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OZET

Melissa officinalis L. (ogul otu) yatistirici, gaz giderici, midevi ve terletici olarak
yillardir halk arasinda kullanilmakta olup, bu kullanimlar1 deneysel olarak da
kanitlanmistir. Bitkinin taze veya kurutulmus yapraklarindan hazirlanan ekstreleri iceren
fitoterapdtikler sinirsel gerginlige bagli uykusuzlugun tedavisinde ve sedatif olarak
kullanilmaktadir. Yapraklarindaki baslica sekonder metabolitlerden biri olan rozmarinik
asit (hidroksisinnamik asit tiirevi), M. officinalis i¢in belirleyici bir bilesiktir. Avrupa
Farmakopesi monografinda verilen yontemde de drogun icermis oldugu toplam

hidroksisinnamik asit ylizdesi rozmarinik asit {izerinden hesaplanmaktadir.

Bu c¢alismada, M. officinalis bitkisinin botanik 6zellikleri, yapraklarinin kimyasal
icerigi, biyolojik aktivite calismalar1 ve kullanilis1 ile ilgili bilgiler ayrintili olarak
incelenmistir. Dogadan toplanan ve kiiltiire alinmis 6rneklerin Avrupa Farmakopesi 6.0’da
belirtilen tiim analizlere uygunlugu arastirilmistir. Bu amacla her iki 6rnek {izerinde
makroskobik ve mikroskobik incelemeler, yabanci madde ve biitiin kiil tayini, ITK ve UV
spektroskopisi deneyleri yapilmis ve her iki 6rnegin de Avrupa Farmakopesinde belirtilen
kriterlere uygunluk gosterdigi saptanmustir. Spektrofotometrik yontem ile rozmarinik asit
izerinden toplam yiizde hidroksisinnamik asit degerleri, dogadan toplanan 6rnekte %
10.12 ve kiiltiire alinmig ornekte ise % 8.45 olarak bulunmustur. Farmakopede belirtilen
spektral yonteme ilave olarak her iki 6rnek icin Yiiksek Performansli ince Tabaka
Kromatografisi (YPITK) yéntemi kullanilarak rozmarinik asit teshisi ve miktar tayini de
yapilmistir. YPITK analizi sonucunda dogadan toplanan ve kiiltiire alinmis 6rneklerde
rozmarinik asit yiizdeleri sirasiyla % 3.4 ve % 7.2 olarak tayin edilmistir. Calismamizda
elde etmis oldugumuz kalitatif ve kantitatif analiz sonuglar1, ‘lyi Tarim Uygulamalar1’
kapsaminda kiiltlire alinmis 6rnegin istenen 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur.
Ayrica, aktarlarda ‘melisa’ adi altinda sik¢a satilan bir drog olan Verbena officinalis
(Verbenaceae) ile M. officinalis’in morfolojik, mikroskobik ve kromatografik olarak

karsilastirmasi yapilmis olup farklari tartigilmistir.

Anahtar kelimeler: Melissa officinalis, Lamiaceae, Avrupa Farmakopesi analizi,

Yiiksek Performansli ince Tabaka Kromatografisi (YPITK), Rozmarinik asit



SUMMARY

Melissa officinalis (lemon balm) has long been used as sedative, carminative,
sudorific and stomachic in folk medicine and these effects have been proved
experimentally. The phytotherapeutics, containing the extracts prepared from fresh or
dried leaves are utilized as sedative and in the treatment of insomnia due to nervousness.
Rosmarinic acid (hydroxycinnamic acid derivative), which is one of the main secondary
metabolites in the leaves, is used as a marker compound for M. officinalis. In the
monograph of European Pharmacopoeia, the percentage of total hydroxycinnamic acid

derivatives of the drug is calculated over rosmarinic acid.

In this study, botanical characteristics, chemical constituents, biological activities
and uses of M. officinalis were given in detail. The compliance of both the cultured
sample and the sample that were collected from the nature with the European
Pharmacopoeia 6.0 was determined. For this purpose, macroscopic and microscopic
examinations, foreign matter and total ash determination, TLC and UV spectroscopy
experiments were performed and it was concluded that both samples comply with the
monograph of the European Pharmacopoeia. Total hydroxycinnamic acid percentages
were calculated as 10.12 % in the sample which was collected from the nature and 8.45 %
in cultured sample in the spectrophotometric assay. Moreover, the determination and
quantitation of rosmarinic acid was performed by using High Performance Thin Layer
Chromatography (HPTLC) in both samples. According to the HPTLC analysis results,
rosmarinic acid percentages were found to be 3.4 % and 7.2 % in samples collected from
the nature and in samples that were cultured respectively. Qualitative and quantitative
analysis results of the study indicate that the desired features were found in cultured
sample in terms of “Good Agricultural Practices”. Besides this, morphologic, microscopic
and chromatographic comparison of M. officinalis with a drug, Verbena officinalis
(Verbenaceae) often sold as ‘melisa’ in herbalists, was performed and the results were

discussed.

Keywords: Melissa officinalis, Lamiaceae, European Pharmacopoeia analysis,
HPTLC, Rosmarinic acid.
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1. GIRIS VE AMAC

Melissa officinalis L. (Lamiaceae) ¢ok yillik otsu ve aromatik bir bitki olup,
anavatan1 Anadolu’nun dis bolgeleri, Asya’nin batis1 ve Tiirkiye’nin Akdeniz bolgesidir
(1). ‘Melisa’ adi, Yunanca’da ‘Bal arisi’ anlamindadir. Arilar1 cezbedici 6zelliginden
dolay1 Tirk¢e’de ‘ogul otu’ adiyla bilinmektedir. Anadolu’da bal arilarmma ogul
verdirtmek i¢in, yeni kovan {izerine, taze ogul otu dallar1 ¢irpilmaktadir (2). Bitkinin
yapraklar1 Anadolu halk tibbinda terletici, gaz giderici, midevi, yatistirici ve antiseptik

olarak kullanilmaktadir (3, 4).

Cok eski zamanlardan beri gidalara ve igeceklere aroma vermek amaciyla M.
officinalis’in yapraklarindan faydalanilmistir. Tibbi amacgla ise soguk algmligi, bas
agrisi, mide-bagirsak sistemi bozukluklari, sinirsel gerginlik ve romatizma tedavisinde
kullanilmaktadir. M. officinalis’in metanol ekstresi, yapisindaki fenolik asitlere bagl
olarak antioksidan ozellikler gostermektedir. Yapraklarindan elde edilen ugucu yag,
anti-bakteriyel ve anti-fungal Ozellikleri ile taninmasmin yaninda hafif depresyon ve
spazm rahatsizliklarinin tedavisinde de etkili bulunmustur (5, 6). Depresyonlari, kaygi
durumlarini, stresi ve uykusuzlugu gidermek i¢in ugucu yagdan aromaterapide de
faydalanilmaktadir (7). The European Scientific Cooperative On Phytotherapy (ESCOP)
monografinda “Melissae folium” adi altinda yapraklarin dahilen gerginlik, huzursuzluk
ve sindirim sistemi rahatsizliklarinda (hafif spazm), haricen ise ucuk tedavisinde etkili
oldugu kayithdir (8). M. officinalis yaprak ekstreleri ve yapraklardan elde edilen ugucu
yag lizerinde yapilmis olan biyolojik aktivite caligsmalarinda antispazmodik (8), antiviral
(8-10) antibakteriyel ve antifungal (5), antioksidan (5, 11) ve sedatif (12, 13) etkiler

saptanmigtir.

M. officinalis tizerinde yapilmig olan fitokimyasal c¢aligmalar, bitkinin
hidroksisinnamik asit tiirevi, flavonoit, ugucu yag, tanen ve terpenik yapida sekonder

metabolitler icerdigini ortaya koymustur (14-16).

M. officinalis yapraklarinda bulunan hidroksisinnamik asit tiirevi olan rozmarinik
asit, bu bitki i¢in belirleyici bir bilesik olarak kabul edilmekte olup antiviral,

antibakteriyel, antioksidan ve antienflamatuvar gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir

(17).



Bu c¢alismada M. officinalis iizerinde yapilan fitokimyasal arastirmalarin ve
biyolojik aktivite ¢alismalarinin derlenmesi, M. officinalis’in dogal ve kiiltiir
formlarinin Avrupa Farmakopesi 6.0 monografina uygunlugunun arastirilmasi, her iki
form icin Yiiksek Performansl Ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) ile rozmarinik asit
teshisi ve miktar tayini yapilmasi, dogal ve kiiltiir formlarin farkliliginin ortaya
koyulmasi amaglanmistir. Ayrica M. officinalis yerine sik¢a kullanilan Verbena
officinalis (Verbenaceae) ile M. officinalis’in temel morfolojik, mikroskobik ve

kromatografik farklarina da deginilmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimdeki bilgiler {i¢ ana baslik altinda verilmistir.
. Botanik Bilgiler

° Fitokimyasal Caligsmalar

. Biyolojik Aktivite Calismalar1 ve Kullanilig

Sekil 1. Melissa officinalis L.



2.1. BOTANIK BILGILER

Tir: Melissa officinalis L.

Familya: Lamiaceae

Takim: Lamiales

Ingilizce isimleri: Lemon balm, balm, sweet balm (18)

Bu béliimde Lamiaceae familyasinin, Melissa cinsinin ve M. officinalis’in genel
botanik ozellikleri, Tiirkiye’de yetisen M. officinalis alttiirlerine ait tayin anahtari,

yayilist ve tarimu ile ilgili bilgiler sunulmaktadir.
2.1.1. Lamiaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Bir veya cok yillik otsu bitkiler ya da calilar. Genellikle guddeli ve aromatik.
Govdeler 4 koseli veya degil. Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pinnat, her zaman

karsilikli ve dekusat diziliste.

Cigek durumu basit olarak braktelerin veya iist yapraklarin koltuklarindan ¢ikan
simozlar ve genellikle vertisillatlar olusturacak sekilde; spika, kapitulum, rasemoz ve
simoz durumunda. Cigekler ginodioik bitkilerde hermafrodit veya erkek c¢icek
korelmis, zigomorf, genellikle bilabiat. Brakteler yapraklardan tamamen farkli veya
benzer; brakteoller var veya yok. Kaliks kalici, gamosepal, genellikle istte 3, altta 2
disli boliim olmak tizere 5 loblu, nadiren loblar veya disler 1 ve 1 veya 1 ve 4, veya
kaliks aktinomorf; 5-20 damarli. Korolla gamopetal, zigomorfik ve bilabiat, genellikle
belirsiz 2 loblu iist dudak ( kukuleta veya migfer), falkat, dik veya konkav, ve 3 loblu alt
dudak (labellum); nadiren tist dudak kii¢lilmiis ve alt dudak 5 loblu, veya 1 iist ve 4 alt
loblu, veya korolla aktinomorf. Stamenler korollaya birlesik, genellikle 4 ve didinam,
veya 2 verimsiz stamen; {list ¢ift genellikle alt ciftten kisa; anter tekalarn 2 veya 1
hiicreli, paralel veya birbirinden ayri. Ovaryum iist durumlu, 2 karpelli ve 4 oviillii, 4
loblu. Stilus genellikle korolladan daha uzun, ginobazik, nadiren degil, {istte kisaca bifit.
Meyve, olgunlukta 4 nuksa ayrilan bir sizokarp. Her nuks bir tohumlu. Miisilajli yap1

1slatildig1 zaman siger (1).



2.1.2. Melissa L. cinsinin Genel Ozellikleri

Melissa cinsi, ¢ok yillik bitkilerden olusur. Vertisillatlar tek tarafli, cigekli
yapraklarin koltuk kisimlarinda birkag veya bir¢ok ciceklenme, kaliks tiipsii-
kampanulat, 13 damarli, 2 dudakli; iist dudak basik, 3 disli (orta dis Tiirkiye tiirlerinde
genellikle yok), alt dudak yarik; bogaz kisminda + tiiyler eksik. Korolla 2 dudakli, tiip
kavisli, orta kismin iistiinden itibaren genislemis; list dudak dik veya hafif kukuletali,
emerginat, alt 3 loblu. Stamenler 4 ve korolla i¢inde, yays1 ve birbirine yonelmis; anter

tekalar1 ayri. Stilus boylar1 hemen hemen esit, nukslar piiriizsiiz (1).
2.1.3. Melissa officinalis L.

