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OZET

Marrubium L. (Lamiaceae) cinsinin Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’da yayilis gésteren
yaklagik 30 tiirii bulunmaktadir. Bunlarin igerisinden Marrubium vulgare L. Avrupa’da
genellikle “white horehound” ismiyle bilinen, ¢ok yillik, halk arasinda bronsit, 6ksiiriik ve
soguk alginhiginda kullanilan bir bitkidir. Bitkinin immiinomodiilator, kardiyoprotektif,
antitimor, antimikrobiyal, vazorelaksan, analjezik, hipoglisemik gibi bir¢cok biyolojik
aktivitesi bildirilmistir. Ugucu yaglarin ve bilesenlerinin potansiyel farmakolojik etkileri
nedeniyle, ¢cok sayida calisma ugucu yag iceren bitkilere odaklanmistir. Calismamizda,
Crral1, Antalya’dan toplanan M. vulgare bitkisinin toprak iistii kisimlarindan su distilasyonu
ile elde edilen ugucu yag, GC ve GC-MS yontemleri ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda,
total yagin %75,9’unu olusturan altmis iki bilesen tespit edilmistir. Major bilesen olarak -
karyofillen (%25,6), takiben a-humulen (%4,9), (E)-nerolidol (%4,0), seskisabinen (%3,3),
karyofillen oksit (%2,8), (E)-S-iyonon (%2,7), hekzahidrofarnesil aseton (%2,7), (2)-3-
hekzen-1-il benzoat (%2,5), fitol (%2,5), 1-okten-3-ol (%2,4), ve linalol (%2,0) tespit
edilmistir. Bununla birlikte, M. vulgare’den elde edilen ugucu yagm 1-1000 pg/mL
konsantrasyon aralifinda insan epitel karsinoma hiicre hatti (A549) ve saglikli insan
brongiyal epitel hiicre hattina (BEAS-2B) kars1 sitotoksik aktiviteleri MTT testi ile
degerlendirilmistir. Ugucu yagin test edilen hiicreler iizerinde en yiiksek sitotoksik aktivitesi
1000 pg/mL konsantrasyonda goézlenmistir. Caligmamiz, Antalya’dan toplanan M.
vulgare nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ucucu yagin kimyasal bilesiminin
belirlendigi ve MTT test ile A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina kars1 sitotoksik
aktivitelerinin degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.

Bilim Kodu : 1017

Anahtar Kelimeler  : Marrubium vulgare, Lamiaceae, ucucu yag, fp-karyofillen, sitotoksik
aktivite
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ABSTRACT

The genus Marrubium L. (Lamiaceae) is represented by about 30 species native to Europe,
Asia and North Africa. Among them, Marrubium vulgare L. is a perennial plant, which is
generally known as “white horehound” in Europe and used as folk medicine to treat
bronchitis, coughs and colds. It is reported to have several biological activities such as
immunomodulatory, cardioprotective, antitumor, antimicrobial, vasorelaxant, analgesic, and
hypoglycemic activities. Due to potential pharmacological activities of essential oils and
their components, many studies have been focused on essential oil-containing plants. In this
study, the essential oil of the aerial parts of M. vulgare, collected from Cirali-Antalya,
obtained by hydrodistillation, was analyzed by GC and GC-MS systems. Sixty-two
components were identified, representing 75.9% of the total essential oil. The major
constituent was pS-caryophyllene (25.6%), followed by a-humulene (4.9%), (E)-nerolidol
(4.0%), sesquisabinene (3.3%), caryophyllene oxide (2.8%), (E)-S-ionone (2.7%),
hexahydrofarnesyl acetone (2.7%), (Z)-3-hexen-1-yl benzoate (2.5%), phytol (2.5%), 1-
octen-3-ol (2.4%), and linalool (2.0%). In addititon, the cytotoxic activity of essential oil
obtained from M. vulgare was examined by MTT test in A549 (human lung cancer cells)
and BEAS2B (human normal lung cells) cell lines at a concentration range of 1-1000 pg/mL.
The highest cytotoxic effect of the essential oil on the tested cells was observed at a
concentration of 1000 ug/mL. This is the first report on the composition of the essential oil
of the aerial parts of M. vulgare from Antalya and in terms of cytotoxic activity of the
essential oil of the plant against A549 and BEAS2B cell lines using by MTT test.

Science Code : 1017

Key Words : Marrubium vulgare, Lamiaceae, essential oil, p-caryophyllene,
cytotoxic actvity
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SIMGELER VE KISALTMALAR

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

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

°C Santigrat derece

ng Mikrogram

pm Mikrometre

T0\Y | Mikromolar

cm Santimetre

g Gram

kg Kilogram

L Litre

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

nm Nanometre

nM Nanomolar

S Saat

Kisaltmalar Aciklamalar

A375 Melanoma kanser hiicreleri
A549 Insan epitel karsinom hiicre hatti
ABTS 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
B16 Melanoma hiicreleri

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

BHT Butil hidroksi toluen

BJ Insan cilt fibroblastlari

COX Cyclooxygenase (Siklooksijenaz)
DAD Diode array detector



Kisaltmalar

DMSO
DPPH
EMA
ESI-MS

FID
FRAP

GAZI
GC
GC-FID
GC-MS
HCT-116
HelLa
HPLC

HPLC-DAD

HPLC/UV-vis-DAD/ESI-MS

1Cs0
IDso
Jeko-1
Jurkat
KCI
LN229
MiK
MS
MTT
NAG-1
NIH3T3
PC-3
SW480

Xiv

Aciklamalar

Dimetilsiilfoksit

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil

European Medicines Agency (Avrupa Ilag Kurumu)
Electron Spray lonization Mass Spectrometry

(Elektron Sprey Iyonizasyon Spektrometrisi)

Flame lonization Detector (Alev Iyonizasyon Dedektérii)

Ferric Reducing Antioxidant Power
(Demir Indirgeyici Antioksidan Aktivite)

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu
Gas Chromatography (Gaz Kromatografisi)

Gas Chromatography-Flame lonization Detector
Gas Chromatography-Mass Spectrometry

Insan kolorektal adenokarsinom

Insan servikal kanser hiicreleri

High Performance Liquid Chromatography
(Yiksek Performansli Stvi Kromatografisi)

High Performance Liquid Chromatography-Diode array
detector

High Performance Liquid Chromatography/ Ultraviyole
visible-Diode array detector/ Electron Spray lonization
Mass Spectrometry

%50 inhibisyon gosteren doz

%50’sini enfekte etmek i¢in gerekli doz

Non-Hodgkin lenfoma hiicreleri

Akut T-16semi hiicreleri

Potasyum kloriir

Glioblastoma hiicreleri

Mininum inhibitor konsantrasyon

Mass Spectrometry (Kiitle Spektrometrisi)
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
Nonsteroidal antienflamatuvar ilaglar ile aktive edilmis gen
Normal embriyonik fibroblast hiicreleri

Prostat adenokarsinom hiicreleri

Kolorektal adenokarsinom hicreleri



Kisaltmalar

SW620
T98G
U252
U20S
us7
UHPLC

UHPLC-MS/MS

UV-Vis

Vero

XV

Aciklamalar

Kolorektal kanser hiicreleri
Glioblastoma multiforme hiicreleri
Glioma hiicreleri

Osteosarkoma hiicreleri
Glioblastoma multiforme hiicreleri

Ultra High Performance Liquid Chromatography
(Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi)

Ultra High Performance Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry
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Afrika yesil maymun bobrek epitel hiicreleri






1. GIRIS VE AMAC

Marrubium vulgare L. (Lamiaceae) ¢ok yillik, 60 cm’ye kadar boylanabilen, dayanikli otsu
bir bitkidir [1,2]. Akdeniz iilkeleri, Orta Asya, Orta Avrupa, Amerika, Giiney Afrika,
Avusturalya, Asya’nin iliman bati kisimlari, Kasmir, Hindistan’in kuzeybati sinir1 ve
Pakistan’a kadar genis yayilis gostermektedir [3,4]. Tiirkiye’de Marmara Bolgesi’nin
giineyi, Ege Bolgesi, i¢ Anadolu’nun batis1 ve Akdeniz Bolgesi’nde, bol giinesli ve soguk
riizgarlardan korunakli yerlerde ve kuru topraklarda yaygin olarak yetisir [1]. M. vulgare
Avrupa’da “white horehound” ismi ile bilinir [4-6]. Tiirkiye’de halk arasinda, “boz ot,
yalanci 1sirgan, it sinegi, kara derme, kopek otu, kukas otu ve mayasil otu” gibi isimlerle

taninmaktadir [7].

M. vulgare Avrupa, Fransa, Pakistan, Brezilya, Tunus ve Fas’in g¢esitli bolgelerinde
geleneksel kullanima sahiptir. Halk arasinda, dahilen akut ve kronik bronsit, nezle,
tiiberkiiloz ve astim gibi solunum yolu enfeksiyonlar1 ve sarilikta, haricen cilt yaralar1 ve
iilserde kullanilmaktadir. Almanya’da halk arasinda ac1 tadindan dolayz, istah arttirici olarak
kullanimi bulunmaktadir [8-10]. Tiirkiye’de ise ¢igekli dallari idrar arttirici, gaz soktiiriicii

ve gogiis yumusatici olarak kullanilmaktadir [11].

Yaygin geleneksel kullanimi yaninda, M. vulgare Avrupa Farmakopesi’nde ‘“Marrubii
herba” adi ile kayithidir [12]. Drog, 30 yildan daha fazla siiregelen geleneksel kullanimi
nedeniyle Avrupa ila¢ Kurumu (European Medicines Agency-EMA) tarafindan geleneksel
bitkisel tibbi triin sinifina alinmis ve ¢esitli preparatlari i¢in dozaj formlar1 bildirilmistir
[13,14]. Ayrica, drog gesitli farmakope ve monograflarda yer almaktadir. Alman Komisyon
E monograflarinda istah kaybi, siskinlik ve gaz gibi dispeptik problemlerde kullanimi i¢in
onaylanmistir [4]. British Herbal Compendium’da akut bronsit, kuru Oksiiriikk, nezle,
dispepsi ve istah kaybinda endike oldugu belirtilmistir [15]. Ekspektoran etkisi, Amerikan
Farmakopesi’nde bildirilmistir [4]. M. vulgare Almanya’da dispepsi problemlerinde, istah
kaybinda, antitussif ve ekspektoran etkisinden dolay1 soguk alginlig: tedavisinde, kolagog
etkisinden dolay1 safra ve karaciger problemlerinde kullanilmaktadir. Giiniimiizde, diinyada,
tibbi ¢ay1 halinde; tentiir ya da ekstrelerini igeren miihtahzarlar1 kapsiil, tablet, damla, surup
veya pastil formlarinda yaygin olarak tiiketilmektedir. Ayrica demulsan etkisinden dolay1
meyan ve Okslirlik otu gibi bitkilerle birlikte kullanilmaktadir [3,4,14,16].



Son yillarda yapilan ¢esitli in vitro ve in vivo galismalar, M. vulgare’nin antioksidan [17-
19], antienflamatuvar [20,21], analjezik [22], antidiyabetik [23], antihipertansif [24],
antibakteriyel [25-27], antifungal [25], antibiyofilm [28], antispazmodik [29], sitotoksik
[30-32] ve gastroprotektif [33] aktivitelere sahip oldugunu goéstermistir. M. vulgare’nin
terapotik etkileri igerigindeki ugucu yaglar, terpenoitler (marrubiin, marrubiol, peregrinin,
dihidroperegrinin, vulgarol), flavonoitler, fenolik asitler ve fenilpropanoit glikozitlerinden
kaynaklanmaktadir [34]. M. vulgare’nin ana bileseni olan aci1 ve buruk tattaki diterpen
yapisinda marrubiin, bitkinin tibbi kullanimindan sorumlu biyoaktif maddelerinden birisi
olarak bildirilmistir [35-37].

Bugiine kadar yapilan ¢aligsmalarla, farkli iilkelerde yetisen M. vulgare bitkisinin kimyasal
bilesimleri, ugucu yag kompozisyonlari ve gesitli biyolojik aktiviteleri pekgok aragtirma ile
incelenmistir [8,38]. Yaptigimiz literatiir taramasina gore, iilkemizde yetisen M. vulgare’nin

ucucu yag bilesiminin belirlendigi ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir [39-41].

Tez ¢alismasi kapsaminda Cirali, Antalya’dan topladigimiz M. vulgare bitkisinin toprak iistii
kisimlarindan su distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin kompozisyonu, Gaz
Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) ile
aydinlatilmistir. Ayrica, Ugucu yagin insan epitel karsinoma hiicre hatt1 (A549) ve saglikli
insan brongiyal epitel hiicre hattina (BEAS-2B) kars1 sitotoksik etkileri MTT yontemiyle

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu béliimde calismamiza ait teorik bilgiler “Botanik Kisim, Kimyasal Kisim ve Biyolojik

Aktivite” ad1 altinda {i¢ ana baslikta toplanmustir.

Botanik kisimda bitkinin ait oldugu familya ve cinse ait bilgiler, bitkinin morfolojik

ozellikleri, bitkiye verilen isimler ve habitat1 agiklanmustir.

Kimyasal kisimda bitki iizerinde bugiine kadar yapilan fitokimyasal ¢alismalar ile belirlenen

kimyasal bilesenleri hakkinda bilgi verilmistir.

Biyolojik aktivite kisminda bitkinin halk arasinda ve homeopatide Kkullanilisi, bitkinin
biyolojik aktiviteleri, etki ve kullanilisi, verilis yollar1 ve dozu, preparatlari, ilag etkilesimleri
ve diger etkilesimler, uyarilar ve advers etkiler, gebelik ve laktasyon doneminde kullanim,
kullanim siiresi, dikkat gerektiren isler, doz asimi, saklama ve toksisitesine ait bilgiler

verilmistir.

2.1. Botanik Kisim

2.1.1. Lamiaceae

Akdeniz ikliminin goriildiigli bolgelerde yayilis gdsteren, genellikle ugucu yag tasiyan, bir
ya da c¢ok yillik, otsu bitkiler veya ¢alilar. Govde genellikle dort koseli. Yapraklar basit,
nadiren pargali karsilikli dizilisli (dekussat). Cigekler braktelerin veya {ist yapraklarin
koltugunda, sik kiimeler halinde, her nodusta ¢ogunlukla vertisillastrum durumunda.
Cigekler zigomorf. Cicekler hermafrodit veya ginodioik bitkilerde erkek ¢igek verimsiz.
Kaliks kalici, tst disler 3, alt disler 2 olmak tizere 5 loblu, bazen bilabiat. Korolla gamopetal,
simetrik ve bilabiat, tist dudak 2, alt dudak 3 loblu, bazen iist dudak eksik, 5 lobun hepsi alt
dudakta ya da iist dudak 1, alt dudak 4 loblu. Stamenler korollaya bagli, 4 ve ¢ogunlukla
didinam, bazen 2. Ovaryum {ist durumlu, 2 Kkarpelli, 4 gozlii, her goz bir oviillii. Stilus

ginobazik. Meyve 4 nuksa ayrilan bir sizokarp [1,42].

Lamiaceae familyasi, dikotiledonlar arasinda en genis familyalardan birisidir ve 240’dan

fazla cinsle temsil edilmektedir. Bir¢ok tiirli ugucu yag tasiyan salgi tilylerine sahip aromatik



bitkilerdir [43]. Ugucu yag epidermadaki salgi tiiylerinde bulunur. Salgi tiiyleri familya igin
karakteristik (Labiatae tipi salg1 tiiyii) olup; sap1 tek, basi 8 hiicreli ve pul seklindedir [42].

Familya Tiirkiye’de 46 cins, 603 tir, 179 alt tiir ve varyeteye sahip liglincii en genis
familyadir. 271 tiir, 75 alt tiir ve varyete endemiktir, familyanin endemizm oram1 %44 tiir

[44, 45].

2.1.2. Marrubium L. cinsi

Bir yillik veya ¢ok yillik otlar. Yapraklar disli, yogun tiiylii, nadiren tabanda kordat. Cigek
durumlart vertisillastrum durumunda, her ¢igek genellikle 1 dis ve 2 i¢ brakteollii. Kaliks
dar, ters konik, 10 damarli, 5, 10 ya da 30 disli; dis1 yogun tiiylii, agizin i¢inde uzun tiiylere
sahip. Korolla beyaz, sarims1 veya morun ¢esitli tonlarinda, 2 dudakls; tist dudak diiz, iki
pargali; alt dudak 3 loblu. Stamenler 4, paralel, alt ¢ift daha uzun, tamami korolla tiipiiniin

icinde. Meyvede nukslar piiriizsiiz, kesik ve ugta yuvarlak [1].

Marrubium L. cinsinin Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’da yayilis gosteren 40’a yakin tiirii
bulunmaktadir. Tiirkiye’de 21 tiirii bulunmakta olup, bunlardan 12 tiir (%53) endemiktir [46-
48].

