W

R TURKIYE CUMHURIYETI
\ZE) _ANKARA UNIVERSITESI
=5 SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
1946

BALLOTA ACETABULOSA (L.) BENTH. UZERINDE
FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR

Ayse Nur YAZGAN

FARMAKOGNOZi ANABILIiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN

Dog¢. Dr. Betiil SEVER YILMAZ

2013- ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BALLOTA ACETABULOSA (L.) BENTH. UZERINDE
FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR

Ayse Nur YAZGAN

FARMAKOGNOZi ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Doc. Dr. Betiil SEVER YILMAZ

2013- ANKARA



Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi
Farmakognozi Yiiksek Lisans Programi

cercevesinde ylritilmis olan bu calisma, asagidaki jiri tarafindan
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 09/07/2013

Prof. Dr. Giilgin SALTAN
Ankara Universitesi

Juri Baskani
Prof. Dr. M. Levent ALTUN Dog. Dr. Betul SEVER YILMAZ
Ankara Universitesi Ankara Universitesi
Dog. Dr. Ayse Mine OZKAN Yrd. Dog. Dr. Sinem ASLAN ERDEM

Ankara Universitesi Ankara Universitesi



ICINDEKILER

Kabul ve Onay ii

icindekiler iii
Onséz vii
Simgeler ve Kisaltmalar viii
Sekiller Xi
Cizelgeler Xii
1. GIRiS 1
1.1. Botanik Bilgiler 5
1.1.1. Ballota acetabulosa’nin Sistematikteki Yeri 5
1.1.2. Lamiaceae Familyasinin Botanik Ozellikleri 6
1.1.3. Ballota L. Cinsinin Botanik Ozellikleri 6
1.1.4. Turkiye’'de Yetisen Ballota Tirleri 7
1.1.5. Ballota Cinsinin Tirkiye’de Yetisen Tlrlerinin Tayin Anahtari 9
1.1.6. Ballota acetabulosa’nin Tir Ozellikleri 10
1.2. Fitokimyasal Bolim 12
1.2.1. Ballota Tirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar 12
1.2.1.1. Diterpenler 13
1.2.1.2. Flavonoitler 18
1.2.1.3. Fenilpropanoitler 22
1.2.1.4. Ugucu Yaglar 24

1.2.1.5. Diger Bilesikler 27



1.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

1.3.1. Ballota Turlerinin Biyolojik Aktivite Calismalari

1.3.1.1. Sedatif Etki

1.3.1.2. Antimikrobiyal Etki
1.3.1.3. Antioksidan Etki
1.3.1.4. Antiproliferatif ve Sitotoksik Etki
1.3.1.5. insektisit Etki

1.3.1.6. Antienflamatuvar Etki
1.3.1.7. Hepatoprotektif Etki
1.3.1.8. Hipolipidemik Etki
1.3.1.9. Antifertiliter Etki
1.3.1.10. Antinosiseptif Etki
1.3.1.11. Antiemetik Etki
1.3.1.12. Hipoglisemik Etki
1.3.1.13. Diger Etkiler

1.3.2. Ballota Turlerinin Kullanilisi

2. GEREG VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

2.2. Yontem ve Fitokimyasal Calismalar
2.2.1. Farmakope Analizleri

2.2.1.1. Makroskobik Analiz

2.2.1.2. Mikroskobik Analiz

2.2.1.3. Kurutmada Kayip Tayini

2.2.1.4. Toplam Kl Tayini

29

29

29

30

42

48

50

50

52

53

54

55

56

56

57

59

66

66

66

66

66

67

67

67



2.2.1.5. Toplam o-Dihidroksisinnamik Asit Miktar Tayini
2.2.2. Ekstraksiyon ve izolasyon Calismalari

2.2.2.1. Ballota acetabulosa Ekstresinin Hazirlanmasi
2.2.2.2. Kolon Kromatografisi

2.2.2.3. Saflastirma Kolonu Uygulamasi

2.2.2.4. izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini Calismalari
2.2.3. Ballota acetabulosa Ucucu Yaginin Elde Edilmesi
2.2.3.1. Analiz Yontemi

2.2.3.2. Gaz Kromatografisi Kosullari

2.2.3.3. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi Kosullari
2.2.4. Ballota acetabulosa Ucgucu Yaginin Antioksidan Aktivite Tayini

2.2.4.1. MDA Tayini

3. BULGULAR

3.1. Farmakope Analizleri

3.1.1. Makroskobik Analiz

3.1.2. Mikroskobik Analiz

3.1.3. Kurutmada Kayip Tayini

3.1.4. Toplam Kl Tayini

3.1.5. Toplam o-Dihidroksisinnamik Asit Miktar Tayini
3.2. Ekstraksiyon ve izolasyon Calismalari

3.2.1. Ballota acetabulosa’dan izole Edilen Bilesikler
3.2.2. Yapi Tayini Bulgulari

3.3. Ugucu Yag Analizine Ait Bulgular

3.4. Antioksidan Aktivite Tayinine Ait Bulgular

68

69

70

70

71

71

72

72

72

73

74

74

76

76

76

79

86

86

86

86

87

87

98

99



4. TARTISMA

5. SONUG VE ONERILER
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR

OzZGECMIS

vi

100

106

108

109

110

123



vii

ONSOz

Lamiaceae familyasinda bulunan ve diinyada 35 tiri bulunan Ballota L. cinsine dahil
olan bitkiler genellikle Akdeniz cevresinde yetismektedir. Yurdumuzda dogal olarak
yetisen Ballota acetabulosa halk arasinda hemoroit tedavisinde ve yara iyilestirici
etkisi nedeniyle kullanilmaktadir. Bitki Uzerinde vyapilmis olan sinirl sayidaki
fitokimyasal arastirmalar ve aktivite ¢calismalarinda bitkiden izole edilen bilesiklerin
onemli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir. Bitki ile ilgili yapilan
yurtici ve yurtdisi calismalarin yetersiz olmasi, bizi bu tir Gzerinde farmakognozik
arastirmalar yapmaya yoneltmistir. Bitki Gzerinde farmakope analizi, ekstraksiyon,
izolasyon, yap! tayini ve antioksidan aktivite ¢alismalari yapilarak elde edilen yeni
verilerle bilime ve saghga katkida bulunulmasi amaglanmistir.

Tez konumun segiminden baglayarak ¢alismalarimin her asamasinda bana rehberlik
etmenin 6tesinde emek sarf eden; deneyim, hosgor, sabir ve ilgisini esirgemeyen;
calismalarim disinda da bana karsi her zaman dostga ve samimi bir yaklagim iginde
bulunan; onunla galisma firsati buldugum igin cok mutlu oldugum tez danismanim,
sayin ve sevgili hocam Dog. Dr. Betiul SEVER YILMAZ’a en igten tesekkiirlerimi
sunarim.

Anabilim Dali Bagskanimiz Sayin Hocam Prof. Dr. Gilgin SALTAN basta olmak Uzere,
Farmakognozi ve Farmasotik Botanik Anabilim Dallarindan katkisini gérdiigim tim
degerli hocalarima ve Arastirma Gorevlisi arkadaslarima tesekkiir ederim.

GK-KS analizlerinde bilgi ve tecriibesini benimle sonuna kadar paylasan Yrd. Dog. Dr.
Sinem ASLAN ERDEM’e, galismalarim sirasinda ¢ok yardimlarini gérdigiim Dr. Bio.
Gulderen YILDIZ YILMAZ ve Yrd. Dog. Dr. Ozlem BAHADIR ACIKARA'ya; antioksidan
aktivite ¢alismalarini yiriten Dr. Ecz. Filiz BAKAR’a; galismalarimda kullandigim bitki
materyalinin toplanmasinda samimiyetle yardimci olan Aytil SEVER’e tesekkir
ederim.

Calismalarim sirasinda UV  analizlerini  gerceklestirebilmem icin  Merkez
Laboratuvarindan vyararlanmami saglayan A. U. Eczacilik Fakiiltesi Dekanligina
tesekkirlerimi sunarim.

Tez calismalarim esnasinda beni bu yolda yalniz birakmayan, ¢calismalarim disinda da
beni cesaretlendiren, zor anlarimda bana katlanan, varliklari her zaman gliven veren
ve dostluklari her seyden degerli olan arkadaslarima sonsuz tesekkir ederim.
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1. GIRIS

Ballota tirleri Lamiaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Lamiaceae
familyasi tibbi kullanimlariyla taninan cok c¢esitli ve yaygin familyalardan biridir.
Familyaya ait Ocimum, Lavandula, Mentha, Rosmarinus, Salvia ve Thymus gibi
bitkilerin insanlar tarafindan tarih ©ncesi zamanlardan beri kullanildig
bilinmektedir. Arkeolojik kazilardan elde edilen bulgular, bu familya bitkilerinden
glinimuzde sadece yabani bitkiler olarak bildigimiz bazilarinin, ge¢miste yerel olarak
kiltirindn yapildigini géstermektedir. Familyanin bazi tirleri gidalarda tatlandiric
ve sebze olarak kullanilir. Ayrica bu bitkiler parfiim endistrisinde kullanilabilecek
ucucu yaglarca zengin birer kaynaktir. Tedavi edici Ozellikleri esas olarak ugucu
yaglarina dayanmaktadir. Familya bitkilerinin kok, yaprak ve dallarindan bir dizi
bisiklik labdan ve klerodan serisi diterpenler, trisiklik diterpenler, furanoid
diterpenler, monoterpenler, seskiterpenler, seskiterpen tlirevleri, triterpenler,
flavonoitler, fenolik asitler ve steroitler gibi cesitli etken madde gruplan izole
edilmistir (Savona ve ark., 1976a; Savona ve ark., 1977a; Sever, 1996; Hatamneia ve

ark., 2008).

