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ONSOZ

Apiaceae familyasina ait Seseli L. cinsi, 80’1 Asya’da dagilim gosteren toplamda 135
tiir ile temsil edilen, oldukca ylikseklerde, genellikle de kayaliklarda yetiGa
cogunlukla otsu tiirlere sahiptir. YapilmiG olan caliGmaladan anlaGimaktadir ki,
Tiirkiye’de yetiGa Seseli tiirleri iizerinde yapilan araGtrmalar hala ¢ok fazla sayida
degildir. Bunun yaninda; Seseli tiirleri igerikleri bakimindan olduk¢a zengin ve
onemli bileGikére sahiptir. Ozellikle, kumarin, terpenik bileGikve ucucu yag icerigi
acisindan oldukca zengin olduklar1 vurgulanmakta ve bu grup bileGikérin 6nemli
biyolojik etkilere sahip olduklart bilinmektedir. Bu nedenle, iilkemizde dogal olarak
yetiGa daha Once iki alt tiir olarak Tiirkiye Florasi’nda verilen, ancak daha sonra
yapilan c¢aliGmalala iki ayr1 tir oldugu anlaGidn Seseli gummiferum (SG) ve
endemik bir tiir olan Seseli corymbosum subsp. corymbosum (SC) {izerinde
caliGuasi, s6z konusu tiirlerin Oncelikle ugucu yag igeriklerinin incelenerek, bu
ucucu yaglarin analizlerinin yapilmasi, bileGinlerinin karGilaGtilmasi, daha sonra da

bu ucucu yaglarin biyolojik etkilerinin araGtrilmas1 amaglanmiGr.

Gk olarak tez konumun belirlenmesinden baGlyarak tez yazim aGamalarimin sonuna
kadar her tiirlii ilgi, destek ve yardimlarini esirgemeyen, her firsatta bilgisine,
deneyimlerine baGvaemama olanak saglayan sayin hocam Prof. Dr. Alev TOSUN’a

icten teG&kiirlerimi sunarim.

Anabilim Dali1 baGkanimz sayin hocam Prof. Dr. Giilgin SALTAN baGta dmak iizere
Farmakognozi Anabilim Dalinin tiim saygideger hocalarina ve araGtrma gorevlisi

arkadaGhrima teG&kiir ederim.

Seoul National University-Gliney Kore’deki Prof. Dr. Yeong Shik KIM, Dr. Chemoo
CHUN’a ve Dr. Salman Khan’a deneylerimizde sagladiklari imkan ve

yardimlarindan  dolay1r teGé&kiirlerimi iletirim. Ayrica; gaz kromatografisi



vil

analizlerinde yorumlart ile bize katkida bulunan Prof. Dr. Igor Jerkovic’e de

teGkiirlerimi sunarim.

CaliGmalaim sirasinda her tiirlii bilgi ve desteklerine baGvurdgum, yardimlarimni
hi¢bir zaman esirgemeyen sayim hocalarim Yrd. Dog. Dr. Sinem ASLAN ERDEM ve
Yrd. Dog. Dr. Alper GOKBULUT a ve arkadaGm Uzm. Ecz. AyGaur YAZGAN’a
teG&kiirlerimi sunarim. CaliGmalaim sirasinda fakiiltemiz bilinyesindeki herbaryum
incelemelerim sirasinda Farmasotik Botanik Anabilim Dalindan yardimlarini
gordiigim degerli hocalarima ve araGtrma gorevlisi arkadaGlaima teGdkiir ederim.
Bitki 6rneklerimin toplanmasi sirasinda yanimda olan ve yardimlarini esirgemeyen
baGtaeGim Ecz. Emre ASLAN, arkadaGm Ecz. Nezih BAGDWMKCGye teGkiir
ederim. Ayrica, tiirlerin teGhisnde bize degerli bilgilerini sunan sayin hocam Prof.
Dr. Hayri DUMAN’a ve Yrd. Dog. Dr. Ebru DOGAN GUNER’e de teGékiirlerimi

sunarim.

Her zaman oldugu gibi, tez ¢aliGmalaim sirasinda da her tiirlii sabir ve sevgilerini

eksik etmeyen aileme teG&kiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Genellikle 1liman bolgelerde yayiliGGgosteren yaklaGik455 cins ve 3751 civarinda
tiire sahip olan Apiaceae (daha Onceki ismi ile Umbelliferae) familyasi, Davis’in
Tiirkiye Florasi’na gore (1972), Tiirkiye’de 102 cins ve 451 tiir ile temsil
edilmektedir. Daha sonra Tiirkiye Florasi’na 4 cins ve 53 tiir daha ilave edilmiGtr
(Davis, 1972; Crowden ve ark., 1969; Davis, 1988; Pimenov ve Leonov, 1993;
Duman, 2000; Erik ve Tarikahya, 2004; Ozhatay ve ark., 2009).

Bu familyaya ait tiirlerin iilkemizde yogun olarak bulundugu bdlgeler Akdeniz, Ege
Bolgesi, Dogu Anadolu Bolgesi ve Giineydogu Anadolu Bolgesi olarak bildirilmiGir.
Apiaceae familyasina ait tiirler genellikle zengin ugucu yag kaynaklar1 olup, aym
zamanda recine de taGinaktadirlar. Ugucu yag; meyve, yaprak, kok veya bitkinin tiim
kisimlarinda bulunabilir. Baz1 Apiaceae tilirleri hem baharat hem de gida olarak
kullanilmakta ve bu yilizden kiiltiirleri de yapilmaktadir. Bu nedenle pek cok tiir
ekonomik degere sahip olup, ticari olarak 6nem taGinaktadir (Cagin, 2005).

Bundan dolay1, Apiaceae familyas: iiyeleri diinyada ekonomik olarak degerlendirilen
tiirler arasindadir. Ozellikle besin kaynagi olarak hem sebze, hem de hayvan yemi
olarak kullanilirlar. Park ve bahgelerde siis bitkisi olarak kullanilan tiirleri de
bulunmaktadir. (@erdikleri énemli bileGikér nedeniyle tipta ve kozmetikte yaygin
kullanim alanlarma sahiptirler (Giiner, 2006). Apiaceae familyasina ait bitkiler
tizerinde daha Once yapilan ¢aliGmalada da, bazi ugucu yaglarinin solunum yollari,
kiitanoz ve mukozal mantar hastaliklar1 i¢in potansiyel terapotik etki gosterdigi
ortaya konmuGur (Tavares ve ark., 2008 ve 2010; Gongalves ve ark., 2012). Bunun
yaninda Apiaceae familyasina ait tiirlerin ugucu yaglarinin igerik ve etkileri tizerinde

yapilmiG pekcok caliGmya da rastlamak miimkiindiir.

Apiaceae familyasina ait Seseli L. cinsi, 80’1 Asya’da dagilim gosteren toplamda 135

tir ile temsil edilen, oldukc¢a ylikseklerde, genellikle de kayaliklarda yetiGa



cogunlukla otsu tiirlere sahiptir. Tiirkiye Florasi’nda ise tiir ve tiir alt1 seviyesinde 12
taksonu kayitli olan Seseli cinsinin 4 tiiriiniin endemik oldugu belirtilmektedir
(Hedge ve Lamond, 1972; Davis ve ark., 1988; Syed ve ark., 1989; Duman, 2000;
Parolly ve Nordt, 2001; Aytag ve Duman, 2013). Bununla birlikte yeni tiirler

ke(fedilmekte olup, bu tiirler literatiire gegmeye devam etmektedir.

Seseli cinsinin taksonlarinin ¢igeklenme donemi Haziran ve Kasim aylari arasindadir.
Taksonlarin bulundugu habitatlar genellikle kayaliklar, yliksek dag ve cayir stebi,
meGeve Pinus sylvestris L. ile Picea orientalis (L.) Link, ormanlarinin agikliklaridir.
Deniz seviyesinden 2500-3000 m yiikseklige kadar yayiliG gosterirler. Tirkiye
tiirlerinin ¢ogu ge¢ meyveye gecer ve bu nedenle yetersiz bilinmektedirler (Hedge ve

Lamond, 1972; Davis ve ark., 1988; Duman, 2000).

Seseli, Hippocrates tarafindan Apiaceae familyasinin oldukga ¢ekici goriiniiGler olan
bazi tyeleri i¢in kullanilmiGeski bir Yunan ismidir (Hamlyn, 1969). Seseli cinsinin
bir ¢ok tiirli ¢ok eski tarihlerden beri halk arasinda kullanilmaktadir (Dioscorides,
2002). Tirkiye’de, Seseli tortuosum’un meyveleri emenagog olarak ve sindirim
sistemi rahatsizliklarinda geleneksel kullanimda yer almaktadir (Baytop, 1999). Halk
arasinda bazi Seseli tiirlerinin gaz soktiiriicii ve adet soktiiriicli etkileri literatiirde
belirtilirken, Tiirkiye’nin bazi yorelerinde de sebze olarak tiiketilen bitkiler arasinda
yer almaktadir (Baytop, 1994 ve 1999). Cin’de yetiGa bir Seseli tiirii olan Seseli
mairei Wolff, geleneksel tipta soguk alginhigi, agri, romatizma, GiGik ve
inflamasyonda kullanilmaktadir (Hu ve ark., 1990). Hindistan’da geleneksel olarak
kullanilan Seseli indicum’un tohumlarimin antihelmintik, karminatif, stomaGik ve
stimulan etkilerine sahip oldugu rapor edilmiGtr (Tandan ve ark., 1990). Daha 6nce
yapilan c¢aliGmalada, Seseli indicum, S. libonatis ve S. montanum subsp.
tommasinii'nin ugucu yaglarmin insanlarda patojenik mikroorganizmalara karGi
etkisi kanitlanmiGar (Singh ve ark., 2002; Oztiirk ve ErciGi, 2006; Adams ve ark.,
20009; Siljegovic ve ark., 2011).

Seseli tiirleri tizerinde yapilan kimyasal ¢aliGmakrin daha ¢ok kumarinler tizerinde

yogunlaGtgi, farkli etken madde gruplar iizerinde yapilmiGbazi ¢aliGmalain da



bulundugu rapor edilmiGti (Tosun ve Ozkal, 2003). Bu farkli etken madde gruplari;
sinnamik asit tlrevleri (Banerjee ve ark., 1987), seskiterpen laktonlar ve
fenilpropanoidlerdir (Barreero ve ark., 1992, 1994; Muckenstrum ve ark., 1997).
Ayrica ucucu yaglari lizerinde yapilmiGpek ¢ok ¢aliGmada bulunmaktadir (Bader ve
ark., 2003; Habibi ve ark., 2003, Tosun ve ark., 2005; Tosun ve ark., 2006b;
Milosavljevic ve ark., 2007; Janakovic ve ark., 2011; Silijegovic ve ark., 2011).

Seseli tiirlerinin ugucu yaglar iizerinde daha sonraki yillarda yapilan ¢aliGmalada,
bu ugucu yaglarin gaz kromatografisi ile analizleri yapilarak igerikleri aydinlatilmiGG
bazi major bileGikérine ait biyolojik aktivite caliGmalai da yapilmiGtr (BaCer ve
ark., 1997; Kaya ve ark., 2003; Tosun ve ark., 2005; Tosun ve ark., 2006b; Oztiirk ve
Erci(i, 2006; Milosavljevic ve ark., 2007; Kaya ve ark., 2010; Silijegovic ve ark.,
2011; Gongalves ve ark., 2012).

YapilmiG olan ¢aliGmaladan anlaGumaktadir ki, Tirkiye’de yetiGa Seseli tiirleri
lizerinde yapilan araGtrmalar hala ¢ok fazla sayida degildir. Ancak, yine yapilan
caliGmaladan anlaGumaktadir ki; Seseli tiirleri igerikleri bakimindan olduk¢a zengin
ve onemli bileGikére sahiptir. Ozellikle, kumarin, terpenik bileGik ve ugucu yag
icerigi agisindan oldukc¢a zengin olduklar1 vurgulanmakta ve bu grup bileGikérin
onemli biyolojik etkilere sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle, iilkemizde dogal
olarak yetiGa daha Once iki alt tiir olarak Flora’da verilen, ancak daha sonra yapilan
caliGmalala 2 ayrn tiir oldugu anlaGihn Seseli gummiferum (SG) ve endemik bir tiir
olan Seseli corymbosum subsp. corymbosum (SC) iizerinde ¢aliGiinasi, sz konusu
tiirlerin oncelikle ugucu yag igeriklerinin incelenerek, bu ugucu yaglarin analizlerinin
yapilmasi, bileGinlerinin karGilaGtilmasi, daha sonra da bu ugucu yaglarin
etkilerinin araGtrilmasi amaglanmiChir. Bu iki tiirle ilgili boyle bir ¢caliGmanindaha
once yapilmamiGG olmast hem de ucucu yaglarin son zamanlarda kozmetik,
parfiirmeri ve gida sanayinde kullanimlarinin yayginlaGGmasi,bunun yaninda énemli
biyolojik etkilere sahip olmalar1 bizi bu caliGman yapmaya yoneltmiGtr (Bakkali ve
ark., 2008; Bhalla ve ark., 2013). Bu ¢aliGmadailk defa Seseli cinsine ait bu iki tiiriin,
Seseli gummiferum (SG) ve Seseli corymbosum subsp. corymbosum (SC), ugucu
yaglar1 ilk defa gaz kromatografisi ile incelenerek bileGinleri tespit edilmiG ve

biyolojik aktivite yoniinden de incelenerek dnemi ortaya konmuGur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Bitkinin Sistematikteki Yeri

Seseli gummiferum ve S. corymbosum subsp. corymbosum’un TUBG/ES (Tiirkiye

Bitkileri Veri Servisi)’e gore sistematik olarak siniflandirilmasi:

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta

Boliim . Spermatophyta
Altboliim : Angiospermae

Simif : Dicotyledones

Altsimif . Aralianae

Takim . Apiales

Familya . Apiaceae (Umbelliferae)

Alt Familya . Apioideae

Tribiis . Seselieae
Alt Tribiis - Seselinae
Cins - Seseli L.
Tiir : Seseli gummiferum Pall. ex. Sm.

Seseli corymbosum Boiss. & Heldr. subsp. corymbosum



2.1.2. Araliales (Apiales) Takiminin Botanik Ozellikleri

Cogu 1liman iklim kuGaltarinda, bazilar1 tropik ve suptropiklerde yayili(; gosterir.
Otsu, cal1 veya aga¢ formundadir. Yapraklar parcali alternat, nadiren karGilklidir.
Cicekler kiictik, genel olarak basit veya bileGikumbella durumunda toplanmiG,erdiGi
veya tek eGgli, aktinomorf veya zigomorftur. Sepallar 5, bileGik, petaller 5-10,
serbest veya birleGik, stamenler petal sayisi kadar veya nadiren ¢ok sayidadir.
Ovaryumlarin, alt durumlu, 2 karpelli, 2 tohum taslakli oluGy bir ya da ¢ok lokuluslu
oluGutipik 6zelliklerindendir (Lawrence, 1969).

2.1.3. Apiaceae (Umbelliferae) Familyasinin Botanik Ozellikleri

Apiaceae familyasi botanikgiler tarafindan ilk olarak 16. yiizyilda tipik ¢igeklenme
G&kli ile dikkati ¢ekmiGtr. Ancak bu familyanin insanlik tarihindeki etkisi ¢ok
eskilere dayanmaktadir. Oyle ki, eski Roma ve Cin’de, Apiaceae familyasma ait
farkli droglar kullanilmiG ve bu iilke kiiltlirlerinin geliGimnde etkili olmuGtir
(Sagiroglu, 2005).

Apiaceae familyasi, ¢ogunlukla 1liman bdlgelerde yayiliGgosteren, yakla(Gik455 cins
ve 3600-3751 kadar tiire sahip bir familyadir. Davis’in 1972’de yayinlanan Tiirkiye
Florasi’na gore, 102 cins ve 451 tiir ile temsil edilmektedir. Daha sonra Tiirkiye
Florasi’na 4 cins ve 53 tiir daha ilave edilmiGtr (Davis, 1972; Crowden ve ark., 1969;
Lawrence, 1969; Pimenow ve Leonov, 1993; Duman, 2000; Erik ve Tarikahya, 2004;
Ozhatay ve ark., 2009). Boylece cins sayis1 106’ya, tiir sayis1 da 504’e ulaGmGtr.
Ulkemizde Apiaceae familyasi cins sayisi ile Poaceae ve Asteraceae’den sonra
ticlincii sirada yer almaktadir (Davis ve ark 1988; Giiner ve ark 2000; Giiner, 2006).
Bu cinslerden 53’1 sadece 1 tiire sahiptir. Ayn1 zamanda 4 endemik cins ve 42 cinse
ait 140 endemik tiire sahiptir (Pimenow ve Leonov, 2004). Tiirkiye’de bulunan 451
tiiriin 159°u endemik olarak kayithidir (Ozhatay ve ark., 2008).



Bu familya; bir, iki veya c¢ok yillik otsu, nadiren ¢alimst bitkileri igerir. Yapraklar
genellikle alternat, nadiren dairesel veya hemen hemen karGilkli dizili(ki, palmat
veya pinnat parcali ya da basit, genellikle stipulasizdir. GeniG okreanin govdeyi
sarmasi bu familya i¢in tipik bir 6zelliktir. Cigek durumu genellikle bileGik,nadiren
basit umbella, kapitat veya indirgenmiGsimozdur. Brakte ve brakteoller vardir ya da
bulunmamaktadir. Cigekler erdiGiveya tek eGelidir. Sepal bulunmaz veya cok
kiiciik, petal 5, beyaz, sari1, sarims1 ye(yi) soluk mavi ya da pembe renklidir. Stamen 5
(uzun flamentli), pistil 1, ovaryum alt durumlu, 2 lokuluslu ve genellikle 2 karpelli
(oviiller her lokulusta 1 adet), stilus 2, tabanda geniGémiGtr. Meyve genellikle
olgunlukta, her biri 1 tohum taGyan, 2 merikarpa ayrilan Giokarptir. Merikarplar
birbirine ince bir karpofor ile baglidir. Her bir merikarp 5 kosta taGirve kostalarin
G&li ve mezokarptaki salgi kanallarinin sayisi, cins ve tiirlere gore degiGnektedir.
Tohumlarda embriyo kii¢iik olup, yag ve aloron taneleri bulunan endosperma ile
sarilmiGtr. Endospermada kalsiyum okzalat kristalleri olan druzlara rastlanir ancak
niGastala bulunmamaktadir. Bu familya bitkileri arasinda gida, baharat, ilag ve
kozmetik sanayiinde kullanilanlar, ekonomik Oneme sahip olarak da on plana

cikmaktadir (Lawrence, 1969; Davis, 1972).

2.1.4. Seseli L. Cinsinin Botanik Ozellikleri

Seseli L. (Sin.: Libanotis Hall.) cinsi Avrupa (Kuzey Bati, Bati, Orta, Giiney Bati,
Giiney, Giiney Dogu, Dogu), Asya (Giliney Bati, Kuzey, orta ve merkez, Bat1, Giiney
Dogu, Giiney, Kafkasya), Afrika (Kuzey, Kuzey Bati, Tropikal bolgeler), Kuzey
Amerika ve Avustralya’da yayiliG gostermektedir. Tirkiye Florasi’na gore Seseli
cinsi, 11 tiir ve 1 alt tiir ile temsil edilmektedir (Schischkin, 1950; Heywood, 1968;
Davis, 1972; Heywood, 1978; Pignatti, 1982; Rechinger, 1987; Pimenov ve Leonov;
1993 ve 2004). Seseli L. cinsinin Diinya iizerindeki dagilimi gekil 2.1°de verilmiGtr.



