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Ozet-Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasmin 6nemli cinslerinden biri olan Stachys L., sekonder
metabolitler bakimindan zengin olmasi ve c¢esitli biyolojik aktiviteler gostermesi nedeniyle son yillarda
fitokimyasal ve farmakolojik aragtirmalarin odak noktalarindan biri haline gelmistir. Bu cinse ait tiirlerin
fenolik bilesikler, flavonoidler, fenilpropanoid glikozitler ve diger biyoaktif bilesikleri i¢ermesi;
antioksidan, antidiyabetik, antialzheimer, antitirozinaz ve sitotoksik aktiviteler acisindan 6nemli bir
potansiyele sahip olduklarim1 gostermektedir. Bununla birlikte, Stachys euadenia ve Stachys longiflora
tirlerinin fitokimyasal Ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri lizerine gergeklestirilen calismalar oldukca
stnirhdir.

Bu calismada, Stachys euadenia ve Stachys longiflora tiirlerinden metanol, etil asetat ve dietil eter
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin kimyasal iceriklerinin ve biyolojik aktivitelerinin kapsamli olarak
arastirtlmas1 amaglanmigtir. Bu kapsamda ekstraktlarin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde
igerikleri spektrofotometrik yontemlerle belirlenmis, kimyasal profilleri sivi kromatografisi-tandem kiitle
spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica ekstraktlarin antioksidan
aktiviteleri farkl in vitro yontemlerle degerlendirilmistir.

Bunun yani sira ekstraktlarin asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE), o-amilaz, o-
glukozidaz ve tirozinaz enzimleri iizerindeki inhibitdr etkileri arastirilmistir. Enzim inhibisyon
analizlerinde pozitif kontrol olarak sirasiyla galantamin, akarboz ve kojik asit kullanilmigtir Bu ¢calismadan
elde edilecek bulgularin, Stachys euadenia ve Stachys longiflora tirlerinin fitokimyasal 6zelliklerinin ve
biyolojik aktivitelerinin ortaya konulmasina katki saglamasi, bu tiirlerin dogal biyoaktif bilesik kaynagi
olarak degerlendirilmesine bilimsel temel olusturmasi ve gelecekte gerceklestirilecek fitokimyasal ile
farmakolojik caligsmalara 1s1k tutmasi amaglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Stachys Euadenia, Stachys Longiflora, Lamiaceae, LC-MS/MS, Toplam Fenolik Madde, Toplam Flavonoid
Madde, Antioksidan Aktivite, Enzim fnhibisyonu, Sitotoksik Aktivite.
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I. GIRIS

Milyonlarca y1l 6nce bitkiler dncelikli olarak bir besin kaynagi olarak kullanilmaktaydi. Ancak zamanla
tibbi Ozelliklerinin kesfedilmesiyle birlikte bu dogal kaynaklar, farkli insan topluluklarinda c¢esitli
hastaliklarin tedavisinde ve genel sagligin iyilestirilmesinde vazgecilmez hale gelmistir [13,23]. Bitkiler,
genel olarak biliylime ve gelisme siireclerine dogrudan katilmayan ¢ok genis ve cesitli organik bilesikler
sentezlemektedir. Sekonder metabolitler olarak adlandirilan bu bilesikler, bitki alemindeki belirli
taksonomik gruplarda ¢ogunlukla farkli dagilim gostermektedir [22,30].

Sekonder metabolitler, bitki alemi icerisindeki taksonomik gruplar arasinda farkli dagilim gostermektedir.
Bu nedenle, bu bilesikler sistematik botanik calismalarinda 6nemli kemotaksonomik belirte¢ler olarak
kullanilmaktadir [41].

Sekonder metabolitlerin biyolojik islevlerinin ve kimyasal yapilarinin arastirilmasi biiyilk 6nem
tasimaktadir. Bu bilgiler sayesinde sekonder metabolitler giinlimiizde bir¢ok endiistriyel alanda
kullanilmaktadir. Cok sayida sekonder metabolit aroma verici, re¢ine, zamk, tat artirici, insektisit ve herbisit
olarak degerlendirilmektedir(* - Vanhercke 2013 ) Bunun yan1 sira, ¢ok sayida sekonder metabolitin sahip
oldugu cesitli farmakolojik aktiviteler nedeniyle ila¢ endiistrisindeki 6nemi giderek artmaktadir [29].

Stachys L., Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasmnin oldukca cesitli ve cografi olarak genis yayilim
gosteren bir cinsi olup, diinya genelinde yaklasik 365 farkli tiir ve 450'nin lizerinde taksonu kapsamaktadir.
Bu cins, diinya ¢apinda yayilis gosteren zengin bir ¢icekli bitki toplulugunu igermektedir. Tiirlerinin biiyiik
bir kismi, Akdeniz Havzas1 ve Giineybat1 Asya'nin 1liman sicak bolgelerinde yetismekte; kayalik alanlar,
orman agikliklari, bozkirlar, nadas arazileri, ¢ayirlar ve nehir kiyilart gibi cesitli ekosistemlerde
yasamaktadir. Stachys tiirleri Kuzey ve Giiney Amerika ile Avrupa'da yayilis gdstermesine ragmen,
Avustralya ve Yeni Zelanda'da dogal olarak bulunmamaktadir [16].

Stachys tiirleri tibbi ozellikleriyle taninmakta olup tamamlayici ve alternatif tipta yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Akdeniz boélgesinde bu bitkiler halk arasinda yaygin olarak dag cayi olarak
tiiketilmektedir. Farkli Stachys tiirlerinden hazirlanan geleneksel tedaviler ylizyillardir deri hastaliklari,
gastrointestinal rahatsizliklar, iilser, astim, romatizma, ishal, bogaz agrisi, i¢ kanamalar, karaciger ve kalp
zay1flig1 ile hatta vajinal tlimorler gibi ¢ok ¢esitli saglik sorunlarmin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
bitkilerden hazirlanan infiizyon ve dekoksiyonlar terapdtik etkinlikleri nedeniyle oldukca deger gérmekte
ve geleneksel farmasotik tedavilere dogal ve giivenli bir alternatif olarak kabul edilmektedir [15].

Alzheimer hastaligi (AH), demansin en yaygin formu olup hafiza, diisiinme, anlama, 6grenme ve karar
verme gibi bir¢ok biligsel fonksiyonun bozulmasiyla karakterize edilen ilerleyici nérodejeneratif bir
hastaliktir. Yagsli niifusta goriilme siklig1 giderek artmakta olup, 2050 yilina kadar diinya genelinde yaklasik
131,5 milyon kisiyi etkileyecegi ongoriilmektedir Yapilan arastirmalar, merkezi sinir sistemi hastaliklarinin
tedavisinde asetilkolin (ACh) diizeylerini artirmak amaciyla halen kolinesteraz inhibitorlerine ihtiyac
duyuldugunu gostermektedir. Hem asetilkolinesteraz (AChE) hem de biitirilkolinesteraz (BuChE),
asetilkolinin parcalanmasinda gorev almakla birlikte, AChE asetilkoline kars1 daha yiiksek 6zgiilliik
gostermektedir. Bununla birlikte, BuChE'nin peptidaz aktivitesi sayesinde Alzheimer hastalarinin beyninde
amiloid plak olusumuna katkida bulunabilecegi de gdsterilmistir [25].

Kolinesterazlar (ChE), cesitli malignitelerde yaygin olarak eksprese edilmekte olup neoplastik hiicre
dontisiimiinde 6nemli roller {istlenebilecekleri diisiiniilmektedir. Bu gorlis bircok arastirma ile
desteklenmektedir. Ornegin, ChE genleri 16semilerde ve over karsinomlarinda siklikla asir1 diizeyde
eksprese edilmektedir [25,46]. Ayrica ChE genleri tarafindan kodlanan protein iiriinlerinin menenjiyom,
glioblastom, mesane karsinomu ve diger bazi tiimorlerde anormal o6zellikler gosterdigi bildirilmistir
[36,47]. Bunun yaninda, antisens BuChE oligoniikleotidlerinin uygulanmasiin megakaryosit ve retina
hiicrelerinin farklilagsmasini ve proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir. [32].

Oksidatif stres, organizmanin antioksidan savunma sisteminin bozulmasi sonucunda reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) artisiyla ortaya ¢ikmaktadir. Reaktif tiirler, Alzheimer hastalig ile iliskili birgok biyolojik
yolakta gorev almaktadir. Beyin, yiiksek enerji gereksinimi ve kolay oksitlenebilen yag asitlerinden zengin
yapisi nedeniyle oksidatif strese karst oldukca hassastir. Beyin hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin
artmasi, polipeptitlerin par¢alanmasina ve amino asitler ile yag asitlerinin oksidasyonuna neden olarak
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protein karbonillerinin olusumuyla sonuglanmaktadir. Bu sekilde degisime ugrayan proteinler néronlarda
birikebilmekte, yikima kars1 direng gdsterebilmekte ve yapisal degisikliklere ugrayabilmektedir [1,9].

Son on yilda kanser, hipertansiyon ve diyabet gibi ciddi saglik sorunlarinin ilerlemesinin, insan viicudunda
serbest radikal olusumuyla yakindan iligkili oldugu ortaya konmustur. Serbest radikaller, dis
yoriingelerindeki eslesmemis elektronlar nedeniyle son derece reaktif ve kararsiz molekiillerdir. Bu serbest
radikaller arasinda en onemlileri reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species, ROS) olup, 6zellikle
elektron tasima zincirinde gergeklesen reaksiyonlar sirasinda olusmaktadir. [17].Diisiik konsantrasyonlarda
bulunan reaktif oksijen tiirleri hiicre alt1 siireclerde 6nemli fizyolojik gorevler listlenmektedir. Ancak belirli
bir esik degerin iizerine c¢iktiklarinda DNA, lipitler ve proteinler iizerinde zararli etkilere neden
olabilmektedir [18]. Bu baglamda biyolojik olarak aktif bilesikler, serbest radikallerin uzaklagtirilmasi ve
miktarlarinin azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir [6,24].

