahadori ve ark., 2020b).

2.4.6. Antikolinesteraz Aktivite Calismalari

S. lavandulifoliamin  bes ekstresinin, asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitor etkileri Ellman'in kolorimetrik yontemi kullanilarak
arastirilmistir. Standart fizostigmin (ICso; AChE 0.2 pg/ml ve BChE 2.4 pg/ml) ile
karsilagtirildiginda, AChE'ye kars1 n-hekzan ekstresi (ICso:13.7 pg/ml) ve BChE'ye kars1
diklorometan ekstresi (ICso: 143.9 ug/ml) en etkili bulunmustur (Tundis ve ark., 2015).
S. lavandulifolia, S. byzantina ve S. inflata'nin ugucu yaglarinin (EO) kolinesteraz
inhibisyon aktivitesi Ellman yontemi kullanilarak arastirilmigtir. En aktif ugucu yagin,
BChE'ye kars1 7.68 mg galantamin esdegeri/g EO ve AChE'ye kars1 5.20 mg GALAEs/g
EO inhibisyonu ile S. inflata oldugu gozlenmistir. Ayrica S. byzantina'nin inhibisyon
degerlerinin BChE i¢in 6.62 ve AChE i¢in 5.06 mg GALAEs/g EO, S. lavandulifolia’nin
ise BChE i¢in 4.96 ve AChE i¢in 4.88 mg GALAE/g EO oldugu belirlenmistir (Bahadori
ve ark., 2020b). S. guyoniana'in ii¢ farkli ekstresinin (etil asetat, kloroform ve n-butanol)
kolinesteraz inhibisyon aktivitesi, referans Galatamin ile karsilagtirmali olarak Ellman
yontemi kullanilarak incelenmistir. AChE'ye karsi, tek aktif fraksiyon, 1Cso 5.78 pg/ml

ile n-butanol ekstresiyken, (Galantamin ICso 5.01 pg/ml), n-butanol ekstresi (ICso 19.23
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ug/ml) BChE'ye karsi Galantamin'den (ICso 53.90 ug/ml) daha iyi inhibitor etki
gostermistir (Ferhat ve ark., 2017).

2.4.7. Yara lyi Edici Aktivite Calismalar1

S. hissarica ekstresi, ensizyonel lineer yaralari olan siganlarda oral yoldan 10
mg/kg dozda yara iyilestirme aktivitesi gostermistir. Ekstre uygulanan grupta iyilesme
stireci kontrol grubuna (metilurasil) gore daha hizli olup yaralanmadan sonra 1-2 giin
icinde olusan kabuk 7. gilinde, kontrol grubunda ise 12. giinde ayrilmistir. Ayn1 deney,
alloksanla indiiklenen diyabet fareleri iizerinde yapilmis ve sonug olarak S. hissarica
ekstresi iyi bir etki gdstermistir (10. glinde tensile dayanma, kontrol i¢cin 286.4 g ve ekstre
ile tedavi edilen grup i¢in 520.6 g) (Ramazanov ve ark., 2016). S. lavandulifolia Vahl'in
sulu ekstresi ve Malva sylvestris Linn'in kloroform ekstresi, indiikklenmis yaralari olan
Wistar siganlarinda yara iyilestirme Ozellikleri agisindan incelenmis ve soguk krem
(kontrol) ve nitrofurazon (standart ajan) ile yara bolgesi ve histopatolojik ozellikler
acisindan karsilastirilmistir. M. sylvestris ile tedavi edilen grup yara alaninda % 99 azalma
gostermis, bunu nitrofurazon grubu (% 95) ve S. lavandulifolia grubu (% 92) izlemistir.
Histopatolojik analiz, M. sylvestris ekstresi igeren soguk krem ile tedavi edilen grupta
daha fazla doku rejenerasyonu gostermistir, ardindan nitrofurazon ve S. lavandulifolia
gruplar1 gelmistir, ancak soguk krem ile tedavi edilen grupta 6dem, monosit hiicreleri ve
hiicresel nekrozlu alan gézlenmistir. Ayrica M. sylvestris ile daha iyi organize olmus
kollajen, fibroblast bantlar1 ve az sayida enflamatuar hiicre varlig1 goriilmiistiir (Pirbalouti
ve ark., 2011).

2.4.8. Anksiyolitik Aktivite Calismalari

S. tibetica'nin metanol ekstresi (yapraklar, govde, kokler ve tiim bitki) yiikseltilmis
arti labirent kullanilarak albino Wistar fareleri tizerinde 200-400 mg/kg dozda

anksiyolitik aktivitesi agisindan test edilmis ve diazepam (1 mg/kg agizdan) ile

18



karsilastirilmistir. Ttm S. tibetica ekstreleri ve diazepam giris sayisini ve kapali kollarda
gecirilen siireyi azaltmistir, ayrica girisleri ve agik kollarda gegirilen siireyi artirmistir.
Tim ekstreler ve diazepam labirentin merkezinde gegirilen siireyi azaltmistir. 400 mg/kg
dozda kok, yaprak, biitiin bitki ekstresi ve diazepam alan gruplarda agik kollarda bas
daldirma sayisinda artis fark edilmistir. Diazepam ve biitlin bitki ekstrakti disinda, diger
tiim ekstraktlar kontrol grubuna kiyasla fekal bolusu azaltmistir. Ekstreler arasinda en
fazla anksiyolitik aktiviteyi biitiin bitki ve yaprak ekstreleri, orta aktiviteyi kok ekstresi
ve en disiik aktiviteyi ise govde ekstresi gostermistir. Tiim bu bulgular, S. tibetica'nin
yeni bir anksiyolitik ila¢ kaynagi olarak hizmet edebilecegini diisiindiirtmiistiir (Kumar
ve ark., 2013). Baska bir ¢alismada, S. tibetica'nin ugucu yagi hidro-distilasyon yoluyla
elde edilmis ve 25 ve 50 mg/kg dozlarinda Diazepam (1 mg/kg) ile karsilastirilarak albino
Wistar fareleri lizerindeki anksiyolitik aktivitesi arastirilmistir. Deney, delikli tahta,
yiikseltilmig art1 labirent, aydinlik/karanlik arena ve sosyal etkilesim ydntemleri
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Sosyal etkilesim testinde (alisilmadik ve tanidik
kosullar) 25 ve 50 mg/kg ugucu yag ve diazepam dozlarmin tiimii sosyal etkilesim
stiresini artirmig, fakat tanidik kosullarda 50 mg/kg ugucu yag ekstresinin diazepamdan
daha aktif oldugu goziikmiistiir. Hepsi hem tanidik hem de alisilmadik kosullarda
saldirgan davranislarin siiresini azaltmstir. Delik tahtasi testinde, test edilen tiim
gruplarda kontrole kiyasla azalmis bir bas daldirma gecikmesi gézlenmis, ayrica ugucu
yag gruplarinin daha yiiksek bas daldirma siiresine sahip oldugu tespit edilmistir.
Yiikseltilmig art1 labirentte hem ugucu yag hem de diazepam agik kollara giris sayisini ve
burada gecirilen siireyi artirmis, ayrica 50 mg/kg dozunun 25 mg/kg'dan daha aktif oldugu
bulunmustur, bu da doza bagmli bir aktivite oldugunu disiindiirmiistiir.
Aydinlik/karanlik alan testinde ugucu yag, kontrole kiyasla hareketsizlik siiresini ve