2.1.3. Marrubium vulgare L.

Cok wyillik, dik, kiigiik dalli, gévde 20-60 cm uzunlugunda, yogun tiiylii, altta beyazimsi,
ustte grimsi renklerde, dayanikli otsu bitkiler. Yapraklar sapli, ovat ve serrat yapida, kirismis
gibi goriinen ylizeylere sahip, her iki ylizeyi tiiylerle kapli, altta beyazims1 veya grimsi, tistte
koyu grimsi ve yesil renkli; govde ve saplar iizerinde karsilikli dizilmis durumda. Cigek
durumlar vertisillastrum, ¢ok ¢igekli; brakteoller kaliks kadar veya daha uzun (Resim 2.1).
Kaliks tiipii 3,5-4,5 mm, yogun tiiylii; 5-10 disli, ¢engel seklinde veya yuvarlak. Korolla,
beyaz veya krem, dis1 yogun tiylii, ist dudagmn igi tiysiiz. Kiigiik, beyaz 5-7 mm
uzunluklarinda sessil ¢igekleri aksiller kiimelerde yogun. Meyve ovat, 1,5-2 mm uzunlukta,
ticgensel bi¢imli, grimsi-kahverengi, parlak goriiniislii nukslar. Kokler lifli, sert, odunumsu
ve siyah renkli [1-3,5].


http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=8827-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Bjsessionid%3D57F5D96515EB3B253651C8E0EDBE1E6A%3Ffind_wholeName%3DIlex%2Bparaguariensis%26output_format%3Dnormal

Marrubium vulgare L’ nin sistematikteki veri [49]

e Alem: Plantae

e Altalem: Tracheobionta
e Boliim: Magnoliophyta
e Smif: Magnoliopsida

o Alt siif: Asteridae

e Takim: Lamiales

e Familya: Lamiaceae

e Cins: Marrubium

e Tiir: Marrubium vulgare L.



Resim 2.1. Marrubium vulgare L.’nin genel goriiniisii (A ve B), ¢igekli dal uglar1 (C ve D)
Cirali, Yanartas Yolu, Antalya (Foto: Nurgiin Kiigiikboyac1)



2.1.4. Yayihs ve habitat

Marrubium vulgare Akdeniz iilkeleri ve Orta Asya’da dogal olarak yetismekte; Orta Avrupa,

Amerika, Giiney Afrika ve Avusturalya’ya kadar yayilis gostermektedir [3,4].

M. vulgare iilkemizde Marmara Bélgesi’nin giineyi, Ege Bolgesi, I¢ Anadolu’nun batis1 ve
Akdeniz Bolgesi’nde yayilis gostermektedir [1]. Bitkinin TUBIVES veri tabanma gére
yayilist Harita 2.1’de verilmistir [49]. Bitki bol giinesli ve soguk riizgarlardan korunakli
yerlerde, kuru, ¢orak ve agik alanlarda yetismektedir [1, 50].

T

—

Harita 2.1. Marrubium vulgare L.’nin iilkemizdeki yayiligi [49]

2.1.5. Marrubium vulgare’ye verilen isimler

Avrupa: White horehound [8]

Tunus: Marrubia [8]

Fransa: Marrube blanc, herbe a la vierge [16]

Almanya: Weiper andron, andornkraut [16]

Ingiltere: Marrubium, horehound [16]

Italya: Marrubio bianco (parti aeree fiorite) [13]

Ispanya: Marrubio, sumidad florida de [13]



Polonya: Ziele szanty [13]

Portekiz: Marroio branco, parte aerea florida [13]

Cin: Ou xia zhi cao [9]

Giiney Afrika: Houndsbene, koorsbossie [9]

Hindistan: Paharigandana, troper [9]

Arabistan: Marriout, merriwa, morroubia, omerroubia, roubia, umm re-roubia [9]

Tiirkiye: Boz ot, yalanci 1sirgan, it sinegi, kara derme, kopek otu, kukas otu ve mayasil otu

isimleriyle bilinmektedir [7].

2.1.6. Kayith oldugu farmakope ve monograflar

Ingiliz Bitki Farmakopesi'nde bitkinin ¢icekli toprak iistii kistmlar1 “White Horehound”
ismiyle kayitli olup, bitkinin makroskobik ve mikroskobik o6zellikleri verilmistir [5].
Martindale'de bitkinin ¢igek ve yapraklari, “Marrubium” ismiyle kayithidir [51]. Komisyon
E Monograflari’nda bitkinin yapraklar1 “Marrubii herba” ismiyle tanimlanmistir [4]. PDR
Bitki Monograflarinda bitki “Horehound” ismiyle kayitlidir. Kurutulmus ¢icekli dallari, taze
bitkinin ¢icekli toprak tstii kisimlar1 ve tiim bitki, tedavi edici kisimlar olarak belirtilmis;

cigek, meyve, yaprak, kok ve govdesi tanimlanmistir [3].

Avrupa Ilag Kurumu (EMA) Bitki Monograflarinda bitkinin toprak istii kistmlar1 “Marrubii
herba” ismiyle kayitlidir [13]. Avrupa Farmakopesi’nde, bitkinin biitiin ya da pargalara
ayrilmig, kurutulmus, cigekli toprak istii kisimlart “Marrubii herba” olarak kayithdir.

Farmakopeye gore, kuru drog %0,7 marrubiin icermelidir [12].



2.2. Kimyasal Kisim

2.2.1. Marrubium vulgare iizerinde yapilan fitokimyasal calismalar

M. vulgare iizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalarda, bitkinin baslica ugucu yag ve
terpenoitler (baslica diterpenler; marrubiin, marrubiol, peregrinin, dihidroperegrinin ve
vulgarol) bakimindan zengin olmak iizere, flavonoitler, fenilpropanoit glikozitleri ve fenolik
asitleri tasidigr goriilmistiir. Bitkinin kimyasal bilesiminde yer alan bilesikler

siiflandirilarak asagida verilmistir.

Ucucu yaglar

Diinya’nin farkli bolgelerinden toplanan M. vulgare bitkisinin ugucu yaglarinin kimyasal
bilesimleri farkli arastirmacilar tarafindan analiz edilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda; f-
pinen, bisabolol, g-bisabolen, &-kadinen, S-karyofillen, germakren D ve karyofillen oksit

ucucu yaglarin ana bilesenleri olarak tespit edilmistir [52].

Kadri ve digerlerinin (2011) yaptig1 bir ¢alismada, Tunus’tan toplanan M. vulgare bitkisinin
kurutulmus toprak iistii kistmlarindan Clevenger apareyi ile distilasyonu sonrasinda, %0,34
verimle ucucu yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu yagin GC-MS analizi, ugucu yagin
yaklagik olarak ayn1 oranlarda oksijenli monoterpen (%40,02) ve hidrokarbon
seskiterpenleri igerdigini (%42,70), ana bilesikler olarak y-6desmol (%11,93), S-sitronellol
(%9,90), sitronellil format (%9,50) ve germakren D (%9,37) tasidigini gostermistir.
Oksijenli seskiterpen yapisindaki ana bilesen y-6desmol, ilk kez bu ¢aligmada M. vulgare
ucucu yagi igerisinde tespit edilmistir [17]. Diger bir ¢alismada, Hamdaoui, Wannes,
Marrakchi, Brahim ve Marzouk (2013) Tunus’tan toplanan M. vulgare bitkisinin kurutulmus
toprak istli kistmlarindan Clevenger apareyi kullanilarak yapilan su distilasyonuyla elde
edilen ugucu yagi GC ve GC-MS yontemleri ile analiz etmistir. M. vulgare’nin toprak {istii
kisimlarmin %0,02 verimle, keskin bir kokuya sahip agik renkte ugucu yag icerdigi tespit
edilmistir. Ugucu yagm seskiterpen hidrokarbonlar bakimindan zengin (%50,5) oldugu
bulunmustur. Ugucu yagin en yiiksek oranda g-bisabolen (%28,3) igerirken, takiben -
karyofillen (%7,8), (E)-S-farnesen (%7,4) ve 1,8-sineol (%4,8) igerdigi tespit edilmistir [53].
Tunus’ta yapilan diger bir ¢caligmada, dort farkli iklim bdlgesinden toplanan alt1 farkli M.

vulgare popiilasyonunun ugucu yag analizleri yapilmigtir. GC-FID ve GC-MS yontemleri
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ile yapilan analiz sonucunda, ugucu yag karisimi diterpen ve alkanlar bakimindan zengin
bulunmus, 37 farkli bilesen analiz edilmistir. Temel bilesenler, marrubiin (%9-34),
doktriakontan (%13-25), and skualen (%6-47) olarak tespit edilmistir. Farkli M. vulgare
popiilasyonlarinin yiiksek kimyasal c¢esitlilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢esitliligin
biyolojik, genetik ve ekolojik faktorlere bagli oldugu diisiiniilmiistiir [54].

Iran’da yapilan bir ¢alismada, M. vulgare bitkisinin ¢igekli toprak iistii kistmlarindan su
distilasyonu ile %0,09 verimle agik sar1 renkli, keskin kokulu bir ugucu yag elde edilmis ve
GC-MS ile analizi yapilmistir [55]. Iran’da toplanan M. vulgare bitkisinin ugucu yaginimn
Tunus’tan toplanan orneklere benzer temel bilesenleri yakin oranlarda icerdigi goriilmiistiir
[17,53]. Ugucu yagin seskiterpen hidrokarbonlar bakimindan (%73,6) zengin oldugu, major
bilesikler olarak f-bisabolen (%25,4), p-karyofillen (%11,6), germakren D (%9,7) ve (E)-S-
farnesen (%8,3) icerdigi tespit edilmistir [55]. Iran’da yapilan baska bir calismada, M.
vulgare’nin kurutulmus ¢igekli toprak iistii kisimlarindan su distilasyonu ile %0,04 verimle
acik sar1 renkli ugucu yag elde edilmistir. GC ve GC-MS yontemleri ile analizleri sonrasinda;
seskiterpenlerden (%68,2) zengin bulunan ugucu yaglarin, yiiksek oranda f-bisabolen
(%20,4), 5-kadinen (%19,1) ve izokaryofillen (%14,1) tasidigi bulunmustur [56].

Letchamo ve Mukhopadhyay (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Kuzey Amerika’da
(Kanada) yetisen M. vulgarenin farkli kisimlarindan hazirlanan kuru materyallerden
Clevenger apareyi ile distilasyon yapilarak ugucu yaglari elde edilmistir. M. vulgare
bitkisinin az miktarda ugucu yag icerdigi (¢igeklerde %0,1, govdede %0,01 ve yapraklarda
%0,29 oraninda) tespit edilmistir. Elde edilen ugucu yag, koyu yesil renkte, taze otsu bir
kokuya sahip bulunmustur. Tohumlardan, ogiitiilmeden iki saat distilasyon islemi

yapilmasina ragmen, ugucu yag elde edilememistir [57].

Slovakya’da M. vulgare’nin ¢igekli toprak iistii kisimlarindan %0,07 verimle elde edilen
ucucu yagin GC-MS analizi, ugucu yagin major bilesikler olarak S-karyofillen (%45,8) ve
germakren D (%14,4) tasidigini gostermistir. Ugucu yagda bulunan diger ana bilesiklerin ise
a-humulen (%8,8), p-farnesen (%S5,1) ve farnesol (%5,3) oldugu tespit edilmistir [58].

Litvanya’dan toplanan M. vulgare’nin kurutulmus yapraklarindan elde edilen ugucu yagin

GC ve GC-MS yontemleri ile analizi yapilmis ve temel bilesikler olarak seskiterpen
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yapisinda (Z)-fS-farnesen (%9,61), p-karyofillen (%8,50), germakren D (%4,71), y-kadinen
(%4,96), a-kopaen (%3,08) ve (E)-hekz-2-enal (%4,67) tasidigi belirlenmistir [18].

Cezayir’de yapilan bir ¢alismada, M. vulgare bitkisinin hem ¢igeklenme hem de vejetatif
fazda toplanan toprak istli kisimlarinda yaklasik olarak %0,05 verimle ugucu yag elde
edilmistir. GC ve GC-MS analizleri sonucunda 6jenol ve g-bisabolen elde edilen her iki yag
icin de major bilesikler olarak tespit edilmistir. Ojenol ¢iceklenme fazindaki yag i¢in %50, 1,
vejetatif fazda %16 oraninda analiz edilirken; f-bisabolen ¢igeklenme fazinda %10,9,
vejetatif fazda %28,8 oraninda bulunmustur. Ayrica, ugucu yagin ¢igeklenme fazinda
fenilpropanoitlerden zenginken (%50,1); vejetatif fazda seskiterpen hidrokarbonlardan
zengin oldugu belirlenmistir (%40,3) [59]. Yapilan diger bir ¢alismada, Cezayir’in kuzey
bolgesinden toplanan M. vulgare’ nin (Mart ve Mayis aylar1 arasinda) Clevenger apereyi
kullanilarak su distilasyonunun minimum zaman ve enetji kayb1 ile ugucu yag eldesinde
yiiksek verim elde edebilme kosullar1 incelenmistir. Sicaklik, kurutma, 6giitme ve ¢oziicii-
kat1 kiitlesi oran1 gibi parametreler degistirilerek maksimum verim hesaplanmistir. Bitkinin
kurutulmasi, ogiitiilmesi ve sicakligin arttirllmast ugucu yag eldesinde pozitif etki
gosterirken, ¢oziicli-kat1 kiitle orani artis1 verimde herhangi bir artis gostermemis, %3

oraninda maksimum verim alinmustir [60].

Zawislak’in (2012) yaptig1 bir ¢aligmada, Polonya’dan toplanan kurutulmus M. vulgare
bitkisinin Deryng apareyi kullanilarak yapilan buhar distilasyonu sonrasi elde edilen ugucu
yag verimi ortalama olarak %0,05 bulunmustur. Ugucu yagin GC-MS ve GC-FID yontemleri
ile analizi sonucunda, seskiterpen hidrokarbon igeriginin (%93,22) yiiksek oldugu tespit
edilirken, E-karyofillen (%25,91-32,06), germakren D (%20,23-31,14) ve o&-amorfen
(%8,38-10,22) temel bilesenler olarak belirlenmistir [61].

Misir’in kuzey bolgesinde yapilan bir calismada, M. vulgare’nin taze toprak iistii
kisimlarindan Clevenger apareyi kullanilarak yapilan su distilasyonu ile %0,2 verimle ugucu
yag elde edilmistir. GC-MS analizleri sonucunda toplam yagin %90,19’unu olusturan 19
farkli kimyasal bilesik tanimlanmigtir. Ana bilesen olarak fenolik yapiya sahip timol
(%34,55) tespit edilirken; yiiksek miktarda bulunan diger bilesik ise seskiterpen hidrokarbon
yapisinda y-kadinen’dir (%17,68) [62]. Mahmoud ve digerlerinin (2018) Misir’da yaptigi
diger bir ¢calismada, farkli iiretim kosullarinin (sulama ve hasat zamani) M. vulgare bitkinin

biliylimesi ve ugucu yag icerigine etkileri incelenmistir. Bitkinin 4 giin araliklarla sulanarak
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210 giin sonra hasat edilmesi ile en verimli {iretim (bitkinin boy uzunlugu, dallanmasi, taze
agirhigl) gergeklesmistir. M. vulgare’nin ugucu yag igeriginde ise, fidelerin dikiminden 80
giin sonra hasat edilmesi ve 12 giin araliklarla sulanmasi ile en verimli sonuglara ulagilmistir
ve bu bitkinin ¢i¢ekli doneminde toplanan taze bitkiden elde edilen yagin GC-MS analizi
yapilmigtir. Analiz sonucunda, ugucu yagda 6 major, 14 mindr ve 60 eser bilesik
bulunmustur. Buna gore; timol (%29,6-60,7), karvakrol (%0,5-19,3), m-simen (%1,0-14,2),
y-terpinen (%1,1-12,1), timol metil eter (%0,4-10,4) and a-himakalen (%0,0-10,3) major
bilesikler; izoborneol (%0,7-9,4), benzen 1-metoksi-4 metil-2 (1-metiletil) (%0,0-9,2),
linalil antranilat (%0,8-7,0), y-kadinen (% eser-2,9), a-terpinen (%1,4-2,0), S-karyofillen
(%0,6-1,9), S-mirsen (%0,0-1,8), dkaliptol (%0,6-1,5), a-fellandren (%0,4-1,4), 1-okten-3-
ol (%0,0-1,2), 1R-a-pinen (%0,0-1,1), kamfen (%0,0-1,0), 2-siklohekzen-1-ol (%0,0-1,0) ve
cis-p-bisabolen (%0,0-1,0) minor bilesikler olarak tespit edilmistir [63].

Ulkemizde Akdeniz havzasinda yaygin yetisen M. vulgare nin ugucu yag bilesimi iizerine
yapilan az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bayir, Giindiiz, Usta, Sahin, Ozdemir, Kayir ve
digerleri (2014) tarafindan yapilan bir c¢alismada, Tokat’tan toplanan M. vulgare
yapraklarindan Clevenger apareyi kullanilarak yapilan su distilasyonu ile elde edilen ugucu
yagin GC ve GC-MS ile analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, ugucu yagin major bilesikler
olarak a-pinen (%28,85), #-pinen (%18,31), S-fellandren (%17,40) ve 2-hekzenal (%14,80)
tagidigi bildirilmistir. Analizde, varligi tespit edilen diger bilesikler a-fellandren (%1,55), S-
mirsen (%5,7), a-limonen (%3,88), sabinen (0,49), karyofillen (%3,86), -farnesen (0,88) ve
germakren (%21,05) olarak belirlenmistir [39]. Sonmez ve Giil (2014) tarafindan yapilan
caligmada, Silifke-Mersin’den toplanan bitkinin toprak iistii kistmlarindan su distilayonu ile
ile elde edilen ugucu yagin, subkritik su ekstraksiyonu ve Soxhlet apareyinde n-hekzan
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerinin igerikleri GC-MS ile analiz edilmistir. Su
distilasyonu haricinde, diger ekstrelerin baslica bileseni marrubiin olarak belirlenirken, su
distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin bilesiminde, karyofilin (%14,2), geranil linalol
(%11,8), p-farnesen (%9,94) ve djenol (%5,3) varligi bildirilmistir [40]. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada, Kiitahya’da kiiltiir bitkisi olarak ekilen M. vulgare 6rneginin ugucu
yag analizi yapilmis ve sonugta ugucu yagin germakren D (%7,1), p-karyofillen (%6,2),
karvakrol (%5,7) ve hekzadekanoik asit’i (%4,0) ana bilesenler olarak tagidigi bildirilmistir.
Bu ¢alismada, ugucu yagda %12,2 ve %10,1 oraninda bulundugu belirlenen iki bilesigin
teshisinin yapilamadigi belirtilmistir. Ucucu yagin igerigi toplamda %359,6 oraninda

belirlenebilmistir [41].



