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OZET

ENDEMIK Salvia siirtica TURUNUN SEKONDER METABOLITLERININ
[ZOLASYONU VE BIiYOLOJIiK AKTiVITELERININ BELIRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZI
Hilal SARUHAN FiDAN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILIM DALI

2019

Diinya’da 900’ askin, Tiirkiye’de ise 98 kadar Salvia L. (Lamiaceae) tiirli dogal
olarak yetismektedir. Bu 98 tiirlin 53°1i endemiktir. Salvia cinsine ait tiirler terpenler ve
flavonoitler bakimindan zengindir. Salvia tiirleri ig¢erdikleri sekonder metabolitlerin
cesitliliginden dolay1 antioksidan kapasitelerinin yaninda miikemmel antimikrobiyal
aktiviteye sahiptirler. Bunlardan bazilart damar tikanikligi, beyin fonksiyon
bozukluklar1 ve kanser gibi bir¢ok patolojik rahatsizliklara karsi kullanilir. Salvia
cinsine ait tiirler farkli tibbi degerlerinden dolay1 yogun bir sekilde arastirma konusu
olmustur. Bir¢cok Salvia tirii tonik, antiromatizmal ve kronik agri kesici olarak
geleneksel tipta ve lezzetli baharat olarak eski ¢aglardan beri kullanilmaktadir. Ayni
zamanda bir¢cok c¢alisma Salvia cinsinin 6nemli bir potansiyel antioksidan kaynagi
oldugunu gostermektedir. Bu cergevede bolgemizin bir degeri olan endemik Salvia
siirtica Kahraman, Celep & Dogan tiirliniin kimyasal ve biyolojik yonden detayli bir
sekilde incelenmesi amag¢lanmustir.

Bu calismada S. siirtica’nin, kloroform ve etanol ekstreleri hazirlanarak
antioksidan, antikolinesteraz, tirozinaz ve iireaz enzim aktiviteleri aragtirilmig ve yine
ekstrelerin kimyasal profili 1s18inda preparatif HPLC ve diger klasik kromatografik
yontemlerin kullanilmasi ile sekonder metabolitler saflastirilarak yapilart spektroskopik
yontemlerle aydinlatilmis, izole edilen bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesini takiben {ireaz, antikolinesteraz ve tirozinaz enzim aktiviteleri de tayin
edilmigtir. Ayrica bu tiirlin yaprak, dal, ¢igek, kok ve bunlarin karisimindan hazirlanan
etanol ekstreleri ile karisik kisimlarin petrol eteri ve kloroform ekstrelerinde LC-
MS/MS ile bazi flavonoit ve fenolik bilesiklerin miktar tayini yapilmistir. Bu tiiriin tim
boliimlerinin petrol eteri ekstresi hazirlanarak GC-MS/MS ile yag asidi profili
belirlenmistir.

Genel olarak hazirlanan etanol ekstrelerinin CUPRAC, DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi ve ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemlerinde yiiksek bir
antioksidan potansiyelinin oldugu belirlenmistir. Ana kolonlardan elde edilen
fraksiyonlardan 6zellikle polar olanlarin ii¢ yontemde de oldukca aktif oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen bilesiklerden fenolik yapida olanlarin antioksidan bakimindan
oldukga aktif oldugu ve etanol ekstrelerinin hem asetil- hem de butiril-kolinestreaz
enzimine karsi orta-yiiksek derecede aktivite gdsterdigi belirlenmistir. Elde edilen saf
maddelerin ise diisiik bir antikolinesteraz aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Elde
edilen hig¢bir ekstrenin antiiireaz aktivite
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gostermedigi, antitirozinaz aktivilerinin ise diisiik oldugu belirlenmistir.

LC-MS/MS sonuglar1 degerlendirildiginde S. siirtica’nin rozmarinik asit
bakimindan oldukga zengin oldugu belirlenmistir. Ozellikle SS-K ve SS-Y ekstrelerinin
rozmarinik asit bakimindan ¢ok zengin oldugu (12285.62 ve 10037.49 ng analit/ g
ekstre, sirastyla) tespit edilmistir. HPLC-IT-TOF-MS ile ana ekstreler taranmis ve 54
bilesik i¢in kapali formiil ve olas1 bilesik isimleri tespit edilmistir. S. siirtica’nin 2015-
2016-2017 yillarinda toplanan Orneklerinin yag asidi igerikleri GC-MS ile analiz
edilmis ve oleik asit, cis-11-eikosenoik asit, erusik asit ve nervonik asidin major
bilesenler oldugu belirlenmistir.

