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OZET

Marrubium vulgare L.’nin Farmakognozik Incelenmesi

Serhan Seha KOC

Farmakognozi Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019

Danisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Lamiaceae familyasi lilkemizde genis yayilis gostermektedir. Marrubium vulgare
L. bozotu olarak halk arasinda taninmakta ve farkli sekillerde kullanilmaktadir. Son
yillarda M. vulgare preparatlarina diinya ¢apinda ilginin artmasindan dolayi, iilkemizdeki
hammadde potansiyelini degerlendirmek iizere, standart bitkisel drog materyali de
kullanarak, kiiltir ve ticari formlarmin Avrupa Farmakopesi’ne uygunluk testleri
makroskobik ve mikroskobik olarak yapildiktan sonra fitokimyasal ve biyolojik
incelemeler de gerceklestirilmistir. Bu amagla ince tabaka kromatografisi, gaz
kromatografisi- kiitle spektroskopisi, yiiksek basingli s1vi kromatografisi gibi genel kalite
kontrol yontemlerinin yaninda ayni bitkisel ekstre preparatlarinin in vitro olarak genel
antimikrobiyal ve antioksidan potansiyelleri de standartlarla karsilagtirmali olarak
incelenmistir. Sonug olarak hem fitokimsayasal hem de biyolojik aktivite agisindan M.

vulgare preparatlariin daha detayl olarak incelenmesi geregi ortaya ¢ikmistir.

Anahtar Sézciikler: Marrubium vulgare, Farmakope analizleri, Biyolojik aktivite, ITK,

GK/KS, YBSK.
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ABSTRACT

Pharmacognostical evaluation of Marrubium vulgare L.

Serhan Seha KOC

Department of Pharmacognosy

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2019

Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Marrubium vulgare L., white horehound, or bozotu in Turkish is a perennial
medicinal plant of the Lamiaceae family, which is used in folk medicine. The worldwide
interest to M. vulgare preparations in recent years, urjed the need to evaluate the potential
of plant raw materials originated from Turkey. To compare the Pharmacopoeia quality of
culture and commercial plant materials, standard herbal drug was used for the
experiments. Initially, macroscopic and microscopic evaluation was followed by
phytochemical and biological evaluations. Analtyical techniques such as thin layer
chromatography, gas chromatography-mass spectroscopy, high pressure liquid
chromatography as well as biological evaluations such as in vitro antimicrobial and
antioxidant assays were comparatively conducted. As an overall result, more detailed
phytochemical and bioactivity elaborations of M. vulgare preparations from Turkish

orjigin need to be performed to meet the Pharmacopoial standarts.

Keywords: Marrubium vulgare, Pharmacopoeia Analyses, Biological Activity, TLC,

GC/MS, HPLC.
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1. GIRIS VE AMAC

Insanoglu gegmisten beri cesitli hastaliklarin tedavisi, dnlenmesi ve semptomlariin
hafifletilmesi amaciyla halk hekimliginde bitkilerden yararlanmistir. ilerleyen teknoloji
ve yapilan bilimsel aragtirmalarin 1s181inda sentetik ilaglar iiretilmis ve bitkisel kaynakl
ilaglarin kullanim1 giderek azalmistir. Ancak son zamanlarda diinya genelinde insanlarda
baslayan dogala doniis egilimi, gida ve kozmetik alaninda oldugu gibi ilag ve takviyelerde
kendini gdstermektedir. Bazi bitkisel kaynakli preparatlar, uzun yillar boyunca
kullanilarak etkileri deneyimlenmis ve geleneksel kullanima tabi olmustur. Bitkilerin
deneyimlenen bu etkileri literatiir verileriyle birlikte dogrulandiktan sonra, ¢esitli islemler
sonucunda geleneksel bitkisel tibbi {iriinler elde edilmektedir. Genis florasiyla birlikte
cok sayida tiire ev sahipligi yapan lilkemizde de bu baglamda biiyiik bir potansiyel
bulunmaktadir.

Lamiaceae familyasindan ¢ok yillik bir bitki olan Marrubium vulgare L.; Avrupa,
Asya ve Kuzey Afrika basta olmak iizere diinya geneline yayilmistir. Tiirkiye’de
“bozotu”, “boz ot” ve “karaderme” adiyla bilinen bitkinin kullanim1 ¢ok eski zamanlara
dayanmaktadir. M. vulgare’nin halk hekimliginde oral yolla akut ve kronik bronsit,
bogmaca, astim, tiiberkiiloz, pulmoner mukoza iltihabi, solunum sistemi enfeksiyonlari,
diyare, sarilik, halsizlik, agrili menstriiasyon gibi sikayetlerde ve yiiksek dozda laksatif
olarak; haricen ise deri hasari, {ilseri ve yaralanmalarinda ve agiz ve bogaz
enfeksiyonlarinda da gargara seklinde kullanildigi belirtilmistir [1]. Farmakope ve
monograflarda ise akut bronsit, kuru 6ksiiriik ve soguk alginlig1 ile istah kayb1 ve dispepsi
sikayetlerinde kullanildig1  bildirilmistir [2]. Literatiir incelendiginde bitkisel
preparasyonlar antibakteriyel, antioksidan, hipertansif, analjezik, antiinflamatuar,
hipoglisemik, vazodilator, antidiyabetik ve yara iyilestirici vb. ozellikler gosterdigi
goriilmektedir [3-12].

Literatiirlerde M. vulgare’nin Avrupa disinda da geleneksel olarak kullanildig:
goriilmektedir. Ornegin Pakistan’da dksiiriik, mukoz membran iltihabu, histeri, romatizma
gibi rahatsizliklarda ve emetik olarak kullanildigi bildirilmistir [13]. Brezilya’da
geleneksel kullanimda tedavi amaciyla enflamasyonda, gastrointestinal sikayetlerde ve
solunum sistemi rahatsizliklarinda kullanildig1 kayitlarda mevcuttur [4, 14, 15]. Tunus’ta
halk hekimliginde M. wvulgare hipotansif, hipoglisemik ve kardiyotonik amagh

kullanilmistir [7]. Ayrica M. vulgare’nin ilag dis1 kullanimi da mevcuttur. M. vulgare



ekstreleri ayni1 zamanda iceceklerde (bira yapiminda serbet¢i otu yerine) ve sekerlerde
aroma verici olarak kullanilmaktadir [16, 17].

Diinyada bitkisel iirtin kullanimina y6n veren en biiyiik pazarlardan biri olan
Amerika Birlesik Devletleri’nde yer alan American Botanical Council’e ait HerbalGram
isimli dergisinde M. vulgare, 2013-2017 yillar1 arasinda ardasik olarak 5 yil en ¢ok satilan
/ kullanilan bitkisel iiriin olarak kayitlara gecmistir.

Bu tez ¢alismasi ile, Anadolu’da yetisebilen ve iilkemizde unutulmaya yliz tutmus
bu bitkinin, temin edilen ii¢ farkli 6rneginin, standardize bitkisel iirlinlerin tiretilmesinde
hammadde olarak kullanilip kullanilamayacagi konusunda fikir elde edilmesi
amaglanmistir. Bu baglamda etkileri giivenilir literatiir verileriyle kanitlanmis ve uzun
yillardir kullanilarak geleneksel kullanim kategorisine girmis M. vulgare bitkisi hakkinda
farmakognozik bir inceleme yapilmistir. Almanya’dan saglanan Avrupa Farmakopesi’ne
uygun oldugu belirtilen bitkisel drog ile yurticinden temin edilen kiiltiir 6rnegi ve ticari
olarak tedarik edilen bitki numunelerinin bitki 6rnekleri makroskobik ve mikroskobik
olarak, ayrica farkli ekstrelerinin fitokimyasi1 kromatospektral analizler ile incelenmis,
ayrica ekstrelerin in vitro biyolojik aktivite caligmalar1 karsilastirmali olarak

gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Familya ve Cins Ozellikleri

2.1.1. Lamiaceae familyasinin genel ozellikleri

Otsu ve cali formunda, govdesi salgi tiiylii, aromatik kokulu, cogunlukla dort
koselidir. Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pinnat, daima dekussattir. Cigek durumu, iist
yapraklar ve braktelerin koltuklarindan panikula seklinde meydana gelmekte ve
genellikle gittikge daralan halkalar (vertisillat) olusturmaktadir. Bunun disinda diger
ciceklenme sekilleri; spika (basak), kapitula (bas) veya rasemoz (salkim) bi¢iminde olup
cigekler ya hermafrodit ya da ginodioiktir. Brakteler belirgin sekilde yapraklardan farkli
ya da cigeklenme doneminde iken yapraklara benzer goriiniirler. Brakteol familya
tiyelerinin bir kisminda bulunup bir kisminda bulunmayabilir. Kaliks genellikle ii¢ disli
bazen iist dudak ve iki disli alt dudak ile beg loplu, 5-20 damarli, aktinomorf simetrilidir.
Korolla gameopetalus (bilesik tag yaprakli), zigomorf (tek simetrili) ve iki dudaklidir. Ust
dudak genellikle belirsiz iki loplu olup tepede falgata bicimlidir. Diiz veya I¢ biikeye
yakin alt dudak ii¢ lopludur. Nadiren korollada iist dudak indirgenmis ve alt dudak bes
lopludur veya bir iist ve dort alt loplu ya da aktinomorf korolla seklindedir. Stamenler
korolla ile bitisik dort tane ve didinam stamen seklinde veya iki kisir erkek organa sahip
iki stamen seklindedir. Distaki ¢ift ictekinden genellikle daha kisa olan iki tekali antere
sahip, stamenler paralel veya divergent olup nadiren (Salvia'lardaki gibi) uzamis
konnektifler tarafindan ayrilmistir. Ovaryum tist durumlu iki karpelli ve dort tohum
taslakli, dort lopludur. Stilus g¢ogunlukla ginobazik olup yukariya dogru kisa iki
parcahidir.

Meyve dortlii, nadiren daha az kuru findiks1 (nutlet) tohumlu olup, seyrek olarak
etli olabilir. Tohumlar 1slandiklarinda miisilajli yapiya sahip olurlar. Lamiaceae
familyasina dahil 21 cinste bu 6zellik goriilmektedir.

Lamiaceae stomalar1 genel olarak diasitiktir. Familya tiyelerinde ¢ok hiicreli, bagh
(kapitat) glandular sik tiiylerin yaninda degisik tipte tiiylere de rastlanmaktadir. Bazi
cinslerde i¢ salgi hiicreleri de bulunmaktadir. Cok fazla olmayan okzalatlar1 degisik
sekillerde goriilebilmektedir.

Dort koseli olan govdenin koseleri, kollenkimatik 6zellik gosterir. Bazi cinslerde
ya yiizeysel ya da derin bir periderm bulunmaktadir. Endodermis cogunlukla iyi

farklilagmistir. Sekonder odun ve soymuk elemanlar1 (pakit) genellikle yash govdelerde



devamli fakat trakeler genel olarak demetler seklinde gruplasmis durumdadir. Familya
odunu, yar1 porludur. Trakeler kiiciik ve 1sinsal bir bant seklinde yerlesmistir.
Perforasyonlar (delikler) basit, gecitler kiiclik almasli, spiral kalinlasmalar siktir. Lifler
basit gegitli, bazi cinslerde ise bolmelidir. Parankima ¢ogunlukla 1sinsal bant seklinde ve

paratrakeol tiptedir. Isinsal heterojen, bir veya ¢ok siralidir [18].

2.1.2. Marrubium cinsinin genel 6zellikleri:

Marrubium cinsinin bilimsel olarak siniflandirilmasi asagidaki gibidir [19]:
Alem: Plantae
Alt alem: Viridiplantae
Infra alem: Streptophyta
Ust boliim/Ust sube: Embryophyta
Boliim/Sube: Tracheophyta
Alt boliim/Alt sube: Spermatophytina
Sinif: Magnoliopsida
Ust takim: Asteranae
Takim: Lamiales
Familya: Lamiaceae

Cins: Marrubium L.

Tek yillik ya da ¢ok yillik bitkiler. Yapraklar disli, govdeler oldugu gibi yogun
tiiylli, taban kisimlar1 nadiren kordat. Cevrel cicekler florai yapraklarin koltuklarla
desteklenmis, her ¢igek bir dis, iki i¢ brakteolle desteklenmistir. Kaliks hafif obkonikal;
10 damarli, 9-10-30 disli, kaliks tlipliniin dis kism1 yogun tiiylii, agzin i¢ kismi1 ¢imen gibi
uzun tliylerle kapli. Korolla beyaz, sarimsi ya da morun degisik tipleri renginde, dis tarafi
tiiylli, iki dudakli, tist dudak diiz olup ikiye c¢atallanmis, alt dudak ii¢ loplu, tiip kaliks
icinde, i¢ tarafi diiz olmayan tiiylerle kapli ya da tiiysiiz. Stamenler 4 adet, paralel, ait ¢ift
uzun, tiimii korolla tiipiiniin i¢inde; anter tekalan birbirinden ayrilmis. Meyvalar diiz,
trunkat ya da ucta yuvarlak [18].

Marrubium cinsinin {ilkemizde 23 taksonu yayilis goOstermekte olup bu

taksonlardan 14 tanesi Tiirkiye i¢in endemiktir [20, 21].



2.2. Marrubium vulgare Tiiriiniin Botanik Tanimlamasi

Omiir: Cok yillik

Yapi: ot

Ciceklenme: 4-8

Habitat: yol kenarlar, tebesirli kiy1 kenarlari, bozkir asinmis tepeler
Yiikseklik: 0-1400 m

Endemik: Endemik degil

Tiirkiye dagilimi: Dig ve O. Anadolu

Genel Dagilimi: Avrupa-Asya, K. Afrika [20, 21]
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Gorsel 2.1. Marrubium vulgare, yakindan fotografi (http-1)



Gorsel 2.2. Marrubium tarlasindan bir goriintii (http-2)

Dik, kiigiik dallanmis ¢ok yillik bitkiler. Govde 20-60 cm uzunlugunda, yogun
piloz, alt kisim beyazimsi; tist kisim grimsi. Yapraklar sapli, ovatdan orbikulara kadar
degisen sekillerde, krenat, her iki yiiz stellat tiiylii, alt kistm beyazimsi ya da grimsi, {st
kisitm koyu grimsi-yesil. Cevrel cicekler birkac cigcekten olusmus; brakteoller hemen
hemen kaliks tiipiine esit ya da ondan uzun. Kaliks 3,5-4,5 mm uzunlugunda, yogun
stellat-piloz; disler (-5)10 adet, daginik, sirsinat kadar degisen sekillerde, birbirine esit
yada degil, 1,5 - 2 mm uzunlugunda, uzunluklarinin 1/2 - 2/3’i stellat-piloz. Korolla
beyaz ya da krem renginde, dis kisim1 yogun stellat-piloz, iist dudaga kadar tiiylii ya da

tilysiiz. Meyvalar grimsi-kahverengi 2 mm’ye kadar uzar [18].

