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OZET

Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold (Lamiaceae),
Tirkiye'ye endemik aromatik bir bitki olup, Dogu Anadolu'da “Dag cay1” yerel ismi ile
bilinmektedir ve infiizyonu geleneksel olarak antipiretik etkisi nedeniyle soguk algmmligina
kars1 kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, bitkinin toprak {stii kisimlarindan hidrodistilasyon
ile elde edilen ugucu yag GC ve GC/MS sistemleri ile analiz edilmistir. Ugucu yagmn %
94,8'ini olusturan altmig alt1 bilesen tanimlanmistir. Ugucu yagm ana bilesenleri
bisiklogermakren (%21,3), ardindan germakren D (%7,2), p-karyofillen (%6,6) ve
karyofillen oksit (%5,2) olarak tespit edilmistir. Ayrica bitkinin ugucu yagmnin
antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik aktivitesi ilk kez arastirilmistir. Sonuglarimiza
gbre, ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesi Escherichia coli ve Staphylococcus aureus'e
kars1 sirastyla 20,9 mm ve 15,8 mm zon capinda ve 3,9 mg/mL ve 7,8 mg/mL MiK
konsantrasyonunda belirlenmistir. Ayrica ugucu yagin antibiyofilm aktivitesi E. coli ve S.
aureus'a karsi sirastyla % 89,0 ve %84,4 ile yiksek inhibisyon gostermistir. Bunun
yanisira, ugucu yagin sitotoksik aktivitesi A549 (insan akciger kanseri) ve BEAS2B (insan
normal akciger) hiicre hatlarmma karst 1-1000 pg/mL konsantrasyonda MTT testi ile
arastirilmistir. Ugucu yagin A549 ve BEAS2B hiicre hatlari lizerindeki hiicre canliligi 1000
pg/mL konsantrasyonda sirasiyla % 41,3 ve %5,3 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak, M.
parviflorum subsp. oligodon ugucu yagi, potansiyel etkili antimikrobiyal, antibiyofilm ve
sitotoksik ajanlar1 kesfetmek igin Onemli bir kaynak olabilir.
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ABSTRACT

Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold (Lamiaceae),
an endemic aromatic plant to Turkey, is locally known as “Dag cay1” in the East Anatolia
and traditionally used against colds for antipyretic effect by infusion. In this study, the
essential oil of the aerial parts of the plant, obtained by hydrodistillation, was analyzed by
GC and GC/MS systems. Sixty-six components were identified, representing 94,8% of the
total essential oil. The major constituents of essential oil were determined as
bicyclogermacrene (21,3%), followed by germacrene D (7,2 %), f-caryophyllene (6,6%)
and caryophyllene oxide (5,2%). In addition, antimicrobial, antibiofilm and cytotoxic
activity of the essential oil of the plant was investigated for the first time. According to the
our results, antimicrobial activity of the essential oil was determined against Escherichia
coli and Staphylococcus aureus 20,9 mm and 15,8 mm of zone diameter, as well as 3,9
mg/mL and 7,8 mg/mL of MIC concentration, respectively. Besides, antibiofilm effect of
the essential oil showed high inhibition against E. coli and S. aureus with 89,0% and
84,4%, respectively. Moreover, the cytotoxic activity of essential oil was investigated by
MTT assay against A549 (human lung cancer), and BEAS2B (human normal lung) cell
lines at a concentration range of 1-1000 pug/mL. The cell viability of the essential oil on the
cell lines A549, and BEAS2B was detected as 41,3% and 5,3%, respectively at a
concentration of 1000 pg/mL. As a conclusion, M. parviflorum subsp. oligodon essential
oil can be prominent source to discover potential antimicrobial, antibiofilm, and cytotoxic
agents.

Science Code 1017

Key Words . Marrubium parviflorum subsp. oligodon, essential oil, GC/MS
antibiofilm activity, antimicrobial activity, cytotoxic activity

Page Number : 53

Supervisor : Prof. Dr. Nurgiin KUCUKBOYACI



Vi

TESEKKUR

Tez ¢aligmamin her agamasinda tesvikleri, yardimlar1 ve destegiyle yanimda olan tecriibe
ve bilgilerini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Nurgiin KUCUKBOYACI’ya sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Bitkisel materyalimin toplanmasindaki katkilarindan dolay1 Ars. Gér. Esra KONGUL
SAFAK ve teshisindeki katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Hayri DUMAN’a,

Ucucu yag analiz ¢alismalar1 i¢in laboratuvar imkanlarindan faydalandigim Prof. Dr. Betiil

DEMIRCIye,

Antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite ¢aligmalar1 i¢in laboratuvar imkanlarini sunan
Prof. Dr. Hikmet KATIRCIOGLU’na ve ¢alismalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen
Dr. Kiibra ERKAN TURKMENe,

Sitotoksik aktivite ¢aligmalar1 i¢cin destegini aldigim Dog¢. Dr. Esra EMERCE’ye ¢ok

tesekkiir ederim.

Maddi manevi destekleri ile her zaman yanimda olan aileme sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.



ICINDEKILER

ABSTRACT ..o
TESEKKUR ..o veeseenens
TCINDEKILER ...t
CIZELGELERIN LISTESI w..oocvoveveeeeereveevenns
SEKILLERIN LISTEST c..oveoevoeveeeeeeeeeeeeeeen,
RESIMLERIN LISTEST.....ovoevveeeoeevereereerenens
HARITALARIN LISTEST ..o

SIMGELER VE KISALTMALAR...........ccoc.......
1. GIRIS VE AMAC ...,
2. GENEL BILGILER........c..ccocovvvmrrrnnrnne..

2.1. Botanik Bilgiler ..........cccccoovviiiiiniiinnn

2.1.1. Lamiaceae (Labiatae) familyasi.....

2.1.2. Marrubium L. CiNSi ....covvvveeenenn.

2.1.3. Marrubium parviflorum Fisch. & C.AIMEY.. ....cc.cccovvviiiii e

2.2. Marrubium parviflorum Uzerinde Yapilan Calismalar ..........c.cccoevrveevrvennnnne,

2.2.1. Fitokimyasal ¢aligmalar-.................

2.2.2. Etnobotanik calismalar ..................

2.2.3. Biyolojik aktivite ¢aligmalari.........

3. GEREC VE YONTEM......ccooovvvvrrrnnenn.
3.1 GBIBG ..ttt
T 0]111=1 1 O

3.2.1. Ugucu yagin elde edilmesi.............

3.2.2. Ugucu yagin gaz kromatografisi (GC) ve gaz kromatografisi/kutle

spektrometrisi (GC/MS) ile analizi

vii

Sayfa

Vi

vii

Xi
Xii

Xiii



Sayfa

3.2.3. SItOtOKSIK aKEIVITE TAYINT.......viiiiiiiieiicie e 20

3.2.4. Antimikrobiyal aktivite tayini.........ccccceeiiiiiiiiiei e 22

3.2.5. Antibiyofilm aktivite tayini ..........cccooiieiiiiiiic e 23

A, BULGULAR ...ttt 25

4.1, UGUCU YaZIN VEITMI...eeiiiiiiiiieiiiiiiieeeieeee e s e e e e 25
4.2. Ugucu Yagin Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle

Spektrometrisi (GC/MS) ile Analiz Sonuglart...........coocovviiviiii 25

4.3. Sitotoksik AKtivite SONUCIAIT .........vviviiiiiiiiiii e 28

4.4. Antimikrobiyal Aktivite SONUCIArT .........coveviiiiiiiiiii 31

4.5. Antibiyofilm Aktivite SONUGIATT......ccoviiiiiiiiiiiiiiii 32

S.TARTISMA L oot 33

6. SONUC VE ONERILER .......oooiivieoeeeeeeeceeeeeeeeoeeeeeeee e 45

KAYNAKLAR L.ttt 47

OZGECMIS oot e et e e es e st e s e s et es e e s et e s et eseeeseee e 53



Cizelge
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4

CIZELGELERIN LiSTESI

Sayfa

Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yaginmn kimyasal bilesimi... 26

Marrubium parviflorum subsp. oligodon 'dan elde edilen ugucu yagin
BEAS2B ve A549 hiicrelerine 48 saatlik uygulanmasi sonucu konsantrasyona
bagli % hiicre canlili@1 sonuGlari...........cccvvveiiiiiiiii 29

Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yagina ait disk difiizyon
sonuclart (500 m@/ML) ..o 31

Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yagina ait broth mikrodiliisyon
YONEEMNE SONMUGTATT .vvviiiiiiiiiiiiiiiee e 32

Cizelge 4.5. Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yagina ait antibiyofilm

Cizelge 5.1.

AKEIVIEE SOMUGIATT ..eiiiiiiiiiiii e 32

Farkli orijinlerden toplanan Marrubium parviflorum ugucu yaglarinin analiz
calismalart ..., 34

Cizelge 5.2. M. parviflorum subsp. oligodon turine ait antimikrobiyal aktivite ¢calismalari

............................................................................................................... 37

Cizelge 5.3. Marrubium cinsine ait antibiyofilm aktivite ¢alismalart  ..................... 39

Cizelge 5.4. Marrubium tiirleri izerinde yapilan sitotoksik aktivite arastirmalari ...... 41



Sekil
Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

SEKILLERIN LISTESI

Sayfa
Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan izole edilen terpenik bilesikler 9

Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan izole edilen anatolion’un kimyasal
D21 0 13 AP PP P PP PPPPPR PPN 10

Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan izole edilen apigenin-7-O-
gIUKOZIt’ in Kimyasal YAPIST .....eciviiiiieiiiiiiieiii e 10

Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yaginin GC/MS kromatogrami
................................................................................................................... 28

Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan elde edilen ugucu yagin BEAS2B
ve AS549 hiicrelerine 48 saatlik uygulanmasi sonucu hiicre canliligi degisimi 30

Pozitif kontrol olarak kullanilan doksorubisin’in BEAS2B ve A549 hiicrelerine
48 saatlik uygulanmasi sonucu hiicre canlilig1 degisimi ............ocoevvvvvennnnnn. 30



Resim

Resim 2.1.

Resim 2.2.

Resim 3.1.

Resim 3.2.

Xi

RESIMLERIN LiSTESI

Sayfa
Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold
genel goriiniis (A), cigekli dal uglart (B). Kayseri, Eski Pinarbasi-Kaynar yolu
Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold
bitkisinin habitati. Kayseri, Eski Pinarbagi-Kaynar yolu .............c.cccooeeviennenn 7

Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold
Kayseri, Eski Pinarbagi-Kaynar YolU ............ccccoiiiiiiiiiiiice e 17

Ucucu yagin elde edilmesinde kullanilan Clevenger apareyi (A) ve distilasyon
islemi sonunda elde edilen ugucu yag (B).......cccvveiiiiiiiiiiiiiii e 18



HARITALARIN LiSTESI

Harita

Harita 2.1. Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.)
Seybold’un lilkemizdeki yay1li$1 .......cccovviviiiiiiiiiiiciiec e

Xii



Xiii

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrad derece

Mg Mikrogram

pHm Mikrometre

pL Mikrolitre

cm Santimetre

eV Elektronvolt

g Gram

kg Kilogram

L Litre

m/z Kiitle/yiik orani

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

nm Nanometre

Kisaltmalar Aciklamalar

A375 Insan melanoma kanser hiicreleri

A549 Insan akciger epitel karsinom hiicre hatt:
ABTS 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-silfonik asit)
B16 Murin melanoma hiicreleri

BEAS-2B Saglikli insan brongiyal epitel hiicreleri
BHA Butil hidroksi anisol

BHT Butil hidroksi toluen

BJ Insan cilt fibroblastlar

BSR Hamster bobrek adenokarsinoma hticreleri

DMSO Dimetilsulfoksit
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Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu
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1. GIRIS VE AMAC

Ulkemiz bitki gesitliligi ve endemik bitki tiirlerinin sayis1 bakimmdan &ne ¢ikan zengin bir
floraya sahiptir. Tiirkiye florasinin zenginliginin ortaya ¢ikmasinda iklim ¢esitligi, jeomorfolojik
ozellikler, toprak cesitliligi, ayrica konum olarak ti¢ farkl fitocografik bolgede (Avrupa-Sibirya,
Akdeniz ve iran-Turan) yer almasi baslica sebeplerdir [1, 2].