karanlik alanda gegirilen siireyi onemli 6l¢iide azaltmis, hem ugucu yag hem de diazepam,
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aydinlik arenada gegirilen zamani artirmistir (Kumar ve ark., 2012). S. annua L.'nin
maserasyon ile elde edilen metanol ekstresinin anti-anksiyete ve antidepresan etkileri
erkek albino fareler iizerinde (12.5, 25, 50 ve 100 mg/kg intraperitoneal dozlarda)
arastirilmistir. Anksiyolitik ve lokomotor aktiviteleri yiikseltilmis art1 labirent ve agik
alan testi ile degerlendirilmis ve pozitif kontrol olarak kullanilan diazepam (2 mg/kg
intraperitoneal) ile karsilastirnllmistir. Antidepresan aktivitesi zorlu ylizme testi ve
kuyruktan asma testi ile degerlendirilmis ve fluoksetin ve imipramin ile karsilastiriimistir.
Acik kola girislerin ylizdesi ve burada harcanan zamanin yiizdesi, vehikiil kontrol
grubuyla karsilastirildiginda hem ekstre hem de diazepam ile tedavi edilen gruplarda
onemli dlciide yiiksek oldugu gézlenmistir. Ekstrenin 50 ve 100 mg/kg dozlar1 diazepam
da lokomotor aktiviteyi azaltmistir. Zorla yiizdiirme testi ve kuyruktan asma testinde 25,
50 ve 100 mg/kg ekstre dozlari ile hareketsizlik 6nemli 6l¢iide azaltilmistir (Motavallian
ve ark., 2021). S. lavadulifolia Vahl'in hidroalkolik ekstresi (etanol:su; 8:2) ve ugucu
yagi, erkek farelerde intraperitoneal olarak uygulandiktan sonra yiikseltilmis art1 labirent
yontemi kullanilarak anksiyolitik aktiviteleri agisindan analiz edilmistir. 100 mg/kg
ekstre ve diazepam hem agik kollara giris ylizdesini hem de burada gegirilen siireyi
artirmig, ayn1 zamanda kapali kollarda giris ylizdesini ve harcanan zamani da azaltmistir.
Ayrica 100 mg/kg ekstrenin lokomotor aktiviteyi azalttig1 ve ketaminin neden oldugu
uyku siiresini uzatarak S. lavadulifolia Vahl ekstraktinin anksiyolitik etkiye sahip
oldugunu ve diazepamdan daha az sedatif etkiye sahip oldugunu gostermistir. 50 mg/kg
bitki ekstresi bu parametrelerin higbirini etkilememis, ayrica ugucu yag farelerin
yiikseltilmis plus labirentindeki davranislarini etkilememistir (Rabbani ve ark., 2003).

2.4.9. Hepatoprotektif Aktivite Calismalar

Yapilan bir arastirmada S. pilifera Benth'in etanol ekstresinin, CCls (karbon

tetrakloriir) kaynakli  hepatotoksisiteli  sicanlardaki  hepatoprotektif —aktivitesi
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degerlendirilmistir. 42 yetiskin erkek Wistar sican rastgele ve esit olarak 6 gruba
ayrilmistir. 1. gruba normal salin, 2. gruba intraperitoneal CCls (2 ay boyunca haftada iki
kez 1 mg/kg), 3., 4. ve 5. gruplara farkli dozlarda oral S. pilifera ekstresi (100, 200 ve 400
mg/kg/giin) ve CCls, 6. gruba 400 mg/kg/giin dozunda ekstre verilmistir. Aktivite
histopatolojik analiz ve ALT (alanin aminotransferaz), AST (aspartat aminotransferaz),
ALP (alkalen fosfataz), MDA (malondialdehit), TP (toplam protein) ve ALB (albumin)
Olgtimleri kullanilarak degerlendirilmistir. CCls, serum ALB (2.7 g/dL) ve TP'de (6.23
g/dL) azalmaya neden olurken, geri kalanin1 artirmistir (ALT 167, AST 222, ALP 800
U/1). 200 ve 400 mg/kg/glin dozlarindaki ekstre, yiiksek ALT (97, 79), AST (193, 160),
ALP (519, 382) ve MDA diizeylerini 6nemli dl¢lide azaltmistir. TP ve ALB diizeylerini
onemli Ol¢lide normallestirmistir. Ayrica salin ve 400 mg/kg/giin dozunda ekstre grubu
arasindaki TP, ALB, AST, ALT, ALP ve MDA diizeylerinde 6nemli bir fark
gozlenmemistir. CCls kaynakli histolojik yaralanmalar (iltthaplanma ve yagh
dejenerasyon), 200 ve 400 mg/kg/giin ekstre ile azaltilmistir (Kokhdan ve ark., 2017). S.
pumila'nin (400 mg/kg) dozundaki metanol ekstresinin, CCls kaynakli hepatotoksisite ve
oksidatif stresli erkek Wistar albino siganda hepatoprotektif aktivitesi arastirtlmistir. Lipit
peroksidasyonu ve oksidatif stres durumu igin bir belirteg olan MDA ve OSI (oksidatif
stres indeksi) sirasiyla, CCls grubunda yiikselmistir (MDA 36.06 nmol/mg. protein ve
OSI 2.30 TOS/TAS), S. pumila ekstresi ile 6n isleme tabi tutulmus grupta ise azalmistir
(MDA 20.53 nmol/mg. protein ve OSI 0.95 TOS/TAS). SOD (siiperoksit dismutaz) ve
CAT (katalaz) antioksidan enzimlerinin CCls uygulamasi ile seviyeleri diismiis, ancak S.
pumila ile 6n tedavi uygulanan grupta aktivitelerinde iyilesme kaydedilmistir. Hepatik
enzimler ALT ve AST, CCls uygulamasina bagli olarak yiikselmis, bu yiiksek seviyeler
S. pumila ile 6nemli 6lgiide azalmigtir. Tiim bu bulgular, S. pumila'nin CCls tarafindan

indiiklenen hepatik hasara kars1 geleneksel ilag Silimarin'den daha iyi hepatoprotektif
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aktivitesi oldugunu desteklemistir (Kepek¢i ve ark., 2017). S. floridana Schuttl. ex
Benth'in kurutulmus rizomlarmmin sulu ekstresi, kirk sekiz 2 aylik erkek Kunming
farelerinde (bazilar1 CCls kaynakli hepatotoksisiteye sahip) oral olarak 100, 200 ve 400
mg/kg/glin dozlarinda incelenmistir. 200 ve 400 mg/kg/giin dozlardaki ekstre ile yiiksek
ALT ve AST'de 6nemli bir diislis gézlenmistir (AST: 120.30, 102.02 ve 80.07 U/1, CCla
grubunda, 200 ve 400 mg/kg ekstre, sirasiyla) ve (ALT: 91.79, 77.93 ve 60.4 U/l, CCla
grubunda, 200 ve 400 mg/kg ekstre, sirasiyla). Azalan SOD ve CAT aktivitesi, GSH
(indirgenmis glutatyon) ve TAC (toplam antioksidan kapasitesi) seviyeleri, 200 ve 400
mg/kg ekstre ile dnceden tedavi edilen grupta belirgin sekilde artmis ve yiiksek MDA
onemli dl¢iide azalmis, hepsinin doza bagimli oldugu gézlenmistir (Ma ve ark., 2012).

2.4.10. Antitirozinaz Aktivite Calismalari

S. lavadulifolia'nin toprak istii kisimlarinin bes farkli ekstresinin (metanol,
metanol sokslet, etanol, diklorometan ve n-hekzan) anti-tirozinaz aktiviteleri pozitif
kontrol kojik asit ile karsilastirilarak incelenmistir. Inhibisyon aktivitesi dogrusal bir
konsantrasyon iliskisinde artmistir. ICso degerleri (ng/ml cinsinden) incelendiginde
yiiksekten diisiige aktivitenin sirasiyla etanol (33.4), metanol sokslet (42.8), metanol
(51.8), diklorometan (64.3) ve n-hekzan (272.7) ekstrelerinin oldugu goériilmiistiir. Kojik
asitin ICso'sinin10.8 ug/ml oldugu gézlenmistir (Tundis ve ark., 2015). S. macrostachya
(Wend.) Briq'in toprak {stii kistmlariin ugucu yagi, clevenger tipi aparat kullanilarak
hidro-distilasyon yoluyla elde edilmis, substrat olarak L-DOPA ve kontrol olarak kojik
asitin kullanildig1 yontemle farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100 ve 200 pg/ml)
tirozinaz inhibisyon aktivitesi agisindan analiz edilmistir. Kojik asidin ICso degeri 3.86
ug/ml iken S. macrostachya'ninki 22.86 pg/ml bulunmustur. Ugucu yagin yiizde
inhibisyonu konsantrasyona bagli dogrusal bir sekilde artmigtir (Karaoglan ve ark., 2021).

S. annua (L.) subsp. annua var. annua'nin toprak tstii kisimlarinin metanol, etil asetat ve
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su ekstrelerinin tirozinaz inhibisyon aktivitesi degerlendirilmistir. En yiiksek aktivitenin
etil asetat ekstresine ait oldugu, en diisiik aktivitenin ise su ekstresine ait oldugu
gosterilmistir (etil asetat i¢in 23.95, metanol i¢in 17.96 ve su i¢in 8.13 mg kojik asit
esdegeri/g ekstre) (Kocak ve ark., 2017). S. cretica subsp. kutahyensis'nin toprak tistii
kisimlarinin sulu ve metanol ekstrelerinin tirozinaz inhibisyon aktivitesi arastirilmistir.
Metanol ekstresinin (264.21 mg kojik asit esdegeri/g ekstre) tirozinaz inhibisyonunun
sulu ekstreden (161.46 mg kojik asit esdegeri/g ekstre) daha yiiksek oldugu gézlenmistir.
Metanol ekstresinin bu yiiksek aktivitesinin, kersetin ve kempferol gibi bazi fenolik
bilesiklerin varligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir (Benabderrahim ve ark.,
2021). S. germanica subsp. holdreichii'nin su, metanol ve etil asetat ekstrelerinin, anti-
tirozinaz aktiviteleri arastirilmistir. Metanol ekstresinin (ICso 2.90 mg/ml) en iyi
aktiviteye sahip oldugu, ardindan su ekstresi (ICso 4.73 mg/ml) ve son olarak etil asetat
ekstresinin (ICso 44.76 mg/ml) geldigi gézlenmistir. Kontrol olarak kullanilan kojik asit
0.26 mg/ml'lik bir ICso gostermistir (Sarikurkcu ve ark., 2021).