Enzimler, oOzellikle ila¢ gelistirme siirecleri basta olmak iizere farmasotik uygulamalarin temel
bilesenlerinden biridir. Giincel raporlara gore, eczanelerde bulunan ilaglarin %50'den fazlasi en az bir enzim
inhibitorii icermektedir [31]. Ozellikle belirli enzimlerin inhibisyonu sayesinde bir¢ok hastaligm
semptomlar1 hafifletilebilmektedir [35]. Ornegin, asetilkolinesteraz inhibitdrleri, sinaptik aralikta
asetilkolinin yikimini engelleyerek Alzheimer hastalarinda hafiza fonksiyonlarinin iyilestirilmesine katki
saglamaktadir [14]. Benzer sekilde o-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu, yiiksek
karbonhidratli beslenme sonrasinda diyabet hastalarinda kan glukoz diizeyinin hizli yiikselmesini 6nlemeye
yardimci1 olmaktadir [43].

Bu bilgiler dogrultusunda akarboz (acarbose), galantamin (galantamine) ve orlistat gibi bir¢cok bilesik
enzim inhibitorii olarak gelistirilmistir. Ancak bu ilaglarin uzun siireli kullanimi c¢esitli istenmeyen yan
etkilere neden olmakta ve sentetik bilesiklerin yerine kullanilabilecek alternatif inhibitdrlerin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda birgok fitokimyasal bilesigin giiglii enzim inhibitorii
etkiler gosterdigi belirlenmis olup, bitki ekstraktlarinin enzim inhibitor aktivitelerine yonelik yeni
calismalarin, sentetik inhibitorlerin yerine kullanilabilecek yeni ve giivenli inhibitorlerin gelistirilmesine
katki saglayabilecegi diistiniilmektedir [2,12].

II. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

Stachys euadenia Haziran 2025’te Anamur ¢ukur abanaz mahallesi kalker kaya iistiinden (N: 36 19 25.31
E: 3256 54.23 H: 1415 m ) (Mersin/Tiirkiye) ve Stachys longiflora Haziran 2025°te Toroslar ilgesi 1s1ktepe
koyl civart kalker ana kaya duvarlari iizerinden (N:36 52 26.15 , E: 34 33 21.16 H: 183 m)
(Mersin/Tiirkiye) toplanmustir. Bitkiler Hasan Yildirim tarafindan tanimlanmustir.

Ornekler (No: H.Y1ldirrm 11267, H. Yildirim 11269) EGE Universitesi Herbaryumu'na yatirilmistir.

2.2 Ekstraksiyon islemleri:

2.2.1 Kullanilan Coziiciiler

Bu caligmada ekstraksiyon iglemlerinde farkli polarite Ozelliklerine sahip ili¢ organik c¢oziicii tercih
edilmistir: dietil eter, etil asetat ve metanol. Coziicii se¢imi, bitkisel materyalde bulunan sekonder
metabolitlerin farkli polaritelerine bagli olarak genis bir bilesik yelpazesinin ekstrakte edilmesini saglamak
amaciyla yapilmistir.

Dietil eter diislik polariteli bir ¢oziicli olup 6zellikle lipofilik bilesiklerin (ugucu yag bilesenleri, bazi
terpenoidler ve diislik polariteli fenolikler) ekstraksiyonunda etkilidir.

Etil asetat orta derecede polar bir ¢oziicii olup hem diisiik hem de orta polaritedeki bilesiklerin
ekstraksiyonuna olanak saglamaktadir. Bu nedenle flavonoidlerin bazi alt gruplar1 ve fenolik bilesiklerin
bir kismi1 i¢in uygun bir ekstraksiyon ortami sunmaktadir.

Metanol ise yliksek polariteli bir ¢oziicii olup fenolik bilesikler, flavonoidler, bazi glikozitler ve diger polar
sekonder metabolitlerin ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kullanilan tiim ¢6ziiciiler analitik saflikta temin edilmis olup ekstraksiyon iglemleri sirasinda herhangi bir
On isleme tabi tutulmadan dogrudan kullanilmistir.
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2.2.2 Maserasyon Yontemi

Calismada bitkisel materyal olarak Stachys euadenia ve Stachys longiflora tiirlerine ait 6giitiilmiis drog
ornekleri kullanilmistir. Her bir ekstraksiyon i¢in 1 g bitki 6rnegi terazi ile tartilmistir.

Tartilan 6rnekler ayr1 ayr1 40 mL dietil eter, 40 mL etil asetat ve 40mL metanol icerisinde maserasyon
islemine tabi tutulmustur. Maserasyon islemi calkalayicida 2 saat siireyle gergeklestirilmistir.

Maserasyon sonrasi elde edilen siiziintiiler rotary evaporator kullanilarak ¢oziictilerinden uzaklastirilmistir.
Dietil eter ekstraktlar1 30°C’de; metanol ve etil asetat ekstraktlar: ise 40°C’de ucurulmustur. Ugurma islemi
sonrasinda ekstraktlar tamamen kurutulmus ve elde edilen kuru ekstreler tartilarak verim hesaplamasi
yapilmistir.

2.3 Kimyasal Analizler

Bu caligmada kimyasal icerik analizi kapsaminda Stachys eudonifolia ve Stachys longiflora tiirlerinden
elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri spektrofotometrik yontemlerle belirlenmis,
ucucu ve yari ugucu bilesenleri GC-MS ile analiz edilmis, fenolik profilleri ise LC-ESI-QTOF-MS
teknikleri kullanilarak karakterize edilmistir.

2.3.1 Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde miktar1 Folin—Ciocalteu yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Ekstrakt ¢ozeltileri uygun konsantrasyonlarda hazirlanmis ve Folin—Ciocalteu reaktifi ile
reaksiyona tabi tutulmustur. Reaksiyon ortamina sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek karanlikta
inkiibasyona birakilmistir.

Absorbans degerleri 765 nm’de mikroplaka okuyucu ile 6l¢iilmiistiir. Standart kalibrasyon egrisi gallik asit
kullanilarak olusturulmus ve sonuglar mg gallik asit esdegeri (mg GAE/g ekstrakt) olarak ifade edilmistir.
Tiim analizler ii¢ paralel olarak gerceklestirilmistir.

2.3.2 Toplam Flavonoid Madde Tayini

Toplam flavonoid igerigi aliminyum kloriir (AlCls) kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir. Ekstrakt
cozeltileri AICIs ve potasyum asetat igeren reaksiyon ortaminda inkiibe edilmistir.

Reaksiyon sonucunda olusan kompleksin absorbansi 415 nm’de 6l¢iilmiistiir. Kalibrasyon egrisi kuersetin
standard1 kullanilarak hazirlanmis ve sonuglar mg kuersetin esdegeri (mg QE/g ekstrakt) olarak
hesaplanmistir. Tiim 6l¢limler ti¢ tekrarh olarak yapilmistir.

2.3.3 LC-ESI-QTOF-MS Analizi

Ekstraktlarin kapsamli metabolit profillemesi amaciyla yiiksek ¢oziniirliiklii LC-ESI-QTOF-MS analizi
yapilmustir. Elektrospray iyonizasyon (ESI) kaynagi hem pozitif hem negatif iyon modunda calistirilmistir.
Elde edilen kiitle spektrumlar1t MassHunter yazilimi kullanilarak analiz edilmis, molekiiler iyon pikleri ve
fragmentasyon desenleri dikkate alinarak bilesiklerin 6n tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen veriler
literatiir ve veri taban1 karsilastirmalar ile desteklenmistir.

2.4 Biyolojik Aktivite Analizleri
2.4.1Antioksidan Aktivite Testleri

DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Yontemi

0,1 mmol/L DPPH ¢06zeltisi metanol ile hazirlanir. Daha sonra, 260 plL DPPH c¢ozeltisi, farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan 40 uL. numune ile birlestirilir. Elde edilen karisim daha sonra 96-kuyucuklu
bir plakada calkalandiktan sonra 25°C'de 30 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan, absorbans 517
nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Pozitif kontrol olarak 0 ila 100 pg/mL konsantrasyon araligindaki Trolox
kullanilarak 6l¢ti egrisi olusturulur. ICso degerleri, GraphPad Prism siirim 10.16 kullanilarak
belirlenirlenecektir (Emir vd., 2024). Calisma 3 paralel ile gerceklestirilir.
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ABTS (2,2'azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonic asit)) Yontemi

7 mmol/L konsantrasyona sahip 5 mL ABTS ¢dzeltisi, ABTS" elde etmek i¢in 88 puL 140 mM potasyum
persiilfat ¢ozeltisiyle karistirilir. Daha sonra, bu karisim oda sicaklifinda 1s1ksiz bir ortamda 16 saatlik bir
inkiibasyona tabi tutulur. 0,5 mL ABTS" ¢ozeltisi, 45 mL etanol eklenerek seyreltilir. Bunu takiben, 10 uL
numune, 96-kuyucuklu bir plakada 290 pL ¢ozeltiyle birlestirilir. Karisim daha sonra 25°C'de 6 dakika
inkiibe edilir ve absorbans 734 nm'de OSlgiiliir. Pozitif kontrol olarak 0 ila 250 pg/mL konsantrasyon
araligindaki Trolox kullanilarak 6l¢ii egrisi olusturulur. ICso degerleri, GraphPad Prism siirtim 10.16
kullanilarak belirlenirlenecektir [10]. Calisma 3 paralel ile gerceklestirilir.