Izolasyon calismalarinda ise S. siirtica’nin toprak alti ve toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan ve antioksidan bakimdan aktif olan etanol ekstrelerinden 4’ii
yeni (21a-hidroksi-2a,3B-diasetoksi urs-9(11),12-dien, 3B-hidroksi-2a-asetoksi urs-
9(11),12-dien, 2a,3p,21a-trihidroksi urs-9(11),12-dien, 1a,21a-dihidroksi-2,3-(1',1'-
dimetil-dioksimetilen) urs-9(11),12-dien) olmak iizere toplam 21 madde elde edilmistir.
Diger bilesiklerin ise triterpen yapisindaki ursolik ve oleanolik asit, steroit yapida -
sitosterol ile stigmasterol, diterpen yapisinda ferruginol, sugiol ve 4,12-dihidroksi
sapriparakinon, fenolik-flavonoit yapida olanlarin ise salvigenin, apigenin, luteolin 7-
glikozit, rozmarinik asit, fumarik asit, kafeik asit, kumarik asit, 4-hidroksibenzoik asit,
bis-(2-etil hekzil) benzen-1,2 dikarboksilat ve bis(2-etil hekzil) tereftalat oldugu
belirlenmistir.

Kimyasal igerigi ve biyolojik aktiviteleri ilk kez incelenen S. siirtica’nin elde
edilen sonuglar1 bilim diinyasina kazandirilmastir.

Anahtar Sozciikler: Salvia siirtica, izolasyon, antioksidan, enzim aktivitesi, LC-
MS/MS, GC-MS

Bu cahsma, TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje No: 114Z801)
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ABSTRACT

ISOLATION OF SECONDARY METABOLITES OF THE ENDEMIC Salvia siirtica
SPECIES AND DETERMINATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES

POST GRADUATE THESIS
Hilal SARUHAN FIDAN

DICLE UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

2019

Over 900 Salvia L. (Lamiaceae) species in the world and up to 98 of them in
Turkey grow naturally. 53 of these 98 species are endemic. The species of Salvia are
rich in terpenes and flavonoids. Salvia species have excellent antimicrobial activity in
addition to their antioxidant capacity due to the variety of secondary metabolites they
contain. Some of these are used against many pathological diseases such as vascular
occlusion, brain dysfunction and cancer. The species belonging to the genus Salvia have
been extensively researched because of their various medical uses. Many Salvia species
have been used in traditional medicine as a tonic, antirheumatic and chronic painkiller
and as a delicious spice since ancient times. At the same time, many studies have shown
that the genus Salvia has the potential to be a significant antioxidant source. In this
context, it is aimed to investigate the chemical and biological aspects of the endemic
Salvia siirtica Kahraman, Celep & Dogan, which is a value of our region.

In this study, chloroform and ethanol extracts of S. siirtica were prepared and
antioxidant, anticholinesterase, tyrosinase, and urease enzyme activities were
investigated. Then, in the light of the chemical profile of the extracts, the secondary
metabolites were purified by the use of preparative HPLC and other conventional
chromatographic methods and their structures were illuminated by spectroscopic
methods; and after the antioxidant activity of the isolated compounds was determined,
urease, anticholinesterase and tyrosinase enzyme activities were also determined. In
addition, some flavonoids and phenolic compounds were quantified by LC-MS / MS in
petroleum ether and chloroform extracts of mixed fractions and the ethanol extracts that
were prepared by the leaves, branches, flowers, roots and the mixture of these parts of
this species. Petroleum ether extract for all parts of this species was prepared, and the
fatty acid profile was determined by GC-MS / MS.

Generally, it was determined that ethanol extracts have a high antioxidant
potential in CUPRAC, DPPH free radical removal activity and ABTS cation radical
removal activity methods. It was determined that especially the polar fractions obtained
from the main columns were quite active in three methods. It was determined that the
obtained phenolic compounds were highly active in antioxidants and ethanol extracts
have moderate to high activity
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against both acetyl and butyryl-cholinesterase enzymes. It was found that the obtained
pure substances had low anti-cholinesterase activity. None of the extracts showed
antiurease activity, and all of them had a low antityrosinase activity.

When the LC-MS/MS results were evaluated, it was determined that S. siirtica
was very rich in rosmarinic acid. In particular, the extracts of SS-K and SS-Y were
found to be very rich in rosmarinic acid (12285.62 and 10037.49 pg analyte/g extract,
respectively). The main extracts were screened by HPLC-IT-TOF-MS, and molecular
formulas and possible compound names were established for 54 compounds. Fatty acid
contents of samples collected from S. siirtica in 2015-2016-2017 years were analyzed
by GC-MS. It was found that oleic acid, sis-11-eicosenoic acid, erucic acid and nervonic
acid are major components.