Marrubium L. cinsi genel olarak Iran-Turan ve Akdeniz fitocografik bolgelerinde yayilis
gostermektedir. Bu cinse ait bitkiler tek veya ¢ok yillik otsu yapidadir. Marrubium cinsine ait
toplam takson sayisi tiim diinyada 40 civarinda olup, Tirkiye’de bulunan 27 taksonun

17°si endemiktir [3, 4].

Marrubium cinsine ait bitkiler ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip bulunmustur. Birgok
aragtirma ile antispazmodik, antinosiseptif, vazorelaksan, antihipertansif, antikanser,
antioksidan, antienflamatuvar, antimikrobiyal, antihiperglisemik, sedatif ve kolagog
ctkilere sahip oldugu gosterilmistir. Labdan tipi diterpenler, feniletanoit glikozitler,
flavonoitler, seskiterpenler, fenilpropanoitler Marrubium tdrlerinde en fazla rastlanan

bilesik gruplarindandir [5-14].

Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold (Lamiaceae)
Tiirkiye’ye endemik ¢ok yillik otsu yapida bir bitki olup, Orta ve Dogu Anadolu’da yayilis
gostermektedir [15]. Bitki “cayotu”, “¢6l ¢ay1r” ve “dag cay1” ve “sabla” gibi yoresel
isimlerle bilinmekte ve halk arasinda soguk algmliginda ates diistirici olarak
kullanilmaktadir [16, 17]. M. parviflorum subsp. oligodon bitkisine ait fitokimyasal

bilesenlerle ilgili veriler ve kapsamli literatiir ¢aligmalar1 sinirhidir [18-21].

Tez calismas1 kapsaminda Kayseri, Eski Pinarbagi-Kaynar yolu bdlgesinden toplanan
endemik Marrubium parviflorum subsp. oligodon bitkisinin cicekli toprak st
kisimlarindan su distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin kompozisyonu, ayni sartlarda
uygulanan es zamanli Gaz kromatografisi (GC) ve Gaz kromatografisi/Kitle
spektrometrisi (GC/MS) analizleri ile belirlenmistir. Ayrica, ugucu yagm antimikrobiyal

aktivitesi disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak, antibiyofilm

aktivitesi mikroplaka biyofilm testi kullanilarak ve sitotoksik etkileri A549 insan akciger



epitel karsinoma hiicre hatti ve BEAS-2B saglikli insan bronsiyal epitel hiicre hattina kars1

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimde, ¢alisma materyalimizi olusturan Marrubium parviflorum ssp. oligodon bitkisi
botanik 6zellikleri ile “Botanik Bilgiler” bashgi altinda tanitilmistir. Bitki iizerinde bugiine
kadar yapilan calismalar1 kapsayan teorik bilgiler “Marrubium parviflorum Uzerinde
Yapilan Caligmalar” ana baslhigi altinda yer alan “Fitokimyasal ¢alismalar”, “Etnobotanik

calismalar” ve “Biyolojik aktivite caligmalar1” olmak {izere ii¢ alt boliimde incelenmistir.

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Lamiaceae (Labiatae) familyas:

Genellikle salgi tiiyleri tasiyan, aromatik, otsu bitkiler veya ¢alilar. Govde genellikle 4
koseli. Yapraklar stipulasiz, basit, bilesik (pinnat), karsilikli veya dairesel dizilisli. Cigek
durumlar1 genellikle braktelerin veya iist yapraklarin koltugunda, tek veya ¢cok sayida, veya
her nodusta vertisillastrum durumunda. Cicekler zigomorf, hermafrodit, veya ginodioik
bitkilerde erkek ¢igek verimsiz (disi fonksiyonlu). Brakteler yapraklardan belirgin sekilde
farkli veya yapraklara benzer (floral yapraklar); brakteoller var veya yok. Kaliks kalic1,
genellikle st disler 3, alt disler 2 olmak iizere 5 loblu, bazen bilabiat. Korolla gamopetal,
zigomorf ve bilabiat (genellikle Ust dudak belirsiz 2 loblu, alt dudak 3 loblu; nadiren st
dudak korelmis, alt dudak 5 loblu, veya 1 (st ve 4 alt loblu, veya korolla aktinomorf).
Stamenler 2 veya 4, korollaya bagli, genellikle didinam. Pistil 1, ovaryum {ist durumlu, 2
karpelli ve 4 gozll, her goz bir ovulll. Stilus genellikle ginobazik. Meyve 4 (nadiren daha
az) kuru (cok nadir olarak etli) nutlet [22, 23].

Basglica Akdeniz ikliminin hakim oldugu bélgelerde yayilis gosteren Lamiaceae familyasi,
yeryiiziinde yaklasik olarak 7000 tiir ve 250 cinsten fazla iliyeye sahip ¢ok onemli bir
familyadir [24]. Tirkiye’de ise bu familya 48 cins ve 782 takson (603 tur, 179 alt tir ve
varyete) ile temsil edilmektedir. Bu verilere gére Lamiaceae familyas: Tiirkiye’de takson
sayisina gore ligiinci, tiir sayisina gore ise dordiincii en biiyiik familyadir. Familyanin 346
taksonu (271 tir, 75 alt tur ve varyete) endemiktir ve endemizm oranmi yaklasik olarak
%44 tiir [4].



Biyolojik etkileri nedeniyle Lamiaceae familyasina ait ¢cok sayida bitki, tibbi amaclarla
kullanilmakta, tasidiklar1 ugucu yaglar nedeniyle de yemeklere tat ve lezzet verici olarak
yaygin bicimde yararlanilmaktadir. Ugucu yaglar, epidermada yer alan 8 hiicreli bas ve tek
saptan olusan pul seklindeki salgi tiiylerinde (Lamiaceae tipi salgi tiiyli) bulunmaktadir
[23, 25].

2.1.2. Marrubium L. cinsi

Tek veya c¢ok yillik otsu bitkiler. Yapraklar disli, govdede oldugu gibi yogun tiiylii, yaprak
tabanda nadiren kordat. Vertisillat ¢igekler floral yapraklarla desteklenmis, her cigcek
genellikle 1 dis ve 2 i¢ brakteollii. Kaliks dar, ters konik, 10 damarli, 5, 10 ya da 30 disli;
kaliks tiibii dis1 yogun tiiylii, kaliks agzi i¢te uzun tiiylii. Korolla beyaz, sarimsi veya
morun ¢esitli tonlarinda, 2 dudakly; tist dudak diiz, iki parcali; alt dudak 3 loblu; tiip kaliks
icerisinde, ici tuyll veya tuysiiz. Stamenler 4, paralel, alt ¢ift daha uzun, timu korolla tipu

icinde; anter teka birbirinden ayrilmis. Nutletler piiriizsiiz, tepesi kesik veya yuvarlak [15].

Marrubium cinsine ait toplam takson sayisi tiim diinyada yaklasik 40 civaridir. Tiirkiye’de
27 taksonun 17 taksonu endemik (endemizm orani: %63), 21 tiiriin ise 11’i endemiktir
(endemizm orani: %52). Bu cinse ait iiyeler genel olarak Iran-Turan ve Akdeniz

fitocografik bolgeleri ile nadiren Amerika ve Avustralya’da bulunmaktadir [3, 4].

2.1.3. Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey.

Dik, dallanmis govdeye sahip, ¢ok yillik. Govde 20-70 cm, yildiz seklinde (stellat) tiiyli,
genellikle altta yogun ve beyaz, iistte daha seyrek ve kahverengimsi-yesil. Bazal yapraklar
cok kiiglik, yogun beyaz tiiylii; govde yapraklar1 saply, eliptik, dar eliptik veya oblanseolat,
krenat-serrat, yogun yildiz tiiylii ve altta beyazimsi, ist ylizey daha yesil. Vertisillastrum
birkag cicekli; brakteoller kaliks tiiplinden kisa. Kaliks tiipi 3,5-5 mm, yildiz seklinde
tlylu; 5-15 disli veya nadiren daha fazla, esitden bir derece esit olmayana kadar, diiz veya
kavisli ve ¢engelli, genisce agilmis, (1,5-) 2-3,5 mm, yildiz tiiylii. Korolla beyaz, disi
yogun yildiz tiiyli, iist dudak i¢i daha az tiiylii [15].

1. Kaliks 5 (-8) disli, 5’den fazla ise disler esit degil ................ subsp. oligodon
1. Kaliks 10-15 veya daha fazla disli, disler + esit ............... subsp. parviflorum



Tiirkiye Bitkileri Listesi (Damarli Bitkiler) kitabinda, M. parviflorum subsp. oligodon
bitkisinin Tirkge ad1 “kiillii bozotu”, M. parviflorum subsp. parviflorum bitkisinin Tlrkge

ad1 “bozotu” olarak gegmektedir [26].

Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold’un
sistematikteki veri (TUBIVES veri tabani)

e Alem: Plantae

e Alt alem: Tracheobionta

e Bolum: Magnoliophyta

e Simif: Magnoliopsida

e Alt smif: Asteridae

e Takmm: Lamiales

e Familya: Lamiaceae

e Cins: Marrubium L.

e Tir: Marrubium parviflorum Fisch. & Mey.

e Alt tdr: Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon
(Boiss.) Seybold



Resim 2.1. Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold
genel goriiniis (A), ¢icekli dal uglar1 (B). Kayseri, Eski Pmarbasi-Kaynar yolu
(Fotograf: Esra Kongiil Safak)

Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold’un yayilis ve

habitati

Cok yillik otsu bir bitki olan Marrubium parviflorum subsp. oligodon, 850-2350 m’ler
arasinda, yamaglarda ve bozkirlarda yetismektedir. Tiirkiye’ye endemik bir bitkidir. Iran-
Turan elementidir. Ulkemizde Afyonkarahisar, Eskisehir, Ankara, Erzurum, Erzincan,
Glimiishane, Kayseri, Malatya, Mus, Nevsehir, Van illerinde dogal olarak yetismektedir
[15, 27-28]. Bitkinin TUBIVES veri tabanima gore yayilis1 Harita 2.1°de verilmistir [28].

Endemik bitkilerin tehlike kategorilerinin incelendigi Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabr ve
yapilan  bilimsel  ¢aligmalardan  yararlanilarak, = endemik  bir  bitki  olan
Marrubium parviflorum subsp. oligodon’un tehdit kategorisi belirlenmistir [2]. Van ve
Hakkari illerinde nadir ve endemik olarak bulunan bitkilerin IJUCN tehdit kategorilerinin
incelendigi bir ¢alismada, M. parviflorum subsp. oligodon turt, LC (distk riskli)
kategorisinde degerlendirilmistir [29]. Afyonkarahisar ili Kumalar Dagi’nda yapilan bir

floristik calisma ile Erzincan ili Ilic ve Kemah ilgeleri jips florasmnin incelendigi diger bir



caligmada, M. parviflorum subsp. oligodon LC tehlike kategorisinde tespit edilmistir [27,
30].