FRAP (Demir Indirgeyici Antioksidan Gii¢) Yontemi

300 mmol/L sodyum asetat tamponu stok ¢ozeltisi, 10 mmol/L 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) ¢ozeltisi ve
20 mmol/L ferrik kloriir ile 10:1:1 (h:h:h) oraninda birlestirilir. Daha sonra, 20 uL. numuneler 280 pL ¢ozelti
ile birlestirilir ve 96-kuyucuklu bir plakada 37°C'de 10 dakika inkiibe edilir. Absorbans 593 nm'de 6Slgiiliir.
Standart 6l¢ii egrisini olusturmak i¢in 0 ila 100 pg/mL konsantrasyon araligindaki Trolox kullanilir. ICso
degerleri, GraphPad Prism siirim 10.16 kullanilarak belirlenirlenecektir [10]. Calisma 3 paralel ile
gerceklestirilir.

Antioksidan aktiviteler DPPH, ABTS ve FRAP yontemleri kullanilarak belirlenmistir. DPPH ve ABTS
yontemlerinde serbest radikal giderme kapasitesi ol¢lilmiis, FRAP yonteminde ise demir indirgeme giicii
belirlenmistir. Absorbans degerleri ilgili dalga boylarinda 6l¢iilmiis ve sonuglar Trolox esdegeri (mg TE/g
ekstrakt) olarak hesaplanmaistir. Tiim deneyler ii¢ tekrarli yiliriitilmiistiir.

2.4.2 Enzim Inhibisyon Testleri

Antikolinesteraz Aktivitelerin Saptanmasi

Ekstrelerin antikolinesteraz aktivite tayini 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucu kullanilarak, Ellman
yontemine gore gerceklestirilir (Ellman vd. 1961). Ekstreler fosfat tamponu ile 0.001-1000 mg/mL
konsantrasyon araligina seyreltilir. Daha sonra 0.25 U/mL enzim ilave edilerek 30 dakika inkiibiisyona
birakilir. Substrat olarak 0.24 mM asetiltiyokolin iodid/biitiriltiyokolin iodid ¢dzeltisi ve 0.2 mM Ellman
reaktifi (5,5- dithiobis-2-nitrobenzoic acid) (DTNB) eklenir ve 405 nm’de absorbans degerleri 6l¢iiliir.
Pozitif standart olarak galantamin kullanilir. ICso degerleri, GraphPad Prism siiriim 10.16 kullanilarak
belirlenirlenecektir [11].. Calisma 3 paralel ile gerceklestirilir.

Antitirozinaz Aktivitenin Saptanmasi

Antitirozinaz aktivite deneyi modifiye dopakrom yontemine gore ve 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucu ile
yapilir. % 5 DMSO igeren 1/15 M potasyum fosfat tamponu ile 1-1000 pg/mL araliginda seyreltilen
ekstrelere 46 U/mL tirozinaz enzimi eklenir ve 25°C' de 10 dakika inkiibe edilir. Ardindan 2.5 mM L-Dopa
substrat ¢ozeltisi eklenir ve tekrar 25°C' de 20 dakika inkiibe edilir. Pozitif standart olarak a-kojik asit
kullanilir ve absorbans degerleri 475 nm' de Olgiliir. ICso degerleri, GraphPad Prism siiriim 10.16
kullanilarak belirlenirlenecektir [11]. Calisma 3 paralel ile gergeklestirilir.

a-Amilaz inhibisyon Aktivitenin Saptanmasi

Enzim olarak domuz pankreasindan elde edilen PBS i¢erisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanan a-amilaz enzimi
(0,5 mg/mL) kullanilir (Sigma-Aldrich, Type VI-B, Liyofilize toz, E.C.3.2.1.1). Tampon olarak 0.006 M
NaCl igeren ve pH’1 6.9 olan 0.02 M sodyum fosfat tamponu hazirlanir. Substrat olarak, %1’lik patates
nisastasi, reaktif olarak 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) ¢ozeltisi kullanilir. Pozitif standart olarak akarboz
kullanilir. Ekstreler 1000, 500, 250, 100, 50, 10, 1 ppm; akarboz 100, 50, 10, 5, 1, 0.5, ve 0.1 ppm olacak
sekilde PBS ile seyreltilir. DNS reaktifi, 1 g DNSA’nin 50 mL distile suda ¢oziilmesinin ardindan 20 mL
2 M NaOH ve 28.2 g Rochelle tuzu olarak da bilinen Sodyum-Potasyum tartarat tetrahidrat maddesinin
ilave edilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanmasiyla hazirlanir. Olusturulan protokole gore, 100 pL nisasta
soliisyonu ve 100 uL drnek/standart oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilir. Uzerine 100 pL enzim
cozeltisinden eklenip tekrar ayni siirede ve sicaklikta inkiibasyon gerceklestirilir. 200 pLL DNS reaktifi ilave
edilip 5 dk 100°C’ye getirilmis g¢alkalayici cihazinda (Thermo shaker) enzimin nisastayr pargalamasi
saglanir. Hemen sonrasinda oda sicakliginda bir siire bekletilerek sogutulur. Bu karisimdan 50 pl alinip 200
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ul distile su ile seyreltilerek 540 nm’de 6l¢iimler gergeklestirilir. ICso degerleri, GraphPad Prism siiriim
10.16 kullanilarak belirlenirlenecektir [11]. Calisma 3 paralel ile gergeklestirilir.

a-Glukozidaz Inhibisyon Aktivitenin Saptanmasi

Enzim olarak Saccharomyces cerevisiae’den elde edilen a-glukozidaz enzimi kullanilir (Sigma-Aldrich,
100U, Type I, Liyofilize toz, E.C.3.2.1.20). 0.01 M ve 0.1 M konsantrasyon degerlerinde pH’1 6.8 olan
potasyum fosfat tamponu (PBS) hazirlanir. Substrat olarak p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (PNPG) 5 mM,
sonlandirici olarak 0.2 M sodyum karbonat, pozitif standart ise akarboz kullanilir. Oncelikle enzim her bir
kuyucukta 0.1 U/mL olacak sekilde 0.01 M PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlanir. PNPG ¢ozeltisi ve stop
sollisyonu i¢in 0.1 M PBS kullanilir. Ekstre 6rnekleri 1000, 500, 250, 100, 50, 10, 1 ppm; akarboz 1000,
750, 500, 250, 100, 10 ve 1 ppm olacak sekilde 0.01 M PBS ile seyreltilir. Deney protokoliine gore 96-
kuyucuklu mikroplate i¢cine 20 pL enzim ¢ozeltisi ve 120 pL akarboz/ekstre eklenir; 37 °C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilir. Ardindan 20 pL PNPG substrat soliisyonu ilave edilip tekrar 37 °C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilir. Son olarak 80 puL. sodyum karbonat ile reaksiyon durdurulur. Olusan sar1 renkli p-
nitrofenoliin absorbans1 405 nm’de mikroplaka okuyucuda 6l¢timler yapilir. ICso degerleri, GraphPad Prism
stiriim 10.16 kullanilarak belirlenirlenecektir [11]. Calisma 3 paralel ile gerceklestirilir.

Alzheimer hastaligr ile iligkili asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon aktiviteleri Ellman ydntemi ile
belirlenmistir. Tirozinaz inhibisyonu modifiye dopakrom yontemi ile, a-amilaz inhibisyonu DNS yontemi
ile, a-glukosidaz inhibisyonu ise p-nitrofenil-f-D-glukopiranozid substrati kullanilarak kolorimetrik olarak
Olgtilmiistiir.

III. BULGULAR

Bu c¢aligmada Stachys euadenia ve Stachys longiflora tiirlerinden metanol, etil asetat ve dietil eter
kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin verimleri karsilastirilmistir. Her iki tiirde de en yiiksek ekstraksiyon
verimi metanol ekstraktlarinda elde edilmistir. S. longiflora metanol ekstrakt1 %14,99 ekstraksiyon verimi
ile en yiiksek degeri gosterirken, bunu S. euadenia metanol ekstrakti (%12,55) izlemistir. Buna karsilik her
iki tiirde de en diisiik ekstraksiyon verimi etil asetat ekstraktlarinda belirlenmis olup, S. longiflora i¢in
%7,55, S. euadenia i¢in ise %8,20 olarak hesaplanmistir. (Tab.1.)

Tablo 1. Ekstratlarin kuru madde agirligi (mg) ve verimleri (%)

Tiir Coziicii Kuru Ekstrakt (mg) % Verim
S. longiflora Metanol 149,9 mg 14.99%
S. longiflora Dietil eter 91,3 mg 9.13%

S. longiflora Etil asetat 75,51 mg 7.55%

S. euadenia Metanol 125,5 mg 12.55%
S. euadenia Dietil eter 83,2 mg 8.32%

S. euadenia Etil asetat 82 mg 8.20%

Toplam fenolik madde (TPC) ve toplam flavonoid madde (TFC) analizleri sonucunda, her iki Stachys
tiriinde de metanol ekstraktlarinin en yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Stachys euadenia
metanol ekstraktinda toplam fenolik madde miktar1 72,36 + 1,82 mg GAE/g ekstrakt, toplam flavonoid
madde miktar1 ise 35,47 = 1,37 mg QE/g ekstrakt olarak belirlenirken, S. longiflora metanol ekstraktinda
bu degerler sirasiyla 67,91 £ 1,63 mg GAE/g ekstrakt ve 33,86 = 1,12 mg QE/g ekstrakt olarak tespit
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edilmistir. Her iki tiirde de etil asetat ekstraktlar1 orta diizeyde fenolik ve flavonoid igerik gosterirken, dietil
eter ekstraktlar1 en diisiik TPC ve TFC degerlerine sahip olmustur. (Tab.2.)

