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OZET

LOPHANTHUS TURCICUS Dirmenci, Yildiz & Hedge (LAMIACEAE)
UZERINDE FARMASOTIK BOTANIK ARASTIRMALAR

Canan ERGUNER OZDEMIR
Farmaso6tik Botanik Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019

Danigsman: Prof. Dr. Ayla KAYA

Lophanthus Adans. cinsi Lamiaceae familyasinin bir iiyesi olup, 2010 yilinda yeni
bir cins ve yeni bir tiir olarak (L. turcicus) Tiirkiye florasmna kazandirilmistir. Bu
calisgmada endemik olan L. turcicus farmasotik botanik yonden arastirilmis tiiriin
morfolojik, anatomik, tiiy yapisi, palinolojik 6zellikleri ile kimyasal (antioksidan 6zellik,
fenolik bilesikler, biyolojik etki) 6zellikleri ayrintili olarak tanimlanmistir. Morfolojik
calismalarda tiirin ayrintili  deskripsiyonu verilmis, c¢izim ve fotograflarla
desteklenmistir. Tiiy morfolojisinde bitkinin vejetatif ve generatif organlarindaki
tiiylerin yapis1 ve dagilimi verilmistir. Anatomik ¢alismalarda ise odunsu, otsu gévdeler
ile yapraklarindan kesitler alinarak anatomik yapilar1 aydinlatilmistir. Palinolojik
calismalarda polenlerin fotograflar1 ¢ekilerek polen Ozellikleri belirlenmistir. Ayrica
bitkinin kimyasal c¢aligmalarda ise 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini
stiptiricti etki tayini, B-Karoten/Linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini,
indirgeme giicliniin belirlenmesi ve 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit
radikal katyonu (ABTS®") siipiiriicii etki ile antioksidan &zelligi, yiiksek performansl
stvi  kromatografisi (HPLC) ile fenolik bilesikleri, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile antikanser etkisi ve lipoksijenaz enzim
inhibisyonu ve siklooksijenaz enzim inhibisyonu arastirilmigtir. Kimyasal sonuglara
gbre antioksidan kapasitesinin diisiik oldugu saptanmustir. Fenolik bilesik olarak 14
madde tanimlanmigstir. Lipoksijenaz enzim inhibisyon deneylerine gore zayif inhibisyon
etkiye sahip oldugu, A549 hiicre dizisine kars1 diisiikk dozda sitotoksik etki gdsterdigi
tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Lophanthus turcicus, Morfoloji, Anatomi, Palinoloji, Kimyasal.
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ABSTRACT

PHARMACEUTICAL BOTANICAL INVESTIGATIONS ON LOPHANTHUS
TURCICUS Dirmenci, Yildiz & Hedge (LAMIACEAE)

Canan ERGUNER OZDEMIR

Department of Pharmaceutical Botany
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019

Supervisor: Prof. Dr. Ayla KAYA

The genus Lophanthus Adans. is a member of the Lamiaceae family, a new genus
and a new species in 2010 (L. turcicus) was introduced into the flora of Turkey. In this
study, pharmaceutical botany characteristics (morphological, anatomical, trichome,
palynological) and chemical (antioxidant, phenolic compounds, biological effects)
properties of L. turcicus which is a endemic species were investigated. Morphological
studies have given detailed descriptions of the species, supported by drawings and
photographs. The structure and distribution of the trichomes in the vegetative and
generative organs of the plant are given in trichome morphology. In anatomic studies,
woody, herbaceous stems and leaves were taken from sections and their anatomical
structures were illuminated. In palynological studies, pollen properties of species were
determined by taking photos of pollen grains. In addition, the chemical studies of the
plant 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazil (DPPH) radical scavenging effect determination, f3-
Carotene/Linoleic acid oxidation inhibiting effect determination, determination of
reduction power and 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid radical cation
(ABTS®*") scavenging effect, antioxidant properties, phenolic compounds by high
performance liquid chromatography (HPLC), anticancer effect with 3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test, lipoxygenase
enzyme inhibition and cyclooxygenase enzyme inhibition were investigated. According
to chemical results, antioxidant capacity was found to be low. 14 substances have been
identified as phenolic compounds. According to lipoxygenase enzyme inhibition assays,
it has been found to have weak inhibitory effect and low cytotoxic effect against A549
cell line.

Keywords: Lophanthus turcicus, Morphology, Anatomy, Palynology, Chemical.
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

: Absorbans
: 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit
. 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit radikal katyonu
. Alt Epiderma
: Atomik Kiitle Birimi
: Askorbik Asite Esdeger
. Akciger Adenokarsinoma Hiicre Hatt1
: Butillenmis Hidroksi Toluen
: Siklooksijenaz Enzimi
: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil
: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali
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1. GIRI

Tiirksiye 3778 kadar1 endemik olan yaklasik 12.000 civarinda egrelti ve tohumlu
bitki taksonu ile bulundugu iklim kusaginin zengin floraya sahip iilkelerinden birisidir.
Lamiaceae familyas: endemik ve tibbi-aromatik bitkiler bakimindan zengin olup tip,
ecza, gida, parfiimeri ve kozmetoloji gibi c¢esitli alanlarda kullanilis1 nedeniyle
ekonomik bir degere sahiptir. Ulkemizde kullanilis1 olan aromatik bitki sayis1 120
kadardir ve bunlarin %40’1 Lamiaceae familyas: icinde yer almaktadir (Tan, 1992;

Baytop, 1999; Erik ve Tarikahya, 2004).

Familya tyeleri iilkemiz florasinda 45 cins, 565 tiir ve 735 takson ile yayilis
gostermekte olup, endemizm orami %45°tir (Dirmenci, 2003 ve Cakir, 2011). Son
arastirmalarla familyaya Kuzeydogu Anadolu’dan Perilla L. cinsi ve Lophanthus Adans.
cinsi ilave edilerek familyanin cins sayis1 47’ye yiikselmistir (Cakir, 2011). Lophanthus
cinsinin diinya iizerinde 23 kadar tiirii kayith olup, Tiirkiye, Iran, Afganistan, I¢c Asya,
Mongolia ve Cin’de tiim alpin bolgelerinde 2000-4400 m yiksekliklerde yayilig
gosterir. Lophanthus cinsi iki seksiyona ayrilir: Lophanthus (11 tiir) ve Psilonepeta
(Benth.) A.L. Budantzev (12 tiir) (Budantsev, 1992; Dirmenci, vd., 2010).

Lophanthus cinsi Dirmenci ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda Van
bolgesinden 2750 m’de toplanmis ve arastirmalar1 sonucunda bitki 2010 yilinda yeni bir
cins ve yeni bir tiir, Lophanthus turcicus Dirmenci, Yildiz & Hedge, olarak Tiirkiye
Florasi’na kazandirilmistir (Dirmenci vd., 2010). Bu ¢alismada Psilonepeta seksiyonuna
dahil olan bitkinin deskripsiyonu yapilmis, ¢icek, korolla, kaliks, nutlet gibi bazi1 bitki
kisimlarimm morfolojik ¢izimleri verilmis ve yakin tiirlerle olan morfolojik 6zellikleri
karsilasgtirilmigtir. 2016  yilinda ise Kilig ve arkadaslari bitkinin  kimyasal
kompozisyonunu ¢alisarak spathulenol (%14,3), globulol (%13,8), leden (%11,8) ve
pulegon’u (%10,2) anabilesenler olarak rapor etmislerdir.

Tibet tibbinda L. chinensis’in toprak tstii kistmlarmin kardiovaskiiler ve merkezi
sinir sistemi rahatsizliklarmin tedavisinde kullanilmaktadir (Olennikov vd., 2009). L.
anisatus Benth. ise gii¢lii bir anason lezzete sahiptir. Cesitli yemeklerde baharat olarak
kullanilir ve ¢ay olarak tiiketilir (http-1).

Lophanthus cinsi filogenetik olarak Nepeta L. cinsine yakindir ve bu cinsin en
bilinen tiirlerinden birisi olan N. cataria L. “kedinanesi” Tiirk¢e adiyla bilinmektedir. L.
turcicus da bu benzerlikten esinlenerek “yalanci kedinanesi” olarak isimlendirilmistir
(Giiner vd., 2012).



Bu c¢aligmada monotipik, endemik bir tiir olarak floramiza yeni dahil olan
Lophanthus turcicus’un farmasétik botanik ve kimyasal agidan 6zelliklerinin ayrmntili bir

sekilde caligilmas1 hedeflenmistir.

1.1.  Genel Bilgiler

1.1.1. Lamiaceae familyasinin yayilisi

Familya iiyeleri, Himalaya’lardan Giineybat1 Asya’ya, Hawai ve Avustralya’ya,
Afrika ve Amerika’ya kadar farkli bolgelerde, cok farkli yiiksekliklerde ve degisik
habitatlarda yetigebilirler (Dirmenci, 2003). Lamiaceae familyasinin yeryliziindeki
takson sayisi, ortalama 220-250 cins ve 3200-4000 tiirdiir. Thonner’e gore ise
familyanin 250 cins ve 7000 tiiri bulunmaktadir (Dirmenci, 2003). Lamiaceae
familyasmm, Boissier’in (1879) “Flora Orientalis” adli eserinde ise 66 cins ve
yaklagik 1100 kadar tiirti kayithidir.

Tirkiye florasinda familya iiyelerinin 45 cins, 565 tir ve 735 taksonu yayilig
gostermektedir. Son arastirmalarla familyaya Kuzeydogu Anadolu’dan Perilla cinsi
(Dénmez, 2002) ve Lophanthus cinsinin (Dirmenci vd., 2010) katilmasiyla familyanin
cins sayis1 47’ye yiikselmistir. Lamiaceae, floramizda endemik tiir sayis1 en fazla olan
familyalar arasindadir ve endemizm orami %45’tir (Giiner vd., 2000). Tirkiye’de
familyanin endemik tiirlerinin yogunlastigi bolgeler Anadolu diyagonali, Toroslar ve
Amanoslardir (Cakir, 2011). Akdeniz ve Ege bolgeleri Micromeria L., Origanum L.,
Salvia L., Sideritis L., Thymus L. ve Thymbra L. gibi tibbi ve aromatik bitkilerce ¢ok
zengindir (Hedge, 1986).
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Sekil 1.1. Lamiaceae familyasumn Tiirkiye deki endemik tiirlerinin yogun olarak bulundugu alanlar ve

her bir karede yer alan endemik takson sayisi1 (Cakir, 2011)



1.1.2. Lamiaceae familyasinin ekonomik ve tibbi 6nemi
Angiospermlerin altinc1 biiyiik familyasi olan Lamiaceae tiyeleri ekonomik ve tibbi

acidan oldukca degerlidirler. Bitkiler 6zellikle ugucu yagca zengin olup, parfiimeri
ve eczacilikta siklikla kullanilirlar. Birgok taksonun bu o6zelliklerinden dolayi da
kiiltiirii yapilmaktadir. Ulkemizde ve diinyanim farkl yerlerinde baz: tiirleri halk tibbinda
sifa olarak kullanilmaktadir. Familya tiyeleri baharat olarak kullanildig: gibi siis bitkisi
olarak da yetistirilmektedir (Segmen vd., 1989).

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin tip ve eczacilikta anti-bakteriyel, fungal,
hiv ve benzeri amagli, flavonoitlerin ise serbest radikallerin olumsuz etkilerinin
onlenmesinde antioksidan olarak rol oynadiklar1 tespit edilmistir. Arastirma sonuglari
antimikrobiyal etkiye sahip olan bu ugucu yaglarin uzun vadede tiiketilmeleri glivenli
olmayan sentetik katki maddelerinin yerini alabileceginden gida sanayindeki onemini
vurgulamistir. Ayrica, ugucu yagindaki hydrosoliin kozmetik sanayinde dermatolojik
problemlerin ve uguklarin tedavisinde kullanilabildigi belirtilmistir. Alternatif ekim
nobeti sistemleri icerisinde yer almasi beklenen tibbi ve aromatik bitkiler, ¢evre ve
ekolojik denge acisindan da 6nemlidir. Entansif tarim sonucu yogun giibre ve kimyasal
kullaninminin olumsuz etkileri goriildilkce bunlarin organik tarimda daha da onemli bir

yer kaplayacaklari diistiniilmektedir (Bahtiyarca Bagdat vd., 2006).

1.1.3. Lamiaceae familyasinin morfolojik 6zellikleri
Bir¢ok aromatik bitkileri i¢ine alan tek veya cok yillik otsular, bazen calilar

nadiren kiiciik agaclar ya da sarilicilardir. Genellikle dort kdse olan gdvde salgi ve orti
tilyl tasir. Yapraklar stipulasiz, basit, genellikle dekusat nadiren alternat, ternat ya da
vertisillat olup, yogun salgi tiiyii tasir. Cigcek durumu temelde {ist yapraklarin ya da
braktelerin koltugunda vertisillatrum seklinde olup, ayrica vertisillatrumlar basak, bas,
rasemus ve kimoz durumlar seklinde de diizenlenebilir, nadiren ¢igekler her koltukta
tektir. Cigekler genellikle hermafrodit veya erkek sterildir. Brakteler yapraklara benzer
veya belirgin sekilde farklilagsmustir. Brakteleoller var ya da eksiktir. Kaliks kalic1 ¢an
seklinde ya da tiipsii, tepede 5 loblu, aktinomorf veya bilabilat, 5-20 damarli. Korolla
zigomorfik, bilesik 5 petalli, tiipsii, iki dudakli, genellikle tist dudak 2 loblu, dik ya da
hemen hemen konkav, alt dudak, 3 loblu, nadiren {ist dudak indirgenmis ve alt dudak 5
loblu, ya da istte 1 ve altta 4 loblu veya korolla aktinomorfiktir. Stamenler korolla

yiizeyine yapisik 4 ve didinam, ya da 2, staminodlar genellikle var. Ustteki stamen cifti



genellikle alttakilerden daha kisa, anter tekalar1 2 ya da 1 gozlii, paralel ya da divergent.
Intrors, boyuna bir yarikla agilir. Ovaryum iist durumlu 2 karpelli ve 4 oviillii, tabani
nektaryum diski ile sarilmistir. Stilus ginobazik, nadiren degil, tepede iki pargali. Meyva
tek tohumlu 4 nutletten ibarettir. Uzeri miisilajl ya da degildir. Tohumda endosperm az
miktarda veya yoktur. (Rendle, 1938; Hickey ve Kig, 1981).