2.3. Habitat, Morfoloji ve Mikroskobik Ozellikler

Marrubium cinsi, diinyada genis olarak yayilim gostermektedir. “World Checklist
of Selected Plant Families” veri tabanina gore su bolgelerde dogal olarak bulunmaktadir:
Afganistan, Almanya, Arnavutluk, Avusturya, Baltik Devletleri, Bat1i Himalaya, Belgika,
Beyaz Rusya, Bulgaristan, Cape Verde, Cezayir, Cekoslovakya, Danimarka, Dogu Ege,
Fas, Filistin, Fransa, Girit, Hollanda, ingiltere, Irak, Iran, Ispanya, Isvec, Isvigre, Italya,
Kanarya Adalari, Kazakistan, Korsika, Kuzey Kafkasya, Kibris, Kirgizistan, Kirim,
Libya, Liibnan-Suriye, Macaristan, Misir, Nepal, Ozbekistan, Pakistan, Polonya,



Portekiz, Romanya, Rusya, Sardinya Adasi, Sicilya, Sina Yarimadasi, Suudi Arabistan,
Tacikistan, Trans Kafkasya, Tunus, Tiirkiye, Tiirkmenistan, Ukrayna,, Yugoslavya,
Yunanistan [22]

Sekil 2.1. Marrubium cinsinin diinya iizerindeki yayilis haritast [23]

TUBIVES veri tabania gore ise Tiirkiye’de dagilim gdsteren Marrubium tiirlerinin
sayis1 23’tiir. Bu tiirlerin Tiirkiye’deki ve diinya genelindeki dagilimi ise Tablo 2.1°de su

sekilde belirtilmistir:

Tablo 2.1. Marrubium tiirlerinin Tiirkiye ve diinya genelinde dagilvmi [20, 21]

Tiirler Tiirkiye Dagilimi Genel Dagilimi

Marrubium vulgare Dis ve O. Anadolu Avrupa-Asya, K. Afrika

Marrubium anisodon D., GD., O. ve G. GB. Avrupa, Kafkasya, Iran,

Anadolu Afganistan, Pakistan, Kagmir,

0. Asya

Marrubium parviflorum subsp. parviflorum Karasal Anadolu G. Rusya, Kafkasya, Iran,
Balkanlar

Marrubium parviflorum subsp. oligodon Karasal Anadolu Tiirkiye

Marrubium cuneatum D. Anadolu K. Irak, Iran, Filistin, Suriye

Marrubium persicum KD. Anadolu KB. Iran, Talis, Kafkasya

Marrubium vanense D. Anadolu Tiirkiye

Marrubium vulcanicum D. Anadolu Tiirkiye

Marrubium heterodon G. ve K. Anadolu Tiirkiye

Marrubium bourgaei subsp. bourgaei GB. Anadolu Tiirkiye



Tablo 2.1. (Devam) Marrubium tiirlerinin Tiirkiye ve diinya genelinde dagilimi

Marrubium bourgaei subsp. caricum GB. Anadolu Tiirkiye
Marrubium rotundifolium B. Anadolu Tiirkiye
Marrubium globosum subsp.globosum 0. ve G. Anadolu Tiirkiye
Marrubium globosum subsp. micranthum G. Anadolu Tiirkiye
Marrubium trachyticum 0. Anadolu Tiirkiye
Marrubium lutescens 0., B.ve G. Tiirkiye
Anadolu
Marrubium cephalanthum 0. Anadolu Tiirkiye
Marrubium peregrinum Trakya, B., KB. ve 0. ve GB. Avrupa, Doguya
bitisigi O. Anadolu Ciskafkasya'ya
Marrubium depauperatum O. Anadolu Tiirkiye
Marrubium astracanicum subsp. K., G. ve Karasal Kafkasya, K. Irak, iran
astracanicum Anadolu
Marrubium astracanicum subsp. macrodon 0. ve GB. Anadolu Tiirkiye
Marrubium cordatum GD. Anadolu KB. Iran, K. Irak
Marrubium catariifolium D. Anadolu Kafkasya

Marrubium vulgare L. TUBIVES veri tabanina gére Amasya, Antalya, Balikesir,
Bursa, Denizli, Eskisehir, Hatay, izmir, Icel, Karabiik, Konya, Manisa, Canakkale,
Sanlrfa illerinde yayilis géstermektedir [20, 21].

WI

o

Sekil 2.2. Marrubium vulgare L. tiriiniin Tiirkiye deki dagilim haritasi [24]



Mikroskopi
Marrubii Herba drogunun mikroskopisi Avrupa Farmakopesi 8.0’de su sekilde

tanimlanmustir:
“Toz grimsi-yesil. Girintili ¢ikintili, cok koseli epiderma hiicreleri ve alt epidermada daha
cok sayida diasitik (2.8.3) stoma igeren yaprak epidermasina ait pargalar, igne veya druz
seklinde kalsiyum oksalat kristalleri tagtyan mezofil; ¢ok sayida 100-200 um uzunlukta, tek
veya c¢ok hiicreli ve 2-6 hiicreden olusan tek sirali, bogum yerlerinde siskin, kivrilmis veya
helezoni ortii tliyleri; yildiz tiiyler 2 tip, bazist kisa tek hiicreli bir saptan ¢ikan 15-20 dala
ayrilmis, digerleri sesil bir tabandan ¢ikan daha az dallanmuis; salgi tilyleri Lamiaceae tipi, 8
hiicreli; bazilar1 1-2 hiicreli sap ve 1-4 hiicreli basi olan salg: tiiyleri; kaliksin i¢ yliziinde
1000 pm uzunlukta 2-3 hiicreli, siskin eklem yerlerinde kalinlagsmus, iist hiicreleri uzamis ortii
tilyleri; kiire seklindeki polenler 25 um ¢apinda, diiz eksinli; gdvde ve damarlardan gelen

iletim demetleri igerir (Ph. Eur. 8.0, 2014).”

2.4. Avrupa Farmakopesi’nde Marrubium vulgare L.

Avrupa Farmakopesi’ne gore M. vulgare L. bitkisine ait biitiin ya da parcgalara
ayrilmis, kurutulmus, ¢icekli toprak tiistli kistmlari; Marrubii herba olarak tanimlanmaistir.

Kuru drog iizerinden minimum olarak yiizde 0,7 marrubiin (C20H2804) icermelidir [25].

Sekil 2.3. Marrubiin molekiiliiniin kimyasal yapisi



2.5. Kimyasal Bilesenleri

Bu tiir ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar; bitkinin yapisinda alkaloitler, steroitler,
laktonlar, terpenler, tanenler, sekerler ve C vitamini gibi ¢esitli kimyasal bilesenlerin
bulundugunu gostermistir. M. vulgare ekstrelerinde bulunan ana bilesik marrubiin,
furanik labdan tipi bir diterpen yapisindadir ve ekstraksiyon esnasinda sicakligin etkisi
ile yine bir diterpen olan premarrubiinden (Sekil 2.4.) meydana gelmektedir[26]. M.
vulgare’de marrubiin disinda apigenin, apigenin 7-O-glukozit, apigenin 7-laktat, apigenin
7-(6”-p-kumaroil)-glukozit, luteolin, luteolin 7-O-B-D-glukozit, luteplin 7-laktat,
krysoeriol, kersetin 3-O-o-L-ramnosil-glukozit, izokersetin, ursolik asit, gallik asit,
kafeik asit, maleik kafeoil, vulgarol, vulgarin, P-sitosterol, stigmasterol, viteksin,
akteozit, forsitozit B, arenariozit, ballotetrozit, marrubozit, asetil marrubozit, pre-
marrubiin, marrubenon, fenilpropanoit esterleri ve monoterpenler yer almaktadir [4, 27-

33].

Sekil 2.4. Prearrubiin molekiiliiniin kimyasal yapisi

M. vulgare bitkisinde “Dr. Duke's Phytochemical and Ethnobotanical Databases”
adl1 veri tabanina gore 65 tanesi aktiviteye sahip olmak iizere toplamda 121 kimyasal

bilesen bulunmaktadir ve bu kimyasal bilesenler Tablo 2.2.’de gosterilmistir [34, 35].

Tablo 2.2. Marrubium vulgare tiiriinde bulunan kimyasal bilesenler

Kimyasal Bitki Kismi1 % Kaynak

1,8-sineol Ugucu yag 1,49 [36]

1-Okten-3-ol Ugucu yag 2,35 [37]
2,48 [36]

10



Tablo 2.2. (Devam) Marrubium vulgare tiiriinde bulunan kimyasal bilesenler

4,8,12,16- Tetrametil heptadekan-4-olid

Apigenin

Apigenin-7-glikozit
Askorbik asit
Benzaldehit
Betonisin

Borneol
Dehidro-sabina keton

Fitol

Fitosteroller
Gallik asit
Germakren D
Germakren D-4-ol
Izokaryofilen
[zokersetin
Kafeik asit
Kamfen
Karvakrol
Karvil asetat
Kersetin
Klorojenik asit
Kolin
Kosmosiin
Krizoeriol
Limonen
Linalool

Luteolin

Marrubiin

Marrubiinik asit
Miisilaj

Pektin

Piperiton
P-simen

Sabinen

Ugucu yag

Bitki geneli

Yaprak, filiz

Bitki geneli

Bitki geneli, ¢icek
Ucucu yag

Bitki geneli, filiz
Ucucu yag

Ugucu yag

Bitki geneli

Ugucu yag

Bitki geneli

Cicek, bitki geneli
Ucucu yag

Ucucu yag

Ucucu yag (Toprak Ustii Kisimlar)
Bitki geneli, filiz

Bitki geneli

Bitki Geneli, Ugucu yag
Ugucu yag

Ucucu yag

Bitki geneli

Bitki geneli

Yaprak, bitki geneli, filiz, ¢igek
Yaprak, filiz

Bitki geneli, yaprak
Bitki Geneli, Ugucu yag
Ucucu yag

Bitki geneli

Yaprak, filiz

Bitki geneli, cicek, tohum,
Yaprak, filiz

Bitki geneli

Bitki geneli

Bitki geneli

Ucucu yag

Bitki Geneli, Ucucu yag
Bitki Geneli Ugucu yag

11

16,97

2,31

1,12
4,12

4,87

9,37
9,61
14,1

36,28
11,52

3,86

3,27

[42]
[34]
[34]
[37]
[34]
[34]



Tablo 2.2. (Devam) Marrubium vulgare tiiriinde bulunan kimyasal bilesenler

Saponinler
Sclareol

Sinarosid

Sitronellil format

Stakhidrin
Tannik asit

Tannin

Trans-karyofilen

Trans-sabinen hidrat

Ursolik asit

Visenin-2

Viteksin

a-pinen

a-terpinen
B-bisabolen
B-elemen
B-fellandren

B-pinen

[-sitosterol

[B-sitronellol
B-tuyon
v-6desmol

o0-kadinen

Bitki geneli

Bitki geneli

Yaprak, filiz

Ugucu yag 9,50
Bitki geneli

Bitki geneli

Cicek

Bitki geneli

Ugucu yag 4,06
Ugucu yag 3,29
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2.6. Tibbi Kullanimi

Farmakope ve literatiirlerde M. vulgare’den elde edilen bitkisel hammadde ve

preparatlarin su endikasyonlarda kullanildig: belirtilmistir [45]:

2.6.1. Solunum sistemi hastalhiklari:

e Solunum yolundaki mukoz membran iltihaplar1 [46]

e Akut bronsit, kuru okstiriik, solunum yolundaki mukoz membran iltihaplar
2]

e  Oksiiriiklerin tedavisinde geleneksel kullanima sahip oldugu belirtilmistir

e Akut bronsiyal hastaliklarda geleneksel kullanima sahip oldugu
belirtilmistir [47]

e Solunum yolundaki mukoz membran iltihaplar1 [48]

e Solunum yolundaki sekretolitik aktiviteyi destekleyici olarak geleneksel
kullanima sahip oldugu belirtilmistir [49]

e Akut ya da kronik bronsit, bronsit ile birlikte kuru 6ksiiriik, bogmaca [50,
51]

e Ekspektoran [50-53]

e Ekspektorandir. Infiizyon, oksimel ya da surup formunda olabilir.
Oksiiriik, soguk alginlig1 ve pulmoner hastaliklarda kullanimi vardir [54]

e Solunum yolundaki mukoz membran iltihaplar1 [55-57]

e  Oksiiriik, bronsit, solunum yolundaki mukoz membran iltihaplar [1]

2.6.2. Gastrik hastahklar:
o Siskinlik ve gaz gibi dispeptik sikayetler.
e Marrubik asit koleretik olarak kullanilir. [48]
e (Qastrointestinal isleyisi destekleyici amagli geleneksel kullanim [49]
o Siskinlik ve gaz gibi dispeptik sikayetler. [46]
e Dispepsi [2]
e Yiiksek dozlarda laksatif olarak [54]
e Dispeptik sikayetler [55-57]
e Kolagog [58-60]
o Siskinlik ve gaz gibi dispeptik sikayetler, karaciger ve safra kesesi

rahatsizliklari [1]
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2.6.3. Geleneksel kullanimdaki diger endikasyonlar:

o istahsizlik [1, 46, 48, 55-57]
e Istah eksikligi [2]

