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OZET

TURKIYE’DE YETISEN LEONURUS L. TURLERI UZERINE FARMASOTIK
BOTANIK YONDEN ARASTIRMALAR

Nagehan SALTAN
Farmasétik Botanik Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2021
Danisman: Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE

Bu c¢aligmada, Tiirkiye’de yetisen Leonurus L. cinsine ait tiirlerin morfolojik ve
anatomik karakterleri ayrintili olarak belirlenmis, morfolojik 6l¢iimler SPSS programi
kullanilarak kiimeleme analizi ve ayirma analizi teknikleri ile degerlendirilmistir. Bu
amagcla, calisilan taksonlar ¢igeklenme zamanlarinda farkli lokalitelerden toplanmistir.
Govde, kaliks ve nutletlerin mikromorfolojik 6zellikleri ve polenlerin yiizey
ornamentasyonlart SEM kullanilarak ilk kez tanimlanmistir. Leonurus tiirlerinin toprak
Ustii kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin DPPH® ve ABTS™™
yontemleri ile antioksidan etkileri karsilastirilarak, toplam fenolik madde miktarlar
Folin-Ciocaltaeu yontemi ile gallik asit esdegeri cinsinden belirlenmis ve sonuglar
iliskilendirilmistir. En yiiksek degerin (170 mg GAE/g) tespit edildigi Bursa’dan toplanan
L. cardiaca taksonunda, antioksidan etkinin de en yiiksek oldugu goriilmistiir.
Antimikrobiyal duyarlilik testleri ile antibakteriyal ve antifungal etkiler, 12 patojen
mikroorganizmaya kars1 ortaya konmustur. Ekstrelerin A549, MCF7 ve C6 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri MTT yontemi kullanilarak incelenmis ve C6 hiicre hatti
tizerinde oldukca etkili olduklar1 belirlenmistir. Elde edilen biyolojik etkilerin
degerlendirilmesi agisindan, her bir ekstrenin kimyasal bilesimleri YPSK-KS/KS ile
analiz edilmis, ana bilesenler (genkvanin, verbaskozit) belirlenmistir. Ek olarak, tez
konusunu olusturan tiirlerin, DNA dizi analizleri i¢in ITS primerleri kullanilmis, bu gen
bolgeleri sekanslanarak GenBank verileri ile karsilagtirilmis ve tiirler arasindaki
filogenetik iligkiler degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gére ITS primerleri ile
tiirler diizeyinde bagaril1 bir ayirim yapilmistir.

Anahtar Sozciikler: Leonurus L., Biyolojik aktivite, ITS, Morfo-anatomi, YPSK-
KS/KS



ABSTRACT

PHARMACEUTICAL BOTANY INVESTIGATIONS on LEONURUS L. SPECIES
GROWING in TURKEY

Nagehan SALTAN
Department of Pharmaceutical Botany
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2021
Supervisor: Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE

In this study, morphological and anatomical characters of species belonging to the
genus Leonurus L. growing in Turkey were determined in detail, and the morphological
measurements were evaluated by cluster analysis and discriminant analysis techniques
using SPSS program. For this purpose, the studied taxa were collected from different
localities at flowering times. Micromorphological features of stem, calyx and nutlets and
surface ornamentations of pollens were described for the first time using SEM. By
comparing the antioxidant effects of the extracts prepared with different solvents from
the aerial parts of Leonurus species with DPPH" and ABTS " assays, the total phenolic
substance amounts were determined in gallic acid equivalent by Folin-Ciocaltaeu method
and the results were associated. It was observed that the antioxidant effect was the highest
in the L. cardiaca taxon collected from Bursa, where the highest value (170 mg GAE /g)
was detected. Antibacterial and antifungal effects have been demonstrated against 12
pathogenic microorganisms with antimicrobial susceptibility tests. The cytotoxic effects
of the extracts on A549, MCF 7 and C6 cells were examined using the MTT method and
it was determined that they were highly effective on the C6 cell line. In terms of
evaluating the biological effects obtained, the chemical composition of each extract was
analyzed by HPLC-MS/MS, and the main components (genkwanin, verbascoside) were
determined. In addition, ITS primers were used for DNA sequence analysis of the species
that constitute the thesis subject, these gene regions were sequenced and compared with
the GenBank data, and the phylogenetic relationships between the species were evaluated.
According to the results, a successful distinction was made at the level of species with
ITS primers.

Keywords: Leonurus L., Biological activity, ITS, Morpho-anatomy, HPLC-MS/MS
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programiyla” tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calisgmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Nagehan SALTAN
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1. GIRIS VE AMAC

Tirkiye, iklimsel, edafik, cografik ve jeolojik c¢esitlilik gibi bir¢ok biyotik ve
abiyotik farkliliga sahip oldugu i¢in, i¢erdigi 10000'den fazla bitki tiirii ve %35 endemizm
orani ile diinyanin en 6nemli bitki biyogesitlilik merkezlerinden biridir [1].

Ulkemizde Akdeniz, Iran-Turan ve Avrupa-Sibirya olmak iizere ii¢ farkl
fitocografik bolge bir araya gelmektedir [2-4].

Tiirkiye farkli iklim kugaklariin kesisme noktasinda yer almasi nedeniyle, bitki tiir
ve cesitliligi acisindan oldukga zengin bir iilke olup, halk arasinda kullanim agisindan
onemli bir yeri olan Lamiaceae bitkileri bakimindan da 6nemli bir gen merkezidir [3]. Bu
familya, lkemizin tiir sayis1 bakimindan en zengin familyalarindan olup, %44.2
endemizm oranina sahiptir

Lamiaceae (Labiatae/Ballibabagiller), Anadolu’da yaygin kullanimi olan en biiytlik
familyalardan biridir. Familyanin etnobotanik mirasi, gida ve tibbi amaglar i¢in kullanilan
bircok aromatik bitki icerdigi igin biiyiik ve énemlidir. Uyelerinin birgogu ekime alinmus
ve yenilebilir yapraklari, ¢igekleri ve tohumlart igin yetistirilmistir. Biiylik bir kismi
bitkisel caylar, baharatlar, damitilmis su veya kozmetikte kullanilan yag olarak
tilketilmek tizere dogadan toplanmaktadir [5].

Lamiaceae bitkileri, sekonder metabolitlerinin yapilari agisindan ¢ok zengin bir
cesitlilik gosterir. Iridoitler, flavonoitler, rosmarinik asit, klorojenik asit, kafeik asit
tirevlerinin yani sira izoprenoitler (mono-, seski-, di-, triterpenoitler, steroitler,
fitoekdisteroitler) bakimindan da zengindirler. Ugucu terpenoitler ve iridoit glikozitler,
Lamiaceae bitkileri arasinda yararli belirtegler saglar. Benzer sekilde, kafeik asit tiirevleri
de familya iiyeleri icin potansiyel taksonomik degere sahip olmustur. Ustelik bu
familyanin bir¢ok bitkisi, diinyadaki ucucu yag iiretimi nedeniyle ekonomik 6neme sahip
olup, biyolojik ve tibbi uygulamalarda yararlanilan ¢ok cesitli bitkileri biinyesinde
barindirir. Bu familyanin en bilinen tiyeleri Origanum L., Mentha L., Salvia L.,
Rosmarinus L., Melissa L. gibi cinslere ait olan ¢esitli tibbi ve aromatik bitkilerdir. Bu
zengin yapisal ¢esitlilik nedeniyle, Lamiaceae bitkileri ilag kesif ¢alismalar1 igin gekici
bir konu olmustur. Ayrica bitkilerin ¢ogu geleneksel tipta bitkisel ilaglar olarak da
bilinmekte ve bir kism1 Tiirkiye'de bitki ¢ay1 olarak kullanilmaktadir [5].

Insanlik tarihi boyunca sifali oldugu diisiiniilen tibbi bitkiler, cesitli hastaliklari
tedavi etmek icin her zaman ilag olarak kullamilmustir [6]. Diinya Saglik Orgiitii'ne

(WHO) gore, gelismekte olan iilkelerin toplam niifusunun yaklasik %80'i hala esas olarak
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bitki bazli ilaglart kullanmaktadir [7]. Tedavilerin ¢ogunda tibbi bitkinin 6zleri ve aktif
bilesikleri kullanilmaktadir [8].

Giiniimiizde tibbi bitkilerin bazi hastaliklar1 iyilestirmedeki kanitlanmis etkinligi ve
kullaniminin giivenli oldugunu gosteren iddialar nedeniyle, diinyada tibbi bitki
tiiketiminde de ciddi bir artis gézlenmektedir [9].

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) diinya c¢apinda en yaygin rastlanan
hastaliklardan biridir ve bu hastaliklara bagli olarak 6liim orani her yil artmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii, KVH'lardan 6len toplam insan sayisinin diinya capindaki &liimlerin
%31'ini temsil eden yaklagik 17.9 milyon kisi oldugunu tahmin ettigini bildirmistir. Bu
durumdan dolayi, tibbi degerleri bulunan bazi bitkilerin kardiyovaskiiler hastaliklar
tizerindeki aktiviteleri ile ilgili olarak yapilan calismalarin, kardiyovaskiiler hastalik
yonetiminde kullanilmas: olduk¢a Onemlidir. Kalp ve kan damarlar1 bozukluklari,
koroner kalp hastaligi, kalp yetmezligi, serebrovaskiiler hastalik (fel¢), kan basincinda
artis (hipertansiyon) ve miyokardiyal enfarktiis, KVH'ye neden olan onciilerdir [10].
KVH’a bagh 6liimlerin %80' inden sorumlu olan koroner kalp hastaligi ve felg, beyne ve
kalbe oksijen eksikliginden kaynaklanir. Kan damar1 i¢inde yag birikintilerinin artmast,
serebral ve koroner arterlerin tikanmasina neden olarak yol boyutlarini daraltir [11].

Kanser de 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri oldugu i¢in kanserle ilgili de diinya
capinda arastirmalar yapilmaktadir. Kanser iizerine yapilan g¢alismalar, cogu cesitli
bitkilerden kaynaklanan biyolojik olarak aktif maddelerin, kanser hiicreleri tizerindeki
etkilerini incelemektedir [12, 13]. Bitki biyoteknolojisi, aktif bitki bilesiklerinin ucuza
edinilmesine izin verebileceginden bu ¢alismalarda biiyiik bir rol oynamaktadir. Ayrica,
mevcut kanser tedavisi basar1 orani yeterli olmadigindan, kanser dnleyici bilesiklerin
olas1 kaynaklari olarak bitkilere ilgi artmistir. Kanser tedavisinde gelecekte uygulanacak
antikanser ajanlarin mekanizmalarin1 anlamak Onemlidir. Mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybi, sitokrom C'nin salinmasi, apoptozu indiikleyen faktdr ve Bcl-2
ailesi proteinlerinin aktivitesindeki degisiklikler dahil olmak iizere, apoptoz sirasindaki
birgok Onemli olay mitokondri ile yakindan iligkilidir [14]. Daha Onceki galigmalar
apoptozun igsel ve digsal yollarla indiiklenebilecegini ve Leonurus ekstreleri ile tedaviyi
takiben cesitli derecelerde glioma hiicrelerinde mitokondriyal potansiyel kaybinin
indiiklenebilecegini gostermistir [15].

Leonurus L. (Lamiaceae) cinsine ait tiirlerin, igerdikleri bilesiklerden kaynakli

olarak ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve jinekolojik rahatsizliklar basta olmak

26



tizere pek ¢ok hastagin tedavisinde degerlendirilmeleri ile ilgili olarak bir¢ok arastirma
yapilmistir. Genis bir aktivite yelpazesine sahip olan Leonurus cinsine ait L. cardiaca L.,
L. glaucescens Bunge, L. persicus Boiss. ve L. quinquelobatus Gilib. tiirlerinin iilkemizde
Marmara, Trakya ve Dogu Anadolu bolgelerinde dogal yayilis gosterdigi bildirilmistir
[1]. Leonurus cinsi igerisinde yer alan tiirlerden biri olan ve Avrupa Farmakopesi
monografi olan L. cardiaca ‘nin, Orta ve Kuzey Asya'da ortaya ¢iktig1, 17. yiizyilda Bati
Avrupa'ya yayildigr ve 19. yiizyilda sOmiirgeciler tarafindan Kuzey Amerika'ya
getirildigi diistiniilmektedir. Asya ve Glineydogu Avrupa'ya 6zgii olan L. cardiaca, tibbi
kullanimi nedeniyle tiim diinyaya yayilmistir [16, 17].

Kardiyak bozukluklarin yani sira, kadinlara 6zgii rahatsizliklarin tedavisindeki
potansiyel uygulama, L. cardiaca'y1 hem geleneksel dogu hem de modern tipta alternatif
tedavilerin gelistirilmesi i¢in ¢ok iyi bir aday haline getirmistir [16, 18]. Endikasyonlar
noropatik ve fonksiyonel kardiyak bozukluklarm tedavisi igindir. Avrupa Ilag Ajansi
(EMA) raporlar1 Leonuri cardiacae herba’nin, bitkisel tibbi {irtinlerinin sinirlilik, sinirsel
kalp sikayetleri ve uyku bozukluklari igin geleneksel kullanimini onaylamaktadir [18].
Bitkinin bir¢ok kimyasal bileseni (alkaloitler, iridoitler, saponinler, flavonoitler,
glikozitler ve diterpenoitler) tespit edilmis ve izole edilmistir, ancak bunlarin tibbi
kullanimla ilgisi tam olarak arastirilmamaistir.

Tiirkiye’de yayilis gosteren Leonurus cinsinde yer alan tiirler ile ilgili olarak, sinirh
sayida ¢aligma vardir. Diinya genelinde bitki preparatlarinin halk arasinda ¢ok yaygin bir
kullanimi olmasina karsin, L. cardiaca digindaki tiirlerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili
bilgiler de olduk¢a sinirhdir. Ulkemizde yayilis gdsteren L. cardiaca, L. glaucescens, L.
persicus, L. quinquelobatus tiirlerine ait detayli ¢aligmalara rastlanmamis olmasi bu cinsi
tercih etme sebeplerimizdendir. Tirkiye Florasi’'nda ¢ok yaygmn olan Lamiaceae
familyas: tilirlerinin tamamlayici tipta yaygin kullanimi ve bir¢ok hastaligin tedavisinde
tibbi bitki olarak kullanilabilme potansiyelleri de olduk¢a 6nemlidir.

Bu bilgiler 1s181inda, tez konusunu olusturan Leonurus cinsine ait tiirler arasindaki
morfolojik karakterlerin ¢esitliliginin molekiiler verilerle birlikte ortaya konmasiyla,
cinsin taksonomisinin ve filogenisinin aydinlatilmasinin yani sira, anatomik yapilari ve
polen Ozellikleri arastirilmistir. Ayrica bitkilerin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin biyolojik etkileri ve bu etkilerden sorumlu olabilecek bilesikler YPSK- KS/KS

analizleri ile belirlenmeye calisilmistir.
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2. KAYNAK BILGISI
2.1. Lamiaceae Familyasi

Familya ilk kez De Jussieu tarafindan 1789 yilinda “Labiatac” adiyla
isimlendirilmis, daha sonra Lindley tarafindan “Lamiaceae” olarak adlandirilmistir [3,
19]. Lamiaceae 230'dan fazla cins ve yaklasik 7200 tiirii ile en biiyiik ¢igekli bitki
familyalarindan biri olup, hem kiiltiirel hem de ekonomik olarak diinya ¢apinda biiyiik
oneme sahiptir [20]. Tiirkiye'de Lamiaceae, takson sayisina gore ligiincti, tiir sayisina gore
dordiincti, endemik tiir sayisi bakimindan ise tgilincii biiyiikk familya olarak kabul
edilmektedir [21]. Lamiaceae familyasini olusturan taksonlar 7 alt familya igerisinde yer
alirlar [22]. Ulkemizde 46 cins ve 782 takson (603 tiir, 179 alttiir ve gesit) iceren
familyadaki 346 takson (271 tiir, 75 alttiir ve ¢esit) endemiktir (~ %44). Familyada
tirlerin yaklasik %72'si en biiyiik 10 cins i¢inde bulunurken, 15 cinsin sadece bir tiirii
vardir. 24"l endemik olan 28 hibrit tiirli vardir. Takson sayisina gore en biiylik bes cins,
Stachys L. (118 takson), Salvia L. (107 takson), Sideritis L. (54 takson), Phlomis L. (53
takson) ve Teucrium L. (49 takson)’dur. Tiirkiye'de taksonlarin cogu Akdeniz, i¢ Anadolu
ve Dogu Anadolu cografik boélgelerinde yogunlagmistir. Sonuglar, Tiirk Lamiaceae
taksonlarinin ¢ogunun Akdeniz cografi bolgesinde, 6zellikle 283 taksonla bolgenin dogu
kesiminde dagildigini gostermistir. Taksonlarin ¢ogu Akdeniz fitocografik bolgesinde,
daha sonra Iran-Turan fitocografik bolgesinde, az bir kismi ise Avrupa-Sibirya
fitocografik bolgesinde endemiktir [23].

Tiirkiye'de etnobotanistler 81 familyada yaklasitk 1200 yenilebilir takson
kaydetmislerdir ve Lamiaceae 169 kayitla en 6nde yer almaktadir [21]. Yenilebilir
tirlerin endemizm oran1 Tirkiye'nin tiim endemik tiirlerinde %2.8 (104 yenilebilir
endemik/ 3649 endemik takson) iken, Lamiaceae yenilebilirlerinin endemizm orant %
8.6'dir. Ayrica Lamiaceae familyasinda ¢ay ve baharat gibi yenilebilir tlirlerin endemizm
orani %23.6’ya ulasmaktadir. Bunlar arasinda Sideritis, Salvia, Thymus L. ve Origanum
tiirleri en yiiksek sayilarla temsil edilmektedir [21].

Lamiaceae iiyelerinin govdeleri belirgin sekilde dort koselidir ve gesitli mekanik
dokulardan (odunsu ksilem igeren vaskiiler demetler, sklerenkima lifleri ve kollenkima
lifleri) olusan bir dis gliglendirme gergevesine sahiptir. Familya tiyelerinin ¢ogu; dekussat
yaprak, iki dudakl ¢igcek, derin dort loblu bir ovaryum ve dort stamen tasir. Lamiaceae
uzun siiredir ortak karakterleri nedeniyle Verbenaceae ile yakindan iliskili olarak kabul

edilmistir [24].
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Lamiaceae, Verbenaceae familyasindan ginekeum ve meyve yapisti ile ayirt edilir.
Cogu Verbenaceae tiirii, terminal uglu boliinmemis bir ovaryuma sahipken, Lamiaceae
dort loblu bir ovaryuma sahiptir.

Lamiaceae familyasi {liyeleri aga¢ ve/veya ¢ali seklinde olup, genellikle kokulu ve
aromatiktir. Govde siklikla dort koseli ya da nadiren daha c¢ok yash kisimlarda
yuvarlagimsi, dikten yatik ucta yiikselen, bazen gévdeden ¢ogalict uzun veya ince uzun
yapidadir. Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pinnat ve daima karsilikli olup, dekussat
diziliglidir. Cigekler vertisillat dizilisli, siklikla ugta, gevsek ya da sik sekilde dizilmis,
birlesik salkimli, sapli veya sapsiz bir ¢igekli ya da daha fazla ¢icekli ya da basgik sekilde
diizenlenmistir. Brakteler yapraklarda kolayca ayrilir ya da yapraklara benzer; brakteoller
var ya da yoktur. Kaliks genellikle 5 loplu, Gistte 3 disli, altta 2 disli, nadiren loblar veya
digler 1 ve 1 veya 1 ve 4 veya kaliks aktinomorfik, 5-20 damarlidir. Korolla gamopetal,
zigomorfik ve bilabiat olup, genellikle iist dudak belirsiz sekilde falkat, diiz veya konkav,
alt dudak 3 loplu olup, nadiren iist dudak kii¢iilmiis ve alt dudak 5 loblu veya 1 iist ve 4
alt loblu veya korolla aktinomorfiktir. Stamenler korolla tiipiine yapisik, 4 didinam ya da
2 olup, posterior (iist) ¢ift genellikle anterior (alt) ¢iftten daha kisa iken, 1 tanesi de steril
sekilde 6n kisimda, serbest ya da birlesik hepsi bir arada da bulunabilir. Filamentler kisa
veya uzamis, genellikle ta¢ yaprak tiiplinden daha uzun ve disaritya uzamis, bazen ¢ok
uzun sekilde tiipten uzamis; paralel, birbirlerinden ayrilmis ya da ugta ylkselici
sekildedir. Ovaryum tist durumlu, 2 karpelli, 4 loblu, stilus ginobazik, stigma bifiddir [3].

Yapraklarin dekussat diziligli olmasi, Vvertisillastrum durumda ¢igeklerin
bulunmasi, kaliks ve korollanin bilabiat olusu, stilusun ginobazik stigmanin bifid olmas1
ve meyvanin 4 nuksa ayrilmast gibi ozellikler, bu familyanin diger familyalardan
kolaylikla ayirt edilmesini saglamaktadir. Bagi 8-16 hiicreli pul seklindeki salgr tityleri de
familya icin karakteristiktir. Cinsler stamen sayisi, korolla sekli ve rengi, stamenlerin
korollanin iist dudagina gére uzunlugu, tiiy durumu, kaliks boyu, nutlet yapis1 ve tek veya
cok yillik olusuna gore ayrilirlar. Lamiaceae familyasinda, Lamioideae’nin 63 cins ve

yaklasik 1250 tiirle ikinci sirada oldugu, yedi alt familya bulunmaktadir [25].
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Subfam. Symphorematoideae Brig. in Engler & Prantl (1895)
Subfam. Viticoideae Brig. in Engler & Prantl (1895)
Subfam. Ajugoideae Kostel. (1834)

Subfam. Prostantheroideae Luerss. (1882)

Subfam. Scutellarioideae (Dumort.) Caruel (1884)

Subfam. Lamioideae Harley

Subfam. Nepetoideae (Dumort.) Luerss. (1882)

2.2. Leonurus L. Cinsi

Lamioideae, trikolpat ve iki c¢ekirdekli polen, albiiminli tohumlar, spatulat
embriyolar, iridoit glikozitlerin varligi ve diisiikk ugucu yag igerigi ile karakterize edilir
[26]. Leonurus L. (Familya: Lamiaceae; subfamilya: Lamioideae) cinsi, 13’ Rusya'da
olmak tizere, Diinya ¢apinda Avrupa, Asya, Afrika ve Amerika'da yaklasik 25 tiir igerir.
Cinsin Avrupa’da en taninan tyeleri L. cardiaca ve L. quinquelobatus iken, Dogu
Asya'da L. japonicus Houtt'tur [27]. Leonurus tiirlerinin yapraklarinda; yaprak alt
yiizliniin iist yiize gore daha agik renkte olmasi, her iki yaprak yiiziiniin de tiiylii olmasi,
alt yiizdeki trikomlarin ¢ogunlukla damarlarda ve {ist ytizdekilerin ise damarlarin arasinda
bulunmasi gibi benzer 6zellikler gozlendigi bildirilmistir [28-30].

Iki veya ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar loblu veya béliinmemis olup, kenarlari
kabaca disli veya pinnatifiddir. Brakteler sapli, genellikle biiylik fakat yapraklara
benzemeyen, = geriye kivrik. Vertisillastrum c¢igek durumu c¢ok cicekli, aralikli ve
genellikle tepeye dogru yogun olan bir spika ¢igek durumuna benzer. Brakteoller linear
ve subulattir. Kaliks 5 veya 10 damarli, disleri dikenli olup tiipten daha kisadir. Korolla
belirgin sekilde 2 dudakly, tiip tepede genislemeyen, iist dudak migferli, tiiylii ya da arka
yiizii ince uzun yumusak tiiylii olup, alt dudak 3 lopludur. Stamenler 4 tane olup, anterler
diiz veya farklidir. Nutletler ti¢ koseli, tiiylii ve tepede trunkattir. Sinonimler; Cardiaca
Lam., Chaiturus Willd. [3].

Cins tiyeleri, kismi giinesli ve nemli topraklarda yayilis gosterir. Habitatlar arasinda
acik bozulmus ormanlik alanlar, ormanlik yol boylari, ormanlik sinirlar ve caliliklar,
bozulmus sulak alanlarin kenarlari, agaclarin altindaki bahgelerin kenarlar1 ve kismen
golgeli ¢it siralart bulunur.

Chaiturus ve Panzerina Sojak, geleneksel siniflandirmalarda Leonurus ile gesitli
sekillerde iligkilendirilmistir [31]. Son ¢alismalarda Chaiturus ve Panzerina,

Leonurus‘tan farkli 6zellikler gosterdiklerinden dolayi, ayri olarak simiflandirilmalar:

30



onerilmigtir [25]. Chaiturus’un kaliks yapisi, organlarin diziligi, yaprak sekli ve
kromozom sayist bakimindan, Panzerina’nin, korolla boyutu, rengi ve sekli ve nutletlerin
ylizey morfolojisi agisindan, ayrica her ikisinin de ekolojik ve biyocografik olarak
Leonurus'tan farkli oldugu bildirilmistir [25]. Chaiturus marrubiastrum (sin. L.
marrubiastrum) Avrupa-Akdeniz bolgesinde ¢opliikte, atik alanlarda yetisen bir tiir olup,
yaygin sekilde “False motherwort, Aslancik” olarak bilinmektedir [1, 25]. Panzerina
tirlerinin ise Orta Asya'nin yari ¢dllerine endemik oldugu bildirilmistir [25]. Iliman
Asya'da yaygin olarak dagilmis olan Lagopsis (Bunge ex Benth.) Bunge ise, morfolojik
olarak korolla ve nutlet morfolojisi bakimindan Leonurus'tan farklidir [25].

Leonurus cinsi tiirleri olan L. cardiaca ve L. quinquelobatus morfolojik olarak
oldukga benzer olan iki tiirdiir [29]. Morfolojik yakinliklar1 nedeniyle, L. cardiaca ve L.
quinquelobatus her zaman ayri tiirler olarak degil, iki varyete veya alt tiir (L. cardiaca
altinda) veya tek bir tiir olarak (L. quinquelobatus, L. cardiaca’nin sinonimi olarak) ele
almmustir [32]. Ancak, son molekiiler ¢alismalar, ikisinin farkl tiirler olarak taninmasini
desteklemektedir [33].

2.2.1. Leonurus cinsine ait tiirlerin tayin anahtar1 (Flora of Turkey) [3]

1. Yapraklar boliinmemis; korolla 5-7 mm, kaliksi gegmez ya da ucu ucuna geger
1. marrubiastrum (Chaiturus marrubiastrum (L.) Ehrh. ex Rchb.)

1. Yapraklar 3- 5 loblu, digitat (parmaksi); korolla 9-12 mm, belirgin sekilde
kaliksten uzun
2. Tim yapraklar 3 loplu
3. cardiaca
2. En azindan bazi yapraklar 5 loplu

3. Govde tiiyleri koseler ilizerinde, ya da hemen hemen tiiysiiz
2. glaucescens
3. Govdenin tiim yiizeyi tliylerle kaplh

4. Govde uzun yumusak tiiyld, tiiyler 1-2 mm; yapraklar uzun yumusak tiiylii
(villoz)
4. quinquelobatus

4. Yogun ve ince puberuloz, tiiyler 0.1-0.2 mm; yapraklar ince kisa yumusak
tiyli

5. persicus

Tiirkiye Florasi’'nda Leonurus cinsinde yer alan L. marrubiastrum L., Chaiturus
cinsine aktarilmistir.
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2.2.2. Leonurus tiirlerinin bilinen yerel isimleri

Yaygin olarak “Motherwort, Chinese motherwort, Yi-Mu-Cao, Lion Tail, Five
Lobed Motherwort, Siberian Motherwort” olarak taninan Leonurus turlerinden tilkemizde

yayilig gosterenlerin bilinen yerel isimleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Leonurus tiirlerinin bilinen yerel isimleri

Takson Tiirkce Ad1

Leonurus cardiaca aslankuyrugu [1]

Leonurus glaucescens boz aslankuyrugu, o6kiizguyrugu [1, 34]
Leonurus persicus tas aslancigi [1]

Leonurus quinquelobatus bes aslankuyrugu [1]

2.2.3. L. cardiaca L.

L. cardiaca, ozellikle sicak bolgelerde yetisen, tilkemizde Marmara ve Trakya
bolgesi’nde yayilis gosteren, yapraklarinin dist yiizleri agik yesil renkte olan, Avrupa
Farmakopesi, Komisyon E Monografinda kayitli olup, drog olarak kullanilan kismi
cicekli donem herbasi olarak kabul edilen bir Lamiaceae familyasi tyesidir [35].
Literatiirde “Motherwort, Lion's Tail” olarak taninan bitki, iilkemizde “aslan otu,
aslankuyrugu” olarak bilinmektedir [1, 36, 37]. XV. yiizyildan beri geleneksel tipta
sinirsel ve fonksiyonel kardiyak bozukluklara karsi kullanilmakta olan tiiriin,
farmakopelerde sedatif, hipotansif ve kardiyotonik farmakolojik etkiler irettigi yer
almaktadir [35, 38-40].

Literatiirde L. cardiaca nin, Lamiaceae familyasinin diger iiyelerinin aksine, ugucu
bilesiklerin yalmizca < %0.01-0.05’ini iireten, yag ac¢isindan fakir bir bitki oldugu
bildirilmistir [41]. Yine Ontario’da (Kanada) olduk¢a yaygin yabani bir tiir olan L.
cardiaca ile yapilan g¢alismalarda da, bitkinin ugucu yag agisindan fakir oldugu
bulunmustur (< %0.01) [42].

Leonuri cardiacae herba (Ph. Eur.), ¢igeklenme déneminde toplanan L. cardiaca
'nin toprak istii kisimlarindan olusur ve Avrupa Farmakopesi’ne [35] gore, hiperozit
tizerinden hesaplanmis minimum %0.2 oraninda flavonoit igermelidir. Bitkide
monoterpenler, diterpenler, triterpenler, nitrojen iceren bilesikler, fenilpropanoitler,
flavonoitler ve fenolik asitlerin yani sira ugucu yaglar, steroller ve tanenler grubuna ait

bilesikler tammmlanmustir. Geleneksel olarak, bitki ekstreleri, sinirsel kalp rahatsizliklar
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ve sindirim bozukluklari ig¢in dahili olarak kullanilmistir. Bununla birlikte, bronsiyal
astim, klimakterik semptomlar ve amenore i¢in, ayrica harici olarak yaralarda ve cilt
iltihaplarinda da kullanilmistir. Hafif negatif kronotropik, hipotonik ve yatistirici etkiler,
bitkiye ve bunun miistahzarlarina baglanabilir. Farmakolojik ¢alismalar, antibakteriyel,
antioksidan, antiinflamatuar ve analjezik aktivitesini ve ayrica kalp ve dolagim sistemi
tizerindeki etkilerini dogrulamistir. Sedatif ve hipotansif aktivite klinik ¢alismalarda da
gosterilmistir [43].

“The Complete Herbal" adl1 kitapta bitkinin kalbi giiclendirmek, neseli bir ruh hali
ortaya ¢ikarmak ve kadin iireme saghigini iyilestirmek icin kullandigi bildirilmektedir
[37]. Ozellikle stresin kalp hastaliklar1 ile iliskili olmasindan dolay1 bitki anksiyete,
sinirlilik ve panik ataklar1 azaltmak i¢in bir sinir sistemi destegi olarak da
kullanilmaktadir.

Avrupa Farmakopesi’ne gore; L. cardiaca'nin govde pargalari tiiylli, uzunlamasina
cizgili, dortgen, i¢i bos ve yaklasitk 10 mm’ye kadar genislikte olup, yapraklar sapli,
oppozit ve dekussat dizilisli, alt yapraklar ovat-orbikiiler ve loblar diizensiz disli, tst
yapraklar tam veya hafif ii¢c uclu, lanseolat, serrat ve taban kuneattir. Ust yapraklarin
aksillerinde, bir spika olusturan sapsiz kivrimlar halinde diizenlenmis yaklasik 6 ila 12
tane kiigiik cicek tasirlar. Yapraklarin iist yiizeyi daginik tiiylerle yesil, alt ylizey soluk
yesil, yogun tiiylii olup, belirgin bir palmat ve ags1 venasyon gosterir. Kaliks 5 sert, kivrik
dislere sahip huni seklinde iken, korolla 2 dudakli, ist dudak pembe ve dis yiizeyde tiiyld,
alt dudak morumsu lekeli, stamenler 4 tane, yogun tiiylidiir [35].

Farkl1 iilkelerde yayilis gosteren tiirlerle ilgili olarak yapilmis calismalarda, tiirlerin
morfolojik deskripsiyonlart yapilmis ve morfolojik 6zellikleri tespit edilmistir. Buna
gore; bitki ¢ok yillik olup, s1g lifli kdkler ve rizomlardan olusur. Govde dik, dortgen,
cizgili, i¢i bos, genellikle yesil, kirmizi-mor ve hafif tiylidir (puberuloz). Biiylime
mevsiminin sonuna dogru daha yasl bitkiler yayilma egilimindedir. Oppozit yapraklarin
boyutu ve sekli degiskendir, ancak hepsinde seyrek tiiylii uzun yaprak sapt bulunur.
Govde yapraklar genellikle ovat, iist yapraklar 3 lobludur. Ust yiizey koyu yesil, alt
yizey acik yesildir. Kiiglik, agik pembe, lila, sapsiz bilabiat ¢igekler, orta ve {ist
govdelerde oppozit yapraklarin aksillerinin tizerinde olusur. Kaliks, disar1 dogru kivrik,
5 muzrak seklinde batict uglu disli olup, huni seklindedir. Korolla yogun bir sekilde
villozdur ve kaliksten daha uzundur. Korolla bogazinin yakininda mor lekeler bulunur.

Stamenler korollay1 asar. Meyve, kahverengi, iicgen, 2.5-3 mm uzunlugunda bir nutlet
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olup, ucu tutam seklinde tiiyliidiir. Polen morfolojisi; trikolpat, subprolat, retikulat olup,
polen boyutu 23.02+0.38 um- 21.59+ 0.75 pm olarak bildirilmistir. Bitkinin hos olmayan,
giiclii aromatik bir kokusu vardir ve tadi acidir. Cigeklenme donemi yaz aylarinda baglar
ve yaklasik 2 ay siirer. Her ¢icegin yerini iiggen ve kirmizimsi kahverengi veya
kahverengi olan 4 nutlet alir. Nadiren, bitkinin L. glaucescens veya Ballota nigra L. ile
tagsisinin yapildig: bildirilmistir [44].

Tiirkiye Florasi’na gore L. cardiaca, L. glaucescens'ten tiim yapraklarinin 3 loplu
olmasi, hemen hemen tiliysiiz olmasi veya seyrek kisa havli olmasi, loblarinin genellikle
derine inmeyen ve genis olmasi (iist yapraklarin orta lobu 20-30 x 15-25 mm); alt
braktelerin 3 loplu, listlerin de 3-dentat olmasi; kaliksin 6-7 mm, tiiptin 3-4 mm olmasi,
kenarlarda ince yumusak kils1 tiiylii ya da hemen hemen tiiysiiz olmasi ile ayrilir. Kuzey
Bat1 Tiirkiye (Sekil 2.1), Avrupa, Giliney Rusya, Kuzey Amerika’da yayilis gosteren tir,
Avrupa-Sibirya elementidir [3].

I

—

Sekil 2.1. L. cardiaca ‘min Tiirkiye de yayilis gosterdigi kareler [45]

2.2.4. L. glaucescens Bunge

Tiirkiye Florasi’na [3] gore L. glaucescens, ¢ok yillik olup, gévde morumsu, 35-75
cm ya da daha fazla, dortgen, yogun ¢ok kisa tiiyli 0.2-0.3 (-0.5) mm, kdselerde geriye
dogru egik tiiylii ya da az tiiylidiir. Ortadaki yapraklar genellikle uzun sapli (yaprak sap1
25-40 mm), lamina 40-75 x 25-75 mm, istii koyu yesil, altta soluk, daginik ¢ok kisa
tilyleri olan, derinlemesine 5 loblu, orta lob yana biraz esit olan 30-60 x 7-25 mm,
dentattan pinnatifide degisir. Brakteler 3-loplu olup, alt (35) 50-65 x (11-)20-40 mm, orta
lop 1.3-2 mm. Kaliks 6-9 mm, kaliks tiipli 3.5-6 mm, yogun sekilde puberuloz tiiylerle
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kapli ve 5 ayr1 damarlidir. Korolla soluk leylak rengi, 9-10.5 (-12 mm), iist dudagin
arkasinda ve bazen de tiip lizerinde yogun olarak villoz tiiylii; tiip iginde bir tiiy halkasi
bulunur. Kuzeydogu ve Dogu Anadolu (Kars, Agri, Erzurum) (Sekil 2.2), Giiney Rusya,
Kafkasya, Tiirkistan, Kuzey Bati ve Bati Iran’da yayilis gosterir ve Iran-Turan
elementidir [3].

L. glaucescens tiiriinde ¢igeklenmenin uzun ve aralikli oldugu; kaliksin dar konik,
7-8 (9) mm uzunlugunda, yogun tiiylerle kapli; korollanin 10—12 mm uzunlugunda agik

pembe renkte oldugu bildirilmistir [46].

—

Sekil 2.2. L. glaucescens ‘in Tiirkiye de Yayilis gosterdigi kareler [45]

2.2.5. L. quinquelobatus Gilib.

L. quinquelobatus, Dogu Avrupa ve Giineybat1 Asya'ya 6zgidiir [32, 47]. Degerli
bir tibbi bitki olarak kullanilmasi, Orta ve Bati Avrupa'da tanitilmasina yol agmustir [48].
L. quinquelobatus siklikla L. cardiaca ile karistirilsa da; son yirmi yilda farkli yayilis
alanlarinda yapilan ¢aligmalarda iki ayri tiir olduklarini belirten raporlar artmistir [32, 49,
50]. Yogun tiiylii formu ile L. cardiaca'dan ayirt edilen tiir, ilk olarak Gilibert (1793)
tarafindan L. quinquelobatus Gilib tiirii olarak tanimlanmistir [50].

L. quinquelobatus bir Avrupa-Kafkas tiirii olup, Avrupa, Kafkaslar, Bat1 ve Dogu
Sibirya, Bat1 Asya ve Rusya'da tiim bolgelerde bulunur [51]. Genellikle bos arazilerde,
yollarda, meralarda ve otlaklarda, nadas arazilerde, ugurumlarda ve nehir kiyilarinda
bulunan mezofit bir bitkidir [52].

Tirkiye Florasi’na [3] gore tiir, L. glaucescens’e benzer. Fakat, govde ve
yapraklarda villoz tiiyler yogundur (gévdede 1-2 mm, yapraklarda 0.5-0.7 mm). Orta
yapragin sonda bulunan lobu yandakilerden belirgin bi¢imde biiyiiktiir.
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Kaliks 6-9 mm, kaliks tiipii yaklagik 4.5 mm; korolla 10.5-12 mm’dir. Erzurum,
Kars, Van, Kuzey ve Orta Avrupa, Kirim, Gliney ve Orta Rusya, Kafkasya’da yayilis
gosterir ve Avrupa-Sibirya elementidir. [3].
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Sekil 2.3. L. quinquelobatus ‘un Tiirkiye de yayulis gosterdigi kareler [45]

2.2.6. L. persicus Boiss.

Tiirkiye Florasi’na gore L. glaucescens’ten; govdesinin her yerinin yogun sekilde
kisa havl tiiylerle kapli (villoz) olmasi, yapraklarin daha kii¢iik olmasi (16-50 x 20-50
mm, saplart 5-15 mm) ile ayrilir. Korolla 10-12 mm’dir. Dogu Anadolu (Erzurum) (Sekil
2.4), Ermenistan, Kuzey ve Bati iran’da yayilis gosterir. Tiirkiye ve Ermenistan érnekleri
[ran 6rneklerinden; boylarinin daha uzun olmast, yapraklarmin daha biiyiik, korollalarmin

daha kiiciik olmast ile ayirt edilir. L. glaucescens'e gecis gibi goriiniirler [3]. Iran-Turan

T

elementidir.

—

Sekil 2.4. L. persicus 'un Tiirkiye de Yayilis gosterdigi kareler [45]
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2.3. Leonurus Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanimi

T1bbi bitkiler, insan uygarliginin baglangicindan beri ilag yapiminda énemli bir rol
oynamakta ve giiniimiizde de ilag¢ {iretimine 6nemli 6lgiide katkida bulunmaktadir [10].
Bitkiler zengin bir ilag kaynagi olarak, saglik hizmetlerinde hayati bir rol oynamaktadir.
Aragtirmalar, birgok gelismekte olan iilkede c¢ok sayida insanin birincil saglk
ihtiyaglarimi ¢6zmek igin geleneksel sifali bitkilere ve geleneksel uygulayicilara biiyiik
Olciide glivendigini gostermektedir.

Geligmis {iilkelerde de; modern ilaglar yaygin bulunmasina ragmen, alternatif
tedavilere yonelik egilimin yiikseliste oldugu bildirilmistir. EK olarak, eczanelerde
bulunan morfin, efedrin, digitoksin, aspirin, pilokarpin, reserpin ve vinblastin gibi bir¢ok
modern ilag, dogrudan veya dolayli olarak bitkilerden saglanmaktadir. Ancak bazi
bitkisel maddelerin (kinidin gibi) antiaritmik etkileri ya da bazilarinin (Opium gibi)
aritmojenik etkileri olabilir [53].

Tahminlere gore diinya ¢apinda 70000 kadar bitki tiirii etnomedikal olarak
kullanilmaktadir [7]. Anadolu tibbi mirasi incelendiginde Lamiaceae familyasinin en
popiiler aileler arasinda kabul edildigi goriilmektedir. Tiirkiye'de tedavide kullanilan
ilaglarin kontrol listesi arastirmasinda, 113 familyada 1057 takson kaydedilmis olup,
Lamiaceae’nin 148 taksonla ilk sirada yer aldig: bildirilmistir [5].

“Motherwort” olarak bilinen Leonurus tiirlerinin, eski ¢aglardan beri iyi bilinen
tibbi bir bitki oldugu, Tibet'te, yaklasik iki bin yil 6nceden bugiine tibbi amaglar i¢in
kullanildig1, Ortacag’da yatistirict bir preparat olarak akciger ve kalp hastaliklarinda
kullanildigi, tniversite bahgeleri ve manastirlarda pencerelerin altinda yetistirildigi,
Rusya'da oksiiriik ve ¢arpintilar: hafifleten bir arag olarak kullaniminin 1485 yilina kadar
uzandigi, Avrupa'da ise Theophrastus ve Dioscorides'ten beri bilindigi bildirilmistir [54].
Paracelsus ve Fuchs, tasikardi ve konviilsiyonlar i¢in Leonurus inflizyonunu 6nermistir.
Antik Yunanistan'da bu bitkinin, hamile kadinlara endiselerini gidermek igin verildigi
bildirilmistir [54].

Leonurus ilaglari, merkezi sinir ve kardiyovaskiiler sistemlerin islevsel durumunu
diizenlemenin bir yolu olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Polonya'da sinirlilik, kalp
hastaliklari, miyokardit, histeri ve solunum hastaliklar1 igin Onerilmektedir [43].
Bulgaristan’da L. cardiaca’nin 6zellikle antikonviilsan, ditiretik, sedatif etkili olarak,
ayrica menopoz, agrili adet kanamasi ve anemide kullanildigi [55], Hindistan’da da mide

uyarici ve terletici olarak kullanildig: bilinmektedir. Ayrica Cek Cumbhuriyeti, Slovakya,
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Macaristan ve Romanya'da Leonurus kalp atis hiz1 ve kalp agris1 igin regete edilirken;
Ingiltere'de histeri, nevralji ve kalp zayiflig1 icin tavsiye edilmektedir [54].

Cin tibbinda Leonurus, uterus kanamasi ve endometrit durumunda, hipotansif, kan
dolasimini iyilestiren ve uyarici ilag olarak bir stiptik olarak kullanilir. Bitkinin
dekoksiyonunun, adrenalinin damarlar iizerindeki etkisini azalttig1 bildirilmistir. Bazi cilt
hastaliklari i¢in haricen herba ve tohumlar uygulanir [56].

Gegtigimiz yiizyilin 50'li yillarinin sonlarinda, Bulgar bir farmakolog ekibi,
Bulgaristan topraklarinda yetisen L. cardiaca ‘nin farmakolojik 6zelliklerini incelemis ve
epilepsi tedavisinde antikonviilsan aktivitesini ve etkinligini kanitlamigtir [54]. Ayrica
Belarus Cumhuriyeti Devlet Farmakopesi, standardizasyonunun toplam iridoit miktarina
gore yapilmasi (garpagid asetatin min. %0.4) 6nerilen Leonuri folia tizerine bir monograf
icermektedir [57].

Leonurus cinsine ait bitkiler geleneksel olarak Dogu Asya'da yaygin sekilde
antijinekolojik bozukluklar igin, Avrupa'da ise daha ¢ok sedatif etkili olarak
kullanilmaktadir. Bu cins {izerine yapilan kimyasal arastirmalar, dogal iiriinler
kiitiphanesini zenginlestirmis ve ayrica geleneksel kullanimi yaygin olan bitkinin
farmakolojik uygulamalarini da genisletmistir [58].

Cin’de “annelerin yararina olan bitki” (the herb to benefit the mothers) olarak
bilinen Leonurus cinsi iiyeleri, jinekolojik ve obstetrik rahatsizliklari tedavi etmek i¢in
kullanilmaktadir. "Yi-Mu-Cao" olarak taninan L. japonicus bitkisinin kurutulmus toprak
tistii kisimlari, Cin tibbinda en ¢ok kullanilan droglardan biridir ve kurutulmus meyveler,
"Chong-Wei-Zi" ad1 verilen ayr1 bir bilesen olarak kullanilir [58].

Leonurus tiirlerinin geleneksel olarak kullanimlarinda, siklikla hormonal, sinir ve
kalp sistemleri lizerinde tonik etkileri olan sakinlestirici ve gevsetici bir bitkisel madde
olarak tercih edildigi goriilmektedir.

Leonurus, ozellikle stres ve anksiyetenin sebep oldugu kalp ve kan basinci
sorunlarint (¢arpint1 ve tasiaritmiler) tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Bitki tiirleri,
koroner arter hastalifi ve serebral iskemi icin de kullanilmaktadir. Leonurus ayrica,
dogumdan dnce ve sonra galaktogog ve uterus tonigi olarak yiizyillardir kullanilan bir
bitkidir. Muhtemelen hem hormonal hem de vaskiiler etkilerden dolay1 emenagog etkilere
sahip olmasi, amenore, dogurganlik, adet rahatsizliklar1 ve tiroid bozukluklar1 dahil

olmak fiizere ¢esitli jinekolojik ve obstetrik durumlari tedavi etmek icin kullanilmigtir

38



[59]. L. cardiaca, kalbin hareketini ¢esitli nedenlerden dolayr diizeltme kabiliyeti
nedeniyle, genellikle kardiyotonik olarak adlandirilmaktadir.

“Bartram's encyclopedia of herbal medicine” isimli kitapta, L. cardiaca’nin;
Ingilizce’de “Motherwort”, Almanca’da “Herzgespann”, Fransizca’da “Agripaume”,
Ispanyolca’da: “Agripalma”, Italyanca’da “Cardiaca” olarak bilindigi, kullanilan
kisminin herbasi oldugu, antispazmodik, miishil, terletici, emenagog, vazokonstriktor,
hipotansif ve kardiyotonik etkilerinden dolay1 halk arasinda kalbi giiglendirmek, egzersiz
stiresini  uzatmak, hiperaktif tiroidden kaynaklanan tasikardi, hipertansiyon,
menstriiasyonu diizenlemek, regl agrisin1 ve adet oncesi gerginligi azaltmak, menopoz
sikintilarini hafifletmek amaciyla kullanildig: bildirilmistir. Ayrica kitapta, “Motherwort
cay1ic¢in ve sizi bekleyen mirasgilara siirekli bir sagkinlik ve hayal kirikligi kaynagi olmak
icin yasaym” seklinde bir atasézii bulunur. Bitkinin kalp hastaliklar i¢in, Crataegus ve
Lilium ile birlikte esit Ol¢iide hazirlanan preparatlarmin kullanilabilecegi de yer
almaktadir [60].

L. cardiaca Avrupa’da geleneksel olarak; kadin hastaliklarinin tedavisinde,
anksiyete, depresyon, sinirlilik gibi nérolojik bozukluklarin tedavisinde ve uykusuzluk
i¢in bir yatistirici olarak kullanilir [61-63]. Yapraklar antispazmodik, astrenjan, kardiyak,
diyaforetik, stomasik, tonik ve uterus uyaricisidir [64, 65]. Literatiirde siklikla
“Motherwort” olarak bilinen L. cardiaca ayn1 zamanda “kirlangig otu, aslan kulagi veya
aslankuyrugu” olarak da bilinir. Yiizyillar boyunca, kalp ve damar hastaliklarini, 6zellikle
anksiyete, gerginlik ve stres ile iliskili tagikardi ve ayrica arter kireglenme olusumunu
engellemek igin, tromboz riskini azaltmak i¢in hipertansiyonu tedavi etmek igin tibbi bir
bitki olarak kullanilmistir [18].

L. cardiaca (Motherwort) antibakteriyel, antioksidan, kanser 6nleyici, immun
sistem uyarici, emenagog, antispazmodik, hipotansif, diiiretik, sedatif, antiinflamatuar ve
analjezik aktivitelere sahip olup, kalp fonksiyonunu ve kan dolagimini iyilestirmek igin
tamamlayici bir ¢are olarak kullanilir. Avrupa ve Dogu tibbinda ¢esitli hastalik tiirlerine
kars1 kullanilan bitki, 6zellikle hizli kalp atigin1 yavaglatmasi, kas spazmlarini azaltmasi
ve kan basincint gecici olarak diisiirmesi nedeniyle kalp sorunlart i¢in yararlidir.
Boylesine genis farmakolojik etkilerin, igerdigi ucucu yaglar, alkaloitler (stakidrin,
leonurin), glikozitler, flavonoitler, terpenoitler (ursolik, krosolik, Oksafik asitler) ve
tanenlerden kaynaklandigi bildirilmistir [43, 64, 66]. Ayrica, literatiirde L. cardiaca’nin

toprak istli kisimlarindan hazirlanan ¢ay preparatlart ve alkollii tentiirlerinin de
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yiizyillardir depresyon, anksiyete veya stres gibi ¢esitli sinir rahatsizliklarinin tedavisinin
yanisira tasiaritmi, kalp yetmezligi ve diger kalp rahatsizliklarina kars1 bir ¢are olarak
kullanildig1 yer almaktadir [18, 67].

Iran geleneksel tibbinda L. cardiaca’nin tonik, antikonviilsan, biiziicii, balgam
soktiiriicli ve kardiyotonik olarak ve yaralarin iyilesmesi i¢in harici olarak kullanimlari
s6z konusudur [42].

Gelencksel olarak, antik ¢aglardan beri halk hekimliginde, Kazakistan’da yayilis
gosteren  ve  “Turkestan  motherwort” olarak  bilinen L. turkestanicus
V.1.Krecz.&Kuprian’in toprak tistii kisminin dekoksiyonunun kalp, mide ve sinir sistemi
hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanildig: bildirilmistir [57]. Ayrica infiizyonunun da sinir
sistemi bozukluklari, hipertansiyon, epilepsi, tasikardi ve gastrointestinal hastaliklarin
tedavisinde, uykuya yardimci, terletici, laksatif ve antiinflamatuvar ajan olarak kullanimi
s6z konusudur [57].

Onceleri Asya ve Giineydogu Avrupa'ya 6zgii olan L. cardiaca, tibbi kullanimi
nedeniyle tiim diinyaya yayilmistir [16, 17]. Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisindeki
etkilerinin yan1 sira, kadinlara 6zgii rahatsizliklarin tedavisindeki potansiyel uygulama,
L. cardiaca'yt hem geleneksel dogu hem de modern tipta alternatif tedavilerin
gelistirilmesi igin ¢ok iyi bir aday haline getirmistir [16, 68]. Avrupa ilag Ajans1 (EMA),
farkl1 ekstraksiyon yontemleri uygulanarak secici olarak zenginlestirilebilen L. cardiaca
ilaglari olarak bitkinin hem sulu hem de etanol ekstrelerini nermektedir [18, 69]. Ayrica
bu bitki Komisyon E Monograflar1 tarafindan, sinirsel kardiyak bozukluklar ve tiroid
hiperfonksiyonu i¢in bir adjuvan olarak onaylanmistir [70].

EMA’nin “Assessment report on Leonurus cardiaca L., herba” baslikli raporunda
[18]; L. cardiaca’nin, Fransa, Almanya, Polonya, Letonya, Litvanya ve Macaristan gibi
pek cok tilkede uzun yillardir, tek basina kullanildig yer almaktadir. Ayrica rapora gore,
farkli iilkelerde, L. cardiaca’nin farkli bitki tiirleri ile karigimlart da uzun yillardir
kullanilmaktadir. L. cardiaca’nin farkli tilkelerdeki kullanimlar ile ilgili bilgiler Tablo

2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2. L. cardiaca’nin farkl: dilkelerdeki kullanimlar: [18]

Kullamldig:
Preparat Kullanim amaci
iilke
Leonuri herba, Melissae folium, Violae herba,
Crataegi inflorescentia Polonya Sinirsel kalp sikayetleri
(22 yillik kullanim)
Crataegi folium, Crataegi fructus, Leonuri
cardiacae herba, Meliloti herba Polonya Sinirsel kalp sikayetleri
(6 y1llik kullanim)
Lupuli strobulus, Melissae folium, Leonuri
cardiacae herba, Lavandulae flos, Archangelicae o
. Polonya Sinirsel asir1 heyecan
radix, Rosae fructus
(19 y1llik kullanim)
Chamomillae  anthodium, Melissae  folium
Valerianae radix, Leonuri cardiacae herba, B0l Sinir  gerginliginde  adjuvan,
. i i i olonya
Crataegi inflorescentia, Lupuli strobuli uykuya dalmayi kolaylastirict
(15 yillik kullanim)
Crataegi folium, Crataegi fructus, Leonuri Kalp etkinligi bozukluklarinin
cardiacae herba, Meliloti herba Polonya baslangic asamasinda yardimci
(16 y1l kullanim) madde; ileri yasta kalp zayiflig1
Crataegi sivi  ekstresi, Passiflorae tentiirii
) ) ) ) Carpmti, uyku bozukluklari,
Valerianae tentiirii, Melissae siv1 ekstresi, Leonuri  Fransa o
) gerginlik
cardiacae tentiirii
Leonuri herba, Equiseti herba (34 yildan uzun Kardiyovaskiiler sistemi
) Almanya
stiredir) destekleme
Ribis nigri folium, Crataegi summitas, Leonuri
cardiacae herba, Plantaginis folium, Menthae ] Arteriyoskleroz, hipertansiyon,
o ) o o Macaristan )
piperitae folium, Visci albi stipes, (26 yillik kalp fonksiyonunu diizenleme
kullanim)
Crataegi folium, Leonuri cardiacae herba, ) o )
) S ) ) ) Kalp sikayetlerini giderme, teskin
Melissae herba, Visci albi stipes, Valerianae radix Macaristan o )
etme, hafif hipertansiyon
(9 yillik kullanim)
i ) o ) MSS agir1 duyarliligi, kalp ve kan
Ogiitiilmiis Leonuri herba, bitki ¢ay1, (infilizyon) . . o
Letonya sistemi  nevrozunun tedavisi,
(38 yildir kullanim)
hipertansiyonun erken dénemleri
.. . o ) Norogiilasyonla ilgili kalp
Ogiitlilmis Leonuri herba, bitki ¢ay1 (inflizyon) . ] o
Litvanya fonksiyonu bozuklugu (Tiroid

(55 yildir kullanim)

hiper fonksiyonu)
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Raporda bunlara ek olarak L. japonicus‘un herbasinin ve meyvelerinin, L.
heterophyllus Sweet tiirliniin taze ve kurutulmus toprak istii kisimlarmin ve olgun
meyvelerinin geleneksel tipta kullanimi da bildirilmistir [18]. Gastrointestinal sistemin
diiz kaslar tizerindeki spazmolitik etkisi, ham maddenin spastik kolikte kullanilmasini
aciklamaktadir, bu da sindirim bozukluklari, siskinlik, karin agrist ve tekrarlayan kabizlik
olarak ortaya c¢ikan bagirsak hareketliliginin zayiflamasina neden olur. Mukoza zarlar
lizerinde biiziicii etki gosteren tanenlerin varligindan otiiri, bitki hafif ishalde
kullanilabilmektedir. Halk hekimliginde bazen idrar soktiiriicli, hipoglisemik ve
antiepileptik bir ilag olarak kabul edilen L. cardiaca‘nin, yaralar, cilt siyriklar1 ve yaniklar
icin de haricen infiizyonu &nerilir [71].

Geleneksel tibbi kullanimin yani sira, L. cardiaca bazi1 mutfaklarda gesitli sebze
corbas tariflerinde, 6zellikle mercimek veya bezelye tariflerinde ¢esni olarak veya bira
ve cayin tatlandirilmasi igin kullanilmaktadir [17].

“Motherwort” esas olarak Avrupa tibbinda kullanilir, ancak diger Leonurus
tiirlerinin toprak iistii kisimlarinin yani sira olgun kurutulmus meyvelerinin de kullanimi
so6z konusudur. L. japonicus (sin. L. sibiricus L.)’un olgun kurutulmus meyveleri
geleneksel Cin tibbinda hipertiroidizm veya menopoz sirasinda hormonal degisikliklerin
neden oldugu kalp carpintist ile ilgili olarak kullanilmaktadir [72].

Yaygin olarak “Chinese motherwort” olarak bilinen L. japonicus, Asya'ya 6zgii
cicekli bir bitki olup, toprak iistii kisimlar1 ve meyveleri Cin'de binlerce yildir kadinlarda
menokseni, dismenore, amenore, viicut 6demi, oligilirez, yaralar, llserler ve diger
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Tiiriin, Cin Halk Cumbhuriyeti
Farmakopesi’nde [40] ¢cok sayida preparati yer almaktadir. Herbanin, adet akisini yeniden
saglamak icin kan dolasimini tesvik ettigi, kanamalar1 ve dongiileri diizenledigi,
uterotonik etkili oldugu, ayrica Cin'deki kadinlarda viicudu iyilestirmek ve hastaliklari
onlemek i¢in baska ilaclar veya yiyeceklerle birlikte saglik tiriinlerinde de kullanildigi
bildirilmistir. Leonuri herba, Zingiberis rhizoma, Jujubae fructus ve esmer seker ile
hazirlanan karisimin, dogum sonrast karin agrisimi tedavi etmek ic¢in kullanimi sz
konusudur. Ek olarak, L. japonicus’ un kozmetolojide miitkemmel bir etkiye sahip olup,
yaslanmay1 geciktirdigi, Tang dynasty'de, Cin tarihindeki tek kadin imparator olan Zetian
Wu’nun, cildini korumak ve genglesmek icin L. japonicus'tan yapilmis bir kozmetik
kullandig1 da bildirilmistir [73].
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Giiniimiizde de bu bitki kozmetikte yiiz maskeleri veya merhemler gibi diger
giizellik tiriinlerinde, diger malzemelerle birlikte kan dolagimini harekete gegirmek ve cilt
hastaliklarini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir [74].

Zihinsel stresi azaltma yetenegi nedeniyle, L. japonicus ilaglarinin, hipertansiyon
ve uyku bozukluklarinin erken evrelerinde artan sinir uyarilabilirligi i¢in yatistirici ilaglar
olarak kullanildigi, dogal uykunun baslamasini kolaylastirabildigi, L. quinquelobatus
ilaglarinin ise sadece yatistirict degil ayn1 zamanda antidepresan etkiye de sahip oldugu
bildirilmistir [27].

Banglades, Cin, Hindistan gibi lilkelerde halk arasinda astim, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet veya adet diizensizlikleri dahil bir dizi hastalifa karsi kullanilan
Lamiaceae familyasindaki aromatik tibbi bir bitki olan L. sibiricus' tan elde edilen
preparatlarin  antioksidatif, antiinflamatuvar, antimikrobiyal, hepatoprotektif ve
antikanser etkileri gibi ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir [15, 75,
76].

Halk arasinda L. quinquelobatus‘un (bes loblu Motherwort) kalp aktivitesinin
arttirllmasi, kalp nevrozu, gastrointestinal ve sinir hastaliklari, bas agrilari, akcigerlerde
tislitmeye baglh oksiiriik i¢in, ayrica romatizma, halsizlik, astim tedavisinin yani sira bir
idrar soktiiriicii ve adet dongiisiinii diizenleme araci olarak da kullanimi bildirilmistir [65,
77].

Dogu Anadolu Bolgesi’nde yapilan etnobotanik ¢alismada, L. glaucescens tiiriiniin
“Okiizguyrugu” olarak bilinmesinin yan sira, kokiiniin iltihapli yaralar igin lapa seklinde,
kalp hastaliklar1 i¢in ise infiizyon seklinde kullanildigini bildirilmistir [34].

Ozbekistan'da, endemik L. turkestanicus’un hipertansiyon, sinir bozukluklari,
histeri, epilepsi, tasikardi, influenza, gastrointestinal hastaliklar ve kadin hastaliklarini
tedavi etmek igin toprak istii kisimlarinin inflizyonunun hazirlandigi, ayrica sedatif ve
hipotansif ajan, antiinflamatuar, terletici ve laksatif etkili olarak da kullanildig:
bildirilmistir [78-81].