W s il

Harita 2.1. Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.)
Seybold un tilkemizdeki yayilisi [28]

Resim 2.2. Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold
bitkisinin habitati. Kayseri, Eski Pinarbasi-Kaynar yolu (Fotograf: Esra Kongl
Safak)
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2.2. Marrubium parviflorum Uzerinde Yapilan Calismalar

2.2.1. Fitokimyasal ¢calismalar

M. parviflorum {izerinde yapilmis olan fitokimyasal ¢alismalarin ¢ogunlukla bitkinin ugucu
yag bilesiminin aydinlatilmasi iizerine oldugu goriilmiistiir. Bitkiden ayrica diterpen,
triterpen, sterol ve flavonoit yapisinda bilesikler izole edilmistir. Fitokimyasal ¢aligmalara

ait bulgular, ¢alisilan bilesik gruplarina gore smiflandirilarak asagida verilmistir.

Ucucu yaglar

Bal, Kaban, Kirimer ve Baser’in (1999) yaptigi bir ¢alismada, Nevsehir’den toplanan
Marrubium parviflorum subsp. oligodon bitkisinin ugucu yag bilesimi incelenmistir.
Bitkinin toprak tistii kisimlar1 kurutularak Clevenger apareyi ile 3 saat boyunca su
distilasyonuna tabi tutulmustur. Siire sonunda %0,01 verimle ugucu yag elde edilmis ve bu
ucgucu yagin GC/MS ile analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonuglarina gore, toplam
bilesiklerin %91’ini olusturan 139 bilesik tespit edilmistir. Major bilesikler olarak
hekzadekanoik asit (%15,4), germakren D (%11,1), p-karyofillen (%10,0) ve (E)-$-

farnesen (%7,3) tanimlanmigtir [19].

Bir ¢alismada Afyonkarahisar’dan toplanan M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin
kurutulmus toprak {istii kisimlarindan elde edilen materyal Clevenger apareyi kullanilarak
5 saat su distilayonuna tabi tutulmustur. % 0,012 verimle elde edilen ugucu yag GC/MS
analiz yontemleri ile incelenmistir. Analiz sonuglarma gore, ugucu yagm %88,14’iinii
olusturan oksijenli seskiterpenler (%37,14), seskiterpen hidrokarbonlar (%23,98), oksijenli
monoterpenler (%22,01) ve diger bilesenler (%5,01) saptanmustir. Tespit edilen 31 farkl
kimyasal bilesik arasinda; (Z,Z)-farnesil aseton (%19,28), karyofillen oksit (%15,85) ve
pulegon (%7,15) major bilesikler olarak belirlenmistir [20].

Bingo1’den toplanan Marrubium parviflorum subsp. parviflorum bitkisinin yapraklarindan
elde edilen ugucu yagin GC/MS analizi sonucu toplam yagin %87,1’ini olusturan 27 farkh
bilesik saptanmustir. Major bilesikler olarak ise p-karyofillen (%20,3), germakren D
(%18,8), bisiklogermakren (%10,2) ve spatulenol (%7,3) tespit edilmistir [21].
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Iran’da yapilan bir calismada, Dogu Azerbaycan eyaletinden toplanan M. parviflorum
bitkisinin kurutulmus toprak iistii kisimlarina Clevenger apareyi kullanilarak 2 saat su
distilayonu uygulanmigtir. GC/MS analizleri sonucunda elde edilen ugucu yagm %83 iini
olusturan 20 farkli kimyasal bilesik tespit edilmistir. Oleik asit (%11,8), a-pinen (%10,2)
ve germakren D (%9,8) major bilesikler olarak saptanmustir [31].

Iran’da yapilan baska bir calismada ise M. parviflorum bitkisinin cicekli toprak usti
kisimlarindan kurutularak elde edilen materyal, Clevenger apareyi kullanilarak 3 saat su
distilasyonuna tabi tutulmustur. Bu islem sonucunda keskin kokulu ag¢ik sar1 renkli %0,08
verimle ucucu yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu yagin GC ve GC/MS analizleri
sonucunda toplam ugucu yagin %96,8’ini olusturan 51 farkli kimyasal bilesen tespit
edilmistir. Bu ucucu yagin major bilesenleri ise bisiklogermakren (%26,3), germakren D

(%21,5) ve S-karyofillen (%15,6) olarak saptanmistir [32].

Terpenik ve steroidal bilesikler

M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin kimyasal yapisi {izerine yapilan bir arastirmada,
bitkiden pg-sitosterol ve a-amirin (Sekil 2.1) izole edilerek yapilar1 spektral tekniklerle

aydinlatilmigtir [18].

p-Sitosterol a-Amirin

Sekil 2.1. Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan izole edilen terpenik bilesikler
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M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin kimyasal bilesimi iizerinde yapilan bir
calismada, diterpen yapisinda yeni bir bilesik izole edilerek yapist spektral tekniklerle
aydinlatilmistir. Anatolion olarak isimlendirilen bilesik furolabdan yapisinda olup,
yapisinda 6,19-y-lakton halkasi yerine 6-0kso-19-hidroksi grubu tagimaktadir. Bilesigin
kimyasal yapis1 asagida gosterilmistir (Sekil 2.2) [33, 34].

Sekil 2.2. Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan izole edilen anatolion’un kimyasal
yapist

Flavonoitler

Eskisehir’den toplanan M. parviflorum subsp. oligodon bitkisi iizerinde yapilan bir

caligmada apigenin-7-O-glukozit (Sekil 2.3) izole edilmistir [18].

Sekil 2.3. Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan izole edilen apigenin-7-O-
glukozit’in kimyasal yapisi
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Sabit yaglar

M. parviflorum subsp. parviflorum 'un yapraklarindan elde edilen lipit ekstresinin yag asidi
bilesiminin GC/MS ile incelendigi bir c¢alismada, palmitik asit (%46,89), stearik asit
(%28,43), linoleik asit (%11,26) ve linolenik asit (%7,28) major bilesenleri olarak
bulunmustur [21].

2.2.2. Etnobotanik ¢alismalar

Igdir ilinde yapilan etnobotanik bir ¢alismada, M. parviflorum subsp. oligodon’un yerel

2% ¢

isimleri “cayotu”, “¢ol ¢cay1” ve “dag cay1” olarak kaydedilmistir [35].

Yapilan diger bir etnobotanik arastirmada, M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin Dogu
Anadolu’da halk arasinda “dag cayr” adiyla bilindigi ve infiizyonunun dahilen soguk

algmliginda antipiretik amagh olarak kullanildig1 kaydedilmistir [16].

Sivas ve Yozgat illerini kapsayan etnobotanik bir arastirmada, M. parviflorum subsp.
parviflorum alttiiriniin halk arasinda hemoroide kars1 kullanildig: tespit edilmistir. Bitkinin
tim kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonunun etkilenen bolgeye tatbik edilerek
kullanildig1 belirtilmistir. Bu ¢alismada, bitkinin ayrica bitkisel ¢ay olarak kullanildig1 da
kaydedilmistir [36].

Nevsehir’in giiney kisminda, Kapadokya bdlgesinde yapilan etnobotanik bir arastirmada,
M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin bu bolgede “sabla” olarak adlandirildigi ve
toprak istli kisitmlarmin Cydonia oblonga yapraklar1 ve Thymus sipyleus subsp. rosulans

ile birlikte bitkisel bir karigim igerisinde ¢ay olarak kullanildigi tespit edilmistir [17].

Iran’da yapilan etnobotanik bir arastrrmada, M. parviflorum bitkisinin cicekli dallarmdan
hazirlanan kuru ekstrenin safra kesesi taslarmi yok etmede, kani temizlemede ve mide

fonksiyonlarini diizenlemede kullanildig1 belirtilmistir [37].
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2.2.3. Biyolojik aktivite calismalar:

Antioksidan aktivite

Gaziantep’ten toplanan M. parviflorum bitkisinin kurutulmus ve toz edilmis yapraklarmdan
elde edilen n-hekzan ve metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi 6 farkli test yontemi
kullanilarak arastirilmistir. Bu yontemler; f-karoten-linoleik asit, DPPH radikal supurdcu
aktivite, indirgeme glicti, ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit), metal
selatlama, DNA kiriklarinin tayini yontemleridir. DNA kiriklarmnin tayini testinde n-
hekzan ekstresi glighi aktivite gostermistir. Diger test yontemlerinde ise metanol
ekstresinin n-hekzan ekstresine gore cesitli diizeylerde yiiksek aktivite gosterdigi
belirlenmistir. S-Karoten-linoleik asit metodunda butil hidroksi toluen (BHT) ve askorbik
asit pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Bu yontemde bitkinin metanol ekstresinin %
inhibisyon degeri 67,342,17 (BHT: 95,3+1,78; askorbik asit: 94,2+2,0) olarak bulunurken,
n-hekzan ekstresinin inhibisyon ylizdesi belirlenememistir. DPPH radikal siiptiriicii aktivite
test yonteminde, bitkinin metanol ekstresi igcin 22,72+0,11 ve n-hekzan ekstresi icin
0,74+0,05 degerleri kaydedilmistir. ABTS siipiiriicii aktivite yonteminde sonuglar metanol
ekstresi icin 34,10+1,80 ve n-hekzan ekstresi igin 1,77+0,11 olarak hesaplanmustir.
Indirgenme giicii metodunda metanol ekstresi i¢in 46,34+2,43 ve n-hekzan ekstresi igin
0,16 0,01 degerleri tespit edilmistir. Metal selatlama yonteminde de metanol ekstresi
11,47+0,81 ile n-hekzan ekstresinden (2,30+0,05) daha yiiksek aktivitede bulunmustur
[38].

Iran’da yapilan bir calismada, M. parviflorum bitkisinin toprak iistii kisimlarmndan elde
edilen petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-butanol fraksiyonlarinin antioksidan aktivitesi
DPPH radikal siipiiriicti aktivite testi ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore etil
asetat ve n-butanol fraksiyonlarin 1Cso degerleri sirasiyla 84,1+5,1 ve 85,6+£3,4 pug/mL

olarak tespit edilmistir [39].

Sarikurkgt, Ozer, Calli ve Popovi¢-Djordjevié (2018) tarafindan yapilan bir galismada, M.
parviflorum subsp. oligodon bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin,
n-hekzan, diklorometan, etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri
aragtirtlmigtir. Calismada  S-karoten-linoleik asit, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)

radikal stpdricl ve indirgeyici giiciin tayini yontemleri kullanilmistir. S-Karoten-linoleik



13

asit metodunda, tim ekstrelerin ve ucucu yagmn (0,4; 1,0 ve 2,0 mg/mL
konsantrasyonlarinda) antioksidan aktivitesi butil hidroksi anisol (BHA) ve BHT ile
kargilastirilmistir. Bu yontemde ucucu yag ve ekstreler icinde en yiiksek antioksidan
aktiviteyi tiim konsantrasyonlarda su ekstresi gostermistir. Su ekstresi i¢in 0,4; 1,0 ve 2,0
mg/mL konsantrasyonlarda hesaplanan total antioksidan aktivite degerleri (%) sirasiyla
85,78+1,92; 92,17+0,75; 94,85+0,023 olarak ol¢iilmiistiir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite
testinde ugucu yag ve tiim ekstreler (0,2; 0,4 ve 1,0 mg/mL konsantrasyonlarinda) sentetik
antioksidanlar BHA ve BHT ile karsilastirilmistir. n-Hekzan ekstresi calisilan tiim
konsantrasyonlarda en diisik DPPH radikal siipiiriicii aktivite gosterirken, su ekstresi
calisilan tiim konsantrasyonlarda en yiiksek DPPH radikal siipliriicii aktiviteye sahip
bulunmustur. DPPH radikal siipiiriicii aktivite yiizdesi (%) su ekstresi i¢in 0,2; 0,4 ve 1,0
mg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla 18,59+1,15; 47,56+1,44 ve 78,50+0,20 olarak
kaydedilmistir. Indirgeyici giiciin tayininde ise ugucu yag ve hazirlanan ekstrelerin (0,2;
0,4 ve 1,0 mg/mL konsantrasyonlarinda) sentetik antioksidanlar BHA ve BHT ye kars1
antioksidan kapasitesi arastirilmistir. Su ekstresi 0,2 mg/mL konsantrasyonda diger test
orneklerine gore daha yiiksek aktivite gostermistir (0,192+0,008). Su ekstresine en yakin
deger ugucu yaga ait (0,142+0,009) bulunmus, en diisiik deger ise n-hekzan ekstresinde
(0,057+0,002) tespit edilmistir. 1,0 mg/mL konsantrasyonda ise su ekstresi igin
0,0763+0,002 ve su ekstresine en yakin deger etil asetat ekstresine ait 0,596+0,008 olarak
kaydedilmistir (p<0,05). Ayrica bu ¢alismada total fenolik miktar1 ile antioksidan aktivite

giicli arasinda iliski oldugu gézlenmistir [20].