Ayrica Avrupa ila¢ Kurumu tarafindan yayinlanan bir raporda, Avrupa iilkelerinde
piyasada bulunan friinler i¢in yetkili makamlarca belirlenen su endikasyonlar
belirtilmistir [45]:

a) Taze Marrubii herba sikilmis suyu (1:0,70-0,90): Solunum yolundaki
mukoz membran iltihaplari; siskinlik ve gaz gibi dispeptik sikayetler
b) Marrubii herba sivi ekstresi (1:0,9-1,1) (¢ozicii %30 (h/h) etanol):

solunum yolundaki sekretolitik aktiviteyi destekleyici

Yine ayni raporda piyasada bulunan iirlinlerle ilgili literatiirlerde gecen su
endikasyonlar monograf tarafindan kabul edilmistir:
a) Soguk alginlig ile iliskili kuru oksiiriikte geleneksel bitkisel tibbi iirliniin
kullanilmas1
b) Siskinlik ve gaz gibi orta dereceli dispeptik sikayetlerde geleneksel
bitkisel tibbi {iriiniin kullanilmas1

c) Gegici istah kaybinda geleneksel bitkisel tibbi {iriiniin kullanilmas1

2.7. In Vitro Biyolojik Aktivite Calismalar:
2.7.1. Drog ile yapilan calismalar

2.7.1.1. Antispazmodik, antienflamatuvar ve analjezik etkiler

Schlemper ve digerleri (1996) M. vulgare kok ve toprak iistii kisimlarindan elde
edilen hidro-alkolik ekstrenin (Drog ekstre orani (DEO) 1:3, %50 etanol) ¢esitli kaslar
tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla in vitro g¢alismalar yapmistir. Sonuglar
ekstrenin; asetilkolin, bradikinin, prostaglandin E2, histamin ve oksitosin gibi bazi
ndrotransmitterleri inhibe ederek belirgin antispazmodik etki gdsterdigi seklinde
bulunmustur. Bulgular; esktrenin konsantrasyona bagimli (100, 300 ve 1000 pg/mL)
yarigmasiz inhibisyon profili gosterdigini ve olusan maksimum yanitin agonistler ile

herhangi bir intraseliiler etkilesim durumunda azalacagini 6ne siirmektedir [61].
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De Souza ve digerleri (1998) M. vulgare’den elde edilen hidroalkolik esktrenin
olast analjezik etkilerini aragtirmak ic¢in degisik agri modelleri ile fareler {izerinde bir
caligma gergeklestirmislerdir. Kurutulmus M. vulgare yaprak, goévde ve kokleri
karistirilmis ve %50 etanol-su ¢ozeltisi ile ekstre edilmistir (DEO 1:3) ve 14 giin boyunca
oda sicakliginda maserasyona birakilmistir. Sonuglar ekstrenin intraperitoneal olarak 30
dakika ya da agizdan 60 dakika once verildiginde; analjezik etkilerin farelerde asitle
indiiklenmis kivranma durumunda belirgin ve doza bagimli sekilde ortaya ¢iktigini
belirtmektedir. Analjezik etkisi i¢in IDso degerleri intraperitoneal yol ile 22,2 mg/kg ve
ag1z yolu ile 272,2 mg/kg olarak bulunmustur. Intraperitoneal 60 mg/kg ve agiz yolu ile
600 mg/kg degerlerinde ise ekstre; farelerde irritan madde ile ortaya g¢ikartilan ve
kivranma ile karakterize edilen agriy1 hemen hemen ortadan kaldirmistir. Formalin
testinde ekstre, doza bagimli bir sekilde belirgin olarak hem birinci hem de ikinci fazda
inhibisyon meydana getirmistir (IDso degerleri oral ve intraperitoneal yol i¢in sirasiyla
280 mg/kg ve 30 mg/kg). Formalin ile indiiklenen 6dem intraperitoneal yol ile doza
bagimli sekilde (9%62,9+3 maksimum inhibisyon) inhibe edilmis ancak agiz yolu ile
uygulamada inhibe edilememistir. Sicak tabaka testinde ekstre, termal stimiilan ile
indiiklenen agrinin latent periyodunu artiramamistir [14].

Kanyonga ve digerleri (2011) M. vulgare metanollii ekstresinin (Soxhlet cihazinda
metanol ile 200g toz drogdan elde edilen) etkilerini aragtirmiglardir. Ekstre, verimi %39,2
(DEO ~2.5:1) olacak sekilde buharlastirilmistir. Farelerde p-benzokinon ile indiiklenen
abdominal kasilma testinde ekstre (200 mg/kg, oral), belirgin sekilde (%35,3) kasilmalar1
inhibe etmistir. Bunun da Gtesinde, karragen ile indiiklenen 6dem testinde; indometazine
(%38,7) yakin sekilde, 200 mg/kg doz ile inhibisyon (%34) elde edilmistir. 100 mg/kg
dozunda ise bir inhibitor yanit ortaya ¢ikmamistir. Prostaglandin E2 ile indiiklenen 6dem
testinde, 200 mg/kg doz ile 6nemli 6lciide inhibisyon (%23,2-27,2) goézlenirken, 100
mg/kg dozda ekstre 6nemli bir aktivite ortaya ¢ikarmamigtir. Maksimum inhibisyon ise

45 dakika sonrasinda goézlemlenmistir [62].

2.7.1.2. Gastroprotektif aktivite

De Oliveira ve digerleri (2011) M. vulgare yapraklarindan elde edilen marrubiin ve
methanol ekstresi (1,5 kg bitki materyalinin 4 litre metanol ile 7 giin boyunca maserasyon
islemi uygulanmas: ile elde edilen) ile gastroprotektif etkiler hakkinda bir aragtirma

yapmislardir. Farelerde etanol ile indiiklenen iilser lezyonlari, analizi yapilan tim
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parametreler (lezyon indeksi, toplam hasarli alan ve yiizde hasarli alan) acgisindan etkili
bir sekilde azalmistir. Iyilestirme oranlari, tedavi edilen gruplarda 50 mg/ kg ekstre, 100
mg/kg ekstre ve omeprazol (30 mg/kg, oral) i¢in sirastyla 49,31+0,57, 74,31+0,91 ve
79,86+0,59 olarak bulunmustur. iIndometazin ile indiiklenmis iilserlerde, iilser inhibisyon
degerleri 25, 50 ve 100 mg ekstre/kg ve simetidin i¢in sirastyla 50,32+5,6, 66,24+4,3,
82,17+4,09 ve 67,52+4,38 olarak bulunmustur. Her iki modelde de incelenen biitiin
parametrelerde kontrol grubuna kiyasla marrubiin (25 mg/kg) énemli Olgiide bir etki
ortaya koymustur. Ayni zamanda M. vulgare ve marrubiin ile tedavi edilen grup i¢in pH
degerinde (M. vulgare ekstresinin 50 ve 100 mg/kg dozlarinda, marrubiinin 25 mg/kg
dozunda) ve mukus iiretiminde bir artis gdzlemlenmistir. Sonuglar en azindan bir kisim
marrubiin varligi ile orantili sitoprotektif etki olustugu konusunda bir indikator olarak
goriilmektedir. Ayrica ekstrenin ve marrubiinin gostermis oldu gastroprotektif etkinin,
onemli gastroprotektif faktorlerden olan nitrik oksit ve endojen siilfidril gruplartyla
iligkili oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar analjezik ajanlarin, ortaya ¢ikardiklar: gastrik
irritasyon, kanama ya da mukozal hiicre hasarlar1 gibi olumsuz etkiler konusundaki kisith
kullanimlarindan 6tiirii; antienflamatuvar, antinosiseptif ve gastroprotektif etkilerin, ayni
bitkinin ekstresinden ya da kimyasal bilesenlerinden elde edilmesinin dnemine vurgu

yapmuslardir [63].

2.7.1.3. Antimikrobiyal etkiler

Diaz ve digerleri (1988) M. vulgare’ye ait sulu ekstrenin (DEO 1:10) ve etanollii
ekstrenin Bacillus subtilis, Micrococcus luteus ve Escherichia coli bakterilerine karsi
antibakteritel etkilerini disk diflizyon yontemiyle incelemislerdir. Her iki ekstrede de
aktivite goriilmemistir [64].

Keles ve digerleri (2001) M. vulgare etanollii ekstresinin antibakteriyel etkilerini
Salmonella enteritis, Salmonella gallinarum, Streptococcus dysgalatiae, Streptococcus
agalactiae, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
bakterilerine kars1 agar diflizyon testi ile incelemislerdir. 50 g kuru bitkisel materyal, 250
mL %80 etanol ile ekstre edilmis ve ardindan kurumaya birakilmistir. M. vulgare
ekstresinin minimum inhibisyon konsantrasyonu; K. pneumoniae bakterisi i¢in 4 mg/mL
ve S. aureus icin ise 1 mg/mL olarak bulunmustur [65].

Al-Bakri ve digerleri (2007) bir calismada M. vulgare etanollii ekstresinin

antimikrobiyal etkilerini incelemek amaciyla XTT kolorimetri testi ve bakteri sayim
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islemi gerceklestirmislerdir. 2,5 g bitki materyali 25 mL etanol ile ekstre edilmistir ve
ekstre kurutulduktan sonra son konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde DMSO (dimetil
stilfoksit) i¢cinde ¢oziilmiistiir. Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus bakterilerine
kars1 antimikrobiyal etki gozlenmistir [66].

Kunduhoglu ve digerleri (2011) ham etanollii ekstre (Soxhlet cihazi ile 10 g bitki
materyali, 100 mg kuru ekstre/mL olarak sekilde ekstre edilmistir) ile bir ¢alisma
gergeklestirmislerdir. Ancak siirli sayida gram-pozitif bakteriye karsi antimikrobiyal
etkinlik gozlemlenmistir. Arastirmacilar elde edilen sonucun, Al-Bakri ve digerlerinin
(2007) [66] yapmis oldugu c¢alismanin sonucu ile benzesmemesinin olasi nedenleri
olarak; uygulanan tekniklerde farklilik olmasini ya da kullanilan ekstrelerin farkli
olmasini gostermislerdir [67].

Kanyonga ve digerlerinin (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada M. vulgare metanollii
ekstresinin in vitro antimikrobiyal etkilerinin arastirilmast amaciyla disk difiizyon
yontemi ile 50, 100, 200, 400 ve 600 mg/mL derisimindeki ekstreler incelenmistir.
Sonuglar ekstrelerin; Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus ve Candida albicans bakterilerine karst doza bagimli olarak etkili oldugunu,
Proteus vulgaris ve E. coli bakterilerine karsi orta derecede etkili oldugunu ve
Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi ise etkisiz oldugunu gostermistir [62].

Ramos-Guerra ve digerleri (2007) M. vulgare’den elde edilen metanollii ve asetonik
ekstrelerinin, amebiyazis ve giardiazise sebep olan Entamoebia histolytica ve Giardia
lamblia bakterilerine karsi in vitro aktivitelerini incelemislerdir. Arastirmacilar
ekstrelerin E. histolytica’ya karsi ¢ok etkili (ICs0=7 ve 12 pg/mL) ve G. lamblia’ya kars1
az etkili oldugunu belirtmislerdir [68].

Robles-Zepeta ve digerleri (2011) M. vulgare metanollii esktresinin anti-
Helicobacter pylori aktivitesini broth mikrodiliisyon yontemiyle aragtirmislardir. Kuru
bitkisel materyal metanol ile ekstre edilmis (1:10), kurutulmus ve DMSO icinde
10mg/mL konsantrasyonuna gelecek sekilde ¢oziilmiistiir. Ekstrenin %50 minimum
inhibisyon konsantrasyonu 800 pg/mL degerinden yiiksek bulunmustur [69].

Riachi ve digerleri M. vulgare ve birkag bitki ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada bu
bitkilerden elde edilen ekstrelerin kimyasal karakteristiklerini ve antibakteriyel
aktivitelerini incelemislerdir. Ekstrelerin etil asetat, dietil eter ve 1-biitanol fraksiyonlari
4 farkli bakteri susu iizerinde test edilmistir: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Proteus vulgaris ve Pseudomonas aeruginosa. M. vulgare ekstrelerinin Staphylococcus
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aureus ve Proteus vulgaris lizerinde herhangi bir aktivite gostermedigi; P. aeruginosa
tizerinde dietil eter ve 1-biitanol ekstrelerinin, E. coli lizerinde ise etil asetat ekstrelerinin
diisiik aktivite gosterdigi belirtilmistir [70].

Béjaoui ve digerleri, Tunus’ta 6 farkli bolgede yetisen M. vulgare bitkisindeki
ucucu bilesenlerin  kimyasal igerigini ve in vitro antibakteriyel &zelliklerini
arastirmiglardir. Toplamda 37 farkli bilesen tespit edilmis ve bunlarin biiyiik
cogunlugunun diterpenler ve alkanlar oldugu belirtilmistir. Ana bilegenlerin ise marrubiin
(%9-34), dotriakontan (%13-25) ve skualen (%6-47) oldugu ortaya konmustur. Bitkinin
antibakteriyel aktivitesinin Sl¢iilmesi i¢in ise 3 adet Gram-pozitif bakteri (Staphylococus
aureus, Streptococcus agalactiae ve Enterococcus faecium), 3 adet Gram-negatif bakteri
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa) ve 1 adet maya
(Candida albicans) kullanilmigtir. Arastirma sonucunda ekstrelerin biitiin bakterilere
kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi, Gram-pozitif bakterilerin Gram-negatif
bakterilere gore ucucu bilesenlere daha duyarli oldugu belirtilmistir. Aligiannis ve
digerlerinin [71] yapmis olduklar1 bitkisel materyallerin MIK degerlerine gore
antimikrobiyal aktivitelerinin smiflandirilmasina goére, bu c¢alismada elde edilen
sonuclarin biiyiikk cogunlugunun giiclii ve orta inhibisyon gosterdigi belirtilmistir. M.
vulgare’de bulunan ugucu bilesenlere duyarli olan bakteriler i¢in inhibisyon alanlar1 ve
MIK degerleri sirastyla 7-15 mm ve 300-850 pg/mL olarak bulunmustur [11].

Bouterfas ve digerleri Cezayir’in 3 farkli bolgesinde yetisen M. vulgare bitkisinin
yapraklarindan elde edilen flavonoitlerin in vitro antibakteriyel aktivitelerini
arastirmislardir. Escherichia coli, Bacillus cereus ve Proteus mirabilis bakterileri
tizerindeki etkiler difiizyon agar metodu ile incelenmis ve inhibisyon ¢ap1 7.5-34.3 mm
araliginda ve MIK degerleri 25 ve 100 pg/mL araliginda bulunmustur ve arastirmacilar
bu sonuglarin giiclii antibakteriyel inhibisyon gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica
aragtirmacilar ortaya c¢ikan bu antibakteriyel aktivitenin, yapilan fitokimyasal analizler
sonucunda ekstrede bulunan flavanlar ve flavanollerden dolay1 ortaya c¢ikmis
olabilecegini belirtmislerdir [10].

Quave ve Smeltzer, M. vulgare ekstresinin metisiline direncli Staphylococus aureus
(Methicillin-resistant S.  aureus-MRSA) iizerindeki anti-biyofilm aktivitesini
aragtirmiglardir. Cilt enfeksiyonlariin yaygin bir sebebi olan S. aureus, ilaglara direngli
olan suslar1 nedeniyle saglik alaninda giderek endiseleri artirmaktadir. Bu nedenle

arastirmacilar elde edilen ekstrenin MRSA {izerindeki planktonik biiyiime, biyofilm
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olusturma ve tutunma 6zelliklerindeki inhibisyon etkisini incelemislerdir. Koklerden elde
edilen etanollii ekstrenin hem biyofilm olusumunu (ICso = 32 pg/mL) hem de tutunmay1

(ICso0 = 8 pg/mL) doza bagimli bir sekilde inhibe ettigi gortilmiustiir [72].