Cilt beyazlatma ve cilt saglig1 i¢in yararli olabilecek 25 geleneksel Cin bitkisel
ilacinin incelendigi bir ¢alismada, L. heterophyllus Sweet tiirliniin herbasinin Cin
geleneksel tibbinda, kan diizenleyici ajan olarak kullanildig: bildirilmistir [82].

Ozbekistan'da endemik bir baska tiir olan L. panzerioides Popov’un tentiirii, Orta

Asya geleneksel tibbinda sakinlestirici ve hipotansif bir ajan olarak kullanilir [81] ve
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caligmalar [79] bitkinin tentiiriiniin kediotu tentiirinden iki kat daha giiglii yatistirict
etkiye sahip oldugunu gostermistir.

2.4. Leonurus Tiirleri Uzerine Yapilan Botanik Calismalar

L. cardiaca’nin, Avrupa Farmakopesi (European Pharmacopoeia) monografi
bulunmakta ve ilgili monografta, drogun kisa anatomik karakterizasyonu sunulmaktadir.
L. cardiaca i¢in, Avrupa Farmakopesi monografisinde farkli tipte trikomlar, polenler,
kaliks parcalari, perikarp gibi kisimlar mevcuttur. Avrupa Farmakopesi’ne gore L.
cardiaca'nin yesil tozu asagidaki teshis karakterlerini gostermektedir:

Neredeyse merkeze kadar uzanan tek sirali bir palizat ve gevsek bir sekilde
diizenlenmis siingerimsi bir parenkimasi olan yaprak lamina pargalar1; yaprak epidermisi
pargalarinda; diiz antiklinal duvarlari ve ¢izgili bir kiitikiilii olan iist epidermal hiicreler;
kivrimlr antiklinal duvarlara sahip alt epidermal hiicreler; alt ylizeyde daha ¢ok diasitik
tip stomalar; kisa sap1 tek hiicreli glandiiler trikomlar ve 8, bazen 16 hiicreye kadar
hiicreden olusan kiiresel bir salgi tiiyii; trikomlar1 kaplayan konik, tek sirali, yaklasik 300
um uzunluga kadar, ara sira 1500 pm'ye kadar, birlesme yerlerinde hafif sislikler iceren
2 ila 8 hiicreli ¢izgili kiitikiil; kaliks pargalari; yaklasik 25 pm ila 30 um g¢apinda, 3 porlu
ve 3 oluklu ve piiriizsiiz bir ekzine sahip kiiresel polen taneleri; kalin duvarli odunlasmis
lifler igeren govde kisimlari ve kahverengi perikarp pargalari icermektedir [35].

Leonurus tiirlerini ayirt etmek igin dnemli 6zellikleri korolla, kaliks ve yapraklarin
sekli ve dayanikliliginin boyutudur. Tiirlerin belirlenmesi igin, tiiylenme de dahil olmak
tizere kaliks yapisinin detaylari, tiim bitkinin tiiylenme sekli ve yaprak diseksiyonu
modelinin ¢ok énemli oldugu belirtilmistir [29].

L. cardiaca ve L. quinquelobatus’un Rusya’nin orta ve giiney kesimlerinde ve Bati
Sibirya’da yaygin oldugu, her iki tiiriin de konutlarin yakininda, ¢orak arazilerde ve yollar
boyunca, genellikle yabani ot olarak biiyiidiigi bildirilmistir [83].

Kazakistan'da Leonurus cinsinin 4 tiir igerdigi (L. incanus V. Krecz. et Kuprian., L.
panzerioides, L. glaucescens, L. turkestanicus), L. glaucescens 'in, Rusya, Kafkaslar, Bati
Sibirya ve Bati Mogolistan'in Avrupa kisminda yetistigi, dag yamaglarinda, nehir
kiyisinda, ugurum kenarinda, evler ve yollar boyunca yayilis gosterdigi bildirilmistir.
Kazakistan’da yetigen L. glaucescens tiirii 50-100 cm boyunda, ¢ok yillik veya iki yillik
bir bitki olup, yapraklar, kisa akumbent indumentum nedeniyle parlak renkte; cicek

salkimlar1 uzun, kaliks, 7-8 mm dar konik sekilde; korolla, 10-12 mm ag¢ik pembe
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renktedir. Haziran sonunda ¢icek acan bitki, Temmuz ve Agustos aylarinda meyve verir
[84].

Kazakistan’da yetisen L. turkestanicus‘un 70-200 cm boyunda ¢ok yillik bir bitki
olup, gévdenin tiiysiiz veya kisa yassi tiiylii, yapraklarin kisa petiyollii, kaliksin 7-9 mm
uzunlugunda, kivrik, kisa ve basik tiiylii, altta sivri diglere sahip, taban1 tiggen seklinde,
korolla 1-1.2 cm uzunlugunda, soluk pembe, iist dudak beyaz-cok tiiylii, alt 3 loblu, kisa
i¢i tiyli, nutlet 2-2.5 mm uzunlugunda, 3 kenarli, tiiylii uglu oldugu bildirilmistir [57].

L. cardiaca, Avrupa'dan Giineybati ve Orta Asya'dan Cin'in baz1 bolgelerine kadar
uzanan ¢ok yillik bir tiir olup, Avrupa’da ovalar ve tepeler boyunca, ayrica Dogu Asya'da
Himalayalar ve Dogu Sibirya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika'da yaygin olarak bulunur
[43, 85].

Arizona’da yayilis gosteren L. cardiaca tiriiniin 25-90 c¢cm arasinda oldugu,
yapraklarinin 2-5 cm sapli, orbikulat, ovat veya kordat oldugu, kaliksin 3-4(-7) mm,
korollanin kirmizi-mor, 8-10 mm oldugu ve benekler tasidigi, i¢ kisminin tiiylii oldugu,
nutletlerin yaklasik 2 mm oldugu bildirilmistir [86].

L. cardiaca ile L. quinquelobatus tiirlerinin Polonya’da yapilan morfolojik
Ozelliklerinin karsilagtirmali analizinde; L. cardiaca’da govdenin tiiysiiz veya sadece
kenarlarda kisa tiiylii, kaliks ve yapraklardaki tiylerin 0.5 mm’den kisa oldugu
gozlenirken, L. quinquelobatus’ta bitkinin yogun ve 1 mm’den daha uzun tiiylii formlarla
(gdvde, kaliks ve yapraklar) karakterize edildigi bildirilmistir. Olgiilen 248 herbaryum
orneginde govde tiiyleri, tiiylerin yogunlugu, uzunlugu, yapraklarin alt yiiziindeki tiiylerin
yogunlugu, uzunlugu, alt yapraklarin boyutlar1 ve sekli, kaliks morfolojisi gibi
parametreler degerlendirilmis, istatistiksel analizler igin 44 L. cardiaca, 35 L.
quinquelobatus ve ara form olarak 21 L. intermedius Didr. olmak tizere 100 6rnek
secilmistir. Ayrica segilen 6zelliklerin istatistiksel analizine dayali olarak, iki bitkinin
morfolojik formlar1 ayirt edilmis, dendogrami ¢izilmis, genetik polimorfizmleri ve
aralarindaki iligkileri belirlemek i¢in, niikleer, mitokondriyal ve kloroplast genomlari
RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) ve RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi) belirtecleri kullanilarak analiz edilmistir. Karsilagtirllan RAPD profil
ciftlerinin %87'sinin birbirinden farkli oldugu goriilmiis, sonuclarin bu formlarin ayr
tiirler olarak taninmasini hakli ¢ikardigi bildirilmistir [33].

Leonurus cinsinin de ic¢inde yer aldigi Lamioideae, Lamiaceae'deki biiyiik alt

familyalardan biri olsa da, bu alt familya ile ilgili olarak sinirli filogenetik ¢alisma [87-
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90] yaymlanmistir ve Lamioideae igindeki filogenetik iligkiler tam olarak
anlagilamamugtir.

Scheen ve digerleri tarafindan Lamioideae alt familyasinin filogenetik analizini
ortaya koymak i¢in yapilan calismada, Lamioideae alt familyasiin 9 tribusa
(Gomphostemmateae Scheen & Lindqvist, Phlomideae Mathiesen, Leucadeae Scheen &
Ryding, Pogostemoneae Brig., Synandreae Raf., Stachydeae Dumort., Leonureae
Dumort., Lamieae Coss. & Germ.ve Marrubieae Vis.) boliinmesi, Chaiturus, Lagochilus
Bunge ex Benth., Leonurus ve Panzerina cinslerinin Leonureae Dumort tribus olarak
simiflandirilmasi, kiiglik bir cins olan Lagopsis’in Leonureae igerisinde Chaiturus-
Leonurus-Panzerina grubuna dahil edilmesi 6nerilmistir. Ayrica korolla tiipindeki kisa
stamenler, palmat damarlanma ve siklikla elsi loblu yapraklarin bu grup i¢in
sinapomorfiler oldugu bildirilmistir. Ug kiiciik cins, Lagopsis, Panzerina ve monotipik
Chaiturus, parafiletik Leonurus (yaklasik 25 tiir) iginde yuvalanmistir [31].

Leonurus cinsinin Cin’de yayilis gosteren tiirlerinde de, niiklear DNA (ITS) ve
kloroplast DNA’s1 analizleri ile yapilan molekiiler ¢alismalarin bu cinsteki taksonomik
problemleri ¢c6zmede yardimci olabilecegi belirtilmistir [91].

L. cardiaca, L. japonicus ve L. sibiricus tiirlerinin mikroskobik ve fitokimyasal
olarak karsilastirildiklar1 ¢alismada; morfolojik olarak tiirlerin, korolla iist ve alt
dudaginin sekil ve uzunluk oranlarinda farklilik gosterdigi, anatomik karakterlerin ayirt
edilmesinde ise, farkli organlardaki trikomlarin varliginin, yogunlugunun ve boyutunun
farkli oldugu bildirilmistir [30].

Bir bagka ¢aligmada L. cardiaca tiiriiniin tiim organlarinin morfolojik ve anatomik
ozellikleri derlenmistir [92].

[ran’in 6 farkli bolgesinde yayilis gdsteren L. cardiaca tiiriiniin morfolojik
karakterleri arasindaki korelasyon ortaya konmustur. Popiilasyonlar, cardiaca ve
persicus alt tiirlerini temsil eden iki grupta toplanmistir [63].

L. cardiaca internodlarinin ontogenisi sirasinda morfoloji, anatomi ve mekanik
ozelliklerdeki adaptif degisikliklerin degerlendirildigi bir ¢aligmada, onemli Olciide
fonksiyonel adaptasyon oldugu kanitlanmislardir. Geometrik-mekanik oSlgtimler ve
hesaplamalar, orijinal birincil gévde hacmi ig¢inde oldukg¢a lokalize bir ikincil biiyiime,
(vani govde ¢evresinde belirgin bir artis olmaksizin) ve doku olgunlasmasi sirasinda
mekanik 6zelliklerde cok onemli degisiklikler olmaksizin, artan mekanik yiiklemeye

adaptif bir durumu gostermistir. Daha gen¢ ontogenetik asamalardaki hizli adaptif
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biiyiime siireclerinin, daha ileri farkli ontogenetik asamalardaki ¢ok daha yavas adaptif
biiylimenin bir sonucu oldugu bildirilmistir [93].

Giliney Amerika’da yayilis gosteren L. sibiricus tiirliniin, govde boyunun 40-60 cm
arasinda oldugu, korollanin 12-15 mm, kaliksin 6-8 mm, nutletin boyunun 2 mm oldugu,
bir diger calismada yapraklarin basit, dekussat, pargali olup, mezofilin, dorsiventral
oldugu, epidermisin tek tabakali olup, anomositik tipte stomalarin bulundugu, her iki
yiizeyde glandiiler ve glandiiler olmayan trikomlara sahip oldugu, farkli bir ¢alismada da
L. sibiricus’un oviilleri itizerindeki trikomlarin sapsiz ve dort hiicreli yapida olan
"Lamium tipine" benzedigi bildirilmistir [94-96]. Bitki govdesinin ¢esitli kisimlarinda
glandiiler trikomlarin gériilmesi Lamiaceae'nin bir karakteristigidir.

Lamiaceae familyasinin nutlet morfolojisini belirlemek i¢in yapilan g¢alismada,
Mogolistan’dan toplanan Ajugoideae, Scutellarioideae, Nepetoideae ve Lamioideae alt
familyas1 tiyesi olan 12 cinsin 20 tiiriine ait farkli karakterler taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Nutlet morfolojisi; boyut, renk (acik
turuncu-sari, agik kahve, koyu kahve, soluk gri, siyah), sekil (obovoid, subobovoid,
eliptik), yiizey siislemesi (tip I, tip 1), yiizey (tiiyli, tiysiiz, piiriizsiiz), tepe (yuvarlak,
ticgen) ve taban (trunkat, akut, yuvarlak) karakterleriyle degerlendirilmistir. Buna gore,
L. sibiricus ve L. deminutus Krecz. tiirlerinin yiizeyi piiriizsiiz olan Tip II igerisinde
bulundugu bildirilmistir. Yine bu g¢alismada, L. sibiricus tiirlinde nutletin Tip II-2
icerisinde bulunup, eliptik, 3 diizlestirilmis yiizlii, agik findik renkli, uzunlugu 2.12 mm,
genisligi 1.07 mm, tepe ve taban trunkat, yiizey piiriizsiiz, tiiysiiz, retikulat 6zelliklere
sahip oldugu belirlenmistir. L. deminutus tiiriinde ise, nutletin Tip I1-2 igerisinde bulunup,
nutletin obovoid, 3 diizlestirilmis yiizli, orta devetiiyii renkli, uzunlugu 2.12 mm, genislik
1.07 mm, tepe ve taban trunkat, yiizey piiriizsiiz, tiiysiiz, sadece tepe tiiylii, undulat
ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir [97].

Toprakta uzun siire kalabilen polen tanelerinin morfolojisi, siniflandirma ve
bitkilerin evrimsel tarihini olusturmak i¢in 6nemli bir karakter olarak kabul edilmektedir.
Genel olarak, polen tanelerinin sekli, familya, cins ve tiir gibi taksonomik basamaklara
Ozgudiir. Bu nedenle énemli bir 6zellik olarak, polen morfolojisi genellikle sistematik
problemlerin  ¢oziimiinde ve filogenetik iligskilerin  ortaya ¢ikarilmasinda
kullanilmaktadir.

Lamiaceae familyasinin polen morfolojisi verilerine dayali olarak siniflandirilmasi

ilk olarak Gunnar Erdtman (1945) tarafindan yapilmistir. Erdtman elde ettigi polen
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morfolojisi ve sitolojik verilere dayanarak Lamiaceae familyasi i¢in daha onceki
arastiricilardan oldukga farkli olan yeni bir siniflandirma ortaya atmistir. Erdtman (1969)
Lamiaceae familyasinin tozlasma déneminde, bazi polenlerinin 2 nukleuslu bazilarinin
ise 3 nukleuslu oldugunu belirtmistir. ilk bahsedilen polenlerin 3, digerlerinin ise 6 tane
apertiire (kolpus) sahip olduguna isaret etmistir. Erdtman’a goére homojenite
gostermesinden dolay1r Lamiaceae familyasinin alt familyalara boliinmesi oldukg¢a zor
olup, sitolojik (nukleus sayisi) ve polen morfolojik (kolpuslarin sayisi) veriler arasinda
oldukga siki bir iligki vardir [98]. Bu iligski familyaninin sistematigine yeni bir bakis agisi
getirmektedir. Erdtman’in Lamiaceae familyasini, familyadaki polenleri ii¢ kolpuslu
(trikolpat) ve alt1 kolpuslu (hekzakolpat) olmalarina gére Lamioideae ve Nepetoideae
olarak iki alt familyaya ayirmasi, palinolojinin Lamiaceae’nin sistematiginde énemli bir
yer tuttugu gercegini ortaya ¢ikarmustir [26]. Bundan sonraki ¢alismalarda da yine
Lamiaceae’nin sistematigi polen morfolojik verilere dayali olarak degerlendirilmis ve
Erdtman’in verileri ile paralellik gosteren birgok veri elde etmistir.

Leonurus cinsindeki 9 tiir ve 1 varyetenin polen morfolojilerinin LM (Isik
Mikroskobu) ve SEM (Taramali elektron mikroskobu) ile incelendigi bir ¢alismada,
polen tanelerinin elipsoid veya subferoid oldugu, polenlerin trikolpat oldugu, kolpuslarin
neredeyse kutuplara kadar uzandigi, ekzin ornamentasyonunun retikulat, retikulat-
mikroperforat oldugu bildirilmistir. Ayrica, L. cardiaca’nin polen boyutlarinin 20.5-
(21.6)-4.3x 15.4-(18.2)-20.5 pm ve polen seklinin subprolat oldugu, L. glaucescens polen
boyutlarinin 16.6-(17.2)-17.8x17.8-(18.9)-20.8 um ve polen seklinin oblat spheroidal
oldugu bildirilmistir [99].

2.5. Leonurus Tiirleri Uzerine Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Leonurus tiirlerinin antioksidan ve radikal temizleyici ozelliklerinin siklikla,
ekstraksiyon sirasinda polar fraksiyonlarda zenginlestirilmis fenolik bilesenlerden
(flavonoitler, feniletanoitler) kaynaklandigi bildirilmistir [100, 101]. L. cardiaca'dan elde
edilen ekstreler, in vitro calismalarda antioksidan aktivite gostermis ve polifenolik
bilesiklerin, 6zellikle flavonoitler (rutin) ve hidroksisinnamik asit tiirevlerinin bu etkiden
sorumlu olabilecegi bildirilmistir [100, 102-105].
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2.5.1. Antioksidan aktivite

Sadowska ve digerleri tarafindan yapilan c¢alismada, L. cardiaca ekstresinin
antioksidan potansiyelini belirlemek igin, ABTS™", DPPH" ve ferrik indirgeyici
antioksidan etki arastirilmis, antioksidan kapasite degerleri 350+20- 45517 uM
Troloks/g araliginda bulunmustur [106].

Iran’da dogal yetisen L. cardiaca tiiriiniin kurutulmus toprak iistii kistmlarindan
metanolle hazirlanan ekstresinin antioksidan potansiyeli, Grammosciadium platycarpum
Boiss. & Hausskn. ve Onosma demawendicum H. Riedl. ekstreleri ile karsilagtirarak
degerlendirilmistir. L. cardiaca’nin metanol ekstresinin DPPH" testi (1Cso: 144 £12.1 mg
/ml), demir indirgeme testi (25-100 pg/ml konsantrasyon araliginda C vitamininden {istiin
sonuglar), nitrik oksit kazima testi (ICso: 0.15+ 0.01 mg/ml), hidrojen peroksit siipiirme
etkisi (ICso' 438.2 +21.8 pug/ml) degerlendirilmis, sonuglar toplam fenol igerigi (54.3+1.8
mg gallik asit/g ekstre) ile iliskilendirilmistir [107].

Bir baska calismada, Iran’da yetisen L. cardiaca bitkisinin toplam fenolik bilesikler
ile toplam flavonoit igerigi ve nitrik oksit stipiiriicii 6zellikleri arasindaki korelasyon
degerlendirilmistir. L. cardiaca‘nin toprak tistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresi
i¢in toplam fenolik igerigi (54.3+£2.71 mg gallik asit esdegeri/g ekstre), toplam flavonoit
icerigi (35.2+1.76 mg kersetin esdegeri/g ekst) ve nitrik oksit radikalini slipiirme
aktivitesi (ICso: 0.15+£0.007 mg/ml) arasinda iyi bir korelasyon oldugu bulunmustur
[108].

Icerisinde L. cardiaca’nin metanollii ekstresinin de bulundugu, Romanya
Lamiaceae tiirlerinden elde edilen ¢esitli ekstrelerin antioksidan potansiyeli DPPH" testi,
fosfomolibdenum yontemi ve kemiliiminesans testi kullanilarak degerlendirilmis ve 5
mg/ml konsantrasyonda ii¢ antioksidan testiyle elde edilen sonuglar (DPPH" %20, toplam
antioksidan kapasitesi-yaklasik 40 mg askorbik asit esdegeri/g ve kemiliiminesans
aktivitesi icin %48 antioksidan aktivite) nispeten diisiik toplam fenolik icerik (2.8 mg
gallik asit esdegeri/g ekstre) ile iliskilendirilmistir [109].

Yine Iran’da L. cardiaca tiirii ekstresinin farkli fraksiyonlarmin toplam fenolik
igerigi ve antioksidan kapasitesi (DPPH" testi) degerlendirilmis, en iyi sonuglar 50:50
(h/h) metanolik-sulu fraksiyon i¢in elde edilmistir (toplam fenolik igerik 70.79+4.41
gallik asit esdegeri/g fraksiyon ve ICso: 53.79 pg/ml) [105].

Kurutma yonteminin etkisi L. cardiaca kiiltiir bitkilerinin yapraklarinda Yi ve

Wetzstein tarafindan {i¢ kurutma yontemi (serada giineste kurutma, 40°C firinda kurutma
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ve 70°C firinda kurutma) kullanilarak %80 metanol ve %80 etanol ekstreleri tizerinde
calisilmistir. En iyi sonuglar, 40°C firinda kurutulmus bitkilerin etanol ekstreleri i¢in elde
edilmistir (toplam polifenolikler-yaklasik 70 mg/g GAE, Troloks-esdeger antioksidan
kapasitesi yaklasik 400 mM/g TE) [110].

Litvanya’da yayilis gosteren L. cardiaca tirlinden hazirlanan sivi ekstrenin
antioksidan aktivitesini DPPH" ve ABTS'* testleri ile degerlendirmek ve serbest
radikalleri inaktive etme yeteneklerini karsilastirmak igin Bernatoniene ve digerleri
tarafindan yapilan kantitatif analizde, ¢alismada yer alan Ginkgo biloba L. ve Crataegus
monogyna Jacq. tiirleri ile karsilastirmali degerlendirmeler yapilmistir. DPPH" testindeki
radikal temizleme kapasitesinin siralamasi Crataegus sivi ekstresi (70.37+%0.80)>
Ginkgo s1vi1 ekstresi (82.63+%0.23)> Leonurus sivi ekstresi (84.89+%0.18) seklinde iken,
ABTS'* reaksiyonundaki radikal temizleme kapasitesinin Crataegus sivi ekstresi
(87.09+%0.55)> Leonurus sivi ekstresi (88.28+ 1.06%)> Ginkgo sivi ekstresi (88.39+
0.72%) seklinde oldugu bildirilmistir. Sonuglar, DPPH" reaksiyon sisteminde, L. cardiaca
stvi ekstresinin, diger bitkilere kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini,
ABTS™™ reaksiyon sisteminde ise, Ginkgo biloba sivi ekstresindeki antioksidan
aktivitenin daha yiiksek oldugunu bildirmektedir [104].

Farkli bir ¢alismada, L. cardiaca ekstresinden elde edilen polisakkaritler, C
vitamini (ICso : 7.59 + 0.94 mg / mL) ile karsilastirildiginda hidroksil radikallerinin (ICso:
6.98+ 0.87 mg / mL) ¢ok iyi bir siipiiriicii aktivite sergiledigi bildirilmistir [111, 112].

Wong ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, L. cardiaca’nin da yer aldigi
Malezya bitkilerinden elde edilen sulu ekstrelerin antioksidan potansiyeli ve fitokimyasal
bilesimi degerlendirilmistir. Ekstre, bir fitokimyasal ig¢in nispeten iyi bir antioksidan
potansiyeli (16 mg/ml'de %60’in iizerinde DPPH" siipiirme aktivitesi, 10 mg/ml'de
%80’nin lizerinde NO (nitrik oksit) siipiirme aktivitesi ve 10 mg/ml'de %85’in iizerinde
metal selatlama aktivitesi) gdstermis olup, toplam fenolikler (12.13 + 0.12 mg GAE/g
kuru agirlik), toplam flavonoitler (9.86+0.15 mg kersetin esdeger/g dw) ve
hidroksisinnamik asitlerin miktari (2.01£0.01 mg kafeik asit esdeger/g dw) belirlenmistir
[112].

Bir baska ¢alismada, 2020 yilinda Polonya’dan toplanan L. cardiaca'nin toprak iistii
kisimlarindan hazirlanmig ham ve saflagtirilmis ekstreler, antioksidan yetenekleri
(fosfomolibdenum, DPPH’, ABTS *, FRAP, CUPRAC ve demirli selatlama deneyleri) ve

kolinesteraz, tirozinaz, amilaz ve glukozidaza kars1 enzim 6nleyici 6zellikleri acisindan
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test edilmistir. DPPH" ve ABTS'", bitki ekstreleri ile serbest radikallerin uzaklastirilma
kapasitesini tespit etmek i¢in kullanilmistir. Calisma sonucunda, toplam fenolikler,
radikal temizleme aktivitesi ve ekstrelerin indirgeme giicii arasinda dogrusal bir
korelasyon bulundugu, L. cardiaca ekstrelerinde bulunan 6zellikle, kersetin, kafeik asit,
lavandulifoliosit, verbaskozit, klorojenik asit, rutin ve ursolik asidin biyoaktivitelerdeki
ana varyasyonlari etkiledigi gozlenmistir. Hem serbest radikallerdeki hem de indirgeyici
gii¢ analizlerindeki en giiglii ekstrelerin, en yiiksek seviyede toplam fenolik icerenler
oldugu ve test edilen ekstelerin antioksidan ozelliklerine fenolik bilesiklerin 6nemli
katkilart oldugu da bildirilmistir [113].

Ziyatdinova ve digerleri tarafindan, antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi igin
alternatif bir yontem olarak DPPH" inhibisyonu, diferansiyel puls voltametriyi kullanarak
belirlenmis ve ¢esitli tibbi bitkiler i¢in elde edilen degerler spektrofotometrik olarak elde
edilenlerle karsilastirilmistir. Sonuglar, %70 etanol tentiirii ile karsilastirildiginda; L.
cardiaca inflizyonunun diferansiyel puls voltametri ile belirlenmis antioksidan etkisinin
(diferansiyel puls voltametri ile belirlenen %32=+1 iken, spektrofotometre ile belirlenen
%33+1), %70 etanol tentiiriiniin spektrofotometre ile belirlenen etkisinden (diferansiyel
puls voltametri ile belirlenen %16.6+0.4, spektrofotometre ile belirlenen %17+2) daha iyi
antioksidan etki gosterdigi seklindedir [114].

Ziyatdinova ve digerleri, L. cardiaca’nin da yer aldigi, ticari olarak temin edilebilen
42 sifali  bitki tentiiriiniin antioksidan potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in
kronokiilometrik bir yontem tanimlamis, ayrica antioksidan potansiyeli ile toplam fenolik
icerigi arasinda bir korelasyon kurmustur. Degerlendirme sonrasinda, L. cardiaca tentiirii
icin nispeten diisiik bir antioksidan kapasitesi (1.7+0.02 mg kersetin/mL) ortaya
konmustur [115].

Mao ve digerleri tarafindan (2018), L. pseudomacranthus Kitag'in toprak stii
kisimlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi ve in vitro
antibakteriyel aktiviteleri arastirilmig, kimyasal bilesimi GC-FID ve GC-MS ile
incelenmistir. Ayrica ugucu yagin antioksidan potansiyeli DPPH", ABTS™* ve FRAP
testleri ile degerlendirilmistir. Ugucu yag i¢in, DPPH" ve ABTS™" yontemlerinde ICso
degerleri 1.513 mg / mL, 0.152 mg / mL iken, FRAP yonteminde Troloks esdeger
konsantrasyonu 33.63 pumol Troloks/g olarak belirlenmis, ugucu yagin, daha detayli
calismalardan sonra ilag¢ ve gida enddistrisi i¢in umut verici bir {iriin olarak goriilebilecegi

bildirilmistir [116].
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Diger bir ¢alismada, kiiltiire alinan L. cardiaca'nin ham 6zii ve toprak {istii
kisimlarinin 4 fraksiyonu, toplam fenolik ve flavonoit i¢erikleri ve antioksidan aktiviteleri
acisindan incelenmistir. Fenolik ve flavonoit igerikleri Folin-Ciocalteu testi ve
farmakopenin 6nerdigi analiz kullanilarak, 6rneklerin antioksidan aktivitesi ise DPPH"
ve FRAP testleri ile degerlendirilmistir. Biitanolik fraksiyon, 1.735+0.07 pmol g* FRAP
degeri, %57.76 DPPH" inhibe edici yiizdesi ve en fazla fenolik igerik (48.37+£3.76 mg
GAE g?) ile en yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterirken, en yiiksek toplam flavonoit
icerigi (50.21+0.65 mg hiperoksit esdeger g') metanolik-sulu fraksiyonda ortaya
cikmistir. L. cardiaca ekstrelerinin ana antioksidanlar1 olarak tanitilabilecek fenoller ve
antioksidan aktiviteler arasinda dogrudan bir korelasyon oldugu bildirilmistir [117].

Bir baska calismada da L. cardiaca’nin butanolik (256.8+7.8 GAE mg g) ve
metanollii (150.1+8.9 GAE mg g?) ekstrelerinin yiiksek fenolik igerigi Matkowski ve
digerleri tarafindan bildirilmistir [100].

Matkowski ve Piotrowska tarafindan L. cardiaca'nim metanollii ekstresinin ICso
orani yaklasik %70-80 olarak bildirilmis, ekstrenin toplam flavonoit igerigi (14.35 mg
hiperozit g™t/ekstre) de belirlenmistir [102].

Baz1 bitki 6zlerinin, hidroksil radikallerini temizleme 6zelligine sahip oldugu ve
hiicresel lipitleri serbest radikal reaksiyonlarmma karsi koruyabildigi bildirilen bir
calismada, cilt beyazlatma ve cilt saglig1 i¢in yararli olabilecek 25 geleneksel Cin bitkisel
ilact incelenmistir. %95 etanolle hazirlanan ekstreler insan epidermal melanositleri
(HEMn) tizerinde sitotoksisite ag¢isindan test edilmistir. Tirozinaz ve melanin inhibe edici
aktiviteler ve serbest radikal temizleme aktiviteleri Ttzerindeki etkileri ayrica
degerlendirilmistir. Bitkisel ilaglardan biri olan L. heterophyllus 'ta toplam fenol miktari
29.9 mg GA/g, DPPH" yonteminde ICso degeri >100 pg/ml, hidroksil siipiiriicii aktivitesi
ise 4.5 pg/ml olarak bildirilmistir [82].

Oliveira ve digerleri tarafindan, L. sibiricus bitkisinin etanol ekstresinde gallik
aside esdeger toplam fenol miktar1 60.1 mg gallik asit/ g ekst, flavonoit miktari ise 15.4
mg katesin/g ekst olarak bulunmustur. Yapilan HPLC analizi ile igeriginde klorojenik,
kafeik, p-kumarik ve ferulik asitlerin yani sira kersetin tanimlanan ekstrenin, DPPH",
ABTS™", nitrik oksit siipiiriicii aktivite ve FRAP testleri ile degerlendirmeleri sonucunda
antioksidan, antinosiseptif ve topikal antienflamatuar aktivitelere sahip oldugu ve bu

sonuglarin bitkinin halk tibbinda kullanimini destekledigi bildirilmistir [76].
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Leonurus tiirlerinin toprak tstii kisimlarinin, ¢esitli farmakolojik 6zelliklerden
sorumlu olan zengin bir aktif bilesik kompleksi igerdigi, icerige bagl olarak da L.
cardiaca bitkisinin, kalp yetmezligi, basit tasikardi, hipertansiyon, efor sendromu ve kalp
kasini gii¢lendirmek i¢in kullanildig: bildirilmistir [43, 118].

L. cardiaca bitkisinin etanol ekstresindeki biyoaktif bilesenler; klorojenik asit,
orientin, kersetin, hiperosit ve rutin olarak belirlenmis ve ekstrenin kalp kaslarini
patojenik stire¢lerin etkilerinden korumak i¢in yararli olabilecegi bildirilmistir [66].

Son c¢alismalarda L. cardiaca'nin siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
aktiviteleri izerinde 6nemli bir koruyucu etkiye sahip oldugu ve in vitro ve in vivo lipid
peroksidasyonu iizerinde giiclii inhibitdr etkilerinin bulundugu ortaya ¢ikmis olup,
koruyucu mekanizmalarinin heniiz tam olarak aydinlatilamamis oldugu bildirilmistir
[118, 119]. Ek olarak ekstrelerde tespit edilen kersetin [118, 120] ve kemferol [118] ile
terpenoit ve ursolik asit [64] gibi flavonoitlerin antioksidan etkilerden sorumlu oldugu da
belirtilmistir [121].

Zhagova ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada L. cardiaca ve 5 farkli lokaliteden
toplanan L quinquelobatus tiirlerinin toplam flavonoit igeriginin tespitinin yani sira,
antiradikal etkisi in vitro DPPH" testi ile degerlendirilmistir. L. quinquelobatus bitkisinin
toplam flavonoit igeriginin 0.60-4.56 mg/g olup, antiradikal aktivitesinin 17.77 mg TE
(troloks esdeger/g ile 47.36 mg TE/g araliginda oldugu, L. cardiaca igin toplam flavonoit
iceriginin 1.17 mg/g ve antiradikal aktivitesinin ise 18.67 mg TE/g oldugu bildirilmistir
[83].

Ek olarak literatiirde farkli tilkelerde L. cardiaca ile yapilan bazi biyolojik aktivite

caligmalar1 ve aktiviteden sorumlu oldugu diisiiniilen bilesikler Tablo 2.3 te verilmistir.
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Tablo 2.3. L. cardiaca ile farkl: iilkelerde yapilan baz: biyolojik aktivite ¢calismalar

Drog/preparat Aktivite Aktiviteden sorumlu bilesik Kaynaklar
Toprak stii kisim Antioksidan Rutin ve hidroksisinnamik asit tiirevleri [16]
(Ts(l)f rdail|<(|1(1) i?ﬁ;;ﬁ?ﬁ%eﬁﬁgggmllﬁ) (Almanya) Antianjinal, antiaritmik Fenolik bilesikler [122]
%70 ethanol ekstresi (Litvanya) Kardiyoprotektif Klorojenik asit ve flavonoitler orientin, kersetin, hiperozit, rutin [66]
%70 etanol e.kStrESI‘ Soxhlet - ekstraksiyonu, Antienflamatuvar, antimikrobiyal 3,4-dihidroksifenil kismi yapili fenolik bilesenler [123]
Metanol ekstresi, (Almanya)
Yaprak aseton:su ekstresi (Polonya) Antimikrobiyal iridoit gljkozitler, di ve triterpenoidler, flavonoitler, tanenler ve [124]

ugucu yaglar

Toprak iistii kisimlar metanol ekstresi (iran) Antioksidan, radikal temizleyici Fenolik bilegenler [107]
Toprak iistii kisimlar metanol ve su ekstresi (fran) ~ Antioksidan Fenolik bilesenler, flavonoitler [108]
Toprak tstil kisimlar metanol ekstresi (Romanya) — Antioksidan, serbest temizleme potansiyeli Polifenolikler [109]
Toprak iistii kisimlar ekstre ve fraksiyonlar (fran) ~ Antioksidan Fenolik bilesenler [105]
Yaprak.%SO metanol veya %80 etanol ekstreleri Antioksidan Fenolik bilesenler [110]
(Yunanistan)
Yaprak, polisakkarit ekstreler (iran) Antioksidan antimikrobiyal Polisakkaritler [111]
Toprak {iistii kisimlar su ekstresi (Malezya) Antioxidant, antidiabetik Fenolik bilesenler [112]
Ticari tentiirler (Rusya) Antioksidan Lavandulifoliosit, fenolik asitler, kafeik asit 4-rutinozit, tanenler [115]
Metanol ekstresi Antioksidan Flavonoit ve fenolik glikozitler [67]
Toprak istii kisimlar farkls tipte ekstresi Antiviral Ursolik asit, kersetin, hiperosit, apigenin-7 glukozit, rutin [125]
Leonurin Antienflamatuvar - [126]
Leonurin Gut artrit tedavisi i¢in ajan - [127]
Toprak istii kisim su ekstresi Anti-biyofilm olugumu - [128]
Toprak iistii kisimlar, ¢ay Sicak basmalari, jinekolojik tonik, gevsetici - [129]
Toprak iistii kisimlar Anksiyolitik, antispazmodik ve menopoz anksiyetesi - [130]
TOpfak.USt.u kisimlar, cay Antispazmodik antiinflamatuar anksiyolitik, tonik - [131]
tentiir, infiizyon
Toprak iistii kisimlar, infiizyon, dekoksiyon ;Frcr)]rélrz(égoz;menore, dismenore, antispazmodik, yatistirici, [132]
Toprak ustii kisimlar, sulu ekstre (Cin) Antioksidan - [133]
Ticari tentiirler, inflizyonlar (Rusya) Antioksidan - [114]
Toprak {istii kisimlar, tentiir, cay Sinir gevsetici, anksiyolitik - [134]
Toprak istii kisim, 45% etanol ekst, Stakidrin,
leonurin, lavandulifoliosit, Isoleosibirin, 7R-  Anksiyete depresyon sinirlilik yatistirict - [61, 135]
kloro-6-dezoksi-harpasit (Almanya)
Leonurin Nefroprotektif, néroprotektif - [136-138]

54



2.5.2. Antimikrobiyal aktivite

Literatiire gore, labdan tipi diterpenlerin muhtemelen L. cardiaca'nin
antimikrobiyal aktivitesinden sorumlu oldugu disiiniilmektedir [43]. Diterpen
bakimindan zengin L. cardiaca yapraklarinin kloroform ekstresinin, Staphylococcus
aureus'un biiyiimesini inhibe ettigi [139], toprak tistii kisimlarinin metanolli ekstresinin
kloroform fraksiyonunun, Plasmodium falciparum'un ¢ok direngli susuna kars1 aktivite
gosterdigi bildirilmistir [140].

Micota ve digerleri tarafindan, L. cardiaca aseton-su ekstresinin ve bilesen ursolik
asidin antimikrobiyal potansiyelinin, minimum inhibe edici konsantrasyonu (MIK)
belirlenerek saptanmasinin  yani sira, Staphylococcus aureus susuna (enfektif
endokarditin potansiyel etiyolojik ajani) karsi yapisma onleyici ve antibiyofilm 6zellikleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar (MIK degeri aseton-su ekstresi i¢in 6 mg/ml ve
ursolik asit i¢in 0.25 mg/ml), ursolik aside kiyasla L. cardiaca ekstresinin zayif biyostatik
aktivite gosterdigi, ancak her iki preparatin da yapisma onleyici potansiyele sahip oldugu
seklindedir. S. aureus biyofilm olusumunun, ekstre tarafindan hafif¢e inhibe edildigi
(%5), ancak 3/4 MIK konsantrasyonlarinda ursolik asit (%85) tarafindan giiclii bir sekilde
inhibe edildigi bildirilmistir [124].

L. cardiaca ekstrelerinin Escherichia coli biyofilm olusumu iizerindeki inhibe edici
dozlarimin etkisine iliskin bir ¢alismada L. cardiaca ekstresinin, sublethal olmayan
streptomisin konsantrasyonu (30 ug/ml) ile sinerjik bir etki gosterdigi ve spesifik
biyofilm olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir [128].

Micota ve digerleri tarafindan [141], Staphylococcus aureus'un ozellikleri
tizerindeki etkilerini belirlemek ig¢in L. cardiaca ekstresinin subinhibitor dozlari
kullanilmistir. Ekstrenin, stafilokok yapisma kiimelerinin olusumunda azalma, koagiilaz
aktivitesi, protein A ekspresyonu veya alfa-toksin sentezinde azalma gibi faydali
etkilerinin gozlendigi bildirilmistir.

Ali ve digerleri tarafindan anti-enflamatuar aktiviteye sahip olan L. cardiaca
ekstresi ve ursolik asidin, Staphylococcus aureus'un kiimelenme, yapisma, plazma
pihtilasmas1 ve tam insan kaninda hayatta kalma gibi farkli patojenik o6zelliklerini

azaltmak igin aktif oldugu bildirilmistir [64].
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Diger bir ¢alismada L. cardiaca sulu ekstresinin, hiicre kiiltiirlerinde kene kaynakli
ensefalit viriistinlin gelisimini neredeyse tamamen inhibe ederek, viriis bulagmis farelerde
daha uzun yasam beklentisine neden oldugu ve boylece bagisikligin indiiksiyonunu
kanitladig1 bildirilmistir [142].

Tagdemir ve digerleri tarafindan, L. persicus'un toprak fistii kisimlarindan izole
edilen bilesikler, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerden olusan bir grup ve ayrica
iki mantar susu kullanilarak antibiyotik aktiviteleri agisindan test edilmis, Sadece
16koseptozid A’nin, 50 ug/spot konsantrasyonda Staphylococcus epidermidis'e karsi orta
diizeyde antibakteriyel aktivite gosterdigi belirtilmistir [143].

L. cardiacamin antiviral potansiyeli Todorov ve digerleri tarafindan
degerlendirilmis, ekstrenin farkli bilesenlerinin ¢esitli viriis tiirlerine (ursolik asit - HCV,
HPV-18; kersetin-HSV-1, polioviriis 1, RSV; hiperosit-DHBV; apigenin—-HSV-2; rutin—
HIV-1) kars1 aktif oldugu bulunurken, kloroform ve metanol ekstrelerinin HSV-1 ve 2'ye
kars1 antiherpes aktivitesine sahip oldugu sunulmustur [125].

Mao ve digerleri tarafindan (2018), L. pseudomacranthus Kitag'in toprak {istii
kisimlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi ve in vitro
antibakteriyel aktiviteleri arastirllmis, kimyasal bilesim GC-FID ve GC-MS ile
incelenmis, ana bilesenler, sklareol (%34.8), B-karyofilen (%7.1) ve a-muurolen (%5.3)
olarak belirlenmistir. Ayrica ugucu yagin antibakteriyel aktivitesi, disk diflizyon ve
mikrodiliisyon yontemleriyle degerlendirilmis, ugucu yagm Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus' a kars: sirastyla 0.039 mg/mL ve 0.156 mg/ mL MIK degerleri
ile oldukga etkili sekilde antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir [116].

2.5.3. Sitotoksik aktivite

Leonurin, kardiyoprotektif etkilere sahip geleneksel bir bitki olan Leonuri herba
icin Ozel bir alkaloittir. Kardiyoprotektif etkisi, Leonuri herba’nin diger bilesenleri ile
sinerjik bir etki olarak hareket edebilir. Xin ve digerleri tarafindan yapilan ¢aligmada,
leonurinin H9c2 (Sican embriyonik ventrikiiler miyokardiyal hiicre hatti) hiicrelerinde
doksorubisin (DOX) ile indiiklenen kardiyomiyopatiye karsi olasi koruyucu etkileri
arastirilmig, kimyasal olarak sentezlenen leonurunin, antioksidani artirarak H9c2 hiicre
modelinde DOX ile indiiklenen hiicre apoptozunu zayiflattigi bildirilmistir [144].

Leonuri herba’nin ana bilesenlerinden biri olan flavonoitlerin de, DOX tarafindan
indiiklenen kardiyomiyopati ve kardiyomiyosit apoptozuna karsi koruyucu etkileri

oldugu bildirilmistir [145]. Bu ¢alismalar bitkisel ilaglarin, kardiyoprotektif ila¢ olarak
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degerli birer kaynak oldugunu ve HL’nin de iyi adaylardan biri olabilecegini
dogrulamaktadir.

Sitarek ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada L. sibiricus'un TR (transforme
edilmis) ve AtPAP1 TR transgenik kok ekstrelerinin ¢esitli kanser hiicre hatlarina
(CCRF-CEM, K-562 ve A549) karst hem genotoksik hem de sitotoksik aktiviteleri
arastirtlmis, test edilen her iki ekstrenin CCRF-CEM (akut lenfoblastik 16semi hiicre
hatt1) ve K-562 (Kronik myeloid 16semi hiicre hatt1) hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik bir
etki gosterdigi, en giiclii aktivitenin AtPAP1 TR ekstresi i¢in gozlendigi bildirilmistir.
Ayrica, test edilen konsantrasyon araliginda A549 hiicre hattina kars1 higbir sitotoksik
etki gozlenmemistir. Ekstrenin sitotoksik ve genotoksik aktivitesini arastiran bu
caligmada L. sibiricus ekstresinin, i¢sel ve dissal yollarla ve DNA hasar1 yoluyla apoptozu
indiikledigi bulunmustur [146].

Bir bagka ¢alismada da, Giiney Asya ve Sibirya'da yaygin olarak kullanilan L.
sibiricus'un TR (transforme edilmis) kok ekstrelerinin, glioma hiicrelerinde apoptoz
indiiksiyonunun potansiyel mekanizmasi1 degerlendirilmis, farkli test yoOntemleri
kullamilmis ve MTT [3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir]
analizinde, 24 saatlik tedaviden sonra ekstrenin glioma hiicrelerinin tiim derecelerinde
sitotoksik bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, ICso konsantrasyonu I. ve
Il. derece glioma hiicreleri i¢in 1 mg/ml iken, Ill. derece i¢in 1.5 mg/ml olarak
bildirilmistir [15].

Leonurin hidroklorid'in (LH) akciger kanseri hiicreleri tizerindeki etkilerini
belirlemeyi ve ilgili olast molekiiler mekanizmay1 aydinlatmay1 amaglayan bir ¢alismada,
H292 (Insan akciger karsinomu) hiicre hattinda 6, 12, 24, 48 ve 72. saat canlihg
tizerindeki etkiler MTT testi ile degerlendirilmis, LH nin zamana ve konsantrasyona bagli
bir sekilde proliferasyonu 6nemli 6lglide inhibe ettigi ve H292 hiicrelerinin GO/G1
fazinda hiicre dongiisii ilerlemesini doza bagimli olarak durdurdugu bildirilmistir [147].

Diger bir ¢alismada, L. japonicus tiiriiniin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan %70
etanol ekstresinin, meme kanserli iki hiicre hattina (MCF-7 ve MDA-MB231) karsi
antiproliferatif etkisi MTT testi ile degerlendirilmis, 24 saatte hiicre proliferasyonunun
baskilanmasi i¢in ICso degerleri sirasiyla, MCF-7 ve MDA-MB231 hiicreleri i¢in
96.2ug/mL ve 89.1ug/mL iken, ekstrenin sitotoksisitesi ig¢in 1Cso degerleri, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicreleri i¢in 48 saatte sirasiyla 67.7ug/mL ve 53.4ug/mL olarak
belirlenmistir [148].
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2018’de Kore’de yapilan ¢alismada L. sibiricus ekstresinin MCF-7 hiicreleri (insan
meme kanseri hiicre dizisi) kullanilarak antioksidan ve antikanser etkisi aragtirilmistir.
Ekstrenin yiiksek toplam polifenol (198.30 mg Tae/g) ve toplam flavonoit (118.91 mg
RE/g) iceriklerinin yan1 sira etkili ABTS " serbest radikal temizleme kapasitesine sahip
oldugu belirlenmis ve 0.1, 0.2, 0.4 ve 0.8 mg/mL konsantrasyonlardaki L. sibiricus
ekstrelerinin, 24 saat ve 48 saat boyunca MCF-7 hiicrelerinin gogalmasini 6nemli 6l¢iide
inhibe ettigi bildirilmistir [149].

Chinwala ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, L. heterophyllus Sweet'in
kurutulmus toprak iistii kismindan hazirlanan ekstrenin, 7 farkli insan kanser hiicre hattina
kars1 in vitro ¢ogalmayi onleyici oldugu ve test edilen tiim kanser hiicre dizilerinin
biiylimesini inhibe etmede etkili oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada kanserli hiicrelerin
cogalmasinin 6nlenme etkisinin doza ve ilaca maruz kalma stiresine bagl oldugu, ayrica
ayni tip organ kokenine sahip kanser hiicre hatlar1 arasinda da degisiklik gosterdigi
bulunmustur [150].

L. sibiricus tiirii biyolojik aktiviteler agisindan biiyiik degiskenlik gosterdiginden,
potansiyel antitiimor aktiviteleri i¢in kullanilacak ilging bir aktif sekonder metabolit
kaynagidir. Bir ¢alismada L. sibiricus kokii ekstresinin, kafeik asit, klorojenik asit,
ferrulik asitler ve p-kumarik asit dahil olmak tizere, yiiksek seviyelerde fenolik bilesikleri
icermesinden dolay1 glioma hiicreleri ve melanoma hiicrelerine karsi sitotoksik aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir [151].

Ek olarak, Agrobacterium tarafindan transformasyon veya spesifik transkripsiyonel
faktorlerin eklenmesi gibi bagka genetik manipiilasyonlarin, fenolik asitler gibi sekonder
metabolitlerin iiretiminin artmasina ve dolayisiyla biyolojik 06zelliklerin daha da
iyilestirilmesine neden oldugu bildirilmistir [15].

Aralarinda L. turkestanicus tiiriiniin de bulundugu, Ozbekistan'da dogal olarak
yetisen 10 bitki tiirtinden metanol, hekzan, kloroform ve su ile hazirlanan ekstrelerin
sitotoksisitesi, antiproliferatif ozellikler agisindan arastirilmustir. Bitkilerin test edilen
tim su ekstrelerinin 200 pg/ml'nin iizerinde ICso degerleri ile hiicre ¢ogalmasini orta
derecede inhibe ettigi, kloroform ve hekzan ekstrelerinin test edilen hiicrelerde (HL-60
promyelositik 16semi hiicre hatt1), daha yiiksek sitotoksik aktivite gosterdikleri
bildirilmistir [80].
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2.6. Leonurus Tiirleri Uzerine Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Yaklasik 1930'lardan beri, Leonurus cinsine ait tiirlerin kimyasal bilesenlerini ve
farmakolojik mekanizmasini ortaya ¢ikarmak i¢in yogun ¢alismalar yapilmistir.
Arastirmalar esas olarak L. japonicus (Dogu Asya), L. cardiaca (Avrupa), L. persicus
(Tiirkiye, Iran), L. glaucescens (Kuzeybat1 Asya) ve L. turkestanicus (Orta ve Bat1 Asya)
tizerinde odaklanmustir.

Iridoitler biyogenetik ve kemotaksonomik &neme sahiptir ve esas olarak yiiksek
bitkilerde glikozitler olarak bulunurlar. Sedatif etki [152] basta olmak iizere ¢esitli
biyolojik ve farmakolojik aktivitelerden bu bilesiklerin sorumlu oldugu bildirilmistir.

Yapilan son arastirmalarda Leonurus tiirlerinin toprak iistii kisimlarinda bulunan
bilesenler; monoterpenler (iridoitler) [153, 154], diterpenler (furanolabdan ve labdan
tiirleri) [155-159], triterpenler (ursolik ve oleanolik asitler) [64, 160] ve nitrojen igeren
bilesikler (leonurin ve stakidrin) [161-163], fenilpropanoitlerin (lavandulifoliosit) yani
sira flavonoitler, fenolik asitler, ugucu yaglar, steroller ve tanenler olarak bildirilmistir
[43].

Klinik uygulama olarak, Leonurus tiirlerinin uterotonik ve kardiyovaskiiler
aktivitesinin leonurin ve stakidrin gibi alkoloitlerden [164-166], farmakolojik etkilerinin
(antibakteriyel, antiplazmodiyal, kemopreventif...vb.) ise labdane diterpenoitlerden
[167, 168] kaynaklandig1 bildirilmistir. Leonurin, esas olarak kardiyovaskiiler, hipotansif,
uterotonik ve noroprotektif etkiler gosteren, farmakolojik olarak aktif bir guanidin
alkaloittir [169]. Leonurinin teorik olarak, merkezi sinir sistemi aktivitesinde dnemli bir
rol oynamadigi ancak kusma ve bulanti igin potansiyel bir bilesik olabilecegi de
bildirilmistir [58].

Literaturde, L. cardiaca turiinin Onemli miktarlarda lavandulifoliosit ve
verbaskozit igerdigi bildirilmistir [123, 170]. Diger bilesenler arasinda flavonoitler,
ozellikle kersetin ve kamferol O-glikozitler: rutin, hiperozit, kuersitrin, izokersitrin,
astragalin ve apigenin; flavonoit C-glikozitler: viteksin ve isoviteksin; serbest aglikonlar
yer alirken, bazi ¢alismalarda genkvanin, Leonurus cinsinin kemotaksonomik bir belirteci
olarak oOnerilmektedir [104, 171, 172]. Fenolik bilesikler arasinda fenilpropanoit
glikozitler: lavandulifoliosit (verbaskozitin arabinozidi) [173] ve fenolik asitler
(klorojenik, rozmarinik, kafeik, p-kumarik, p-hidroksibenzoik, vanilik, ferulik asit,
fenolik asit) ve fenolik glikozit olan kafeik asit 4-rutinozit igerdigi bildirilmistir [43, 104,
174].
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L. cardiaca, L. japonicus ve L. sibiricus tiirlerinin mikroskobik ve fitokimyasal
olarak karsilastirildiklar1 ¢alismada; verbaskozitin varliginin  bitki materyalinin
tanimlanmasinda ve (g tiir arasindaki ayrimda 6nemli oldugu, ayrica L. cardiaca’da daha
kuvvetlice bulundugu bildirilmistir [30].

Koshovyi ve digerleri tarafindan L. cardiaca tentiiriiniin kii¢iik miktarlarda arginin,
valin, fenilalanin, glisin, lizin ve alanin eklenerek modifiye edilmis kuru ekstrelerinde 15
fenolik madde bulunmus, hidroksisinamik asitler (klorojenik, kafeik ve rosmarinik
asitler) ve flavonoitler (katesin, hiperosit ve rutin) olarak tanimlanmistir. Ekstrelerin
onemli bir ellajik asit icerigine sahip oldugu da bildirilmistir [175].

Bir bagka ¢alismada, 2020 yilinda Polonya’dan toplanan L. cardiaca'nin toprak {istii
kisimlarindan hazirlanmis ham ve saflastirilmis ekstreler, spektrofotometrik deneyler ve
HPLC-DAD-MS analizleri ile kimyasal olarak karakterize edilmistir. Ozellikle fenolik
asitler (klorojenik, kafeik, kafeoilmalik ve trans-ferulik asitler), flavonoitler (rutin ve
kersetin), feniletanoit glikozitler (verbaskozit ve lavandulifoliosit), guanidin
psodoalkaloitler (leonurin), diterpenler (forskolin) ve triterpenler (ursolik asit) olmak
tizere ekstrelerin icerigi belirlenmistir [113].

Kuchta ve digerlerinin kantitatif HPLC ve HPTLC yontemi kullanarak yaptigi
calismada, L. cardiacanin dominant bilesenleri oldugu saptanan lavandulifoliosit,
verbaskozit ve izokersetin incelenen L. japonicus 6rneklerinin hi¢birinde bulunmazken,
hiperosit L. japonicus'in baskin bileseni olup, tek bir L. cardiaca érneginde bile tespit
edilmemigtir. Yani hem lavandulifoliosit hem de verbaskozitin varligi, Leonuri cardiacae
herba i¢in pozitif bir taksonomik belirtec iken, L. japonici herba i¢in negatif bir belirtegtir.
Ayrica L. cardiaca’da klorojenik asit ve kafeik asit yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmustur [62]. Bununla birlikte, L. cardiaca'da, leonurin igeriginin L. japonicus
tiiriine gore ¢ok diisiik oldugu, bunun iki tiir arasinda 6nemli bir fark oldugu bildirilmistir
[43, 169]. L. cardiaca’nin toprak tistii kisimlarinda %]1.6 oraninda Stakidrin bulundugu
bildirilmistir [169].

Diger bir calismada, L. cardiaca ekstresinde ferulik asit, klorojenik asit, kafeik asit,
sikorik asit, rutozit, lavandulifoliosit, verbaskozit, izokersetin ve stakidrin varligi RP-
HPLC ile tanimlanmistir [169].

Bagka bir ¢alismaya gore, L. cardiaca tiiriiniin sinir sistemi tizerindeki etkilerinin
yani sira bitkinin kan basmcini diisiirme kabiliyetinden de, leonurin ve stakidrin gibi

alkoloitlerin ayrica sorumlu oldugu disiinilmektedir [72]. Ek olarak, jinekolojik
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bozukluklar i¢in, 6zellikle menopoz dénemi ve menstriiel bozukluklar ile iliskili sinir
semptomlari i¢in geleneksel uygulamalar vardir [176].

Leonurus cinsi lyelerinin biyolojik olarak aktif maddelerinin bilesiminin,
flavonoitler (rutin), tanenler, saponinler ve ugucu yag oldugu, bitkinin antiaritmik ve
kardiyotonik etkisinin fenolik bilesiklerin varligindan kaynaklandigi, ozellikle
flavonoitlerden dolay1 L. cardiaca ve L. quinquelobatus'un kardiyotonik ve yatistiric
etkilere sahip oldugu bildirilmistir [122].

L. glaucescens' in koklerinin C vitamini ve tanen (%1.08) igerdigi; gévdenin
alkaloitler (% 0.03), C vitamini, tanenler (% 1) igerdigi; yapraklarin alkaloitler (%0.01),
C vitamini, tanenler (%2.56) igerdigi; ¢igeklerin C vitamini igerdigi; toprak istii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagmm % 0.04 oldugu, ayrica sardenolitler (%0.03),
alkaloitler (%0.009-1.97), C vitamini, tanenler (%2.32-8.29), flavonoitler (%3.59)
igerdigi; tohumlarin yag bilesiminde palmitik asit (%4.6), stearik asit (%2.2), oleik asit
(%20.7), linoleik asit (%70.1) ve linolenik asit (%2.4) bulundugu bildirilmistir [177].

L. glaucescens'in toprak tstii kisimlarindan iki yeni fenilpropanoit glikozit,
(leonosit A ve B) ve bilinen iki glikozit (lavandulifoliosit ve verbaskozit) izole edilmistir
[178]. L glaucescens'te tespit edilen fenilpropanoit glikozitler [178] ve bunlarin
farmakolojik aktiviteleri gosterilmistir [179]. Bunlarin arasinda verbaskozitin
farmakolojik aktivite ve olusumla ilgili baskin bir rol oynadigi bildirilmistir [173].

Milkowska-Leyck ve digerleri tarafindan Polonya’dan toplanan L. cardiaca
tiirinden farmakolojik aktiviteye sahip oldugu varsayilan bir fenilpropanoit glikozit olan
lavandulifoliosit izolasyonu yapilmis ve farmakolojik aktivitesi bildirilmistir [173].

Literatiirde, L. quinquelobatus ve L. persicus tiirlerinin fitokimyasal bilesimi ve
icerikleri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur.

L. quinquelobatus tiiriinden bir kumarolapigenin glikozit izole edildigi ve
kuinkulozit olarak adlandirildig1 bildirilmistir [46].

Zhogova ve digerleri tarafindan, Rusya ve Bulgaristan'in gesitli bolgelerinden
toplanan 5 tanesi L. quinquelobatus, 1 tanesi L. cardiaca olmak tizere 6 6rnegin toprak
iistli kisimlari ve ii¢ endiistriyel motherwort preparati (6g8iitiilmiis bitki, poset ¢ay, tentiir)
incelenmistir. L. cardiaca ve L. quinquelobatus tiirlerindeki iridoit glikozitlerinin; ajugol,
ajugosit, galiridosit, harpagit ve harpagit asetat oldugu, ayrica her iki tiiriin,
dihidroksisinamik asit tiirevleri ve flavonoitler i¢in benzer HPLC profillerine sahip

oldugu ve klorojenik asit (L. quinquelobatus'ta 0.34-3.20mg/g; L.cardiaca’da 0.90mg/g),
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lavandulifoliosit (L. quinquelobatus 0.28-4.00 mg/g; L. cardiaca 0.11 mg/g), verbaskozit
(L. quinquelobatus 0.20-4.50 mg/g; L. cardiaca 0.64 mg/g), rutin (L. quinquilobatus 0.43-
2.90 mg/g; L cardiaca, 0.88 mg/g), hiperozit (L. quinquelobatus 0.01- 0.36 mg/g; L.
cardiaca 0.16 mg/g), izokuersitrin (L. quinquelobatus, 0.10-1.10 mg/g; L. cardiaca,
0.13mg/g) ve apigenin-7-O-glukozit igerdigi bildirilmistir. Bulgaristan'dan toplanan L.
cardiaca bitkisine ajugol (6.88 mg/g), galiridosit (4.59 mg /g) ve ajugosit (3.94 mg/g)
hakim olmustur ve toplam iridoit igerigi 15.65 mg/g’dir. Rusya'dan toplanan L.
quinguelobatus bitkisinden elde edilen baslica iridoit glikozitler harpagit (0.1- 0.37
mg/g), galiridosit (0.14-0.29 mg/g) ve harpajid asetat (0.13-0.37 mg/g) olup,
hammaddedeki toplam iridoit igerigi 0.53-1.24 mg/g’dir. Ayrica bu ¢alismada incelenen
tibbi preparatlarin iridoit profilinin L. quinquelobatus'un profiline karsilik geldigi
bildirilmistir [83].

Bat1 Sibirya bolgesinde yetisen L. quinquelobatus’un 3 boélgeden (Novosibirsk,
Kemerovo ve Kamlak koyii) toplanan 6rnekleri incelenmistir. L. quinquelobatus tiiriin
%70 etanol ekstresinde 9 ana fenolik bilesenin tanimlandig1 calismada; ¢esitli bolgelerden
elde edilen hammadde 6zlerinin kalitatif bilesimlerinin benzer oldugu, rutin, Klorojenik
asit ve ttrevleri, apigenin metil esteri, kafeik ve malik asitlerin esterlerinin bulundugu
bildirilmistir [46].

