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OZET Biyokimya

Lamiaceae familyasi ilag, gida, kozmetik ve parfiimeri sektorleri i¢in

onemli bir kaynaktir. Lamiaceae familyasina ait olan Ziziphora Aragtirma Makalesi
clinopodioides Lam. tiri gok eski zamanlardan beri halk hekimliginde

kullanilmaktadir. Mevcut ¢alismada Z. clinopodioides tirinin dogal ve Makale Tarihgesi

kiltir orneklerinin toprak tustii kisimlarinin etanol ekstrelerinin Gelig Tarihi  :14.11.2024
toplam fenolik ve flavonoid icerigi, antioksidan, sitotoksik ve enzim Kabul Tarihi :26.12.2024

(AChE, BChE, tirozinaz, {ireaz, elastaz, kolajenaz ve ACE) inhibisyon
aktivitelerinin belirlenmesi amaclanmaktadir. Ayrica turin aroma

Anahtar Kelimeler

igerikleri GC-MS/FID ile belirlenip, etanol ekstrelerinin fitokimyasal Lamiaceae
bilesimi LC-MS/MS ile tespit edilmistir. Aroma analizi sonu¢larina gore GC-MS

Z. clinopodioides turunun kiltiir 6rneginin major bilesenleri pulegon Pulegon
(%39.83), cismenton (%21.36), transmenton (%16.64), dogal 6rnegin Tarimsal kultiir
major bilesenleri ise pulegon (%62.42), neoizomentol (%5.93) ve cis Antihipertansif

pulegon oksit (%5.47) olarak tespit edilmistir. LC-MS/MS sonuclarina
gore tiiriin kiiltir ve dogal 6rneklerinde kinik asit (sirasiyla, 25.841,
15.694 mg analit g'! ekstre), rosmarinik asit (6.804, 25.523) ve asasetin
(6.115, 10.764) major bilesenler olarak tespit edilmistir. Ayrica kiiltiir
érneginde hesperidin (5.725) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Enzim aktivitesi sonug¢larina gore tirin kultir ve dogal érneklerinin
orta diizeyde biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesi (sirasiyla,
% inhibisyon: 45.14+1.40; 43.57+0.73) gosterdigi belirlenmistir. Ureaz
enzim inhibisyon aktivitesinde ise kultir oOrneginin orta diizeyde
aktvite gosterdigi (% inhibisyon: 43.64+0.39) fakat dogal o6rnegin
aktivite géstermedigi, ayrica kiiltiir 6rneginin yiiksek antihipertansif (%
inhibisyon: 81.6+1.19) aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sonuclar genel
olarak degerlendirildiginde turin kiltir érneginin dogal 6rnege kiyasla
yuksek antioksidan, bitirilkolinesteraz, tlireaz ve antihipertansif
aktivite gosterdigi belirlenmisgtir.

The Detailed Chemical and Biological Analysis of Ziziphora clinopodioides Llam. Species Growing in

Cultural and Natural Environments

ABSTRACT Biochemistry
The Lamiaceae family is an important resource for the pharmaceutical, )
food, cosmetic, and perfumery sectors. The species Ziziphora Research Article

clinopodioides Lam., belonging to the Lamiaceae family, has been used
in folk medicine since ancient times. The aim of the present study was
to determine the total phenolic and flavonoid contents, antioxidant,
cytotoxic and enzyme (AChE, BChE, tyrosinase, urease, elastase,
collagenase and ACE) inhibition activities of ethanol extracts of the
aerial parts of natural and cultivated samples of the species Z.
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clinopodioides. In addition, the aroma contents of the species were
determined by GC-MS/FID, and the phytochemical composition of the
ethanol extracts was determined by LC-MS/MS. According to the aroma
analysis results, the major components of the culture sample of the Z.
clinopodioides species were determined as pulegone (39.83%), cis
menthone (21.36%), transmenthone (16.64%), while the major
components of the natural sample were determined as pulegone
(62.42%), neoisomenthol (5.93%) and cispulegone oxide (5.47%).
According to LC-MS/MS results, quinic acid (25.841, 15.694 mg analyte
gl extract, respectively), rosmarinic acid (6.804, 25.523), and acacetin
(6.115, 10.764) were detected as major compounds in cultured and
natural samples of the species. Also, hesperidin (5.725) was higher in
culture sample. According to the enzyme activity results, it was
determined that cultured and natural samples of the species showed
moderate butyrylcholinesterase enzyme inhibition activity (inhibition
%: 45.14+1.40; 43.57+0.73, respectively). In urease enzyme inhibition
activity, it was determined that culture sample showed moderate
activity (inhibition %: 438.64+0.39) but natural sample did not show
activity, and culture sample showed high antihypertensive activity
(inhibition %: 81.6+1.19). When the results were evaluated in general, it
was determined that the cultured sample of the species showed higher
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GIRIS

Insanoglu ge¢misten giiniimiize kadar beslenmek,
yaralarini iyilestirmek ve hastaliklarini tedavi etmek
gibi  ¢ok ¢esitli  amaglar igin  bitkilerden
yararlanmiglardir. M.O. 5000'i yillarda insanlarin
tedavi amach kullandiklar: 250 adet bitkinin varlig:
tespit edilmistir (Géktas & Gidik, 2019). Hititler,
Misirlilar ve Stumerler gibi ¢ok ¢esitli medeniyetlerin
yillar boyunca hastaliklari tedavi etmek i¢in
bitkilerden yararlandiklari bildirilmistir (Goktas &
Gidik, 2019). Diinya Saghk Orgitiine (WHO) gére
ginimizde kullanilan farmasétik ilaglarin %251
tibbi bitkilerden iiretilmektedir. Yine FAO (Gida ve
Tarim Orgiiti)'ya gore diinya genelinde satilan
ilaglarin  %30'unun bitkilerden elde edildigi ifade
edilmistir (Acibuca & Budak, 2018). Son yillarda
endiistriyel alanlarda kullanimi artig gésteren tibbi
ve aromatik Dbitkilere verilen o6nem giderek
artmaktadir (Ogan & Coémert, 2022). Diinya Saghk
Orgiitii verilerine gore diinyada tedavi amaciyla
kullanilan bitki ile gidalara aroma verici olarak
kullanilan bitkilerin sayisinin yaklagik olarak 20.000
oldugu rapor edilmigtir.