Analjezik aktivite

Iran’da yapilan bir calismada, M. parviflorum bitkisinin toprak iistii kisimlarmdan
hazirlanan sulu alkollii ekstrenin, farelerde formalin testi uygulanarak 50, 100 ve 200
mg/kg dozlarinda analjezik aktivitesi arastirilmistir. Farelere pozitif kontrol olarak morfin,
negatif kontrol olarak ise serum fizyolojik intraperitonal yolla uygulanirken, formalin ise
farelerin sag arka pencelerine subkutan olarak enjekte edilmistir. Formalin
enjeksiyonundan sonra 40 dakika boyunca 5 dakika araliklarla pence yalama ve 1swrma
stireleri kaydedilmistir. M. parviflorum sulu alkolli ekstresinin 100 mg/kg dozunda
farelerin penge yalama ve 1sirma siirelerini 15 ile 40 dakika arasinda azalttigi, ancak bu
etkinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 tespit edilmistir (p>0,05). Agrmin kronik

fazinda 200 mg/kg dozunda ekstrenin morfine esdeger Oonemli analjezik etki sagladigi
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(p<0,05) kaydedilmistir. Elde edilen verilere gore, M. parviflorum bitkisinin enflamatuvar
agrili hastaliklarda agriy1 azaltabilecek bitkisel bir {iriin gelistirmeye uygun olabilecegi

kanismna varilmustir [40].

Antimikrobivyal aktivite

Yal¢in (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin
alt1 farkl bakteri ve bir maya tiirii kullanilarak antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Test
edilen mikroorganizmalar; Salmonella typhi (CCM 5445), Listeria monocytogenes (ATCC
96040) Streptococcus pneumoniae (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Metisilin Resistant Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 43300), Enteroccoccus faecalis
(ATCC 15753) ve Candida albicans (ATCC 10231) standart suslaridir. Etanol pozitif
kontrol olarak kullanilirken, referans antibiyotik olarak bakteriler i¢in vankomisin ve
siprofloksasin, maya icin ise Amfoterisin B kullanilmistir. Bitkinin kurutulmus govde
yapraklarindan elde edilen iki farkli etanol ekstrenin ii¢ farkli zamanda tekrar edilen
mikrodiliisyon testi ile antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; M.
parviflorum subsp. oligodon bitkisinin yaprak ve govde kismi C. albicans (ATCC 10231)
susu iizerinde aktivite gostermemistir. Bitkinin yaprak kismi S. typhi (CCM 5445) susu
iizerinde aktivite gostermezken, govde kisminin etkili oldugu gozlenmistir (2048 pg/mL).
S. aureus (ATCC 6538) ve MRSA (ATCC 43300) suslarina kars1 bitkinin yaprak ve gévde
kismi ayn1 oranda antimikrobiyal etki gostermistir (1024 pg/mL). M. parviflorum subsp.
oligodon bitkisinin yaprak ve govde kismu, test edilen mikroorganizmalar tizerinde en iyi
aktiviteyi L. monocytogenes (ATCC 96040) susu lizerinde gostermistir (yaprak 64 pg/mL,
govde 128 pg/mL) [41].

13 farkli bitki tiiriiniin antibakteriyel aktivitesinin arastirildigi baska bir calismada,
Kastamonu bdlgesinden toplanan M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin yaprak ve
cigeklerinin kurutulmus ve toz edilmis materyalinden elde edilen etanol ekstresinin
antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Calismada, Staphylococcus aureus (Cowan I susu),
Streptococcus agalactia (ATCC 7077), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Salmonella
gallinarum (ATCC 9184), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumonia (ATCC
13883) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) mikroorganizmalart ve referans
antibiyotik olarak gentamisin kullanilmistir. Disk diflizyon yonteminde inhibisyon zon ¢ap1

K. pneumonia susuna karsi 8 mm, S. aureus’a karsi 12 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Broth
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makrodiliisyon yonteminde ise K. pneumonia susuna ait MIK degeri 4 mg/mL, S. aureus

susuna kars1 ise MK degeri 1 mg/mL olarak saptanmistir [42].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold (Lamiaceae)
Kayseri, Eski Pmarbasi-Kaynar Yolu, yol kenarlarindan (yiikseklik 1600 m) bitkinin
cigeklenme mevsiminde, 16 Temmuz 2017 tarihinde toplanmig (Resim 3.1) ve herbaryum
ornekleri hazirlanarak teshisi Prof. Dr. Hayri DUMAN tarafindan yapilmistir. Herbaryum
ornekleri Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu’nda (GAZI, NK20) saklanmaktadir.

Resim 3.1. Marrubium parviflorum Fisch. & C.A.Mey. subsp. oligodon (Boiss.) Seybold
Kayseri, Eski Pmarbagi-Kaynar yolu (Foto: Esra Kongiil Safak)
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3.2. Yontem

3.2.1. Ucucu yagin elde edilmesi

Dogal olarak yetistigi Kayseri Piarbasi’ndan ¢igekli donemde toplanan M. parviflorum
subsp. oligodon bitkisinin toprak tstii kisimlar1 oda sicakliginda golgede kurutulmus,
kiigiik parcalar halinde kesilerek laboratuvar dlgekte Clevenger apareyinde ugucu yagi elde
edilmistir (Resim 3.2). 100 g kuru drog 2 L’lik cam balona konulduktan sonra iizerine
1000 mL distile su eklenmis ve Clevenger apareyinde 3 saat distilasyon islemi (4 yiikleme)
gergeklestirilmistir. Stirenin sonunda apareyin sogumasi beklenerek ugucu yagin apareyin
Olcekli kisminda toplanmasi saglanmistir. Elde edilen ugucu yag cok az miktarda oldugu
icin Clevenger apareyinden n-hekzan ile ¢O6ziilerek alinmis ve analizleri Gaz

Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC/MS) cihazlarinda

gerceklestirilmistir.

Resim 3.2. Ugucu yagin elde edilmesinde kullanilan Clevenger apareyi (A) ve distilasyon
islemi sonunda elde edilen ugucu yag (B)
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3.2.2. Ugucu yagin gaz kromatografisi (GC) ve gaz kromatografisi/kttle
spektrometrisi (GC/MYS) ile analizi

Elde edilen wugucu yagin kompozisyonu Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GC/MS) sistemlerinin ayni sartlarda es zamanli

analizleri ile belirlenmistir.

GC analiz kosullar1

Sistem: Agilent 6890N GC

Kolon: Innowax FSC kolon (60 m x 0,25 mm, film kalinlig1 0,25 um)

Tasty1 gaz: Helyum (0,8 mL/dak.)

Sicaklik programi: 10 dak. 60 °C’de, 4 °C/dak. artigla 220 °C’ye arttirilmig, 220°C’de 10
dak. tutulmus, 1 °C/dk artisla 240 °C’ye ¢ikarilmistir.

Dedektor: 300 °C, FID (Alev iyonlasma dedektorii)

Bilesiklerin ugucu yag igerisindeki relatif oranlar1 analiz ile elde edilen kromatogramdan
bilgisayar yardimi ile hesaplanmistir. GC sisteminde kolonda ayrilan ugucu bilesikler daha

sonra GC/MS sisteminde her birinin kiitle spektrumlar1 alinarak tanimlanmistir.

GC/MS kosullari

Sistem: Agilent 5975 GC-MSD

Kolon: Innowax FSC kolon (60 m x 0,25 mm, film kalinlig1 0,25 um)

Tasty1 gaz: Helyum (0,8 mL/dak.)

Sicaklik programi: 10 dak. 60 °C’de, 4 °C/dak. artigla 220 °C’ye arttirilmis, 220 °C’de 10
dak. tutulmus, 1 °C/dak. artisla 240 °C’ye ¢ikarilmistir.

Split oran1: 40:1

Iyon kaynag1 sicakligr: 250 °C

Iyonizasyon enerjisi: 70eV

Kiitle araligi: 35-450 m/z
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n-Alkanlar referans olarak alinarak her bir bilesigin kolondaki relatif tutunma indisi (RRI)
hesaplanmistir. Ugucu yag bilesenlerin analizi i¢in “Wiley GC/MS Kkiitiiphanesi
(MassFinder Software 4.0)” ve “Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitliphanesi” kullanilmistir
[43, 44].

3.2.3. Sitotoksik aktivite tayini

Sitotoksik aktivite tayininde, yaygin olarak kullanilan enzimatik test yontemlerinden birisi
olan  MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromur)  ydntemi
kullanilmugtir [45]. Kolorimetrik bir yontem olan MTT yonteminde, MTT canli hiicrelere
absorbe olarak bu hiicrelerin mitokondrilerinde reaksiyona ugrar. Tetrazolyum halkasi
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek, MTT mavi-mor renkli,
suda ¢Oziinmeyen formazan yapisina indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriiliir, bu da hiicre canliliginin bir belirteci
olarak kabul edilmektedir. Yontem canli hiicrelerin olusturdugu mor rengin kolorimetrik

olarak ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

M. parviflorum subsp. oligodon’un e¢lde edilen ugucu yagin sitotoksisitenin
belirlenmesinde, bitkinin geleneksel tedavide soguk algmligi gibi solunum yollarini
etkileyen rahatsizliklarda kullanilmasi ve yaygin goriilen bir kanser tiirii olmas1 nedeniyle

hedef hiicreler olarak akciger hiicre hatlar1 se¢ilmistir.

Deney protokolii

Hicre kilturd

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde, insan akciger epitel karsinoma hiicre hatt1 (A549)
ve saglikli insan brongiyal epitel hiicresi (BEAS-2B) kullanilmistir. Kanser hiicre hatlari
%10 FBS, %1 L-glutamin ve %21 antibiyotik (penisilin—streptomisin) iceren DMEM
besiyerinde, saglikli hiicreler ise %20 FBS, %1 L-glutamin ve %1 antibiyotik (penisilin-
streptomisin) iceren RPMI besiyerinde, Tos flasklar icerisinde, 37 ‘C’de %5 CO; iceren
inkiibatorde cogaltilmistir. Hiicreler deneye alinmadan oOnce tripan mavisi metodu
kullanilarak canli hiicre sayimi yapilmistir. Bu yontemde, hiicreler tripsinlendikten sonra

santriflij edilerek pellet 5 mL besiyeri ile reslispande edilmistir. Restispansiyondan 10 pL
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alinarak 1:1 oraninda %4’liik tripan mavisi ile karistirilmis ve karigimdan alinan 10 pL

icerisindeki canli hiicre sayimi1 Neubauer laminda yapilmaistir.