Tasdemir ve digerleri tarafindan L. persicus'un toprak tistii kisimlarindan bilinen
bes iridoit glukozite (galiridosit, ajugosit, 10-deoksijeniposidik asit, 7-deoksi-8-epi-
loganik asit, 8-O-asetilharpagit) ek olarak, 6-O-asetillajugol ve 7,8-epoksi-8-epi-loganik
asit ve ayrica lokoseptosit A , 6jenil S-rutinozit ve kamferol 3-O-glukosit izole edilmistir
[143].

Leonurus cinsi Ozbekistan'da, Tien Shan ve Pamir-Alay daglarinda tash, si13
toprakli yamaclar, tagkinlar, nehir kenarlari, agaglar vegalilar arasinda yetisen ¢ok yillik
endemik calilar olan L. panzerioides ve L. turkestanicus ile temsil edilmektedir [79, 180].
Mamadalieva ve digerleri [81] bu iki tiiriin g-NMR analizlerinin, metanol ekstrelerindeki
bilinen ana bilesenlerin 8-asetilharpagit, harpagit, leonurin ve stakidrin oldugunu ortaya

koymustur.
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2.7. Leonurus Tiirleri Uzerine Yapilan Diger Calismalar

Farmakolojik ¢alismalar antibakteriyel, antioksidan, antienflamatuar ve analjezik
aktivitenin yani sira bitkinin kalp ve dolasim sistemi iizerindeki etkilerini dogrulamistir.
Sedatif ve hipotansif aktivite klinik ¢alismalarda gosterilmistir. Leonurus tiirlerinin
kullanimi, farmakolojik ¢alismalar simirli oldugundan, esas olarak geleneksel
endikasyonlara dayanmaktadir [43].

Romm L. cardiaca bitkisini, dogum sonras1 depresyon da dahil olmak {izere gesitli
rahatsizliklarin tedavisi i¢in dogal bir ¢are olarak siniflandirirken, epilepsi tedavisinde L.
cardiaca'nin geleneksel dahili kullanimi Adams ve digerleri [181] tarafindan
bildirilmistir [134].

Anksiyete ve depresif bozukluklarin tedavisine yonelik potansiyel olarak, Rauwald
ve digerleri tarafindan L. cardiaca ekstresi ve bilesenlerinin noronal reseptor gamma-
aminobutirik asit (GABA\) tizerindeki etkisi incelenerek ortaya konmustur [61, 135].

L. cardiaca bitkisinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen etanollii ekstre, Rezaee-
Asl ve digerleri tarafindan farelerde potansiyel bir analjezik olarak degerlendirilmistir.
Ekstrenin formalin kaynakli agriy1 erken asamada azaltabildigi, antinosiseptif aktiviteyi
arttirdigi ve analjeziyi destekledigi kanitlanmigtir [182].

Bir bagka ¢alismada da, "Hot plate” testinde (53°C), L. cardiaca‘nin sulu etanol
ekstresinin, farelerde agri algisini azalttig1 bildirilmistir [43].

Furanolabdan tipi diterpenlerin yani sira izole edilmis diterpenler iceren ekstrenin
fraksiyonunun da, asetik asitin neden oldugu abdominal kramplari, paralel verilen aspirin
veya asetaminofenden daha etkili bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir [183].

L. cardiaca'dan izole edilen ursolik asidin, pozitif bir prob olarak kullanildiginda
indometazin ve asetilsalisilik aside gore daha gii¢lii anti-inflamatuar aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir [64].

Leonurus ekstrelerinin fotosensitif ve fotoprotektif etkisinin oldugu, bu 6zelligin
UV ve goriiniir spektral aralikta 15181 absorbe edebilen maddeler (6zellikle kumarin) ile
iliskili oldugu bildirilmistir [54].

He ve digerleri L. japonicus’tan tiiretilen Cin patentli ilaglarin dogum sonrasi uterus
subinvoliisyonunu ve miyokardiyal, serebral iskemik yaralanmalar iizerindeki etkilerini
hafiflettigine dair artan kanitlarin bulunmasindan dolay1, bitkinin bu yararl etkilerinin
anjiyogenez ile iliskili olabilecegini varsaymis ve bitkide bulunan alkaloitlerinin, ugucu

yaginin ve bunlarin birincil bilesenlerinin zebra balig1 embriyolari tizerindeki anjiyojenik
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etkilerini aragtirmistir. Toplam alkaloitlerin ve bitki tarafindan en ¢ok iiretilen alkaloit
olan stakidrinin zebra balig1 embriyolarinda anjiyogenezi 6nemli dl¢iide arttirdigi, ancak
beklenmedik bir sekilde, ugucu yagin embriyolar i¢in zehirli oldugu gézlenmistir. L.
japonicus alkaloitlerinin  gliglii  anjiyojenik  ajanlar oldugu, ancak diisiik
konsantrasyonlarda bile ugucu yaginin toksik oldugu bildirilmistir. Anjiyogenez, dogum
sonrast iyilesmenin kritik bir yonii oldugundan, bu sonuglar, dogum sonrasi iyilesmeyi
desteklemek igin bitkinin dekoksiyonunun ve Cin patentli ilaglarinin gelencksel
uygulamasi i¢in kanit olusturmustur [184].

Sezaryen gegiren 165 kadin tizerinde yapilan randomize bir ¢calismada ise, oksitosin
ile kombinasyon halinde L. cardiaca'nin dogum sonu kanamay1 6nlemede etkili oldugu
ortaya konmustur [185].

Denham ve digerleri tarafindan Birlesik Krallik’ta yiiriitiilen klinik arastirmada 35
denekte menopozla iligkili semptomlarin tedavisi i¢in uygulanan 80 bitkiyi (en ¢ok
karsilasilan L. cardiaca %77) kapsayan toplam 141 bitkisel regeteleme belgelenmistir. L.
cardiaca’nin kullanicilar tarafindan, jinekolojik tonik ve bir gevsetici olarak, sicak
basmalarini kontrol etmek igin tercih edildigi bildirilmistir [129].

L. sibiricus ekstresinin insiilinotropik etkiye sahip oldugu bulunmustur [186]. Bir
flavonoit olan kersetinin hem kisa hem de uzun etkiyle INS-1 (Si¢an insiilinoma beta-
hiicreleri) hiicrelerinde insiilin salgilanmasini uyarabildigi, bununla birlikte, kersetinin
glikozitinin ve rutinin boyle bir aktivitesinin olmadigi bildirilmistir [187].

Alkaloitlerin anti-diyabet aktivitesi rapor edilmistir. Leonurinin, aclik kan sekeri
seviyesini distiriip, db/db farelerde plazma insiilin konsantrasyonunu artirarak Tip 2
diyabetin ilerlemesini 6nleme potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir [188].

Romanya'dan toplanan L. quinquelobatus bitkisinin sulu ekstresinin, kopeklere
intravenoz olarak verilen nérepinefrinin presor aktivitesini toplam iki kez siirekli olmayan
perfiizyonlarla antagonize ettigi bildirilmistir [189].

Qi ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, sentetik leonurinin iskemik inme
modelinde (sicanlarda) sinir hiicreleri {lizerindeki néroprotektif etkisi, inme alaninin
azaltilmas1 ve in vivo beyin hasarii gdsteren motor ve davranigsal degisiklikler ile
gosterilmistir. Leonurinin noroprotektif etkisinin, esas olarak, mitokondrinin diizgiin
isleyisinin siirdiiriilmesi ve sonug¢ olarak apoptozun engellenmesi sayesinde ROS

olusumunun azalmasindan kaynaklandigi, ayrica leonurinin antioksidan ve apoptopik
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mekanizmalar1 nedeniyle iskemik inmelerin Onlenmesinde ve tedavisinde faydali
olabilecegi bildirilmistir [190].

Tan1 ve tedavi yontemlerinde son yillardaki ilerlemelere ragmen Kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVVH), morbidite ve mortalitenin en yaygin nedeni olmaya devam etmektedir.
KVH'ye bagli 6liim oraninin 2030 yilina kadar diinya ¢capinda 24 milyondan fazla olacagi
tahmin edilmektedir. Kardiyak aritmiler, KVH kaynakli oliimlerin 6nde gelen
nedenlerinden biridir ve ayrica ani kalp durmalarinin en az yarisindan sorumludur.
Kardiyak aritmiler veya disritmiler, tasikardi veya bradikardi olarak goriilebilecek
diizensiz hiz veya ritmi igeren, kalbin elektriksel aktivitesindeki bozukluklardir [191,
192].

Kardiyak aritmilerin tedavisinin énemli bir kism1 anti-aritmik ilaglardir. Bu ilaglar
esas olarak zar iyonik akimlarimi etkilemek, elektriksel iletim hizin1 degistirmek veya
tetikleme aktivitesini bloke etmek i¢in hareket ederler [193]. Klasik antiaritmik ilaglarin
uzun siireli kullanimi kalp dis1 komplikasyonlara neden olabilecegi gibi ilaca direng
olusturabilmektedir. Bu sayede de terapotik etkinlik azalabilmektedir. EK olarak, bazi
antiaritmik ilaclarin Onceden var olan aritmileri koétiilestirebilmesi, diger ilaclarla
olusabilecek etkilesimler ve olasi yan etkileri sebebiyle, daha fazla terapotik etkiye ve
daha az yan etkiye sahip yeni antiaritmik ilaglarin bulunmasi kaginilmazdir. Buna kaynak
olabilecek en Onemli grup da bitkilerdir. Ancak, ila¢ etkilesimlerinin yonetiminin,
ozellikle dar terapdtik indeksi olan digoksin gibi kardiyovaskiiler ilaglarin farmakolojik
etkilerini arttirabilen veya azaltabilen bazi bitkisel ajanlarla birlikte uygulandiginda
onemli oldugu da unutulmamalidir [53].

Yapilan calismalarin sonuglari, bazi bitkilerin zengin bir antiaritmik ajan kaynagi
oldugunu ve ¢esitli hayvan aritmi modellerinde farkli aritmi tiirlerini baskilayabilecegini
gostermektedir [122, 194].

Ingiliz Bitkisel Farmakopesi L. cardiaca'nin sedatif ve antispazmodik oldugunu,
ayrica kardiyak giigsiizliik, basit tasikardi, efor sendromu, amenore gibi endikasyonlarda
da etkili oldugunu bildirmektedir [195].

Literattirde Leonurus bitkisi ekstresinin, fenolik bilesiklerin (6zellikle flavonoitler)
serbest radikal reaksiyonlarinin mekanizmalarini inhibe etme kabiliyetiyle iliskili
iskemik miyokardiyum tizerindeki antioksidan ve kardiyoprotektif etkisinin bulundugu
bildirilmistir. Bu bilesiklerin mitokondriyal solunum tizerinde etkili oldugu, se¢ici olarak

siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesini silirdiirdiigi ve ayrica

65



mitokondrilerde serbest radikal olusumunu etkin bir sekilde engelledigi, bdylece kalp
kasina kardiyoprotektif etki sagladigi belirtilmistir [66, 104, 196].

Ritter ve digerleri L. cardiaca ekstresinin elektrofizyolojik etkileri iizerine bir
calisma gerceklestirmistir. Ekstrenin gii¢lii kardiyovaskiiler ve antiaritmik etkileri, voltaj
kiskag diizeneginde ex situ Langendorff tavsan Kkalpleri ve kiiltirlenmis
kardiyomiyositlerle yapilan bir calismada deneysel olarak dogrulanmigtir [122].

Milkowska-Leyck ve digerleri tarafindan Polonya’dan toplanan L. cardiaca
tiirlinden hazirlanan ekstrenin, kalp atis hizim dusiirdiigii  bildirilmistir. Ayrica
intragastrik olarak verildiginde BUOH ekstresinin, farelerde spontan lokomotor aktiviteyi
onemli Ol¢iide azalttig1, sulu ekstreye benzer sekilde negatif bir inotropik etkiye neden
oldugu ve giiglii yatistirici 6zelliklere sahip oldugu da belirtilmistir. Ek olarak, izole
edilen lavanduliofoliosidin Langendorff sigan kalbinde 6nemli negatif kronotropizm ve
koroner ¢ikig ile inhibe edici bir etkiye aracilik ettigi, ancak hipotansif etkinin
verbaskozitten biraz daha zayif oldugu bildirilmistir [173].

Sinirsel kardiyovaskiiler rahatsizliklar, hipertiroidizm, ateroskleroz ve kalp ile ilgili
sikayetleri olan 100 hastadan olusan bir grupta (18-65 yas) kullanilan gesitli L. cardiaca
preparatlar1 (tentiir, etanol ekstresi, kuru ekstre ve infiizyon) iizerine yapilan bir
calismanin sonuglarinda, sivi ve kuru 6zler iceren tabletlerle 3-4 giinliik tedaviden sonra,
kalp bolgesinde ¢arpintinin ve gerginlik hissinin azaldig, hipertiroidizm goriilen kisilerde
ise tasikardinin zayifladigi ve sinirsel uyarilma goézlendigi bildirilmistir. Ayrica, L.
cardiaca preparatlar ile yapilan tedavide, sinirsel kalp rahatsizligi ve hipertiroidizm
sikayeti olan grupta en iyi sonuglarin elde edildigi, hipertansiyonu olan hastalarda 8-10
giinliik tedaviden sonra kan basincinda 8-20 mmHg azalma oldugu, bas agrisi ve bas
donmesinin hafifledigi gézlenmistir [197].

Wartofsky ve Nostrand tarafindan yapilan ¢alismada hipertiroidizm ile iligkili
semptomlara (carpint1 ve anksiyete) karsi etkisinden dolayi asir1 aktif tiroid tedavisinde
potansiyel bir adjuvan olarak L. cardiaca onerilmistir [198]. Tiroid uyarict hormonun
inhibisyonu ve fazla tiroid hormon {iretiminin azaltilmasi da bazi arastirmacilar
tarafindan, 6zellikle L. cardiaca bitkisinin rozmarinik asit i¢erigine atanmistir [199].

Geleneksel olarak yaygin sekilde yatistirici, hipotansif ve kardiyotonik etkilerinden
dolayr kullanilan L. cardiaca bitkisinin hastalardaki etkisine iliskin klinik verilerin
eksikliginden dolay1, anksiyete ve uyku bozukluklarinin eslik ettigi arteriyel

hipertansiyon evre 1 ve 2 olan hastalarda Leonurus yagi ekstresinin klinik etkinligini
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degerlendirmek igin Shikov ve digerleri tarafindan bir ¢alisma yapilmistir. Elli hasta 28
giin siireyle giinde 1200 mg Leonurus yagi ekstresi ile tedavi edilmis, evre 1
hipertansiyonu olan hastalarda Leonurus yagi ekstresinin psiko-duygusal durum ve
arteriyel kan basinci tizerindeki olumlu etkilerinin, evre 2 hipertansiyonlu hastalara gore
1 hafta 6nce gozlendigi, Klinik Global izlenim 6lcegine gore hastalarm %32'sinde
anksiyete ve depresyon belirtilerinde anlamli iyilesme, %48'inde orta derecede iyilesme
ve %8'inde zayif etki gozlendigi; hastalarin %12'sinin ise tedaviye yanit vermedigi,
bunlara ek olarak tiim gruplarda yan etkilerin minimal oldugu belirlenmistir. Bu nedenle
Leonurus yagi ekstresinin, arteriyel hipertansiyonu ve eszamanli psiko-norolojik
bozukluklar1 olan hastalar i¢cin potansiyel olarak etkili bir terapdtik ajan olabilecegi
bildirilmigtir [119].

Liu ve digerleri tarafindan L. cardiaca bitkisinden izole edilen ve sentezle elde
edilen leonurinin, lipid peroksidasyonunu ve apoptozu azaltarak sigcanlarda (in vivo)
iskemi kaynakli hasar modelinde miyokardiyum {izerinde koruyucu bir etki gosterdigi,
ayrica leonurinin (15 mg), kan serumundaki artmis seviyeleri kalbe zarar veren laktat
dehidrojenaz ve kreatin kinaz enzimlerinin seviyesini diisiirdiigii bildirilmistir [138].

Leonuri herba infiizyonunun, kardiyovaskiiler nevrozlar, kardiyoskleroz, anjina
pektoris, miyokardit, serebral vaskiiler skleroz, hipertansiyonun ilk asamasi, Graves
hastaliginin  hafif formlar1 ve epilepsi i¢in kullanilabilecegi, bitki preparatlarinin
yatistiricr  6zelliklerinin yani sira, kan basincimi diisiiriicii ve kalp kasilma hizini
yavaglatict etkilerinin bulundugu bildirilmistir. Ancak uterusun diiz kaslarmi
uyardigindan, diisiik veya erken dogum tetiklenebileceginden hamilelik sirasinda
kullanimlar1 sakincalidir [200].

Klinik bir ¢aligmada, L. cardiaca ve L. quinquelobatus'tan elde edilen iridol yag:
ekstresi, icindeki iridoitlerin igerigine goére standardize edilmis ve yumusak jelatin
kapsiiller i¢inde paketlenmistir. Erkek sicanlar {izerinde yapilan deneylerde, iridoliin
anksiyolitik aktivitesi, diazepamin etkisiyle karsilastirilabilir diizeyde tespit edilmistir.
Klinik gozlemler sirasinda, incelenen ilacin, psiko-duygusal bozukluklarin eslik ettigi
arteriyel hipertansiyonun tedavisinde karmasik tedavinin etkinligini arttirdigi,
antihipertansif ilaglarin dozunu diigiirdiigii bildirilmistir [27].

Leonurus tiirleri oziintin sedatif etkisinin, Valeriana officinalis L. bitkisi
uygulamasmin indiikledigi etkiye benzer oldugu [36, 71, 176] hatta daha giigli

olabilecegi degerlendirilmistir.
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Arka ayaklarina elektrotlar yerlestirilmis tavsanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada,
L. cardiaca ve Valeriana officinalis kokii tentiirlerinin yatistirict  aktivitesi
karsilastirilmis, tentiirlerin uygulanmasindan sonra fleksor kaslarinin kasilmasina neden
olan dogru akim yogunlugunun olgiilen degerlerindeki artisin, L. cardiaca tentiirii
uygulamasinda, kediotu kokii tentiiriine gore daha giiglii engelleyici bir etki gosterdigi
bildirilmistir [201].

L. cardiaca'nin %30 etanollii ekstresinin uygulandigi hayvanlarda, labirentte
kosarak gecirdikleri siireyi dort kat uzattigi, barbitiiratlarin neden oldugu uyku siiresini
ti¢ kat arttig1 ve spontan aktiviteyi ise yari yariya azalttig1 igcin 6nemli bir yatistiric etki
gozlendigi bildirilmistir [36].

Klinik bir arastirmada L. cardiaca herbasi (50 mg), kediotu kokii (170 mg), limon
otu yapraklar1 (50 mg) ve serbetciotu peletleri (50 mg) iceren tabletlerin fitoterapotik
yatistirici etkileri, uykusuzluk ¢eken 50 erkek alkol bagimlisinda test edilmistir. Etki ayni
goriintimlii 5 mg kediotu kokii igeren tabletlerle bir plasebo ile karsilastirildiginda, ertesi
sabah uyku kalitesinde 6nemli bir iyilesme ve hafif bir uyku hali gosterdigi, ilaveten ilag
tedavisinin, gece uyaniglarinda kayda deger bir azalma sagladigi bildirilmistir [202].

Ovanesov ve digerleri tarafindan, L. cardiaca tentiirii de dahil olmak {izere
yatistiricilarin uygulanmasinin, bir kaygi durumunun neden oldugu renkleri ayirt etme
yeteneginin, retinanin smirlamasint azaltip azaltmadigini belirlemek i¢in bir calisma
yaptlmigtir. Hem tofizopam (benzodiazepin tiirevi) hem de L. cardiaca tentiirii
uygulamasindan sonra (10 giin), anksiyetede bir azalma ve renkleri ayirt etme becerisinde
bir artis kaydedilmis ve tedavinin gérme {lizerindeki olumlu etkisinin, retinadaki
GABAerjik sistem ve buna bagli beyin yapilart {izerindeki etkiden kaynaklanmig
olabilecegi bildirilmistir [203].

Bir bagka calismada da, hafif anksiyete ve depresyon semptomlart olan 21 geng
hastaya 10 giin boyunca melatonin, L. cardiaca tentiirii uygulanmis, hastalarin uyku
kalitesi ve emosyonel durumlari ile retina fonksiyonlari, yani uyarici 1siklara uyarilma
esigi ve gorme siirecinin sensomotorik tepki siiresi degerlendirilmis, L. cardiaca
tentiirlerinin anksiyolitik aktivitesi dogrulanmig, ancak melatonininkine kiyasla daha
zayif oldugu ortaya ¢ikmustir [204].

Komisyon E, 4.5 g kuru L. cardiaca bitkisinden hazirlanan infiizyonlarin sinirsel
kardiyak kosullarda ve tiroid hiperfonksiyonu i¢in bir adjuvan olarak giinliik kullanimin

(1-3 kez) 6nermektedir. Ongoriilen terapdtik dozajlar uygun sekilde uygulanirsa saglik
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tehlikesi veya yan etkisi bilinmemektedir. Asir1 kullanim, kardiyak glikozitler gibi
mevcut kardiyak bozukluk tedavisine miidahale edebilir. Hassas kisiler alerjik reaksiyon
yasayabilir. Bitkinin adet dongiisiinii etkiledigi bilinmektedir. Belgelenen in vitro
uterotonik aktivite g6z Oniine alindiginda, hamilelik ve emzirme doneminde
kullanimindan kaginilmalidir. Ayrica 18 yasin altindaki kisilere tavsiye edilmez [176].

Ugucu yag bakimindan zayif oldugu bilinen Leonurus tiirleri ile yapilan ¢alismalar
sinirlt sayida olup, bu ¢alismalarda yag eldesi fazla miktarlarda bitkiden temin edilmistir.

Kuzey Kazakistan'da dogal olarak yetisen L. glaucescens'ten elde edilen ugucu
yagin bilesimi, GC-MS yontemi ile analiz edilmis, L. glaucescens ugucu yagmin ana
bilesenleri germakren D (%15.8-27.5), a-pinen (%6.0-13.0), (E) -B- karyofilen (%4.7-
9.3), a-humulen (%3.7-8.8), bliyiime yerlerine bagli olarak cis-f-osimen (%2.3-6.5)
olarak bulunmustur. Leonurus tiirlerinden 10 farkli ugucu yagin bilesimine dayanan
hiyerarsik kiime analizi ile, Kuzey Kazakistan'da yetisen L. glaucescens bilesiminin
Litvanya'da yetisen L. cardiaca'ya benzer oldugu belirlenmis ve seskiterpen
hidrokarbonlarin (-(E)-B-karyofilen, germakren D ve a-humulen) Leonurus cinsinin
ugucu yaglarin major bilesenleri oldugu bildirilmistir [84].

fran'a endemik bir tiir olan L. cardiaca L. subsp. persicus (Boiss.) Rech.’un, toprak
tistli kisimlarindan elde edilen ugucu yag GC ve GC-MS kullanilarak analiz edilmis,
ucucu yagm %90.03"iinii temsil eden 46 bilesen tespit edilmistir. Ana bilegenlerin timol
(%35.25), germakren D (%7.62), borneol (%6.69), trans-karyofilen (%4.83), y- gayakol
asetat (%4.43) oldugu bildirilmistir [205].

[ran’da yapilan bir baska calismada da L. cardiaca'nin kurutulmus toprak {istii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin bilesimi GC ve GC/MS ile analiz edilmis, 12
monoterpenoit (%33.9), 19 seskiterpenoit (%60.5) ve 10 terpenoit olmayan (%3.8) bilesik
icerdigi ve tanimlanan 41 bilesendeki ana bilesenlerin epi-sedrol (%9.7), a-humulen
(%9.2), dehidro-1,8-sineol (%8.9), germakren D (%8.9) ve spatulenol (%8.8) oldugu
bildirilmistir [42].

Mockute ve digerleri tarafindan Litvanya’da 6 habitattan tam c¢icek acarken
toplanan L. cardiaca tiiriinden elde edilen ugucu yaglari analiz edilmis, ugucu yaglarin
yaklasik yarisinin (%48.8-62.2) seskiterpen hidrokarbonlardan olustugu, ana bilesenlerin
ise germakren D (%26.6-35.1), B-karyofilen (%5.8-9.0) ve a-humulen (%6.4-9.2) oldugu
bildirilmistir [41].
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L. japonicus bitkisinin kurutulmus ve toz haline getirilmis herba ve meyvelerinden
hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yaglarin bilesenleri GC-MS ile incelenmis, esas
olarak diterpenler (%32.77) ve seskiterpenlerin (%45.37) bulundugu (fiton %19.02, fitol
%13.75, karyofilen oksit %11.49, B-karyofilen %9.89) ve ugucu yaglarin ¢esitli Gram-
pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir [206].

Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada da L. sibiricus tiiriiniin yapraklarindan elde edilen
ucucu yag analiz edilmis ve ana bilesenlerin a-pinen (%25.40), B-karyofilen (%19.01), B-
selinen (%11.19) ve a-terpinen (%4.71) oldugu belirlenmistir [207].

Ozbekistan’a endemik tiirler olan L. panzerioides ve L. turkestanicus’un toprak iistii
kisimlarinda elde edilen ugucu yaglarindan GC-MS yontemi kullanilarak yapilan analizde
sirasiyla toplam 24 ve 39 bilesen tanimlanmigtir. L. panzerioides ugucu yagmin ana
bilesenleri 6jenol (%30.9) ve p-vinil gayakol (%15.8) iken, L. turkestanicus’un ana
bilesenleri timol (%40.1) ve okten-3-ol (%13.1) olarak bildirilmistir [81].

2.8. Leonurus Tiirlerinde Tammlanms Baz1 Bilesikler ile Tlgili Genel Bilgiler

2.8.1. Verbaskozit

Fenilpropanoit glikozitler (PPG), bitkiler aleminde yaygin olarak rastlanan en
biiyiikk dogal polifenol grubu olan fenilpropanoitlerin (PP) suda ¢oziiniir tiirevleridir.
Lamiaceae, Asteraceae, Oleaceae, Liliaceae ve digerler familyalara ait bitkilerin toprak
iistii kistmlarindan ve koklerinden elde edilen 200'den fazla farkli PPG bilinmektedir.

Verbaskozit, PPGs grubuna aittir ve yapisal olarak bir kafeik asit (PP kismi) ve -
(D)-glukopiranozide bagli 4,5-hidroksifeniletanol (feniletanoid kisim) ile karakterize
edilir. Scarpati ve Monache (1963) feniletanoit glikozidi ilk olarak Verbascum sinuatum
L.'den ekstre edilmis ve tanimlanmigtir [208]. Verbaskozit, kimyasal yapisi nedeniyle

hidrofilik ortamda oldukca ¢oziiniirdiir.

70



HO,,/’ OH
OH
HO
o7 N0
F o ; OH
o) \(j/
ot o7
HO
HO
OH

Sekil 2.5. Verbaskozitin kimyasal yapist

Genel olarak diger bitki polifenolleri ve 6zellikle PP'ler gibi PPG'lerin de ya
dogrudan reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini siipiiren ya da zincir kiric1 peroksil radikal
temizleyicileri rolii oynayan giiclii antioksidanlar olduguna dair artan kanitlar vardir [209,
210]. Son zamanlarda, PPG'lerin birgok yararli etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Yapilan
calismalarda, verbaskozitin ~ tiimorlerin~ kimyasal ~ olarak  Onlenmesinde
(kemoprevensiyon) etkili oldugu [211, 212] anti-inflamatuar [213, 214], antitrombotik
[215], yara iyilestirici [209, 216, 217], fotoprotektif [218] ve kardiyoprotektif etkilere
sahip oldugu bildirilmistir [219]. Bunun yaninda verbaskozitin, birgok deneysel
caligmada antioksidan aktivite gosterdigi, dogrudan antioksidatif serbest radikal
temizleyici etkilere sahip oldugu bildirilmistir [218, 220-223].

Verbaskozitin antioksidan etkisi, Aleo ve digerleri tarafindan, ¢esitli belirleme
yontemleri kullanilarak yapilan ve ¢ok sayida dogal antioksidan maddeyi karsilagtiran
deneysel bir ¢alismada belirtilmistir [224].

Burgos ve digerleri tarafindan verbaskozitin in vitro olarak toplam antioksidan
kapasitesi DPPH" testi ile belirlenmis ve referans maddeden (askorbik asit) (284.9 + 1.2
uM) daha iyi degerler (58.1£0.6 uM) gosterdigi bildirilmistir. HepG2 (insan
hepatokarsinoma) ve SH-SY5Y (insan noroblastoma) hiicre hatlarinin hiicre igi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) seviyeleri {izerindeki etkisi de incelenmis ve verbaskozitin
noroprotektif aktivitesinin kismen serbest radikal siipiirme kabiliyeti ile ilgili oldugu ileri

stiriilmiistiir [225].
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Sheng ve digerleri verbaskozitin noroprotektif etkilerini belirlemek igin, MTT
testini, flow sitometriyi kullanmislar ve kaspaz-2 aktivitesi ile hiicre dig1 hidrojen peroksit
seviyelerini 6l¢miislerdir. Verbaskozitin, apoptotik 6liimii azalttig1 ve hiicre dis1 hidrojen
peroksit seviyelerini arttig1 sonucuna varmislardir [226].

Bir bagka ¢alismada, verbaskozitin hiicre i¢i bir radikal temizleyici olarak islev
gordiigii ve dolayisiyla sicandaki kolitin mikroskobik ve makroskopik belirtilerini
azalttigi, inflamatuar bagirsak hastaliginin tedavisi igin faydali olabilecegi ileri
stirilmiistiir [227].

Deng ve digerleri de yaptiklari benzer bir ¢alismada, verbaskozitin Parkinson
hastaligim1 tedavi etmek icin kullanilabilecegini, ¢ilinkii apoptozu azalttigini One
stirmiislerdir [228].

Esposito ve digerleri verbaskozitin, noronal nitrik oksit sentazin ekspresyonunu
inhibe ederek ve glioma hiicrelerinde COX-2'nin aktivasyonunu 6nleyerek, merkezi sinir
iltihab1 {izerindeki noroprotektif etkilerini ortaya koymuslardir [229]. Verbaskozitin
antimikrobiyal etki gosterdigini bildiren birgok galisma vardir [230-232].

2.8.2. Genkvanin

Flavonoit ailesi bilesiklerinin temsilcileri arasinda yer alan genkvanin, birgok
bitkide (Rosmarinus officinalis L., Cistus laurifolius L., Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg.,
Origanum X intercedens) mevcuttur. 5,4'-dihidroksi-7-metoksiflavon olarak da
adlandirilan genkvanin, ilk olarak geleneksel Cin bitkisi Daphne genkwa Siebold &
Zucc’dan 1932'de izole edilmis bir flavondur ve Cin Farmakopesinde Genkva flos’un

kalite kontrolii i¢in kullanilmaktadir [233].
OH

H,CO 0

OH O

Sekil 2.6. Genkvaninin kimyasal yapis:
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Birgok ¢alismada, genkvaninin tiimor hiicresi proliferasyonunu inhibe ederek ve
antioksidan potansiyelini artirarak timor biiylimesini baskiladigi gosterilmistir [234-
236]. Literatiirdeki farmakolojik c¢alismalarda, genkvaninin antibakteriyel [237, 238],
antiplazmodiyal [239], radikal stipiiriicti [240] ve kemopreventif [241] olmak tizere ¢esitli
farmakolojik etkilere sahip oldugu bildirilmistir.

Gao ve digerleri tarafindan yapilan c¢aligmada, genkvaninin ¢ok giiclii
antienflamatuvar etkiye sahip oldugu da bildirilmistir [242].

Bir baska calismada, D. genkwa'dan izole edilen genkvaninin, si¢anlarda
iltihaplanma ve eklem yikimi iizerinde onemli bir terapotik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir [233].

Bouzaiene ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada ise, genkvaninin B16F10 fare
melanoma hiicrelerine kars1 doza bagl bir sekilde onemli bir antiproliferatif aktivite
sergiledigi, ayrica genkvaninin cilt beyazlatma gibi kozmetik preparatlarda
kullanilabilecegi bildirilmistir [243].

Ticari olarak temin edilen genkvaninin, doza bagli olarak 6nemli 6lgiide ASFV
(Afrika domuz gribi viriisii) inhibisyonu gosterdigi, giiclii antiviral aktivite sergiledigi ve
antiviral ilag gelistirme aday1 olarak degerli oldugu vurgulanmistir [244].

Wang ve digerleri tarafindan yapilan ¢aligmada, genkvaninin in vitro HT-29 ve
SW-480 insan kolorektal kanser hiicre dizileri lizerinde bariz bir antiproliferatif ve anti-
inflamatuar aktivite gosterdigi, ayrica farelerde bagigiklik tepkisini arttirarak ve in vivo
bagirsak iltihabini azaltarak tiimor gelisimini ve ilerlemesini 6nemli dlclide engelledigi
bildirilmis, genkvaninin kolorektal karsinom kemoprevansiyonunda terapotik bir rol
oynadig1 ve kanser hastalarmin hayat kalitesini iyilestirmek igin potansiyel bir ajan

olabilecegi one siiriilmiistiir [245].
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2.9. Biyolojik Aktiviteler ile Tlgili Genel Bilgiler
2.9.1. Antioksidan aktivite

Oksijen, yasam icin vazge¢ilmez bir unsurdur. Oksijenin oksidatif 6zelligi, ¢esitli
biyolojik olaylarda hayati bir rol oynarken, oksidatif olaylarla hiicre igindeki hasar1 da
arttirabilir. Oksijen hiicre tarafindan enerji liretmek i¢in kullanilir ve mitokondri
tarafindan ATP (adenozin trifosfat) iiretimi sonucunda serbest radikaller olusur. Bir veya
birden fazla eslesmemis elektronu bulunan atom ya da molekiiller olan serbest radikaller,
reaktif olup, biyolojik sistemlerde onemli rollere sahiptirler. Oksijen tiirevi serbest
radikaller proteinlere, yaglara, karbonhidratlara ve niikleik asitlere zarar verebilir.

Antioksidanlar ise radikal olusumunun sinirlandirilmasi, radikal reaksiyonlarinin
sona erdirilmesi, olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasarli molekiillerin
ortadan kaldirilmasindan sorumlu molekiillerdir [246]. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
reaktif nitrojen tiirleri (RNS), hiicresel redoks isleminden kaynaklanan yan iiriinlerdir. Bu
reaktif tiirler, hem toksik hem de faydal: bilesikler olarak insanda ikili bir rol oynar. Iki
z1t etkisi arasindaki hassas denge, kuskusuz hayatin kilit bir yoniidiir [247, 248]. Reaktif
oksijen tiirlerinin {iretimi ve ¢esitli antioksidan savunmalar1 arasindaki dengesizlik,
antioksidanlarin yetersizliginden ve/veya reaktif oksijen tiirlerin artan olusumundan
cikan oksidatif stresle sonuglanir. Normal fizyolojik durumda reaktif tiirlerin olusumu,
farkli enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan siki bir sekilde
diizenlenir, ancak asir1 ROS iiretimi, lipidler ve zarlar, proteinler ve DNA dahil hiicre
yapilarina verilen hasarin 6nemli aract olan oksidatif stres ile sonuglanir. Oksidanlar
viicutta biyolojik islevi bozabilirler.

Endojen ve ekzojen maddelerden iiretilebilen serbest radikallerin viicutta iiretimi
ise stirekli olup, normal fizyolojinin bir pargasidir. ROS diizeylerini ve bunlarin meydana
getirdigi hasari sinirlandirmak igin viicutta bir¢ok savunma mekanizmasi gelistirilmistir.
Stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin serbest radikallere
karsi1 savunmada onemli rolleri vardir. C vitamini, E vitamini, selenyum, B-karoten,
likopen, lutein ve diger karotenoitler de yardimci antioksidanlar olarak kullanilmakta
olup, flavonoitler gibi sekonder metabolitler ve terpenoitler de sayilabilir.

Bitki, hayvan ve mineral kaynaklarindan antioksidan tiiketiminin insan saglig1 i¢in
faydali oldugu ve serbest radikal kaynakli hastaliklarin goriilme sikligin1 azaltmada etkili
oldugu kanitlanmistir. Antioksidanlar ayni zamanda serbest radikal olusumunun

azaltilmasiyla da iliskili olup, hastaliklarin tedavisi i¢in de faydali olabilmektedir [249,
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250]. Baz1 calismalarda, diisiik antioksidan aliminin veya diisiik antioksidan seviyelerinin
farkl1 hastalik riskini artirdig1, kanser riskini iki katina ¢ikardigi bildirilmistir. Bu nedenle,
saglikli bir yasam tarzinin parcasi olarak saglikli ve dogal antioksidan takviyeleri, sagligi
oksidatif stresten korumak i¢in kabul edilmektedir [251].

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin, giiniimiizde kardiyovaskiiler,
norolojik ve diger bozukluklarinin altinda yatan temel bir mekanizma olduguna
inanilmaktadir. Antioksidanlar, serbest radikal kaynakli hasara karsi Onemli
savunmamizdir ve optimum sagligin devamlilig1 i¢in kritik 6neme sahiptir. Diistik veya
orta seviyelerde, reaktif tiirler hiicresel redoks sinyalizasyonu ve bagisiklik fonksiyonu
tizerinde faydali etkiler gosterir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda, hiicre fonksiyonuna
ve yapilarina zarar verebilecek zararl bir siire¢ olan oksidatif stres iiretirler.

Tip alandaki son gelismeler, serbest radikallerle iligkili bir dizi hastalig
bildirmektedir. Giiniimiizin modern diinyasinda, oksidatif strese bagli hastalik riski,
sagliksiz yasam tarzi, kimyasallara maruz kalma, kirlilik, sigara igme, uyusturucular,
cesitli hastaliklar ve stres ile birlesmektedir. Insan sagligi agisindan biiyiik risk olusturan
basta kanser olmak tizere kalp ve damar hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaligin ortaya ¢ikma
riskini azaltan veya olumlu etkiler gosteren antioksidanlar, serbest radikalleri
temizleyebilen ve oksidatif stres kaynakli hasar olusumunu azaltmaya yardimeci olan
maddelerdir. Geleneksel bitkisel ilaglar ve bazi gidalar, gegmis yillardan beri serbest
radikallerin neden oldugu hasardan koruyan ana antioksidan kaynadi olarak
kullanilmistir. Bununla birlikte, asir1 antioksidan tiiketimi de ciddi yan etkilere neden
olabilecegi i¢in, dikkatli olunmasi da 6nerilmektedir.

Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonda oksidatif siireci onemli dl¢iide inhibe eden
veya geciktiren, ancak ¢ogu kez kendi kendilerine oksitlenen madde olarak tanimlanir ve
endojen ve eksojen olmak iizere iki biiyliik gruba ayrilirlar. Birgok besinsel kaynaktan
elde edilebilen endojen (enzimatik) antioksidanlarin besinlerde en yaygin bulunanlar
polifenol bilesenlerdir. Vitaminler, karotenoitler, organosiilfiir bilesenleri ve mineraller
ise besinlerden alinan diger antioksidanlardir [252]. Antioksidanlarin ayrmtili olarak

siniflandirilmasi Sekil 2.7°de verilmistir.
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Sekil 2.7. Antioksidan bilesenlerin siniflandiriimasi [253]

Endojen ve eksojen antioksidanlar, redoks dengesini koruyarak serbest radikalleri

notralize etmek ve viicudu serbest radikallerden korumak i¢in kullanilir [254, 255].

Stiperoksit dismutaz (SOD), énemli bir endojen antioksidan enzimdir ve birkag

yaygin formda bulunabilir. Siiperoksit radikallerini temizleyen ROS'a kars1 ilk savunma

sistemi olarak hareket eder. Glutatyon ise, bir tripeptid olup, sitozol, ¢ekirdekler ve

mitokondride olduk¢a bol miktarda bulunan giiglii bir enzimatik antioksidandir. C

vitamini ve E vitamini, serbest radikallerle reaksiyona giren 6énemli enzimatik olmayan

antioksidandir [256]. B-karoten lipid yoniinden zengin dokulara koruma saglayan giiclii

bir antioksidandir. Likopen ise, antioksidan aktiviteye sahip baska bir karotenoit olup,

prostat kanserine kars1 faydali bulunmustur. Selenyum, glutatyon peroksidaz dahil ¢esitli

antioksidan enzimlerin aktif bolgesini olugturmak igin gerekli olan eser bir mineral olup,

diisiik dozda antioksidan, anti-kanserojen ve immiinomodiilatér aktivitesi agisindan

onemlidir [257].
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Beta-karoten, katesinler, koenzim Q10, flavonoitler, lipoik asit, lutein, likopen,
selenyum ve C ve E vitaminleri gibi antioksidanlar sebzelerde, meyvelerde, tahillarda,
baklagillerde bolca bulunur ve bir¢ok antioksidan, diyet takviyesi olarak da mevcuttur.
Antioksidan takviyeleri genellikle sentetiktir ve bu sentetik formlarin bazilar, iiretimle
ilgili kapsaml1 islemlerden dolay1 gidalarda olusan dogal antioksidanlarla viicut tizerinde
ayni etkilere sahip olmayabilir. Antioksidan molekiiller, laboratuvar deneylerinde
oksidatif hasar1 siklikla Onlese de, antioksidanlarin (gida veya takviye formunda)
tiikketilmesinin gercekten sagliga ve antioksidan ihtiyacina faydasi olup olmadigi
konusunda bazi tartismalar vardir. Insanlarda yapilan klinik arastirmalara dayanarak,
hastalig1 6nlemek i¢in antioksidan takviyelerinin kullanimini destekleyen sinirli bilimsel
veri vardir.

Gidalardaki antioksidanlar genellikle giivenli kabul edilir ve antioksidan takviyeleri
ile ilgili ¢alismalarda genellikle olumsuz etkiler bildirilmemistir. Bu nedenle sentetik
antioksidan takviyesinin giivenlik yonlerini daha iyi anlamak i¢in daha fazla aragtirmaya
ithtiyag¢ vardir ve antioksidan takviyelerinin, hekim konsiiltasyonu olmaksizin saglikli bir
diyet veya geleneksel tibbi bakimin yerine kullanilmamasi tavsiye edilmektedir [247].

Hint, Cin, Misir, Yunan ve Roma geleneksel tibbi, farkli hastaliklarin tedavisi igin
esas olarak bitkilerden elde edilen dogal maddeleri kullanan ¢ok eski ve taninmis tibbi
sistemleri icermektedir. Antik caglardan beri, insanlar bilerek veya bilmeyerek,
antioksidan bilesen iceren ve gesitli yararlardan sorumlu olan bitki, hayvan ve mineral
kaynaklarindan yararlanmiglardir. Dogal kaynaklardan elde edilen birg¢ok bilesik, orijinal
veya yari sentetik formlarinda ilag olarak kullanilmistir.

Bitkilerden tiiretilen bilesenlerden ilag onciileri, ilag prototipleri ve farmakolojik
problar olarak yararlanilmaktadir. Modern ¢agda geleneksel tibbin farkli farmakolojik
etkisini kesfederken, fitobilesenlerin izolasyonu ana arastirma ilgi alamidir. Yapilan
bir¢cok ¢alismada, geleneksel tipta kullanilan ¢ok c¢esitli bitkilerde antioksidan aktivite
tanimlanmustir [249, 258].

Fitokimyasallar veya bitki bilesenleri, antioksidanlarin ana kaynagidir. Bu
fitokimyasallarin ¢ogu, redoks aktif molekiillerdir; dolayisiyla redoks dengesini korumak
igin aktiftirler ve bu nedenle antioksidanlar olarak tanimlanirlar. Bitkilerden elde edilen
kimyasallar, bitki metabolizmasindaki rollerine bagli olarak genellikle birincil veya
ikincil bilesenler olarak siiflandirilmaktadir. Birincil bilesenler; sekerler, amino asitler,

proteinler, niikleik asitlerin piirin ve pirimidinleri vb. iken, ikincil bilesenler arasinda
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alkaloitler, terpenler ve fenolikler yer almaktadir. Fitobilesenler canli floranin fizyolojik
islevlerinin bir parc¢asi oldugu i¢in, insan viicuduyla daha iyi uyumluluga sahip oldugu ve
sebeple de, bitki bazli antioksidanlarin, sentetik antioksidanlardan daha iyi bir biyolojik
etkiye sahip olduguna inanilmaktadir. Son arastirmalarda, serbest radikal temizleyici
ozelliklere sahip bitki kokenli antioksidanlarin, oksidatif strese bagli bircok hastalikta
profilaktik ve tedavi edici ajan olarak biiyiik dnem tasiyabilecegi bildirilmistir [248, 259].

Polifenoller, fitokimyasallarin en genis smiflarindan biri  olup, giicli
antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baghdir. Cok fonksiyonlu olup
hidrojen atomu verici, singlet oksijeni siipiiriicii ve indirgeyici olarak davranabilen bitki
polifenollerinden bazilar1 da antioksidan Ozelliklerini metal iyonlarimi selatlama
ozelliklerine bor¢ludurlar [260].

Flavonoitler, ¢ogu bitkide bulunan antioksidan aktiviteye sahip polifenolik
bilesiklerdir. Bitkilerin yaprak, tohum, kabuk ve ¢igek kisimlarinda 4000'den fazla flavonoit
tanimlanmis ve flavanoller, flavanonlar, flavonlar, izoflavonlar, Kkatesinler,
antosiyaninler, proantosiyanidinler gibi farkli alt boliimlere ayrilmistir. Kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, artrit, yaslanma, katarakt, hafiza kaybi, fel¢, Alzheimer
hastaligi, iltihaplanma, enfeksiyon gibi bir dizi kronik ve dejeneratif rahatsizligin farkl
flavonoitler tarafindan 6nledigi veya geciktirildigi bildirilmistir [251, 256, 257].

Flavonoit ve fenolik bilesikler, dogal kaynaklardan saglanan antioksidanlar olarak
faydali olabilirler. Fenolik bilesiklerin dagilimi, bitkinin farkli kisimlar1 arasinda
degisiklik gosterir. Fenolik bilesiklerin igerdigi c¢esitli fenolik hidroksil gruplari, bu
yapilarin antioksidan aktivite gostermelerini saglar. Fenolik igerik, hidrojen verme
kabiliyeti ile antioksidan etkiye katkida bulunabilir.

Flavonoitler;  antosiyaninler ve antoksantinler seklinde siniflandirilir.
Antoksantinler renksiz veya beyazdan sariya doniik renktedirler (flavonol, flavanol,
flavon, flavanon ve izoflavonlar). Antosiyaninler ise, antosiyanidinlerin glikozitleri olup
ciceklere ve meyvelere kirmizi, mavi ve mor renkleri veren, suda ¢oziilebilen en 6nemli
bitki pigment smifidir. Flavonoitlerin en yaygin smifi flavonollerdir (kersetin, rutin,
kamferol, mirisetin). Apigenin ve luteolin flavon sinifina ait temel bilesiklerdendir.
Flavonoller ise flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. En bilinenleri katesin ve
epikatesindir [260].

Oksidasyonu azaltan veya oOnleyen kimyasal maddeler olarak bilinen

antioksidanlar, serbest radikallerin dokularda zararli etkilere neden olmasina karsi
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koyabildiklerinden, genellikle serebrovaskiiler hastaliklardan korumak i¢in kullanilirlar
[261]. Hiicresel diizeyde meydana gelen oksidatif stres, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
ana patojenik faktor olarak islev gérmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) lipoproteinler, lipitler, protein ve DNA gibi c¢esitli biyomolekiillere
saldirarak oksidatif hasara neden olmasindan kaynaklanmaktadir [262]. Bu oksidatif
zarar, farkli birgok hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin yani sira, romatizma, diyabet, serebrovaskiiler
enfeksiyonlar ve hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi bunlardan bazilaridir. DNA hasar1 ve
oksidatif stres, bireysel beslenme ve yasam tarzina bagli olarak da ortaya ¢ikabilmektedir
[263].

Bitkiler, giiniimiizde tibbin tamamlayicis1 olarak oldukca genis kullanim alam
bulmaktadir. Ucuz olmalari, kolaylikla elde edilebilmeleri ve ham olarak ya da basit
preparatlari halinde kullanilabilmeleri bitkilerin en 6nemli dstiinliikleridir. Bitkilerin
farkli kisimlar1 (kokleri, yapraklari, dallari/gévdeleri, kabuklari, ¢igekleri ve meyveleri)
genellikle fenolik bilesikler (flavonoitler, fenolik asitler, stilbenler, tanninler, kumarinler,
lignanlar ve ligninler) bakimindan zengin olup, antioksidan aktivite de dahil olmak tizere
pek ¢ok biyolojik etkiye sahiptir [264].

Lamiaceae familyasindaki bitkilerin ¢cogunun, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH")
deneyi gibi in vitro testlerle antioksidan etkiye sahip oldugu kanitlanmigtir [265-276].
Familya iiyelerinin sahip olduklari igerik sebebiyle gosterdikleri antioksidan ozellikler
cogunlukla serbest radikalleri temizleme egilimleri nedeniyle fenolik bilesikler tarafindan
sergilenmistir. Fenolik bilesikler, metal iyonlarini selatlayarak, endojen antioksidan
sistemi gelistirerek ve serbest radikallerin olusumunu Onleyerek etki etmektedirler.
Ayrica bu bitkilerdeki antioksidan aktivitesine esas olarak katkida bulunan diger kimyasal
bilesikler flavonoitler, flavonoller ve diterpenlerdir. Bu nedenle, bitki kaynakli dogal
antioksidan arayigina yonelik ¢aligmalar son yillarda daha yogun hale gelmistir [277].

Klinik deneyler ve epidemiyolojik c¢aligmalar, gida olarak antioksidan alimi ile
iltihaplanma, kardiyovaskiiler hastalik, kanser ve yaslanmaya bagli bozukluklar gibi
hastaliklarin olusumu arasinda ters bir iliski kurmustur. Polifenolik bilesiklerin, E ve C
vitaminleri ve karotenoitlerin oksidatif stres ile ilgili hastaliklarin 6nlenmesinde etkili
bilesikler olduguna inanilmasi, antioksidanlari artan ilgi konusu haline getirmis ve
antioksidanlar ve oksidatif stres ile ilgili yayinlarin sayisinin son on yilda neredeyse dort

katina ¢iktig1 bildirilmistir [278].
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Bu calismada bitki 6rneklerinin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesine
yonelik olarak, maliyeti diisiik, uygulanmasi basit ve kolay tekrarlanabilen DPPH " radikal
stiplirme kapasitesi yontemi ve karsilastirma yontemi olarak da antioksidan kapasitenin
belirlenmesinde yaygin kullanimi olan Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAK,
TEAC) yontemi kullanilmustir.

Sentetik ya da dogal bilesiklerin DPPH" radikalini siipiiriicii etkileri 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil stabil radikalinin menekse/mor rengini giderme yetenekleri ile
ol¢iilmektedir. DPPH" radikali, birka¢ kararli organik azot radikalinden bir tanesidir.
Koyu menekse renktedir. Bu metod, maddelerin DPPH" ile olusturduklar1 rengin 517

nm’de 6lgiimiine ve standart madde ile karsilagtirilmasina dayanmaktadir [279].

W
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Sekil 2.8. DPPH" radikali [278]

DPPH’ radikalinin antioksidanlar tarafindan bir redoks reaksiyonuna bagl olarak
siiptiriilmesi temeline dayanan bu yontem, kolay ve hizl1 yapilabilir olmast ayrica dogru
ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi sebebiyle tercih edilmektedir. Cok sayida ornek
analizi mikroplaka kullanilarak yapilabilir. Fenolik bilesiklerin ve gidalarin antioksidan
kapasitesini 6lgmek ve karsilastirmak igin genis Ol¢iide kullanilmakta olan metotta,
Olciimlerde 15181n etkisi géz ardi edilmemelidir. Baslangic DPPH" derisiminde %350
azalmaya neden olan derisim ECsg (ICso) olarak tanimlanmaktadir. ECso denge derigimine
ulagmasi i¢in gerekli olan zaman, kinetik egrilerden hesaplanmaktadir. Bu ¢alismada, iyi
bilinen giiglii bir antioksidan olan gallik asit, DPPH" siiplirme aktivitesi i¢in pozitif
kontrol olarak kullanilmigtir [279].

Kargilastirma  amagh  olarak  uygulanan  Troloks  (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit) esdegeri antioksidan kapasite yontemi, antioksidan

bilesikler tarafindan ABTS *’nin (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
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rengini kaybetmesi temeline dayanir. ABTS’in persiilfatla oksidasyonuyla, ABTS""

radikali olusturulur.
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Sekil 2.9. ABTS 'nin perstilfatla oksidasyonu [278]

Hem sulu hem de organik ¢6ziiciilerde ¢6ziinebilir olmasi sebebiyle lipofilik ve
hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini 6l¢gmek igin kullanilabilen ABTS'*
radikali, toplam radikal siipiirme kapasitesini 6lgmek i¢in kullanilir. Molekiillerin kararlt
serbest radikali siipiirme kabiliyeti, vitamin E’nin suda ¢6ziinebilen bir analogu olan
Troloks’un, antioksidan standardi olarak kullanilarak karsilastirilmasi ile belirlenir.
Uygulamasinin kolay olmasi nedeniyle, TEAC yontemi antioksidan kapasite ¢alismasi
i¢in siklikla tercih edilmektedir [279].

2.9.2. Kanser

2020'de kiiresel olarak yaklasik 10 milyon kisinin liimiine neden olan kanser,
kardiyovaskiiler hastalig1 takiben diinya capinda morbidite ve mortalitenin 6nde gelen
nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir [280]. Genis bir hastalik grubunu ifade eder
ve bir baglangi¢ bolgesinden viicudun diger bolgelerine yayilarak, hiicrelerin anormal
bliylimesi ile karakterizedir. Kanserin ana nedeni hiicresel biiylime, olgunlasma ve
programlanmis hiicre 6liimii tizerindeki normal kontrolleri azaltan veya ortadan kaldiran
DNA'daki degisiklikler yani mutasyonlardir. Kanser hiicreleri yakinlardaki dokulart istila
etmeye ve viicudun uzak bodlgelerine metastaz yapmaya devam eder. Metastaz
karsinogenezin en 6liimciil yonii olup, bu siire¢ durdurulmazsa, organizmanin 6liimiine

neden olana kadar ilerleyebilmektedir.
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Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri prostat, akciger, kolorektal, karaciger ve
mide iken; kadinlar arasinda meme, akciger, tiroid, kolorektal ve serviks kanserleri en sik
goriilen kanser tiirleridir. 100'den fazla kanser tiirii vardir ve her birinin doku kaynagindan
dolayr ayirt edici Ozellikleri de farklidir. Epitel hiicrelerinden kaynaklanan kanserler
karsinom, mezoderm hiicrelerden (kemik ve kas) kaynaklanan kanserler sarkom ve
glandiiler dokudan (meme) kaynaklanan kanserler adenokarsinom olarak adlandirilir
[281].

Kanserlerin kokenlerine bagl olarak kendine 6zgii 6zellikleri ve ayrica her tiiriin
farkli bir ana nedeni bulunmaktadir. Normal gelisim ve hiicre farklilasmasi, genlerle
diizenlenen ve yonetilen biyolojik bir siire¢ olup, genetik degisim sonucu bu regiilasyon
bozuldugunda, son nokta malignant goriinlimiin ortaya ¢ikmasidir. Cesitli hiicre sinyal
yollarindaki degisiklikler, apoptozun diizenlenememesine ve kansere yol acabilmektedir.
Hiicre dongiisiinii diizenleyen ve insan tiimorlerinin olusumunda en yaygin mutasyona
ugramis gen olan P53 tiimor baskilayict geni, bir transkripsiyon faktoriidiir. P53'in kritik
rolii, tim insan kanserlerinin %350'sinden fazlasinda mutasyona ugradiginin ortaya
konulmasi ile anlagilabilmektedir. Karsinogenezin temelinde, hiicrenin yaslanmasi,
cogalmanin kontrolii ve farklilasma gibi biyolojik olaylart etkileyen mutasyonlarin
asamal1 olarak bir araya gelmesi yer almaktadir.

Kanser gelisim siirecinde tiimor hiicrelerinin kazandig1 birgok fenotipik 6zellik, bu
hiicrelerin hizli ve simirsiz ¢ogalmalarina ve ¢evre dokuya yayilmalarina neden
olmaktadir. In vitro kiltiir kosullarinda, kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli

ozellikler gosterir.
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Sekil 2.10. Normal hiicre ve kanser hiicresinin ¢ogalmast

Tiim tiimérler, iltihapli immun hiicreleri igerir. Iltihaplanma, kanserin temel
ozelliklerinin kazanilmasini kolaylastirir. Ciinkii bu hiicreler, enzimler ve biiyiime
faktorleri saglayarak anjiyogenezi ve yayilimi tesvik ederler. Normal hiicreler, harici
sinyaller olarak boliinmek i¢in biiylime faktorlerine ihtiya¢ duyar, ancak kanser hiicreleri
buna ihtiya¢ duymaz ciinkii kisa devre biliylime faktorii yollar1 ve ayrica edinilmis
mutasyonlar diizensiz biiylimeye neden olur (Biiylime sinyali otonomisi).

Gen baskist ve edinilmis mutasyonlar, inhibe edici yollara miidahale ettikleri igin,
kanser hiicreleri inhibe edici sinyallere yanit vermez (Evasion of Growth inhibitor signal)
ve bagisiklik sistemi tarafindan tahrip edilmekten kaginmak i¢in bir bagisiklik tepkisi
baglatmayip, bagisiklik tahribatindan kaginirlar [282]. Normal hiicreler 50 kez boliinebilir
(Hay Flick Limit) daha sonra yaslanabilir ¢iinkii DNA replikasyonunun her turundan
sonra kromozomal uglar (telomerler) kisalir, ancak kanser hiicrelerindeki telomerler
kisalmaz ve bu da sinirsiz replikatif potansiyele (Sinirsiz replikatif potansiyel) neden olur
[282].

Kanser hiicreleri, kokenlerinden viicudun diger bolgelerine hareket edebilir, ancak
normal hiicrelerde bu durum gozlenmez. Bunun nedeninin, kanser hiicrelerinin
genomdaki degisiklikleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum, hiicresel-hiicre dis1
veya hiicre-hiicre yapismasina dahil olan yayilima veya molekiillere dahil olan enzimlerin
seviyelerini ve aktivitelerini etkilemeye neden olur. Timoér hiicreleri yayilr,
intravazasyon yapar, taginir, ekstravazasyon ve metastatik kolonizasyon yaparlar. Kanser

hiicreleri ve gog¢ eden tiimor hiicreleri matris metaloproteinazlar ve serin proteazlar
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salgilar ve bazal membrani bozar. Serin proteazlar daha sonra endotel hiicreleri yoluyla
kan dolagimina geger (transendotelyal go¢). Kan damarlari, timor hiicreleri tarafindan
uyarildiginda kivrimli ve sizdiran hale gelir [282].

Normal hiicrelerin aktif olmayan siiregleri vardir. Bu aktif olmayan siiregler
apoptotik sinyaller tarafindan uyarilir. Timor hiicreleri, edinilmis mutasyonlar nedeniyle
kusurlu apoptotik yola sahiptir. Apoptozun diizenlenmesi kanser biyolojisinde g¢ok
onemlidir, ¢linkii bu durumda ¢ok sayida kanser hiicresi kusurludur. DNA hasari, hiicre
dongiisiiniin durmasina veya apoptoz yoluyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir [283].
Hiicrelerin genetik olarak belirlenmis ve ortadan kaldirilmasini igeren programlanmis
hiicre 6liimiiniin 6nemli ve ayirt edici bir formu olarak tanimlanan apoptoz, belirli
morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler ile karakterize edilen, bir¢ok molekiiliin rol aldig1
enerji bagimli bir siiregtir. Uygun olmayan apoptoz norodejeneratif hastaliklar, iskemik
zarar, otoimmiin rahatsizliklar ve bir¢ok kanser tiirii ile sonuglanmaktadir. Normal
hiicreler eger antikanser ilaglar ve radyasyon gibi fizyolojik olmayan stres tipleri ile
karsilagirsa 6liim igin programlanirlar. DNA onarimi, mutasyonlara karsi bir savunma
tiriidir. DNA lezyonlar1 hiicre replikasyonundan oOnce onarilir. Aksi takdirde, bu
karsinojenez olusumuna katkida bulunur [281].