Lamiaceae familyasi ilag, gida, kozmetik ve parfumeri
gibi farkli ekonomik endiistriyel alanlar igin 6nemli
bir kaynaktir (Karayel, 2019; Yilmaz ve ark., 2023).
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Lamiaceae familyasinin bir {yesi olan Z
clinopodioides Lam., ¢ok yillik aromatik bir bitki tiri
olup besin kaynag: olarak kullanilabilmektedir. Z
clinopodioides eski c¢aglardan beri halk hekimliginde
kullanilmaktadir (Sahakyan & Petrosyan, 2022). Z.
clinopodioides, Anadolu'da yaygin olarak bulunan
yenilebilir bir tibbi bitkidir. Bitkinin yapraklar,
gigekleri ve sap1 Turkiye'de siklikla yabani sebze
olarak veya aroma ve yiyeceklere lezzet katmak icin
katki  maddesi olarak  kullanilmaktadir. Z.
clinopodiodies bitkisinin kurutulmus toprak usti
kisimlari, yapraklari, cicekleri ve goévdesi, oOzellikle
Tirkiye ve Iran'da, aroma ve lezzet verici olarak
yogurt ve peynir gibi siit urlnlerinde
kullanilmaktadir. Yerel olarak 'Kirnanesi' olarak
bilinen bitki, halk arasinda istah agici, gaz giderici,
antiseptik ve yara iyilestirici olarak kullanilmaktadir
(Meral ve ark. 2002; Ozturk & Ercisli, 2007;
Senejoux ve ark., 2012; Kazeminia ve ark., 2024). Z.
clinopodioides bitkisinin ugucu yag, askorbik asit ve
flavonoidler agisindan zengin oldugu bilinmektedir.
Ucucu yagmin farmakolojik etkisinden sorumlu
oldugu ve ugucu yaginin ana bilegsenlerinin a-pinen, #
pinen, limonen, menton, izomenton, pulegon ve timol
oldugu rapor edilmistir (Hayta & Bagci, 2016).
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Bu calismada Z. clinopodioides tirinun hem kultur kaba aktarilmig ve bir gece bekletilmigtir. Suyun
hem de dogal o6rneklerinin GC-MS/FID ile aroma ustiine cikan tohumlar kullanilmamig, su altinda
analizi, LC-MS/MS ile fitokimyasal igerik analizi kalanlar kullamilmigtir. Tohum yatagi igin, ince
yapilarak kimyasal bilesimi ortaya konmustur. Tiriin elekten gecirilmis yakilmig koyun gubresi, orman
hem kultir hem de dogal 6rneklerinin ABTS, DPPH topragi ve nehir kumunun esit oranda karigimindan

ve CUPRAC yontemleri ile antioksidan kapasitesi olusan bir har¢ hazirlanmistir. Harg, delikli plastik
tespit edilmistir. Ayrica kolinesteraz (AChE ve tiplere (10x25 cm) doldurulmustur. Tohumlar, Kasim

BChE), iireaz, tirozinaz, elastaz, kolajenaz ve ayinda her tiipte 3-4 tohum olacak sekilde, 3-4 cm
anjiyotensin doéniistiiriicii enzim (ACE) inhibisyon derinlige ekilmigtir. Tohum yatagi, tohumlar
aktivite tayinleri yapilmigtir. Turinin kiltir ve ¢imlenene kadar siizgecle sulanmistir. Fideler 5-10
dogal orneklerinin kimyasal ve biyolojik acidan cm boya ulastiktan sonra erken ilkbaharda (Subat-
karsilastirilmasina  iliskin  literatirde  ¢alisma Mart aylar1 sonras1) tarlaya dikilmistir. Bunun icin
bulunmamasi ve bu durumun ilk defa bu c¢alismada tarlaya 30x30x30 cm  boyutlarinda  c¢ukurlar
ortaya konmasi ¢alismayi 6zgiun kilmaktadir. acilmigtir. Her ¢ukura 2 L su konulduktan sonra,

fideler ¢ukura yerlestirilmig, tUzeri toprakla
MATERYAL ve METOD doldurulmus ve sikigtirilmigtir. Dikim yili i1k kurulus
Bitki Materyali ve Kiiltiir Kogullart yili olarak kabul edildiginden, hasat ikinci yilda

yapilmigstir. Deneme alami Dicle Nehri kiyisindaki
bodrum alanda kurulmustur. Bu alan deniz
. ) . A seviyesinden yaklagsik 609 m yukseklikte olup
numarast  Gizelge 1'de verilmistir. Kultir i¢in  gr705699 36K (kuzey enlemi) ve 40°15'16.07"D (dogu

Ilzullamlan to}];‘%r.n.l ar,MGiP . I(Jét:}l)%r%f];w)TErlms?l boylam1) koordinatlarinda bulunmaktadir. Bolge
ragtirma ve Ligitim Merkezl ampls i Akdeniz ikilimi 6zelliklerine sahiptir. Yazlari

alaninda dogal olarak yetisen bitkilerden elde genellikle sicak ve kurak, kislar ise soguk ve

edlhlnls,tlr. Ai{denlzk Vi‘i’lrk 2201?1) (;ah.sn’{afsllnc'lal.{l yagighdir. Uzun yillara ait iklim bulgularina gore her
sartlar uygulanara ultur bitkisi yetigtiriimigtir yil toplam yagis miktar:1 454 mm, ortalama sicaklik