2.4.11. Antiiilser Aktivite Calismalari

S. lavandulifolia'nin Wistar erkek si¢anlari tizerinde alkoliin neden oldugu mide
iilserini Onleyici ve terapotik etkisini aragtirmak icin bir calisma gergeklestrilmistir.
Siganlar kontrol, alkol (1 ml/ 200 g canli agirlik), alkol/ S. lavandulifolia (100 mg/kg canli
agirhik/glin, bitki ekstresi alkol uygulamasindan 2 hafta sonra verilmis) ve S.
lavandulifolia/alkol (bitki ekstresi indiiklenen tilserden 2 hafta once verilmis) olmak
tizere 4 gruba ayrilmistir. S. lavandulifolia ekstresinin alkol/S. lavandulifolia grubunda
iilser sayisini, iilser indeksini ve skorunu azalttigin1 géstermis ve iilseri % 46 oraninda
inhibe edilmistir. Mide asidi pepsinin, alkol ve S. lavandulifolia/alkol gruplarinda kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Mide dokusunun nitrik oksit

metabolitlerinin alkol ve S. lavandulifolia/alkol gruplarinda daha diisiik oldugu
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belirlenmistir. Histopatolojik incelemelerde alkol/ S. lavandulifolia grubunda alkoliin
neden oldugu tiim mukozal hasarlara kars1 anlamli bir koruma saptanmistir (Nabavizadeh
ve ark., 2011).

2.5. Fitokimyasal Calismalar

2.5.1. S. byzantina

Apigenin, apigenin-7-O-glukozit ve apigenin-7-O-(6-p-kumaroil)-glukozit,
verbaskozit, 2'-O-arabinosil verbaskozit (Asnaashari ve ark., 2010) ve apigenin-7-O-f-
(6"-kumaroil)-glukopiranozit'in (Demirtas ve ark., 2013) igerdigi kayithdir.

2.5.2. S. sylvatica

Fenilpropanoit, fenolik bilesikler, flavonoitler (stakispinosit, krizoeriol 7-O-f-D-
glukopiranozit, naringenin-7-O-(6"-E + Zp-kumaroil)-A-D-glukopiranozit ve apigenin-7-
O-(6"-E + Z-p-kumaroil)-p-D-glukopiranozit), lignan'in igerdigi belirtilmistir (Di Stasi ve
ark., 2023).

2.5.3. S. pilifera Benth

S. pilifera Benth'in monogliserit, steroidal bilesikler (3-sitosterol ve dakosterol) ve
flavonoitler  (krizoeriol, 5-demetilsinensetin, pakipodol, apigenin, kirsimaritin,
penduletin,  velutin,  isoskutellarin-7-O-[6"-O-asetil-#-D-allopiranoil-(1—2)-4-D-
glukopiranozit] ve 7,3',4'-tri-O-metilluteolin) icermektedir (Khademian ve ark., 2021).

2.5.4. S. germanica L. subsp. salviifolia (Ten.) Gams

Iridoitler (5-allosiloksi-okubin, harpajit, 7-8-hidroksi-harpajit ve ajugol), fenolik
bilesikler (arbutin ve verbaskozit) igermektedir (Venditti ve ark., 2013).

2.5.5. S. rizeensis R. Bhattacharjee

Kemferol, luteolin, verbaskozit ve klorojenik asit icermektedir (Gergek ve ark.,

2022).
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2.5.6. S. candida Bory & Chaubard

Flavon  (krizoeriol,  krizoeriol-7-O-$-D-(3"-E-p-coumaroil)-glukopiranozit,
krizoeriol-7-O--D glukopiranozit, apigenin 7-O-$-D-glukopiranozit, apigenin 7-(6"-E-
p-kumaroil)-4-D-glukopiranozit, 4'-0O-metil-hipoletin-7-0O-[6™-O-asetil-f-D-
allopiranosil-(1—2)]--D-glukopiranozit, 4'-metil-izoskutellarein-7-O-[6"-O-asetil-5-D-
allopiranosil-(1—2)]--D-glukopiranozit, izoskutellarin 7-0-[6"-O-asetil-f-D-
allopiranosil-(1 — 2)]-6"-0O-asetil-S-D-glukopiranozit ve izoskutellarin 7-O-[6"-O-
asetil-p-D-allopiranosil-(1 —  2)]-f-D-glukopiranozit), bir metillenmis flavon
(kalikopterin), fenolik asit (klorojenik asit) ve feniletanoit glikozit (akteozit) igermektedir
(Michailidou ve ark., 2021).

2.5.7. S. brachyclada de Noé ex Coss.

Stakisetin, etil 4-hidroksibenzoat, flavon aglikon (luteolin ve apigenin) ve flavon
glikozit (izoskutellarein 7-O-[6"-O-asetil-p-D-allopiranosil-(1—2)-4-D-
glukopiranozit]), krizoeriol 7-0O-[6"-O-asetil-p-D allopiranosil-(1—2)-4-D-
glukopiranozit] ve luteolin 7-O-[6"-O-asetil-p-D-allopiranosil-(1—2)-4-D-
glukopiranozit]) igermektedir (Lemoui ve ark., 2023).

2.5.8. S. ocymastrum (L.) Briq.

Luteolin, apigenin, apigenin-7-O-p-D-(6"-O-p-kumaroil-glukopiranozit) ve
izoskutellarin 7-O--D-allopiranosil-(1—2)-glukopiranozit)'in i¢erdigi kayitlidir (Lakhal
ve ark., 2011).

2.5.9. S. glutinosa L.

Iridoitler (5-alosiloksi-okubin, melittozit, monomelittozit ve allobetonikozit)'in

icerdigi kayithdir (Serrilli ve ark., 2006).
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2.5.10. S. cretica ssp. anatolica

Apigenin-7-glukozit, verbaskozit ve klorojenik asit, pinorezinol, siringik asit,
luteolin ve luteolin-7 glukozit igermektedir (Carev ve ark., 2021).

2.5.11. S. palustris L.

Iridoitler  (harpajit, 8-O-asetil-harpajit ve monomelitosit), flavonoitler
(izoskutellarin tiirevi), feniletanoit glikozitler (ekinakozit ve verbaskozit) ve kaffeoil-
kinik asit (klorojenik asit) igermektedir (Frezza ve ark., 2016).

2.5.12. S. riederi var. japonica (Miq.)

Yag asitleri (linolenik asit, linoleik asit, palmitik asit, palmitoleik asit, oleik asit,
oleanolik asit, stearik asit, n-pentadekanal ve heptadekanal), fenolik bilesikler (kafeik
asit, rosmarinik asit, umbelliferon ve 4-hidroksibenzoik asit heptil ester), amino asitler
(fenilalanin ve asparagin) ve bir triterpenoit (ursolik asit) icermektedir (Saravanakumar
ve ark., 2021).

2.5.13. S. lavandulifolia VVahl. var. brachydon Boiss.

Kinik asit, klorojenik asit, hiperozit, protokatesik asit, p-kumarik asit, kemferol,
apigenin, kafeik asit, naringenin, 4-OH benzoik asit ve salisilik asit icermektedir (Bingol
ve ark., 2018).

2.5.14. S. ionica

Flavonoitler (apigenin, salvigenin, kastisin, krizosplenetin), iridoitler (gardosit ve
loganik asit), seskiterpen ve apigenin-7-O-p-(6"-kumaroil)-glukopiranozit'in igerdigi
belirtilmistir (Meremeti ve ark., 2004).