1.1.4. Tiirkiye’de yayihs gosteren Lamiaceae cinsleri

1. Ajuga 16. Ballota 31. Calamintha
2. Teucrium 17. Marrubium 32. Clinopodium
3. Rosmarinus 18. Sideritis 33. Acinos

4. Lavandula 19. Stachys 34. Micromeria
5. Prasium 20. Melissa 35. Cyclotrichium
6. Scutellaria 21. Nepeta 36. Thymus

7. Melittis 22. Glechoma 37. Coridothymus
8. Eremostachys 23. Dracocephalum 38. Thymbra

9. Phlomis 24. Lallemantia 39. Mentha

10. Lamium 25. Hymenocrater 40. Lycopus

11. Wiedemannia 26. Hyssopus 41. Ziziphora

12. Galeobdolon 27. Prunella 42. Salvia

13. Galeopsis 28. Origanum 43. Dorystoechas
14. Leonurus 29. Pentapleura 44, Elsholtzia

15. Moluccella 30. Satureja 45. Ocimum

46. Lophanthus

47. Perilla

1.1.5. Lamiaceae familyasinin tiiy 6zellikleri
Tiiyler cins ve tiirlerin taninmasinda ayirict karakterdir. Birgok tiirde tiiylerin

ceperleri sert ve odunlagmaistir.



1.1.5.1. Ortii tiiyleri
Basit (Lamium L., Origanum L.) ve dallanmis (Ballota L., Phlomis L.) olmak

iizere iki tiptir. Basit olanlar egik, genellikle taban hiicreleri siskin ya da birkag

epidermal taban hiicresinin iizerinde oturur.

1.1.5.2. Salg tiiyleri
Lamiaceae familyasinda salgi tiiylerinin morfolojisi ve dagilimi altfamilya

diizeyinde aymt edici karakterler olarak kullanilmaktadir. Lamiaceae {iyelerinde,
epidermis hiicrelerinden gelisen salgi tiiyleri, genellikle ugucu yaglarin sentezlendigi
yerlerdir. Olgun bir salgi tiiyii bir sap ve bir bas kismindan olusur. Salgi maddesi tiiyiin
bas kismindaki hiicreler ile kutikula arasinda toplanir. Bu bakimdan kutikula oldukca
siskindir. Bazen kiiciik bir darbe ile kutikula parcalanir ve salgi disar1 atilir. Lamiaceae
iiyeleri salgi tiiylerinin morfolojilerine ve salgilama tiplerine gore; peltat ve kapitat

olmak tizere iki gruba ayrilir (Metcalfe ve Chalk, 1950).

1.1.5.2.1. Peltat salg tiiyleri
Peltat salg1 tiiyleri bir taban hiicresi, genis ve kisa bir sap hiicresi ve salgi

hiicrelerinden olusan biiylik ve yuvarlak bir bas kismidan olusur. Bas salg1 hiicreleri 4,
8, 16 ya da daha ¢oktur ve ortak merkezli iki daire {izerinde dizilebildigi gibi tek bir
daire lizerinde de dizilim gosterebilirler. Peltat tiiylerde salgi, kutikulanin altinda genis
bir boslukta yavas yavas biriktirilir ve kutikula ¢ogunlukla digsaridan bir mekanik kuvvet

etki etmedikge parg¢alanmaz (Baran, 2005).

1.1.5.2.2. Kapitat salg tiiyleri
Kapitat salgi tiiyleri taban, sap ve bir veya iki hiicreli bas kismindan olusur. Bazi

tiirlerde dort hiicreli bir bas kismi olan 1iyi gelismis kapitat salgi tliyleri de
bulunmaktadir. Baz1 kapitat salg tiiyleri sap kismma sahip degildir. Sap hiicresi olan
kapitat salgi tiiylerinde, kural olarak, sap uzunlugu bas yiiksekliginin yarisindan fazla
olmalidir. Kapitat salg: tiiylerinin bas yapis1 daha kiiclik olup peltat tiiylerdeki gibi
dairesel bir dizilim gostermez. Kapitat salg tiiyleri salgilama bi¢imlerine gore 3 tipe

ayrilmigtir (Baran, 2005).

|. Tip kapitat salg tiiyleri
I. tip kapitat tliylerde salgi, kutikula parcalanmadan kutikuladaki gdzeneklerden

damlaciklar halinde disariya verilir.



Salgi, kutikulanin gozeneklerinden disariya ¢ikmadan Once, bazen kutikulanin
altinda kiigiik bir boslukta birikir. Sonunda salgi, kutikuladaki gézenek ve yariklardan

disariya verilir.

. Tip kapitat salg: tiiyleri
Il. tip kapitat tliylerde salgi, kutikulanin hiicre ¢eperinden ayrilip ylikselmesiyle

olusan biiyiik boslukta biriktirilir, sonunda kutikulanin par¢alanmasiyla salgi serbest

brrakilir. Geriye ¢ok ince bir hiicre ¢eperi kalir.

1. Tip kapitat salg: tiiyleri
I11. tip kapitat tiiylerde ise salgi, kutikula altinda bir bosluk igerisine salgilanir fakat

bu bosluk, bas hiicre ¢eperinin asag1 dogru ¢okmesiyle alabildigine genisletilir. Bu
durumda salg: tiiyii bir kadeh seklini alir. Kutikulanin pargalanmasiyla salgmm bir
kismi serbest kalir, bir kism1 kadeh iginde kalir. Bu tip kapitat tily, salgilama sonunda

bas kismi1 bir volkan kraterine benzemektedir (Baran, 2005).

1.1.6. Lamiaceae familyasinin ugucu yaglar
Tiirkiye’deki Labiatae bitkileri ugucu yag igeriklerinde gore zengin (>%2), orta

(%0,5-2) ve fakir (< %0,5) olmak tizere 3 gruba ayrilabilir. Ugucu yag bakimindan zengin
olan cinsler; Corydothymus, Dorystoechas, Lavandula, Origanum ve Thymbra’dir.
Acinos, Calamintha, Mentha, Micromeria, Ocimum, Rosmarinus, Salvia, Satureja,
Thymus, ve Ziziphora orta degerde bir yag zenginligine sahip olmalarma ragmen,
bunlardan Mentha, Salvia, Satureja, Thymus ve Ziziphora’nin bazi iiyeleri ugucu yag
bakimindan zengindir. Ajuga, Ballota, Clinopodium, Lamium, Marrubium, Melissa,
Molucella, Nepeta, Phlomis, Scutellaria, Sideritis, Stachys ve Teucrium ise ugucu yag
bakimindan fakir olan cinslerdir (Baser, 1993).

Ucgucu yaglarin antimikrobiyal 6zellikleri, yagin konsantrasyonuna, bilesenlerine,
bilesenlerinin yapisal Ozelliklerine, konfigiirasyonlarina, yan gruplarmma ve bu
bilesenlerin birbirleriyle olan interaksiyonlarma bagli olarak farklilik gdstermektedir

(Erdogan, 2014).

1.1.7. Lamiaceae familyasinin anatomik o6zellikleri
Cesitli formlardaki bitkileri i¢ine alan bu genis familyanin gévde enine kesitleri,

genellikle dikdortgen seklinde ve koselerde iyi gelismis kollenkima tasir. Bazi tiirlerde

ise kollenkima primer kortekste gelismis olup, kollenkimanin diizeni ayirici bir



karakterdir. Belli cins ve tiirlerde mantar govdede iyi gelismistir. Mantarin orjini ve
miktar1 farklilik gosterir. Bir¢ok tiirlerde subepidermisten, bazi tiirlerde primer
korteksteki daha alt tabakalardan, perisikl, floem ya da nadiren ksilemden kdkenlenir.
Bazen de fellogen aktivitesi olmadan parankima hiicrelerinin siiberinlesmesiyle olusur.
Ksilem ve floem bazi tiirlerde ozellikle koselerde iyi gelismis kolleteral demetler
halinde bulunur, bazilarinda ise bitisik olan demetler interfasikiiler liflerle ayrilmistir, ya
da ksilem silindir seklinde govdeyi c¢evreler. Endodermis ince c¢eperlidir. Perisikl
sklerenkimatik ya da parankimatik hiicrelerden olusmustur. Oz genellikle homojen olup
otsu tiirlerde i¢i bostur. Tiim familyada 6z kollar1 genellikle dardir.

Yaprak isobilateral, dorsiventral ya da sentriktir. Stoma genellikle alt yiizde olup,
bazen her iki yiizde de bulunur. Familyada Caryophyllaceae tipi (diasitik) stoma
yaygindir. Bazen de Ranunculaceae tipi ile birlikte bulunur. iletim demetleri
parankimatik bir kinla ¢evrelenmis olup, baz1 tiirlerde iletim demetlerine sklerenkima da

katilmistir (Metcalfe ve Chalk, 1950).

1.1.8. Lamiaceae familyasinin polen o6zellikleri
Polen karakterleri Lamiaceae’nin siniflandirilmasinda biiyiik taksonomik dneme

sahiptir (Erdtman, 1945). Lamiaceae polenlerini ¢ekirdek, agiklik (apertii) sayilarina
gore iki ana gruba ayrrmistir. Ilk grupta trikolpat (ii¢ yariklt) (99 cinsin 97’sinde) ve iki
cekirdekli polen tanelerine (95 cinsin 92’sinde) sahiptir ve Lamioiadeae alt familyasini
olusturur. Ikinci grup, hekzakolpat (6 yarikli) (152 cinsten 151°1) ve ii¢ ¢ekirdekli polen
tanelerine (142 cinsin tamami) sahiptir ve Nepetoideae alt familyasini olusturmaktadir
(Cantino ve Sanders, 1986). Son zamanlarda kladistik c¢alismalarla Lamiaceae
familyasinin yedi alt familyas:1 (Symhoreomatoideae, Viticoiadeae, Ajugoideae,
Prostantheroideae, Scutellariodeae, Lamioideae ve Nepetoideae) tanimlanmistir. Alt
gruplarm tamami Nepetoideae hari¢ Lamioideae grubuna ilave edilmistir. Nepetoideae,
105 cins ve 3675 tiir ile en genis alt familyadir ve Elsholtzieae, Lavanduleae, Mentheae
ve Ocimeae alt kabilelerine ayrilmistir (Harley, 1992). Lophanthus cinsi hekzakolpat
polenleri ile Nepetoideae alt familyasinda yer alan Mentheae kabilesinin bir {iyesidir.
Angiosperm Filogeny Website (APG-1V, 2016) gore Lamiaceae familyasinin suan
ki kabul edilen alt familyalarinin sayis1 12°dir (http-2).
1. Ajugoideae
2. Callicarpoideae

3. Cymarioideae



4. Lamioideae - Lamieae
- Marrubieae
5. Nepetoideae - Mentheae - (Lophanthus)
- Elsholtzieae
- Ocimeae
6. Prostantheroideae
7. Peronematoideae
8. Premnoideae
9. Scutellarioideae
10. Symphorematoideaea
11. Tectonoideae
12. Viticoideae
Nepetoidea; aromatik bitkilerin yaygin olarak yer aldigi gruptur. Ozellikle
rosmarinik asit, nepetoidin A ve B, verbaskoside, betain ve iridoit glikozitler igerir.

Polenler ii¢ hiicreli hekzakolpattir.

1.1.9. Fenolik bilesiklerin yapisi ve ozellikleri
Lamiaceae familyasmin bitkileri polifenolik bilesikler bakimindan zengindir ve

cok sayida antioksidan 6zellikleri ile iyi bilinmektedir (Maral vd., 2017).

Fenolik bilesikler olarak bilinen karvakrol, 6jenal ve timol bilesenlerinin antimikrobiyal
Ozelliklerinin oldukga yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bu smifin iiyelerinin hem
bakteriyosidal hem de bakteriyostatik ajanlar oldugu belirtilmektedir. Bu bilesikler bir
dereceye kadar suda ¢6ziinmiis hallerinde giiglii bicimde aktiftirler (Erdogan, 2014).

1.1.10. COX-LOX enzimleri
Birgok kanser tiiriinde COX-2 enziminin indiiklendigi gozlenmektedir. “Cayman

Chemical Cyclooxygenase Colorimetric Inhibitor Screening Assay Kit, (katalog no:
701050)” incelendiginde siklooksijenaz (COX), peroksidaz aktiviteleri gosteren iki
fonksiyonlu bir enzimdir. COX bileseni, aragidonik asidi bir hidroperoksi
endoperoksite, alkol, prostaglandin (PG), tromboksan ve prostasiklinlerin onciisii
prostasiklin 1, prostasiklin 2’ye doniistiiriir ve peroksidaz bileseni, endoperoksiti
karsilik gelen degere indirger. Iki farkli COX izoformunun oldugu kanitlanmstir. COX-
1, cesitli hiicre tiplerinde yapisal olarak eksprese edilir ve normal hiicresel homeostaza

katilir. Forbol esterler, lipopolisakaritler ve sitokinler gibi ¢esitli mitojenik uyaricilar,



ikinci bir COX izoformu indiikklenmesine yol agar. COX-2 akut inflamatuvar kosullar
altinda PG’lerin biyosentezinden sorumludur. COX-2'nin, uyarilabilir oldugunu, steroid

olmayan antiinflamatuvar ilaglarin aktivitesi i¢in hedef enzim olduguna inanilmaktadir.