Cok yillik. Govde 28-95 cm veya daha fazla, dik, dallanmis, sikisik veya seyrek
salgi-tiiylli, uzun villoz tiiylii veya tliysiiz veya az ¢ok ¢iplak. Yapraklar ovat veya
eliptik, 18-95 x 13-75 mm, yatik villoz veya seyrek kisa yumusak tiiylii veya tiiysiiz,
akut veya obtus, kuneat veya kordat, krenat (tabani hari¢). Cicek yapraklari benzer
sekilde, altta kuneat veya kordat, kenarda krenat veya serrat. Vertisillatlar 4-12 ¢igekli.
Brakteoller yapraga benzer sekilde, dar veya ovat, 3-10 x 1.2-7 mm. Kaliks 6-10 mm,
kisa salgr tiiylii veya uzun Orti tiiylii; tist dudak 2-3 disli, orta dis siklikla eksik veya
tamamen yok olmustur; alt dudak disleri dar olarak tiiggensi lanseolat. Korolla

beyazlasan soluk sar1, bazen de soluk leylak rengi, (8-)9-14(-16) mm (1).
2.1.4. Melissa officinalis Alttiirlerine Ait Tayin Anahtari (1)

1. Govde yogun olarak kisa yumusak salgi tliylli, uzun tiiyler eksik; yapraklar
tabanda  kuneat;  kaliksin st  dudagim  orta  disi  farkli, enli

TCZENST. .ttt nn2.SUDSPL OFFiCINANTS

1. Govde en az derecede biraz uzun yayik tiiylii, villoz veya az ¢ok tiiysiiz;
yapraklar tabanda trunkattan subkordata kadar; kaliksin ist dudagin orta disi farkli ya

da korelmis

2. Govde ve yapraklar yogun olarak villoz veya tomentoz, ¢ok sayida
uzun yayik tiiylii ve genellikle birkag salgi tiiylii; kaliksin iist dudaginin orta disi

korelmis veya yoK Olmus........ooovivriiiiiiiiiiiiiiienieieaene subsp. altissima



2. Govde ve yapraklar seyrek olarak piloz veya az ¢ok tiiysiiz, salg1 bezi
birka¢ tane veya cok sayida; kaliksin orta disi veya list dudagi oldukga farkli,

LTS0S 1 T PRI subsp. inodora
2.1.7. Melissa officinalis’in Yayilis1 ve Habitati:

Melisa officinalis Tirkiye’de Akdeniz bolgesinde dogal olarak yetigsmektedir.
Diinyada ise Giiney Avrupa, Kuzey Afrika, doguda Kafkasya’ya kadar ve Iran’m
kuzeyinde dogal olarak yetismektedir. Dogal alt tiirleri tiim Akdeniz iilkelerinde ve
Alpler’in gilineyinde bulunmaktadir. Genellikle Avrupa’nin merkezinde kiiltiirii
yapilmaktadir. Ug alt tiirii de (officinalis, altissima, inodora) iilkemizde dogal olarak
yetismektedir (1, 19).

M. officinalis bitkisi orman alanlari, makilerin yetistigi bolgeler, kayalik yamaglar
ve yariklar, akarsu kenarlari, bos ve 1ss1z araziler, yol kenarlarinda 1800 m ytikseklige

kadar yetismektedir (1).
2.1.8. Melissa officinalis Bitkisinin Kiiltiirii:

Son yillarda bitkisel kokenli ilaclarin tedavi amaciyla ilgi gormesi, kokulu
bitkilerin parfiimeri, gida ve kozmetik sanayinin esas hammaddesini olugturmasi, tibbi
ve aromatik bitkilere olan talebi arttirmigtir. Bu talebin artist dogadan toplanan
bitkilerin asir1 tahribine neden olmustur. Dogal ortami tahrip etmeden devamli, kaliteli
ve standartlara uygun iirlin liretmek i¢in tibbi ve aromatik bitkilerin kiiltiirii yapilmaya
baslanmigtir. Tibbi bitkiler kiiltiire alinarak yabancit madde tasimayan ve etken madde
verimi yiiksek bitkiler elde edilmektedir. Hasat ve hasat sonrasi iglemler daha kolay ve
ekonomik yapilmaktadir. Ulke ekonomisine ve endiistriyel sektorlerin gelismesine katki

saglanmaktadir (20).

Ulkemizde tarimi yeterli seviyede yapilamayan M. officinalis, az da olsa
genellikle bahgelerde yetistirilmektedir. Diger taraftan bircok Avrupa iilkesinde tibbi ve
aromatik bitkilerin kullanimi1 i¢in genis alanlarda kiiltiir yapilmaktadir. Tiirkiye’de M.
officinalis, hem i¢ hem de dis pazarlara dogal ortamindan toplanarak satilmaktadir.
Fakat dogal ortamindan toplanarak ihra¢ edilen tiirlerde {irlin standardizasyonu

saglanamadigindan bu iirlinlere yurt dis1 talepleri diismektedir. Ayni zamanda ¢ok genis
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kullanim araligina sahip olan M. officinalis i¢in dogal ortamindan toplanan miktarlar

yetersiz kalmaktadir (20).

M. officinalis’in yetistirildigi bolgenin jeolojik ve cografi ozellikleri, sicakligi,
giin uzunlugu, 151k yogunlugu, su miktari, topragin besin igerigi, giibre ¢esidi ve miktari

bitkinin ugucu yag verimini ve bilesimini 6nemli derecede etkilemektedir (20).

Cekirdek ve as1 dallarindan yayilma gosteren bitkinin genellikle 40000/Ha.da
ekimi yapilir. Bitkinin 10 yillik émrii vardir. Fakat topragi yenilemek i¢in yapilan hasat
dongiisii ile her bes yilda bir yenisiyle degistirilir. Kuzey yarim kiirede bitkinin yayilimi
Nisan’dan Temmuz’a kadar devam etmektedir. ilk yil hasat, Agustos’ta yapildiktan
sonra iki hasat denenir. Ilki Haziran’da ikincisi Agustos’ta yapilir. Yagmurlu havalarda
yapraklar siyaha donecegi icin hasat sicak ve giinesli havada ve genellikle elle yapilir.

Gizel goriiniim i¢in yapraklar giines altinda birakilmamalidir (21).

M. officinalis tiriniin kiiltiiriiniin yapilacagi deneysel alandaki topragin balgik ve
kilden olusan verimli toprak olmasi ve organik maddeler yoniinden fakir olmas1 (% 1)
gerekmektedir. Topragin doygunlugu, pH degeri, P,Os ve K,O igerikleri sirasiyla % 69,
7.6, 70 kg/ha ve 815 kg/ha olmalidir (22).



2.2. FITOKIMYASAL CALISMALAR

M. officinalis tizerinde yapilmis olan kimyasal ¢aligmalar sonucunda bitkiden elde
edilip yapisit tayin edilen bilesik gruplar1 ucucu yag, flavonoitler, fenilpropanoit
tiirevleri ve triterpenler olarak belirlenmistir. Asagida bu bilesikler ayrintili olarak

verilmigtir.
2.2.1. Ucucu yag

M. officinalis’in yapraklarindan elde edilen ucucu yagin monoterpenler ve
seskiterpenler yoniinden zengin oldugu goriilmektedir. Ugucu yagin temel bilesikleri
sitral (geranial, neral) ve sitronellal olup yaga karakteristik limon kokusu vermektedir.

Ugucu yagda bulunan terpenik bilesiklerin siniflandirmasi asagida verilmistir.
a) Monoterpenler:
Aldehitler: Geranial (sitral A), neral (sitral B), sitronellal
Alkoller: Sitronellol, geraniol, linalol, borneol
Hidrokarbonlar: a-pinen, f-pinen, f-osimen, sabinen
b) Seskiterpenler:
Hidrokarbonlar: Karyofillen, karyofillen oksit, germakren D

M. officinalis yapraklarindan ugucu yag genellikle su distilasyonu yontemiyle elde
edilir. Toz edilmis yapraklarin 1-4 saat distilasyonu ile ancak % 0.2-0.4 arasinda ucucu
yag verimi elde edilebilmektedir (2, 14). Ugucu yag, taze limon kokusu ve agik sari

rengi ile karakterizedir (3).

M. officinalis ugucu yag1 Gaz Kromatografisi - Kiitle Spektrometrisi (GK-KS) ile
analiz edilmis ve temel bilesiklerinin monoterpen aldehit yapisindaki sitral A (geranial),
sitral B (neral) ve sitronellal oldugu belirlenmistir (10). Yapilan kantitatif analizler
sonucunda, ugucu yagdaki sitronellal ve sitral (neral ve geranial) yiizdeleri sirasiyla %
2-40 ve % 10-30 olarak belirlenmistir. Bu bilesikleri f-karyofilen, germakren D, osimen
ve sitronellol takip etmektedir (14, 23).



Diger taraftan, baska bir calismada M. officinalis in altissima alt tiirlerinde sitral

tipi aldehitlerin olmadig1 goriilmiistiir (24).

Tinmaz ve arkadaslarinin (2001) Canakkale’nin ekolojik kosullarinda yetismis ve
farkli zamanlarda toplanan M. officinalis bitkileri iizerinde yaptig1 bir arastirmada, en
yiiksek ugucu yag verimi (% 0.14) ciceklenmenin baglangicinda toplanan bitkide elde
edilmistir (14).

Yiiksek verim ve kalite Ozelliklerine sahip, tarima uygun M. officinalis
popiilasyonlarint belirlemek amaciyla yurt i¢i ve yurt disi kaynaklardan 11 M.
officinalis tirii Ege bolgesinde birbirinden farkli ekolojik 6zelliklere sahip Menemen
(deniz seviyesinde, 1liman iklim) ve Bozdag ( deniz seviyesinden 1000 m yiikseklikte,
kiglar kar yagish) lokasyonlarinda ii¢ yil siire ile adaptasyon denemesine alinmistir.
Calisma sonucunda ugucu yagin temel bilesikleri geranial, neral, sitronellal, geraniol, f-
pinen, a-pinen, linalool, ve borneol olarak belirlenmistir. Menemen ve Bozdag
lokasyonlarinin her ikisinde de ucucu yagin ana bilesenin geranial oldugu tespit
edilmistir. f-pinen orani, Menemen’e gore Bozdag’da ¢ok diisiik ¢ikarken Tiirkiye
popiilasyonlarinda yurt disina oranla daha yiliksek bulunmustur. Bitkiye limon kokusunu
veren sitral (neral ve geranial) orami ise Avrupa popiilasyonlarinda daha yiiksek

cikmustir (25).

Yunanistan’da ii¢ farkli lokaliteden toplanan M. officinalis Orneklerinden elde
edilen ugucu yagin analizi GK ve GK-KS ile yapilmistir. Ana bilesik olarak f-pinen (%
6.4-18.2), sabinen (% 6.9-17.4), (E)-karyofillen (% 7.2-15.3) ve karyofillen oksit (%
12.6-24.4) tespit edilirken sitral ve sitronellal bilesiklerine rastlanmamustir (6). Bir diger
calismada da, Yunanistan’da yetisen M. officinalis subsp. altissima alt tiirlerinden elde
edilen kiiltir formlarinda yapraklarin temel bilesegi p-karyofillen (% 7.3-12.6),
germakren D (% 34.8-51.5), sabinen (% 0.9-14.7) ve pS-pinen (% 0.5-8.0) oldugu

belirlenirken yine sitral ve sitronellale rastlanmamustir (25).

Polonya’da kiiltiirii yapilan M. officinalis popiilasyonlarindan elde edilen ugucu
yag miktarinin bitkinin kisimlarina goére dagilimi arastirildiginda yapraklarda % 0.08-
0.25, tiim bitkide ise % 0.06-0.167 oraninda ugucu yag bulunmustur. Ayrica dogadan

toplanan bitki materyalindeki ugucu yag miktari, kiiltiir formundakinden; taze



materyalin ugucu yag icerigi de kuru olandan daha yiiksek ¢ikmistir. Ayni1 zamanda
sitral, sitronellal, linalol, neral, geranial igerikleri de popiilasyonlar arasinda biiyiik

farklilik gostermistir (26).
M. officinalis’in ugucu yaginin bilesiminde yer alan temel bilesiklerin formiilleri:
1) Monoterpenler

a)  Aldehitler

\\\ CHO \\\

CHO CHO

Geranial (sitral A) Neral (sitral B) Sitronellal

b) Alkoller

‘ OH

) OH
Linalol Geraniol Borneol



¢) Hidrokarbonlar

a-pinen [S-pinen

2)  Seskiterpenler

(E)-karyofillen

2.2.2. Flavonoitler

M. officinalis’den elde edilen flavonoitlerin ¢ogunlukla flavon, flavonol ve
flavanon yapisinda olduklar1 goriilmiistiir. Bu bilesikler bitkinin yapraklarindan izole
edilip yapilar1 aydinlatilmis ya da YPSK yontemiyle ekstrelerde varliklart saptanmustir.
Bu bilesikler asagidaki tablolarda verilmistir.
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Ry
R,O o)
R1
OH o
Tablo 1. Melissa officinalis bitkisinden elde edilen flavon ve flavonoller
Bilesik R, R, R; R4 Kaynak
Apigenin H H H OH 14
Apigenin 7-O-f-D- H Glukoz H OH 27
glukopiranozit
Luteolin H H OH OH 14, 15,
27
Luteolin 7-O-f-D- H Glukoz OH OH 14,27
glukopiranozit
Luteolin 7-O-f-D- H Glukuronopir OH OH 27
glukuronopiranozit anoz
Luteolin 3'-O-f-D- H H O- OH 27
glukuronopiranozit Glukurono
piranoz
Luteolin 7-O-f-D- H Glukoz O- OH 27
glukopiranozit-3'-O- Glukurono
p-D- piranoz
glukuronopiranozit
Kemferol OH H H OH 14
Kersetin OH H OH OH 14

12




Rs3
R,0 o)
OH O
Tablo 2. Melissa officinalis bitkisinden elde edilen flavanonlar
Bilesik R, R, R3 Kaynak

Naringin Neohesperidoz H OH 16
Naringenin H H OH 16
Hesperidin Rutinoz OH OCH; 16
Hesperetin H OH OCHj; 16
Eriyodiktiyol H OH OH 16
Eriyodiktiyol 7-O-glukozit Glukoz OH OH 16

2.2.3. Fenolik asitler
a) Hidroksisinnamik asit tiirevleri

M. officinalis’in toplam hidroksisinnamik asit icerigi spektrofotometrik
yontemlerle tayin edilmistir. Bu sonuglara gore yapraklarin rozmarinik asit iizerinden
hesaplanmis % 11 total hidroksisinnamik asit i¢erdigi belirtilmistir. YPSK yontemiyle
yapraklarda % 4.1 oraninda rozmarinik asit varligi saptanmustir (14). Bir baska
calismada, Slovakya’da yetisen M. officinalis’in YPSK ile analizi yapilmistir. Metanol-
su (60:40) karistminin en etkili ekstraksiyon ¢oziiciisii oldugu saptanan yoOntemde,
ekstredeki fenolik asitlerin verimleri sOyledir: rozmarinik asit 17.03 mg/g, kafeik asit

1.99 mg/g ve protokatesik asit 0.041 mg/g (28, 29).
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Bitkiden elde edilen hidroksisinnamik asit tiirevi bilesikler, kafeik asit, m-kumarik
asit, klorojenik asit ve rozmarinik asittir (14, 17, 28, 30). Bu bilesiklerin formiilleri

asagida verilmistir.