Ballota cinsinin diinyada en fazla gesitliligi Akdeniz ¢evresinde olmak Uzere Avrupa,
Kuzey Afrika ve Bati Asya’nin iliman boélgelerinde ve Giliney ve Dogu Afrika’da
yayitlim gosteren 35 tir ve 14 alt tirli bulunmaktadir. Bu cinsin Tirkiye'de 12 tir ve
17 taksonu bulunmakta olup bu taksonlardan 9 tanesi endemiktir. Ballota tirleri kis
aylarinin sert gectigi iklimlere uygun degildir, bu nedenle cografi dagilimi sinirh ve
omri kisadir. Bu tirler cok yillik otlar ya da kiiclik calihiklardan olusur. Ballota
isminin Dioscorides zamaninda verildigi ve Ballota nigra L. yapraklarinin o dénemde
kuduz kopek i1sirmasinda panzehir olarak kullanildigl 6ne siirilmektedir. Lamiaceae
familyasina ait c¢cogu bitkiden otsu vyapilari sebebiyle el yapimi nesneler
Uretilememesine karsin Ballota nigra firinlari temizlemek icin siplirge olarak
kullanilmig, Ballota pseudodictamnus (L.) Benth. kalikslerinin dini ritGellerle

baglantili bir kullanimi bulunmustur. Bu bitki kisimlari yaga batirildiktan sonra kutsal



lambalar icin fitil olarak kullanilmistir (Gunther, 1959; Patzak, 1961; Seidel ve ark.,
1999; Mulas, 2006; Ahmed ve ark., 2009).

Taze vyaprak, meyve ve tohumlari Dioscorides’ten beri bilinen Ballota tirleri
Tirkiye'de geleneksel olarak antillser, antispazmodik, dilretik, sedatif,
antibakteriyel, vermifiij ve hafif astrenjan amacla kullaniimaktadir. Ayrica kasinti
durdurucu ve lokal agn (izerine analjezik etkilere de sahiptirler. Avrupa’da yetisen
Ballota tirleri yillardan beri sindirim sistemi spazmlarinda, anksiyetede ve
sempatikotoni hallerinde kullaniimaktadir (Davies-Coleman ve Rivett, 1993; Sever,

1996; Citoglu ve ark., 1998).

Ballota tirleri Uzerinde cesitli biyolojik aktivite calismalari yapilmistir ve bu
calismalarda; Ballota tirlerinin antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuvar ve
anksiyolitik etkileri rapor edilmistir. Ballota nigra, Ballota acetabulosa (L.) Benth.,
Ballota andreuzziana Pamp., Ballota limbata Benth. ve Ballota undulata (Sieber ex
Fresen.) Benth. basta olmak Uizere, tibbi degeri yiiksek olan tiirler Gzerindeki
¢alismalar son yillarda oldukga artmistir. B. nigra bitkisinin anksiyolitik olarak
kullanildig kaydedilmistir. B. acetabulosa ve B. undulata bitkilerinin toprak Ustu
kisimlari; sitotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle B. limbata ise
Oksurik tedavisinde kullanilmaktadir (Citoglu ve ark., 2003b; Citoglu ve ark., 2004a;
Dumlu ve Bulut, 2007; Erdogan-Orhan ve ark., 2010; Haq ve ark., 2011).

Ballota turleri lizerinde glinimlize kadar yapilan ¢alismalarda; terpenoit, flavonoit,
feniletanoit yapil bilesiklerin varligi goze carpmaktadir. Farkli Ballota tiirlerinde
bulundugu bildirilen  fenilpropanoitler, p-kumaroil glikozit flavonoitleri,
polimetoksile flavonoitler ve betainler kemotaksonomik acidan onemli belirtegler
olarak kabul edilmektedir. Laktatlanmis flavonoitler bitkilerde ¢ok nadir olarak
rastlanan bilesenlerdir ve B. nigra’dan iki laktoilli flavonoit izole edilmistir, bu durum
kemotaksonomik acidan oldukca ilgi c¢ekicidir ve drog ile ekstrenin

standardizasyonunda bu iki bilesigin kullanilabilecegi dusiiniilmektedir. Ballota



cinsine dahil olan bitkilerin icerdigi diterpenler cesitli farmakolojik aktiviteler
gosterirler. Bu aktiviteler arasinda; antitimoral, insektisit, antililser, antiviral,
platelet agregasyonunu inhibe edici, antienflamatuvar, antipiretik, SSS deprese
edici, antifertilite ve antifungal aktiviteler sayilabilir (Seidel ve ark., 1996b; Seidel ve
ark., 1997; Didry ve ark., 1999; Bertrand ve ark., 2000; Siciliano ve ark., 2005; Téth
ve ark., 2007).

Gunlmuze kadar edinilen bilgilere gére Ballota tiirlerinin antioksidan aktivitesine
ozellikle polifenolik bilesikler ve fenilpropanoitlerin sebep oldugu disinilmektedir.
B. nigra, B. undulata, B. hirsuta, B. rupestris gibi bazi Ballota tirlerinin toprak Ustu
kisimlarinda fenilpropanoit tlrevlerini icerdikleri ve bu tirlerden izole edilen
fenilpropanoit tirevlerinin, in vitro antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir.
B. nigra’dan izole edilen fenilpropanoit tirevleri ayrica sedatif, antiemetik ve
antibakteriyel aktivite gostermistir. Bunlara ek olarak fenilpropanoit tlrevlerinin
antienflamatuvar roliinden bahsedilmektedir. Bazi Ballota tirlerinden izole edilen
flavonoitlerin 6nemli antioksidan aktivite gosterdigi vurgulanmistir. Flavonoitlerin
antitlssif, antifungal ve antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle terapotik kullanimlarinin

oldugu da belirtilmistir (Harborne ve Baxter, 1993; Erdogan-Orhan ve ark., 2010).

Cesitli farmakolojik etkileri nedeniyle iyi taninan bitkiler olan Ballota’larin tam bir
Turkce adi bulunmamaktadir. Ancak Tirkiye Bitkileri Listesi’'nde “nemnemotu”
olarak isimlendirilmistir, bunun vyaninda degisik yorelerde farkli isimlerle
anilmaktadir. Ornegin Ballota nigra’ya; képek otu, karayerpirasasi, gezgez otu,
Isirgan, calba, salba, bal otu, balllk otu, nemnem otu, Ballota nigra subsp.
uncinata’ya elkurtaran, Ballota acetabulosa’ya pat pat otu adlari verilmektedir.
Ballota saxatilis’e ise somruk (Gaziantep), karinca somurcag (Silitke) denildigine
rastlanilmistir. Halk arasinda yalanci isirgan, boz otu, kurt disirici, leylim otu,
kandil otu gibi isimlerle de bilinen Ballota tiirleri, inflizyon halinde bogmacada, kurt
duslirtict olarak, mide Ulserinde, spazm ¢6zlici ve yaralar lizerine antiseptik olarak,

Okslirigiin semptomatik tedavisi, astim, bas agrisi, mide bulantisi ve 0zellikle



merkezi sinir sistemi kaynakh kusmada, sinirsel dispepside, hemoroitte ve
sempatikotoni hallerinde kullanilmaktadir (Baytop, 1984; Merigli ve ark., 1988;
Yesilada ve ark., 1993; Yesilada ve ark., 1995; Newall ve ark., 1996; Sever, 1996;
Citoglu ve ark., 1998; Eryasar ve Tuzlaci, 1998; Tolon Fenercioglu ve Tuzlaci, 1998;
Ezer ve ark., 1999; Tuzlaci ve Tolon, 2000; Sever, 2002; Giiner, 2012). icerdigi
bilesikler nedeniyle gosterdikleri bu aktivitelerden 6tlirli; Ballota turleri Gizerinde
yapilan galismalar gln gectikge artmaktadir. Ballota cinsine ait diinyada 35 tir
bulunmasina karsin ancak 20 tir kimyasal yonden incelenmistir. Bu tirler: Ballota
acetabulosa, B. africana, B. andreuzziana, B. antalyense, B. aucheri, B. cristata, B.
hirsuta, B. hispanica, B. lanata, B. larendana, B. limbata, B. macrodonta, B. nigra, B.
pseudodictamnus, B. rotundifolia, B. rupestris, B. saxatilis, B. undulata, B.
glandulosissima, B. inaequidens'tir (Sever, 2002; Ahmad ve ark., 2004b; Erdogan-
Orhan ve ark., 2010). Ballota cinsine dahil olan bitkiler arasinda henliz hig
cahisilmamis ya da sinirh sayida ¢alisma yapilmis tlrlerin varhigi, arastirmacilarin
ilgisini bu yone ¢cekmektedir. Etkili bilesikler agisindan zengin olan Ballota tirleri
Uzerinde yapilacak olan ileri galismalar, hem yeni bilesiklerin ortaya gikarilmasina
hem de ila¢ haline getirilebilmesine yardimci olacaktir. Ayrica llkemiz Ballota
cinsine ait tlr sayisi bakimindan en zengin llke olup bu ozelligiyle gen merkezi
niteligindedir. Buna karsin bu bitkiler tGzerinde yapilan ¢alismalar sinirli sayidadir.
Halk arasinda kullaniminin yayginhigi da g6z 6nline alinarak bu tirler Gzerinde daha

kapsamli calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Ballota tirlerinin geleneksel olarak kullanildigi gastrointestinal bozukluklar ve
enflamatuvar yaralanmalar gibi olgulara reaktif oksijen tirlerinin yol actigl ve
polifenolik bilesiklerin reaktif oksijen tilrlerine olan direnci artirdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir. Bu nedenle bu bitki tiriniin antioksidan kapasitesinin
aydinlatiimasi gerekmektedir. Tlrkiye’de dogal olarak yetisen Ballota acetabulosa
Uzerinde Ulkemizde yayinlanmis, antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite
konusunda birka¢ calisma olmasinin yani sira; bu bitkinin morfolojik o6zellikleri

hakkinda wyurtici ve yurtdisi yayin sayisi da sinirhidir. Bu ¢alismada, Ballota



acetabulosa bitkisinin morfolojik, anatomik ve kimyasal yapisi aydinlatiimaya
¢ahisilmis; bu amagla ugucu yag elde edilmis, GK ile analizi yapilip antioksidan
etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica bitkiden bazi bilesiklerin izolasyon ve
yap! tayinine de gidilmistir. Yapilan kimyasal calismalardan elde edilen veriler

1Is1ginda; etkili bilesikleri ortaya ¢ikarilarak bilime katki saglanmasi amaglanmistir.

1.1. Botanik Bilgiler

1.1.1. Ballota acetabulosa’nin Sistematikteki Yeri

Ballota acetabulosa’nin TUBIVES’e (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi) gére sistematik

olarak siniflandirilmasi:

Alem : Plantae

Alt Alem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Alt Boliim : Angiospermae
Sinif : Magnoliopsida
Altsinif : Asteridae
Takim : Lamiales
Familya : Lamiaceae
Altfamilya : Lamioideae
Oymak : Stachydae
Altoymak : Ballotae

Cins : Ballota L.