2.7.1.4. Diiiretik aktivite

El Bardai ve digerleri (2001) M. vulgare sulu ekstresinin siganlardaki hipotansif
aktivitesini aragtirmak icin bir ¢aligma gerceklestirmislerdir. Sulu ekstre 5 g Marrubii
herba drogunun 100 mL su igerisinde kaynatilmasi ile hazirlanmistir. Liyofilizasyon
isleminden sonra ekstre yaklasik olarak %16 (a/a) (DEO ~6,2:1) oranina getirilmistir.
Hazirlanan ekstre hipertansif (210+mm Hg) ve normotansif (156 £mm Hg) siganlara 80
mg/kg/giin dozunda oral olarak 5 giin boyunca verilmistir. Hipertansif si¢anlarin
tedavisinde baslangicta idrar hacminde ufak bir artis géstermistir ancak bu etki 3 giin
sonra ortadan kaybolmustur; elektrolit, kreatinin ve iire atilim degerlerinde ise bir
degisiklik gozlenmemistir. Normotansif siganlarda ise diiirez ve elektrolit atiliminda

belirgin bir degisiklik gozlenmemistir [3].

2.7.1.5. Antihiperglisemik etkiler

Roman Ramos ve digerleri (1992) M. vulgare sulu ekstresinin hipoglisemik
etkilerini incelemek amaciyla saglikli tavsanlarda bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. %50
dekstroz soliisyonu s.c injeksiyon yoluyla gecici hiperglisemi olusturulmus ve 5 saat
siireyle her saat bast kandaki glukoz degerleri Ol¢iilmiistiir. Tavsanlara su (4 mL/kg),
tolbutamid (20 mg/kg) ve sulu ekstre (132 g kurutulmus bitki 1 litre suda kaynatilarak
hazirlanmis; 4 mL/kg) verilmis; tolbutamid ve sulu ekstre verilen deneklerde kontrol
grubuna kiyasla (su) daha belirgin bir sekilde kan sekerinde diisiis gézlemlenmistir.
Ekstre ile 20 mg/kg tolbutamid sonuglar1 arasinda belirgin bir fark olmadigi belirtilmistir
[73].

Novaes ve digerleri (2001) M. vulgare’nin alloksan-diyabetik sicanlardaki
hipoglisemik etkilerini aragtirmiglardir. Ekstre etanol ile oda sicakliginda yaklasik 10
giinde maserasyon ile hazirlanmistir. Referans ila¢ olarak alloksan monohidrat (100
mg/kg; intraperitoneal) kullanilmistir. Ekstre (300 mg/kg) diyabetik siganlara verilmis ve
sonug olarak %30,3 inhibisyon orani ile orta dereceli etkili oldugu belirtilmistir [74].

Boudjelal ve digerleri (2012) M. vulgare sulu ekstresinin antidiyabetik etkilerini in
vivo deneylerle aragtirmiglardir. Alloksan ile diyabet olusturulan sicanlara 15 giin

boyunca, sulu esktre (6 g Marrubii herba 25 mL suda kaynatilmis) 100, 200 ve 300 mg/kg
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ve glibenklamid (5 mg/kg) uygulanmistir. 200 ve 300 mg/kg/giinde 2 defa dozda
uygulanan sulu ekstrenin kan glukoz seviyesini en iyi disiirdiigii (%60’dan fazla)
gbzlemlenmistir. 100 mg doz grubunda ise %50’lik bir diisiis goriilmiistiir. Toplam lipid,
trigliserid ve kolesterol degerlerinde de azalma meydana geldigi belirtilmistir [8].
Khacheba ve digerleri; Cezayir’de diyabet i¢in geleneksel olarak kullanimi olan,
aralarinda M. vulgare’nin de bulundugu 18 farkl: bitkiden elde edilen hidro-alkolik ve
sulu ekstrelerin  a-glukozidaz enzimi inhibisyonu ve antioksidan etkilerini
incelemislerdir. M. vulgare’den elde edilen hidro-alkolik ekstrenin (1 mg/mL) enzim
inhibisyon oran1 %86,62 olarak, sulu ekstrenin ise (5 mg/mL) %5,39 olarak bulunmustur

[75].

2.7.1.6. Antioksidatif etkiler

VanderJagt ve digerleri (2002) M. vulgare sulu ekstresinin (40 mL su ile 2 g kuru
bitkiden hazirlanan) toplam antioksidan kapasitesini ¢ift asamali Trolox deneyi ile
arastirmiglardir. Sulu ekstrenin antioksidan icerigi 560 pmol/g Trolox esdegeri/g kuru
kiitle olarak bulunmustur[76].

Berrougui ve digerleri (2006) M. vulgare metanollii ekstresinin (%40 metanol)
diisiik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) lipid peroksidasyonundan koruyarak ve yiiksek
yogunluklu lipoproteinler (HLD) aracili kolesterol akisini ylikselterek kardiyovaskiiler
hastaliklardaki etkilerini incelemek amaciyla bir ¢calisma gerceklestirmislerdir. Sonug
olarak M. vulgare’nin; LDL oksidasyonunu engelleyerek ve kolesterol tasinmasini tersine
cevirerek kardiyovaskiiler rahatsizliklarin gelisimini 6nleyen dogal antioksidan kaynagi
oldugu belirtilmistir [77].

Tupec ve digerleri Avrupa’da yetisen bazi tibbi bitkilerin antioksidan kapasitelerini
ve bulundurduklari metal elementlerini incelemislerdir. Bu c¢alismada M. vulgare
bitkisinin sulu ekstresinin, metanollii ekstresine oranla daha yliksek antioksidan kapasite
gosterdigi belirtilmistir. Cinko miktar1 sulu ekstrede 0,083 g/kg kuru agirlik, metanollii
ekstrede ise 0,029 g/kg kuru agirlik olarak bulunmustur. Ayrica kurutulmus kiil
testlerinde M. vulgare’ye ait Ca, Mg, Zn ve Se miktarlar sirasi ile; 27,51, 7,62, 0,11,
67,57 g/kg kuru agirlik olarak bulunmustur. Bitkinin igerdigi Mg miktarinin, bu
caligmada incelenen diger bitkiler arasinda en yiliksek degerlerden biri oldugu

belirtilmistir [12].
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Amri ve digerleri M. vulgare bitkisinin yapraklarindan elde ettikleri ekstrenin
fitokimyasal kompozisyonunu belirlemek, antioksidan ve yara iyilestirici 6zelliklerini
incelemek amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Bu amacla hazirladiklart metanollii ekstre
ile yaptiklar1 inceleme sonucunda flavonoitlerin, ekstredeki ana antioksidan bilesen
oldugunu one siirmektelerdir. Arastirmacilar elde ettikleri ekstrenin (marrubiince zengin
(%6,62), yiiksek miktarda fenol ve flavonoit ve gesitli feniletanoit glikozitleri iceren
hidro-alkolik ekstre) antioksidan ve yara iyilestirici 6zelliklerinin, fibroblastlarin hiicre

go¢iinii ve proliferasyonunu artirdigini belirtmislerdir [9].

2.7.1.7. Antikanser etkiler

Yamaguchi ve digerleri (2006) M. vulgare yapraklarindan elde edilen ekstrenin
insan kolorektal kanser hiicrelerine karsi antitiimor 6zelliklerini incelemislerdir. 200 mL
metanol ile 48 saat boyunca 20 g bitki materyali ekstraksiyona tabi tutulmustur (DEO
1:10) ve ardindan ekstre yogunlastirilmis ve kurutulmustur. 250 pg/mL dozda apoptozis
ve hiicre biiyiimesinin baskilandigi gozlemlenmistir [78].

Paunovic ve digerleri M. vulgare etanollii ekstresinin kanser hiicreleri lizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Ekstrenin kanser hiicrelerindeki proliferasyonu engelledigi,
apoptozisi ve sitoprotektif otofajiyi indiikledigi ve anti-melanoma ve anti-gliom
tedavisinde tek basina ya da otofaji inhibitorleri ile birlikte kullanilmasi i¢in iyi bir aday

oldugu vurgulanmistir [79].

2.7.2. Saflastirilmis metabolitler ile yapilan calismalar

2.7.2.1. Koleretik aktivite

Krejci ve Zadina (1959); marrubiin, marrubiinik asit ve onlarin sodyum tuzlariin
fareler {tizerindeki safra sekresyonunu stimiile etmesi konusunda bir arastirma
yapmuslardir. Safra, pankreatik sivi ile birlikte duodenumdan toplanmistir. Marrubiin,
kolorez stimiile etmede basarili olamamis ancak marrubiinik asit ve sodyum tuzlarinin 2-

3 mg/100g dozunda siganlarda sekresyon olusturdugu gézlemlenmistir [80].

2.7.2.2. Antienflamatuvar etkiler

Sahpaz ve digerleri (2002) M. vulgare’den elde edilen polar ekstrenin terapotik
kullanim1 i¢in kimyasal kompozisyonu hakkinda bir arastirma gerceklestirmislerdir.
Analiz sonucunda 5 adet fenilpropanoit esteri bulunmustur: 1) kafeoil-L-malik asit; 2)

akteosit; 3) forsythosit B; 4) arenariosit; 5) ballotetrosit. Bu bulunan bilesiklerin COX
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(cyclooxygenase — siklooksijenaz) aktivitesini inhibe etme kapasitesi in vitro olarak
Ol¢iilmiis ve referans olarak selektif olmayan COX inhibitorii olan indometazin ve selektif
COX-2 inhibitorii olan nimesulid kullanilmistir. 2-4 numaral1 bilesenler COX-2 iizerinde
en gliclii inhibitor etkinlik gostermistir. Ancak bu 3 bilesik de COX-1 iizerinde 6nemli
derecede bir inhibitor etki gdsterememistir [33].

Stulzer ve digerlerinin (2006) marrubiinin 6deme kars: etkilerini inceledikleri bir
arastirmada, IDso degeri (mg/kg, intraperitoneal) ve maksimum inhibisyon (%) degeri
Olcililmiis. Cesitli ajanlar kullanilmis ve histamin 13,84 mg/kg ve %73,7; bradikinin 18,82
mg/kg ve %70,0; karragen 13,61 mg/kg ve %63,0 olarak bulunmustur. Marrubiinin (100
mg/kg, intraperitoneal) ise ovalbumin ile indiiklenmis allerjik 6demde belirgin derecede

(%67,6 £ 4) etki gosterdigi ortaya koyulmustur [81].

2.7.2.3. Analjezik etkiler

De Jesus ve digerleri (2000) marrubiinin antinosiseptif etkilerini inceledigi bir
calismada, marrubiinin doza bagimli antinosiseptif etkinligini ve asetik asit ile
indiiklenmis kivranma yanitlarini inhibe ettigini ortaya koymuslardir. Kivranma testinde
IDso degeri (intraperitoneal) 2,2 pmol/kg olarak bulunmustur. Asetik asit ile stimiile
edildikten 5 saat sonrasina kadar, analjezik etki gosterdigi gozlemlenmistir. Marrubiinin,
bilinen baz1 analjezik ilaclardan daha etkili ve daha diisiik ICso degerine sahip oldugu
belirtilmistir (intraperitoneal yol ile aspirin ve diklofenak molekiillerine kiyasla).
Hayvanlara, nalokson (85 mg/kg, intraperitoneal) (selektif olmayan morfin reseptor
antagonisti)  verildiginde marrubiinin  antinosiseptif  etkisinde bir  degislik
gbézlemlenmemistir; bu nedenle de arastirmacilar marrubiinin opioidlerden farkli bir
mekanizma ile etki ettigi yoniinde goriis bildirmislerdir. Sicak plaka testi (180 pmol/kg)
(opioid tiirevi analjezikler i¢in selektif bir yontem) sonucunda gézlenen antinosiseptif etki
eksikligi de bu goriisii desteklemektedir. Formalin testinde marrubiinin intraperitoneal
yoldan uygulandiginda IDso degerleri ilk faz i¢in 6,6 pmol/kg, ikinci faz icin ise 6,3
umol/kg olarak; maksimum inhibisyon degerleri ise ilk faz i¢in %78, ikinci faz i¢in ise
%83 bulunmustur. Oral yoldan yapilan testte ise marrubiinin IDso degerleri ilk ve ikinci
faz i¢in sirasiyla 126 ve 128 pumol/kg; maksimum inhibisyon degerleri ise ilk ve ikinci
faz i¢in sirastyla %75 ve %99 olarak bulunmustur. Kapsaisin ile indiiklenen norojenik

nosisepsiyon testinde ise marrubiin, doza bagimli olarak etkili bir sekilde aktivite
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gostermis ve IDso degeri 28,8 pmol/kg, maksimum inhibisyon degeri ise %76 olarak
bulunmustur [82].

Meyre-Silva ve digerleri (2005) bazi marrubiin tiirevlerini (marrubiin, marrubiinik
asit, marrubenol, marrubiinik asit benzil esteri, marrubiinik asit metil esteri) elde etmis
ve bu bilesiklerle bir caligma gerceklestirmistir. Kivranma testinde marrubiinik asit (10
mg/kg, intraperitoneal) abdominal kasilmalar1 %80 oraninda inhibe etmistir. Marrubiinik
asitin, calisilan modellerde (farelerde formalin ve kapsaisin ile indiiklenmis norojenik
agri, glutamat ile indiiklenmis hiperaljezi durumlarinda spinal ve supraspinal
antinosisepsiyon) marrubiine benzer sekilde bir analjezik profil ¢izdigi belirtilmistir.
Marrubiinik asitin, prototipi marrubiine kiyasla daha az antinosiseptif etki gostermesine
ragmen asetilsalisilik asit ve parasetamol gibi klinik amacla kullanilan bazi ilaglara

kiyasla daha potent oldugu vurgulanmaistir [4].