In the isolation studies, total 21 substances, 4 of which were new (21a-hydroxy-
20,3B-diacetoxy-urs-9(11),12-diene,  3B-hydroxy-2a-acetoxy-urs-9  (11),12-diene,
20,3B,21a-trihydroxy-urs-9(11),12-diene  and  1a,21a-dihydroxy-2,3-(1,1-dimethyl-
dioximethylene)-urs-9(11),12-diene) were obtained from the root and aboveground
parts of S. siirtica and which were active in antioxidant ethanol extracts. Other
compounds were found to be ursolic and oleanolic acid in the triterpene structure; [3-
sitosterol and stigmasterol in the steroid structure; ferruginol, sugiol, and 4,12-
dihydroxy sapripara-quinone in the diterpene structure. The ones who were in the
phenolic-flavonoid structure were found to be salvigenin, apigenin, luteolin 7-glycoside,
rosmarinic acid, fumaric acid, caffeic acid, coumaric acid, 4-hydroxybenzoic acid, bis-
(2-ethyl hexyl) benzene-1,2 dicarboxylate and bis(2- ethyl hexyl) terephthalate.

The results obtained from the S. siirtica, whose chemical content and biological
activities were investigated for the first time, were introduced to the scientific world.

Keywords: Salvia siirtica, isolation, antioxidant, enzyme activity, LC-MS/MS, GC-MS

This study was supported by TUBITAK (Project No: 114Z801)
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CIZELGE LISTESI

Salvia tiirlerinden elde edilen bazi bilesiklerin molekiil formiilleri,
isimleri ve yap1 formiilleri

S. siirtica Kahraman, Celep & Dogan tiiriiniin toplanma yerleri,
toplanma zamanlar1 ve herbaryum numaralari

On biyolojik aktivite deneylerinde kullanilacak S. siirtica’nin karisik
kisimlarinin kuru bitki ve ekstre miktarlari ile % verimleri

LC-MS/MS ile fenolik madde analizi igin kullanilacak S. siirtica nin
cicek, yaprak, dal ve kok kisimlarinin kuru bitki ve ekstre miktarlar

ile % verimleri

[zolasyon ¢alismalar1 i¢in kullamlacak S.siirtica nin toprak iistii ve kok
kisimlarinin kuru bitki ve ekstre miktarlari ile % verimleri

Yag asidi analizi i¢in kullanilacak S.siirtica 'nin tiim kisimlarmin
karisimindan elde edilen kuru bitki ve ekstre miktarlari ile % verimleri
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Hilal SARUHAN FIDAN

1. GIRIS

Diinya niifusunun yiizde 80’inin temel saglik hizmetleri i¢in agirlikli olarak
geleneksel ilaglara giivendigi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan belirlenmistir. Ayrica,
bitkisel numuneler genellikle gelismis iilkelerde yasayan geriye kalan %20 niifusun
saglik hizmetlerinde 6nemli bir role sahiptir (Cragg ve Newman 2005).

Tibbi bitkiler, halk arasinda eski ¢aglardan beri bircok hastalig1 tedavi etmek
icin kullanilmakta olan biyolojik etkinlige sahip materyallerdir. Salvia tiirleri sekonder
metabolit olarak flavanoitleri, steroitleri, terpenoitleri ve diger fenolik bilesikleri
tagimaktadirlar. Eski caglardan beri, halk arasinda tiirlii hastaliklar1 tedavi etmek igin
kullanilan Salvia tiirleri ayrica ¢ay olarak tiiketilmektedir. Bazi iilkelerde baharat olarak
kullanildig1  bilinmektedir. Antienflamatuar, antiviral, sitotoksik, hepatotoksik
aktiviteleri Ozellikle tasidiklar1 diterpen ve triterpenlerden kaynaklanirken, tasidiklar
flavonlarin da antimikrobiyal, antioksidan, sitotoksik vb. pek cok aktiviteye sahip

oldugu bilinmektedir (Chipault ve ark. 1956).

Diinya c¢apinda yaklasik olarak 328640 bitki tiirii oldugu belirlenmistir. Tarihsel
olarak, bitkiler tarafindan firetilen bilesikler birincil (primer) ve ikincil (sekonder)
metabolitler olarak kategorize edilmistir. Temel metabolizmaya katki sunan bilesikler
birincil metabolitler olarak belirlenmistir. Aksine, ikincil metabolitlerin hem bitki
icerisinde hem de farkli tlirler arasinda dagilimlari sinirlidir (Raven ve ark. 2005).
Dogal kaynakli maddeler sentetik ilag etken maddelerine gore daha az yan etki
gosterdiginden daha fazla tercih edilmektedir. Cesitli hastaliklar1 tedavi etme
potansiyelini i¢inde barindiran bitkisel kaynakli sekonder metabolitler; flavonoitler,
fenolik asitler, fenolik glikozitler, doymamis laktonlar, fenilpropanoitler, ligninler,
terpenoitler ve steroitler gibi bircok sinifa ayrilirlar. Bu bilesik gruplarinin gida,
kozmetik ve farmasotik endiistrilerinde bir¢ok uygulamasi vardir (Banerjee ve Bonde
2011).