Tir : Ballota acetabulosa (L.) Bentham



1.1.2. Lamiaceae Familyasinin Botanik Ozellikleri

Lamiaceae familyasi, dinyanin her tarafina yayilmis cicekli bitkilerden olusan
250’den fazla cins ve yaklagik 7000 tir ile en genis ve karakteristik familyalardan
biridir. Bu familya bitkileri baslica Akdeniz havzasinda yaygindir ve Tirkiye’de 45
cins, 574 tir ile temsil edilmektedir. Familyanin Tirkiye’ye endemik olan 256 tiri
vardir ve familya iginde tiir endemizmi orani % 44’tiir. Bu familyadaki tirlerin
bircogu otsu veya ¢ali formunda, tek veya cok yillik bitkilerden olusmaktadir. Govde
dort koseli; yapraklar ¢cogu zaman basit, bazen pargali ve dekusat dizilislidir. Cicekler
her nodusta vertisillastrum durumunda, zigomorftur. Hermafrodit olan ciceklerde
kaliks 5 loblu kalici, bazen bilabiat; korolla bilabiat, st dudak bazen korelmistir.
Stamen 4 tane, ¢ogu zaman didinamdir; bazen 2 stamen bulunur. Ovaryum 2
karpelden meydana gelmis 4 gozIi ve Ust durumludur, her goézde 1 ovil bulunur;
stilus ginobaziktir. Meyve 4 findik¢iktan meydana gelen bir sizokarptir. Familyanin
blyik cogunlugu ve oOzellikle bazi cinslerde poplilasyonun % 50’sinde erkek organ
yoktur yani sekstiel dimorfizme yénelme vardir. Boyle olan disi bitkiler genellikle
kiiciik ve korollalari soluk renklidir. Familya bitkileri toprak Gsti kisimlarinda, ugucu
yag iceren Lamiaceae tipi salgi tlyleri (sapi tek, basi 8 hiicreli) ve daha fazla sayida
orti tiyd tasir. Orti tiyleri hiicrelerin morfolojisi ve sayisina gére basit tek hiicreli,
basit cok hiicreli, dallanmis tek hticreli ve dallanmis ¢ok hiicreli olmak lzere dérde
ayrilmistir. (Davis, 1982; Tanker ve ark., 1992; Erik ve Tarikahya, 2004; Hatamneia ve
ark., 2008; Osman, 2012).

1.1.3. Ballota L. Cinsinin Botanik Ozellikleri

Ballota cinsinin Akdeniz cevresi, Avrupa, Kuzey Afrika ve Bati Asya’nin iliman
bolgelerinde yayilim gésteren 35 tiir ve 14 alt tlirlii bulunmaktadir. Sadece dort tir
Guney ve Dogu Afrika kokenlidir. Ballota cinsi cok yilhk otlar ya da kiiclik
calihklardan olusur. Govdesi dortgen bigimli, gévde Uzerindeki yapraklar sapli,

genellikle tabanda kordat, kenarlari undulat ya da krenat-dentattir. Vertisillatlar



tirlere gore sik veya seyrek, fakat genellikle sik; cicekli yapraklar tomurcuk tasir,
brakteoller genellikle dardir. Kaliks tlipsi veya ters koni seklindedir, 10 damarli,
taylq, dis sekilleri farkl, dis sayisi 5-10 veya daha fazladir. Korolla mor, pembe veya
beyaz renkli, dis kismi tuyli, 2 dudakh, st dudak diiz, alt dudak yarik, emarginat
veya konkav, sik sik kristattir. Loblar dikensi uclu, nadiren bitlndir. Korolla tipi
kaliksten daha kisa veya esittir. Stamenler paralel, alttaki ¢ift daha uzun, anterler Ust
dudagin altinda ve anter kiliflari dallanmigtir. Meyvesi nuks tipinde, oblong, tepesi
yuvarlaktir. Gévdede dendroit, demet, yildiz seklinde veya basit orti tlyleri vardir.
Farkh tipte salgi tuyleri (sapi uzun ve tek hicreli, basi 2 hicreli; sapi kisa ve tek
hiicreli, basi 4 hiicreli; sapi ¢ok kisa ve tek hiicreli, basi 8 hiicreli) bulunur (Patzak,
1961; Metcalfe ve Chalk, 1965; Tutin ve ark., 1972; Davis, 1982; Seidel ve ark., 1999;
Ahmed ve ark., 2009).

Morfolojik agidan Ballota’lara en ¢ok benzeyen bitkiler Marrubium’lardir. Fakat
Marrubium’larda stamenler kaliks tipUiniin igindedir (Ballota’larda disinda) ve kaliks

tlpu yukari dogru genislemez (Ballota’larda genisler) (Sever, 1996).

Ballota cinsi on seksiyona ayrilir: Ballota Patzak, Acanthoprasium Benth., Rubiformis
Patzak, Acetabulosa Patzak, Pseudodictamnus Patzak, Microphylla Patzak,
Beringeria (Neck.) Benth., Microselidae (Briq.) Patzak, Stachydiformis Patzak,
Royleoides Patzak (Patzak, 1958, 1959, 1961).

1.1.4. Tiirkiye’de Yetigsen Ballota Tiirleri

Ballota cinsi icin gen merkezi olan Tirkiye'de bitkinin 12 tir, 17 taksonu
bulunmaktadir ve bu taksonlardan 9 tanesi endemiktir. Tez konusu olan Ballota
acetabulosa tirl Glkemizde dogal olarak yetismektedir. Tiirkiye’de yetisen Ballota
taksonlari ve ait olduklari seksiyonlar soyledir (Patzak, 1959; Tezcan, 2001; Citoglu
ve ark., 2005b):



Acetabulosa
Ballota acetabulosa L. Benth.
Pseudodictamnus
B. pseudodictamnus L. Benth. subsp. lycia Hub.-Mor*
Microselidae
B. cristata P. H. Davis™
B. antalyense F. Tezcan & H. Duman*
B. saxatilis Sieber ex. J.& C. Pres| subsp. saxatilis
B. saxatilis Sieber ex. J.& C. Presl subsp. brachyodonta (Boiss.) P. H. Davis &
Doroszenko
B. inaequidens Hub.-Mor. & Patzak*
B. glandulosissima Hub.-Mor. & Patzak*
B. larendana Boiss. & Heldr.**
B. latibracteolata P. H. Davis & Doroszenko*
B. rotundifolia C. Koch**
B. macrodonta Boiss. & Bal.**
Ballota
. nigra L. subsp. nigra (Swartz) Briq.
. nigra L. subsp. foetida Hayek
. nigra L. subsp. ruderalis (Swartz) Briqg.

. nigra L. subsp. anatolica P. H. Davis

T T T T ™

. nigra L. subsp. kurdica P. H. Davis

*Bu tirler Akdeniz fitocografik bolgesine endemiktir. **Bu tirler ise iran-Turan

fitocografik bolgesine endemiktir (Davis, 1982; Sever, 2002; Giiner, 2012).



1.1.5. Ballota Cinsinin Tiirkiye’de Yetisen Tiirlerinin Tayin Anahtari

1. Kaliks daima esit 5 disli bitkinin vejetatif kisimlarinda yildiz ve dendroit tly yok

11. nigra

1. Kaliks genellikle 10 disli (daha az ve daha ¢ok olabilir) bunlardan 5’i digerlerinden

daha uzun, vejetatif kisimlarda yildiz ve dendroit tly var
2. Govde yumusak ylinsi-keceli sekilde dendroit tiyll

3. Kaliks digleri kisa ve nadiren yayvan, 3—4 mm ¢apinda 4, cristata

3. Kaliks disleri genisleyen yayvan ve yuvarlak, 9-20 mm ¢apinda

4. Kaliks disleri 15-20 mm capinda (loblar genis, eni boyundan daha fazla) uglari

yuvarlak, yapraklar krenat, gri tlyli 1. acetabulosa

D

. Kaliks disleri 9-10 mm c¢apinda, loblar genis, uclari akut, ovat-licgensi yapraklar

hemen hemen tam, sik ylins{ tlyli 2. pseudodictamnus subsp. lycia

2. Govde basit ya da yildiz tiyli (dendroit degil)

5. Vertisillastrumlar gevsek, pedunkuller 5-12 mm (yaklasik ¢icek durumunun

hemen altindaki yapraklarin petiolleri kadar uzunlukta) 3. inaequidens

5. Vertisillastrumlar sik, pedunkuller ¢cok kisa
6. Uzun olan kaliks disleri lanseolat ya da subulat

7. Uzun olan kaliks digleri 5-7 mm yayvan 10. macrodonta

7. Uzun olan kaliks disleri 2-3 mm geriye kivrik 9. rotundifolia
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6. Uzun kaliks digleri Giggenden ovat akuminata degisen sekillerde

8. Govde ince uzun yumusak yapiskan tuylerle kaph, kaliks 12—15 mm disler kisa

dikensi tuyli 6. glandulosissima

8. Govde uzun yumusak orti tuylu veya stellat ya da demet tayldl, kaliks 6—10 mm

disler mukronat veya degil

9. Brakteoller linear-oblanseolattan spatulata dogru degisen sekillerde 6-10 x 0,6—

2,2 mm mukronat, kaliks ve brakteoller glandular tiyli 8. latibracteolata

9. Brakteoller linear—filiform 2-4x0,2—0,4 mm, mukronat degil kaliks ve brakteoller

orta taylu
10. Kaliks limbi yayvan govde sik ipeksi (yumusak) tlyla 7. larendana

10. Kaliks limbi huni seklinde, gévde kisa demet ya da yildiz tliyli yaygin basit tiyler

var ya da yok 5. saxatilis

(Davis, 1982)

1.1.6. Ballota acetabulosa’nin Tiir Ozellikleri

Syn: Marrubium acetabulosum L. (1753).