Tablo 2. Toplam fenolik miktar1 (TPC total phenolic content) ve toplam flavonoid miktar1 (TFC total flavonoid content)
TPC (mg GAE/g) TFC (mg QE/g)
Stachys euadenia (methanol) 72.36 + 1.82 35.47+1.37
Stachys euadenia (etil asetat) 50.73 + 1.17 25.82+0.86
Stacyhs euadenia (eter) 24.48 +0.73 10.65+ 0.52
Stacyhs longiflora (methanol) 67.91 = 1.63 33.86+1.12
Stachys longiflora (etil asetat) 45.62 + 1.08 22.94 £ 0.81

Stachys longiflora (eter) 20.37 £ 0.66 8.74 £0.48

LC-MS/MS analizleri, her iki tiirlin metanol ekstraktlarinda klorojenik asit ve verbaskozitin baskin
bilesikler oldugunu ortaya koymustur. S. longiflora metanol ekstraktinda 130638 png/mL, S. euadenia
metanol ekstraktinda ise 62842,6 ng/mL klorojenik asit belirlenmis olup, her iki tiirde de bu bilesik en
yiiksek miktarda tespit edilen fenolik bilesik olmustur. Ayn1 sekilde verbaskozit miktarlari da metanol
ekstraktlarinda sirastyla 5711,367 ve 2985,753 png/mL  olarak belirlenmis, etil asetat ve dietil eter
ekstraktlarinda ise daha diisiik seviyelerde bulunmustur. (Tab.3.)
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Tablo 3. Stachys euadenia ve Stachys longiflora Ekstraktlarinin segilen bilesiklerin miktar1 LC-MS/MS (pg/mL)

Stachys Stachys
Stachys euadenia | Stachys Stachys longiflora | Stachys
RT euadenia (Etil euadenia | longiflora (Etil longiflora
Bilesik m/z (min) (Methanol) | Asetat) (Eter) (Methanol) | Asetat) (Eter)
Katesin 289,0718 | 6,952 - 0,8127 0,47289 2,67017 0,38594 -
Epikatesin 289,0718 | 7,064 - 1,76945 0,85923 - - 0,769477097
hesperidin 609,1819 | 7,064 13,1792 9,0048 1,23959 60,7221 87,7008 5,043481469
Vitexin 431,0978 | 7,235 232,987 57,4997 1,66524 83,2531 25,4414 2,04136103
tanik asit 940,099 7,289 - - - - - -
4-
hidroksibenzoik
asit 137,0239 | 7,347 186,984 595,073 164,094 153,511 390,111 202,3385889
Siringik asit | 197,45 7,401 407,86 440952 | - 12,9901 45,5525 -
Vanilik asit 167,0344 | 7,457 15,4031 32,5638 | 892706 | - - -
rutin 609,1456 | 7.457 5,19149 1,6279 0,17556 12,1911 9,56218 0,175810123
3-
hidroksibenzoik
asid 137,0239 | 7,572 - - - - - -
Katekol 109,0289 | 7,682 1,78113 1,91108 0,74199 6,32499 5,5768 0,287136732
p-kumarik asit | 163,0395 | 7,796 10,3951 10,5338 8,74564 12,2314 30,1797 10,97314031
Ferulik asit 193,0501 | 7.853 43,2758 58,0967 | - 40,3868 51,6903 11,36319116
Mirisetin 317,0303 | 7,962 3,98015 4,70747 6,74272 1,76442 4,04366 3,616796731
fisetin 285,0399 | 8,019 - - - 4,12472 8,19335 6,910891887
morin 301,0348 | 8,243 - 5,0669 1,35014 0,65881 1,36793 1,615193838
galangin 269,045 8,243 8,40217 19,8396 12,8053 8,01665 6,21924 -
daidzein 253,0501 | 8,355 - - - 3,42606 532905 3,992548046
luteolin 285,0399 | 8412 130,048 199,931 204,085 13,9624 16,8508 20,34443154
kuersetin 301,0348 | 8,468 - 5,38052 9,22896 8,5522 3,12544 13,49454669
Benzoik Asit 121,0295 | 8,58 78,8902 116,014 101,136 361,374 395,021 244,8627094
Izoramnetin 315,0505 | 8,58 12,5151 2,49739 - 37,4291 46,7136 83,47078754
genistein 269,045 8,861 26,9083 34,2227 23,3762 27,9889 33,0961 25,2275504
naringenin 271,0606 | 8917 20,4908 26,183 50,7767 19,5328 29,5459 14,55393912
kaempherol 285,0399 | 8973 - 19,0577 2,86409 3,24456 10,1588 8,809134369
3-0-
metilkuersetin__ | 315,0505 | 9,085 3,862 11,0332 5,66057 327431 2,04564 3,82491235
K
risin 253,0501 | 10,376 4,08389 3,89627 3,96081 3,95008 7,13327 5,816418754
apigenin 269,045 10,488 3,18491 2,48841 321267 3,955 1,18964 1,877911141
Klorojenik asit | 353,0878 | 6,791 62842.6 324162 1523,35 130638 98629.4 3824,77554
Verbaskozit | 623,1975 | 7,69 5711,367 3785,104 | 1099326 | 2985,753 1955,674 | 955,357

Stachys euadenia ve Stachys longiflora ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri DPPH, ABTS, FRAP ve
CUPRAC yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde dort yontemin
tamaminda da en yiiksek antioksidan aktivitenin metanol ekstraktlarinda elde edildigi belirlenmistir.
Ozellikle S. euadenia metanol ekstraktt DPPH (74,65 + 1,35 mg TE/g), ABTS (104,95 + 1,92 mg TE/g),
FRAP (54,92 + 1,15 mg TE/g) ve CUPRAC (94,62 + 1,68 mg TE/g) analizlerinin tamaminda en yiiksek
degerlere ulasmistir. Ayni sekilde S. longiflora metanol ekstrakti da ikinci en yiiksek antioksidan kapasiteyi
gostermistir. (Tab. 4.)
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Tablo 4. Ekstratlarin antioksidant aktiveteleri (mgTE/g)
Ornek DPPH (mg TE/g) ABTS (mg TE/g) FRAP (mg TE/g) CUPRAC (mg TE/g)

Stachys
euadenia 74.65 + 1.35 104.95+1.92 54.92 £1.15 94.62 +1.68
(methanol)

Stachys
?;?ldema 58.10+£098 8290+ 146  4238+081  74.58+ 124

asetat)

Stacyhs
euadenia 42.98 + 0.69 63.67 £ 1.11 29.20+0.58 56.15+0.93
(eter)

Stacyhs
longiflora 70.38 + 1.51 99.35+1.78 51.90+1.03 89.92+1.36
(methanol)

Stachys
longiflora
(etil
asetat)

54.17+1.06 77.95+1.34 39.48 +£0.76 7038+ 1.12

Stachys
longiflora 39.60 + 0.62 59.65+0.97 26.32+0.54 52.95+0.85
(eter)

Stachys euadenia ve Stachys longiflora ekstraktlarinin AChE, BuChE, tirozinaz, a-glukozidaz ve a-amilaz
enzimleri tizerindeki inhibitor etkileri degerlendirilmistir. Sonuglar incelendiginde antioksidan
analizlerinden farkli olarak en yiiksek inhibitor aktivitelerin ¢ogunlukla etil asetat ekstraktlarinda elde
edildigi goriilmiistiir. Ozellikle S. euadenia etil asetat ekstrakti AChE (92,91 pg/mL), BuChE (187,10 mg
ug/mL), tirozinaz (240 pg/mL) ve o-glukozidaz (170,88 pg/mL) analizlerinde en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Buna karsilik S. longiflora etil asetat ekstrakti ise a-amilaz inhibisyonunda (294,45 pg/mL)
en yiiksek degere ulagsmistir. (Tab.5.)
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Tablo 5. Ekstratlarin enzim inhibasyon aktiviteleri (ug/mL)

. o-
Ornek ?pc;iL) ](Suugi};i) gggrfnilﬁsl ¢ | Glucosidase ?ﬁ;nn?ﬁ; 3¢
ug/mL
Stachys 390.18 £ 35131+
euadenia(Methanol) | i 1.02 i 1.82
Stachys euadenia 9291+ 187.10 £ 240.00 £ 170.88 £ 310.13 +
(Etil Asetat) 2.52 1.29 1.50 242 1.78
Stachys euadenia 121.09 + 367.88 + 229.04 +
(Eter) 2.21 i 2.17 2.73 )
Stachys longiflora 107.64 £ 200.00 £ 361.07 + 198.48 £ 303.41 +
(Methanol) 2.17 1.44 1.50 2.42 1.78
Stachys longiflora ( 104.73 + 193.10 + 329.61 £ 193.84 + 294.45 +
Etil Asetat ) 2.21 2.10 2.17 2.73 1.72
Stachys longiflora 119.27 + 22430+ 21192+ 346.29 +
(Eter) 0.58 2.39 j 2.55 1.95
Galantamin 0.106 & 1.048 - - -
0.02 0.01
Kojik Asit - - 7.9 +0.06 - -
300.56 +
Akarboz - - - 6.65 8.75+0.97