Lipoksijenaz, doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarma oksijen eklenmesi ile
peroksidlerin olusmasin1 katalize eden enzimlerdir. Lipooksijenaz enzimleriyle
aragidonik asidin oksidasyonu, hidroperoksitlerin ve lIokotrienlerin olusumuna yol agar.
Aragidonik asit molekiilii lizerinde etkiledikleri karbon numarasma goére lipoksijenaz
enzimleri; 5-lipooksijenaz, 8-lipooksijenaz, 11-lipooksijenaz, 12-lipooksijenaz ve 15-

lipooksijenaz olmak tizere 5 gesittir (http-3).

1.1.11. Antikanser etkileri
Kiiltiir hiicrelerinde kimyasallarin sitotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in cesitli

analizler kullanilir. MTT analizi de en ¢ok kullanilanlardan biri olup ¢oziinebilen sar1
renkli MTT tetrazolyum tuzunun, ¢oziinmez mavi renkli mor formazan {riiniine
donlismesi i¢cin mitokondriyal siiksinik dehidrojenaz yardimi ile alinimma ve
indirgenmesine dayanmaktadir. Formazan Kristalleri dimetil siilfoksit ¢oziiciisiinde
¢oziildikten sonra spektrofotometrik olarak renkli formazan iriiniiniin miktari
belirlenmektedir. Olusan formazan tuzlarmin miktar1 direkt olarak hiicre sayisinin
oranini gosterir. Mitokondride iiretilen nikotinamid adenin diniikleotit, nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat, askorbik asit, dihidrolipoik asit, sistein, glutatyon gibi hiicre
ici ajanlarm indirgenmesi yardimiyla sar1 renkteki MTT tuzlari, mor formazan
kristallerine doniismektedir. MTT, antikanser ajanlara kars1 timor hiicresi direncini test

etmek i¢in kullanilan en temel tekniklerden birisi olarak goriilmektedir (Kaplan, 2015).

1.1.12. Lophanthus cinsinin sistematikteki yeri ve taksonomisi
Family: Lamiaceae

Subfamilia: Nepetoideae

Tribus: Mentheae

Subtribus: Nepetinae (-Agastache -Cedronella -Dracocephalum -Drepanocaryum
-Glechoma -Heterolamium -Hymenocrater -Hyssopus -Kudrjaschevia
-Lallemantia -Lophanthus -Marmoritis -Meehania -Nepeta -Schizonepeta)

Genus: Lophanthus (http-4)



Meehania, Glechoma, Heterolamium
Agastache

Dracocephalum, Hyssopus, Lallemantia
Schizonepeta Clade A

Hymenocrater

Lophanthus

- — Marmoritis

Nepeta

Drepanocaryum Clade B

Wil

Cedronella

Sekil 1.2. Subtribe kladogram (http-5)

Cins ilk olarak Adanson (1763) tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra Bentham
(1832-1836; 1848) Lophanthus cinsini, Nepeteae takimia dahil etmis ve Chiastandra
Benth. E Resupinaria Benth. olarak iki boliime ayirmis, daha sonra da, Stachyoideae alt
familyasinda, Nepeteae altinda smiflandirilmistir. Briquet ise (1897) Agastache J.
Clayton ex Gronov cinsine dahil edilmistir.

Lophanthus'un ilk kapsamli revizyonu Levin (1941) tarafindan yapilmustir.
Calismada Levin, 15-17 tiirlin tanimmi cinsi seksiyonlara aymrmadan vermistir.
Oncesinde Nepeta (sect. Psilonepeta ve Longiflorae) cinsi iginde siniflandirilan on tiir
Lophanthus'a aktarilmistir.

Pojarkova (1954) ve Rechinger (1982) tarafindan bu tiirler daha sonra tekrar
Nepeta cinsine dahil edilmistir. Rus florasinda Pojarkova tarafindan (1954) 8 tiir, Iran
florasinda Rechinger (1982) 2 tiir ve Cin florasinda (Li His-wen and Hedge, 1994) ise 4
tlir tanimlanmustir.

Budantsev (1992) tarafindan yapilan revize edici bagka bir ¢alismada, daha 6nce
Nepeta altinda smiflandirilan bazi Nepeta tiirleri Rechinger (1982) Lophanthus'a
aktarilmis ve Budantsev (1992) tarafindan Lophanthus ve Psilonepeta (Benth.) A.L.
Budantz olmak {izere 2 seksiyona ayrilarak, bu seksiyonlarda toplam 21 tiir verilmistir.

Sect. Lophanthus; kaliks obonik veya kampanulat, disler iiggen, iggen-mizrak
seklinde, korolla diiz ve 1,5xkaliks kadar veya daha kisa ve birdenbire dudaklara dogru
genigler, alt (morfolojik olarak tist dudak) ve iist dudak (morfolojik olarak alt dudak)
acikca bifid:

L. chinensis Benth., L. krylovii Lipsky, L. schrenkii Levin, L. schtschurowskianus

(Regel) Lipsky, L. ouroumitanensis (Franch.) Kochk. & Zuckererw., L. tschimganicus
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Lipsky, L. allotrius (Rech.f.) AL Budantzev, L. subnivalis Lipsky, L. tibeticus CYWu
ve YCHuang, L. dschuparensis (Bornm.) Levin, L. sessilifolius (Bunge) Levin.

Sect. Psilonepeta; kaliks tiibiilar, dis mizraksi, korolla tiipii zayifca egik, 2-
2.5xkaliks uzunlugunda, dudaklara dogru hafifce genisler veya degil, alt dudak
(morfolojik olarak iist dudak) kisa:

L. laxiflorus (Benth.) Levin, L. michauxii (Brig.) Levin, L. depauperatus (Boiss.)
Levin, L. adenocladus (Bornm.) Levin, L. archibaldii (Rech.f.) AL Budantzev, L.
iranshahrii (Rech.f.) AL Budantzev, L. elegans (Lipsky) Levin, L. pinetorum (Aitch. &
Hemsl.) Levin, L. hedgei (Freitag) AL Budantzev., L. varzobicus Kochk.

Nepeta tiirleri arasindaki filogenetik akrabalik ve onlara yakin cinslerin bazilar1
(Dracocephalum, Hymenocrater ve Agastache) Jamzad ve ark. (2003) tarafindan
deoksiribo niikleik asit (DNA) bazinda incelenmis ve ¢alismada, Lophanthus laxiflorus

(sect. Psilonepeta), yazarlar tarafindan Nepeta cinsine eklenmistir.

1.1.13. Lophanthus cinsini yakin cinslerden ayiran anahtar
Lophanthus cinsi, Nepeta cinsine ya ¢ok yakindir, korollanin biikiilmiis olmas1 ve

kaliks i¢inde halka tiiylerinin bulunmasiyla Nepeta’dan ayrilir (Dirmenci vd., 2010).

Kaliks i¢inde halka tiiylii; korolla bikiilmiis; anter hiicreleri (tekalar) paralel ya da
I« O TP Lophanthus
Kaliks sadece dislerin tabaninda tiiylii, tiib halka tiiysiiz; korolla biikiilmiis degil; anter

hiicreleri (tekalar) 180°'de ayri........c.oovviiiiiii e Nepeta

1.1.14. Lophanthus Adans. cinsinin morfolojik 6zellikleri
Lophanthus tiyeleri aromatik ¢ok yillik otlar veya hemen hemen c¢alidirlar.

Yapraklar basit; ¢icek durumu tirsoid, terminal, basak gibi veya ovoid veya panikiilat,
simozlar braktelerin koltugunda uzun ya da kisa saplidir. Kaliks tubular, tubular-
kampanulat, (12—-) 15 damarl, belirgin 2 dudakli, 5 loblu, loblar esit degil, iggen, bogaz
agik, tiip i¢inde halka tiiyliidiir. Korolla biikiilmiis, belirgin 2 dudakly, 5 loblu, mavi-mor
veya pembe renkte, alt dudak 3 loblu, orta lob konkav ya da diiz, kenar1 diiz ya da
dalgali, yan loblar ovat, iist dudak 2 loblu, korollatiibii dereceli olarak {iste dogru genis,
kaliks i¢in de ya da disindadir. Stamenler iceride ya da disarida, filamentler paralel,
tekalar paralel veya ayriktir. Stigma loblart hemen hemen esit, ovaryum 4 loblu,
nutletler kahverengi ti¢ koseli oblong-ovoid, eliptiktir (Harley vd., 2004).
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1.1.15. Lophanthus cinsinin diinyada yayihs1 (http-6)

1
2
3
4
S.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Lophanthus adenocladus (Bornm.) Levin
Lophanthus allotrius (Rech.f.) A.L.Budantzev

Lophanthus archibaldii (Rech.f.) A.L.Budantzev

Lophanthus chinensis Benth.

Lophanthus depauperatus (Benth.) Levin
Lophanthus dschuparensis (Bornm.) Levin
Lophanthus elegans (Lipsky) Levin
Lophanthus hedgei (Freitag) A.L. Budantzev

- fran
-{ran

-iran

- Mogolistan, Xinjiang, Sibirya

Lophanthus iranshahrii (Rech.f.) A.L. Budantzev

Lophanthus krylovii Lipsky
Lophanthus laxiflorus (Benth.) Levin
Lophanthus michauxii (Brig.) Levin

- fran

- iran

-Afganistan, Tacikistan
- Afganistan

- Iran

- Mogolistan, Xinjiang, Kazakistan, Altay

- Iran

- Iran

Lophanthus ouroumitanensis (Franch.) Kochk.&Zuckerw -Afganistan, Tacikistan

Lophanthus oxyodontus (Boiss.) Levin
Lophanthus pinetorum (Aitch.&Hemsl.) Levin
Himalayalar

Lophanthus schrenkii Levin

Lophanthus schtschurowskianus (Regel) Lipsky
Lophanthus sessilifolius (Bunge) Levin
Lophanthus subnivalis Lipsky

Lophanthus tibeticus C.Y.Wu & Y.C.Huang
Lophanthus tschimganicus Lipsky

- Iran

-Afganistan, Pakistan, Bati

-Xinjiang, Kazakistan, Kirgizistan

Lophanthus turcicus Dirmenci, Yildiz & Hedge

Lophanthus varzobicus Kochk.

-Kirgizistan, Tacikistan
- {ran, Pakistan

- Kirgizstan, Tacikistan
- Tibet

Kirgizistan, Ozbekistan
-TURKIYE

— Tacikistan

uuuuuuuu

AFRIKA N~

|||||||
uuuuuuuu

uuuuuuu

v o=

-------
uuuuuuuu

KITALAR VE OKYANUSLAR HARITAS!

ANTARKTIKA

Sekil 1.3. Lophanthus cinsinin diinyada yayilis
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1.1.16. Lophanthus cinsi ile yapilmis cahsmalar
Lophanthus cinsi ile yapilmis smirli sayida c¢alismalar vardir. Arastirma

sonuglarimiza gore yapilan bu ¢alismalar asagida tarih sirasina gore verilmistir:

Lophanthus anisatus'un salgi tiiylerinin morfolojik gelisimi lizerine bir ¢alisma
Van Horne and Zopf (1948) tarafindan arastirilmistir. Calismada ugucu yag iireten salgi
tiiylerinin 8 ya da daha fazla hiicreden olustugu ve bu tiiylerin dig duvarinda kutin ve
pektik materyallerin bulundugu rapor edilmistir.

Moon vd. (2008) subtribe Nepetinae ait 12 cins ve 52 tiiriin 151k, taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu ile karsilastirmali polen
morfolojisini yayinlamiglardir. Calismanin sonuglarina gore Subtribe Nepetinae biiyiik
ya da kii¢iik hekzakolpat polen tanelerine sahiptir ve ekvatoral goériiniimde oblatten
prolate kadar (P/E:0,7-1,6) sekilleri vardir. Polar goriinimde ise daireseldir. Bu
calisgmada Lophanthus’un 3 tirti (L. tschimganicus, L. chinensis, L. laxiflorus) de
bulunmaktadir. Bunlarin polar eksenleri ortalama (P) 28,4-41,4 um ve ekvatoral
eksenleri (E) ise ortalama 28,4-35,4 um, polenlerin sekli; oblat spheroidal, spherikal,
prolat spheroidal; subprolat ve yiizey stisleri biretikulat olarak rapor edilmistir.

Moon vd. (2009) tribe Mentheae nutletlerinin mikromofolojisi ve evrimi {izerine
bir ¢alisma yapmuslar ve bu c¢alismada L. tschimganicus un nutletrini de rapor
etmislerdir. Arastirmanin sonuglarina gére bitkinin nutletleri oblong, kahverengi, koyu
kahverengi, 2,2x1,3 mm boyutlarinda, ii¢ koseli, poligonal hiicrelerden olusan retikulat
yiizeye sahip oldugu belirtilmistir.

Olennikov vd. (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada L. chinensis Benth.’in toprak {istii
kisimlarinda suda ¢oziinen polisakkaritlerin kompozisyonunu rapor etmislerdir.
Sonuglar, L. chinensis'in toprak tistii kisimlarindan elde edilen saf polimerin, ana
zincirinin arabinopiranoz ile birlikte a-(1>6)-galaktopiranoz icerdigi ve C-2 ve C-3'te
yan zincirler olarak glukopiranoz ihtiva eden asetillenmis bir glukuarabinogalaktandan
meydana geldigini sdylemislerdir.

Dirmenci vd. (2010) yaptiklar1 ¢calisgmada Psilonepeta seksiyonuna dahil olan
bitkinin deskripsiyonu yapilmis, ¢igek, korolla, kaliks, nutlet gibi bazi bitki kisimlarmin
morfolojik ¢izimleri verilmis ve yakin tiirlerle olan morfolojik 6zellikleri
karsilagtirilmistir.

Olennikov vd. (2010) L. chinensis iizerinde yapilan Kkimyasal calismalari

derleyerek sonuglarmi yaymnlamiglar ve L. chinensis’in -sitosterol, oleanolik asit, a- ve
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[-karotenler, lutein, zeaksantin, ursolik asit, skopoletin, apigenin ve luteolin
icerdiklerini belirtmislerdir.