Sekil 2.1. Seseli L. Cinsinin Diinya Uzerindeki YayihiGi

Tiirkiye tiirlerinin cogu ge¢ meyveye gecmeleri nedeni ile yetersiz bilinmektedirler
(Hedge ve Lamond, 1972). Seseli cinsi taksonlarinin ¢i¢geklenme dénemi Haziran ve
Kasim aylar1 arasindadir. Taksonlarin bulundugu bolgeler genellikle kayaliklar,
yiksek dag ve cayir stebi, meGe ve c¢am ormanlarinin agikliklaridir. Deniz
seviyesinden 3000 m yiikseklige kadar yayiliGgdosterirler (Hedge ve Lamond, 1972;
Davis ve ark., 1988; Duman, 2000).

Bu cinse ait tiirler ¢ok yillik veya iki yillik otsu bitkilerdir. Genelde tabanda 6lii
yapraklarin saplarindan oluGanlifli gdvdeyi saran bir yap1 (fibrous collar) bulunur.
Bazi tiirlerde ise olii yapraklarin saplar1 kalicidir ama lifli yap1 oluGtirmaz. Bazen de
hem lifli yap1 hem de yaprak sap1 (gklinde bulunur. Goévde tek ya da ¢ok sayida
olabilir; dallanma tabandan ya da ortadan baGla; gdvde boyu 5-175 cm, baz tiirlerde
3 m’ye kadar uzayabilir. Govde genellikle belirgin sirth nadiren diizdiir; genelde
ye@Gl nadiren kirmizimsi-mordur; tiiylii ya da tiiysiiz olabilir. Yapraklar 1-4 pinnat;
tiiylii ya da tiiysliz; taban yapraklar1 govde yapraklarindan uzundur, daha fazla
parcalanma gosterir; govde yapraklar: tabandan yukar1 dogru sayica azalir ve boylari

kiigiiliir, yaprak kini nadiren belirgin olarak bulunmaktadir. Ci¢cek durumu bileGik



umbel; bazi tiirlerde ortadaki umbel yan umbellere gore daha geliGmé;olup ana
umbel yapist gosterir, ana umbelin 1Gin sayis1 yan umbellere gore fazla ve 1Gn
boyuda daha uzundur. IGinlarskabrid, nadiren tiiysiizdiir. Braktenin varhigi tiirlere
gore degiGr, var ise tiiyliidiir. Brakteol biitiin tiirlerde mevcuttur, serbest ya da
tabanda birleGk, yogun tiiyliidiir. Sepal yok ya da 5 tane, ¢ok kiigiiktiirler. Petaller 5,
genellikle tomurcukta agik ya da koyu mor, nadiren beyaz ya da sari, ¢igek actiginda
beyaz, orta damar mor, ¢evresi beyaz ya da nadiren acik saridir; sirtta skabrid ya da
tiiystizdiir. Stamenler petallerle almagh dizilmiG ve uzundur; beyaz ya da mor
renklidir. Anterler versatil bagli, sar1 ya da mordur. Meyve oblong, oblong-ovoid,
ovoid, linear-oblong, oblong-eliptik, eliptik-ovat (ekilli; 2-6,5 mm boyundadir; tiiylii
yada tiiysiizdiir; belirgin 5 sirtl1, nadiren diizdiir (Giiner, 2006).

2.1.5. Tiirkiye’de Yetisen Seseli L. Tiirleri

Seseli cinsinin, 2013 yilinda yapilan revizyon ¢aliGmasinagdre Tiirkiye’de 14 tiir ve

tiir alt1 seviyede takson yayiliGgostermektedir (Giiner ve Duman, 2013). Bunlar:

1. Seseli libanotis (L.) W. Koch

2. Seseli transcaucasicum (Schischk.) Pimenov & Sdobnia
3. Seseli petraeum M. Bieb.

4. Seseli gummiferum Pall. ex Sm.

5. Seseli corymbosum Boiss.& Heldr. subsp. corymbosum

6. Seseli corymbosum Boiss.& Heldr. subsp. phrygium (Pimenov & Kljuykov) E.
Dogan & H. Duman

7. Seseli resinosum Freyn & Sint.
8. Seseli grandivittatum (Somm. & Lev.) Schischkin
9. Seseli tortuosum L.

10. Seseli campestre Besser



11. Seseli marashica E. Dogan & H. Duman
12. Seseli andronakii Woronov
13. Seseli serpentina B. L. Burtt ex H. Duman & E. Dogan

14. Seseli hartvigii Parolly & Nordt

1] 32 M 16 38 40 42 44

Sekil 2.2. Seseli L. Tiirlerinin Tiirkiye’deki YayiliG

2006 yilinda Tiirkiye’de yapilan ¢aliGmasonucunda, Tiirkiye Florasi’nin 4, 10 ve 11.
ciltlerine gore 11 tiir ve 1 alttiir ile temsil edilen Seseli cinsinin takson sayisi bu
cali(ina sonucunda bir yeni kayit, iki yeni tiir ile 14 tiir ve 1 alttiir olarak toplam 15
taksona ¢ikmiCir. Tiirkiye’de yetiGa Seseli tiirlerinin yayiliGiharitada gosterilmiGte
(gekil 2.2). S6z konusu ilave edilen tiirler; S. transcaucasicum, S. marashica ve S.
serpentina’dir. Boylece, tilkemizde Seseli cinsine ait endemik tiir ve tiir alt1 seviyede
takson sayis1 4 olarak bilinirken, bu say1 Guan 7’ye ¢ikmiGir. Bu tiirler arasindaki %
33 olan endemizm orani ise % 50’ye yiikselmiGtr. Tiirkiye i¢in yeni kayit olan S.
transcaucasicum, Gan, Giircistan, Ermenistan, Azerbaycan’da yayiliG gosterir.
Ulkemizde, Dogu Anadolu’nun giineyinde yayiliGgdsteren bu tiiriin bulundugu tiim
bolgeler Gian-Turan fitocografik bolgesine dahildir. Yeni tiirlerden S. marashica,
KahramanmaraGGoksun ve Kayseri-PmarbaGicivarinda yayihG gostermektedir. ki
fitocografik bdlgeye de dahil olan Kahramanmaras’in ve Kayseri-PmarbaGive Gan-

Turan fitocografik bolgesi bu tiiriin yayiliGgosterdigi bolimdiir. Diger yeni tiir; S.
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serpentina Akdeniz Bolgesinin kiy1 kesimlerinde yayiliG gosterir. Bu bolge Dogu
Akdeniz Fitocografik bolgesi i¢inde yer almaktadir (Giiner, 2006).

Daha sonraki yillarda yapilan bir caliGmada ise araGtrmacilar tarafindan Ilgaz
Dag1’nin kuzeyinde tespit edilen Seseli paphlagonicum ve Sakarya Vadisi’nde tespit
edilen Seseli phrygium iki yeni tiir olarak tanimlanmiGir. Ayni araGtrmacilar, S.
peucedanoides (M. Bieb.) Koso-Pol. ve S. foliosum (Sommier & Levier) Manden’i,
Gasparrinia Bertol cinsine transfer edip, S. campestre Besser’in de S. tortuosum’un

sinonimi oldugunu bildirmiGledir (Pimenov ve Kljuykov, 2010).

Yakin zamanda yapilan bir ¢aliGmaile morfolojik incelemeler ve arazi ¢caliGmalai
sonucuna dayanarak, Tirkiye’deki Seseli L. cinsi yeniden revize edilmiGtr.
CaliGmadaiki yeni tiir olarak kaydedilen Seseli marashica E. Dogan & H. Duman ve
Seseli serpentina B. L. Burtt. ex H. Duman & E. Dogan’da ayrica tanimlanmiGtr.
Daha oOnce yeni bir tiir olarak degerlendirilen S. paphlagonicum Pimenov &
Kljuykov, S. gummiferum Pall. ex Sm.’in sinonimi olarak degiGtrilmiGir. Ayrica
yine daha Once ayr1 bir tiir olarak degerlendirilen S. phrygium, alt tiir sinifina
gegirilerek S. corymbosum Boiss. & Heldr. ex Boiss. subsp. phrygium (Pimenov ve
Kljuykov) E. Dogan & H. Duman, Gklinde tanimlanmiGtr. S. marashica ve S.
serpentina da iki yeni tiir olarak kaydedilmiGtr. Boylece, Tiirkiye’deki tiir sayis1 13
olmuG(12 tiir ve 1 alt tiir), endemik tiir sayis1 da 4’ten 7’ye yiikselerek endemizm
orani da % 53.8 olarak degiGmGir (Giiner ve Duman, 2013).

Tirkiye Florasi’nda iki alt tiir olarak tamimlanan Seseli gummiferum subsp.
gummiferum ve Seseli gummiferum subsp. corymbosum, tiirleri birbirinden oldukga
ayirict  Ozellikler gdstermektedir. Bu nedenle, yapilan morfolojik ¢aliGmalain
sonucunda, bu iki alt tiirlin, Seseli gummiferum ve Seseli corymbosum olarak iki ayri
tiir seviyesine yiikseltilmesi uygun gorilmiG ve bu Gkilde diizeltilmiGir. Aymi
caliGmada Seseli phrygium’un Seseli corymbosum’un alt tiirii olarak
tanimlanmasinin ardindan Seseli corybosum’un yeni adi Seseli corymbosum subsp.

corymbosum olmuGtur(Giiner ve Duman, 2013).
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2.2. Fitokimyasal Calismalar

2.2.1. Seseli L. Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Seseli L. tiirlerine ait yapilan fitokimyasal ¢aliGmdarin daha ¢ok kumarinler tizerinde
yogunlaGtgi, bunun yaninda farkli etken madde gruplari iizerinde yapilmiG bazi

caliGmdarin da bulundugu yapilan literatiir incelemeleri sonucu gorilmiiGtiir

2.2.1.1. Kumarinler

Kumarinler, bitkilerde bulunan, oksijenli heterosiklik bileGikérin bir grubunu
oluGtiran laktonlardir. Bu yapi, bitkilerdeki benzen ile o-piron halkasinin
kondensasyonu sonucu oluGankumarin yapisin1 meydana getirmektedir. Gk kez 1822
yilinda Semen Tonca (Tonka baklas1) adi verilen drogdan izole edilmiGve kumarin
ad1 ilk o zaman verilmiGtr (Murray ve ark., 1982; Nikhil ve ark., 2012). Kumarinler
en ¢ok, Apiaceae, Rutaceae, Fabaceae, Asteraceac ve Rosaceae gibi ¢ok ceGiki
farmasotik etki ve kullanimlar olan familyalara ait bitkilerde bulunur. Bugiine kadar
1000°’den fazla kumarin tiirevi, dogal kaynaklardan izole edilmiGve tanimlanmGtr

(Tosun, 2012).

Dogal bir bile(én olan kumarinlerin kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesinde;
yiiksek verimliligi ve etkin ayrim teknigine sahip olmasi nedeni ile yaygin olarak
kullanilan analiz yontemleri arasinda yiiksek basingli s1ivi kromatografisini (HPLC)
ornek verebiliriz (Tosun ve ark., 2007b; Tosun ve Tomek, 2010). Yine
kumarinlerin ayiriminda farkli kromatografik yontemler de kullanilmaktadir

(Shehzada ve ark., 2013).

Seseli bocconi subsp. bocconi Guss. Sicilya’da kiregli topraklarda yetiGa, Seseli
bocconi subsp. praecox Gamisans ise Korsika, Capo, Caccia, Tavolara, S. Pietro ve
Sardunya adalarinda yetiGeniki alt tiir olarak kayithidir. Her iki alt tiirde de farkli
kumarin bileGikéri izole edilmiGti. Gole edilen bileGikérin yapilari, UV, IR, H-
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NMR, C-NMR ve MS yontemleri ile tayin edildigi belirtilmiGir (Bellino ve ark.,
1986; Barrero ve ark., 1990).

Yapilan bir araGtrmada, Seseli campestre Besser’in koklerinde bulunan pek g¢ok
kumarin bitkinin filizlenme ve geliGmedonemlerinde bulunmuGtr. Bitkinin geliGim
ile, koklerdeki kumarin seviyesi hizla azalmiGve meyvelerinin olgunlaGtgi zaman da
minimum seviyeye dii(miiGiir. Meyve kumarinlerinin, bitkinin diger kisimlarindan

izole edilen kumarinlerden farkli oldugu bulunmuGur (Murray ve ark., 1982).

(Galyamin  kuzeydogu bélgesinde geniG bir yayilma sahip Seseli elatum
aggregatum’un da iki popiilasyonunda furokumarinlere rastlanmiGtr. Bu
popiilasyonlar, S. elatum subsp. gouanii (Koch) P.W. Ball ve S. elatum subsp. elatum
[S. elatum subsp. austriacum (G. Beck) P.W. Ball] olarak bilinmektedir.
Kromatografik ve spektrofotometrik analizlerin sonucunda c¢eGili furokumarinler
izole edilmiG ve tanimlanmiGtr. Ayrica linear furokumarinlerin yaninda, angular
furokumarinler de teGhisedilmiGtr. Bu iki alt tiirde de ayn1 kumarin bileGikérine
rastlanmakta, ancak furokumarinlerin  miktarlarinda  6nemli  farkliliklar

bulunmamaktadir (Coassini Lokar ve Delben, 1988; Barrero ve ark., 1990).

Seseli gummiferum Pall. subsp. gummiferum’un kokleri kumarin bakimindan ¢ok
zengin olmasa da, dallarinin lateksi kumarin igerigi bakimindan oldukg¢a zengindir.
Silikajel tizerinde kolon kromatografisi ile kumarinlerin bir kariGmi elde edilmiGir.
Bitkinin dallarinin eterli ekstresinden, bir marmesin anjelati olan deltoin ile 3'(R)-(+)-
3'-hekzanoiloksi-3'-+'-dihidroseselin, 3'(R)-(+)-3'-oktanoiloksi-3'-4’-dihidroseselin ve
3'(R)-(+)-3'-cis-oktanoiloksi-3'-4'-dihidroseselin elde edilmi(lir (Nielsen ve ark., 1970;
Barrero ve ark., 1990). Yine aym araChirmacinin yaptigi bir baCka caliinada,
3'(R),4'(R)-3'-izovaleriloksi-4'-angeloiloksi,3’,4'-dihidroseselin ~ ve  3'(R),4'(R)-3'-
senesioiloksi-4'-angeloiloksi, 3'4’-dihidroseselin izole edilmi(lir (Nielsen ve ark., 1971;

Barrero ve ark., 1990).

Avrupa’nin birgok bolgesinde geniGbir yayilim gosteren Seseli libanotis (L.) Koch.

tizerinde de yapilmiGgaliGmalaa rastlanmiGtr. Seseli libanotis (L.) Koch. subsp. eu-
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libanotis Thellung koklerinin eterli ekstresi silikajel kolona uygulanarak; benzen,
benzen:kloroform ve kloroform eliisyonu ile ¢eGili furokumarin tiirevleri izole
edilmiGtr (Lemmich ve ark., 1966; Bohlman ve ark., 1968; Barrero ve ark., 1990).
Ayni araGtrmacilar tarafindan yapilan baGkabir ¢aliGmadg petrol eteri ile yagh
maddelerinden armdirilmiGSeseli libanotis (L.) Koch. subsp. eu-libanotis Thellung
koklerinin metanollii ekstresinin, etil asetat ile yikanmasi, elde edilen bu ekstrenin
yogunlaGtrilip, kurutulmasindan sonra poliamit kolona uygulanmasi ve su:metanol
sistemi kullanilarak yapilan eliisyon ile bazi polar kumarinler elde edilmiGtr

(Lemmich ve Shabana, 1984; Barrero ve ark., 1990).

Daha sonraki yapilan ¢aliGnalarda, Dogu Avrupa ve Asya’da dogal olarak yetiGa S.
libanotis (L.) Koch subsp. intermedium (Rupr.) P.W. Ball’un (Libanotis intermedia
Rupr.) koklerinin petrol eterli ekstresinden major bileGik olarak izopdsenidin ve
bunun yaninda libanotin de elde edilmiGti. Bu bileGikérin yapilari °C-NMR, 'H-
NMR ile aydinlatilmiGtr (Glowniak ve ark., 1991).

Jamu ve KaGmr daglik bolgelerinden toplanan Seseli sibiricum Benth’in kumarinleri
tizerinde de pek ¢ok ¢aliGmayapilmiGtr. Bitkinin kdklerinin petrol eterli ekstresinden
ceGili bileGkler yaninda basit bir kumarin olan ostol de elde edilmiGtr (Kapoor ve
ark., 1968; Barrero ve ark., 1990). BaGla bir araGtrmaci grup tarafindan yapilan
caliGmada umbellalarin petrol eterli ekstresinden kolon kromatografisi ile ostol,
imperatorin, bergapten, ve sibirisin elde edilmi(ir. Apiaceae familyasinda oldukca
sik rastlanan bu bileGikérin yapilar standart bileGikérle karGilaGtmak suretiyle ve
IR, NMR, MS gibi spektroskopik yontemlerle aydinlatilmiGtr (Austin ve ark., 1968;
Barrero ve ark., 1990). Yine ayn1 bolgeden toplanan Seseli sibiricum Benth. ile
yapilan bir baGl caliGmadada kumarin yapisinda bir ¢ok bileGikelde edilmiGtr
(Kumar ve ark., 1978; Barrero ve ark., 1990). Banerjee ve arkadaGlainin yaptig1 bir
caliGmadaise, Seseli sibiricum Benth.’in umbellalarinin hekzanli ekstresinden basit
yapidaki kumarinler ile linear furokumarinler elde edilmiGtr. Elde edilen bileGikérin
yapilar1 yine spektroskopik yontemlerle kanitlanmiChr (Banerjee ve ark., 1980;

Banerjee ve ark., 1987; Barrero ve ark., 1990).
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Seseli tortuosum L.’un toprak istli kisminin etanollii ekstresinden basit kumarinler

yaninda, angular tip piranokumarinler de izole edilmiGtr (Gonzalez ve ark., 1979).

Yine Seseli tortuosum L.B.S. Eur’dan diger Seseli tiirlerinde de rastlanan (-)-2'-
senesioiloksi-1',2'-dihidroksantiletin ve (-)-2'-izovaleriloksi-1'-2'-dihidroksantiletin
isimli linear piranokumarin aglikonlar1 yaninda, bitkinin toprak kiistii kisminin
asetonlu ekstresinden tortuozit (7-hidroksi-8-[(2'R)-hidroksi-3'-O-B-D-
glikopiranozil-3'-metilbiitil]-kumarin) isimli bir kumarin heteroziti de izole edilmiGtr

(Ceccherelli ve ark., 1990; Barrero ve ark., 1990).