Insanlarda kanser i¢in ana tedavi yontemleri cerrahi, radyasyon ve kemoterapdtik
ajan kullanimi temeline dayanmaktadir. Kemoterapi uygulamalari, hastalar1 onemli
Ol¢iide zorlayabildiginden ve sagliklarina daha fazla zarar verebildiginden, alternatif
tedavilerin kullanimina odaklanilmaktadir [284]. Kemoterapétik ilaglarin ¢ogu sadece
kanser hiicrelerine degil ayn1 zamanda saglikli hiicrelere de sitotoksik olup, bu ajanlarin
klinik kullanimi doz sinirlayici toksisiteleri ve ilag direnci nedeniyle daralmaktadir. Bu
yiizden diisiik toksitite profiline, az yan etkiye ve uygulama kolayligina sahip olan dogal
tirtinlerin kanser tedavisinde kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ortaya ¢ikma sikligi yildan yila artmakta olan akciger kanseri, diinya genelinde
kanser kaynakli 6liimlerin ¢ogunu olusturan 6liimciil bir yetiskin kanseri tiiriidiir. Kiiglik
hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) insanlarin hayatini tehdit eden en yaygin insan
malignitelerinden biridir ve insidans1 artmaya devam etmektedir. Akciger kanserinin en
yaygin nedeni sigara igmektir ve akciger kanseri vakalariin yaklasik %87's1 sigaradan
kaynaklanmaktadir. Bu kanser tipinde metastaz, tedavinin basarisizligina yol agan en
onemli neden olarak bildirilmektedir. Akciger kanseri tedavisi igin terapdtik stratejiler

arasinda ameliyat, radyoterapi, kemoterapi ve hedefe yonelik ve kombine terapiler
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bulunmaktadir. Birgok caligmada bazi bilesiklerin potansiyel kemoterapdtik etkileri
ortaya konulmus olmasina karsin, tiim vakalarin %80' inden fazlasini temsil eden kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri tedavisi i¢in kanitlanmis etkinlige ve minimal toksisiteye
sahip yeni ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir ve ilerlemis kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri mevcut tedavilere yanit vermemektedir. Bununla birlikte, NSCLC'nin iyilesme
orani postoperatif komplikasyon, yan etkiler ve niiks nedeniyle ¢ok diisiiktiir [147, 285].

Meme kanseri, diinya ¢apinda akciger kanserinden sonra en sik goriilen ikinci
kanser tiiriidiir ve kadimlarda en yaygin goriilen tiirdiir [286]. Insan meme kanserinin
tedavisi i¢in olagan yaklasimlar arasinda ameliyat, radyoterapi, hipertermi, hormon
tedavisi ve adjuvan kemoterapi yer almaktadir. Bununla birlikte, meme timori
olusumunun biyolojik temelinin karmasikligi sebebiyle, meme kanserinin geleneksel
tedavisinin etkisi her zaman tatmin edici degildir [148].

Bir diger kanser tiirii olan gliomlar, beynin destekleyici dokusu olan glial
hiicrelerde olusan bir grup tlimori tanimlamak i¢in kullanilan genel bir isimdir. Gliomlar
tim beyin tiimorlerinin yaklasik %30'unu olusturur ve siklikla kot huyludur. Beyin
timorlerinin olusum nedeni kesin olarak bilinmemekle birlikte, az sayida insanda
norofirbomatozis ya da tiiberdz skleroz gibi genetik hastaliklarin gliomlara neden
olabilecegi bilinmektedir. Fazla radyasyona maruz kalmanin da tiimor olusumuna neden
oldugu diistiniilmektedir. Gliomlar ya da diger beyin tlimérleri cocukluk cagi dahil her
yasta gelisebilmektedir. Gliomlarin tedavisi timdriin tipine, biyiikliigiine, hangi evrede
olduguna ve beyindeki yerine gore belirlenmekte olup, yas ve saglik durumu gibi
faktorler de dikkate alinarak degerlendirilir. Gliomlar dahil tim beyin tiimd&rlerinin
oncelikli tedavisi cerrahi olup, bunun miimkiin olmadigr durumlarda tiimor yerinde
birakilip, sadece 15in tedavisi (radyoterapi) ve ila¢ tedavisi (kemoterapi) uygulamasi
yapilabilir. Ancak ilaglarin kullanimi heterojenlikleri, kotii prognozlari, kan-beyin
bariyerinden zayif penetrasyonlari, kullanilan ilaglara karst zaman igerisinde kanser
hiicrelerinin diren¢ kazanmasi ve basarisiz kemoterapi ve radyoterapi rejimleri nedeniyle
daha da karmasik hale gelmektedir. Gliomalarin tedavisi i¢in, mevcut klinik tedaviye
tamamlayici olabilecek yeni ve giiglii tedavi ¢oziimleri gelistirmek dnemlidir. Bu nedenle,
etkili ve alternatif terapotik stratejiler ve reaktifler gelistirmek icin gii¢lii bir talep vardir.
Kanser tedavisinde giivenli ve daha etkili terap6tik ajanlar gelistirmek i¢in fitobilesiklerin

kullanimina olan ilgi son yillarda artmaktadir [15].
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Bilim insanlar1 son yillarda, viicudun bagisiklik hiicrelerini kansere karsi
giiclendirmek igin bitkisel ilaglar iizerinde yogunlagmaktadirlar. Antikanser etkili olan
bitkilerin ¢esitli bilesenlerinin kompleks sinerjistik etkilesimi degerlendirilerek, bitkisel
formiilasyonlar hazirlanip, kanserli hiicrelere, viicudun normal hiicrelerine zarar
vermeden etki edecek sekilde tasarlanmaktadir. Bilinen kanser kemoterapétik ajan
siifinin yiizlerce kimyasal varyant1 sentezlenmistir, ancak bunlarin biiyiik bir kismi ciddi
yan etkilere sahip oldugundan, kanser hastalar1 tedaviye devam ederken ciddi yan etkilere
maruz kalmaktadirlar. ideal bir antikanser ilac1, normal hiicrelere zarar vermeden veya en
az zararla kanser hiicrelerini 6ldiirmelidir. Bununla birlikte, cok fazla sayida sentetik ilag
calismasi, prototip ilaglar lizerinde nispeten kiigiik iyilestirmelere neden olmustur.
Potansiyel kemoterapotik ajanlarin tasariminda kullanilacak yeni prototiplere ihtiyag
duyulmasi, son zamanlarda bitkisel timor inhibe edici bilesik ortaya koyma
calismalarinin ve yararl olabilecegi diisliniilen yeni bilesenlerin ortaya ¢ikmasina yol
agcmuistir.

Tibbi bitkiler ve icerdikleri dogal aktif bilesikler, ilag kesfinde 6nemli bir rol
oynamis ve bitkilere terapdtik ajanlar olarak kullanilma potansiyeli sunmustur, ancak
yaklagik 300000'den fazla bitki tiirinlin sadece kiiciik bir yiizdesi fitokimyasal ve
biyolojik aktivite ¢aligmalarinda rapor edilmistir [287].

Bitkiler, kemoterapotik ajan arayisinda yeni maddeler ortaya koymak igin
neredeyse sinirsiz bir kapasiteye sahiptir. Mevcut ilaglarin biiyiik bir kism1 hala dogal
kaynaklardan elde edilmektedir ve fito-farmasdtiklerin modern tipta kullanimina diinya
capinda artan bir ilgi vardir [288].

Son birka¢ yilda, antimutajenik ve antikarsinojenik oOzelliklere sahip dogal
triinlerde onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Ek olarak, bitki kaynakli antikanser
ajanlarinin daha giivenli oldugu ve mevcut sentetik antikanser ajanlarindan daha az yan
etki sagladig bilinmektedir [289]. Kemopreventif iiriinler olarak bilinen dogal bilesikler,
cesitli hiicresel modellerde test edilmis olan antioksidan aktivite, antimutajenik aktivite,
enzim modiilasyonu, gen ekspresyonu ve apoptoz gibi cesitli mekanizmalar yoluyla
kansere kars1 miicadelede biiyiik bir potansiyel sunmaktadir [290].

Bitkilerde yeni antikanser bilesiklerin arayisinin devam etmesi, kanserin 6nlenmesi
ve tedavisi i¢in gergekei ve umut verici bir strateji olarak kabul edilmektedir [291].
Ayrica, antikanser bilesiklerin ve terapilerinin uygulanmasinda kullanilmasi tasarlanan

nanopartikiiller gibi yeni teknolojilerin kullanildig1 ¢alismalar da siirekli ilag salimini
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kontrol etmek igin uygulanabilecek ve tedavilerin ciddi yan etkilerini azaltarak dokuya
Ozgii ilaglarin yaratilmasina yardimci olabilecek yontemlerdendir. Bu nedenle, antikanser
etkili bitkilerden dogal olarak tiiretilen antikanser ajanlar ile alternatif etkin tedavilerin
gelistirilmesine ihtiyag vardir.

2.9.2.1. Sitotoksik aktivite

Fiziksel etkenler, kimyasal ve biyolojik maddeler, hiicreleri farkli derecelerde
etkileyerek sitotoksisiteye yol acabilmektedir. Sitotoksik terimi, hiicre 6liimiine neden
olan anlamina gelirken, sitotoksisite; canli hiicreler iizerindeki toksik etki oranini ifade
etmektedir [292]. Maddelerin ya da bilesenlerin  biyolojik etkilerinin
degerlendirilebilmesi ig¢in, hiicreler iizerindeki toksik ya da non-toksik etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan Sitotoksisite arastirmalari, toksik oldugu disiiniilen
maddenin, uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicre ¢ogalma orani1 ve hiicre tizerindeki toksik etkisi
dikkate alinarak degerlendirmesi ile yapilmaktadir [292]. Hiicre kiiltiirli, ¢ok hiicreli
organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar ortaminda, 1s1, nem, besin gibi ortam sartlarinin
kontrol edilerek kontaminasyondan uzak bir sekilde yasatilmasi ve ¢ogaltilmasidir [293].
In vivo veya in vitro olarak yapilabilen test sistemleri ile hiicresel hasarin ¢esitli 6l¢iim
yontemleri ile belirlenmesi ve/veya hiicresel metabolizmadaki herhangi bir degisikligin
saptanmas1 miimkiindiir. In vitro sitotoksisite testleri, ila¢ niteligi tasiyan veya toksik
profili aragtirilan maddelerin artan konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmasiyla, hiicre
kiiltiiriinde gergeklestirilen 6l¢iim metodlar1 olup, bu metodlarla ¢ok sayida madde kisa
slirede analiz edilmekte ve ileriki asamada yapilacak hayvan denemeleri i¢in temel veriler
elde edilebilmektedir.

Hiicre temelli sSitotoksisite ¢aligmalari, gerek uygulama kolayligi, gerekse in vivo
caligmalardan elde edilen verilerle uyum gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine
alternatif olarak dogmus olup, sik¢a tercih edilir hale gelmistir [292]. Sitotoksisite,
incelenen maddenin dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicrelere degisik
derecelerde zarar veren bir olay oldugundan, hiicreler sitotoksik maddeye maruz kalma
durumlarina gore apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu 6lebilir ya da sitostazis
nedeniyle proliferasyon 6zelliklerini kaybedebilirler [294].

Farkli asamalara ve duyarlilifa sahip ¢ok sayida sitotoksisite testi bulunmakla
birlikte bu tez ¢alismasinda, bir¢ok arastirmaci tarafindan sikga tercih edilen kolorimetrik
bir metod olan, MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi

tercih edilmistir.
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Tetrazolyum tuzlarinin elektron alarak indirgenmeleri, formazan denilen yapiya
doniismelerini saglayarak, renk degisikligine sebep olmaktadir. Sadece aktif mitokondri
tarafindan kirilabilen tetrazolyum halkasi sebebiyle, renk reaksiyonu yalnizca canli
hiicreler tarafindan meydana getirebilmektedir [295]. Olii hiicreler tetrazolyum
bilesiklerini indirgeme yeteneklerini kaybettiklerinden herhangi bir renk degisimine
neden olmazlar [292]. Bu degisimin, in vitro ortamda yalnizca canli hiicreler tarafindan
yapilabilmesi, tetrazolyum bilesiklerini biyolojik anlamda oldukc¢a Onemli kilmistir
[296]. Bu temele dayanan MTT tesitinde MTT formazana indirgenir, bu esnada olusan

renk kolorimetrik olarak dl¢iiliir. Olusan formazan miktari canli hiicre sayisin1 Verir.
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Sekil 2.11. MTT bilesiginin kimyasal yapist [297]

MTT bilesigi sar1 renkli iken, olusan formazan ise mor renkli olup suda ¢6ziinmez
niteliktedir ve absorbansin Olgiilebilmesi igin uygun bir ¢oziicide (DMSO)
¢ozdiiriilmelidir [298]. Ancak ¢6ziicii olarak genellikle tercih edilen DMSO’nun hiicreler
tizerine olan toksik etkisi bilinmektedir ve bu da yontemin dezavantajlarindan biri
olabilmektedir [299].

2.10. Tez Kapsaminda Kullanilan SPSS Teknikleri

2.10.1. Kiimeleme analizi

Cok degiskenli analizlerde gruplandirma, tek degiskenli analizlere goére daha
karmasiktir. Cok degiskenli istatistik tekniklerden olan kiimeleme analizi, grup sayisi
bilinmeyen ve gruplandirilmamis verilerin benzerliklerine goére siniflandirilmasi
amaciyla kullanilmakta olup, verilerin birimlere veya degiskenlere gore birbirlerine
benzerlikleri bakimindan ayrik kiimelerde toplanmasini saglayan Ozetleyici bilgiler

sunmay1 amaglayan bir tekniktir. Kiimeleme analizi birbirine benzer olan bireylerin ayni
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gruplarda toplanmasini amaglamasi bakimindan diskriminant (ayirma) analizi ile
benzerlik gostermekte olup veri indirgeme 6zelligi vardir [300].

2.10.2. Ayirma analizi

Bagimli ¢ok degiskenli istatistik yontemlerden biri olan diskriminant (ayirma)
analizinin amaci ise, bir¢ok popiilasyondan gelen gézlemlerin en yiiksek olabilirlikle
hangi popiilasyondan geldigini tahmin etmektir. Yani, bagimsiz degiskenler yardimi ile
olusturulan diskriminant fonksiyonlari, gozlemleri iki veya daha fazla gruba ayirmakta
ve yeni gozlemleri en uygun gruba atamayr saglamaktadir [301]. Bireylerin
gruplandirilmasinda kullanilmasi nedeniyle, diskriminant analizi ile kiimeleme analizi de
benzerlikler gosterir. Ancak diskriminant analizinde grup ya da kiime sayisi bilinmekte
ve bu sayl analiz sliresince degismemektedir. Analizden, bireyleri bu kiimelere
yerlestirmesi ya da atamasi beklenmektedir. Oysaki kiimeleme analizinde baslangigta
kiime sayist bilinmemektedir. Ayrica, diskriminant analizi sonucunda elde edilen
diskriminant fonksiyonlarinin gelecekte de kullanilmasi miimkiinken, kiimeleme analizi
sadece mevcut duruma (gruba) iligkin sonuglar iirettiginden, gelecekte kullanilabilirligi
yoktur [302].

2.11. Molekiiler Sistematik Calismalar:

Son yillarda bitki tiirlerinin tanimlanmasinda ve dogal akrabaliklarinin
belirlenmesinde morfolojik karakterlerin yani sira molekiiler verilerin kullanilmasi
yayginlagmigtir [303]. Tiire Ozgii gen bdlgelerinin belirlenmesi, bitki tiirlerinin
tanimlanmasindaki giivenilirligi arttirmaktadir. Bitki teshislerinde kullanilan geleneksel
teshis anahtarlari, tiirlerin morfolojik, anatomik ve nadiren kimyasal 6zelliklerine gore
calisilir. Ancak dogru teshis ig¢in farkli tiirler arasindaki morfolojik ve anatomik
farkliliklar yeterli olmayabilecegi gibi, farkli habitatlarda yasayan tiirlerde birbirlerinden
farkli degisimler de gézlenebilmektedir. Yani ayni tiirlere ait taksonlar farkli morfolojik
ve anatomik oOzellikler gosterebilirler. Bu nedenle genotip fenotipten daha stabildir.
Morfolojik olarak ortaya c¢ikan cesitlilik, genetik cesitliligin kiiclik bir kismini
olustururuken,  genetik  ¢esitliligin ~ biiyik  bir kismu da  morfolojiye
yansimayabileceginden, morfolojik tespitler her zaman yeterli olmamaktadir. Bu sebeple
DNA’ya bagl olarak gelismis olan molekiiler teknolojiler ve markirlar kullanilmaktadar.
Molekiiler markir; DNA’nin bir pargasi, diger bir deyisle belirli bir genle beraber kalitilan
bir DNA pargasi olup, canli populasyonundaki ¢esitlilik veya o populasyon i¢indeki canli
genotipleri arasindaki iliskilerin tespitinde ytiksek giivenilirlikle degerlendirilir [304].
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Niiklear (¢ekirdek) ve sitoplazmik (mitokondri ve kloroplast) kalitimdan sorumlu
genetik materyale sahip olan yiiksek yapili bitkilerde bu genetik materyallerin
replikasyon modeli ve tamiri birbirinden farklilik gésterir. Mitokondri DNA’s1 oldukga
degisken oldugu ic¢in sistematik ¢alismalarda daha ¢ok niiklear DNA ve kloroplast
DNA’s1 kullanilmaktadir [303].

Molekiiler sistematikte; DNA-DNA hibridizasyonu, Protein markirlar1 ve PCR
(Polymerase Chain Reaction)’ye dayali teknikler kullanilmakta olup, son zamanlarda
PCR’ye dayali teknikler sistematik c¢alismalarda daha yaygin hale gelmistir. Bunlar
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragments Length
Polymorphysms), Mikrosatellit gibi 6zel tekniklerdir [305].

2.11.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, spesifik bir DNA pargasinin kopyalarmin uygun
primerler tarafindan yonlendirilerek in vitro sartlarda enzimatik olarak sentezlenmesi
esasina dayanan, molekiiler biyolojide uygulanan in vitro bir tekniktir [305]. Hizli, hassas
ve ucuz bir teknik olup, ¢ok az miktarda DNA ile dahi ¢alismaya olanak saglamaktadir.
PCR belirte¢ sistemlerinde kullanilan primer olarak adlandirilan oligoniikleotidler,
genomda baglandiklar1 yerlerin arasim1 ¢ok defa ¢ogaltirlar. Genomdaki degisik
yerlerdeki polimorfizmi bulmak icin farkli primer ve primer kombinasyonlar
tasarlanarak, farkli belirtegler gelistirilebilir. PCR ¢alismalarinda; DNA (genomik DNA,
kloroplast DNA’s1 veya mitokondri DNA’s1), primerler (¢ogaltilacak olan bdlgeyi sagdan
ve soldan simirlayan 18-30 niikleotidlik sentetik oligoniikleotid), dNTP'ler
(deoksiniikleotittrifosfat) (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), DNA-Polimeraz
(Thermuaquaticus’dan izole edilen yiiksek sicakliga dayanikli enzim) ve ihtiya¢ duyulan
pH ve iyon kosullarmi (Mg?*) saglayan tampon karisimi gerekmektedir [306, 307].

PCR dongiisii asagidaki basamaklardan olusur;

-Denatiirasyon (Denaturation): DNAnin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi
(94-95°C).

-Primerlerin Baglanmasi (Annealing): Ayrilan DNA iplikleri tizerinde hedef bolgeye
primerlerin baglanmasi (37-65°C).

-Uzama (Extension): Primerlerin baglandig1 istenen bdlgelerin uzamasi (72°C) ve bu

dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasi esasina dayanir.
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PCR reaksiyonlart sirasinda DNA ve magnezyum (MgClz) konsantrasyonu,
primerlerin DNA dizinine en uygun yapisma sicakligi ve primerlerin uzunlugu gibi
kosullar, iiretilen bantlar1 ve bantlarin tekrarlanabilirligini etkiler.

2.11.2. ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi

Bilinen klasik taksonomik yontemlerle ¢oziime kavusturulamayan birgok
sistematik  problem, molekiiler verilerden elde edilen sonuglar sayesinde
coziimlenmektedir. Bu amagla kullanilan yontemlerden birisi ntDNA bdlgesi iizerinde
bulunan ITS (Internal Transcribed Spacers) PCR’dir. ITS bolgeleri, PCR ile ¢ogaltilarak
bitkilerdeki molekiiler sistematik ¢aligmalarda son yillarda siklikla kullanilan bir bolge
haline gelmistir [305]. Bu tiir ¢caligmalarla, taksonlarin ntDNA ITS bolgeleri ¢ogaltilip
baz polimorfizmine bakilarak, taksonlar arasindaki akrabalik dereceleri
belirlenebilmektedir. ITS bolgelerinin cins ve tiir diizeyinde yapilacak filogenetik bir
calisma i¢in en giivenilir metotlardan olmasinin yanisira, baz dizilerinin, ¢ok daha fazla
degiskenlik gosterdigi ve daha bilgilendirici oldugu, ayrica Angiosperm’lerde degisik
seviyelerde filogenetik agidan daha kullanigli oldugu bildirilmistir [308]. Genomik DNA
tizerindeki rDNA (ribozomal DNA) bolgeleri, ¢coklu gen yapilarindan olusur ve ardigik
siralanmis tekrarli diziler seklindedir. rDNA tekrarlari; genomik DNA’nin niikleolar
organizer bolgelerinde yerlesmis durumda olup,18S kiigiik alt birim, 5.8S ve 28S biiyiik
alt birim rDNA’lar1 kodlayan genlerden olugmaktadir. ITS bdlgeleri, genomik DNA
tizerindeki cins ve tiir i¢i seviyelerde ileri derecede korunmus olan rDNA tekrarlar1 i¢inde
yerlesmislerdir. Bu bolgeler, rDNA’nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve
korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve 28S) birbirinden ayiran iki kistmdan (ITS1 ve ITS2)
olusmaktadir (Sekil 2.12) [305].

ITS=A ITS 4
R — D —
185 ITS1 g ITS2 268

Niikleer DNA 200-250bp :rggb; 200-250bp Niikleer DNA

|
ITS Bilzesi

Sekil 2.12. nrDNA'nmin ITS bolgesi [309]

91



ITS bolgeleri, IDNA gen bdlgelerine baglanabilen evrensel primerler kullanilarak
PCR calismalariyla kolayca elde edilebilir. Bu amagla kullanilan evrensel ITS (ITS2,
ITS3, ITS4 ve ITSS) primerlerinin rDNA iizerindeki baglanma bolgeleri Sekil 2.13°te

gosterilmistir.

ITS 5 ITS 3
—r —r

188 588 285
IGS Niikleer DNA ITS1 Niikleer DNA | ITS2 Niikleer DNA | IGS

+—— -+
ITS 2 ITS 4

Sekil 2.13. ITS Primerlerinin rDNA izerindeki baglanma bolgeleri [310]

ITS bolgeleri yeterli veri sunacak kadar uygun bir biyiiklige (600—700bp) ve
genomik DNA iizerinde yiiksek kopya sayisina sahiptirler. IDNA’nin olgun 18S, 5.8S ve
28S alt birimlerinin olusumu siirecinde gdrev almaktadirlar [305]. Okaryotik
organizmalarda 5.8S gen bdlgesi, ¢ogunlukla ITS bolgeleri ile birlikte degerlendirilir.
ITS1 ve ITS2 bolgelerinin filogenetik agidan sunduklar: veriler farkli diizeydedir. Bu
bolgelere dayali analizlerde ITS1 verileri, daha fazla filogenetik ¢oziimler sunmaktadir
ve niikleotid igerigi ITS2’ye gore %29 daha degiskendir. Bu degiskenlik familya alt1
seviyelerde 6zellikle tiirler ve alttiirler arasi ya da tiir i¢i ve populasyonlar arasi farkliligin
ortaya ¢ikarilmasinda sik¢a kullanilmaktadir [311].

2.11.3. DNA dizileme

DNA dizi analizleri ya da sekanslama, DNA birincil yapilarinin tayininde ve
niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontem olup, bir niikleik asit
dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif ya da
radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlari tespiti ya da
rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde kullanilir. Niikleotit dizilerinin
belirlenmesinde Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi [312] ve Sanger-
Coulson’un zincir sonlanma yontemi [313] olmak iizere iki temel teknik kullanilmaktadir.

2.11.3.1. Sanger dizileme (Cycle Sequencing) yontemi

Dideoksi ya da zincir sonlanmasi reaksiyonlart olarak da bilinen Sanger Dizileme

(Cycle Sequencing) Yontemi tehlikeli kimyasallardan uzak ve hizli bir yontem
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oldugundan Maxam-Gilbert yontemine tercih edilir. Tek iplik¢i kalip DNA’ya,
dNTP’lere, ddNTP’lere, DNA polimeraza ve serbest OH grubu igeren primere ihtiyag
duyulan yontemde analiz i¢in kullanilacak kalip DNA asimetrik amplifikasyon
yontemiyle hazirlanip, daha fazla kalip DNA elde edilir. Reaksiyon sonunda olusacak
tirtinlerin rahat goriintiilenebilmesi i¢in, ya gama pozisyonunda yapisinda bulunduran
niikleotitleri kullanarak, ya da alfa pozisyonunda isaretli dNTP’leri kullanarak DNA
molekiilii isaretlenir. DNA polimeraz, primer kalip DNA ve dNTP’ler ortama konulup,
isaretli niikleotitin yapiya katilmasi saglanir. Her tiipe gerekli enzim faktorleriyle birlikte
diisiik derigimli farkli ddNTP’ler konulur ve inkiibe edilir. Sentezin herhangi bir
noktasinda yapiya dideoksi girdiginde reaksiyon durur. Her tlipte ayn1 anda birbirinden
bagimsiz bir¢ok reaksiyon olur ve sonugta primer sonundan baslayip sonlanmalarin
oldugu bolgelere kadar cesitli uzunlukta DNA parcalari olusur.

Olusan {rilinlerin  ayristirilabilmesi i¢in denatiire edici poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilir. Elektroforez sonunda jel kurutularak otoradyografi ile fotografi
cekilir. Isaretleme yontemine gore jel iizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon
karistmina konulan ddNTP’nin tipine gore okunur. Otoradyogramdaki bu bant
verilerinden yararlanilarak 5°-3’ yoniine dogru olan baz dizilimi saptanmis olur [313,
314].

2.11.4. Filogenetik analiz

Filogenetik analizlerde ilk adim incelenecek dizinin elde edilmesidir. Daha sonra
bu diziler referans dizi denilen daha 6nce saptanmis ve dogruluguna karar verilmis
dizilerle karsilagtirlabilir.  Biyoinformatik; bilgisayar sistemlerini  kullanarak
veritabanlar1 olusturmakta, bu veritabanlarini biyolojik verileri daha iyi anlamak igin
uyarlamaktadir [315, 316]. En 6nemli birincil veritabanlar1 GenBank NCBI (National
Center for Biotechnology Information, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, Gen Bankast;
ABD-Maryland), The European Molecular Biology Laboratory (Avrupa Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari; ingiltere-Hinxton) ve The DNA Data Bank of Japan (Japonya veri
tabani; Japonya-Mishima) gen bankasi veritabanlaridir [316-318]. Filogenetik
caligmalarda birincil veritabanlar1 ile olusturulan gen bankalari hemen hemen her
organizmaya ait genomik DNA, mRNA, cDNA gibi niikleik asitlerin yiiksek miktarda
ham dizi verilerini ve dizi polimorfizm igerigini kapsamli olarak bulundurur ve

kullanicilarin hizmetine sunar [316-319].
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Veritabani ¢caligmalarinda kullanilan iki biiyiik algoritma vardir. Bunlar FASTA ve
BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) algoritmalaridir. Blast; Blast Stephen
Altschul tarafindan 1990 yilinda NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi)’da
gelistirilmis en yaygin programlardan biri olup, sorgulanacak bir dizinin diger tiim
dizilerle hizalanmasini ve karsilastirilmasini saglar [316-318]. BLAST analizi ile hedef
gen bolgesine ait kismi veya tiim sekans dizisi diinyanin degisik merkezlerindeki ¢esitli
arastirmacilar tarafindan GenBank veri tabanina girilen sekanslar ile karsilastirilir. Ayni
ve en yiiksek benzerlige sahip olan eslesmelerdeki benzerlik orani yiizde olarak verilir
[320].

FASTA ise bir¢ok biyoinformatik program tarafindan okunabilen, en sik kullanilan,
en kolay dizi formati olup, 1985 yilinda David J. Lipman ve William R. Pearson
tarafindan agiklanan bir DNA ve protein dizisi hizalama yazilim paketidir [316].
Calismalarda elde edilen sonucglar gen bankalarindaki verilerle BLAST programi
kullanilanilarak karsilastirilirken, tiim verilerin ayn1 formatta olmasi gerektigi i¢in, en ¢ok
FASTA format1 kullanilir [316, 318]. Dizilerin hizalanmasi ile dizilerin hangi kisminin
korunmus ve hangi kisimlarinin ortak diziden farklilasmis oldugu belirlenir. Farklilasma
ne kadar fazla ise ortak atadan uzaklagmaya baslama noktasi da o kadar uzaktir. Hizalama
icin ikili ya da g¢oklu hizalama programlart kullanilir. En sik kullanilan hizalama
programlart ClustalX, MEGA X (The Molecular Evolutionary Genetics Analysis) ve
BioEdit’tir [316, 321, 322]. MEGA X, homolog gen dizilerini ¢oklu gen aileleri veya
farkli tiirler arasindaki analizler ile DNA’daki ve proteindeki degisim modeline ve
evrimsel akrabaliga bagli sonug¢ ¢ikarmak i¢in olusturulmus bir yazilimdir [321].
Hizalamanin dogrulugu filogenetik agacin dogru olusmasini saglar.

Filogenetik analizlerde tiirler arasindaki evrimsel iligkiyi gostermede, elde edilen
verilerin  ¢esitli akis semalar1 ve istatistiksel analizleri filogenetik agaca
doniistirilmektedir.  Filogenetik agaglar, yapilan tiim dizileme ¢aligmalarinin
sonuglarinin daha net bir sekilde anlasilmasi igin olduk¢a Onemlidir. Bir filogenetik
agactaki gozlenen dallanmalar, dallanma olaylarinin modelini ya da bu dallanmanin
zamanini tanimlamakta ve meydana gelen tiirlesmelerin sirasini ve taksonlarin akrabalik
derecelerini kaydetmektedir. Agactaki dis dallar taksonlari ifade ederken, i¢ dallar ve
diigtimler taksonlar arasindaki iligskiyi belirtmede, dallarin uzunluklar1 da dalda meydana
gelmis degisikliklerin sayisini belirtmede kullanilmaktadir. Birbiri ile yakin iliskili olan

tiirler agag tizerinde birbirine komsu dallarda yer almaktadirlar [315].
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3. GERECLER

Bu bélimde calismalarda kullanilan bitkisel materyaller ve yapilan deneysel
calismalarda kullanilan gere¢ ve yontemler hakkinda bilgi verilmistir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyaller, Kimyasal Madde ve Geregler
3.1.1. Bitkisel materyal

Yapilan arazi ¢calismalariyla Kocaeli, Edirne, Bursa, Bolu, Erzurum ve ¢evresindeki
lokalitelerden tez konusunu olusturan Leonurus cinsine ait tiim tiirler, ¢igekli ve meyveli
olarak toplanmistir (Sekil 3.1). Ornekler popiilasyonlar1 temsil edecek sekilde tam
gelismis ve saglikl bireylerden toplanmistir. Teshiste P.H. Davis’in “Flora of Turkey and
the Aegean Islands” adli eserinden yararlanilmistir [3]. Arazi g¢alismalari sirasinda
toplanan tiim tiirler dogal ortamlarinda fotograflanmistir. Toplanan bitkiler, daha sonra
yapilacak ¢aligmalarda kullanilmak tizere golgede kurutulmustur. Analizlerde
kullanilmasi planlanan ekstrelerin hazirlanmasi igin gerekli olan materyaller de uygun
sartlarda kurutularak ¢alisma anina kadar saklanmuistir.

Her bir lokaliteye ait olmak {izere, bitkilerin bir kism1 uygun sekilde preslenerek
herbaryum ornegi haline getirilip, lokalite bilgileri ile birlikte kayit altina alinmis ve
Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na (ESSE) yerlestirilmistir.
Bitkilere ait lokalite bilgileri ve ESSE numaralart Tablo 3.1°de verilmistir. Ayrica,
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (AEF), Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Herbaryumu (ANK), Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu
(HUEF) ve Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu (GAZI) ziyaret edilerek,

Leonurus cinsine ait 6rnekler incelenmistir.
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Tablo 3.1. Bitkilerin lokaliteleri ve ESSE numaralari

Bitki Lokalite Bilgisi/Toplayan Tarih ESSE
Bursa, inegél Siilekdy, koy ici 550 m.
22.06.2019 15775
40° 221" K 29°23 57D/ N. Saltan
Bursa, Inegél Saripinar Koyii, koy ici 576 m.
g P yi Koy 22.06.2019 15776
40° 1'59' K 29° 28 3'D / N. Saltan
Bursa, Inegdl Turgutalp Koyii, koy ici 725 m.
g sUep RoY e 21.07.2019 15777
) 40° 2 27K 29°23'15'D/ N. Saltan
L. cardiaca
Kocaeli, Kandira Ariklar Goleti yakini
17.07.2019 15778
40°57 48K 30°14 1"'D/ N. Saltan
Edirne, Tavuk Ormani, orman igi
27.07.2019 15779
41°41'32’K 26°33'34'D/ N. Saltan
Edirne, Lalapasa Kalkansogiit, koy i¢i
pas St KoY e 28072019 15800
41°58 15'K 26°48 48'D / N. Saltan
Kocaeli, Cilekli koyii, koy igi
¢ Y v 17.07.2019 15781
) 40°32 22'K 30°2'49'D, / N. Saltan
L. quinquelobatus
Bolu, Karacasu Kdyii, kdy i¢i, 526 m.
19.07.2019 15780
40°35'32'K 31°042'D / N. Saltan
Erzurum, 39°44' 35K 41° 23" 16'D, 2080 m./ YB. Kose 23.07.2019 15783
Erzurum, 39° 41" 41'K 41°29' 6 D, 1950 m./ YB. K6se 23.07.2019 15784
L. glaucescens
Erzurum, Tortum Kirmali Koyl, Yayla deresi mevki /
06.08.2019 15785
YB. Kose
L. persicus Erzurum, 39° 42" 'K 41°26' 55D, 1960 m./ YB. Kose 23.07.2019 15782

ESSE: Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu
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3.1.2. Kullamlan kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ile ilgili bilgiler Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Madde Marka
Etanol absolii Erba pharm.
Metanol Carlo-Erba
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum bromiir (MTT)  Sigma
4-Dimetil aminobenzaldehit Merck
RPMI-1640 medium Sigma-Aldrich
Fetal bovine serum Sigma

Dimetil siilfoksit (DMSO) ekstra saf Sigma-Aldrich
Penisilin/streptomisin ¢ozeltisi Sigma

Etil asetat Riedel-de Haen
Folin-Ciocalteau reaktifi Merck

Distile su Merck

Gallik asit Sigma
2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) Sigma

Trolox, %97 Acros organics
1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") TCl

Potasyum kloriir (KCI) Sigma
Potasyum iyodiir Kimetsan
Potasyum persiilfat Carlo Erba
Hekzametilen tetramin Carlo Erba
Aseton Merck
Hidroklorik asit (HCI) Riedel

Etil asetat Sigma
Aliminyum klorir (AlICl3) Sigma
Sodyum karbonat (Na.COs) Merck

TLC Silica Gel 60 Fzs4

Kloralhidrat

4-Dimetil-aminobenzaldehid

Sodyum siilfat

DNA izolasyon Kiti

DNA Polimeraz Tag polimeraz

Saflagtirma kiti

Dizileme kiti, BigDye Terminator v3.1 Cycle

Analytical Chromatography
Merck

Merck

Tekkim

EurXGeneMATRIX Plant& Fungi
Solis Biodyne, Estonya

Magbio HighPrep™

Applied Biosystems
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3.1.3. Kullanilan cihaz ve apareyler

Deneylerde kullanilan cihaz ve apareylere iliskin bilgiler Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Deneylerde kullanilan cihaz ve apareyler

Cihaz Marka

Hassas terazi Radwag

Calkalayici Orbital

ELISA Okuyucu ELx808 1U

Inkiibator MMM Medcenter™ Incucell

Karbondioksit inkiibatorii Heraeus INSTRUMENTS

Ultrasonik banyo ELMA S100H (Elmasonic)

Binokiiler mikroskop Nikon SMZ645

Isik mikroskobu ve goriintiileme sistemi ~ Olympus BX51T ve Kameram

HPLC/MS-MS Shimadzu HPLC Sistem/ 3200 Q TRAP AB Sciex mass
spektrometre, 20A ve 10AVp

Isiticili manyetik karistirict Heidolph MR 3001

Liyofilizator Labconco

Steril kabin Niikleon Laboratory Equipment

Rotavapor Heidolph

Su banyosu Bandelin Sonorex

UV-Spektrofotometre Shimadzu

Vortex Heidolph

TM3030 Plus Tabletop Microscope Hitachi

Nanodrop Thermo Scientific Nanodrop 2000

PCR Thermal Cycler Kyratec

Sanger dizileme cihazi ABI 3730XL Applied Biosystems
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4. YONTEMLER
4.1. Botanik Calismalar
4.1.1. Morfolojik ¢alismalar

Teshisi tamamlanan bitkilerin morfolojik 6zelliklerinin bazilari arazi g¢alismalart
esnasinda, biiyiik bir kismi da Nikon SMZ645 binokiiler mikroskop altinda taze 6rnek
kullanilarak  tanimlanmistir.  Bitkileri morfolojik olarak  goriintiilemek igin
habitatlarindaki  goriiniisleri ve hazirlanan herbaryum O6rneklerinin  fotograflar
cekilmigtir. Her tiiriin deskripsiyonu i¢in ortalama 30 6rnek iizerinden 6lgiim yapilmaistir.
Tanimlarda verilen 6l¢iimler, gévde ve yapraklarin en genis bolgelerinden alinmistir.
Tiirlere ait olarak verilen deskripsiyonda, govde Ozellikleri, yaprak ozellikleri, tily
durumu gibi cinse ait taksonomik degeri olan karakterler belirtilip, ¢igeklenme zamani ve
habitat bilgileri deskripsiyon sonuna eklenmistir. Olgiimler stereomikroskop altinda
milimetrik kagitla yapilmigtir. Ayrica govde, kaliks ve meyve karakterlerinin Leonurus
cinsi taksonomisindeki ©oneminden dolayi, bu kisimlarin mikromorfolojik yiizey
ozellikleri de taramali elektron mikroskobunda (SEM) incelenmistir.

Bitkinin govde, kaliks ve meyve yiizeyleri i¢in 6rnekler direkt olarak ¢ift tarafli
yapiskan banda (stap) alinip, Anadolu Universitesi Bitki ilag ve Bilimsel Arastirmalar
Merkezi’nde bulunan taramali elektron mikroskobunda (SEM) (Hitachi TM3030 Plus
Tabletop Microscope) fotograflari ¢ekilmistir.

4.1.2. istatistiksel calismalar

Morfolojik veriler istatistiksel olarak kiimeleme analizi ve ayirim (diskriminant)
analizi teknikleri ile, IBM SPSS Statistics Base 22.0 programi kullanilarak
degerlendirilmis, tiirlerin dendogrami ¢izilmistir.

4.1.3. Anatomik ¢alismalar

Tiirlerin anatomik 6zelliklerini belirlemek amaciyla, arazi c¢alismalar1 sirasinda
govde ve yaprak numuneleri %70°lik alkole alinmistir. Her tiir i¢in dogal ortamlardan
toplanan ergin bitkilerin govde ve vyapraklart kullanilmigtir. Yapraklarin orta
bolgelerinden enine ve yiizeysel, govdelerin orta bolgelerinden enine kesitler elle
almmistir. Tim kesitler Sartur reaktifi (Laktik asit, Sudan Ill, anilin, iyot, potasyum
iyodiir, alkol, su) ile boyanarak, gliserin-jelatin icine alimip, Kanada Balsami ile
daimilestirilerek 151k mikroskobunda fotograflari ¢ekilmistir (Olympus BX51T ve

Kameram Programi).
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4.1.4. Palinolojik calismalar

Leonurus tiirlerinin polen yiizeyi i¢in ornekler direkt olarak ¢ift tarafli yapiskan
banda (stap) alinip, polenlerin ayrintili yiizey taramalarina ait fotograflar Anadolu
Universitesi Bitki lag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi’nde bulunan taramali elektron
mikroskobunda (Hitachi TM3030 Plus Tabletop Microscope) ¢ekilmistir. Polen
terminolojisinde literatiirden [323-326] yararlanilmistir.

4.2. Deneysel Calismalar
4.2.1. Ekstrelerin hazirlanisi

Literatiir bilgileri géz oniinde tutularak, bitkilerden ¢esitli ekstreler hazirlanmistir.
Bitkisel materyallerin kurutulmus toprak tstii kisimlari kaba toz haline getirildikten sonra
%70 etanol ve metanol c¢oziiciileri ile 24 saat (8x3) oda sicakliginda calkalamali
maserasyona tabi tutulmustur. Elde edilen ekstreler vakum altinda rotavaporda (<40°C)
yogunlastirilarak, ¢oziicliler uzaklastirilmistir (Sekil 4.2). Etanollii ekstrelerdeki su ise,
liyofilizatorde uzaklagtirilmistir. Ayrica bitkinin toprak iistii kisimlarindan %35 infiizyon
ornekleri, 80°C'deki 100 ml distile su iginde 5 g bitki ile hazirlanmistir. Sonrasinda, su
liyofilizatorde uzaklastiritlmis ve tiim ekstreler analiz anina kadar -18°C’de koyu renkli
sisede saklanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Bitki ekstreleri
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Sekil 4.2. Rotavapor

4.2.2. Avrupa Farmakopesi’nde belirtilen yontemler kullamlarak yapilan analizler

Tiim lokalitelerden toplanan bitkilerin toprak iistii kisimlar1 toz edilip, Avrupa
Farmakopesi’ndeki [35] prosediirlere gore hazirlanarak, ince tabaka kromotografisi (ITK)
yontemi kullanilmig ve farmakopede belirtilen bantlar ile elde edilen sonuglar
karsilastirilmistir. Ek olarak tiim tiirlerin flavonoit tayini de yapilmstir.

4.2.2.1. Ince tabaka kromotografisi (ITK) ile analiz

Avrupa Farmakopesi’nde [35] yer alan metoda uygun olarak ince tabaka
kromatografisi (ITK) ile analiz igin, 0.5 g toz edilmis bitki {izerine 5 mL metanol
eklenmistir. 65°C’deki su banyosunda 5 dk ¢alkalanip sogutulmus ve stiziilmiistiir.
Mobil faz: glasiyel asetik asit: su: etil asetat (20:20:20, h/h/h)

Uzerine 20 pl numune uygulanan plak tanka almmistir. Mobil faz front cizgisine
geldiginde plak alinmistir. Coziicii plaktan uzaklastirildiktan sonra, hazirlanan reaktif
(dimetilaminobenzaldehid) plaga plskiirtiilmiistiir. 100-105°C 1siticida 10 dk bekletilip,

giin 15181nda spotlar degerlendirilmistir.
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Sekil 4.3. ITK plag: ve numuneler

4.2.2.2. Flavonoit Tayini

Avrupa Farmakopesi’nde [35] Onerilen yonteme uygun olarak bitki 6rneklerinden
stok soliisyonu, test soliisyonu ve kontrol soliisyonu hazirlanmistir.
Stok soliisyonu i¢in;

1 g toz edilmis drog iizerine 1ml hekzametilentetramin eklenmistir. Uzerine 20 ml
aseton ve 2 ml HCI eklenmis, 1siticida 30 dk kaynatilip, Sogutulmus ve stiziilmistiir. 20
ml aseton eklenip, 10 dk kaynatilip, Sogutulmus ve siiziilmiistiir. Ttim siiziintiiler bir arada
toplanip, aseton ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu karisimdan 20 ml alinip,
tizerine 20 ml distile su ve 15 ml aseton eklenmistir. Calkalanip, ayirma hunisine alinmais,
iistteki etil asetatli kisim, toplama kabina alinarak, suyun uzaklastirilmasi saglanmistir.
Sulu kisma 10 ml etil asetat eklenerek, tekrar ayirma hunisine alinmis ve bu islem 3 kez
tekrarlanarak, etil asetatli kisimlar toplama kabinda birlestirilirken, yikama islemi
yapilmistir. Karigima 50 ml distile su eklenip, ayirma hunisi ile son yikama yapilmistir.
Filtre kagidina sodyum siilfat konup, ayirma hunisinin ¢esmesi yavasca agilarak, karigim

sliziilmiis ve siiziilen karisim, etil asetat ile 50 ml’ye tamamlanmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Stok soliisyonlarinin hazirlanigi

Test sollisyonu i¢in;
Daha 6nceden hazirlanan stok soliisyonundan 10 ml alinip, tizerine 1 ml AICl3 ve

metanolde hazirlanmis %5 glasiyel asetik asit eklenmistir (Sekil 4.5).

-

Sekil 4.5. Test soliisyonlar

Kontrol soliisyonu i¢in;
10 ml stok soliisyonun iizerine metanolde hazirlanmis %5 glasiyel asetik asit

eklenmistir. Numuneler 30 dk bekletildikten sonra 425 nm’de okuma yapilmustir.

104



Sl P

g'.
3
g
il
g

Sekil 4.6. Kontrol ve test soliisyonlar

4.3. Biyolojik Aktivite Calismalari
4.3.1. Antioksidan etkinin arastirilmasi
4.3.1.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH ) radikalini siipiiriicii etki tayini

Bu yontem ¢ok asamali ve fazlaca reaktife ihtiya¢ duyulan bir yontem olmayip,
diger yontemlerle karsilastirildiginda ucuz ve hizlidir. Taze hazirlanan DPPH" ¢ozeltisi
koyu mor renkli olup, 517 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Ortama antioksidan
bir madde ilave edildiginde koyu mor rengin yerini renksiz bir goriiniim alir. Boylece
antioksidan molekiiller, hidrojen veya elektron vererek DPPH" molekiiliine atak eder ve
onu renksiz 2,2-difenil-1-hidrazin ya da baska bir siibstitiiye hidrazin analoguna
doniistiiriir. Bu dontlisiim 517 nm’lik bantta absorbans diisiisiine neden olur. Bu sayede
hizl bir sekilde bilesiklerin/ekstrelerin serbest radikal siiptiriicii etkileri belirlenmektedir.

DPPH" radikal siipiiriicii etki tayini i¢in Kumarasamy ve digerlerinin yontemi
kullanilmigtir [327].

DPPH" + AH ——» DPPH-H + A
DPPH’ + R — DPPH-R (4.1)
(A, antioksidan madde; R, radikal madde)

DPPH" stok ¢dzeltisi, DPPH’1n son konsantrasyonu 80 pg.mL™ olacak sekilde
hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plaklarin ilk siitununa sirasiyla 100’er uL. metanol (MeOH)

ve sirasiyla ekstreler aktarilmistir. Cok kanalli pipet araciligiyla, esit miktarda MeOH
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icinde seri seyreltme yapilmistir. Her kuyucuga 100 pL DPPH" ¢ozeltisinden eklenerek
tepkime bagslatilip 30 dakika siireyle karanlikta inkiibe edilmistir. Gallik asit pozitif
kontrol, DPPH"+MeOH negatif kontrol, sadece MeOH ise kor olarak ayni1 mikro plaga
uygulanmistir. UV absorbans 517 nm’de mikroplate spektrofotometre kullanilarak, oda
sicakliginda okunmustur. Sonuglar, ortalama + standart sapma (n=8) olarak ifade
edilmistir. % inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplanmistir [327]. ICso degerleri
nonlineer regresyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot 13. version, SPSS Inc., Chicago, IL)
belirlenip, degerler ii¢ paralel deneyin ortalamasi olarak verilmistir.
% Inhibisyon = [(Abskontrol - Absérnek) / Abskontrol] x 100 (4.2)

4.3.1.2. ABTS radikal siipiiriicii etki tayini (Troloks Egdegeri Antioksidan Kapasite-
TEAK)

Maddelerin total antioksidan aktivitelerini 6l¢gmede kullanilan spektrofotometrik
metotlardan birisi de ABTS™ (2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
diamonyum tuzu) radikal katyonu ile yapilan deneylerdir. TEAK analizi, ABTS " radikal
katyonunun antioksidanlar tarafindan absorbansinin engellenmesi temeline dayanir.
Radikal katyon formunda diretilen ABTS'*, temel spektrofotometrik olarak ¢esitli
maddelerin toplam antioksidan aktivitesini 6lgmede uygulanir. Bu yontem ile potasyum
persiilfat ve ABTS"in reaksiyonu sonucu mavi/yesil ABTS'* kromoforu meydana
gelmektedir. Bu madde, 645, 734 ve 815 nm dalga boylarinda maksimum absorbans
vermektedir. ABTS c¢ozeltisi seyreltilir ve yaklasik 10 dakika icinde absorbansi
ol¢iildiikten sonra farkli konsantrasyonlardaki ekstrelerin ilk karisimlari 6l¢iiliir. Ortama
antioksidan ilavesiyle okside haldeki mavi/yesil ABTS ™ antioksidan tarafindan zaman
ve konsantrasyona bagli olarak rediiklenir ve renk diislisiine bagli olarak absorbans
degerlerinde azalma kaydedilir. Troloks, Vitamin E’nin suda ¢dziinen analogu olup
referans standart olarak kullanilir ve sonuglar Troloks esdegeri olarak verilir [328]. Analiz
genis bir sekilde bitkilerin antioksidan 6zelliklerini tespit etmek i¢in kullanilmaktadir.

36 mg (7 mM) ABTS ve 6.6 mg (2.5 mM) K2S20g (potasyum persiilfat) tartilip, 10
mL distile suda mavimsi-yesil renkte ABTS ¢o6zeltisi hazirlanmigtir. Daha sonra 16 saat
boyunca karanlik ortamda reaktifin aktif hale gelmesi i¢in beklenmistir. Potasyum
persiilfat etkisi ile ABTS oksitlenir ve aktif ABTS * radikal katyon olusur. Hazirlanan
stok ¢ozelti karanlik serin ortamda kapag1 kapatilarak muhafaza edilmistir. Daha sonra
bu stok ¢ozeltiden 1 ml alinarak spektrofotometrede 734 nm’de absorbansi 0.700-0.800

arasinda olana kadar absolii etanol ile seyreltilmistir (UV-Spektrofotometre, Shimadzu)
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(Sekil 4.7). Standart olarak Troloks ¢ozeltileri (mM) 3; 2; 1; 0.5; 0.25
konsantrasyonlarinda hazirlanmistir (absolii etanolde). 10 pL Troloks ¢ozeltisi 990 pL
ABTS " ile karistirilarak 734 nm’de 30 dakika sonra absorbans1 ol¢iilmistiir. Troloks i¢in
linear dogru denklemi elde edilmis, bu dogru denklemi kullanilarak numunelerin 30.
dakikada ortaya koydugu inhibisyon etkileri ile Troloks esdegeri antioksidan siipiiriicii

etki hesaplanmustir.
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Sekil 4.7. UV-spektrofotometre

4.3.1.3. Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile Toplam Fenolik Yontemi (Toplam Fenol
Miktar Tayini)

Ekstrelerdeki toplam fenol miktar1 mg Gallik Asit’e esdeger olarak Folin-Ciocalteu
reaktifi yontemiyle tayin edilmistir. Toplam fenolik ayiraci olarak bilinen Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR) bazli yontem, 6rnegin indirgeme kapasitesini tayin etmektedir. Standart
bilesik olarak genellikle gallik asit kullanilir ve sonuglar gallik asit esiti (mg/mL) olarak
verilir. Gallik asitin 0.5-0.03 mg/mL konsantrasyon araliginda farkli c¢ozeltileri
hazirlanip, 760 nm’de absorbans degerleri kaydedilmis, gallik asitin konsantrasyon-
absorbans grafigi cizilerek kalibrasyon denklemi belirlenmistir. 20 uL. numune {izerine,
1560 uL saf su ve 100 uL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. 1-8 dakika beklendikten
sonra 300 uL %20’lik NaxCOg3 ¢ozeltisi ilave edilip, 2 saat 25 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda 760 nm’de absorbans Olglimleri alinarak gallik asit

kalibrasyon egrisiyle karsilastirilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asite
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esdeger olarak hesaplanmistir. Kontrol olarak ekstre igermeyen reaktif karisimi ve ¢oziicii
kullanilmistir. Ug paralel deney yapilarak sonuglar ortalama degerler olarak verilmistir
[329, 330].
4.3.2. Antimikrobiyal duyarhlik testleri

Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii’niin yayimladigi CLSI M7-A7 protokolii
aerobik olarak gelisen bakterilerin duyarliliklarini standart antimikrobiyaller sahitliginde
Olgerken, CLSI M27-A2 metodu ise patojen mayalara karsi test drneklerinin antifungal
etkilerini ortaya koymaktadir.

4.3.2.1. Mikro diliisyon yontemi ile antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Tablo 4.1°de listelenen bakteriler deneyden 1 giin 6nce Mueller Hinton Broth
(MHB) besiyerine alinmis, 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirlerden MHB
iceren tiliplere belirli miktarlarda aktarilarak bulanikliklar1 McFarland No: 0.5’e gore
ayarlanmistir. Bu sekilde yaklasik 108 CFU/ml’lik (mililitredeki koloni olusturan {inite)
bakteri konsantrasyonu elde edilmistir. Daha sonra besiyeri ile yapilan 1:40 ve 1:5
oranindaki seyreltmeler sonunda, bakteri konsantrasyonu 5x10° CFU/mL seklinde
olmustur. Numuneler 16 mg tartilarak steril DMSO’da c¢oziilerek stok cozeltileri
hazirlanmistir. Onceden 100°er pl steril MHB aktarilmis “U tipi” 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plaklarinda ¢ift katli seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. 8 mg/ml ile 0.001
mg/ml araliginda madde konsantrasyonlar1 elde edildikten sonra, otomatik multikanal
pipetor kullanilarak 100’er pl bakteri kiiltiirlerinden ilave edilmistir. Plaklarin kapaklar
kapatilarak uygun sicakliklarda, 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda tiremenin oldugu alanlarin daha iyi belirlenebilmesi i¢in her kuyucuga Resazurin
coOzeltisinden 20’°ser pl ilave edilmistir. 2 saat daha etiivde bekletilen plaklar incelenerek,
mavi-mor renkli resazurinin {ireme olan kuyucuklari pembeye boyadigi gozlenmis ve
minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir. Resazurin hiicresel metabolik
aktivite ile metabolik rediiksiyona ugrayan bir redoks indikatoriidiir. Rediikte formu
rezorufin olarak adlandirilir ve pembe renkli ve yliksek derecede floresan 6zellikli bir
bilesiktir. Standart antimikrobiyal madde olarak Ampisilin ve Kloramfenikol

kullanilmastir.
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Tablo 4.1. Antibakteriyal aktivite tayininde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Sus No
Escherichia coli ATCC 8739
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 6538
Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Pseudomonas aeruginosa ATCC 7853

4.3.2.2. Mikro diliisyon yontemi ile antikandidal etkinin belirlenmesi

Antikandidal etkinin belirlenmesinde CLSI (Klinik Laboratuvar Standartlari
Enstitlisit) M27-A2, sivi mikro diliisyon protokolii Tablo 4.2°de listelenen 6 patojen
mikroorganizmaya karsi denenmistir. Standart antifungaller ve ekstreler steril DMSO
iginde ¢oziilerek kullanilmistir. Gecelik kiiltiirden alinan saf koloniler serum fizyolojikte
(%0.85) stispanse edildikten sonra, bulanikliklart McFarland No: 0.5’¢ gore
ayarlanmigtir. Antibakteriyel deneyden farkl olarak, besiyeri olarak RPMI kullanilmis ve
deneyde kullanilan final mikroorganizma yogunlugu 10® CFU/mI olacak sekilde
hazirlanmistir.  Standart antifungal madde olarak Amfoterisin-B ve Ketokonazol
kullanilmistir. Plakta bir kuyucuk satir1 tireme kontrolii olarak, diger bir kuyucuk satir1 da

¢Oziicli kontrolii, bir siitun sterilizasyon kontrolii olarak kullanilmistir.
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Tablo 4.2. Antikandidal aktivite tayininde ku/lanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Sus No
Candida albicans ATCC 10231
C. utilis NRRL Y-900
C. albicans ATCC 90028
C tropicalis ATCC 750

C parapsilosis ATCC 22019*
C. krusei ATCC 6258*

4.3.3. Sitotoksik etkinin arastirilmasi

Bilesiklerin antikanser aktivitesinin arastirilmasinda A549 (insan akciger
karsinoma hiicre dizisi), MCF7 (insan meme adenokarsinoma hiicre dizisi) ve C6 (Sigan
glioma hiicre dizisi) hiicre dizileri lizerinde MTT yoOntemi uygulanarak, ekstrelerin
etkileri degerlendirilmistir. MTT yontemi hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in sik¢a
kullanilan pratik bir yontemdir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin
ol¢iitli olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre
sayisi ile korelasyon gosterir [152]. Bu hiicre dizileri igin besiyeri olarak fetal calf serum
ve 100 IU/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin ilave edilmis RPMI 1640
kullanilmistir. Ekstreler, dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde c¢oziilerek stok ¢ozeltileri
hazirlanmis, hiicrelerin yasayabilirligine etki etmeyecek sekilde ve son kiiltiir
ortamindaki konsantrasyonu %0.1°den diisiik olacak sekilde yine DMSO kullanilarak
uygun seyreltmeler yapilmistir. Elde edilen ekstrelerin antikanser etkinliklerinin
kiyaslanabilmesi amaci ile giliniimiizde kanser tedavisinde rutin olarak kullanilan
doksorubisin, aktivite c¢alismalarinda kullanilmigtir. Doksorubisin (DOX), genis
antitimor spektrumuna sahip kinin i¢eren bir antitiimor antibiyotiktir. Genellikle siddetli
l6semiler, lenfomalar ve kati tiimorler dahil olmak tizere cesitli kanserleri tedavi etmek

i¢in kullanilmaktadir.

4.3.3.1. Hiicrelerin ¢cogaltilmast

Deneylerde kullanilan A549, MCF7 ve C6 hiicre dizilerinin ¢ogaltilmasi ve deneye

hazirlanmasi igin 2-3 giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapilmistir. Inkiibatorden
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alinan hiicre kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine gegmesini saglanmak icin
hafifce calkalanip, steril bir pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki besiyeri alinarak atilmistir.
Hiicrelerin yikanmasi i¢in kiiltiir sisesine 5 ml fosfat tamponu ilave edilerek yikanmis ve
yikama ¢0zeltisi ortamdan uzaklastirilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin EDTA ¢ozeltisi (1X)
(75 cm?’lik kiiltiir siselerine 3-5 ml, 25 cm?’lik 1-3 ml) konularak hafifce ¢alkalandiktan
sonra inkiibatorde yaklastk 5 dk. bekletilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37°C).
Inkiibatérden alinan kiiltiir siselerinin iizerine 20-25 ml besiyeri ilave edilerek hiicreler
stispanse edilip ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni kiiltiir siselerine alinmustir. Kiiltlir siseleri

inkiibatdre konularak inkiibasyona birakilmistir (%5 CO2, % 95 nem ve 37°C).
4.3.3.2. Hiicrelerin plakalara ekilmesi

Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besiyeri ¢dzeltisine gecmesi
saglanmak icin hafifce calkalanmis ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki
besiyeri alinarak atilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’lik kiiltiir
siselerine 3-5 ml, 25 cm?’lik 1-3 ml) konularak hafifce ¢alkalandiktan sonra inkiibatorde
yaklasik 2-3 dk. bekletilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37°C). inkiibatérden alinan kiiltiir
siselerinin i¢ine besiyeri ilave edilerek pipet yardimiyla santrifiij tiipiine alinmistir.
Santrifiij tiipii i¢indeki hiicre siispansiyonu ¢alkalandiktan sonra 10 pL alinarak otomatik
hiicre sayma cihazinda sayilmistir. Hiicre siispansiyonu kiivetlere alinmig ve 200
uL/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasma dagitilarak (1.10*
hiicre/100 pL) 24 saat inkiibasyona birakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37°C).

4.3.3.3. MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmast

Tetrazolyum tuzlart olan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-
tetrazolyum-5-karboksianilit ~ tuzu) ve MTT  (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) canli hiicrelerdeki metabolik aktivitenin Ol¢iilmesinde
kullanilmaktadir. Tetrazolium tuzlart metabolizma ve solunum zinciri intakt hiicrelerde
mitokondriyal siliksinat dehidrogenaz enzimi ile formazana doniismektedir.
Mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz sari renkli tetrazolyum tuzunu elektron kenetli
reaktif varliginda ¢6ziiniir turuncu renkli formazana doniistiirmektedir [331]. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters ¢evrilerek besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir.
Ekstrelerin 7.81 mg/mL-1000 mg/mL araliginda hazirlanan 8 seri konsantrasyonu (stok
cozeltiler DMSO iginde) pozitif kontroller ile birlikte plakalara uygulanip, 24 saat

inkiibasyona birakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37°C). Inkiibasyon siiresinden sonra
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hiicre kiiltiirlerinin list kismi ters cevrilerek atilmistir. Hiicreler fosfat tamponu ile
yikanmig ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilip, MTT ¢ozeltisi (5 mg/ml) ve
besiyeri 1:10 oraninda karistirilmistir. Hiicre kiiltiir plakasina 100 pL/kuyucuk olacak
sekilde bu ¢ozelti karisimindan ilave edilmistir. 3 saat inkiibasyona birakilmistir (%5
CO2, %95 nem ve 37°C). 3 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir ortam1 uzaklastirilip,
hiicre kiiltiir plakasina DMSO ¢ozeltisinden 100 pL/kuyucuk olacak ilave edilmis ve
kuyucuklarin ELISA’da 540 nm’ de OD (ortalama deger) degerleri okunmustur. Test
edilen tiim konsantrasyonlar i¢in 3 tekrar yapilmis ve test maddelerinin her bir
konsantrasyonu igin % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Non-lineer regresyon analizi
ile maddelerin inhibitor konsantrasyon 50 (ICso) degerleri hesaplanmis ve maddelerin

sitotoksik ozellikleri yorumlanmaistir.