Serpooshan vd. (2014) Hymenocrater, Nepeta sect. Psilonepeta ve Lophanthus’un
bazi tiirlerinin nutlet ve yapraklarmin tiiylerini taramal elektron mikroskobunda SEM
ayrintili olarak incelemislerdir. Bu c¢alismada 3 Lophanthus tiiriiniin (L. lipskyanus
Ikonn.-Gal. & Nevski, L. tschimganicus Lipsky ve L. turcicus) yaprak tiiy yapist ve 2
Lophanthus tiiriiniin (L. turcicus ve L. tschimganicus) nutletleri incelenmistir. Tiirlerin
nutletleri obovat, ti¢ koseli, 2,25-2,7x1,2-1,3 mm (L. tschimganicus) ve 2,31-2,39x1,18-
1,21 mm (L. turcicus) boyutlarinda, tepesi akut, areolii iki loblu, yiizeyi diiz, yuvarlak ya
da poligonal konveks hiicreli olarak tanimlanmustir. L. tschimganicus da yapraklar 15,7-
17x13-14,25 mm, L. turcicus ise 26-28x15,3-16 mm, ovat- kordat sekilli, L. turcicus da
yogun tiiylii, digerinde ise seyrek tiiylii olarak verilmistir. L. lipskyanus da ortii tiiyleri
ya tek hiicreli konik seklinde ya da uzun (>500 pm), 4-8 cok hiicreli, ince ¢eperli olarak
tanmimlanmustir. Peltat tiiyler basi 1 hiicreli ya da bast 2 ¢ok hiicreli, L. turcicus da
kapitat tiiyler kisa/uzun sapli, ince ¢eperli (kurdele seklinde), 2-4 sapl, saplar ya diiz (L.
turcicus) ya da ¢izgili (L. tschimganicus) olarak rapor edilmistir.

Badamtsetseg (2016) Mongolia florasinda bazi Lamiaceae tiirlerinin meyve

morfolojini ¢alismis ve bu ¢alismada L. chinensis’in nutlet 6zelliklerini tanimlamustir.
Calismanim sonucuna gore L. chinensis nutletleri, obovoid, a¢ik kahverengi, 1,87x1 mm
boyutlarinda, tepesi yuvarlak, taban1 hemen hemen yuvarlak, yiizeyi diiz, tiiysliz, 4-5
koseli hiicrelerden olusan retikulat yiizeye sahip oldugu rapor edilmistir.
Kili¢ vd. (2016) L. turcicus’un kimyasal kompozisyonunda toprak iistii kisimlarmdan su
distilasyonu ile elde ettikleri ugucu yagi gaz kromatografisi ve gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi tekniklerini kullanarak analiz etmisler ve bitkinin ana bilesenlerini
spathulenol (%14,3), globulol (%13,8), leden (%11,8) ve pulegon (%10,2) olarak
tanimlamislardir.

Serpooshan vd. (2018) Hymenocrater ve ona yakin olan cinslerin DNA dizilerini
kullanilarak filogenetik yakinliklar1 iizerine bir aragtirma yapmiglardir. Caligmalarmdan
elde ettikleri sonuca gore subtribe Nepetinae iki ana klada ayrilmakta onlardan birinde
Drepanocaryum, Hymenocrater, Nepeta, Lophanthus ve Marmoritis bulunurken diger
kladta Agastache, Glechoma, Meehania, Schizonepeta, Lallemantia, Cedronella ve

Dracocephalum yer almistir.
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1.1.17. Lophanthus iiriinleri
1.1.17.1. Lophanthus hapt

LOPHANTHUS

Gorsel 1.1. (http-7)
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2. YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal
Aragtirma konusunu olusturan Lophanthus turcicus, ¢igeklenme déneminde Van

Catak Kavugsahap dagi 2750-3200 metreden toplanmistir. Bitkilerin bir kismi
numaralanip herbaryum 6rnegi haline getirilmis ve Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumu'na (ESSE 15410) yerlestirilmistir. Bir kism1 anatomik ¢aligmalar
icin %70'lik alkolde kavanozlara konularak etiketlenmis diger bir kismu da kimyasal
caligmalar i¢in ayrilmistir. SEM incelemeleri igin, ¢i¢eklerden alinan polenler, olgun
meyveler ile bitkinin gévde, yaprak, kaliks ve korolla 6rnekleri tiiy yapilar1 incelenmek

icin zarflara konularak ayrilmistir.

2.1.1. Kullamlan cihazlar
Olympus SZX12 binokiiler mikroskop ve resim ¢izme tiibii Olympus BX51T

Mikroskop ve Kameram

Masaiistii taramali elektron mikroskobu (Tabletop Microscope-SEM) TM3030 Plus-
Hitachi

Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (HPLC/ MS) (AB Sciex
3200 Q trap)

ELISA spektrofotometre (Biotek) GENS yazilimi

2.2. Morfolojik Cahismalar
Bu boliimde gozlemlerimize dayanarak tiirlin genel morfolojik 6zellikleri

tanitilmistir. Tiirlerin morfolojik 6zelliklerini belirtmek amaciyla genel goriiniisleri,
cicek, cicek pargalari (kaliks, korolla) nutlet ile govde, yaprak ve kaliks tiiyleri aydinger
iizerine ¢izilmistir. Tanimlarda verilen 6l¢iimler ilgili organlarin en genis bolgelerinden
almmigtir. Bitki organlarmin ¢izimlerinde Olympus SZX12 binokiiler mikroskobun
resim ¢izme tliplinden yararlanilmistir.

Tiirtin deskripsiyonunda, goévde uzunlugu, yaprak sekli, ¢icek durumu, ¢icek
sayisi, kaliks, korolla, nutlet gibi taksonomik degeri olan karakterler verilmis, habitat,
ciceklenme zamani, yiikseklik ve Tirkiye’deki yayilist gibi bilgiler, deskripsiyon
sonuna eklenmis, lilkemizdeki yayilis1 harita {izerinde gosterilmistir.

Meyve ve tily karakterlerinin sistematikteki Oneminden dolayi, nutletin
mikromorfolojik yiizey Ozellikleri ile govde, yaprak, kaliks ve korolla tily ortiisii
SEM’de incelenmistir.
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Bitkinin meyve ylizeyi i¢in d6rnekler direkt olarak ¢ift tarafli yapigkan banda (stap)
alinip, altinla kaplanarak Anadolu Universitesi Bitki, ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar
Uygulama ve Arastrma Merkezi’nde bulunan masaiistii taramali elektron

mikroskobunda (TM3030 Plus-Hitachi) fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.3. Anatomik Cahsmalar
Tiirtin govde ve yapraklar1 kullanilmistir. Yapraklarin orta bolgelerinden enine ve

ylizeysel, otsu-odunsu govdelerin orta bdlgelerinden enine kesitler alinmistir. Tiim
kesitler sartur reaktifi (Laktik asit, Sudan I11, anilin, iodine, potassium iodide, alkol, su)
ile boyanarak, gliserin-jelatin i¢ine alinmig ve Kanada balsami ile daimilestirilerek 1g1k

mikroskobunda fotograflar1 ¢cekilmistir (Olympus BX51T ve Kameram).

2.4. Palinolojik Cahsmalar
Tiirlin polen ylizeyi i¢in ornekler direkt olarak cift tarafli yapiskan banda (stap)

almip, altmla kaplanarak Anadolu Universitesi Bitki, Ilag ve Bilimsel Arastirmalar
Uygulama Merkezi’nde bulunan masaiistii taramali elektron mikroskobunda (TM3030

Plus-Hitachi) fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.5. Kimyasal Calismalar
2 gram kaba toz edilmis bitki 20 ml %70 etanol ile ¢alkalanarak oda sicakliginda

maserasyona tabi tutuldu ve siiziildii. Bu islem ti¢ kez gergeklestirildi ve siiziintiiler
birlestirildi. Alkollii kisim rétavapor ile diisiik basing altinda 40 °C’yi gegmeyen
sicaklik ile uzaklastirildi. Sulu kisim dondurularak liyofilize edildi. Ornek analiz igin

-18 °C’de saklandi. Ekstraksiyon islemis ile 0,198 mg ekstre edildi.

2.5.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi

(HPLC/MS) ile fenolik bilesiklerin analizi

Cihaz : Shimadzu 20A Prominance s1vi kromatografisi sistemi

Dedektor : Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS

Iyonlasma modu : Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI), negatif iyonlasma Kolon
. Intersil ODS 4,6x150mm, 3pu

Kolon sicakligi 140 °C

Akim hizi 10,5 ml/dk
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Hareketli faz A . Asetonitril: su: (10:90 h/h)

Hareketli faz B - Asetonitril: su: formik asit (89:10:1 h/h/h)
Akis programi:
Zaman (dakika) B kons
0.01 10
40.00 100
43.00 100

2.5.1.1. Toplam fenol miktar tayini
Ekstrenin igindeki fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak Folin-

Ciocalteu yontemi ile belirlenmistir (Singleton vd., 1999). Bu amagla deney tiiplerine 6
mL distile su 100 uL 6rnek ¢6zeltisi ve 500 uL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir.
1.5 ml %20’lik sodyum karbonat ilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlanmistir. Kontrol
olarak ekstre igermeyen ¢oziici karisimi kullanilmigtir. 2 saat 25 °C’de inkiibe
edildikten sonra 760 nm’de spektrofotometrik olarak olciilerek ve gallik asit kalibrasyon
egrisi iizerinden toplam fenolik madde miktar1 hesaplanmistir. Ug¢ paralel deney

yapilarak sonuglar ortalama degerler olarak verilmistir.

2.5.2. Antioksidan aktivite ¢alismalar

2.5.2.1. Indirgeme giiciiniin belirlenmesi
Ekstrenin demir (III)’ti indirgeme giicli i¢in Oyaizu ve arkadaslarinin yontemine

gore yapilmustir. 1 ml ekstre ¢ozeltisi 2,5 ml 0,2 M (pH 6,6) fosfat tamponu ve 2,5 mi
%]1’lik potasyum hekzasiyanoferrat ¢ozeltisi deney tiipiine konulmustur. 50 °C’de 30
dakika inkiibasyondan sonra 2,5 ml %10’luk trikloroasetik asit (TCA) ilave edilip
santrifiij edilmistir.

2,5 ml dst kisim, 2,5 ml su ve 0,5 ml %0,1’lik demir (I11) Kloriir ilave edilip
karistirilarak 700 nm’de absorbanslar1 okunmustur. Askorbik asite esdeger (ASCAE)
olarak ekstrelerin indirgeme giigleri mmol askorbik asit/g 6rnek olarak verilmistir.
Biiylik AscAE degeri zengin indirgeme kapasitesini gostermistir. Tiim analizler dort

paralel olarak yapilmis olup ortalama degerler olarak verilmistir (Oyaizu, 1986).
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2.5.2.2. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini siipiiriicii etki tayini
Kumarasamy ve arkadaslarinin yontemi, DPPH radikal siipiiriicti etki tayini i¢in

kullanilmistir. Bu amagla mikro plaklarinin ilk slitununa sirastyla 100’er ulL. MeOH
(metanol) ve oOrnek aktarilmistir. Esit miktarda MeOH iginde 10 seri seyreltme
yapilarak, vortekste Kkaristirilmistir.  DPPH stok ¢6zeltisi 2 mg 1,1-Difenil-2-
pikrilhidrazil radikalinin (DPPH®) 25 ml MeOH’de ¢dziinmesiyle son konsantrasyonu
80 pg.mL? olacak sekilde hazirlanmistir. Her kuyucuga 100 uL DPPH®" ¢ozeltisinden
eklenerek tepkime baslatilmis ve 30 dakika siireyle karanlik bir ortamda birakilmustir.
Butillenmis hidroksi toluen (BHT) ve gallik asit pozitif kontrol, DPPH**"MeOH negatif
kontrol, sadece MeOH ise kor olarak ayni mikro plaga uygulanmistir. UV absorbans 517
nm’de mikroplate spektrofotometre kullanilarak oda sicakhiginda okunmustur.
Mikroplate spektrofotometre kullanilarak UV absorbans 517 nm’de oda sicakliginda
okunmustur. Sonuglar, ortalama+standart sapma (n=8) olarak ifade edilmis, istatistiksel
degerlendirme ve hesaplamalarda Gen5 Data Analysis programi (BioTek) kullanilmustir.
%50 inhibisyon konsantrasyonu degeri (ICso) hesaplanmis olup % inhibisyon degeri

asagidaki formiil kullanmistir (Kumarasamy vd., 2007).
ICs0 = [(Ao-A1)/Ao] X100 (2.1.)

Burada; 1Cso: % 50 inhibe eden konsantrasyon, Ao: kontrol absorbans, Ax:

numune absorbanstur.