13

Fenolik bilesikler

M. vulgare fenolik bilesikler bakimindan zengin bir bitki olup, bilesiminde baslica

flavonoitler, fenilpropanoit esterleri ve fenolik asitler bulunmaktadir.

Nawwar, EI-Mousallamy, Barakat, Buddrus ve Linscheid’in (1989) yaptig1 bir ¢alismada,
M. vulgare’nin taze yapraklarindan hazirlanan etanollii ekstreden yeni laktoil flavonoitler
olarak 7-O-laktoil-luteolin, luteolin 7-O-[2-O-f-glukopiranuronozil-laktat], luteolin 7-O-[2-
O-f glukopiranozil-laktat], 7-O-laktoil-apigenin, apigenin 7-O-[2-O-f-glukopiranuronozil-
laktat] ve apigenin 7-O-[2-O-p-glukopiranozil-laktat] bilesikleri izole edilmis ve yapilar
aydinlatilmistir. Bununla birlikte, bilinen flavonoitler olan visenin 11, viteksin, luteolin 7-
glukozit, apigenin 7-glukozit, apigenin 7-O-(6"-p-kumaroil)glukozit, luteolin, krisoeriol ve

apigenin de izole edilmistir [64].

Sahpaz, Garbacki, Tits ve Bailleul (2002), M. vulgare’nin ¢igekli toprak iistii kistmlarindan
hazirlanan polar ekstrelerden fenilpropanoit esterleri olarak akteozit, forsitozit B, arenariozit
ve ballotetrozit izole etmislerdir (Sekil 2.1). Ayrica, fenolik yapida bir bilesik olarak (+) (E)-
kafeoil-L-malik asit elde edilmistir [20].

HO
ﬁ ?OOH
HO CH:CH—C—O—(EH
i
COOH
Kafeoil-L-malik asit
0 OR,
HO X o 0
9 g
OH
HO
HsC o OH
HO
HO OR;
R1 R2
Akteozit H H
Forsitozit B p-D-apioz H
Arenariozit S-D-ksiloz H
Ballotetrozit f-D-apioz a-L-arabinoz

Sekil 2.1. Marrubium vulgare’de bulunan bazi fenolik bilesikler |



14

Fransa’dan toplanan M. vulgare bitkisinin, kurutulmus ¢igekli toprak iistii kisimlarinin sulu
alkollii ekstrelerinden, yeni bir feniletanoit glikozit olarak marrubozit izole edilmistir.
Bilesigin yapist 3,4-dihidroksi-g-feniletoksi-O-[5-D-apiofuranozil-(1—2)-a-L-
ramnopiranozil-(1—3)]-[#-D-apiofuranozil-(1—6)]-4-O-kafeoil-f-D-glukopiranozit (Sekil
2.2) olarak aydinlatilmistir [65].

Marrubozit H S-D-apiozil

Sekil 2.2. Marrubium vulgare’den izole edilen marrubozit’in kimyasal yapisi

Pukalskals, Venskutonis, Salido, Waard ve Beek (2012), Litvanya’dan toplanan M.
vulgare’nin toprak {Ustii kisimlarindan hazirlanan sulu metanollii ekstreler {izerinde
yaptiklar1 antioksidan aktivite testlerinde, bitkinin etkiden sorumlu bilesikleri olarak 5,6-
dihidroksi-7,4'-dimetoksiflavon (ladanein), 7-O-g-glukopiranozil luteolin, verbaskozit,
forsitozit B ve 7-O-g-glukuronil luteolin’i (Sekil 2.3) izole etmis ve yapilarin1 spektral
tekniklerle aydmlatmistir [19]. Metoksilli flavon yapisinda, sitotoksik etkili bir bilesik olan

ladanein, M. vulgare’nin diklorometan ekstrelerinde %0,5 olarak bulunmustur [66].



OH ©O

OH o
R
7-O-f-glukopiranozil luteolin  glukoz
7-O-f-glukuronil luteolin glukuronik asit

Sekil 2.3. Marrubium vulgare’de bulunan bazi flavon tiirevi bilesikler

Boudjelal, Henchiri, Siracusa, Sari ve Ruberto (2012), M. vulgare’nin toprak istii
kisimlarindan hazirladiklart infiizyonun antidiyabetik etkisinin gozlendigi fraksiyonlarda

yaptiklar1 High performance liquid chromatography/Ultraviyole visible-Diode array

15

detector/Electron spray ionization mass spectrometry (HPLC/UV-vis-DAD/ESI-MS)

analizlerinde, bitkinin flavonoitler (luteolin, apigenin ve krizoeriol tiirevleri, ladanein), 5-O-

kafeoil kinik (klorojenik) asit ve fenil propanoit esterlerini (baslica verbaskozit ve tiirevleri,

ballotetrozit ve alissonozit) tasidigini tespit etmistir (Sekil 2.4) [23].

Verbaskozit H

Sekil 2.4. Marrubium vulgare’den izole edilen verbaskozit’in kimyasal yapisi
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Tunus’un 3 farkli iklim kosullarina sahip bolgelerinden toplanan 6 farkli M. vulgare
popiilasyonunun kurutulmus toprak iistii kisimlarindan etanol-su ekstreleri hazirlanmis ve
etil asetat fraksiyonlarindan High performance liquid chromatography-Diode array detector
(HPLC-DAD) analizi ile fenolik asit ve flavonoit igerikleri kalitatif ve kantitatif olarak analiz
edilmigtir. HPLC analizleri sonucunda, M. vulgare’nin tiim popiilasyonlarinin kersetin-3-D-
O-galaktozit’i en yiiksek oranda icerdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, apigenin,
luteolin-7-O-p-D-glukozit, kemferol-3-glukozit ve kersetin-3-4-D-glukozit  temel
flavonoitler; kafeik, siringik, sinapik, ferulik, 2-hidroksi sinamik, rosmarinik, trans-

sinnamik ve p-kumarik asit de temel fenolik asitler olarak analiz edilmistir [67].

Cezayir’de yapilan bir g¢aligmada, M. vulgare bitkisinin kurutulmus yapraklarindan
hazirlanan metanol ekstrelerinden Ultra high performance liquid chromatography-Mass
spectrometry/Mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) analizleri ile feniletanol tiirevleri olarak
dekafeoilverbaskozit, alissonozit ve lokoseptozsit A ilk kez tespit edilirken; bitkinin
verbaskozit, kafeik asit ve forsitozit B izomerlerini de i¢erdigi bildirilmistir. Ayrica bitkinin
kurutulmus yapraklarindan hazirlanan metanol ekstrelerinden luteolin, apigenin, luteolin-7-
O-glukozit, apigenin-7-O-glukozit, terniflorin ve anizofolin A izomerleri elde edilmistir (

Sekil 2.5) [68].

Luteolin-7-O-glukozit Apigenin-7-O-glukozit

Sekil 2.5. Marrubium vulgare’de bulunan bazi fenolik bilesikler Il
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Terpenoitler

Yapilan arastirmalar bitkinin diterpenoitler bakimindan zengin oldugunu gostermistir.
Amessis-Ouchemoukh, Abu-Reidah, Quirantes-Pine, Madani ve Segura-Carretero (2014)
yaptiklar1 bir ¢calismada, M. vulgare bitkisinin kurutulmus yapraklarindan hazirladiklar
metanol ekstrelerinin UHPLC-MS/MS analizleri ile bitkinin sakranozit A, deasetilforskolin
izomerleri, premarrubiin izomerleri, marrulibasetal A izomerleri, marrubenol ve

preleosibirin tagidigini belirlemistir (Sekil 2.6) [68].

Marrulibasetal A Deasetilforskolin

Sekil 2.6. Marrubium vulgare’de bulunan baz1 terpenoit bilesikler |

M. vulgare nin kurutulmus toprak istii kisimlar1 ve koklerinden hazirlanan metanolli,
etanollii, kloroformlu ve sulu-alkollii ekstrelerinden, kolon ve preparatif kalin tabaka
kromatografileri ile marrubiin ve diger kompleks karigimlar ayrilmigtir. 90 °C’de ¢6ziiciiniin
uzaklastirilmast ile premarrubiin’in marrubiin’e doniistiiriilmesinde en iyi deneysel kosullar
saglanirken, kitin ile yapilan agik kolon kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi
sonucunda da hizli sonuglar alinmis, yiiksek verimle saf marrubiin elde edilmistir (Sekil
2.7) [69]. Marrubiin, yaprak ekstresinin temel bilesenidir [57]. Cicekli toprak istii
kisimlardan da elde edilen marrubiin [70], koklerden hazirlanan ekstrelerde de az miktarda
bulunmustur [69]. M. vulgare yapraklarinda en yiiksek konsantrasyonda marrubiin igerigi;
Gas chromatography-Flame ionization detector (GC-FID) analizleri sonrasinda, 28 giin

biiyiitiilen bitkinin orta yapraklarinda bulunmustur [36].
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Premarrubiin Marrubiin

Sekil 2.7. Marrubium vulgare’de bulunan bazi terpenoit bilesikler 1T

Zerbe ve digerlerinin (2014) yaptig1 bir galismada, M. vulgare’nin kok, govde, yaprak, gévde
trikomlari, ¢anak ve ta¢ yapraklarinin pentan ekstresinin Gas chromatography-Mass
spectrometry (GC-MS) analizleri ile terpenoit igerikleri ve dagilimlari incelenmistir.
Terpenler, sadece M. vulgare’nin toprak {istii kisimlarinda tespit edilmistir. I¢lerinden en
yiiksek oranda marrubiin; yapraklar, ¢anak yapraklar ve trikomlarda bulunmustur. Bitkide
ayni zamanda, marrubiin’in 9. C’undaki hidroksi grubu yerine 9,13-epoksi kopriisii i¢eren
premarrubiin de teshis edilmis ve benzer dagilim gosterdigi bulunmustur. Marrubiin ile
neredeyse ayni kiitle fragmantasyonuna sahip olan premarrubiin, 1s1 ile marrubiin’e
dontismektedir. Toprak {istii kisimlarda tespit edilen diger diterpen bilesikler; manoil oksit,
4 diterpen (A-D), nerolidol, 0-kadinen, pagulen, germakren D, -kubeben, a-humulen, trans-

karyofillen, a-kopaen ve linalol’dir [71].

M. vulgare bitkisinin metanol ekstresinden bilinen labdan yapisinda diterpenoit bilesikler
marrubiin ve polyodonin yaninda yeni diterpenoitler olarak, oksomarrubiin ve diglukozit
yapisinda diterpenoit olan vulgarkozit A izole edilerek yapilari spektral tekniklerle
aydinlatilmistir [72].

Diger bilesikler

M. vulgare’nin yukarida belirtilen bilesikler disinda fitosteroller ve eser miktarda alkaloit
icerdigi bildirilmistir. Pentasiklik triterpen yapisinda ursolik asit, steroit yapisinda p-
sitosterol ve stigmasterol bitkinin toprak iistii kisimlarindan elde edilmistir [64,73]. Bitkide
eser miktarda alkaloit yapisinda betonisin ve izomeri olan turisin yaprak ve g¢igekli

kisimlarindan izole edilmistir [74-76]. Ayrica gesitli alkan tiirevi bilesikler olarak, 2-
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(omega-1)-dimetilalkan, 2-metilalkan, 3-metilalkan ve 3-(omega-9)-dimetilalkan M.

vulgare’nin toprak tstii kisimlarindan elde edilmistir [38].
2.3. Biyolojik Aktivite
2.3.1. Marrubium vulgare’nin halk arasinda ve homeopatide kullanimi

Bitkinin Avrupa, Pakistan, Brezilya, Tunus ve Fas’in ¢esitli bolgelerinde geleneksel
kullanim1 vardir. Halk arasinda, dahilen akut ve kronik bronsit, akciger nezlesi, solunum
yolu enfeksiyonlari, tiiberkiiloz, astim, sarilik, haricen de cilt yaralar1 ve cilt iizerinde gelisen
tilserde kullanimi 6nerilmektedir. M. vulgare infiizyonu, koloretik etkili marrubinik asit gibi
ac1 tada sahip bilesikler icermesinden dolay1 gastrik sekresyon stimulani olarak dahilen
kullanilir. M. vulgare, Norfolk ve Ingiltere’nin bazi bdlgelerinde, halk arasinda cay ve

sekerleri hazirlanarak kullanilir [8].

Almanya’da halk arasinda ac1 tadindan dolayz, istah arttirici ilag olarak kullanilirken, Anglo-
Amerika ve Akdeniz Bolgesi’nde solunum problemlerinde kullanimi yaygindir [8,77].
Geleneksel kullanimda, bogaz agrisinda, ¢esitli formlar1 hekimler tarafindan hazirlanmas,
balgamla birlikte gériilen bronsit tedavisinde de dnerilmistir. infiizyon seklinde; 1 tath kasig
bitki, bir bardak dolusu kaynamis suda hazirlanir. Surup olarak ise, Geo. M. Beringer
tarafindan verilen formiilasyona gore; 200 mg toz edilmis bitki, 750 mg seker, 125 mL
gliserin, toplamda 1000 mL olacak sekilde suyla tamamlanarak hazirlanir [2]. Oksiiriik,
soguk alginligi ve bogaz tahrislerinde seker formlar1 kullanmilir. Kurutulmus bitkinin
inflizyonu halsizlik ve soguk alginliginda kullanilirken, ¢aylar1 mide agris1 ve kolik

semptomlarini rahatlatir, ancak uzun siireli kullanim1 yiiksek kan basincina sebep olabilir

[9].

Bitki, ekspektoran, diyaforetik, diiiretik, ates diisiiriicii, emenagog ve tonik etkilere sahiptir,
yiiksek dozlarda laksatif etki gosterir [9]. Bitkinin sicak infiizyonunun ter bezlerini
indiikleyici etkisi bulunurken, soguk inflizyonlar1 sindirim sistemi {izerinde tonik etkili
olarak kullanilir [8]. Bitki, eski donemlerde kronik hepatit ve kasektik hastaliklarda
kullanilmustir [2]. Kolera ve uzun siiren atesin tedavisinde de etkilidir [17,78]. Taze bitkinin
inflizyon ve dekoksiyonu sitma tedavisinde kullanilir [9,17]. Cicek, yaprak ve gdvdesinin

inflizyonlar1 diyabet ve kardiyak problemlerde kullanilirken, toz halindeki yapraklar1 hafif



20

dezenfektan etkilidir [8,9]. Menstrual agrida ve menstrual diizensizliklerde, ugucu yag
iceriginden dolayi, infiizyon seklinde dispepsi ve amenorede kullanilir [8]. Yapraklarindan
yapilan macunlar romatizma ve yaniklar iizerine haricen uygulanir, ayrica agrili ve iltihaph

yaralarda haricen kullanilir [8,9].

Romalilar ve Misirlilar ise zehir antidotu olarak kullanmistir. M. vulgare 'nin infiizyonu,
meyve agaclarina piskiirtiilerek, tirtil kurtlarmin  6ldiirtilmesine yardimci olmustur.
Sindirimi kolaylastirici, bagirsak solucanlarini 6ldiirdiiriicii ve mide yanmasini tedavi edici
oldugu diisiiniilmiistiir. Soguk alginliginda, ilk soguk alginligr semptomlar1 basladiginda,
dokuz kiiciik par¢a yaprak, bir yemek kasig1 bal ile karistirilarak bogaz agrisi rahatlayincaya
kadar yavasca cignenerek kullanilmigtir. Cocuklarda oksiiriigii tedavi etmek igin, 4 tath
kasigi taze M. vulgare yapragi, 3 adet 6giitiilmiis kakule tohumu, bir ¢ay kasig1 6giitiilmiis
anason tohumu ve 2,5 bardak su ile seker formu hazirlanarak kullanilmaktadir. Brezilya’da
M. vulgare halk arasinda, enflamasyonu, solunum yolu ve gastrointestinal sistem

hastaliklarini tedavi etmede kullanilmaktadir [8].