Test numunesinin hazirlanmasi

M. parviflorum subsp. oligodon’un toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi igin, en yiksek konsantrasyon 1000 pg/mL olacak
sekilde 7 farkli konsantrasyon (1, 3, 10, 30, 100, 300 ve 1000 pg/mL) hazirlanmistir.
Ucucu yag dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢Ozlilmiistiir. Hiicrelerin zarar gormemesi
icin ¢Oziicii olarak kullanilan DMSO oraninin %0,2 (v/v)’yi gegmemesi saglanmistir. Test
sistemine negatif kontrol (besiyeri), coziici kontrol (DMSOQO) ve pozitif kontrol
(doksorubisin 0,3; 1,0; 3,0; 10,0 pg/mL) eklenmistir. Her deney en az ikiser 6rnek ve 3
tekrar olacak sekilde ¢alisilmistir.

MTT testi

MTT testinde, 96 kuyucuklu plakalarda her bir ¢ukura 6000 hiicre ekilmis, %70 biiylime
saglandiginda belirlenen konsantrasyonlarda ugucu yag ve kontrollerin uygulamasi
yapilmistir. Hiicreler 48 saat boyunca inkiibe edilmis ve siire sonunda kuyucuklardaki
besiyeri indiiklenen hiicrelerden uzaklastirilmistir. Bu asamada hiicrelerde madde
uygulamasina bagl hiicre degisimleri mikroskop altinda incelenerek kontrol edilmistir. Her
bir kuyucuga 200 pL yeni besiyeri ve 1g/L konsantrasyondaki MTT ¢6zeltisinden 50 pL
eklenmistir. Ardindan hiicreler 3 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklardaki karisim uzaklastirilarak, her kuyucuga 160 pL DMSO ilave edilmis ve
olusan formazan kristallerinin ¢oziinmesi saglanmistir. Plakalar 5 dakika calkalayicida
calkalandiktan sonra ELISA okuyucuda 570 nm’de absorbans degerleri Slgiilmiistiir.
(Coziicli kontrol olarak caligilan hiicrelerin canliligi %100 olarak alinarak ICso degerleri

hesaplanmaigtir.
Istatistiksel analiz
Istatistiksel analizler icin GraphPad Prism programindan yararlanilmistir. Hiicre canlilig

degerleri % =+ standart hata olarak verilmistir. Konsantrasyonlar arasindaki % hiicre

canlilig1 degerleri tek tonlii varyans analizi ile degerlendirilmis ve ileri analizlerde Tukey’s
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coklu karsilastirma testleri kullanilmistir. 1Csp degerleri hesaplamasi dogrusal olmayan
regresyon ile belirlenmistir. Istatistiksel olarak p <0,05 degeri anlamli olarak kabul
edilmistir.

3.2.4. Antimikrobiyal aktivite tayini

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde disk diffuizyon ve broth mikrodiliisyon

yontemleri kullanilmistir [46-49].

Deney protokolil

Test mikroorganizmalari, besiyeri ve kiiltiir kosullar:

Calismamizda Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213
mikroorganizmalar1  kullanilmistir.  Yapilan c¢alismalar  kapsamimda  kullanilan
mikroorganizmalar Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Anabilim dali
kiiltir koleksiyonu laboratuvarindan temin edilmistir. Kiiltir icin 37 °C inkiibasyon
sicakhig1 ve Luria Bertani (LB) agar/broth besiyerleri (Merck Co., Darmstadt, Germany)
kullanilmistir. Mikroorganizmalar %20 gliserol iceren LB broth besiyerinde -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

Disk diffiizyon metodu

M. parviflorum subsp. oligodon’un ugucu yagi 1:1 oraninda DMSO igerisinde son
konsantrasyonu 500 mg/mL olacak sekilde ¢oziilmiistiir. Ornek 0,22 um siringa filtreden
(Minisart®, Sigma-Aldrich) gegirilerek sterilize edilmistir. E. coli ATCC 25922 ve S.
aureus ATCC 29213 LB broth besiyerinde 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Her bir bakteri kiiltlirtinden 100 pl (her bir bakteri kiiltiirii i¢in McFarland bulaniklik degeri
0,5 olacak sekilde ayarlanmistir) alinarak LB agar iizerine yayma ekim yapilmistir. 6 mm
capindaki steril kagit diskler petrilerin iizerine yerlestirilmis ve M. parviflorum subsp.
oligodon’un ugucu yagindan hazirlanan ana stoktan (500 mg/mL) emdirilmistir. %50
DMSO igeren kagit diskler negatif kontrol ve kloramfenikol (30 pg/mL) (Oxoid antibiotic
discs, Germany) referans antibiyotik olarak kullanilmistir. Her deney ti¢ tekrarli olarak

yiirlitiilmiistiir. Tim petriler 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmis ve ardindan zon
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caplar1 Olgiilerek sonuglar degerlendirilmistir [46, 49]. Her deney li¢ tekrarli olarak

yiirlitilmistiir.

Broth mikrodillisyon metodu

M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yaginin secilen bakteri suslarina kargi minimum
inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi igin CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) standardi (M27-A2) kullanilarak 96 kuyucuklu mikro plakalarda broth
mikrodiliisyon metodu uygulanmistir [47, 48].

Ucucu yagm stok konsantrasyonundan (500 mg/mL) 50 puL alinarak esit hacimdeki steril
LB broth besiyeri ile bir seri dilisyon (500-1,95 mg/mL konsantrasyonlarda)
hazirlanmistir. E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 29213 kilturlerinin McFarland
bulaniklik degeri 0,5’¢ ayarlanmistir. Her kuyucuga 100 uL E. coli ATCC 25922 ve S.
aureus ATCC 29213 Kkiiltiirlerinden eklenmistir. Mikroplaklar 24 saat boyunca 37 °C’de
inkiibe edilmistir. MIK degeri iiremenin goriilmedigi en diisik konsantrasyon olarak

degerlendirilmistir. Her deney li¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir.

3.2.5. Antibiyofilm aktivite tayini

M. parviflorum subsp. oligodon’dan elde edilen ugucu yagmn antibiyofilm aktivitesinin
tayininde, 96 kuyucuklu mikroplakalarda biyofilm olusumunun miktarinin tayin edildigi

standart bir kristal viyole metodu modifiye edilmis haliyle uygulanmstir [50, 51].

Antibiyofilm aktivitenin belirlenmesinde, biyofilm olusturdugu bilinen ve enfeksiyon
etkeni olan E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 29213 suslar1 segilmistir.
Antibiyofilm aktivite testleri sub-MiK konsantrasyonlarda gerceklestirilmistir.

Mikroplaka biyofilm testi

E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 29213 kalturleri triptik soy broth (TSB) (Merck)
besiyerine inokule edilmis ve 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Gece boyunca
inkiibe edilen kiiltlirlerin McFarland bulaniklik degeri TSB besiyeri ile 0,5’e ayarlanmig ve

son konsantrasyonlar1 sub-MIK degerlerde olacak sekilde ugucu yag iceren kuyucuklara



24

eklenmistir. Mikroplakalar 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan kuyucuklardaki siipernatant uzaklastirilmis ve kuyucuklar serbest yiizen hiicreleri
uzaklastirmak icin fosfat tampon solisyonu 1X PBS (Merck) ile yikanmistir.
Mikroplakalar 65 ©°C’de kurutulduktan sonra kuyucuklara %0,1’lik kristal viyole
eklenmistir. Kristal viyole ile muamele edilen mikroplakalar 30 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir. Olusan biyofilm yapisina tutunan boyayr 6lgmek amaciyla
kuyucuklara %30’luk asetik asit soliisyonu eklenmis ve spektrofotometrede 595 nm dalga
boyunda oOl¢iilmiistiir. Kontrol degeri olarak ugucu yag icermeyen kuyucuklar
degerlendirilmistir. Her deney ti¢ tekrarl olarak ¢alisilmistir. Biyofilm inhibisyonunu orani

ylizde olarak asagidaki Es. 3.1°e gore hesaplanmustir:

% Biyofilm Inhibisyon:(Kontrol ODses- Test ODsgs/ Kontrol ODsgs) X100 (3.1)
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4. BULGULAR

4.1. Ucucu Yagin Verimi

M. parviflorum subsp. oligodon’un kurutulmus ¢icekli toprak dstii kisimlarindan su

distilasyonu ile eser miktarda agik sar1 renkte bir ugucu yag elde edilmistir.

4.2. Ucucu Yagmm Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometrisi (GC/MYS) ile Analiz Sonug¢larn

M. parviflorum subsp. oligodon’un toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
kimyasal kompozisyonu Gaz Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
sistemlerinin ayni sartlarda es zamanli uygulanmasi ile analiz edilmis ve kiitiiphane
taramalar1 yardimiyla teshis edilen bilesiklerin bagil % degerleri Cizelge 4.1.°de
verilmistir. Analiz sonucglarina gore, ucucu yagin %94,8’ini olusturan 66 bilesen
tanimlanmistir.  Ugucu yagin ana bilesenleri bisiklogermakren (%21,3), ardindan
germakren D (%7,2), p-karyofillen (%6,6) ve karyofillen oksit (%5,2) olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.1. Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yaginin kimyasal bilesimi

RRI Bilesik ad1 %

1032 a-Pinen 3,2
1093 Hekzanal 0,1
1132 Sabinen 0,1
1174 Mirsen 0,5
1176 a-Fellandren 0,1
1203 Limonen 2,4
1218 p-Fellandren 0,3
1225 (2)-3-Hekzenal 0,1
1244 Amil furan (2-Pentil furan) 0,2
1280 p-Simen 0,1
1337 Geijeren 0,5
1349 1-Trideken 0,5
1393 3-Oktanol 0,1
1400 Nonanal 0,3
1443 Dimetil tetradekan* 0,7
1452 1-Okten-3-ol 0,5
1495 Bisikloelemen 0,2
1497 a-Kopaen 1,0
1535 S-Bourbonen 1,3
1553 Linalool 0,8
1568 trans-a-bergamoten 0,2
1591 Pregeijeren 1,9
1600 S-Elemen 0,2
1612 S-Karyofillen 6,6
1628 Aromadendren 0,1
1638 S-Siklositral tr

1668 (2)-p-Farnesen 4,9
1669 Seskisabinen 0,6
1683 trans-Verbenol 0,5
1687 a-Humulen 0,6
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Cizelge 4.1. (devam) Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yaginin kimyasal

bilesimi

1688 Selina-4,11-dien (=4,11-Odesmadien) 0,1
1706 a-Terpineol 0,1
1726 Germakren D 7,2
1741 f-Bisabolen 0,5
1742 p-Selinen 0,6
1751 Karvon 0,1
1755 Bisiklogermakren 21,3
1773 o-Kadinen 1,0
1808 Nerol tr
1827 (E,E)-2,4-Dekadienal 0,4
1838 (E)--Damaskenon 0,9
1857 Geraniol 0,3
1868 (E)-Geranil aseton 0,9
1900 epi-Kubebol 0,1
1945 1,5-Epoksi-salvial(4)14-en 0,2
1958 (E)-p-yonon 0,5
2001 1zokaryoﬁllen oksit 0,3
2008 Karyofillen oksit 5,2
2104 Viridiflorol 0,5
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 3,5
2144 Spatulenol 4,4
2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)-furanon 0,8
2179 Nor-Kopaonon 0,1
2200 3,4-Dimetil-5-pentil-5H-furan-2-on 0,1
2209 T-Muurolol 0,1
2232 a-Bisabolol 0,5
2247 trans-a-Bergamotol 0,4
2255 a-Kadinol 0,1
2289 Okso-a-Ylangen 0,3
2300 Trikozan 1,1
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Cizelge 4.1. (devam) Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yaginin kimyasal

bilesimi
2384 Farnesil aseton 0,6
2500 Pentakozan 1,3
2600 Hekzakozan 3,4
2622 Fitol 0,6
2900 Nonakozan 4,4
2931 Hekzadekanoik asit 4,3
Total | 94,8