Ballota acetabulosa ¢ok yillik, otsu, dallanmamis, dik, tabani odunsu, gévdesi 30—-80
cm boyunda, yogun yildiz seklinde 6rti tiyleri ve salgi tlyleri ile kaplidir. Yapraklar
dekusat dizilisli, basit, ovat-kordat, tepesi obtus, 2—5 x 2—-4 cm boyutunda, orta ve
Ust yapraklarin tabani genelde kordat, yaprak kenari krenat disli, gri yinsa-yildiz
tiyli ve yaprak sapi kisadir. Brakteoller lineardan spatulata kadar degisen
sekillerdedir. Cicekler hermafrodit; kaliks tiip seklinde, 6—=8 mm uzunlugunda, yogun
yildizimsi-ylinsi tuyli ve 10 dislidir. Kaliks tlipt tepede birden genisleyip 10-20 mm
boyunda zarimsi bir dudak olusturur. Agsi loblu olan bu dudaklar yuvarlak ve tepesi

mukronattir. Kaliks disleri bu sekilde 5 bilyik lobdan olusurken disler arasinda
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kiicik, mukronat loblar bulunmaktadir. Korolla 15-18 mm uzunlugunda, beyaz
renklidir ve izerinde mor lekeler bulunmaktadir. Meyve kaliksten meydana gelen bir
findikgiktir. Nisan-Temmuz aylarinda gicek agan bu bitki Glney Avrupa, Gliney ve
Dogu Yunanistan ve Bati Anadolu'da 1500 metreye kadar olan kurak tepelerdeki
kiregtasi kayalar, harabeler ve engebeli arazilerde sert zeminlerde, golgeliklerde
yaygin olarak yetisir. Bitki tGlkemizde Edirne, Canakkale, Balikesir, izmir, Manisa,
Mugla, Aydin ve Antalya illerinde dogal olarak yetismektedir (Tutin ve ark., 1972;
Davis, 1982; Petanidou ve Smets, 1996; Sahpaz ve ark., 2002).

Sekil 1.1. Ballota acetabulosa’nin habitati
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Sekil 1.2. Ballota acetabulosa

1.2. Fitokimyasal Bélim

Yapilan fitokimyasal calismalarda asagida adi gecen Ballota tiirlerinden izole edilen

pek cok bilesigin kimyasal yapilari spektral yontemler kullanilarak aydinlatiimistir.

1.2.1. Ballota Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Farkh Ballota tirlerinden biyolojik olarak aktif olan ¢ok c¢esitli bilesenler izole
edilmistir. Yapilan literatlr taramasi sonucu, Ballota cinsinin genellikle toprak Usti
kisimlarindan izole edilen ana madde gruplarinin labdan diterpenoitleri,

fenilpropanoitler ve flavonoitler oldugu goze garpmaktadir (Siciliano ve ark., 2005).
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1.2.1.1. Diterpenler

Ballota tirleri Uzerinde yapilan arastirmalar sonucu icerdikleri en 6nemli dogal
Urinlerin furanolabdan tipi diterpenler oldugu ortaya konulmustur (Seidel ve ark.,

1999).

Yapilan bir dizi ¢alisma sonucu B. nigra’dan ballonigrin, ballonigrinon
furanolabdanlari ve eser miktarda marrubiin bisiklik diterpeni izole edilmis ve iTK
yardimiyla teshisi yapilmistir. B. rupestris’ten ballonigrin (CyoH»404), ballonigrinon
(Co0H220s), rupestralik asit, 7-a-asetoksi marrubiin diterpenleri izole edilmistir.
B. nigra subsp. foetida vyapraklarinin etil asetath ekstresinden hareketle
furanolabdan diterpenoitlerinden  ballotinon  (CyoH260s,  7-oksomarrubiin),
7-a-asetoksi marrubiin ve ballotenol izole edilmistir (Savona ve ark., 1976a; 1976b;
1977a; 1977b). B. nigra subsp. foetida’nin toprak Ustl kisimlarinin asetonlu
ekstresinden bir prefuranik labdan diterpeni olan preleosibirin izole edilmis ve
yapisi, bilinen bir bilesik olan leosibirin ile spektroskopik bulgular temelinde iligki

kurularak aydinlatilmistir (Bruno ve ark., 1986).

B. lanata'nin yaprak ve ince dallarinin asetonlu ekstresi yogunlastirilip yogun ekstre
de etil asetatla muamele edildikten sonra kolon kromatografisine uygulanip etil
asetat:petrol eteri solvan sistemi ile ellisyon yapildiginda ballonigrin, metanol:etil
asetat ile elisyon yapildiginda ise 13-hidroksiballonigrinolit izole edilmistir (Savona

ve ark., 1978a).

B. acetabulosa yapraklarindan 18-hidroksiballonigrin diterpeni izole edilmis ve
yapilan spektroskopik o6lctimlerle vyapisinin ballonigrinle olan iliskisi ortaya

konulmustur (Savona ve ark., 1978b).

Ayni arastirma grubu B. andreuzziana toprak Ustl kisimlarinin aseton ekstresinde

hispanolon ve Ballota pseudodictamnus’un toprak Ustli kisimlarinda ballonigrin,
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18-hidroksiballonigrin ve marrubenol bulundugunu yayinlamislardir. Eser miktarda
elde edilen marrubenol ilk olarak Lamiaceae familyasindan Marrubium vulgare L. de
bulunmustur. Bu 6zellik Ballota ve Marrubium cinsleri arasinda bir yakinhk oldugunu
gdstermektedir. iki cins arasindaki fark Ballota cinsinde bulunan diterpenlerin 7.
karbonlarinda oksijen tasiyan labdan iskeletine sahip olmalaridir (Savona ve ark.,

1982).

ispanya’da yetisen B. hispanica’nin kurutulup toz edilmis cicek ve yapraklarinin
aseton ekstresi kolon kromatografisinde petrol eteri-etil asetatin degisen oranlariyla
elie edilerek, furanolabdanik bir diterpenoit olan hispanolon, hispanonik ve
hispaninik asit izole edilmistir, ayrica kromatografiden elde edilen fraksiyonlara
diazometan uygulanmasi ve saflastirma sonucu metil hispanonat ve metil hispaninat
elde edilmistir (Rodriguez ve ark., 1979). Yine bu bitkiden bir baska calismada

hispanonik asit metil ester (Lopez de Lerma ve ark., 1980) izole edilmistir.

Guney Afrika’ya endemik ve hispanolon icin iyi bir kaynak olan ve o yoérede
“catmint” ismiyle anilan B. africana’nin toprak Ustl kisimlarinin aseton ekstresine
kolon kromatografisi uygulanip hekzan:etil asetat ile eliie edildiginde furanolabdan
diterpenleri olan hispanolon, dehidrohispanolon ve marrubiin izole edilmis ve ayni
solvan sisteminden de kristallendirilmistir. ince tabaka kromatografisi ekstrede
normalde bu bilesiklerin bulunmadigini ancak ekstrenin bekletilmesi sonucunda
olustugunu goéstermistir. Hispanolonun yari-sentetik transformasyonlar i¢in uygun
bir baslangic maddesi oldugu belirtilmistir. Bu arastirma esnasinda, ilk olarak
B. aucheri’den Rustaiyan ve arkadaslari tarafindan 1995’te izole edilen
66-hidroksi-15,16-epoksilabda-8,13(16),14-trien-7-on bilesigi elde edilmistir (Davies-
Coleman ve Rivett, 1993). Gray ve arkadaslari (2003) tarafindan B. africana toprak

Ustd kisimlarindan kuru agirhgin % 0,8’i kadar hispanolon izole edilmistir.

Rustaiyan ve arkadaslari (1992, 1995) B. aucheri toprak Usti kisimlari ile calhismis,

drogu eter:etanol:petrol eteri (1:1:1) solvan sistemi ile ekstre etmis ve bu ekstreden
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ballotinon, ballooserolit (seko-labdan) ve labdan yapisinda 4 diterpen daha
(9,13:15,16-diepoksi-6-hidroksi-seko-15-hidroksi-7-labdanon, 9,13:15,16-diepoksi-7-
hidroksi-14-labden-6-on, 6,9:15,16-diepoksi-9-hidroksi-8,9-13(16),14-labdadien-7-
on, 15,16-epoksi-7,9-dihidroksi-13(16),14-labdadien-6-on) izole  etmislerdir.
Yaptiklari diger calismalarda ayni bitkiden dimerik bir furolabdan diterpeni olan
persianonun yani sira 76,9a-dihidroksi-15,16-epoksi-labda-13(16),14-dien-6-on, 76-
hidroksi-9a,13,15,16-bis-epoksilabd-14-en-6-on, 66-hidroksi-15-metoksi-
9a,13,15,16-bis-epoksilabdan-7-on, 15-epi-66-hidroksi-15-metoksi-9a,13,15,16-bis-
epoksilabdan-7-on, 66-hidroksi-15-etoksi-9a,13,15,16-biepoksi-labdan-7-on, 68-
hidroksi-15,16-epoksi-labda-8,13(16),14-trien-7-on, seko-labdan ve ballonigrin izole

edilmistir.

Yapilan bir baska c¢alismada B. nigra gigekli toprak ustl kisimlarinin metanolli
ekstresinden hareketle 13-hidroksiballonigrinolit diterpeni izole edilip spektrometrik
yontemlerle yapisi belirlenmistir. Bu diterpenin Ballota tirlerine 6zgi oldugu ve
bitkinin standardizasyonunda kullanilanilabilecegi bildirilmistir (Seidel ve ark.,

1996a).

Citoglu ve arkadaslari (1998) tarafindan B. saxatilis subsp. saxatilis toprak Usti
kisimlarinin asetonlu ekstresi kolon kromatografisi yontemi kullanilarak petrol
eteri:etil asetatin artan polariteleri ile muamele edilmis ve 3 tane furanolabdan
yapisinda diterpenoit (hispanolon, ballonigrin ve dehidrohispanolon) izole edilmistir.
Bu diterpenlerden sonuncusunun normalde bitkide olmayan fakat bitkiden elde
edilen ekstrenin bir siire bekletilmesiyle olusan bir artefakt oldugu yani bekletilen
ekstrede hispanolonun zamanla dehidrohispanolona donistigu belirtilmistir. Hersel
ve arkadaslari (2000) B. saxatilis’ten hispanon diterpenini izole etmistir. Bruno ve
arkadaslari (2001) ise Libnan’da yetisen ayni bitkinin toprak {std kisimlarinin
asetonlu ekstresinden furanolabdanik yapida bir diterpen olan

18-hidroksiballonigrini izole etmislerdir.
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Hispanolon, ballonigrin ve dehidrohispanolon‘un Tirkiye‘de yetisen 16 Ballota
taksonundaki dagiliminin yiksek basingh sivi kromatografisi (YBSK) ile nitel olarak
incelendigi bir calismada, B. acetabulosa, B. pseudodictamnus subsp. lycia,
B. cristata, B. inaequidens, B. saxatilis subsp. saxatilis, B. saxatilis subsp.
brachyodonta, B. larendana, B. latibracteolata, B. rotundifolia, B. macrodonta,
B. nigra subsp. foetida, B. nigra subsp. uncinata ve B. antalyense’nin diterpenoid
yapill maddeler icerdigi bulunmustur. izole edilen bilesiklerin yapi tayinlerinde tek
ve ¢cift dimensiyonlu NMR tekniklerinden (DEPT, COSY, HMBC, HMQC)
yararlanilmistir.  Cizelge 1.1’de bu Ballota tirlerinin  diterpen igerikleri

gosterilmektedir (Yilmaz ve Citoglu, 2003).