2.5.2.3. (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit radikal katyonu (ABTS®")
siipiiriicii etki

Standart troloks’a esdeger antioksidan kapasite (TEAK) metodu kullanilarak
gerceklestirilen deney, ABTS®" (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit
radikal katyonu) siipiiriilmesi ve E vitamininin suda ¢oziinen analogu olan troloks ile
karsilastirilmasma dayanmaktadir (Papandreou vd., 2006). 7 miliMolar (Mm) ABTS*"
ve 2,5 mM sodyum persiilfat karisimi karanlikta 12-16 saat bekletilerek mavi yesil
renkli radikal olusumu saglanmis ve radikal ¢ozeltisinin 734 nm’deki absorbans1 0,7-0,8
olacak sekilde absolii etanol ile seyreltilmistir. 10 pL 6rnek ve 990 pL hazirlanan
ABTS"®" ¢ozeltisi karistirilarak, 734 nm’de absorbansi 30 dk siire ile 8lgiimii yapilmustir.
TEAK aktivite sonuglarmm bulunmasi icin ABTS®* Trolox’un 2,5 mM, 2 mM, 1,5 mM,
1 mM, 0,5 mM ve 0,1 mM’lik konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanan kalibrasyon
egrisi yardimiyla hesaplanmistir (Papandreou vd., 2006).
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2.5.2.4. p-Karoten/Linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini
B-karoten soldurma deneyine gore ekstrelerin antioksidan aktivitesi yapilmistir

(Oomah ve Mazza, 1996; Velioglu vd., 1998). Bu amagla, 1 mL B-karoten (0,2 mg/ml
kloroform igerisinde) igerisinde linoleik asit (40 mg) ve Tween 20 (400 mg) bir erlene
eklenmistir. Kloroform azot altinda yogunlastirildiktan sonra 50 ml distile su ilavesi ile
karigtirilmigtir. Kontrol, 6rnek ve standart konulmadan ayni prosediir ile hazirlanmistir.
B-karotensiz olarak kontrol ve Orneklerin sahitleri hazirlanmistir. Baslangigtaki
oksidasyon seviyesini belirlemek i¢in, numuneler hazirlanir hazirlanmaz 470 nm’de
spektrofotometrede Olgiilmiistiir. Termal otooksidasyon i¢in 50 °C’de 105 dakika su
banyosunda bekletilmis ve 15 dakika arayla 6rnek alinarak B-karotenin solma derecesi

izlenmistir. Antioksidan aktivite sonucu ii¢ deneyin ortalamasi olarak verilmistir.
%AA = [1-(AbS smek- ADSI®smei )/ (ADS kontrol-ABS P kontror) X100 (2.2)

Burada; AA antioksidan aktivite, Abs%me baslangictaki drnegin absorbsiyon
degeri, Abs'®smex 6rnegin 105. dakikadaki absorbsiyon degeri, AbsCkontrol baslangictaki
kontroliin absorbsiyon degeri, Abs'®ontror kontroliin 105. dakikadaki absorbsiyon

degeridir.

2.6. Biyolojik Etki Cahsmalari
2.6.1. Antikanser etki cahsmalarn
2.6.1.1. MTT oélgiimii

MTT testi ile in vitro ortamda L. turcicus ekstrenin farkli dozlarmnin sitotoksik
etkileri belirlenmistir. Bu amagla, akciger adenokarsinoma hiicre hatt1 (A549) ve
selektivite i¢in normal fare fibroblast hiicre hatt1 (L929) kullanilmistir. Calismada
kullanilacak olan hiicre hatlar1 sivi azottan (-196 °C) ¢ikarilarak, santriflij isleminden
sonra, %10 fetal sigir serumu ve 1 mL penisilin-streptomisin igeren besi ortaminda 37
°C’de, %5 CO2 igeren CO2 inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Deney i¢in yeterli sayiya
ulasan hiicreler Thoma lam ile sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 100 puL
besiyeri igerisine 2x10° hiicre gelecek sekilde ekildi. Her bir kuyuya 3,9-500 pg/mL
konsantrasyon araliginda, 100 pL besiyeri igerisindeki bilesenler eklenerek 37 °C’de
inkiibe edilip 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 pL MTT boyast
(5 mg/mL) ilave edilerek hiicreler 37 °C’de 3 saat daha inkiibe edildi. Bu siire sonunda,
hiicrelerden MTT boyast uzaklastirilarak her bir kuyuya 200 pL dimetil siilfoksit
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(DMSO) eklenip ve 10 dakika inkiibasyon sonunda olusan formazan kristallerinin
DMSO igerisinde ¢ozlinmesiyle olusturduklari renk siddetleri ELx808-1U Bio-Tek
plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyu ile belirlendi. Bilesen ile muamele edilmeyen
kontrol hiicre canlilig1 %100 kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 %
olarak ifade edilmis olup pozitif kontrol olarak sisplatin kullanildi. Sonuglar bu pozitif
kontrole gore kiyaslanarak doz ve zaman aralig, literatiirdeki benzer ekstrelerin gesitli
kanser hiicre tiplerine karsi gostermis olduklari sitotoksik konsantrasyonlara bagli
olarak belirlenmistir. Calisma sonucglarinin giivenilirligi agisindan deneyler minimum

3’er tekrarh olacak sekilde yapilmistir (Mossmann 1983; Keiser 2000).

2.6.2. Lipoksijenaz enzim inhibisyon deneyleri
Numunelerin  lipooksijenaz ~ enzimi  (LOX) inhibisyon  aktiviteleri

spektrofotometrik olarak Sl¢timii yapilmistir. Potasyum fosfat tamponu (1,94 mL; 100
mM; pH 9) 40 pL 6rnek ¢ozeltisi ve 20 u. LOX ¢ozeltisi karigtirilir. 25 °C’de 10 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra tepkime 50 pL linoleik asit subsrat ilave edilerek
baslatilir. 10 dakika boyunca 234 nm’de absorbans degisimi kontrol edilerek kaydedilir.
Tiim 6lgtimler ti¢ kez tekrarlanmistir. Sonuglar formiil kullanilarak, Ortalama+Standart
hata olarak ifade edilmistir. (Baylac ve Racine, 2003).

%I = 100-(Absnumune-Abskontrol) x100 (2.3.)

Burada; I: aydinlanma siddeti, Absnumune: numune absorbsiyonu, Abskontrol:

kontrol absorbsiyonudur.

2.6.3. Siklooksijenaz enzim inhibisyon deneyleri
L. turcicus bitkisinin COX enzim inhibisyon etkisinin belirlenmesi “Cayman

Chemical COX Colorimetric Inhibitor Screening Assay Kit, (katalog no:
701050)” olgiim yontemine gore uyarlanmasi seklinde gergeklestirilmistir. 3 ml
Tampon konsantresi 27 ml HPLC su ile seyreltilip, bu dilue tampon (0,1 M Tris-HClI,
pH 8), testten 6nce Hemin ve COX enzimlerinin seyreltilmesi i¢in kullanilmaktadir.
4°C'de saklandiginda, bu seyreltilmis tampon en az iki ay boyunca stabildir. Her sise,
DMSO'da 300 pl Hemin igermektedir. Kullanmadan 6nce 88 pl Hemin 1,912 ml
tampon ile seyreltilmelidir. Seyreltilmis Hemin oda sicakliginda 12 saat boyunca
stabildir. Kit, COX-1 ¢ozeltisi igerir ve ¢oziildiigiinde buz iizerinde tutulmalidir. 120 pl
enzim 120 pl dilue tampon ile seyreltilirek buzda saklanir. Seyreltilmis enzim bir saat

boyunca stabildir. Bir sise etanolde bir aragidonik asit ¢ozeltisi igerir. Temin edilen
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substrattan 100 ul baska bir siseye aktarilarak 100 ul Potasyum Hidroksit (Uriin No.
760115) eklenip, vortekslenip ve 1,1 ml'lik sonug konsantrasyonu elde etmek i¢in 1.8 ml
su ile seyreltilmelidir. Hazirlanan Arasidonik Asit ¢ozeltisini 30 dakika iginde
kullanilmalidir. 20 ul'lik bir enzim, mikro kuyucukta 100 uM'lik sonug¢ konsantrasyonu
vermektedir. Daha diisiik konsantrasyon isteniyorsa, dereceli su ile seyreltilmelidir.

Reaktif temin edildigi sekilde kullanima hazirdir.
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3. BULGULAR ve YORUM

3.1. Morfolojik Bulgular

3.1.1. Lophanthus turcicus Dirmenci, Yildiz & Hedge
Bitki ¢ok yillik tabanda odunsu iist kisimlarda otsu, ¢ok govdeli giiglii kokulu,

cicekli govdeler 15-52,5x0.1-0,3 cm, yiikselici ve dik genellikle yukarida dallanmus,
yogun salgi tliylii. Yapraklar 12-27x6-12 mm, yesil, alt yapraklar ovat iist yapraklara
dogru ovat- lanseolat, yaprak sap1 2-15 mm, tabani1 kordat, kenar1 dentikulat, tepesi
obtustan akuta dogru degisen sekillerde, her iki yiizde yogun salgi tiiylii. Brakteler
govde yapraklarina benzer fakat daha kiigiiktiir, 5,5-22x3-11 mm, yesil, alt brakteler
ovat, list brakteler ovat-lanseolat, brakte sap1 2 mm ya da sapsiz, taban1 kordat kenar1
dentikulat tepesi akut, her iki ylizde yogun salgi tiiylii. Cigcek durumu vertisillastrum,
vertisiller 3-7, vertisiller aras1 mesafe 1,9-8,2 cm, vertisiller 2-12 ¢igekli, kimozlar 3-17
mm sapli. Brakteoller 2,8-5,5x0,5-1,5 mm, yesil, linear, tepede akut, her iki yiizde
yogun salg tiiylii. Kaliks 6-10 mm, yesil, dislerde yesilimsi-mor renkli, kaliks tiibiiniin
genigligi 1,5-2,5 mm, dislerde 5,5 mm’e kadar genis, ¢icekte orta bolge hafifce daralmis
meyvede ise silindirik, tubular-subbilabiat, 5 disli, disler hemen hemen esit, 1,5-3,2 mm
disler, tiggen, tepede akiiminat, 15 damarli, kaliks sap1 1,5-2 mm, dis yiizeyde yogun
salgi tiiylii. Kaliks tiibiiniin i¢ kismu dislerin altinda halka seklinde tiiylii, tiiyler yaklasik
1 mm. Korolla 14,5-19 mm, agik leylak renginden mora dogru, kurudugunda sar1 renkli,
kaliks i¢inde agik leylak-beyaz renkli, bilabiat, kaliksin 2-2,5 kati, kaliks i¢inde korolla
tibii 1,5-2 mm genisliginde, dudaklarin altinda 2,8-3,5 mm’ye kadar, korolla tiibii
burgulu, dis yiizeyde yogun salg: tiiyliidiir. Ust dudak iki loblu loblar hemen hemen esit
3,2x2,5-2,8 mm alt dudaklar 3 loblu, orta lob yan loblardan daha uzun ve genis, yan
loblar 4,5x2,5 mm, orta lob 5,5x3,5 mm, alt ve iist dudaklarin loblar1 diiz ya da hafif
dalgalidir. Stamenler 4, filamentler agik sar12,2-4 mm, anterler leylak-morumsu 0,4-0,8
mm, tekalar divergent, stillus 15-18 mm, stigma 2 loblu, loblar esit, 1 mm korolla iginde
ya da disarida. Nutlet 2-3,3x1-1,2 mm, koyu kahverengi, oblong-eliptik, ti¢ koseli,
parlak, tepede obtus-rotundat, arioller V seklinde beyaz, orta kisimda yuvarlak ¢ikimntili
sirt kisimda hafifce cizgili, yiizey (seyrek) ve ariol ¢ikintisinda (yogun) papilli, yiizeyi
diiz, tiiysiiz, dort ya da ¢ok koseli hiicreler ile diizenlenmis retikulat (Gorsel 3.2, Sekil
3.5-3.8).
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Ciceklenme Zamanmi: Temmuz, Agustos

Habitati: Kayalik ve taslik kuzey yamaglar

Yiikseklik: 2750-3200 m

Yayihst: B9 - Van

Fitocografyasi: Iran-Turan elementi (Giiner vd., 2012)

Endemik

Diinya Koruma Birligine gore, bitkinin nesli kritik tehlike altinda tehdit kategorisinde yer
almaktadir (IUCN, 2001).
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Sekil 3.4. Lophanthus turcicus 'un Tiirkiye deki yayilisi
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Gorsel 3.2. Lophanthus turcicus Dirmenci, Yildiz & Hedge
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Sekil 3.5. Lophanthus turcicus, ESSE 15410, a- bitki b- govde c-gigek d-yaprak alt e-yaprak tist
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Sekil 3.6. Lophanthus turcicus, ESSE 15410, a- ¢icek kaliksi, b- meyve kaliksi,

C-kaliks i¢ yiizey, d-kaliks dis yiizey, e-kaliks tiiyleri
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Sekil 3.7. Lophanthus turcicus, ESSE 15410, a- korolla b- korolla i¢ yiizey c-nutletler
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3.2. Tiiy Morfolojisi Bulgulari
L. turcicus’un vejetatif ve generatif organlarinda tiiyleri SEM’de incelenmis,

tiiylerin dagilimi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Lophanthus turcicus vegetatif ve generatif organlarinda tiiylerin dagilvm

Lophanthus turcicus Salg tityii Ortii tiiyii
peltat sap1 1 hiicreli sap1 ¢ok hiicreli 1 hiicreli  ¢ok hiicreli
kisa  uzun dis tiy
Odunsu gévde + ++ + + (2-4) + +(4-7)
Otsu govde - ++ ++ + (2-7) - +(7)
Yaprak tist - ++ ++ + (2-4) - -
Yaprak alt - ++ ++ + (2-4) - -
Kaliks dis - ++ + + (2-5) - -
Kaliks i¢ - ++ + : - +(2-3)
Korolla - + ++ + (2-7) - i

(-) yok, (#) seyrek, (+) yogun, (++) gok yogun
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3.2.1. Odunsu govde
Nadir ortii tiiyii ve yogun salgi tiiyleri bulunmaktadir. Ortii tiiyleri iki tiptir; ya bir

hiicreli dis tily seklinde ya da ¢ok hiicrelidir (4-7 hiicreli). Cok hiicreli tiiyler genellikle
egik ya da kamgi seklindedir. Salgi tiiyleri peltat ve kapitat olmak iizere iki tiptir.
Kapitat tipteki tiiyler bas1 1 hiicreli (yuvarlak, ampul ya da kadeh seklinde), sap1 1-4
hiicrelidir. Bas1 1, sap1 1 hiicreli olanlarin kisa ve uzun tipleri bulunmaktadir ve kisa

olanlar yogun olarak gozlenmistir. (Sekil 3.9.)