OH
(@] \
OH
OH
Kafeik asit
(@] \
OH
OH
m-kumarik asit
(@]
OH
OH

Klorojenik asit



OH
@] COOH

HO \

HO

Rozmarinik asit

b) Benzoik asit tiirevleri

OH

OH

Protokatesik asit

2.2.4. Terpenler

Bu kisimda ugucu yag yapisinda yer almayan, bir baska ifadeyle ucucu 6zellik
gostermeyen bilesiklere yer verilmistir. M. officinalis’den elde edilmis olan terpenoitleri

iki grup altinda toplanmustir.
a) Monoterpen glukozitler

Melissa officinalis’te geranil ve o6jenol glukozitleri gibi birka¢ monoterpen

glukozitinin varhig1 saptanmustir (14).
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b) Triterpenler

Bitkinin yapraklarindan hazirlanmis olan alkol (MeOH veya EtOH) ekstrelerinden
olenan ve ursan tipi bilinen pentasiklik triterpen yapisindaki bilesiklerin (ursolik asit,
oleanolik asit, quadranoside III) yanisira, M. officinalis’in kurutulmus sap ve yapraklari
kullanilarak alt1 yeni triterpen (bir yeni ursen glukoziti ve bes yeni siilfath ursan ve
oleanan triterpenleri) izole edilmis ve bilesiklerin yapilari, 1D-('H ve *C) ve 2D-(DQF-
COSY, HSQC ve HMBC) NMR ve HRESIMS analizleri gibi kapsamli spektroskopik
yontemler kullanilarak aydinlatilmigtir (15). Bilesikler ve formulleri asagidaki tabloda

verilmigtir.

Rl/////

R,O

%
3
7,
-z
Rs

Tablo 3. Melissa officinalis bitkisinden elde edilen ursan tiirevi bilesikler

Bilesik R, R, R; R4 Rs Kaynak
Ursolik asit H H CH; H H 15, 31
Rotundik asit 3,23-
disiilfat ester H SOsH CH,0SOs;H H OH 15
23-hidroksitormentik
asit 3,23-disiilfat OH SO;H CH,0SOsH H OH 15
ester
Niga-igigozit F1 OH | SO3;H CH,OSOsH Glukoz OH 15
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Tablo 4. Melissa officinalis bitkisinden elde edilen oleanan tiirevi bilesikler

Bilesik R, R, R; R4 Kaynak
Oleanolik asit H H CH; CH; 15, 31
29-hidroksihede£:§eernin 3,23-disiilfat o SOsH | CH,0S80:H | CH,OH 15
Staklik asit A 3,23-disiilfat ester OH | SO;H | CH,OSO3;H | CH,OH 15
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3. BIYOLOJIK AKTIiVITE CALISMALARI

2.3.1. Anti-iilserojenik Aktivite

Indometazin verilerek gastrik iilser olusturulmus siganlarda, melisa yapraklarmin
etanollii sivi ekstresinin, mide asit salgisin1 engelleyici ve sitoprotektif ozellikleri
arastirilmistir. Calisma sonucunda, ekstre doza bagimli olarak (2.5-10 ml/kg oral doz)
asit iretimini azaltip miisin salgisin1 arttirirken, serbest prostaglandin E, ve
l16kotriyenlerde de artisa neden olmustur. Ekstrenin anti-iilserojenik aktivitesi histolojik
olarak da kanitlanmis olup sitoprotektif aktivitesi ise kismen icerigindeki flavonoitlere

ve radikal siipiiriicii etkisine bagli bulunmustur (32).

2.3.2. Antispazmodik AKtivite

Melisa yapraklarinin ugucu yagi, izole kobay ileumunda, sigan duodenumunda ve
sperm kanalinda, tavsan jejenumunda ve aortunda test edildiginde antispazmodik
aktivite gOstermistir. Yagin ayni zamanda kobay farelerinin nefes borusu (ECs: 22
mg/l) ve elektrik uyaram ile kasilmis ince bagirsak kasi (ECso: 7.8 mg/l) iizerinde

gevsetici etkisi goriilmiistiir (33).

Diger taraftan, melisa yapragindan 2.5 ml/l ve 10 ml/l konsantrasyonda hazirlanan
sulu-alkollii ekstre (1 kisim bitki 3.5 kisim etanol), asetilkolin ve histamin uyaranlari ile
kobay ileumunda olusturulmus kasilma {zerinde test edildiginde belirgin bir

antispazmodik aktivite gostermemistir (34).

M. officinalis ugucu yag1 ve yagm temel bileseni olan sitralin IBS (Irritabil Barsak
Sendromu) hastaligi iizerindeki gevsetici etkisi arastirilmistir. Bunun i¢in li¢ farkli
spazm yapict (KCI, asetilkolin ve serotonin) ile tavsan ileumlarinda kasilma
olusturulmustur. M. officinalis ugucu yag1 ve sitral, KCl depolarizasyonuna ve
muskarinik (asetilkolin) veya serotonerjik (serotonin) reseptdrler agonist etkinin
inhibisyonuna bagl olarak ileum kasilmasini gevsetmistir. Bu ii¢ spazmojene karsi M.
officinalis ugucu yagi ve sitral karsilastirildiginda ayn1 konsantrasyonlarda sitralin tek
basina, kasilmay1 kontrol etme basarisi ugucu yaga oranla daha yiiksek bulunmustur. Bu

da spazmolitik etkiden daha ¢ok sitralin sorumlu oldugunu gostermistir (35).
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2.3.3. Antimikrobiyal Aktivite

2.3.3.1. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

Yugoslavya ’da kiiltiire alinan M. officinalis’den elde edilmis olan ugucu yagin
antibakteriyel etkinligi, penisilinin (500 ve 1000 pg/cm’) pozitif kontrol olarak
kullanildig1 bir ¢aligmada ¢ukur agar difiizyon yontemi ile arastirilmigtir. Tiim bakteri
suslarina kars1 degisen seviyelerde antibakteriyel aktivitesi ortaya ¢ikan ugucu yagin n-
hekzan ile hazirlanan diliisyonlari (% 20 ve % 50) penisiline direngli olan Gram-negatif
bakteri suglarin1 bile inhibe etmistir. Ayni ¢alismada ugucu yagin, dermatomiyositis
hastaligina neden olan Trichophyton tonsurans mantarina kars: antifungal aktivitesi de
denenmistir. Pozitif kontrol olarak sentetik bir antimikotik ila¢g olan bifonazol’un
(MFC=10 pl/ml) kullanildig1 ¢alismada, ucucu yag (MFC=15 pl/ml) bifonazole yakin

diizeyde antifungal aktivite gostermistir (5).

Sirbistan’da yapilan bir ¢alismada M. officinalis’in petrol eteri, kloroform, etil
asetat, n-biitanol ve sulu ekstrelerinin antibakteriyel ve antiproliferatif etkileri
karsilagtirilmisgtir. En etkili antibakteriyel aktivitenin, Sarcina lutea bakterisi iizerinde
denemeler sonucunda petrol eteri ve etil asetat ekstrelerinde oldugu saptanmistir.
Kloroform ekstresi, % 50 inhibe edici konsantrosyonu ile en gii¢lii antiproliferatif etkiyi

gostermistir (11).

Almanya’da yapilan bir arastirmada, Nepeta cataria, N. cataria var. citriodora ve
M. officinalis ugucu yaglariin solunum sistemine etki eden ve cilt enfeksiyonlarina
neden olan bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteleri arastirilmistir. Kullanilan tiim
Gram(+) ve Gram(-) bakteri suslar iizerinde en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi M.
officinalis ugucu yag1 gostermistir. Ozellikle Streptococcus pneumoniae susuna karsi en

diisitk MIC degeri ile en etkili M. officinalis ugucu yagi bulunmustur (36).

Ug haftay1 askin siiren bir ¢alismada, maymunlara topikal olarak (% 5, tastyici
icinde) rozmarinik asit uygulanmistir. Plasebo ile karsilastirildiginda rozmarinik asitin

gingival ve plak indeksini anlamli oranda azalttig1 saptanmistir (p<<0.001) (37).
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2.3.3.2. Antiviral Aktivite

Melisa yapraklarinin sulu ekstresi Newcastle Disease viriisii, Semliki Forest
viriisii, influenza viriisii, miksoviriis, ¢icek hastalig1 viriisii ve Herpes simplex virlisiine

kars1 antiviral aktivite (EDso: 16 pg/ml) gostermistir (38 - 41).

Lamiaceae familyasindaki bitkilerin anti-HIV-1 aktiviteleri aragtirildiginda MT-4
hiicre kiiltiirleri tizerinde en etkili M. officinalis sulu ekstresi (EDso = 3.8) bulunmustur.
Ayrica bitkilerin, izole edilmis HIV-1 suslarinin replikasyonunda, HIV-1 revers
transkriptaz aktivitesi incelendiginde yine en etkili M. officinalis sulu ekstresi

bulunmustur (9).

Melisa ckstresinin HSV viriislerine karsi in vitro ortamda antiviral aktivitesi

tanimlanmistir. Bulgular bitkinin topikal kullanimi ile de uygunluk gostermistir (12).

M. officinalis’in ugucu yaginin herpes simplex viriisii lizerinde inhibe edici etkisi
in vitro ortamda denendiginde ugucu yag, % 0.0004 ve % 0.00008 diltisyonlarinda
sirastyla HSV-1 ve HSV-2 viriislerine karst % 50 inhibitér konsantrasyon (ICsg)
gostermistir. Toksik olmayan konsantrasyonlarda ucucu yag kullanildiginda viriis plagi
olusumunun anlamli oranda azaldig1 goriilmiistiir (HSV-1 icin % 98.8, HSV-2 icin %
97.2). Buna gore, viriisiin konakg¢1 hiicreye penetrasyonundan 6nce uygulanan Melisa

ucucu yag1, herpesviriis tizerinde dogrudan antiviral etki gostermistir (10).

M. officinalis’in sulu alkollii ekstresinin, Vero hiicreleri tizerinde HSV-2 viriis
tipine kars1 antiviral aktivitesi test edilmistir. Pozitif kontrol olarak asiklovir kullanilan
calismada, melisa ekstresi toksik olmayan konsantrasyonlarda (0.025-1 mg/ml) HSV-2
viriisiiniin sitopatik etkilerini azalttigin1 gostermistir. En yiiksek inhibe edici etki (% 60)

0.5 mg/ml konsantrasyonunda elde edilmistir (42).

M. officinalis’in ugucu yaginin HEp-2 hiicreleri tizerinde HSV-2 replikasyonuna
kars1 etkilerini degerlendirmek i¢in ugucu yagin bes farkli konsantrasyonu (25, 50, 100,
150 ve 200 pg/ml) hazirlanmistir. 100 pug/ml konsantrasyona kadar ugucu yagin HEp-2
hiicrelerine toksik olmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte 100 pg/ml konsantrasyonun
tizerinde Onemsiz oranda toksik bulunmustur. M. officinalis ugucu yaginin toksik

olmayan konsantrasyonlarda HSV-2 replikasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. M.
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officinalis’in bu etkisinin ugucu yagin bilesiminde 6nemli bir yer tutan ve protein
sentezinin inhibisyonundan sorumlu olan sitral ve sitronellalden kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir (43).

115 hastanin katildigi ¢ok merkezli, acik, kontrollii bir caligmada melisa
yapraginin liyofilize sulu ekstresini (70:1) igeren % 1 krem, derideki Herpes simplex
lezyonlarinin iyilesme siiresini 6nemli 6l¢iide kisaltmistir (p<<0.01). Bu krem, idoxuridin
ve tromantidin HCl iceren diger virostatiklerle karsilastirildiginda enfeksiyonun
niiksetme araligin1 da belirgin oranda uzatmistir (p<0.01). Bu etkileri takiben 5 giin
icinde lezyonlarin ebatlarindaki belirgin bir azalma, 116 hastanin katildig1 ¢cok merkezli,

cift-korlii, plasebo kontrollii baska bir ¢alismada dogrulanmustir (44).