Cizelge 1.1. Ballota tiirlerinin diterpen icerikleri

Ornekler Hispanolon | Ballonigrin | Dehidrohispanolon
1 |B. acetabulosa + + +
2 |B. pseudodictamnus subsp. lycia + - +
3 |B. cristata + + +
4 |B. inaequidens + + -
5 |B. saxatilis subsp. saxatilis + + +
6 |B. saxatilis subsp. brachyodonta - + +
7 |B. glandulosissima - - -
8 |B. larendana - + +
9 |B. latibracteolata - - +
10| B. rotundifolia + - +
11 |B. macrodonta - - +
12| B. nigra subsp. nigra - - -
13| B. nigra subsp. foetida - + -
14| B. nigra subsp. uncinata - - +
15| B. nigra subsp. anatolica - - -
16 | B. antalyense - + +




17

Riaz ve arkadaslari 2004’te, Asya’da yetisen bir tibbi bitki olan B. limbata’nin toprak
Usti  kisminin  metanol ekstresinin  kloroformda ¢o6zlinebilen fraksiyonuna
tekrarlayan kromatografilerin uygulanmasiyla, cok seyrek gorilen
nafto[2,1-flazulen-7-on iskeletine sahip limbetazulon diterpenoitini izole ettiklerini
bildirmislerdir. Bilesigin yapisi 1D ve 2D NMR gibi ayrintili spektroskopik yontemlerle

belirlenmistir.

Pakistan’dan toplanip kurutulmus B. limbata bitkisinin kloroform ekstresi ballotenik
asit ve ballodiolik asit olarak isimlendirilen iki klerodan tipi diterpen elde etmek
amaciyla silikajel kolon kromatografisine tabi tutulmustur. Ballotenik asit renksiz bir
yag olarak izole edilmistir. Bilesiklerin yapi tayinleri COSY, HMQC, HMBC, NOE gibi
iki boyutlu NMR tekniklerine dayanilarak yapilmistir (Ahmad ve ark., 2004b). Ayni
arastirma grubu ayni yil yayinladiklari bir baska calismada ise B. limbata kloroform
ekstresine (silikajel) kromatografi uygulanmasi sonucu, yalnizca Ballota cinsinde
bulundugu bilinen ¢cok seyrek rastlanan tetrasiklik diterpenler sinifina dahil olan
limbatenolit A, B ve C, ballotenolit A ve iki klerodan tipi bilesigi ((4aR,5S,6R,8aR)-5-
[2-(2,5-Dihidro-5-metoksi-2-oksofuran-3-il)etil]-3,4,4a,5,6,7,8,8a-oktahidro-5,6,8a-

trimetilnaftalen-1-karboksilik asit ve (4aR,5S,6R,8aR)-5-[2-(2,5-Dihidro-2-oksofuran-
3-il)etil]-3,4,4a,5,6,7,8,8a-oktahidro-5,6,8a-trimetilnaftalen-1-karboksilik asit) izole

edip yapilarini belirlemislerdir (Ahmad ve ark., 2004a).

Farooq ve arkadaslari (2007) B. limbata Uzerine yaptiklari kimyasal arastirmalar
sonucu bitkiden tetrasiklik diterpenler izole etmistir. Ayni arastirma grubu
B. limbata koklerinden ballonigrin lakton A ve B olarak isimlendirilen iki yeni tip
diterpenoid izole etmis ve yapilarini spektroskopik (IR, *H- NMR, *C-NMR, 2D-NMR
(HMQC, HMBC, COSY ve NOESY)) ve EI-MS verilerine gore aydinlatiimistir (Farooq ve
ark., 2012).

Hussein ve arkadaslari (2007) tarafindan Misir'dan toplanan B. undulata’dan, daha

once diger Ballota tirlerinde saptanan furolabdan yapisinda ballotinon, ballonigrin
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ve ballonigrinonun yaninda yeni furolabdan diterpenoiti 38-hidroksiballotinon ve ek
olarak monoterpen (-)-karvon ve stigmasterol izole edilmistir. izolasyonlar
B. undulata etanolll ekstresine tekrarlayan kromatografik yontemlerin uygulanmasi
ile gerceklestirilmistir. izole edilen 38-hidroksiballotinon, ballotinon, ballonigrin ve

ballonigrinonun yapilari aydinlatilmistir.

1.2.1.2. Flavonoitler

B. nigra ekstresi ve ucgucu yagi kagit ve ince tabaka kromatografisi ile test edilmis,
bitkide flavonoitler ve fenolik bilesiklerin varligi ortaya konulmustur (Strzelecka ve
ark., 1975). Kisiel ve Piozzi tarafindan 1995’te bu bitkinin toprak tstl kisimlarindan

polimetoksiflavon yapisinda tangeretin izole edilmistir.

Fransa’dan toplanan B. nigra’nin kurutulmus toprak st kisimlarinin MeOH:su
ekstresine jel filtrasyon kromatografisi uygulanmasi sonucu, laktoilli flavonoitler,
luteolin-7-0-laktat ve luteolin-7-0-(2-0-8-D-glukopiranozil-laktat) izole edilmistir.
Bunlarin B. nigra’dan izole edilen ilk laktatlanmis flavonoitler oldugu ve bu iki
bilesigin daha 6nce Marrubium vulgare’den izole edildigi vurgulanmistir (Bertrand

ve ark., 2000).

B. nigra subsp. foetida toprak Ustiu kisimlari ile yapilan bir kimyasal ¢alismada

apigenin-7-glikozit ve visenin-2 flavonoitleri izole edilmistir (Darbour ve ark., 1986).

B. larendana’nin  metanollii ekstresinden apigenin-7-8-D-O-(6""-0-p-kumaroil)
glukopiranozit, apigenin-7-8-D-0O-(3"'-O-p-kumaroil)glukopiranozit ve luteolin-7-8-D-
O-glukopiranozit elde edilmistir. Savona ve arkadaslari B. pseudodictamnus’un
toprak st kisimlarindan 5-hidroksi-7,4’-dimetoksiflavon ve 7,4’-di-O-metil
apigenin elde etmislerdir. Ayni bitkinin MeOH ekstresinden ise krizoeriol-7-8-D-O-
(3”’-0-p-kumaroil)-glukopiranozit ve  krizoeriol-7-8-D-O-glukopiranozit  izole

edilmistir. Apigenin-7-8-D-O-glukopiranozit ise hem B. larendana’da hem de
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B. pseudodictamnus’ta bulunmustur (Savona ve ark., 1982; Agrawal, 1989; El-Ansari

ve ark., 1995; Marin ve ark., 2007).

ispanya’dan toplanan B. hirsuta’nin toprak Ustii kisimlarinin n-hekzan, kloroform ve
etanol ekstreleri kolon ve kagit kromatografisine tabi tutularak sonugta 8 flavonoit
aglikonu (salvigenin, kumatakenin, genkvanin, ladanein, nukensin, izokemferol,
apigenin ve luteolin) ve 5 adet O-glikoziti (apigenin-7-(p-kumaroil)-glikozit, apigenin-
7-glikozit, luteolin-7-glikozit, kersetin-3-glikozit, luteolin-7-rutinozit) ve bir flavon-C-
glikoziti (visenin-2 (apigenin-6,8-di-C-glukozit)) elde edilip otentik bilesiklerle

karsilastirilarak yapilari aydinlatilmistir (Ferreres ve ark., 1986).

Merigli ve arkadaglari (1988) tarafindan B. acetabulosa’nin toprak Usti
kisimlarindan (850 g) Soxhlet cihazinda 6nce petrol eterli sonra etanollii ekstre
hazirlanmistir. Etanolli konsantre ekstre suyla dilie edilmis ve sirasiyla benzen,
kloroform ve etil asetat ile ekstreler hazirlanmistir. Petrol eterli ve benzenli
ekstrelerin flavonoit icermedigi gosterilmistir. Bu nedenle kloroform ve etil asetatl
ekstrelerin flavonoit icerikleri incelenmistir. Kloroformlu ekstre (9,27 g) silikajel
kolona uygulanmistir. Elisyon cesitli oranlarda toluen:aseton (9:1, 8:2, 7:3) karisimi
ile yapilmistir. Buradan 38 mg skutellarein-4’,7-dimetileter ve 24 mg apigenin elde
edilmistir. Etil asetatli ekstre (4,02 g) poliamid iceren kolona uygulanmis ve
su:etanol karisiminin cesitli oranlariyla (9:1, 8:2, 7:3, 6:4) ellisyon yapilmistir.
Sonucta 24 mg apigenin-7-glikozit, 12 mg akasetin-7-glikozit, 14 mg krizoeriol-7-
glikozit ve 19 mg luteolin-7-glikozit elde edilmis ve yapilari aydinlatilmistir. Bu
bilesiklerin varhg B. acetabulosa’nin hemoroit iyilestirici etkisini acikladigl

belirtilmistir.

B. acetabulosa’'nin kurutulup toz edilmis cicekli toprak Ustid kisimlari CH,Cl, ve
metanol ile ekstre edilmistir. Ekstre silikajel acik kolonunda degisik ¢cozlicilerin artan
polaritedeki karisimlari ile eliie edilerek ayristirilmis ve sonugta cok sayida polifenol

bilesigi izole edilmistir. Bunlar krizoeriol-7-0-8-(3""-Z-p-kumaroil)-glukopiranozit,
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krizoeriol-7-0-8-(3"'-E-p-kumaroil)-glukopiranozit,  krizoeriol-7-O-8-glukopiranozit,
apigenin-7-0-6-(4"-E-p-kumaraoil)-glukopiranozit ve apigenin-7-0-6-
glukopiranozit’tir (Sahpaz ve ark., 2002).