4.4.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi-Kiitle
Spektroskopisi (YPSK-KS/KS) ile Analizler

LC-MS/MS analizi, Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS dedektoriine bagli,
Shimadzu 20A HPLC sistemi ile yapilmistir. Iyonlagsma modu Elektro Sprey Iyonlagma
(ESI) ile negatif modda gergeklesmistir. Kromatografik ayirma igin 150 x 4.6 mm, 3 um
ODS kolon kullanilmistir. Analizler 40 °C ve PDA dedektorii ile gergeklesmistir. Mobil
fazla (A) Metanol: su: formik asit (10:89:1, h/h/h) ve (B) Metanol: su: formik asit (89:
10:1, h/h/h) olarak secilmistir. B'nin konsantrasyonu 40 dakikada %210'dan %2100'e
cikartlmistir. Akis 0.5 mL/dakika olarak ayarlanmistir.

4.5. DNA Dizi Analizi

DNA izolasyonu, PCR reaksiyonu, PCR firiinlerinin saflastirilmasi ve dizilenmesi
(Cycle sequencing) reaksiyonlar1 i¢in BM Laboratuvar Sistemleri firmasindan hizmet
alim1 yapilmistir. Otomatik DNA dizileyicisi tiniversitemizde bulunmamaktadir.

Her tiirden bir popiilasyon segilmis, L. cardiaca’da morfolojik farklilik gosterdigi
diistintildiigi icin iki popiilasyon secilmistir. Bitki DNA izolasyonu i¢in EurX
GeneMATRIX Plant & Fungi DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmistir. DNA
izolasyonundan sonra elde edilen DNA’larin miktar ve safligin1 kontrol etmek igin
Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda spektrofotometrik 6l¢tim
gerceklestirilmistir. PCR ¢alismasinda universal primer olarak ITS1-1TS4 ve ITS2-1TS5
primerleriyle, tiir tayini i¢in hedeflenen gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. izole edilmis
genomik DNA’larin ITS bdlgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri ve PCR

kosullar1 Tablo 4.3 ve 4.4’ te verilmistir.
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Tablo 4.3. Kullanilan primer dizileri

Primer Niikleotid Dizisi

ITS1 CCGTAGGTGAACCTGCGG

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Tablo 4.4. PCRde kullanilan kimyasallar

Bilesen Stok Reaksiyon
konsantrasyonu konsantrasyonu

PCR Buffer 10X 1X

MgCl, 25mM 1.5mM

dNTP mix 20mM 0.2 mM

F. Primer 10 uM 0.3 uM

R. Primer 10 uM 0.3 uM

Taq DNA Polimeraz SU/wl 2U

DNA template 3l

4.5.1. PCR kosullar:

95°C 5 dakika — baslangic¢ denatiirasyon
* 40 dongii:

— 95°C 45 saniye - denatiirasyon

— 57°C 45 saniye - baglanma

— 72°C 60 saniye — uzama
* 72°C 5 dakika — final uzama
* Sicaklik 4°C’ye disitiriiliip PCR tamamlanmustir.

PCR ile elde edilen amplifikasyon sonuglar1 1 XTAE (Tris-Asetat-EDTA) tampon
ile hazirlanan %1.5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiilmiis ve
etidyum bromiir boyas1 kullanilarak UV 1s18inda goriintiisii alinmistir. Yaklasik 700 ve
350 bazlik bolgeyi ¢ogaltmak ic¢in tek asamali PCR islemi gergeklestirilmistir. PCR
reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz
enzimiyle gerceklestirilmistir. Ornekler i¢in PCR sonrasinda agaroz jelde tek bant elde
edilerek, PCR isleminin basarili oldugu gozlemlenmistir. PCR iirlinii saflastirma

asamasinda, elde edilen tek bant ornekler icin MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up
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System™ (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip, kitin prosediirlerine uyarak
saflastirilmistir.

4.5.2. Dizileme ve dizi analizi

Sanger Dizileme 6rnekleri i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL
Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA). ITS1-
ITS4 ve ITS2-ITSS primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak
amactyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gerceklestirilmesinde BioEdit yazilimi
icinde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmstir.

4.5.3. Filogenetik analiz

Ilgili sekansa homolog sekanslar1 tanimlamanin en giivenilir yolu, ilgili sekans1 bir
sorgu olarak kullanarak bir BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) arastirmasi
yapmaktir. BLAST algoritmasi, niikleotid dizisi veri kiimesine karst gen dizisi verileri
icin en yakin eslesmeleri belirlemek i¢in kullanilmistir. Elde edilen diziler Gen Bankasi
verileri ile karsilastirildiktan sonra Neighbor Joining metodu ile filogenetik agaglar
olusturulmus ve yakin olabilecek olan cinsler belirlenmistir.

Ayrica, dizileri elde edilmis olan Leonurus cinsine ait tiirlerin yakinliklarini
ogrenebilmek icin MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) programi
kullanilarak, sekans analizleri degerlendirilmis ve filogenetik agaclar olusturulmustur.
Dizilerin hizalanmasinda Muscle algoritmasi, filogenetik aga¢ olusturmada ise karakter

temelli yontemlerden Maximum likelihood metodu (ML) kullanilmistir.

114



5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Morfolojik Bulgular

Tez konusunu olusturan Leonurus tiirlerinin morfolojik o6zelliklerini belirlemek
amaciyla ol¢timlerin bir kismi, bitkinin yetisme ortaminda, bir kismi ise taze 6rnekler
tizerinden arastirma laboratuvarinda alimmistir. Bitkilerin genel goriinisleri, yetistikleri
habitatlarda ayr1 ayr1 fotograflanmistir. Ayn1 zamanda bitkilerin herbaryum 6rnekleri
hazirlanmis ve Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na konmustur.
5.1.1. Leonurus L. (Cardiaca Lam., Chaiturus Willd.)

Leonurus, kii¢iik tiibiiler ¢igekleri olan Lamiaceae ailesinin tyelerinden biridir.
Tiirlerin yapraklari birbirinden farkli olup, son derece tiiylii ¢igekleri vardir. Ust yiizleri
koyu yesil olan yapraklar, 3-5 yarikli loblara sahiptir.

Cok yillik, tiiylii; gévde dik, 4 koseli, yapraklar uzun sapli, ovat, kordat, orbikulat,
linear-lanseolat, 3-5 loplu ya da kaba disli, kenarlar1 serrat, krenat, taban kuneattir.
Yaprak {list yiizeyleri, alt ylizeyden daha koyu renklidir. Brakteler yapraksi, sapli, 3-5
loplu, obovat, ovat, eliptik, lanseolat, brakteoller lineardir. Cicek durumu vertisillat,
cicekler sapsiz, zigomorf, kaliks meyvede hafifce genisler, kaliks, 5 mizraks1 disli ve
spinoz, ¢an seklinde, kisa yogun ya da seyrek tiiylii; korolla bilabiat, iist dudak konkav,
alt dudak 3 loplu, stamen 4, didinam, ginekeum 1, stigma bifid, stilus ginobazik, ovaryum
sessil, tabanda 4 loplu, nutlet kahverengi, obkonik, tepesi yogun tiiyld, yiizeyi
pliriizsiizdiir.
5.1.1.1. Leonurus cardiaca L. Sp. Pl 584 (1753)

L. cardiaca, kare seklinde i¢i bos bir gévdeye sahiptir. Govde 44-245 cm, dort
koseli, belirgin ¢izgili, koselerde kisa ve seyrek tiiyliidiir. Yapraklar oppozit, genellikle
uzun sapli (7-49 mm), 3 loplu, lamina 10-77 x 20-88 mm, ovat, kordat, iistii koyu yesil,
altta soluk, alt yiizde ¢ok kisa seyrek yumusak tiiyli, iist ylizde hemen hemen tiiysiiz ya
da seyrek piloz, kenarlar1 serrat, krenat, alt brakteler 3 loplu olup, iistler 3-dentattir.
Brakteler sapli; eliptik, linear-lanseolat, 6-42x12-78 mm, alt yiizde gok kisa seyrek tiiylii,
iist ylizde hemen hemen tiiysiiz, u¢ akut, taban kuneat, brakteoller, linear, 1.5-5 mm, akut
ucludur. Cok cicekli, aralikli ve genellikle tepeye yakin yogun olup, kaliks 5-8 mm,
mizraksi disli ve spinoz; kaliks tiipii 3-5 mm, hemen hemen tiiysiiz, korolla agik pembe,
6-11 mm, bogaza yakin yerleri (alt dudak i¢i) siklikla eflatun lekeli, iist dudagin arkasi

yogun olarak villoz tiiylii, stamenler 4, didinam, anterler kahverengi, 0.8-1 mm. Bifid
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stigma, stamenleri asar. Nutlet 1.5-2.5 mm, obkonik, kahverengi, yiizey pliriizsiiz, tepe
ve taban trunkat, tepe iicgen ve pilozdur. Cigceklenme Haziran-Temmuz. Yetisme
ortamlar1 ormanlik alanlar, kdy icleri, duvar dipleri, yar1 golgeli, nemli topraklardir.
Bitkilerin genel goriiniislerine ait fotograflar Sekil 5.1 ve 5.2°de, herbaryum 6rneklerine
ait fotograflar ise Sekil 5.3.’te verilmistir. Farkli lokalitelerden toplanan L. cardiaca
orneklerinin morfolojik karakterleri karsilastirilmali olarak Tablo 5.1°de verilmistir.
Flora ve herbaryum Kkayaitlari:

Al Edirne: Edirne, A. Baytop (ISTE 14042)!

A2 istanbul: Zekeriyakdy (nr Sariyer), 17.5.1896, Azn.!

A2 Bursa: Bithynian Olympus (Uludag), Sestini.

B8 Erzurum: Senkaya Issizdere kdyii giineybatisi, 2200 m. 10.9.1982
(ANK 6862)

Al Edirne: Tavuk ormani i¢i, 13.7.1991 (HUEF 91140)

Tiirkiye florasindaki kayitlar ve {niversite herbaryumlarindaki kayitlarin
incelenmesi sonucu L. cardiaca’ya ait 6rnekler 6 farkli lokaliteden toplanmistir. Toplanan
orneklerin yayilist Sekil 3.1°de verilmistir.

Orneklerin toplandig: lokaliteler:
A2 Bursa: Inegél Siilekdy, kdy i¢i 550 m., 40° 2 21" K 29° 23'57 D, 22.06.2019

ESSE 15775

A2 Bursa: Saripmar Koyt kdy i¢i 576 m., 40° 1'59° K 29° 28 3' D, 22.06.2019
ESSE 15776

A2 Bursa: Turgutalp Kdoyii, koy i¢i 725 m., 40° 2' 27 K 29°23 15D, 21.07.2019,
ESSE 15777

A2 Kocaeli, Kandira Ariklar Goleti yakini, 40°57 48 K 30°14 1'D, 17.07.2019
ESSE 15778

Al Edirne, Tavuk Ormani, orman i¢i, 41°41'32'K 26°33 34' D, 27.07.2019, ESSE

15779

Al Edirne, Lalapasa Kalkansdgiit, kdy i¢i, , 41°58 15K 26°48 48 D, 28.07.2019,

ESSE 15800
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Sekil 5.1. L. cardiaca genel goriiniis (cigeklenme donemi)
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Sekil 5.2. L. cardiaca genel gériiniis (meyve dénemi)
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Sekil 5.3. L. cardiaca herbaryum ornekleri
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Tablo 5.1. Farkl: lokalitelerden toplanan L. cardiaca orneklerinin morfolojik karakterlerinin karsilastiriimasi

Morfolojik L. cardiaca L. cardiaca L. cardiaca L. cardiaca L. cardiaca L. cardiaca

karakterler Lokalite 1 Lokalite 2 Lokalite 3 Lokalite 4 Lokalite 5 Lokalite 6
Bitki Boyu 62-212 cm 52-109 cm 50-160 cm 102-245 cm 50-92 cm 44-120 cm

Kosel k Kosel k Kosel 5
Govde "0$? erde seyre Koselerde seyrek tiiylii Koselerde seyrek tiiylii ,,OS? erde seyre Koselerde seyrek tiiylii "05? erde yogun
tiyli tiyli tiylii
Govde eni 3-5mm 3-5mm 3-5mm 4-6mm 3-4mm 3-5mm
i‘:ﬂe yaprak 8-49mm 7-33mm 11-23mm 12-42mm 9-33mm 12-29mm
Govde yaprak
eni 15-60mm 14-56mm 15-40mm 10-63 mm 17-36 mm 14-77 mm
Govde yaprak
boyu 26-80mm 21-60mm 35-64mm 31-75mm 25-57mm 20-88mm
Brakte sap1 9-27mm 8-17 mm 8-14mm 9-30 mm 5-15mm 5-20 mm
Brakte eni 8-29mm 7-27 mm 7-25mm 9-40 mm 6-28 mm 9-42 mm
Brakte boyu 18-47mm 15-43 mm 13-34mm 12-48 mm 13-37 mm 12-78mm
Kaliks 6-7mm 5-6 mm 5-6 mm 5-8 mm 7-8 mm 5-6 mm
Korolla 8-10mm 7-10 mm 7-9 mm 7-9 mm 7-8 mm 6-11 mm
) 4 dldlnamv 4, didinam 4, didinam ) 4 dldlnamv 4 didinam . 4 didinam 5
Stamen Filamentler yogun . B o . B o Filamentler yogun . - o qee Filamentler yogun
o Filamentler yogun tiiylii ~ Filamentler yogun tiiylii o Filamentler yogun tiiylii .
tiyli tiyli tiyli
2-2.5 mm, obkonik, 2 mm, obkonik, 2 mm, obkonik, 1.5-2.5 mm, obkonik, 2 mm, obkonik, 2-2.5 mm, obkonik,

Nutlet kahverengi pliriizsiiz kahverengi, piiriizsiiz kahverengi, piiriizsiiz kahverengi, piiriizsiiz kahverengi, piiriizsiiz kahverengi, piirlizsiiz

tepe kisa tiiylii

tepe kisa tiiyli

tepe kisa tiiyli

tepe kisa tiiylii

tepe kisa tiiyli

tepe kisa tiiylii

Lokalite 1:

Siilekdy; Lokalite 2: Saripinar; Lokalite 3: Turgutalp; Lokalite 4: Edirne, Tavuk ormani: Lokalite 5: Edirne, Lalapaga; Lokalite 6: Kocaeli
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5.1.1.2. Leonurus glaucescens Bunge. Ledeb., Fl. Alt. 2:409 (1830)

Govde morumsu, erekt, 65-120 cm, dortgen, koselerde geriye dogru egik ¢ok kisa
tilyld, diger kisimlar tiiysiiz gibidir. Yapraklar oppozit, genellikle uzun sapli (15-39 mm),
sap ¢ok kisa tiiylii, lamina 13-88x 21-76 mm, ovat, oblong eliptik, lanseolat, palmat, tistii
koyu yesil, altta soluk, daginik ¢ok kisa tiiyleri olan, 6zellikle alt yapraklar derinlemesine
5 loblu dentattan pinnatifide degisir. Brakteler yapraksi, 7-35x10-50 mm, 3 loplu, orta
lop digerlerinden uzun, alttakilerin saplar1 daha uzundur. Her iki yiiz de kisa tiiylii olup,
iist yiiz daha yogun, brakteoller, 1-4 mm. Cigek durumu vertisillat, ¢igekler bitkinin {ist
kisminda yaprak aksillerinden ¢ikar. Kaliks 5-9 mm, kaliks tiipii 3-6 mm, puberuloz
titylerle kaph ve 5 ayr1 damarlidir. Korolla soluk leylak-koyu pembe rengi, 7-11 mm, iist
dudagin arkasi ve tiip iizeri yogun olarak villoz tiiylii, ist dudak tek pargali, alt dudak 3
loplu, stamenler 4, didinam, anterler 0.3-0.4 mm. Bifid stigma, stamenleri asar. Nutlet
sert, 1.5-3 mm, obkonik, kahverengi, ylizey tiiysiiz, tepe ve taban trunkat, tepe licgen ve
kisa pilozdur. Cigeklenme Haziran-Temmuz. Yetisme ortamlar1 dere ve su kenari,
organik atikli topraklardir. Bitkilerin genel goriiniislerine ait fotograflar Sekil 5.4 ve
5.5’te, herbaryum Orneklerine ait fotograflar ise Sekil 5.6’da verilmistir. Farkli
lokalitelerden toplanan 6rneklere ait morfolojik sonuglar Tablo 5.2°de verilmistir.

Flora ve herbaryum kayitlari:

A8 Giimiishane: Bayburt kale, 1615 m, Balls 1801!

A9 Kars: Cildir’dan Arpagay’a 10 km, 2100 m, T. Baytop (ISTE 18148)!

B9 Agri: Diyadin ve kaplicalar arasi, 1830 m, Hewitt 289!

B10 Agri: Agri Dagi Serdar Bulak, 2300 m, D. 46940!

B8 Erzurum: Tekman, Katranli koyti, bahge i¢i, 27.7.1991

B8 Erzurum: Senkaya, Giilveren koyii, 2500 m, 09.09.1993 GAZI

A9 Kars: Sarikamis, saglik ocaginin 20 m alt1, 01.08.1991 HUEF 91128

A9 Kars: Cildir Go6lii-Kisir Dagr arasi, kayalik 2100 m, 27.7.1986, AEF 2673

A9 Kars: Arpagay, Kisir Dagi arasi, dag koyi istii, kayalik, tash yamag¢ 2250m,

26.7.2000 GAZI
A9 Kars: Cildir, Dogruyol koyti, yol kenari, 23.7.1991, HUEF 91089
A9 Kars: Posof il¢e i¢i, yol kenari, 25.7.1991, HUEF 91094
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Tiirkiye Florasi'ndaki kayitlar ve iiniversite herbaryumlarindaki kayitlarin
incelenmesi sonucu L. glaucescens’e ait ornekler 3 farkli lokaliteden toplanmustir.
Toplanan 6rneklerin yayilis1 Sekil 3.1°de verilmistir.

Orneklerin toplandig: lokaliteler:

B8 Erzurum, 39° 44' 35K 41° 23" 16'D, 2080 m, 23.07.2019, ESSE 15783

B8 Erzurum, 39° 41" 4I'K  41° 29" 6 D, 1950 m, 23.07.2019, ESSE 15784

B8 Erzurum, Tortum Kirmali K&yii, Yayla deresi mevki, 06.08.2019, ESSE 15785

Sekil 5.4. L. glaucescens genel gériiniis
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Sekil 5.5. L. glaucescens genel goriiniis (yakin goriiniim)
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Sekil 5.6. L. glaucescens herbaryum drnekleri
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Tablo 5.2. Farkli lokalitelerden toplanan L. glaucescens orneklerinin morfolojik karakterlerinin

karsilagtiriimasi

Morfolojik L. glaucescens L. glaucescens L. glaucescens
karakterler Lokalite 1 Lokalite 2 Lokalite 3
Bitki Boyu 65-115cm 67-120 cm 70-100 cm
Koselerde tiiyli Koselerde tiiylii Koselerde tiiylii

Govde

morumsu morumsu morumsu
Govde eni 4-7 mm 3-5 mm 5-6 mm
Govde yaprak sapi 15-39 mm 17-37 mm 16-38 mm
Govde yaprak eni 15-88 mm 14-78mm 13-67 mm
Govde yaprak boyu 21-75 mm 23-76 mm 30-69 mm
Brakte sap1 7-24 mm 5-20 mm 6-22 mm
Brakte eni 7-30 mm 10-35 mm 7-30 mm
Brakte boyu 13-47 mm 14-48 mm 10-50 mm
Brakteol 1-2 mm 1.5-3 mm 2-4mm
Kaliks 5-8 mm 6-9 mm 6-9 mm
Kaliks tiipii 3-4 mm 3-4 mm 4-6 mm
Korolla 8-11 mm 7-9mm 7-9 mm

4, didinam 4, didinam 4, didinam
Stamen

Filamentler yogun tiiylii ~ Filamentler yogun tiiylii  Filamentler yogun tiiylii

2-2.5 mm, 1.5-3 mm, 2-3 mm,

Nutlet ) ) ) ) ) )
obkonik, kahverengi obkonik, kahverengi obkonik, kahverengi

Lokalite 1: Erzurum, 2080 m.; Lokalite 2: Erzurum, 1950 m.; Lokalite 3: Erzurum, Tortum
Kirmali Koyii

5.1.1.3. Leonurus quinquelobatus Gilib. Pl. Rar. et Comm. Lithuan. 15 (1785)

Govde 50-181 cm, dortgen, koselerde daha yogun olmak {izere tim yiizey disa
dogru egik, uzun tiylerle kaplidir. Yapraklar 3-5 loplu, genellikle uzun sapli (9-52 mm),
sap ¢ok kisa tiiylii, lamina 17-104x 22-111 mm, ovat, oblong eliptik, kordat, eliptik,
kenarlar serrat, krenat, iistii koyu yesil, altta soluk, palmat, daginik ¢ok kisa tiiyleri olan,
Ozellikle alt yapraklar derinlemesine 5 loblu dentattan pinnatifide degisir. Brakteler
yapraksi, 7-46x10-57 mm, 3 loblu orta lop digerlerinden uzun, her iki yiiz de puberuloz,
brakteoller, linear, 1-3 mm, akut ucludur. Cok c¢igekli, aralikli veya genellikle tepeye
yakin yogun olup, kaliks 5-9 mm, kaliks tiipii 3-5 mm, yogun sekilde villoz tiiylerle kapl
ve 5 ayrt damarlidir. Korolla lila rengi, 7-11 mm, {ist dudagin arkasi ve tiip iizeri yogun
olarak villoz tiiylii, bogaza yakin yerleri siklikla mor-kahverengi lekelidir. Stamenler 4,

didinam, anterler kahverengi, 0.8-1 mm. Bifid stigma, stamenleri agar. Nutlet 2-3 mm, 3
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koseli, obkonik, kahverengi, yiizey piiriizsiiz, tepe ve taban trunkat, tepe yogun vilozdur.
Ciceklenme Haziran-Temmuz. Yetisme ortamlari tarla kenarlari, kdy igleri, duvar dipleri,
giinesli-yar1 golgeli, nemli topraklardir. Bitkilerin genel goriiniislerine ait fotograflar
Sekil 5.7°de, herbaryum oOrneklerine ait fotograflar ise Sekil 5.8’de verilmistir. Her iki
lokaliteden toplanan 6rneklerin morfolojik 6zellikleri Tablo 5.3°te verilmistir.
Flora ve herbaryum kayitlari:

Type: [Lithuania] inter Grodnam militae, Gilibert.

A2 Bursa: Olympo Bythino (Ulu Dag1), 1846, No&506!

A3 Bolu: Abant G., 17.09.1940, B. Post!

AT Giresun: Tamdere’den Yavuzkemal, Karinca, D. 20679!

A8 Coruh: nr Artvin, 7.7.1910, Diratzouyan.

A9 Coruh: Ardanug, c. 812 m, C. Koch. Erzurum: nr Horasan (Grossheim 7: map

407). Kars: Basgedikler’in dogusu, Sovyet sinirt (Grossheim 7: map 407).
B9 Kars: Igdir’in dogusu (Grossheim 7: map 407). Van: 22 km W.S.W. Gevas,
2100 m

A3 Bolu: Abant, 19.7.1992, HUEF 92095

Tiirkiye Florasi’'ndaki kayitlar ve {iniversite herbaryumlarindaki kayitlarin
incelenmesi sonucu L. quinquelobatus’a ait 6rnekler 2 farkli lokaliteden toplanmuistir.
Toplanan 6rneklerin yayiligt Sekil 3.1°de verilmistir.

Orneklerin toplandig: lokaliteler:

A2 Kocaeli, Cilekli koyii, kdy ici, 40°32'22'K 30°2'49'D, 17.7.2019, ESSE 15781

A3 Bolu, Karacasu Koyt, koy ici, 526 m., 40°35 32'K 31°0'42'D, ESSE 15780
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Sekil 5.7. L. quinquelobatus genel goriiniis
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Sekil 5.8. L. quinquelobatus herbaryum érnekleri

Tablo 5.3. Farkli lokalitelerden toplanan L. quinquelobatus orneklerinin morfolojik karakterlerinin

karsilastirilmasi

Morfolojik karakterler

L. quinquelobatus

L. quinquelobatus

Lokalite 1 Lokalite 2

Bitki Boyu 145-181 cm 50-155cm
Koselerde tiiylii Koselerde tiiylii

Govde

morumsu morumsu
Govde yaprak sapi 12-52 mm 9-34mm
Govde yaprak eni 19-104 mm 17-63mm
Govde yaprak boyu 28-111mm 22-82mm
Brakte sap1 9-24mm 7-21mm
Brakte eni 9-46 mm 7-31mm
Brakte boyu 15-57mm 10-47 mm
Brakteol 1.5-2.5mm 1-3mm
Kaliks 6-9 mm 5-8 mm
Korolla 7-11mm 8-9mm

4, didinam 4, didinam
Stamen

Filamentler yogun tiiyli Filamentler yogun tiiyli

2-3 mm, 2-3 mm,

Nutlet

obkonik, kahverengi

obkonik, kahverengi

Lokalite 1: Bolu; Lokalite 2: Kocaeli
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5.1.1.4. Leonurus persicus Boiss. Diagn. ser. 1(5) :27 (1844)

Govde 50-75 cm, dik, dort koseli, belirgin ¢izgili olup, yogun sekilde ¢ok kisa
tilylerle kaplidir. Sig lifli kok. Yapraklar genellikle uzun sapl (11-55mm), kiigiik, 3-5
loplu olup dentattan pinnatifide degisir. Lamina 12-34x 16-56 mm, ovat, {istii koyu yesil,
altta soluk, palmat ve her iki yiizeyleri ¢ok kisa tiiylii olup, brakteler yapraksi,
derinlemesine 3 loplu olup, 10-30x10-45 mm, sap 9-19 mm. Ust yiiz daha yogun olmak
tizere her iki yiiz de kisa tiylii, brakteoller, 2-3.5 mm. Cigekler bitkinin {ist kisminda
yaprak aksillerinden ¢ikar, yogun. Kaliks 6-8 mm, ¢an seklinde, kaliks tiipi 4-6 mm,
yogun sekilde puberuloz tiiylerle kapli ve 5 ayr1 damarlidir. Korolla krem rengi, 9-11 mm,
iist dudagin arkasi ve tiip iizeri yogun olarak villoz tliylii, sapsiz, bogaza yakin yerleri
siklikla koyu pembe-kahverengi lekelidir. Stamenler 4, didinam, anterler 0.3-0.5 mm.
Bifid stigma, stamenleri agsar. Nutlet 1.5-3 mm, 3 koseli, obkonik, kahverengi, ylizey
tilysiiz, tepe ve taban trunkat, tepe kisa pilozdur. Ci¢ceklenme Haziran-Temmuz. Yetisme
ortamlar1 su kenar1 ve taslik alanlardir. Bitkinin genel goriintisiine ait fotograflar Sekil
5.9’da, herbaryum 6rnegi fotografi ise Sekil 5.10°da verilmistir.

Flora ve herbaryum kayitlari:

Type: [N. Iran] in alpibus Elamout Persiae borealis, Aucher 5113 (holo. G, iso. K!).

B8 Erzurum: Karayazi S. Cakmak Dag1 5 km bati, Jenkins 2399!

B8 Erzurum: Tekman’a 8 km kala, yol kenarindaki yarim ici, 05.8.1992, HUEF

92111

Tiirkiye Florasi'ndaki kayitlar ve iiniversite herbaryumlarindaki kayitlarin
incelenmesi sonucu L. persicus’a ait ornekler Erzurum’dan toplanmistir. Toplanan
orneklerin yayilist Sekil 3.1°de verilmistir.

Orneklerin toplandig: lokalite;
B8 Erzurum, 39° 42" I'K 41° 26" 55'D, 1960 m, 23.07.2019. ESSE 15782
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Sekil 5.9. L. persicus genel gériiniis
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Sekil 5.10. L. persicus herbaryum drnegi

5.1.2. Taramah elektron mikroskop (SEM) ile yapilan mikromorfolojik ¢aliymalara
iliskin bulgular

Makromorfolojik 6zellikler, tiirlerin tanimlanmast i¢in gerekli ancak bazi tiirler i¢in
yetersiz bir kriter olabilir. Bitkinin morfolojik 6zelliklerini daha ayrintili inceleyip,
makromorfolojik verileri desteklemek amaciyla, tiirlerin karakteristik mikromorfolojik
Ozelliklerinin aragtirilmasi onemlidir. Bu ¢alismada amag, SEM kullanilarak Leonurus
tirlerinin, govde, kaliks ve nutlet mikromorfolojisine ait 6zellikleri belirlemek ve bu
ozelliklerin sistematik Onemini, cinsin taksonlar1 arasindaki varyasyon 1s18inda
degerlendirmektir.

Tiirkiye Florasi’ndaki teshis anahtarinda tilirlerin  ayriminda kullanilan
karakterlerden birisi olan govde tiiylenmesi incelemelerine gore, L. cardiaca ve L.
glaucescens’te govdede yalnizca koselerde gozlenen tiiyler, oldukga seyrektir. L.
quinguelobatus’ta govdenin tiim yiizeyi uzun tiiylerle kapl iken, L. persicus’ta gévdenin
tiim yiizeyinde kisa tiiyler yogun sekilde bulunmaktadir.

L. cardiaca’da kaliks ylizeyi kisa ve seyrek tiiylii iken, L. glaucescens’te kaliks
yiizeyinde kisa tiiylerin yaygm dagilimi gozlenmektedir. L. quinquelobatus’ta kaliks
yiizeyi uzun tiiylerle yogun sekilde kapli iken, L. persicus’ta kisa tiiylerin tiim kaliks
yiizeyini kapladig1 gézlenmektedir.
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Nutlet yiizeyi tiim tiirlerde piirtizsiizdiir ve tepe kisimlar tiyliidiir. L. cardiaca’da
nutletin tepe kismindaki tiiyler, L. glaucescens’e kiyasla daha uzun olup, nutlet
tepesindeki en uzun tiiyler, L. quinquelobatus’ta gbzlenmistir. Veriler, makromorfolojik

Olctimleri ve karakterleri desteklemektedir.
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5.1.2.1. L. cardiaca ile yapilan SEM ¢alismalari

Govde dort koseli, belirgin ¢izgili, kdselerde kisa ve seyrek tiylidiir (Sekil 5.11).

11:59 HMMD8.6 x150 500 pm

AUBIBAM 2019/12/20

\UBIBAM 2019/12/20 11:54 HMMD5.2 x40 2 mm

Sekil 5.11. L. cardiaca gévde yiizeyi SEM goriintiisii
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Kaliks 5-8 mm, mizraks: disli ve spinoz; kaliks tiipii 3-5 mm, hemen hemen
tiystizdiir (Sekil 5.12).

AUBIBAM 2020/01/03  11:36 HMMD6.7 x30
"‘f?- ) oy

AUBIBAM 2019/12/11  11:05 HMMDS.7 x60 1mm

Sekil 5.12. L. cardiaca kaliks SEM goriintiisii
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Nutlet 1.5-2.5 mm, obkonik, kahverengi, ylizey pliriizsiiz, tepe ve taban trunkat,
tepe liggen ve pilozdur (Sekil 5.13).

AUBIBAM 2019/12/11  11:44 HMMD7.6 x60 1 mm

201912111 11:09 HMMD6.6 x150 500 pm

Sekil 5.13. L. cardiaca nutlet SEM gériintiisii
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5.1.2.2. L. glaucescens ile yapilan SEM ¢alismalari

Govde dortgen, koselerde geriye dogru egik yogun cok kisa tiiylii, diger kisimlar
tilystizdiir (Sekil 5.14).

 — —— — \\\ SN -‘ \ D
AUBIBAM 2019/11/15  10:13 HMMD4.9  x150

e N e

AUBIBAM 2019/11/29  11:15 HMMD4.1 x250 300 pm

Sekil 5.14. L. glaucescens govde yiizeyi SEM gériintiisii
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Kaliks 6-9 mm, kaliks tiipli 3-6 mm, yogun sekilde puberuloz tiiylerle kapli ve 5
ayr1 damarhdir (Sekil 5.15).

10:37 HMMD6.4 x60 1mm

AUBIBAM 2019/12/20

Sekil 5.15. L. glaucescens kaliks SEM goriintiisii
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Nutlet 1.5-3 mm, obkonik, kahverengi, yiizey tiiysiiz, tepe ve taban trunkat, tepe
ticgen ve kisa pilozdur (Sekil 5.16).

AUBIBAM 201912720 10:55 HMMD4.7  x60 1mm

AUBIBAM 2019/12/20 10:56 HMMD4.7 x150 500 pm

Sekil 5.16. L. glaucescens nutlet SEM gériintiisii
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5.1.2.3. L. quinquelobatus ile yapilan SEM ¢alismalart

Govde dortgen olup, koselerde daha yogun olmak {izere tiim yiizey yogun disa
dogru egik tiiylerle kaplidir. 1-1.5 mm olan basit ortii tityleri koselerde daha yogundur.
Tiylerin dis ylizeylerinde kiitikula ¢ikintilart bulunur (Sekil 5.17).

AUBIBAM : 2019/09/27

Sekil 5.17. L. quinquelobatus govde yiizeyi SEM goriintiisii
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Kaliks 6-9 mm, kaliks tiipli 3-5 mm, yogun sekilde puberuloz tiiylerle kapli ve 5
ayr1 damarhdir (Sekil 5.18).

AUBIBAM 2019/12/20 11:40 HMMD7.6 x30 2mm

1.

AUBIBAM 2019/09/27 11:10 HMMDS5.3 x200 500 pm

Sekil 5.18. L. quinquelobatus kaliks SEM gériintiisti
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Nutlet 2-3 mm, obkonik, kahverengi, ylizey piiriizsiiz, tepe ve taban trunkat, tepe
villozdur (Sekil 5.19-5.20).

AUBIBAM 2019/09/27 10:556 HMMD7.1 x30 2 mm

AUBIBAM 2019/09/27 10:22 HMMD5.0 x40

Sekil 5.19. L. quinquelobatus nutlet SEM goriintiisii (a)
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16:25 HMMD4.6  x60

AUBIBAM 20191015 1 mm

AUBIBAM 2019/09/27 10:21 HMMD5.0 x150 500 pm

Sekil 5.20. L. quinquelobatus nutlet SEM gériintiisii (b)
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5.1.2.4. L. persicus ile yapilan SEM ¢alismalart

Govde dort koseli olup, yogun sekilde ¢ok kisa titylerle kaplidir (Sekil 5.21).

AUBIBAM 2019/11/29  11:40 HMMD4.9 80

v

-\
\ A
- 9 A\ S ﬁ
AUBIBAM 2019/11/29 11:41 HMMD4.9 x180 500 um

Sekil 5.21. L. persicus govde yiizeyi SEM gériintiisii
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Kaliks 6-8 mm, kaliks tiipli 4-6 mm, yogun sekilde puberuloz tiiylerle kapli ve 5
ayr1 damarhdir (Sekil 5.22).

AUBIBAM 201912111 10:25 HMMD5.2 x40 2 mm

10:26 HMMD5.9 x60 1 mm

AUBIBAM 20191121

Sekil 5.22. L. persicus kaliks SEM goriintiisii
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Nutlet 1.5-3 mm, obkonik, kahverengi, yiizey tiiysiiz, tepe ve taban trunkat, tepe
kisa pilozdur (Sekil 5.23).

AUBIBAM 2019/1211  10:34 HMMD7.4 x50 2mm

ALBIBAM 2019/1211  10:35 HMMD6.4 x100 1 mm

Sekil 5.23. L. persicus nutlet SEM goriintiisii
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5.1.3. Istatistiksel bulgular

Bu calismada c¢ok degiskenli istatistik tekniklerden olan kiimeleme analizi ve
ayirma (diskriminant) analizi tekniklerinden yararlanilmistir.

5.1.3.1. Kiimeleme analizi

Bireyleri farkli kiimelere (gruplara) ayiran ve aralarindaki benzerlikleri/yakinliklar
ya da uzakliklar1 belirlemeyi amaclayan ¢ok degiskenli bir analiz teknigi olan kiimeleme
analizi kullanilmistir. Leonurus cinsine ait tiirlerin morfolojik karakterlerine gore
yakinliklarin1 belirlemek amaciyla yapilan kiimeleme analizinde, Tablo 5.4‘te verilen
sonuglar elde edilmis ve kiimeleme analizi dendogrami ¢izilmistir (Sekil 5.99).
Morfolojik 6zelliklerine gore tiirlerin popiilasyonlarinin dogal olarak kendi gruplari

icinde kaldiklari, ayn1 kiimelerde yer aldiklar1 belirlenmistir.

Tablo 5.4. Taksonlarin benzerlik katsayilarina gore kiimeleme analizi

Kiime Kiime Sonraki
Asama Kiime 1 Kiime 2 Katsayilar

1 2 Asama
1 L. cardiaca NS22 L. cardiaca NS24 15.376 0 0 3
2 L.glaucescensNS19 L. glaucescens NS26 42.089 0 0 4
3 L. cardiaca NS22 L. cardiaca NS23 83.776 1 0 5
4 L.glaucescensNS19 L. glaucescensNS20 197.589 2 0 8
5 L. cardiaca NS22 L. cardiaca NS28 427.455 3 0 8
6 L. cardiaca NS27 L.quinquelobatus NS17 675.282 0 0 9
7 L. cardiaca NS21 L.quinquelobatus NS18 938.068 0 0 9
8 L. cardiaca NS22 L. glaucescens NS19 1272.082 5 4 10
9 L. cardiaca NS21 L. cardiaca NS27 2419.207 7 6 11
10 L. cardiaca NS22 L. persicus NS25 3608.359 8 0 11
11 L. cardiaca NS21 L. cardiaca NS22 12049.340 9 10 0
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Birlestirilmis kiime bashigr altinda Kiime 1°de yer alan L. cardiaca-NS22 ile Kiime
2’de yer alan L. cardiaca-NS24 birbirine en yakin (benzer) iki popiilasyon olarak
goriilmektedir. Bu iki populasyona 3. asamada L. cardiaca-NS23 kodlu populasyon
katilirken, 5. asamada L. cardiaca-NS28 kodlu populasyon da katilmistir. Tiim bunlara
ek olarak, 8. asamada L. glaucescens-NS19 kodlu populasyon ile kiime haline gelmisler
ve 10. agsamada aralarina L. persicus-NS25’u almiglardir.

Ayrica, L. glaucescens-NS19 kodlu ornek ile, L. glaucescens-NS26’un yakin
oldugu, bunlara 4. asamada L. glaucescens-NS20’in katildigi da goriilmektedir. L.
cardiaca-NS27 ile L. quinquelobatus-NS17°nin aralarindaki uzaklik fazla olup, 9.
asamada aralarmna L. cardiaca-NS21’i almislardir.

5.1.3.2. Ayirma (diskriminant) analizi

Diskriminant analizinin temel amacglarindan ilki olan ayirma, diskriminant
fonksiyonlarini belirleyip, bu fonksiyonlar araciligiyla gruplar arasi ayirima en fazla etki
eden ayiric1 degiskenleri belirlemektedir. Ikinci amag olan siniflandirma ile ise hangi
gruptan geldigi bilinmeyen bir birimin hangi gruba dahil edilecegini belirlemek
amaclanir.

Tiirkiye’de yayilis gdsteren Leonurus Cinsine ait tlirlerin morfolojik incelenmesinde
siniflandirma acisindan 6nemli olan GBB, GBE, YS, YE, YB, BS, BE, BB, BR, KO, KA,
KT, KR ve NU ozellikleri dl¢tilmiis ve dlciilen 6zelliklere ait istatistiksel degerler Tablo
5.5’te verilmistir. Bu degiskenler kullanilarak yapilan istatistiksel analizlere dayal1 olarak
ayirma analizinin grafiksel gosteriminde tiirlerin biiyiik oranda kendi gruplar igerisinde
kaldig1 belirlenmistir (Sekil 5.100).
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Tablo 5.5. Taksonlarin morfolojik ozelliklerinin ortalama ve standart sapma degerleri

TUR GBB(cm) GBE(cm) YS(mm) YE(mm) YB(mm) BS(mm) BE(mm) BB (mm) BR(mm) KO (mm) KA (mm) KT (mm) NU(mm) KR
L.cardiaca-NS21 Ort. 150.03 4.22 17.70 33.93 45.23 14.73 17.27 34.80 311 9.05 6.51 4.27 2.27 1.07
Std Sapma 44.73 0.60 8.46 13.64 14.63 5.19 7.24 8.41 0.70 0.75 0.44 0.51 0.25 0.25
L.cardiaca-NS22 Ort. 86.63 3.84 17.47 27.93 34.43 13.03 17.33 28.77 217 8.12 5.35 3.40 2.00 1.03
Std Sapma 15.39 0.72 5.48 8.00 8.98 2.94 5.49 8.27 0.52 0.99 0.34 0.34 0.00 0.18
L.cardiaca-NS23 Ort. 98.97 4.23 16.57 29.10 43.73 10.53 13.17 26.57 2.58 8.07 5.46 348 2.00 1.00
Std Sapma 32.27 0.56 3.17 7.36 11.56 197 3.35 7.43 0.46 0.67 041 0.42 0.00 0.00
L.cardiaca-NS24 Ort. 78.63 4.07 18.40 25.77 34.43 12.73 16.77 36.40 191 9.15 5.46 3.19 2.25 1.00
Std Sapma 27.52 0.72 5.17 7.00 8.37 4.93 9.01 15.21 0.36 1.29 0.37 0.20 0.25 0.00
L.cardiaca-NS27 Ort. 163.90 4.95 17.00 30.03 48.73 13.93 18.23 31.63 242 7.97 6.53 3.99 2.00 1.03
Std Sapma 49.04 0.64 6.64 14.27 12.80 6.76 8.49 9.63 0.98 0.64 1.04 0.72 0.51 0.18
L.cardiaca-NS28 Ort. 74.60 3.53 17.20 28.47 39.83 10.33 16.43 27.63 3.56 7.46 7.30 431 2.00 1.90
Std Sapma 13.72 0.43 6.36 7.93 10.76 2.88 6.68 6.48 0.94 041 0.35 0.37 0.00 1.40
L.quinquelobatus-NS17 Ort. 157.73 4.97 23.13 41.57 54.33 13.87 14.23 35.13 1.95 8.68 7.05 3.68 2.50 297
Std Sapma 11.84 1.15 12.00 23.49 23.66 6.32 11.13 13.90 0.35 1.43 0.94 0.68 0.51 0.18
L.quinquelobatus-NS18 Ort. 110.00 5.06 14.90 29.63 42.47 11.57 15.40 28.33 2.00 8.41 6.76 37 2.50 3.00
Std Sapma 35.72 1.04 453 1151 17.67 4.21 5.64 10.95 0.70 0.45 0.99 0.61 0.51 0.26
L.glaucescens-NS19 Ort. 88.33 5.58 20.80 3143 37.30 12.13 17.33 30.97 1.75 8.92 7.04 3.63 2.23 2.03
Std Sapma 15.86 0.97 5.31 18.11 13.83 4.42 7.36 11.60 0.35 1.00 0.97 0.43 0.25 0.18
L.glaucescens-NS20 Ort. 101.00 4.54 22.30 31.13 43.60 12.60 18.60 34.90 2.08 8.02 7.46 3.64 2.25 2.03
Std Sapma 19.03 0.61 6.22 8.09 9.06 3.05 5.48 8.00 0.55 0.68 0.89 041 0.76 0.18
L.glaucescens-NS26 Ort. 87.89 5.45 22.73 33.53 48.73 11.00 13.67 30.57 2.62 8.19 7.29 4.55 2.50 1.93
Std Sapma 8.41 0.42 7.11 15.54 12.20 4.27 6.31 10.34 0.71 0.76 0.92 0.61 0.51 0.25
L.persicus-NS25 Ort. 65.20 4.14 2177 21.60 27.97 12.23 18.03 25.97 2.55 9.86 7.30 4.97 2.25 3.73
Std Sapma 7.30 0.76 10.67 7.15 8.70 3.19 5.89 9.50 0.49 0.71 0.76 0.66 0.76 0.78
TOPLAM Ort. 105.24 4.55 19.16 30.34 41.73 12.39 16.37 30.97 2.39 8.49 6.63 3.90 2.23 1.89
Std Sapma 41.85 0.97 7.57 13.51 14.94 4.53 7.22 10.71 0.80 1.06 1.06 0.72 0.48 1.02

GBB govde boyu, GBE govde eni, YS yaprak sap1, YE yaprak eni, YB yaprak boyu, BS brakte sap1, BE brakte eni, BB brakte boyu, BR brakteol, KO korolla,

KA kaliks, KT kaliks tiipii, KR korolla rengi, NU nutlet
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Morfolojik 6zelliklere gore yapilan ayirim analizinde tiirlerin siniflandirma basarisi

%77.2 olarak bulunmus (Tablo 5.6) ve biiyiik oranda tiirler kendi gruplart igerisinde

kalmistir (Sekil 5.98).

Tablo 5.6. Taksonlarin morfolojik ozelliklerine gore sumiflandirma basarisi

Tiir-Lokalite Ayirma Analizine Gore Tahmini Grup Uyelikleri
Orjinal gruplar NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
21 22 23 24 27 28 17 18 19 20 26 25

L. cardiaca
(NS21) 22 2 2 0 1 1 1 0 0 1 0 0
L. cardiaca
(NS22) 0 24 1 5 0 0 0 0 0 0 0 0
L. cardiaca
(NS23) 1 7 20 1 1 0 0 0 0 0 0 0
L. cardiaca
(NS24) 0 2 4 24 0 0 0 0 0 0 0 0
L. cardiaca
(NS27) 2 1 4 0 21 0 0 0 0 0 2 0
L. cardiaca
(NS28) 0 1 0 0 0 22 0 3 0 1 0 3
L.

Miktar  duinquelobatus 0 0 0 0 0 0 24 6 0 0 0 0
(NS17)
L.
quinquelobatus 0 0 0 0 0 0 4 24 1 0 1 0
(NS18)
L. glaucescens
(NS19) 0 1 0 0 0 0 0 0 21 8 0 0
L. glaucescens
(NS20) 0 0 0 0 0 1 0 0 3 24 2 0
L. glaucescens
(NS26) 0 0 0 0 0 1 0 0 2 2 25 0
L. persicus
(NS25) 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 27
L. cardiaca
(NS21) 733 67 67 0 33 33 33 0 0 33 0 0
L. cardiaca
(NS22) 0 800 33 167 O 0 0 0 0 0 0 0
L. cardiaca
(NS23) 33 233 667 33 33 0 0 0 0 0 0 0
L. cardiaca
(NS24) 0 6.7 133 800 O 0 0 0 0 0 0 0
L. cardiaca
(NS27) 67 33 133 O 700 O 0 0 0 0 67 0
L. cardiaca
(NS28) 0 33 0 0 0 733 0 100 O 33 0 0
L.

% quinquelobatus 0 0 0 0 0 0 80.0 20.0 0 0 0 0
(NS17)
L.
quinquelobatus 0 0 0 0 0 0 133 8.0 33 0 33 0
(NS18)
L. glaucescens
(NS19) 0 33 0 0 0 0 0 0 700 267 O 0
L. glaucescens
(NS20) 0 0 0 0 0 33 0 0 100 800 67 O
L. glaucescens
(NS26) 0 0 0 0 0 33 0 0 67 67 833 0
L. persicus
(NS25) 0 0 0 0 0 0 0 3.3 0 0 6.7 90.0
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Tablo 5.7. Standartlastiriimig aywm fonksiyon Katsayilar

Fonksiyon

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

GBB -045 744 362 423 -160 .101 -207 -054 -015 -012 ~-.021

GBE .043 345 -370 -212 544 -518 .025 .223 076  -146 -.140

YS 218 -167 -199 -022 350 .395 -130 -743 414  -176 290

YE .019 -140 -108 322 -167 467 -097 1395 923 209 -357

YB -172 552 336 -472 -132 -557 349 -931 -674 -307 .485

BS .024  .050 102 .250 156 -.092  -296 125 515 292 219

BE 075 -303 199 -052 104 -187 -909 .128 -373 190 425

BB -162 210 -344 -102 -036 .579 966  -262 -261 -014 -1.028

BR .040 -270 .566 .043.- -072 -108 327 316 .008 -276 .102

KO 246 -142  -157 688 275 096  --145 145 -297  -374 228

KA 298 347 214 -453 201 544  -234 220 -198 -091 .186

KT 278 -202  .603 278 361 -187 .067 -221 136 .308 -.308

NU 148 177 -200 .078 .004  .039 417 157 -139 .610  .508

KR 892 .034 -111 .025 -392 -154 .043 -055 .034 -060 -.130

Tiirlerin morfolojik 6zelliklerine gére yapilan ayrimda, fonksiyonlar araciligiyla
gruplar aras1 ayirima en fazla etki eden ayirict degiskenler belirlenmistir.
Standartlastirilmis ayirim fonksiyon katsayilarma gore, 1. Fonksiyonda en fazla katkiy1
KR yapmistir. Bunu KA ve KT izlemektedir. ikinci fonksiyonda ise, GBB ilk sirada yer
alirken, bunu YB, KA ve GBE takip etmektedir. Ugiincii fonksiyonda en fazla katkiyt KT
yapmustir, bunu BR ve GBE izlemektedir (Tablo 5.7). Bir baska ifadeyle bu 6zelliklerde
olabilecek farkliliklar, diger morfolojik &zelliklerde olabilecek farkliliklara gére daha
fazla ayrima yol acacaktir. Dolayisiyla s6z konusu tiirler oncelikle bu o6zellikleri

bakimindan farklidir.
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Tablo 5.8. Grup ortalamalarinin esitligi testi
Wilk’s

L ambda F dfl df2 Sign.
GBB 405 46.452 11 348 <001
GBE .585 22.415 11 348 <001
YS .873 4.594 11 348 <001
YE .881 4.272 11 348 <001
YB 77 9.090 11 348 <001
BS 914 2.960 11 348 <001
BE .940 2.003 11 348 0.027
BB .894 3.737 11 348 <001
BR .595 21.564 11 348 <001
KO 644 17.493 11 348 <001
KA 494 32.378 11 348 <001
KT 507 30.710 11 348 <001
NU .842 5.923 11 348 <001
KR 229 106.598 11 348 <001

F: Test degeri, df: Serbestlik derecesi, Sign: Anlamlilik

Diskriminant analizinin birinci amaci, ayirict degisken setine gore Onceden
belirlenmis iki veya daha ¢ok grubun ortalamalarinin anlamli fark gosterip gostermedigini
belirlemektir. Wilks” Lambda her bir ayrim fonksiyonu i¢in 6zdeger istatistiginin
anlamliligmi test etmektedir. Her bir bagimsiz degiskenin anlamhilik diizeyi
incelendiginde, 0.05 anlamlilik diizeyinde gruplar arasindaki farklarin tiim degiskenler
icin anlamli oldugu goriilmektedir (Tablo 5.8).

5.2. Anatomik Bulgular

Bitkilerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, evrimsel gelisimin aydinlatilmasinda
onemli bir siire¢ olup, mevcut her karakter sistematik olarak degerlidir. Bitkinin anatomik
ozellikleri ve i¢ yapilari, bitkilerin simiflandirilmasinda 6nemli bir veri kaynagidir.
Lamiaceae familyasinin alt familyasi olan Lamioideae i¢indeki pek ¢ok cins tizerinde
anatomik galismalar yapilmis olsa da, Leonurus cinsi tlizerinde bu tip ¢aligsmalar oldukca

azdir. Bu kisimda Tiirkiye'deki Leonurus tiirlerinin anatomik 6zellikleri verilmis, gévde
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ve yaprak kisimlarinin yapilar1 aydinlatilmis ve tiirler arasindaki anatomik farkliliklar ilk
kez ortaya konmustur.

5.2.1. L. cardiaca
5.2.1.1. Govde

Govde transeksiyonu belirgin dortgendir. Govdeden alinan enine kesitte kalin
kiitikulanin devaminda, epiderma tek sirali, izodiyametrik dortgen hiicrelerden
olusmustur. Koselerde bulunan ortii tiiyleri basit, ucta diiz veya hafif kivrik, 2-3
hiicrelidir. Salgi tiiylerinin yan1 sira, kisa bir pedisel ve tek bir diskte diizenlenmis 8
hiicreden olusan oval, diizlestirilmis bir bas ile karakterize edilen peltat tiyler
gozlenmistir (Sekil 5.25). Korteks koselerde, epiderma altinda orta damarin disa dogru
cikinti yaptig1 kisimlarda, 10-15 sirali, genellikle diizensiz ceperlerden olusan, iyi
gelismis kollenkimayi igerir. Kdseler arasinda epiderma altinda, korteksin dis kismini
olusturan kollenkima dokular1 arasinda 2-3 sira, koselere yakin ise 1-2 sira klorenkima
yer alir. Bu dokulardan sonra kollenkimanin altinda, 2-3 sira ve kdseler arasinda 3-4 sira
yuvarlak-oval sekilli hiicrelerden olusan renksiz korteks parenkimasi bulunur.
Endoderma zaman zaman belirsizdir. Merkezi silindirin ilk tabakasi olan periskl yer yer
parenkima hiicreleriyle kesintiye ugramistir ve sklerenkimatik hiicrelerden olusmustur.
Floem basik diizensiz ¢eperli hiicrelerden olusur. Kambiyum belirsizdir. Ksilemde
trakeler yuvarlak veya oval sekilli, trakeitler cokgen sekillidir (Sekil 5.24). Oz bolgesi
bostur.
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Sekil 5.24. L. cardiaca gévde anatomisi; ku: kiitikula, e: epidermis, ko: kollenkima, kl: klorenkima,

p:parenkima, en: endodermis, fl: floem, ks: ksilem, s: stoma, sb: stoma boslugu, o: éz.
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Sekil 5.25. L. cardiaca gévdesinde salgi tiiyii

5.2.1.2. Yaprak

Yaprak enine kesitinde {ist ve alt epidermis dikddrtgenimsi hiicrelerden olusmus
olup, ince bir kiitikula ile kaplidir. Epidermis tek sirali ve mezofil dorsiventraldir. Mezofil
tabakasi palizat ve siinger parenkimasindan olusur. Palizat parenkimasi, siki dizilmis tek
sirali ve silindirik sekilli; siinger parenkimasi 2-3 sirali, gevsek dizilmis ve hava
bosluklar1 yogundur. Yaprak orta damarinin iist ve alt yiizeyi kollenkima ile ¢evrilmistir.
Fotosentezin gerceklestigi mezofil tabakasinin medyan bolgesinde, kollateral vaskiiler
demetler gozlenmistir. Ksilemin iist epidemise, floemin ise alt epidermise dogru yer
aldig1 gozlenmistir (Sekil 5.26).

Ust epiderma hiicreleri, alt epiderma hiicrelerinden daha biiyiiktiir. Yiizeysel
kesitte iist epiderma hiicreleri, alt epiderma hiicrelerinden daha dalgali ¢eperlidir (Sekil
5.29). Tiiyler, glandular (salgi) ve non-glandular (6rti) olmak tizere iki farkli tipte
gozlenmektedir. Yaprakta yaygin olarak bulunan ortii tiiyleri basit, ucta diiz veya hafif
kivrik olup 1-2 hiicrelidir. Salg: tiiyleri basi 1, sap1 kisa 1-2 hiicrelidir. Salgi tiiylerinin
yanit sira, kisa bir pedisel ve tek bir diskte diizenlenmis 8 hiicreden olusan oval,
diizlestirilmis bir bas ile karakterize edilen peltat tiiyler gozlenmistir (Sekil 5.27). Peltat
tiiyler alt epidermada daha yaygin olup, ortii tiiylerine her iki epidermada da rastlanmaistir.
Diasitik ve anomositik tipteki stomalar alt epidermada olup (hipostomatik), epiderma ile

ayni seviyede veya biraz yukarida yer alir (Sekil 5.28).
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Sekil 5.26. L. cardiaca yaprak anatomisi; ku: kiitikula, iie: iist epidermis, ae: alt epidermis, ko: kollenkima,

pp: palizat parenkimasi, sp: siinger parenkimasu, id: iletim demeti 6t: ortii tiiyii, st: salgi tiiyii
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Sekil 5.27. L. cardiaca yapraginda ortii tiiyii, salg tiiyii
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Sekil 5.28. L. cardiaca yaprak alt yiiz, ae: alt epidermis, s: stoma
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Sekil 5.29. L. cardiaca yaprak iist yiiz; iie: iist epidermis
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5.2.2. L. glaucescens
5.2.2.1. Govde

Govdeden alian enine kesitte tipik olarak dort koseli oldugu, kalin kiitikulanin
devamindaki epidermanin tek sira, oval veya dikdortgen hiicrelerden olustugu
gozlenmistir. Epidermanin iist geperi alt ceperden daha kalin olup, ortii ve salgi tiiyleri
tagir. Govdede koselerde daha yogun olarak bulunan ortii tiiyleri basit, ucta diiz veya hafif
kivrik, 1-2 hiicrelidir. Salgi tiiylerinin yani1 sira, kisa bir pedisel ve tek bir diskte
diizenlenmis 8 veya bazen 16 hiicreden olusan oval, diizlestirilmis bir bas ile karakterize
edilen peltat tiiyler gozlenmistir (Sekil 5.31).

Koselerde epidermanin altinda 12-15 sira yuvarlak, diizensiz ceperli hiicrelerden
olusmus kose kollenkimas1 bulunmaktadir. Kdseler arasinda ve koselere yakin, epiderma
altinda, korteksin dis kismini olusturan kollenkima dokular1 arasinda 3-4 sira klorenkima
yer alir. Bu dokulardan sonra kollenkimanin altinda, 1-2 sira izodiyametrik hiicrelerden
olusan renksiz korteks parenkimasi bulunur. Korteksin i¢ sinirini olugturan endoderma
tek sira belirgin bir halka seklindedir. Periskl yer yer parenkima hiicreleriyle kesintiye
ugramis olup, sklerenkimatik hiicrelerden olusmustur. Periskl tabakasi altinda, floem
tabakasi gelir. Floem basik diizensiz ¢eperli hiicrelerden olusur. Kambiyum belirsizdir.
Ksilem, biiyiik ve diizenli olarak dizilmis trakeal elemanlardan olusmustur. Oz bdlgesi

bostur (Sekil 5.30).

159



kl: klorenkima p:

e: epidermis, ko: kollenkima,

ku: kitikula

Sekil 5.30. L. glaucescens govde anatomisi;

ugu, o: oz

s: stoma, sb: stoma bosl

]

. ks: ksilem

f1: floem

ps: periskl,

en: endodermis,

parenkima
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Sekil 5.31. L. glaucescens gévdesinde ortii tiiyii, salgt tiiyii, peltat tiiy

5.2.2.2. Yaprak

Orta damar ve damarlar aras1 bolgelerden alinan enine kesitlerde, istte ve altta tek
sira, dikdortgen veya genelde oval sekilli hiicrelerden olugsmus epiderma bulunur.
Epidermis tek sirali ve yaprak dorsiventraldir. Epiderma tabakasinda ortii ve salgi
tilylerine rastlanir. Yiizeysel kesitte alt epiderma hiicreleri, iist epiderma hiicrelerinden
daha dalgali ¢eperlidir (Sekil 5.34). Tiiyler, glandular (salgi) ve non-glandular (&rtii)
olmak tiizere iki farkli tipte gozlenmektedir. Yaprakta yaygin olarak bulunan ortii tiiyleri
basit, ucta diiz veya hafif kivrik olup 1-2 hiicrelidir. Salg: tiiyleri basi 1, sap1 kisa 1-2
hiicrelidir. Peltat tiiyler, alt epidermada daha yogundur. Diasitik ve anomositik tipteki
stomalar yapragin sadece alt epidermasinda bulunur (hipostomatik) (Sekil 5.33).