2.7.2.4. Vazorelaksan etkiler

El Bardai ve digerleri (2003) Marrubii herba drogundan elde edilen sulu ekstrenin
vazorelaksan etkilerini incelemislerdir. 60 g bitki materyali 400 mL distile su ile 90 °C’de
15 dakika boyunca ekstre edilmistir. Ekstre sulu fraksiyon ve siklohekzan fraksiyonu
olmak tizere 2 kisma ayrilmistir. Sigan aortunda KCI ile indiklenmis kasilmada
siklohekzan fraksiyonu ile doza bagimli bir inhibisyon olusturulurken sulu fraksiyonda
bir etki gézlemlenmemistir. Marrubenol ve marrubiin izole edilmis ve sican aortunda
konsantrasyona bagimli bir sekilde kasilma inhibisyonu olusturdugu belirtilmistir.
Marrubenoliin marrubine kiyasla biraz daha potent oldugu bulunmustur (ICso degerleri
sirasiyla 7,7 ve 24 uM). Her iki bilesenin de verapamile kiyasla belirgin derecede daha
az potent oldugu ortaya koyulmustur [6].

El Bardai ve digerleri (2003) baska bir arastirmada marrubenoliin relaksan aktivite
mekanizmasini agiga ¢ikarmak amaciyla calisma yapmistir. Marrubenoliin; siganlarin
arterlerindeki kasilmalari, diiz kas hiicrelerindeki L tipi voltaj bagimli kalsiyum
kanallarin1 bloke ederek inhibe ettigi gézlemlenmistir. Marrubenoliin sigan aortundaki
relaksan etkisi endotelyumun alinmasindan etkilenmemistir (ICso degeri 11,8+0,3 uM ve
maksimum gevseme 93,4+0,6 uM). Marrubenol, noradrenalin (1 uM) ile indiiklenmis
kasilmalar1 inhibe ederken; Ca kanal blokeri olan nimodipin varliginda (1 uM)

noradrenalin ile indiiklenmis kasilmalar1 inhibe edememistir [83].
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2.7.2.5. Antioksidatif etkiler

Martin-Nizard ve digerleri (2003) bir ¢alismada, M. vulgare bitkisinin toprak {istii
kisimlarindan izole edilen 5 tane dogal polifenol bilesigin, biiylikbas hayvan aort endotel
hiicrelerinde okside olmus LDL ile indiiklenmis sitotoksisiteye karsi etkilerini
incelemislerdir. 4 adet fenilpropanoit glikozitleri (akteosid, forsynthoside B, arenariosid,
ballotetrosid) ve bir non-glikozit tiirevi (kafeoil-1-malik asit) bu amagla incelenmistir. Bu
bilesiklerin in vitro LDL oksidasyonunu engelledigi ve hiicrelerdeki morfolojik
goriinlimii inkiibasyon déneminde korudugu goriilmiistiir [84].

Martin-Nizard ve digerleri (2004) baska bir calismada M. vulgare bitkisinin toprak
istii kisimlarindan izole edilen 4 adet dogal polifenol bilesigin (akteosid, forsynthoside
B, arenariosid, ballotetrosid) biiyiikbas hayvan aort endotel hiicrelerinde, bakir ile okside
edilmis LDL (Cu-LDL) tarafindan indiiklenen endotelin-1 (ET-1) sekresyonuna karsi
etkilerini aragtirmiglardir. ET-1 sekresyonu hiicreler Cu-LDL ile inkiibe edildiginde
artmistir ancak bu polifenolik bilesikler bu artis1 inhibe etmislerdir. Sonug¢ olarak bu
bilesiklerin ateroskleroz gelisimini engellemek konusunda faydali etkilerinin olabilecegi

arastirmacilar tarafindan vurgulanmistir [85].

2.8. Toksikolojik Veriler

2.8.1. Genel toksisite

Jaouhari ve digerleri (1999) fareler lizerinde M. vulgare sulu ekstresinin akut
toksisitesi lizerine bir ¢caligma yapmislardir. Ekstre 1 g kuru bitkinin 50 mL distile suda
(DEO 1:50) infiizyon ile hazirlanmasi ile elde edilmistir. Ekstre oral olarak 1 g/kg
dozunda uygulanmistir. Hayvanlar 7 giin boyunca gézlemlenmis ve viicut agirligindaki
degimler ve davraniglar1 not edilmistir. 8. glinde hayvanlar kesilmis ve anatomik ve
histopatolojik olarak incelenmistir. Ekstre uygulanan farede 1 saat sonrasinda tagikardi
ve 3 saat sonrasinda istah kaybi gozlenirken, histopatolojik degisiklik gdzlenmemistir
[86].

De Oliveira ve digerleri (2011) M. vulgare ekstresini (1,5 kg bitki materyalinin 4
litre metanol ile 7 giin masere edilmesi ile elde edilen) 2,000 mg/kg ekstre dozunda 5 adet
disi sicana uygulayarak akut toksisite ¢aligmast gergeklestirmislerdir. 14 giin boyunca
hayvanlar gdzlemlenmistir. Deri, tily, goz, nazal mukoz membran, merkezi sinir sistemi

ve otonom sinir sistemi incelenmis ve bir degisiklik gézlemlenmemistir. Bulgularin M.
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vulgare metanollii ekstresinin toksik dozunun 2000 mg/kg’dan daha yiiksek oldugunu

gosterdigi belirtilmistir [63].

2.8.2. Ureme ve gelisimsel toksisite

Kchouk ve Chadli (1962) M. vulgare’den elde edilen dekoksiyon ile 2 sigan, 2
kobay ve 2 fare lizerinde (yaklasik 2 mL/kg bukal ya da subkiitan) bir toksisite ¢aligsmasi
gerceklestirmislerdir. Sonuglarda sicanlarda ciddi abortif aktivite goriiliirken, M.
vulgare’nin kobay ve farelerde abortif etki gosterdigine dair yeterli kaniya
ulasilamamustir. Arastirmacilar bu bulgularin insanlar lizerindeki abortif etki konusunda
bir kaniya varmaya imkan vermedigini belirtmislerdir [87].

Aouni ve digerleri M. vulgare hidro-etanollii ekstresinin disi sicanlar lizerindeki
hematolojik etkilerini incelemislerdir. Normal ve gebe siganlardaki hematolojik
degerlerde ciddi bir diisiis oldugu ve fetiis implantasyonunda ve boyutlarinda gozle
goriiliir sekilde bir azalmaya yol actig1r belirtilmistir. Gebe sicanlarin uterusu
incelendiginde plasental ve embriyo dokularinda zedelenme oldugu ve gebeligin
sonlanmas1 sonucunda ciddi histolojik degisimlerin meydana geldigi belirtilmistir.
Aragtirmacilar; ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgularin, M. vulgare’nin abortif

etkileri oldugu hipotezini destekledigini belirtmislerdir [88].

2.9. Klinik Cahismalar

Herrera-Arellano ve digerleri (2004) randomize, ¢ift korlii ve kontrollii bir
arastirma ile Cecropia obtusifolia ve M. vulgare sulu ekstrelerinin kan glukoz ve serum
lipid degerleri tizerindeki etkilerini tip 2 diyabet ve bilinen ilaglarla yapilan tedaviye zayif
yanit veren hastalarda incelemislerdir. 43 adet hasta, 2 gruba ayrilmis ve giinde 3 kere her
oglinden Once 1 bardak kaynar su i¢inde 1 g posetler halinde (glinde toplam 3 g drog)
inflizyon hazirlayarak i¢gmislerdir. 21 giinliik tedavinin sonunda aglik kan glukoz
degerinde %0,64, kolesterol ve trigliserit degerlerinde ise sirasiyla %4,16 ve %5,78
oraninda bir diisiis gozlemlenmistir. Tedavi renal fonksiyonlar1 dlgen parametrelerde
onemli degisiklikler gerceklestirmezken kreatinin ve iireye ait serum degerlerinde
patolojik degisimler gézlenmemistir. Baz1 hastalarda tedaviyi kesmeyi gerektirmeyecek
Olcilide orta siddette gecici yan etkiler ortaya ¢ikmistir. Bunlar; bulanti, agiz kurulugu,

siyalore, bag donmesi ve anoreksiyadir [89].
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2.10. Pozoloji

Avrupa Ila¢ Kurumu (EMA) tarafindan yayimlanan bir raporda [45] Marrubii
herba’nin farmakopelere ve fitoterapi kitaplarina dayanilarak 30 yildan daha fazla siire
ile kullanildig1 i¢in bu drogun geleneksel bitkisel tibbi iiriin sinifina alindig1 belirtilmistir

ve c¢esitli preparatlar i¢in farkli dozlar kabul edilmistir:

e Sikilmig suyu (DEO 1:0,70-0,90): 10-20 mL, giinde 3 defa

e Sivi ekstre (DEO 1:0,9-1,1), ekstraksiyon ¢oziiciisii %30 etanol (h/h): 1,5-2
mL, giinde 3 defa

e HMPC monografi icin ise farmakopelerde [2, 51] yer alan 30 yillik
geleneksel kullanimina dayanilarak, su dozlar tavsiye edilmistir:

e Bitkisel cay i¢in drog: 1-2 g, glinde 3 defa

e Sivi ekstre (DEO 1:1), ekstraksiyon ¢oziiciisii %20 etanol (h/h): 2-4 mL,
giinde 3 defa

Ayni raporda toz haline getirilmis drogun kati dozaj sekillerinde oral olarak
kullanilmasinin da monograflara eklenebilecegi belirtilmistir. BHP farmakopesinde
1983’ten beri drogun giinde 3 defa 1-2 g olarak kullaniminin yer aldig1 ve 1992°den beri
Ispanya’da piyasada olan bir preparatin pozoloji bilgisinin (toz haline getirilmis drog,
giinde 3 defa 225-450 mg) bulundugu vurgulanmistir.

Cesitli farmakope, monograf ve literatiir bilgilerine dayanilarak; farkli dozaj
formlar1 i¢in farkli kullanim ve dozaj bilgilerine Tablo 2.3.,2.4.,2.5. ve 2.6.’da yer aldig1

sekilde verilmistir.

Tablo 2.3. Bitkisel ¢cay preparati i¢in énerilen dozaj ve kullanim

Dozaj Kullanim Kaynak
Giinlik doz: 4,5 g bitkisel drog Oral kullanim igin ¢ay preparati [48]

Baska sekilde regete edilmedigi takdirde: Oral [2]
Kurutulmus bitki, 1-2 g

Giinde 3 defa: Oral [50]
Kurutulmus bitki, 1-2 g

Giinliik doz: 4,5 g bitkisel drog Oral [55-57]
Kurutulmus bitki: infiizyon olarak 1,5 g tek doz halinde ~ Infiizyon seklinde oral [58-60, 90]
Ufalanmus bitki infiizyon olarak: [1]

1-2 g bitkisel drog giinde 3 defaya kadar
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Tablo 2.3. (Devam) Bitkisel ¢ay preparati i¢in onerilen dozaj ve kullanim

Ufalanmis bitki Infiizyon olarak: tek doz 1,5 g; giinliik Koleretik olarak ¢ay yemeklerden 30 [91-94]
doz:4,5¢g dakika 6nce alinmalidir;

Ekspektoran olarak ¢ay giinde

birka¢ defa kullanilmalidir.

Tablo 2.4. Bitkinin sitkilmis suyunun (DEO 1:0,70-0,90) dozu ve kullanimi

Dozaj Kullamim Kaynak

12 yasindan biiyiik yetigkinlerde: giinde 3 defa 10-20 mL Oral Avrupa
iilkelerinde ruhsat

Bagka sekilde regete edilmedigi takdirde giinliik doz: Oral [48]

2-6 yemek kasig1 sikilmis su ya da esdegi preparat

Sikilmis su: giinliikk doz 30-60 mL [1]

Sikilmis su: giinliikk doz 2-6 yemek kasigi [91-94]

Tablo 2.5. Bitkiden elde edilen ekstraksiyon ¢oziiciisii %30 etanol (h/h) olan sivi ekstrenin (DEO 1:0,9-
1,1) dozu ve kullanimi

Dozaj Kullanim Kaynak

12 yasindan itibaren Oral Avrupa iilkelerinde ruhsat
i¢in yetkilendiren kurumlar

Tablo 2.6. Bitkiden elde edilen ekstraksiyon ¢oziiciisii %30 etanol (h/h) olan sivi ekstrenin (DEO 1:1)
dozu ve kullanimi

Dozaj Kullanim Kaynak
Bagka sekilde regete edilmedigi takdirde, giinde 3 defa 1-2 mL Oral [2]
2-4 mL giinde 3 defa Oral [50, 51]
2-4 mLgiinde 3 defa - [1]
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Bu boliimde tez calismasinda kullanilan bitkisel materyaller ve kaynaklari, standart

bilesenler, cihazlar, apareyler, kimyasal maddeler, ¢oziiciiler, reaktifler, geregler ve

yontemler sunulmustur.

3.1. Bitkisel Materyal
Bu tez ¢alismasi kapsaminda 3 farkl bitkisel 6rnek temin edilmistir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Tez ¢calismasinda kullanilan droglar ve kaynaklar:

Ornek Durumu

Kaynak
MV1 Ambalajli, parcalanmis drog Kiimmersbruck, Almanya (Subat 2018)
MV2 Taze 6rnek, kiiltiir Kiitahya (Nisan 2018)

MV3 Ambalajl, yaklasik 5 cm’lik pargalara ayrilmis drog ~ Nativital, Istanbul (Mayis 2018)

MV1 kodlu Avrupa Farmakopesi (8.0)’ne uygun oldugu belirtilen Herba Marrubii
drogu Almanya Kiimmersbruck bolgesinde yer alan bir eczaneden temin edilmistir.

Kirmiz1 kagit ambalajinin tizerinde ilgili droga ait bilgilerin yer aldig: bir etikete sahiptir
(Gorsel 3.1.).