B. undulata Uzerinde yapilan bir fitokimyasal ¢alisma sonucunda luteolin-7-0O-
glukozit, apigenin-7-0-glikozit ve rutin elde edilmistir (Radwan ve ark., 1997). Baska
bir calismada ise ayni bitkinin toprak Gstu kisimlarindan yedi flavonoit (luteolin-7-8-
D-O-glukopiranozit, luteolin-3’-metil eter-7-(6""-p-kumaroil)-8-D-glukopiranozit,
diosmetin-7-8-D-O-glukopiranozit, kersetin-3,7,3’,4’-tetrametil eter, kemferol-
3,7,4’-trimetil eter, kersetin-3,7,3’-trimetil eter, luteolin-7,3’-dimetil eter) izole

edilmistir (Siciliano ve ark., 2005).

B. saxatilis subsp. saxatilis Gzerine yapilmis az sayida literatir ¢alismasindan birinde
bitkinin toprak Usti kisimlarindan asetonlu ekstre hazirlanmis ve kolon
kromatografisine uygulanmistir. Petrol eteri:etil asetat ¢oziicli sistemi artan
polaritede uygulanmis, benzer fraksiyonlar birlestirilmistir. Saflastirma yapmak
amaciyla preparatif iTK uygulanmis ve 3 tane flavonoit aglikonu; 6-hidroksiapigenol-
7,4’-dimetil eter (ladanein), kemferol-3,7,4’-trimetil eter ve kersetin-3,7,3’,4’-

tetrametil eter (retusin) izole edilmistir (Citoglu ve ark., 1999).

Parvez ve arkadaslari (2001) B. limbata’dan 6patorin, Riaz ve arkadaslari (2004) ise

apigenin, akasetin,7,4'-dimetilagegenin ve kemferit flavonoitlerini izole etmislerdir.

B. inaequidens’ten 5-hidroksi-3,7,4'-trimetoksiflavon, retusin, 5-hidroksi-7,4'-
dimetoksiflavon, pakipodol, filindulatin, 5-hidroksi-7,3',4'-trimetoksiflavon olmak
tizere 6 adet flavonoit saf halde izole edilmis ve yapilari UV, H-NMR ve BC.NMR

spektroskopik yontemleri yardimiyla aciklanmistir (Sever, 2002).

Kumatakenin (5,4’-dihidroksi-3,7-dimetoksiflavon), pakipodol (5,4’-dihidroksi-3,7,3’-

trimetoksiflavon), 5-hidroksi-7,3’,4’-trimetoksiflavon, velutin (5,4’-dihidroksi-7,3’-
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dimetoksiflavon), salvigenin (5-hidroksi-6,7,4’-trimetoksiflavon), retusin (5-hidroksi-
3,7,3’,4'-tetrametoksiflavon) ve korimbosin (5-hidroksi-7,3’,4’,5’-
tetrametoksiflavon) B. glandulosissima’nin kurutulup toz edilmis toprak Gsti
kisimlarinin asetonlu ekstresinden kolon kromatografisi ve preparatif iTK yardimiyla
izole edilmis ve yapilari UV, 'H-NMR, *C-NMR spektrumlarina bakilarak ve iTK ile
otentik maddelerle mukayeselerine dayanarak aydinlatilmistir (Citoglu ve ark.,

2003a).

Citoglu ve arkadaslari (2005b) tarafindan B. glandulosissima (7) ve B. inaequidens
(4)’ten izole edilen 10 adet flavonoitin, Tlrkiye’de yetisen diger Ballota tiirlerindeki
mevcudiyeti konusunda yapilan bir YBSK calismasinda asagidaki sonuglar elde

edilmistir:

Cizelge 1.2. Ballota turlerinin flavonoit icerikleri

Flavonoitler 123456 8/910111213141516*

Kumatakenin SN U I I I

Pakipodol - - - -
5-hidroksi-7,3’,4’-trimetoksiflavon - -1+ -] -

Velutin R IR R I I

+ |+ |+ |+ | +|N
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Korimbosin -l
5-hidroksi-3,7,4’-trimetoksiflavon -l--
Retusin - --
5-hidroksi-7,4’-dimetoksiflavon -l--
5-hidroksi-3,6,7,4’-tetrametoksiflavon - | - | -

Ladanein + - -
*1-16: Bkz. Cizelge 1.1

+ |+ |+ |+ |+
1
1
1
1
1
+
1
1
1
1
1
1

B. andreuzziana Uzerinde yapilan incelemeler sonucu etil asetat fraksiyonundan
7-metoksi luteolin ve 6,7-dimetoksi skutellarein olarak tespit edilen iki aglikona ek
olarak butanol fraksiyonundan luteolin-7-O-glikozit, 6,4’-dimetoksi skutellarein-7-O-
glikozit ve kersetin-7-O-ramnoglikozit olarak bilinen bilesikler izole edilmistir

(Abdelshafeek ve Daboob, 2009).
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1.2.1.3. Fenilpropanoitler

Veronique Seidel ve arkadaslari 1996 yilinda yayinladiklari bir makalede B. nigra
toprak Ustd  kisimlarinin - sulu alkolli  ekstresinin  polar fraksiyonlarindan
ballotetroziti, amorf bir toz olarak elde ettiklerini bildirmislerdir. Kimyasal ve
spektral veriler temelinde, ballotetrozitin yapisi (3,4-dihidroksifenil)-2-etil[a-L-
arabinopiranozil-(1-2)-a-L-ramnopiranozil-(1->3)]-8-D-apiofuranozil-(1->6)-4-0O-

kafeoil-8-D-glukopiranozit olarak tespit edilmistir. Bu c¢alismada izole edilen
ballotetrozitin tetrasakkarit yapisindaki fenilpropanoit glikozitlerinin ilk 6rnegi
oldugu belirtilmistir. Ayni calisma grubu tarafindan bu bitkinin ¢icekli toprak Usti
kisimlarinin sulu alkollii ekstresinden hidroksisinnamik asit esterlesmesiyle olusan
verbaskozit, forsitozit B ve arenariozit fenilpropanoitleri izole edilmistir. izole edilen
bu bilesiklerin Ballota tirlerine 6zgli oldugu ve bitkinin standardizasyonunda
kullanilabilecegi soylenmistir (Seidel ve ark., 1997). Baska bir ¢alismada B. nigra
toprak Ustl kisimlarinin etanol ekstresinden sefadeks ve silikajel yardimiyla
fenilpropanoit glikozitlerinden alissonozit, lavandulifoliolozit, angorozit A ve
glikozidik olmayan bir tiirev, (+)-(E)-kafeoil-L-malik asit izole edilmistir (Didry ve ark.,

1999).

Ezer ve arkadaslari (1999) tarafindan B. nigra subsp. anatolica’nin toprak Usti

kisimlarinda fenilpropanoit heterozitlerinin varhgi tespit edilmistir.

Téth tarafindan 2009 yilinda Macaristan’da yayinlanan bir doktora tezinde B. nigra,
B. hirsuta ve B. rupestris bitkilerinin farkli kisimlari fenilpropanoit (FP) icerikleri
bakimindan karsilastiriimistir.  Etken madde izolasyonu, basit ekstraksiyon
yontemleri ve yeni kesfedilen bir iTK-dansitometrik yontem kullanilarak yapilmistir.
izole edilip incelenen bilesikler verbaskozit (VE), forsitozit B (FB) ve kafeoil-malik asit
(KM)’tir. Karsilastirilan Gg¢ bitki ttrinden FP icerigi en yiliksek olan yapraklarinda —
(% 0,3) KM ve (% 4,58) VE bulunan B. rupestris ve onu takiben koklerinde — FB (% 3)

bulunan B. nigra’dir ancak B. hirsuta yapraklarinda FP miktari ¢cok azdir (% 0,09 KM,
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% 1,64 VE ve % 0,91 FB). Genellikle koklerde kafeoil malik asit bulunmamaktadir.
Yilin farkl dénemlerinde toplanan B. nigra 6rnekleri karsilastirildiginda en yiiksek FP
diizeylerine Haziran (yapraklarda FB % 6; VE % 8,5; KM % 0,45) ve Eylil (yapraklarda
FB % 3,8; VE % 7; KM % 0,35) aylarinda yani bliyiimenin ilk ve ikinci giceklenme
donemlerinde ulasiimistir. Ekstraksiyon metotlari karsilastinldiginda, ultrasonik
banyoda yapilan ekstraksiyondan ziyade geri c¢eviren sogutucu altinda yapilan
ekstraksiyonun daha verimli oldugu gorilmistir. B. nigra metanollii ekstresinin FP
iceriginin karanhkta aydinliga gore daha stabil oldugu gosterilmis ve saklama
kosullari buna gore belirlenmistir. Ekstrelerin 5 ya da 25 °C’de karanlikta muhafaza

edildiginde 14 gin boyunca stabil kaldigi kanitlanmistir.

B. pseudodictamnus’un metanol ekstresinden (E)-kafeoilmalik asit (fazelik asit) ve
forsitozit B izole edilmistir (Wang ve ark., 1998; Seidel ve ark., 1999; Housti ve ark.,
2002).

B. undulata’nin toprak Ustd kisimlarindan dort fenilpropanoit; forsitozit B,
lisionotozit, verbaskozit, betoniozit F izole edilmistir. izole edilen bilesiklerin yapilari,

NMR ve yiiksek cozunurlikla ESI-MS ile tespit edilmistir (Siciliano ve ark., 2005).

B. acetabulosa’'nin cicekli toprak Ustl kisimlarindan elde edilen ekstre silikajel
kolona uygulanarak ayristirilmis ve sonucgta kumarik asit tirevi bir feniletanoit
glikoziti olan &tigozit A elde edilmistir. Otigozit A kemotaksonomik acidan ilgi cekici

bir bilesiktir (Jimenez ve Riguera, 1994).

1.2.1.4. Ugucu Yaglar

B. nigra'dan bitkiye hos olmayan bir koku veren % 0,01 oraninda ugucu yag elde
edilmis ve yagin ana bileseninin germakren D oldugu bildirilmistir (Strzelecka ve

ark., 1975; Baser, 1994).
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Morteza-Semnani ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklari bir ¢alismada B. nigra
kurutulmus c¢icekli toprak Ustl kisimlarinin su distilasyonu sonucu % 0,5 (h/a)
verimle acik sari renkli bir yag elde edilmistir. Ugucu yagin % 95,4’(in( olusturan 42
bilesik tanimlanmis ve bunlardan majoér olanlarin karyofillen oksit (% 7,9),
epi-a-murolol (% 6,6), 6-kadinen (% 6,5) ve a-kadinol (% 6,3) oldugu tespit

edilmistir. Bu yag seskiterpenlerce zengindir.