(Cizelge 1). ise 15.8°C'dir (Meteoroloji Miidiirliigii'niin Diyarbakir
Tirtin kiltir ¢alhsmalann GAPUTAEM deneme uzun yillar ortalamasi). Genel toprak 6zellikleri Dicle

Ziziphora clinopodioides Lam. Dbitkisinin ekstre
verimi, toplanma yeri, zamani ve herbaryum

alaninda gerceklestirilmistir. Tarla denemesinde nehri sularmin tasidign materyal tizerinde olusmus
materyal olarak Z  clinopodioides  tohumlari biuyluk toprak grubuna ait altivyonlu topraklardir
kullanilmigtir.  Tohumlar GAPUTAEM kampiis (Tekin ve ark., 2017). Dogal olarak yetisen tiirlerin
alaninda dogal olarak yetisen bitkilerden elde toplandig1 alan ile tiirtin kiiltiire alindig1 alanin iklim
edilmigtir. ~ Agustos  2013'te  tohumlar  dogal kosullari, bolge aymi oldugu i¢in hemen hemen
ortamlarindan toplanmistir. Bu tohumlar su dolu bir aynidir.

Cizelge 1. Calisilan tiirlerin isimleri, ekstre verimi, toplanma yeri, toplanma zamani ve herbaryum numaralari
Table 1. Names of studied species, extract yield, collection place, collection time and herbarium numbers

. Etanol Ekstre . Toplanma

Tar Ismi Verimi % Kod Toplanma Yeri Zemani Herbaryum No
Z. clinopodioides Project Number: TAGEM M.Firat
(Kiiltiir) 2.94 ZC1 /17/A07/P09/013 2015 32745(VANF)
Z. clinopodioides . M.Firat
(Dogal) 5.0 7C2 Diyarbakir 2015 39745(VANF)
Ekstraksiyon Islemi Aroma analizi numune ekstraksiyonu SPME (Kati
Bitkinin kiltiir ve dogal orneklerinin toprak tstii Fa% Mlkroekstraks1yop) yontemi ile yapilmigtir.
kisimlari toplanip nemsiz ve gblge bir ortamda Dogrudan kuru bitkinin kendisinden alinan 1-2 g
kurutulmustur. Kurutulan o6rnekler toz haline ornek 20 mL'lik Headspace vialine alinarak 40 °C'de
getirilip ekstrelerini hazirlamak i¢in 10g tartilmistir. 1? dk.boyunca' inkiibasyona blrak'llm.wtlr..Inkiibasyon
Daha sonra tartilan 6rnek tzerine 50 mL etanol ilave stiresince agiga gikan aroma bilesikleri kullamlan
edilerek 8 saat bekletilmistir. 8 saat sonra ultrasonik SPME fiberi tarafindan adsorplanmig ve &rnek

su banyosunda oda sicakliginda 30 dk. bekletilmis ve Headspace 6rnekleme blogu ile GC-MS/FID cihazina
stizme iglemi yapilmigtir. Bu igslem 3 defa tekrarland: numune gonderilmigtir. NIST ve Wiley GC-MS
daha sonra toplam siizintiiden evaporator yardimiyla kutiiphaneleri bilegenlerin belirlenmesinde
¢ozlctusiinden kurtarilip ham ekstre elde edilmistir kullanilmigtir (Yigitkan ve ark., 2022).
(Akdeniz ve ark., 2021).

LC-MS/MS Analizi

Headspace-GC-MS/FID Cihazi ile Aroma Analizi
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Z. clinopodioides kiltiir (ZC1) ve Z. clinopodioides
dogal (ZC2) érneklerinin etanol ekstreleri LC-MS/MS
enjeksiyonu 6ncesinde son konsantrasyonlari 1000 pug
mL1ye ayarlanmigtir. Incelenen orneklerin
fitokimyasal bilesimi, daha &nce belirlenmig ve
dogrulanmig LC-MS/MS yontemi  kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Bu yontemde, o6zellikle dogal
uriunlerde bulunan, fenolik asit ve flavonoid
yapilarinda olan 53 bilesik ve 3 i¢ standart
bakimindan analiz edilmistir (Yilmaz, 2020).

Toplam Flavonoid-Fenolik Igerik, Antioksidan ve
Sitotoksik Aktivite Analizleri

Z. clinopodioides tlirinin toprak st etanol
ekstrelerinin toplam fenolik icerigi pirokatekole
esdeger ve toplam flavonoid icerikleri kuersetine
esdeger olarak hesaplanmistir (Slinkard & Singleton,
1977; Moreno ve ark., 2000). Tiriin antioksidan
aktivitesini tespit etmek icin DPPH (serbest radikal
giderim yontemi), ABTS (katyon radikali giderim
aktivitesi yontemi) kullanilmis ve degerler ICso olarak
hesaplanmistir. Ayrica ekstreler CUPRAC (Bakir (II)
indirgeyici kapasite) yontemi ile antioksidan aktivite
tayini yapilmis ve sonuclar Aos olarak hesaplanmistir
(Blois, 1958; Re ve ark., 1999; Apak ve ark., 2004).
Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve atokoferol
referans olarak kullanilmistir. Ayrica ekstrelerinin
toksik ve sitotoksik aktivitelerini tespit etmek igin
Mojarraba ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen
yontemde ufak modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirildi.

Enzim Aktiviteleri
Kolinesteraz enzim aktivitesi

Caligsilan ekstrelerin antikolinesteraz aktivitesinin

tespiti icin Ellman ve ark. (1961) tarafindan
geligtirilen asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BChE) enzim inhibisyonuna
dayali yontem kullamilmigtir. Referans olarak
galantamin kullanilmagtir.