Yapragin iist epidermasinin altinda yer alan palizat dokusu, siki dizilmis tek sirali ve
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silindirik sekilli parenkima hiicrelerinden olusur. Siinger parenkimasi ise 2-3 sirali olup,
genis interseliiler bosluklara sahip gayri muntazam sekil gosterir. Yaprak orta damarinin
iist ve alt ylizeyi kollenkima ile ¢evrilmistir. Bol kloroplastli parenkima hiicrelerinden
ibaret olan mezofil tabakasinin medyan bdolgesinde, kollateral vaskiiler demetler
gozlenmistir. Ksilemin iist epidemise, floemin ise alt epidermise dogru yer aldigi

gozlenmistir (Sekil 5.32).
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Sekil 5.32. L. glaucescens yaprak anatomisi; ku: kiitikula, iie: iist epidermis, ae: alt epidermis, ko:
kollenkima, pp: palizat parenkimasi, sp. siinger parenkimasu, id: iletim demeti 6t: ortii tiiyi, st:

salgt tiiyti
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Sekil 5.34. L. glaucescens yaprak iist yiiz, iie: tist epidermis
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5.2.3. L. quinquelobatus
5.2.3.1. Govde

Govde tipik dort koseli olup, en dista tizeri diiz ve kalinlagsmis bir kiitikula tabakasi
ile ortiilidir. Epiderma, kiiclik oval veya dikdortgenimsi hiicrelerden olusup alt ve ist
ceper kalin yapida ve tek sira halindedir. Govdede yaygin olarak bulunan ortii tiiyleri
basit, ucta diiz veya hafif kivrik, 3-5 hiicrelidir. Salgi tiiylerinin yani sira, kisa bir pedisel
ve tek bir diskte diizenlenmis 8 hiicreden olusan oval, diizlestirilmis bir bas ile karakterize
edilen peltat tiiyler gozlenmistir (Sekil 5.36). Korteks koselerde, epiderma altinda orta
damarin disa dogru c¢ikint1 yaptigi kisimlarda, 13-16 sirali, genellikle ¢eperleri kalin
olmayan, iyi gelismis kollenkimayi igerir. Koseler arasinda epiderma altinda, korteksin
dis kismin1 olusturan 8-10 sirali kollenkima dokular1 arasinda 3-4 sira, koselerde ise 2-4
sira klorenkima yer alir. Bu dokulardan sonra kdseler arasinda, kollenkimanin altinda 2-
3 sira halinde korteks parenkimasi bulunur. Korteksin altinda yer alan tek sirali
dikdortgenimsi, diizenli dizilmis hiicrelerden olusan ve nisasta taneleri depo eden
endoderma bulunur. Endodermanin altinda koselerde ve kose aralarinda 1-2 sira
sklerenkimatik perisikl tabakasi bulunmaktadir. Floem tabakasi diizensiz ve ezilmis
hiicrelerden olugmaktadir. Kambiyum belirsizdir. Ksilemde trakeler yuvarlak veya oval

sekilli, trakeitler ¢okgen sekillidir. Oz bolgesi bostur (Sekil 5.35).
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Sekil 5.35. L. quinquelobatus govde anatomisi; ku: kiitikula, e: epidermis, ot: ortii tiyi, st: salgi tiiyii,
ko: kollenkima, kl: klorenkima p: parenkima, en: endodermis, ps: periskl, fl: floem, ks:ksilem,

0:0z.
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Sekil 5.36. L. quinquelobatus govdesinde ortii tiyii, Salg: tiyii, peltat tiy

5.2.3.2. Yaprak

Yaprak enine kesitinde {ist ve alt epidermis tek siral1, dikdortgenimsi hiicrelerden
olusmus olup, ince bir kiitikula ile kaplidir. Mezofil dorsiventraldir. Ust epiderma
hiicreleri, alt epiderma hiicrelerinden daha biiyiik ve daha dalgali ¢eperlidir (Sekil 5.40).
Ust epidermanin altinda, tek sira halinde dizilmis bol kloroplastl palizat parenkimast ile
onun altinda uzanan 2-3 sira stinger parenkimasi yer alir. Orta damar bolgesinde iist yiize
bakan tarafta 3-4 sira, alt epidermise bakan tarafta ise 5-7 sirali kollenkima hiicresi
bulunur. Iletim demetleri kollateral tiptedir. Floem alt yiizeye, ksilem ise iist yiizeye
bakan yondedir. Floem 3-4 sira ezilmis hiicrelerden olusur. Ksilem kiiciik trakeal
elemanlardan olusmaktadir (Sekil 5.37). Tiiyler, glandular (salg1) ve non-glandular (6rtii)
olmak tiizere iki farkli tipte gozlenmektedir. Yaprakta yaygin olarak bulunan ortii tiiyleri
basit, ucta diiz veya hafif kivrik olup 1-3 hiicrelidir. Ortii tiiyleri her iki epidermada da
bulunurken, alt epidermada daha yaygindir. Salgi tiiyleri basi 1, sap1 kisa 1-2 hiicrelidir.
Peltat tiiylere daha ¢ok alt epidermada rastlanmistir (Sekil 5.38). Diasitik ve anomositik
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tipteki stomalar alt epidermada (hipostomatik) bulunur ve epiderma ile ayni seviyede

veya biraz yukarida yer alir (Sekil 5.39).

ol

Sekil 5.37. L. quinquelobatus yaprak anatomisi; ku: Kitikula, iie: iist epidermis, ae: alt epidermis, ko:

kollenkima, pp: palizat parenkimasi, sp: siinger parenkimasu, id: iletim demeti 6t: ortii tiiyi, st:

salgi tiiyii.

Sekil 5.38. L. quinquelobatus yapraginda értii tiiyii, salg: tiiyii, peltat tiiy
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Sekil 5.39. L. quinquelobatus yaprak alt yiiz; ae: alt epidermis, s: stoma
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Sekil 5.40. L. quinquelobatus yaprak ust yiiz: iie: iist epidermis

5.2.4. L. persicus
5.2.4.1. Govde

Govde tipik dort koselidir. Epiderma tek sira, oval, yuvarlak¢a veya dikdortgen
seklinde hiicrelerden olusmaktadir. Uzeri kalin bir kiitikula tabakasi ile ortiiliidiir. Ust ve
alt ceperleri yan ¢eperlere gore daha kalindir. Gévdede yogun olarak bulunan ortii tiiyleri
basit, ucta diiz veya hafif kivrik, 1-2 hiicrelidir. Salgi titylerinin yani sira, kisa bir pedisel
ve tek bir diskte diizenlenmis 8 hiicreden olusan oval, diizlestirilmis bir bas ile karakterize
edilen peltat tiiyler gozlenmistir. Korteks kogelerde, epiderma altinda orta damarin disa
dogru cikint1 yaptig1 kisimlarda, 13-16 sirali, genellikle diizensiz ¢eperlerden olusan, iyi
gelismis kollenkimayi igerir. Kdseler arasinda epiderma altinda, korteksin dis kismini
olusturan kollenkima dokulari arasinda 2-3 sira, kdselerde ise 1-2 sira kloroplast igeren
klorenkima tabakasi yer alir. Bu dokulardan sonra kollenkimanin altinda, 2-3 sira ve
koselerde arasinda 3-4 sira yuvarlak-oval sekilli hiicrelerden olusan renksiz korteks
parenkimasi bulunur. Korteksin altinda yer alan tek sirali dikdortgenimsi, diizenli dizilmis

parenkimatik hiicrelerden olusan endoderma bulunur. Periskl kesik kesik uzanan
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sklerenkimatik hiicrelerden olusmustur. iletim demetleri acik tiptir. Floem basik diizensiz
¢eperli hiicrelerden olusur. Kambiyum belirsizdir. Ksilemde trakeler yuvarlak veya oval

sekilli, trakeitler ¢okgen sekillidir (Sekil 5.41). Oz bdlgesi par¢alanmis durumdadir.
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Sekil 5.41. L. persicus gévde anatomisi; ku: kiitikula, e: epidermis, ot: ortii tiiyii, st: salg tiiyii, ko:

kollenkima, kI: klorenkima p: parenkima, en: endodermis, ps: periskl, fl: floem, ks: ksilem.
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5.2.4.2. Yaprak

Orta damar ve damarlar aras1 bolgelerden alinan enine kesitlerde {istte ve altta tek
sira, dikdortgen veya genelde oval sekilli hiicrelerden olusmus epiderma tabakasi
bulunur. Hiicrelerin dis ¢eperleri alt ve yanlara gore daha kalin olup, yaprak
dorsiventraldir. Palizat parenkimasi, siki dizilmis tek sirali ve silindirik sekilli; stinger
parenkimas1 2-3 sirali, gevsek dizilmis ve hava bosluklart yogundur. Orta damar
bolgesinde iletim demetinin oldugu bdlgenin {ist ylize bakan tarafinda 5-6 sira, alt
epidermise bakan tarafta ise 3-4 sirali kollenkima hiicresi bulunur. Mezofilin medyan
bolgesinde, kollateral vaskiiler demetleri gézlenmistir. Ksilem iist epidemise, floem ise
alt epidermise dogru yer alir (Sekil 5.42). Ust epiderma hiicreleri, alt epiderma
hiicrelerinden daha biiylik olup, ¢eperleri daha dalgalidir (Sekil 5.44). Epiderma
tabakasinda ortli ve salgi tiiylerine rastlanir. Tiiyler, glandular (salgi) ve non-glandular
(ortli) olmak tizere iki farkli tipte gozlenmektedir. Salgi tiiyleri basi 1, sapt kisa 1-2
hiicrelidir. Her iki epidermada da yogun sekilde bulunan 6rtii tiiyleri 1-3 hiicreli olup, 2
hiicreli olanlar daha yogundur. Peltat tiiyler alt epidermada ¢ok daha yaygindir. Diasitik
ve anomositik stomalar alt epidermada, epiderma ile ayn1 seviyede veya biraz yukarida

yer alir (Sekil 5.43).
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Sekil 5.42. L. persicus yaprak anatomisi; ku: kiitikula, iie: iist epidermis, ae: alt epidermis, ko: kollenkima,

pp: palizat parenkimasi, sp: siinger parenkimasi, id: iletim demeti ot: ortii tiiyii, st: salg tiiy.
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Sekil 5.43. L. persicus yaprak alt yiiz, ae: alt epidermis, s: stoma
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Sekil 5.44. L. persicus yaprak iist yiiz; iie: list epidermis




5.3. Palinolojik Bulgular

Polen tanelerinin incelenmesi, bitkiler arasindaki filogenetik iliskilerin
aydinlatilmasinda kullanilabilecek 6nemli karakterleri tespit etmeyi saglamaktadir. Polen
taneleri; biiyiikliik, sekil ve apertiir sayisi ve pozisyonu gibi degisken parametrelere sahip
olup, yiizeyleri farkli yapilardadir. Polenlerin 6zellikleri diger morfolojik veriler kadar
onemli oldugundan, bitki sistematiginde yaygin olarak palinolojik calismalara yer
verilmektedir. Lamiaceae ailesinin ¢esitli cinslerinde polenlerin morfolojik 6zellikleri ile
ilgili birgok calisma yapilmistir [26, 99, 332, 333]. Erdtman (1945) Lamioideae alt
familyasinin polenlerinin {i¢ kolpuslu (trikolpat) ve biniikleat oldugunu bildirmistir [26].
Lamioideae alt familyasindaki birgok cinsle ilgili olarak gesitli palinolojik ¢aligmalar
bulunsa da, Leonurus cinsinin polen 6zelliklerini ortaya koyan kapsamli bir aragtirmaya
rastlanmamuistir.

Bu c¢alismada SEM kullanilarak, Tirkiye’de yetisen 4 tiriin polen
ornamentasyonlar1 ilk kez ortaya konulmustur. Polenler radyal simetrili, isopolar,
trikolpat ve eliptik olup, polen sekli prolat, ornamentasyon ise retikulattir.

5.3.1. L. cardiaca

Polenler radyal simetrili, isopolar, trikolpat, eliptiktir. Polar eksen 23.1-34.6 um,
ekvatoral eksen 16.2-19.2 um. P/E orani 1.39-1.80 um, polen sekli prolattir. Kolpus

(yarik) dar, uzun ve sinirlar1 belirgin olup, ornamentasyon retikulattir (Sekil 5.45).
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20191220  11:48 HMMD8.S x3.0k 30

2019112720 11:46 HMMDE.5 x5.0k

AUBIBAM 20191211 10:59 HMMD7.4 x40k 20 pm

Sekil 5.45. L. cardiaca polenleri SEM goriintiisii
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5.3.2. L. glaucescens

Polenler radyal simetrili, isopolar, trikolpat, eliptiktir. Polar eksen 29.4-33.0 um,
ekvatoral eksen 16.9-18.3 um’dir. P/E oran1 1.73-1.80 pum, polen sekli prolattir. Kolpus
dar, uzun olup, ornamentasyon retikulattir (Sekil 5.46).

20191115 11:26 HMMD7.4  x3.0k 30 pm

AUBIBAM 20191115 10:56 HMMD7.3  x5.0k 20 pym

LUBIBAM 201911/15 ~ 11;24 HMMD7.4 2.5k 30 pm

Sekil 5.46. L. glaucescens polenleri SEM goriintiisti
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5.3.3. L. quinquelobatus

Polenler radyal simetrili, isopolar, trikolpat, eliptiktir. Polar eksen 26.2-29.1 um,
ekvatoral eksen 15.5-14.6 um’dir. P/E orani 1.69-1.99 pum, polen sekli prolattir. Kolpus
dar, uzun olup, ornamentasyon retikulattir (Sekil 5.47).

AUBIBAM 2019/1015  16:43 HMMD5.5 4.0k

AUBIBAM 2019/10/15  1€.17 HMMDS5.0 x4.0k 20 pm

Sekil 5.47. L. quinquelobatus polenleri SEM gériintiisii
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5.3.4. L. persicus

Polenler radyal simetrili, isopolar, trikolpat, eliptiktir. Polar eksen 29.9-31.7 um,
ekvatoral eksen 16.8-16.6 um. P/E oran1 1.77-1.90 um, polen sekli prolattir. Kolpus dar,
uzun olup, ornamentasyon retikulattir (Sekil 5.48).

30 ym

AUBIBAM 20191211 10631 HMMDT7.4 x50k 20pm

1138 HMMDT 8 x1.5k 50 jam

ALUBIEAM 2012411
Sekil 5.48. L. persicus polenleri SEM goriintiisii
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5.4. Avrupa Farmakopesi’nde Belirtilen Yontemler Kullanilarak Yapilan
Analizlere Tliskin Bulgular

Leonuri cardiacae herba (Ph. Eur.) ile ilgili olarak Avrupa Farmakopesi’nde [35]
yer alan analiz yontemleri dogrultusunda deneyler yiriitiilmistiir. Tiim lokalitelerden
toplanan bitkilerin toprak iistii kisimlar1 toz edilip, farmakopede 6nerilen metoda gore
hazirlanarak, ince tabaka kromotografisi (ITK) ydntemi kullanilmis ve farmakopede
belirtilen bantlar ile elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Ayrica, yine Avrupa
Farmakopesi’nde oOnerilen metot ile flavonoit tayini igin, her bitki drneginden stok
sollisyonu, test soliisyonu ve kontrol soliisyonu hazirlanmistir.

5.4.1. ince tabaka kromotografisi (ITK) ile analiz

Tiirlerin kurutulmus toprakiistii kisimlarindan farmakopeye gore hazirlanan
ekstrelerin karsilastirilmas1 amaciyla ince tabaka kromatografisi (ITK) kullanilmistir.
Deney sonuglar1 Avrupa Farmakopesi [35] verileri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir
(Sekil 5.49).

Sekil 5.49. ITK sonuclar
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Elde edilen bulgulara gore, 21,22 ve 23 kodlu 6rneklerin icerik olarak birbirlerine
yakin olduklari, ana bilesenlerinin benzer olabilecegi, 27 kodlu 6rnegin de bu {i¢ 6rnege
benzer igerikte olabilecegi gozlenmistir (Sekil 5.48). 21, 22 ve 23 kodlu ornekler L.
cardiaca tiirtine ait olup, birbirlerine yakin olan lokalitelerden toplanmis 6rneklerdir.
Bunlara benzerlik gosteren 27 kodlu 6rnek de L. cardiaca tiirii olup, farkli ve daha uzak
lokaliteye ait bir ornektir. 17, 18 kodlu 6rneklerin igerik olarak birbirine yakin olabilecegi
degerlendirilmistir ki bu o6rnekler L. quinquelobatus tiirtiniin farkli lokalitelerden
toplanmis Ornekleridir. Sonug olarak, aym tiirlere ait farkli lokaliteden toplanmis olan
orneklerin igeriklerinin benzer olabilecegi gozlenmistir. Bunlara ek olarak, Avrupa
Farmakopesi’nde L. cardiaca’da da belirtigi gibi, bitkilerde iridoitlerin varligini gosteren
gri-mavi bantlarin olusumu da gézlenmistir.

5.4.2. Flavonoit tayini

Avrupa Farmakopesi’nde Leonuri cardiacae herba ile ilgili olarak bitkinin toprak
istli kisimlarinin en az %0.2 oraninda flavonoit igermesi gerektigi belirtildigi i¢in,
farmakopedeki yonteme gore her bitki 6rneginden stok soliisyonu, test soliisyonu ve
kontrol soliisyonu hazirlanmistir. Hazirlanan numuneler 30 dk bekletildikten sonra 425
nm’de okuma yapilmistir (Sekil 5.50). Toplam flavonoit yiizdesini hesaplamak i¢in
asagidaki formiil kullanilmistir. Bitkilerin absorbans degerleri ve flavonoit yiizdeleri

Tablo 5.9’da verilmistir.

A X 1.25
m

(5.1)

A: 425nm’deki absorbans
m: incelenecek maddenin kiitlesi (gram olarak)
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Tablo 5.9. Bitkilerin absorbans degerleri ve flavonoit yiizdeleri

Bitki A % Flavonoit
L. quinquelobatus (NS 17) 0.214 0.26
L. quinquelobatus (NS 18) 0.124 0.15
L. glaucescens (NS 19) 0.284 0.35
L. glaucescens (NS 20) 0.104 0.13
L. cardiaca (NS 21) 0.196 0.24
L. cardiaca (NS 22) 0.267 0.33
L. cardiaca (NS 23) 0.142 0.17
L. cardiaca (NS 24) 0.114 0.14
L. persicus (NS 25) 0.255 0.31
L. glaucescens (NS 26) 0.192 0.24
L. cardiaca (NS 27) 0.170 0.21
L. cardiaca (NS 28) 0.131 0.16

A: Absorbans

425 nm’de yapilan okumalarda, 7 farkli lokaliteden (NS17, NS19, NS21, NS22,
NS25, NS26, NS27) toplanan bitkide flavonoit oran1 %0.2’nin iizerinde bulunmustur.
Flavonoit yiizdesi en fazla olan 6rnekler, NS19 kodlu L. glaucescens (%0.35), NS 22
kodlu L. cardiaca (%0.33), ve NS25 kodlu L. persicus (%0.31)’tur. Ayrica NS21 ve NS
27 kodlu L. cardiaca (%0.24-%0.21) ve NS26 kodlu L. glaucescens (%0.24) tiirlerinde
de flavonoit yiizdesi %0.2’nin iizerinde bulunmustur.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, Leonurus cinsinin Tiirkiye’de yetisen 4
tiirtine ait flavonoit oraninin %0.2’nin tizerinde oldugu drnekler tespit edilmistir (Tablo
5.9).

Sekil 5.50. Toplam flavonoit miktar tayini
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5.5. Ekstraksiyon Cahismalari ve Ekstre Verimleri

Ekstrelerin verimleri kuru bitkisel materyal tizerinden hesaplanarak Tablo 5.10’da

verilmigtir.

Tablo 5.10. Leonurus tirlerinden elde edilen ekstrelerin verimleri

Verim

Bitki %70 Etanol Metanol infiizyon
L. quinquelobatus (NS 17) 11 6.6 7.8
L. quinquelobatus (NS 18) 13.6 13.3 8
L. glaucescens (NS 19) 13.3 10.2 12
L. glaucescens (NS 20) 10 10.3 13.6
L. cardiaca (NS 21) 9.3 13.3 13.8
L. cardiaca (NS 22) 12 10.2 12
L. cardiaca (NS 23) 12 10.4 13.3
L. cardiaca (NS 24) 10 10.1 12
L. persicus (NS 25) 10.6 10.5 15.6
L. glaucescens (NS 26) 13 10.2 15.6
L. cardiaca (NS 27) 9.3 6.6 9.8
L. cardiaca (NS 28) 12 6.5 15.6

g ekstre /100 g bitki

5.6. Ekstrelerin Analizleri
5.6.1. Antioksidan aktiviteye iliskin bulgular

Antioksidan aktivitenin in vitro olarak belirlenmesinde, ekstrelerin antioksidan
etkilerini belirlemek i¢in DPPH" radikalini siipiiriicii etki ve Troloks esdegeri antioksidan
kapasiteyi belirlemek amaciyla ABTS™™ radikalini siipiiriicii etki arastirilmistir.

Antioksidan aktivitelere iliskin bulgular Tablo 5.11°de verilmistir.

185



Tablo 5.11. Ekstrelerin antioksidan aktivitelerine iligkin bulgular

Kod DPPH" (ICssmg/mL) ~ TEAK(mM)
NS 17E (L. quinquelobatus etanol ekstresi) 0.218+0.110 1.535+0.14
NS 17M (L. quinquelobatus metanol ekstresi) ) 552+0.033 0.646+ 0.04
NS17INF (L. quinquelobatus infiizyon) 0.198+ 0.056 1.179+ 0.04
NS 18E (L. quinquelobatus etanol ekstresi) 0.166+0.026 1.468+0.12
NS18M (L. quinquelobatus metanol ekstresi) () 405+0.254 0.630+ 0.04
NS18INF (L. quinquelobatus infiizyon) 0.17120.02 1.295+0.01
NS 19E (L. glaucescens etanol ekstresi) 0.189+0.034 1.709 + 0.03
NS 19M (L. glaucescens metanol ekstresi) 0.39120.102 0.901% 0.06
NS 19INF (L. glaucescens infiizyon) 0.167+0.021 0.967+0.06
NS 20E (L. glaucescens etanol ekstresi) 0.133+0.019 253+ 0.01
NS 20M (L. glaucescens metanol ekstresi) 0.560+0.212 0.778+ 0.02
NS 20INF (L. glaucescens infiizyon) 0.197+0.012 1.04+0.02
NS 21E (L. cardiaca etanol ekstresi) 0.11740.016 2.731+0.01
NS 21M (L. cardiaca metanol ekstresi) 0.256+0.256 0.992+0.05
NS 21INF (L. cardiaca infiizyon) 0.200£0 024 1.15+ 0.04
NS 22E (L. cardiaca etanol ekstresi) 0.315+0.007 1.246+0.01
NS 22M (L. cardiaca metanol ekstresi) 0.763+0.165 0.545+0.04
NS 22INF (L. cardiaca infiizyon) 045440 136 0.256+ 0.02
NS 23E (L. cardiaca etanol ekstresi) 0.23240.115 1.324+0.05
NS 23M (L. cardiaca metanol ekstresi) 0.7210.088 0.539+0.04
NS 23INF (L. cardiaca infiizyon) 0.217+0,028 0.874+0.07
NS 24E (L. cardiaca etanol ekstresi) 0.236+0.049 0.850+ 0.04
NS 24M (L. cardiaca metanol ekstresi) 0.409+0.114 0.338+0.04
NS 24INF (L. cardiaca inflizyon) 0.282+0.042 0.795+ 0.03
NS 25E (L. persicus etanol ekstresi) 0.182+0.046 2.251+ 0.05
NS 25M (L. persicus metanol ekstresi) 0.629+0.037 0.633+£0.03
NS 25INF (L. persicus inflizyon) 0.232+0.030 1.207+ 0.03
NS 26E (L. glaucescens etanol ekstresi) 0.268+0.060 1.437+0.02
NS 26M (L. glaucescens metanol ekstresi) 0.467+0.02 0.712+0.006
NS 261INF (L. glaucescens infiizyon) 0.155+0.007 0.785+0.03
NS 27E (L. cardiaca etanol ekstresi) 0.227+0.045 1.168+ 0.02
NS 27M (L. cardiaca metanol ekstresi) 1.181+0.197 0.304+ 0,04
NS 27INF (L. cardiaca infiizyon) 0.206+0.002 0.747+0.02
NS 28E (L. cardiaca etanol ekstresi) 0.214+0.035 1.551+0.05
NS 28M (L. cardiaca metanol ekstresi) 0.645+0,093 0.527+0.05
NS 28INF (L. cardiaca infiizyon) 0.1980,051 0.899+ 0.007
GA 0.003+0.001 2.926+0.03

GA: Gallik asit, E: Etanol, M: metanol, INF: infiizyon
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5.6.1.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH ) radikalini siipiiriicii etki tayini
Ekstrelerin radikal siipiiriicii etkileri, stabil serbest radikal DPPH"’in metanoldeki
¢ozeltisi ile muamele edilerek, Kumarasamy ve digerlerinin [327] yontemi uygulanarak
aragtirtlmistir (Sekil 5.51). ICso degerleri, radikalin %50’sini stipiirebilecek gerekli
konsantrasyon olarak tanimlanir. Ekstrelerin DPPH" radikal siipiiriicii etkileri hazirlanan

dogrusal olmayan egriler kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar Tablo 5.11°de verilmistir.

Sekil 5.51. Leonurus ekstrelerinin DPPH" radikalini siipiirme etkisinin tespiti
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L. cardiaca
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Sekil 5.52. L.cardiaca ekstrelerinin ve standartin DPPH radikalini siipiirme kapasiteleri

L. cardiaca ekstreleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda, tiim ekstrelerin pozitif
kontrol olarak kullanilan gallik asit (ICs0 0.003 mg/mL)’ten diisiik radikal siipiiriicii etki
gosterdigi goriilmustiir. Elde edilen bulgular incelendiginde, test edilen L. cardiaca
orneklerinden NS 21E kodlu ekstrede (ICso 0.117 mg/mL) en yiiksek etki gézlenmis olup,
digerlerine gore daha aktif olarak bulunmustur. Genel olarak bu tiiriin infiizyon 6rnekleri
ve etanol ekstrelerinde yakin degerler gézlenirken, metanol ekstrelerine gore daha etkili
olduklart belirlenmistir. Farkli lokalitelerden toplanan L. cardiaca tiiriine ait ekstrelerin
DPPH" radikalini siipiiriicii etkileri sirasiyla su sekilde siralanmaktadir: NS 21E> NS 28
INF> NS 21INF> NS 27 INF> NS 28E> NS 23INF> NS 27E> NS 23E> NS 24E> NS
21 M> NS24INF> NS 22E> NS 24M> NS 22INF> NS 28M> NS 23M> NS 22M> NS
27M (Sekil 5.52).
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L. quinquelobatus
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Sekil 5.53. L. quinquelobatus ekstrelerinin ve standartlarin DPPH" radikalini siipiirme kapasiteleri

Elde edilen veriler incelendiginde, Leonurus quinquelobatus tiirtinde NS 18E kodlu
ekstre (IC500.166 mg/mL) digerlerine gore daha aktif iken, her iki lokalitenin de metanol
ekstrelerinin etanol ve infiizyon Orneklerine kiyasla daha zayif etkili oldugu
belirlenmistir. L. quinquelobatus tiiriine ait ekstrelerin DPPH" radikalini siipiiriicii
etkileri sirasiyla su sekilde siralanmistir: NS 18E> NS 18INF> NS 17INF> NS 17E> NS
18M> NS 17M (Sekil 5.53).

L. glaucescens, L. persicus
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Sekil 5.54. L. glaucescens ve L. persicus ekstrelerinin ve standartlarin DPPH" radikalini siiptirme

kapasiteleri
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Bulgular incelendiginde, L. glaucescens ve L. persicus tiirlerinden hazirlanan
ekstrelerin, pozitif kontrol olarak kullanilan gallik asitten (ICso 0.003 mg/mL) diisiik
radikal stipiirticii etki gosterdigi goriilmiistiir. L. glaucescens i¢in, NS 20E kodlu etanol
ekstresi (ICsp 0.133 mg/mL) diger ekstrelere gore daha aktif olarak bulunmus olup,
inflizyon Orneklerinin etanol ekstrelerine yakin degerlerde oldugu gozlenmistir. L.
glaucescens tiiriine ait ekstrelerin DPPH" radikalini siipiiriicii etkileri sirasiyla su sekilde
siralanmugtir: NS 20E> NS 26INF> NS 19INF> NS 19E> NS 20INF> NS 26E> NS 19M>
NS 26M> NS 20M (Sekil 5.54).

L. persicus orneklerinde de etanol ekstresinde (NS 25E) en yiiksek etki (1Cs9 0.182
mg/mL) belirlenmistir. Ekstrelerin DPPH" radikalini stipiiriicii etkileri sirasiyla su sekilde
siralanmustir: NS 25E> NS 25INF> NS 25M (Sekil 5.54).
5.6.1.2. ABTS ™ radikalini siipiiriicii etkiye iligkin bulgular

Leonurus tiirleri ekstrelerinin antioksidan etkisi, serbest ABTS"* radikalini siipiirme
etkisine gore spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Numunelerin antioksidan etkileri
Troloks’un (standart madde) ABTS' radikalini siipiirme etkisi ile karsilastirilarak
saptanmistir. Numunelerin standart olarak kullanilan Troloks esdegeri antioksidan
kapasiteleri Tablo 5.12, 5.13 ve 5.14’te verilmistir. Hesaplamalarda kullanilan Troloks
maddesinin 3; 2; 1; 0.5; 0.25 mM konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilerden elde
edilen kalibrasyon egrisi ve egri denklemi Sekil 5.55’te gosterilmistir. 2.5 mg/mL

konstrasyonda hazirlanan 6rnekler, Troloks ile ayni kosullarda ¢aligiimustir.
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Sekil 5.55. Troloks kalibrasyon egrisi ve denklemi

190



Tablo 5.12. L. cardiaca ekstrelerinin Troloks a esdeger antioksidan kapasiteleri

L. cardiaca TEAK (mM)

Kod Etanollii ekstre ~ Metanollii ekstre  Infiizyon
NS21 2.731+0.01 0.992+ 0.05 1.15£0.04
NS22 1.246+0.01 0.545+ 0.04 0.256+0.02
NS23 1.324+ 0.05 0.539+ 0.04 0.874+ 0.07
NS24 0.850+ 0.04 0.338+0.04 0.795+ 0.03
NS27 1.168+ 0.02 0.304+ 0.04 0.747+0.02
NS28 1.551+0.05 0.527+ 0.05 0.899+0.007
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Sekil 5.56. L. cardiaca ekstrelerinin Troloks’a esdeger antioksidan kapasiteleri

L. cardiaca ekstrelerinin ABTS"* radikalini siipiiriicii etkileri degerlendirildiginde,
en yiiksek TEAK degeri, NS21 kodlu etanol ekstresinde 2.73 mM olarak hesaplanmustir.
Etanol ekstrelerinin metanol ve inflizyon drneklerinden daha aktif olduklar1 gézlenmistir

(Sekil 5.56).
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Tablo 5.13. L. glaucescens ekstrelerinin Troloks 'a esdeger antioksidan kapasiteleri

L. glaucescens TEAK (mM)

Kod Etanollii ekstre Metanollii ekstre infiizyon
NS19 1.709 £ 0.03 0.901+ 0.06 0.967+ 0.06
NS20 2.53+£0.01 0.778+ 0.02 1.04+0.02
NS26 1.437+0.02 0.712+ 0.006 0.785+ 0.03
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Sekil 5.57. L. glaucescens ekstrelerinin Troloks’a esdeger antioksidan kapasiteleri

L. glaucescens tiiriinden hazirlanan ekstrelerden en yiiksek TEAK degeri, NS20
kodlu etanol ekstresinde 2.53 mM olarak hesaplanmistir. Etanol ekstrelerinin metanol ve

infiizyon orneklerinden daha etkili olduklar1 gdzlenmistir (Sekil 5.57).

Tablo 5.14. L. quinquelobatus ve L. persicus ekstrelerinin Troloks’a esdeger antioksidan kapasiteleri

TEAK (mM)

Kod/Bitki Etanollii ekstre Metanollii ekstre Infiizyon
NS17 L. quinquelobatus 1.535+0.14 0.646+ 0.04 1.179+ 0.04
NS18 L. quinquelobatus 1.468+0.12 0.630+ 0.04 1.295+0.01
NS25 L. persicus 2.251+0.05 0.633+£0.03 1.207+0.03
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Sekil 5.58. L. quinquelobatus ve L. persicus ekstrelerinin Troloks’a esdeger antioksidan kapasiteleri

L. quinquelobatus tiiriinden hazirlanan ekstrelerde NS17 ve NS18 kodlu etanol
ekstrelerinin TEAK degerlerinin birbirine yakin oldugu, metanol ekstrelerinin infiizyon
ve etanol ekstrelerinden daha zayif etkili oldugu belirlenmistir. (Sekil 5.58).

L. persicus tiirinden hazirlanan ekstrelerde antioksidan kapasitesi bakimidan
ekstrelerin siralamasi su sekildedir: NS25E> NS25INF> NS25M.

Deney sonuglarina gore tiim tiirler arasinda en yiiksek TEAK degeri, NS 21E kodlu
L. cardiaca tiirtinde 2.731 mM olarak hesaplanmistir (Tablo 5.11). Bu 6rnekten sonraki
en yliksek TEAK degerleri NS 20E kodlu L. glaucescens (2.53 mM) ve NS 25E kodlu L.
persicus (2.25 mM) tiirlerinde belirlenmistir. Leonurus cinsine ait tiim tiirlerin
ekstrelerinin bu test igerisinde kayda deger etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Ekstreler
arasinda ozellikle etanollii ekstrelerin ABTS™ radikalini siiplirme etkisinin, diger

¢oziiciilere kiyasla daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Sekil 5.58).

5.6.1.3. Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik yéntemine (Toplam Fenol
Miktar Tayini) iliskin bulgular

Bitkilerin toprak {istii kistmlarindan elde edilen ekstrelerin icerdikleri toplam fenol

miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak spektrofotometrik yontemle tayin

edilmistir. Ekstrelerin toplam fenol miktarlar1 Gallik asit’e esdeger olarak Tablo 5.15,
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5.16 ve 5.17¢de verilmistir. Calismada yer alan 4 Leonurus tiiriine ait gallik asite esdeger
toplam fenolik madde miktarlar1 13.6 ile 170 mg GAE/g ekstre araliginda degismistir.
Hesaplamalarda kullanilan gallik asidin kalibrasyon egrisi ve egri denklemi Sekil 5.59’da

gosterilmistir.
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Sekil 5.59. Gallik asit kalibrasyon egrisi

Tablo 5.15. L. cardiaca’'min igerdigi Gallik asit’e egdeger toplam fenol miktar:

L. cardiaca GAE

Kod Etanollii ekstre Metanollii ekstre infiizyon
NS21 170+ 0.026 48.4+ 0.022 72+ 0.022
NS22 80.4+0.,014 27.81+0.02 36+ 0.024
NS23 94.7+ 0.026 26.93+0.009 54+ 0.007
NS24 49+ (0.012 25.43+ 0.008 50+ 0.014
NS27 71.7+0.023 13.6+ 0.009 48+ (0.014
NS28 93.26+ 0.004 29+0.027 48+ (0.016

GAE: mg GAE/g ekstre Gallik asit’e esdeger fenol miktari
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L. cardiaca
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Sekil 5.60. L. cardiaca ekstrelerinin toplam fenol mikzar:

Elde edilen bulgulara gore, farkli lokalitelerden toplanan L. cardiaca 6rneklerinde
en yiiksek toplam fenol miktari (170 mg GAE/g ekst) NS21 kodlu etanollii ekstrede tespit
edilmistir. Metanollii ekstreler fenolik bilesikler agisindan zayif bulunmustur. L cardiaca
tiriiniin etanol ekstrelerindeki toplam fenol igerigine gore siralama su sekildedir:

NS21E>NS23E> NS28E >NS22E>NSE27>NS24E (Sekil 5.60).

Tablo 5.16. L. glaucescens in Igerdigi Gallik asit’e esdeger toplam fenol miktar:

L. glaucescens GAE

Kod Etanollii ekstre Metanollii ekstre infiizyon
NS19 85.8+0.015 107.8+ 0.029 66+ 0.02
NS20 143.4+ 0.033 31.62+ 0.017 74+ 0.019
NS26 96.7+ 0.006 50.4+ 0.019 60+ 0.002

GAE: mg GAE/g ekstre Gallik asit’e esdeger fenol miktar
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Sekil 5.61. L. glaucescens ekstrelerinin toplam fenol miktar:

Veriler degerlendirildiginde,

farkli lokalitelerden toplanan L. glaucescens

orneklerinde en yiiksek toplam fenol miktari (143.4 mg GAE/g ekst) NS20 kodlu etanollii

ekstrede tespit edilmistir (Sekil 5.61). L. glaucescens tiiriiniin etanol ekstrelerindeki
toplam fenol igerigine gore siralama su sekildedir: NS20E>NS26E> NS19E (Tablo 5.16).

Tablo 5.17. L. quinquelobatus ve L. persicus ‘un icerdigi Gallik asit’e esdeger toplam fenol miktar

GAE
Kod/ Bitki Etanollii ekstre Metanollii ekstre Infiizyon
NS17 L. quinquelobatus 81.15+ 0.023 41.9+£0.012 78.8+0.046
NS18 L. quinquelobatus 78.52+ 0.005 51.92+ 0,004 92+ 0.003
NS25 L. persicus 148.1+ 0.046 70.2+0.032 78+ 0.016

GAE: mg GAE/g ekstre Gallik asit’e esdeger fenol miktari
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Sekil 5.62. L. quinquelobatus ve L. persicus ekstrelerinin toplam fenol miktar:
NS17: L. quinquelobatus; NS18: L. quinquelobatus; NS25: L. persicus

Bulgulara gore, farkli lokalitelerden toplanan L. quinquelobatus érneklerinde en
yiiksek toplam fenol miktar1 (92 mg GAE/g ekst) NS18 kodlu infiizyonda tespit edilmis
olup, etanol ekstrelerindeki toplam fenol miktarmin da yakin degerlerde oldugu
goriilmiistiir (Sekil 5.62). L. persicus tirii i¢in de toplam fenol miktarina gore
siralamasinin NS25E> NS25INF> NS25M seklinde oldugu, infiizyon ve metanol
ekstrelerinin yakin degerlerde fenolik bilesik i¢erdigi belirlenmistir (Tablo 5.17).

Elde edilen tiim bulgular degerlendirildiginde, Leonurus tiirlerinden farkli
coziciilerle elde edilen ekstrelerde en yiiksek deger (170 mg GAE/g ekst) L. cardiaca
tiirliniin NS21 kodlu etanollii ekstresinde tespit edilmistir. Metanollii ekstrelerin fenolik
bilesikler agisindan daha zayif oldugu bulunmustur. Tiirlere ait toplam fenolik madde
miktar1 karsilastirildiginda etanol ekstraksiyonu igin siralama; L. cardiaca> L. persicus>
L. glaucescens> L. quinquelobatus seklindedir.

Etanollii ekstreler degerlendirildiginde ise gallik asite esdeger toplam fenol
miktarlar su sekilde siralanmigtir: NS21> NS25> NS20> NS26> NS23> NS28> NS19>
NS17> NS22> NS18> NS27> NS24.
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5.6.2. Antimikrobiyal aktiviteye iliskin bulgular
5.6.2.1. Mikrodiliisyon yontemiyle antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Antibakteriyel aktivite deneylerinde Leonurus ekstrelerinin, 6 adet patojen
bakteriye (E. coli, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Salmonella enterica subsp.
enterica, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis ve Pseudomonas
aeruginosa) karsi olan etkileri standart antibakteriyal maddeler esliginde caligilmigtir
(Sekil 5.63).

Uremenin oldugu alanlarm daha iyi belirlenebilmesi i¢in her kuyucuga eklenen
mavi-mor renkli resazurinin tireme olan kuyucuklari pembeye boyadigi goézlenmis ve
minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir. Uremeye bagl renk

degisiklikleri Sekil 5.63’te goriilmektedir.
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Sekil 5.63. Leonurus ekstrelerinin antibakteriyal etkisinin tespiti

Mikrodiliisyon yontemiyle belirlenen minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MiK),
mg/mL cinsinden Tablo 5.18’de verilmistir. Tablo 5.18’de goriildiigii gibi, kullanilan
patojen bakterilere kars1 standart antibakteriyel maddelerle kiyaslandiginda ekstrelerin, 2
ile 8 mg/mL’nin lizerinde degisen konsantrasyonlarda zay1f inhibitor etkileri gosterdikleri
belirlenmistir. Genel olarak etanol ve metanol ekstrelerinin, farkli bakteri suslarina karsi,

inflizyon Orneklerinden daha diisiik dozda etkili olduklar1 gézlenmistir. Tiim tiirlere ait
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orneklerden hazirlanan ekstrelerin, P. aeruginosa’ a kars1 zayif etkili olmasinin yani sira,
ekstrelerin E. coli ve Salmonella enterica subsp. enterica tiirlerine karst MIK degerlerinin
2 mg/mL oldugu belirlenmistir. Staphylococcus epidermidis’e karst NS17 kodlu (L.
quinquelobatus) metanol ekstresinin MIK degeri 1mg/mL iken, diger ekstreler i¢in MIK
degeri 2mg/mL olarak belirlenmistir. Ayrica NS17 kodlu (L. quinquelobatus) metanol
ekstresi diger ekstrelere gore, tiim bakteri tiirleri iizerinde daha etkili olup, MIK degerleri
1-2 mg/mL olarak bulunmus iken, P. aeruginosa’ a karst 4mg/mL oldugu gozlenmistir.
Ek olarak, NS19 (L. glaucescens) ve NS21 (L. cardiaca) kodlu metanol ekstrelerinin
Enterococcus faecalis’e karsi MIK degerleri 1 mg/ml olarak belirlenmistir.
Staphylococcus aureus subsp. aureus’a karsi tiim tiirlerin metanol ekstrelerinin MIK
degeri de 2 mg/mL olarak bulunmustur. Leonurus tiirlerinin toprak {istli kistmlarindan
hazirlanan ekstrelerinin 6 bakteriye karsi olan antibakteriyal etkisi ilk kez bu calisma ile

rapor edilmektedir (Tablo 5.18).
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Tablo 5.18. Leonurus ekstrelerinin antibakteriyal etki sonuclart (MIK mg/mL)

NS17

NS19

NS21

NS25

. . NS17 NS17 NS19 NS19 NS21 NS21 NS25 NS25 Amp Kir
Mikroorganizma Sus No
E M INF E M INF E M INF E M INE (ng/mL) (pg/mL)
Escherichia coli ATCC
scherichia coli
8739 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 4 4
Staphylococcus aureus ~ ATCC
subsp. aures 6538 2 2 >8 >8 2 4 4 2 4 2 2 4 2 4
Salmonella enterica ATCC®
subsp. enterica 14028 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 4
Ent accali ATCC®
nterococcus faecalis
29212 2 1 2 2 1 2 2 1 2 2 2 2 4 2
Staphylococcus ATCC®
epidermidis 12228 2 ! 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 4 4
Pseudomonas ATCC®
>8 4 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 8 16
aeruginosa 27853

NS17 E: L. quinquelobatus etanol ekstresi; NS17M: L. quinguelobatus metanol ekstresi; NS17INF: L. quinquelobatus infiizyonu; NS19E: L. glaucescens etanol
ekstresi; NS19M: L. glaucescens metanol ekstresi; NS19INF: L. glaucescens infiizyonu; NS21E: L. cardiaca etanol ekstresi; NS21M: L. cardiaca metanol ekstresi;

NS21INF: L. cardiaca infiizyonu; NS25E: L. persicus etanol ekstresi; NS25M: L. persicus metanol ekstresi; NS25INF: L. persicus infiizyonu.

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu
Amp: Ampisilin
Klr: Kloramfenikol
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5.6.2.2. Mikrodiliisyon yontemiyle antikandidal etkinin belirlenmesi

Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak gerceklestirilen antikandidal aktivite
deneylerinde Candida albicans’in iki farkli susu ile birlikte toplam 6 farkli Candida tiirii
kullanilmistir (Sekil 5.64). Bunlar; Candida albicans, C. utilis, C tropicalis, C.
parapsilosis ve C. krusei’dir (Tablo 5.19).

Sekil 5.64. Leonurus ekstrelerinin antikandidal etkisinin tespiti

Deney sonucunda elde edilen MIK degerleri mg/mL cinsinden Tablo 5.19°da
verilmistir. Tablo 5.19°da goriildiigi gibi, ekstrelerin 0.1 ile 1 mg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlarda antikandidal etki gosterdikleri belirlenmistir. Standart antikandidal
maddelerle karsilagtirnldiginda  ekstrelerin = zayif etkili olduklar1  saptanmustir.
Antikandidal etki test sonuglarina bakildiginda, genel olarak etanol ve metanol
ekstrelerinin, Candida tiirlerine karsi, inflizyon 6rneklerinden daha diisiik dozda etkili
olduklar1 gdzlenmistir. Standart antikandidal maddelerle karsilastirildiginda tiim
substratlarin orta derecede etkili oldugu saptanirken, C. utilis ve C. krusei tiirlerinin
NS25M (L. persicus) kodlu metanol ekstresine karsi diger ekstrelerden daha duyarh
oldugu gozlenmistir. Ayrica NS25E (L. persicus) kodlu etanol ekstresinin de diger
ekstrelere kiyasla, C. parapsilosis ve C. krusei tiirleri iizerinde daha aktif oldugu (MIK

=0.125 mg/mL) gozlenmistir. EK olarak, C. albicans, C. utilis, C. tropicalis ve C. krusei
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suslarina kars1 daha etkili olan ekstrenin NS25M (L. persicus) tiiriiniin metanol ekstresi
oldugu belirlenmistir. C. albicans (ATCC 90028) tiirii i¢in L. glaucescens, L. cardiaca
ve L. persicus tiirlerinin etanol ekstrelerinin MIK degerleri 0.5 mg/mL iken, C.
parapsilosis tiirii i¢in tiim tiirlerin metanol ekstrelerinin MIK degerleri 0.5 mg/mL olarak
bulunmustur. Leonurus tiirlerinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ekstrelerinin 6
Candida tiirtine kars1 olan antikandidal etkisi ilk kez bu ¢alisma ile rapor edilmektedir
(Tablo 5.19).
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Tablo 5.19. Leonurus ekstrelerinin antikandidal etki sonuglar: (MIK mg/mL)

Ns17  Ns17  NSI7 - Ns19 Ns19 NS19 Nsp1 Ns21 NS21 NS25 Ngp5 NS25 - Amp-B Keto

Mikroorganizma Sus No
E M INF E M INF E M INF E M INF  (ug/mL)  (pg/mL)

Candida albicans ~ ATCC 10231 1 1 2 1 1 1 05 05 2 05 025 1 0.25 0.06
C. utilis NRRL Y-900 05 05 1 05 05 1 025 025 1 025 0125 05 0.125 0.03
C. albicans ATCC 90028 1 1 2 1 05 1 05 05 2 05 05 1 05 0.03
C tropicalis ATCC 750 1 05 1 1 1 2 1 05 2 05 025 2 0.25 0.03
C. parapsilosis ATCC 22019* 1 0.5 1 1 0.5 0.5 0.5 0.5 2 0125 05 1 0.25 0.03
C. krusei ATCC 6258* 05 0.25 05 025 025 05 025 05 2 0125 0125 05 0.25 0.06

NS17 E: L. quinquelobatus etanol ekstresi; NS17M: L. quinguelobatus metanol ekstresi; NS17INF: L. quinquelobatus infiizyonu; NS19E: L. glaucescens etanol
ekstresi; NS19M: L. glaucescens metanol ekstresi; NS19INF: L. glaucescens infiizyonu; NS21E: L. cardiaca etanol ekstresi; NS21M: L. cardiaca metanol ekstresi;

NS21INF: L. cardiaca infiizyonu; NS25E: L. persicus etanol ekstresi; NS25M: L. persicus metanol ekstresi; NS25INF: L. persicus infiizyonu.
MIK: Minimum inhibitdr konsantrasyonu

Kalite kontrol suglar: *Candida parapsilosis ATCC® 22019--Amfoterisin-B: 0.25-2.0, Ketokonazol: 0.03-0.25
*Candida krusei ATCC® 6258-Amfoterisin-B: 0.5-2.0, Ketokonazol: 0.25-1.00
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5.6.3. Sitotoksik aktiviteye iliskin bulgular

Leonurus tiirlerinden ekstraksiyon ¢alismasiyla elde edilen ¢esitli ekstrelerin doza-
bagl sitotoksik etkileri C6, A549 ve MCF7 kanser hiicre hatlarina karsi in vitro MTT
metodu ile incelenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, pozitif kontrol
(doksorubisin) ile kiyaslanabilir en yiiksek etki C6 kanser hiicre hattina karsi, L. persicus
tiiriniin metanol ekstresinde goriilmiistiir. MTT sonuglarina gére her bir ekstrenin ICso

degerleri hesaplanmis ve Tablo 5.20°de verilmistir.

Tablo 5.20. Ekstrelerin A549, C6 ve MCF7 hiicre dizilerine ait 1Csq degerleri (mg/mL)

Kod A549 C6 MCF7
NS17 E >1000 31.338+1.391 47.816+2.089
NS17 M >1000 21.147+1.151 18.193+0.458
NS17 INF >1000 114.782+1.391 288.612+2.654
NS19 E >1000 31.221+0,606 39.269+1.656
NS19 M >1000 32.385+0.278 21.223+0.937
NS19 INF >1000 121.763+1.391 495.879+3.625
NS21 E 869.569+10.582 50.129+1.096 80.653+3.947
NS21 M 673.675+9.856 24.313+1.034 47.592+1.382
NS21 INF >1000 113.644+1.391 165.915+1.561
NS25 E >1000 33,969+0,396 85.651+3.715
NS25 M 601.860+8.663 16.438+0.170 51.799+2.365
NS25 INF >1000 58.935+1.391 122.2754+2.547
Doksorubisin 10.76+0.513 25.64+1.115 5.70+0.225

NS17 E: L. quinquelobatus etanol ekstresi; NS17M: L. quinquelobatus metanol ekstresi;
NS17INF: L. quinquelobatus infiizyonu; NS19E: L. glaucescens etanol ekstresi; NS19M: L.
glaucescens metanol ekstresi; NS19INF: L. glaucescens inflizyonu; NS21E: L. cardiaca etanol
ekstresi; NS21M: L. cardiaca metanol ekstresi; NS21INF: L. cardiaca infizyonu; NS25E: L.
persicus etanol ekstresi; NS25M: L. persicus metanol ekstresi; NS25INF: L. persicus inflizyonu.

Elde edilen bulgulara gore, 4 Leonurus tiiriinden hazirlanan ekstrelerin A549 hiicre
dizisine karst ICso degerleri ile doksorubisinin ICsp degeri (10.76 mg/mL)
karsilastirildiginda, ekstrelerin 1Csp degerlerinin doksorubisine oranla oldukga yiiksek
(>1000 mg/mL) oldugu belirlenmistir. A549 hiicre hattinin ekstrelere karst duyarliliginin
diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica, NS25M, NS21E ve NS21M kodlu ekstrelerin 1Cso
degerlerinin A549 hattina kars1 diger ekstrelerden daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Leonurus tiirlerinin metanol, etanol ve infiizyon ekstrelerinin A549 hiicre dizisine kars1

sitotoksik etkileri 1Csp degerleri >1000 mg/mL olarak kaydedilirken, C6 kanser
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hiicrelerine kars1 referans ilag olan doksorubisin ile kiyaslanabilir 6l¢iide sitotoksik etki
gosterdikleri belirlenmistir. C6 kanser hiicrelerine karsi en yiiksek sitotoksik etki NS25M
kodlu L. persicus tiiriinde (ICso: 16.4 mg/mL) gézlenmis ve 1Cso degeri pozitif kontrol
olarak kullanilan doksorubisinden (ICso: 25.6) daha diisiik bulunmustur. C6 hiicre hattina
kars1 sitotoksik etki bakimindan NS17M (ICso: 21.1 mg/mL) ve NS21M (ICsp: 24.3
mg/mL) kodlu ekstrelerde birbirine yakin sonuglar kaydedilirken, bu ekstrelerin de I1Cso
degerlerinin doksorubisinden diistiik oldugu gozlenmistir. Ayrica, NS17E (ICso: 31.3
mg/mL), NS19E (ICso: 31.2mg/mL), NS19M (ICso: 32.3 mg/mL) ve NS25E kodlu (1Cso:
33.9 mg/mL) ekstrelerde de ICso degerlerinin birbirine yakin oldugu ve NS21E (ICso:
50.1 mg/mL) kodlu ekstrenin ICsp degerinden daha diisiik olduklari belirlenmistir.
Infiizyon numunelerinde C6 hiicre dizisine karsi, daha diisiik sitotoksik etkiye
rastlanmistir. C6 kanser hiicre hattina kars1 ekstrelerin sitotoksik etkileri ise su sekilde
siralanmaktadir: NS25M> NS17M> NS21M> NS19E> NS17E> NS19M> NS25E>
NS21E> NS25INF> NS21INF> NS17INF. Referans ilag olan doksorubisinin, C6 kanser
hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi ICso degeri 25.64 mg/mL olarak hesaplanmistir.
Doksorubisinden daha diisiik ICso degerlerine, ICso degerleri sirasiyla 16.4 mg/mL, 21.1
mg/mL ve 24.3 mg/mL olmak {izere, L. persicus metanol (NS25M), L. quinquelobatus
metanol (NS17M) ve L. cardiaca metanol (NS21M) ekstrelerinde ulasiimistir.

Hazirlanan ekstrelerin MCF7 kanser hiicrelerine karst ICso degerleri ile
doksorubisinin ICsg degeri (5.70 mg/mL) karsilastirildiginda, en yiiksek sitotoksik etki
NS17M kodlu L. quinquelobatus tiiriinde (ICso: 18.1 mg/mL) tespit edilirken, bunu
NS19M kodlu L. glaucescens tiirii (ICso: 21.2 mg/mL) izlemistir. Ayrica, NS17E (ICso:
47.8 mg/mL), NS21M (ICsp: 47.5 mg/mL), NS25M (ICso: 51.7 mg/mL) kodlu ekstrelerde
ICs0 degerlerinin birbirine yakin oldugu ve NS19E (ICsp: 39.2 mg/mL) kodlu ekstrenin
ICs0 degerinden biraz daha yiiksek olduklari belirlenmistir. NS17M ve NS19M kodlu
ekstrelerin MCF7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin diger ekstrelerden daha yiiksek
oldugu, ancak referans ila¢ olan doksorubisine kiyasla daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Infiizyon numunelerinde MCF?7 hiicre dizisine kars: diisiik sitotoksik etkiye rastlanirken,
metanol ve etanol ekstrelerinin sitotoksik etkileri daha yiiksek bulunmustur.

Elde edilen veriler tez konusunu olusturan Leonurus tiirlerinden hazirlanan
ekstrelerin, glioma ve meme kanseri hiicrelerinin canliligini inhibe ettigini
gostermektedir. Bu verilerden hareketle, MCF7 ve C6 kanser hiicrelerinin ekstrelere karsi
daha duyarli oldugu anlagilmistir. Ek olarak, NS25M kodlu ekstrenin A549 ve C6 kanser
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hiicrelerine sitotoksik etkisinin diger ekstrelerden daha fazla oldugu, NS17M kodlu

ekstrenin de MCF7 hiicrelerinde en yiiksek sitotoksik etkili iken, C6 hiicrelerinde

sitotoksik etki bakimindan NS25M kodlu ekstreyi izledigi belirlenmistir.

5.7. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi-Kiitle
Spektroskopisi (YPSK-KS/KS) ile Analizlerine iliskin Bulgular

Elde edilen biyolojik etkilerin degerlendirilmesi agisindan, her bir ekstrenin
kimyasal bilesimlerinin YPSK-KS/KS ile belirlenmesi 6nem tagimaktadir. Analiz sonucu
elde edilen kromatogram ve spektrumlar incelenerek literatiirde mevcut caligmalarla
kiyaslanarak Leonurus tiirlerinin kimyasal bilesimleri belirlenmeye calisilmistir. Bu
kapsamda tiim Orneklerin bilesiminde bulunan maddelerin yapilari, YPSK-KS/KS
analizlerinden elde edilen spektrumlari, kaynak bilgileri 1siginda yorumlanarak,
aydinlatilmaya calisilmistir.

Yorumlamalarin agiklanabilmesi igin her bir bilesigin bulundugu ekstrelerin kodu
(Rt degeri, dakika), molekiil agirligt (MA), elektronegatif iyon modunda ¢alisildigr icin
[M-H] degeri, fragmentleri ve kiitle spektrumlari sirasiyla verilmistir. Bu boliimde
yapilar ile ilgili yorumlar yapilan ve isimlendirilen tiim bilesikler dogal olup, kaynak
taramalarinda tanimlamalarina rastlanan bilesiklerdir.

Ekstrelerin HPLC-MS/MS analizlerinden 6nce uygun kromatografik ayrimlarin
belirlenmesi amaciyla Shimadzu 10AVp sistemi ile ¢aligilmistir. Bu kromatogramlarin
hepsi tezin sonunda ayrica verilmistir. HPLC-MS/MS analizleri ise en yiiksek aktiviteye
sahip L. persicus’un tiim ekstrelerine, diger Leonurus tiirlerinin ise Etanol ve Sulu
ekstrelerinin tamamina ve HPLC on caligmalarinda farklilik gosterdiyse Metanol
ekstrelerine yapilmigtir. Etkili ¢ikan L. persicus’un tiim ekstrelerine ait DAD
kromatogramlari tek tek verilmis diger tiirlere ait kromatogramlarin etanol ekstreleri daha

sade ve anlagilir olmasi agisindan iist {iste ¢akistirilarak verilmistir (Sekil 5.65-5.59).
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Sekil 5.65. L. persicus MeOH ekstresi HPLC-MS/MS analizinde elde edilen DAD kromatogrami
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Sekil 5.66. L. persicus infiizvon HPLC-MS/MS analizinde elde edilen DAD kromatogrami
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Sekil 5.67. L. quinquelobatus alkollii ekstresi tiim kromatogramlar ¢akistirilmis
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Sekil 5.68. L. glaucescens alkollii ekstresi tiim kromatogramlar ¢akistiriimis
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W X\WC of DAD Spectral Data: 330,0 nm from Sample 6 (NS Etoh 21) of Nagehan.wiff
703 16,44

750+
700+
650+
600+
550+
500+
450+

4004

350+

Absorbance, mAU

300

250+

200+

150+

100+

50,

v

Max. 792,7 mAU

Time, min

28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Sekil 5.69. L. cardiaca alkollii ekstresi tiim kromatogramlar ¢cakistirilmig
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Tablo 5.21. L. persicus ekstrelerinin HPLC-MS analizleri

Rt(MS) M-H MS2 Tanimlama Ekstre
6.6 - - Bilinmeyen EMI
8.0 363 201, 183, 165, 157 Bilinmeyen EMI
8.0 393 347, 231, 167 Bilinmeyen EMI
8.1 279 117 Bilinmeyen EMI
9.0 447 315, 135 Bilinmeyen EMI
9.5 315 153, 109 Protokatesik asit / gentisik asit heksozit EMI
9.7 341 179, 161 Kafeoil heksozit EMI
9.8 375 315, 213, 169, 151 Loganik asit EMI
10.3 209 191, 173, 147 Glukarik asit EMI
10.2 393 231,213,191 Bilinmeyen EMI
12.5 353 191, 179, 135 5-Kafeoilkinik asit EMI
13.4 387 207, 163 Mediaresinol veya Ikarisit BS benzeri EMI
15.7 179 135 Kafeik asit EMI
16.5 357 195, 151, 133 Deoksigeniposidik asit EMI
16.5 623 461, 161, 135 Verbaskozit EMI
16.6 625 463, 343, 300, 271 Kersetin diglukozit EMI
17.6 397 361, 299, 271 Bilinmeyen kersetin tiirevi EMI
18.3 507 179, 161, 135 Bilinmeyen kafeik asit tiirevi EMI
18.0 359 197,179, 161, 153, 131 Rozmarinik asit benzeri EMI
19.9 609 300, 271, 179, 151 Kersetin rutinozit EMI
20.0 359 315, 287, 271 Bilinmeyen EMI
20.2 463 300, 271, 255 Kersetin heksozit EMI
20.5 435 393,375,331, 313, 287,269  Bilinmeyen EMI
21.7 365 347, 321, 305, 251 Bilinmeyen EMI
24.5 581 461, 342, 315, 299, 119 Bilinmeyen C glukozit EM
255 361 343, 317, 299, 257 Bilinmeyen EM
27.6 347 303, 285, 259 Bilinmeyen EMI
29.6 407 363, 331, 299, 177, 151 Bilinmeyen M
30.3 299 284 Hispidulin benzeri EMI
32.2 283 268, 239, 211, 151, 117 Genkvanin EMI

E: Etanol ekstresi, M: Metanol ekstresi, I: Infiizyon
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Tablo 5.22. L. quinquelobatus ekstrelerinin HPLC-MS analizleri

Rt(MS) M-H MS2 Tanimlama Ekstre
6.6 - - Bilinmeyen 17El, 18E1
8.0 - - Bilinmeyen 17El, 18Ei
9.1 393 375, 231, 213, 191 Bilinmeyen 17El, 18Ei
10.2 487 179, 161, 135 Bilinmeyen Kafeik asit tiirevi ~ 17EI, 18EI
10.3 209 191, 173 Sakkarik asit benzeri 17EIL 18EI
11.9 137 109 Protokatesik aldehit 17EI, 18EI
12.5 353 191,179,135 Kafeoilkinik asit 17EIM, 18EIM
15.7 179 135 Kafeik asit 17EIM, 18EIM
16.2 755 023, 462, 305, 179, Lavandulifoliosit 17EIM, 18EIM
161, 135
16.5 623 461, 161, 135 Verbaskozit benzeri 17EIM, 18EIM
17.9 245 203,159 Bilinmeyen 17EIM, 18EIM
18.3 507 179, 161, 135 Bilinmeyen Kafeik asit tiirevi 17EIM, 18EIM
19.1 453 349 Bilinmeyen 17EIM, 18EIM
194 249 260 Apigenin glukozit benzeri 17EL 18Ei
(Apigenin + 180)
19.9 609 300,271,179, 151 Kersetin rutinozit 17El, 18El
20.2 463 300, 271, 255 Kersetin glukozit 17El, 18E
21.4 431 267 Apigenin glukozit 17E, 18E
23.7 405 387, 343, 301, Bilinmeyen 17EM, 18EM
o 207 179, 161, 135 Bilinmeyen kafeik asit tiirevi L7EM
(etil esteri olabilir)
26.7 577 431, 269 Apigenin rutinozit 17E, 18E
27.4 327 309, 291 Bilinmeyen 17E, 18E
29.6 293 249,236, 221 Bilinmeyen 17El, 18EI
32.2 283 268,239, 211,151,117 Genkvanin 17EM, 18EM

E: Etanol ekstresi, M: Metanol ekstresi, I: Infiizyon
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Tablo 5.23. L. glaucescens ekstrelerinin HPLC-MS analizleri

Rt (MS) M-H MS2 Tanimlama Ekstre

6.6 - - Bilinmeyen 19,20,26 Ei
8.0 279 117 Bilinmeyen 19,20,26 Ei
9.0 315 152, 108 Protokatesik asit heksozit 19,20,26 Ei
9.7 341 179, 161 Kafeoil glukozit 19,20,26 Ei
10.2 393 231,213,191 Bilinmeyen 19,20,26 Ei
12.5 353 191, 179, 135 5-Kafeoilkinik asit 19,20,26 Ei
13.4 387 207, 163 Mediaresinol veya Ikarisit BS benzeri  19,20,26 EIM
15.7 179 135 Kafeik asit 19,20,26 EIM
16.1 755 593,461, 161 Lavandulufoliosit 19,20,26 EIM
16.5 623 461,161,135 Verbaskozit benzeri 19,20,26 EIM
18.3 507 179, 161, 135 Bilinmeyen Kafeik asit tiirevi 19,20,26 E
19.4 447 285,151 Luteolin /kamferol glukozit 19,20,26 Ei
19.9 609 300, 271, 179, 151 Kersetin rutinozit 19,20,26 EIM
20.2 463 300, 271, 255 Kersetin glukozit 19,20,26 EM
20.9 505 300, 271,179 Kersetin asetilglukozit 19,20,26 E
21.9 593 447, 285 Luteolin/kamferol rutinozit 19,20,26 E
245 581 ji; 342, 315, 299, Bilinmeyen C glukozit 19,20,26 EM
27.4 327 291, 229, 211,171 Bilinmeyen 19,20,26 EIM (20M eser)
29.6 407 363, 299, 177, 151 Bilinmeyen 19,20,26 Ei
322 gy o0 B AL DL vanin 19,20,26 E

117

E: Etanol ekstresi, M: Metanol ekstresi, I: Inﬂizyon
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Tablo 5.24. L. cardiaca ekstrelerinin HPLC-MS analizleri

Rt M-H MS2 Tammlama Ekstre
(MS)
6.6 - - Bilinmeyen NS 21IM ve 28M hari¢ tim L.
cardiaca ekstreleri
8.0 363 201, 183, 165, Bilinmeyen NS 2IM ve 28M hari¢ tim L.
157 cardiaca ekstreleri
9.0 447 315, 135 Bilinmeyen NS 21M-221 23 harig tiim L. cardiaca
ekstreleri
9.7 341 179, 161 Kafeoil glukozit NS21,21E,28i
10.2 393 231,213,191 Bilinmeyen NS22M, 23M, 24M, 28M harig tiim L.
cardiaca ekstreleri
12.5 353 191,179,135 Kafeoilkinik asit Tiim L. cardiaca ekstreleri NS221 ve
22M’de eser miktarda
15.7 179 135 Kafeik asit NS28iEM NS22EM  hari¢  tiim
ekstreler
16.1 755 593, 461,161 Lavandulufoliosit Tum ekstrelerde eser
16.5 623 461, 161, 135 Verbaskozit NS271 ve NS27M harig tiim ekstreler
18.3 507 179, 161, 135 Bilinmeyen Kafeik asit NS22M harig tiim ekstreler
tiirevi
19.9 609 300, 271, 179, Kersetin rutinozit Tim ekstrelerde
151 M kodlularda eser
20.2 463 300, 271, 255 Kersetin glukozit Tum ekstrelerde
M kodlularda eser
245 581 461, 342, 315, Bilinmeyen C glukozit =~ NS21EM, 22M, 23M 27E, 28EM
299, 119
29.6 407 363, 299, 177, Bilinmeyen Tiim ekstrelerde eser miktar
151
32.2 283 268, 239, 211, Genkvanin Infiizyon hari¢ tiim ekstrelerde
151, 117

5.7.1. Tamimlamalar

E: Etanol ekstresi, M: Metanol ekstresi, I: Inﬂizyon

Kolonu 9.5 dk’da terk eden ve m/z 315 [M-H] molekiiler agirliga sahip molekiil

yapisindan bir heksoz (-162 amu) kopartarak m/z 153 protokatesik asit veya genistik asit

asit olmas1 muhtemel fragment iyonunu vermistir (Sekil 5.78). Molekiilden CO> (-44

amu) kopmasi ile olusan m/z 109 iyonu da yapida karboksilik asit oldugunu

dogrulamaktadir. Leonurus cinsinde m/z 316 molekiil agirlikli Leoheteronin A,
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Leoheteronin B ve Leoleorin A tanimlanmis olmasina ragmen bu maddelerin higbiri elde
edilen pargalanmalar1 gosterecek yapiya sahip olmadigindan 9.5 tutunma zamani ile
kolonu terk eden madde protokatesik asit heksozit veya genistik asit heksozit olarak
tanimlanmustir. Kiitle spektrum verileri bu iki madde ile eslesmektedir [334].