M. vulgare, Misir’da eski zamanlardan beri Oksiiriik tedavisinde ekspektoran olarak
kullanilmaktadir. On altinc1 ylizyilda Elizabeth devri herbalistlerinden John Gerard ve on
yedinci yiizyilda Ingiliz herbalist Nicholas Culpepper, hiriltili solunum ve tiiberkiilozda
kullanilabilecegini belirtmistir. Hindistan ayurveda tibbinda, akut ya da kronik bronsit ve
bogmaca Oksiiriiglinii tedavi etme amaglh kullanilmaktadir [4]. Kurutulmus bitki ya da
tohumlarin dekoksiyonu ve taze bitkinin suyu, bal ile karigtirilarak nefes daralmasi ile
birlikte goriilen Oksliriigiin tedavisinde ve balgam soktiiriicli olarak kullanilir. Kadinlarda
adet dongiilerini baglatmak amaciyla ve dogum sonrasinda, ayrica zehirin viicuttan atilmasi
ve zehirli yilan 1sirmalarindan sonra da verilmektedir. Yapraklar bal ile birlikte kullanilarak
yara ve llserlerin tedavisinde, bitki suyu ise bal ile karistirilarak gorme duyusunun
tyilestirilmesi, burun tikanikliginin giderilmesinde, ayrica giilyag: ile birlikte kulak agrisinin
rahatlatilmasinda kullanilmaktadir. Galen, karaciger ve dalak tikanikliklarinin agilmasi,
akciger ve gogiisteki balgamin temizlenmesinde etkili oldugunu sdylemistir. Kaynatilan
yesil yapraklarindan hazirlanan merhemler, kopek 1siriklarinin iyilesmesinde, diken batmasi
sonucunda olusan agri ve sisliklerin hafifletilmesinde; sirkeyle birlikte kullanildiginda deri

hastaliklarinin temizlenmesi ve iyilesmesinde etkilidir [79].
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Kuzey Amerika yerlilerinin de Asya ve Avrupalilara benzer kullanimlar1 vardir. Cerokiler,
M. vulgare’nin inflizyonunu seker ile karistirarak hazirladiklar1 6ksiiriik surubunu, soguk
alginlig1 tedavisinde ve ses kisikliginda bogazi rahatlatmak amaciyla kullanmaktadir.
Costanoan kabilesi bitkinin yapraklarinin dekoksiyonunu 0Oksiiriik tedavisinde veya
yapraklari 1sitarak yaniklari tedavi etmek amaciyla kullanirlar. Isletalar ezilmis yapraklar:
antiromatizmal olarak, lapa seklinde sisliklerin iizerine uygularlar. Navaholar hazirladiklar
bitki infiizyonunu bogaz agrisin1 tedavi etme amacli, dekoksiyonunu influenza ve mide
agrisinda, koklerini ise dogum oOncesi ve sonrasinda jinekolojik tedavide kullanirlar.
Kawaisular da bitkinin yaprak ve ¢icekli toprak {iistli kisimlarindan hazirladiklart sicak ve
soguk sulu inflizyonlar1, oksiirik ve soguk alginligi tedavisinde; suruplari ise solunum

rahatsizliklarinda kullanmaktadir [10].

Ayrica M. vulgare homeopatik sistem igerisinde solunum yollari enflamasyonunda

kullanilmaktadir [3].

Diinya tizerinde geleneksel kullanimi yaygin olan M. vulgare bitkisinin tilkemizde de halk
arasinda c¢esitli rahatsizliklara kars1 kullanildig1 goriilmektedir. Cigekli dallari idrar arttirici,
gaz soktiirlicli ve gogiis yumusatict olarak kullanilmaktadir [11]. Gonen (Balikesir)
bolgesinde yapilan bir etnobotanik calismada, “keklik otu” yoresel adiyla bilinen M.
vulgare’nin ¢igcekli dallarindan hazirlanan infiizyonunun hazimsizlik, peptik {ilser,
gastroozofageal reflii, mide kanseri ve nonsteroidal antienflamatuvar ila¢ kullaniminin sebep
oldugu mide agrisina karsi kullanildig tespit edilmistir. Bu etkisinin ugucu yag igeriginden
kaynaklandigi belirtilmistir [80,81]. Buldan’da yapilan bir ¢alismada, halk arasinda “yak1”
olarak anilan karisimlarda M. vulgare’nin kullanilarak soguk alginlig, halsizlik ve ¢esitli
agrilari tedavi ettigi belirtilmistir [82]. Osmaneli (Bilecik) ve ¢evresinde yapilan etnobotanik
bir galismada, M. vulgare’nin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan gayin idrar soktiiriicti ve
g6giis yumusatici olarak kullanildig: tespit edilmistir [83]. Karaman ve Kocabas (2001),
tarafindan yaptilan bir ¢alismada, Kahramanmaras’ta halk arasinda “it sinegi” olarak bilinen
M. vulgare’nin ¢i¢ek ve yapraklarinin analjezik, antipiretik, istah agict ve Oksiiriik ilaci

olarak kullanildig: bildirilmistir [84].
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2.3.2. Marrubium vulgare iizerinde yapilan biyolojik aktivite calismalari

Analjezik etki

Farelerde olusturulan gesitli agri modelleri {izerinde yapilan bir ¢alismada, M. vulgare’nin
yaprak, govde ve koklerinin sulu alkollii ekstrelerinin analjezik etkileri arastirilmistir.
Intraperitoneal asetik asit enjeksiyonu ile fareler iizerinde olusturulan abdominal kasilma
tizerine M. vulgare ekstresi ve morfin’in karsilastirmali etkileri izlenmistir. M. vulgare sulu
alkollii ekstresinin intaperitoneal ve oral yolla uygulanmasi sonucunda, formalinle
indiiklenen agr1 iizerinde doza bagl olarak belirgin bir analjezik etki (p <0,05) gosterdigi
bildirilmistir. Ekstrenin ince tabaka kromatografisi ile analizi, bitkinin steroit ve terpenlere
bagli olarak analjezik aktivite gosterdigini ve kimyasal olarak indiikklenen akut agriy1 inhibe

ettigini géstermistir [22].

Yapilan diger bir ¢alismada, M. vulgare 'nin ana aktif bileseni marrubiin’in fareler tizerinde
oral ve sistemik yollarla uygulandiginda doza bagl antinosiseptif etkileri, %50’sini enfekte
etmek icin gerekli doz (IDso) hesaplanarak incelenmistir. Agr1 mekanizmasinda, bazi
ilaglardan daha etkili oldugu ve etkisinin uzun siire devam ettigi goriilmiistiir. Asetik asitle
indiiklenen kivranma testi ve formalinle indiiklenen agr testlerinde, marrubiin’in periferal
mekanizmalarin etkisiyle yiiksek aktivite gosterdigi izlenmistir. Farelere 30 dakika
oncesinde intraperitoneal olarak uygulanan marrubiin, asetik asitle indiiklenen agrida 2,2
umol/kg IDsg degeriyle yiiksek etki gosterirken, formalin testinde intraperitoneal ve oral
yollarla uygulamalari sonucunda hem birinci hem de ikinci fazda etki tespit edilmistir.
Sistemik olarak, birinci fazda 6,6 umol/kg, ikinci fazda ise 6,3 umol/kg IDso degerleri
hesaplanmistir. Kapsaisin’le indiiklenen norojenik agri testinde, 28,8 pmol/kg IDso

hesaplanarak doza bagli inhibisyon gozlenmistir [85].

Meyra-Silva, Yunes, Schlemper, Campos-Buzzi ve Cechinel-Filho (2005) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, marrubiin’in lakton halkasinin agilmasiyla olusan marrubinik asit ve
iki esterlesmis tiirevinin fareler iizerinde kivranma testi ile analjezik etkisi test edilmistir.
Marrubinik asit’in asetik asitle indiiklenen kivranma testinde istatistiksel olarak anlamli (p
<0,05) ve doza bagl bir antinosiseptif etki gosterdigi bulunmustur. Intraperitonal
uygulamada ise, 12 pmol/kg IDso degeriyle referans olarak kullanilan ilaglardan (aspirin ve

parasetamol) 11 kat fazla, marrubiin’e gore ise daha az aktivite gosterdigi bildirilmistir.
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Aktivitesi formalin, kapsaisin ve hot-plate testleri ile de desteklenmistir. Karboksil grubunun

verdigi asidik karakterin, antinosisiseptif aktivitede etkili oldugu diistiniilmiistiir [86].

Antienflamatuvar etki

Sahpaz, Garbacki, Tits ve Bailleul’in (2002) yaptiklari bir ¢alismada, M. vulgare’nin ¢igekli
toprak istii kisimlarindan elde edilen bes major fenilpropanoit esterinin (kafeoil-L-malik
asit, akteozit, forsitozit B, arenariozit ve ballotetrozit) antienflamatuvar etkileri
arastirtlmistir. Bu bes bilesigin, siklooksijenaz (COX) enzimlerini inhibe ederek
antienflamatuvar etki gosterdigi bildirilmistir. Non selektif COX inhibitorii olan
indometazin ve COX-2 enzim inhibitorii olan nimesulid referans ilaglar olarak kullanilarak,
fenilpropanoit esterlerinin COX enzimini inhibe edici etkileri test edilmistir. Akteozit ve
arenariozit, en giiclii COX-2 enzim inhibitorii etkiyi gostermistir. Ballotetrozit ¢ok zayif bir
COX-2 enzim inhibisyonu gosterirken, kafeoil-L-malik asit ise COX-2 enzimi {izerine

inhibitor etkide bulunmamugtir [20].

Stulzer, Tagliari, Zampirola, Cechinel-Filho ve Schlemper’in (2006) yaptiklari bir
caligmada, farelerin kulaklarinda Evans boyasi1 yontemiyle mikrovaskiilar ekstravazasyon
olusturularak, M. vulgare’nin temel bileseni olan marrubiin’in antiédematojenik aktivitesi
test edilmistir. Sodyum diklofenak ve deksametazon, referans antienflamatuvar ilaglar
olarak kullanmilmistir. Karragenin, histamin, serotonin, dekstran, bradikinin, kapsaisin,
madde P ve ovalbiimin intradermal enjeksiyon yoluyla farelerin kulaklarina uygulanmis;
marrubiin ve referans ilaglarin uygulamalarindan sonra IDso (mg/kg, i.p.) ve maksimum
inhibisyon (%) degerleri hesaplanmistir. Marrubiin’in, histamin (13,84 mg/kg ve %73,7),
bradikinin (18,82 mg/kg ve %70,0) ve karragenin (13,61 mg/kg ve %63,0) iizerinde anlaml
ve doza bagli antiodematojenik etkisi kanitlanmistir. Ayrica ovalbiimin ile indiiklenen alerjik

o6demde %67,6 inhibisyon degeriyle 6nemli derecede etki gosterdigi bulunmustur [21].

Vazorelaksan etki

M. vulgare’nin toprak istii kisimlarinin sulu ekstresinin, marrubiin ve marrubenol igerigi
nedeniyle vazorelaksan etki gosterdigi, verapamil ile karsilastirilarak kanitlanmistir. 10 nM
potasyum kloriir (KCI) depolarize soliisyonu, in vitro olarak farelerin aortik halkalarinda

kasilma olusturarak, marrubiin, marrubenol ve referans bilesik olarak verapamil’in
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(kalsiyum kanal blokorii) etkileri 6l¢iilmiistiir. Verpamil’den sonra, marrubiin ve en az

marrubenol’iin aortik kasilmalar inhibe ettigi izlenmistir [87].

Antihipertansif etki

M. vulgare sulu ektresinin hipotansif etkisi spontan olarak hipertansif siganlarda ve
normotensif Wistar-Kyoto si¢anlarda incelenmistir. M. vulgare sulu ekstresinin oral yolla
uygulamasi sonrasinda, spontan olarak hipertansif sicanlarin sistolik kan basincinda azalma
goriilmiistiir. Spontan olarak hipertansif siganlarda sulu ekstre su, sodyum ve potasyum
atilimin1 arttirmamuis, eX Vivo Ve in vitro olarak noradrenalin ve KCI’e (100 nM) kars1 sigan
aortasinin kontraktil cevaplarini inhibe etmistir. Inhibisyon spontan olarak hipertansif
sicanlarda daha fazla g6zlenmistir. Sonuglar M. vulgare sulu ekstresinin vaskiiler relaksan

aktivite tizerinden hipotansif etki gosterdigi sonucuna isaret etmistir [88].

M. vulgare sulu ekstresinin 10 hafta siireyle ex vivo, amlodipin ile karsilastirilarak spontan
olarak hipertansif sicanlarin damarlarindaki genisleme ve sistolik kan basincini disiiriicti
etkileri incelenmistir. M. vulgare sulu ekstresi ve refrans maddenin her ikisi de sistolik kan
basincinmi diigiirmiistiir. Amlodipin, sol ventrikiil, aorta ve mezenterik arterin agirliginda
azalma yaparken, sulu ekstre sadece aortada antihipertrofik etki gdstermistir. Mezenterik
arterin asetikolin’e relaksasyonu M. vulgare ektresi ile artmistir. Sonug olarak, M. vulgare
sulu ekstresinin sistolik kan basincini amlodipin’e yakin oranda disiirdigi ve
hipertansiyona bagli endotel fonksiyon bozukluklarinda iyilestirici etki gosterdigi tespit
edilmistir [24].

Antidiyabetik etki

Boudjelal, Henchiri, Siracusa, Sari ve Ruberto (2012), M. vulgare’nin toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan sulu ekstresinin, Wistar albino siganlar iizerinde in Vivo
antidiyabetik aktivitesini test etmistir. Sicanlarda intraperitoneal alloksan enjekte edilerek
diyabet olusturulmustur. Diyabet olusumu go6zlenen siganlara, 15 giin siireyle 2 giin
araliklarla, M. vulgare sulu ekstresinin farkli dozlar1 (100, 200 ve 300 mg/kg) ve referans
madde olarak glibenklamid (5 mg/kg) uygulanmistir. Oral yolla 200 ve 300 mg/kg dozlarda

uygulanan M. vulgare ekstreleri ile anlamli antidiyabetik ve hiperlipidemik etki
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gozlenmistir. Bu etkinin M. vulgare sulu ekstresinin flavonoitler ve verbaskozit tiirevleri

bakimindan zengin olmasindan kaynaklandig: belirtilmistir [23].

Antispazmodik etki

M. vulgare 'nin kok ve toprak tistii kisimlarinin sulu alkollii ekstrelerinin in vitro olarak diiz
kaslar tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ekstrelerin asetilkolin, bradikinin, prostaglandin
E>, histamin ve oksitosin gibi bazi ndrotransmitterlerin etkisini inhibe ettigi belirlenmistir.
Kolinerjik kasilmalarin selektif inhibisyonu ile bagirsak gecislerinde, kan damar akislarinda,

kardiak kaslarda ve brons diiz kaslardaki antispazmodik aktivite kanitlanmustir [29].

Antimikrobivyal etki

Mugla civarinda halk arasinda soguk alginligi, Oksiiriikk gibi solunum sistemi
rahatsizliklarinda kullanilan M. vulgare ¢igekli evresinde toplanmis ve bitkinin kurutulmus
toprak tistii kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresinin disk difiizyon metodu ile gesitli test
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivitesi antibiyotik diskler (penisilin,
ampisilin, amoksisilin+klavulanik asit, imipenem, sefaperazon, metisilin, oksasilin,
gentamisin ve nistatin) ile karsilastirilarak incelenmistir. M. vulgare etanol ekstresinin
incelenen Gram-pozitif bakteriler (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus, S. epidermidis), Gram-negatif bakteriler (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, P. stutzeri, Stenotrophomonas
maltophilia, Chryseomonas luteola) ve Candida albicans’a karsi antimikrobiyal etki

gostermedigi goriilmiistiir [89].

Baska bir ¢alismada, Hindistan’dan toplanan M. vulgare bitkisinin metanolli ekstresinin in
vitro antibakteriyel etkisi disk diflizyon yontemi ile ¢esitli patojen mikroorganizmalara kars1
test edilmistir. Bu g¢alismada, metanollii ekstrenin (50, 100, 200, 400 ve 600 mg/mL
dozlarinda) Gram-pozitif bakterilerden Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis ve S.
aureus’a karst ¢ok etkili, Gram-negatif bakterilerden Proteus vulgaris ve Escherichia
coli’ye kars1 kismen etkili ve diger bir Gram-negatif bakteri Pseudomonos aeruginosa’ ya

kars1 ise etkisiz oldugu bulunmustur [90].
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Yapilan diger bir ¢aligmada, M. vulgare metanol ve su ekstresinin rinit, otit, siniizit ve
farenjit gibi hastaliklarin etkeni olan Streptococcus pneumoniae’ye karst antibakteriyel
etkisi disk diflizyon yontemi ile arastirllmistir. Bitkinin metanol ekstresinin 256 pug/mL
minimum inhibitdér konsantrasyon (MIK) degeri ile &nemli derecede antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [91]. M. vulgare’nin yaprak, gévde ve ¢igeklerinden
hazirlanan sulu ekstrelerin, su distilasyonu sonrasinda kalan suyun ve elde edilen ugucu
yaglarin bal arilarinda goriilen American Foulbrood hastaligina sebep olan Paenibacillus
larvae bakterisinin ¢ogalmasi tizerine inhibitoér etkisi disk difiizyon yontemi ile test
edilmistir. Su distilasyonu sonrasi kalan suyun P. larvae’nin g¢ogalmasi iizerine yiiksek
inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur. Ucucu yag daha disiik inhibitoér etkide
belirlenmistir [92].