Ureaz enzim aktivitesi

Orneklerin  etanol ekstrelerinin  {reaz enzim

inhibisyon aktivitesini tespit etmek i¢in Zahid ve ark.
(2015) tarafindan gelistirilen yéntem kullanilmistir.
Ureaz enzim inhibisyon aktivitesi i¢in tiyotire
referans olarak kullanilmigtir.

Tirozinaz enzim aktivitesi

Tirin etanol ekstrelerinin tirozinaz enzim inhibisyon
aktivitesi Hearing & dJiménez (1987)'in gelistirdigi
yonteme gore yapilmigtir. Tirozinaz enzim inhibisyon
aktivitesi i¢in  referans olarak  kojik  asit
kullanilmigtir.

319

Elastaz ve Kolajenaz enzim aktiviteleri

Orneklerin antiaging (yaglanma kargit1) etkilerini
belirlemek icin elastaz (Kraunsoe ve ark., 1996) ve
kolajenaz (Thiring ve ark., 2009) inhibisyon aktivite
tayinleri yapilmistir. Elastaz ve kolajenaz enzim
inhibitér aktivite tayinlerinde sirasiyla substrat
olarak  N-siiksinil-(Ala)s-nitroanilide ve N-(3-[2-
Furyllacryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala, standart olarak ise
oleanolik asit ve epikatesin gallat kullanilmigtir.
(Akdeniz ve ark., 2021; Yigitkan ve ark., 2022).

Hipertansif enzim aktivitesi

Kwon ve ark. (2006) tarafindan gelistirilen yéntemde
kigik modifikasyonlar yapilarak kullamilmigtir.
Standart olarak lisinopril kullanilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA
Headspace-GC-MS/FID Cihazi ile Aroma Analizi

Z. clinopodioides turinun dogal ve kultur
orneklerinin aroma igerikleri Cizelge 2'de verilmigtir.
GC-MS/FID sonuglarina goére ZC1 6rneginin aroma
iceriginin %95.22'si aydinlatilmigs ve 19 bilesen
belirlenmigtir. ZC2 6rneginin aroma igeriginin ise
%90.92's1 aydinlatilmis ve 19 bilegen tespit edilmigtir.
ZClin majér bilesenlerinin pulegon (%39.83), cis
menton (%21.36) ve transmenton (%16.64) oldugu
belirlenmigtir. ZC2 &rneginin major bilesenleri ise
pulegon (%62.42), neoizomentol (%5.93) ve cis
pulegon oksit (%5.47) oldugu tespit edilmistir (Cizelge
2 ve Sekil 1).

Sahakyan ve Petrosyan (2022) tarafindan yapilan
calismada, Ermenistan'da toplanan Z. clinopodioides
turinden elde edilen ucgucu yagin ana bilegsenleri,
sirasiyla %42.1, %9.7, %8.22, %7.35 ve %5.9
konsantrasyonlariyla pulegon, izomenton, 1,8-sineol,
piperiton ve neomentol olarak rapor edilmistir.
Iran'dan toplanan Z. clinopodioides tirinin ugucu
yvag bilesenleri hidrodistilasyon yoluyla elde edilmig
ve GC-MS ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda
bitkinin ugucu yaginda 27 bilesen tanimlamiglardir.
Ana bilesikler pulegon (%44.5), terpineol (%14.5),
metil asetat (%10.9), izo-neomentol (%7.1) ve 1,8-
sineol (%4.1) olarak tespit edilmistir (Behravan ve
ark., 2007). Baska bir calismada Z -clinopodioides
tartnin 9 farkh biiyiime evresinin ugucu yag bilesimi
GC-MS ile analiz edilmis ve major bilesenler, pulegon
(%77.48-87.3), pmentanon (%2.79-12.39), trans
izopulegon (%1.04-2.06), d-limonen (%0.51-3.03) ve
karvon (%1.5-4.48) olarak tespit edilmistir (Ding ve
ark., 2014). Alp ve ark. (2016) tarafindan, Z
clinopodioides turuniun Turkiye'deki Coruh vadisinin
farkli noktalarinda yerel olarak toplam 8 takson
toplanmig ve bunlarin toprak tsti kisimlarindan elde
edilen ucucu yaglar GC-MS ile analiz edilmigtir.
Yagin  %92.91'ini  temsil eden 17  Dbilesik
tanmimlanmigtir. Tim o6rneklerin baglica bilesenleri
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pulegon (%40.13-51.13), 1,8-sineol (%6.18-9.34),
limonen (%6.98-9.78), mentol (%6.57-8.83), F-pinen
(%2.15-6.88), menton (%4.45-5.47), piperitenon

bilesenleri pulegon (%31.86), 1,8-sineol (%12.21),
limonen (%10.48), mentol (%9.13), Apinen (%6.88),
menton (%6.73), piperitenon (%5.30) ve piperiton