IV.  TARTISMA

4.1 Ekstraksiyon verimi
Bitkisel ekstraktlarin biyolojik aktivitesi ve fitokimyasal kompozisyonu iizerinde en énemli faktorlerden
biri ekstraksiyonda kullanilan ¢dziiciiniin 6zellikleridir. Coziicli polaritesi yalnizca ekstraksiyon verimini
degil, ayn1 zamanda ekstrakte edilen sekonder metabolitlerin tiirlini ve miktarim1 da dogrudan
etkilemektedir. Bu nedenle farkli polariteye sahip ¢oziictilerin kullanilmasi, bitki materyalinin fitokimyasal
profilinin daha kapsamli sekilde ortaya konulmasina olanak saglamaktadir [4,20,21,28,40].
Bu c¢alismada Stachys euadenia ve Stachys longiflora tlirlerinden metanol, etil asetat ve dietil eter
kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin verimleri karsilagtirllmistir. Her iki tlirde de en yiiksek ekstraksiyon
verimi metanol ekstraktlarinda elde edilmistir. S. longiflora metanol ekstrakti %14,99 ekstraksiyon verimi
ile en yiiksek degeri gosterirken, bunu S. euadenia metanol ekstrakti (%12,55) izlemistir. Buna karsilik her
iki tiirde de en distlik ekstraksiyon verimi etil asetat ekstraktlarinda belirlenmis olup, S. longiflora i¢in
%7,55, S. euadenia i¢in ise %8,20 olarak hesaplanmistir. (Tab.1.) Dietil eter ekstraktlari ise her iki ¢oziicii
arasinda orta dilizeyde ekstraksiyon verimi gostermistir. Bu sonuglar, bitki dokusunda bulunan bilesiklerin
onemli bir boliimiiniin yiliksek polariteli ¢oziiciiler tarafindan daha etkin sekilde ekstrakte edildigini
gostermektedir.
Benzer sekilde S. germanica subsp. heldreichii iizerinde gergeklestirilen fitokimyasal aragtirmada da
¢Oziicii polaritesi arttikga ekstrakte edilen bilesik miktarin arttii, metanol ekstraktinin fenolik madde
bakimindan en zengin fraksiyonu olusturdugu, bunu su ve etil asetat ekstraktlarinin izledigi bildirilmistir
[33]. Stachys cretica subsp. anatolica iizerinde gerceklestirdikleri ¢alismada metanol ekstraktinin su
ekstraktina gore daha fazla fenolik bilesik icerdigini ve ¢oziicii polaritesinin ekstrakte edilen bilesik miktar
tizerinde belirleyici oldugunu bildirmistir. Arastirmacilar 6zellikle klorojenik asit, apigenin-7-glikozit ve
verbaskozitin metanol ekstraktinda daha yliksek miktarlarda bulundugunu ve bunun ekstraksiyon
etkinligini artirdigini ifade etmislerdir [7].
Metanoliin yiiksek ekstraksiyon verimi saglamasi, ¢Oziiciiniin fenolik asitler, flavonoid glikozitleri,
feniletanoid glikozitler ve diger polar sekonder metabolitleri ¢6zebilme kapasitesinin yiliksek olmasiyla
aciklanabilir. Buna karsilik etil asetat ve ozellikle dietil eter gibi daha diisiik polariteli ¢oziiciiler yalnizca
belirli bilesik gruplarii segici olarak ekstrakte etmekte ve bu nedenle toplam ekstraksiyon verimi daha
diistik kalmaktadir. Bununla birlikte diisiik ekstraksiyon verimi, ekstraktin biyolojik aktivitesinin de diigiik
olacagi anlamina gelmemektedir. Nitekim orta polariteli ¢oziiciiler, biyolojik aktiviteden sorumlu spesifik
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bilesikleri daha se¢ici bigimde ekstrakte edebilmektedir. Metanol ekstraktlarinin hem toplam fenolik hem
de toplam flavonoid madde bakimindan diger ¢oziiciilerden daha yiiksek degerlere ulagsmasi, Stachys cinsi
lizerine yapilan calismalarla dogrular niteliktedir. Stachys cinsi metanol ve hidroalkolik ekstraktlarin
fenolik asitler, flavonoidler ve feniletanoid glikozitler bakimindan en zengin fraksiyonlar1 olusturdugu
bildirilmektedir. klorojenik asit, verbaskozit, luteolin tiirevleri, kaempferol ve naringenin gibi fenolik
bilesiklerin Stachys tiirlerinde yaygin olarak bulundugu ve bu bilesiklerin toplam fenolik igerige dnemli
katki sagladigi belirtilir. [5,33,38].

4.2 Toplam fenolik ve Toplam flavonoid madde

Toplam fenolik madde (TPC) ve toplam flavonoid madde (TFC) analizleri sonucunda, her iki Stachys
tiirlinde de metanol ekstraktlarinin en yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Stachys euadenia
metanol ekstraktinda toplam fenolik madde miktar1 72,36 + 1,82 mg GAE/g ekstrakt, toplam flavonoid
madde miktar1 ise 35,47 + 1,37 mg QE/g ekstrakt olarak belirlenirken, S. longiflora metanol ekstraktinda
bu degerler sirasiyla 67,91 + 1,63 mg GAE/g ekstrakt ve 33,86 + 1,12 mg QE/g ekstrakt olarak tespit
edilmistir(Tab.2.). Her iki tiirde de etil asetat ekstraktlar1 orta diizeyde fenolik ve flavonoid igerik
gosterirken, dietil eter ekstraktlar1 en diisiik TPC ve TFC degerlerine sahip olmustur. Bu sonuglar, fenolik
ve flavonoid bilesiklerin biiylik 6lciide polar karakter gdstermesi nedeniyle metanol gibi yiiksek polariteli
coziciilerle daha etkin ekstrakte edildigini ortaya koymaktadir.

Benzer sekilde Stachys germanica subsp. heldreichii lizerinde gergeklestirilen calismada da toplam fenolik
39.4742.43 ve toplam flavonoid 18.72+0.22 icerik bakimindan en zengin ekstraktin metanol ekstrakti
oldugu, bunu su ve etil asetat ekstraktlarinin izledigi bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada spektrofotometrik analiz
sonuclarinin  LC-MS/MS bulgulartyla uyumlu oldugu, ekstraktlarin baslica fenolik bilesiklerini
verbaskozit, klorojenik asit, 4-hidroksibenzoik asit ve vanilik asidin olusturdugu ifade edilmistir [33].

4.3 LC-MS/MS Sonuglarmin Tartisilmasi

LC-MS/MS analizleri, her iki tiiriin metanol ekstraktlarinda klorojenik asit ve verbaskozitin baskin
bilesikler oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle S. longiflora metanol ekstraktinda 130638 birim, S.
euadenia metanol ekstraktinda ise 62842,6 birim klorojenik asit belirlenmis olup, her iki tiirde de bu bilesik
en yliksek miktarda tespit edilen fenolik bilesik olmustur. Ayni sekilde verbaskozit miktarlari da metanol
ekstraktlarinda sirasiyla 5711,367 ve 2985,753 olarak belirlenmis, etil asetat ve dietil eter ekstraktlarinda
ise daha diisiik seviyelerde bulunmustur(Table.3.). Bu durum, yiiksek toplam fenolik ve flavonoid igerik
ile LC-MS/MS analizlerinde belirlenen baskin fenolik bilesikler arasinda gii¢lii bir iliski bulundugunu
gostermektedir.

Stachys euadenia metanol ekstraktinin hem toplam fenolik hem de toplam flavonoid iceriginin S. longiflora
metanol ekstraktindan daha yiiksek olmasi, iki tiir arasinda fitokimyasal kompozisyon bakimindan belirgin
farkliliklar bulundugunu gostermektedir. LC-MS/MS analizlerinde S. euadenia ekstraktlarinda 6zellikle
luteolin, siringik asit, 4-hidroksibenzoik asit ve verbaskozit miktarlarinin daha yiiksek belirlenmesi bu
sonucu desteklemektedir. Ayni cins icerisinde yer alan tiirlerde fenolik bilesik miktarlarinin genetik yapi,
cevresel kosullar, rakim, iklim, toprak ozellikleri ve bitkinin gelisim donemine bagli olarak 6nemli
farkliliklar gosterebildigi daha 6nce de bildirilmistir [33,38].

Toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 ile LC-MS/MS analizleri birlikte degerlendirildiginde, her
iki Stachys tlriiniin fenolik asitler, flavonoidler ve feniletanoid glikozitler bakimindan oldukg¢a zengin
oldugu goriilmektedir. Ozellikle metanol ekstraktlarinda belirlenen yiiksek TPC ve TFC degerlerinin,
klorojenik asit ve verbaskozit basta olmak {izere yiiksek miktarda bulunan fenolik bilesiklerden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Bu durum yalnizca ekstraktlarin fitokimyasal zenginligini ortaya
koymakla kalmamakta, ayn1 zamanda antioksidan ve enzim inhibit6r aktivitelerinin degerlendirilmesinde
de 6nemli bir temel olusturmaktadir.

LC-MS/MS analizleri, bitkisel ekstraktlarin kimyasal bilesiminin ayrintili olarak ortaya konulmasini
saglayan en giivenilir analitik yontemlerden biri olup, biyolojik aktiviteden sorumlu sekonder
metabolitlerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle Lamiaceae familyasina ait
tiirlerde fenolik asitler, flavonoidler ve feniletanoid glikozitlerin belirlenmesi, ekstraktlarin antioksidan ve
enzim inhibitdr potansiyellerinin degerlendirilmesinde biiylik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle son yillarda
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Stachys tiirlerinin fitokimyasal profillerinin LC-MS/MS yontemleriyle ayrintili olarak incelendigi
caligmalarin sayis1 onemli dlgiide artmustir [4,20,21,39,].