RRI: n-alkan serisine gore hesaplanan relatif tutunma indisleri; % : FID verisinden hesaplanmistir;

tr: Eser miktar (< 0,1 %); * Izomer tanimlanamad.
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Sekil 4.1. Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yagmin GC/MS kromatogrami

4.3. Sitotoksik Aktivite Sonuclar

Caligmamizda, Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan elde edilen ugucu yagin
BEAS-2B ve A549 hicrelerine 1-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda, 48 saatlik
uygulanmas1 sonucu hiicre canlilifinda gozlenen degisimler Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
Ucucu yag, BEAS-2B hiicresinde 1000 pg/mL konsantrasyonda hem biyolojik hem de
istatistiksel olarak anlamlilik gostererek hiicre canliligini %5,36 degerine diislirmiistiir
(p<0,05). A549 hiicresine kars1 ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde sitotoksik aktivite
1000 pg/mL konsantrasyonda %41,29 hiicre canlilig1 ile belirlenmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.2. Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan elde edilen ugucu yagin
BEAS2B ve Ab549 hicrelerine 48 saatlik uygulanmasi sonucu
konsantrasyona bagli % hiicre canlilig1 sonuglari

% Hiicre canlilig1 (ort & standart hata)

Kons. (ng/mL) BEAS-2B A549

0 100 +0,0 100+ 0,0

1 97,52 + 1,86 95,33 + 2,20
3 92,86 +1,93 88,86 + 1,25
10 99,83 +1,25 91,49 +1,96
30 97,86 + 1,10 93,24 + 1,68
100 99,27 + 2,09 92,84 + 1,50
300 95,05+1,11 93,77 + 1,48
1000 5,36 + 1,27* 41,29 + 3,56*

*p<0,05; kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiis.

Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yaginin sitotoksik aktivitesine ait I1Csg
degeri, BEAS-2B hicreleri icin 552,5 + 33,2 pug/mL, A549 hiicreleri igin ise 866,4 *+ 53,6
ug/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.2). Referans madde olarak kullanilan oldukg¢a potent
bir bilesik olan doksorubisin’in ICso degeri ise, BEAS-2B hicreleri icin 0,06 + 0,02 pg/mL
ve A549 hicreleri igin ise 1,48 + 0,24 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Marrubium parviflorum subsp. oligodon’dan elde edilen ugucu yagin BEAS2B
ve A549 hiicrelerine 48 saatlik uygulanmasi sonucu hiicre canliligi degisimi
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Sekil 4.3. Pozitif kontrol olarak kullanilan doksorubisin’in BEAS2B ve A549 hiicrelerine
48 saatlik uygulanmasi sonucu hiicre canlilig1 degisimi
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4.4. Antimikrobiyal Aktivite Sonuc¢lar
M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yagmin Escherichia coli ATCC 25922 ve
Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslar1 lizerine antimikrobiyal aktivitesinin

belirlenmesi amaciyla, disk diffiizyon yontemi ve MIK degerlerinin belirlendigi broth

mikrodiliisyon yontemleri uygulanmistir.

Disk diffiizyon yontemi sonuclari

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla kullanilan disk diffiizyon yontemi ile
elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’de verilmistir. Bulgularimiza gore, elde ettigimiz sonuglar
referans madde kloramfenikol’e yakin degerlerde tespit edilmis olup, E. coli ATCC 25922
ve S. aureus ATCC 29213’un M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yagma karsi

olusturduklar1 zon ¢aplar1 sirasiyla 20,9 mm ve 15,8 mm olarak 6l¢iilmiistiir.

Cizelge 4.3. Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yagina ait disk difiizyon
sonuglar1 (500 mg/mL)

Bakteri Suslar1 Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Ugucu yag kloramfenikol
Escherichia coli ATCC 25922 20,9+0,85 24,97+0,15
Staphylococcus aureus ATCC 29213 15,8+0,75 20,17+0,29

Broth mikrodiliisyon metodu sonuclari

M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yagmin Escherichia coli ATCC 25922 ve
Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslar1 iizerinde MIK degerleri sirasiyla 3,9 mg/mL
ve 7,8 mg/mL olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4)
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Cizelge 4.4. Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yagina ait broth mikrodiliisyon
yontemi sonuglart

Bakteri Suslar1 Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)
(mg/mL)
Escherichia coli ATCC 25922 3,940

Staphylococcus aureus ATCC 29213 7,80

4.5. Antibiyofilm Aktivite Sonuclan

M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yaginin antibiyofilm aktivitesi, biyofilm
olusturdugu bilinen enfeksiyon etkeni E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 29213
suslar1 iizerinde, sub-MIK konsantrasyonlarda, mikroplaka biyofilm testi uygulanarak
belirlenmistir. Antibiyofilm aktivite sonuglar1 yontemde verilen yiizde biyofilm
inhibisyonu formiiliine gére hesaplanmustir. Elde edilen sonuglara gore, E. coli ATCC
25922 ve S. aureus ATCC 29213’un olusturduklar1 biyofilmlerin inhibisyon yiizdeleri

sirasiyla %89,0 ve %84,4 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5. Marrubium parviflorum subsp. oligodon ugucu yagina ait antibiyofilm aktivite

sonugclar1
Bakteri Suslar Inhibisyon oranlar1 (%)
Escherichia coli ATCC 25922 89,0+0,35

Staphylococcus aureus ATCC 29213 84,4+0,56




33

5. TARTISMA

Marrubium cinsi giiniimiizde halk arasinda kullanimi ve modern tiptaki yeri bakimindan
onemli bir yere sahiptir. Marrubium cinsine ait bir¢ok tiir halk arasinda gesitli hastaliklarin
tedavisinde, 6zellikle solunum yolu rahatsizliklarinda ve enflamasyonda kullanilmaktadir.
Bilinen 40 tiirden yaklasik 25 farkli tiir, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin arastirildigi
bircok bilimsel c¢alismanin konusu olmustur. Marrubium cinsine ait tdrler icerdikleri
terpenler, fenilpropanoitler ve flavonoitler nedeniyle énemli biyolojik aktivitelere sahip
olmakla birlikte, potansiyel fitoterapétiklerin de 6nemli kaynagini olusturmaktadir [14].
Tez c¢alismasi kapsaminda, Kayseri, Eski Pinarbagi-Kaynar yolu bdlgesinden toplanan,
endemik Marrubium parviflorum subsp. oligodon bitkisinin c¢icekli toprak st
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin kompozisyonu, antimikrobiyal, antibiyofilm ve

sitotoksik aktiviteleri incelenmistir.

M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin kurutulmus ¢igekli toprak istii kisimlari,
Clevenger apareyinde 3 s su distilasyonu islemine tabi tutularak ugucu yagi elde edilmis ve
ucucu yagin kompozisyonu es zamanli GC ve GC/MS yontemleri ile analiz edilerek
belirlenmistir. Analiz sonucuna gore, M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yagmin %
94,8’1ni olusturan 66 bilesen tanimlanmistir. Ugucu yagin ana bilesenleri bisiklogermakren
(% 21,3), ardindan germakren D (% 7,2), S-karyofillen (% 6,6) ve karyofillen oksit (% 5,2)
olarak tespit edilmistir. Daha az miktarlarda ise, (Z)-f-farnesen (%4,9), nonokozan (%4,4),
spatulenol (%4,4) hekzadekanoik asit (%4,3), hekzahidrofarnesil aseton (%3,5),
hekzakozan (%3,4), a-pinen (%3,2), limonen (%2,4) tasidig1 belirlenmistir (Bkz. Cizelge
4.1).

Yaptigimiz literatiir taramasina gore, M. parviflorum’un Iran’da ve iilkemizde yetisen
orneklerinin ugucu yag bilesimlerinin incelendigi az sayida ¢alisma Cizelge 5.1°de
verilmistir. Iran kaynakli M. parviflorum 6rneklerinin alt tiirleri calismalarda
belirtilmemistir. Khanavi, Ghasemian, Motlagh, Hadjiakhoondi ve Shafice (2005)
tarafindan iran’da farkli bolgelerden toplanan M. parviflorum bitkisinin kurutulmus
toprakiistii kisimlarindan su distilasyonuyla elde edilen ugucu yaglarm, GC ve GC/MS
analizleri yapilarak ugucu yag icerikleri arastirilmistir. M. parviflorum bitkisinin ugucu
yaginin major bilesenler olarak bisiklogermakren (%26,3), germakren D (%21,5) ve p-
karyofillen (%15,6), daha az miktarlarda ise limonen (%3,2), S-pinen (%2,4), geijeren
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(%2,3), spatulenol (%2,2) ve (E)-p-farnesen (%2,0) igerdigi tespit edilmistir [32].

Hamedeyazdan, Zarei, Salem, Asnaashari ve Fathiazad (2017) tarafindan Iran’da yapilan

caligmada ise, M. parviflorum bitkisinin ugucu yaginda ana bilesenler oleik asit (%11,8), a-

pinen (%10,2) ve germakren D (%9,8) olarak belirlenirken, takiben bisiklogermakren
(%5,8), fitol (%5,6), S-karyofillen (%5,3), karyofillen oksit (%5,2) ve 1-okten-3-ol (%5,1)

icerdigi bildirilmistir [31]. Bu iki ¢alismada germakren D major bilesikler arasinda yer

alirken, iki bitkide de oldukga farkli oranlarda bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Farkli orijinlerden toplanan Marrubium parviflorum ugucu yaglarinin analiz

calismalar1
Toplandig1 yer/ Bitki Elde edilis Ugucu Ana bilesenler (%) Kaynak
yil materyali metodu yag
verimi
(%)
Nevsehir/1994 M. Su 0,01 | hekzadekanoik asit (15,4) [19]
parviflorum distilasyonu germakren D (11,1)
subsp. 3s S-karyofillen (10,0)
oligodon (E)-p-farnesen (7,3)
kurutulmus
toprak Usti
kisimlart
fran/2001 M. Su 0,08 bisiklogermakren (26,3) [32]
parviflorum distilasyonu germakren D (21,5)
kurutulmus 3s p-karyofillen (15,6)
toprak Usti
kisimlar1
Iran/2014 M. Su - oleik asit (11,8) [31]
parviflorum distilasyonu a-pinen (10,2)
kurutulmus 2s germakren D (9,8)
toprak Ustl
kisimlar1
Afyon/2015 M. Su 0,012 (Z,2)-farnesil aseton [20]
parviflorum distilasyonu (19,28)
subsp. 5s karyofillen oksit (15,85)
oligodon pulegon (7,15)
kurutulmus
toprak Usti
kisimlar1
Bing61/2016 M. - - S-karyofillen (20,3) [21]
parviflorum germakren D (18,8)
subsp. bisiklogermakren (10,2)
parviflorum spatulenol (7,3)

yapraklari
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Ulkemizde Orta ve Dogu Anadolu’da yayilis gdsteren ve halk arasinda kullanildig: tespit
edilen endemik bitki M. parviflorum subsp. oligodon’un Afyon ve Nevsehir’den toplanan
orneklerinin ugucu yag bilesimleri bakimindan incelendigi iki ¢alisma bulunmaktadir
[19, 20]. Nevsehir’den toplanan M. parviflorum subsp. oligodon kurutulmus toprak fiistii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin major bilesenleri hekzadekanoik asit (%]15,4),
germakren D (%11,1), p-karyofillen (%10,0) ve (E)-p-farnesen (%7,3) olarak tespit
edilmistir [19]. Afyon’dan toplanan M. parviflorum subsp. oligodon kurutulmus toprak
istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagm major bilesenleri ise (Z,Z)-farnesil aseton
(%19,28), karyofillen oksit (%15,85) ve pulegon (%7,15) olarak belirlenmistir [20].
Ayrica, M. parviflorum’un diger alt tiiri lizerinde yapilan bir ¢alismada, Bing6l’den
toplanan M. parviflorum subsp. parviflorum yapraklarindan elde edilen ugucu yagin major
bilesenleri S-karyofillen (%20,3), germakren D (%18,8), bisiklogermakren (%10,2) ve
spatulenol (%7,3) olarak tespit edilmistir [21].