Zarai ve digerleri (2011) tarafindan Tunus’tan toplanan M. vulgare bitkisinin halk arasinda
antiseptik olarak kullaniminin dogrulanmasi amaciyla yapilan bir ¢aligmada, bitkinin toprak
st kisimlarindan elde edilen ugucu yagin ¢esitli patojen mikroorganizmalara kars1 in vitro
antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. 12 farkli patojen bakteri ve 4 farkli mantar tiiriine
kars1 antimikrobiyal etki, agar disk difiizyon metodu ile degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda, ugucu yagin ozellikle Gram-pozitif bakterilere (Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Bacillus
subtilis, B. cereus) kars1 6,6-25,2 mm araliginda inhibisyon zonu ve 1120-2600 pg/mL
araliginda MIK degerleri ile giiglii bir antibakteriyel etkiye sahip oldugu, Gram-negatif
bakterilere (Pseudomonas aeruginosa, Klebsielle pneumoniae, Escherchia coli ve
Salmonella sp.) karsi ise yiiksek direng gosterdigi bulunmustur. Test edilen funguslar
(Botrytis cinerea, Fusarium solani, Penicillium digitatum ve Aspergillus niger) arasinda ise
12,6 mm inhibisyon zonu ile B. cinerea’ye kars1 en giiglii antifungal etki gézlenmistir.
Calismanin sonucunda, M. vulgare ugucu yaginin baz1 Gram-pozitif patojenik bakteriler ve

B. cinerea’ye kars1 potent antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir [25].

M. vulgare bitkisinin taze yapraklarindan hazirlanan metanollii ekstrelerin (25-200 mg/mL
konsantrasyon araliginda) iriner sistem hastane enfeksiyonu ve cerrahi alan
enfeksiyonlarindan izole edilen ¢ok direngli 7 farkli bakteri tiiriine kars1 antimikrobiyal
etkileri, agar disk diflizyon ve mikrodiliisyon metodlari ile test edilmistir. Bunlardan ikisi
Gram-pozitif bakteri olan metisilin direngli Staphylococcus aureus ve besi de genis

spektrumlu beta laktamaz iireten Gram-negatif bakterilerdir (Escherichia coli, Proteus
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vulgaris, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Acinobacter baumanii).
Metanol ekstreleri disk diflizyon yonteminde metisilin direngli S. aureus’a kars1 7,5-15 mm
inhibisyon zonu ile en giiclii antibakteriyel etkide goriiliirken, A. baumanii (8,5-14 mm) ve
P. aeruginosa’ya (7-13 mm) kars1 digerlerine gore daha giiglii antibakteriyel etkide
bulunmustur. Mikrodiliisyon ydntemi ile metanollii ekstrelerin MIK degerleri
hesaplanmistir. Metanollii ekstreler metisilin direngli S. aureus ve A. baumanii’ye kars1 100
mg/mL konsantrasyonda yiiksek aktivite gosteriken; E. coli, K. pneumonia, P. vulgaris ve
P. aeruginosa’ya karsi ise 200 mg/mL konsantrasyonda daha duyarli bulunmustur. Bu
calismayla, M. vulgare’nin Gram-pozitif bakterilere, Gram-negatif bakterilerden daha etkili

oldugu desteklenmistir [27].

Cezayir’in kuzeydogu bolgesinden toplanan M. vulgare bitkisinin yapraklarindan hazirlanan
metanolli ekstrelerin agar disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile Gram-pozitif
bakteri Staphylococcus aureus ve Gram-negatif bakteri Escherichia coli’ye karsi
antibakteriyel etkileri test edilmistir. Calismanin sonucunda, ekstre E.coli’ye 18,5 mm ve S.

aureus’a 15,5 mm inhibisyon zonlar1 ile antibakteriyel etkide bulunmustur [93].

Tunus’un farkli bolgelerinden toplanan M. vulgare bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin, 3
Gram-pozitif (Staphylococus aureus, Streptococcus agalactiae, Entorococcus faecium), 3
Gram-negatif (Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa) ve 1
patojenik maya (Candida albicans) tizerindeki antimikrobiyal etkileri agar disk difiizyon ve
broth diliisyon yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Calismada, 6l¢iilen inhibisyon zonlari
ve hesaplanan MIK degerleri, ugucu yaglarin incelenen tiim bakteriler ve maya tiiriine karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigini kanitlamistir. Gram-pozitif bakterilere karsi, 10-15 mm
araliginda inhibisyon degerleri ile giiglii inhibitor etki goriilmiistiir. Gram-negatif bakterilere
kars1 daha diisiik inhibitor etki (E. coli’ye kars1 7-8 mm, S. typhimurium ve P. aeruginosa’ya

kars1 7-9 mm inhibisyon degerleri) gozlenmistir [54].

Bouterfas ve digerleri (2018), Cezayir’in kuzeybatisinda ti¢ farkli bolgeden topladiklar1 M.
vulgare’nin yapraklarindan hazirladiklar1 farkli polaritelerdeki ekstrelerin bazi patojenik
bakterilere kars1 (Escherichia coli, Bacillus cereus ve Proteus mirabilis) antibakteriyel
aktivitelerini disk difiizyon metodu kullanilarak incelemistir. Ham ekstre, hekzan ekstresi,
kloroform ve etil asetat ekstreleri ve kalan su ekstresi, dimetil formamid igerisinde ¢oziilerek

farkli konsantrasyonlarda (20-100 pg/mL) bazi patojenik bakterilere kars1 (Escherichia coli,
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Bacillus cereus ve Proteus mirabilis) test edilmistir. Ekstreler, 25-100 pg/mL araliginda
MIK degerleri ile yiiksek antibakteriyel etkide bulunmustur. Gram-pozitif bakterilerde,
Gram-negatif bakterilere gore daha yiiksek inhibisyon gozlenmistir [26].

Yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalari, genel olarak Gram-pozitif bakterilerin Gram-
negatif bakterilere gore ugucu yaglara daha duyarl oldugunu gostermistir [94]. Gram-negatif
bakterilerin dis membranindaki gegirgen bariyerin, antimikrobiyal ajanlarin hedef bolgeye
ulagsmalarini kisitlayarak daha direngli olmalarini sagladig: bildirilmistir [26,54]. Yapilan
calismalar, M. vulgare’den eclde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesinin, ana
bilesenlerin (y-6desmol, S-sitronellol, sitronellil format ve germakren D) additif, sinerjik ya
da antagonistik etkilerinden dolay1 olabilecegini gostermistir. Ugucu yaglarin 6jenol,
karvakrol gibi fenolik bilesikler bakimindan zengin olmasinin da antimikrobiyal aktiviteyi
destekledigi diistiniilmistiir [25,94]. Ayrica M. vulgare ugucu yagmin bilesiminde ana
bilesenler olarak bulunan karyofillen ve germakren D’nin yiiksek antibakteriyel ve
antifungal aktiviteye sahip oldugu [95], yagin igerigindeki terpenler yaninda tanenler gibi
aktif bilesiklerin de antibakteriyel etki gosterdigi [91] bildirilmistir.

Antibiyofilm etki

Cassandra ve digerleri (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, M. vulgare’nin kurutulmus
yaprak, govde ve ciceklerinden hazirlanan su ve etanol ekstrelerinin metisilin direncli
Staphylococcus aureus’da biyofilm olusturma ve g¢ogalmayi inhibe edici etkisi test
edilmistir. Antibiyofilm aktivite, ekstrelerin 8-512 ug/mL araligindaki konsantrasyonlarinda
MiKso ve MiKgo degerlerinin mikrodiliisyon broth metodu kullanilmasi ile 18 saatlik siire
sonunda olglilmiistiir. Ayrica, ekstrelerin 8-512 ng/mL araligindaki konsantrasyonlarinda 40
saat gelisim sonrasinda %50 inhibisyon gosteren doz (ICso) 6l¢iilmiis ve koklerin etanol
ekstresinin diisiik konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu engelledigi (1Cs=8 pg/mL ve
[C90=128 pg/mL) bulunmustur. Maksimum biyofilm engelleyici etki, %31 oraniyla 128
ug/mL konsantrasyonda goriilmiistiir [28].

Antioksidan etki

Kadri ve digerleri (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, M. vulgare’nin toprakiistii

kisimlarindan su distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin antioksidan kapasitesini 1,1-
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difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiiriicii test, p-karoten beyazlatma metodu ve
rediikleyici giiciin tayini ile tespit etmistir. DPPH radikal siipiiriicii etkisi sentetik
antioksidan butil hidroksi toluen (BHT) ile karsilastirilmistir. M. vulgare ugucu yaginin
sentetik antioksidan BHT’ye gore yaklasik 2 kat yiiksek antioksidan etkisi (ICs0=74 pg/mL)
tespit edilmistir. B-Karoten beyazlatma metodu ile M. vulgare ugucu yagmnin, BHT ye
(1C50=20,30 ng/mL) gore daha diisiik antioksidan aktivite (1C50=36,30 ug/mL) gosterdigi,
bununla birlikte lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. M. vulgare ugucu yaginin
Fe3* iyonunun rediiklenerek Fe?* formuna déniismesi ile dlgiilen demir rediikleyici giicii
sentetik antioksidan BHT ile karsilastirilmistir. M. vulgare ugucu yaginin 70 ug/mL
konsantrasyonunda sentetik antioksidan BHT ye (1,05+0,01) gore daha diisiik antioksidan
aktivite (0,45+0,032) gosterdigi kanitlanmistir. Calismanin sonucunda, ugucu yagin, dogal
kaynakli antioksidanlar igin etkili bir kaynak ve besinler i¢in koruyucu olabilecegi

diistintilmustiir [17].

M. vulgare’nin yapraklarindan hazirlanan aseton, deodorize aseton ve deodorize su
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri test edilmistir. 80 °C’de kanola yagi iginde (Brassica
napus L.), yiiksek antioksidan igerige sahip adagaymin (Salvia officinalis L.) aseton ve
deodorize aseton ekstreleri ile antioksidan etkileri karsilastirilmistir. Agirlik artist metodu,
peroksit degerinin tayini ve ve ultraviyole absorbans testleri sonucunda, M. vulgare’nin
aseton ve deodorize aseton ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, S. officinalis aseton ve
deodorize aseton ekstreleri ile karsilastirilabilir seviyelerde yiiksek bulunmus, deodorize su
ekstresinde ise anlamli bir aktivite gézlenmemistir. Her iki bitkinin de aseton ekstreleri

deodorize aseton ekstresinden daha yiiksek antioksidan 6zellikte belirlenmistir [18].

M. vulgare’nin taze toprak istii kisimlarindan hazirlanan aseton ekstresinin (250, 500 ve
1000 pg/mL konsantrasyonlarinda) antioksidan etkisi, DPPH radikal siipiiriicii aktivite testi,
Fe*? ferrozin testi ve demir indirgenme antioksidan kapasite analizi (FRAP) ile tespit
edilmistir. M. vulgare aseton ekstresi 1000 ng/mL konsantrasyonda %82,48+1,25 inhibisyon
degeri ile demir iyonuna karsi yiiksek selasyon kapasitesi gostermis, 1,522+0,036 FRAP
degeri ile de antioksidan etkisi kanitlanmistir. M. vulgare’nin diterpenler (marrubiin,
marrubenol), feniletanoitler (marrubozid) ve flavon tiirevlerinden zengin igeriginin, demir
iyonu ile selasyon kapasitesi ve FRAP testleri sonucunda kanitlanan antioksidan etkisinden

sorumlu oldugu disiiniilmistiir [96].
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Litvanya’dan toplanan M. vulgare’nin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanol-su
ekstresinin, butanol ve metil ter-butil eter fraksiyonlarinin on line DPPH ve 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal siipiiriicii kapasitesi HPLC metodu
kullanilarak arastirilmistir. Radikal stipiiriicii aktivite tespit edilen fraksiyonlardan cesitli
kademeler sonrasinda 5 aktif bilesik [5,6-dihidroksi-7,4’-dimetoksiflavon (ladanein), 7-O-
S-glukopiranozil luteolin, 7-O-g-glukuronil luteolin, verbaskozit ve forsitozit B] izole
edilmis ve bu bilesiklerin off line DPPH ve ABTS radikal siipiiriicii aktiviteleri referans
maddeler (rozmarinik asit ve troloks) ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. ABTS testinde,
verbaskozit ve forsitozit B’in yapilarindaki aglikon kisimlarinin benzerligi nedeniyle
rozmarinik asit’e benzer bir etki gosterdigi bulunmustur. DPPH testinde ise rozmarinik asit,
verbaskozit ve forsitozit B’den ii¢ kat daha etkili bulunmustur. ABTS testinde luteolin
glikozitlerinin etkisi aglikon yapilarinin ayni olmasindan dolay1 benzerlik gosterirken,
DPPH testinde 7-O-g-glukuronil luteolin’in etkisi glukopiranozil analogundan iki kat

yiiksek ve rozmarinik asit’e ¢ok yakin bulunmustur [19].

Cezayir’den toplanan M. vulgare’nin yapraklarindan hazirlanan metanol ve aseton
ekstrelerinin DPPH serbest radikal siiptiriicii aktivitesi, hidrojen peroksite karsi siipiiriicii
etkisi, total antioksidan kapasitesi ve demir rediikleyici giicii 6lgiilerek antioksidan aktivite
potansiyeli degerlendirilmistir. Ekstrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite degerleri
vitamin E, butil hidroksi anisol (BHA), rutin ve katesin ile karsilastirilmig, metanol
ekstresinin %52,53 ve aseton ekstresinin %51,90 degerleri ile DPPH radikalini inhibe ettigi
tespit edilmistir. Bu etkinin ekstrelerde yiiksek oranda bulunan feniletanoit glikozitleri ve
flavonoitlerden kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Tek basma tehlikeli olmayan hidrojen
peroksit, hiicre i¢inde hidroksil radikaline doniisebilmektedir. Hidrojen peroksitin siipiiriicii
degeri M. vulgare’nin metanol ekstresi i¢in %59,73 bulunurken, aseton ekstresinin degeri
belirlenememistir. Rutin’in siipiiriicii etkisi (%13,8) ile karsilagtirildiginda daha yiiksek,
BHA (%66,10) ve vitamin E’ye (%65,38) yakin aktivite gdstermistir. Yapraklarin metanol
ekstresinin total antioksidan kapasitesi (101,82 mg/g), aseton ekstresine (85,71 mg/g) gore
daha yiiksek bulunmustur. Metanol ekstresinin daha yiiksek oranda flavonoit ve tanen
iceriginin aktiviteyi arttirabilecegi bildirilmistir. Ekstrelerin demir rediikleyici giigleri
konsantrasyona bagli olarak artmistir. Bu etkinin, bitkide bulunan, serbest radikalleri daha
stabil hale getirerek radikal zincir reaksiyonlarini durduran antioksidan etkili flavonoitlerden

kaynaklandigi diistiniilmistiir [68].
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Diger bir ¢aligmada, M. vulgare’nin toprak tstii kisimlarindan elde edilen etanol, etil asetat
ve kalan su fraksiyonlarinin DPPH serbest radikal stipiiriicii aktivitesi incelenmistir. Etil
asetat fraksiyonunun DPPH siipiiriicii potansiyeli (92,4+7,3 pg/mL), etanol (118,2+5,7
ug/mL) ve kalan su fraksiyonlarimin (105,78+5,7 pg/mL) potansiyellerine gére anlamli
Olgiide yiiksek bulunmustur. Etil asetat fraksiyonunun 68,98-118,15 pug/mL araligindaki
%350 inhibisyon gosteren konsantrasyon (I1Cso) degeri ile de yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip oldugu kanitlanmistir. Serbest radikallerin zincir reaksiyonlar1 ve oksidasyonlarini
geciktirerek ya da engelleyerek gosterdikleri antioksidan etkinin, flavonoit ve fenolik asit

iceriklerinden kaynaklanmakta oldugu diisiiniilmiistiir [67].

Yapilan c¢alismalarda, M. vulgare ugucu yaglarinin antioksidan aktivitesinin yapisinda
bulunan hidroksilli bilesiklerin etkilesiminden ya da oksijen igeren bilesiklerin sinerjik
etkisinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir [17]. Tanenler, flavonoitler, timol, karvakrol ve
ojenol gibi fenolik bilesikler antioksidan aktivitede en etkili bilesikler olarak belirlenmistir
[18,93,97].

Kolinesteraz inhibitor etki

M. vulgare’nin taze toprak {Usti kisimlarindan hazirlanan aseton ekstresinin
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraza karsi inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Aseton
ekstresinin 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla %62,70+1,33, 67,53+1,95
ve 76,30+£0,18 inhibisyon degerleri ile asetilkolinesteraza; 25 ve 50 ug/mL
konsantrasyonlarinda ise sirasiyla %55,68+1,25 ve 83,51+1,27 inhibisyon degerleri ile
biitilkolinesteraza kars1 yiiksek inhibitor etkisi kanitlanmistir. Aseton ekstresinin
icerigindeki Gjenol’den dolay1 biitilkolinesteraza karsi giiclii inhibitor etki gosterdigi
diistiniilmiistiir [96].

Sitotoksik etki

M. vulgare ugucu yaginin insan servikal kanser hiicre hattina (HeLa) kars1 in vitro sitotoksik
etkisi, kolorimetrik yontemle, bir tetrazolium boyasi olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ile test edimistir. Ugucu yagin ¢esitli konsantrasyonlarda
(3,91-3000 pg/mL) HeLa hiicrelerinin canlilik oranlart iizerine etkisi, ugucu yag

konsantrasyonundaki artisa bagli olarak azalmistir. Ucgucu yagm 250 pg/mL
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konsantrasyonunda HeLa hiicreleri %27 oraninda zarar goriirken, 500 pg/mL iizerindeki
konsantrasyonlarda tiim hiicreler tahrip olmustur. Ugucu yagin Hela hiicrelerinin
proliferasyonunu 0,258 pug/mL ICsg degeri ile inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
M. vulgare ugucu yagimin HeLa hiicrelerine kars1 yiiksek sitotoksik etki gosterdigi, etkiden

de seskiterpenlerin sorumlu olabilecegi diigiiniilmiistiir [25].