2.5.15. S. spinosa

Iridoitler (harpajit, 7-O-asetil-8-epi-loganik asit, ajugol) ve bir flavonoit glikoziti

(stakispinozit)'in igerdigi kayithdir (Kotsos ve ark., 2001).
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2.5.16. Baz1 Stachys tiirlerinin ucucu yag bilesenleri

2.5.16.1. (-) a-Pinen

S. schtschegleevii (% 36.4) (Sonboli ve ark., 2005), S. plumosa (% 35.84) (Grujic-
Jovanovic ve ark., 2004), S. annua ssp. annua var. annua (% 11.4) S. macrantha (% 11.2)
(Renda ve ark., 2017), S. macrostachya (Wend.) Brig. (% 9.72) (Karaoglan ve ark., 2021),
S. anisochila (% 7.6) (Grujic-Jovanovic ve ark., 2011), S. recta (% 5.42) ve S.
scardicanin (% 5.03) (Grujic-Jovanovic ve ark., 2004) a-pinen i¢erdigi kayithidir.

2.5.16.2. (+) p- Pinen

S. plumosa (% 31.74) (Grujic-Jovanovic ve ark., 2004), S. annua ssp. annua var.
annua (% 23.1) (Renda ve ark., 2017), S. germanica subsp. salviifolia'nin ¢i¢ek yaginda
(% 18.7) (Giuliani ve ark., 2009), S. recta (% 8.07) (Grujic-Jovanovic ve ark., 2004), S.
anisochila (% 5.28) (Grujic-Jovanovic ve ark., 2011) ve S. germanica'nin (% 4.28)
(Grujic-Jovanovic ve ark., 2004) (+) S- pinen igerdigi belirtilmistir.

2.5.16.3. (+) Limonen

S. sylvatica (% 37) (Renda ve ark., 2017), S. germanica subsp. salviifolianin ¢igek
yagl (% 24.1) (Giuliani ve ark., 2009), S. pilifera (% 9.9) (Masoudi ve ark., 2003), S.
schtschegleevii (% 8.2) (Sonboli ve ark., 2005), S. obliqua L. (% 6.2) (Harmandar ve ark.,
1997) ve S. plumosa'nin (% 3.62) (Grujic-Jovanovic ve ark., 2004) (+) limonen igerdigi
kayithdir.

2.5.16.4. Linalol

S. inflata (% 28.55) (Ebrahimabadi ve ark., 2010), S. pubescens (% 23.7)
(Akhlaghi ve ark., 2011), S. acerosa (% 23.5) (Masoudi ve ark., 2003), S. iberica subsp.
stenostachya (% 18.86) (Kaya ve ark., 2001), S. corslcs (% 13.4) (Pélissier ve ark., 1999),
S. byzantina (% 12.9) (Mostafavi ve ark., 2013) ve S. lavandulifolia'nin (% 11.9)

(Bahadori ve ark., 2020b) linalol igerdigi kayitlidir.
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2.5.16.5. Timol

S. pubescens (% 35.5) (Akhlaghi ve ark., 2011), S. byzantina C. (% 19.0) (Manafi
ve ark., 2010), S. obliqua L. (% 16.4) (Harmandar ve ark., 1997), S. paslutris (% 5.8) S.
spinosa (% 4.5) ve S. hydrophila'nin (% 3.5) (Conforti ve ark., 2009) timol igerdigi
kayithdir.

2.5.16.6. Karvakrol

S. macrantha (% 28.8) (Renda ve ark., 2017), S. spinosa (% 27.9) (Conforti ve
ark., 2009), S. inflata Benth (% 7.4) (Omidbaigi ve ark., 2006) ve S. pubescens'in (% 2.9)
(Akhlaghi ve ark., 2011) karvakrol igerdigi kayithidir.

2.5.16.7. Germakren D

S. sylvatica cigekleri (% 55.2) ve yapraklarinin (% 31.7) (Tirillini ve ark., 2004),
S. germanica subsp. salviifolia yapraklari (% 39.4) ve ¢iceklerinin (% 12.8) (Giuliani ve
ark., 2009), S. byzantina (% 37.0) (Manafi ve ark., 2010), S. obliqua L. (% 25.4)
(Harmandar ve ark., 1997), S. lavandulifolia (% 22.5) (Bahadori ve ark., 2020b), S.
salviifolia (% 22.3) (Vundac ve ark., 2006), S. inflata (% 21.6) (Bahadori ve ark., 2020b),
S. officinalis (L.) Trevis (% 20.1), S. recta L. subsp. subcrenata (Vis) Brig. (% 19.7)
(Vundac ve ark., 2006), S. schtschegleevii (% 18.6) (Sonboli ve ark., 2005), S.
macrostachya (Wend.) Brig. (% 12.19) (Karaoglan ve ark., 2021) ve S. cretica ssp.
vacillans'in (% 9.5) (Conforti ve ark., 2009) germakren D igerdigi belirtilmistir.

2.5.16.8. p-Karyofilen

S. viticina (% 62.3), S. balansae subsp. carduchorum (% 29.9), S. sericantha (%
23.2), S. tmolea (% 19.7), S. balansae subsp. balansae (% 17.9), S. obliqua (% 16.7), S.
germanica subsp. heldreichii (% 15.7), S. cretica subsp. smyrnaea (% 14.8), S. germanica

subsp. bithynica (% 14.8), S. huber-morathii (% 14.5), S. cretica subsp. lesbiaca (%
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12.5), S. huetii (% 12.4), S. cretica subsp. bulgarica (% 11.8), S. pinetorum‘un (% 11.3)
S-Karyofilen igerdigi kayithidir (Goren ve ark., 2011).

2.5.16.9. a-Kadinol

S. cretica subsp. garana (% 16.4) (Goren ve ark., 2011), S. recta L. subsp.
subcrenata (Vis) Brig. (% 9.5) (Vundac ve ark., 2006), S. cretica subsp. lesbiaca (% 7.4)
(Goren ve ark., 2011), S. byzantina (% 6.8) (Mostafavi ve ark., 2013), S. cretica subsp.
kutahyensis (% 5.7), S. cretica subsp. smyrnaea (% 5.4), S. longispicata (% 5.3) ve S.
huetii'nin (% 5.2) (Goren ve ark., 2011) a-kadinol igerdigi kayithidir.

2.5.16.10. Nonanal

S. alpina L. (% 9.8), S. recta L. subsp. recta (% 3.0) ve S. palustris'in (% 2.9)
nonanal i¢erdigi kayithidir (Vundac ve ark., 2006).

2.5.16.11. (2E)-Hekzenal

S. sylvatica (% 7.3) (Renda ve ark., 2017), S. inflata Benth. (% 4.62)
(Ebrahimabadi ve ark., 2010) ve S. annua ssp. annua var. annua'nin (% 1.1) (Renda ve
ark., 2017) (2E)-hekzenal icerdigi kayithidir.

2.5.16.12. (E)-2-Hekzenal

S. palustris (% 16.3) ve S. alpina'nin (% 4.5) (E)-2-hekzenal igerdigi belirtilmistir

(Vundac ve ark., 2006).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez c¢alismasi igin Eczacilik Fakiiltesi Dekanligi Birim Etik Kurulundan
12.04.2022/5 numarali karar ile izin alinmistir.

3.1. Kullanilan Malzemeler ve Bitki Materyali

Bitki materyali Palandoken Dagi’ndan (Erzurum) Temmuz 2019'da toplanmaistir.
Bir &rnegi Atatiirk Universitesi Biyogesitlilik Uygulama ve Arastirma Merkezinde
saklanmaktadir (SBE-1400 (ABBM)). Yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda
ekstraksiyon, izolasyon ve aktivite ¢alismalarinda kullanilan kimyasal malzemeler Tablo

3.1'de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Ekstraksiyon, izolasyon ve aktivite ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Mensei Kimyasal Ad1 Mensei
Slikajel Merck Vanilin Merck
Sefadeks Sigma Siilfirik asit Sigma
Ters faz slikajel Merck Asetik asit Sigma
Poliamit Merck Sodyum fosfat monobazik Sigma
ITK plag Merck Sodyum fosfat dibazik dodekahidrat Sigma
Etil asetat Sigma Kojik asit Sigma
Diklorometan Isolab Mushroom tirozinaz enzimi Sigma
Hekzan Sigma 3,4-Dihydroxy-L phenylalanine Sigma
Metanol Isolab Mueller hinton broth besiyeri Oxoid
Doétoro metanol Eurisolab Formik asit Isolab
DMSO Sigma DPPH* Sigma
Folin-Ciocalteu Sigma Etanol Sigma
Sodyum karbonat Sigma Troloks Sigma
Gallik asit monohidrat Sigma ABTS™ Sigma
Potasyum persiilfat Sigma

3.2. Ekstraksiyon ve Kolon Kromatografisi Calismalari
Bitki nemsiz ve havadar bir yerde kurutuldu. Uygun biiyiikliikte toz edildi (533 g).