Randomize, c¢ift-korlii, plasebo-kontrollii bir calismada % 1 M. officinalis yaprak
kuru ekstresini (70:1) igeren standardize melisa kreminin herpes simplex labialis
tedavisindeki etkisi arastirilmistir. Herpes simplex labialis Gykiisii (her sene en az dort
kere) olan 66 hastadan 34’ topikal olarak melisa kremi ile tedavi edilirken 32 hastaya
da plasebo verilmistir. Kremler ucuklu bolgeye giinde 4 kez olmak {izere 5 glinden fazla
uygulanmistir. Herpes labialis semptomlari ikinci glinde azami hassasiyete ulastigindan
ve buna bagh olarak sikayetler belirgin bir 6neme sahip oldugundan ikinci giindeki
sikdyetlerin giderilmesi birinci dereceden onemli parametre olarak alinmistir. Tedavi
sonucunda melisa kremi kullanan grupta plasebo grubuna gore belirgin bir iyilesme
saptanmistir (p<0.05). Buna ek olarak, iyilesme siiresini kisaltmasi, enfeksiyonun
yayilmasint Onlemesi ve tipik semptomlarda (kasinti, karincalanma, yanma, batma,
siskinlik, gerginlik, eritem) hizli azalma saglamasi nedeniyle melisa kremi avantajl
sayllmaktadir. Melisa kremine kars1i direng gelisimi gozlenebilmesine ragmen

enfeksiyonun niiks etme siiresini uzattig1 da bir gercektir (45).

% 1 kuru melisa ekstresi igeren kremin (Lomahephan®) topikal preparati
kullanilarak iki calisma yapilmistir. i1k denemede 115 yetiskin hastada herpes lezyonu
olan bolgeye giinde 5 defa melisa kremi uygulanmistir. Hastalarin % 96’sinda sekizinci
giinde, % 60’1nda dordiincii giinde ve % 87’sinde altinci giinde iyilesme saglanmistir.
Kreme karg1 gosterilen tolerans miikemmel olup sadece ii¢ hasta uygulama sirasinda
yanma ve paresteziden yakmmustir. Ikinci denemede baslangic semptomlarmimn ilk 72

saati icinde olan 67 hasta randomize ve plasebo kontrollii bir c¢aligmaya tabi
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tutulmuslardir. Plasebo ile karsilastirildiginda melisa grubunda, lezyon ebatlarindaki

azalma ve iyilesme siiresindeki kisalma daha anlamli bulunmustur (p<0.1) (46).

Bir baska caligmada ise, topikal melisa ekstresi kullaniminin genital ve oral herpes

semptomlarinin siiresini ve siddetini azalttig1 tespit edilmistir (18).

2.3.4. Antienflamatuvar Aktivite

M. officinalis bitkisinin sekonder metaboliti olan rozmarinik asit, laboratuvar
ortaminda enflamatuvar reaksiyonlarin komplemana bagimli mekanizmasini inhibe

etmistir (47).

Rozmarinik asit intravendz olarak 0.1-1 mg/kg doz araliginda uygulandiginda
siganlarin pencelerindeki 6demi azaltmistir. Ayni ¢alismada, rozmarinik asit 1 mg/kg
(intravendz) ve 10 mg/kg (intramuskiiler) dozlarda uygulandiginda siganlarda derideki

pasif anafilaksiyi de inhibe etmistir (48).

M. officinalis bitkisinin etanol ekstresi, ugucu yagi ve ucucu yagin yapisindaki
bilesikler (sitral, geranial, neral) in vifro ortamda proenflamatuvar maddelerin
(eikozanoidler, lokotirien B4 ve tromboksan B;) olusumunu inhibe etmistir. Sulu

ekstresinin ise bdyle bir aktiviteden yoksun oldugu goriilmiistiir (12).

2.3.5. Antikolinerjik Aktivite

Melisa yapragmin etanol ekstresinin merkezi sinir sitemindeki kolinerjik
reseptorlere baglanma aktivitesi arastirilmistir. Ekstre insan serebral korteks hiicre
membranlar1 homojenatinda nikotin ve skopolamini, nikotinik ve muskarinik
reseptorlerden uzaklastirmistir (ICso<I mg/ml). Melisa yaprak ekstresinde zayif bir
nikotinik ligant olan kolin bulunmustur. Ekstre nikotinik reseptorlere kars1 daha fazla

afinite gostermistir (49).
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2.3.6. Asetilkolinesteraz inhibisyonu

Melisanin sulu etanol ekstresinin in vitro ortamda asetilkolin reseptorlerini
(asetilkolin reseptdr agonistleri, ileri yaslarda meydana gelen Alzheimer’s gibi
norodejeneratif hastaliklarda kullanilmaktadir.) tasiyan beyin hiicre zarinda nikotinin ve

skopolaminin reseptdrlere baglanmalarini yarigsmali bir sekilde inhibe etmistir (12).

M. officinalis yapraklarindan hazirlanan etanol (% 45) ekstresinin
asetilkolinesteraz inhibe edici etkisi, referans bilesik olarak fizostigmin kullanilarak
degerlendirilmistir. Lineer regresyon analizi kullanarak standarta ait egri grafiginden
yola cikarak ekstrenin potansiyeli hesaplanmistir. Ekstrenin 10. dk.’daki aktivitesi
degerlendirilmis ve 1 mg ekstre 1.72 £ 0.16 pg fizostigmin’e esdeger olarak
bulunmustur. Biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yontemi kullanilarak gerceklestirilen
fraksiyonlama islemi sonucunda bir¢ok fraksiyonda aktivite varligi saptanmistir. En
aktif fraksiyonun kimyasal bilesikleri LC-DAD-ESI-KS ve NMR teknikleri kullanilarak
incelenmis olup bu fraksiyonda trans-rozmarinik asit, cis-rozmarinik asit ve rozmarinik

asit metoksi tiirevi bir bilesigin varlig1 saptanmistir (30).

2.3.7. Demans Uzerindeki Etki

Cesitli demans durumlarina sahip, belirgin oranda ajitasyonu olan ve yas
ortalamas1 78.5 olan 72 hasta dort hafta boyunca ¢ok merkezli ¢ift- korlii plasebo-
kontrollii bir ¢alismaya katilmiglardir. 36 hasta topikal olarak % 10 melisa ugucu yagi
iceren losyon ile 36 hasta da plasebo losyon ile tedavi edilmistir. Losyonlar hastalarin
yiizlerine ve her iki kollarina aromaterapotik tedavi ile nazik¢e uygulanmistir. Melisali
losyonu kullananlardaki gelisim skoru % 35 iken plasebo losyonu kullanananlarda % 11
olmustur. Plasebo ile karsilastirildiginda melisa grubundaki olumlu aktivitelerde artis

oldugu belirlenmistir (p<0,001) (50).

Randomize kontrolli bir c¢alismada, hafif ve orta siddette Alzheimer
semptomlarina sahip 42 hasta dort ay boyunca M. officinalis veya plasebo ile tedavi
edilmistir. M. officinalis kullanan hastalarda biligsel fonksiyonlarin plaseboya gore daha

iyi oldugu belirlenmistir. Ayrica melisa kullanan hastalarda ajitasyon belirgin bir
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sekilde azalmistir. Bu sonug bitkinin halk arasinda kaygi durumlarinin tedavisindeki

kullanilis1 ile de paralellik gosterdigi belirtilmistir (51).

2.3.8. Antioksidan AKktivite

Melisa yaprak ekstresinin, aycicegi yaginda ve aygicegi yagmin sudaki

emiilsiyonunda oksidasyonu 6nledigi goriilmiistiir (18).

Yugoslavya ’da yapilan bir ¢alismada, M. officinalis’in ugucu yaginin DPPH ve
OH radikallerine karsi radikal siipiiriicii kapasitesi arastirilmigtir. Etkiden sorumlu
bilesiklerin tanimlanmasi i¢in ITK ve GK-KS analizleri kullanilmistir. Buna gore,
DPPH radikallerinin nétralizasyonunda en etkin bilesikler monoterpen aldehit ve

ketonlar (sitral, sitronellal, izomenton ve menton) ile mono- ve seskiterpen
hidrokarbonlarin (f-karyofillen) karisimi oldugu belirlenmistir. Ayni1 zamanda, ugucu

yagmn lipit peroksidasyonu siirecinde, 6zellikle de Fenton reaksiyonunda (Fe'*/H,0,)
olusan OH radikallerine kars1 ¢ok gii¢lii koruyucu aktivitesi de kaydedilmistir. Ugucu

yagin koruyucu etkileri pozitif kontrol olarak kullanilan BHT’e (% 18.7) karst
denendiginde 2.13 pg/ml (% 60) konsantrasyonu ile daha yiiksek aktivite gostermistir

(5).

Bir baska ¢alismada ise M. officinalis’in petrol eteri, kloroform, etil asetat, n-

biitanol ve sulu ekstrelerinin radikal siipiiriicli etkileri karsilagtirilmigtir. Buna gore, en
yiiksek DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve OH radikal siipiiriicii etki sirasiyla 0.4
mg/ml ve 0.5 mg/ml konsantrasyonlarinda n-biitanol ekstresinde goriilmiistiir. En

yiiksek lipit peroksil siipiiriicii etki (% 93.2) ise, n-biitanol ekstresinin daha yiiksek

konsantrasyonlarinda (5 mg/ml) elde edilmistir (11).

M. officinalis yapraklarindan hareketle siiper kritik gaz (CO,) yontemi ile ekstre
hazirlanmistir. Kalan posa daha sonra su ile ekstre edilmistir. Diger taraftan
yapraklardan hareketle ham su ekstresi de hazirlanmistir. Ekstrelerin antioksidan etkileri
karsilastirilmig ve en yiiksek aktivite, siiperkritik ekstraksiyon sonucunda kalan ve ¢ok
ylksek oranda polifenolik bilesikler (kafeik asit, rozmarinik asit) igeren kati posanin

sulu ekstraktinda tespit edilmistir. Bu bilesiklerin a-tokoferolden daha fazla ve BHA

24



(biitillenmis hidroksi anisol) ile kiyaslanacak oranda antioksidan aktivite gosterdigi

bulunmustur (52).

2.3.9. Sedatif Aktivite

M. officinalis’in liyofilize sulu etanol ekstresi (% 30) intraperitonal olarak farelere
verilmis ve ekstrenin sedatif etkisi bir takim deneylerle ispatlanmistir. Etki doza bagimli
olup 25 mg/kg dozda en yiiksek etki gorilmiistiir. Ekstrenin diisiik dozu (3-6 mg/kg),
pentobarbital verilen farelerde uykuya dalma siiresini kisaltmistir. Yiiksek dozlarda
(400 mg/kg) ekstrenin periferal analjezik etkisi saptanirken, santral analjezik etkisi
goriilmemistir. M. officinalis’in ugucu yagi ise farelerde intraperitonal olarak higbir etki
gostermezken, oral olarak uygulandiginda 3.16 mg/kg ve iizeri dozlarda sedatif ve

narkotik etkiler gostermistir (53).

Ortalama yaslar1 19 olan 20 saglikli goniillii lizerinde yapilan randomize, ¢ift-
korlii, plasebo - kontrollii ¢apraz bir ¢alismada goniilliiler 4 giinliik tedavi programinda
plasebo ya da 300, 600 veya 900 mg standardize melisa yaprak ekstresi (% 30 metanol)
almislar. En diisiik dozdan 1-2.5 saat sonra kisisel sakinlik belirgin oranda hissedilmistir
(p = 0.001-0.05). Ayn1 zamanda siirekli tetikte olma halinin Sl¢lim yapilan tiim
zamanlarda azaldig1 goriilmistiir (p = 0.001-0.05) (13).

6.2 g kurutulmus melisa bitkisi plaseboya kars1 goniilliilere uygulanarak basit bir
calisma  yapilmistir.  Calisma  sonucunda  goniilliilerin  kendi  kendilerini
degerlendirmeleri sonucunda uyaniklilik, tetikte olma durumu plaseboya kiyasla
farklilik gostermemistir. Buna gore akut sedatif etki tanimlanamazken uygulamaya

devam edildigi takdirde sedatif etkilerin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (12).

Cift korldi, kontrollii, randomize bir ¢aligmada, uykusuzluk problemi olan 20
yetiskin goniillii lizerinde valeryan kokii/ melisa kombinasyonunun (160 mg valeryan
kokii ve 80 mg melisa) objektif uyku parametreleri iizerine etkileri sedatif bir ilagla
(0.125 mg triazolam) ve plasebo ile karsilastirilmistir. Siddetli uykusuzluk ¢eken grupta
valeriyan/melisa kombinasyonu kullaniminin uyku kalitesini ve derin uyku miktarini
arttirdigr gortilmistiir. Uyku siiresinde kisalma ve uykuya dalmada gecikme olmadig:

gibi uyanik kalindig1 siire icinde uyku hali goriilmemistir. Triazolam kullanan grupla
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kiyaslandiginda giin i¢inde sedasyona ve azalmis zihinsel islevlere ¢ok daha az
rastlanmistir. Ayrica konsantrasyon-performans testinde bitkisel karisimi kullanan
grubun plasebo kullanan gruptan daha iyi dikkatini toplayabildigi ortaya ¢ikmustir (7,
18).

Saglikl1 goniilliiler lizerinde yapilan randomize, plasebo kontrollii, ¢ift korlii, ¢cok
merkezli bir calismada hafif uyku bozukluklarinin tedavisi igin valeriyan/melisa
kombinasyonu veya plasebo kullanilmigtir. Valeryan/melisa kombinasyonu kullanan
grup plasebo grubuna gore anlamli oranda yiiksek uyku kalitesine ulagtig1 goriilmiistiir.

Preparata c¢ok iyi tolerans gosterilmis olup ciddi bir advers etki goriilmemistir (54).