Kolonu 9.5 dk’da terk eden ve m/z 341 [M-H] molekiiler agirliga sahip molekiil,
yapisindan bir heksoz (-162 amu) kopartarak m/z 179 iyonunu ve sonrasinda H>O (-18
amu) kayb1 ile de m/z 161 iyonunu, yapidan CO2 ¢ikisi ile de m/z 135 iyonu olusmustur
(Sekil 5.79). Bu hali ile madde kafeoil heksozit olarak tanimlanmistir. Kiitle spektrum
verileri kafeoil glukozit ile eslesmektedir [236]. Kafeik asit Leonurus cinsinde
bulunmaktadir [46] ve m/z 179 [M-H] molekiiler iyon piki ve m/z 179 ve m/z 135 iyonlari
ile kolonu 16. dk’ da terk etmistir (Sekil 5.74).

Ekstrelerde Kafeik asit ve kinik asit esterlesmesi de goriilmektedir. Kolonu 13.
dakikada terk eden m/z 353 [M-H] molekiiler iyon pikli madde temel pik olarak m/z 191
(kinik asit) iyonu ve kafeik asit esterlesmesi sonucu olusan ve yukarida bahsedilen
parcalanmalardan m/z 179, m/z 161 ve m/z 135 iyonlarin1 géstermistir (Sekil 5.75). m/z
179 iyonunun bagil yogunlugunun diisiik olmas1 baglanmanin kinik asitin 5 numaral
C’nuna bagi OH grubu iizerinden oldugunu diisindiirmektedir ve bu hali ile madde 5-
Kafeoilkinik asit olarak tanimlanmistir. Spektrum verileri literatiir verileri ile uyumludur
[335]. Leonurus iiyelerinde kafeoilkinik asitlere rastlanmistir [46].

Kolonu 18. dakikada terk eden m/z 359 [M-H] molekiiler iyon pikli madde m/z 197
[M-H-162] m/z 179 (kafeik asit) ve m/z 161, m/z 135 pargalanma iyonlar1 gostermistir.
Kafeik asitle iliskilendirilemeyen pargalanma tiriinii ise m/z 153 olarak goriilmustiir (Sekil
5.83). Rozmarinik asit, kafeik asit ve 3-(3,4-dihydroxyphenyl) laktik asit (m/z 197 [M-
H]) esterlesmesiyle olusur ve m/z 153 hari¢ benzer pargalanmalar gosterir [336].
Leonurus tiirlerinde rozmarinik asit bulunduguna dair literatiir bilgileri vardir [43]. Bu
haliyle madde rozmarinik asit benzeri olarak adlandirilmistir.

Ekstrelerde bulunan bir diger kafeik asit tiirevi de kolonu 17. dakikada terk eden
verbaskozit olmustur. m/z 623 [M-H] molekiiler iyon piki ve kafeoil kaybr ile olusan m/z
461 iyonu (M-H-162) spektrumda goriilmektedir. Sonraki pargalanmalar m/z 315, 300,
161 ve 135 de eser miktarda goriilmektedir (Sekil 5.82). Literatiir verilerine gére bu
madde verbaskozit olmalidir [337] ve Leonurus cinsinde 6nceden tanimlanmistir [127].

L. cardiaca, L. glaucescens ve L. quinquelobatus’ta rastlanan bir diger kafeik tiirevi

lavandulifoliosit olmustur. m/z 755 [M-H] molekiiler iyon piki ve 162 amu kafeoil grubu
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kaybiyla olusan m/z 593 iyonu ve 132amu pentoz kaybiyla olusan m/z 461 iyonu ve kafeik
asit par¢alanmalarindan olan m/z 161 iyonu spektrumda goriilmektedir (Sekil 5.76).
Madde bu parcalanma sekli ile literatiirde daha 6nce tanimlanan lavandulifoliosit ile
uyusmaktadir [338] ve Leonurus cinsinde daha 6nce tanimlanmustir [178].

m/z 507 [M-H] molekiiler iyon pikli madde tim ekstrelerde goriilmiis ve
karakteristik kafeik asit par¢alanmalar1 gosterdigi icin bilinmeyen kafeik asit tlirevi olarak
adlandirilmistir (Sekil 5.85).

Kersetin tiirevlerine tiim ekstrelerde rastlanmistir. Tiim kersetin tiirevleri
yapilarinda aglikonun glikondan homolitik veya heterolitik ayrilmasina bagli olarak
sirastyla m/z 300 veya m/z 301 iyonlar1 ve sonrasinda olusan m/z 271 iyonu karakteristik
kersetin par¢alanmasidir [339] m/z 179 ve 151 iyonlar1 da molekiiliin elajik asitten
ayrilmasinda yardimci olmustur [340].

Kersetinden 162 amu fazla molekiiler iyon piki ve aglikon kersetin
pargalanmalarina sahip m/z 463 [M-H] molekiiler iyon pikli madde kersetinle arasindaki
162 farktan dolay1r Kersetin heksozit olarak tanimlanmustir. Leonurus’larda kersetin
glukozit (izokersetin) ve kersetin galaktozit (hiperozit) Onceki ¢alismalarda
tanimlandigindan [58, 73], madde kersetin heksozit olarak tanimlanmistir (Sekil 5.77).
Sadece L. glaucescens Etanol ekstrelerinde kersetin heksozitten 42 amu fazla ile
karakterize kersetin asetil heksozit bulunmustur. Asetil kopmasi spektrumda m/z 463
olarak kendini gostermektedir (Sekil 5.79). L. persicus’ta ise kersetin heksozit den 162
amu fazla molekiiler iyon pikine sahip madde (Sekil 5.78) kersetin diheksozit olarak
tanimlanmustir [46].

Kersetinden 309 amu fazla molekiiler 1yon piki ve aglikon Kkersetin
pargalanmalarina sahip m/z 609 [M-H] molekiiler iyon pikli madde kersetinle arasindaki
309 farktan dolay1 Kersetin rutinozit olarak tanimlanmistir (Sekil 5.80). Leonurus’larda
kersetin 3-O rutinozit (rutin) onceki ¢aligmalarda tanimlanmistir [58].

m/z 269 aglikona bagli heksoz ve rutinoz esterlerine tasiyan sadece L.
quinquelobatus’ta rastlanmistir. m/z 269 un apigenin olma ihtimali yiiksek goriilmiistiir
zira apigenin glukozit (Sekil 5.87-5.88) L. quinquelobatus tiiriinde daha Onceden
tanimlanmustir [83]. Apigenin 7-metil eter olarak da bilinen genkvanin m/z 283 [M-H]
molekiiler iyon piki ve metil kopmasina bagli olarak ortaya ¢ikan apigenin radikal aglikon

lyonu m/z 268 spektrumda goriilmektedir. Genkvanin Leonurus’lar i¢in kimyasal bir
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marker olarak da bilinir [341] ve tiim ekstrelerde rastlanmistir (Sekil 5.92). Pargalanmalar
genkvanin literatiir bilgileri ile uyumludur [342].

L. glaucescens’de rastlanan ve m/z 285 iyonu aglikon (luteolin veya kamferol)
olarak tasiyan iki madde luteolin/kamferol glukozit ve luteolin/kamferol rutinozit i¢inde
yapilmistir. Bu maddelerin molekiiler iyon pikleri sirasiyla aglikondan 162 amu ve 309
amu fazla bulundugu i¢in bu sekilde tanimlanmistir (Sekil 5.93-5.95). Leonurus larda
Luteolin ve kamferol tlirevlerine rastlandigi i¢in bu maddeler i¢in bir ayrim yapilmamustir
[58].

Verbaskozit ile beraber kolonu terk eden m/z 357 [M-H] molekiiler iyon pikli
madde temel pik olarak m/z 195 iyonunu gostermistir. Molekiiler iyon piki ve temel pik
arasindaki 162 amu’luk fark glukoz kaynakli olmalidir. Molekiilde ayrica 44 amu’luk
CO2 ¢ikist m/z 151 iyonu ile gozlemlenmistir (Sekil 5.81). Yapilan literatiir
calismalarinda L. persicus’ta m/z 357 [M-H] molekiiler iyon pikine sahip yapisinda
Karboksilik asit ve seker bulunan maddeler arastirildiginda, iridoit glikozit yapisindaki
deoksigeniposidik asidin bu tanimlamalara uydugu goriilmustiir [143] (Sekil 5.70).

330 nm’de yiiksek UV absorbansi beraber geldigi verbaskozit kaynakli olarak
degerlendirilmistir. Spektrum bilgilerinde goriilen m/z 107 su ¢ikisiyla ilgili olmalidir.
Molekiil yap1 pargalanma davranisi olarak trihidroksi sinnamik asit glukozitlere de
benzerlik gostermektedir [343]. Bu sekilde yiiksek UV absorbansi ve su ¢ikist ve
spektrumda eser miktarda gorillen m/z 177 iyonu daha kolay izah edilebilir hale
gelmektedir. 1ki molekiil’den birisi oldugu diisiiniilen bu madde icin beraberinde gelen
verbaskozit absorbansi yiiziinden UV spektrum bilgilerinden faydalanilarak bir ayrim
yapilamamig, fakat yine de L. persicus’larda daha once tanimlandigi goz Oniinde
bulunduruldugundan tabloda bu madde deoksigeniposidik asit olarak adlandirilmigtir.

L. persicus 'ta tespit edilen diger iridoit glukozitler m/z 375 [M-H] molekiiler iyon
pikli ve sonrasinda seker ve CO2 ve H>O kayiplari ile siras1 ile m/z 212, 169 ve 151
iyonlarmi olusturan loganik asit [143, 344] ve Glukarik asit olarak tespit edilmistir.
Loganik asit’in 7,8-epoxy-8-epi tiirevi L. persicus’ta [143], Glukarik asit ise L.
japonicus’ta [345] daha 6nceki ¢alismalarda tanimlanmistir (Sekil 5.71).
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Intensity, cps

Chemical Formula: CHO,"
Exact Mass: 45,00
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Sekil 5.70. Deoksigeniposidik asit Chemdraw ile ¢izilmis par¢alanmalart
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Sekil 5.71

. Loganik asit kiitle spektrumu
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-EPI (314,73) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 9,475 min from Sample 10 (NS Etoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.72. Protokatesik asit heksozit kiitle spektrumu

-EPI (340,76) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 9,870 min from Sample 22 (NS INF 25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.73. Kafeoil heksozit kiitle spektrumu
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Intensity, cps

-EPI (178,83) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 15,794 min from Sample 22 (NS INF 25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray), Centroided
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Sekil 5.74. Kafeik asit kiitle spektrumu

“EPI (352,76) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 12,633 min from Sample 4 (NS Etoh 19) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.75. 5-kafeoilkinik asit kiitle spektrumu
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"W Ep (755,26) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 16,231 min from Sample 4 (NS Etoh 19) of Nagehan.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 1,9e6 cps
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Sekil 5.76. Lavandulifoliosit kiitle spektrumu

W Ep| (462,53) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 20,163 min from Sample 4 (NS Etoh 19) of Nagehan.wiff (Turbo Spray) Max. 1,3¢5 cps
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Sekil 5.77. Kersetin heksozit kiitle spektrumu
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-EPI (625,17) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 16,803 min from Sample 10 (NS Etoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 1,5e6 cps
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Sekil 5.78. Kersetin diglukozit kiitle spektrumu

WP (504,63) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 20,951 min from Sample 4 (NS Etoh 19) of Nagehan.wiff (Turbo Spray) Max. 2,9¢4 cps
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Sekil 5.79. Kersetin asetilheksozit
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Intensity, cps

-EPI (609,27) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 19,976 min from Sample 4 (NS Etoh 19) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.80. Kersetin rutinozit kiitle spektrumu

“EPI (356,74) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 16,531 min from Sample 10 (NS Etoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.81. Loganik asit veya trihidroksisinnamik asit-O-glukozit kiitle spektrumu
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Intensity, cps

“EPI (622,75) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 16,632 min from Sample 10 (NS Etoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.82. Verbaskozit kiitle spektrumu
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Intensity, cps

-EPI (358,76) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 18,018 min from Sample 28 (NS MEtoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.83. Rozmarinik asit benzeri kiitle spektrumu
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B _Ep| (358,76) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 18,050 min from Sample 28 (NS MEtoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray) Max. 9,3e4 cps
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Sekil 5.84. Rozmarinik asit CE 50

-EPI (506,69) Charge (+0) CE (50) FT (250): Exp 5, 18,578 min from Sample 6 (NS Etoh 21) of Nagehan.wiff (Turbo Spray) Max. 1,3e5 cps
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Sekil 5.85. Bilinmeyen kafeik asit tiirevi kiitle spektrumu
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Intensity, cps

-EPI (282,74) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 32,297 min from Sample 6 (NS Etoh 21) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.86. Genkvanin kiitle spektrumu

Intensity, cps

-EPI (430,62) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 21,470 min from Sample 1 (NS Etoh 17) of Nagehan.wiff (Turbo Spray), Centroided
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Sekil 5.87. Apigenin glukozit kiitle spektrumu
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Intensity, cps

“EPI (576,54) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 27,071 min from Sample 1 (NS Etoh 17) of Nagehan.wiff (Turbo Spray), Centroided
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Sekil 5.88. Apigenin rutinozit kiitle spektrumu
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Intensity, cps

-EPI (386,75) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 13,412 min from Sample 10 (NS Etoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.89. Mediaresinol veya ikarisit B5 benzeri kiitle spektrumu
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Intensity, cps.
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Sekil 5.90. Bilinmeyen kersetin tiirevi CE 15

Intensity, cps

“EPI (360,83) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 17,598 min from Sample 28 (NS MEtoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.91. Bilinmeyen kersetin tiirevi CE 30 361 (ayrintili)
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W EP| (434,74) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 20,478 min from Sample 28 (NS MEtoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray) Max. 1,4€5 cps
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Sekil 5.92. Bilinmeyen maddeye ait kiitle spektrumu

-EPI (446,67) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 19,413 min from Sample 4 (NS Etoh 19) of Nagehan.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 3,3e5 cps
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Sekil 5.93. Luteolin / kamferol glukozit kiitle spektrumu CE 15
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-EPI (446,67) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 19,445 min from Sample 4 (NS Etoh 19) of Nagehan.wiff (Turbo Spray), Centroided
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Sekil 5.94. Luteolin/kamferol glukozit kiitle spektrumu CE 50

-EPI(592.53) Charge (+1) CE (15) FT [

): Exp 2, 21,824 min from Sample 4 (NS Etoh 19) of Nagehan wiff (Turbo Spray)
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Sekil 5.95. Luteolin /kamferol rutinozit kiitle spektrumu
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W EP| (364,79) Charge (+1) CE (15) FT (183,43): Exp 3, 21,796 min from Sample 28 (NS MEtoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray) Max. 6,2€5 cps
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Sekil 5.96. Bilinmeyen maddeye ait kiitle spektrumu

B _Ep| (346,82) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 27,944 min from Sample 28 (NS MEtoh25) of Nagehan.wiff (Turbo Spray) Max. 5,25 cps
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Sekil 5.97. Bilinmeyen maddeye ait kiitle spektrumu
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5.8. Molekiiler Cahsmalara iliskin Bulgular

Tiirkiye Florasi’nda dogal yayilis gdsteren Leonurus cinsine ait tiirleri kapsayan bu
calismada simdiye kadar kullanilan morfolojik karakterlere ek olarak, molekiiler veriler
kullanilarak filogenilerinin de aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bu amacla elde edilen
nuklear ribozomal DNA’nin ITS bolgeleri sekanslatilmis, sekans sonuglar
degerlendirilmistir. Primerlerin hem reversleri hem de forwardlar1 kullanilarak

sekanslama yapilmis, daha sonra elde edilen sekans bilgileri eslestirilmistir.

Bitki orneklerinden elde edilen genomik DNA’lara ITS primerleri ve gerekli
kimyasallar kullanilarak yaklasik 700 ve 350 bazlik bolgeyi ¢ogaltmak icin tek asamali
PCR islemi gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol®
DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle gergeklestirilmistir. PCR sonrasinda agaroz
jelde tek bant elde edilerek, PCR isleminin basarili oldugu gézlemlenmistir. Boylelikle
PCR sonucunda taksonlarin gDNA’sinin ITS bolgesi ¢ogaltilmistir. Elde edilen Leonurus

tiirlerine ait ITS bantlarinin agaroz jel goriintiisii ise Sekil 5.98’de gosterilmistir.

Sekil 5.98. Leonurus tirlerinin ITS ile yapilan PCR goriintiisii

M: Markur, 1: L. cardiaca NS21, 2: L. quinquelobatus, 3: L. persicus, 4: L. cardiaca NS24, 5: L.
glaucescens
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ITS bolgesinin tamami PCR ile elde edildikten sonra, PCR f{iriinii saflastirilmis,
ITS1-1ITS4 ve ITS2-ITS5 primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi
olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde BioEdit
yazilimi i¢inde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir. ITS tiir tanimlamalari
NCBI iizerindeki en yakin tiirlere gore yapilmistir. Tiim tiirlere ait sekanslara homolog
sekanslart tanimlamak ig¢in, tiirlerin sekanslar1 bir sorgu olarak kullanilip, Gen
Bankasi’ndaki verilerle benzerlikler karsilastirilmistir. NS21 kodlu L. cardiaca’dan elde
edilen dizilerin Gen Bankasi’ndaki en yakin temsilcileri ve benzerlik oranlar1 Tablo
5.25’te verilmistir. L. glaucescens’ten elde edilen dizilerin Gen Bankasi’ndaki en yakin
temsilcileri ve benzerlik oranlar1 Tablo 5.26’da verilmistir. L. quinquelobatus tiirtinden
elde edilen dizilerin Gen Bankasi’ndaki en yakin temsilcileri ve benzerlik oranlar1 Tablo
5.27°de verilmistir. L. persicus tiiriinden elde edilen dizilerin Gen Bankasi’ndaki en yakin
temsilcileri ve benzerlik oranlar1 Tablo 5.28’de verilmistir. NS24 kodlu L. cardiaca’dan
elde edilen dizilerin Gen Bankasi’ndaki en yakin temsilcileri ve benzerlik oranlar1 Tablo
5.29’da verilmistir. Hizalanan dizilerle filogenetik agac olusturulmus ve ayrica sonuglar

MEGA X programu ile degerlendirilmistir.
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5.8.1. DNA dizileri ve benzerlik oranlar
5.8.1.1. NS21 (L. cardiaca) — ITS1-1TS4

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCAAAGCAGA
CCGCGAACACGTACGAAACAACCCCCGGGGCGGLCGTCGGGGGGGCAACCT
CCCGATGCGGCCCCGAACCCGTCGGTGCGCGCCTTCGTGCCGTGCCGTGCG
GGATAACCAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACACAATGGAGCGT
TCCCCTCCCCTCCGCGCCCCGTTCGCGGGGCGACGGGGAGCAAGGGACGCC
TATCGAATGTCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGA
TGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGA
ACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCTCCCCCGCGGGGTGGG
GCGGAGATTGGCCCCCCGTGCGCGCTACACGCGCAGCGGCCGGCCCAAATG
CGAATCCGCCGTCGACGCACGTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACATTCAACT
CGCGTGCTGTCGCGTTCATCGGCGTCGTCGGTTGGGAGACGATAAAGAAAC
CCAACGGCGCGAGCACGCATCGTGCCCACGACCGCGACCCCAGGTCAGGCG
G

Toplam Baz Sayisi: 664

Tablo 5.25. L. cardiaca’dan elde edilen dizilerin Gen Bankasi’'ndaki en yakin temsilcileri ve benzerlik

oranlari

Gen Bankasr’ ndaki Gen Bankasi
Benzerlik oram Dizi benzesme orani

yakin temsilcileri numarasi
Leonurus turkestanicus %99.23 %97 EF395809.1
Leonurus glaucescens %99.23 %97 EF395807.1
Leonurus glaucescens %99.08 %97 EF395808.1
Brandisia hancei %93.10 %97 EU366159.1
Marrubium parviflorum %91.96 %99 MH684966.1
Marrubium parviflorum %91.82 %99 MH684967.1
Gomphostemma chinense %91.48 %99 KP092829.1
Acanthoprasium frutescens %91.82 %99 MH684922.1
Marrubium rotundifolium %91.67 %99 MH684975.1
Ballota hirsuta %91.51 %99 JN680359.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395809.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7NEEGVY9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395807.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7NEEGVY9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=7NEEGVY9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU366159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7UTYSA5D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7UTYSA5D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684967.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7UTYSA5D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP092829.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=7UTYSA5D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=7UTYSA5D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684975.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=7UTYSA5D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN680359.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=7UTYSA5D01R

5.8.1.2. NS19 (L. glaucescens) — ITS2-1TS5

TTGCTGCGTTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTC
GTTTAGACATTCGATAGGCGTCCCTTGCTCCCCCGTCGCCCCGCGAACGGGG
CGCGGAGGGGAGGGGAACGCTCCATTGCGTTTTCCTTGGCGCATTCCGCGC
CCGAGTTGGTTATCCCGCACGGCACGGCACGAAGGCGCGCACCGACGGGTT
GGGGCCGCATCGGGAGGTTGCCCCCCCGACACCGCCCCGGGGGTTGTTTCG
TACGTGTTCGCGGTCTGCTTTGCAGGTTTCGACAATGATCCTTCCGCAGGTT
CACCTACGGAAACCTTGTTACT

Toplam Baz Sayisi: 331

Tablo 5.26. L. glaucescens ‘ten elde edilen dizilerin Gen Bankasi 'ndaki en yakin temsilcileri ve benzerlik

oranlar

Gen Bankasr’ ndaki Gen Bankasi
Benzerlik oram Dizi benzesme orani

yakin temsilcileri numarasi
Leonurus turkestanicus %97.32 %90 EF395809.1
Leonurus glaucescens %96.99 %90 EF395807.1
Leonurus glaucescens %96.66 %90 EF395808.1
Gomphostemma chinense %90.74 %96 KP092829.1
Gomphostemma chinense %90.46 %96 KP092828.1
Brandisia hancei %91.33 %90 EU366159.1
Eriophyton wallichii %91.19 %88 IN176167.1
Acanthoprasium frutescens %%89.97 %92 MH684922.1
Ballota hirsuta %88.92 %96 JN680359.1
Marrubium parviflorum %89.66 %94 MH684967.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395809.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7NGB2YW8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395807.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7NGB2YW8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=7NGB2YW8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP092829.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7UVRNWSS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP092828.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7UVRNWSS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU366159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7UVRNWSS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN176167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=7UVRNWSS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=7UVRNWSS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN680359.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=7UVRNWSS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684967.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=7UVRNWSS01R

5.8.1.3. NS17 (L. quinquelobatus) — ITS1-1TS4

CCGCGAACACGTACGAAACAACCCCCGGGGCGGLCGTCGGGGGGGCAACCT
CCCGATGCGGCCCCGAACCCGTCGGTGCGCGCCTTCGTGCCGTGCCGTGCG
GGATAACCAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGCAATGGAGCGT
TCCCCTCCCCTCCGCGCCCCGTTCGCGGGGCGACGGGGGAGCAAGGGACGC
CTATCGAATGTCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCG
ATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTG
AACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCTCCCCCGCGGGGTGG
GGCGGAGATTGGCCCCCCGTGCGCGCTACACGCGCAGCGGCCGGCCCAAAT
TCGAATCCGCCGTCGACGCACGTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACATTCAAC
TCGCGTGCTGTCGCGTTCATCGGCGTCGTCGGTTGGGAGACGATAAAGAAA
CCCAACGGCGCGAGCACGCATCGTGCCCACGACCGCGACCCCAGGTCAGGC
GGGATCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Toplam Baz Sayis1: 653

Tablo 5.27. L. quinquelobatus tan elde edilen dizilerin Gen Bankasi’ndaki en yakin temsilcileri ve

benzerlik oranlar

Gen Bankasr’ndaki Gen Bankasi
Benzerlik oram Dizi benzesme orani
yakin temsilcileri numarasi
Leonurus glaucescens %98.92 %99 EF395807.1
Leonurus turkestanicus %98.76 %99 EF395809.1
Leonurus glaucescens %98.76 %99 EF395808.1
Acanthoprasium frutescens %91.59 %98 MH684922.1
Marrubium parviflorum %91.69 %98 MH684966.1
Marrubium crassidens %91.42 %98 MH684958.1
Marrubium rotundifolium %91.37 %98 MH684975.1
Brandisia hancei %92.69 %94 EU366159.1
Paraphlomis kuankuoshuiensis %90.94 %99 MN444857.1
Marrubium cuneatum %91.24 %98 MH684959.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395807.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7NFU4564016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395809.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7NFU4564016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=7NFU4564016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7UWK3VJZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7UWK3VJZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7UWK3VJZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684975.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=7UWK3VJZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU366159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=7UWK3VJZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN444857.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=7UWK3VJZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=7UWK3VJZ016

5.8.1.4. NS25 (L. persicus) — ITS1-1TS4

CTGCAAGCAGAACCGCGAACATGTACGAAACAACCCCCGGGGLGGLGETCG
GGGGGGCAACCTCCCGATGCGGCCCCGAACCCGTCGGTGCGCGCCTTCGTG
CCGTGCCGTGCGGGATAACCAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAAC
ACAATGGAGCGTTCCCCTCCCCTCCGCGCCCCGTTTGCGGGGCGACGGGGA
GCAAGGGACGCCTATCGAATGTCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCG
GCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTG
CAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCA
TTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCTCC
CCCGCGGGGTGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTGCGCGCTACACGTGCAGCG
GCCGGCCCAAATGCGAATCCGCCGTCGACGCACGTCGCGACCAGTGGTGGT
TGAACATTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTTCATCGGCGTCGTCGGTTGGGAGA
CGATAAAGAAACCCAACGGCGCGAGCACGCATCGTGCCCACGACCGCGACC
CCAGGTCAGGCGGGATCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAG

Toplam Baz Sayisi: 662

Tablo 5.28. L. persicus tan elde edilen dizilerin Gen Bankasi’ndaki en yakin temsilcileri ve benzerlik

oranlari

Gen Bankasr’ndaki Gen Bankasi
Benzerlik oram Dizi benzesme orani
yakin temsilcileri numarasi
Leonurus turkestanicus %99 %98.48 EF395809.1
Leonurus glaucescens %99 %98.48 EF395807.1
Leonurus glaucescens isolate %99 %98.33 EF395808.1
Acanthoprasium frutescens %98 %91.16 MH684922.1
Marrubium parviflorum %98 %91.24 MH684966.1
Marrubium crassidens %98 %90.98 MH684958.1
Marrubium rotundifolium %98 %90.92 MH684975.1
Ballota africana %99 %90.42 MH684927.1
Paraphlomis kuankuoshuiensis %99 %90.50 MN444857.1
Brandisia hancei %93 %92.30 EU366159.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395809.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395807.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684975.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684927.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN444857.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=7UYCBNJA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU366159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=7UYCBNJA013

5.8.1.5. NS24 (L.cardiaca) — ITS1-1TS4

GGGACCGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGTGGGCACGATGCGTGCTCGLCGCC
GTTGGGTTTCTTTATCGTCTCCCAACCGACGACGCCGATGAACGCGACAGCA
CGCGAGTTGAATGTTCAACCACCACTGGTCGCGACGTGCGTCGACGGCGGA
TTCGAATTTGGGCCGGCCGCTGCGCGTGTAGCGCGCACGGGGGGCCAATCT
CCGCCCCACCCCGCGGGGGAGGGGGGCGACGCGATGCGTGACGCLCCAGGC
AGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTC
GATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTT
CTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTAGACATT
CGATAGGCGTCCCTTGCTCCCCCGTCGCCCCGCGAACGGGGCGCGGAGGGE
AGGGGAACGCTCCATTGCGTTTTCCTTGGCGCATTCCGCGCCCGAGTTGGTT
ATCCCGCACGGCACGGCACGAAGGCGCGCACCGACGGGTTTGGGGCCGCAT
CGGGAGGTTGCCCCCCCGACGCCGCCCCGGGGGTTGTTTCGTACGTGTTCGC
GGTCTGCTTTGCAGGTTTCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAA

Toplam Baz Sayisi: 668

Tablo 5.29. L. cardiaca ‘tan elde edilen dizilerin Gen Bankasi’ndaki en yakin temsilcileri ve benzerlik

oranlar

Gen Bankasr’ ndaki Gen Bankasi
Benzerlik oram Dizi benzesme orani

yakin temsilcileri numarasi
Leonurus turkestanicus %97 %98.62 EF395809.1
Leonurus glaucescens %97 %98.62 EF395807.1
Leonurus glaucescens %97 %98.46 EF395808.1
Brandisia hancei %97 %93.11 EU366159.1
Gomphostemma chinense %99 %91.49 KP092829.1
Acanthoprasium frutescens %98 %91.83 MH684922.1
Marrubium parviflorum %99 %91.68 MH684966.1
Gomphostemma chinense %99 %91.36 KP092828.1
Marrubium parviflorum %99 %91.53 MH684967.1
Marrubium rotundifolium %99 %91.38 MH684975.1

5.9. Morfolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 4 Leonurus tiirli arazi ¢alismalari sonucunda 12
lokaliteden toplanmistir. Morfolojik calismalarda tiirlerin ayrintili tanimlar1 ve bunlari
destekleyen mikromorfolojik Ozellikleri verilmistir. Ayrica ayni tiriin  farkli
lokalitelerden toplanan taksonlar1 arasindaki bazi farkliliklar da tablolarda karsilastirmali
olarak 6zetlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, gbvde boyu, govde tily yapisi, govde
yaprak boyutlari, sekli, tiiy yapisi, brakte boyutlari, sekli, korolla rengi, kaliks yapist,

nutlet tiiy durumu tiirler arasinda farklilik gosteren karakterler olarak dikkat cekmektedir.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395809.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395807.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF395808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU366159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP092829.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP092828.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684967.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=7UZ6K1SP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH684975.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=7UZ6K1SP016

Morfolojik bulgular Tiirkiye Florasi’nda belirtilen ozellikler de esas alinarak
karsilastirildiginda elde edilen sonuglarin genel olarak uyumlu bir varyasyon siniri
sergiledigi gorilmiistiir. Ayrica Tiirkiye Florasi’nda bulunmayan bazi karakterler de
eklenerek deskripsiyonlar yeniden yazilmistir. Morfolojik 6zellikleri bakimindan tiirler
birbirleri ile karsilastirildiginda bazi1 farkliliklar oldugu agikga goriilmektedir.
Karsilastirmali olarak elde edilen sonuglar Tablo 5.31°de verilmistir.

Arastirma konusunu olusturan Leonurus tiirlerinin govde, kaliks ve nutlet yiizeyleri
SEM ile detayli olarak incelenmistir.

SEM bulgularinda, L. cardiaca ve L. glaucescens’te govdede yalnizca koselerde
gozlenen tiiyler, oldukga seyrektir. L. quinquelobatus’ta govdenin tiim yiizeyi uzun
tilylerle kapli iken, L. persicus’ta gévdenin tiim yiizeyinde kisa tiiyler yogun sekilde
bulunmaktadir.

L. cardiaca’da kaliks yiizeyi kisa ve seyrek tiiylii ya da hemen hemen tiiysiiz iken,
L. glaucescens’te kaliks yilizeyinde kisa tiiylerin yaygin dagilimi gozlenmektedir. L.
quinquelobatus’ta kaliks yiizeyi uzun tiiylerle yogun sekilde kapl iken, L. persicus’ta
kisa tiiylerin tiim kaliks yiizeyini kapladigi gézlenmektedir. Tiim tiirlerde nutlet tepesi
tiylidiir. L. cardiaca’da nutlet tepesi piloz olup, L. glaucescens’te kisa pilozdur. L.
quinguelobatus’ta nutlet tepesi villoz iken, L. persicus’ta kisa pilozdur.

Polonya’da L. cardiaca ile L. quinquelobatus tiirlerinin morfolojik 6zelliklerinin
karsilastirildigi ¢alismada, L. cardiaca’da govdenin sadece koselerde kisa tiiylii, kaliks
ve yapraklardaki tiiylerin 0.5 mm’den kisa oldugu, buna kargm, L. quinquelobatus’ta
bitkinin yogun ve 1 mm’den uzun tiyli oldugu bildirilmistir [33]. Bu ¢alismanin
sonuglari ile tez ¢alismasinda elde edilen veriler uyumludur.

Tiim tiirlerde yaprak alt yilizeyi, iist yilize gére daha yogun tiiylii olup, alt yiiz agik
yesil renktedir. Yapraklar uzun sapli, obovat, ovat, linear-lanseolat, 3 ve/veya 5 loblu
veya yarik, kaba dislidir. Cigek durumu vertisillat, aralikli, brakteler yapraksi, ¢igekler
sapsiz; kaliks zigomorfik, meyvede hafif¢ce genisleyen, disleri spinoz, korolla zigomorfik,
2 dudakly, tiip kalikse esit veya daha kisa, iist dudak tamamen ve hafif i¢cbiikey, alt dudak
3 loblu; tst dudak dist tiiyld, tist dudagin yaninda bulunan stamenler 4 tane, didinam;
ovaryum sapsiz, Stilus ginobazik; stigma bifid, nutlet obkonik, tepesi tiiyli, yiizeyi
plriizsiizdiir.

Bitkiler genel goriiniisleri agisindan degerlendirildiginde, L. persicus hem yasadigi

habitat, hem de korolla rengi sebebiyle diger tiirlerden ayrilir. L. cardiaca ve L.
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quinuelobatus tiirleri genel olarak yari golgeli, hafif nemli alanlarda yayilis
gostermektedir. Giinesli alanlarda yayilis gosteren bitkilerin boylarinin yar1 golgeli
alanlarda yetisenlere gére daha kisa oldugu gozlenmistir. Tiim tilirlerde yaprak {ist yiizeyi
alt ylizeyine gore belirgin sekilde daha agik renktedir. Govde boyu uzun olan L. cardiaca
orneklerinde gévde morumsu, kalin ve i¢i bos olup, 4 kdseli yap1 belirgindir ve tiiyler
seyrek olarak koselerde bulunur. Kisa boylu bitkilerde gévdenin daha yesil oldugu
gozlenmistir. Koy i¢lerinden toplanan 6rnekler, genellikle duvar diplerinde yayilmustir.
En uzun boylu ornek, L. cardiaca tiiriiniin orman iginden toplanan taksonudur.
Vertisillastrum ¢igek durumu ¢ok ¢igekli ve 11-16 cm aralikli olup, gévde boyu 150 cm
ve lizerinde olan Orneklerde kokten 50-70 cm sonra goriilmeye baglamaktadir. Kaliks
dikenli ve baticidir. Korolla agik pembe renkte olup, alt dudak igi siklikla eflatun-
kahverengi lekeli ve iist dudak konkav olup, dis1 yogun tiiylidiir, beyaz renkli tiiyler 1
mm’yi gegmemektedir.

[scan ve digerleri tarafindan yapilan c¢alismada da L. cardiaca’da govde
kisimlarinin tiiylii oldugu, kaliksin huni seklinde 5 disli, korollanin 2 dudakli ve alt
dudagin beyaz, mor noktali oldugu bildirilmistir [346]. Yine elde edilen bulgular, L.
cardiaca’nin ¢icek yapisi ile ilgili olarak Shekari ve digerleri [347] tarafindan yapilan
calismadaki cigcegin karakterleri ile ilgili verilerle de paralellik gostermistir.

L. quinquelobatus; gévde yiizeyi, alt yiiz daha yogun olmak tizere yaprak yiizeyleri,
yaprak sapi, korolla list dudak arkasi ve nutlet tepesi yogun tiiylerle kapli olan, en yogun
ve uzun tliylere sahip tiirdiir. Boylar1 105-181 cm arasinda degisen 6rneklerde dallanma
kokten 50-68 cm sonra baslayip, 14-17 cm araliklarla devam etmektedir. Gilibert (1793)
tarafindan, L. quinquelobatus uzun ve yogun tiiylerinden dolayr ayirt edilmis ve
tanimlanmustir. Tiylii yapisi ve biiyliik yapraklar dikkat ¢eken tiir, L. persicus’tan
tilylerinin uzunlugu ve yapraklarinm bityiikliigii ile ayirt edilir. Korolla lila renkte, st
dudagin arkasi ve tiip lizeri yogun olarak villoz tiiylii ve alt dudakta korolla bogazinin
yakini siklikla mor-kahverengi lekelidir.

Dogu Anadolu Bolgesi’nde yayilis gosteren L. glaucescens gévdenin morumsu
olmasi, govdede sadece koselerde tiiylerin seyrek olarak bulunmasi gibi 6zelliklerle ayirt
edilir. Boylar1 50-160 cm arasinda degisen 6rneklerde, giceklenme kokten itibaren 17-25
cm sonra baglamaktadir. Govdenin kdselerinde, kaliks ve nutlet ylizeyinde bulunan tiiyler
oldukca kisadir. Korolla soluk leylak, koyu pembe renkli olup, iist dudak dis1 yogun
tiyliidiir.
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Korollasinin beyaz olmasi, govde yiizeyi ve yaprak kisimlarinin kisa tiiylerle yogun
sekilde kapli olmasi gibi morfolojik 6zellikleri ile diger tiirlerden ayirt edilen L. persicus
tirtinde gévde boyu 50-70 cm araliginda olup, diger tiirlere kiyasla govde boyu daha
kisadir. Bitkinin gévde, yaprak, kaliks ylizeyi gibi kisimlar1 yogun tiiyliidiir.

Lamiaceae'deki nutlet morfolojisinin, taksonomik hiyerarsinin farkli seviyelerinde
degisen derecelerde yararli oldugu kanitlanmigtir [348]. SEM kullanilarak yapilan
calismada Leonurus tiirlerindeki nutletlerin, boyut, sekil, yiizey, tepe ve tabana ait
mikromorfolojik Ozellikleri belirlenmistir (Tablo 5.30). SEM incelemesi sonuglarina
gore, tiim tiirlerin nutletleri obkonik, yiizeyleri piiriizsiiz, tabanlari trunkat, boyutlart 1.5-
3 mm arasindadir. Veriler degerlendirildiginde, nutlet tepesinde yer alan tiiylerin
uzunluklarmin farkli oldugu, L. cardiaca’da nutletin tepe kismindaki tiiylerin, L.
glaucescens’e kiyasla daha uzun oldugu ve nutlet tepesindeki en uzun tiylerin L.

quinquelobatus’ta oldugu gozlenmistir.

Tablo 5.30. Leonurus tiirlerinin nutlet ozelliklerinin karsilastiriimasi

Nutlet

szellikleri Boyut Sekil Yiizey Tepe Taban
. . plriizsiiz trunkat, licgen
L. cardiaca 2-2.5mm obkonik ] trunkat
tilysiiz piloz
. pliriizsiiz trunkat, licgen
L. glaucescens 1.5-2.5 mm obkonik ) trunkat
tilysiiz kisa piloz
. . pliriizsiiz trunkat, licgen
L.quinquelobatus 2-3mm obkonik ) trunkat
tilysiiz villoz
) ) pliriizsiiz trunkat, licgen
L. persicus 1.5-3 mm obkonik ) trunkat
tilysiiz kisa piloz

Badamtsetseg tarafindan nutlet morfolojisinin, taksonomik hiyerarsinin alt familya,
cins ve tiir seviyelerinde degisen derecelerde farklilik gosterebilecegi bildirilmistir. Nutlet
morfolojisi; boyut, renk (agik turuncu-sari, agik kahve, koyu kahve, soluk gri, siyah), sekil
(obovoid, subobovoid, eliptik), yiizey siislemesi (tip I, tip Il), yiizey (tiyld, tiysiiz,
piiriizsiiz), tepe (yuvarlak, iiggen) ve taban (trunkat, akut, yuvarlak) karakterleriyle
degerlendirilmistir [97]. Bu g¢alismanin sonuglari ile verilerimiz kiyaslandiginda tez
konusunu olusturan Leonurus tiirlerinin tip II icerisinde yer aldigi, ek olarak nutlet

karakterlerinin cins ve tiir diizeyinde tutarli oldugu gozlenmistir.
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Tablo 5.31. Leonurus tiirlerinin morfolojik sonu¢larinin Tiirkiye Florasi [3] ile karsilastirilmast

L. cardiaca L. glaucescens L. quinquelobatus L. persicus
Morfolojik
karakterler  Bulgular Tiirkiye Bulgular Tiirkiye Bulgular Tiirkiye Bulgular Tiirkiye
Floras: Florasi Floras: Florasi

BB (cm) 44-245 - 65-120 35-75 50-181 - 50-75 -
GY Koselerde seyrek Koselerde seyrek Koselerde tiylii Koselerde tiiylii yogun tiiylii villoz  yogun  tliyli, yogun yogun

tiyla tiyld morumsu morumsu 1-1.5mm villoz, 1-2mm  puberuloz puberuloz
GY (mm) 10-77 x 20-88 orta lop 20-30x 15- 13-88x21-76 40-75x25-75 17-104x22-111 - 12-34x 16-56 16-50x 20-50

25 villoz villoz
GYS (mm)  7-49 - 15-39 25-40 9-52 - 11-55 5-15
BR (mm) 6-42 x 12-78 - 7-35x10-50 mm  alt  (35)50-65x  7-46x10-57 - 10-30x10-45 -
(1N20-40, orta
1.3-2x yanlar

BRT (mm) 1.5-5 - 1-4 - 1-3 - 2-35 -

linear, akut u¢lu linear, akut uclu linear, akut uclu linear, akut u¢lu
KA (mm) 5-8 6-7 5-9 6-9 5-9 6-9 6-8 -

5 disli 5 disli, 5 disli, puberuloz ~ 2’si geri kivrik 5 5 disli, spinoz,

dikenli, seyrek tiiyli puberuloz disli, dikenli kisa tiiyld
KT (mm) 3-5 3-4 3-6 3.5-6 3-5 4-5 4-6 -
KO (mm) 6-11, acik pembe - 7-11, 9-10.5 (-12 mm)  7-11, lila 10.5-12 9-11, kremrengi  10-12

soluk leylak, soluk leylak villoz villoz
koyu pembe villoz

ST 4, didinam 4, didinam 4, didinam 4, didinam 4, didinam 4, didinam 4, didinam 4, didinam

anter 0.8-1 mm anter 0.3-0.4 mm anter 0.8-1 mm anter 0.3-0.5mm
Gi (mm) 7-9 - 9 - 8-9 - 7-9
NU (mm) 1.5-2.5, obkonik - 1.5-3, obkonik - 2-3, obkonik - 1.5-3, obkonik

BB: Bitki boyu, GY: govde yiizeyi, GY: govde yapragi, GYS: govde yaprak sapi, BR: brakte, BRT: brakteol, KA: kaliks, KT: kaliks tiipii, Ko: korolla, ST:
stamen, GI: ginekeum, NU: nutlet
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Morfolojik karakterler degerlendirildiginde, tiirler arasi1 belirgin farkliliklar
gbzlenmesine ek olarak ayni tiiriin farkli lokalitelerden toplanmis olmasi nedeniyle, ortam
kosullarina bagl olarak ortaya ¢iktig1 bazi ayrimlar da belirlenmistir.

L. cardiaca’nin bitki boyu yapilan c¢alismada 44-245 cm iken, florada
belirtilmemis; govde yapragi 10-77 x 20-88 mm iken, flora deskripsiyonunda orta lop 20-
30 x 15-25 mm; brakte 6-42 x 12-78 mm iken, florada belirtilmemis; kaliks 5-8 mm iken
florada 6-7 mm; korolla 6-11 mm iken florada belirtilmemistir (Tablo 5.31).

Arizona’da yayilis gosteren L. cardiaca tiiriiniin 25-90 cm arasinda oldugu, kaliksin
3-4-(7) mm, korollanin 8-10 mm oldugu ve benekler tagidig1 i¢ kisminin da tiiylii oldugu
bildirilmistir [86]. Elde edilen bulgularla kiyaslandiginda, sonuglarimizdaki tiiriin
boyunun daha uzun oldugu, kaliks ve korolla Ozelliklerinin ise benzer oldugu
goriilmiistiir.

L. glaucescens’te bitki boyu yapilan ¢alismada 65-120 cm iken, florada 35-75 cm;
govde yapragr 13-88x21-76 mm mm iken, flora deskripsiyonunda 40-75 x 25-75 mm;
korolla 7-11 mm iken florada 9-10.5 (-12 mm) olarak belirtilmistir (Tablo 5.31).

L. quinquelobatus’ta bitki boyu yapilan g¢alismada 50-181 cm iken, florada
belirtilmemis; govde yapragi 17-104x22-111 mm iken, flora deskripsiyonunda
belirtilmemis; brakte 7-46x10-57 mm iken, florada belirtilmemis; korolla 7-11 mm iken
florada 10.5-12 mm olarak belirtilmistir (Tablo 5.31).

L. persicus’ta bitki boyu yapilan ¢alismada 50-75 cm iken, florada belirtilmemis;
govde yapragi 12-34x 16-56 mm iken, flora deskripsiyonunda 16-50 x 20-50 mm; brakte
10-30x10-45 mm iken, florada belirtilmemis; kaliks 4-6 mm iken, florada belirtilmemis;
korolla 9-11 mm iken, florada 10-12 mm olarak belirtilmistir (Tablo 5.31).

L. glaucescens’in Tiirkiye Florasi’na gore bitki boyunun daha uzun oldugu, diger
karakterlerin yakin degerlerde oldugu belirlenmistir (Tablo 5.31). L. glaucescens’in
bulgularda maksimum bitki boyu 120 cm olarak tespit edilmis iken, Tiirkiye Florasi’nda
75 cm olarak belirtilmistir.

Kazakistan’da yetisen L. glaucescens tiiriiniin boyunun 50-100 cm, kaliksin 7-8
mm, korollanin ise 10-12 mm oldugu bildirilmistir [84]. Bitki boyunun sonuglarimiza
benzer oldugu, kaliks ve korollanin ise daha uzun oldugu goriilmiistir.

Tiirler arasinda {ist sinir agisindan boyu en uzun olan bitki L. cardiaca olup,
Edirne’den toplanmustir. Tiirler arasinda iist sinir agisindan boyu en kisa olan bitki tiirii

ise L. persicus’tur. Genel degerlendirmede morfolojik bulgular Tirkiye Floras: ile
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ortiismektedir (Tablo 5.31). Ancak florada yer alan deskripsiyona ilave olarak; kaliks,
kaliks tiipii, korolla, brakteol gibi karakterlere ait dlgtimler de yapilmistir.

Morfolojik karakterler 6n degerlendirme igin faydalidir, ¢iinkii hizli ve basit
degerlendirmeyi kolaylastirirlar ve morfolojik olarak ayirt edilebilir bireyler arasindaki
genetik cesitliligi degerlendirmek icin genel bir yaklasim olarak kullanilabilirler. En
yaygin olarak uygulanan kiime analizi gibi ¢ok degiskenli istatistiksel yontemlerle
birlestirilmis morfolojik karakterizasyon, bir¢ok bitki i¢in bireyleri taramak agisindan
yararli araclardir. Cok degiskenli teknikler, biiyiik veri setlerini degerlendirmeye ve
birka¢ fenotipik ve genotip Ol¢limiinii daha az yorumlanabilir ve daha kolay
gorsellestirilebilir gruplara ayirmaya yardimer olabilir.

Tiirkiye’de yayilis gosteren Leonurus tiirlerinin morfolojik karakterlerine gore
akrabalik 1iligkilerini belirlemek amaciyla yapilan kiimeleme analizi sonuglar ile

dendogram ¢izilmistir (Sekil 5.99).

0 5 10 15 20 25
CARDIACA NS22 2= l . L i L
CARDIACA_NSZ24 4
CARDIACA_NS23 a—

CARDIACA_NSZ28 6
GLAUCESCENS NS19 4
GLAUCESCENS NS26 11—
-
GLAUCESCENS NS20 10—
PERSICUS NS25 12
CARDIACA_NSZT 5
QUINQUELOBATUS NS17 7 J
CARDIACA_NS21 1
QUINQUELOBATUS NS18 8 J

Sekil 5.99. Taksonlarin morfolojik ozelliklerine gore yapilan kiimeleme analizi dendogram:
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Bitkiler morfolojik karakterleri bakimindan 2 kiimede toplanmistir. Kiimeleme
dendogrami incelendiginde; L. cardiaca’nin 2, 4, 3, 6 nolu 6rnekleri, L. glaucescens’in
9, 11, 10 nolu 6rnekleri ve L. persicus’un 12 nolu 6rnegi bir grup iken, L. cardiaca’nin 5
ve 1 nolu 6rnekleri ile L. quinquelobatus’un 7 ve 8 nolu 6rnekleri bir grup olusturmustur.
L. cardiaca’nin 2, 4, 3, 6 nolu 6rnekleri ile L. glaucescens’in 9, 11, 10 nolu 6rneklerinin
birbirlerine yakin oldugu, L. persicus’un 12 nolu 6rneginin bu gruba daha sonraki
asamalarda katildigi goriilmektedir. Ayrica L. cardiaca’nin 5 nolu Ornegi ile L.
quinquelobatus’un 7 nolu Orneginin, L. cardiaca’nin 1 nolu ornegi ile de L.
quinquelobatus’un 8 nolu 6rneginin benzer oldugu ve sonraki asamalarda bu iki grubun
birlestigi  goriilmektedir  (Sekil.5.99). Morfolojik  6zelliklerine gore tiirlerin
popiilasyonlarinin dogal olarak kendi gruplar iginde kaldiklari, ayni kiimelerde yer
aldiklar1 belirlenmistir L. cardiaca’nin 1 ve 5 numarali ornekleri 2, 3, 4, 6 nolu
orneklerinden ayrilmistir. Bunun nedeni ekolojik faktorlerden kaynaklanmaktadir.
Ozellikle edafik (toprak) kosullar morfolojiyi etkileyerek, ekotiplerin olusmasina neden

olmaktadir.

Ayirma Fonksiyonian
Tarler ve Lokaliteler

u’
g

%
L}

Fonksiyon 2
¥
o
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Fonksiyon 1

Sekil 5.100. Taksonlarin morfolojik zelliklerine gore yapilan ayurma analizinin grafiksel gosterimi
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Bir diger istatiksel teknik olan diskriminant analizinde ise tiirlerin morfolojik
ozelliklerine gore yapilan ayrimda, fonksiyonlar araciligiyla gruplar arasi ayirima en fazla
etki eden ayirict degiskenler belirlenmistir. En fazla katki saglayan degiskenlerde
olabilecek farkliliklar, diger morfolojik 6zelliklerde olabilecek farkliliklara gére daha
fazla ayrima yol agacaktir. Dolayisiyla s6z konusu tiirler oncelikle bu o6zellikleri
bakimindan farklidir. Belirlenen degiskenlere gore tiirlerin siniflandirma basarist %77.2
olarak bulunmustur (Tablo 5.6).

Bu degiskenler kullanilarak yapilan istatistiksel analizlere dayali olarak ayirma
analizinin grafiksel gosteriminde tiirlerin biiyiik oranda kendi gruplar igerisinde kaldigi
belirlenmistir (Sekil 5.100). Caligmanin botanik kisminda yapilan morfolojik dlgtimleri
anlamlandirmak i¢in, iki farkli teknik ile elde edilen istatistiksel sonuclar birbirini
desteklemektedir.

5.10. Anatomik Bulgularin Degerlendirilmesi

Anatomik veriler, bitki sistematigi ¢alismalarinda taksonomik olarak bilgilendirici
olabilmektedir. Bazi Lamiaceae cinslerindeki morfolojik ve anatomik yapilar {izerine
yapilan bircok calisma, bu verilerin farkli taksonomik seviyelerde yararli oldugunu
gostermistir. Petioldeki vaskiiler demetlerin yapisinin  Lamiaceae familyasinda
taksonomik 6nemi oldugu gosterilmistir [349]. Ayrica, yiiksek bitkilerdeki yaprak enine
kesitlerinin 6zelliklerini iceren karsilagtirmali yaprak anatomisinin tiir sinirlamasinda
biiyiikk 6nem tasidigi belirtilmistir [350]. Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan anatomik
caligmalarda, farkli lokalitelerden toplanan Leonurus cinsine ait tlirlerin anatomik
ozellikleri karsilastirmali olarak incelenmistir. Taksonlarin, gévde anatomik yapisinda;
kollenkima tabakasi, endodermis tabakasi, perisikl tabakasi, tliy Ortiisiiniin bulunusu,
yogunlugu ve yapisi bakimindan bazi farkliliklar gézlemlenmistir. Yaprak anatomik

yapisinda ise; tily Ortiistinde farkliliklar tespit edilmistir.

Anatomik bulgulara gore tiim taksonlarda govde tipik dort koselidir. Biitiin tiirlerde
epiderma kalinlagmus bir kiitikula ile ortiiliidiir. Epiderma tek sirali, alt ve {ist ¢ceper yan
ceperlere gore daha kalin bir yapidadir. Ortii tiiyleri basit, 1-5 hiicreli olup, iizeri kiitikula
kabarciklidir. Govdede bulunan ortii tiyleri L. cardiaca ve L. glaucescens tiirlerinde
yalniz koselerde gozlenirken, L. quinquelobatus ve L. persicus tiirlerinde gévdenin tiim
yiizeyinde yogun olarak goriilmiistiir. L. quinquelobatus’un govde yiizeyindeki oOrtii
tilyleri 3-4 hiicreli olup, L. persicus’un gévdedeki 1-2 hiicreli ortii tiiylerinden ¢ok daha

uzundur. Ayrica L. quinquelobatus tiim tiirler arasinda ortii tiiyleri en uzun olan tiirdiir.
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Calisilan taksonlarda tespit edilen salgi tliyleri taksonlarin hepsinde seyrek olarak
bulunmaktadir. Bu tiiylerde sap kisa olup 1 hiicreli, bas 1-2 hiicrelidir. Peltat (Labiatae)
tipi salgi tiiyii taksonlarmn ¢ogunda seyrek bulunurken, L. quinquelobatus’ta diger

taksonlardan daha yogun oldugu goézlenmistir (Tablo 5.32).

Tablo 5.32. Incelenen taksonlarda gévde tiiy yapisimin karsilastirilmast

Tiir Ortii tiiyii Salg tiiyii Peltat tily

Koselerde geriye dogru egik,

L. glaucescens
) 1-2 hiicreli seyrek seyrek

Koselerde daha yogun olmak iizere gdvde

L. quinquelobatus  yiizeyi yogun seyrek yogun
3-4 hiicreli, uzun
Koselerde daha fazla olmak lizere govde ylizeyi

L. persicus ¢ok yogun seyrek seyrek
1-2 hiicreli, kisa

Yaprak dorsiventral olup, yapragin orta damar bolgesinde alt ve iist epidermanin
altinda her taksonda degisik sayilarda kollenkima tabakasi yer almaktadir. Tek sirali
palizat parenkimasi siki dizilmis, uzun silindirik sekilli ve bol kloroplastl hiicrelerden
olusmustur. Palizat parenkimasinin altinda yuvarlak ya da diizensiz sekilli 2-3 tabakadan
olusan siinger parenkimasi yer almaktadir.

Yapraktaki oOrtii tiiyleri incelenen taksonlarda genelde 1-4 hiicreli, basit tiptir. En
kisa ortii tiiyiine sahip tiir L. persicus’tur. Incelenen taksonlarda salg tiiylerinde, sap 1
hiicreli, bas 1-2 hiicreli olarak degismektedir. Tiim tiirlerde salgi tiiyleri yaprak {ist
yiiziinde seyrek olarak bulunurken, alt yiizde yaygin olarak bulunmaktadir. Peltat
(Labiatae) tipi salg tiiyleri ise, incelenen tiim taksonlarda yapragin alt yiizeyinde yogun,
iist yiizeyinde ise daha seyrektir. L. quinquelobatus ve L. persicus’ta diger tiirlere gore
yogun olarak bulunan peltat tiiyler, yaprak alt yiiziinde olduk¢a yogun olarak gézlenmistir
(Tablo 5.33).
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Tablo 5.33. Incelenen taksonlarda yaprak tiiy yapisinin karsilastirilmast

Tiiyler L. cardiaca L. glaucescens L. quinquelobatus L. persicus
Ortii tiiyii 2-3 hiicreli 1-2 hiicreli 3-4 hiicreli 1-2 hiicreli
(st yiiz/alt yiiz) seyrek/yaygin seyrek/yaygin yogun/daha yogun yogun/daha yogun
Salg tiiyii

(st yliz/alt yiiz) seyrek/yaygin seyrek/yaygin seyrek/yaygin seyrek/yaygin
Peltat tityii

(tist yiiz/alt yiiz) seyrek/yogun seyrek/yogun yogun/daha yogun yogun/daha yogun

Stomalar, incelenen taksonlarin hepsinde yapragin yalnizca alt yiiziinde
(hipostomatik) bulunmakla birlikte anomositik ve diasitik tiptedir.