Sirbistan’da yetisen B. nigra’nin kurutulmus kok, gévde ve yapraklarindan Clevenger
apareyi kullanilarak 3 saatlik su distilasyonu ile elde edilen ugucu yaglar susuz
sodyum silfatla suyundan kurtarildiktan sonra kimyasal bilesimleri gaz
kromatografisi/kitle spektrometresi (GK/KS) ile arastirilmistir. Kuru agirliklar baz
alindiginda elde edilen yagin verimi kok igin % 0,09; govde igin % 0,19 ve yaprak igin
% 0,23 olarak bulunmustur. Bilesenlerin miktarlari GK pik alanlari baz alinarak
hesaplanmistir. Toplam 115 bilesigin tanimlanmasinda Kovats indeksleri, kitle
spektrumlari ve standart bilesikler kullanilmistir. Sonucta bitkinin iki tip ucucu yag
Urettigi belirlenmistir. Gévde ve yapraklardan elde edilen yag seskiterpenlerce
zengindir (sirasiyla % 78,17 ve % 88,4), esas olarak 8-karyofillen, germakren D ve
a-humulen igerir. Gévde ve yapraklardan elde edilen yaglar sirasiyla % 2,5 ve 3,84
diterpen icermektedir. Buna karsilik, koklerden elde edilen ve oksijenli
monoterpenlerce zengin olan yagdan, yagin % 43’ten fazlasini olusturan 17
monoterpen elde edilmistir. Bu ugucu yagin en énemli bilesenleri ise p-vinilgaiakol
(% 9,24), borneol (% 7,51), mirtenol (% 7,13), trans-pinokarveol (% 5,22),
pinokarvon (% 4,37), 2-metil-3-fenilpropanal (% 4,32) ve p-simen-8-ol (% 4,3)'dir
(Vukovic ve ark., 2009).

iran’dan toplanan B. nigra’nin toprak Ustii kisimlarindan hisrodistilasyonla elde
edilen ucucu yagin bilesimi GK ve GK-KS ile analiz edilmistir. Yagin % 99,3’line
karsilik gelen tanimlanan 12 bilesikten 8-pinen (% 39) ve a-pinen’in (% 34,5) yagin

ana bilesenleri oldugu belirlenmistir (Jamzad ve ark., 2011).
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Yine iran’dan toplanan B. nigra subsp. anatolica bitkisinin kurutulmus toprak Ustii
kisimlarindan Clevenger apareyi kullanilarak yapilan su distilasyonu sonucu % 0,4
(a/a) verimle sarimsi bir yag elde edilmistir. Ugucu yagin ana bilesenleri germakren
D (% 18,1), nerolidol epoksiasetat (% 15,4), sklareol oksit (% 12,1), linalil asetat
(% 11,5), B-karyofillen (% 10,5) ve spatulenol (% 9)’dir ve ayrica yagin bilesiminde
linalol, a-terpineol, geraniol, a-kopaen, a-humulen ve longipinen epoksit de
bulunmustur. Yag oksijenli monoterpenler (% 18,1), seskiterpen hidrokarbonlar
(% 32,5) ve oksijenli seskiterpenlerden (% 41,2) olusmaktadir (Kazemizadeh ve ark.,
2009). Ayni arastirmacilar ayni yil yayinladiklari baska bir ¢alismalarinda ise ayni
bitkinin gicekli toprak Ustl kisimlarindan 3 saatlik bir distilasyonu sonucu % 0,7 (a/a)
verimle ucucu yag elde edip GK ve GK/KS ile analiz etmislerdir. Ugucu yagin
bilesenleri, kitle spektrumlari ve retansiyon indekslerinin oOtentik bilesiklerle
karsilastirlmasiyla tespit edilmistir. B. nigra subsp. anatolica ugucu yaginin
% 91,8’ini olusturan on iki bilesik tanimlanmistir. Yagin igerigini bir énceki yayinda
bildirdiklerine benzer bulmuslar ve ugucu yagin % 73,7 oraninda seskiterpen

tasidigini belirmislerdir (Kazemizadeh ve Amini, 2009).

B. nigra subsp. foetida’nin cicekli toprak st kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
bilesimi GK/KS ile analiz edilmistir. Yagda tespit edilen 37 bilesenden en énemlileri
B-karyofillen (% 20), germakren D (% 18) ve karyofillen oksit (% 15)’tir (Fraternale ve
ark., 2009).

Bader ve arkadaslar (2003) Urdiin’den topladiklari (i¢ Ballota tiiriinii inceleyerek su
bilgileri elde etmigslerdir: B. nigra subsp. foetida ugucu yagi yiksek oranda (% 64,8)
seskiterpen icerir. Bu ucucu yagin ana bileseni 8-karyofillen (% 25,1) ve germakren D
(% 24,2)‘dir. Bunlara ek olarak B. nigra subsp. foetida, B. undulata ve B. saxatilis
ucucu vyaglarini karsilastirdiklarinda su sonuglara varmislardir: B. undulata ve
B. nigra subsp. foetida ugucu yaglarinda monoterpenler disiik ylizdelerde ya da
eser miktarda bulunmustur. Diger iki tlirden farkh olarak B. saxatilis ugucu yagi

yiksek oranda monoterpen hidrokarbonlar (% 7) ve ayrica oksijenli
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monoterpenlerden 6zellikle linalol (% 14,6) tasimaktadir. B. undulata ugucu yaginin
ana bileseni germakren D seskiterpenidir (% 19,1). Bisiklogermakren, B. undulata
ucucu yaginda % 11,6 oraninda bulunurken, diger iki bitkinin yaglarinda yalnizca
eser miktarda bulunmustur. Viridiflorol, B. undulata’da toplam yagin % 6’sini teskil
ederken, B. nigra ve B. saxatilis’te bu bilesige hi¢ rastlanmamistir. B. nigra ve
B. saxatilis’teki toplam B-karyofillen ve 8-karyofillen oksit ylizdesi sirasiyla % 29,3 ve
% 19,9 iken, B. undulata’da bu miktar yalnizca % 1,4’tlr. B. saxatilis ugucu yagindaki
baslica monoterpen alkol olan linalol, B. undulata (% 0,4) ve B. nigra’da (% 1,7) ¢ok

az oranda bulunmustur.

Girit'ten toplanan Ballota pseudodictamnus’un toprak UGstli kisimlarindan elde
edilen ugucu yagin bilesimi GK-KS ile analiz edilmistir. Tanimlanan 52 maddeden en
onemlileri karyofillen oksit (% 22,4), fitol, y-murolen, B-karyofillen, a-kopaen ve

B-kiibebendir (Couladis ve ark., 2002).

iran’a endemik olan B. aucheri’den hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagin GK ve
GK/KS analizi sonucu yagin % 82,5’ini olusturdugu belirlenen 37 bilesikten majér
olanlarin a-kadinol (% 21) ve dehidroaromadendren (% 11,8) oldugu ve yagin

agirhkli olarak seskiterpenlerden olustugu bildirilmistir (Rustaiyan ve ark., 2006).

Libya’da yetisen B. andreuzziana ugucu yaginin kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir calismada taze bitki materyaline su distilasyonu uygulanmis ve
aclk sari bir yag (% 0,2) elde edilmistir. Sonugta ugucu yagin doymus ve doymamis
hidrokarbon, alkol, aldehit, keton, ester, oksit ve aromatik bilesikler gibi pek cok
kimyasal sinifa ait yirmi bilesigin karisimindan meydana geldigi gosterilmistir. Yag en
fazla oranda seskiterpenleri icermektedir, karyofillen (% 63,1), cis-y-bizabolen
(% 26,3) ve a-selinen (% 5,03) yagda en fazla bulunan bilesiklerdir. Yagin oksijenli
seskiterpen icerigi yaklasik % 2,45 ve bu grup bilesiklerin ana bileseni karyofillen
oksittir (% 2). Monoterpenler yagin yaklasik % 2,4’Un0 teskil eder ve bu grup

bilesiklerin ise ana bileseni tujen (bisiklik monoterpen % 0,7)'dir. B. andreuzziana
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ucucu yaginin GK-KS analizi sonucunda ayrica 8-pinen ve D-limonen de bulunmustur

(Abdelshafeek ve ark., 2010).

B. sechmenii’den hidrodistilasyonla % 0,02 verimle elde edilen ugucu yag linalolln
enansiyomerlerine ayrilmasinda kaynak olarak kullaniimistir. Yagda % 5 linalol
bulunmaktadir, bunun % 26,9’u (+)-linalol ve % 73,1’i (-)-linalolden olusmaktadir

(Ozek ve ark., 2010).

1.2.1.5. Diger Bilesikler

B. foetida’nin aci madde, noétral saponin ve kolin gibi bilesenler icerdigi
belirlenmistir (Balansard, 1934). B. nigra subsp. anatolica'nin toprak Usti
kisimlarinda da tanen, saponozit ve sekerlerin varligi gosterilmistir (Ezer ve ark.,
1999). B. nigra’nin ise salisilik, kafeik ve ferulik asit tlrevleri icerdigi tespit edilmistir

(Strzelecka ve ark., 1975, Gruenwald ve ark., 1998).

Seidel ve arkadaslari (2000) B. nigra toprak Usti kisimlarinin  toplam
hidroksisinnamik asit miktarini kolorimetrik bir metotla kuru agirhgin % 5,5’i olarak
hesaplamistir. Bitkinin icerdigi toplam fenolik madde miktari ise 45 mg gallik asit

esdegeri/gr olarak bulunmustur (Niciforovic ve ark., 2010).

B. saxatilis subsp. saxatilis’in toprak Ustl kisimlarinda daha dnce bahsedilen etken
maddelerin disinda tanen, kumarin ve saponozitlerin de bulundugu gosterilmistir
(Sever, 1996). B. pseudodictamnus ekstresine uygulanan kalitatif testler sonucu

bitkide tanen bulundugu tespit edilmistir (ElImezogi ve ark., 2012).