Cift korlii, plasebo kontrollii, randomize, capraz bir calismada 18 saglikli
goniilliiye iki ayr1 tek doz standart M. officinalis ekstresi (300 mg, 600 mg) ile plasebo
ayr1 glinlerde verilmistir. Duygu durumundaki degisim doz oncesi ve doz verildikten 1
saat sonra Ol¢iilmiistiir. Sonuglar degerlendirildiginde, 600 mg M. officinalis ekstresinin
dozu anlamli oranda negatif duygu durumunu diizeltmistir (sakinlik hali artmis, tetikte
olma hali azalmig). Bununla birlikte 300 mg doz uygulamasindan sonra duygu durum

bozukluklarinda hicbir azalma goriilmemistir (13).

2.3.10. Antitiroit Aktivite

In vitro ortamda yapilan bir c¢alismada, liyofilize melisa ekstresi TSH
hormonunun baglanmasini ve tiroid hormonu T4’ {in T3’ e deiyodinasyonunu inhibe
etmistir. Melisa ayn1 zamanda tiroid-uyarici antikorlarin TSH hormon reseptdrlerine
baglanmasini inhibe etmistir. Normal tiroid modelinde melisanin liyofilize sulu etanol
ekstresinin enjekte edilmesi, serum TSH konsantrasyonunu azaltirken, tiroid hormon
seviyesini degistirmemistir. Hipotiroid modelde ise daha yiiksek doz uygulanmasina

ragmen TSH seviyesi diismemistir (12).

Tiroid hormonu seviyesi normal olan tavsanlarda kuru melisa ekstresi uygulamasi,

hipofiz salgisin1 azaltarak serum TSH konsantrasyonunun diismesine sebep olmustur

(18).
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2.3.11. Diger Etkiler

40 mg/100 g dozda tavsanlara uygulanan kuru melisa ekstresi serum prolaktin

seviyesini azaltmistir (18).

Yemeklerine % 2 kolesterol, % 20 aygicek yag1 ve % 0.5 kolik asit katilarak
hiperlipidemi olusturulmus tavsanlara M. officinalis’in sulu ekstresi verilmistir. Bu
uygulama sonucunda, serumdaki total kolesterol, total lipit, ALT, AST ve ALP
seviyeleri ve karaciger dokusundaki LPO seviyeleri azalirken dokudaki glutatyon
seviyesi de artmistir. Bu bulgular, M. officinalis’in hipolipidemik etkisini ortaya

koyarken hiperlidemik tavsanlarin karacigerinde koruyucu etki gosterdigi kanitlanmistir

(15).

Tavsanlar lizerinde yapilan bir calismada, 50 ve 100 mg/kg dozlarda uygulanan
rozmarinik asitin vendz trombozisi yaklagik % 50 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir.
Ayni1 zamanda kan platelet agregasyonunu 100 ve 150 mg/kg dozlarda sirasiyla % 30 ve
% 40 oraninda baskiladig1 da kaydedilmistir (18).

Rozmarinik asit 1 mg/kg (intravenéz) ve 10 mg/kg (intramuskular) dozda

uygulandiginda si¢canlardaki pasif kutandz anafilaksiyi inhibe etmistir (48).
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2.4. KULLANILIS

Drog, sinirsel uyku bozukluklar1 ve ajitasyon hallerinde, fonksiyonel

gastrointestinal sikayetlerde tedaviye yardimci olarak kullanilmaktadir (55).

Ayn1 zamanda aromatik bir bitki olan M. officinalis soguk alginlig1 ve fonksiyonel
dolagim bozukluklarinda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, hafif depresyon tedavisinde
ve spazm giderici olarak da kullanimi mevcuttur. Ugucu yagin antibakteriyel ve

antifungal etkileri iyi bilinmektedir (6).
2.4.1. Yapraklarin Uygulama Sekli

Infiizyon hazirlama:

Bir fincan sicak suda 1.5 — 4.5 g drog (kurutulmus ve parcalanmis Melisa
officinalis yapraklar1) 10 dk bekletildikten sonra siiziilerek infiizyonu hazirlanir ve giin

i¢inde defalarca tliketilebilir (19).

Dekoksiyvon hazirlama:

Bitkinin yapraklar1 iyice parcalandiktan sonra 1.5 g drog alinarak soguk suya
konur. Kaynayincaya kadar 1sitilir. 10 dk. bekletildikten sonra siiziiliir. Giinde bir kag
defa igilir.

Uygulama bicimi:

Pargalanmis bitki, toz edilmis bitki, sivi veya kuru ekstresi ve diger galenik
preparatlari; dahili ve harici kullanim icin sivi ve kati1 formlari; diger sedatif ve/veya

karminatif bitkilerle kombinasyonu yararli olabilmektedir.
2.4.2. Dozaj
Kapsiilleri: 395 mg
Kuru ekstresi: 4:1 — 6:1 etanolle veya saf suyla

Depolama: Siki kapali, plastik olmayan muhafaza kaplarinda, 1siktan ve nemden

korunarak 1 yila kadar depolanabilir (19) .
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Yetiskin dozu

Oral kullanim

. Kurutulmus herba: giinliik 1.5 - 4.5 g drog infiizyon sekilinde giinde birkag
kez (55)

o Infiizyon: 2-3 g drogdan hazirlanan infiizyon giinde 2-3 kez.
. Tentiir: % 45 alkolde 1:5 oraninda, giinde 3 kez 2-6 ml (8)
Topikal kullanim

. Aktif viral herpes alevlenmelerinin tedavisinde: % 1 standart 70:1 ekstre

iceren krem giinde 4 defa.

o Aktif viral herpes alevlenmelerinin profilaksisinde: % 1 oraninda liyofilize

su ekstresi (70:1) iceren krem giinde 2 kez (8).
Pediatrik doz

Uykusuzluk veya fonksiyonel gastrointestinal bozukluklar i¢in infiizyon: 1 ¢orba
kas1g1 parcalanmis melisa yapragi 150 ml kaynamis suda 10 dakika bekletilir, sogutulur
ve siiziiliir. Veya her fincan cay i¢in 1.5 - 4.5 g (2-3 cay kasig1) herba, giin i¢inde birkag
kez i¢ilebilir.

Standardize preparatlar: Lomaherpan® (Avrupa)

Herpilyn® (US)

Bitkisel kombinasyonlardaki doz: Degiskendir (17).

2.4.3. Halk ilac1 Olarak Kullanihs:

M. officinalis geleneksel olarak iki bin yildan fazla zamandir hafiza zayifliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (13). M. officinalis’in ilk kullanimi Eski Yunan ve Roma
devirlerine dayanir. Bu zamanlarda yatistirici, terletici, adet soktiiriici ve gaz giderici

ozelliklerinden dolayr uyku bozukluklari, huzursuzluk, depresyon, nevralji, migren,
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mide bulantisi, istahsizlik, Oksiiriik, menstrual diizensizlik, bas agrisi, sinirsel mide

rahatsizliklari, kalp hastaliklari, sinirsel c¢arpinti ve yiiksek tansiyon tedavisinde

kullanildig: rapor edilmistir. Ayrica haricen yaralar, deri tahrigleri ve bocek 1siriklarinin

tedavisinde faydalanilmistir (18).

M. officinalis bitkisinin iilkemizin degisik sehir ve yorelerindeki halk ilaci olarak

kullanilislar1 agagida tablo seklinde verilmistir.

Tablo 5. Melissa officinalis bitkisinin halk arasindaki kullanim

Kullanihg Kullamlan Hanrlayma Sehir/Yore Yf)res‘el Kaynak
Kkisim sekli ismi
Kalp Dekoksiyon -
hastaliklari, T?pr.:.ik 2x1 cay Kirklareli/Vize Ogul otu 4
. ustu Ar1 otu
Diyabet fincani
Infiizyon y
Kanser, Astim T?prfﬁtk 2x1 ¢ay Kirklareli/Merkez Ogul otu 4
usti Ar1 otu
fincani
< Toprak e Tekirdag/Malkara/ | .
Nefes darlig1 st Inflizyon Kozyoriik Ogul otu 4
Infiizyon limon
Sedatif etki Yaprak Y Yalova otu, 56
(cay olarak) -
ogul otu
Kalp Toprak I;l)f:;zy;n Kirklareli, Ogul otu 4
hastaliklari tisti cay Demirkoy Ar otu
fincani
Bobrek iltihaba, Dekoksivon
mide, kalp ve Toprak 51 ay Kirklareli, Ogul otu 4
bagirsak ustii cay Demirkoy Ari otu
fincani
hastaliklar
Bagirsak Toprak Dekoksiyon Kirklareli, Ogul otu
hastaliklar1 o 2x1 ¢ay 4
.. iistl Kofcaz Ar otu
(enteritis) fincani
Hafiza
kuvvetlendirici,
Sogulf Toprak Dekoksiyon Kirklareli, Ogul otu
alginligi, e 2x1 cay . 4
: st Pinarhisar Ar1 otu
Nezle, Grip, fincani
Akciger
hastalig1
e . . Ogul otu
Seker diigiriici Cigeldi Infiizyon Gediz (Kiitahya) (Muz 57
ve damar agici herba cicesi)
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Tablo 6. Melissa officinalis bitkisinin halk arasindaki kullanimi (devam)

Kullanihs Kullamlan Hazn‘laflma Sehir/Yore YPre§el Kaynak
kisim sekli ismi
Kalp ?astahgh Toprak Dekoksiyon Kirklareli, Ogul otu
Bobrek st 2x1 ¢ay fincam Demirko Ar1 otu 4
(nefrit),mide 2y Y
Kurutulup
m Toprak balla Tekirdag, -
Oksiriik ustii karigtirilip Malkara Ogul otu 4
yenir.
Infiizyon
Mide Toprak (papatya, Tekirdag, -
rahats1zlig1 stii Anthemis chia, Malkara Ogul otu 4
ile hazirlanan)
. Ogul otu,
Astim, darflar T?prflk Inflizyont+ Istanbul, Sile Yalanci 58
tikaniklig isti seker
1sirgan
Tobrak Dekoksiyon+ _ Ogul otu,
Damar sertligi uls)tu limon Istanbul, Sile Yalanci 58
suyu-+aspirin 1sirgan
Ezilip balla Og‘él o
Astim Yaprak karistirilarak | Balikesir, Gonen _ oeyaz 59
. cigekli ogul
yenir otu

Adana ve Mersin yoresindeki aktarlarda yapilan bir arastirmada M. officinalis

bitkisinin yapraklarinin limon otu, ogul otu, turuncu bila gibi isimlerle dekoksiyonu

veya inflizyonu hazirlanarak iltihap soOktiiriicii, terletici, gaz giderici, gevsetici,

yatistirici, hazmi kolaylastiricl, alerjiye karsi olarak veya kalp-damar hastaliklari ile sara

rahatsizliginin tedavisinde kullaniminin 6nerildigi tespit edilmistir (60).

Tekirdag ve gevresindeki aktarlarda satilan M. officinalis bitkisinin ogul otu,

melisa otu, limon nanesi, kovan otu gibi ydresel isimlerle kalp hastaliklari, astim ve

nefes darlig1 hastaliklarinda dahilen kullanimi 6nerilmektedir. Ayrica balgam soktiiriicii,

gaz giderici, hazmi kolaylastiric1, higkirik kesici ve uykusuzluklarda yatistiric1 etkileri

nedeniyle dahilen, romatizmaya karsi ise haricen taze ve kurutulmus yapraklar

aktarlarda satilmaktadir (61).
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M. officinalis’in iilkemizin disindaki halk arasindaki kullanilisina baktigimizda

asagida adi gegen tilkelerde kullanim alani kisaca 6zetlenmistir:

Avrupa’da M. officinalis subsp. officinalis yapraklar1 aromatik, dijestif ve
antispazmodik 6zellikleri sayesinde sinirsel uyku bozukluklarinda ve islevsel mide-
bagirsak rahatsizliklarinda bitkisel ¢ay olarak yaygm bir kullanilisa sahiptir (14).
Aromatik bir bitki olan M. officinalis, Yunanistan’da halk ilac1 olarak soguk alginligina

kars1 ve dolasimdaki fonksiyonel bozukluklarda kullanilmaktadir (6).

Liibnan’daki aktarlar, M. officinalis yapraklarini migren ve mide hastaliklarinin
tedavisinde, kalbi giiclendirmek ve hafizay1 kuvvetlendirmek amaciyla 6nermektedirler

(62).

Danimarka’da sinirsel gerginlik ve iiziintiiniin neden oldugu uykusuzlugun

tedavisinde halk arasinda kullanilmaktadir (63).
2.5. YPITK (Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi)

Karmagik yapidaki bitkisel droglarin ve bitkisel iirlinlerin tasidigi kimyasal
bilesiklerin yapilar1 tam olarak bilinmemektedir. Cesitli nedenlerden dolay1 droglarin
icermis olduklar1 bilesikler kalitatif ve kantitatif olarak degiskenlik gosterebilmektedir.
Droglarin bilinen aktif bilesiklerinin veya isaretleyici maddelerinin kantitatif analizi
kalite acisindan yeterli olmayip bazen diger bilesenlerin de belirlenmis olmasi
gerekebilmektedir. Birgok bitkisel drogun kimyasal bilesenleri ayrintili olarak
aragtirtlmadigi icin bu droglarin kalite analizlerinde kullanilacak referans bilesik veya
bilesiklere ulagilamamaktadir. Bu gibi durumlarda kromatografik parmak izine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu sebeplerden dolay1, bilesikleri ayrintili tanimlamay1 saglayan yiiksek
coziinlirliige sahip kromatografik sistemler ile kombine edilmis teshis sistemleri (GK-
KS, YPSK/NMR, YPSK/DAD/MS ve YPITK) oldukga &nemli bir yer tutmaktadir. Bu
tekniklerden YPITK cesitli avantajlarindan dolayr son yillarda birgok arastirma

laboratuvarinda yerini almaya baslamistir (64).
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YPITK Avantajlar:

Analiz stiresi kisadir. Birden fazla 6rnek ayni plak {lizerinde kolay bir sekilde

karsilastirilabilir.