Anadolu’dan toplanan Seseli tiirleri iizerinde yapilan ¢aliGmalada, kumarinler ve
ucucu yaglar 6n plana ¢ikmiGtr. Giiney Anadolu’dan toplanan ve endemik bir tiir
olan Seseli gummiferum subsp. corymbosum (Boiss & Heldr.) P. H. Davis (Syn: S.
corymbosum Boiss. & Heldr.) (Apiaceae)’ un toprak istii kisimlarinin n-hekzanl
ekstresinden; bilinen bir basit kumarin ile 4 angular piranokumarin ve korimbokumarin
isimli yeni bir angular dihidropiranokumarin izole edilmiGir. Korimbokumarin’in
yapisi (-)-(3'S,4'S)-3"-asetoksi-4'-isovaleroiloksi-3',4'-dihidroseselin (gklinde
tanimlanirken diger kumarinlerin yapist ise; (-)-(3'S,4'S)-3'-asetoksi-4'-angeloiloksi-
3',4'-dihidroseselin, (+)-(3'S,4'S)-3'-hidroksi-4'-angeloiloksi-3',4’-dihidroseselin  (d-
laserpitin), (-)-(3'S,4'S)-3"-angeloiloksi-4'-hidroksi-3',4'-dihidroseselin, 3'-asetoksi-4'-
izobiitiloksi-3',4'-dihidroseselin ve osthol olarak belirlenmiGir (Tosun ve ark., 2003 ve

2005).

Tiirkiye’de Kuzey Anadolu bolgesinde yeti(en bir tiir olan Seseli resinosum Freyn et
Sint.’un koklerinden hazirlanan n-hekzanli ekstrede kumarinlerin varligi tespit
edilmiGtr. Bitkinin koklerinden 3 angular tip piranokumarin ve 2 linear tip
furokumarin izole edilmiGtr. BileGaler; samidin, anomalin, kalipteriksin,
izoimperatorin ve deltoin olarak tanimlanmiG ve yapilart ¢eGili spektroskopik
yontemlerle aydinlatilmiGtr (Tosun ve ark., 2006a). Yine, S. resinosum {iizerinde
yapilan bir diger caliGmala, Seseli resinosum Freyn et Sint.’un toprak iistii kisimlari
ve koklerinden, kemometrik HPLC metodlar1 kullanilarak bir piranokumarin olan

(-)-anomalin ve deltoinin miktar1 tayin edilmiGir (Tosun ve ark., 2007a).
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Tirkiye’de yetiGa Seseli hartvigii Parolly & Nordt (endemik)’nin toprak istii
kisimlarimin n-hekzanl ekstresinden, bir angular tip piranokumarin (izopteriksin) ve
2 basit kumarin (suberosin ve meksotisin) izole edilmiGtr. S6z konusu bileGikérin

yapilar1 spektroskopik yontemlerle aydinlatilmiGtr (Tosun, 2006).

Yapilan bir HPLC ¢aliGmasinda, Tiirkiye’de yetiGen3 farkli Seseli tiirii olan; S.
gummiferum subsp. corymbosum, S. resinosum ve S. hartvigii’nin toprak isti ve
toprak alt1 kisimlarmin n-hekzanli ekstrelerinde, normal faz yiiksek basingli sivi
kromatografisi ile kumarinlerin varlig1 araGtrilmiGtr. Bu hususta, standart 6rnekler
kullanilarak S. gummiferum subsp. corymbosum’un toprak istii kisimlarindan elde
edilmiGolan osthol ve korimbokumarin [(-)-(3'S,4'S)-3'"-asetoksi-4'-isovaleroiloksi-
3',4'-dihidroseselin] varlig1r diger tiirlerde de araGtmlmiGtr. Ayrica; tiirler iginde
varlig1 saptanan kumarinlerin miktarlar1 hakkinda da bilgi edinilmiGtr (Tosun ve

ark., 2007b).

Bir diger ¢aliGmada Tiirkiye’de yetiGa Seseli hartvigii bitkisinin tiim kisimlarindan,
dort bilinen bileGa (tamarin, bergaptol, notoptol ve beta-sitosterol ile stigmasterol
kartGim) ve bir yeni dogal kumarin olan 6-(3'-metil-2'-okso-3'-butenil)-7-
metoksikumarin ile linear tip furokumarin olan 5-[(2"E, 6”S)-6’’-hidroksi-3",7"-
dimetilokta-2",7"-dieniloksi]psoralen, ilk kez izole edilmiG, bileGikérin yapis
spektroskopik yontemlerle aydinlatilmiGtr. Bu kumarinler, hartvigimarin A ve B

olarak isimlendirilmiGtr (Zhang ve ark., 2010).

Yine Tiirkiye’de yeti(gn bir tiir olan Seseli resinosum’dan yiiksek hizda ters akim
kromatografisi (HSCCC) ile yontemin optimize ve revize edilmesi ile tek seferde
(ak1Q) ve hizli bir (gkilde yiiksek saflikta 8 kumarin tiirevi kantitatif olarak elde
edilmi(ir. Bu kumarinlerin yapisi; d-laserpitin, (3'S,4'S)-3'-angeloiloksi-4'-
hidroksi-3',4'-dihidroseselin,  (+)-samidin, (3'S,4'S)-3'-asetoksi-4'-angeloiloksi-
3',4'-dihidroseselin,  deltoin,  kalipteriksin,  (3'S,4'S)-3",4'-disenesioiloksi-3',4'-
dihidroseselin, (-)-anomalin olarak aydinlatilmiGve miktarlar belirlenmiCir (Shehzada

ve ark., 2013).
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2.2.1.2. Ugucu Yaglar ve Terpenik Bilesikler

Terpenler iki izopren molekiiliiniin (CsHs) kondensasyonu ile meydana gelen
hidrokarbonlardir. Ugucu yaglarin temel bileGikéri olan terpenlerin ana yapisini
oluGtrmaktadir ve ugucu yaglar terpenik bileGilterin kompleks bir kariGim olarak
(monoterpenler ve bazi seskiterpenler) bilinmektedir. Ucucu yaglarin bileGim
yapilan gaz kromatografisi analizleri ile belirlenmektedir. Yine Seseli tiirleri tizerinde
yapilmiGucgucu yaglar ile ilgili caliGmala aCagida 6zetlenmiGtr. Ayrica; terpenik

bileGikérinin izolasyonuna yonelik caliGmalaa da deginilmiGir.

Seseli tiirlerinin ugucu yaglari ile yapilmiG ¢aliGmaladan biri, Seseli elatum L.
toprakiistii kismmin ugucu yagi ile olan ¢aliGmadir. Seseli elatum subsp. gouanii
(Koch) P. W. Ball. (SeG), petrol eteri kullanilarak perkolasyonla ekstre edilmiG,
¢oOziicli uzaklaGtnldiktan sonra, kalan artik, buhar distilasyonuna tabi tutulmuGve
susuz Na,S0, ile kurutulduktan sonra ugucu yag miktart % 0.8 olarak bulunmuGtur.
Bu ucgucu yagin, analiz sonucunda seskiterpen hidrokarbonlarca ¢ok zengin oldugu

ortaya konmuGiur (Coassini ve ark., 1986).

Giineydogu Gpanya'nin denize yakin kayaliklarindan toplanan ve endemik bir tiir
olan Seseli vayredanum L. (Athamantha vayredana) iizerinde ayni araChirmacilar
tarafindan yayinlamiGiki farkli caliinaya rastlanmiGtr. Bu caliGmalara gore bu
tirlin toprak istii kisminin Soxhlet ekstraksiyonu ile hazirlanan hekzanh
ekstresinden seskiterpen yapisinda pek ¢ok bile(ik izole edilmiGir (Barrero ve ark.,
1992 ve 1994).

Ozbekistan'da yetiGa bir tiir olan Seseli macrophyllum Regel & Schmalh
[Athamantha macrophylla Korov., Medisia macrophylla (Regel & Schmalh)
Pimen.]'un toprak iistii kismindan hidrodistilasyonla % 0.07 oraninda ucgucu yag elde
edilmiG,bu ugucu yagin, GC/MS analizi sonunda ugucu yaginin, baGlea % 27.23 p-
simen, % 15.13 timol, % 12.52 karvakrol, % 8.17 pulegon,% 7.10 mirsen ve a-
fellandren'den oluGugu anlaGiniGtr (BaGe ve ark., 1997).
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Gpanya'nin endemik bir tiirii olan Seseli farreynii Molero & Pujadas'in taze
yapraklarinin dietileterli ekstresinin, GC/MS analizi sonucunda elde edilen ugucu
kariGimmn  seskiterpenik  bileGikér yaninda monoterpenler, tetradesilasetat,
tetrakozanol, hekzakozanol, oktakozanol gibi bileGikérce de zengin oldugu

gorilmiGtifMuckensturm ve ark., 1997).

Diger bir ¢aliGma Seseli campestre Besser'in, meyve ve herbasi tizerinde
gercekleGtrilmiGtr. Clevenger apareyi kullanilarak yapilan hidrodistilasyonda ugucu
yag miktari, meyvelerinde % 1.5, toprak istii kisminda ise % 1.0 olarak tespit
edilmiGtr. Ugucu yaglarin GC/MS analizleri sonucu baGlea bileGikérinin a-pinen ve
daha once Peucedanum palustre (L.) Moench'de de varligi bilinen (E)-
seskilavandulol oldugu saptanmiChr. Toprak iistii kisimlarinda ve meyvelerde a-
pinenin sirasiyla % 35.8 ve % 26.2; (E)-seskilavanduloliin de sirasiyla % 3.2 ve %
11.8 oranlarinda bulundugu belirtilmiGir. S. tortuosum'un ugucu yaginda ise % 35.9
a-pinen, % 8.8 sabinen, % 8.4 (E)-seskilavandulol ve % 7.0 S-pinen bulundugu
gorilmiGtiir BaCer ve ark., 2000; Kaya ve ark., 2003).

(alya kiyilarindan toplanan Seseli tortuosum L.’un cicek tepesi ve yapraklarindan
distilasyonla elde edilen ugucu yagin yapisi analiz edilmiG ve ugucu yagin
bileGimnde baGlea mirsen (% 29.2), a-pinen (% 18.6), f-pinen (% 13.2) ve limonen
(% 10.6) varlig1 tespit edilmiGtr. Seskiterpenlerin arasinda yalnizca akorenon
kantitatif olarak (% 6.3) tespit edilmiGtr. Akorenon, ilk kez Acorus calamusun
ucucu yagindan izole edilen ve nadir rastlanan bir seskiterpen olarak bilinmektedir

(Bader ve ark., 2003).

Gian’da yabani olarak yetiGa Seseli tortuosum L. ssp. Kiabii Akhani’den
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagin kimyasal bileGGim yine GC/MS ile analiz
edilmiGve ugucu yaginin % 93.6’s1 belirlenerek, baGlea monoterpenler olmak iizere
30 farkli bileGaden oluCiugu tespit edilmiGtr. Bu bileGalerden baGlealari; a-pinen
(% 21.2), p-fellandren (% 14.9), f-pinen (% 14.2) ve sabinen (% 13.4) olarak
gosterilmiGtr (Habibi ve ark., 2003).
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Tirkiye’de yetiGa Seseli gummiferum subsp. corymbosum ve Seseli gummiferum
subsp. gummiferum’un toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen
ucucu yaglarin bileGim GC/MS ile belirlenmiGti. S. gummiferum subsp.
corymbosum toprak {istii kisminin ugucu yagmnin % 94.72’sini oluGtiran toplam 282
bileGain yapist aydinlatilmiGGve major bileGaleri bisiklogermakren (% 11.92) ve
germakren B (% 14.01) olarak bulunmuGtur.S. gummiferum subsp. gummiferum’un
toprak istii kismmin ugucu yagmin ise % 99.82’si analiz edilerek toplamda 259
bileGain yapist aydinlatilmiG ve major bile(gni spatulenol (% 19.91) olarak
bulunmuGtur Tosun ve ark., 2005).

Tirkiye’de yetiGa Seseli petraeum M. Bieb. ve Seseli andronakii Woron.’un
meyvelerinden hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin yapis1 GC ve GC/MS ile
analiz edilmiGtr. S. petraeum’un total ucucu yagmin % 95.7°sini oluGtiran 32
bileGain yapisi aydinlatilirken, S. andronakii’nin total ugucu yagmin % 91.5’ini
oluGtiran 30 bileGain yapist da belirlenmiGti. BaGlea bileGaler; S. petraeum igin,
karotol (% 20.7), y-terpinen (% 11.3), sabinen (% 9.5) ve germakren D (% 7.8) olup;
S. andronakii i¢in ise karotol (% 52.7) ve germakren D (% 8.7) olarak tespit
edilmiGtr (Tosun ve ark., 2006b).

Yine Tiirkiye’de yetiGa Seseli resinosum Freyn et Sint. ve Seseli tortuosum L.’nin
meyvelerinden hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin GC ve GC/MS ile
analizleri yapilmiGtr. S. tortuosum’un ugucu yagmin % 98.3’iinde 27 bileGa, S.
resinosum’un ugucu yaginin tamaminda 22 bileGa tespit edilmiGtr. S. resinosum’un
ucucu yagiin ana bileGaleri f-pinen (% 37.5), 4a-hidroksigermakra-1-(10)-5-dien
(% 21.7) ve a-pinen (% 13.7), S. tortuosum’un ise (E)-seskilavandulol (% 37.5),
sabinen (% 19.7), a-pinen (% 13.5) ve f-fellandren (% 7.8) olarak aydinlatilmiGtr
(Tosun ve ark., 2006c)

Ulkemizde Van yéresinden toplanan Seseli libanotis’in toprak iistii kisimlarinin
ucucu yaginda baGlea bileGalerin; trans-karyofillen (% 20.39), spatulenol (%
11.89), (-)-karyofillen oksit (% 11.47), evasaron (% 10.66) ve y-kadinen (% 9.16)
oldugu rapor edilmiGtr (Oztiirk ve ErciGi, 2006).
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Sirbistan’da yetiGa Seseli peucedanoides’in toprak istii kisimlarindan elde edilen
ucucu yagin bileGim GC ve GC/MS ile belirlenmiGtr. Ugucu yagin % 96.3’iinii
tespit edilmiGolan 46 bileGa oluGtirmakta ve bu bileGalerin baGlealari; a-pinen (%
69.4), f-pinen (% 4.9) ve limonen (% 4.6) oldugu ortaya konmuCur (Vanja ve ark.,
2006). Yine Sirbistan’da yabani olarak yetiGa S. annuum’un toprak {istii
kisimlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin % 96.5’inin yapist GC ve
GC/MS ile aydinlatilarak, 43 bileGain yapist belirlenmiGtr. En fazla miktarda
bulunanlar sirasiyla; germakren D (% 29.8), sabinen (% 10.3), f-osimen Z (% 9.8) ve
limonen (% 8.6) olarak rapor edilmiGtr (Milosavljevic ve ark., 2007).

Bir diger ¢aliGmada Kuzey Bati Anadolu’da yetiGa Seseli campestre Besser’in
toprak iistli kistmlarindan hidrodistilasyonu ile elde edilen ugucu yaglarin yapis1 GC
ve GC/MS yontemleri ile araGtmlmiGtr. Yaglarin % 97.1 kadarini temsil eden 30
bileGiktanimlanmiGtr. Ugucu yag ana bileGaleri; a-pinen (% 38.6+0.5), p-pinen (%
17.5+0.1) ve (E)-seskilavandulol (% 10.3+£0.8) olarak bulunmuGur (Kaya ve ark.,
2010).

Son yillarda yapilan bir caliGmadaise, Seseli montanum L. subsp. tommasinii Reich.
f.’den elde edilen ugucu yagin GC/MS caliGmala1 sonucunda, S-pinen (% 30.2),
germakren D (% 10.1), sabinen (% 8.0), a-pinen (% 7.2) ve limonen (% 6.6) ana
bileGaler olarak belirlenmiGtr (Silijegovic ve ark., 2011).

Bir baGl ¢aliGmad, Clevenger cihazi kullanilarak yapilan distilasyonla elde edilen
Seseli globiferum Vis.’in toprak iistii kisimlarinin ugucu yagi GC/MS ile analiz
edilmiG % 99.4’1 tanimlanan ugucu yagin iceriginde baGlea bileGaleri; sabinen (%
38.0), a-pinen (% 21.2) ve p-fellandren (% 13.5) olarak teGhisedilmiGtr (Janackovic
ve ark., 2011).

Yakin zamanda yapilan bir baGkacaliGmada Portekiz’de yetiGa Seseli montanum
subsp. peixotoanum ve Seseli tortuosum L.’un olgun meyvelerinden su distilasyonu
ile elde edilen ugucu yaglarinin bileGalerinin yapilar1t GC/MS ile aydmlatilmiGtr.
Her iki ugucu yagin ana bileGai monoterpen hidrokarbonlar (% 79.2-85.4) olarak
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tespit edilmiGtr. S. tortuosum’un ugucu yaginin en 6nemli monoterpenik bileGaleri,
a-pinen (% 24.8-24.9), B-pinen (% 23.5-23.9) ve Z-f-osimen (% 13.3-16.0) olup, S.
montanum subsp. peixotoanum’un ise a-pinen (% 36.0-37.1), f-pinen (% 22.5-23,6)
ve limonen (% 7.7-8.8) olmuGtur Z-f-osimen ise mindr bileGik olarak bu tiirde
bulunmuGur. S. montanum’un farkli yerlerden toplanan iki 6rnegi arasinda f-elemen

yine ana seskiterpenik bileGa olarak belirlenmiGtr (Gongalves ve ark., 2012).

2.2.1.3. Flavonoitler

Flavonoitler de yine bitkilerde ¢ok sik rastladigimiz 6nemli sekonder metabolitlerden
biridir. Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince “sar1” anlamina gelen “flavus”
sOzcliglinden tiiretilmiGolup, 15 karbon atomlu 2-fenil benzopiron (difenilpropan)
yapisin1  gosterirler. Flavonoitlerin  antioksidan 0Ozelliklerinin yaninda anti-
inflamatuvar, antiviral, antiallerjik, antitrombotik etki gibi bir ¢ok etkisinin oldugu

yapilan ¢aliGmalala gosterilmiGtr (Kahraman ve ark., 2002).

Yapilan baGka bir c¢aliGmada Seseli annuum’un koklerinden prenillenmiG bir
flavanonol tiirevi olan seselinonol izole edilmiG; ve bu bileGklerin yapilar1 da

spektroskopik analizlerle aydinlatilmiGtr (Vuckovic ve ark., 2010).

Yine farkl bir caliGmada Sirbistan’da yabani olarak yetiCen Seseli pallasii Besser, S.
libanotis (L.) Koch. ssp. libanatis, S. libanotis (L.) Koch. ssp. intermedium (Rupr.) P.
W. Ball’un toprak isti kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrelerinde
flavanoitlerin varligr tespit edilip total fenolik madde igerigi ile total flavanoit

miktarlar Sl¢iilmiiGtiir Matejic ve ark., 2012).

2.2.1.4. Diger Bilesikler

Seseli sibiricum Benth.’in toprak iistii kismmin n-hekzan ile ekstraksiyonu sonucu

elde edilen yagh artigin, nétral AlOj3 ile kromatografiye edilmesi sonucu, n-hekzan,
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n-hekzan:benzen, benzen:kloroform ve kloroform ile devam eden eliisyon
sisteminde, kumarin bileGikérinin yaninda sinnamik asit tiirevlerinden olan

sesebrinik asitin de izole edildigi belirtilmiGir (Banerjee ve ark., 1987).

Fenilpropanoid yapisinda bileGklerin varligi Seseli varyedanum L.’un toprak distii
kisminin hekzanli ekstresinde miristisin, 6jenolmetileter, elemisin, latifolon, elitro-1-
hidroksi-2-anjeloiloksi-3’, 4'-metilendioksi-5'-metoksi-1-fenilpropan, treo-1-hidroksi-
2-anjeloiloksi-3',4"-metilendioksi-5'-metoksi- 1-fenilpropan, laserin ve 2-epilaserin gibi

bileGklerin izole edilip saptandig1 rapor edilmektedir (Barrero ve ark., 1992).