M. vulgare’nin tiim kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresi ve bu ekstrenin hekzan,
kloroform, etil asetat ve n-butanol fraksiyonlarinin MTT testi ile Afrika yesil maymun
bobrek epitel hiicre kiltiirii (Vero) tizerinde sitotoksik aktivitesi test edilmistir. 1Csg
degerleri ham ekstre i¢in 90 ug/mL, hekzan fraksiyonu i¢in 140 pg/mL ve kloroform
fraksiyonu icin 140 pug/mL olarak bulunmus, etil asetat ve n-butanol fraksiyonlarinda
inhibisyon goriilmemistir. Calisma sonucunda, M. vulgare’den hazirlanan 6rneklerin Vero

hiicreleri {izerine sitotoksik etkisinin olmadig: bildirilmistir [98].

M. vulgare’nin toprak istli kisimlarindan hazirlanan hekzan ve metanol esktreleri ile
metanol ekstresinin diklorometan ve etil asetat fraksiyonlarinin, solid ve hematolojik kanser
orijinli hiicre tiplerini igeren insan kanser hiicre hatti panelinde in vitro sitotoksik etkileri
incelenmistir. M. vulgare diklorometan fraksiyonunun kolorektal kanser hiicre hatti
(SW620) tizerinde %33,11 canlilik ve 10,58+4,37 ICso degeri ile belirgin sitotoksik etkisi
tespit edilmistir. Bununla birlikte diklorometan fraksiyonunun akut T-16semi hiicrelerine
(Jurkat) 11,54+2,83 ve non-Hodgkin lenfoma hiicrelerine (Jeko-1) kars1 6,04+2,77 1Cso
degerleri ve %6’dan az canlilik oranlari ile yiiksek sitotoksik etkisi kanitlanmigtir.
Glioblastoma (LN229), glioblastomamultiforme (T98G), glioblastoma (U87MG),
kolorektal adenokarsinoma (SW480), prostat adenokarsinoma (PC-3), osteosarkoma
(U20S) ve normal, embriyonik fibroblast (NIH3T3) hiicrelerine karsit ise etkili

bulunmamustir [32].

Paunovic ve digerleri (2016), M. vulgare’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan etanol
ekstresinin in vitro antimelanoma ve antiglioma etkilerini test etmistir. Kristal viyole, MTT
ve laktaz dehidrogenaz testleri ile etanol ekstresinin doza bagli olarak melanoma (B16) ve
glioma (U252) hiicrelerinin canlilik oranlarimi azalttig1 tespit edilmis, ICso degerleri ortalama
120 pg/mL bulunmustur. Caligma sonucunda, bitkinin B16 ve U251 hiicre hatt1 iizerinde
giclii sitotoksik etkisi kanitlanmistir [31].
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Son zamanlarda Okur, Karakas, Karadag, Yilmaz ve Demirci (2019) tarafindan yapilan bir
calismada, M. vulgare’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin
glioblastoma multiforme hiicre hatlar1 (U87, LN229 ve T98G) iizerinde in vitro sitotoksik
aktiviteleri % canlilik degerleri dlgiilerek arastirilmistir. Hiicre hatlarina etki glioblastoma
multiforme’nin standart tedavisinde kemoterapétik ila¢ olarak kullanilan temozolomid ile
karsilastirilmistir. Calisma sonuglarina gére, M. vulgare ekstresi U87 hiicre hatt1 {izerinde
%69,9 (p =0,0081), LN229 hiicre hatt1 iizerinde %71 (p =0,028) hiicre canliligina sebep
olarak belirgin sitotoksik aktivite gostermistir. ICso Degerleri U87 hiicre hatti i¢in 270,3 uM,
LN229 i¢in 343,9 uM olarak bulunmustur. T98G hiicre hatt1 i¢in hiicre canliliginda belirgin
diistis gézlenmemekle birlikte, 1Cso degeri 336,6 uM olarak tespit edilmistir [30].

Yine son yillarda Kozyra ve digerleri (2019) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, M.
vulgare nin ¢igekli kisimlarinin metanollii ekstresi ve bu ekstreden hazirlanan 3 polifenolik
fraksiyonu (nonhidrolize, asidik ve alkalin hidroliz fraksiyonlar1) MTT testi ile insan
melanoma kanser hiicre hatti (A375) ve normal insan cilt fibroblastlar1 (BJ) iizerindeki
sitotoksik etkileri bakimindan arastirilmistir. Triton X-100 pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Sadece nonhidrolize fenolik asit fraksiyonu A375 kanser hiicreleri lizerinde
sitotoksik etki gostermis (ICs0=74,16 ug/mL), normal fibroblast hiiclerini etkilememistir.
Asidik ve alkalin hidrolizleri sonucunda elde edilen fraksiyonlarda aktivitenin gériilmemesi,
fenolik bilesiklerin esterlesmis formlarinin sitotoksik etkiye sebep oldugu seklinde

degerlendirilmistir [99].

M. vulgare yapraklarinin metanol ekstresinin antiproliferatif etkisinin incelendigi bir
caligmada, ekstrenin pro-apoptotik nonsteroidal antienflamatuvar ilaglar ile aktive edilmis
gen (NAG-1)’de fonksiyonel reseptor artisi ile hiicre cogalmasini baskiladigi ve bu yolla
apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. M. vulgare yapraklarinin apoptoz ve hiicre dongiisii
diizenleyici gen tlizerindeki etkisi Western blot analiz yontemi ile arastirilmistir. Kolorektal
adenokarsinom hiicreleri (HCT-116), 10 ve 100 pg/mL M. vulgare ekstresi ile 24 saat
muamele edilmistir. Proapoptotik protein NAG-1, ekstrenin 100 pg/mL’ye ulasmasi ile
artmistir. Bu kemopreventif etkinin M. vulgare’nin yapraklarinda bulunan marrubiin ve

marrubenol gibi diterpenoitlerden kaynaklandig diisiiniilmiistiir [100].
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Gastroprotektif etki

Oliveira ve digerleri (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, M. vulgare yapraklarinin
metanol ekstresi ve yapraklarindan elde edilen diterpen yapida marrubiin’in in vivo
gastroprotektif etkileri fareler tizerinde incelenmistir. Etanolle indiiklenen tilser modelinde,
tim parametlerde belirgin azalma gozlenmis, iyilestirme oranlar1 metanol ekstresi i¢in 50
mg/kg dozda %49,31+0,57, 100 mg/kg dozda 74,31+0,91 ve referans madde omeprazol igin
30 mg/kg dozda 79,86+0,59 olarak bulunmustur. Indometazin’le indiiklenen iilser
modelinde ise, lilser inhibisyon yiizdeleri metanol ekstresinin 50 ve 100 mg/kg dozlar1 igin
sirasiyla %66,24+4,30 ve 82,17+4,09; pozitif kontrol grubu 30 mg/kg simetidin i¢in
67,52+4,38 olarak hesaplanmistir. Her iki modelde de marrubiin (25 mg/kg) kontrol grubu
ile karsilastirildiginda tiim parametrelerde belirgin diisiisler saglamistir (p <0,01). Ayrica M.

vulgare ekstreleri ve marrubiin pH ve mukus olusumunda belirgin artis saglamigtir [33].

2.3.3. Etki ve kullanihig

Dahili kullanilis

Marrubii  herba siskinlik ve gaz gibi dispeptik sikayetlerde ve istah kaybinda
kullanilmaktadir [3,4,14]. Ac1 bilesikleri nedeniyle tonik etkisinden dolayz, istah1 arttirmakta
ve mide fonksiyonlarini desteklemektedir [50]. Marrubiin’in lakton halkasinin agilmasi ile
olusan marrubiinik asit’in koloretik etkisinden dolayr safra kesesi ve karaciger

hastaliklarinda kullanilmaktadir [4].

Marrubiin ve ucucu yag iceriginden dolayi, solunum yollar1 mukozasinda salgi
stimiilasyonunu saglayarak ekspektoran etki gostermektedir. Ekspektoran etkisi nedeniyle

akut bronsit, kuru 6ksiiriik ve solunum yollari rahatsizliklarinda kullanilmaktadir [4,15].

Antispazmodik ve uyarici etkileri i¢in ¢ay olarak kullanilmakta, bas agris1 iizerinde de etki

gostermektedir [38].

M. vulgare, kalp ritmini normalize etmekte ve diizenlemektedir [50].
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Harici kullanilis

Haricen taze yapraklari lapa seklinde yara ve kesikler tizerinde kullanilmaktadir [101].

2.3.4. Verilis yollar1 ve dozu

M. vulgare’nin taze toprak istii kisimlar1 ve kurutulmus ¢igekli dallarindan degisik

hazirlama sekilleri bir¢ok farmakope, kodeks, monograf ve kitaplarda yer almaktadir.

Maserasyon: Siskinlik ve gaz gibi dispeptik sikayetler ve solunum yollar1 rahatsizliklarinda,
taze Marrubii herba’dan hazirlanan (1:0,70-0,90) maserat yetiskinlerde ve 12 yas lizeri
cocuklarda, dahilen giinde 3 kez 10-20 mL [14] veya 2-6 yemek kasig1 [16], ya da 30-60 mL

[3] 6nerilmektedir.

Infiizyon: 1-2 g drog iizerine kaynar su eklenip 5-10 dak bekletilip siiziilmesi ile hazirlanan
inflizyonu, ekspektoran etki i¢in giinde 3 kez kullanilir [3,4,6,14,16]. Koleretik etki i¢in,
hazirlanan cay yemeklerden 30 dk once icilmelidir [16]. Baska sekilde tarif edilmedigi
slirece, drog i¢in giinliik doz 4,5 g olarak belirtilmistir [4,14,16].

Swvr ekstresi: %20 Etanol ile seyreltilerek hazirlanan (1:1) siv1 ekstresi ise glinde 3 kez 2-4
ml dozlarda kullanilir [3,6]. Solunum yollarinda sekretolitik etki i¢in, Marrubii herba’dan
%30 etanol (v/v) kullanilarak hazirlanan (1:0,9-1,1) siv1 ekstre dahilen giinde 3 kez 1,5-2
mL Onerilmektedir [14].

Homeopatik kullanimi: Dahilen, akut durumlarda 30-60 dakikada 1 kez, kronik durumlarda
giinde 1-3 kez 5 damla, 1 tablet ya da 10 globiil kullanilir. Parenteral olarak, akut durumlarda
giinde 3 kez, kronik durumlarda giinde 1 kez 1-2 mL (subkutan) kullanilir [3].

2.3.5. Preparatlan

Preparatlarda M. vulgare bitkisinin ¢ay olarak hazirlanan preparatlarinin yanisira damla,

tentiir, kapstil ve seker formlar1 da piyasada satisa sunulmustur.

Tiirkiye’de prospektiisiinde endikasyon belirtilerek satilan preparatt bulunmamaktadir.

Yurtdisindaki preparatlarindan bazi 6rnekler asagida verilmistir (Resim 2.2).
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2.3.6. Tlac etkilesimi ve diger etkilesimler

Diyabetik hastalarda, orta siddette gastrointestinal reaksiyonlara sebep oldugu bildirilmistir
[14].

2.3.7. Uyarilar ve advers etkiler

Lamiaceae familyasinin diger bitkilerine hassasiyeti olan kisilerde, safra kanali ve bagirsak
tikanikliklar ile kolanjit ve karaciger hastaligi olan kisilerde kullanilmamalidir. Safra tasi,
aktif peptik iilser ve diger safra rahatsizliklarinda dikkatli kullanilmalidir. 12 yasin altindaki

¢ocuklarda yeterli veri bulunmadigi i¢in kullanimi tavsiye edilmemektedir [14].

M. vulgare 'nin bitki suyu tahris edici madde igeriginden dolayi, kontakt dermatite sebep
olabilmektedir [6,101]. Hayvanlar iizerinde kardiyoaktif 6zellikleri ve 5-hidroksitriptamin

lizerine antagonize edici etkisi kanitlanmistir [6].

2.3.8. Gebelik ve laktasyon

M. vulgare, diisiige sebep olmakta ve emanagog etkisinden dolayr menstrual dongiiyii
etkilemektedir. Hayvanlar {izerinde rahim uyarici etkisi kanmitlanmistir. Bu nedenle
hamilelikte kullanimindan kaginilmahdir [3,6,110]. Laktasyon doneminde de asiri

kullanimindan kaginilmasi onerilmistir [6].

2.3.9. Kullanim siiresi

Soguk alginhigina bagl oOksiiriik tedavisinde ekspektoran amacli kullanimda, 1 hafta
kullanim sonrast semptomlarin devam etmesi durumunda doktor kontroliinde
kullanilmahdir. Gaz, sigkinlik gibi dispeptik sikayetlerde ve istah kaybinda ise 2 hafta
kullanim sonrast semptomlarin devam etmesi durumunda doktor kontroliinde kullanilmalidir

[14].
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2.3.10. Dikkat gerektiren isler

Herhangi bir kayit bulunmamaktadir.

2.3.11. Doz asim

Marrubiin’in kardiyoaktif ve antiaritmik etkileri olmakla birlikte, bitkinin yiiksek dozlarinin
aritmilere sebep oldugu belirtilmistir [6]. M. vulgare, yiiksek dozlarda kullanildiginda, ac1
madde iceriginden dolayi istah kesilmesi ve sekretolitik etkide inhibisyon, hassas kisilerde

de bas agrisina sebep olabilmektedir [14].

2.3.12. Saklama

Herhangi bir kayit bulunmamaktadir.

2.3.13. Toksisite

Bitkinin lizerinde yapilan toksisite ¢alismasi olmamakla birlikte, fareler iizerinde yapilan bir
calismada, marrubiin’in LDso dozu 370 mg/kg olarak belirlenmistir. Ugucu yaginin
Schistosoma mansoni ve S. haematobium parazitleri igin biiyiikk ol¢iide toksik oldugu
bildirilmistir [6]. Bitkinin metanol ekstresinin toksik dozu 2000 mg/kg’1n lizerindedir [14].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Marrubium vulgare L. (Lamiaceae) Antalya, Cirali, Yanartas yolu iizerinden bitkinin
ciceklenme mevsiminde, 12 Nisan 2018 tarihinde toplanmis (Resim 3.1) herbaryum
ornekleri hazirlanarak teshisi Prof. Dr. Hayri DUMAN tarafindan yapilmistir. Herbaryum
ornekleri Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu’nda (GAZI, herbaryum no: NK3)

saklanmaktadir.

Resim 3.1. Marrubium vulgare L., Cirali, Antalya (Foto: Nurgiin Kiiciikboyact)

3.2. Yontem

3.2.1. Ucucu yagin elde edilmesi

M. vulgare’nin oda sicakliginda gélgede kurutulmus ¢icekli toprak iistii kisimlart kiigiik
parcalar halinde kesilerek, 437,89 g olarak tartilmistir. Drog 2 L.’lik cam balona konulduktan
sonra tizerine 1000 mL distile su eklenerek Clevenger apareyinde 3 saat distilasyon islemi

uygulanmistir. Siire sonunda apareyin sogumasi beklenerek, ugucu yag olgekli kisimda
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toplanmistir (Resim 3.2). Elde edilen ugucu yag ¢ok az miktarda oldugundan, Clevenger
apareyinden n-hekzan ile alinarak, GC ve GC-MS analizleri gergeklestirilmistir.

Resim 3.2. Ugucu yagin Clevenger apareyi ile elde edilmesi

3.2.2. Ucucu yagin gaz kromatografisi (GC) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi
(GC/MS) ile analizi

Elde edilen wugucu yagm kompozisyonu Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GC/MS) sistemlerinin es zamanli analizleri ile

belirlenmistir.

GC analiz kosullari

Sistem: Agilent 6890N GC

Kolon: Innowax FSC kolon (60 m x 0,25 mm, 0,25 pum film kalinligr)

Tas1y1 gaz: Helyum (0,8 mL/dak.)

Sicaklik programi: 10 dak. 60 °C’de, 4 °C/dak. artisla 220 °C’ye arttirilmig, 220°C’de 10
dak. tutulmus, 1 °C/dk artisla 240 °C’ye ¢ikarilmistir.
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Dedektor: 300 °C, FID (Alev iyonlasma dedektorii)

Bilesiklerin relatif tutunma indislerinin (RRI) hesaplanmasinda n-alkanlar referans olarak
kullanilmigtir.  Bilesiklerin ugucu yag icerisindeki relatif oranlar1 elde edilen
kromatogramdan bilgisayar yardimi ile hesaplanmistir. GC sisteminde kolonda ayrilan

ucucu bilesiklerin her birinin GC/MS sisteminde kiitle spektrumlar1 alinarak tanimlanmastir.

GC/MS kosullar

Sistem: Agilent 5975 GC-MSD

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

Tasiy1 gaz: Helyum (0,8 mL/dak.)

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

Split oran1: 40:1

Iyon kaynag sicakligi: 250 °C

Iyonizasyon enerjisi: 70eV

Kiitle aralig1: 35-450 m/z

Ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi i¢in “Wiley GC/MS kiitiiphanesi (MassFinder
Software 4.0)” ve “Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi” kullanilmigtir [111,112].

3.2.3. Ucucu yagin sitotoksik aktivite tayini

Sitotoksisitenin degerlendirilmesi, yaygin olarak kullanilan, enzimatik test yontemlerinden
biri olan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi ile
yapilmistir. Bu yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon

mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda
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coziinmeyen formazan’a indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin
bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul
edilmektedir. M. vulgare’nin geleneksel tedavide Oksiiriikk, bronsit, solunum yollar
enfeksiyonu gibi akciger hastaliklarinda kullanilmasi nedeniyle sitotoksisitenin

belirlenmesinde hedef hiicreler olarak akciger hiicre hatlar1 se¢ilmistir.