Balona yerlestirildi. Bir gece metanol ile masere (1500 ml) edildi. Siizge¢ kagidi ile
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stiziildii. Daha sonra geri ¢eviren sogutucu altinda mantolu 1siticida 40 °C'de 3 defa 2000
ml metanol ile tekrar ekstraksiyona devam edildi. Siizge¢ kagidi ile her seferinde
stizlilerek, siiziintiiler birlestirildi. Rotavaporda ugurularak metanol ekstresi elde edildi
(123.86 g).

120 g metanol ekstresi alt fraksiyonlar elde edilmesi amaciyla 130 ml suda
¢oziildi. Daha sonra ayirma hunisinde 5 kez 200 ml n-hekzan ile ekstre edildi. n-Hekzan
katmani ayrildiktan sonra, kalan sulu kisim 6nce 5 kez 200 ml diklorometan ile sonra 5
kez 200 ml etil asetat ile ekstre edildi. Ana metanol ekstresinden sirasiyla n-hekzan,
diklorometan, etil asetat ve su alt fraksiyonlar1 elde edilmis oldu. Hepsi rotavaporda
kuruluga kadar uguruldu.

7 g etil asetat ekstresi ¢oziilerek, 10 g silika jel (0.063-0.200 mm) ile karigtirildu.
Kurutuldu ve silika jel kolona (85 g) kromatografik ayrim yapmak {izere kuru tatbik
yapildi. 90:10:1 (Diklorometan: Metanol: Su) solvan sistemi ile eliisyona basland1 (500
ml), sonra sirasiyla 80:20:2 (1500 ml), 70:30:3 (1500 ml), 65:35:5 (500 ml), 50:50:5
(1000 ml) solvan sistemleri gegirildi. Tiiplere toplandi. ince tabaka kromatografisine
tatbik yapildi. UV2s4-UV3ee altida incelendi. % 1'lik vanilin siilfirik asit piiskiirtiilerek
etlivde 1sitildi. Benzer fraksiyonlar tespit edilerek birlestirildi. 46-52. tiiplerde olusan
¢okelek metanol ile yikanarak saf olarak elde edildi (SME).

3.3. Yap1 Tayini

SME bilesiginin yapist spektroskopik yotemler ile aydinlatilmistir. Q-TOF
spektrumu Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Ileri Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezinde (DAYTAM), NMR spektrumlari ise Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimii ve inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezinde

(IBTAM) gekilmistir.
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3.4. Antimikrobiyal Etkinin Mikrodilisyon Yontemi ile Belirlenmesi

Calismada Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) Staphylococcus aureus (ATCC
29213) ve Enterococcus faecalis (ATCC 29212) standart bakteri suslar1 kullanilmistir.
Orneklerin in vitro antimikrobiyal etkinlikleri Klinik ve Laboratuvar Standartlar:
Enstitiisii 6nerileri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemi ile test edilmistir (CLSI, 2017).
Bu yontemde Mueller Hinton sivi besiyeri kullanilarak her bir 6rnegin cift kat
sulandirimlart hazirlandi (Test maddeleri i¢in 1024 pg/mL-1 pg/mL ve siilfomerazin i¢in
3200 pug/mL-6.25 ug/mL). Son konsantrasyonlar1 10° CFU / mL olacak sekilde hazirlanan
mikroorganizmalar ve sulandirimlari hazirlanan test maddeleri steril 96 kuyucuklu
plaklarin ilgili kuyucuklarina 50 uL ye 50 uL olacak sekilde eklendi ve plaklar 24-48 saat
37 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda gozle gériiliir bulanikligin olmadig1 en diisiik
konsantrasyonlar MIK olarak belirlendi.

3.5. Antioksidan Aktivite Tayini

3.5.1. Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayini

Orneklerin toplam fenolik bilesik miktarlarini belirlemek i¢in Folin ve Denis
tarafindan gelistirilen, Singleton tarafindan modifiye edilen yontem uyguland: (Folin &
Denis, 1912; Slinkard & Singleton, 1977). Gallik asit standart fenolik bilesik kullanildu.
Oncelikle 100, 200, 400, 500 ve 600 pg/ml konsantrasyonda gallik asit ¢ozeltileri
hazirlandi, her bir ¢ozeltiden 1 ml alinarak 23 ml'ye (distile su ile) tamamlandi.
Tamamlama yapildiktan sonra Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) 0.5 ml eklenerek ve 3
dakika sonra % 2 sodyum karbonat (Na:COs) c¢ozeltisi 1.5 ml ilave edildi. Oda
sicakliginda manyetik karistiricida 2 saat karistirildiktan sonra absorbanslar 760 nm'de
Olgiildii. Kor olarak distile su kullanildi. Deney sonucunda okunan absorbanslar

konsantrasyona kars1 grafige alind1 ve gallik asit standart grafigi elde edildi.
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Orneklere ait numunelerin hazirlanmasi i¢in her bir &rnegin stok ¢ozeltisi (1
mg/ml) hazirlandi. Bu stok ¢6zeltilerin her birinden 1 ml alinarak hacim 23 ml'ye distile
suyla tamamlandi. Tamamlama yapildiktan sonra sirasiyla 0.5 ml FCR ve 3 dk sonra da
% 2'lik Na2CO3z (1.5 ml) eklendi. Oda sicakliginda iki saat manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra numunelerin absorbanslar1 760 nm'de distile sudan olusan kore karsi
olgiildii. Olgiimler ii¢ tekrarli gerceklestirildi. Absorbans degerlerine karsi gelen gallik
asit esdegerleri standart grafikteki denklem yardimiyla elde edildi. Gallik asit esdegeri
(GAE) ve mikrogram olarak sonuglar belirtildi.

3.5.2. DPPH" Radikali Siipiiriicii Kapasite Tayini

Calismada 1 mM'lik DPPH" ¢ozeltisi serbest radikal olarak kullanilmistir.
Orneklerin farkli konsantrasyonlarda (10-60 pg/mL) stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Mikroplakaya her bir stok ¢ozelti (210 pl) ve DPPH’ ¢ozeltisi (70 pl) eklenmistir.
Ortalama 1 dakika karigtirilan numuneler oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe
edilmistir. Orneklerin absorbanslar1 kér olarak kullanilan etanole karst 517 nm'de
ol¢tilmiistiir. Kontrol olarak 210 pl etanol ve 70 ul DPPH" ¢ozeltisi kullanilmistir. Yiizde
inhibisyon degerleri agagida belirtilen formiil ile hesaplanmistir (Blois, 1958).

DPPH’ giderme aktivitesi (%) = [Axontrol-Asmek / Akonrol ] X 100

Anumune: DPPH® radikal ¢6zeltisine numune ilave edildikten sonra bulunan absorbans

degeri
Axontrol: Yalnmizca DPPH' radikal ¢6zeltisi igeren kontroliin absorbans degeri
Troloks pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.5.3. ABTS** Siipiiriicii Kapasite Tayini
Re ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismaya goére ABTS™ katyon radikali

stiplirme kapasitesi gerceklestirilmistir (Re ve ark., 1999). 2 mM ABTS™ ¢ozeltisi
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hazirlanip, ¢ozeltiye 1:1 oraninda, 2.45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi eklenerek
ABTS™ katyon radikali elde edilmistir. Orneklerden hazirlanan  farkli
konsantrasyonlardaki stok ¢ozeltiler (140 pl) ve ABTS™ ¢ozeltisi (100 pl) kuyucuklara
ilave edildi. 1 dakika ¢alkalama islemi gerceklestirildi. Kontrol numunesi olarak 140 ul
fosfat tampon (0.1 M, pH = 7.4) ve 100 ul ABTS™ ¢ozeltisi kullanildi. Kontrol
numunesinin 734 nm'de absorbans degerinin 0.700 + 0.025 olmasi beklendi. 30 dakika
sonunda absorbanslar tampondan olusan koére kars1 734 nm'de 6lgiildii. Troloks standart
olarak kullanildi. Test maddelerinin ABTS™ katyon radikali siipiirme kapasitelerinin
yiizde degerleri belirtilen denkleme gore yapildi (Re ve ark., 1999).