Gpanya’da endemik bir tiir olan Seseli farreynii Molero & Pujadas iizerinde yapilnuG
kinonik bileGklerin izolasyonuyla ilgili olan bir ¢aliGmabu konu ile yapilan ilk
caliGmadir Bu araGtrma sonunda bitkinin taze yapraklarinin dietileterli ekstresinin
silikajel kullanilarak yapilmiGkolon kromatografisi ve petroleteri:etil asetat eliisyonu
ile 7-demetilplastokromenol-2, seskiterpen kinon (Ligusticum chuangxiong’dan izole
edilip 2-farnesil-6-metil-benzokinon olarak isimlendirilmiGbileGik)ve bir hidrokinon
izole edilerek, yapilari ¢eGili spektroskopik yontemlerle aydinlatilmiGtr
(Muckenstrum ve ark., 1997).

Leonti ve arkadaGlainin yapmiGoldugu bir ¢aliGmada Sardinya Adasi’ndan toplanan
endemik Seseli praecox’un kurutulmuG ve o6gitilmiG dallarinin diklorometanl
ekstresinden poliasetilenik bir alkol olan falkarinol izole edilmiGtr. Falkarinol (diger
isimleriyle panaksinol veya karotatoksin), deride irritan ozellik gdsteren, havug,
fasulye, kereviz ve tibbi bir bitki olan Panax ginseng’in igerisinde de bulunan bir

flavonoit tlirevidir (Leonti ve ark., 2010).
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2.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

2.3.1. Seseli Tiirlerinin Biyolojik Aktivite Calismalari

2.3.1.1. Antimikrobiyal Etki

Seseli tiirleri tizerinde en ¢ok yapilan biyolojik aktivite ¢aliGmalai, antimikrobiyal
aktivite tayini olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu konu iizerinde daha 6nce yapilmiG

olan ¢caliGmala aCagida agiklanmiGtr.

Seseli libanotis, Ligusticum stewartii, Pycnocycla aucheriana'dan elde edilen ugucu
yaglarin antimikrobiyal potansiyelleri, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Shigella dysanteriae, Vibrio cholerae ve Salmonella typi gibi patojen bakterilere kaG1
etkileri incelenmiGir. Seseli libanotis'in ugucu yaginin, 6zellikle Staphylococcus

aureus'a karGi ok etkili oldugu bulunmuGtur Syed ve ark., 1989).

Seseli libanotis’in tohumlarinin ugucu yag: kullanilarak yapilan baGla bir ¢aliGmada
5 farkli bakteri tiiriine (Staphylococcus aureus,, Escerichia coli, Shigella dysenteriae,
Vibrio cholerae ve Salmonella thypi) karGi giiglii antibakteriyel etki gosterdigi
kanitlanmiGiir (Meena ve ark., 1989).

Pek ¢ok ugucu yagin fungitoksik etkiye sahip oldugu da bilinmektedir. Seseli
indicum W. & A.'un ugucu yaginin da diger bazi ugucu yaglarla karGilaGtildiginda
daha yiiksek bir fungitoksik aktiviteye sahip oldugu goézlenmiGiir. Gida olarak
kullanilan baz1 tohumlarin depolanmasi esnasinda meydana gelebilecek bozulmalara
karG1,S. indicum ugucu yagimin, korunma amagl kullanilabilecegi ve boylece dogal

bir koruyucu olabilecegi belirtilmiGir (Chaturuedi ve Tripathi, 1989).

Apiaceae familyasinin pek ¢ok tiirtinde bulunmakla birlikte Seseli tiirlerinde de
bulunan angular bir piranokumarin tiirevi olan suksdorfinin anti-HIV etkisi in vitro

olarak denenmiG ve ¢kili oldugu goriilmiiGtiir Huang ve ark., 1994).
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Yapilan baGkabir ¢aliGmada Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan Seseli L.
tiirlerinin (Seseli gummiferum Pall. ex. Sm. subsp. corymbosum (Boiss. & Heldr.) P.
H. Davis, Seseli gummiferum Pall. ex. Sm. subsp. gummiferum, S. resinosum Freyn.
& Sint ve S. hartvigii Parolly & Nordt) toprak tistii ve toprak alt1 kisimlarindan elde
edilen n-hekzanli ekstrelerin ve toprak listii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde
edilen ugucu yaglarin Gram (—) baz1 bakteriler (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa), Gram (+) olanlar (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus) ve bir mantar (Candida albicans)’a karG agar disk
difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri taranmiGtr. S. resinosum ve S.
hartvigii’nin toprak tistii kistmlarinin n-hekzanl ekstreleri ile S. gummiferum subsp.
gummiferum’un toprak istli kisimlarindan elde edilen ugucu yagin Staphylococcus
aureus (ATCC 25923, 29213)’un iki farkli suGuna karGi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmiGtr. Bunun yaninda, S. resinosum’un toprak alti kisimlariin n-
hekzanli ekstresinin de S. aureus (ATCC 25923)’a karGi antimikrobiyal etki
gosterdigi tespit edilmiGir. Bu etkilerin ¢ok kuvvetli olmadigindan da s6z edilmiGtr
(Tosun ve ark., 2004).

BaGka bir ¢aliGmada Van yoresinden toplanan Seseli libonatis’in toprak {stii
kisimlarinin metanollii ekstresi ¢eGili bakterilerin farkli suGéarina karGiantibakteriyel
etkinligi disk difiizyon yontemi ile dl¢lilmiiGve ekstrenin 6zellikle Bacillus cereus,
B. dipsauri, B. lentimorbus, B. sphaericus, B. subtilis, Corynebacterium
ammoniagenes, Kocuria rosea, Neisseria subflava ve Micrococcus lylae’e karGi
geni(G pektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bulunmuGtur. Ayn1 ¢aliGmada
S. libanotis’in toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin GC/MS ile yapist
aydmlatilmiGG ve ucgucu yagin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degeri,

mikrobrot diliisyon yontemi kullanilarak belirlenmiGti (Oztiirk ve ErciGi, 2006).

Sirbistan’da yabani olarak yetiGa Seseli annuum’un toprak istii kisimlarindan
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagin 15 farkli mantar iizerindeki antifungal
etkisi araGtnlmiG,MIC degerleri 12.5-50 pL/mL olarak bulunmuGtur(Milosavljevic
ve ark., 2007).
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Polonya’da yabani olarak yetiGa Seseli libanotis’in meyvelerinden elde edilen ugucu
yagin standart bakteri suGarina ve klinik Staphylococcus aureus izolatlarina karGG MIC
(minimum inhibisyon konsantrasyonu) ve MBC (minimal bakterisidal konsantrasyon)
degerleri bulunmuGur. Ugucu yagin, Gram (+) bakterilere karGG olan antibakteriyel
etkinliginin, Gram (—) bakterilere oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmiGtr. Gram
(+) bakteriler icin MIC degerleri 0.15 ile 1.25 mg/mL arasinda iken, Gram (-)
bakteriler i¢in 1.25 ile 2.5 mg/mL arasinda bulunmuCur (Wozniak ve ark., 2010).

Seseli globiferum’un toprak iistii kisimlarindan distilasyonla elde edilen ugucu yagin
bakteri suGar1 ve mantarlar lizerindeki antimikrobiyal etkisi brot mikrodiliisyon
metodu  kullanilarak araGtrlmiGtr. Ugucu yag, Pseudomanas aeruginosa,
Micrococcus flavus, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli bakterileri ile
Aspergillus versicolor, Aspergillus niger ve Trichoderma viride mantar tiirlerine

karG &tivite gostermiGir (Janackovic ve ark., 2011).

Seseli montanum L. subsp. tommasinii Reich. f.’den izole edilen ugucu yagin
antimikrobiyal etkisi, bitki ve hayvanlarda patojen olan, deri dokiintiili mantar
hastaligina sebep olan ve yiyeceklerle kontamine olan mantar ve bakteri tiirlerine
karGilaraGtrilmiGtr. Ucucu yagin s6z konusu tiirlere karGietkili oldugu anlaGrniGtr
(Silijegovic ve ark., 2011).

Bir baCka ¢aliGmada, Sirbistan’da yabani olarak yetiCgn Seseli pallasii Besser, S.
libanotis (L.) Koch ssp. libanotis ve S. libanotis (L.) Koch ssp. intermedium (Rupr.) P.
W. Ball’'un toprak isti kisimlarinin metanollii ekstrelerinin in vitro ortamda
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ara(iirilmiGur. Ekstrelerin antimikrobiyal
aktivitesi, cok yaygin olan insan gastrointestinal sistem {izerine patojen olan bakteriler
ile “micro-well” dilisyon yontemi kullanilarak dl¢tilmiiGGve s6z konusu ekstrelerin bu

tiirlerin bir kisminin geliGmini inhibe ettigi gosterilmiGir (Matejic ve ark., 2012).

Bir diger ¢caliGmada Seseli tortuosum ve S. montanum subsp. peixotoanum’un olgun
cicek durumlart ve tohumlarindan elde edilen ugucu yaglarin biyolojik etkileri

araGtrlmiGtr. Ucucu yaglarin yapist GC ve GC/MS ile aydinlatilirken, bira mayasi,
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dermatofitler ve Aspergillus cinsine karGiantifungal aktivitesi de Ol¢ilmiGir. S.
tortuosum’un ugucu yaginin S. montanum’un ugucu yagindan daha yiiksek antifungal

aktivite gosterdigi tespit edilmiGtr (Gongalves ve ark., 2012).

2.3.1.2. Sitotoksik Etki

Seseli mairei Wolf.’un koklerinin etanollii ekstresinin fraksiyonlarinin sitotoksik
etkileri araGtrnilmiGve KB, P-388, L-1210 tiimor hiicrelerine karGi(EDsq: 20 uL/mL)
sitotoksik etki gdsterdigi tespit edilmiGtr (Hu ve ark., 1990).

Sirbistan’da yetiGa Seseli annuum iizerinde yapilan bir ¢aliGmada bitkinin toprak
istii kisimlarindan izole edilmiGolan seselinon ve ddesmin C6 sican glioma hiicre
kiiltiirlerine karGn sitotoksik aktivite gostermiG ve bu aktivite MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] yontemi ile dl¢tilmiiCiiir. Bu
deneyde referans olarak sisplatin kullanilmiGtr (Vuckovic ve ark., 2007).

Seseli annuum’un koklerinden izole edilen seselinonol ve fellopterin, CBMN
(Cytochalasin-B bloke edilmiGmikro ¢ekirdek yontemi) 6l¢iim yontemi kullanilarak
insan periferal lenfositlerindeki kromozom anormalliklerine karGikoruyucu etkisi in
vitro olarak test edilmiGtr. Bu bileGikér, insan lenfositlerindeki DNA hasarinin

azaltilmasinda olumlu bir etki gostermiGtr (Vuckovic ve ark., 2010).

Bir baCka c¢aliGnada, Hint kerevizi olarak da bilinen Seseli diffusum (Roxb. ex
Sm.)’un tohumlarindan hazirlanan % 80’lik MeOH:H,O (metanol:su) ekstresinden
baz1 bileGkler izole edilmiGir. Gole edilen bileGklerden, seselin ve antirisinol

metil eter bazi maya irklarima karGG secici sitotoksik aktivite gostermiGitr

(Abbaskhan ve ark., 2012).

Portekiz’de yetiCen Seseli tortuosum ve S. montanum subsp. peixotoanum’un ugucu
yaglariin insan keratinositleri tizerindeki sitotoksik aktivitesi, yine MTT yontemi ile

tespit edilmiGir. Sonug olarak, S. tortuosum’un ugucu yaginin 0.64 pL/mL’den daha
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yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda insan keratinositleri iizerinde sitotoksik

etkinin varlig1 ortaya ¢ikmiGtr (Gongalves ve ark., 2012).

2.3.1.3. Antioksidan Etki

Yapilan bir ¢aliGmada S. rigidum’un g¢igeklerinden elde edilen ugucu yaginin
antibakteriyel ve antifungal etkilerinin yaninda antioksidan aktivite de gosterdigi
tespit edilmiGir. Ugucu yagin serbest radikal siipiiriicti kapasitesi DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) yontemi ile belirlenmiGtr. Yagin DPPH’1n % 50’sini siipiiriicii etki
sagladigr konsantrasyon, SCsp: 24.5 puL/mL olarak bulunmuGtur. Antioksidan
aktivitesi, askorbik asit (SCso: 4.1 pL/mL) veya gallik asit (SCsp: 1.5 pL/mL) ile
kiyaslandiginda ise serbest radikal siipiliriicii etkisinin daha diGk oldugu

bulunmuGtur Stajkovic ve ark., 2009).

Seseli diffusum (Roxb. ex. Sm.) (Santapau & Wagh)’un tohumlarindan hazirlanan
metanollii ekstreden izole edilen izopimpinellin ve izorutarin diiz kaslar iizerinde
spazmolitik etki gosterdigi tespit edilirken, izorutarinin kuvvetli antioksidan aktivite

gosterdigi de rapor edilmiGtr (Abbaskhan ve ark., 2012).

2.3.1.4. Anti-inflamatuvar Etki

Cin’in Yun-Yan ve Si-Chuan bolgelerinde yetiGa Seseli mairei Wolf.’iin kokleri,
yaygin olarak halk arasinda inflamasyon, Giik, romatizma, agr1 ve soguk alginligina

karG bikisel ilag olarak kullanildigi kayithidir (Hu ve ark., 1990).

Seseli indicum’un tohumlarindan elde edilen seselinin, anti-inflamatuvar etkisinin
yaninda analjezik, antipiretik ve antikonviilzan etkileri de araGtnlmiGtr. Bunun
sonucunda seselin bileGignin doza bagl olarak geliGa anti-inflamatuvar etkisi,
farelerde karrageninle indiiklenen akut inflamasyonda gézlenmiGir. Bunun yaninda,

farelerde asetik asit ile indiiklenmiGagridan dolay1 oluGa kivranmalarda énemli bir
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analjezik etkisinin oldugundan da s6z edilmiGir (Tandan ve ark., 1990; Garcia-

Argaez ve ark., 2000).

Tirkiye’de yetiGa Seseli tiirlerinin, etil asetatli ve metanollii ekstreleri in vivo
ortamda anti-inflamatuvar ve antinosiseptif etkileri araGtrilmiGtr. S. andronakii, S.
campestre, S. gummiferum subsp. corymbosum, S. petraeum, S. resinosum ve S.
tortuosum’un etil asetatl ekstreleri p-benzokinon ile indiiklenmiGabdominal kasilma
testinde sirastyla % 30.1, 32.3, 36.9, 39.8, 35.1, 37.6 inhibisyon gosterdigi tespit
edilmiGtr. Ayrica, S. gummiferum subsp. corymbosum, S. petraeum, S. resinosum ve
S. tortuosum’un etil asetatli ekstreleri; gastrik hasar oluGturmayan dozlarda
karageninle indiiklenmiGarka pence ddeminde referans ila¢ olarak indometazin (%
41.8-44.8 inhibisyon) kullanilarak inhibisyon oranlari sirastyla % 24.5-29.7, 28.1-
33.3,17.4-27.5, 27.9-31.3 olarak kaydedilmiGtr (Kiipeli ve ark., 2006).

Seseli gummiferum Pall. ex Sm. subsp. corymbosum (Boiss. & Heldr.) P. H. Davis’un
toprak istli kisimlarindan elde edilen n-hekzan ve etil asetat ekstreleri yaninda, izole
edilen kumarin tiirevlerinin de in vivo ortamda anti-inflamatuvar ve antinosiseptif
etkilerinin oldugu tespit edilmiGtr. Ekstrelerin, fareler {lizerinde p-benzokinon ile
indiiklenmiG agridan dolay1 oluGan kivranmalar ve karageninle indiiklenmiG arka
pence Odemine karGibelirgin inhibe edici aktiviteye sahip oldugu gosterilmiGtr
(Tosun ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢caliGmada Seseli resinosum Freyn et Sint.’un koklerinden elde edilen bir
piranokumarin olan (—)-anomalinin (Tosun ve ark., 2006a), (Bir Cin bitkisi olan
Saposhnikovia  divaricata’da da  bulunmaktadir) anti-inflamatuvar  etkisi
araGtmlmiGtr. Bunun sonucunda, anomalinin giiclii anti-inflamatuvar etki gosterdigi
tespit edilmiG ve bu bileGign enflamasyonla ilgili hastaliklarin tedavisinde de
kullanilabilecegi konusunda dayanak oluGtiracagi kanisina varilmiGtr. Konu ile ilgili

patent caliGmalai ilgili araGtrmacilar tarafindan devam etmektedir (Khan ve ark.,

2011).
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2.3.1.5. Kalsiyum Antagonisti ve Koroner Vazodilatator Etki

Seseli tiirlerinde kalsiyum antagonisti gibi hareket eden furokumarinler mevcuttur.
Boylece kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanildiklarina yonelik bilgiler
de bulunmaktadir. Ostol ve ksantotoksin ile yapilmiGbir ¢aliGmadaostoliin giiclii
kalsiyum antagonisti olarak hareket ettigi anlaGuniGtr. Ayrica (+)-cis-kellakton
diesterlerinin de koroner vazodilatator etkileri bilinmektedir (Kozawa ve ark., 1980;

Ojala ve ark., 2001).

S. libanotis’ten elde edilen (+)-cis-kellakton-siilfatesterleri, dihidropirano
kumarinlerin ve dihidrofuranokumarinlerin cAMP-fosfodiesterazi inhibe edici
etkilerinden dolayr spazmolitik ve koroner vazodilatator olarak etki gosterdikleri
anlaGiniGir (Lemmich ve Shabana, 1984). Seseli libanotis’in tohumlarinin

Pakistan’da kan basinci kontrolii i¢in kullanildig1 bilinmektedir (Syed ve ark., 1989).

2.3.1.6. Bocek Kaciric1 Etki

Seseli indicum’un meyvelerinden hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin,
bocek kagirict etkisi Luvunga scandensi ve Nordostachys jatamansi tizerinde
incelenmi(G bu ugucu yaglarin icerisinde en yiiksek bocek kagirict etki, S. indicum un

ucucu yaginda bulunmuGur (Dixit ve ark., 1992).

Seseli elatum’a ait alt tiirlerden elde edilen izopimpinellinin yilanlara karGioldiirticii
bir zehir oldugu, parazitik solucanlara karGietkili olup, diiiretik etkiye de sahip
oldugu literatiirde kayitlidir (Coassini ve Delben, 1988). Seseli indicum’un
tohumlarinin da karminatif, stomaGikve stimiilan etkileri yaninda, antihelmintik bir

etkiye sahip oldugu da bilinmektedir (Tandan ve ark., 1990).