AUBIBAM

AUBIBAM 2018/03/16  16:33 NL MD5.7 x5.0k 20 pm

Sekil 3.9. SEM de odunsu gévde: a- ortii ve salgt tiiyleri genel goriiniim b- ortii tiiyii ve peltat salgi tiiyii
C- ortii tiiyii ve kapitat salgi tiiyleri d- peltat salgi tiiyii
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3.2.2. Otsu govde
Nadir ¢ok hiicreli ortii tiiyli (5-7 hiicreli) ile yogun salgi tiiyli gdzlenmistir. Salgi

tiiyleri kapitat tiptedir ve bast 1, sap1 1 ve basi 1, sap1 4-7 hiicrelilerden olusur. Basi 1
sap1 1 hiicreli olanlarin kisa ve uzun tipleri bulunmaktadir ve her ikisi de yogun olarak

goriilmiistiir. Bas hiicreleri yuvarlak, ampul ya da kadeh seklindedir (Sekil 3.10).

AUBIBAM 2018/02/22 16:06 HL UD5.3 x40 2 mm AUBIBAM

o

» -
2018/02/22  16:26 HL UD5.6

& - ‘_
x180 500 pm

Sekil 3.10. SEM de otsu govde: a- genel goriiniim ortii ve salgi tiiyleri b-c-0-yakin goriiniim ortii ve salgi tiiyleri
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3.2.3. Yaprak
Sadece yogun salgi tiiyii gozlenmistir. Salgi tliylerine her iki epidermada da

rastlanmistir. Salgi tiiyleri kapitat tiptedir ve basi 1 hiicreli, sap1 1-4 hiicreden olusur.
Bas1 1 sap1 1 hiicreli olanlarin kisa ve uzun tipleri bulunur ve her ikisi de yogun olarak

goriilmiistiir. Bas hiicreleri yuvarlak, ampul ya da kadeh seklindedir (Sekil 3.11-3.12).

AV g 5 S / -
. F 3 r ’ % {
< > o - % S 4
&4 s iy ~ 4 y 4
7 & e L % .
4 A W - Y o ) ;
BES] A ¥ s k ‘5“ C

AUBIBAM 2018/02/22 16:30 HLUDS.2 x40

16:37 HLUD4.7 x400 200 pm

fl

AUBIBAM 2018/02/22 16:51 HLUDS5.3 x300 300 p

AUBIBAM

Sekil 3.11. SEM 'de yaprak iist yiizeyde kisa ve uzun sapl salgi tiiyleri; a- genel goriiniim b-c-d- yakin gortiniim
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2018/02/22  17:17 HMMD5.2 x40 7

[E=Se S
AUBIBAM

R ~ ’ 3 i . z P S|
AUBIBAM 2018/02/22 17:.02 HLUD4.3 x200 500 pm

AUBIBAM 2018/02/22 17:16 HMMD5.2 x180 500 ym

Sekil 3.12. SEM de yaprak alt yiizeyde kisa ve uzun sapli salgi tiiyleri; a- genel goriiniim
b-c-d- yakin goriiniim
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3.2.4. Kaliks dis yiizey
Sadece yogun salg1 tiiyii gdzlenmistir. Salgi tiiyleri kapitat tipte ve basi 1, sap1 1-5

hiicreden olusur. Basi 1, sap1 1 hiicreli olanlarin kisa ve uzun tipleri bulunmaktadir ve
kisa olanlar daha yogundur. Kapitat tiiylerin bas hiicreleri yuvarlak, ampul ya da kadeh
seklindedir (Sekil 3.13).

AUBIBAM AUBIBAM

AUBIBAM

AUBIBAM

Sekil 3.13. SEM ’de kaliks dis yiizeyde ortii ve salgt tiiyii a-b- genel goriiniim c-0-e yakin goriiniim

35



3.2.5. Kaliks i¢ yiizey
Kaliks bogazinda halka seklinde siralanmis 2-3 hiicreli ortii tiiyleri ile bu tiiylerin

tizerinde (kaliks dislerinde) ve altinda (6zellikle damarlarda) basi 1, sap1 1-2 hiicreli
kapitat tipli salgi tiiyleri bulunur. Kapitat tiiylerin bas hiicreleri yuvarlak, ampul ya da
kadeh seklindedir. Damarlar iizerinde yer alan salgi tiiyleri, kaliks diglerinde yer alan

salg1 tiiylerinden daha seyrektir (Sekil 3.14).

AUBIBAM 2018/03/16 2018/03/16  16:07 NL MD6.7 x1.0k 100 pm

Sekil 3.14. SEM 'de kaliks i¢ yiizeyde értii ve salg tiiyii a- genel goriiniim b-c-0- yakin goriiniim
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3.2.6. Korolla
Sadece yogun salg1 tliyli gdzlenmistir. Salgi tiiyleri kapitat tiptedir ve basi 1, sap1

1-7 hiicreden olusur. Bas1 1 sap1 1 hiicreli olanlarin kisa ve uzun tipleri bulunmaktadir
ve her ikisi de yogun olarak goriilmiistiir. Kapitat tiiylerin bas hiicreleri yuvarlak, ampul

ya da kadeh seklindedir (Sekil 3.15).

AUBIBAM

e

AUBIBAM

Sekil 3.15. SEM 'de korolla ortii ve salg tiiyii a-b- genel goriiniim c-d-e-f-yakin goriiniim
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3.3.  Anatomik Bulgular

3.3.1. Odunsu govde

Dista epiderma yer yer ezilmis ve yerini periderma almistir. Epidermanin oldugu
yerlerde ortii ve salgi tliylerine rastlanmistir. Salgi tiiyleri Ortli tiiylerine gore daha
yogundur. Ortii tiiyleri iki tiptir; ya bir hiicreli dis tily seklinde ya da ¢ok hiicrelidir (4-7
hiicreli). Cok hiicreli tiiyler genellikle egik ya da kamg1 seklindedir. Salgi tiiyleri peltat
ve kapitat tiptedir. Kapitat tipte olanlarm basi 1 hiicreli, yuvarlak ya da kadeh seklinde,
sap1 ise 1-4 hiicrelidir. Bas1 1 sap1 1 hiicreli olanlarin kisa ve uzun tipleri bulunmaktadir
ve kisa olanlar yogun olarak gériilmiistiir. Mantar hiicreleri 2-13 sira, genellikle kare
sekilli hiicreler halindendedir. Fellogen ezilmis, felloderma ise ¢ok sirali basik
hiicrelerden olusmustur. Ceperleri kalindir. Periderm ile sekonder floem arasinda yer
yer 1-2 (-3) swa gruplar halinde sklerankima hiicrelerine rastlanmistir. Mantar
dokusunun altindaki birkag sira felloderma hiicreleri yer yer ezilmistir. Sekonder yapisi
fazla gelismis govdelerde primer korteks, endoderma, periskl ve primer floem ortadan
kalkmistir. Ancak bazi kesitlerde primer kortekse ait ezilmis ince ¢eperli parankima
hiicrelerine rastlanmistir. Sekonder floem elemanlar1 genellikle diizenli siralar halinde
olup halka seklinde sekonder ksilemi ¢evrelemistir. Kambiyum 2-3 hiicre sirasindan
olusmus veya ezilmistir. Sekonder ksilem sklerankimatikdir ve genis bir alami kaplar.
Oz kollar1 1 ya da 2 siralidir. Oz bdlgesi kalm ¢eperli ve yogun basit gecit igeren
parankima hiicrelerinde olusur (Sekil 3.16-3.17).
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Sekil 3.16. L. turcicus 'un odunsu govde enine kesiti:

m-mantar, 0- 0z, ot- ortii tiyti, Sf- sekonder floem, sks- sekonder ksilem, st- salg: tiyii
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Sekil 3.17. L. turcicus 'un odunsu govde enine kesitinde ortii tiiyii ve salgi tiiyleri
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3.3.2. Otsu govde
Dort koselidir. Enine kesitte dista genellikle enine uzamis dortgen hiicrelerden

olusan epiderma bulunur. Alt ve iist ¢eperler, yan ceperlere oranla daha kalindir. Uzeri
ince bir kiitikula ile kaplidir. Govde {izerinde stomaya rastlanmistir. Epiderma iizerinde
nadir ortii tiiyli ve yogun salgi tiiyleri bulunmaktadir. Ortii tiiyleri ¢ok hiicreli (5-7
hiicreli), egik ya da kamg¢i1 seklinde ve ¢ok seyrektir. Salgi tiiyleri kapitat tiptedir ve basi
1 hiicreli, sap1 4-7 hiicreden olusur. Bas1 1 sap1 1 hiicreli olanlarin kisa ve uzun tipleri
bulunmaktadir ve her ikisi de yogun olarak goriilmiistiir. Ayrica basi 1 sap1 1 hiicreli
salgi tiiylerinde bas hiicreleri ampul ve kadeh seklinde olmak tizere iki tipi bulunur.
Epidermanin altinda koselerde 10-15 swa diizensiz ¢eperli kollenkima yer alir.
Koselerin kenarlarinda 3-4 sirali olan kollenkima, kdselerarasinda yer yer 1-2 sira
halindedir. Kollenkimanin altinda kloroplast iceren birkag¢ sira halka seklinde ya da
koselerde kollenkimanin altinda kesintiye ugramis parankima dokusu bulunur. Koseler
arasinda ise birka¢ sira, yuvarlak, oval ya da basik hiicrelerden olusmus parankimatik
bir doku yer alir. Korteksin en i¢ kismini olusturan endoderma yer yer kesintiye
ugramis, tek sira enine uzun dortgen seklindeki hiicreden meydana gelmistir. Perisikl 3-
6 sira sklerankimatik hiicre gruplariyla desteklenmistir. Iletim demetleri koselerde iyi
gelismistir. Koselerarasinda ise sklerenkimatik bir doku bulunur, bazen bu doku i¢inde
kiigiik 1-2 demet yer alir. Floem 4-6 sirali, diizensiz sekilli hiicrelerden olusmustur.
Genellikle halka seklindedir. Kambiyum belirsizdir. Sekonder ksilem sklerenkimatik bir
temel doku i¢inde trake ve trakeidlerden olusmustur. Trakeler yuvarlak ya da oval
sekilli, trakeidler ise cokgendir. Sekonder &z kollar1 genellikle 1 siralidir. Oz yuvarlak
ya da cokgen sekilli biiyiik parankimatik hiicrelerden meydana gelmis olup, orta kisim
genellikle parcalanmistir. Ksilemin altindaki hiicrelerin ¢eperler kalin, ¢aplar1 genellikle

dardir (Sekil 3.18, 3.19).
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Sekil 3.18. L. turcicus 'un otsu gévde enine kesiti: a- genel goriiniim b- kose ve késeler arasi goriiniim
c- koseden yakin goriiniim d- 6z bolgesi e- epiderma, en- endoderma, f- floem, k- kutikula,
ko- kollenkima, 6- oz, ot- ortii tiiyii, p- periskl, pa- parankima, sks- sekonder ksilem, st- salg:

tiiyii
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100 pm

Sekil 3.19. L. turcicus 'un otsu gévde enine kesitinde ortii tiiyii ve salgt tiiyleri
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3.3.3. Yaprak
Yaprak ayalarinin orta damar bolgesinden alinan enine ve damarlararasi bolgeden

alinan ylizeysel kesitlerde asagidaki anatomik yapilar gozlenmistir (Sekil 3.20, 3.21).

Yaprak enine kesitte {ist ve alt epiderma tek sira, oval, dikdortgen, enine uzamis
hiicrelerden olusmustur. Ust geperler alt ve yan geperlerden kalindir. Uzeri ince bir
kiitikula ile ortiiliidiir. Ust epiderma hiicreleri, alt epiderma hiicreleri ile hemen hemen
ayni biytikliikte olup, yiizeysel kesitte her iki epidermada dalgali ¢eperlidir. Salgi
tiiylerine her iki epidermada da yogun olarak rastlanmistir. Salgi tiiyleri kapitat tiptedir
ve basi 1 hiicreli (ampul ve kadeh seklinde), sap1 1-4 hiicreden olusur. Bas1 1 sap1 1
hiicreli olanlarmm kisa ve uzun tipleri bulunmaktadir ve her ikisi de yogun olarak
goriilmiistiir. Stomalar yapragin her iki yiiziinde hemen hemen ayni yogunlukta
bulunmaktadir ve diasitiktirler. Enine kesitte epiderma hiicrelerinden hafifce yukari
seviyede olup, ylizeysel kesitte oval sekillidir. Mezofil {ist epidermanin altinda 2-3 sira
palizat parankimasi ile 3-4 swa siinger parankimasindan olusmustur. Siinger
parankimasi hiicreleri yer yer palizat hiicresi goriiniimiinii almistir. Orta damar
bolgesinde iletim demetleri genis bir alan1 kaplamaktadir. Ust epidermanm altinda 4-7
sira kollenkima dokusu yer alir. Alt epidermanin altinda ise 1-2 sira kollenkima
hiicresinden sonra, 3-5 sira biiyiikk parankima hiicresi ile 4-6 sira c¢okgen sekilli
sklarenkima dokusu bulunur. Ksilem st epiderma, floem ise alt epidermaya bakan

yonde yer alir.
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Sekil 3.20. L. turcicus 'un yaprak enine kesiti, a- genel goriiniim b- orta damar c- mezofil

ae- alt epiderma, f- floem, id- iletim demeti, k- kutikula, ko- kollenkima, ks- ksilem,
ot- ortii tiiyti, pa- parankima, pp- palizat parankimasi, s- stoma, sk- sklerankima,

Sp- siinger parankimasi, st- salgi tiiyii
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yaprak alt yiizey;

Sekil 3.21. L. turcicus 'un yaprak yiizeysel kesiti, a- yaprak tist ytizey b

ae- alt epiderma, ue- iist epiderma, s- stoma, st- salg: tiiyii
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3.4. Palinolojik Bulgular

3.4.1. Lophanthus turcicus’un polen ézellikleri
Polen taneleri tek, radyal simetrili, isopolar, hekzakolporat. Polar eksen 22-30.3

um, ekvatoral eksen 28-33.2 um. Polen tanelerinin sekli suboblat, oblat-spheroidal
(P/E:0.78-0.91 pm). Polenlerin polar goriiniislerinin sekli hemen hemen yuvarlak.
Yariklar dar ve uzun, kolpus uzunlugu 19-28.5 pm kolpus genisligi 2-4 pm.
Ornemantasyon mikroretikulat, bazi polenlerde miroretikulat-perforat. Luminanimn sekli
diizensiz elongat. Delikler farkli boyutlarda, yuvarlak ya da eliptik. Muri yiizeyi korfezli,
kolpus graniirlii ve kolpus kenar1 kalin ve dalgali (Sekil 3.22.).