Bu calismada gergeklestirilen LC-MS/MS analizleri sonucunda Stachys euadenia ve Stachys longiflora
ekstraktlarinda fenolik asitler, flavonoidler ve feniletanoid glikozitlerden olusan zengin bir fitokimyasal
profil belirlenmistir. Analizlerde katesin, epikatesin, hesperidin, vitexin, rutin, 4-hidroksibenzoik asit,
siringik asit, vanilik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, luteolin, kuersetin, izoramnetin, genistein, naringenin,
kaempferol, apigenin, galangin, klorojenik asit ve verbaskozit basta olmak iizere ¢cok sayida biyolojik
aktivitesi kanitlanmig fenolik bilesik tespit edilmistir. Bu sonuglar, her iki tiiriin fenolik bilesikler
bakimindan olduk¢a zengin oldugunu ve dogal biyolojik aktif bilesik kaynagi olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Her iki tiirde de klorojenik asidin acik ara en yiiksek miktarda belirlenen bilesik olmasidir. Ozellikle S.
longiflora metanol ekstraktinda klorojenik asit miktar1 130637,67 olarak belirlenirken, S. euadenia metanol
ekstraktinda bu deger 62842,589 olarak tespit edilmistir. Etil asetat ekstraktlarinda da yiiksek miktarlarda
klorojenik asit bulunmasina ragmen dietil eter ekstraktlarinda bu bilesigin miktarinin belirgin sekilde
azaldig1 gorlilmiistiir. Bu durum, klorojenik asidin yiiksek polariteli bir fenolik asit olmasi nedeniyle
metanol gibi polar ¢oziiciiler tarafindan daha etkin ekstrakte edildigini gostermektedir.

Arastirmacilar, daha once incelenen birgok Stachys tiiriinde de klorojenik asidin baskin fenolik bilesik
olarak rapor edildigini ve miktarmin 95,55-35372 pg/g arasinda degistigini belirtmiglerdir. Ayrica
klorojenik asidin antioksidan, noroprotektif, hepatoprotektif, kardiyoprotektif, antiviral ve antiinflamatuvar
ozellikleri nedeniyle farmasotik ve kozmetik uygulamalarda 6nemli bir dogal bilesik oldugu vurgulanmistir
[26,44]. Calismamizda yliksek miktarda belirlenen bir diger 6nemli bilesik ise verbaskozit olmustur.
Ozellikle metanol ekstraktlarinda verbaskozit miktarinin etil asetat ve dietil eter ekstraktlarina gore belirgin
sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir. Verbaskozit, Lamiaceae familyasinda yaygin olarak bulunan
feniletanoid glikozitlerden biri olup giiglii antioksidan, ndroprotektif, antimikrobiyal ve antiinflamatuvar
Ozelliklere sahip oldugu bildirilmektedir [27]. S. cretica subsp. Kutayhensis’te verbaskozitin baskin
bilesiklerden 48056.04 + 1577.59 pg/g oldugunu bildirirken [7]., S. germanica subsp. heldreichii metanol
ekstraktinda verbaskozitin 3791.36+143.65 pg/g en yiiksek bulunan bilesiklerden biri oldugunu rapor
etmislerdir. Calismamizda elde edilen sonuclar bu bulgularla uyum gostermektedir [33].

LC-MS/MS analizlerinde vitexin, hesperidin ve luteolin gibi flavonoidlerin 6zellikle metanol ve etil asetat
ekstraktlarinda yiliksek miktarlarda belirlenmestir S. euadenia metanol ekstraktinda vitexin miktarinin
232,987, luteolin miktarinin ise 130,048 olarak belirlenmesi, bu tiirlin flavonoid bakimindan zengin
oldugunu gostermektedir. Buna karsilik S. longiflora etil asetat ekstraktinda hesperidin miktarinin oldukg¢a
yiiksek (87,7008) olmasi, iki tiir arasinda flavonoid dagilimi bakimindan 6nemli farkliliklar bulundugunu
ortaya koymaktadir. Bu farkliliklarin tiirlerin genetik 6zellikleri ile birlikte yetisme ortami, rakim, iklim ve
cevresel faktorlerden kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir [39]. ayni cins igerisinde yer alan tiirlerde
sekonder metabolit profillerinin 6nemli dl¢iide degisebilecegini ve bu durumun kemotaksonomik agidan da
degerli bilgiler sagladigini bildirmistir.

Calismamizda ayrica 4-hidroksibenzoik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, vanilik asit ve siringik asit gibi
fenolik asitlerin her iki tiirde de farkli miktarlarda bulundugu belirlenmistir.. S. germanica {izerinde
gergeklestirilen calismada da baslica fenolik asitler olarak ferulik asit 25.57+1.29 pg/g , p-kumarik asit
28.50+0.21 pg/g ve kafeik asit 33.78+0.11 pg/g olarak bildirilmis, flavonoidler arasinda ise methanol
ekstratinda en yiiksek olarak hesperetin 20.72+0.46 ug/g olarak 6ne ¢iktigi rapor edilmistir [33].

4.4. Antioksidant aktivite

Fenolik bilesiklerin dagilimi ile toplam fenolik ve flavonoid analizleri birlikte degerlendirildiginde,
spektrofotometrik sonuglarin LC-MS/MS analizlerini biiyiik 6l¢iide dogruladign gériilmektedir. Ozellikle
metanol ekstraktlarinda belirlenen yiiksek TPC ve TFC degerlerinin, klorojenik asit, verbaskozit, luteolin,
vitexin ve diger fenolik bilesiklerin yiliksek konsantrasyonlarindan kaynaklandigi anlasilmaktadir. Bu
durum, caligmamizda metanol ekstraktlarinin antioksidan analizlerinde en yiiksek aktivite gdstermesinin
temel nedenlerinden biri olarak degerlendirilebilir.

Bununla birlikte LC-MS/MS sonuglar1 yalnizca antioksidan aktiviteyi agiklamamakta, ayn1 zamanda enzim
inhibitor aktiviteleri hakkinda da onemli ipuglar1 vermektedir. Literatiirde klorojenik asit, luteolin,
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apigenin, naringenin, ferulik asit, kuersetin ve verbaskozitin asetilkolinesteraz, tirozinaz, a-glukozidaz ve
a-amilaz enzimleri lizerinde inhibitor etkiye sahip oldugu bildirilmektedir [27,28,37,45]. Calismamizda bu
bilesiklerin 6nemli bir kisminin 6zellikle metanol ve etil asetat ekstraktlarinda birlikte bulunmasi, gézlenen
biyolojik aktivitelerin tek bir bilesikten degil, ekstrakt igerisindeki ¢ok sayida fenolik bilesigin sinerjik
etkisinden kaynaklandigini diistindiirmektedir.

Bitkisel ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, i¢erdigi fenolik bilesiklerin serbest radikalleri notralize etme,
elektron veya hidrojen atomu bagislama, metal iyonlarin1 selatlama ve oksidatif stresi azaltma kapasiteleri
ile dogrudan iliskilidir. Fenolik asitler ve flavonoidler, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) etkisiz hale getirerek
lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi oksidatif siirecleri baskilayabilmektedir. Bu
nedenle toplam fenolik ve flavonoid igerigi yiiksek olan bitki ekstraktlarinin genellikle daha giiglii
antioksidan aktivite sergiledigi bildirilmektedir [8,19,34].

Bu ¢aligmada Stachys euadenia ve Stachys longiflora ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri DPPH, ABTS,
FRAP ve CUPRAC yoéntemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Analiz sonuglar incelendiginde dort
yontemin tamaminda da en yiiksek antioksidan aktivitenin metanol ekstraktlarinda elde edildigi
belirlenmistir. Ozellikle S. euadenia metanol ekstrakti DPPH (74,65 + 1,35 mg TE/g), ABTS (104,95 +
1,92 mg TE/g), FRAP (54,92 + 1,15 mg TE/g) ve CUPRAC (94,62 + 1,68 mg TE/g) analizlerinin
tamaminda en yiiksek degerlere ulasmistir (Tab.4.). Ayni sekilde S. longiflora metanol ekstrakt1 da ikinci
en yiiksek antioksidan kapasiteyi gostermistir. Buna karsilik her iki tiirde dietil eter ekstraktlari biitiin
testlerde en diisiik aktiviteyi sergilemistir. Bu sonuglar, metanol ekstraktlarinda belirlenen yiiksek toplam
fenolik ve flavonoid igeriklerinin antioksidan kapasiteye dogrudan katki sagladigini géstermektedir.
Toplam fenolik ve flavonoid analizleri ile antioksidan aktivite sonuclarinin paralellik gostermesi,
calismamizin en 6nemli bulgularindan biridir. Nitekim S. euadenia metanol ekstraktt hem toplam fenolik
(72,36 mg GAE/g) hem toplam flavonoid (35,47 mg QE/g) bakimindan en yiiksek degerlere sahip olurken,
ayni ekstraktin dort farkli antioksidan analizinde de en yiiksek aktiviteyi gostermesi fenolik bilesiklerin
antioksidan mekanizmadaki temel roliinii agik¢a ortaya koymaktadir. S. longiflora metanol ekstraktinda da
gozlenmistir. Buna karsilik dietil eter ekstraktlarinda hem TPC ve TFC degerlerinin hem de antioksidan
aktivitelerin diisiik bulunmasi, fenolik bilesik miktar1 ile antioksidan kapasite arasindaki giiclii iliskiyi
desteklemektedir.