Yapilan g¢alismalar, M. parviflorum ugucu yaglarmmn bisiklogermakren, germakren D,
S-karyofillen, karyofillen oksit gibi seskiterpenler bakimmdan zengin oldugunu, bunun
yaninda bazi monoterpenik bilesikler (a-pinen, pulegon gibi) ve yag asitlerini (oleik,
palmitik asit gibi) igerdigini goéstermistir [19-21, 31-32]. Calismamizda, Kayseri’den
topladigimiz M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin ¢igekli toprak iistii kisimlarmdan
elde ettigimiz ugucu yagm diger boélgelerden toplanan bitki 6rneklerinden elde edilen
ucucu yaglarla benzer seskiterpenleri icermekle birlikte farkliliklar da gosterdigi
belirlenmistir. Kayseri’den topladigimiz bitki 6rneginin yakin lokasyonda bulunan,
Nevsehir’den toplanan M. parviflorum subsp. oligodon’un kurutulmus toprak {istii
kisimlarindan elde edilen ugucu yag ile major bilesenleri bakimindan benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir [19]. Ayrica, ¢alismalar farkli alt tiir olmakla birlikte, Bingd1’den toplanan
M. parviflorum subsp. parviflorum 6rneginin de ¢alismamizdaki Kayseri’den toplanan ve
literatiirdeki Nevsehir’den toplanan M. parviflorum subsp. oligodon 6rneklerine ugucu
yaglarmin major bilesenleri bakimindan benzerlik gosterdigini (5-karyofillen, germakren D
ve bisiklogermakren) ortaya koymustur (Bkz. Cizelge 5.1) [19,21]. Ugucu yaglarin
bilesimindeki bu farkliklarin bitkinin genetigi, yetistigi cografik kosullar ve iklim
farkliliklar1, yetistigi ytikseklik, bitkinin toplama zamani, kurutma ve saklama kosullari

gibi faktdrlerden kaynaklanabilecegi diigiiniilmiistiir.



36

Bitkilerde organik asitler, fenolik bilesikler ve ucucu yaglar baslica olmak iizere c¢esitli
bilesiklerin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Ucucu yaglarin
antimikrobiyal veya diger biyolojik aktiviteleri biyoaktif ugucu bilesenlerin varhigi ile

iligkili bulunmustur [52].

Calismamizda M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinden elde ettigimiz ugucu yag,
Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslarina kars1 disk
difiizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak antimikrobiyal aktivite yoniinden
incelenmistir. Sonug olarak, ugucu yagin E. coli ve S. aureus'e karsi antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu (swrastyla zon caplar1 20,9 mm ve 15,8 mm; MIK degerleri 3,9
mg/mL ve 7,8 mg/mL) belirlenmistir.

Literatiir taramasina gore, M. parviflorum subsp. oligodon turiine ait antimikrobiyal
aktivite caligmalar1 sonuglar1 Cizelge 5.2°de verilmistir. Keles, Ak, Bakirel ve Alpmar
(2001) yaptig1 calismada, M. parviflorum subsp. oligodon yaprak ve cigeklerinin etanol
ekstresinin disk difiizyon yonteminde inhibisyon zon ¢aplar1 Klebsiella pneumonia ATCC
13883 icin 8 mm, Staphylococcus aureus (Cowan I susu) i¢in 12 mm olarak, broth
makrodiliisyon yénteminde ise MIK degerleri S. aureus (Cowan I susu) igin 1 mg/mL ve
K. pneumonia igin ise 4 mg/mL olarak bulunmustur [42]. Yapilan diger bir ¢alismada ise
M. parviflorum subsp. oligodon turinin yaprak ve govdesine ait etanol ekstrelerinin
mikrodiliisyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. En diisik MiK degeri
M. parviflorum subsp. oligodon yaprak ekstresinin Listeria monocytogenes ATCC 96040
susuna kars1 (64 pug/mL), en yiiksek MIK degerleri ise yaprak ve govdesine ait etanol
ekstrelerinin Candida albicans ATCC 10231 susuna karst (4096 pg/mL’dan biiyiik)
hesaplanmistir [41].
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Cizelge 5.2. M. parviflorum subsp. oligodon tirine ait antimikrobiyal aktivite ¢caligmalar1

Materya | Toplanila | Kullanilan Metod Sonugclar Kayna
| n yer/ yil mikrorganizmalar k
Yaprak | Kastamon | Staphylococcus Disk Inhibisyon Kp 8 42
ve gicek | u 1999 aureus  (Cowan I | difizyo | zonu (mm)
etanol thlsu)t n
; reptococcus ; .
ekstresi agalactia (ATCC yontemi s o
7077)
Salmonella enteritidis
(ATCC 13076)
Salmonella -
gallinarum  (ATCC Broth Mlnlmum Kp 4
9184) makrodi | Inhibitor
Escherichia coli | lisyon konsantrasyon
(ATCC 25922) (MIK)
Klebsiella pneumonia (mg/ml) Sa 1
(ATCC 13883)
Pseudomonas
aeruginosa  (ATCC
9027)
Yaprak Kayseri Salmonella typhi | Mikro Minimum yaprak | govde | 41
etanol 2012 (CCM 5445) diliisyon | Inhibitdr
ekstresi Listeria konsantrasyon | MRSA | 1024 | 1024
ve monocytogenes (MIK)
_, (ATCC 96040) _
govde Sterptococcus (ng/ml) S. typhi 4096 2048
etanol pneumoniae (ATCC
ekstresi 29212)
Staphylococcus E.fecalis | 256 1024
aureus (ATCC 6538)
Methiciline Resistant
Staphylococcus
aureus MRSA (ATCC c. >4096 | >4096
43300) albicans
Enteroccoccus
faecalis (ATCC
15753) S. 512 1024
Candida albicans pneuma
(ATCC 10231) niae
S. 1024 1024
aureus
L. 64 128
monocyt
ogenes

Antimikrobiyal 6zelliklere sahip bitkiler antibiyotik kullanimiyla iligkili giincel problemler

nedeniyle bir¢ok calismanin odak noktasinda yer almaktadwr. Bu bitkilerden elde edilen
ucucu yaglar ve antimikrobiyal 6zellik gdsteren gesitli ekstreler, gidalarda lezzet vermenin

yani sira gida endiistrisinde gida giivenliginde ve ilag endiistrisinde kullanim alan1 bulmaya
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baslamustir. Bu baglamda yapilan ¢alismalara bakildiginda, 6ncelikle antimikrobiyal etkiler
iizerinde yogunlasildig1 goriilmektedir. Ancak mevcut ilaglarin hastaliklarin tedavisinde
gosterdikleri basarmin azalmasi ile farkli ¢6ziim yollarinin arastirilmasi kaginilmaz hale
gelmistir. Enfeksiyon gelisiminin en onemli etkenlerinden biri olan mikroorganizmalarin
biyofilm olusturmalari lizerine yapilan ¢alismalar bunlardan biridir. Biyofilmler genellikle
1islak bir yiizey iizerinde polisakkaritler, proteinler ve ¢esitli organik molekiillerden olusan
jelsi bir yapi1 olusturur [53]. Biyofilm olusumu ile hastalik etkeni mikroorganizmalar
tedavide kullanilan ila¢ ve antimikrobiyal ajanlara karsi diren¢ gelistirebilmektedir.
Biyofilmde yer alan mikroorganizmalarin planktonik formlarina gore antibiyotiklere 100-
1000 kat daha direngli oldugu gozlenmistir [54]. Biyofilm yapisinin olusumunun
engellenmesi ya da yapinin inhibe edilmesi, tedavide basar1 oranini arttrmak amagli
yapilan calismalar arasinda oldukca 6nemli bir yer tutmaktadir. Son yillarda yapilan
arastrmalar sonucunda bitkilerden elde edilen ugucu yag, ekstre ve fraksiyonlarin
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans ve Listeria monocytogenes gibi
mikroorganizmalara karsi antibiyofilm aktivitesi kanitlanmistir [53]. Calismamizda,
antibiyofilm aktivitenin belirlenmesinde  biyofilm olusturdugu bilinen ve enfeksiyon
etkeni olan Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslar1
secilmistir. Uygulanan mikroplaka biyofilm testinde, kristal viyole ile boyama yapilmis ve
595 nm dalga boyunda optik dansite degerleri Olciilerek % biyofilm inhibisyonu
hesaplanmistir. Sonug olarak, M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yagmin E. coli ve S.
aureus’un biyofilm olusumuna karsi yiiksek inhibisyon gosterdigi (sirasiyla inhibisyon
oranlar1 %89,0 ve %84,4) belirlenmistir. Yaptigimiz literatiir taramasi sonucunda,
Marrubium cinsine ait antibiyofilm aktivite ¢alismalarina ait sonuglar Cizelge 5.3’de bir
araya getirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, M. vulgare yapraklarinin etanol ekstresinin
Pseudomonas aeruginosa susuna karsi %53,3 azalma ile antibiyofilm aktivite gosterdigi
belirtilmistir [55]. Chemsa ve digerlerinin (2016) yaptigi bir ¢alismada, M. deserti toprak
iistli kisimlarindan elde edilen ugucu yag ve metanol ekstresinin antibiyofilm aktivitesi
mikroplaka biyofilm testi yontemiyle arastirilmistir. En yiiksek antibiyofilm aktivite
metanol ekstresi (25 mg/mL) i¢in Micrococcus luteus NRRL B-4375 susuna kars1 %69,31,
ugucu yag (25 pL/mL) i¢in ise Candida albicans ATCC 10239 susuna kars1 %36,62 olarak
hesaplanmistir [56]. M. vulgare tlrl tzerine yapilan bir arastirmada, etanol ekstresinin 2,5
mg/ml konsantrasyonda antibiyofilm aktivitesi Streptococcus mutans ATCC 25175 susuna

kars1 mikroplaka biyofilm test yontemi kullanilarak %85,60 olarak tespit edilmistir [57].