(%4.44-7.03) ve piperiton (%2.98-4.56) olarak tespit (%4.18) olarak tespit edilmigtir. Sonugclar
edilmistir. Ozturk ve Ercisli (2007) tarafindan degerlendirildiginde mevcut ¢alisma major bilesikler
yapilan bagka bir ¢aligmada Tirkiye'nin Dogu agisindan  literatiirdeki  ¢alismalarla  parelellik
kesiminde toplanan Z. clinopodioides tirinin toprak gostermektedir.
usti kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin ana
Cizelge 2. ZC1 ve ZC2 6rneklerinin aroma sonuglari
Table 2. Aroma results of ZC1 and ZCZ2 samples
No RI*= Bilesenler ZC1 ZC2 No RI= Bilegenler ZC1 ZC2
1 935  aPinene 0.20b 0,77 17 1148 cissMenthone 21.36 -
2 952  Camphene - 0.14 18 1157 Menthone - 3.14
3 975  1-Octene-3-ol 0.16 19 1164 tr-Menthone 16.64 -
4 975  Sabinene 0.12 - 20 1167 Neoisomenthol - 5.93
5 980  FPinene 0.34 1.10 21 1181 Isopulegone 1.05 -
6 984  3-Octanone - 0.10 22 1213 Verbenone 1.81 -
7 991  HMyrcene - 0.07 23 1221 cis-Pulegone oxide - 5.47
8 997  Mesitylene 0.40 - 24 1243 Pulegone 39.83 62.42
9 1000 Decane 0.80 - 25 1246 Carvenone 0.89 -
10 1026 o Simen - 0.18 26 1258 Piperitone 2.02
11 1031 D-Limonene 0.81 0.26 27 1290 Thymol 1.64 -
12 1032 Eucalyptol 2.29 4.65 28 1301 Carvacrol 3.61 0.98
13 1060 y-Terpinen - 0.20 29 1346 Piperitenone - 4.58
14 1091 Terpinolene - 0.05 30 1381 Copaene 0.24
15 1100 4-Thujanol 0.37 - 31 1392 B-Bourbonen - 0.48
16 1100 Undecane 0.32 - 32 1489 Germacrene D 0.72 -
Toplam Tanimlanan (%) 95.22 90.92
aAlikonma indeksi, % icerik, ZC1: Z. clinopodioides kultir 6rnegi, ZC2: Z. clinopodioides dogal érnegi
ZC1 e 7C2

b

L.

1)

II‘LLL -

Caligilan turlerin GC-MS kromatogramlari; ZC1: Z. clinopodioides kiltir érneginin aroma bilegenlerinin
Headspace-GC-MS toplam iyon kromatogrami, ZC2: Z. clinopodioides dogal 6rnegin aroma bilegsenlerinin
Headspace-GC-MS toplam iyon kromatogrami

Figure 1. GC-MS chromatograms of the studied species; ZC1: Headspace-GC-MS total ion chromatogram of
aroma components of Z. clinopodioides culture sample, ZC2: Headspace-GC-MS total ion chromatogram
of aroma components of Z. clinopodioides natural sample

LC-MS/MS Analizi

Her iki ekstrede de kinik asit (swrasiyla, 25.841,
15.694 mg analit g! ekstre), rosmarinik asit (6.804,
25.523) ve asasetin (6.115, 10.764)'nin majér
bilesenler oldugu goérilmektedir. Kiltiir 6rneginde
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farkli olarak hesperidin (5.725) bilesenin yiiksek
miktarda oldugu tespit edilmigtir. ZC1 ekstresinde
kinik asit ve hesperidin bilegenlerin miktarlarinin
7ZC2 ekstresine kiyasla daha yuksek oldugu
goriilmektedir (Cizelge 3 ve Sekil 2-3).
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Cizelge 3. Z. clinopodioides tiirtiniin etanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile fitokimyasal bilegenlerin kantitatif tayini (mg analit
g1 ekstre)

Table 3. Quantitative determination of phytochemical components of ethanol extracts of Z. clinopodioides species by LC-
MS/MS (mg analyte g1 extract)

. MS2 Miktar (mg analit g1 ekstre)d

No Analitler RT= Ana iyon (Carpisma

(m z9)b pISI ZC1 ZC2

enerjisi)°

1 Quinic acid 3.0 190.8 93.0 25.841 15.694
2 Fumaric aid 3.9 115.2 40.9 0.728 0.111
3 Aconitic acid 4.0 172.8 129.0 nde nd
4 Gallic acid 4.4 168.8 79.0 0.013 nd
5 Epigallocatechin 6.7 304.8 219.0 nd nd
6 Protocatechuic acid 6.8 152.8 108.0 0.746 1.204
7 Catechin 7.4 288.8 203.1 nd nd
8 Gentisic acid 8.3 152.8 109.0 0.271 nd
9 Chlorogenic acid 8.4 353.0 85.0 0.156 0.534
10  Protocatechuic aldehyde 8.5 137.2 92.0 0.055 0.557
11 Tannic acid 9.2 182.8 78.0 nd nd
12 Epigallocatechin gallate 9.4 457.0 305.1 nd nd
13 1,5-Dicaffeoylquinic acid 9.8 515.0 191.0 nd nd
14 4-OH Benzoic acid 10.5 137,2 65.0 0.223 nd
15 Epicatechin 11.6 289.0 203.0 nd nd
16  Vanilic acid 11.8 166.8 108.0 nd nd
17 Caffeic acid 12.1 179.0 134.0 1.141 2.426
18  Syringic acid 12.6 196.8 166.9 nd nd
19  Vanillin 13.9 153.1 125.0 nd 0.276
20  Syringic aldehyde 14.6 181.0 151.1 nd 0.061
21 Daidzin 15.2 417.1 199.0 nd nd
22 Epicatechin gallate 15.5 441.0 289.0 nd nd
23 Piceid 17.2 391.0 135/106.9 nd nd
24  p-Coumaric acid 17.8 163.0 93.0 0.532 0.174
25 Ferulic acid-D3-1S4 18.8 196.2 152.1 s s
26 Ferulic acid 18.8 192.8 149.0 1.155 0.138
27 Sinapic acid 18.9 222.8 193.0 nd nd
28  Coumarin 20.9 146.9 103.1 nd nd
29  Salicylic acid 21.8 137.2 65.0 0.460 0.171
30  Cynaroside 23.7 447.0 284.0 2.902 0.449
31  Miquelianin 24.1 477.0 150.9 nd nd
32  Rutin-D3-IS#% 25.5 612.2 304.1 18 18
33  Rutin 25.6 608.9 301.0 0.182 1.061
34  isoquercitrin 25.6 463.0 271.0 0.065 0.987
35  Hesperidin 25.8 611.2 449.0 5.725 1.082
36 o-Coumaric acid 26.1 162.8 93.0 nd nd
37  Genistin 26.3 431.0 239.0 nd nd
38  Rosmarinic acid 26.6 359.0 197.0 6.804 25.523
39  Ellagic acid 27.6 301.0 284.0 nd nd
40  Cosmosiin 28.2 431.0 269.0 0.737 0.226
41  Quercitrin 29.8 447.0 301.0 nd nd
42 Astragalin 30.4 447.0 255.0 0.025 0.174
43 Nicotiflorin 30.6 592.9 255.0/284.0 nd nd
44  Fisetin 30.6 285.0 163.0 nd nd
45 Daidzein 34.0 253.0 223.0 nd nd
46  Quercetin-D3-1S% 35.6 304.0 275.9 18 18
47  Quercetin 35.7 301.0 272.9 0.008 nd
48  Naringenin 35.9 270.9 119.0 0.469 0.079
49  Hesperetin 36.7 301.0 136.0/286.0 1.014 0.004
50  Luteolin 36.7 284.8 151.0/175.0 0.864 0.140
51 Genistein 36.9 269.0 135.0 nd nd
52  Kaempferol 37.9 285.0 239.0 nd nd
53  Apigenin 38.2 268.8 151.0/149.0 0.377 0.152
54  Amentoflavone 39.7 537.0 417.0 nd nd
55  Chrysin 40.5 252.8 145.0/119.0 0.339 0.752
56  Acacetin 40.7 283.0 239.0 6.115 10.764