Hiicre kiiltiirii

Calismada sitotoksisitenin belirlenmesi amaci ile insan akciger epitel kasinoma hiicre hatti
(A549) ve saglikli insan bronsiyal epitel hiicresi (BEAS-2B) kullanilmistir. Kanser hiicreleri
%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 antibiyotik (penisilin—streptomisin) iceren DMEM
besiyerinde, saglikli hiicreler ise %20 FBS, %1 L-glutamin, %1 antibiyotik (penisilin—
streptomisin) igeren RPMI besiyerinde 37°C’de % 5 CO; igeren inkiibatdrde Tos flasklarda
kiiltiire edilmistir. Hiicreler yeterli confluent diizeyine ulastiginda, deneye alinmadan 6nce
tripan mavisi metodu ile canli hiicre sayimi yapilmistir. Bu yontemde hiicreler
tripsinlendikten sonra santrifiij edilmis ve pellet 5 mL besiyeri ile resiispande edilmistir.
Restispansiyondan 10 pL alinarak 1:1 oraninda % 4’liik tripan mavisi ile karistirilmistir.
Karisimdan 10 pL alinip Neubauer lamina uygulanmistir. Neubauer laminda canli hiicre

sayimi yapilmistir.

Calisma tasarimi

M. vulgare’den elde edilen ugucu yagin sitotoksik aktivitesi, deney sisteminde son
konsantrasyonu en yiiksek 1000 pg/mL olacak sekilde 7 konsantrasyonda ¢aligilmustir (1, 3,
10, 30, 100, 300 ve 1000 pg/mL). Ugucu yag dimetilstilfoksit (DMSO) ile ¢6ziilmiistiir.
Hiicrelerin DMSO kaynakli zarar gérmemesi i¢in test sisteminde %0,2 (v/v)’yi gegmemesi
g6z Onilinde bulundurulmustur. Test sistemine negatif kontrol (besiyeri), ¢oziicii kontrol
(DMSO) ve pozitif kontrol (doksorubisin 0.3, 1, 3, 10 ug/mL) eklenmistir. Her deney 3 kez

tekrarlanmis, en az ikiser 6rnek olacak sekilde calisilmustir.

MTT testi

MTT analizi i¢in; 96 gukurlu plakalarda her bir kuyucuga 6000 hiicre ekilmis, %70 biiyiime

saglandiginda belirlenen konsantrasyonlarda ugucu yag ve kontrollerin uygulamasi
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yapilmistir. Hiicreler 48 saat boyunca inkiibe edilmis, siire sonunda indiiklenen hiicrelerden
besi yeri uzaklagtirilmigtir. Bu asamada hiicreler mikroskop altinda gozle de
degerlendirilerek madde uygulamasina bagl hiicre degisimleri kontrol edilmistir. Her bir
cukura 200 pL yeni besiyeri ve 50 pL 1g/L konsantrasyondaki MTT ¢o6zeltisi eklenmistir.
Ardindan hiicreler 3 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrasi cukurlardaki karigim
uzaklastirilarak her ¢ukura 160 uL. DMSO ilave edilmistir. Pipetaj ile olusan formazan
kristallerinin ¢oziinmesi saglanarak ELISA okuyucuda 570 nm’de absorbans degerleri
okunmustur. Coziicli kontrol olarak calisilan hiicrelerin canliligi %100 olarak alinmis, ICso

degerleri hesaplanmustir.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizlerde GraphPad Prism programi kullanilmistir. Hiicre canlihig1 degerleri %
+ standart hata olarak gosterilmistir. Konsantrasyonlar arasindaki % hiicre canlilig1 degerleri
tek tonlii varyans analizi ile degerlendirilmis, ileri analizler Tukey’s ¢oklu karsilastirma
testleri ile yapilmistir. 1Cso hesaplamasi dogrusal olmayan regresyon ile belirlenmistir. P

<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ugucu Yagm Verimi

M. vulgare’nin kurutulmus ¢igekli toprak iistii kisimlarindan Clevenger apareyi kullanilarak
uygulanan 3 saat su distilasyonu isleminin ardindan ¢ok az miktarda, acik sar1 renkte ugucu

yag elde edilmistir.

4.2. Ugucu Yagim Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometrisi (GC/MS) ile Analiz Sonuglari

M. vulgare toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin analizi Gaz Kromatografisi
(GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GC/MS) sistemlerinin es zamanli
uygulanmasi ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.1). Ugucu yagda teshis edilen bilesikler, relatif
tutunma indisleri (RRI) ve bilesiklerin yiizde (%) miktarlar1 Cizelge 4.1’de gosterilmistir.
Analiz sonuglarina goére, M. vulgare ugucu yagimin 62 bilesige karsilik gelen %75,9’u
aydmnlatilmistir. Ugucu yagin yiiksek oranda seskiterpen hidrokarbon bilesikleri (%41,0) ve
daha az miktarda oksijenli seskiterpen bilesiklerini (%8,9) igerdigi belirlenmistir. Sonugta,
ucucu yagin ana bilesik olarak f-karyofillen (%25,6) tasidigi, takiben a-humulen (%4,9), ve
(E)-nerolidol (%4,0) igerdigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Marrubium vulgare toprak tistii kisimlarinin ugucu yag bilesimi

RRI Bilesik ad1 %
1225 (Z)-3-Hekzenal 0,9
1244  Amil furan (2-Pentil furan) 0,4
1393 3-Oktanol 0,2
1400 Nonanal 0,2
1443 Dimetil tetradekan* 1,1
1452 1-Okten-3-ol 2,4
1495 Bisikloelemen 0,2
1497 a-Kopaen 0,6
1500 Pentadekan 0,2
1506 Dekanal tr
1535 f-Borbonen 0,4
1541 Benzaldehit 0,1
1553 Linalol 2,0
1568 trans-a-Bergamoten 0,2
1594 trans-f-Bergamoten 0,2
1600 p-Elemen 0,4
1611 Terpinen-4-ol 0,2
1612 p-Karyofillen 25,6
1638 p-Siklositral 0,5
1659 f-Gurjunen 0,2
1668 (Z)-p-Farnesen 0,2
1669 Seskisabinen 3,3
1687 a-Humulen 4,9
1695 (E)-p-Farnesen 0,1
1700 Heptadekan 0,2
1706 a-Terpineol 0,2
1722 2-Undekanol 0,6
1726 Germakren-D 1,7
1741 p-Bisabolen 1,3
1755 Bisiklogermakren 0,4
1773 o-Kadinen 0,8
1808 Nerol 0,2
1815 2-Tridekanon 0,2
1830 p-Damaskon 0,1
1857 Geraniol 0,3
1900 Nonadekan 0,2
1958 (E)-p-iyonon 2,7
1973 Dodekanol 0,2
2008 Karyofillen oksit 2,8
2036 2-Pentadekanon 0,3




Cizelge 4.1. (devam) Marrubium vulgare toprak tistii kisimlarinin ugucu yag bilesimi

RRI Bilesik adi %
2050 (E)-Nerolidol 4,0
2071 Humulen epoksit-11 0,7
2100 Heneikosan 0,8
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 2,7
2135 Benzil tiglat 0,5
2148 (Z)-3-Hekzen-1-il benzoat 2,5
2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)-furanon 0,5
2186 Ojenol 1,0
2200 3,4-Dimetil-5-pentil-5H-furan-2-on 0,2
2200 Dokosan 0,2
2226 Metil hekzadekanoat (=metil palmitat) 0,3
2300 Trikosan 0,6
2316 Karyofilla-2(12),6(13)-dien-5B-ol (=Karyofilladienol I) 0,2
2324 Karyofilla-2(12),6(13)-dien-5a-ol (=Karyofilladienol I1) 0,6
2384 Farnesil aseton 0,5
2389 Karyofilla-2(12),6-dien-5a-ol (=Karyofillenol I) 0,4
2392 Karyofilla-2(12),6-dien-54-ol (=Karyofillenol 1) 0,2
2431 Metil oktadekanoat (=Metil stearat) 0,3
2456 (Z)-9-Metil oktadekanoat (=Metil oleat) 0,2
2509 (Z,2)-9,12-Metil oktadekadienoat (=Metil linoleat) 0,1
2524 Abietatrien 0,2
2622 Fitol 2,5

Oksijenli Monoterpenler 3,9
Seskiterpen Hidrokarbonlar 41,0
Oksijenli Seskiterpenler 8,9
Diterpenler 2,7
Yag asitleri+esterler 0,9
Digerleri 18,5
Toplam 75,9

RRI: n-alkanlar kullanilarak hesaplanan relatif tutunma indisleri; % : FID verisinden hesaplanmistir;
tr: Eser miktar (< 0.1 %); * izomer tanimlanamadi.
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Sekil 4.1. Marrubium vulgare ugucu yaginin kromatogrami

Anabilesenler; 1: 1-Okten-3-ol; 2: Linalol; 3: g-Karyofillen; 4: Seskisabinen; 5: a-Humulen;
6: (E)-p-Iyonon; 7: Karyofillen oksit; 8: (E)-Nerolidol; 9: Hekzahidrofarnesil aseton; 10:
(2)-3-Hekzen-1-il benzoat; 11: Fitol

4.3. Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Calismada M. vulgare’den elde edilen ugucu yagin 1-1000 pg/mL konsantrasyonda BEAS-
2B ve A549 hiicrelerine 48 saatlik uygulama yapilmasi sonucu gozlenen hiicre canliligindaki
degisimler Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Ugucu yag, BEAS-2B hiicresinde 300 pg/mL
konsantrasyonda, istatistiksel olarak anlamli diizeyde sitotoksik aktivite gostererek hiicre
canliligim %68,32 degerine diisiirmiistiir, ancak hem biyolojik olarak hem de istatistiksel
olarak anlamlilik 1000 pg/mL konsantrasyonda (%7,45) gozlenmistir (p <0,05). A549
hiicresi i¢in ise, 300 ng/mL konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli diizeyde sitotoksik
aktivite %80,45 olarak belirlenirken, hem biyolojik olarak hem de istatistiksel olarak
anlamlilik 1000 pg/mL konsantrasyonda (%6,58) ortaya ¢ikmustir (p <0,05).
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Cizelge 4.2. Marrubium vulgare’den elde edilen ugucu yagin BEAS2B ve A549 hiicrelerine
48 saatlik uygulanmasi sonucu konsantrasyona bagli % hiicre canlilig1 sonuglari

% Hiicre canlilig
(ort + standart hata)

Kons. (ug/mL) BEAS-2B A549
0 100 + 0,0 100 + 0,0
1 95,13 +2,33 100,48 = 1,56
3 95,39+ 1,75 99,97 + 3,82
10 95,50 + 3,35 99,41 +3,95
30 99,45 £ 4,25 98,89 + 2,98
100 84,28 + 3,79 92,52 +3,39
300 68,32 £ 5,05* 80,45 +2,04*
1000 7,45+ 1,19* 6,58 +1,13*

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

M. vulgare’ye ait ugucu yagin sitotoksik aktivitesine ait ICso degeri, BEAS-2B hiicreleri i¢in
392,8+£26,6 pg/mL, A549 hiicreleri i¢in ise 457,7+25,2 pg/mL olarak bulunmustur (Sekil
4.2). Test sisteminin dogrulugunu test etmek amaci ile kullanilan olduk¢a potent bir bilesik
olan doksorubisin’in ICso degeri ise, BEAS-2B hiicreleri i¢in 0,06+0,02 pg/mL ve A549
hiicreleri i¢in ise 1,48+0,24 pg/mL olarak hesaplanmustir (Sekil 4.3).

100 -~ Beas?B
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Sekil 4.2. Marrubium vulgare’den elde edilen ugucu yagin BEAS2B ve A549 hiicrelerine
48 saatlik uygulanmasi1 sonucu hiicre canlilig1 degisimi



50

1L‘Il‘.‘il

=
=

= o BEASZB
(14}
E -+ AH49
L LhiE Y
0 |
3
T
&= .

n L] L] L] 1 1

0 o 4 6 8 10

Konsantrasyon (ug/mil)

Sekil 4.3. Pozitif kontrol olarak kullanilan doksorubisin’in BEAS2B ve A549 hiicrelerine 48
saatlik uygulanmasi sonucu hiicre canliligr degigimi
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5. TARTISMA

Tez kapsaminda, baglica ekspektoran etkileri bakimindan solunum yollar1 sikayetleri ve
koleretik etkileri nedeniyle dispeptik sikayetlerde kullanilan fitoterapotik preparatlarda yer
alan ve halk arasinda benzer amagclarla diinya iizerinde yaygin kullanimi bulunan M.
vulgare’nin, tlkemizde dogal olarak yetistigi Cirali, Antalya bolgesinden toplanarak,

biyoaktif bilesenlerinden ugucu yaginin kompozisyonu ve sitotoksik etkileri incelenmistir.

M. vulgare bitkisinin toprak tstii kisimlari, Clevenger apareyinde 3 s su distilasyonu
islemine tabi tutularak ugucu yagi elde edilmis ve bu yagin GC ve GC/MS yontemleri ile es
zamanli olarak analizi yapilmistir. Analiz sonucuna gore, GC/MS ile teshis edilen toplam 62
bilesen, elde edilen ucucu yagin %75,9’unu olusturmaktadir. Ugucu yag yiiksek oranda
seskiterpen hidrokarbon bilesikleri (%41,0) ve daha az miktarda oksijenli seskiterpen
bilesiklerini (%8,9) igermektedir. Ugucu yagin ana bileseni S-karyofillen (%25,6) olarak
tespit edilmis, yagin daha az miktarlarda a-humulen (%4,9), (E)-nerolidol (%4,0),
seskisabinen (%3,3), karyofillen oksit (%2,8), (E)-g-iyonon (%2,7), hekzahidrofarnesil
aseton (%2,7), (Z)-3-hekzen-1-il benzoat (%2,5), fitol (%2,5), 1-okten-3-ol (%2,4) ve linalol
(%2,0) tasidigr belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Diinyada genis yayilis gosteren M. vulgare’nin farkli bolgelerde yetisen 6rneklerinin ugucu
yaglari elde edilerek, kimyasal kompozisyonlart GC ve GC/MS yontemleri ile incelenmistir
(Cizelge 5.1). Kadri ve digerleri (2011), Tunus’tan topladiklar1 M. vulgare 6rneklerinin
ucucu yaginda y-6desmol (%11,93), p-sitronellol (%9,90), sitronelil format (%9,50) ve
germakren D’yi (%9,37) yiiksek oranlarda, takiben leden (%5,35) ve d-kadinen’i (%3,30)
ise daha az oranlarda tespit etmistir [17]. Tunus’ta yapilan baska bir ¢calismada, Hamdaoui
ve digerleri (2013), M. vulgare’nin major bilesenlerini S-bisabolen (%28,3), p-karyofillen
(%7,8), p-farnesen (%7,4) ve 1,8-sineol (%4,8) olarak bildirmistir [53]. iran’dan toplanan
M. vulgare drneklerinin ugucu yaginin Tunus’tan toplanan drneklere benzer temel bilesenleri
yakin oranlarda igerdigi goriilmiis, ana bilesenler fS-bisabolen (%25,4), p-karyofillen
(%11,6), germakren D (%9,7) ve E-p-farnesen (%8,3) olarak tespit edilmistir [55]. iran’da
yapilan bir calismada ise, yine benzer sekilde M. vulgare ugucu yagmin yiiksek oranda f-
bisabolen (%20,4) tasidigi, takiben J-kadinen (%19,1) ve izokaryofillen (%14,1) icerdigi
bildirilmistir [56]. Nagy ve Svajdlenka (1998), Slovakya’dan toplanan M. vulgare ugucu
yaginin major bilesenleri olarak g-karyofillen (%45,8), germakren D (%14,4), a-humulen
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(%8,8), p-farnesen (%5,1) ve farnesol’u (%5,3) tespit etmistir [58]. Litvanya’dan toplanan
M. vulgare’nin ugucu yaginin (Z)-S-farnesen (%9,61), S-karyofillen (%8,50), germakren D
(%4,71), y-kadinen (%4,96), a-kopaen (%3,08) ve (E)-hekz-2-enal (%4,67) tasidigi
belirlenmigtir [18]. Polonya’da yapilan bir ¢alismada, (E)-karyofillen (%25,91-32,06),
germakren D (%20,23-31,14) ve J-amorfen (%8,38-10,22) ugucu yagin temel bilesenleri
olarak belirlenmistir [61]. Misir’da yapilan bir ¢alismada ise M. vulgare ugucu yagmnin ana
bileseni, diger lokalitelerden farkli sekilde timol (%34,55) olarak belirlenmis, takiben
yiiksek oranda y-kadinen (%17,68) igerdigi tespit edilmistir [62]. Mahmoud ve digerleri
(2018) tarafindan Misir’da yapilan diger bir ¢alismada, benzer sekilde ana bilesikler timol
(%29,6-60,7), karvakrol (%0,5-19,3), m-simen (%1,0-14,2), y-terpinen (%1,1-12,1), timol
metil eter (%0,4-10,4) ve a-himakalen (%0,0-10,3) olarak bulunmustur [63]. Sonug olarak,
yapilan bu ¢alismalarla, farkli iilkelerde yetisen M. vulgare 6rneklerinin ana bilesenler olarak
baslica “S-pinen, bisabolol, g-bisabolen, d-kadinen, g-karyofillen, germakren D, karyofillen

oksit ve timol” tagidigi goriilmektedir.