17:28 NM D4.8 x1.0k 100 pm AUBIBAM

20171121 1717 NM D49 x1.8k  50um

AUBIBAM

7 Bosny 4
AUBIBAM 201711721 1%

AUBIBAM 2017111721 1719 NM D4.9 x4.0k  20pm

Sekil 3.22. SEMde L. turcicus polen taneleri ve polen yiizeyi
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3.5. Kimyasal Sonuglar

3.5.1. Antioksidan aktivite ¢cahsmalari
Ekstrenin toplam fenolik madde igerigi 1 gram ekstrede 35,9 mg GAE olarak

bulunmustur. DPPH radikali siipiiriicii etki ICso degeri 0,2 mg/ml olarak bulunmustur bu
deger standart gallik asit yaklasik 100 kat daha diisiik olarak 0,002 mg/ml olarak
bulunmustur. Ekstrenin troloks esdeger antioksidan aktivitesi ¢alisilan 10 mg/ml’lik
konsantrasyonda ise 1,32 mM troloksa esdeger olarak bulunmustur. Standart olarak
kullanilan gallik asit 0,1 mg/ml konsantrasyonda 1,8 mM TEAK aktivite gostermistir.
Bu durumda ekstrenin troloks esdeger antioksidan aktivitesi standart gallik asitten
yaklasik 14 kat zayif bulunmustur. Indirgeme giicii deneyinde ise Lophantus ekstresi
0,45 mM ASCAE etki gosterirken standart gallik asit 10.05 mM askorbik asite esdeger
etki gostermistir bu deneyde de ekstre standarttan yaklasik 20 kat daha zayif olarak
bulunmustur. Beta karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe etme deneyinde ekstrenin
10 mg/ml lik konsantrasyonu denenmis ve bu konstrasyonda ekstre beta-karotenin
%32,2’lik kismin1 bozulmadan koruyabilmisken Img/ml’de denenen standart BHT
ekstrenin %52,81°lik kismin1 korumayi basarmistir. Antioksidan aktivite deneyleri
degerlendirildiginde ekstrenin antioksidan kapasitesi diisiik olarak bulunmustur. Toplam
fenolik madde miktarin1 da 1 gram ekstre igin diisiik degerlerde olmasi antioksidan

etkinin diisiik olmasinin sebebi olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.2. Yiiksek Performansili Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile tammlanan maddeler

No tr [M-H] Ms/Ms (m/z) Tamimlama
(dakika) (m/z)

1 3,6 191 173, 127 Kinik asit

2 8,3 191 173, 135 4-Kafeoilkinik asit

3 8,9 437 319, 213 Bilinmeyen

4 9,3 179 135 Kafeik asit

5 10,4 609 301/300, 271 Rutin

6 11,4 447 285 Luteolin glukozit

7 12,5 461 285 Luteolin glukuronit

8 13,2 431 311, 269 Apigenin glukozit

9 14,4 359 197, 179, 161, 135 Rozmarinik asit

10 18,3 284 133 Luteolin

11 21,1 269 - Apigenin

12 25,4 313 299, 284, 255, 227 Luteolin dimetileter

13 27,2 343 328, 313 Bilinmeyen trimetoksi flavonoit

14 28,1 373 358, 343, 328, 305 Bilinmeyen metoksi flavonoit
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3.5.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (HPLC /MS)

ile tanimlanan fenolik bilesikler

1 numarali madde kiitle/yiik (m/z) 191 [M-H]" molekiiler iyon pik vermis olup
kolonu 3,6. dakikada terk etmistir. Molekiiliin diger par¢alanmalar1 1 molekiil su ¢ikist ile
olusan m/z 173 ve ardindan karboksilik asit kopmasiyla olusan m/z 127 ve eser miktarda
128 iyonlar1 gozlemlenmistir. Bu parcalanmalar Kinik asit karakteristik

pargalanmalaridir ve literatiir bilgileri ile uyumludur ( Clifford vd., 2003).

| “EPI(190,90) Charge (+0) CE (15) F T (89,7407): Exp 3, 3,955 min from Sample 1 (Lophantus 5cm Kisa kolon deneme001) of Lophantus Max. 1,7e6 cpg.
1,7¢6 190.8
1,6e6
1,5e6- O
1,4e6-| O
1,3e6 H O =
1,2e6-| //f/, =
" T OH
1,1e64
»
o
© 1,0e64
>
‘» 9,0e5
o A
°
- \)
< 8,0e5-| H O\\\\
7,0e5-
6,0e5-
5,0e5- O H
4,0e5-1
3,0e5-
2,0e5-
1,065 173,0
127,0 [ 194,4
oot by ] K
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 80
'z, Da

Sekil 3.23. Kinik asit kiitle spektrumu
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Kolonu 8,3. dakikada terk eden ve m/z 353 molekiiler iyon pik yaninda m/z 173
temel pik ile gozlemlenen 4 numarali madde de goriilen 191 ve 173 iyonlar1 madenin
Kinik asit tiirevi oldugunu gostermistir. Kinik asit (m/z 191) ve molekiiler iyon pik
arasinda goriilen 162 amu luk farki olusturacak iki muhtemel ihtimal vardir bunlar
kafeik asit veya glukoz (veya diger heksozitler) olabilir. Spektrum incelenmesinde
goriilen 179 ve 135 pikleri kafeik asit karakteristik pikleri oldugundan burada 162
amu’luk farkin bir kafeik asitten dolay1 oldugu anlasilmis ve molekiil kafeoilkinik asit
olarak, m/z 173 iyonunun temel pik olarak goriilmesi ise baglanma pozisyonunun 4
numarali C {lizerinde oldugunu géstermistir. Bu bilgiler 1s1ginda molekiil 4- kafeoilkinik
asit (kripto-klorojenik asit) olarak adlandirilmistir ve literatiir bilgileri ile pargalanmalar
uyum gostermistir (Clifford vd., 2003). Kafeik asit 4 numarali madde olarak ayrica

ekstre icinde tanimlanmaistir.

W EPI(352,79) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 8,267 min from Sample 1 (Lophantus 5cm kisa Kolon deneme001) of Lophantus 10mgmi Cem Max. 9,0e5 cps|

352,8
9,0e5 4

8,5e5
8,0e5

7,5e5

7,0e54
6,5e5 1
«» 6,0e5
o
- 5,5e5

5,05 HO. \

= 45e5

OH

4,0e5

3,5e5 1

3,0e5

2,565 1728

2,0e5

1,5e5 4
190,8
1,0e5
178,9

5,0e4 1

135,1
0,0¥ L . , , . . : . : .
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 80!
m/z, Da

Sekil 3.24. 4-kafeoilkinik asit kiitle spektrumu
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10. dakikada kolonu terk ederek m/z 609 [M-H] molekiiler iyon piki yaninda
aglikon iyonlar1 olan m/z 300/301 ve 271 iyonlarin1 da gosteren 5 numarali madde
iizerinde yapilan incelemeler sonucunda molekiiler iyon piki ve m/z 301 (kersetin)
iyonu arasinda goriilen 308 amu’luk farkim bir rutinoz oldugu goriilmiistiir. 5 numaral

madde bu bilgiler dahilinde molekiil kersetin-3-O-rutinozit (rutin) olarak

adlandirilmistir.
-EPI (608,57) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 10,444 min from Sample 1 (Lophantus 5cm kisa kolon deneme001) of Lophantus 10mgml Ce... Max. 3,0e5¢cps
3,0e5 299,8
2,8e5
2,6e5
2,4e5
2,2e5
HO
2,0e5
1865 OH
o o]
=S
9 16e5
>
o 1465
c
o
- OH OH OH
— 1,2e5
OH
1,0e5
8,0e4
6,0e4
4,0e4
2,0e4
2707 608,5
0,0
1

Sekil 3.25. Rutin kiitle spektrumu
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W EPI (284,79) Charge (+1) CE (60) FT (250): Exp 5, 18,249 min from Sample 1 (Lophantus 5cm kisa kolon deneme001) of Lophantus 10mgmi Cem... Max. 5,165 cps

5,0e5 -
4,8e5 1
4.6e5 1
4.4e5
4,2e5
4,0e5 1
3,8e5 -
3,6e5 -
3,4e5
3,2e5
3,0e5 -
2,8e5
2,6e5 -
2,4e5
2,2e5
2,0e5 -
1,8e5
1,6e5 1
1,4e5 1
1,2e5
1,0e5 1
8,0e4
6,0e4 -

Intensity,cps

4,0e4

2,0e4|

0,0
1

10 numarali madde kolonu 18. dakikada terk etmis ve m/z 285 [M-H] molekiiler
iyon piki gostermistir Dikkat c¢eken diger pargalanmalar spektrumda 151 ve 133
parcalanmalar1 olmustur. Bu parcalanmalar flavonoitlerin C halkas1 par¢alanmasinda
siklikla goriilmekte olup yapmin flavonoid oldugunu ortaya koymustur ve m/z 285
molekiiler iyon piki luteolin molekiil agirhigidir. Standart luteolin ile bu maddenin

luteolin oldugu teyit edilmistir ve 10 numarali madde luteolin olarak adlandirilmistir.

132,9

OH

OH

HO (0]

OH (0]

1319
' 174,8 1987
1509 1

14,8 H 182,9 210,7
AT | it i

2849

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 80!
m/z, Da

Sekil 3.26. Luteolin
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Luteolinde 162 amu fazla olarak 6 numarali madde m/z 447 molekiiler iyon piki
gostermistir bu farkin heksozit kaynakli oldugu goriilmiistiir flavanoitlerde en ¢ok
goriilen heksozitin glukoz oldugu bilindigi i¢in 6 numarali madde de luteolin glukozit

olarak adlandirilmistir.

W _EPI (446,72) Charge (+1) CE (15) FT (128,504 ): Exp 3, 11,436 min from Sample 1 (Lophantus 5cm kisa kolon deneme001) of Lophantus 10mgmi . Max. 1,266 cps|
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Sekil 3.27. Luteolin glukozit 15 EV

W _EPI(446,72) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 11,468 min from Sample 1 (Lophantus 5cm kisa kolon deneme001) of Lophantus 10mgmi Cem. . Max. 5,465 cpg.
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Sekil 3.28. Luteolin glukozit 50 EV
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Luteolinin aglikon olarak bulundugu 12,5. dakikada kolonu terk eden m/z 461
molekiiler iyon pikli 7 numarali madde ile luteolin arasinda goriilen 176 amu’luk fark
ise bir glukuronik asit kopmasidir, bu bilgiler 1s1¢inda 7 numarali maddede luteolin

glukuronit olarak adlandirilmistir.

W EPT (460,70) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 12,5620 min from Sample 1 (Lophanius 5cm Kisa kolon deneme007) of Lophantus T0mgrmi Cem.. Max. 3,766 ops|
31e6 4607
3,066 1

2,8e6

2,6€6

2,4e6 4
- N -y
2266 1 Ho™ “T \r/ 1/ NP N
2,066 | Sy, S
™S \I, ﬂ/
1,866 - ]
o

1,6e6 -

Intensity,cps
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Sekil 3.29. Luteolin glukuronit
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Kolonu 25,4. dakika da terk eden m/z 313 molekiiler iyon piki yaninda bir metil

kopmasiyla olusan 299 ve ardindan bir bagska metil kopmasiyla olusan m/z 284 iyonu

parcalanmas1 gosteren 12 numarali madde ile luteolin arasinda da bir iliski goriilmiis,

molekiil agirliginin luteolinden 28 amu yani 2 metil fazla oldugu gorilmiistiir. Bu

bilgiler 151¢1nda bu maddenin de luteolin tiirevi oldugu anlasilmis ve luteolindimetil eter

olarak adlandirilmistir. Metillenemelerin pozisyonlar1 belirlenememistir.

6,505

6,0e5

5,55

5,0e5

Intensity, cps
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298,0

2828

W _EPI (312,90) Charge (+1) CE (15) FT (186,943): Exp 3, 25,410 min from Sample 1 (Lophantus 5cm kisa kolon deneme001) of Lophantus 10mgml ..

Max. 7.1e5 cps|

1

460 450 500 550 600
m/z, Da

Sekil 3.30. Luteolin dimetil eter 15EV
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W _EPI (312,90) Charge (+1) CE (50) FT (250); Exp 5, 25,442 min from Sample 1 (Lophantus 5¢m Kisa kolon deneme001) of Lophantus 10mgmi Cem...

Max. 1,65 cps,
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Sekil 3.31

. Luteolin dimetil eter 50 EV
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21. dakikada kolonu terk eden m/z 269 molekiiler iyon pikli 11 numarali madde
standart apigenin pargalanmalar1 ile eslesen pargalanmalar gostermis ve bu madde

apigenin olarak adlandirilmistir.

W _EPI (268,87) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 21,103 min from Sample 1 (Lophantus 5¢m kisa kolon deneme001) of Lophantus 10mgml Cem... Max. 4,665 cps,

116,9

4,6e5
4,465+

4,2e54 lll
4,0e5 (0]

3,8e54
3,665
3,4e5 HO (e}

3,2e5

3,05
2,865
2,65+
2,4e5+

2,25 OH [e]
2,065

Intensity, cps
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Sekil 3.32. Apigenin
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8 numaralt maddenin apigeninden 162 amu fazla molekiiler iyon pikin sahip
oldugu gorillmiis ve bu farkin bir glukoz kaynakli oldugu distiniilmiistiir ve 8

numarali madde apigenin glukozit olarak adlandirilmastir.