ABTS"" siipiirme kapasitesi (%) = [Akontrol-Asmek / Akonrol ] X 100
Anumune: ABTS™ ¢ozeltisine numunelerin ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri
Axontrol: Yalnizca ABTS™ ve tampon ¢ozelti iceren kontrol numunesinin absorbans degeri

3.6. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Yontemi

3,4-dihidroksil-L-fenilalanin ~ (L-DOPA)nin  substrat olarak  kullanildig1
Masuda'nin metoduna gore gergeklestirilmistir (Masuda ve ark., 2005). Pozitif kontrol
olarak kojik asit kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda 80 pL fosfat tamponu
(pH=6.5), 40 puL test ¢ozeltisi ve 40 pL tirozinaz soliisyonu 96 kuyucuklu mikroplakaya
uygulanarak 23°C'de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir ( A: Fosfat tamponu ve enzim;
B: Fosfat tamponu; C: Fosfat tamponu, enzim ve 6rnek; D: Fosfat ve 6rnek). 40 puL L-
DOPA tiim kuyucuklara eklenip 23°C'de 10 dakika inkiibe edilmis ve 490 nm'de

absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Yiizde ihhibisyonlar1 asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

% Inhibisyon degeri: [[(A-B)-(C-D)]/(A-B)]x100
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon Sonuclar

4.1.1. Apigenin-7-O-g-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit (SME)

Sekil 4.1. Apigenin-7-O-p-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit (SME) molekiil formiilii

CsoH26012 (M.A. 578.14)

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3: SME *H-NMR (400 MHz) Spektrumlar1 (DMSO-ds)
Sekil 4.4 ve Sekil 4.5: SME *C-NMR (100 MHz) Spektrumlar1 (DMSO-ds)
Sekil 4.6-4.8: SME COSY (400 MHz) Spektrumlar1 (DMSO-ds)

Sekil 4.9-4.13: SME HMQC Spektrumlart (DMSO-ds)

Sekil 4.14 ve Sekil 4.15: SME HMBC Spektrumlari (DMSO-ds)

Sekil 4.16: SME Q-TOF Spektrumu
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Tablo 4.1. Apigenin-7-0-8-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit (SME) *C-NMR, *H-NMR

spektrum degerleri

C atomu 13C § (ppm) H & (ppm) HMBC
2 164.9
3 103.7 6.80 s 2,4
4 182.7
5 162.1
6 100.1 6.46 gs 5,7
7 163.4
8 95.4 6.79,d,J = 2.4 Hz 7,9
9 157.6
10 106.0
1 121.6
2 129.2 7.91,d,J=8.8 Hz 2,4
3 116.7 6.90,d, J=8.4 Hz 4
4 161.8
5 116.7 6.90,d,J=8.4 Hz 4
6 129.2 7.91,d,J=8.8 Hz 2,4
1" 100.0 5.14,d,J=7.3Hz 7
2" 76.9 3.24-3.81 Hz
3" 736 3.24-3.81 Hz
4" 70.6 3.24-3.81 Hz
5" 745 414 Hz, m 1
6" 64.1 4.44,d,)=10.6 Hz 1"
i 167.1
2" 114.4 6.30,d, J = 16.1 Hz 1
3" 145.6 7.47,d,3=16.1 Hz 1
4" 1255
5" 130.8 7.34,d,J=8.4 Hz 3" 7
6" 116.3 6.64,d,J=8.4 Hz ™
7™ 160.5
8" 116.3 6.64,d,J=8.4 Hz ™
9" 130.8 7.34,d,J=8.4 Hz 3" 7
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SME bilesiginin ITK plaginda ¢iplak gozle bakildiginda sar1 renkli, herhangi bir
reaktif kullanmadan UV2ss nm'de leke seklinde, UV3zgs nm'de koyu mor, vanilin/H2SO4
ile etiivde 100-110 °C'de 1s1 ile sar1 renkli olmasi flavonoit olabilecegini akla getirmistir.

'H NMR spektrumu incelendiginde & 6.80 (s, H3),  6.46 (gs, H6) ve & 6.79, (d, J
=2.4Hz, H8), 5 7.91 (2H, d, J = 8.8 Hz, H2', H6') ve  6.90 (2H, d, J = 8.4 Hz, H3', HY5')
ppm'de aglikonun sinyalleri gozlenmistir. 6 6.64 (2H, J =8.6 Hz) ve 6 7.34 (2H,J=8.4
Hz) ppm'de gbzlenen sinyallerin sirasiyla molekiildeki kumaroilin H6™, H8™ ve H5™,
HO9" protonlarina ait oldugu belirlenmistir. 6 7.47 (H3") ve 6 6.30 (H2"') ppm'de gbzlenen
protonlar arasindaki eslesme sabitinin 16.1 Hz olmasi trans konumunda oldugunu
gostermistir. 6 5.14 ppm'deki sinyalin ozun anomerik protonuna ait oldugu ve J = 7.3 Hz
degerinden p konfigiirasyonda oldugu tespit edilmistir. *C-NMR spektrumunda
molekiiliin 30 karbonlu oldugu, 64.1-76.9 ppm arasinda gézlenen sinyaller ise molekiilde
oz oldugunu gostermistir. 116.7 ppm'de gelen sinyalin C-3', C-5', 129.2 ppm'de gelen
sinyalin C-2', C-6' karbonlarina ait oldugu belirlenmistir. 64.1 ppm'de gelen sinyalin
glikozun 6" karbonuna ait oldugu literatiir ile desteklenmistir. HMQC spektrumu ile hangi
protonun hangi karbon iizerinde oldugu tespit edilmistir. HMBC spektrumu
incelendiginde & C 163.4 ppm'deki C-7 ile anomerik protonun (H-1") korelasyonu,
glikozun 7. karbondan bagli oldugunu gdstermistir. HMBC spektrumunda gozlenen
167.1 ppm'de C-1" sinyali ile & 4.44 ppm'deki (H-6") etkilesim kumaroil grubunun
baglantisinin glikozun 6" nolu karbonundan oldugunu gostermistir. ‘H NMR ve *C-NMR
degerleri Tablo 4.1'de gosterilmistir. Molekiilin apigenin-7-O-4-D-(6"-kumaroil)-
glukopiranozit oldugu literatiir ile desteklenmistir (Aderogba ve ark., 2019; Itokawa ve

ark., 1981; Ashour 2015). Molekiil yapis1 Sekil 4.1'de gosterilmistir.
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar

Tim ekstreler ve SME E. coli, K. pneumonia ve P. aeruginosa'ya karsi

stilfomerazin'den daha yiiksek etki gostermistir. S. aureus ve E. faecalis'e kars1 ise en

yiiksek etkiyi metanol ve su ekstreleri gostermistir. Ekstrelerin ve SME'nin test

bakterilerilerine karst MIK degerleri (ug /mL) Tablo 4.2'de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Test maddelerinin MIK degerleri (ug/ml)

Escherichia  Klebsiella Pseudomonas  Staphylococcus  Enterococcus

coli pneumonia  aeruginosa aureus faecalis
(ATCC (ATCC (ATCC 9027) (ATCC (29212)
25922) 700603) 29213)
Metanol 512 1024 1024 4 2
Su 512 1024 1024 1 2
Etil asetat 512 1024 1024 16 32
Diklorometan 512 1024 1024 64 64
n-Hekzan 512 1024 1024 16 16
SME 512 1024 1024 512 64
Siilfomerazin 1600 1600 1600 6.25 3.12

(ng /mL)

4.3. Antioksidan Aktivite Sonuclari

4.3.1. Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayini Bulgular:

Ana metanol ekstresinin ve degisen polariteye sahip alt fraksiyonlarinin FCR

yontemi ile toplam fenolik bilesik miktarlar1 tayin edilmistir (Folin & Denis, 1912;

Slinkard & Singleton, 1977). Gallik asit standart fenolik bilesik olarak kullanilmistir.

Standart grafik hesaplamalarda kullanilmak {izere olusturulmustur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Gallik asit standart grafigi

Veriler yardimiyla yukaridaki formiil elde edilmis, ekstrelerin toplam fenolik

bilesik igerikleri GAE seklinde hesaplanmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Test maddelerinin toplam fenolik bilesik igerikleri

Ekstre Toplam Fenolik Bilesik icerikleri (ng GAE/mg ekstre)
Metanol 56.82 +0.085
n-Hekzan 33.59 + 0.160
Diklorometan 47.76 £ 0.201
Etil Asetat 132.59 £ 0.115
Su 54.00 £ 0.078

4.3.2. DPPH"* Radikali Siipiirme Cahismalarina Ait Bulgular

Ana metanol ekstreleri, farkli polariteye sahip alt ekstreler, standart antioksidan
bilesik ve izole edilen SME isimli bilesigin Blois yontemine gére DPPH' radikali siipiirme
aktivite tayinleri yapilmistir (Blois, 1958). Troloksun konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Sekil 4.18'de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Troloksun konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Ekstrelerin, standart antioksidan bilesigin ve izole edilen SME isimli bilesigin

DPPH" radikali siipiiriicii kapasiteleri (50 pg/ml) % inhibisyon olarak gosterilmistir

(Tablo 4.4 ve Sekil 4.19).