BBD: 02/2020 Herba Marrubii conc. Ch-B: 17053202 250g

Ch-B.: 17053202

i Control methods PhEuw 80
Herba Marrubii conc. Characteristics mnespondl;mg
Identity corresponding
Andornkraut TestB cormesponding

Purit !
AauEsd -V:CIe?gn matter corresponding
-loss on drying
250g -oss:
Antonius Apotheke = Elisq_beth Paper )
Vilstalstralie 88 - D-92245 Kiimmersbruck Assay (marrubin)

Gorsel 3.1. MV1 numunesinin ambalaji
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Gorsel 3.2. MVI numunesi

MV2 kodlu bitki 6rnegi ise Kiitahya’da yer alan Kiitahya Belediyesi Hekim Sinan
Tibbi Bitkiler Arastirma Merkezi’nden temin edilmis ve tarafimizca toplanilarak golgede
kurumaya birakilmistir (Gorsel 3.3.). Temin edilen bu bitki, Eskisehir Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na “ESSE 15525 numaras1 ile

kaydedilmistir.
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Gorsel 3.3. MV2 numunesi

MV3 kodlu 6rnek ise Nativital (Tirkiye) firmasindan tedarik edilen ticari bir
drogtur (Gorsel 3.4.). Seffaf, naylon bir ambalaj igerisinde yer alan drogun tamamen
kurutulmadigr gozlenmistir ve tez ¢alismalart icin golgede bir siire daha kurumasi

saglanmustir.
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NATIVITAL

MARRUBIUM ’

Horehounc

Marrubium vulgare L.
NET AGIRLIK: 500 g
PARTI NO: Nv-1509
S.K.T.:05/09/2020
jsletme Kayit No: TR-34-K-1 §4685
Nativital Dogal Yasam ve Saglk Uriinleri San. Tic. Ltd. S
Jiteli 0.5.B Sefakdy San. Sit. 7 Blok No:4
Bagaksehir / ISTANBUL ‘
Tel:0(212) 603 24 48- Fax:0212) 603 2448

Gorsel 3.5. MV3 numunesi

Biitiin numuneler tez caligmalar1 esnasinda agz1 kapali ambalajlarda, serin ve kuru

bir sekilde dolaplarda muhafaza edilmistir.
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3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Standart Maddeler

Tez ¢alismalarinda kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciiler ile bunlarin marka ve
saflik dereceleri Tablo 3.2’de sunulmustur. Bu tabloda yer alan ¢6ziicii ve kimyasal
maddeler, standart maddelerin ¢oziilmesinde, 6rnek hazirlanmasinda, ekstraksiyonda,
reaktiflerin hazirlanmasinda, ince tabaka kromatografisi (ITK) hareketli faz
hazirlanmasinda, yiiksek basingli sivi  kromatografisinde (YBSK) hareketli faz

hazirlanmasinda kullanilmstir.

Tablo 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan ¢éziicii ve kimyasal maddeler

Coziicii/Kimyasal Madde Marka Saflik %
Asetonitril Merck >99.9
Marrubiin Phyproof >98
Etanol Merck >99
Hekzan Merck >96
Metanol Merck >99
Metanol (extra pure) Tekkim >99.5
Resazurin Sigma-Aldrich ~80
Vanilin Merck >99

3.3. Kullamilan Kimyasal Reaktifler

Tiim reaktifler Avrupa Farmakopesi 8.0’de tarif edilen sekilde hazirlanarak
kullanilmistir.

Vanilin siilflirik asit reaktifi: vanilin R’nin 20 kisim etanol (%96) R ve 80 kisim
stilfiirik asit R karigimindaki 5 g/L’°lik ¢6zeltisi hazirlanmastir.

Kloralhidrat R.: 80 g kloralhidrat, 20 ml distile su i¢inde ultrasonik banyoda

coziilerek hazirlanmistir.

3.4. Kullamilan Materyal, Cihaz ve Apareyler

Deneylerde kullanilan materyal, cihaz ve apareylere ait bilgiler Tablo 3.3’de

verilmistir.

Tablo 3.3. Tez calismasinda kullanilan cihaz/aparey ve markalart

Coziicti/Kimyasal Madde Model/Marka
Clevenger apareyi ldam
UV Lambasi Camag

Gaz kromatografisi/Alev iyonlasma dedektorii Agilent 6890N
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Tablo 3.3. (Devam) Tez ¢alismasinda kullanilan cihaz/aparey ve markalar

Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometresi Agilent 5975 GC-MSD
Etiiv Incucell - MMM

Tek kanalli pipet seti Reference - Eppendorf
Cok kanalli otomatik pipet seti Transferpette 8 - Brand
Mikrobiyolik Kabin Laminar Flow Class Bio II-Heal Force
Yiiksek basin¢li s1vi kromatografisi Shimadzu LC-20A
pH-Metre Starter 3100M - Ohaus
Bakteriyolojik etiiv MMM-Incucell

Rota vapor Heidolph

Otoklav Hirayama HV-50

Su banyosu Wise Clean

Mikroplate okuyucu Biotek, Synergy, H1
Sogutmali santrifiij Eppendorf

Calkayici SI-600 - Lab. Companion
Karistirict Vortex Genius 3 - [KA
Tiirbidometre DEN-1B - Biosan

Ince tabaka kromatografi plag TLC Silica Gel 60 - Merck
Isik mikroskopu ve kamera Leica DM 750 / ICC50 HD
Hassas terazi AS 310 R2 - Radwag

3.5. Deneysel Calismalar ve Yontemler

3.5.1. Mikroskobik inceleme

Ornekler toz haline getirildikten sonra, Avrupa Farmakopesi 8.0’de yer aldig iizere
klorak hidrat R reaktifi kullanilarak, bek alevinde buhari solunmadan dikkatlice
kaynatilmis ve soguduktan sonra 11k mikroskopunda incelenmistir. Leica DM750
binokiiler 151k mikroskopuna entegre ICC50 HD kamera ile mikroskop goriintiileri dijital
olarak kaydedilmistir. Mikroskobik inceleme agamasinda toz droglarin ayriminda 6nemli
karakterlerden Ortii tiiyleri, salgi tiiyleri, Lamiaceae familyasina 6zgii diasitik stoma ve
yapraga ait onemli kisimlar dikkate alinmigtir. Gorilintlisii kaydedilen bazi yapilar,
mikroskopa entegre kamera sistemi ile mikroskoptaki mercegin degerine gore kalibre

edilmis ol¢timlendirme sablonu yerlestirilerek ol¢iilmiistiir.

3.5.2. Kurutmada kayip

Avrupa Farmakopesi 8.0’de tarif edildigi lizere 3 6rnek icin de yaklasik 1 g kuru

toz drog hassas terazi ile tartilarak, etiivde 2 saat boyunca 105 °C’de kurumaya
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birakilmigtir. Bu siirenin sonunda droglar tekrar hassas terazi ile tartilarak kurutmada

kay1p yiizdesi hesaplanmistir.

3.5.3. Ekstrelerin hazirlanmasi

3.5.3.1. Ince tabaka kromatografisinde (ITK) kullanilan ekstrelerin hazirlanmasi

Avrupa Farmakopesi 8.0’da anlatildig1 {izere her numune igin test ¢ozeltisi (a) ve
(b) cozeltileri asagida anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler 1a, 1b, 2a, 2b, 3a,
3b seklinde numaralandirilarak ITK calismasi yapilincaya kadar agzi kapali tiiplerde
buzdolabinda saklanmustir.
Test ¢ozeltisi (a). 1 gram toz drog lizerine 2 mL seyreltik hidroklorik asit R ve 8 mL
metanol R ilave edildi. Geri ¢eviren sogutucu altinda 30 dk 1s1tild1, sogutuldu ve siiziildii.
Test ¢ozeltisi (b). 1 gram toz drog lizerine 10 mL metanol R ilave edildi. Geri ¢eviren

sogutucu altinda 30 dakika 1sitilip, sogutulup ve siizilmiistiir.

3.5.3.2. Biyolojik aktivite calismalarinda kullanilan ekstrelerin hazirlanmasti

Farkli kaynaklardan temin edilen 3 bitki 6rnegi yaklasik 10 g olarak hassas terazi
ile tartilarak erlene alinmustir. Uzerine 100 mL metanol (extra piire) ilave edilerek, 24 saat
boyunca 150 rpm hizinda 24 °C sicakliga ayarlanmis calkalayici ile ekstraksiyon islemi
gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon siiresi tamamlandiginda, siiziilerek vakum altinda
ucucunun tamami uzaklastirilmistir. Darasi alinan balonun hassas terazi ile tartim
yapilarak ekstraksiyon verimi hesaplanmistir. Balonda kalan ekstre az miktarda metanol
ile sonik banyo igerisinde ¢oziilerek santrifiij tiiplerine alinmistir. Santrifiij tiiplerine
almman ekstreler, vakumlu santrifiij cihazinda ¢dziiclilerinden uzaklastirilarak aktivite
analizleri yapilincaya dek agizlar1 kapali sekilde buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir.
Ekstraksiyon iglemine tabi tutulan drog miktarlar1 ve ekstraksiyon sonrasi kuruluga kadar
ucurulan ekstrenin hassas tartimi yapilarak ekstraksiyon verimleri hesaplanarak Tablo

3.4’te sunulmustur.

3.5.3.3. Yiiksek basin¢h sivi kromatografisinde (YBSK) kullanilan ekstrelerin
hazirlanmasi
Avrupa Farmakopesi 8.0’da Bozotu bitkisindeki marrubiin miktarinin tayin
edilmesi i¢in s1vi kromatografisi metodu agiklanmistir. Bu amagcla bitkisel droglardan 1 g
hassas terazi ile tartilarak balona alinmis ve lizerine 3 mL seyreltik hidroklorik asit R ve

12 mL metanol (extra pure) ilave edilerek yaklasik 30 dakika geri ¢eviren sogutucu
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altinda 1sitilmigtir. Ardindan oda sicakligina kadar sogumasi beklenilerek pamuktan 25
mL’lik balon jojelere siiziilmiistiir. Balon metanol (extra pure) ile ¢calkalanarak yikanarak,
balon jojedeki ¢ozelti 25 mL’ye seyreltilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler agzi kapali tiiplere

alinarak, analiz yapilincaya dek buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.5.4. Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Her 3 6rnek i¢in de dnceki baglikta anlatildigi sekilde 2’ser ekstre hazirlanmistir.
Bu ekstreler 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b seklinde numaralandirilarak ITK ¢alismas: yapilincaya
kadar agz1 kapali tiiplerde buzdolabinda saklanmustir. ITK ¢alismasinin sartlar1 asagida

agiklanmustir:

Hareketli faz: metanol R, toluen R (5:95 h/h)

Uygulama: 5 puL test (a) ve (b) ¢ozeltileri, bant halinde

Stiriiklenme: 6 cm siiriiklenme, silika jel 60 plak iizerinde

Kurutma: havada

Tespit: Vanilin R’nin 20 hacim etanol (%96) R ve 80 hacim siilfiirik asit R’deki
S5g/L’lik ¢ozeltisi piiskiirtiildii, 130 °C’de 5 dk 1sitildiktan hemen sonra giin 1s1nda ve UV

lamba altinda incelendi.

3.5.5. Yiiksek basinch s1ivi kromatografisi (YBSK)

Avrupa Farmakopesi 8.0°da bozotun tayin metodu olarak verilen YBSK analizi,
hazirlanis1 daha Once aciklanan bitkisel ekstre ile Tablo 3.4’te anlatildigi sekilde
gergeklestirilmistir.

Tablo 3.4. YBSK calismasinin kosullar:

Kosul/materyal Aciklama
Sahit ¢ozelti: 0,2 mg marrubiin R, 1 mL metanol R'de ¢6ziildii.
Kolon: boyut: L =0,25 m; @=4 mm,;

sabit faz: ug¢ kapli-oktadesilsilil silika jel
kromatografi i¢in R (5 pm)

Hareketli faz: hareketli faz A: asetonitril

hareketli faz B: 0,5 mL fosforik asit R, su R ile
1000 mL'ye ile seyreltilir.

Akis hizt: 1,5 mL/dk
Tespit: spektrofotometrede 217 nm'de.
Uygulama: 20 pL.
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Elde edilen marrubiin dorugu, sahit ¢ozelti ile elde edilen kromatogramdaki doruk

ile kiyaslanda.
Marrubiin yiizdesi asagidaki denklemle (3.1) hesaplandi:
A1 Xm,XpXx2,5
L 3.1)
A2 X mq

A1 = test ¢Ozeltisi ile elde edilen kromatogramda marrubiin'e kars1 gelen doruk alani;
Ao = sahit ¢ozelti elde edilen kromatogramda marrubiin'e karsi gelen dorugun alani;
mi = incelenen drogun gram olarak agirhigi;

m2 = marrubiin R'nin gram olarak agirligs;

p = marrubiin R i¢indeki marrubiin yiizdesi.

3.5.6. Ucucu yag eldesi

Bitkisel materyallerden ugucu yag eldesi amaciyla laboratuvar dlgekte Clevenger
apareyinde (Gorsel 3.1.) 50 g kuru drog 2 L’lik balona konulduktan sonra iizerine 1000
mL distile su ilave edilmistir. 3 saat siire ile distilasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu
siirenin sonunda apareyin sogumasi beklenmis ve Olgekli kisimdan ucgucu yaglar
toplanmstir. Bitkisel materyaller ¢ok az miktarda ugucu yag igerdigi icin (Gorsel 3.2.)
orneklerden elde edilen ugucu yaglar Clevenger apareyinden hekzan ile alinarak ayni
sartlarda es zamanl olarak Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometre (GK-KS) ve Gaz
Kromatografisi - Alev Iyonlasma Dedektorii (GK-AID) cihazlarma verilmistir.
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Gorsel 3.7. Distilasyon islemi sonucunda elde edilen ugucu yag
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3.5.7. Gaz kromatografisi

Elde edilen ugucu yaglarin kromatografik analizlerinde Demirci ve digerleri (2017)
ve Goger ve digerlerinin (2018) yaptiklar1 ¢alismalardaki metotlardan yararlanilmis olup

yontem asagida detayli olarak belirtilmistir [95, 96].

3.5.7.1. GK analiz kosullari (GK-AID)

Agilent 6890N sistemi kullanilarak yapilmistir. Agilent 6890N sisteminde FID
Detektor (Flame Ionization Detector-Alev iyonlagsma dedektorii) sicakligi 300 °C’dir.
GC-KS sistemi ile uyumlu tutunma zamanlar1 elde edilebilmesi i¢in Agilent 6890N
sisteminde 60 m x 0.25 mm @, 0.25 um film kalinliginda HP-Innowax polar kolon
kullanilmis ve asagida verildigi gibi ayn1 sicaklik programi uygulanmistir. Tastyict gaz

olarak helyum (0,8 mL/dk. akis hiz1) kullanilmistir. Enjeksiyon portu sicakligi 250 °C’dir

3.5.7.2. GK-KS analiz kosullar:

GC-KS analizlerinde Agilent 5975 GC-MSD sistemi kullanilmistir. GK sisteminde
kullanilan tipte kolon kullanilarak tastyic1 gaz akis hiz1 0.8 mL/dk olarak ayarlanmistir.
Kolon sicaklik programi su sekildedir. 60 °C'de10 dak, 4 °C/dak artigla 220 °C'ye, 220
°C'de 10 dk, 1 °C/dk artigla 240 °C’ye ve 240 °C’de 20 dk. Split oran1 30:1°dir.
Enjeksiyon portu sicakligi 250°C olarak set edilmistir. Kiitle spektrumlar1 (KS) 70 eV
elektron enerjisi uygulanarak ve m/z 35 ile 450 kiitle araliginda alinmistir. Degerlendirme
islemlerinde “Bager Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi” ve Wiley GK/KS, Adams ve

MassFinder 3.0 Kiitiiphane Tarama Yazilimlar1 kullanilmistir.