Cizelge 5.3. Marrubium cinsine ait antibiyofilm aktivite caligmalar1
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Bitki ve bitki Mikroorganizma Yontem % Inhibisyon Kaynak
materyali
M. vulgare yapraklar1 | Pseudomonas Kristal viyole 53,3 55
etanol ekstresi aeruginosa
M. deserti toprak Staphylococcus Mikroplaka biyofilm | 19,21 56
tistli kistmlar1 ugucu aureus
tsti Kisumiar ug ATCC 25923
yagi Staphylococcus 4,96
aureus
ATCC 6538P
Staphylococcus 29,81
epidermidis MU 30
Bacillus subtilis 27,98
ATCC 6633
Bacillus cereus 26,66
RSKK 863
Micrococcus luteus 23,75
NRRL B-4375
Streptococcus mutans 20,36
CNCTC8/77
Candida albicans 36,62
ATCC 10239
M. deserti toprak Staphylococcus 28,90
istii kistmlart aureus
metanol ekstresi ATCC 25923
Staphylococcus 27,25
aureus
ATCC 6538P
Staphylococcus 56,28
epidermidis MU 30
Bacillus subtilis 7,57
ATCC 6633
Bacillus cereus 49,66
RSKK 863
Micrococcus luteus 69,31
NRRL B-4375
Streptococcus mutans 29,27
CNCTC 8/77
Candida albicans 34,32
ATCC 10239
M. vulgare etanol Streptococcus mutans | Mikroplaka biyofilm | 85,60 57

ekstresi

ATCC 25175
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Calismamizda, M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin ¢igekli toprak iistii kisimlarindan
elde edilen ugucu yagin insan epitel karsinoma hiicre hatti (A549) ve saglikli insan
bronsiyal epitel hiicre hattina (BEAS-2B) kars1 sitotoksik aktiviteleri MTT test yontemiyle
% canlilik ve ICso degerleri Olglilerek arastirilmistir. Sonug olarak, ugucu yagin A549
kanser hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik aktivite (hiicre canliligt 1000 pg/mL
konsantrasyonda % 41,29 ve ICso degeri: 866,4 pg/mL) gosterdigi tespit edilmistir.
Marrubium tiirleri tizerinde yapilan sitotoksik aktivite arastirmalar1 Cizelge 5.4’de
toplanmigstir. Literatlir aragtirmamiza genel olarak baktigimizda, Marrubium cinsine ait
cesitli tiirlerden hazirlanan farkl ekstreler ve fraksiyonlarin sitototoksik aktivitesinin farkl
kanser hiicre hatlarma kars1 incelendigi goriilmektedir. Marrubium cinsinin  sitotoksik
aktivite bakimmdan en fazla ¢aligilan tiirii M. vulgare olarak gorilmektedir (Bkz. Cizelge
5.4). Zarai ve digerleri (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, M. vulgare ucgucu yagmin
HeLa hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitesi incelenmis, ICsg degeri 0,258 pg/mL ve hiicre
canliligi %0,31 olarak bulunarak yilksek sitotoksik aktivite tespit edilmistir [58]. M.
cylleneum kurutulmus toprak iistii kisimlarindan izole edilen pilloin adli bilesigin periferik
kan lenfositlerine karsi sitotoksik etkisinin incelendigi calismada, hiicre canlilig1 %2125
olarak bulunmustur [59]. M. cylleneum metanol ekstresinden elde edilen gesitli
fraksiyonlarin A375 (insan melanoma) ve BJ (Normal insan cilt fibroblast) hiicre hatlar
iizerinde yapilan arastirmada ise, A375 hiicre hattina karsi nonhidrolize fenolik asit
fraksiyonun ICso degeri 142,03 pg/mL olarak hesaplanmistir [60]. Baska bir arastirmada
ise, M. astracanicum subsp. macrodon kurutulmus toprak tstii kisimlarindan elde edilen
cesitli ekstrelerin L6 (Rat iskelet miyoblast) hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkileri

incelenmis ve n-hekzan ekstresinin 1Cso degeri 88,3 pg/mL olarak tespit edilmistir [61].



Cizelge 5.4. Marrubium tiirleri iizerinde yapilan sitotoksik aktivite arastirmalari
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Test Bitki Kismu Test materyali Hiicre hatt1 1Csq % Canlilik | Kaynak
MTT M. vulgare Hekzan ekstresi RD(Embriyonal 23,67+2,20 - 62
kurutulmus rabdomiyosarkoma)
toprak ustil _
kisimlar Diklorometan - -
ekstresi
Metanol ekstresi - -
Hekzan ekstresi BSR(Hamster bobrek | 128,8+7,73 -
adenokarsinoma)
Diklorometan 26,42+27 -
ekstresi
Metanol ekstresi 97,85 -
Hekzan ekstresi Vero(Maymun bobrek | 30,12+3 -
kanser hiicre hattr)
Diklorometan 50+3,68 -
ekstresi
Metanol ekstresi 14548,2 -
Tripan mavisi M. cylleneum Pilloin bilesigi Periferik kan - %21+2,5 59
kurutulmusg lenfositleri
toprak Ustu
kisimlari
MTT M. vulgare taze Ugucu yag HeLa (Servikal kanser) | 0,258 pg/mL %00,31 58
toprak Ustu (1000
kisimlari png/mL
ugucu
yagda)
Luminesens M. Metanol ekstresi | L6 (Rat iskelet | >90 pg/mL 61
tayini (Alamar | astracanicum miyoblast)
mavisi) subsp.
macrodon
kurutulmus
toprak Ut n-Hekzan 88,3 ng/mL
kisimlari ekstresi
Kloroform >90 pg/mL
ekstresi
Su ekstresi >90 pg/mL
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Cizelge 5.4. (devam) Marrubium tiirleri iizerinde yapilan sitotoksik aktivite aragtirmalari

Luminesens M. vulgare Metanol LN229 (Glioblastoma) | >50 pg/mL >9%50 63
tayini toprak Usti ekstresinin
kisimlari diklorometan fr. T98G  (Glioblastoma | >50 pg/mL >%50
multiforme)
Us7MG >50 pg/mL >%40
(Glioblastoma)
Jurkat (Akut T-l6semi | 11,54+2,83 < %6
hiicresi) png/mL
Jeko-1 (Non-Hodgkin | 6,04+2,77 < %6
lenfoma) png/mL
SW620 (Kolorektal | 10,58+4,37 %33,11
adenokarsinom) pg/mL
SW480 (Kolorektal | - >%60
adenokarsinom)
PC-3 (Prostat | >50 pg/mL >%40
adenokarsinom)
U20S (Osteosarkoma) | >50 pg/mL >%40
NIH/3T3 (Normal | - -
embriyonik  fibroblast
hiicresi)
Luminesens M. vulgare Metanol ekstresi | U87 (Glioblastoma 270,3 uM %69,9 64
tayini toprak Ustu multiforme)
kisimlari
LN229 (Glioblastoma 343,9 uM %71
multiforme)
T98G (Glioblastoma 336,6 uM -
multiforme)
Kristal viyole M. vulgare Etanol ekstresi B16 ( Murin ~120 pg/mL - 65
ve toprak Ustu melanoma)
kisimlari
MTT U251 Glioma ~120 pg/mL -
MTT M. vulgare tim Metanol ekstresi | Vero (Afrika yesil | 90 pg/mL - 66
bitki maymun bobrek epitel
hicresi)
Hekzan fr. 50 pg/mL -
Kloroform fr. 140 pg/mL -
Etil asetat fr. - -
n-butanol fr. - -




Cizelge 5.4. (devam) Marrubium tiirleri iizerinde yapilan sitotoksik aktivite aragtirmalari
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MTT

M. vulgare
cicekli tum bitki

MeOH
ekstresinin
nonhidrolize
fenolik asit fr.

MeOH
ekstresinin
asidik  hidroliz
fr.

MeOH
ekstresinin alkali
hidroliz fr.

A375 (insan
melanoma)

74,16 ng/mL

MeOH
ekstresinin
nonhidrolize
fenolik asit fr.

MeOH
ekstresinin
asidik hidroliz fr

MeOH
ekstresinin alkali
hidroliz fr

BJ (Normal insan cilt
fibroblast)

60

MTT

M. cylleneum
gicekli tum bitki

MeOH
ekstresinin
nonhidrolize
fenolik asit fr.

MeOH
ekstresinin
asidik  hidroliz
fr.

MeOH
ekstresinin alkali
hidroliz fr.

A375 (insan
melanoma)

142,03ug/mL

MeOH
ekstresinin
nonhidrolize
fenolik asit fr.

MeOH
ekstresinin
asidik hidroliz fr

MeOH
ekstresinin alkali
hidroliz fr.

BJ (Normal insan cilt
fibroblast)

%68,2+11,
5

60
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Cizelge 5.4. (devam) Marrubium tiirleri iizerinde yapilan sitotoksik aktivite aragtirmalari

MTT M. MeOH A375 (insan | 75,49ug/mL - 60
friwaldskyanum | ekstresinin melanoma)
cicekli tum bitki | nonhidrolize

fenolik asit fr.

MeOH
ekstresinin
asidik  hidroliz
fr.

MeOH
ekstresinin alkali
hidroliz fr.

MeOH BJ (Normal insan cilt | - 77,5+8,16
ekstresinin fibroblast
nonhidrolize
fenolik asit fr.

MeOH
ekstresinin
asidik hidroliz fr

MeOH
ekstresinin alkali
hidroliz fr.

Sonug olarak baktigimizda; tez ¢alismamiz iilkemizde endemik olarak yetisen, Kayseri
bdlgesinden toplanan M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin toprak iistii kisimlarindan
elde edilen ucucu yagin kimyasal bilesiminin incelendigi ve bu wugucu yagin

antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik aktivitelerinin arastirildigi ilk calismadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinin kurutulmus ¢icekli toprak tstii
kisimlarindan su distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin kompozisyonu es zamanlit GC ve
GC/MS yontemleri ile analiz edilmistir. Analiz sonuglarma gore, ugucu yagin ana
bilesenleri bisiklogermakren (%21,3), ardindan germakren D (%7,2), S-karyofillen (%6,6)
ve karyofillen oksit (%5,2) olarak tespit edilmistir. Daha az miktarlarda ise, (Z)-f-farnesen
(%4,9), nonokozan (%4,4), spatulenol (%4,4) hekzadekanoik asit (%4,3),
hekzahidrofarnesil aseton (%3,5), hekzakozan (%3,4), a-pinen (%3,2) ve limonen (%2,4)

tasidig1 belirlenmistir.

M. parviflorum subsp. oligodon bitkisinden elde ettigimiz ugucu yagin disk diflizyon
yonteminde inhibisyon zon ¢aplari, E. coli ATCC 25922 igin 20,9 mm ve S. aureus ATCC
29213 i¢in 15,8 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Broth mikrodiliisyon yontemi sonuglarina gore ise
MIK degerleri E. coli ATCC 25922 igin 3,9 mg/mL ve S. aureus ATCC 29213 icin ise

7,80 olarak bulunmustur.

Calismamizda elde ettigimiz ugucu yagm, E. coli ATCC 25922 icin %89,0 ve S. aureus
ATCC 29213 %84,4 biyofilm inhibisyon oranlar1 tespit edilmistir. Elde ettigimiz biyofilm
inhibisyon oranlarina gore M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yagmin yiiksek

antibiyofilm aktivite gosterdigi belirlenmistir.

M. parviflorum subsp. oligodon ugucu yagmin 1000 pg/mL konsantrasyonda % hiicre
canliligit BEAS-2B hicreleri icin 5,36 ve AS549 hiicre hatt1 igin ise %41,29 olarak
Olgtilmiistiir. Ugucu yagin ICso degerleri BEAS-2B ve A549 hiicre hattina karsi sirasiyla
552,5 pg/mL ve 866,4 pg/mL olarak hesaplanmustir.

Caligmamiz, Kayseri’den toplanan M. parviflorum subsp. oligodon’un toprak istii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesiminin belirlendigi kapsamli bir
calisgma olup, antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik aktivitelerinin incelendigi ilk

calismadir.

Sonuglarimiza gore, M. parviflorum subsp. oligodon bitkisi potansiyel etkili
antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik bilesenleri kesfetmek i¢in dnemli bir kaynak

olarak degerlendirilmistir. Bu ¢alisma, iilkemizde endemik olarak yayilis gosteren ve halk
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arasinda kullanimi bulunan M. parviflorum subsp. oligodon’un tibbi bitki olarak

potansiyelinin ortaya konmasinda 6nemli bir rapor niteligindedir.
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