Pakistan’dan toplanan Hint kerevizi olarak bilinen Seseli diffusum (Hint kerevizi)’un

olgunlaGmamiGohumlarinin etanollii ekstresi, bir sivrisinek tiiri olan Aedes aegypti
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(L.) (Diptera:Culicidae)’ye karGibiiylimeyi Onleyici, larvisidal ve noérodavraniGsl

toksik etkileri oldugu tespit edilmiGtr (Kabir ve ark., 2013).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec

Ankara’nin yakininda bulunan (ris Dagi’ndan (1800 m), 10/Temmuz/2012 ve
1/Eylil/2012 tarihinde toplanan Seseli gummiferum (Resim 3.1; Resim 3.2) ile
Antalya’nin Akseki ilgesine bagli PimarbaGiKoyii yakinlarindaki Cataloluk mevki,
(1650-1900 m) sarp kayaliklarindan 5/Agustos/2012 ve 25/Eyliil/2012 tarihlerinde
toplanan Seseli corymbosum subsp. corymbosum 'un (Resim 3.3) toprak iistii, toprak
altt kisimlar1 ve meyveleri ¢aliGmamateryali olarak kullanilmiGtr. Toplanan bitkiler,
Prof. Dr. Hayri Duman (Gazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii)
ve Prof. Dr. Alev Tosun (Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi
Anabilim Dal1) tarafindan teGhisedilmiGtr. Bitki drnekleri, uygun Cekilde preslenip,
kurutulup, derin dondurucuda yeterli siire bekletildikten sonra herbaryum Ornegi
haline  getirilmiGti.  Ornekler ~ Ankara  Universitesi ~Eczacilik  Fakiiltesi
Herbaryumu’nda muhafaza edilmektedir (AEF 26264 ve AEF 26262). Toplanan
bitkiler uygun koGularda kurutulduktan sonra toprak {istii ve toprak alti kisimlari
birbirinden ayrilmiG daha sonra bu kisimlar de§irmende ayr1 ayri toz edilmiGtr.

Meyveler ise deneysel ¢aliGmala yapilana kadar buzdolabinda (0-8 °C) saklanmiGr.
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Resim 3.1. Seseli gummiferum Pall. ex. Sm.
Cigekli Goriiniimii

Resim 3.2. Seseli gummiferum Pall. ex. Sm.
Cicekli Gortintimii
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Resim 3.3. Seseli corymbosum Boiss. & Heldr. subsp. corymbosum

3.1.1. Toplanan Orneklerin Tiir Ozellikleri

3.1.1.1. Seseli corymbosum Boiss. & Heldr. subsp. corymbosum Tiir Ozellikleri

Bu tiir, Davis’in Tiirkiye Florasi’'nda Seseli gummiferum subsp. corymbosum Boiss.
& Heldr. P. H. Davis olarak kayithdir (Davis, 1972). Yakin zamanda yapilan bir
caliGmada detayli morfolojik ve anatomik incelemeler sonucunda, bu alt tiirlin, tiir
seviyesine yiikseltilerek Seseli corymbosum olarak adlandirilmasina ve yine ayni
caliGmada 2010 yilinda Rus bilim adamlari Pimenov ve Kljuykov’un, EskiGehir
bolgesinden topladiklart ve yeni bir tiir olarak tanimladiklar1 Seseli phrygium’un yine
yapilan detayli incelemelerin ardindan Seseli corymbosum’un alt tiirii olduguna karar
verilmiGve adi Seseli corymbosum subsp. phrygium olarak degiGirilmiGir. Bunun
sonucu olarak Seseli corymbosum’un ismi, son hali olan Seseli corymbosum Boiss. &
Heldr. subsp. corymbosum olarak kayitlara gegirilmiGir (Pimenov ve Kljuykov,
2010; Giiner ve Duman, 2013). Seseli gummiferum subsp. corymbosum Boiss. &

Heldr. P. H. Davis’in Tiirkiye Florasi’nda yer alan tiir 6zellikleri aG&ida verilmiGtr.
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Cok yillik veya monokarpik, govde birden fazla, tiiysiiz, silindirik, hafif ¢ikintili, 30-
60 cm; govde tabani lifsiz. Taban yapraklar ovat veya oblong-ovat, c. 20x10 cm, 2-
pinnat, donuk-mavimsi yeGi) seyrek pubessent; ugtaki yaprak parcalar1 linear veya
linear oblong, 20-30x1.5-3 mm; petiol, orta damara hemen hemen eGif tistteki govde
yapraklart kisa sapli. IGnlar 15-30 adet, hemen hemen ayni boyda, 2.5-6 cm, sik
pilos. Brakteler 0-1. Brakteoller c. 12, tabanda birleGik, 2.5x0.5 mm. Kiiciik
umbellalar 60-80 cigekli. Petaller beyaz. Pedisel 0-1 mm. Meyve oblong, c. 3 x 1-1.5
mm, sik tiiylli, ¢iceklenme zamani 7-9. aylar. Kiregli kayaliklar, 1300-1700 m.

Tip. [Turkiye C3 Isparta] Tortgalar tiistiindeki Anamas Dag c¢amlik bolge
kayaliklarinin ¢atlaklarinda, 1220 m, 1845 Agustos, Heldrich (K!) (Davis, 1972).

i -42|
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Sekil 3.1. Seseli corymbosum subsp. corymbosum’un Tiirkiye’deki YayiliGi

Seseli corymbosum subsp. corymbosum’un Tiirkiye’deki yayiliGi gekil 3.1°de
gosterilmiGtr. BaGlea Giiney Anadolu. C3. Isparta: d. Siitgiiler, Sarp Daglarinin bati
tarafinda, D. 15787! Antalya: d. Gebiz, Bozburun Dagi, D. 15511! C5 Adana: d.
Karaisali, Giilek Bogazi, D. 16468! Nigde: d. Uluki(la, Alihoca ve Bulgar Madeni
arasi, 1300 m, D. 16419!

Endemik. E. Medit. Element (Davis, 1972).

AEF’de kayith ornekler (AEF 21701), ANK’deki kayitlh ornekler (ANK 15787,
ANK 16468), GAZI’deki kayith 6rnekler (GAZI 2970, GAZI 1584) gorilmiiGtiir.
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3.1.1.2. Seseli gummiferum Pall. ex Sm. Tiir Ozellikleri

Tiirkiye Florasi’'nda iki alt tiir olarak tamimlanan Seseli gummiferum subsp.
gummiferum ve Seseli gummiferum subsp. corymbosum, son yillarda yapilan
caliGmalada birbirinden oldukg¢a ayiric1 6zellikler gosterdigi ve bu o6zelliklerin tiir
seviyesinde ayirict nitelikte oldugu tespit edilmiGtr. Yapilan morfolojik ¢aliGmalain
sonucunda, bu iki alt tiirlin, Seseli gummiferum ve Seseli corymbosum olarak iki ayri
tiir seviyesine yiikseltilmesi uygun goriilip bu Gkilde diizeltilmiGir (Giiner ve
Duman, 2013). Bu sebeple yukaridaki baGlklarda kullanilan tiir isimleri, yeni
diizenlenmiGGeklyle verilmiGir.

Seseli gummiferum Pall. ex Sm., ¢ok yilliktir. Yapraklar, tabandan siiregelen sapl
fibr6z ve non-fibréz. Govde, 1 ya da daha fazla, tabanda dallanmiG,19-39 cm, tiiysiiz
veya yumuGak tiiylii soluk yeGilveya soluk mor. Taban yapraklarinin anahatlar1 ovat-
lanseolat, 2-pinnat, 1.6-15x4.5 cm, tiiysiiz veya hafif tiiyli, yaprak segmentleri
lanseolat, 4-10x1.5 mm. Govde yapraklari, taban yapraklarina benzerlik gosterir,
yukar1 dogru egimli, 1.1-3x1.5 cm, terminal yaprak segmentleri linear, 0.5-8x0.5-1
mm, kiliflar 1.5-2x0.8 cm. Ana umbel, 13-30 1Gnl1, 1Gnlar 2-5 cm, eGitveya degil,
yogun tiiylii veya nadiren tiiysiiz. Brakteler (0-1-2)-8-16, lanseolat veya filiform
(iplik Gklinde), trifid (tiglit), 8-15x1-3 mm, hafif tiiylii. Umbelluluslar 7.5-13 mm
capinda, 60-70 cicekli. Brakteoller tabanda bitiGGk, 11-20, lanseolat, 5x2.5 mm, sivri,
tilylii, kenarlar1 beyaz zarli veya derin diGi. Lateral (yan) umbeller, 15-20 1Gnly,
1Gnlar 6-25 mm. Brakteler 5-7x2 mm. Umbelluluslar 5-8 mm capinda, 40-60 ¢igekli.
Brakteoller 2x1 mm. Saplar ¢ok kisa, hafif tliylii. Sepaller beyazimsi, ovat, c.1 mm.,
meyvede devamli. Petaller beyaz-lila, tiiylii. Stilopodyum konik. Ovaryum tiiylii.
Meyveler oblong-eliptik, 3.5-4x2 mm, yogun tiyli. Fl: 6-8. Habitatlar1: Kaya
yariklari, kire¢ taGlai, 1500-2200 m (Giiner ve Duman, 2013).

Tiirkiye Florasi’na gore, Seseli gummiferum Pall. ex Sm. subsp. gummiferum [Sin: S.
paphlagonicum Pimenov & Kljuykov, Flora of Mediterranea, 20:19-27, (2010)],
Seseli gummiferum subsp. corymbosum (Boiss. & Heldr.) P. H. Davis’den (Resim

3.3) brakte sayisinin 8-16 olmasi ile farklidir. Cigeklenme ve meyveye gecme
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donemleri 6-9. aylar. 1700 m (Duman, 2000). Yeni ismiyle verilen Seseli
gummiferum’un Tirkiye’deki yayiliG1 gkil 3.2°de gosterilmiGtr.

Sekil 3.2. Seseli gummiferum’un Tiirkiye’deki YayiliG

Tip. Oxford Bot. Garden ve Hort. Lady Hume’de kiiltiir.

Orta Anadolu. A4 Ankara: Hasanoglan, (dris Dagi, Hasanoglan’1n iistii, 1500-1600
m, N. Tanker ve ark. (AEF 16348!); ibid., Adilahmet Koyl istii, 1700 m, M.
Koyuncu 7756! (Duman, 2000).

Kirim Yarimadasi (Duman, 2000)

AEF’de kayith ornekler (AEF 16347, AEF 21699, AEF 16348), GAZI’deki kayith
ornekler (GAZI 1583) gorilmiiGiir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ucucu Yag Eldesi

Tiirkiye’nin farkli lokalitelerinden toplanan 6rneklerin, Seseli gummiferum (SG) ve
S. corymbosum subsp. corymbosum (SC) meyveleri bitkinin diger kisimlarindan

dikkatli bir Gkilde ayrilarak ve temizlenerek kabaca toz edilmiGtr. Meyvelerin ugucu
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yaglari, Clevenger cihazinda (Avrupa Farmakopesi’ne gore hazirlanmiGG olan)
hidrodistilasyon yontemi kullanilarak elde edilmiGti. Bunun igin, o6gitilmiG
orneklerden 30’ar gram tartilip balonlara konularak, balonlar yariya kadar distile su
ile dolduruldu. Her iki balon ayri ayr1 Avrupa Farmakopesi’ne uygun Clevenger
cihazina baglanarak ve bu yontem kullanilarak (Avrupa Farmakopesi, 2010),
mantolu 1siticilar {izerinde 3 saat siireyle hidrodistilasyon yapildi. Yapilan distilasyon
sonucu her iki bitkinin meyvelerinden elde edilen ugucu yaglarin miktarlar

belirlenererek, ugucu yag verimleri hacim/agirlik (h/a) olarak hesaplandi.

3.2.2. Ekstrelerin Hazirlanisi

Sesesli gummiferum ve S. corymbosum subsp. corymbosum’un uygun Gékilde
kurutulup toz edilen toprak iistii (herbasinin) ve toprak alti kisimlariin (koklerinin)
her birinden 40’ar gram tartild1. Tartilan 4 farkli 6rnek ayr1 ayr1 Soxhlet apareyinde,
n-hekzan, etil asetat ve metanol kullanilarak her biri ile 8’er saat boyunca mantolu
isitict iizerinde devamli sifon yapmalar1 saglanarak ekstre edildi. Elde edilen
ekstreler rotavapor (BUCHI Rotavapor R-200) cihazi kullanilarak yogunlaGtrildi.
YogunlaGtnlan ekstreler tartilarak, miktarlar1 belirlendi. Bu ekstreler daha sonra

kromatografik caliGmalada kullanilmak iizere saklandi.

3.2.3. Kromatografik Yontemler

3.2.3.1. Ince Tabaka Kromatografisi

CaliGmalmmizda ekstrelerin ve ugucu yaglarin, ince tabaka kromatografisi ((UK) ile
analizleri yapilmiGve fotograflart ¢ekilmiGtr (Olympus BX50 mikroskobuna bagh
fotograf makinasi). Toplanan Seseli gummiferum ve S. corymbosum subsp.
corymbosum’un toprak {istii ve toprak alti kisimlarindan elde edilen n-hekzan, etil
asetat ve metanollii ekstreler UK plaklarina uygulandi. Kiesel G 60 F,s4 (Merck
1.05554, 20x20) kapli hazir plaklar kullanilarak n-hekzan:etil asetat’in (4:1) oraninda
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hazirlanan solvan sistemi ile develope edilen ekstreler, hem giin 1Gginda, hem de UV
366 ve 254 nm’de incelendi. Giceleme sirasinda belirteg olarak MeOH:H,SO, (1:1)
ve % 10’luk KOH kullanildi. Ugucu yaglar ise pentan igerisinde ¢oziiliip yine Kiesel
G 60 Fys4 (Merck 1,05554, 20x20) kapli hazir plaklar kullanilarak n-hekzan:etil
asetat’in hem (7:3) hem de (8:2) oraninda hazirlanan solvan sistemleri ile ayr1 ayri
develope edildi. Plaklar hem giin 1Gginda hem de UV 366 ve 254 nm’de incelendi.
Giceleme sirasinda belirteg olarak MeOH:H,SOy4 (1:1) kullamildi. Ayrica, plaklar 1s1
ile muamele edildikten sonra, tekrar giin 1Gg1 ve UV (366 ve 254 nm)’de incelenerek

kontrol edildi (Stahl, 1967; Wagner ve Bladt, 1996).

3.2.3.2. Gaz Kromatografisi (GC)

Ugucu yag numuneleri; n-pentan:dietil eter (1:2) h/h kullanilarak (1:100) h/h’e diliie
edilerek hazirlanmiG, GC/FID (Gas Chromatography/Flame Ionization Detector) ve
GC/MS (Gas Chromatography /Mass Spectroscopy) kullanilarak analiz edilmiGtr.
Gaz kromatografisi analizleri, Agilent (Palo Alto, CA, USA 7890A model gaz
kromatografi ve FID’si kullanilarak yapildi. Kromatografik ayirimlar i¢in 30 mx0.25
mm i.d. HP-5MS kapiler kolon [(5% -phenyl)-methylpolysiloxane, Agilent J] & W.,
GC kolon, kaplanma kalinligr 0.25 um] kullanildi. Firin sicaklik programi, 2 dakika
70 °C’de birakilarak, daha sonra 200 °C’ye arttirihp (dakikada 3 °C/dak sicaklik
arttirillarak 1(Jeme devam edildi), 15 dakika bu  Gékilde siirdiiriildii. Helyum (1
mlL/dak) taGyic1 gaz olarak kullanildi. Enjektor sicakligi 250 °C olarak ayarlandi.
Dedektor sicakligr ise 300 °C’de tutuldu. Enjeksiyon hacmi (1 pL), split oran1 1:50
olarak ayarlandi GC/FID analizleri bu G&kilde 3 kez tekrarlanarak gercekleGtrildi.

3.2.3.3. Gaz Kromatografisi/Mass Spektroskopisi (GC/MS)

Ucgucu bileGikérin analizi, Gaz kromatografisi (yukarda belirtildigi gibi, Agilent
7890A model) ve Mass Spektroskopisi (5975C model Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) kullanilarak gercekleGtrildi. Mass dedektorii, 70 eV’luk elektron
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vuruG iyonizasyonu Géklinde ayarlandi (Mass araligi 30-300 m/z’dir). Gyn
kaynagimnin sicakligt 280 °C olarak ayarlanirken, ugucu bileGikérin ayrimi ayni
kolonda ve aymi firin sicaklig1 programi kullanilarak yapildi. Bu (ekilde de kantitatif
analizler gercekleCiirildi (Analizler 3 kez tekrarlandi). Her bir pik, retansiyon
zamanlar1 karGilaGtilarak tayin edildi (C9—C25 n-alkan serisi HP-5MS kolonu i¢in).
Ayrica, hem standart maddelerle karGilaGtarak, hem de literatiir bilgisine dayanarak
bileGikér tayin edildi (Adams, 2004; El-Sayed, 2007). Bunun yaninda, mas
spektrumlar;; Wiley 275 MS Kkiitiiphanesi (Wiley, New York, USA) ve NIST98
(Gaithersburg, Germany) mas spektral veritabanindan da faydalanilarak
kesinleGtrildi (BileGikérin yilizdelerini hesaplamak i¢in GC’den elde edilen pik
alanlariinin  normalizasyon yo&temi  kullamilmiGG  olup, diizeltme faktori

kullanilmamiGar).

3.2.4. Biyolojik Aktivite Calismalari

CaliGmalaimizda, Seseli corymbosum subsp. corymbosum ve S. gummiferum
tiirlerinden elde edilen ugucu yag ornekleri, biyolojik aktiviteleri incelenmek iizere
secildi. Boylece, ugucu yaglar iizerinde biyolojik aktivite caliGmalai gercekleGtrildi.
Yapilan biyoaktivite ¢aliGmalal arasinda sitotoksik aktivite taramasi i¢in en temel
yontem olan MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
deneyi, anti-inflamatuvar aktivite tayinleri icin; NO (Nitrik Oksit), PGE;
(Prostaglandin E,) Tayini, NF-kB (Niikleer Faktor kappa B)’nin SEAP (Secreted
Alcaline Phosphatase) Reporter Gen Analizi, Western Blot Analizi yapildi. Ayrica

yaglarin antimikrobiyal aktivite tayini i¢in de Disk Diflizyon yontemi kullanildi.

3.2.4.1. Hiicre Kiltiiri

Murin (fare) makrofajlarindan hazirlanmiGG olan RAW 264.7 olarak kodlanmiG
hiicreler deneylerde kullanildi (The American Type Culture Collection, Manassas,

VA). Gk olarak hiicreler, % 10 FBS (Fetal Bovine Serum), 100 U/mL penisilin ve
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100 pg/mL streptomisin iceren DMEM (Dulbeco Modifiye Eagle Mediumu)’de 37°C
de % 5 CO; oranina ayarlanmiGinkiibatorde bekletildi. Ayrica, pNF-kB (SEAP)-NPT
(Neomycinphosphotransferase) reporter ile beslenmiG RAW 264.7 hiicreleri ayni
Gatlarda ¢ogaltildi. Sadece, hiicre kiiltiirtine bu sefer 500 pg/mL genetisin ilave
edildi (Moon ve ark., 2001).

3.2.4.2. MTT Deneyi

MTT yontemi, hiicre canliligimin belirlenmesi i¢in oldukca sik kullanilan pratik bir
yontemdir. Sar1 renkli MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] tuzu, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagli bir
reaksiyon ile renkli, suda ¢éziinmeyen mor formazana indirgenen bir maddedir (gekil
3.3). Hiicrelerin MTT yi indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6lgiitii olarak alinir ve
MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu spektrofotometrik olarak 540
nm’de Ol¢iliir, yogunluk orani canli hiicre sayisi ile korelasyon gosterir (Kurt ve ark.,

2010; Chun ve ark., 2013).