3.5.8. Biyolojik aktivite analizleri
3.5.8.1. Mikrobiyal aktivite analizi

3.5.8.1.1. Besiyeri ve kimyasallarin hazirlanisi

Deneysel ¢alismada bakteri suglarini aktive etmek i¢in Mueller Hinton Agar (MHA)
ve maya suslarinda ise Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerleri kullaniimistir.
Antimikrobiyal aktivite ve kombinasyon testlerinde bakteri suglar1 i¢in katyon ilaveli
Mueller Hinton broth II (MHB-II) ve maya suslar1 icin RPMI 1640 sivi besiyerleri

kullanilmustir.
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-MHA besiyeri; toz halindeki 17 g Mueller Hinton agar (MHA) 500 mL distile suda
coziilerek hazirlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek sogutulup Petri
kaplarina dokiilmiistir.

-PDA besiyeri; toz halindeki 19,5 g Potato dekstroz agar (PDA) 500 mL distile suda
coziilerek hazirlanmis ve ayni sekilde steril edilerek Petri kaplarina alinmistir.

-MHB-II besiyeri; toz halindeki 11 g katyon ilaveli Mueller hinton broth II 500 mL distile
suda coziilerek hazirlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir ve

kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir.

3.5.8.1.2. Agar kuyucuk difiizyon metodu
Calisma CLSI’in (Clinical and Laboratory Standards Institute) MO02-A1l

standardina gére Agar Diflizyon yontemiyle gerceklestirilmistir. Calismada Escherichia
coli (NRRL B-3008), Bacillus subtilis (NRRL-B4378), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Salmonella typhimurium (ATCC-13311) bakterileri ve Candida albicans (ATCC
10231) mayas1 secilmistir. Bakteri ve mayalar calismanin 24 saat 6ncesinden inkiibe
edilerek genc kiiltiirler kullanilmistir. Bakteri ve maya yogunlugu, densitometresi ile
serum fizyolojik (%0,9 NaCl c¢ozeltisi) icerisinde0,5 McFarland’a ayarlanmistir.
Seyreltilmis mikroorganizmalardan 100’er pL alinarak bakteriler i¢in 25 mL Mueller
Hinton Agar (MHA) igeren maya i¢in Potato Dextrose Agar (PDA) petrilere Yayma Plak
Yo6ntemi ile mikroorganizmalarin ekimi gerceklestirilmistir. Besiyeri yilizeyi kuruduktan
sonra 6 mm capindaki steril agar delici ile petri ylizeylerine agilan bloklara 20 uL test
numuneleri eklenmistir. 24 saat 35+2 °C inkiibasyonun sonunda olusan inhibisyon zonlar1
(iZ) denklem (3.2) kullanilarak o&l¢iilmiistiir. Referans antimikrobiyal ajan olarak
bakteriler i¢in Siprofloksasin ve Candida albicans (ATCC 10231) i¢in Amfoterisin B
kullanilmistir [97].

i1Z = élciilen deger — disk capt (3.2)
3.5.8.1.3. Mikrodiliisyon yontemi ile minimum inhibisyon konsantrasyonunun
(MIK) belirlenmesi

Deneysel calisma kapsaminda Agar Difiizyon Metodu’nda sonug¢ veren MV-3
kodlu numunenin Escherichia coli (NRRL B-3008), Bacillus subtilis (NRRL-B4378),
Corynebacterium striatum (ATCC-1293) Salmonella typhimurium (ATCC-13311)
bakterilerine karsi etkili oldugu goériindiigii icin, CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) standardi (M27-A2) kullanilarak Mikrodiliisyon Yontemi ile bu bakterilere
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karst minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) belirlenmeye calisilmistir. [98, 99].
Referans antimikrobiyal ajan olarak Kloramfenikol tercih edilmistir.

24 saat Oncesinden pasajlanarak 35+2 °C’de gelistirilen gen¢ ve aktif suglar
gelistirilmistir. Gelistirilen suslar, serum fizyolojik (%0,9 NaCl ¢6zeltisi) icerisinde
McFarland 0,5 olacak sekilde tlirbidometre ile konsantrasyonu ayarlanmistir. Buna her
bir analize, analizin gecerliliginin tespiti i¢in besiyeri kontrolii ve mikroorganizma
kontrolii eklenmis olup, gecerliligi onaylanan analizler iizerinden MIK degeri hesaplama
yapilmistir. Ber bir kuyucukta takriben 5 x 10° cfu/mL Cfu mikroorganizma olacak
sekilde 96’lik steril plate’in ilgili kuyucuklarina enjeksiyon yapilmistir.
Maddeler, ilk kuyucuga enjeksiyon yapilarak kademeli olarak seyreltme
gergeklestirilmistir. Buna gdre numune konsantrasyonu olarak 10- 1.95 x 102 mg/mL
araliginda calisilmistir. 24 saat 3542 °C’de inkiibasyon sonrasinda 20’ser pL %0,01 (a/h)
Resazurin ¢ozeltisi ilavesi ile tekrardan ayni kosullarda 3 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Sonuglar renk degisimine gore degerlendirilmistir.

3.5.8.2. Antioksidan aktivite analizi

Hazirlanis1 daha once agiklanmis olan bitkisel ektstrelerin DPPH (2,2 difenil -1-
pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii etkisi, Kumarasamy ve digerleri (2002) tarafindan
gelistirilen, ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) anyon siiplirme
aktivitesi ise, Re ve digerleri (1999) tarafindan gelistirilen metoda gore

gergeklestirilmistir [100, 101].

3.5.8.2.1. DPPH (2,2 difenil -1-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii etkisi

DPPH radikal siipiiriicii etkinin tayini i¢in maddelerin konsantrasyon araligi olarak
1 x 7.81 10° mg /mL olarak belirlenmistir. Standardize edilmis DPPH® ¢&zeltisi
hazirlanarak numunelere 100 pl ilave edilip oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 517 nm’de UV Spektrofotometresinde
absorbans degerleri okunmustur. Troloks pozitif kontrol olarak kullamilmistir. %
inhibisyon degerleri (3.3) formiiliine gore hesaplanmistir. Deney 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir [100, 102].

N A —Ag
%inhibisyon = kmzml ek % 100 (3.3)
kontrol

Axontrol: Kontrol absorbansi

Asmek: Test numunesinin absorbansi
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3.5.8.2.2. ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) anyon

siipiirme aktivitesi

ABTS anyon siiplirme aktivitesi tayini i¢in maddelerin konsantrasyonu 1 mg/mL
se¢ilmistir. Standardize edilmis ABTS™® ¢ozeltisi hazirlanarak numunelere 990 pl
eklenmistir. Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 734 nm’de UV Spektrofotometresinde absorbans degerleri
okunmustur. Standart olarak troloks kullanilmis olup, % inhibisyon degerleri (3.1)

formiiliine gére hesaplanmigtir [101].
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4. BULGULAR VE YORUMLAR

4.1. Makroskobik inceleme

Farkl1 yerlerden temin edilen drnekler incelenirken tung havanda ince toz haline
getirilmistir. Grimsi yesil renkte, tliylii bir yapiya sahip olan bitkilerin toprak iistii

kisimlari, keskin ve aromatik bir kokuya ve hafif ac1 bir tada sahiptir.

4.2. Mikroskobik inceleme

Temin edilen bitki 6rneklerinin hepsi ortak ozellikler tasimaktadir. Farkl
morfolojik yapilara rastlanilmamistir. Mikroskop preparatlari kloralhidrat reaktifi ile
wsitilarak hazirlanarak incelenmis ve ¢ok koseli epiderma hiicreleri, diasitik stoma i¢eren
epiderma hiicreleri, mezofilde kalsiyum oksalat kristalleri ve Lamiaceae tipi salgi
tiiylerinin varlig1 goriilmiistiir. Ayrica tek ve ¢ok hiicreli ortii tiiyleri ile yildiz tiiylerin
varlig1 saptanmistir. Kamera entegreli mikroskop ile yapilan incelemeler sonucunda elde

edilen goriintiiler Gorsel 4.1., 4.2. ve 4.3.’te gosterilmistir.
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Gorsel 4.1. MV numunesinin mikroskop gériintiileri
(a-ortii tiiyii, b-yildiz tiiy,c-salgi tiiyii, d-diasitik stoma)

Gorsel 4.2. MV2 numunesinin mikroskop gériintiileri
(a-diasitik stoma, b-y1ldiz tiiy, c-6rtii tiyii, d,e-salg tiiyi, f-kalsiyum oksalat kristalleri)
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Gorsel 4.3. MV3 numunesinin mikroskop gériintiileri
(a-ortii tiiyii, b-ylldiz tiiy,c-salgi tiiyii, d-diasitik stoma

4.3.Kurutmada Kayip

Avrupa Farmakopesi 8.0’da kurutmada kayip oraninin maksimum %10 olmasi
gerektigi belirtilmistir.

Numunelerin kurutulmadan 6nceki tartimlari ile, kurutulduktan sonraki tartimlari
arasindaki fark hesaplanarak kurutmada kayip degeri % olarak bulunmustur ve sonuglar

Tablo 4.1.”de paylasilmistir.

Tablo 4.1. Kurutmada kayip deneyi sonuglari

Numune Kurutmadan Onceki Kurutmadan Onceki Kurutmada
Tartim (mg) Tartim (mg) kayip (%)

MV1 (Standardize drog, Almanya) 051 1 1913.6 6,70

MV?2 (Kiiltiir, Kiitahya) 1017.,8 955,2 6,15

MV3 (Nativital,Istanbul 3510,9 31098 11,42
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4.4. Ekstre Verimi

Farkl1 yerlerden temin edilen ii¢ farkli bitki 6rneginden elde edilen ekstrelerin
coziiciileri tamamen uzaklastirildiktan sonra tartilarak elde edilen degerler, baslangic

tartimlarina oranlanarak ekstraksiyon verimi hesaplanmis ve Tablo 4.2.”de sunulmustur.

Tablo 4.2. Biyolojik aktivite analizlerinde kullanilan bitkisel ekstrelerin verimi

Ornek Bagslangig tartim (g) Verim (%)
MV1 (Standardize drog, Almanya) 10,14 11,1055
MV2 (Kiiltiir, Kiitahya) 8,00 9,8562
MV3 (Nativital,Istanbul 10,03 12,8833

4.5. ince Tabaka Kromatografisi

3 adet numunin Onceki bolimde anlatildigi sekilde hazirlanan 2’ser farkli
ekstrelerinin, farmakopede tarif edildigi sekilde ITK analizleri yapilmistir. Vanilin R
reaktifi piskiirtillerek hem giines 15181 altinda hem de UV 15181 (364 nm) altinda
incelenmistir. Elde edilen 6 farkli ekstrenin karsilastirilmasi amaciyla Gorsel 4.4°deki

kromatogram gorintiileri elde edilmistir.

Gorsel 4.4. Elde edilen 6 farkli ekstrenin kromatogram goriintiileri
(swrast ile giin 15181 ve UV 364 nm altinda)
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Ayrica elde edilen 6 farkli ekstrenin, marrubiin maddesi ile aym1 plakta ITK analizi
yapilarak, ekstrelerin marrubiin igerigi hakkinda bilgi edinilmesi amaclanmistir (Gorsel
4.5).

Gorsel 4.5. Standart madde olarak marrubiin ve
6 farkl ekstrenin birlikte yer aldigi
kromatogram goriintiisii

Sonuglara bakildiginda, Test c¢ozeltisi (a)’ya gore hazirlanan ekstrelerdeki
marrubiin lekelerinin, Test ¢ozeltisi (b)’ye gore hazirlanan ekstrelere oranla daha yogun
oldugu goriilmektedir. Ayrica Gorsel 4.5.’te yer alan kromatogram sonuglarina gore, her

3 bitki numunesinde marrubiin maddesinin oldugu ortaya konmustur.

4.6. S1v1 Kromatografisi

Bitki numunelerinin Avrupa Farmakopesi 8.0’de yer alan monografa gore yapilan
YBSK analizlerine gore igerdikleri marrubiin miktar1 belirlenmistir. Ekstrelerin igerdigi
marrubiin ytlizdesi %0,21-0,99 arasinda degistigi goriilmiistiir. Ekstreler ile yapilan analiz
sonuglar1 Tablo 4.3’te, elde edilen kromatogramlar ise Gorsel 4.6., 4.7., 4.8. ve 4.9.’da

sunulmustur.
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Tablo 4.3. YBSK analizi sonucunda elde edilen marrubiin miktarlar:

Ornek Marrubiin (%)
MVI 0,21
MV2 0,99
MV3 0,94

Farmakope* 0,7

*: Avrupa Farmakopesi’nde belirtilen, drogun igermesi gereken minimum marrubiin yiizdesi

mAL
i PDA Multi 1
1500
10004
500
] I~
&
o -
B ! ! ' | I ! | |
0 5 10 15 20
min
1 PDA Multi 1/217nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 217nm 4nm
Peak# | Ret. Time Area Height |  Area% | Height %
1 10,587 907561 96306 100.000 100.000
Total 907561 96306 100.000 100.000

Gorsel 4.6. MV1 ornegine ait kromatogram
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PeakTable
PDA Chl 217nm 4nm
Peak# | Ret Time | Area Height Area% | Height %
1 10.586 4299510 461613 100.000 100.000
Total 4299510 461613 100.000 100.000
Gorsel 4.7. MV2 érnegine ait kromatogram
mALU
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PeakTable
PDA Ch1 217nm 4nm
Peak# | Ret. Time | Area Height Area% | Height %
1 10.587 4075975 439698 100,000 100.000
Total 4075975 439698 100.000 100.000

Gorsel 4.8. MV3 drnegine ait kromatogram
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PeakTable
PDA Ch1 217nm 4nm
Peak# | Ret Time | Area Height Area® | Height %
1 10.661 2130524 214991 100.000 100.000
Total 2130524 214991 100.000 100.000

Gorsel 4.9. Marrubiin’e ait kromatogram

4.7. Gaz Kromatografisi

M. vulgare numunelerinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlari
GK-KS ve GK-AID sistemleri ile analiz edilmis ve kiitiiphane yardimiyla teshis edilen
bilesenlerin bagil % degerleri Tablo 4.4. ile sunulmustur. Analiz sonuglarina gére; MV1
numunesinden elde edilen ugucu yagda timol (%21,2), karvakrol (%19,5) ve y-terpinen
(%7,4); MV2 numunesinin u¢ucu yaginda germakren D (%7,1) ve f-karyofillen (%6,2);
MV 3 numunesine ait ugucu yagda ise S-karyofillen (%28,7), germakren D (%25,6) ve o0-
kadinen (%7,7) teshis edilebilen ana bilesikler olarak bulunmustur (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. M. vulgare ugucu yaglarinin bilesimleri