100 ® Standart bilesik ™ Ekstreler ©1Saf madde

% Inhibisyon

Sekil 4.19. 50 ug/ml konsantrasyonda test maddelerinin DPPH" serbest radikali siipiiriicii kapasiteleri
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Tablo 4.4. Test maddelerinin DPPH" serbest radikali siipiiriicti kapasiteleri

% Inhibisyon
(50 pg/ml)
Metanol 25.5+0.065
n-Hekzan 9.7 £0.005
Diklorometan 15.2+0.036
Etil Asetat 51.3+0.121
Su 22.6 +£0.096
SME 20.4 +0.003
Troloks 93.3 +£0.209

4.3.3. ABTS" Radikali Siipiirme Kapasite Calismalarina Ait Bulgular
Re ve ark. tarafindan gelistirilen metoda gére ABTS™ radikali siipiiriicii
kapasiteleri tayin edilmistir (Re ve ark., 1999). Pozitif kontrol olarak troloks kullanilmis

ve troloksun konsantrasyon-% inhibisyon grafigi Sekil 4.20'de gosterilmistir.

110
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e y =2.107x - 4.7288
50 g R?=0.9955
40 .".-0
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20
10 R

% Inhibisyon

0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.20. Troloksun konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

50 pg/ml konsantrasyonda ekstrelerin, troloksun ve izole edilen bilesigin ABTS™
radikali siiplirme kapasiteleri ylizde inhibisyon olarak Sekil 4.21 ve Tablo 4.5'de

gosterilmistir.
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Sekil 4.21. 50 ug/ml konsantrasyonda test maddelerinin ABTS™ radikali siipiirme kapasiteleri

Tablo 4.5. Test maddelerinin ABTS"" katyon radikali siipiirme kapasiteleri

% Inhibisyon (50 pg/ml)

Metanol 55.0+0.174
n-Hekzan 20.1 £0.093
Diklorometan 32.9+0.203
Etil Asetat 99.2 +0.297
Su 46.8+0.179
SME 26.8+0.013
Troloks 98.7 £0.301

4.4. Tirozinaz Inhibitor Aktivite Sonuclar

Etil asetat, diklorometan, su, metanol ve n-hekzan ekstrelerinin 400 pg/ml
konsantrasyonda tirozinaz enzim inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 42.9, % 38.1, % 28.6,
% 23.8 ve % 4.8 olarak bulunmustur. Standart olarak kojik asit (% 90.5) kullanilmistir
(Sekil 4.22). Etil asetat ekstresinden elde edilen SME bilesigi ICso 350.99 + 1.8 pg/ml

(kojik asit 14.6 = 0.5 pg/ml) degerinde tirozinaz inhibitor etki gdstermistir.
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Sekil 4.22. Ekstrelerin 400 ug/ml konsantrasyonda tirozinaz enzim inhibitor etkisi
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5. TARTISMA

Stachys cinsi, Lamiaceae familyasina ait olup yaklasik 300 tiirden olugsmaktadir
(Tomou ve ark., 2020). Bu tiirler geleneksel tipta kullanilmaktadir ve ¢esitli biyolojik
aktiviteleri ile bilinmektedir (Tundis ve ark., 2014). Bu ¢alismada Stachys cinsine ait S.
macrostachya tiiriniin ana metanol ekstresi, n-hekzan, diklorometan, etil asetat ve su alt
fraksiyonlari elde edilmistir. Etil asetat fraksiyonundan kromatografik yéntemlerle SME
bilesigi elde edilmistir. Ayrica tim ekstreler ve SME bilesiginin antimikrobiyal,
antioksidan ve tirozinaz inhibisyon aktiviteleri test edilmistir.

SME bilesiginin yapist IH-NMR, BC-NMR, 2D NMR, Q-TOF ve literatiir
karsilastirmas1 ile tayin edilmis ve bilesigin apigenin-7-O-4-D-(6"-kumaroil)-
glukopiranozit oldugu belirlenmistir. Daha 6nce de S. bombycina (Delazar ve ark., 2005),
S. spreitzenhoferi (Napolitano ve ark., 2022), S. schtschegleevii Sosn. (Nazemiyeh ve
ark., 2007), S. sylvatica (Di Stasi ve ark., 2023), S. ionica (Meremeti ve ark., 2004), S.
recta (Karioti ve ark., 2010), S. byzantina (Demirtas ve ark., 2013), S. atherocalyx ve S.
plumosa'dan (Karioti ve ark., 2022) apigenin-7-O-4-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit
izole edildigi kayithdir.

Oksidatif stres ve serbest radikaller bir¢ok hastaliga neden olmaktadir (Burton ve
ark., 2011). Bitki materyalleri, fenolik bilesikler gibi bir¢ok dogal bilesikler agisindan
zengin olduklarindan, antioksidan olarak fayda saglamaktadir (Khalaf ve ark., 2008).
Stachys tiirlerinin antioksidan aktivitesi iizerinde yapilan bir c¢alismada, S.
lavandulifolia'nin metanol ekstresi en yiiksek toplam fenolik igerigi gdstermis, bunu etil
asetat ekstresi, su ve son olarak hekzan ekstresi izlemistir (Ghaffari ve ark., 2012). S.
affinis yumrularinin etil asetat ekstresinin ve ardindan n-butanol ekstresinin en yiiksek
toplam fenolik igerige sahip oldugu belirtilmistir (Guo ve ark., 2018). Ug Stachys tiirii (S.

byzantina K. Koch, S. thirkei K. Koch ve S. cretica subsp. bulgarica) tizerinde yapilan
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bir aragtirmada en yliksek toplam fenolik igerigi metanol ekstrelerinin gostedigi, ikinci
sirada ise inflizyon (sulu) ekstrelerinin gosterdigi belirtilmistir. Hem S. byzantina hem de
S. cretica'nin hekzan ekstreleri ile S. thirkei'in diklorometan ekstresi en diisiik fenolik
icerik  gostermistir (Toplan ve ark., 2021). Bu ¢alismalara benzer olarak bizim
¢alismamizin sonucunda da, S. macrostachya'nin etil asetat ekstresinin en yiiksek ve n-
hekzan ekstresinin en disiik fenolik icerigi gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada
ekstreler toplam fenolik iceriklerine gore etil asetat, metanol, su, diklorometan ve son
olarak n-hekzan olarak siralanmustir.

S. lavandulifolia tizerinde DPPH" testi ile yapilan bir g¢alismada metanol
ekstresinin en yliksek inhibisyon aktiviteye sahip oldugu, ardindan sirasiyla etil asetat, su
ve hekzan ekstrelerinin geldigi kayithidir (Ghaffari ve ark., 2012). S. affinis yumrularinin
etil asetat ekstresinin en yiiksek siliplirme aktivitesine sahip oldugu, bunu sirasiyla n-
butanol, diklorometan, su ve n-hekzan ekstrelerinin takip ettigi tespit edilmistir (Guo ve
ark., 2018). S. byzantina ve S. cretica'nin metanol ekstrelerininde en yiiksek DPPH’
stiptiriicii etki gosterdigi, sonra sirasiyla sulu ekstreler, diklorometan ve hekzan
ekstrelerinin geldigi belirtilmistir. S. thirkei sulu ekstresinin en yiiksek sonra sirasiyla
metanol, diklorometan ve hekzan ekstrelerinin DPPH" siipiirme aktivitesi gosterdigi
belirtilmistir (Toplan ve ark., 2021). Bir ¢alismada Echinops orientalis Trauv'dan izole
edilen apigenin-7-O-(6"-trans-p-kumaroil)-4-D-glukopiranozit'in  yiiksek bir aktivite
gostermedigi (Erenler ve ark., 2014), fakat yapilmis baska bir ¢calismada ise apigenin-7-
O-p-D-(6-p-kumaroil)-glukopiranozit'in (RCso 7.69 x10* mg/mL) kersetin'den (2.88 x
10° mg/mL) daha yiiksek DPPH" inhibisyonu gosterdigi belirtilmistir (Delazar ve ark.,
2005). Bizim ¢alismamizda S. macrostachya'nin metanol ve alt fraksiyonlarinin ve izole
edilmis apigenin-7-O-p-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit bilesiginin DPPH" siipiirme