[
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Sekil 3.3. MTT nin Formazana Gidirgenme Reaksiyonu

Bu ¢aliGmada SG ve SC ucucu yaglariin hiicre canliligina etkisi AGS (gastrik
kanser hiicreleri), HCT (116 kolon kanser hiicreleri), Caco-2 (kolon kanser hiicreleri)

tizerine etkisi MTT Ol¢lim yontemi kullanilarak belirlendi. RAW 264.7 hiicreleri,
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oncelikle 96 gozlii plakalara her gozde 1x10* yogunlukta olacak (kilde ekilerek,
37°C’de 24 saat siire ile inkiibe edildi. Ucucu yaglar, her goze farkli
konsantrasyonlarda (10, 25, 50 ve 100 pg/mL) ilave edildi, daha sonra hiicreler, 24
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Gikiibasyon sonunda, MTT ¢ozeltisinden (0.5
mg/mL) her gbze ilave edildikten sonra, 3 saat daha inkiibasyona birakildi. Daha
sonra oluGanformozan kristalleri, 100 pL DMSO (Dimetilsiilfoksit)’da ¢oziilerek,
hiicre canliligit 540 nm’lik absorbansda ol¢iiliip degerlendirildi (EMax Microplate

Reader-Molecular Devices, Sunnyvale, California).

3.2.4.3. NO (Nitrik Oksit) Tayini

NO (Nitrik oksit), hem periferal dokularca hem de santral sinir sisteminde lretilen
sinyalleri taGyan ve ileten bir anahtar molekiil olup, aym1 zamanda iNOS (Nitrik
oksit sentaz) olarak da bilinen bir enzimdir. Biyolojik sistemlerde, NO ve iNOS
aktivitesinin Ol¢limii i¢in kullanilan teknikler, NO ve NO tiirevli diger bileGikérin
etkilerini gostermek i¢in belirleyicidir (Nims ve ark., 1996; Marzinzing ve ark.,

1997; Ghafouriar ve ark., 2008; EGmekya ve ark., 2011; Meng ve ark., 2013).

NO, immiinite ve viicut savunmasindaki temel rollerinin yaninda DNA
(Deoksiriboniikleikasit) hasarina yol acabilen mutajenik ve sitotoksik etkiler de

gosterebilmektedir (gekil 3.4).
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Sekil 3.4. NO’nun Hiicre Uzerindeki Etkileri

Gdiiklenebilen NO sentaz (iNOS), inflamasyon siiresince NO iiretimine (gekil 3.5)
neden olmaktadir (Lee ve ark., 2003). NO makrofaj aktivasyonu iGémi sirasinda
kritik rol oynamakta ve bu mediator (NO) akut ve kronik inlamasyonlarla

iliGklendirilmektedir (Salvemini ve ark., 1993; Zhou ve ark., 2008).

Nitrik Oksit

Enflamasyon siirecinde,
aktive edilmis hiicrelerde
NO iiretimi artar

Sekil 3.5. Enflamasyon Siirecinde NO Uretimi

Canli doku ve hiicreler lizerinde NO diizeyi, total nitrit olarak Griess reaktifi ile
spektrofotometrik olarak olgiiliir (gekil 3.6). Griess reaktifi, nitritin asidik ortamda
primer bir aromatik amin ile (siilfonilamit) diazotizasyonu ve N-(1-naftil)
etilendiamin hidroklorit (NED) ile mor renkli bir azo iirliniinii teGhiseder. Griess
reaksiyonu, nitrit iyonlarmma duyarli oldugundan, ortamdaki nitratin nitrite

indirgenmesi in Vvivo olarak oluGanNO’nun gergege yakin miktarlarda Sl¢limiine
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olanak tanimaktadir (Ghafouriar ve ark., 2008; EGmekya ve ark., 2011; Meng ve
ark., 2013).

» Nitrat

Nitrik Oksit Nitrat Reduiktaz

» Nitrit

Griess
Reaktifi ile
olgiim

Sekil 3.6. Gidirgenen Nitritin Griess Reaktifi ile Olgiimii

Boylece, bizim caliGnalarimizda, kiiltiir ortamindaki nitrit konsantrasyonunun
tespiti, Griess reaktifi kullanilarak (bu reaktif NO indikatoriidiir) gergekleGtrildi.
Kisaca; RAW 264.7 hiicreleri, 2 saat siire ile ucucu yag Orneklerinin farkl
konsantrasyonlari ile muamele edildi. AMT (Amitraz) pozitif kontrol olarak
kullanildi. Daha sonra, 18 saat LPS (Lipopolisakkarit) ile, 1 pg/mL dozda uyarildi.
Sonrasinda, Griess rekatifi (distile su icinde % 0.1 nafetiletilendiamin ve % 5
fosforik asit iginde % 1 siilfonilamid), 100 pL hiicre kiiltiiriine ilave edildi ve optik
dansitesi 540 nm’de ol¢iildii. Nitritin konsantrasyonu, daha once sodyum nitritin

bilinen konsantrasyonlarinda hazirlanmiG o&n standart egrisine gére hesaplandi.

3.2.4.4. PGE; (Prostaglandin E,) Ol¢iimii

PGE, (Prostaglandin E;) inflamasyon sirasinda aktive olan makrofajlarda
inflamatuvar cevabi1 desteklemek icin iiretilen pro-inflamatuvar mediatorlerden
biridir. COX-2 (Cyclooxygenase-2) enziminin de ¢eGitli inflamasyon tiplerinde
PGE,; sentezinden sorumlu olduguna inanilmaktadir ( Lee ve ark., 2003). PGE, de

NO gibi makrofaj aktivasyonu sirasinda kritik rol oynamakta ve hem akut hem de
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kronik inflamasyonlarla (gekil 3.7) iliCkilendirilmektedir (Salvemini ve ark., 1993;
Zhou ve ark., 2008).

Inflamasyon

Hiicre Proliferasyonu

Sekil 3.7. iNOS ve COX-2 Enzimleri Tarafindan Uretilen NO ve PGE,

Aktive edilen hiicrelerin makrofajlarindan iiretilen PGE, miktar1, protokollere uygun
olan PGE, (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) i¢in bir enzim immiino 6l¢iim kiti
(ETIA) kullanilarak  hesaplandi. Kisaca, RAW 264.7 hiicreleri farkli
konsantrasyonlardaki ugucu yaglarla 2°Ge saat muamele edildikten sonra, COX-
2’nin ekspresyonunu indiiklemek i¢in 18 saatlik ek siire ile 1pg/mL LPS ile aktive
edildi. Hiicre kiiltiir ortami1 toplanarak, 2 defa PBS (Phosphate Buffered Saline) ile
seyreltilerek, PGE, antikorlar1 ile kaplanmiGolan EIA kitinden 96 gozlii plakaya
aktarildi. PGE, {iretimi, her bir Ornek icin standart egrisine gore hesaplandi.
KarGilaGtma i¢in pozitif kontrol olarak 50 uM selekoksib (Pfizer, New York, NY)
kullanildi.

3.2.4.5. NF-kB’nin SEAP Reporter Gen Analizi

Niikleer Faktor kappa B (NF-xB), Ranjen Sen ve David Baltimore tarafindan

1986°da B lenfositlerin niikleuslarinda immunoglobulin kappa hafif zinciri geninde
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cogalmaya neden olan bolgesine baglanan bir faktor olarak tanimlanmiGhr (Sen ve
Baltimore, 1986). Protein kompleksi yapisinda olan ve DNA transkripsiyonu ile
kontrol edilen NF-xB, tiim hiicrelerde sitoplazmada sessiz halde bulunmakta,
niikleusa sadece aktif oldugunda ge¢mekte ve burada immiin sistem, biiyiime ve
inflamasyonu denetleyen 200’tin {izerinde geni diizenlemektedir (Shishodia ve

Aggarwal, 2004).

NF-kB, hematopoetik veya solid pek c¢ok tiimor hiicresi geliGimnde aktif rol
oynamaktadir. Ote yandan NF-kB normal hiicrelerde nadiren aktiftir. Tiimorlerde
NF-xB’nin baskilanmasinin, proliferasyonu inhibe ettigi, hiicre siklusunu durdurdugu

ve apoptozise neden oldugu gosterilmiGtr (Bharti ve Aggarwal, 2002).

Sonug¢ olarak, onkogenler, viral proteinler, karsinojenler, tiimdr promoterleri ve
enflamatuvar uyaranlar NF-kB’yi aktive etmekte, aktive NF-kB de hematopoez,
transformasyon, apoptozis, proliferasyon, immiinite, invazyon, anjiogenez ve

metastaz ile ilgili genleri denetim altinda tutmaktadir (gekil 3.8).

Sitokinlerin Otokrin
Uretimi

Onkoproteinler/Kinazlar| Reseptorierin I Viral Enfeksiyon
Ekspresyonu

Proliferasyon

Anjiyogenez

( Huicre Canlilig
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)
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Sekil 3.8. Nf-kB’nin Aktive Oldugu Durumlar ve Organizmada Meydana Gelen Olaylar

Bir floresans saptama metodu olarak kullanilan SEAP (Secreted Alkaline
Phosphatase) reporter gen analizi ile NF-xB aktivitesi Olciilebilmektedir. SEAP’1n

katalizledigi reaksiyon sonucu oluGanson liriiniin renk yogunlugu spektrofotometrik
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olarak olgiiliir, ol¢iilen yogunluk NF-kB aktivitesi ile dogru orantilidir (Moon ve

ark., 2001).

Kullanilan yontemde pNF-kB-SEAP-NPT plazmiti, NF-kB aktivitesine cevap olarak,
SEAP taGyici genini aktive etmiGve ayni1 zamanda, bu plazmit, taGyici hiicrelerdeki
genetisin direnci i¢in, NPT (Neomycin Phosphotransferase) genini GifelemiGtr. Bu
plazmit daha sonra, RAW 264.7 hiicrelerine gegcmiGtr. Bu plazmiti bulunduran RAW
264.7 hiicreleri, ugucu yaglarla 2 saat siire ile muamele edildikten sonra, 16 saat siire
ile LPS (1 pg/mL) ile uyarildi. SEAP/MUP (4-methylumbelliferyl phosphate)
reaksiyon iriiniinden oluGanfloresans, RFU (Relative Fluorescence Units) olarak,
96-gozlii plaka (well-plate) florometresinde (Gemini XS, Molecular Devices;
Sunnyvale, CA) 360 nm eksitasyon ve 449 nm emisyon dalga boylar1 kullanilarak
ol¢iildii. TPCK (Tosyl Phenylalanyl Chloromethyl Ketone) ise, Nf-kB’nin bir

inhibitdrii olarak, pozitif kontrol olarak kullanildi.

3.2.4.6. Western Blot Analizi

Towbin tarafindan, 1979 yilinda tanimlanmiG bir protein analiz yontemidir. Jel
ortaminda ayirimi yapilmiGproteinlerin membrana emdirilerek, ilgilenilen proteinin
radyoaktif izotopla ya da baGka Gkilde iGaetlenmiG 6zel antikor yardimiyla
membran tizerinde belirlenmesidir (gekil 3.9). Antikor spesifik antijenini tanidigi
icin, bu yontem “immiinoblotting” olarak da isimlendirilir. Western blotting,
kompleks kariGim ig¢inden spesifik proteinin taninmasi ve bu protein hakkinda

kalitatif ve semikantitatif veri elde edilmesinde kullanilir (Towbin ve ark., 1979).

Yapilan deneyde, RAW 264.7 hiicreleri, ugucu yaglar ile 2 saat penetre edilerek, LPS
(1 pg/mL) ile 18 saat siire ile stimiile edildi. Gikiibasyondan sonra, hiicreleri eriten
tampon c¢ozelti icinde ve buz iizerinde, 30 dakika daha bekletilerek, protein
ekstresinin tamami eritildi  [20 mM HEPES(2-[4-(Hidroksietil)-1-piperazin]
etansiilfonik asit) (pH 7.6), 350 mM NaCl, % 20 gliserol, 0.5 mM EDTA
(Etilendiamin Tetraasetik Asit), 0.1 mM EGTA (Etilenglikol Tetraasetik Asit), % 1
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NP-40 (Nonionic polyoxyethylene surfactant), 50 mM NaF, 0.1 mM PMSF
(Fenilmetilsiilfonil ~ fluorid) ve bir proteaz inhibitdor kokteyli]. Protein
konsantrasyonu, Bradford protein deneyi kullanilarak ayarlandi. Proteinin eGit
miktar1, % 8 ve % 10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) poliakrilamit jele emdirilip ve
yart kuru olarak nitroselilloz membrana transfer edildi. Daha sonra, % 5’lik siit
¢ozeltisi ile muamele edilen membranlar yikanarak, oda isisinda 1 saat sekonder
antibadilerle (HRP, horseeadish peroxidase ile konjuge edilmiG antikorlar) inkiibe
edildi. En sonunda, lekeler, Chemiluminescence kit (Abfrontier; Seoul/Korea)

kullanilarak goriiniir hale getirildi.

Antijen Ornekleri Blotting Tanki

Proteinlerin nitroseliiloz
\ \ \ tabakaya gecisi

%

/Kx
Isaretlenmls
antikor

Ayirma Jeli

Otoradyograf
ile gelisim ve

Blotun immiino-
isaretlenmesi

sabitleme <_/

-

Antijen
Bantlannin
gortiintimii

Otoradyografi

Sekil 3.9. Western Blot Yontemi ve UygulamG

3.2.4.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

SC ve SG kodlar ile bilinen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi, disk difiizyon
yontemi kullanilarak belirlendi (Rangkadilok ve ark., 2012). Antimikrobiyal aktivite
tayini Gram (+) bakterilerden Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC
43300 (MRSA), Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Gram (—) bakterilerden de



47

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae RSKK 574 suGar1 ve Candida albicans ATCC 10231 mayasi lizerinde
yapilmiGtr.

Testten once tiim ekstreler 0.45 um membran filtreden gegirilerek sterilize edildi. Mc
Farland 0.5 standardina uygun bakteri siispansiyonu kat1 besiyerine yayildi. Her biri
6 mm olan boGkagit diskleri, 20 uL ucucu yag ile emdirilerek aGidnmiGplaklara
yerleGtrildi. Plaklar, 4°C’de 2 saat bekletildikten sonra 24 saat boyunca 37°C’de
inkiibe edildi. Gikiibasyondan sonra inhibisyon zonlar1 (mm) 6l¢iildii. Ampisilin (10

ng), siprofloksasin (5 pg) ve flukonazol (25ug) standart olarak kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Ucucu Yag Eldesine Ait Bulgular

Seseli gummiferum ve S. corymbosum subsp. corymbosum meyveleri kabaca toz
edilerek, ugucu yaglari elde edilmiGtr. Avrupa Farmakopesine (2010) gore 30 g bitki
orneklerinden elde edilmiGolan ugucu yag yiizdeleri kuru 6rnek iizerinden, her iki

ornekte % 3.3 h/a olarak ayni oranlarda bulunmuGtur

4.2. Ekstraksiyona Ait Bulgular

Sesesli gummiferum ve S. corymbosum subsp. corymbosum’un uygun Gékilde
kurutulup toz edilen toprak iistii (herbasinin) ve toprak alt1 kisimlarindan (koklerinin)
tartilan 40 g’lik miktarlarindan, ayr1 ayr1 Soxhlet apareyi kullanilarak, n-hekzan, etil
asetat ve metanol ¢oziiciilerinin her biri ile 8’er saat boyunca mantolu 1sitic1 tizerinde
devamli sifon yapmalar1 saglanarak ekstreler elde edilmiGtr. Bu ekstreler aG&ida

verilen tabloda goriildiigii gibi miktarlari tartilarak belirlenmiGhir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Elde Edilen Ekstrelerin Miktarlar1

Ornekler n-Hekzan ekstresi (g) | Etil asetat ekstresi (g) | Metanol ekstresi (g)
Seseli gummiferum
Toprak iistii 2.9 1.6 3.1
Seseli gummiferum
Toprak alti 4.7 1.2 4.3
Seseli corymbosum
subsp. corymbosum 33 1.4 34

Toprak iistii

Seseli corymbosum
subsp. corymbosum 5.5 1.1 6.1
Toprak alt1
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4.3. Kromatografik Yontemlere Ait Bulgular

4.3.1. ince Tabaka Kromatografisine Ait Bulgular

CaliGmalaimizda hem ekstreler, hem de ugucu yaglar ince tabaka kromatografisi ile
incelendi. AG#&ida yapilmiGolan bu ¢aliGmaa ait ince tabaka plaklarinin fotograflari
verilmiGtr. Ekstrelerin ve ucucu yaglarin ayrimi ince tabaka plagi kullanilarak
yapildi ve karGilaGtmali analizleri Resim 4.1 - 4.17°de gosterildi. Bitkilerin hekzan
ve etil asetat ekstrelerinde kumarin bileGikéri yapilarina bagh olarak farkli renklerde
gbzlendi. Toprak alt1 ve toprak tistii kisimlarinda bazi farkliliklar gézlense de birgok
kumarinin hemen hemen ayni Rf degerine sahip oldugu bu nedenle ayni kumarin
bileGikeri olabilecegi sonucuna varildi. Ugucu yaglarda ise yine ayn1 Gékilde farkl
renklerde terpenik bileGkler gozlendi. Lekelerin biiylik olmasina gore, bazi terpenik
bileGikérin  daha fazla miktarda olabilecegi sonucuna varildi. Yapilan
uygulamalarda; hem ekstreler, hem de ugucu yaglar i¢cin uygulanan ITK’da  hem
giin 1Gginda, hem farkli UV dalga boylarinda (366 ve 254 nm), hem de reaktif
uygulandiktan sonra giin 1Ggr, UV yardimi ile; ayrica yine ayni plaga 1s1
uygulanmasi ile olan degiGklikler de yine aynm1 Gatlarda incelenip gozlemlenerek,
lekelerin verdigi renklere gore, farkli terpenik bileGikér oldugu sonucuna varildi.
Ayrica K plaginda parlak mavi renkte goriilen bir lekenin kumarin yapisinda bir
bileGig ait olabilecegi diiGliniddii. Daha sonra yaglar gaz kromatografisinde analiz

edilemek tizere buzdolabinda saklandi.