RRI  Bilesik Usucu yaglar
MVl MV2 MV3

1032 o-Pinen 0,5 - -
1132 Sabinen 0,2 - -
1174  Mirsen 0,4 - -
1188 a-Terpinen 0,8 - -
1203  Limonen 1,1 - -
1213 1,8-Sineol 0,5 - -
1244  2-Pentil furan 0,1 - 0,1
1255  y-Terpinen 7,4 - 0,2
1280  p-Simen 4,6 - 0,1
1393  3-Oktanol 0,2 - -
1400 Nonanal - - 0,6
1452 1-Okten-3-ol 1,1 - -
1466  a-Kubeben - - 0,1



Tablo 4.4. (Devam) Marrubium ugucu yaglarinin bilesimleri

1497 oa-Kopaen 0,9 1,5 -
1528 a-Burbonon 0,1 - e
1532 Kafur 1,1 - -
1535  p-Burbonon - 0,3 1,3
1549  p-Kubeben - - 0,4
1553 Linalol 0,6 0,8 -
1562  Izopinokamfon 0,5 - -
1565 Linalil asetat - 0,5 -
1572 a-Bergamoten - - 0,1
1600  S-Elemen - - 0,4
1612  p-Karyofillen 3,4 6,2 28,7
1668 (Z)- p-Farnesen - - 0,9
1669  Seskuisabinen - - 1,1
1687 oa-Humulen 0,8 1,3 5,7
1704  y-Murolen - - 0,4
1719 Borneol 0,5 - -
1726  Germakren D 2,1 7,1 25,6
1740  a-Murolen - - 0,6
1751 Karvon 4,2 - 0,4
1755 Bisiklogermakren - - 0,4
1773  J-Kadinen 1,5 2,7 7,7
1776  y-Kadinen - - 0,3
1845  (E)-Anetol 2,2 - -
1868  (E)-Geranil aseton 0,3 0,8 0,1
1957 Kubebol - - 0,2
1958  (E)-f-lonon 0,4 0,3 -
2008 Karyofillen oksit 2,7 - 0,9
2050 (E)-Nerolidol 1,4 - 54
2071  Humulen epoksit IT 0,5 - -
2104  Viridiflorol 1,0 - -
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 1,7 2,2 0,8
2178 T-Kadinol - - 0,1
2186  Ojenol 0,7 - 0,2
2198 Timol 21,2 1,4 0,6
2200 Dokosan - 1,3 -
2202  Germakren D-4-ol - - 0,6
2209  T- Murolol 0,7 - 0,3
2239 Karvakrol 19,5 5,7 0,6
2246  (2Z,6E)-Farnesal - 0,5 -
2255 a-Kadinol - - 1,0
2316 Karyofilladienol I - - 0,2
2324  Karyofilladienol 1T e - -
2384  Farnesil aseton - 0,7 -
2551  Geranil linalol - - 1,0
2931 Hekzadekanoik asit 1,2 4,0 2,0
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Tablo 4.4. (Devam) Marrubium ugucu yaglarinin bilesimleri

Bilinmeyen * - 10,1 -
Bilinmeyen ** 2,3 12,2 -
Toplam 88,4 59,6 89,1

RRI: n-alkan serisine gore hesaplanmis Relatif tutunma indisleri; e: Eser (< 0.1 %)
*: Kiitiiphanelerden teshis edilemeyen bilesen, BP: 167, Ma: 306
**; Kiitiiphanelerden teshis edilemeyen bilesen, BP:81, Ma: 304

MV2 numunesinden elde edilen ugucu yaginin analizi sonucunda sirasiyla %12,2
ve %10,1 oraninda bulundugu belirlenen, ancak taranan kiitliphane verileriyle teshis
edilemeyen 2 bilesen oldugu goriilmiistiir. Bu bilesene ait kiitle spektrumu Gorsel 4.10.

ile sunulmustur.
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Gorsel 4.10. Tanmimlanamayan bilesenin kiitle spektrumu

(Molekiiler agirligi 304, BP degeri 81)

Ugucu yaglar ile yapilan GK-KS analizlerinde elde edilen kromatogramlar Gorsel

4.11.,4.12. ve 4.13.’te gosterilmistir.
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Gorsel 4.13. MV3 ornegine ait GK-KS kromatogrami

4.8. Biyolojik Aktivite Analizleri

4.8.1. Ekstrenin mikrobiyal aktivite analizi

Hazirlanis1 6nceki boliimde agiklanan bitkisel ekstreler ile mikrobiyal aktivite
analizleri gerceklestirilmistir. Agar kuyucuk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemi ile
yapilan aktivite analiz sonuclart Tablo 4.5. ve 4.6.’da gdsterilmistir.

Bu sonuglara gore yalnizca MV3 kodlu bitkisel numunede, ¢alismada kullanilan
mikroorganizmalara karsi etkili oldugu bulunmustur ve MIK degeri hesaplanmistir

(Tablo 4.6.).

Tablo 4.5. Agar kuyucuk difiizyon yéntemi ile yapilan mikrobiyal aktivite analiz sonuglar

Numune Escherichia Bacillus Candida Salmonella Pseudomonas
coli (NRRL subtilis albicans typhimurium  aeruginosa
B-3008) (NRRL- (ATCC 10231) (ATCC- (ATCC

B4378) 13311) 27853)

MV1 0 0 0 0 0

MV2 0 0 0 0 0

MV3 12 6 0 2 0

Siprofloksasin 24 14 - 19 12

Amfoterisin B 12 - -

Inhibisyon Zon Capi (mm)
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Tablo 4.6. Mikrodiliisyon yontemi ile yapilan mikrobiyal aktivite analiz sonuglari

Numune Escherichia Bacillus subtilis  Corynebacterium  Salmonella
coli (NRRL B- (NRRL-B4378) striatum (ATCC- typhimurium
3008) 1293) (ATCC-
13311)
MV3 0,625 1,25 5 -
Kloramfenikol ~ 0,00625 0,0125 0,0125 0,003125

MiK degeri (mg/mL)

4.8.2. Ekstrenin antioksidan aktivite analizi

Numunelerden elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivite analizleri i¢cin hem DPPH
radikali hem de ABTS anyon siipiiriicti etkileri aragtirllmistir. Elde edilen verilere gore
antioksidan aktivite en fazla MV1 kodlu bitki 6rneginde goriiliirken, onu sirasiyla MV2
ve MV3 kodlu 6rnekler izlemistir (Tablo 4.7. ve 4.8.). ABTS anyon siipiirme aktivitesine
bakildiginda MV3 kodlu 6rnegin etki gdstermedigi goriilmiistiir.

Tablo 4.7. DPPH radikal stipiiriicii etki sonug¢lar

Numune ICso Inhibisyon (%) Standart sapma Konsantrasyon (mg/L)
MV1 0,0622 67,53 3,70 1

MV2 0,124 60,14 1,68 1

MV3 0,247 58,55 1,93 1

Troloks 0,102 70,57 1,79 0,1

Tablo 4.8. ABTS anyon siipiirme aktivite sonuglart
Numune %ABTS" inhibisyonu

MV1 31,48
MV2 13,67
MV3 0

Troloks 75,78
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5. TARTISMA VE SONUC

.Lamiaceae familyasinda Marrubium cinsinin tibbi olarak kullanilabilen tiirlerinden
biri olan M. vulgare, bu tez caligmasi kapsaminda farmakognozik olarak incelenmistir.
Bu amagla farkli yerlerden temin edilen numunelerin makroskobik ve mikroskobik
incelemeleri yapilarak bitkinin teshisi yapilarak; kurutmada kayip, iITK ve YBSK
analizleri ile de droglarin Avrupa Farmakopesi monografinda belirtilen kriterlere uygun
olup olmadig1 arastirtlmistir. Bunun yani sira droglardan distilasyon yolu ile elde edilen
ucucu yaglarm GK-KS ve GK-AID cihazlari ile kimyasal kompozisyonlari incelenmis ve
bilesenleri karsilastirilmistir. Ayrica ¢oziici esktraksiyonu ile elde edilen bitkisel
ekstrelerin mikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri in vitro olarak incelenmistir.

Droglarin  mikroskobik incelemeleri sonucunda karakteristik yapilar biitiin
numunelerde teshis edilerek farkli yapilara rastlaniimamaistir.

Kurutmada kayip deneylerinde degerler sirasi ile MV1, MV2 ve MV3 kodlu drog
icin %6,7; %6,15; ve %11,42 olarak bulunmustur. Avrupa Farmakopesi’ne gore
droglarda bu degerin en fazla %10 olmasi1 gerektigi belirtilmistir. MV3 numarali numune
bu kosulu saglamamaktadir. Bu nedenle MV3 06rnegi, diger ¢alismalarda kullanilmak
tizere eclde edilen bitkisel ekstreler ve c¢ozeltiler i¢in bir miktar daha kurutularak
kullanilmustir.

Biyolojik aktivite analizlerinde kullanilmak i¢in hazirlanan ekstrelerin verimleri
karsilagtirildiginda bu degerler MV1, MV2 ve MV3 kodlu numuneler icin sirast ile
%11,1; %9,85 ve %12,88 olarak, birbirlerine oldukc¢a yakin degerler bulunmustur.

Bitki 6rneklerinin kimyasal kompozisyonu hakkinda bilgi veren incelemelerden
biri olan ITK analizi ile; bozotda bulunan ana etken madde olan marrubiin ile birlikte
bitki numunelerinden elde edilen ekstreler karsilagtirilmistir. Bu incelemenin sonucunda
kromatograma bakildiginda, numunelerden elde edilen (a) g¢ozeltilerinde elde edilen
lekelerin (b) ¢ozeltilerine kiyasla daha yogun oldugu goriilmektedir. Bunun sebebinin (a)
cozeltileri hazirlanirken ¢oziicliye ilave edilen derisik HCI nedeniyle pre-marrubiin’in
marrubiin’e doniisiimiiniin artmasi olarak yorumlanmustir. ITK kromatogram sonuglari
karsilagtirildiginda, her 3 numunenin de benzer bilesenleri barindirdig: goriilerek farkl
lekeler icermedigi goriilmiis ve her 3 numunede de marrubiin varlig1 ortaya konmustur.

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (YBSK) ile bitki numunelerinin icerdigi
marrubiin miktari, elde edilen kromatogramlardaki marrubiin piklerinin alani

hesaplanarak, Avrupa Farmakopesi monografinda yer alan formiil ile belirlenmistir. Bu
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degerler MV1, MV2 ve MV3 kodlu numuneler igin sirast ile %0,21; %0,99 ve %0,94
olarak bulunmustur. Marrubiin ylizdesi monografta en az %0,7 olarak istenmistir.
Etiketinde Avrupa Farmakopesi’ne uygun oldugu yazan ve marrubiin miktart %0,78
olarak belirtilen MV1 kodlu drog; farmakope monografindaki degerin altinda kalmstir.

Farmakopede yer almamasina ragmen bu teze 6zgili deneysel ¢alismalardan biri
olarak droglardan ugucu yag elde edilmis ve GK-KS ve GK-AID cihazlari ile kimyasal
kompozisyonlar1 incelenmis ve bilesenleri karsilastirilmistir. Analiz sonuglarina gore;
MV1 numunesinden elde edilen ugucu yagda timol (%21,2), karvakrol (%19,5) ve y-
terpinen (%7,4); MV2 numunesinin ugucu yaginda germakren D (%7,1) ve B-karyofillen
(%6,2); MV3 numunesine ait ucucu yagda ise B-karyofillen (%28,7), germakren D
(%25,6) ve o-kadinen (%?7,7) teshis edilebilen ana bilesenler olarak bulunmustur (Tablo
4.4.). Sonuglara gore her 3 numunenin de farkli ana bilesenler i¢erdigi goriilmektedir.

Bitki 6rneklerinden elde edilen ekstrelerin in vitro biyolojik aktivite caligma
sonuclarina gore, incelenen mikroorganizmalar ¢ergevesinde sadece MV3 kodlu 6rnegin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya konulmustur. Daha once yapilmis literatiir
taramalarinda Corynebacterium striatum susu ile M. vulgare bitki ekstrelerinin bir arada
yer aldig1 bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu tezin 6zgiin degerlerinden biri olark segilen
Corynebacterium striatum susuna MV3 kodlu ornek zayif antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Ancak MV 3 kodlu 6rnegin Escherichia coli iizerinde gliglii antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ortaya konmustur.

Biyolojik aktivite ¢alismalarindan bir digeri olan antioksidan aktivite analizi i¢in 2
farkli metod kullanilmistir. Bazi radikallere karsi antioksidan aktivite gdsteren bilesenler,
bir digerine kars1 antioksidan aktivite gdstermeyebilmektedir. Bu amagla hem DPPH
radikal siipiirticii etki hem de ABTS anyon siiplirme etkisi arastirilmistir. Antioksidan
aktivite sonuglarma bakildiginda % inhibisyon degerleri sirasi ile DPPH® ve ABTS™
analizleri i¢in MV1 (67,53; 31,48); MV2 (60,14; 13,67) ve MV3 droglari i¢in (58,55; 0)
olarak ol¢iilerek antioksidan aktivitesi en yiiksek olan drog MV1 olarak bulunmus ve
bunu siras1 ile MV2 ve MV3 droglar1 takip etmistir.

Bitkiler ayni tiire ait olmasina ragmen bazi analiz sonuglarinda farkliliklar oldugu
goriilmektedir. Bunun sebebinin bitkilerin menselerinin, toplanma zamanlarinin ve
toplanma sonrasi iglemlerin (kurutulma, par¢alanma ve ambalajlanma gibi) farkl

olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
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Diinyada farkl iilkelerde yer almasima ragmen Tiirkiye’de heniiz tibbi preparati
olmayan, Anadolu’nun biiyiik bir kesiminde yetisebilen bozotun daha fazla bilimsel
arastirmaya tabi tutularak Ozellikle klinik ¢alismalar hedeflenerek farkli farmasdétik
formlardaki preparatlarinin her yasa uygun ve genis bir spektrumda yapilmasi, tilkemize

bitkisel ilaglar ve fitoterapi konusunda katma deger saglamasi adina 6nemlidir.
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