aRT: Tutulma siiresi, PAna iyon (m z-): Standart bilesiklerin molekiiler iyonlar: (kiitle/sarj orany), eMS2 (CE): Ilgili
molekiiler iyonlar i¢cin MRM fragmentleri, 4Etanol ekstresi i¢cin mg g cinsinden degerler , °nd: Tespit edilmedi, %1s:
I¢ standart, ZC1 Z clinopodioides kiiltir 6rneginin etanol ekstresi, ZC2: Z. clinopodioides dogal érneginin etanol
ekstresi
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Sekil 2. a) LC-MS/MS ile analiz edilen standartin (1 pg mL?) TIC kromatogrami, b) ZC1 etanol ekstresinin LC-
MS/MS kromatogrami, ¢) ZC2 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
Figure 2. a) TIC chromatogram of the standard (1 uyg mL) analyzed by LC-MS/MS, b) LC-MS/MS chromatogram
of ZC1 ethanol extract, ¢) LC-MS/MS chromatogram of ZC2 ethanol extract

Ozkan ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢caligmada Z. ekstraktinda ise Dbilesik miktarlar1  sirasiyla
clinopodioides turinlin toprak tUsti ve kok 14721.04+120.71 pg g1, 2179.04+24.62 nug g! ve

kisimlarinin etanol ekstrelerinin LC-MS sonucunun 3593.31+£338.1 ug g'! olarak belirlenmigtir. Ayrica
baglica bilesikleri, kinik asit, malik asit ve rhoifolin Ozltlerin hesperidin, naringenin, rutin, apigenin ve
olarak tespit edilmigtir. Toprak tusti kisim izokersetin gibi bazi flavonoidler ve bazi fenolik
ekstraktindaki bilesik miktarlari sirasiyla asitler icerdigini ifade etmislerdir. Mevcut calisma

9020.51+£73.97 pg gl, 1972.95+22.29 pug gl ve onceki ¢alismayla kargilagtirildiginda majér bilesen
1972.95+22.29 ug g?! olarak hesaplanmigtir. Kok olarak her iki galigmada kinik asit tespit edilmistir.

OH OCH;
OH OOIO/HOOH ‘
HO o
o (1]
OH 1o
OH

OH O

Quinic acid Rosmarinic acid Acacetin

Sekil 3. Turiin major bilesikleri
Figure 3. Major components of the species

Toplam Flavonoid-Fenolik Icerik Analizleri miktarda polifenolik igerdigi belirtilmistir. Petrol
eteri (%0.23) ve etanol (%1.64) ekstrelerinin ise
neredeyse hi¢ polifenolik icermedigi bildirilmistir.
Ayrica, Z. clinopodioidesin toplam flavonoid igerigi
etil asetat (%65.61), kloroform (%14.36) ve mbutanol
(%10.76) ekstrelerinde bulundugu rapor edilmistir.
Alp ve ark. (2016) tarafindan yapilan calismada, Z.
clinopodioides turliinliin  toprak Usti kisminin
Turkiyenin Coruh Vadisi'ndeki 8 ekotipinin toplam
fenolik igeriginin, 43.41 ile 55.71 mg gallik asit
esdegeri 100 g! taze agirhk arasinda degistigi
bildirilmistir. ~ Aliakbarlu ve Shameli (2013)

Kultir o6rneginin toplam fenolik ve flavonoid
miktarlarinin dogal 6rnegine kiyasla yaklagik olarak
iki katina esit oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4).

Tian ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, Z.
clinopodioides tirunin etil asetat, kloroform, n-
butanol ve etanol ekstrelerinin toplam fenolik ve
toplam flavonoid miktarlar1 incelenmis ve sonuclar
yiizde (%) olarak hesaplanmistir.  Sonuclar
incelendiginde, etil asetat ekstresinin (%19.27)
yiksek miktarda polifenolik igerdigi, kloroform
(%4.99) ve mbutanol (%3.94) ekstrelerinin ise az
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tarafindan  yapilan c¢alismada farklh  gelisim
evrelerinde olan Z. clinopodioides tirunin toplam
fenolik igeriginin 9.91 ile 12.80 mg g! arasinda
degistigini rapor etmislerdir. Ding ve ark. (2014)
tarafindan  yapilan c¢alismada ise  Ziziphora
clinopodioides Lam. turuntn 9 farkli biuytume evresi
boyunca toplam fenolik ve toplam flavonoid analizi
yapilmigtir. Sonuglar toplam fenolik icerik igin
9.91+0.18 ile 12.80+0.04 mg g! arasinda, toplam
flavonoid miktarlar: ise 29.84+0.18 ile 50.63+0.59 mg
g1 arasinda oldugu tespit edilmigtir.