Ekstrelerin parmak izi analizinde sikg¢a kullanilir. Baz1 bilesiklerin hareketli faz ile
bitis noktasina siirliklenmesi veya bazi bilesiklerin uygulama noktasinda kalmasi

herhangi bir soruna neden olmaz.

Teshis esnekligi, kromatografiyi tekrarlamadan farkli teshislerin yapilabilmesi,
uygun reaktiflerle renklendirmeye olanak saglanabilmesi, 6zellikle parmak izi
analizlerinde 6nem tagimaktadir. Diger taraftan YPITK sonuglari sadece pikler
ile ifade edilmeyip aynm1 zamanda kromatogramin renkli goriintiisiine de olanak

saglamaktadir.

Diger kromatografik yontemlerle kiyaslandiginda YPITK tamimlama deneyleri

arasinda hizli, kolay ve esnek olmasi nedeniyle ideal bir yontemdir. Orneklerin
ve referans materyal ayni plak lizerine uygulanabilir. Karmagik oOrneklerin
bircok bilinmeyen bilesikleri paralel olarak arastirilabilir ve ayni plakta
karakteristik lekelere coklu belirleme yontemi uygulanabilir. KS ve YPSK
yontemlerine kiyasla YPITK daha diisiik ¢oziiniirlik gostermesine ragmen

ornekler arasindaki farklilig1 belirlemek i¢in yeterince hassas bir yontemdir.

Basarili bir YPITK analizi icin ilk ve en 6nemli basamak, karisimdaki bilesiklerin
ayriminin saglandigi uygun bir yontem gelistirmedir. Daha sonra bu yontem, dogal

degiskenligin degerlendirilmesi i¢in yapilan ¢ok sayida analizlere de uygulanabilir (64).

33



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Arasgtirmamizda kullanmis oldugumuz bitkisel materyal (D), Temmuz 2007’de
Kocaeli, Yuvacik baraji ¢evresinden toplanmuistir. Bitkisel materyale ait herbaryum
ornegi Hacettepe Universitesi, Egitim Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir

(Akaydin, 9369).

Calismamizda kullanilan diger materyal (K) ise Selguk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Ciftligi’nden temin edilmistir. Melissa officinalis L.
var. officinalis’e ait bitki tohumlar1 Selcuk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tibbi ve
Aromatik Ciftligi'nde once seralarda fide yapilmis ve daha sonra “Iyi Tarim
Teknikleri”ne uygun olarak ¢iftlik alan1 i¢inde kontrollii kosullarda kiiltiirii yapilmastir.
Tohumlar, nisan aymda 60 x 30 cm aralikta tarlaya ekilmistir. Bitkinin yetisme
doneminde (mart-ekim) Konya bolgesine diisen yagis miktart yeterli olmadigindan
yagmur suyundan suni sulama yapilmistir. Verimi arttirmak i¢in tam yanmis organik
giibre (s18ir giibresi) besin maddesi olarak kullanilmistir. Bitki yetistirilirken sentetik
kokenli bitki besin elementi (kimyasal giibre) ve bitki koruma ilact kullanilmamistir.
Bitkinin yetistirilmesi donemi boyunca organik kokenli giibreler kullanilmis ve bitkinin
ihtiya¢c duydugu donemlerde sulama yapilmistir. Bitkiler haziran ay1 igerisinde bitki
ciceklenme doneminde herba hasadi yapilmis ve golge bir alanda oda sicaklifinda
kurutulmustur. Kurutulan bitkiler, analizler yapilincaya kadar oda sicakliginda, kagit
ambalaj icinde materyal depolarinda saklanmistir. Bitki herbaryum oOrnekleri Gazi
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hayri
Duman tarafindan teshis edilmis olup, S.U. Ziraat Fakiiltesi Tibbi ve Aromatik Bitkiler
Herbaryumu’nda saklanmaktadir (TAB-11).

Avrupa Farmakopesi 6.0 Monografi analizlerinde kullanilan cihazlar ve solvanlar

yapilan analizlere gore siniflandirilarak asagida verilmistir.
3.1.1. Makroskobik inceleme

Binokiiler lup: Stemi DV4/DR Carl Zeiss

34



3.1.2. Mikroskobik Inceleme
Mikroskop: Nikon E200

Inceleme ortami: Kloral hidrat ¢cozeltisi
3.1.3. ince Tabaka Kromatografisi

Kromatografi plaklari: Merck, 20x20, No.616613 Silika jel 60 ile kapli DC TLC

alliminyum tabakalar
UV lambasi (366 nm ve 254 nm )
Kromatografi tanki: 20x20x9
Pasteur pipeti
Sitral R Lot.456490/1
Sitronellal R Lot.0001427092
3.1.4. Kurutmada Kayip
Tartim kaplari: 45 mm ¢apinda 30 ml hacminde porselen kapsiiller
100-105°C’e ayarlanmus etiiv
3.1.5. Biitiin Kiil Tayini
Krozeler: Haldenwanger, porselen, 30 ml hacimli krozeler
Etiv
Kiil firm
3.1.6. Spektrofotometrik Analiz

Agilent 8453 UV Spektrofotometre
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3.1.7. YPIiTK

Materyal D ve K ornekleridir. Referans bilesik olarak kullanilan rozmarinik asit
laboratuvarlarimizda bir bagska Lamiaceae bitkisi olan Lavandula stoechas’tan izole
edilmis ve yapisi spektroskopik teknikler (NMR ve KS) kullanilarak tayin edilmistir.

Kullanilan tiim kimyasallar ve ¢oziiciiler YPSK kalitesindedir.
CAMAG HPTLC SISTEMI
Linomat 5: Referans ve drneklerin tatbiki
Automated Multiple Development AMD 2: Plakalarin siiriiklenmesi i¢in
TLC Scanner 3: Belirlenen lekelerin degerlendirilmesi
HABAS Yiiksek saflikta azot gaz1 (% 99.9 saflikta, 15 kg)

Yazilim: winCATS
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3.2. YONTEM

3.2.1. Avrupa Farmakopesi (cilt 2) 6. Baski Monografi (65)
MELISA YAPRAGI (Melissae folium)

TANIM

Melisa yapragi, Melissa officinalis L. tiiriiniin kurutulmus yapraklarindan olusur.
Kurutulmus drog, rozmarinik asit (C1sH;60s; MA360.3) lizerinden hesaplanmis en az % 4

total hidroksisinnamik tiirevleri icerir.
KARAKTERLERI
Melisa yapragimin limonu andiran kokusu vardir.

Makroskobik ve mikroskobik karakterleri A ve B teshis testleri ad1 altinda tarif

edilir.
TESHIS

A.  Melisa yapragi degisen uzunluklarda yaprak sapina sahip, oval, kordat
ve yaklasik 8 cm’e kadar uzunlugunda ve 5 cm genisligindedir. Lamina ince ve alt
ylizeyde bariz bir sekilde yiikselmis, ags1 damarlanma; kenarlar1 asagi yukari

dentat veya krenat. Ust yiizey parlak yesil ve alt yiizey daha agik renkte.

B. Toz haline getirilir (355). Toz yesilimsi renktedir. Mikroskop altinda
kloral hidrat solusyonu R ile incelendiginde su karakteristik 6zellikleri gosterir:
Sinuat duvarli yaprak epidermasina ait pargalar; ince damarl kutikulali kisa, diiz,
tek hiicreli, konik seklinde ortii tiiyleri; uglart sivri ve kalin, ¢ok hiicreli, bir sirali
ortl tityleri, kabarcikli kiitikiiller; Lamiaceae tipi sekiz hiicreli salgi tiiyleri; tek
hiicreliden ii¢ hiicreliye kadar sapli ve tek hiicreli veya nadiren iki hiicreli bash

salgi tiiyleri; sadece alt yiizeyde diasitik stoma.

C. Ince Tabaka Kromatografisi (2.2.27)
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Test ¢ozeltisi. 2 g toz drog (355) 250 ml balona alinir ve iizerine 100 ml su R
eklenir. 1 saat boyunca bitkisel droglardaki ucucu yaglarin tayini i¢in hazirlanan
alette (2.8.12) distile edilir. Aletin dereceli tiip kismina 0.5 ml ksilen R ilave edilir.
Distilasyondan sonra organik faz, aletin dereceli tiip kismindan az miktar ksilen R

yardimiyla 1 ml’lik balona alinir ve ayni1 solvanla 1 ml’ye seyreltilir.
Referans ¢ozeltisi. 1 ul sitronellal R ve 10 pl sitral R 25 ml ksilen R de ¢oziiliir.
Plak: ITK silika jel plak R
Uygulama: 10 pl referans ¢ozeltisinden ve 20 pl test ¢ozeltisinden bantlar halinde.
Mobil faz: Etil asetat-hekzan (10:90)
Stiriiklenme: 15 cm.
Kurutma: Havada.
Renklendirme ¢ozeltisi: Anisaldehit ¢ozeltisi R
Bulgular: 100 °C — 105 °C de 10-15 dk. 1sitilir. Giin 15181nda lekeler incelenir.

Sonuglar: Referans ¢ozeltisine ait kromatogramda tii¢ leke goriiliir. En altta sitrale
ait grimsi-mordan mavimsi-mora ¢ift leke, bunlarin istiinde sitronellale ait gri ve
grimsi-mor arasi leke bulunur. Test ¢ozeltisine ait kromatogramda referans ¢ozeltisine
benzer (ayn1 pozisyonda ve ayni renkte) lekeler goriiliir. Ayrica iki lekenin arasinda bir
de kirmizimsi mor renkte (epoksikaryofillen) leke yer alir. Bundan baska lekeler de

goriilebilir.

Plagin iist kism1

Sitronellal: Gri ve grimsi-mor Gri ve grimsi-mor (sitronellal)

Kirmizimsi-mor (epoksikaryofillen)

Sitral: Grimsi-mor ve mavimsi-mor (iki . . .
Grimsi-mor ve mavimsi-mor (sitral)

leke)

Referans ¢ozelti Test ¢Ozeltisi
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DENEYLER

Yabanci Madde (2.8.2): 20 g drogda en fazla % 10 govde (1 mm’den fazla ¢ap1

olan) ve en fazla % 2 diger yabanci madde.

Kurutmada Kayip (2.2.32): 1.000 g toz edilmis drogun (355) 100 °C — 105 °C

etlivde 2 saat kurutulmasi sonucu en fazla % 10 kayip.
Biitiin Kiil (2.4.16): En fazla % 12
ANALIZ

Stok ¢ozeltisi. 0.2 g toz edilmis drog (355) iizerine 190 ml alkol (% 50 h/h) R
eklenir. Su banyosunda geri ¢evirici sogutucu altinda 30 dk. kaynatilir. Sogumaya
birakilir ve siiziiliir. Siiziintii 10 ml alkol (% 50 h/h) R ile galkalanir. Stiziintiiler

birlestirilir ve 200 ml’lik balon jojeye alinarak ayni solvan ile 200 ml’ye seyreltilir.

Test ¢ozeltisi. Test tiibiine alinan 1 ml stok ¢ozeltisine 2 ml 0.5 M hidroklorik asit,
2 ml 10 g sodyum nitrit R vel0 g sodyum molibdat R 100 ml su R da ¢oziilerek
hazirlanan ¢ozeltiden ve 2 ml diliie sodyum hidroksit ¢ozeltisi R eklenerek 10 ml’ye su

R ile seyreltilir ve karistirilir.

Denklestirme ¢ozeltisi. Baska bir test tiibiine 1 ml stok ¢ozeltisinden, 2 ml 0.5 M
hidroklorik asit, 2 ml diliie sodyum hidroksit ¢ozeltisi R alinarak 10 ml’ye su R ile

seyreltilir.

Test ¢ozeltisinin absorbansi (2.2.25) 505 nm de denklestirme ¢ozeltisine karsi

hemen olgiliir.

Rozmarinik asit olarak belirtilen toplam hidroksisinnamik tiirevlerinin yiizde
icerigi asagidaki formiil ile hesaplanir: 505 nm de rosmarinik asitin kendine 06zgii

absorbansi1 400 olmalidir.

Ax5
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A = test ¢ozeltisinin 505 nm deki absorbansi

m = deneyde kullanilan maddenin gram cinsinden agirligi

DEPOLAMA

Isiktan korunarak saklanmalidir.