W EPI (430,79) Charge (+1) CE (50) FT (194 972). Exp 5, 13,162 min from Sample 1 (Lophantus 5cm Kisa kolon deneme001) of Lophantus 10mgmi Max. 5,166 cps.
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Sekil 3.33. Apigenin glukozit
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m/z 359 molekiil agirlikli 9 numarali made maddeni kiitle spektrumda yapilan
incelemelerde 162 amu kafeik asit kopmasiyla olusan m/z 197 [M-H-kafeik asit], iyonu
ile beraber kafeik asit iyonuda m/z 179 [kafeik asit-H] olarak ortaya ¢ikmistir. Kafeik

asitin CO2 kaybiyla olusan m/z 135 iyonu goriilmiistiir bu par¢alanmalar rozmarinik asit

karakteristik parcalanmalaridir ve kontroller sonucunda standart madde ile yapilan

maddenin rozmarinik asit oldugu anlasilmistir.
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3.5.2. Biyolojik etki sonuclar
3.5.2.1. Antikanser etki calisma sonuclart

Sentezlenen bilesiklerin antikanser aktiviteleri MTT testi ile belirlenmisir.
L.turcicus ekstresinin A549 ve 1929 hiicre dizilerine kars:1 etkili ortalama doz 1Cso
degerleri sirastyla cizelge 3.3’de sunulmaktadir. L. turcicus ekstresi A549 hiicre dizisine
kars1 daha disiik dozlarda sitotoksik etki gostermektedir. Ayrica L. turcicus ekstrenin
pozitif kontrol sisplatine (11,67+2,12 pg/mL) kiyasla A549 hiicrelerine kars1 daha fazla
sitotoksik etkinlige sahip oldugu goéziikmektedir. Ekstrenin A549 (6,00+1,70 pg/mL)
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi ile L929 (72,5+17,68 pg/mL) hiicreleri iizerindeki etkisi

kiyaslandiginda, bu etkinin selektif oldugu da gozlenmektedir.

Cizelge 3.3. Sitotoksik etki test sonuglart (ug/mlL)

Hiicreler ve bilesikler IC50 degeri (ug/mL)
1.929 hiicre hatt1 + L. turcicus Ekstresi 72,5+17,68
A549 hiicre hatt1 + L. turcicus Ekstresi 6,00+1,70
A549 hiicre hatt1 + Sisplatin 11,67+2,12

3.5.2.2. Lipoksijenaz enzim inhibisyon deney sonuglari
L. turcicus ekstresinin (100 pg/mL) ve kontrol inhibitoriin (20 pg/mL) (NDGA;

Nordihidroguairatik asit) LOX enzim aktivitesi inhibisyon degerleri ¢izelge 3.4’de
verilmistir. Calismamizdan elde edilen veriler L. turcicus eksterisinin LOX enzim

aktivitesi lizerinde diisiik inhibisyon etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.4. LOX test sonuglar

Madde Lipoksijenaz % inhibisyon degeri
L. turcicus ekstre (100 pg/mL) 21,64+0,82
NDGA (20 pg/mL) 99,05:+1,64
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3.5.2.3.  Siklooksijenaz enzim inhibisyon deney sonuglart
L. turcicus ekstresinin (100 pg/mL) ve kontrol inhibitoriin (100 pg/mL) (SC-560)

COX-1 enzim aktivitesi inhibisyon degerleri ¢izelge 3.5’de verilmistir. Calismamizda L.
turcicus eksterisinin COX-1 enzim aktivitesini inhibe ettigini gosteren bulgular elde

edilmistir.

Cizelge 3.5. COX-/ test sonuglari

Madde COX-1 % inhibisyon degeri
L. turcicus ekstre (100 pg/mL) 89,63+0,5
SC-560 (1 pug/mL) 86+1,935

L. turcicus ekstresinin (100 pg/mL) ve kontrol inhibitoriin (10 pg/mL)
(Refokoksib) COX-2 enzim aktivitesi inhibisyon degerleri ¢izelge 3.6’da verilmistir.
Calismamizdan elde edilen veriler L. turcicus ekstresinin COX-2 enzim aktivitesi

iizerinde inhibisyon etkiye sahip olmadigini gostermektedir.

Cizelge 3.6. COX-2 test sonuglari

Madde COX-2 % inhibisyon degeri
L. turcicus ekstre (100 pg/mL) Inhibisyon yok.
Refokoksib (10 pg/mL) 95,00 + 1,00
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4. SONUC VE TARTISMA
Bu c¢alismada Lamiaceae familyasinin endemik bir tiiri olan L. turcicus,

farmasotik botanik agidan aragtirilmis ve bitkilerin morfolojik, anatomik ve palinolojik
calismalarla botanik karakterlerinin ortaya konulmasi ve kimyasal c¢aligmalarla da
DPPH ile antioksidan 6zelligi, HPLC ile fenolik bilesikleri, MTT ile antikanser etkisi ve
ayni zamanda da antiinflamatuvar etkilerinin belirlenmesi amaciyla COX ve LOX
enzim aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkilerinin belirlenmesi hedeflenerek sonuglari
degerlendirilmistir.

Morfolojik sonuglarimiz, Dirmenci vd. (2010)’nin sonuglar1 ile ¢izelge 3.7°de
karsilastirilmistir. Cizelgeye gore yapraklarin sekli, vertisiller aras1 mesafe, kaliks rengi,
kaliks tiibiiniin genisligi, kaliks sapi, korolla tiibiiniin genisligi, korolla iist ve yan
loblarin boyutu, filament, anter ve stilus uzunluklar1 ve 6zellikleri ilk kez ayrintili olarak
verilmis ve tiiriin deskripsiyonunda yer alan bu eksikliklerde giderilmistir. Cizelgeye
gore govde boyutu, vertisil sayisi, kimoz sapi, brakte, brakteol, kaliks boyutlar1 ve nutlet
boyutlar1 bizim bulgularimizda diger ¢alismadan daha biiyiikk bulunmusken, yaprak
boyutu Dirmenci vd. ¢alismasinda daha biiyiik olarak rapor edilmistir.

Bu calismada vejetatif ve generatif organlar iizerinde yer alan tiiy yapisi ayrmtili
olarak tanimlanmis ve resimleri g¢ekilerek ¢izelge 3.1°de karsilastirilmistir. Cizelgeye
gore; peltat salgi tiiylerine nadir olarak sadece odunsu govdede rastlanmigtir. Kaliks i¢
yiizeyde ise sap1 ¢ok hiicreli salg: tiiyiine hi¢ rastlanmamistir. Ortii tiiyleri ise otsu-
odunsu govde ile kaliks i¢ yiizeyinde bulunmaktadir.

Anatomik ¢alismalarda L. furcicus un govde ve yaprak anatomileri ayrmtili olarak
incelenmis ve yapilar1 aydmlatilmigtir. Odunsu gévdede peridermanin altinda, mantar
hiicrelerine rastlanmustir. Sekonder yap1 iyi geligsmistir. Otsu govdede iletim demetleri
diger familya iiyelerinde oldugu gibi koselerde iyi gelismistir. Kambiyum belirsizdir.
Oz genis bir alan1 kaplamaktadir. Yaprak anatomisinde ise yaprak dorsiventraldir.
Stomalara her iki yiizeyde de rastlanmistir ve diasitik Ozelliktedir. Anatomik
sonuglarimiz diger Lamiaceae tiirlerinde goriilmekte olup onceki ¢aligmalarla uyum
icindedir. Ana damar iyi gelismis olup ve disa dogru belirgin bir ¢ikintidir (Kaya ve
Koca, 2005; Kaya vd., 2000).
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Cizelge 3.7. Lophanthus turcicus 'un morfolojik karakterlerin karsilagtirilmasi

Morfolojik Karakterler Bulgular Dirmenci vd. (2010)’nin
Bulgulan
Govde 15-52,5 cm 30-45 cm
Yapraklar 12-27x6-12 mm 15-30x8-20 mm
sekli ovat, ovat-lanseolat -
petiol 2-15 mm 15 mm’ye kadar
Cigek durumunun vertisil sayist 3-7mm 3-6 mm
cicek sayisi 2-12 mm 6-12 mm
vertisiller aras1 mesafe 1,9-8,2 mm -
kimoz sap1 3-17 mm 3-10 mm
Brakte 5,5-22%3-11 mm 3-3,5mm
sekli ovat, ovat-lanseolat linear-lanseolat
Brakteol 2,8-5,5 mm 2-3 mm
sekli linear linear
Kaliks boyutu ve rengi 6-10 mm yesilimsi-mor 1,5-25 mm  6-9 mm
kaliks tiibliniin genisligi 5,5mm -
kaliks tiibliniin dislerde genisligi 1,5-2 mm -
kaliks sap1 -
Korolla 14,5-19 mm 12-19 mm
korolla rengi Acik leylak mor mavi
kaliks iginde korolla tiibii genisligi ~ 1,5-2 mm -
dudaklarin altinda korolla genisligi ~ 2,8-3,5 mm -
korolla iist lop 3,2x2,5-2,8 mm -
korolla yan lop ve korolla yan orta lop 4,5x2,5 mm ve 5,5x3,5 mm -
filamentler 2,2-4 mm 3x4 mm
anterler 0,4-0,8 mm -
stilus 15-18 mm -
Nutletler 2-3,3x1-1,2 mm 2-2,7x1 mm

Palinolojik sonuglarimiza goére L. turcicus’un polenleri tek, radyal simetrili,
isopolar ve hekzakolpattir. Polen taneleri subolat, oblat-spheroidal olup P/E:0,78-0,91
pm’dir. Polen ylizey siisleri microretikulat bazen de microretikulat-perforattir. Erdtman
(1945) familya iyelerini polen Ozelliklerine gore trikolpat olanlar1 Lamioideae,
hekzakolpat olanlar1 ise Nepetoideae olarak iki gruba ayrilmistir. Lophanthus cinsi
Nepetoideae alt familyasinda yer almakta olup hekzakolpat polenlere sahiptir. Moon vd.
(2008)’nin Lophanthus tiirleriyle yaptigi polen ¢alismalarmin sonucu, L. turcicus unki
ile genelde uyum igindedir. Moon vd. (2009)’nin yaptig1 baska bir ¢aligmada ise L.
tschimganicus’un nutletlerinin oblong, kahverengi, 2,2x1,3 mm {i¢ koseli ve retikulat
yiizey siislerine sahip oldugu bildirilmistir ve bizim sonuglarimizla uyugmaktadir.
Serpooshan vd. (2014) Lophanthus’un bazi tiirlerinde nutlet 6zelliklerini ve SEM’de

yapraklarin tiiylerini incelemisler ve nutletleri obovat, ii¢ koseli, 2,25-2,7x1.18-1,3 mm
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olarak rapor etmiglerdir. Yapraklar1 ise yogun tiiylii, kapitat tliyleri de kisa/uzun sapl
ince ¢eperli, saplar1 diiz ya da ¢izgili olarak bildirmiglerdir. Bu ¢alismanin sonuglar1 da
bizim bulgularimizla genelde uyumludur.

Kimyasal ¢alisma sonuglarina gore sentezlenen bilesiklerin antikanser etkilerine,
MTT testi ile bakilmistir. MTT, tetrazolyum tuzlarmin hiicre tarafindan kullanimina
dayanan hiicre poliferasyon Olgiim yontemi olup MTT testiyle etkisi arastirilan test
maddesinin  toksik etki degeri belirlenir. Boylece etken maddenin diisiik
konsantrasyonlar1 ¢alisilarak toksik etkisinin de disiiriilmesi amaglanir. L. turcicus
numunesinin MTT testi sonucunda A549 hiicre hattinda diisiik konsantrasyonda L.
turcicus numunesinin yiiksek sitotoksite etkisi gozlenmistir. A549 hiicre hattinda
6+1,70, 1929 hiicre hattinda 72,5+17,68 olarak belirlenmistir. Bu sonug ise L.turcicus
numunesinin diisiik konsantrasyonlarda dahi insan akciger adenokarsinoma hiicreleri
iizerinde yiiksek toksisiteye neden oldugunu ve normal hiicrelerdeki sitotoksik etkisinin
daha diisiik oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla L.turcicus numunesi A549 hiicreleri
tizerinde antiproliferatif etkilidir ve bu etkisi selektiftir.

Enzim inhibisyon ¢alismalarinda ise L. turcicus numunesi bitkinin st
kisimlarindan elde edilerek lipoksijenaz ve siklooksijenaz enzimleri iizerindeki
inhibisyon etkisi test edilmistir. Dokulardaki PG seviyeleri ile kanser olusumunda ve
yayilmasinda rol oynayan bazi yolaklar (lipoksijenaz ve siklooksijenaz) arasinda iliski
oldugu ortaya ¢ikarilmistir. L. turcicus numunesinin antikanser etkilerinin
belirlenmesinde lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi inflamasyon, analjezik, pihtilasmay1
Onlemede rol oynayan enzimlerin inhibisyonlarmin ger¢eklesmesi 6nem tasimaktadir.

Test sonuglarma gore, L. turcicus (100 pg/L) maddesinin LOX inhibisyon degeri
21,64+0,82 olarak dl¢lilmiistiir. NDGA (20 pg/L) standart inhibitdr ile kiyaslandiginda
ayni konsantrasyon igin L. turcicus numunesinin disiik inhibisyon etkisi oldugu
gorilmiistiir.

Calismamizda L. turcicus bitkisinin COX-1 enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon
etki gosterirken, COX-2 enzim aktivitesi iizerinde inhibiyon etki gostermedigi
belirlenmistir. Test sonuglarina gore COX-1 enzimi tizerinde L. turcicus numunesi
standart madde olan SC-560 (1 pg/L)’a gore kiyaslandiginda COX-1 inhibisyon degeri
89,63+£0,5 olarak Ol¢lilmiis olup, inhibitor etki gostererek c¢ok etkili oldugu

belirlenmistir.
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Sonug olarak, endemik bir tiir olan L. turcicus bu ¢alismada farmasotik botanik ve
kimyasal olarak arastirilmistir. Tiir ile yapilacak daha ileri aragtirmalarda ise bu ¢aligma

sonug¢larimizin kaynak olusturacagini umuyoruz.
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