Ulkemizde Marmara Bolgesi’nin giineyi, Ege Bolgesi, I¢c Anadolu’nun batis1 ve Akdeniz
Bolgesi’nde genis yayilis gosteren ve halk arasinda gesitli amaglarla kullanildig: tespit edilen
M. vulgare’nin ugucu yag bilesimi bakimindan incelendigi ¢ok az ¢alismaya rastlanmistir
(Cizelge 5.1). Tokat’tan toplanan M. vulgare yapraklarindan elde edilen ugucu yagin temel
bilesenler olarak a-pinen (%28,85), f-pinen (%18,31), p-fellandren (%17,40) ve 2-hekzeneal
(%14,80) tasidigr [39], Mersin’den toplanan ornegin Karyofilin (%14,2), geranil linalol
(%11,8), p-farnesen (%9,94) ve 6jenol (%5,3) igerdigi [40] ve son yillarda yapilan bir
caligmada Kiitahya 6rneginin iki major bileseninin tespit edilemedigi yagda ana bilesikler
olarak germakren D (%7,1), p-karyofillen (%6,2), karvakrol (%5,7) ve hekzadekanoik asit’in
(%4,0) belirlendigi bildirilmistir [41].
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Cizelge 5.1. Farkli orijinlerden toplanan Marrubium vulgare L. ugucu yaglarinin analiz

caligmalari
Toplandig1 yer/ Ugucu
) Bitki kismi1  Elde edilis metodu  yag  Ana bilesenler (%) Kaynak
yit verimi
Tunus/ Kurutulmus y-6desmol (11,93)
Haziran- toprak Su distilasyonu/ 9%0.34 p-sitronellol (9,90) 17
Temmuz - 4s ' sitronellil format (9,50)
2009 ustii kisimlan germakren D (9,37)
~ Tunus/ Kurutulmus n-hekzan ile ) &noai{ﬁgﬂgn(tif?l)g_%) 54
Ilkbahar 2012 bitki ekstrasyon skualen (6-47)
[-bisabolen (28,3)
Tunus/ Ku,g t?;fus Su distilasyonu/ 960.02 p-karyofillen (7,8) 53
Agustos 2005 iistii k?snnlan 2s : f—;ameseln(gg;)
-8 sineol (4,
Kurutulmus [S-bisabolen (25,4)
[ran/ cicekli Su distilasyonu/ 9%0.09 p-karyofillen (11,6) 55
Haziran 1998  toprak istii 3s ’ germakren D (9,7)
kisimlari (E)-p-farnesen (8,3)
Kurutulmusg .
. S - B-bisabolen (20,4)
Iran/ cicekli Su distilasyonu/ .
Haziran 2005 toprak iistii 3s 7040 okadinen (19.1) 56
Kasimlart izokaryofillen (14,1)
Kurutulmus Farmakope
Slovakya/ cicekli Bohemoslovaca’ya 9%0.07 pS-karyofillen (45,8) 58
- toprak iistii gore yapildigi : germakren D (14,4)
kisimlari belirtilmistir.
pS-farnesen (9,61)
p-karyofillen (8,50)
Litvanya/ Kurutulmus  Su distilasyonu/ i y-kadinen (4,96) 18
Agustos 1998  yapraklari 3s germakren D (4,71)
(E)-hekz-2-enal (4,67)
a-kopaen (3,08)
Cezayir/ Kutru tuhl?us Su distilasyonu/ 9%0.05 6jenol (50,1) 59
Haziran 2003 . .oP'@ 3s o S-bisabolen (10,9)
tistii kisimlari
E-karyofillen (25,91-
Polonya/ Kurutulmus Buhar distilasyonu/ 9%0.05 32’06)k D (20.23 61
Temmuz 2008 bitki 3s o girgg ren D (20,23-
o-amorfen (8,38-10,22)
timol (29,6-60,7)
karvakrol (0,5-19,3)
Hollanda/ 100 m-simen (1,0-14,2)
Mart 2014- Tohum Su distilasyonu mL/g y-terpinen (1,1-12,1) 63
2015 timol metil eter (0,4-
10,4)
a-himakalen (0,0-10,3)
Taze toprak .
Ni;\;[;mzr(/)lo isti Buhar distilasyonu  %0,20 ;'T:(;Igiiﬁ)? 68) 62

kisimlar
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Cizelge 5.1. (devam) Farkli orijinlerden toplanan Marrubium vulgare L. ugucu yaglarinin
analiz ¢aligmalari

T"plar;illgl Yo Bitki kismi Elrﬁgtg‘éﬁls Ug\:/%cr%ag Anabilesenler (%)  Kaynak
a-pinene (28,85)
Tokat/ Buhar [S-pinene (18,31)

Yapraklari distilasyonu/ - p-fellandren (17,40) 39

3s 2-hekzenal (14,80)
Kurutulmu karyofilin (14,2)
Silifke, Mersin/ mus sy distilasyonu/ geranil linalol (11,8)
toprak sti - 40
- 4s pS-farnesen (9,94)
kisimlar1

Ojenol (5,3)
germakren D (7,1)

Kiitahya . - S-karyofillen (6,2)
(Killir bitkisiyy | CPKISE - Sudisttiasyonul ol (5,7) 1
Nisan 2018 hekzadekanoik asit
(4,0)
-: belirtilmemistir.

Calismamizda, Antalya’dan topladigimiz M. vulgare’den elde ettigimiz ugucu yagmn,
diinyanin farkl yerlerinden toplanan 6rneklerin ugucu yag bilesimleri ile farklilik gosterdigi
gortilmistir [17,18,53,55,56,58,61-63]. Bu farkliligin genetik koken, cografik ve iklim
faktorleri, yiikseklik, toplama zamani, kurutma ve saklama kosullar1 gibi farkliliklardan

kaynaklanabilecegi diisiniilmektedir.

Calismamizda, M. vulgare’nin geleneksel tedavide Oksiiriik, bronsit, solunum yollari
enfeksiyonu gibi akciger hastaliklarinda kullanilmas: nedeniyle, ugucu yaginin
sitotoksisitesinin belirlenmesinde akciger hiicre hatlar1 hedef hiicreler olarak segilmistir. Bu
amagla, M. vulgare’den elde edilen ugucu yagin insan akciger epitel karsinoma hiicre hatti
(A549) ve saglikli insan brongiyal epitel hiicre hattina (BEAS-2B) karsi sitotoksik
aktiviteleri % canlilik ve ICso degerleri 6lgiilerek tayin edilmistir. Ugucu yagin 1-1000
pg/mL konsantrasyonlarinda hiicre canliligi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ugucu yag
300 pg/mL konsantrasyonunda hiicre canliligini BEAS-2B hiicresinde %68,32, A549
hiicresinde %80,45 degerine diislirmiistiir. 1000 pg/mL konsantrasyonunda ise hiicre
canliligin1 BEAS-2B hiicresinde %7,45, A549 hiicresinde %80,58 e diisiirerek doksorubisin
ile karsilastirildiginda anlamli bir sitotoksik etki gostermistir (p <0,05).

M. vulgare ugucu yaginin sitotoksik aktivitesi, BEAS-2B hiicre hattina karsi
1C50=392,8+26,6 pg/mL ve A549 hiicre hattina karst 1Cs50=457,7+25,2 pg/mL olarak
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bulunmustur. Pozitif kontrol doksorubisin i¢in ICsp degerleri BEAS-2B ve A549 hiicre
hattina kars1 sirastyla 0,06+0,02 pg/mL ve 1,48+0,24 pg/mL olarak hesaplanmistir.
Yaptigimiz literatiir taramasina gore, M. vulgare’nin ¢esitli kanser hiicre hatlar1 tizerine
sitotoksik aktivitelerinin incelendigi ¢alismalar bulunmaktadir. Bu caligmalarin biiyiik
cogunlugunu bitkiden hazirlanan farkli polaritelerdeki ekstrelerin c¢esitli kanser hiicre
hatlarina kars1 sitotoksisitelerinin incelendigi calismalar olusturmaktadir (Cizelge 5.2)
[25,30-32,66,99]. Zarai ve digerleri (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, M. vulgare ugucu
yaginin HeLa hiicrelerine kars1 yiiksek sitotoksik etkisi bulunmustur (ICs50=0,258 pg/mL)
[25]. Belayachi ve digerleri (2013), M. vulgare’nin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan
metanol ekstresinin diklorometan fraksiyonunun Jurkat (ICs0=11,54 pg/mL), Jeko-1
(IC50=6,04 pg/mL) ve SW620 (IC50=10,58 pg/mL) hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etkiye
sahip oldugunu gostermistir [32]. Paunovic ve digerleri (2016), M. vulgare’nin toprak tstii
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresinin B16 melanoma ve U251 glioma kanser hiicre
hatt1 tizerinde giiclii sitotoksik etkisini (ICs0=120 pg/mL) tespit etmistir [31]. Kozyra ve
digerlerinin (2019) yaptig1 ¢alismada, M. vulgare’nin yiiksek fenolik asit igerigine bagl
olarak sitotoksik etkisi kanitlanmis ve etkinin nonhidrolize fenolik asit fraksiyonlarinda
goriilmesi sonucunda, fenolik asitlerin esterlenmis formlarindan kaynaklandigi bildirilmistir
[99]. M. vulgarenin toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin U87
(1C50=270,3 uM), LN229 (IC50=343,9 uM) ve T98G (ICs0=336,6 uM) glioblastoma

multiforme hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etkisi kanitlanmustir [30].

Yapilan ¢aligmalar, M. vulgare ekstrelerinin veya ugucu yaginin igerisinde bulunan
bilesenlerin sitotoksik etkilerden sorumlu oldugunu gostermistir. M. vulgare’nin
yapraklarinda bulunan major diterpenoit marrubiin ve marrubenol’lin apoptoz ile iliskili
oldugu tespit edilmistir [100]. Baska bir ¢alismada, gentisik, kafeik, p-kumarik ve ferulik
asit gibi fenolik asitleri metanol ekstrelerinde yiiksek oranda igeren M. vulgare’nin,
antioksidan ve sitotoksik etkilerini bu bilesiklere bagli olarak gosterdigi ve antioksidan

etkisinin sitotoksik etkiye katki sagladigi bildirilmistir [25,99,100].

Ucgucu yaglarin sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi calismalarda, ugucu yaglarda bulunan
a-humulen gibi seskiterpenler [113] ve geraniol gibi monoterpenlerin [114] sitotoksik
etkiden sorumlu oldugu goriilmistiir. M. vulgare ugucu yaginda az miktarda bulunan bu
bilesiklerin, tiimor hiicrelerine karsi etkili oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte ugucu

yagda yliksek oranda bulunan germakren D, diger bilesiklere gore daha etkili sitotoksik
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aktiviteye sahip bulunmustur. Germakren D’nin a-pinen ve limonen’e gore Hs 578T hiicre
hattina kars1 7 kat daha fazla ve 1,8-sineol, linalol, 4-terpineol ve a-terpineol’e gore Hs 578T
ve Hep-G2 hiicre hatlarina kars1 6 kat daha fazla sitotoksik etki gosterdigi kanitlanmistir
[115]. Literatiir bulgular1 1s18inda, ¢alismamizda M. vulgare toprak tiistii kisminin ugucu
yaginda ana bilesen olarak belirlenen S-karyofillen (%25,6) ve daha az miktarlarda tespit
edilen a-humulen (%4,9), (E)-nerolidol (%4,0), seskisabinen (%3,3) ve karyofillen oksit
(%2,8) gibi seskiterpen bilesikleri, ugucu yagin sitotoksik etkisinden sorumlu bilesikler

olarak diistiniilmiistiir.

Cizelge 5.2. Marrubium vulgare’nin in vitro sitotoksik aktivite sonuglari

Test Bitki Test materyali  Hiicre Hatt IC % Kaynak
kismi y ucre Hatt 50 Canlilik y
Taze
toprak - HelLa
MTT st Ugueu yag (Servikal kanser) 0,258 pg/mL 25
kisimlari
Metanol
ekstresi . _ 90 pg/mL i
Tim Hekzan fr. Vero (Afrlka yesil 50 pg/mL -
MTT biti Kloroform fr— maymun bobrek 140 ne/ 98
_poroformir. epitel hiicresi) ug/mL -
Etil asetat fr. - -
n-butanol fr. - -
LN229
(Glioblastoma) >50 pg/mL i
T98G
(Glioblastoma >50 pg/mL -
multiforme)
UB7TMG
(Glioblastoma) >50 pg/mL i
J.l.,ll’kat' (A“kut T 11,54+2.,83 < %6
16semi hiicresi) pg/mL
Metanol Jeko-1 (Non- 6,04+2,77 0
Luminesens Tscigrak ekstresinin Hodgkin lenfoma) pug/mL < %6 32
tayini ustu diklorometan SW620 (Kolorektal 10,58+4,37
kisimlari . %33,11
fr. adenokarsinom) pg/mL
SW480 (Kolorektal i i
adenokarsinom)
PC-3 (Prostat
adenokarsinom) >50 pg/mL i
u20s
(Osteosarkoma) >50 pg/mL i
NIH/3T3 (Normal
embriyonik - -
fibroblast hiicresi)
Kristal viyole Toprak B16 Melanoma ~120 pg/mb -
ve sti Etanol ekstresi 31
MTT kisimlari U251 Glioma ~120 pg/mL -




Cizelge 5.2. (devam) Marrubium vulgare’nin in vitro sitotoksik aktivite sonuglari

Luminesens
tayini

Toprak
usti
kisimlar1

Metanol
ekstresi

U87 (Glioblastoma

multiforme)

2703 uM  %69,9

LN229
(Glioblastoma
multiforme)

343,9 uM %71

T98G
(Glioblastoma
multiforme)

336,6 uM -

30

MTT

Cigekli
tiim bitki

MeOH
ekstresinin
Nonhidroliz
e fenolik
asit fr.

MeOH

ekstresinin
Asidik

hidroliz fr.

MeOH
ekstresinin
Alkalin
hidroliz fr.

A37 (Melanoma)

74,16 pg/mL

MeOH
ekstresinin
Nonhidroliz
e fenolik
asit fr.

MeOH

ekstresinin
Asidik

hidroliz fr.

MeOH
ekstresinin
Alkalin
hidroliz fr.

BJ (Normal insan

cilt fibroblast)

99

Fr.: fraksiyon, -: etki gdzlenmedi.

Sonug olarak, literatiir bilgileri g6z onilinde bulunduruldugunda, tilkemizde dogal olarak

yetistigi

Antalya bolgesinden toplanarak ugucu yagi

57

elde edilen ve bu yagmn

kompozisyonunun biiyiik oranda belirlendigi bu calisma, Tiirkiye’den toplanan M.

vulgare’nin toprak {iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi {izerine

yapilmis kapsamli bir ¢alismadir. Ayn1 zamanda, iilkemizden toplanan M. vulgare bitkisinin

ucucu yaginin ilk kez bu ¢alisma ile sitotoksik etkisi incelenmistir.
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59
6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda Antalya bdlgesinden topladigimiz Marrubium vulgare 6rneklerinin ugucu
yaginin kimyasal kompozisyonu GC ve GC/MS sistemleri kullanilarak analiz edilmis ve
kiitiiphane taramasiyla bilesikler teshis edilerek, bilesiklerin bagil degerleri (%)
belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore, f-karyofillen (%25,6) ana bilesen olarak bulunmus,
takiben ugucu yagin daha az oranlarda a-humulen (%4,9), (E)-nerolidol (%4,0), seskisabinen
(%3,3), karyofillen oksit (%2,8), (E)-p-iyonon (%2,7), hekzahidrofarnesil aseton (%2,7),
(2)-3-hekzen-1-il benzoat (%2,5), fitol (%2,5), 1-okten-3-ol (%2,4) ve linalol (%2,0) tasidig:
tespit edilmistir.

M. vulgare ugucu yaginin sitotoksik aktivitesinin degerlendirilmesi igin yapilan sitotoksisite
caligmalar1 sonucunda, saglikli ve karsinoma hiicre hatlar1 i¢in ICso degerleri ve % hiicre
canlilik sonuglar1 belirlenmistir. ICso degerleri, BEAS-2B (saglikli insan bronsiyal epitel)
hiicreleri i¢in 392,8426,6 pg/mL, A549 (insan akciger epitel karsinoma) hiicreleri i¢in
457,7425,2 olarak bulunmustur. Ugucu yagin 1000 pg/mL konsantrasyonunda hiicre
canliliginda en etkili diisiis tespit edilmistir (BEAS-2B i¢in %7,45, A549 i¢in %6,58).

Calismamiz, Tiirkiye’den toplanan M. vulgare’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen
ucucu yagin kimyasal bilesiminin belirlendigi kapsamli ve sitotoksik aktivitesinin BEAS-
2B (saglikli insan bronsiyal epitel) ve A549 (insan akciger epitel karsinoma) hiicrelerine
kars1 degerlendirildigi ilk calismadir. Ugucu yagmn insan akciger epitel karsinoma
hiicrelerine (A549) kars1 sitotoksik etki gdstermesi, antineoplastik etkili, kemoterapi

alaninda yapilacak ileri ¢aligmalara imkan saglayacaktir.

Bulgularimiz, ayrica, iilkemizde yayilis gosteren, halk arasinda kullanimi bulunan ve
fitoterapotik olarak diinyada ilgi goren M. vulgare’nin tibbi bitki olarak potansiyelinin ortaya

konmasinda 6nemli bir rapor niteligindedir.
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