Antioksidan Aktivite Analizi

Z. clinopodioides tirtiniin DPPH (serbest radikal
giderim yontemi), ABTS (katyon radikali giderim
aktivitesi yontemi) ve CUPRAC (bakir(I) indirgeyici
kapasite) yoéntemlerine gore antioksidan aktivite
tayinleri yapilmigtir. Standart olarak BHT ve a-TOC

(40.81+0.98), ZC2 (49.29+0.24) o6rneginden daha
yiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmigtir.
CUPRAC yo6ntemine goére her iki ekstrenin hemen
hemen birbirine esit oranda antioksidan aktivite
sergiledikleri belirlenmistir (Cizelge 4).

Salehi ve ark. (2005) tarafindan yapilan calismada,
Iran'dan toplanan Z  clinopodioides  tiriinin
antioksidan aktivitesi DPPH yontemiyle
incelenmigtir. Turin metanol ekstresinin serbest
radikal  temizleme  aktivitesinin  diger tim
ekstrelerden daha iyi oldugu (ICso: 30.7 pg mL1)
belirlenmistir. Alp ve ark. (2016) tarafindan yapilan
calismada Z clinopodioides turinun 8 taksonun
ugucu yaglarmmin DPPH yontemine gore ICso
degerlerinin 3.60 ile 4.20 mg mL?! arasinda oldugu

belirlenmistir. Taheri ve ark. (2023) tarafindan
yapilan calismada, Z clinopodioides tirinin 14
popiilasyonunun antioksidan aktiviteleri

kullanilmigtir. Sonuglar degerlendirildiginde ZC1 degerlendirmek icin DPPH ve FRAP yéntemleri
ekstresinin  DPPH  serbest radikal giderim kullanilmigtir. Sonuglara gére DPPH icin en yuksek
yoénteminde (ICs0: 62.95+1.15 ug mL1) standart olarak degerler sirasiyla 1. ve 13. poplilasyonlarda 4.61+0.4
kullamilan BHT'ye (ICs0: 62.15+0.35) benzer ve 7.59+0.26 pg mL! iken, FRAP i¢in sirasiyla 6. ve 1.
antioksidan aktviteye sahip oldugu gériilmektedir. poptilasyonlarda 328.61+5.54 ve 292.84+2.85 mg g!
7ZC2 ekstresinin ise orta diizeyde aktiviteye olarak bulunmustur. Onceki calismalar ve mevcut
(145.61+£1.94) sahip oldugu goriilmektedir. ABTS calisma, turin yiksek antioksidan aktivite
katyon radikali yonteminde de ZC1 6rneginin gosterdigini ortaya koymaktadir.
Cizelge 4. Ekstrelerin toplam fenolik, flavonoid i¢erikleri, toksik ve sitotoksik aktiviteleri ile antioksidan aktivite
sonuglari
Table 4. Total phenolic, flavonoid contents, toxic and cytotoxic activities, and antioxidant activity results of the
extracts
) Fenolik icerigi Fl_avopqid ICso(ug mI,1)d Aos % Canlilike
Ornekle (ug Pes mg™! Igerigi ABTS DPPH
r ekstrakt)p (zg QEs mg! Kat.yon‘ Ser‘pest' CUPRAC HT29 MCF7 PDF
ekstrakt)c  Radikali = Radikali
7ZC1 42.39+1.14 13.44+0.25 40.81+0.98 62.95+1.15 60.52+1.45 176.25+1.80 81.63+0.82 157.78+5.60
7C2 23.81+0.00 6.57+0.99 49.2940.24 145.61+1.94 62.53+0.03 60.28+0.60 101.90+0.33  263.5+3.43
BHT - - 13.62+0.28 62.15+0.35  7.69+£0.01 - - -
aTOC 10.48+0.63 13.10+0.52 14.49+0.11

aDegerler 3 paralel 6lciimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. PPirokatekole egdeger fenolik icerik. (y =
0.0498(ng) + 0.0434 (#2 0.9918)). <Kersetine egdeger flavonoid icerik. (y = 0.0535 (ug) + 0.0748 (% 0.9960)). 4Sonuclar ICso
degerleri olarak verilmistir. €200 ppm konsantrasyondaki % canlilik degerleri. ZC1: Z. clinopodioides kiltiir 6rneginin etanol
ekstresi, ZC2: Z. clinopodioides dogal érneginin etanol ekstresi

Sitotoksik Aktivite

Z. clinopodioides turiniun ZC1l ve ZC2 o6rneklerinin
etanol ekstrelerinin toksik etkileri PDF (saghkh
birincil dermal fibroblast hiicre hatti) hiicre hattina
ve sitotoksik etkileri HT-29 (kolon kanseri hiicre
hatt1)) ve MCF-7 (meme kanseri hiicre hatt1) hiicre
hattina karg1 incelenmistir. Sonuglar incelendiginde
ekstraktlarin yiizde canlilhik degerleri 200 pg ml!
konsantrasyonunda, ZC2 6rnegi kolon kanseri hiicre
hatt1 (HT-29) iizerinde iyi diizeyde (% canhlk:
60.28+0.60) sitotoksik etki gdstermistir. Ayrica ZC1
orneginin meme kanseri hiicre hattina (MCF-7) kars:
orta diizeyde (81.63+0.82) sitotoksik etki gésterdigi
bulunmustur. Her iki ekstrenin PDF (saglkl hiicre
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hatlary) lizerine toksik etki gostermedigi

bulunmustur (Cizelge 4).