S. germanica subsp. heldreichii ilizerinde gergeklestirilen ¢alismada analizleri sonucunda ekstraktlarin
antioksidan kapasitesi metanol > su > etil asetat seklinde siralanmis, DPPH, ABTS ve CUPRAC , FRAP
sirasiyla IC50 mg/mL olarak 3.11+0.01 2.26+0.08 ve EC50 mg/mL olarak 1.35+0.03, 0.75+0.01 analizlerle
en yuiksek aktivitenin metanol ekstraktinda belirlendigi bildirilmistir. Arastirmacilar, bu sonucun metanol
ekstraktlarinda bulunan yiiksek fenolik ve flavonoid igerigi ile dogrudan iligkili oldugunu ifade etmislerdir.
Ayrica Pearson korelasyon analizleri, toplam fenolik ve flavonoid miktarlarinin antioksidan kapasiteyi
onemli 6l¢iide etkiledigini gostermistir [33].

Stachys annua var. annua tlizerinde gerceklestirilen calismada da metanol ekstraktlarinin DPPH
30.46 £3.69 mg TEs/g ABTS 115.14+1.30 mg TEs/g CUPRAC 82.32 +0.40 mg TEs/g FRAP
54.75 + 1.65 mg TEs/g analizlerinde en yiiksek antioksidan kapasiteyi gosterdigi bildirilmistir. Ayni
aragtirmada metanol ekstraktlarinda klorojenik asit, benzoik asit ve diger fenolik bilesiklerin yiiksek
miktarlarda bulundugu belirtilmis ve antioksidan aktivitenin yalnizca toplam fenolik miktarindan degil,
fenolik bilesiklerin kimyasal kompozisyonundan da etkilendigi vurgulanmigtir [21]. Caligmamizda LC-
MS/MS analizlerinde klorojenik asit ve verbaskozitin baskin bilesikler olarak belirlenmesi, bu literatiir
bulgularin1 desteklemektedir.

Calismamizda metanol ekstraktlarinda belirlenen yiiksek antioksidan kapasitenin temel nedenlerinden biri,
LC-MS/MS analizlerinde olduk¢a yiiksek miktarlarda tespit edilen klorojenik asit ve verbaskozit olabilir.
Klorojenik asit, hidroksil gruplarinca zengin yapisi sayesinde serbest radikalleri etkili sekilde notralize
edebilen gii¢lii bir antioksidandir. Ayn1 zamanda verbaskozitin de elektron transfer mekanizmasina dayal
antioksidan testlerde 6nemli katki sagladig1 birgok calismada gosterilmistir. [19,26,44]. Calismamizda bu
iki bilesigin 6zellikle metanol ekstraktlarinda yiliksek miktarlarda belirlenmis olmasi, DPPH, ABTS, FRAP
ve CUPRAC analizlerinde gozlenen yiiksek aktiviteyi agiklamaktadir.

DPPH ve ABTS analizleri serbest radikal giderme kapasitesini 6l¢erken, FRAP ve CUPRAC analizleri
elektron transferine dayali indirgeme giiclinii degerlendirmektedir. Calismamizda dort farkli yontemin
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tamaminda benzer siralamanin elde edilmesi, ekstraktlarin antioksidan kapasitesinin yalnizca belirli bir
mekanizmaya bagli olmadigini, farkli antioksidan mekanizmalar1 tiizerinden de etkili oldugunu
gostermektedir. Bu durum, ekstraktlarda bulunan fenolik bilesiklerin hem radikal siipiiriicii hem de
indirgeme ajani olarak gorev yapabildigini diisiindiirmektedir. Literatiirde de farkli antioksidan testlerinin
birlikte degerlendirilmesinin bitkisel ekstraktlarin biyolojik potansiyelinin daha giivenilir sekilde ortaya
konulmasint sagladig: bildirilmektedir [3].

4.5. Enzim inhibisyon aktivitesi

Calismamizin en dikkat ¢ekici sonuglarindan biri, antioksidan kapasite bakimindan en basarili ekstraktlarin
metanol ekstraktlari olmasina ragmen, enzim inhibisyon analizlerinde bir¢ok enzime karsit en giiclii
aktivitenin etil asetat ekstraktlarinda belirlenmesidir. Bu durum, antioksidan aktivitenin biiylik olg¢lide
toplam fenolik igerik tarafindan belirlenmesine karsin, enzim inhibisyonunun daha ¢ok belirli fenolik
bilesiklerin yapisi, konsantrasyonu ve enzimle etkilesim ozelliklerine bagli oldugunu gdstermektedir.
Dolayisiyla toplam fenolik icerik ile antioksidan kapasite arasinda giiclii bir iliski bulunurken, ayni iliski
enzim inhibitor aktiviteleri icin her zaman gegerli degildir.

Calisgmamizda metanol ekstraktlarinin daha yiiksek ekstraksiyon verimine sahip olmasina ragmen, en
yiiksek biyolojik aktivitelerin. Ozellikle enzim inhibisyon analizlerinde etil asetat ekstraktlarinin birgok
enzim lzerinde daha giiglii aktivite gOstermesi, ekstraksiyon veriminin tek basma biyolojik etkinligi
aciklamak i¢in yeterli olmadigini gostermektedir. Bu durum, biyolojik aktivitenin ekstraktin toplam
miktarindan ¢ok icerdigi spesifik fitokimyasal bilesiklerin tiirii, konsantrasyonu ve bu bilesikler arasindaki
sinerjik etkilesimlerle iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer sekilde S. annua var. annua ve S.
germanica subsp. heldreichii izerinde gergeklestirilen ¢aligmalarda da metanol ekstraktlar1 fenolik igerik
bakimindan zengin bulunmasina ragmen bazi enzim inhibisyon testlerinde etil asetat ekstraktlarinin daha
yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmis ve bu durum orta polariteli fenolik bilesiklerin segici ekstraksiyonu
ile agiklanmustir [21,33]. .

Sonug olarak antioksidan analizleri, S. euadenia ve S. longiflora tiirlerinin 6zellikle metanol ekstraktlarinin
yiiksek antioksidan potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bu yiiksek aktivitenin, LC-MS/MS
analizlerinde belirlenen klorojenik asit, verbaskozit, luteolin, vitexin, hesperidin ve diger fenolik
bilesiklerin birlikte olusturdugu zengin fitokimyasal profilden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ayrica elde
edilen bulgular, Stachys cinsi lizerinde daha once gerceklestirilen ¢caligmalarla biiyiik 6l¢iide uyumlu olup,
her iki tiirtin dogal antioksidan kaynagi olarak degerlendirilme potansiyelini ortaya koymaktadir [39].
Enzim inhibisyonu, Alzheimer hastaligi, diyabet ve hiperpigmentasyon gibi bir¢ok kronik hastaligin
tedavisinde kullanilan temel farmakolojik yaklasimlardan biridir. Ozellikle asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BuChE) inhibitorleri nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde; tirozinaz inhibitorleri
hiperpigmentasyon ve kozmetik uygulamalarda; a-glukozidaz ve a-amilaz inhibitorleri ise tip 2 diyabet
tedavisinde 6nemli hedefler olarak kabul edilmektedir. Son yillarda sentetik inhibitorlerin yan etkileri
nedeniyle dogal kaynakli inhibitorlere olan ilgi artmis ve 6zellikle Lamiaceae familyasina ait tiirler bu
acidan yogun sekilde arastirilmaya baslanmistir [8,19,34].

Stachys euadenia ve Stachys longiflora ekstraktlarinin AChE, BuChE, tirozinaz, a-glukozidaz ve a-amilaz
enzimleri {izerindeki inhibitér etkileri degerlendirilmistir. Sonuglar incelendiginde antioksidan
analizlerinden farkli olarak en yiiksek inhibitor aktivitelerin ¢ogunlukla etil asetat ekstraktlarinda elde
edildigi goriilmiistiir. Ozellikle S. euadenia etil asetat ekstrakti AChE (92,91 pg/mL), BuChE (187,10 mg
png/mL), tirozinaz (240 pg/mL) ve a-glukozidaz (170,88 pg/mL) analizlerinde en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Buna karsilik S. longiflora etil asetat ekstrakti ise a-amilaz inhibisyonunda (294,45 pg/mL)
en yiiksek degere ulagsmistir (Tab.5.).

Stachys annua var. annua tizerinde gergeklestirilen c¢alismada da AChE, BuChE ve tirozinaz
inhibisyonunda en yiiksek aktivitenin etil asetat ekstraktlarinda belirlendigi sirasiyla 1.89 +0.01
mg GALAEs/g, 6.32 + 0.08 mg GALAEs/g , 23.95+1.34 mgKAEs/g buna karsilik metanol
ekstraktlarinin daha yiiksek toplam fenolik igerige sahip oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar bu durumu,
orta polariteli flavonoidler ile fenolik asit tlirevlerinin etil asetat icerisinde daha segici olarak
yogunlagmasina baglamiglardir [21]. S. germanica subsp. heldreichii lizerinde gerceklestirilen ¢alismada
da metanol ekstraktlar1 antioksidan testlerde one ¢ikarken, a -amilaz ICso: mg/mL olarak 2.24+0.11 ve
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tirozinaz 44.76+7.75 inhibisyonunda etil asetat ekstraktlarinin daha giiclii aktivite gosterdigi bildirilmistir
[33].