Stefanova ve Koleva (2014) tarafindan, L. cardiaca bitkilerinin in vitro ortamda
kiiltiirlenen yapraklarindan alinan enine kesitlerde, yapragin dorsiventral ve hipostomatik
oldugu, stomalarin epidermanin biraz yukarisinda yer aldigi bildirilmistir [351].

Iscan ve digerleri tarafindan yapilan calismada L. cardiaca’da dorsiventral
yaprakta, yaprak {ist yliziiniin yesil ve seyrek tiiylii iken, alt yiiziin a¢ik yesil puberuloz
oldugu ve stomalarin alt yiizde bulunup, diasitik oldugu bildirilmistir [346].

L. sibiricus tiiriiniin yaprak ve gévde morfo-anatomisinin analiz edildigi caligmada
yapragin dorsiventral oldugu, epidermisin tek tabakali olup, anomositik tipte stomalarin
bulundugu ve her iki yiizde de glandiiler ve glandiiler olmayan trikomlarin bulundugu
tespit edilmistir [95]. Elde edilen bulgular bu ¢alismalarin sonuglari ile uyumludur.

Sonug olarak, incelenen taksonlarin anatomik yapilarmin birbirlerine genel olarak
benzerlik gosterdikleri goriilmiistiir. Ancak, govde anatomik yapisinda; tiiy Ortiisi,
kollenkima ve perisikl tabakasinin yapisi, floem ve ksilem tabakalarinin kalinligi, yaprak
anatomik yapisinda ise; tily ortiisli ve yogunlugu gibi yapilarda farkliliklar tespit edilmistir.

5.11. Palinolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Polen morfolojisi ¢aligsmalari, 6zellikle de elde edilen taramali elektron mikroskobu
verileri, polen morfolojisinin bitki sistematiginde familya ve cins ig¢indeki
siniflandirmalarda oldukga yararli ve dogru sonuglar ortaya ¢ikardigini gostermistir.
Bircok arastirmaci tarafindan arastirilan Lamiaceae familyasinin farkli {iyelerindeki
apertiir sayisi, sekli ve yiizey ornamentasyonlarini i¢ceren polen morfolojisi incelenmis ve

bu 6zelliklerin familya liyelerinin taksonomisinde yararli oldugu bulunmustur.
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Lamiaceae ailesinin gesitli cinslerinde polenlerin morfolojik 6zellikleri ile ilgili
birgok ¢alisma yapilmistir [26, 99, 332, 333]. Erdtman Lamioideae alt familyasinin
polenlerinin ti¢ kolpuslu (trikolpat) ve biniikleat oldugunu bildirmistir [26].

Lamioideae alt familyasi polenlerinin, polar eksenleri 15-59 um, ekvatoral
eksenleri 13-52 um arasinda olup, sekli euprolat, prolattir. Taneler inoperkiilattir ve
genellikle trikolpattir; birka¢ cins iginde tetrakolpat ve hekzapantokolpat taneler
bulunmaktadir. EKzin, ¢ogu tiirde mikroretikiilat, bazilarinda retikiilat veya foveolattir.
Ornamentasyon cogu tiirde supraretikiilat, retikulat olup, psilat, graniilat, rugulat ve
supraretikiilat-rugulat olan cinsler de bulunmaktadir [333]. Lamioideae alt familyasindaki
birgok cinsle ilgili olarak gesitli palinolojik ¢alismalar bulunsa da, Leonurus cinsinin
polen ozelliklerini ortaya koyan kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez caligmasinda SEM kullanilarak, Tiirkiye’de yayilis gdsteren 4 tiiriin polen
ozellikleri ve ornamentasyonlart ilk kez ortaya konulmustur. Polenler radyal simetrili,
isopolar, trikolpat ve eliptik olup, polen sekli prolat, ornamentasyon ise retikulattir.
Tiirkiye’de yayilis gosteren Leonurus tiirlerine ait polen o6zellikleri Tablo 5.34°te

verilmistir.

Tablo 5.34. Leonurus polenlerinin ézellikleri

Polen ozellikleri L. cardiaca L. glaucescens L. quinquelobatus L. persicus
Polar eksen (P) 23.1-34.6 um 29.4-33.0 pm 26.2-29.1 um 29.9-31.7 um
Ekvatoral eksen (E) 16.2-19.2 ym. 16.9-18.3 pm 15.5-14.6 pm 16.8-16.6 pm.
P/E oram 1.39-1.80 pm 1.73-1.80 pm 1.69-1.99 pm 1.77-1.90 pm
Polen sekli prolat prolat prolat prolat
Ornamentasyon retikulat retikulat retikulat retikulat

Erdtman, polen tanesinin boyut araligini su sekilde onermistir; polen 10 pm'nin
altinda ise ¢ok kii¢iik, 10-25 um arasinda ise kii¢iik, 25-50 um arasinda ise orta ve 50-
100 pm arasinda ise biiyiiktiir [26]. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde Leonurus
polenlerinin orta biiyiikliikte oldugu belirlenmistir.

Zhi ve digerleri tarafindan Leonurus cinsindeki 9 tiir ve 1 varyetenin polen
morfolojisi LM ve SEM ile incelenmistir. Polen tanelerinin elipsoit veya subferoit
oldugu, polenlerin trikolpat oldugu, kolpuslarin neredeyse kutuplara kadar uzandigi,
ekzin ornamentasyonunun retikulat, retikulat-mikroperforat oldugu bildirilmistir. Ayrica,
L. cardiaca’nin polen boyutlarinin 20.5-(21.6)-4.3x15.4-(18.2)-20.5 pum ve polen
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seklinin subprolat oldugu, L. glaucescens polen boyutlarinin 16.6-(17.2)-17.8x17.8-
(18.9)-20.8 um ve polen seklinin oblat spheroidal oldugu bildirilmistir [99].

Abu-Asab ve Cantino’nun Lamioideae ve Pogostemonoideae subfamilyalarinin
polenleri lizerine yaptiklar1 galismada Leonurus polenlerinin trikolpat oldugu, L. cardiaca
icin; polar eksenin 22.7 pum, ekvatoral eksenin 21.1 um, P/E oranmin 1.08 pm,
ornamentasyonun ise supraretikulat oldugu, L. sibiricus tiirii i¢in; polar eksenin 25.5 um,
ekvatoral eksenin 21.3 um, P/E oraninin 1.20 pm, ornamentasyonun ise supraretikulat
oldugu bildirilmistir [333]. Bu veriler sonuglarimizla paralellik gostermektedir.

5.12. Biyolojik Aktivite Bulgularimin Degerlendirilmesi

Literatiir bilgileri incelendiginde, siklikla L. cardiaca tiirii tizerine yapilmis aktivite
calismalarina rastlanirken, diger tiirlerle ilgili g¢aligmalarin smirli sayida oldugu
goriilmektedir. Halk arasinda cesitli ve yaygin kullanimlarinin olmasina ragmen bu
bilgiler dogrultusunda yapilan ¢alismalar oldukga sinirli sayidadir.

Tez c¢alismas1 kapsaminda, yeni potansiyel dogal antioksidan kaynaklar
olabileceklerinin diigiiniilmesi sebebiyle tez konusunu olusturan tiirlerden farkli
¢oziiclilerle hazirlanan ekstreler, toplam fenolik icerigi ve antioksidan aktiviteleri
acisindan degerlendirilmistir.

Leonurus tiirleri; fenolik bilesikler, lavandulifoliosit [173] gibi fenilpropanoit
glikozitler, klorojenik, rozmarinik, kafeik, p-kumarik, p-hidroksibenzoik, vanilik ve
ferulik asitler gibi fenolik asitler ve fenolik glikozit icermektedir [104].

Onceki calismalarda, L. cardiaca 'nin toprak iistii kisimlarinda terpen bilesikleri;
monoterpenler (iridoitler) [154], diterpenler [157], triterpenler [160], nitrojen igeren
bilesikler (leonurin, stakidrin), fenilpropanoitler (lavandulifoliosit), flavonoitler, fenolik
asitler, ugucu yaglar, steroller (B-sitosterol ve stigmasterol) ve tanenler gibi birgok bilesik
tanimlanmastir.

Fenolik maddelerin varlig1 ve miktar1 genetik ve gevre faktorleri diginda, toplama
zaman ve sekli, kurutma teknigi ve sicakligi, ekstraksiyon yontemi ve analiz metodu gibi
bir¢ok faktore bagl olarak dnemli farkliliklar gosterebilmektedir. Dogal kurutmada nem
miktarinin fazla olmasinin, toplam fenolik madde miktarinin rakamsal degerini
diistirdiigii bildirilmistir [352]. Bu ¢alismada Leonurus tiirlerinin dogal kurutma yapilarak
kullanildig1 g6z ardi edilmemelidir.

Leonurus cinsine ait tiirlerin uzun bir tibbi gelenege sahip oldugu ve fenolik

maddelerce zengin oldugu literatiir calismalarindan anlasilmaktadir. Bu yiiksek fenolik
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madde miktarinin, beraberinde yiiksek bir antioksidan etki kapasitesini getirdigi
disiiniilmektedir. Bu tez g¢alismasi ile Leonurus tiirlerinin toplam fenolik madde
miktarlar farkli lokasyonlardan toplanan ornekler kullanilarak arastirilmis ve birbiri ile
kiyaslanmistir. Toprak iistii kisimlardan hazirlanan ekstrelerin fenolik miktarlar1 Folin-
Ciocalteu testi ile, icerdikleri flavonoit yiizdeleri ise Avrupa Farmakopesi’nin dnerdigi
yontem ile belirlenmistir. Ayrica, ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH" ve ABTS™
testleri ile degerlendirilmistir.

Avrupa Farmakopesi’ne [35] gore, Leonuri cardiacae herba minimum %0.2
flavonoit icermelidir. Farmakopedeki metoda gore yapilan deneyler sonucunda, farkli
lokalitelerden toplanan L. cardiaca orneklerinden 3 tanesinde (NS21, NS22, NS27)
flavonoit miktar1 sirasiyla %0.24, %0.33 ve %0.21 olarak gozlenirken, Avrupa
Farmakopesi’nde yer almayan diger tiirlerdeki flavonoit miktarlar1 da belirlenmistir
(NS17: % 0.26, NS18: %0.15, NS19: %0.35, NS20: %0.13, NS23: %0.17, NS24: 0.14,
NS25: %0.31, NS26: 9%0.24, NS28: 9%0.11). Elde edilen veriler bu anlamda degerli olup,
L. cardiaca disindaki diger tiirlerle ilgili olarak ilk kez ortaya konmustur.

Literatiirden de anlasilacagi lizere birgok arastirmaci, total fenolikler ve antioksidan
Ozellikler arasinda giiglii bir korelasyon oldugunu bildirmistir. Folin-Ciocalteu testi
sonucunda galisma konusunu olusturan Leonurus tiirlerinin toprak {stii kisimlarindan
hazirlanan ekstrelerde gallik asite esdeger toplam fenolik madde miktarlar1 13.6 ile 170

mg GAE/g ekstre araliginda degismistir (Sekil 5.101).
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Sekil 5.101. Leonurus ekstrelerinin toplam fenol mikzar:

Grafik incelendiginde metanollii ekstrelerin, fenolik bilesikler agisindan etanolli
ekstrelere ve infiizyon 6rneklerine kiyasla daha diisiik degerlerde oldugu gozlenmektedir.

Leonurus tiirlerinden farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerde en yiiksek deger
(170 mg GAE/g ekst) NS21 kodlu etanollii ekstrede tespit edilmistir. 4 tiire ait toplam
fenolik madde miktar1 karsilastirildiginda etanol ekstraksiyonu igin siralama; L. cardiaca
(NS21)> L. persicus (NS25)> L. glaucescens (NS20)> L. quinquelobatus (NS17)
seklindedir. 4 tiiriin infiizyonlarmin i¢erdikleri fenolik madde miktari kiyaslandiginda; L.
quinqulebatus (NS18)> L. persicus (NS25)> L. glaucescens (NS20)> L. cardiaca (NS21)
seklinde siralanmaktadir (Sekil 5.101).

Leonurus tiirlerinde toplam fenol miktarlarinin belirlenmesi, bu cinse ait tiirlerin
fitokimyasal yapilarimin aydinlatilmasi agisindan onem tasimaktadir. Tez calismasi
kapsaminda, toplam fenol miktar1 bakimindan tiirler arasinda bir degerlendirme
yapilarak, yiiksek fenolik maddeye sahip tiirler belirlenmistir. Ayrica ayni tiiriin farkl
lokalitelerden toplanan orneklerinin kiyaslanmasinin yanisira, farkli ¢oziiciilerin etkileri
de karsilastirilmis ve fenolik bilesenlerin miktar1 agisindan farkliliklar gézlenmistir. Bu
sonuglar, fenolik maddelerin varligi ve miktarinin genetik ve ¢evre faktorlerinin yani sira,
toplama zamani ve sekli, kurutma teknigi ve sicakligi, ekstraksiyon yontemi ve analiz
metodu gibi bir¢ok faktdre baghi olarak ©Onemli farkliliklar gdsterebilecegini

dogrulamaktadir.
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Sekil 5.102. Leonurus ekstrelerinin DPPH" radikalini siipiirme kapasiteleri

Antioksidan etki calismasinda, ekstrelerin DPPH" radikalini siipiiriicti etkileri
degerlendirildiginde, genel olarak tiirlerin infiizyon 6rnekleri ve etanol ekstrelerinde
yakin degerler gozlenirken, fenolik bilesikler agisindan etanollii ekstrelere ve infiizyon
orneklerine kiyasla daha zayif oldugu gozlenen metanol ekstrelerinin etkilerinin de daha
diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 5.102). Infiizyon érneklerinde goriilen antioksidan etki,
tiirlerin halk arasinda ¢ay olarak kullanimini destekler niteliktedir. Elde edilen bulgular
incelendiginde, test edilen L. cardiaca 6rneklerinden NS 21E kodlu ekstrede (ICsp 0.117
mg/mL) en yiiksek etki gbzlenmis olup, diger tiirlere gore daha aktif olarak bulunmustur.
Bunu sirasiyla 1Csp 0.133 mg/mL, 1Cso 0.155 mg/mL, ICso 0.166 mg/mL, ICso 0.167
mg/mL, 1Cs00.171 mg/mL, 1Cs00.182 mg/mL, 1Cs00.189 mg/mL ve 1Cs0 0.197 mg/mL
degerleri ile L. glaucescens tiiriiniin NS 20E kodlu ekstresi, L. glaucescens tiiriiniin NS
26INF kodlu ekstresi, L. quinquelobatus tiiriiniin NS18E kodlu ekstresi, L. glaucescens
tirtiniin NS 19INF kodlu ekstresi, L. quinquelobatus tiiriiniin NS18INF kodlu ekstresi, L.
persicus tiiriiniin NS 25E kodlu ekstresi, L. glaucescens tiirtiniin NS 19E kodlu ekstresi
ve L. glaucescens tiiriiniin NS 20INF kodlu ekstresi izlemistir.

Antioksidan etki sonuglarina gore, ekstrelerin hesaplanabilir diizeyde etki
gosterdikleri ancak bu etkinin, gallik asitten (0.003 mg/mL) oldukga diisiik oldugu da
goriilmektedir (Sekil 5.102).
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Sekil 5.103. Leonurus ekstrelerinin Troloks a esdeger antioksidan kapasiteleri

L. cardiaca ekstrelerinin ABTS " radikalini stipiiriicii etkileri degerlendirildiginde,
en yiiksek TEAK degeri, NS21 kodlu etanol ekstresinde 2.73 mM olarak hesaplanmustir.
L. glaucescens tiiriinden hazirlanan ekstrelerden en yiiksek TEAK degeri ise, NS20 kodlu
etanol ekstresinde 2.53 mM olarak hesaplanmustir. L. quinquelobatus tiiriinden hazirlanan
ekstrelerde NS17 ve NS18 kodlu etanol ekstrelerinin TEAK degerlerinin birbirine yakin
oldugu, metanol ekstrelerinin ise inflizyon ve etanol ekstrelerinden daha zayif etkili
oldugu belirlenmistir. L. persicus tiiriinden hazirlanan ekstrelerde antioksidan kapasitesi
bakimindan ekstrelerin siralamasi su sekildedir: NS25E> NS25INF> NS25M.

Deney sonuglarina gore tiim tiirler arasinda en yiiksek TEAK degeri, NS21E kodlu
L. cardiaca tiiriinde (2.73 mM) belirlenmistir (Sekil 5.103). Bu o6rnekten sonraki en
yiikksek TEAK degerleri NS20E kodlu L. glaucescens (2.53 mM) ve NS25E kodlu L.
persicus (2.25 mM) tiirlerinde tespit edilmistir. Leonurus cinsine ait tim tiirlerin
ekstrelerinin bu test icerisinde kayda deger etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Ekstreler
arasinda 6zellikle etanollii ekstrelerin ve bunu takiben infiizyonlarin, metanole gore daha
etkili olduklar1 gozlemlenmistir (Sekil 5.103). Tiim tiirlerin etanol ekstrelerinin total
antioksidan kapasiteleri su sekilde siralanmistir: NS21> NS20> NS25> NS19> NS17>
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NS28> NS18> NS26> NS23> NS22> NS27> NS24. Tiirlerin infiizyon ekstrelerinin total
antioksidan kapasiteleri su sekilde siralanmistir: NS18> NS25> NS17> NS21> NS20>
NS19> NS28> NS23> NS24> NS26> NS27> NS22. Leonurus tiirlerinin metanol
ekstrelerinin total antioksidan kapasiteleri su sekilde siralanmigtir: NS19> NS21> NS20>
NS26> NS17> NS25> NS18> NS22> NS23> NS28> NS24> NS27 (Sekil 5.103).

Tez kapsaminda elde edilen bulgular ve degerlendirmeler 1518inda, DPPH" ve
ABTS* sonuglar1 g6z 6niine alinarak, 6zellikle NS21E, NS20E, NS25E, NS18E, NS19E,
NS26INF, NSI19INF, NS18INF VE NS20INF ve kodlu ekstrelerin antioksidan
kapasitelerinin diger 6rneklerden yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar Leonurus
tiirlerinin etanol ekstrelerinin EMA’da belirtilen kullanimlarini desteklemektedir. Ayrica,
inflizyon orneklerinin gosterdigi antioksidan etkisi de, bitkilerin halk arasinda ¢ay olarak
kullanimini destekler niteliktedir.

Fenolik asitler ve flavonoitler polar ¢oziiciilerde ¢6ziiniirler ve polar sistemlerde
giiclii aktivite gosterirler. Demir (II)’{i indirgeme reaksiyonu ve DPPH" radikal siipiiriicii
etki testleri polar ortamlarda yapilmaktadir. Bu nedenle de bu bilesiklerce zengin ekstreler
bu deney sistemlerinde etkili olarak bulunmuslardir.

Bulgulara gore, farkl: tiirler veya farkli lokasyonlardan toplanan ayni tiirler arasinda
antioksidan etki bakimindan goriilen bazi farkliliklarin aktif fenolik bilesiklerin farklh
iceriginden kaynaklanacagi diistiniilmiistiir.

Ayrica bu ¢alismada elde edilen veriler, calismada kullanilan taksonlarin birbirleri
ile karsilastirilmas1 bakimindan degerli oldugu gibi, cay olarak tiiketilmeleri durumunda
almman fenolik madde miktar1 hakkinda da bilgiler vermektedir. Yiiksek miktarlarda
fenolik madde igeren Leonurus tirlerinden dogal antioksidan kaynagi olarak
faydalanilabilecegi sonucuna da varilmistir. Ciinkii toplam fenolik madde miktar ile
antioksidan etki arasinda yiiksek oranda yakin bir iligki vardir [113].

Farmakolojik ¢alismalar, L. cardiaca’ nin antimikrobiyal [154]; [139] antioksidan
[104]; [117] antiinflamatuar [64]; [126], sedatif [204] ve hatta antikanser etkilere sahip
oldugunu gostermistir [148]. Ek olarak istenmeyen etkiler olarak, antitrombotik ve
antiplatelet etkileri nedeniyle kanama riskini artirma potansiyeli ve benzodiazepinlerle
iliskili oldugunda komaya neden olabilecek sinerjik sedatif etkiye sebep olabilecegi de
bildirilmistir [353]. Bunlara ek olarak, literatiirde Leonurus tiirlerinin antimikrobiyal

aktivitelerini degerlendirmek i¢in yapilmis sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
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Tez konusunu olusturan Leonurus tiirlerinden hazirlanan ekstrelerle mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak gergeklestirilen antibakteriyal aktivite deneylerinde, ekstrelerin
antibakteriyal etkisi Escherichia coli, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Salmonella
enterica subsp. enterica, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis ve
Pseudomonas aeruginosa olmak iizere 6 farkli bakteri tiirii tizerinde degerlendirilmis,
etanol ve metanol ekstrelerinin, farkli bakteri suslarina karsi, infiizyon 6rneklerinden daha
diisiik dozda etkili olduklar1 gézlenmistir. Tiim tiirlere ait Orneklerden hazirlanan
ekstrelerin, P. aeruginosa’ a kars1 zayif etkili olmasinin yani sira, ekstrelerin E. coli ve
Salmonella enterica subsp. enterica tiirlerine karst MIK degerlerinin 2 mg/mL oldugu
belirlenmistir. Ayrica NS17 kodlu (L. quinquelobatus) metanol ekstresi diger ekstrelere
gore, tiim bakteri tiirleri iizerinde daha etkili olup, MIK degerleri 1-2 mg/mL olarak
bulunmus iken, P. aeruginosa’ a karsti 4mg/mL oldugu goézlenmistir. Standart
antibakteriyal maddelerle karsilastirildiginda ekstrelerin, kullanilan patojen bakterilere
kars1 zayif inhibitor etkileri oldugu belirlenmistir.

Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak gerceklestirilen antikandidal aktivite
deneylerinde ise, Candida albicans’in iki farkli susu ile birlikte toplam 6 farkli Candida
tiirti kullanilmigtir. Bunlar; Candida albicans, C. utilis, C. tropicalis, C. parapsilosis ve
C. krusei’dir. Ekstrelerin 0.1 ile 1 mg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda
antikandidal etki gosterdikleri belirlenmis, etanol ve metanol ekstrelerinin, Candida
tiirlerine karsi, infiizyon 6rneklerinden daha diisiik dozda etkili olduklar1 gdzlenmistir.
Standart antikandidal maddelerle karsilastirildiginda ekstrelerin zayif etkili oldugu
saptanirken, C. utilis ve C. krusei tiirlerinin NS25M (L. persicus) kodlu metanol
ekstresine kars1 diger ekstrelerden daha duyarli oldugu gézlenmistir. Ayrica NS25E (L.
persicus) kodlu etanol ekstresinin de diger ekstrelere kiyasla, C. parapsilosis ve C. krusei
tiirleri iizerinde daha aktif oldugu (MIK: 0.125 mg/mL) gozlenmistir. Ek olarak, C.
albicans, C. utilis, C. tropicalis ve C. krusei suslarina karsi daha etkili olan ekstrenin L.
persicus tiiriiniin metanol ekstresi (NS25M) oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgular,
Candida tiirlerinin ekstrelere duyarliliginin bakteri tiirlerinden daha fazla oldugunu
gostermistir. Ancak veriler, ekstrelerin antimikrobiyal etkili 6zelliklere sahip bilesikler
acisindan zayif oldugunu diisiindiirmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi gibi mevcut yontemlerin hedeflenmemis
dokular iizerindeki toksik etkileri nedeniyle sinirlamalar1 vardir. Giiniimiizde kanser

gelisimini tedavi etmek veya onlemek icin bir¢ok bitki tiirii zaten kullanilmaktadir.
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Son yillarda yapilan caligmalarda, gelismekte olan iilkelerde halk arasinda
kullanilan bitkilere odaklanilmakta ve antikanser oOzellikler gosteren bitki tiirleri
tanimlanmaktadir. Bitkiye 6zgii olan, bitkinin hayatta kalmasi ve canliliginin devami igin
gerekli olan bilesikler, biiylimeyi inhibe etme ve kanserli hiicrelerin apoptozunu baslatma
yetenekleri nedeniyle arastirilmaktadir. Normal hiicreler tlizerindeki muhtemel toksik
olmayan etkileri veya diisiik toksisiteleri ve kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri
sebebiyle bitki kokenli olan ilaglar klinik denemeler i¢in talep gormektedirler. Literatiirde
bugiine kadar yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde, tibbi bitkilerden olan Leonurus
tiyelerinin de, gelecekte farkli kanser tiirleri igin bir terapotik strateji saglayabilecegi ve
arastirilmasi gereken bir grup oldugu diistiniilmektedir.

Tez kapsaminda sitotoksik aktivite tayini i¢in, A549, MCF7 ve C6 hiicre hatlari
tizerinde MTT yontemi uygulanarak, Leonurus tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin
sitotoksik etkileri degerlendirilmis ve doksorubisin referans ila¢ olarak kullanilmistir.
Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in kullanilan MTT yonteminde, hiicrelerin MTT
indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin dlgiitii olarak alinir ve analiz sonucunda elde edilen
boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile korelasyon gosterir [295].

Sitotoksik etkiler degerlendirildiginde, AS549 akciger kanser hiicrelerine karsi
ekstrelerin kiyaslanabilir etki (>1000 mg/mL) gostermedigi gozlenmistir. Yalnizca L.
persicus tiiriiniin metanol ekstresi, hazirlanan diger ekstrelere kiyasla daha diisiik
konsantrasyonda etkili iken (ICso: 601.8 mg/mL), ekstrelerin genel olarak 1000

mg/mL’nin iizerindeki konsantrasyonlarda etkili olabilecegi belirlenmistir.
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Sekil 5.104. Leonurus ekstrelerinin C6 hiicre dizilerine karsi 1Cso degerleri (mg/mL)
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Leonurus tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin C6 kanser hiicre dizisine karsi
sitotoksik etkisi MTT yontemi ile test edilmis, ICso degerleri (mg/mL) hesaplanmigtir
(Sekil 5.104). Etanol ve metanol ekstreleri C6 kanser hiicre hattina kars1 doksorubisin ile
kiyaslanabilir dlciide iyi sitotoksik etki gdstermistir. infiizyon numunelerine kars1 hiicre
hattinin duyarliliginin diistiik oldugu belirlenmistir. Ekstrelerin C6 hiicre dizisine karsi
ICs0 degerleri ile doksorubisinin 1Cso degeri karsilastirildiginda NS25M, NS17M ve
NS21M kodlu ekstrelerin ICso degerlerinin doksorubisine oranla daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Sekil 5.104). Bu ekstrelerin 1Cso degerleri NS25M ig¢in 16.4 mg/mL,
NS17M igin 21.1 mg/mL, NS21M i¢in 24.3 mg/mL olarak kaydedilirken, referans ilacin
ICso degeri doksorubisin i¢in 25.6 mg/mL olarak belirlenmistir. Ayrica doksorubisine en
yakin etkiye ICso degerleri sirasiyla 31.2 mg/mL, 31.3 mg/mL, 32.3 mg/mL ve 33.9
mg/mL olarak NS19E (L. glaucescens), NS17E (L. quinquelobatus), NS19M ve NS25E
(L. persicus) kodlu ekstrelerde ulasilmistir (Sekil 5.104).

MCFT7 hiicre dizisinin de Leonurus tiirlerinden hazirlanan ekstrelere karsi duyarl
oldugu ve ekstrelerin hiicreleri inhibe ettikleri belirlenmistir. Referans ilag olan
doksorubisinin, MCF7 kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi ICso degeri 5.70 mg/mL
olarak hesaplanmistir. En yiiksek sitotoksik etki, ICso degerleri sirasiyla 18.1 mg/mL ve
21.2 mg/mL olmak iizere L. quinquelobatus metanol (NS17M) ve L. glaucescens metanol
(NS19M) ekstrelerinde belirlenmistir. L. cardiaca metanol (NS21M), L. quinquelobatus
etanol (NS17E) ve L. glaucescens etanol (NS19E) ekstrelerinin ICso degerlerinin
birbirlerine yakin oldugu ve sitotoksik etkilerinin infiizyon orneklerinden daha ytiksek
oldugu tespit edilmistir.

Klinik c¢alisma Oncesi bu gozlemler, tiirlerin diger farmakolojik amaglarla
kullanimini da desteklemektedir. Ozellikle NS25M kodlu L. persicus ekstresinin C6
kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi, tedavide kullanilan doksorubisin ile
kiyaslanabilir diizeyde olup, etkiden sorumlu maddenin, YPSK/KS-KS analizine gore L.
persicus’ta daha fazla bulundugu belirlenen genkvanin olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Ayrica, A549 hiicre dizisinde elde edilen negatif sonucun biiyiik olasilikla, farkli kanser
hiicre hatlarinin tez konusunu olusturan Leonurus tiirleri ekstrelerindeki fenolik igerige
duyarliligindaki heterojeniteden kaynaklaniyor olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Sonuglar, fenolik bilesikler agisindan zengin L sibiricus kok ekstrelerinin, A549
hiicrelerine degil, CCRF-CEM, K-562 hiicrelerine kars1 doza bagli bir sitotoksisiteye

sahip oldugunu gosteren Sitarek ve digerlerinin sonuglariyla ve yine major bilesiklerinin
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klorojenik asit ve kafeik asit oldugu bildirilen L. sibiricus ekstrelerinin, glioma
hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini azalttigi tespit edilen bir diger ¢alisma
ile de tutarhidir [15, 146].

Literatiir, ¢esitli polifenollerin biliyiime, farklilasma ve apoptoz gibi bir dizi hiicre
fonksiyonunu etkiledigini [354] ve potansiyel kanserojenlerin metabolik aktivasyonunu
degistiren ksenobiyotik metabolize eden enzimlerle birlikte kanser hiicrelerini inhibe
edebildiklerini bildirmektedir [355]. Fenoliklerin mitoz sirasinda hiicre boliinmesini
bozarak antikanser aktivite gosterdigi, ayrica hiicresel protein seviyesini, mitotik indeksi
ve kanser hiicresi ¢ogalmasi sirasinda koloni olusumunu azalttigi da bildirilmistir [356].

5.13. YPSK/KS-KS analizine iligkin bulgularin degerlendirmesi

Leonurus cinsine ait tiirlerin kimyasal bilesenlerini ve farmakolojik mekanizmasini
ortaya ¢ikarmak igin yapilan arastirmalar esas olarak L. japonicus (Dogu Asya), L.
cardiaca (Avrupa), L. persicus (Tiirkiye, iran), L. glaucescens (Kuzeybat1 Asya) ve L.
turkestanicus (Orta ve Bat1 Asya) tizerinde odaklanmigtir. Literatiirde, Leonurus cinsine
ait tiirler i¢in fenolik bilesiklerin bilesimi ve igerigi ile ilgili olarak sinirli bilgi olmasina
karsin, terpenoit serisinin bilesikleri (izoprenoitler, diterpenler) ve iridoitlerle ilgili
calismalar agirliklidir.

L. cardiaca’dan elde edilen ekstrelerin degerli enzim inhibe edici ajan kaynaklar
olarak kabul edilebilecegi, saflastirilmis L. cardiaca ozlerinin, gida takviyelerine dahil
edildiginde, karbonhidrat bakimindan zengin bir diyetten sonra Diabetes mellitus
hastalarinda kan glukoz diizeyini yonetmek i¢in potansiyel olarak yararli olabilecegi
onceki ¢alismalarda bildirilmistir [113].

L. cardiaca toprak istii kisimlarindan hazirlanan polar ekstrelerin, kardiyak ve
jinekolojik rahatsizliklara karsi koruma saglamada 6nemli bir rol oynayan bilesikler
(alkaloit, iridoit, labdan diterpen ve feniletanoit glikozitler) igerdigi bildirilmistir.

Polonya’dan toplanan L. cardiaca'nin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan
ekstreler spektrofotometrik deneyler ve HPLC-DAD-MS analizleri ile kimyasal olarak
karakterize edilmis, fenolik asitler (klorojenik, kafeik, kafeoilmalik ve trans-ferulik
asitler), flavonoitler (rutin ve Kkersetin), feniletanoit glikozitler (verbaskozit ve
lavandulifoliosit), guanidin psddoalkaloitleri (leonurin), iridoitler (harpagit), diterpenler
(forskolin) ve triterpenler (ursolik asit) belirlenmis ve bu bilesenlerin biyoaktivitelerdeki

ana varyasyonlar1 etkiledigi bildirilmistir [113]. Bir baska ¢alismada da hem
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lavandulifoliosit hem de verbaskozitin varliginin, Leonuri cardiacae herba i¢in pozitif bir
taksonomik belirte¢ oldugu belirtilmistir [62].

Literatiir verileri ile yapilan karsilastirmada, calismamizda bulunan fenolik
bilesenlerin ve konsantrasyonlarinin uyumlu oldugu, ancak farkli ekstraksiyon
prosediirlerinden ve bitkinin degiskenlerinden (bitki kokeni, toplanma zamani, bitki
olgunlagmasi, habitat) kaynakli olarak bazi farkliliklar gosterdigi degerlendirilmistir.
Ayrica, L. cardiaca'nin ¢esitli biyolojik aktivitesinden terpenler (iridoitler, diterpenler ve
ursolik asit), alkaloitler (leonurin), hidroksisinnamik asit tiirevleri ve fenilpropanoitler
(lavandulifoliosit) grubuna ait bilesiklerin sorumlu olabilecegi; ancak diger bilesik
gruplarinin etkisinin de hari¢ tutulamayacag diisiiniilmektedir.

Bitkiler aleminde yaygin bir sekilde bulunan hidroksisinnamik asit tiirevleri,
antioksidan etkilerinden dolay1 oksidatif stresle iliskili basta kardiyovaskiiler sistem ve
kanser gibi hastaliklar {izerine etkilerinden dolayr birgok ¢alismanin konusunu
olusturmaktadir. Yapilan YPSK-KS/KS analizinde Leonurus tiirlerinin alkol
ekstrelerinde kafeik asit ve tiirevlerine rastlanmistir. Hidroksisinnamik asit tiirevlerinin
antioksidan etki gostermelerinde radikal siipiiriicii etkileri, hiicre proliferasyonunu
engelleyici etkilerinin rol oynadigi ve kanser hiicrelerinin invazyon ve metastazini
engelledigi gesitli calismalarla bildirilmistir [357-359].

Fenolik antioksidanlar grubunun biiyiikk bir bolimiinii olusturan flavonoit
tiirevlerinin, gesitli kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif etkili olduklar1 ve bazi hayvan
modelleri ile timor gelisimlerini 6nledikleri bilinmektedir [360]. Birgok g¢alismada,
genkvaninin tiimor hiicresi proliferasyonunu inhibe ederek ve antioksidan potansiyelini
artirarak timor biiylimesini baskiladigi gosterilmistir [234-236]. Ayrica farmakolojik
caligmalarda, genkvaninin antibakteriyel [237, 238], radikal siipiiriicii [240] ve
kemopreventif [241] olmak {izere ¢esitli etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Genkvanin
en yiksek olarak L. persicus’un metanol ekstresinde bulunmustur ve bu ekstre
antikandidal ve sitotoksik aktivitede en etkili ekstre olmustur. Bazi ¢alismalarda
genkvanin, Leonurus cinsinin kemotaksonomik bir belirteci olarak onerilmektedir [104,
171, 172].

Yapilan analizde Leonurus tiirlerinin alkol ekstrelerinde genkvanin, verbaskozit,
kafeik asit ve kersetin rutinozit belirlenmistir. L. cardiaca, L. japonicus ve L. sibiricus
tirlerinin mikroskobik ve fitokimyasal olarak karsilagtirildiklar1 bir c¢alismada;

verbaskozitin varliginin bitki materyalinin tanimlanmasinda ve {i¢ tiir arasindaki ayrimda
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onemli oldugu, ayrica L. cardiaca’da daha kuvvetlice bulundugu bildirilmistir [30].
Tiirlerin alkollii ekstrelerinin kromotagramlar1 degerlendirildiginde, L. cardiaca’da
verbaskozitin yiiksek miktarda bulundugu belirlenmistir.  Ayrica verbaskozitin L.
glaucescens’in alkol ekstresinde diger tiirlerden daha az bulundugu belirlenmistir.
Feniletanoit glikozidi olan verbaskozitin, tiimorlerin kimyasal olarak 6nlenmesinde etkili
oldugu [211, 212] anti-enflamatuar [213, 214] ve kardiyoprotektif etkilere sahip oldugu
[219], bunun yaninda bir¢ok deneysel c¢alismada antioksidan aktivite gosterdigi,
dogrudan antioksidatif serbest radikal temizleyici etkilere sahip oldugu bildirilmistir
[218, 220-223]. Verbaskozit yoniinden zengin bitkiler, halk arasinda inflamasyon ve
mikrobiyal enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilmakta olup, antimikrobiyal etki
gosterdigi birgok ¢alismada [230-232] da bildirilmistir.

L. quinquelobatus, L. glaucescens ve L. cardiaca’nin alkollii ekstrelerinde bulunan
bir diger feniletanoit glikozit olan lavandulifolioside, L. persicus’ta rastlanmamuistir.
Lavandulifoliositin  6nemli bir negatif kronotropizm ireterek, atrioventrikiiler
araliklarinda uzama ve kan basincinda bir diisiise neden olabilecegi bildirilmistir [113].

Ekstrelerde 10 farkli flavon glikoziti (verbaskozit, kafeoil glukozit,
luteolin/kamferol glukozit, luteolin/kamferol rutinozit, kersetin rutinozit, Kkersetin
diglukozit, kersetin glukozit, kersetin asetilglukozit, apigenin rutinozit, apigenin
glukozit) belirlenebilmistir. Ek olarak ekstrelerin YPSK-KS/KS analizlerinde,
protokatesik asit, prokatesik aldehit, protokatesik asit heksozit, loganik asit, glukarik asit,
rozmarinik asit, kersetin heksozit, sakkarik asit tespit edilmistir.

YPSK-KS/KS analizinde elde edilen veriler degerlendirildiginde, L. persicus
tirlinlin metanol ekstresinde yiiksek miktarda bulunan genkvaninin, antikandidal ve
antikanser etkinden sorumlu madde olabilecegi diisiiniilmektedir. Ekstrelerin kimyasal
bilesimindeki farkliliklarin biyoaktivitelerini etkiledigi sonucuna varilmistir. Leonurus
tiirlerinin toprak iistli kisimlarinin in vitro biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi ve etkiden
sorumlu olabilecek bilesikler hakkinda fikir sahibi olunmasi, gelecekte yapilacak
aragtirmalara kaynak teskil edecektir. Tiirkiye’de yetisen Leonurus tiirlerinden hazirlanan
ekstratlarin  farkli kanser tiirlerine kars1 potansiyel bir terapdtik ajan olarak
kullanilabilmesinin degerlendirilmesi igin daha fazla in vitro ve in vivo galismaya ihtiyag

oldugu diisliniilmektedir.
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5.14. Molekiiler Bulgularin Degerlendirilmesi

Bitki tiirlerinin morfolojik karakterlere dayanilarak yapilan taksonomik
siiflandirmasi, bitkinin yasina, fizyolojik durumuna ve ¢evresel faktorlere bagl olarak
degisiklik gostermekte ve baz1 durumlarda yetersiz kalmaktadir. Ozellikle farkl1 ekolojik
sartlarda yetisen ayni tiire ait farkli popiilasyonlardaki morfolojik farkliliklar ve ekotipler
taksonomik problemlere neden olabilmektedir. Molekiiler ¢alismalar, bu tiir taksonomik
problemlerin ¢6ziimiinde dnemli katkilar saglamaktadir. Gelistirilen molekiiler genetik
markirlar bitkilerdeki genetik c¢esitliliginin ortaya konmasinda, bitki tiirleri arasindaki
taksonomik ve filogenetik iligkilerin dogru bir sekilde belirlenmesinde basariyla

kullanilmaktadir.

DNA dizi analizi ¢alismalari, son yillarda bitki siniflandirmasinda yogun olarak
kullanilmaktadir. Angiospermlerin son siniflandirma sistemi APG4 (Angiosperm
Phylogeny Group) ¢ogunlukla molekiiler tabanli bir bitki taksonomisi sistemidir [361].
Ozellikle ITS bolgesi son zamanlarda en ¢ok calisilan bolgelerden biri olmustur. Bu
caligmaya konu olan Leonurus cinsinde yer alan tiirlerin ve populasyonlarin morfolojik
ve kimyasal 6zelliklere dayanilarak ayrilmasi bazen zor olmaktadir. Ciinkii bu 6zellikler
cevresel faktorlerden etkilenebilmektedir. Boyle bir durumda DNA seviyesindeki

caligmalar daha anlamli olabilecektir.

Bu olgudan hareketle, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Leonurus tiirlerinin genetik
akrabaligi sekans analizleri ile ilk kez bu ¢alisma ile arastirilmistir. Tez konusunu
olusturan Leonurus tiirlerinin molekiiler 6zellikleri ile ilgili olarak literatiirde oldukca
sinirli sayida calismaya rastlanmasi, bu kisma ait elde edilen verilerin 6nemini

arttirmaktadir.

Bu calismada Tirkiye’de yayilis gdsteren Leonurus cinsine ait tiirlerde genetik
yakinligin belirlenmesinde molekiiler teknikler kullanarak, taksonlar arasindaki iligkiler
belirlenmistir. Leonurus cinsine ait taksonlarin ITS bolgelerinin DNA baz siralart elde
edilmis ve DNA dizilerine dayali olarak filogenetik benzerlik durumlar ilk kez ortaya
konmustur.

Filogenetik analiz, bazen uzmanlik ve yillar gerektiren karmasik bir siire¢ olarak
kabul edilse de aslinda, hizli ve etkili bir sekilde uygulanabilen bir siirectir. Filogenetik
agac, taksonlar (veya diziler) ve varsayimsal ortak atalar1 arasindaki iliskilerin bir

tahminidir. DNA veya protein dizileri gibi molekiiler verilerden yapilmis olan molekiiler
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filogenetik agacin amaci, bu dizilerle temsil edilen tiirler arasindaki iliskileri tahmin

etmektir.

Bu calismada, tiim tiirlere ait sekanslara homolog sekanslar1 tanimlamak igin,
tiirlerin sekanslar1 bir sorgu olarak kullanilip, Gen Bankasi’na daha 6nceden girisi yapilan
verilerle karsilagtirmalar yapilmistir. Elde edilen dizilerin gen bankasindaki en yakin
temsilcileri Tablo 5.25-29°da verilmistir. Leonurus cinsinin DNA dizileri ile Gen Bankasi
sekans verileri karsilastirilarak, Neighbor Joining metodu ile olusturulan filogenetik agag
incelendiginde; tiirlerin en yakin olduklari cinsler gortilmektedir (Sekil 5.107-111).

Ek olarak sekanslanan diziler Mega X programinda hizalanarak, dizilerle
filogenetik aga¢ olusturulmus ve sonuglar degerlendirilmistir.

Leonurus cinsi lyeleri ile ilgili olarak Mega X programinda yapilan filogenetik
analizlerde degerlendirme yapilirken, Gen Bankasi’'nda yer alan dinyadaki diger
Leonurus tiirlerine ait ITS baz dizileri (sekans) alinmis ve olusturulan agagta dis grup
olarak oncelikle Lamicaeae familyasina taksonomik agidan en yakin familya olarak
bilinen Verbenaceae familyasindan Verbena officinalis L. tiirii segilmistir (Sekil 5.105).
Filogenetik agacta V. officinalis taksonlardan bariz sekilde ayrilmistir. Analiz sonuglari
degerlendirildiginde, L. cardiaca tiirii i¢in daha Once girilmis Gen Bankasi sekans
sonuglart ile verilerin uyumlu oldugu gozlenmektedir. Arazi ¢alismalarinda diger L.
cardiaca popiilasyonlarindan morfolojik olarak farkli goriilen Kocaeli popiilasyonunun
genetik olarak da farklilastigi filogenetik agacta goriilmektedir. Bunun yaninda
tilkemizde yetisen tiirlerin Diinya’daki tiirlerden belirgin bir sekilde ayr1 gruplarda yer
almalar1 cografik bir farklilagmanin da gostergesidir.

Diger bir degerlendirmede, Tiirkiye Florasi’nda Leonurus cinsine yakin cins olan
Galeopsis’in bir iiyesi olarak Galeopsis bifida Boenn. segilmistir (Sekil 5.106). Dis grup
olarak G. bifida segilerek olusturulan filogenetik agagta daha once girilen Gen Bankasi
sekans verilerine gore; G. bifida ile L. cardiaca’nin yakin oldugu, tarafimizdan toplanan
L. cardiaca’nin da onlara benzer oldugu goézlenmektedir. L. quinquelobatus ve L.
persicus tiirlerinin yakin oldugu, bunlarin L. cardiaca’nin i¢inde bulundugu gruba yakin
oldugu goriilmektedir. L. glaucescens’in, bu gruplara uzak olarak yer almasinin, ITS2-
ITSS primerleri ile ¢alisiimasindan oldugu diistiniilmektedir.

Polonya’da, L. cardiaca ve L. quinquelobatus tiirlerinin genetik polimorfizmlerini
ve aralarindaki iligkileri belirlemek i¢in, niiklear, mitokondriyal ve kloroplast genomlari

RAPD ve PCR-RFLP belirte¢leri kullanilarak analiz edilmistir. 39 RAPD primeri, 128'i
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polimorfik olan ve iki form arasinda neredeyse esit olarak dagitilmig toplam 234 niiklear
DNA fragman iiretilmistir. Karsilastirtlan RAPD profil giftlerinin %87'sinin birbirinden
farkli oldugu bulunmustur [33]. Elde edilen sonuglar, bu formlarin L. cardiaca ve L.
quinguelobatus olmak {izere ayri tiirler olarak taninmasini hakli ¢ikarmaktadir. Calisma

sonuglari, verilerimizle uyumludur.
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Sekil 5.105. Taksonlarin ITS baz dizilimlerine gére olusturulan filogenetik agag (dis grup Verbena officinalis)
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Sekil 5.108. L. quinquelobatus 'un ITS baz dizilimlerine gére (ITS1-1TS4) olusturulan filogenetik agag
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Sekil 5.109. L. glaucescens’in ITS baz dizilimlerine gore (ITS2-ITS5) olusturulan filogenetik agag
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Marrubium globosim

L Marrubium cuneatim
Sekil 5.111. L. cardiaca 'nin (NS24) ITS baz dizilimlerine gore (ITS1-1TS4) olusturulan filogenetik agag
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Gen Bankasi’ndaki dizilerle, tarafimizdan toplanan tiirlerin elde edilen dizilerinin
(ITS1) karsilastirilmast ile yakin cinsleri belirlemeye yonelik olarak olusturulan
filogenetik agaclar degerlendirildiginde, L. cardiaca’nin (NS21), L. turkestanicus ve L.
glaucescens ile ayni grupta yer aldigi ve benzer oldugu gozlenmektedir (Sekil 5.107).

L. quinquelobatus’un L. turkestanicus ve L. glaucescens ile ayni grupta yer aldigi
ve benzer oldugu gozlenirken, Tiirkiye’de yayilis gostermeyen diger Leonurus tiirlerinin
ayri1 bir grup olusturdugu belirlenmistir (Sekil 5.108).

L. glaucescens’in L. turkestanicus ve L. cardiaca ve daha 6nce veri girisi yapilan
L. glaucescens ile ayni grupta yer aldig1 ve benzer oldugu gozlenirken, Tiirkiye’de yayilis
gostermeyen L. japonicus ve L. pseudomacranthus Kitagawa, Bot. Mag.’un ayr1 bir grup
olusturdugu gézlenmektedir (Sekil 5.109).

L. persicus’un DNA dizileri karsilastirildiginda, L. turkestanicus ve L. glaucescens
ile ayn1 grupta yer aldig1 ve benzer oldugu gozlenirken, Tiirkiye’de yayilis gostermeyen
L. japonicus ve L. chaituroides C.Y. Wu & H.W. Li’nin ayr1 bir grup olusturdugu
belirlenmistir (Sekil 5.110).

Bir diger lokaliteden toplanan L. cardiaca’nin (NS24) ise L. glaucescens ve L.
turkestanicus ile ayn1 grupta yer aldigi ve benzer oldugu gozlenirken, Tiirkiye’de yayilis
gostermeyen Leonurus tiirlerinin ayr1 bir grup, L. chaituroides’in ayr1 bir grup
olusturdugu gézlenmistir (Sekil 5.111).

Bu tez ¢alismasi ile, Tirkiye’de yetisen Leonurus tiirlerine ait DNA dizilerinin
belirlenmesi, Gen Bankasi verileri ile yapilan karsilastirmalar ile tiirler arasindaki
benzerligin degerlendirilmesi ve yakin olabilecek cinslerin ve benzerlik oranlarinin
belirlenmesi gibi bilgilerin literatiire ilk kez sunulmasinin 6nemli bir katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Eski ve geleneksel tibbi kullanimi oldugu bilinen ve birgok farmakopede kayith
olan Leonurus cinsi ile ilgili kaynak taramalarinda tilkemizde yayilis gosteren tiirlerle
ilgili detayli bir ¢alismaya rastlanmamugtir.

Bu doktora tez calismasinda, Tirkiye’de yayilis gdsteren Leonurus tiirlerinin,
morfolojik, anatomik karakterleri ve polen yiizey ornamentasyonlarina ait dzellikler ilk
kez tanimlanmistir. Morfolojik sonuglar Tiirkiye Florast sonuglari ile uyumlu olup,
florada belirtilmeyen karakterlere ait Olclimlerle deskripsiyon genisletilmistir.
Deskripsiyonda ayirt edici karakteler belirlenmis ve iki farkli teknikle istatistiksel olarak
degerlendirmeler yapilip, ¢izilen dendogramda tiirlerin morfolojik olarak farkliliklar1 ve
benzerlikleri ortaya konmustur. Polen 6zellikleri SEM kullanilarak belirlenmistir ve
polenler radyal simetrili, isopolar, trikolpat ve eliptik olup, polen sekli prolat,
ornamentasyon ise retikulattir. Calismanin bu kisminda Leonurus tiirleri arasindaki
makro, mikro morfolojik, anatomik, palinolojik benzerlik ve farkliliklar ortaya konmus
olup, cins iizerinde yapilacak olan taksonomik degerlendirmelere katki saglamaya ve
daha sonraki arastirmalara kaynak olusturulmaya calisilmigtir.

Ulkemizde yayilis gdsteren 4 tiir, 12 farkli lokaliteden toplanmis ve toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan ekstreler, antioksidan aktivite, toplam fenol miktari,
antimikrobiyal aktivite ve sitotoksik etki agisindan degerlendirilmistir. Leonurus
tirlerinin toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit esdegeri cinsinden belirlenmis,
tiirlere ait toplam fenolik madde miktarlar1 13.6-170 mg GAE/g araliginda degismistir.
En yiiksek degerin (170 mg GAE/g) tespit edildigi Bursa’dan toplanan NS21 kodlu L.
cardiaca taksonunda, DPPH" ve ABTS"* yontemleri ile yapilan degerlendirmelerde de,
antioksidan etkinin en yiiksek oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar, pek ¢ok
calismada da belirtildigi gibi, toplam fenol miktar: ile antioksidan aktivite arasinda bir
korelasyon oldugunu dogrulamistir. Avrupa Farmakopesi'ne gore yapilan ITK analizinde
iridoitlerin varligr ve yakin lokalitelerden toplanan tiirlerin kimyasal igeriginin benzer
olabilecegi belirlenmistir. Ayrica Avrupa Farmakopesi’ne gore, [35] Leonuri cardiacae
herba minimum %0.2 flavonoit igermelidir. Farmakopede 6nerilen metoda gore yapilan
deney sonucunda, farkli lokalitelerden toplanan L. cardiaca o6rneklerinden 3 tanesinde
(NS21, NS22, NS27) flavonoit miktar1 sirasiyla %0.24, %0.33 ve %0.21 olarak

gozlenirken, Avrupa Farmakopesi’nde yer almayan diger tiirler de flavonoit miktarlari
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tespit edilmistir. Elde edilen veriler bu anlamda degerli olup, Avrupa Farmakopesi’nde
yer almayan diger tiirlerle ilgili olarak ilk kez ortaya konmustur.

Tez kapsaminda elde edilen antioksidan etki bulgularmin degerlendirilmesi
1s18inda, DPPH" ve ABTS™" sonuglar1 g6z oniine alinarak, ozellikle NS21E, NS25E,
NS18E, NS19E, NS18INF, NS20INF, NS21INF VE NS25INF kodlu ekstrelerin
gosterdigi antioksidan etkinin diger oOrneklerden yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar Leonurus tiirlerinin etanol ekstrelerinin EMA’da rapor edilen kullanimlarini
desteklemektedir. Ayrica, genel olarak tiirlerin etanol ekstreleri ile yakin degerler
gosteren ve metanol ekstrelerinden daha fazla miktarda toplam fenol miktari tespit edilen
inflizyon orneklerinde goriilen etki de, tiirlerin halk arasinda ¢ay olarak kullanimini
destekler niteliktedir.

Sonug¢ olarak, tiirlerin kimyasal bilesimindeki farkliliklarin biyoaktivitelerini
etkiledigi, Leonurus tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin, 6nemli antioksidan 6zelliklere
sahip fitokimyasallar icerdigi sdylenebilir. Sonuglar bu bitkisel hammaddelerden iiretilen
preparatlarin oksidatif stresin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde etkili Onleyici
araglar ve degerli ek ilaglar olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Toprak istli kisimlardan hazirlanan ekstrelerin antimikrobiyal etkileri 12 patojen
mikroorganizmaya karst denenmis ve standart antibakteriyel —maddelerle
karsilastirildiginda tiim ekstrelerin zayif etkili olduklar1 saptanmigtir. NS17 kodlu (L.
quinquelobatus) metanol ekstresi diger ekstrelere gore, tiim bakteri tiirleri iizerinde daha
etkili olup, MIK degerleri 1-2 mg/mL olarak bulunmus iken, P. aeruginosa’a karsi
4mg/mL oldugu goézlenmistir. Ayrica, ekstrelerin 0.1 ile 1 mg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlarda antikandidal etki gosterdikleri belirlenmis, etanol ve metanol
ekstrelerinin, Candida tiirlerine karsi, inflizyon oOrneklerinden daha etkili olduklar
gozlenmistir. Standart antikandidal maddelerle karsilastirildiginda tiim ekstrelerin zayif
etkili oldugu saptanirken, C. utilis ve C. krusei tiirlerinin NS25M (L. persicus) kodlu
metanol ekstresine karsi diger ekstrelerden daha duyarli oldugu gozlenmistir. Ayrica
NS25E (L. persicus) kodlu etanol ekstresinin de diger ekstrelere kiyasla, C. parapsilosis
ve C. krusei tiirleri iizerinde daha aktif oldugu (MIK: 0.125mg/mL) gozlenmistir. Bu
sonuclar ekstrelerin antimikrobiyal etkili 6zelliklere sahip bilesikler agisindan zayif
oldugunu diisiindiirmektedir.

Tiirlerden farkli c¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin  sitotoksik etkilerinin

degerlendirilmesi i¢cin A549, MCF7 ve C6 hiicre hatlarinda MTT testi uygulanmistir. Elde
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edilen ekstrelerin antikanser etkinliklerinin kiyaslanabilmesi amaci ile gliniimiizde kanser
tedavisinde rutin olarak kullanilan genis antitlimér spektrumuna sahip, kinin igeren bir
antitimoOr antibiyotik olan doksorubisin kullanilmigtir. Toprak istii kisimlardan
hazirlanan ekstreler doksorubusin ile kiyaslandiginda, A549 hiicre hatt1 tizerinde zay1f
etkili oldugu, ancak MCF7 ve 6zellikle C6 hiicre hatti iizerinde oldukga etkili olduklari
MTT testi ile ortaya konmustur. L. persicus tiiriiniin metanol ekstresinin antikandidal ve
antikanser etki bakimindan en etkili ekstre oldugu belirlenmistir. Bulgular
degerlendirildiginde, ekstrelerin kimyasal bilesimindeki farkliliklarin sitotoksititelerini
etkiledigi sonucuna varilmistir. Leonurus cinsine ait tiirlerde bu tiir etkilerin belirlenmesi
dikkat ¢ekicidir ve bu cinse ait tiirlerin detayli olarak incelenmesi agisindan 6nem
tasimaktadir.

Elde edilen biyolojik etkilerin degerlendirilmesi ag¢isindan, her bir ekstrenin
kimyasal bilesimleri YPSK-KS/KS ile analiz edilmis, ana bilesenler (genkvanin,
verbaskozit) belirlenmistir. Genkvanin Leonurus cinsinin kemotaksonomik bir belirteci
olarak onerilmektedir [104, 171, 172].

Leonurus tiirlerinin alkol ekstrelerinde genkvanin, verbaskozit, kafeik asit ve
kersetin rutinozite rastlanmistir. Ayrica ekstrelerde 10 farkli flavon glikoziti (verbaskozit,
kafeoil glukozit, luteolin/kamferol glukozit, luteolin/kamferol rutinozit, kersetin
rutinozit, kersetin diglukozit, kersetin glukozit, kersetin asetilglukozit, apigenin rutinozit,
apigenin glukozit) belirlenebilmistir. Ek olarak ekstrelerin YPSK-KS/KS analizlerinde,
protokatesik asit, prokatesik aldehit, protokatesik asit heksozit, loganik asit, glukarik asit,
rozmarinik asit, kersetin heksozit, sakkarik asit tespit edilmistir.

YPSK/KS-KS analizinde elde edilen veriler degerlendirildiginde, L. persicus
tiirliniin metanol ekstresinde yiiksek miktarda bulunan genkvaninin, antikandidal ve
antikanser etkinden sorumlu madde olabilecegi disiiniilmektedir. L.cardiaca’da
verbaskozitin fazla miktarda bulunmasi da, 6nceki ¢alisma sonuglari ile uyumludur.

Ek olarak, tez konusunu olusturan tiirlerin, DNA dizi analizleri i¢in niiklear
ribozomal DNA (5.8 S) ITS primerleri kullanilmistir. Bu gen bdlgeleri sekanslanarak,
Gen Bankast verileri ile yapilan karsilastirmalar ile tiirler arasindaki iligkiler
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore ITS primerleri ile tiirler diizeyinde basarili bir
ayirim yapilmistir. Leonurus cinsine yakin olabilecek cinsler ve benzerlik oranlar1 da

belirlenmis ve bu bilgiler literatiire ilk kez sunulmustur. Ayrica Tiirkiye’de yetisen
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Leonurus tiirlerine ait DNA dizilerinin Gen Bankasi’na ilk kez girisi de tarafimizdan
gergeklestirilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglarin, Leonurus cinsine ait taksonomik ve
sistematik acidan Onemli oldugu ve sonraki c¢alismalara katkis1i olabilecegi
distiniilmektedir.

Leonurus tiirlerinin belirgin biyoaktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Buna
karsin Leonurus tiirlerinin farmakolojik aktivitesi hakkindaki veri miktari, etkilerini tam
olarak belirlemek ve bitkinin geleneksel kullanimini hakli ¢gikarmak i¢in hala yetersizdir.
Kontrolli klinik ¢alismalarda hammaddenin insan viicudu {zerindeki etkisinin
arastiritlmasi 6zellikle 6nemlidir.

Sonug olarak Leonurus tiirlerinin, ilag, ekstre ve buna dayali gida takviyeleri olarak,
yararli olabilecegi diisiiniilse de tiirlerin 6zgilinliigiinii ve kalitesini degerlendirmek, yan
etkileri ve etkinlikleri gibi farkli yonlere yonelik olmak iizere, bitkinin ve bilesenlerinin
farmakodinamiklerini ve giivenliklerini incelemek i¢in ¢ok sayida calismaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Bu calismanin devami olarak nitelendirilebilecek ileriki calismalarda tiirlerin

bilesimlerinin daha detayli ¢alismalarla aydinlatilmasi planlanmaktadir.
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EKLER
Shimadzu 10AVP Sistemi ile Yapilan HPLC-DAD Kromatogramlari

Ekstrelerin genel profilini gosteren kromotogramlara bu kisimda yer verilmistir.
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EK 11. NS20 (L. glaucescens) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 12. NS20 (L. glaucescens) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 13. NS26 (L. glaucescens) etanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 14. NS26 (L. glaucescens) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 15. NS26 (L. glaucescens) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 16. NS21 (L. cardiaca) etanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 17. NS21 (L. cardiaca) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 18. NS21 (L. cardiaca) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 19. NS22 (L. cardiaca) etanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 20. NS22 (L. cardiaca) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 21. NS22 (L. cardiaca) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 22. NS§23 (L. cardiaca) etanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 23. NS23 (L. cardiaca) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 24. NS23 (L. cardiaca) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 25. N§24 (L. cardiaca) etanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 26. NS24 (L. cardiaca) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 27. N§24 (L. cardiaca) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 28. NS27 (L. cardiaca) etanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 29. NS27 (L. cardiaca) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 30. NS27 (L. cardiaca) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 31. NS28 (L. cardiaca) etanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 32. NS28 (L. cardiaca) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 33. NS28 (L. cardiaca) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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EK 34. NS25 (L. persicus) etanol ekstresinin PDA Kromatogramai (280 nm)
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EK 35. N§25 (L. persicus) metanol ekstresinin PDA Kromatogrami (280 nm)



400
300-
200-

100~

! ]
nt. _/II DA%

|

PDA Multi 1

1

10

EK 36. NS25 (L. persicus) infiizyon PDA Kromatogrami (280 nm)
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