. SG Toprak alt1, n-Hekzane ekstresi
. SG Toprak alt1, EtOAc ekstresi

. SG Toprak {istii, n-Hexane ekstresi
. SG Toprak {istli, EtOAc ekstresi

AW N —

. SC Toprak alt1, n-Hekzane ekstresi
. SC Toprak alt1, EtOAc ekstresi

. SC Toprak iistii, n-Hexane ekstresi
. SC Toprak iistii, EtOAc ekstresi

0 3 O\ D
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Resim 4.1. SG ve SC’nin Toprak Ustii ve Toprak Alt1 Ekstrelerinin UV 366 nm’deki
Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (4:1)

Resim 4.2. SG ve SC’nin Toprak Ustii ve Toprak Alt1 Ekstrelerinin Reaktif Sonrasinda:
metanol:siilfiirik asit (1:1), UV 366 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (4:1)



Resim 4.3. SG ve SC’nin Toprak Ustii ve Toprak Alt1 Ekstrelerinin Reaktif Sonrasinda:

metanol:siilfiirik asit (1:1), Ist Muamelesi (100 °C) ile UV 366 nm’deki Goriintiisii:
n-hekzan:etil asetat (4:1)

51
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Resim 4.4. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarmim Reaktif Sonrasinda: metanol:siilfiirik asit (1:1),
Giin IGgindaki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (7:3)

Resim 4.5. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif Sonrasinda: metanol:siilfiirik asit (1:1)
UV 366 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (7:3)
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Resim 4.6. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif Sonrasinda: metanol:siilfiirik asit (1:1),
UV 254 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (7:3)

Resim 4.7. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif E(Jiginde: metanol:siilfiirik asit (1:1),
Is1 ile Muamele (100 °C) Sonrasinda Giin [Gigindaki Goriintiisii:
n-hekzan:etil asetat (7:3)
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Resim 4.8. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif E(liginde: metanol:siilfiirik asit (1:1),
Is1 ile Muamele (100 °C) Sonrasinda UV 366 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (7:3)

Resim 4.9. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglariin Reaktif EGiginde: metanol:silfiirik asit (1:1),
Is1 ile Muamele (100 °C) Sonrasinda UV 254 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (7:3)



Resim 4.10. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin UV 254 nm’deki Goriintiisii:
n-hekzan:etil asetat (8:2)

Resim 4.11. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin UV 366 nm’deki Goriintiisii:
n-hekzan:etil asetat (8:2)

55
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Resim 4.12. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif Sonrasinda: metanol:stilfiirik asit
(1:1), Giin IGgindaki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (8:2)

Resim 4.13. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif Sonrasinda: metanol:siilfiirik asit
(1:1), UV 366 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (8:2)
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Resim 4.14. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif Sonrasinda: metanol:siilfiirik asit
(1:1), UV 254 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (8:2)

Resim 4.15. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarimin Reaktif E(Jiginde: metanol:siilfiirik asit (1:1),
Is1 ile Muamele (100 °C) Sonrasinda Giin IGgindaki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (8:2)
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Resim 4.16. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif E(figinde: metanol:siilfiirik asit (1:1),
Is1 ile Muamele (100 °C) Sonrasinda UV 254 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (8:2)

Resim 4.17. SG ve SC Meyve Ugucu Yaglarinin Reaktif E(Jiginde: metanol:siilfiirik asit (1:1),
Is1 ile Muamele (100 °C) Sonrasinda UV 366 nm’deki Goriintiisii: n-hekzan:etil asetat (8:2)
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4.3.2. Gaz Kromatografisi/Mas Spektroskopisine Ait Bulgular

Ugucu yaglarin analizi GC/FID ve GC/MS kullanilarak gercekleGtrilmiGtr. Ugucu
yaglara ait total iyon kromatogramlar1 gekil 4.1°de verilmiGtr. GC/MS sonuglarina
gore; Seseli gummiferum’un meyvelerinden elde edilen ugucu yagin bileGalerinin %
95.1°1 tayin edilerek ana bileGaler; germakren D (% 54.1), sabinen (% 22.4), ve
bisiklogermakren (% 5.0); S. corymbosum subsp. corymbosum’un meyvelerinden
elde edilen ucucu yagin bileGalerinin % 93.7’si tayin edilerek, ana bileGaleri; -
fellandren (% 29.2), a-pinen (% 9.7), a-fellandren (% 8.2), germakren B (% 7.4),
bisiklogermakren (% 6.6), S-pinen (% 4.8) ve mirsen (% 4.7) olarak tespit edilmiGtr
(Cizelge 4.2).
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Sekil 4.1. S. gummiferum (a) ve S. corymbosum subsp. corymbosum (b)’un Ugucu Yaglarinin
Total Gon Kromatogramlari (Dedektér:Mass; Kolon: HP-5MS)
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Cizelge 4.2. S. gummiferum ve S. corymbosum subsp. corymbosum Ugucu Yaglarinin BileGmi

No: Bilesenler Rt RRI SG SC
Alan (%) Alan (%)
1 Nonan 3.836 <900 0.1 -
2 o-Tuyen 4.426 929 0.3 0.2
3 o-Pinen 4.592 938 0.8 9.7
4 Kamfen 4.935 953 0.1 1.1
5 Sabinen 5.502 971 224 4.1
6 p-Pinen 5.627 982 1.8 4.8
7 Mirsen 5.908 993 1.6 4.7
8 Izobutil 2-metilbutirat 6.200 1003 - 0.1
9 o-Fellandren 6.320 1008 0.3 8.2
10 o-Terpinen 6.663 1020 0.1 0.1
11 p-Simen 6.915 1029 0.3 2.6
12 p-Fellandren 7.138 1037 - 29.2
13 trans-f-Osimen 7.270 1041 1.7 0.1
14 y-Terpinen 7.973 1063 0.2 1.8
15 a-Terpinolen 8.969 1091 - 0.2
16 Fenkon 8.986 1092 0.1 -
17 Undekan 9.312 1100 0.1 0.1
18 Linalol 9.438 1104 0.1 0.4
19 Terpinen-4-ol 12.408 1183 0.2 0.1
20 Kripton (4-izopropil-sikloheks-2-en-1-on) 12.768 1192 - 0.2
21 o-Fellandren epoksit 13.478 1209 - 0.1
22 5-Hidroksimetilfurfural 15.429 1259 - 0.2
23 a-Kopaen 20.407 1379 1.0 -
24 S-Burbonen 20.768 1387 0.2 -
25 S-Kiibeben 20.997 1392 0.6 -
26 S-Elemen 21.100 1394 0.3 0.4
27 S-Karyofillen 22.170 1422 1.2 0.2
28 y-Elemen 22.765 1437 - 0.5
29 o-Humulen 23.554 1457 0.3 0.1
30 trans-g-Farnesen 23.737 1461 - 1.1
31 Germakren D 24.939 1490 54.1 2.5
32 Bisiklogermakren 25.345 1499 5.0 6.6
33 Pentadekan 25.437 1500 0.3 -
34 Germakren A 25.643 1508 0.4 0.4
35 f-Bisabolen 25.786 1512 - 0.2
36 o-Kadinen 26.364 1528 04 -
37 Germakren B 27.646 1561 - 7.4
38 Spatulenol 28.510 1583 0.8 2.2
39 Karotol 29.219 1601 - 3.5
40 Izospatulenol 30.793 1645 - 0.2
41 T-Murolol 31.416 1662 0.3 -
42 Heptadekan 1700 - 0.2
43 Oktadekan 1800 - 0.1
44 Nonadekan 1900 - 0.1
Total 95.1% 93.7%

RRI: Bagil Retansiyon Degerleri HP-5SMS Uzerinde n-Alkanlara KarG Belirlenen, FID verilerinden
hesaplanan yiizdeler
SG: Seseli gummiferum, SC: Seseli corymbosum subsp. corymbosum
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4.4. Biyolojik Aktivite Bulgulari

4.4.1. MTT Deneyi’ne Ait Bulgular

CaliGmamzda oncelikle, SC ve SG’nin ugucu yaglarmin sitotoksik etkisi AGS
(gastrik kanser hiicreleri), HCT (116 kolon kanser hiicreleri), Caco-2 (kolon kanser
hiicreleri) gibi farkli kanser hiicre kiiltiirleri lizerinde incelendi. S6z konusu olan
sitotoksik etki yaglarin ancak yiiksek konsantrasyonlarinda gézlenebildi. AGgidaki
Gékillerde (gekil 4.2 - 4.4) ugucu yaglarin konsantrasyona bagli olarak gosterdikleri
etkilere ait sonuglar grafikler halinde verilmiGtr. Bu grafiklerden anlaGuilig: tizere

diiGiikkonsantrasyonlarda ugucu yaglarin herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi

gozlendi.
AGS Gastrik Kanser Hiicre Kiiltiirleri
120
100
e 80
S
1 60
=
o
O a0
i 20
=

0 25 50 100 250 0 25 50 100 250 (ng/mL)
SC SG

Sekil 4.2. SC ve SG’nin AGS (Gastrik Kanser Hiicreleri) Uzerindeki Sitotoksisitesi
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HCT 116 Kolon Kanseri Hiicre Kiiltiirleri
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Sekil 4.3. SC ve SG’nin HCT 116 (Kolon Kanseri Hiicreleri) Uzerindeki Sitotoksisitesi

Caco-2 Kolon Kanseri Hiicre Kiiltiirleri
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0 25 50 100 250 500 0 25 50 100 250 500 (pg/ml)
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Sekil 4.4. SC ve SG’nin Caco-2 (Kolon Kanseri Hiicreleri) Uzerindeki Sitotoksisitesi

5 g3 8 8

Hiicre Canhhg1 %

[
o

Ayni c¢aliGma; RAW 264.7 makrofaj hiicreleri tlizerinde de gercekleGirildi. Bu
hiicrelerle yapilan MTT deneyinde de yine sitotoksisitenin ancak yiiksek
konsantrasyonda (500 mg/mL), bir miktar da daha di{iGiik konsantrasyonda (250
mg/mL) ortaya c¢iktigi goriildi. Bu nedenle, bu hiicre grubunun inflamasyonu

yansitmasi nedeniyle caliGmalaimiza anti-inflamatuvar etkiyi destekleyen diger
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deneylerle devam edildi. AG#&idaki grafiklerden de anlaGihcag iizere (gekil 4.5), bu

hiicreler iizerinde toksisitenin gozlenmemesi bu diiGGiineyi daha da giiglendirdi.

SG
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Sekil 4.5. SC ve SG’nin RAW 264.7 Makrofaj Hiicreleri Uzerine Sitotoksisitesi

4.4.2. NO ve PGE; Olciimiine Ait Bulgular

Ugucu yaglar iizerinde incelenen sitotoksik etkinin, yaglarin ancak yliksek
konsantrasyonlarinda gdzlenebildigi, diiGlik konsantrasyonlarda ugucu yaglarin
herhangi bir sitotoksik etkisine rastlanamadigi icin, bu boliimde ¢aliGmadra ugucu

yaglarin muhtemel anti-inflamatuvar etkisini araGGtrmak iizere devam edildi.

SC veya SG’nin anti-inflamatuvar etkilerinin olup olmadigini1 araGtrmak i¢in, LPS
ile stimiile edilmiG RAW 264.7 hiicrelerindeki NO ve PGE,; iiretimi iizerindeki
inhibitor etkileri 6l¢lilmiiGtiir Bu inhibitér etki, SG ve SC’nin sitotoksik olmayan

konsantrasyonlarinda ger¢ekleGmiGir (50-100 pg/mL).

Hiicreler, 18 saatlik LPS (1 pg/mL) ile muamelenin ardindan c¢eGihi
konsantrasyonlardaki SC ve SG ile muamele edildi. LPS ile muamele, NO ve PGE,
tiretimini 6nemli dlcilide arttirirken, SC ve SG’nin doza bagl cevapta LPS ile stimiile
edilen RAW 264.7 hiicrelerindeki NO ve PGE; iiretimini 6nemli oranda inhibe ettigi
gozlendi (gekil 4.6 ve gekil 4.7). Ozellikle ayn1 konsantrasyonlarda SC’nin SG’den
daha fazla oranda NO ve PGE, iiretimini inhibe ettigi tespit edildi (100 pg/mL). Bu

sonuclar, SC ve SG’nin, inflamasyonun anahtar mediatorleri olarak NO ve PGE,
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tireten iINOS ve COX-2 enzimlerinin ekspresyonu iizerindeki inhibitdr etkilerini

araGtrmak i¢in bize yol gosterdi.
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Sekil 4.6. SC ve SG’nin, LPS ile Stimiile EdilmiG RAW 264.7 Hiicrelerinde NO Uretiminin
Gihibisyonu Uzerine Etkisi

SC SG
s
1200 -
i T
_— ~i l
E 1000 -
g * ar
£ T 1
S 500 -
>
2
mﬂ mo‘ o2 )
-E o2 4
b~
=1
= 400
E e
2 200 H
a
o [
+ + + + + + + + + + LPS (1pgmi)
PC. 10 25 50 100 10 25 50 100 (pgmb

P.C.: Celecoxib 50 pM

Sekil 4.7. SC ve SG’ni.n, LPS ile Stimiile EdilmiG RAW 264.7 Hiicrelerinde PGE,
Uretiminin Gihibisyonu Uzerine Etkisi
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4.4.3. NF-kB’nin SEAP Reporter Gen Analizine Ait Bulgular

SC SG
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Sekil 4.8. SC ve SG’nin, LPS ile Stimiile EdilmiG RAW 264.7 Hiicrelerindeki NF-xB
Transkripsiyonel Aktivitesinin Gihibisyonu Uzerine Etkisi

NF-xB’nin aktif hale gelmesi, RAW 264.7 hiicrelerindeki iNOS ve COX-2 igeren
¢eGili inflamatuar genlerin aktive olmasinda ¢ok dnemli bir durumdur. Bu nedenle,
LPS ile stimiile edilmiGRAW 264.7 hiicrelerindeki NF-xB aktivasyonu iizerine SC
ve SG’nin etkisi incelendi. Bu etki, bir reporter gen araciligi ile transfekte olan (gen
transferi) makrofajlardaki NF-kB’ye bagli olan transkripsiyon 6l¢iilerek belirlendi.
LPS ile stimiile edilen makrofaj hiicreleri; NF-kB aktivitesinde 6nemli bir artiCa
neden oldu. Bu olay sonucunda geliGa s6z konusu olan aktivite artiGy SC ve SG
tarafindan doza bagl olarak Onemli Ol¢lide inhibe edildi (gekil 4.8). Aymi
konsantrasyonlarda SC’nin SG’den daha fazla oranda NF-xB aktivitesini inhibe ettigi

gozlendi (50-100 pg/mL).

4.4.4. Western Blot Analizine Ait Bulgular

RAW 264.7 hiicrelerinde, iNOS ve COX-2 protein ekspresyonlari iizerinde SC ve
SG’nin etkisi, western blot analizi yapilarak 6l¢iildii. iNOS ve COX-2 proteinlerinin

ekspresyonu, LPS (1 pg/mL)’e cevap olarak 6nemli Olgiide artmiGtr. Yine bu
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caliGmamzda da SC ve SG doza bagli olan bu cevapta, proteinlerin (iNOS ve COX-
2) ekspresyonunu inhibe etti (gekil 4.9).

Benzer bir G&ilde, ayn1 konsantrasyonlarda, LPS ile stimiile edilmiGRAW 264.7
hiicrelerindeki iINOS ve COX-2 protein ekspresyonlarinin inhibisyonunda SC’nin
SG’den daha etkili oldugu gozlendi (100 pg/mL).

SC SG

PC. 10 25 50 100 10 25 50 100 (ng/ml)

| ew  ewewe~s ewewes— NOS

. D e - — .--.--y COX-2

W e w s ewererey F-octin

+ + + + + + + + + . LPS (1 ug/ml)
P.C.: TPCK 20

Sekil 4.9. SC ve SG’nin LPS ile Stimiile EdilmiG; RAWV 264.7 Hiicrelerindeki iNOS ve
COX-2 Protein Ekspresyonunun Gihibisyonu Uzerine Etkisi

4.4.5. Antimikrobiyal Aktiviteye Ait Bulgular

SG ve SC wugucu yaglarinin, antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi
kullanilarak incelendi. Gram (+) bakterilerden Staphylococcus aureus ATCC 25923,
S. aureus ATCC 43300 (MRSA), Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Gram (-)
bakterilerden de Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae RSKK 574 suGhr1 ve Candida albicans ATCC 10231
mayasi iizerindeki antimikrobiyal etkisi araGtnlmiGve dlgiilen inhibisyon zonlarinin
caplar1 aGazdaki tabloda verilmiGtr (Cizelge 4.3). Gihibisyon zon capini biiyiikliigii

ile antimikrobiyal etki dogru orantili olarak artt1g1 gézlendi.

Dolayistyla c¢aliGidin ugucu yaglarin kaydadeger bir antimikrobiyal etkilerinin
bulunmadig1 sdylenebilir. Genel olarak bu ugucu yag Orneklerinin standartlarla

karGilaGtildiginda, kismen bir antimikrobiyal etkinin varligindan bahsedilebilir.
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SA-1 SA-2 BS EC KP PA CA
1 - - 7 8 8 8 -
2 - - 7 8 8 8 -
3 - - - 7 7 - -
4 - - - 7 7 - -
5 7 8 7 8 8 9 7
6 7 - 7 8 8 9 7
7 - - - 7 7 - -
8 - - - - - - -
Ampisilin 11 34 20 22 32 - -
Siprofloksasin - - 22 20 22 22 -
Flukonazol - - - - - - 28

SA-1 : Staphylococcus aureus 433300

SA-2  : Staphylococcus aureus 25923

BS : Bacillus subtilis 6633

EC : Escherichia coli 25922

KP : Klebsiella pneumoniae RSKK 574

PA : Psudomonas aeruginosa 27853

CA : Candida albicans 10231

1: SC Stok 5: SG Stok

2: 500 pg/mL 6: 500 ng/mL

3:200 pg/mL 7:200 pg/mL

4: 100 pg/mL 8: 100 pg/mL
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5. TARTISMA

Apiaceae familyasina ait Seseli L. cinsi 135 tiir ile temsil edilmekte olup, 80 ve tlizeri
tir, Asya’da dagilim gostermektedir. Bu tiirler, olduk¢a yilikseklerde, genellikle de
kayaliklarda yetiGa, otsu bitkiler olarak bilinir. Tiirkiye Florasi’nda ise tiir ve tiir alt1
seviyesinde 12 taksonu kayitli olan Seseli cinsinin 4 tiriiniin endemik oldugu
belirtilmektedir (Hedge ve Lamond, 1972; Davis ve ark., 1988; Syed ve ark., 1989;
Duman, 2000; Parolly ve Nordt, 2001; Aytag ve Duman, 2013). Bununla birlikte
yeni tirler keGfdilmeye devam edilmekte olup, her gecen giin yeni bir tiir
kaydedilmektedir (Giiner, 2006; Pimenov ve Kljuykov, 2010; Giiner ve Duman,
2013).