Enzim Inhibisyon Aktivitesi

Caligilan her iki ekstrenin AChE, BChE, ireaz,
tirozinaz, elastaz, kolajenaz ve ACE enzim inhibisyon
aktivite oOlgiimleri yapilmigtir. Enzim aktivitesi
sonuglarina gore kiiltir ve dogal o6rneklerin orta
diizeyde (sirasiyla, % inhibisyon: 45.14+1.40;
43.57+0.73) Dbiitirilkolinesteraz enzim inhibisyon
aktivitesi gosterdigi belirlenmigtir. Ureaz enzim
inhibisyon aktivitesi agisindan degerlendirdigimizde
ise kiltlir 6rneginin orta diizeyde aktvite gosterdigi
(% inhibisyon: 43.64+0.39) fakat dogal o6rnegin
aktivite gostermedigi tespit edilmigtir. Ayrica kultlur



KSU Tarim ve Doga Derg 27 (Ek Say1 2), 316-326, 2024
KSU J. Agric Nat 27 (Suppl 2), 316-326, 2024

Aragtirma Makalesi
Research Article

orneginin yiiksek antihipertansif (% inhibisyon:
81.6+1.19) aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge
5).

Ozdemir ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada,

Z. clinopodioides turuinin o6ziti sodyum fosfat
tampon i¢inde hazirlanmis ve AChE enzim
inhibisyonu aktivitesi oOl¢ilmustir. 200 pg mL?
konsantrasyonda yaklasik olarak % 40k bir

inhibisyon aktivitesi sergilemigtir. Ozkan ve ark.
(2020) tarafindan yapilan calismada Z. clinopodioides

tirinun toprak usti ve kok kisimlarimin etanol
ekstrelerinin antikolinesteraz (AChE ve BChE),
tirozinaz ve Uureaz enzim inhibisyon aktivite testi
gerceklestirilmistir. Ekstrelerin AChE, BChE ve
Ureaz enzim inhibisyon testinde aktif olmadiklari,
sadece toprak ustii ekstresinin tirozinaz enzim
inhibisyon testinde zayif aktivite (% inhibisyon:
8.60+0.87; standart olarak kullanilan kojik asit:
95.26+0.23) gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 5. Ekstrelerin antikolinesteraz, ureaz, tirozinaz, elastaz, kolajenaz ve antihipertansif enzim aktivite

sonuclari

Table 6. Anticholinesterase, urease, tyrosinase, elastase, collagenase, and antihypertensive enzyme activity

results of the extracts

Ornekler AChE BChE Ureaz Tirozinaz Elastaz Kolajenaz ACE
(% inh.)e (% inh):  (%inh): (% inh.)e (% inh.)e (% inh.)2 (% inh.)2

7ZC1 AD 45.14+1.40 43.64+0.39 AD AD 10.04+0.12 81.6+1.19

7ZC2 AD 43.57+0.73 AD 7.49+0.37 AD AD 74.7+0.26

Galantamin® 80.54+1.43 76.73+0.46 - - -

Tiyotireb - - 95.74+0.67

Kojik asitb - - - 93.64+1.23

Oleanolik asitb - - - 44.32+0.20

Epikatesin gallatb - - - 43.80+0.12

Lisinopril® - - - 97.68+0.42

aDegerler 3 paralel 6lciimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (200 pg mL1). PStandart madde. A.D: Aktif
degil. ZC1: Z. clinopodioides kiltir 6rneginin etanol ekstresi. ZC2: Z. clinopodioides dogal 6rneginin etanol ekstresi.

SONUC ve ONERILER

Bu calismada, Z. clinopodioides tirunin kultir ile
dogal orneklerinin toprak ustii kismlarinin etanol
ekstresi hazirlanarak, GC-MS ile aroma analizi, LC-
MS/MS ile fitokimyasal icerigi tespit edilip
kargilagtirnlmigtir. Her iki ekstrenin toplam fenolik
ve flavonoid igerigi, sitotoksik aktivitesi, DPPH,
ABTS ve CUPRAC yontemleriyle antioksidan
kapasiteleri, AChE, BChE, treaz, tirozinaz, elastaz,
kolajenaz ve ACE enzim inhibisyon aktiviteleri tespit
edilip karsilagtinlmistir. Z clinopodioides kiiltiir
orneginin aroma analiz sonucuna goére major
bilesenleri pulegon, crissmenton ve trans-menton
olarak Dbelirlenmistir. Dogal 06rnegin ise major
bilegsenleri pulegon, neoizomentol ve cispulegon oksit
oldugu tespit edilmigtir. LC-MS/MS sonuglarina gére
kinik asit, rosmarinik asit ve asasetin major
bilegsenler olarak tespit edilmistir. Kiltir 6rneginin
fenolik ve flavonoid igeriginin dogal Ornege gore
yvaklagik olarak iki kat daha fazla oldugu tespit
edilmigtir. Kiltir 6rneginin genel olarak daha yiksek
antioksidan aktivte gosterdigi belirlenmigtir. Enzim
aktivitesi sonuglarina gore kiiltiir ve dogal 6rneklerin
orta diizeyde bitirilkolinesteraz enzim inhibisyon
aktivitesi gosterdigi belirlenmisgtir. Ureaz enzim
inhibisyon aktivitesi agisindan degerlendirdigimizde
ise kiltiir 6rneginin orta diizeyde aktvite gosterdigi
fakat  dogal  oOrnegin  aktivite  gbstermedigi
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bulunmustur. Ayrica kultir Orneginin ylksek
antihipertansif aktivite gosterdigi belirlenmigtir.
Sonu¢ olarak Z clinopodioides tirinin kiiltiire
alinmasinin kimyasal icerigi ve biyolojik aktiviteleri
uzerinde olumlu sonuglar dogurdugu soéylenebilir.
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