Serbest radikallerin insan viicuduna verdigi zararl etkilerin ortaya ¢ikarilmasiyla
gidalardaki yag ve diger maddelerin bozulmasini Onleyen antioksidanlara olan ilgi
giderek artmaktadir. Son zamanlarda bu alanda yapilan c¢alismalar, bitkisel kaynakli
dogal antioksidanlara dogru yonelmistir (Kulisic ve ark. 2004). Bunun sebebi,
antioksidan igerigi zengin gidalar tiikketmenin veya dogal antioksidanlarin takviye edici

olarak kullanilmalarinin hiicre yaglanmasini ve bir¢ok kronik hastaligin meydana
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gelmesini Onlediginin veya geciktirdiginin bilimsel acgidan ispatlanmis olmasidir.
Giliniimiizde en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlar biitillenmis hidroksi anizol (BHA)
ve biitillenmis hidroksi toluen (BHT)’dir. Sentetik antioksidanlarin ve bunlarin yan
riinlerinin  kansere neden olabileceklerinin  belirlenmesi, bunlarin  yerine
kullanilabilecek dogal antioksidanlarin bulunmasina yonelik aragtirmalart arttirmistir
(Casio ve ark. 2006). Eski c¢aglardan beri bitkiler, halk arasinda tibbi amacla
kullanilmaktadirlar. Zengin bitki ortiisiine sahip iilkemizde hastaliklar1 tedavi amach
kullanilan bitkiler, kimyasal ve biyolojik olarak arastirilmaktadir (Ulubelen ve ark.
1999). Bu caligmalar sonucunda ¢ok sayida yeni sekonder metabolit bulunmus ve bir

kisminin aktiviteleri tayin edilmistir (Topgu ve ark. 2007).

Antioksidan maddeler, reaktif oksijen tiirlerinin zararlarini azaltarak ya da
ortadan kaldirarak etki ederler. Canlilarda reaktif oksijen tiirlerinden kaynakli meydana
gelen zararli etkileri yok etmek i¢in tiirlii antioksidan savunma mekanizmalari
bulunmaktadir. Savunma mekanizmalarinin yeterli olmamasi durumunda, viicudu
olusabilecek hastaliklardan korumak i¢in antioksidan etkili sebzeleri, meyveleri ve sifali
bitkileri tiiketmenin saglik icin yararli oldugunu gostermis pek ¢ok ¢aligma

bulunmaktadir (Salvatore ve ark. 2005).

Bu tez calismasinda Salvia siirtica’nin (toprak alt1 ve toprak {stii kisimlarindan
ayr1 ayr1) etanol ve kloroform ekstreleri hazirlandi. Bu ekstrelerden cesitli
kromatografik (ITK, Siitun, Preperatif HPLC) yontemlerle sekonder metabolitler izole
edildi. Spektroskopik yontemler kullamlarak (IR, UV, °C NMR, 'H NMR, 2D-NMR,
MS) yapilart aydinlatildi. Ayrica S. siirtica’nin yaprak, cicek, kok, dal ve bunlarin
karisimindan etanol ekstreleri hazirlandi. Etanol ekstreleri hazirlandiktan sonra LC-
MS/MS ile baz1 fenolik ve flavonoit bilesiklerin miktar tayinleri yapildi. Ayrica S.
siirtica’nin  etanol ve kloroform ekstrelerinin kimyasal igerigi LC-IT-TOF cihazi
kullanilarak belirlendi. Bunlara ek olarak etanol ve kloroform ekstrelerinin ve bu
ekstrelerden elde edilmis olan sekonder metabolitlerin antioksidan (CUPRAC, DPPH,
B-Karoten, ABTS), antikolinesteraz, iireaz ve tirozinaz enzim inhibisyon aktiviteleri
belirlendi. Buna ek olarak §. siirtica’nin tim kisimlarinin petrol eteri ekstresi
hazirlanarak GC-MS/MS ile yag asidi profili belirlendi. Béylece kimyasal igerikleri ve
yukarida belirtilen aktiviteleri ilk kez incelenen S. siirtica tiirtinden elde edilen sonuglar

bi