aktivitesi ¢alisilmistir. En yiiksek etkiyi etil asetat ekstresi gosterirken, daha sonra
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sirasiyla metanol, su, apigenin-7-O-$-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit, diklorometan ve
n-hekzan gostermistir. Literatiire benzer olarak, n-hekzan ekstresinin en diisiik, etil asetat
ve metanol ekstrelerinin en yiiksek DPPH’ siipiiriicii etkiye sahip oldugunu belirlenmistir.
S. lavandulifolia toprak iistii kisimlar1 tizerinde yapilan bir ¢alismada sirasiyla
metanol, etil asetat, su ve hekzan ekstreleri biiylikten kiiciige ABTS'" radikali siipiiriicii
aktivite gostermistir (Ghaffari ve ark., 2012). Ayrica S. officinalis'in metanol ekstresi de
aseton ekstresinden daha yiiksek siipiiriicii aktiviteye sahiptir (Sliumpaité ve ark., 2013).
Echinops orientalis Trauv. iizerinde yapilan bir ¢alismada, izole edilmis apigenin 7-O-
(6”-trans-p-kumaroil)-B-D-glukopiranozit BHT, BHA ve troloks ile karsilastirililarak
ABTS"" siipiirme aktivitesi test edilmis ve iyi bir aktivite gostermistir (Erenler ve ark.,
2014). Bizim ¢aligmamizda S. macrostachya etil asetat ekstresi, standart troloks da dahil
olmak tizere diger tiim test maddelerinden daha yiiksek ABTS"" radikali siipiiriicii aktivite
gostermistir. Sonra sirasiyla metanol, su, diklorometan, apigenin-7-O-4-D-(6"-kumaroil)-
glukopiranozit ve n-hekzan biiyiikten kiiciige dogru etkili olmustur. Apigenin-7-O-4-D-
(6"-kumaroil)-glukopiranozit bilesigi, etil asetat fraksiyonundan izole edilmis olmasina
ragmen, etil asetat ekstresinden daha diisiik bir DPPH" ve ABTS™ radikali siipiiriicii
aktivite gostermistir. Etil asetat ekstresinin bu yiiksek etkisi i¢erigindeki apigenin-7-O-4-
D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit ile birlikte bulunan diger bilesiklerin sinerjik etkisinden
kaynaklandigim1 diisiindiirtebilir. Etil asetatin ekstresinin giiclii antioksidan aktivite
gostermesinin nedeni yiiksek miktardaki polifenolik bilesiklere sahip olmasit ve
polifenollerin polaritesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Tian ve ark., 2011).
Insanlar yiizyillardir bulasici hastaliklar1 tedavi etmek igin bitkisel ilaglari
kullanmislardir (Rios ve ark., 2005), dyle ki antibiyotik direnci arttik¢a antibiyotik i¢in
yeni kaynaklar bulma ihtiyaci da artmistir (Mothana ve ark., 2005). Ug Stachys tiiriiniin

(S. cretica subsp. bulgarica Rech.f., S. byzantina K. Koch ve S. thirkei K. Koch) toprak
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tistii kisimlarinin farkli ekstrelerin (metanol, hekzan ve kloroform) arasinda sadece S.
cretica'nin metanol ekstresi E. coli'ye kars1 bir aktivite gostermistir. E. faecalis'e kars1 ise
hem S. byzantina'nin kloroform ekstresi hem de S. creticanin hekzan ekstresi
antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Ote yandan ekstrelerin higbiri P. aeruginosa, K.
pneumonia ve S. aureus'a karsi aktivite gostermemistir (Toplan ve ark., 2021). S.
macrostachya'nin ugucu yagi daha onceden calisilmis, A. baumannii'ye karsi etkili
bulunmus, E. coli, P. aeruginosa ve E. faecalis'e karsi etkili bulunmamistir (Karaoglan
ve ark., 2021). Bu galismada ise S. macrostachya'nin ugucu yagi degil, farkli olarak
metanol ve alt fraksiyonlar ile etil asetat fraksiyonundan izole edilmis SME bilesiginin
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus ve E. faecalis bakterileri tizerindeki
etkisi mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmis, tim test maddeleri K. pneumonia, P.
aeruginosa ve E. coli'ye kars1 kullanilan kontrol Sulfamerazine'den daha yiiksek aktivite
gostermistir. S. aureus'a kars etki bilyiikten kiigtige dogru sirasiyla su, metanol, etil asetat
ile n-hekzan, diklorometan ve SME olarak gozlenmistir. Su ve metanol ekstreleri S.
aureus'a karsi kontrolden daha yiiksek etki gostermistir. E. faecalis'e karst metanol ve su
en aktif iken, sonra sirasiyla n-hekzan, etil asetat ve son olarak diklorometan ve apigenin-
7-0O-$-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayni sekilde
su ve metanol ekstreleri, E. faecalis'e kars1 kontrol siilfamerazinden daha yiiksek etki
gostermistir. Bu ¢alismanin sonuglari, Stachys tiirleri iizerinde literatiirdeki yapilmis
calismalardaki gibi S. macrostachya'nin da ¢esitli bakterilere kars1 gii¢lii antimikrobiyal
aktiviteye sahip olabilecegini desteklemektedir.

Tirozinaz, melanogenezden sorumlu ve cildi UV radyasyonundan koruyan bir
enzimdir. Asir1i melanin {iretimi cilt pigmentasyonuna neden olabilir ve bu da tirozinaz
inhibitorlerini kozmetik endiistrisinde 6nemli kilar (M Casanola-Martin ve ark., 2014;

Masuda ve ark., 2005). S. lavadulifolia toprak {istii kistmlarmin farkli ekstrelerinin
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antitirozinaz aktivitesi arastirilmis, tlim ekstreler kojik asitten daha diisiik etki gostermis,
aktivite biiyiikten kiigiige dogru etanol, sokslet metanol, metanol, diklorometan ve n-
hekzan olarak siralanmistir (Tundis ve ark., 2015). Yapilan bir arastirmada S. annua (L.)
subsp. annua var. annua'nin toprak tstii kistmlarinin farkli ekstreleri ¢alisilmus, etil asetat
ekstresi en yiiksek antitirozinaz aktivite gostermis, ardindan metanol ve son olarak su
ekstresi takip etmistir (Kocak ve ark., 2017). S. cretica subsp. kutahyensis'in toprak iistii
kisimlarinin metanol ekstresi su ekstresinden daha yiiksek antitirozinaz aktivite
gostermistir (Benabderrahim ve ark., 2021). S. germanica subsp. holdreichii'nin tirozinaz
inhibisyon aktivitesi en yiiksek metanol ekstresinde, ardindan su ekstresinde bulunurken,
etil asetat ekstresinde c¢ok daha diisilk ¢ikmistir (Sarikurkcu ve ark., 2021). S.
macrostachya toprak tistii kisimlarinin ugucu yagi tizerinde yapilan bir ¢alismada, ugucu
yag konsantrasyona bagl bir sekilde artan tirozinaz inhibisyon aktivitesi gostermistir
(Karaoglan ve ark., 2021). Marrubium cylleneum'dan izole edilmis apigenin-7-O-(6"-p
kumaroil)-glukozit'in % 17.66 + 2.64 tirozinaz inhibisyonu gosterirken, kullanilan
kontrol kojik asit % 80.02 + 1.05 tirozinaz inhibisyonu gostermistir (Karioti ve ark.,
2007). Bizim ¢alismamizda, S. macrostachya'nin toprak tistii kisimlarimin 5 farkli ekstresi
ve izole apigenin-7-O-4-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit bilesiginin tirozinaz intibitor
etkisi aragtirilmis, etil asetat ekstresi en yiiksek ylizde inhibisyonu gostermistir. Ardindan
sirastyla diklorometan, su, metanol ve n-hekzan gelmistir. Tiim ekstrelerin tirozinaz
inhibitor etkileri kontrol kojik asitten daha diisiik ¢ikmistir. Etil asetat fraksiyonundan
izole edilen apigenin-7-O-4-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit bilesigi ICso 350.99 + 1.8

pug/ml degerinde tirozinaz inhibitor etki gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

S. macrostachya (Wend.) Briq. etil asetat ekstresinden flavonoit yapisindaki
apigenin-7-0O-f-D-(6"-kumaroil)-glukopiranozit elde edilmistir. Gozlemledigimiz
kadariyla bilesik bu tiirden ilk kez izole edilmistir. S. aureus'a karsi en yiiksek etkiyi su
ekstresi, E. faecalis'e kars1 en yiiksek etkiyi metanol ve su ekstreleri gostermistir.
Antioksidan testlerinin hepsinde en yiiksek etkiyi etil asetat ekstresi goOstermistir.
Sonuglar S. macrostachya'nin antioksidan ve antimikrobiyal ajan gelistirmek i¢in ileriki

calismalara yol gosterebilecegini diisiindiirtmektedir.
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