D ve K 6rneklerine ait analizler, Avrupa Farmakopesi 6.0 daki ‘MELISSA LEAF’

monografi esas alinarak yapilmis olup bu analizlerin ayrintilar1 asagida sunulmustur.
3.2.1.1. Makroskobik inceleme
Binokiiler lup altinda M. officinalis’e ait 6rnekler incelendi.
3.2.1.2. Mikroskobik Inceleme

355 numarali elegin delik biiyiikliiglinden gececek oranda toz edilmis Ornekler

kloral hidrat ¢6zeltisi kullanilarak 10x10 ve 10x40 lik biiylitmelerde incelendi.
3.2.1.3. ince Tabaka Kromatografisi

D ve K toz edilmis orneklerden ikiger g tartilarak 250 ml’lik balona alindi ve
tizerlerine 100 ml distile su eklendi. 1 saat boyunca ucucu yaglarin tayini i¢in hazirlanan
alette distile edildi. Dereceli tiip kisminda 0.5 ml ksilen kullanildi. Distilasyondan sonra
organik faz, aletin dereceli tiip kismindan az miktar ksilen yardimiyla 1 ml’lik balona

alind1 ve ayn1 solvanla 1 ml’ye seyreltildi.
Referans ¢ozelti olarak 1 pl sitronellal ve 10 pl sitral 25 ml ksilen i¢inde ¢oziildii.

Kromatografi tankinin dibinde yaklasik 1 cm yiikseklik olacak sekilde hareketli
faz (etil asetat:hekzan 10:90) konuldu. Tankin agz1 kapatilarak 15 dk. doygunluga

ulasmasi icin beklendi.
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Silika jel plagmin alt kenarindan 1.5 cm uzaklikta alt kenara paralel 1 cm’lik
bantlar halinde tatbik noktalar1 ¢izildi. Tatbik noktalarindan 15 cm yukariya paralel bir
cizgi cizilerek siiriiklenme mesafesi belirlendi. Aralarinda 1 cm bosluk olacak sekilde
tatbik noktalarma D ve K oOrneklerinden 10 pl ve standart c¢ozeltisinden 20 pl
mikropipet yardimiyla sirasiyla tatbik edildi. Ilk tatbik noktasi ile plagmn sol kenar1 ve

en son tatbik noktasi ile plagin sag kenar1 arasinda yaklasik birer cm bosluk birakildi.

Tatbik islemi bittikten sonra plak kurumaya birakildi. Plak tamamen kuruduktan
sonra tatbik noktalar1 hareketli faza degmeyecek sekilde tankin icine dik bir sekilde
yerlestirildi. Tankin kapagi kapatilarak oda sicakliginda hareketli fazin siiriiklenme

mesafesine kadar ilerlemesi beklendi.

Plak tanktan alindiktan sonra oda 1sisinda kurutuldu. Ceker ocak altinda
vanilin/H,SO4 (% 1) ¢ozeltisi R piskiirtildii ve 100 °C’lik etiivde 5 dk. bekletildi.
Lekeler ¢iplak gozle, 254 nm ve 366 nm dalga boyunda UV 151k altinda incelendi.

3.2.1.4. Kurutmada Kayip (2.2.32)

Tartim kaplar1 100 °C — 105 °C etiivde 2 saat bekletilerek desikatorde sabit vezne
gelmesi i¢in sogutuldu. Daras1 alinan cam kaplara toz edilmis M. officinalis kiiltiir ve
dogal formlarinin her birinden tiger 6rnek olacak sekilde 1.000 g tartildi. 100 °C — 105
°C etiivde 2 saat kurutulmasi sonucu desikatére alinarak sabit vezne getirilerek tekrar
hassas terazide tartim alindi. Tartim degerlerinin ortalamalar1 alinarak yiizde degerleri
hesaplandi. Monografta yer alan; 1.000 g toz edilmis drogun (355) 100 °C — 105 °C

etlivde 2 saat kurutulmasi sonucu en fazla % 10 kayip sartina uygunlugu degerlendirildi.
3.2.1.5. Biitiin Kiil (2.4.16)

Krozeler 600 °C’lik kil firninda yarim saat kirmiziliga gelinceye kadar
bekletildikten sonra desikatdre alinarak sabit vezne gelmesi saglandi. Sabit vezne
getirilen krozelerin darasi alinarak toz edilmis M. officinalis kiiltiir ve dogal formlarinin
her birinden tiger 6rnek olacak sekilde 1.000 g tartildi. 600 °C’lik kiil firininda tamamen
kiil oluncaya kadar yakildi. Yakma islemi bittikten sonra krozeler desikatore alinarak

sabit vezne getirildi ve tekrar tartilarak yiizde degerleri hesaplandi. Farmakopeye gore,
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yakma islemi sirasinda kiil olarak kalan inorganik kirliliklerin en fazla % 12 olmasi

gerekmektedir.
3.2.1.6. Spektrofotometrik Analiz (2.2.25)

Stok ¢ozeltisi: M.officinalis bitkisinin kiiltiir ve dogal formlarindan 0.2 g tartilarak
250 ml lik balonlara aktarildi. Uzerlerine 190 ml alkol (% 50 h/h) ilave edilerek geri
ceviren sogutucu altinda 30 dk. 1sitild1 ve sonra sogumaya birakildi. Soguduktan sonra
her iki 6rnek pileli filtre kdgidindan ayr1 ayn siiziildii. 200 ml lik balon jojelere alinan

stiziintiiler 200 ml’e alkol (% 50 h/h) ile tamamlandi.

Test ¢ozeltisi: Deney tiibiine alinan 1 ml stok ¢ozeltisine 2 ml 0.5 M hidroklorik
asit, 2 ml 10 g sodyum nitrit R ve 10 g sodyum molibdat R 100 ml su R da ¢oziilerek
hazirlanan ¢o6zeltiden ve 2 ml diliie sodyum hidroksit ¢ozeltisi R eklenerek 10 ml’ye su

R ile seyreltildi ve karistirild.

Denklestirme ¢ozeltisi: Baska bir deney tiibiine 1 ml stok ¢ozeltisinden, 2 ml 0.5
M hidroklorik asit, 2 ml diliie sodyum hidroksit ¢ozeltisi R alinarak 10 ml’ye su R ile
seyreltildi.

Test ¢ozeltisinin absorbansi 505 nm de denklestirme ¢dzeltisi ile karsilastirilarak

hemen olgiildi.

Rozmarinik asit {izerinden belirtilen toplam hidroksisinnamik tiirevlerinin yiizde

degeri (% 4 ten az olmamali) hesaplandi.
3.2.2. YPITK
Ekstraksiyon

Acik havada, golgede kurutulmus ve toz edilmis dogadan toplanmis (D) ve
kiiltiire alinmis (K) Melissa officinalis yapraklari (her bir 6rnek 1 gram) MeOH (10 ml)
ile 45 °C de 2 saat boyunca rotavaporda ekstre edilmis ve siiziilmiistiir. MeOH ekstreleri
diisiik basing altinda rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Ekstreler su i¢inde

coziilerek liyofilize edilmistir (D: 0.297 g, verim % 29.6; K: 0.268 g, verim % 26.7).
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Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

Stok standart ¢ozelti, 3 mg referans bilesigin (rozmarinik asit) 3 ml metanolde
coziilmesiyle hazirlanmistir. Stok ¢ozeltinin 50 pul’si 1 ml’ye metanol ile seyreltilerek
50 pl/ml konsantrasyonunda ¢ozelti elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi hazirlamak icin
referans bilesik 4 pl, 6 pl, 8 ul, 10 pl, 12 pl, 15 pl olmak iizere alt1 ayr1 hacimde YPITK
plagina tatbik edilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Liyofilize ekstrelerden (D ve K) hassas terazide beser mg tam tartim alinarak
10’ar ml metanol iginde ¢ozeltileri (1 mg/2ml) hazirlanmgtir. Orneklerin herbirinden

ticer kez olmak tizere sirasiyla 8 ul ve 5 pl tatbik yapilmistir.
Standart ve ornek ¢ozeltiler 8 mm band uzunlugunda plaga tatbik yapilmigtir.
YPITK Enstriimantasyonu

Referans ve 6rnekler HPTLC silika jel 60 Fas4 (0,2 mm kalinliginda) aliiminyum
kapl plaklar (20x10 cm) iizerine, band seklinde, Camag mikrolitre siringa (100 pL)
yardimi ile yari-otomatik Camag Linomat 5 aplikator kullanilarak ekim yapilmistir.
Lekelerin dansitometrik analizi Camag TLC Scanner 3 cihazinda 330 nm’de

gergeklestirilmistir.
Rozmarinik Asitin Belirlenmesi

YPITK plaklari, hareketli faz ¢ozeltisi, toluen-etil asetat-formik asit (5:4:1), ile
doygunluga ulagsmis CAMAG c¢ift tabanli cam tanklarda siiriiklenmeye birakilmistir.
Siirtiklenme tamamlandiktan sonra kurutulmus ve lekeler UV 1s1k altinda incelenmistir.
Plaklarin kantitatif analizi, 330 nm absorbans degerinde, 6.00 x 0.30 mm araliginda, 20

mm/s goriintiileme hizinda ve 100 pm/step veri ¢oziiniirliiglinde yapilmistir.
Rozmarinik Asit Analizi I¢in YPITK Teknigi

YPITK analizleri siiresince degiskenliklerden sakinmak igin sabit sicaklik,

doymus tank, taze hazirlanmig mobil faz ve plaklar gibi birgok onlemler alinmistir.
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Ornekler taze olarak hazirlanmis ve analizler miimkiin oldugunca kisa siire iginde
tamamlanmigtir. Tatbik islemlerinden sonra plaklar doygunluga ulastirilmis tanka
yerlestirilmis ve siiriiklenme bittikten sonra a¢ik havada ve ¢eker ocak altinda kurumaya
birakilmistir. Kromatogramin danstitometrik analizi 330 nm’de yapilmigtir. Rozmarinik
asit konsantrasyonunun pik alanina ait veriler linear regresyon analizine gore ele
alinmistir. Kullanmis oldugumuz yontem daha 6nce Ebrahimi ve arkadaglari tarafindan
baz1 Satureja tiirlerinde YPITK yontemiyle rozmarinik asit miktar tayini igin
gelistirilmis bir yontem (66) oldugu icin validasyon ¢alismasina gerek duyulmamastir.

Bununla birlikte, 6rneklere rozmarinik asit ekleyerek diizeltme ¢aligmasi yapilmugtir.
Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Rozmarinik asitin kalibrasyon egrisi 200 — 750 ng konsantrasyon araliinda,

rozmarinik asitin stok ¢ozeltisi (50 pg/ml) kullanilarak hazirlanmistir.
Diizeltme Calismalari

Yontemin kesinlik kazanmasi ve hassasiyetinin belirlenmesi i¢in ilave bir kontrol
olarak diizeltme caligmalar1 gergeklestirilmistir. Diizeltme ¢aligmalari, dogal formdan
hazirlanmis olan ekstreye {i¢ farkli konsantrasyonda rozmarinik asit ¢ozeltisi ilave

edilerek ve her analiz ii¢ kez tekrarlanarak yapilmistir.
Rozmarinik Asite Ait Kalibrasyon Egrisi

Tiim kalibrasyon egrileri 200 — 750 ng konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Ayn
egimde dogru i¢in tekrarlanabilir degerler, teknigin valide oldugunu gdstermistir. Dogal
ve kiltlir formlarina ait yapraklarda sirastyla % 3.4 ve % 7.2 oraninda rozmarinik asit

tespit edilmistir.
Rozmarinik Asit Analizleri ve Diizeltme Calismalarinin Sonuclar:

Bu c¢alisma, M. officinalis’in kiiltiir formunun dogal forma gore iki kat daha fazla

rozmarinik asit tagidigini géstermistir.
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4. BULGULAR
4.1.Farmakope Analizleri
4.1.1.Makroskobik incelemeler

Karsilagtirmali c¢alistigimiz iki 6rnege ait lup altindaki goriintiiler asagidaki

gibidir:

Sekil 3. Binokiiler lup altinda goriiniim (K)
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4.1.2. Mikroskobik incelemeler

Mikroskop altinda yapilmis olan incelemelere ait bulgularin fotograflar1 (sirasiyla

D ve K orneklerine ait mikroskop goriintiileri) asagida verilmistir.

Sekil 6. Epidermada stoma ve komsu hiicreleri (D) ve (K)
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Sekil 7. Boydan goriiniiste dis tiiyler (D) ve (K)

4.1.3. Ince Tabaka Kromatografisi

Sonuglar Avrupa Farmakopesi 6.0 da belirtildigi gibi asagida tablo halinde

verilmigtir.