YapilmiGolan ¢aliGmaladan anlaGiaktadir ki, Tirkiye’de Seseli tiirleri tizerinde
yapilan araGtrmalar hala fazla sayida bulunmamaktadir. Ancak, yine yapilan
caliGmaladan anlaGumaktadir ki; bu tiirler igerikleri bakimindan oldukca zengin ve
onemli bileGikére sahiptir. Ozellikle, kumarin, ucucu yag ve terpenik bileGilter
acisindan oldukga zengindir. Bu bileGikérin 6nemli biyolojik etkilere sahip olduklari
bilinmektedir. Bu nedenle, tilkemizde dogal olarak yetiGa Seseli gummiferum (SG)
ve endemik bir tiir olan Seseli corymbosum subsp. corymbosum (SC) iizerinde
caliGunasi, s6z konusu tilirlerin ugucu yag iceriklerinin incelenerek, bu ugucu
yaglarin analizlerinin yapilmasi, bileGinderinin karGilaGtilmasi, daha sonra da bu
ucucu yaglarin etkilerinin araGtrilmas1 amaglanmiGtr. Bu iki tiirle ilgili boyle bir
caliGmanindaha once yapilmamiGolmasi, hem de ugucu yaglarin son zamanlarda
oldukea ilgi ¢ekici olmalar1 bizi bu konu lizerinde ¢aliGmaa yoneltmiGtr. Aslinda
onceden iki alt tiirtin kimyasal ve etki bakimindan karGilaGtilmalar1 amaclanirken,
daha sonraki ¢aliGmala bunlarin iki farkli tiir oldugunu ortaya koymuGur. Ancak;
yine de ¢aliGmalaimiza bu iki farkli Seseli tiiriiniin karGilaGtmali ¢aliGmalan ile
devam edilmiGir.
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Bu amaglarla yaptigimiz ¢aliGmalaimizda, ilk olarak S. gummiferum ve S.
corybosum subsp. corymbosum’a ait 6rnekler toplanmiGtr. Toplanan 6rneklerden her
bir tiirtin toprak {iistii ve toprak alt1 kisimlarindan n-hekzan, etil asetat ve metanollii
ekstreleri hazirlanmiGve bu ekstrelerin (TK ile icerikleri ¢ceGili solvan sistemleri ve
reaktifler ile incelenmiGir. Boylece, tiirlerin kumarin igerikleri yoniinden genel bir
bilgi edinilmiGir. Bunun yaninda her iki tiirlin meyvelerinden, Avrupa
Farmakopesine (2010) uygun olarak hazirlanmiGG Clevenger cihaz1 ile yapilan
hidrodistilasyon sonucu ucucu yaglar elde edilmiGir. Bu ugucu yaglarin hem Q'K
hem de GC/MS ile kimyasal igerikleri incelenerek karGilaGtilmiGtr. Ugucu yagin
@K sonuglarma gore terpenik bileGikérin varligi yoniinden genel bir bilgi
edinilmiGir. GC/MS sonuglarina gére; S. gummiferum’un meyvelerinden elde edilen
ucucu yagin bileGalerinin % 95.1°1 tayin edilerek ana bileGaler; germakren D (%
54.1), sabinen (% 22.4), ve bisiklogermakren (% 5.0); S. corymbosum subsp.
corymbosum’un meyvelerinden elde edilen ugucu yagm bileGalerinin % 93.7’si
tayin edilerek, ana bileCenleri; S-fellandren (% 29.2), a-pinen (% 9.7), a-fellandren
(% 8.2), germakren B (% 7.4), bisiklogermakren (% 6.6), f-pinen (% 4.8) ve mirsen
(% 4.7) olarak tespit edilmiGtr (Cizelge 4.2).

Bunun yaninda ugucu yaglari biyolojik aktiviteleri de incelenmiGti. Glkolarak,
MTT yontemini (Kurt ve ark., 2010; Chun ve ark., 2013) kullanarak bazi kanser
hiicreleri (AGS, HCT 116 ve Caco-2) iizerindeki sitotoksik etkileri araGtrilmiGtr.
S6z konusu olan sitotoksik etki, yaglarin ancak yliksek konsantrasyonlarinda
gozlenebilmiGtr (gekil 4.2 - gekil 4.4). Bu nedenle, ugucu yaglar diGik
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermedigi i¢in, ayrica makrofaj hiicrelerinde de
ayni sonuglara ulaGidligr icin ¢caliGmalaa ugucu yaglarin muhtemel anti-inflamatuvar

etkisini araGtrmak {izere devam edilmiGir (gekil 4.5).

SC veya SG’nin anti-inflamatuvar etkilerinin olup olmadigini araGtrmak ic¢in, LPS
ile stimiile edilmiGG RAW 264.7 hiicrelerindeki NO ve PGE, iiretimi {lizerindeki
inhibitor etkileri Olgiilmiiiir (Salvemini ve ark., 1993; Zhou ve ark., 2008;
EGmekya ve ark., 2011). Bu inhibitor etki, SG ve SC’nin sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarinda gdzlenmiGir (gekil 4.6 ve gekil 4.7). Ozellikle ayn
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konsantrasyonlarda SC’nin SG’den daha fazla oranda NO ve PGE, liretimini inhibe
ettigi tespit edilmiG olup, bu sonuglar, SC ve SG’nin, inflamasyonun anahtar
mediatorleri olarak NO ve PGE, tireten iNOS ve COX-2 enzimlerinin ekspresyonu

tizerindeki inhibitdr etkilerini araGtrmak igin bize yol gostermiGtr.

Bunun iizerine, LPS ile stimiile edilen hiicrelerde artan Nf-xB aktivitesi tizerinde SC
ve SG’nin inhibitdr etkisi incelenmiClir (Moon ve ark., 2001; Bharti ve Aggarwal,
2002; Shishodia ve Aggarwal, 2004). S6z konusu olan aktivite artiGy SC ve SG
tarafindan doza bagli olarak énemli 6l¢iide inhibe edilmiGtr (gekil 4.8).

Ayrica, RAW 264.7 hiicrelerinde, iNOS ve COX-2 protein ekspresyonlari iizerinde
SC ve SG’nin etkisi, western blot analizi yapilarak da 6l¢iilmiiGiiir (Towbin ve ark.,
1979). iNOS ve COX-2 proteinlerinin ekspresyonu, LPS (1 pg/mL)’e cevap olarak
onemli 6l¢iide artmiGtr. SC ve SG doza bagli olan bu cevapta, proteinlerin (iNOS ve
COX-2) ekspresyonunu inhibe etmiGir (gekil 4.9). Benzer bir Gékilde, aym
konsantrasyonlarda, LPS ile stimiile edilmiGRAW 264.7 hiicrelerindeki iNOS ve
COX-2 protein ekspresyonlarinin inhibisyonunda SC’nin SG’den daha etkili oldugu

gbzlenmi(ir.

Pek c¢ok literatiirde ugucu yaglarin kuvvetli antimikrobiyal etkilerinden s6z
edilmektedir. Bu nedenle, elde edilen SG ve SC ucucu yaglarinin muhtemel
antimikrobiyal potansiyellerinin araGtrilmasi i¢in, disk diflizyon yOontemi
kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri incelenmiGir (Rangkadilok ve ark., 2012).
Ghhibisyona neden olan konsantrasyondaki zon ¢aplar dl¢iilmiiGiir (Cizelge 4.3). Bu
sonuglara gore, ucucu yaglarin kaydadeger bir antimikrobiyal etkilerine

rastlanamamiChr.
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6. SONUC ve ONERILER

GergekleGtidigimiz bu c¢aliGmada S. gummiferum ve S. corymbosum subsp.
corymbosum’un ugucu yaglarinin bileGim gaz kromatografisi ile analiz edilmiGtr.
CaliGtgimiz tiirlerin ugucu yag bileGinleri, daha onceki yillarda ¢aliGlmiG diger
Seseli tiirlerine ait ugucu yaglarin bileGinleri ile benzerlik gostermiGtr. Bu ¢aliGma,
SG ve SC kodlart ile belirttigimiz tiirlerin, ugucu yag bileGinlerinin aydinlatilmasina

ait ilk ¢aliGmaolmasi nedeniyle orjinallik taGaktadir.

Genel olarak ugucu yaglarin, ana bileGalerinin daha giiglii farmakolojik etki
gosterecegi beklenmektedir. Oysa, bileGinde yer alan aromatik ve terpenik
bileGikérin sinerjik etkileri sonucu da biyolojik etkinin ortaya c¢ikabilecegi ya da
artabilecegi goz ardi edilmemelidir. Ugucu yaglarin biyolojik etkilerine dair bilgiler
Bakkali ve arkadaGlar tarafindan ayrintili bir Gkilde tartiGuniGtr (Bakkali ve ark.,
2008).

Farelerde LPS ile stimiile edilmiGRAW 264.7 hiicreleri {lizerinde, daha 6nce de SG
ve SC kodlan ile belirtilen bu ugucu yaglarin anti-inflamatuvar etkilerinin oldugu

ortaya konmuQur.

LPS ile makrofajlar stimiile edildiginde, aktive olan makrofajlar, inflamatuvar cevabi
desteklemek i¢in NO, PGE, ve proinflamatuvar sitokinler [tiimOr nekrozis faktor
(TNF-a) ve interlokinler (ILs)] gibi bir¢ok proinflamatuvar mediatorii tiretmektedir.
Gidiiklenebilir NO sentaz (iNOS) inflamasyon siiresince NO iiretimine neden
olabilmektedir. COX-2 enziminin de ¢eGili inflamasyon tiplerinde PGE, sentezinden
sorumlu olduguna inanilmaktadir (Lee ve ark., 2003). NO ve PGE,, makrofaj
aktivasyonu sirasinda kritik rol oynamakta, ve her iki mediatér de akut ve kronik
inflamasyonlarla iliGklendirilmektedir (Salvemini ve ark., 1993; Zhou ve ark., 2008).
Bu nedenle, COX-2 protein ekspresyonu ve iNOS’un inhibisyonu ile NO ve PGE,
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tiretiminin baskilanmasi, anti-inflamatuvar ajanlarin geliGimnde ¢ok ©onemli bir

terapotik yaklaGimoluGurabilmektedir (Han ve ark., 2004).

Bizim ¢aliGmanizda, Seseli tiirlerinin ugucu yaglarimin LPS ile uyarilmiG RAW
264.7 hiicrelerindeki inflamasyonun anahtar mediatorleri olarak NO ve PGE, iireten
COX-2 ve iNOS enzimlerinin ekspresyonunu Onemli olgiide inhibe ettigi ortaya
konmuGur (muhtemelen iNOS ve COX-2 enzimlerinin inflamasyon siirecine dahil
olmalar1 nedeni ile). Bu nedenle, iNOS ve COX-2 tarafindan baskilanan NO ve PGE,
miktari, inflamasyonun derecesini yansitmakta ve inflamasyon siireci lizerinde
farmakolojik ajanlarin etkilerini araGtrmak i¢in gereken bilgiyi elde etmeye olanak

saglamaktadir (Chen ve ark., 2001).

Niikleer faktor kappa B (Nf-kB) gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan regiile
edilen makrofajlardaki iINOS ve COX-2 ekspresyonunu LPS’nin baskiladig
ispatlanmiGtr (Jurenka, 2009). Bu nedenle, LPS ile stimiile edilen hiicrelerde artan
Nf-xB aktivitesi tizerinde, SC ve SG’nin inhibitor etkisi de incelenmiCiir (Moon ve
ark., 2001; Bharti ve Aggarwal, 2002; Shishodia ve Aggarwal, 2004). S6z konusu
olan aktivite artiGGy SC ve SG tarafindan doza bagli olarak 6nemli 6l¢ilide inhibe
edilmiGtr (gekil 4.8). Bu inhibisyon orani, yine inflamasyon siireci iizerinde ilerde
yapilacak caliGmalaa kaynak oluGtirmasi ve diger ¢caliGmalaa 1Gk tutmasi agisindan

onemlidir.

Aktivite caliGmalaimiz arasinda, ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesini disk
diflizyon yontemi ile araGtrmak da yer almiGtr. S6z konusu olan aktivitenin kayda
deger diizeylerde gozlenememesi nedeniyle, bu aktiviteye dair ucucu yaglarin

degerlendirilmesi iizerinde bir 6neri getirmemize olanak saglamamaktadir.

Giiniimiizde ugucu yaglarm 6nemi giderek artmaktadir. Ulkemizde, iklim Gatlari
nedeni ile aromatik bitkilerce zengin bir iilke oldugu i¢in, ugucu yaglar giderek daha
da ilgi cekici bir konu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu bitkilerin, ¢ok miktarda

yetiGmesi 6nemini artirmasi bakimindan sadece bir kistas olarak gdziilkmemekte,
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ucucu yaglarin hem kullanim alanlariin ¢ok geniGolmasi hem de kuvvetli biyolojik

etkilere sahip olmalari nedeniyle 6nem kazandigini1 vurgulamak gerekmektedir.

Kisaca, yaptigimiz araGtrmalar sonucunda ugucu yag Ornekleri iizerinde Snemli
sonuglar elde edilmiGtr. Bu sonuglari, ugucu yag bileGalerinin gaz kromatografisi
analizleri ile aydinlatilmasi ve ugucu bileGklerin genel profillerinin belirlenmesi
olarak degerlendirebiliriz. Ayrica, yukarda anlatildig1 tizere, anti-inflamatuvar

etkinin biyolojik etkiler arasinda incelenmesi Geklinde dedzetleyebiliriz.

Yaptigimiz ¢aliGmamzda, iki farkli tiir olarak tanimlanan Seseli gummiferum ve
Seseli corymbosum subsp. corymbosum’un ugucu yag igerikleri aydinlatilarak,
karGilaGtilmiGtr.  Yapilan GC/MS analizleri sonucunda, her iki tiirde de
seskiterpenik bileGik olan bisiklogermakrenin ortak ana bileGa oldugu tespit
edilmiGtr. Bunun yaninda, S. gummiferum’da % 54.1 oraninda seskiterpenik bir
bileGikolan germakren D bulunurken, % 29.2 orani ile monosiklik bir monoterpen
olan B-fellandren, S. corymbosum subsp. corymbosum’da en yiiksek oranli bileGa
olarak gdze ¢arpmaktadir. Biyolojik etki bakimindan da daha ¢ok; SC kodlu ugucu
yagin anti-inflamatuvar etkisinin daha yiliksek oldugu gozlenmiGir. Ancak, yapilan
araGtrmalardan bu ugucu yagin major bile(enlerinin anti-inflamatuvar etkisine dair
yapilmiG ve kanitlanmiG c¢aliGmalaa rastlanmamiChr. Dolayisiyla, bizim

caliGmalaimizda, oluCan etkinin sinerjizm ile ortaya ¢ikabilecegi diGniilmiiGtiir.

Bunun yaninda, her iki tiire ait ugucu yag bileGinlerinin birbirinden oldukg¢a farkli
olmas1 ve gosterdikleri biyolojik aktivitedeki fakliliklar da, bu iki taksonun alt tiirden

tiir sinifina gecirilmesinin kemotaksonomik agidan 6nemini ortaya koymuGur.

Bu calismadan kazamilan bilgiler dogrultusunda, inflamatuvar hastaliklara
kars1 bir aday ajan olarak bu wucucu yaglarin kullamlmas:1 ve
degerlendirilmesine yonelik ilerde yapilacak caliymalara 151k tutacak onemli

veriler elde edilmis ve bu arastirmada da ilk defa ortaya konmustur.
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OZET

Seseli gummiferum Pall. ex Sm.ve Seseli corymbosum Boiss. & Heldr. subsp.

corymbosum Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Apiaceae familyasindan Seseli L. cinsine ait olan ve Tiirkiye’de yetiGa iki farkli tiir;
Seseli gummiferum Pall. ex Sm. ve Seseli corymbosum Boiss. & Heldr. subsp.
corymbosum tiizerinde fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢aliGumalarinin yapilmasi
amaclanmiCiir. Bu kapsamda, bu tiirlerin ucgucu yaglar1 ve biyolojik etkileri
incelenmi(lir. Bu bitkiler iizerinde yapilmiG caliGma sayisinin az oluGu bizi bu
araGirmalar1 yapmaya yoneltmiGti. Gk olarak S. gummiferum (SG) ve S. corybosum
subsp. corymbosum’a (SC) ait Ornekler toplanmiG ve herbaryum ornekleri
hazirlanmiGtr. Toplanan o6rneklerden her birinin toprak istii ve toprak alti
kisimlarindan, n-hekzan, etil asetat ve metanollii ekstreler hazirlanmiGve bu ekstreler
@K ile incelenmiGir. Bunun yaninda her iki tiiriin meyvelerinden Avrupa
Farmakopesine (2010) uygun olarak hazirlanmiG Clevenger cihazi ile yapilan
hidrodistilasyon sonucu ucucu yaglar elde edilmiG,hem (TK hem de GC/MS ile
icerikleri incelenerek karGihGtrilmiGtr. Ayrica elde edilen ugucu yaglarin biyolojik
aktiviteleri MTT, NO ve PGE, tayini, Nf-kB ve Western Blott yoOntemleri
kullanilarak araGtnlmiG ve disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal etkileri de
incelenmiGir. GC/MS sonuglarina goére; S. gummiferum’un meyvelerinden elde
edilen ucucu yagin bile(enlerinin % 95.1°1 tayin edilerek ana bileGaler; germakren D
(% 54.1), sabinen (% 22.4), ve bisiklogermakren (% 5.0); S. corymbosum subsp.
corymbosum’un meyvelerinden elde edilen ugucu yagmn bileGalerinin % 93.7’si
tayin edilerek, ana bileCenleri; fp-fellandren (% 29.2), a-pinen (% 9.7), a-fellandren
(% 8.2), germakren B (% 7.4), bisiklogermakren (% 6.6), f-pinen (% 4.8) ve mirsen
(% 4.7) olarak tespit edilmiGtr. Biyolojik aktivite ¢aliGmalainda ise, SC ve SG
ucucu yaglart doza bagl cevapta LPS ile stimiile edilen RAW 264.7 hiicrelerindeki
NO ve PGE, uretimini ve bu mediatorlerin uiretilmesine neden olan iNOS ve COX-2
enzimlerini ayrica artan Nf-kB aktivitesini de dnemli oranda inhibe etmi(jir. Ancak,
SC ve SG ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitesinde kayda deger bir sonug elde
edilememi(lir. Bu c¢aliGma, hem gelecekte yeni anti-inflamatuvar ajanlarin
geliGtrilmesine kaynak bilgi saglamasi ile 6ne ¢ikmakta, hem de caliGidn ugucu
yaglarin 6nemli anti-inflamatuvar etkilerini de ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Apiaceae, MTT, Nf-xB, NO, PGE,, Seseli
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SUMMARY

Pharmacognostical Investigations on Seseli gummiferum Pall. ex Sm. and Seseli

corymbosum Boiss. & Heldr. subsp. corymbosum

The aim of this study is to perform the phytochemical and biological activity studies
on Seseli gummiferum Pall. ex Sm. and Seseli corymbosum Boiss. & Heldr. subsp.
corymbosum which are growing in Turkey, from Apiaceae family. Because of the
fact that there are limited studies on these species, analysis of the essential oils and
biological activity studies have been carried out in this research. First of all, the
material of the S. gummiferum and S. corymbosum subsp. corymbosum as our
working samples were collected from the nature and authentic samples were
deposited in the Herbarium of Ankara University Faculty of Pharmacy. The n-
hekzan, ethyl acetate and methanol extracts from the aerial parts and the roots of the
each species were prepared. Then, these extracts were examined on thin layer
chromatography (TLC). In addition, the essential oils of these species were obtained
by hydrodistillation with a Clevenger type apperatus which is regulated according to
the European Pharmacopoeia (2010). The composition of the oils were examined on
TLC and then analyzed on GC/MS for the comparison of the oils composition.
Moreover, the biological activity of the oils have been investigated by the methods of
MTT, NO and PGE,, Nf-xB and Western Blotting; besides determination of the
antimicrobial activity. Regarding to the GC/MS results; in total 29 compounds were
characterized representing % 95.1 of the oil of the fruits from S. gummiferum.
Germacrene D (% 54.1), sabinene (% 22.4) and bicyclogermacrene (% 5.0) were the
major components in SG oil. On the other hand, in total 36 compounds were
characterized representing % 93.7 of the fruits oil from S. corymbosum subsp.
corymbosum. The main constituents were determined as S-phellandrene (% 29.2), o-
pinene (% 9.7), a-phellandrene (% 8.2), germacrene B (% 7.4), bicyclogermacrene
(% 6.6), f-pinene (% 4.8) and mircen (% 4.7). In the biological activity studies, the
essential oils of the species inhibited production of NO and PGE,, iNOS and COX-2
enzymes, and Nf-kB in RAW 264.7 cells stimulated with LPS depend on the
concentration. Nevertheless, the screening of the antimicrobial activity of the oils
have no satisfied results. Therefore, this study provides important information
regarding to use of the oils as a candidate agents against inflammatory disorders and
the result related to this activity was debated in this work.

Key words: Apiaceae, MTT, Nf-kB, NO, PGE,, Seseli
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