LC-MS/MS analizleri, ¢alismamizda gozlenen enzim inhibitér aktivitelerini agiklayabilecek Onemli
bulgular sunmaktadir. Ozellikle etil asetat ekstraktlarinda belirlenen luteolin, apigenin, naringenin,
hesperidin, ferulik asit, p-kumarik asit, kuersetin ve verbaskozit gibi bilesiklerin literatiirde kolinesteraz,
tirozinaz ve karbonhidrat hidrolize eden enzimler iizerinde inhibitdr etki gosterdigi bildirilmektedir. Bu
bilesiklerin hidroksil gruplari, aromatik halkalar1 ve konjuge yapilar1 sayesinde enzimlerin aktif
bolgelerindeki aminoasit kalintilar1 ile hidrojen baglari, n-n etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler
kurabildigi, bunun da inhibitor aktiviteyi artirdig1 ifade edilmektedir [27,37,40,45].

S. euadenia etil asetat ekstraktinin AChE ve BuChE inhibisyonunda en yiiksek aktiviteyi gostermesi, bu
tiirlin norodejeneratif hastaliklar ac¢isindan dikkat c¢ekici bir potansiyele sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Alzheimer hastaliginda yalnizca asetilkolinesteraz degil, 6zellikle hastaligin ilerleyen
evrelerinde biitirilkolinesteraz aktivitesinin de arttig1 bilinmektedir. Bu nedenle her iki enzimi birlikte
inhibe edebilen dogal iiriinler son yillarda ilag gelistirme caligsmalarinda 6nemli adaylar arasinda
degerlendirilmektedir. Literatiirde Stachys tiirlerinden elde edilen fenolik bilesiklerin kolinerjik sistem
tizerinde etkili olabilecegi bildirilmis olup, ¢alismamizda elde edilen sonuglar bu goriisii desteklemektedir
[10,39].

Tirozinaz inhibisyonunda da S. euadenia etil asetat ekstraktinin en yiiksek aktiviteyi gostermesi dikkat
cekicidir. Tirozinaz, melanin sentezinin hiz kisitlayict enzimi olup asir1 aktivitesi melazma, yashlik lekeleri
ve postinflamatuvar hiperpigmentasyon gibi birgok dermatolojik probleme neden olabilmektedir. Bu
nedenle dogal tirozinaz inhibitorleri kozmetik ve dermatolojik {iriin gelistirme ¢alismalarinda 6nemli yer
tutmaktadir. Literatiirde 6zellikle luteolin, apigenin, kuersetin ve ferulik asit gibi flavonoidlerin tirozinaz
enzimine yiiksek afinite gésterdigi bildirilmektedir. Calismamizda bu bilesiklerin etil asetat ekstraktlarinda
bulunmasi, gozlenen yiiksek tirozinaz inhibitor aktivitesini aciklayabilecek Onemli  bir
faktordiir. Karbonhidrat hidrolizinden sorumlu a-glukozidaz ve a-amilaz enzimleri iizerindeki inhibitor
etkiler de diyabet tedavisi agisindan 6nem tagimaktadir. Calismamizda S. euadenia etil asetat ekstrakti a-
glukozidaz inhibisyonunda, S. longiflora etil asetat ekstrakti ise a-amilaz inhibisyonunda en yiiksek
aktiviteyi goOstermistir. Literatiirde klorojenik asit, luteolin, naringenin, hesperidin ve verbaskozitin
karbonhidrat sindirim enzimlerini inhibe ederek postprandiyal glukoz artigini azaltabildigi bildirilmektedir.
Bu nedenle ¢alismamizda gozlenen inhibitor etkinin tek bir bilesikten degil, bu fenolik bilesiklerin sinerjik
etkisinden kaynaklandig: diistintilmektedir [19,39].

Genel olarak degerlendirildiginde, antioksidan analizlerinde metanol ekstraktlarinin 6ne ¢ikmasina karsin
enzim inhibitdr analizlerinde etil asetat ekstraktlarinin daha bagarili olmasi, farkli biyolojik aktivitelerin
farkli fitokimyasal profiller tarafindan yonlendirildigini gostermektedir. Dolayisiyla bir ekstraktin yiiksek
toplam fenolik igerige sahip olmasi, her zaman en yiiksek enzim inhibitor aktiviteyi gosterecegi anlamina
gelmemektedir. Bu durum, dogal iirlin arastirmalarinda biyolojik aktivitenin yalnizca toplam fenolik
miktari ile degil, ayrintili fitokimyasal kompozisyonun birlikte degerlendirilmesi gerektigini acikca ortaya
koymaktadir.

Sonug olarak, S. euadenia ve S. longiflora ekstraktlar1 6zellikle kolinesteraz, tirozinaz ve karbonhidrat
hidroliz enzimleri ilizerinde umut verici inhibitor etkiler gostermistir. Elde edilen bulgular, bu iki endemik
tiiriin norodejeneratif hastaliklar, diyabet ve hiperpigmentasyon tedavisine yonelik dogal inhibitor
gelistirilmesi agisindan 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, bu etkinin
molekiiler mekanizmalarinin ortaya konulabilmesi i¢in molekiiler docking, enzim kinetigi ve in vivo
caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

V. SONUCLAR

Bu calismada, Stachys euadenia ve Stachys longiflora tiirlerinden metanol, etil asetat ve dietil eter
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin fitokimyasal igerikleri ile biyolojik aktiviteleri kapsamli olarak
arastiritlmistir. Ekstraksiyon verimleri incelendiginde her iki tiirde de en yiiksek verimin metanol
ekstraktlarindan elde edildigi belirlenmistir. En yiiksek ekstraksiyon verimi S. longiflora metanol
ekstraktinda (%14,99), bunu S. euadenia metanol ekstrakti (%12,55) takip etmis, en diisiik verimler ise etil
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asetat ekstraktlarinda saptanmistir. Bu durum, her iki tiirde de polar bilesiklerin daha yiiksek oranda
bulundugunu gostermektedir.

Toplam fenolik madde (TPC) ve toplam flavonoid madde (TFC) analizlerinde de benzer sekilde metanol
ekstraktlarinin diger ¢oziiciilere gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. En yiiksek toplam
fenolik (72,36 mg GAE/g) ve toplam flavonoid (35,47 mg QE/g) igerigi S. euadenia metanol ekstraktinda
tespit edilirken, bunu S. longiflora metanol ekstrakti izlemistir. Eter ekstraktlari ise her iki parametrede de
en diisiik degerlere sahip olmustur.

LC-MS/MS analizleri sonucunda her iki tiirde ¢ok say1da fenolik asit ve flavonoid tanimlanmustir. Ozellikle
klorojenik asit ve verbaskozit her iki tiirde de en yliksek miktarda bulunan bilesikler olarak belirlenmistir.
Bunun yaninda vitexin, luteolin, hesperidin, 4-hidroksibenzoik asit, siringik asit, ferulik asit, p-kumarik
asit, rutin, izoramnetin ve diger flavonoidlerin varligi, bu tiirlerin fenolik bilesikler bakimindan oldukca
zengin bir kimyasal profile sahip oldugunu ortaya koymustur.

Enzim inhibisyon analizlerinde ekstraktlarin biyolojik aktivitelerinin ¢dziicii ve tiire bagli olarak degistigi
goriilmiistiir. S. euadenia etil asetat ekstrakti, asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, tirozinaz ve a-
glukozidaz enzimlerine karsi en gii¢lii inhibitor etkiyi gostermistir. Buna karsilik a-amilaz inhibisyonunda
en disiik ICso degeri S. longiflora etil asetat ekstraktinda (294,45 pg/mL) belirlenmistir. Bununla birlikte
ekstraktlarin inhibitor etkileri pozitif kontroller olan galantamin, kojik asit ve akarbozdan daha diisiik
diizeyde kalmistir.

Antioksidan aktivite analizlerinde tiim yontemlerde (DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC) metanol
ekstraktlarinin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek antioksidan kapasite S. euadenia
metanol ekstraktinda (DPPH: 74,65 mg TE/g, ABTS: 104,95 mg TE/g, FRAP: 54,92 mg TE/g, CUPRAC:
94,62 mg TE/g) elde edilirken, bunu S. longiflora metanol ekstrakti takip etmistir. Antioksidan aktivite
sonugclari, toplam fenolik ve flavonoid igerikleriyle paralellik gostermis ve fenolik bilesiklerin antioksidan
kapasite tizerindeki 6nemli roliinii desteklemistir.

Sonug olarak, bu calisma Stachys euadenia ve Stachys longiflora tiirlerinin fenolik bilesikler bakimindan
zengin oldugunu, 6zellikle metanol ekstraktlarinin yiiksek fenolik ve flavonoid icerikleri sayesinde giicli
antioksidan ozellik gosterdigini ve bazi ekstraktlarin dikkat ¢ekici enzim inhibitor aktivitelerine sahip
oldugunu ortaya koymustur. Buna karsin sitotoksik etkinin gézlenmemesi, bu tiirlerin antikanser ajanlardan
ziyade antioksidan, antidiyabetik, antialzheimer ve antitirozinaz potansiyeli tasiyan dogal biyoaktif
kaynaklar olarak degerlendirilmesinin daha uygun oldugunu gostermektedir. Elde edilen bulgular, bu iki
endemik Stachys tiirliniin fitokimyasal 6zelliklerine iligkin literatiire 6nemli katkilar sunmakta olup,
gelecekte yapilacak izolasyon, etki mekanizmasi ve in vivo caligmalar i¢in bilimsel bir temel
olusturmaktadir.
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