Tablo 7. Ucucu yaglarin iTK kromatogramimin sematik olarak gosterilmesi

Plagin iist kismi

Gri ve grimsi-mor
(Sitronellal)

Grimsi-mor ve
mavimsi-mor (Sitral)

Gri ve grimsi-mor (¢ok belirgin
degil)

Kirmizimsi-mor
(epoksikaryofillen, belirgin)

Grimsi-mor ve mavimsi-mor
(Belirgin 2 leke)

Gri ve grimsi-mor (daha
belirgin)

Kirmizimsi-mor
(epoksikaryofillen, belirgin)

Grimsi-mor ve mavimsi-mor
(Belirgin 2 leke)

Referans ¢ozelti

Dogal Melisa

Kiiltiir Melisa

47




Dogal M.UY Sitral Sitronellal Kiiltiir M.UY

Sekil 8. Goriiniir 151kta ucucu yaglarin ve standartlarin ITK kromatogrami (Revelator:

Vanilin/H,S0,) (M.UY: Melissa officinalis u¢ucu yagr)

4.1.4. Deneyler

Tablo 8. Farmakope Analizine ait deney sonuclari

istenen Dogal Melisa Kiiltiir Melisa
Kurutmada kayip <% 10 % 8.1 % 8
Biitiin kiil <% 12 % 10 % 12
Yabanci madde - - -
UV Spektroskopisi
(% hidroksisinnamik >%4 % 10.12 % 8.45
asit)
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4.2. YPITK

Referans bilesik: Rozmarinik asit
Rf:0.41

Regresyon denklemi: y = 233,6+12,87x
r’: 0.9945

Standart sapma (%): 4.76

Analiz sonug¢lar

Orneklerdeki rozmarinik asit teshisleri, referans bilesik ile ekstrelerde bu bilesik
ile ayn1 Rf degerine sahip olan lekenin UV spektrumlarinin iist iiste cakistiriimasi
suretiyle gergeklestirilmistir (Sekil 9). Kromatogramlara ait iki boyutlu (Sekil 11) ve ii¢
boyutlu (Sekil 12) sekiller asagida verilmistir. D ve K Orneklerine ait rozmarinik asit

oranlar sirasiyla % 3.4 ve 7.2 olarak hesaplanmustir.
Rozmarinik Asite Ait Kalibrasyon Egrisi

Rozmarinik asite ait kalibrasyon egrisi 200 — 750 ng konsantrasyon araliginda
dogrusaldir (Sekil 10). Ayn1 egimde dogru i¢in tekrarlanabilir degerler, teknigin valide

oldugunu gostermistir.
Diizeltme ¢alismalari

Tablo 9. Diizeltme ¢calismalarina ait bulgular

Ekstredeki RA (ng) | Eklenen RA (ng) Bulunan RA (ng) Diizeltme (%)
323.8 125 438.6 97.59
323.8 62.5 378.6 98.00
323.8 31.2 379.3 106.8

RA: Rozmarinik asit
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Sekil 9. Referans rozmarinik asit ve 6rneklerdeki rozmarinik asitlerin UV spektrumlarinin

karsilastirilmas1 (CAMAG Scanner)
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Sekil 10. Rozmarinik asitin kalibrasyon egrisi
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Sekil 11. K érnegine ait iki boyutlu YPITK kromatogrami (330 nm)
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Sekil 12. Referans ve érneklere ait iic boyutlu YPITK kromatogrami (330 nm)
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4.3. Verbena officinalis’e (aktar 6rnegi) Ait Bulgular

4.3.1. Makroskobik incelemeler

FF

3/

Y

Sekil 13. Verbena officinalis'e ait makroskobik inceleme

4.3.2. Mikroskobik incelemeler

Sekil 15. Salg tiiyii Sekil 16. Tek hiicreli ortii tiiyii
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4.3.3. Ince Tabaka Kromatografisi

Sekil 177. Referans madde olarak sitral (4) ve sitronellalin (2) uygulandigi iTK plaginda
dogal M. officinalis (1) ile aktar 6rneginin (3) CH,Cl, ekstrelerinin karsilastirilmasi. Revelator:
Vanilin/H,SO,
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Sekil 188. Referans madde olarak rozmarinik asitin (3) uygulandig1 iTK plaginda dogal (1,
2) ve Kkiiltiir (5, 6) M. officinalis érneklerinin aktar ornegi (4) ile karsilastirllmasi. Revelator:
Vanilin/H,SO,
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5. SONUC VE TARTISMA

Calismamizda, Melissa officinalis bitkisinin botanik o6zellikleri, yapraklarin
kimyasal bilesimi, biyolojik aktivite ¢alismalar1 ve kullanilisi ile ilgili bilgiler ayrintili
olarak derlenmistir. Halk hekimliginde M. officinalis’in en c¢ok gaz giderici, ates
diistiriicii, sinirleri yatistirici, kalbi kuvvetlendirici, yorgunluk giderici, uyku getirici,
tansiyon distiriicli, damar agici, seker diisiiriicii ve nefes agici olarak kullanildig: tespit

edilmistir (4, 56, 57).

M. officinalis bitkisinin halk arasindaki tim bu kullaniliglarinin, deneysel
calismalarla dogrulugu arastirildiginda, tedavi edici etkisi ispatlanan kullanim alanlari
sunlar olmustur: Kalp ve damar hastaliklari, mide ve bagirsak sistemi rahatsizliklari,
sinirsel gerginlige bagli uykusuzluk, zihinsel islev yetersizligi (5-8, 11-13, 18, 35, 51,
54).

M. officinalis’in fitoterapide baslica sedatif amacla kullanildig1 goriilmektedir (7,
8, 12, 13, 18, 54). Gerek in vitro gerekse de in vivo deneylerle antioksidan ve
antienflamatuvar etkileri de ortaya konmustur (5, 8, 11, 12, 18, 52). Antiviral aktivitesi
de son yillarda 6nem kazanmis olup, 6zellikle HIV ve HSV virtis tiplerine kars1 in vivo
ve in vitro ortamda gosterdigi etki klinik ¢caligmalarla da desteklenmistir (8-10, 12, 18,
42-46). Ayrica, ugucu yagiin antimikrobiyal ve antispazmodik 6zelliklerinden dolay1

haricen solunum sistemi rahatsizliklarinda kullanilabilecegi belirtilmistir (36).

Yapraklar iizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalar incelendiginde bitkinin ugucu
yag, flavonoitler, terpenik bilesikler ve hidroksisinnamik asit tiirevlerini tasidigi

goriilmiistiir (6, 14-16).

Rozmarinik asit i¢in bircok biyolojik aktivite tanimlanmigtir. Astrenjan,
antioksidan, antienflamatuvar, antibakteriyel ve antiviral aktiviteleri bunlardan temel
olanlardir. Rozmarinik asit iceren Melissa officinalis ekstreleri Herpes simplex
enfeksiyonlarinin ~ tedavisinde  kullanilmaktadir.  Antienflamatuvar  etkisinin
lipooksigenaz ve siklooksigenaz inhibisyonuna bagli oldugu diisiiniilmektedir. Fenolik
bir bilesik olan rozmarinik asit, kozmetik endiistrisinde kullanilan Rosmarinus

officinalis ve Sanicula europaea gibi bitkilerin antioksidan aktivitesine katkida
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bulunmaktadir. Viicuttan atilimi da hizli ve kolay olan rozmarinik asitin toksisitesi

minimum diizeydedir (17).

Deneysel calismamizda, dogadan toplanan ve kiiltiire alinan M. officinalis
orneklerinin  Farmakope analizleri, Avrupa Farmakopesi ‘Melissae folium’
monografinda belirtildigi gibi yapilmistir. Ayrica, YPITK yontemi ile her iki &rnekte
rozmarinik asit teshisi ve miktar tayini yapilmistir. Boylelikle dogadan toplanan
materyal ile kiiltiire alinan materyalin karsilastirilmast miimkiin olmustur. Bu

analizlerin sonuclar1 agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 10. Dogal ve kiiltiir formlarina ait Farmakope analiz sonuglari

Dogal Kiiltiir
Makroskobik inceleme Uygun Uygun
Mikroskobik inceleme Uygun Uygun
ITK Uygun Uygun
Kurutmada kayip 0 o
(en fazla % 10) 70 8.1 o8
Biitiin kil o 0
(en fazla % 12) %0 10 %o 12
Yabanci Madde
(en fazla % 10) - -
Rozmarinik asit tizerinden
toplan'q‘ h1dr9k51s1nnam1k asit 9% 1012 04 8.45
yiizdesi (en az % 4,
spektrofotometrik )

Caligilan o6rnekler ticari lirlinler olmadigi i¢in yabanct madde tayini yapilmamustir.
Her iki O0rnege ait makroskobik ve mikroskobik incelemelerde istenen elementler
gorlilmiistiir. Kurutmada kayip deneyindeki Orneklerin nem miktar1 ve biitlin kiil
tayinindeki kiil miktar1 istenen degerler arasmnda bulunmustur. ITK analizinde K
ornegine ait sitral ve sitronellal lekeleri daha belirgin goriilmistiir. Elde edilen sitral

lekeleri her iki 6rnegimizin de M. officinalis subsp. officinalis oldugunu dogrulamistir.
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Sitral tipi aldehitlerin bulunmadig: alt tiirlin ise M. officinalis subsp. altissima oldugu
Dawson ve arkadaglarimin yaptigi  bir calismada belirtilmistir  (24). UV
spektrometrisinde kiiltiir formunun rozmarinik asit tizerinden toplam hidroksisinnamik
asit yiizdesi, dogal forma goére daha yiiksek ¢ikmustir. Kiiltiir forma ait ITK analiz
bulgular1 ve toplam hidroksisinnamik asit tiirevi bilesiklerin yiizde degerinin daha iyi

olmasi kiiltiiriin basarili oldugunun bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Farmakope analizlerine ek olarak, ¢calismamizda YPITK yontemi ile drneklerde
rozmarinik asit teshisi ve miktar tayini de yapilmistir. YPITK, hizli, kiyaslanabilir ve
tekrarlanabilir bir yontem olarak son yillarda bitkisel droglarin analizinde arastirma
laboratuvarlarinda yerini almaya baglamistir (64). Bu amagla daha Onceden bazi
Lamiaceae tiirlerinde rozmarinik asit miktar tayini i¢in kullanilmis olan bir yontem
secilmigtir (66). Bu yontemde kullanmis oldugumuz mobil faz olan toluen-etil asetat-
formik asit (5:4:1) karisiminda rozmarinik asit rezoliisyonu oldukc¢a iyi olmustur. Bu
yontemde rozmarinik asitin densitometrik olarak tayini 330 nm de yapilmistir.
Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in 200-750 ng araliginda bes farkli konsantrasyonda
tatbik yapilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore, dogadan toplanan ve kiiltiire alinan

orneklerde rozmarinik asit yiizdesi sirastyla % 3.4 ve % 7.2 olarak hesaplanmustir.

Sonug olarak, dogadan toplanan ve kiiltiire alinmis M.oficinalis 6rnekleri Avrupa
Farmakopesi 6.0 Monografina uygun bulunmustur. YPITK analizi sonucunda kiiltiir
formunda M. officinalis i¢in beliryeci bir bilesik olan rozmarinik asit miktar1 dogal
forma gore daha yiliksek ¢ikmustir. Kiiltiir formunda daha yiiksek rozmarinik asit
varliginin saptanmis olmasi, bitki 1slahinin 6nemini bir kez daha ortaya koymustur.
Tibbi ve aromatik bitkilerde birim alandan elde edilecek etken madde verimi 6n plana
cikmaktadir. Ciinkli bu bitkilerde asil kullanilan ve etkili olan kisim o bitkinin
bilesimindeki maddeler ve maddelerin kompozisyonlaridir. Bu bitkilerden daha etkin
yararlanilmasini saglamak i¢in kaliteye 6nem vermek gerekir. Kalite parametreleri de en
iyi sekilde o bitkiyi kiiltiire alarak saglanmaktadir. Ulke getirisini arttirmak ve dogal
tahribat1 azaltmak i¢in 6zellikle endiistriyel boyutta tiretim agisindan tibbi ve aromatik

bitkilerin kultire alinmasi mutlaka desteklenmelidir.

Calismamizda Istanbuldaki bir aktardan ‘Melissa’ adiyla satin alinan bir drnegin

morfolojik, mikroskobik ve kromatografik analizler sonucunda Verbena officinalis
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(Verbenaceae) oldugu saptanmistir. Bu bitki halk arasinda da Melisa olarak bilinmekte

olup Melisa yerine yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Verbena officinalis giiglii limon

kokusu nedeniyle M. officinalis ile benzerlik gostermektedir. Fakat yapraklarin

morfolojik ve mikroskopik o6zelliklerinin M. officinalis’ten tamamen farkli oldugu

goriilmistiir (Tablo 10). M. officinalis ile Verbena officinalis’in CH,Cl, ve MeOH

ekstreleri ITK analizinde standartlar ile karsilastirildiginda iki bitki arasindaki

benzerlikler ve farklar daha acik bir sekilde ortaya koyulmustur (Sekil 17 ve 18; Tablo

10). Farklardan en belirgin olani, Verbena officinalis’te M. officinalis, Salvia officinalis,

Rosmarinus officinalis gibi diger bazi Lamiaceae tiirlerinde de goriilen rozmarinik asitin

varligina rastlanmamis olmasidir (Sekil 18).

Tablo 11. Verbena officinalis ile M. officinalis morfolojik, mikroskobik ve kromatografik

faklar
Verbena officinalis Melissa officinalis
Makroskobik Yapraklar 4-9 cm, petiolat, Yapraklar 2-4 cm, ovat,
ozellikler damarli, sert killarla kaplh kuneat, seyrek tiiylii
Mikroskobik Cok .h.ucreh salg1 tuy}l, ' Larr}lgceae tipi salgi .‘Fuyu,.
5zellikler anomasitik stoma, tek hiicreli| diasitik stoma, ¢ok hiicreli
ortii tiiyti orti tiiyt, dis tiyi
iTK CH,Cl, ekstresi Sitronellal (+) Sitronellal ve sitral (+)
analizi
MeOH ekstresi Rozmarinik asit (-) Rozmarinik asit (+)

Bilinmeyen bir 0rnekte tagsis olup olmadigini kolaylikla tespit edebilmek icin

laboratuvar ortaminda morfolojik, mikroskobik ve kromatografik analizler yapilmistir.

Buna gore, aktardan ‘Melisa’ diye aldigimiz 6rnegin tamamen farkli bir bitki oldugu

tespit edilmis olup yapilan analizler, bu aktar Orneginin Verbena officinalis

(Verbenaceae) bitkisine ait oldugunu ortaya koymustur.
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