B. limbata’nin 8-amirin, B-sitosterol ve oleanolik asit icerdigi Ahmad ve arkadaslari
tarafindan 2004 yilinda bildirilmistir (Ahmad ve ark., 2004b). Ayni yil Tipirdamaz ve
Guveng B. cristata tohumlarinin % 20 total yag asidi icerdigini; bunlarin

% 14,24’Gn0n doymus, % 85,87’sinin ise doymamis oldugunu bildirmiglerdir. En gok
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bulunan yag asitleri linoleik, oleik ve tarririk asittir (Tipirdamaz ve Glveng, 2004).
Yine 2004’te B. africana’da saponin ve tanenlerin varligi kanitlanmistir (Scott ve ark.,

2004).

B. undulata toprak Ustl kisimlarinin igerdigi toplam 3,4-dihidroksifenilalanin tirevi
madde miktari kolorimetrik bir yontemle hesaplanarak kuru agirligin % 8,8’i olarak
belirlenmistir. Bu oran diger Ballota tirleri icin rapor edilen miktarlardan daha

yuksektir (Didry ve ark., 1999; Siciliano ve ark., 2005).

Urdiin’den toplanan B. undulata’nin toprak usti kisimlari (izerinde yapilmis bir
calismada iki betain tiirevi bilesik (trans-4-hidroksiprolinbetain ve prolinbetain) ve
verminozit iridoitinin varligr rapor edilmistir. Bu bitkinin en 6nemli bilesenleri
monoterpen ve seskiterpenlerdir. Ayni tlrin etanol ekstresinde vitamin E (% 3,15)
ve karyofillen oksit (% 2,70) bulundugu da tespit edilmistir (Siciliano ve ark., 2005;
Al-Bakri ve Afifi, 2007; Hashem, 2011).

Yapilan bir calismada kurutulup toz edilmis B. andreuzziana bitkisi, Soxhlet apareyi
yardimiyla petrol eteri ile ekstre edilerek lipit bilesenleri elde edilmistir.
GLC analizi sonucunda sabunlasmayan kisimda 6zellikle bir n-alkan serisi karisimi, bir
sterol fraksiyonu ve triterpen fraksiyonu bulunmustur; hidrokarbon serisinin ana
bileseni olarak n-C-25, sterollerden en yiksek oranda olan kolesterol ve triterpen
olarak da B8-amirin goze carpmaktadir. Ayrica bitkide stigmasterol, 8-sitosterol ve
yag asitlerinden oleik, arasidik, gadolik ve behenik asit bulunmustur. Yag alkolleri
karisiminin GK-KS analizi sonucu ise ana bilesenin oktadekanol (% 46,07) oldugu
bulunmustur. Bu galismada B. andreuzziana’nin doymus (% 35,28) ve doymamis
(% 64,72) yag asitleri icerdigi ortaya konulmus ve sirasiyla palmitik ve linoleik asitin

bu fraksiyonlarin ana bilesenleri oldugu gosterilmistir (Abdelshafeek ve ark., 2010).
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1.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

1.3.1. Ballota Tiirlerinin Biyolojik Aktivite Calismalari

1.3.1.1. Sedatif Etki

B. nigra cicekli toprak usti kisimlarinin sulu ve sulu-alkolli polar ekstrelerinin
Ozellikle Avrupa’da g¢ocuklarda ve yetiskinlerde asiri aktif sinir hicreleri Gzerine
sedatif etkisinden dolayl kullanildigi bilinmektedir. Bu aktiviteye fenilpropanoit
glikoziti tilrevlerinin neden oldugu gosterilmistir. Yapilan bir arastirmada bu
ekstrelerden izole edilen fenilpropanoitlerin (verbaskozit, forsithozit B, arenariozit,
ballotetrozit, kafeoil malik asit) sican beynindeki benzodiazepin, dopaminerjik ve
morfinik reseptorlere baglanma yetenegi arastiriimistir. Sonugta ballotetrozit harig
diger dort bilesigin test edilen reseptoérlere baglanma yetenegi oldugu gosterilmistir
(Racz-Kotilla ve ark., 1980; Mongold ve ark., 1991; Pieretti ve ark., 1992; Daels-

Rakotoarison ve ark., 2000).

B. larendana ve B. nigra subsp. anatolica’nin kurutulup toz edilmis toprak Usti
kisimlarindan hazirlanan % 10’luk inflzyon liyofilize edilmis ve siganlar Gzerindeki
etkisi zorlu ylizme testi ve ylikseltilmis arti labirent testi kullanilarak arastiriimistir.
Bitkilerin antidepresan aktiviteleri standart madde olarak amitriptilin ve Passiflora
ekstresi ile, anksiyolitik etkileri ise diazepamin etkisiyle karsilastirilmistir. Sonucta
her iki bitki de amitriptilin ve Passiflora ekstresi kadar gicli antidepresan etkinlige
sahip bulunmakla beraber B. larendana ayrica anksiyolitik aktiviteye de sahip
bulunmustur, B. nigra subsp. anatolica bu etkiyi géstermemektedir (Vural ve ark.,

1996).

Fransa’da sedatif etkili B. foetida ve bes diger bitkinin kuru ekstrelerinin

kombinasyonuyla hazirlanarak 1927’den beri kullanilan Euphytose (EUP) isimli
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preparatin saghkli géndllilerin psikometrik performanslari Gzerindeki etkileri resim
testi, rakam-sembol eslestirme testi, se¢imli reaksiyon zamani ve kritik titresim
algilama yontemleriyle test edilmistir. Sonugta EUP ve plasebo arasinda test edilen
degerlerde herhangi bir fark olmadigi gosterilmistir. EUP’nin sedatif ya da
psikostimilan etkisi bulunmamaktadir (Bourin, 1994). EUP preparatinin anksiydz
duygu durum ile seyreden uyum bozuklugu sikayetiyle basvuran hastalar tizerindeki
etkilerini incelemek Uzere c¢ok merkezli, ¢ift korll, plasebo kontrolli bir klinik
calisma yaratalmastir. EUP ve plasebo gruplarina 91’er hasta alinarak 28 glinliik
tedavi uygulanmis ve hastalar belli araliklarla Hamilton-anksiyete derecelendirme
Olcegine (HAM-A) gore izlenmistir. Tedavi sonunda iki grup karsilastirildiginda EUP
kullanan hastalarin % 42,9’unun, plasebo grubu hastalarinin ise % 25,3’linin HAM-A
skoru 10’dan kicik bulunmustur ve EUP grubunun % 83’lGne karsilik plasebo
grubunun % 65’i sosyal yasamlarinda iyilesme oldugunu bildirmislerdir. EUP
grubunda 4, plasebo grubunda ise 8 hastada hafif yan etkiler gézlenmistir. iki tedavi
arasinda 7 ila 28. glnler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik
bulunmustur, sonug olarak anksiydz duygu durum ile seyreden uyum bozuklugunun
tedavisinde EUP’nin plasebodan daha etkili oldugu ve EUP tedavisinin iyi sekilde

tolere edilebildigi gosterilmistir (Bourin ve ark., 1997).

1.3.1.2. Antimikrobiyal Etki

Bazi Ballota tirlerinde bulundugu kanitlanmis pakipodol flavonoiti antiviral etkilidir.
Bu etkiyi viral RNA sentezinde RNA polimerazi inhibe edip viral replikasyonu

engelleyerek gostermektedir (Ishitsuka ve ark., 1986; Pérez ve Carrasco, 1992).

Ballota saxatilis subsp. saxatilis toprak Usti kisimlarindan elde edilen (g
diterpenoitin  (hispanolon,  dehidrohispanolon,  ballonigrin)  Gram-pozitif
(Stapylococcus aureus, Stapylococcus faecalis) ve Gram-negatif (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) mikroorganizmalar ve bir

mantar olan Candida albicans’a karsi etkileri sivi diliisyon yontemi ile incelenmistir.
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Standart antibiyotik olarak bakteriler i¢in ampisilin, eritromisin, kloramfenikol,
amoksisilin; fungus icin haloprogin ve klotrimazol kullaniimistir. Sonugta tim
bilesiklerin C. albicans’a karsi ¢ok disik konsantrasyonlarda bile etkili olduklari,
Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi ise 25-50 pg/ml konsantrasyonda etkili
olduklari bulunmustur (Citoglu ve ark., 1998). Benzer sekilde B. saxatilis bitkisinden
hispanolonun transformasyonuyla elde edilen hispanonun fungusit ve bakterisit bir

furolabdan oldugu bulunmustur (Hersel ve ark., 2000).

B. undulata etanol ekstresi Bacillus subtilis’e karsi rapid XTT kolorimetri yontemiyle

test edildiginde glclu antimikrobiyal aktivite gostermistir (Al-Bakri ve Afifi, 2007).

Yapilan bir baska calismada bes farkli tibbi bitki ekstresinin antifungal 6zellikleri
dermatofit mantarlara karsi test edilmistir. Her bitkinin etanol, etil asetat, kloroform
ve n-hekzan ekstresinin antifungal aktivitesi kagit disk-agar diflizyon yontemi ile ayri
ayri incelenmistir. Ekstreler genellikle, mantarlarin blylimesini Onleyici etki
gostermistir. En etkili ekstreler B. undulata’dan elde edilmis ve test edilen tim
mantarlara karsi en yiksek inhibitor etkiyi etanol ekstresi géstermistir. Minimum
inhibitér konsantrasyon (MiK) test edilen bilesigin, mikroorganizmanin biiyiimesini
tamamen inhibe eden en disik konsantrasyonu olarak tanimlanir. B. undulata
etanol ekstresinin C. albicans, Paecilomyces lilacinus ve Paecilomyces variotii'ye
karst MiK’i 25 mg/ml olarak bulunmustur. Chrysosporium tropicum, Scopulariopsis
bervicaulis ve Trichophyton rubrum icin MIK degeri 50 mg/ml, Trichophyton
tonsurans igin ise 100 mg/ml. dir. Etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstreleri 25
mg/ml MiK degeri ile P. lilacinus’a karsi etkili bulunmustur. Isik ve elektron
mikroskobuyla yapilan incelemelerde B. undulata etanol ekstresinin P. lilacinus
Uzerine hif yapilarinda sisme ve tomurcuklanma meydana getirmek suretiyle
fungusit etkisi oldugu kanitlanmistir. B. undulata etanol ekstresinin GK-KS analizi
sonucu tespit edilen 35 alifatik ve aromatik hidrokarbon ile bazi esansiyel yaglarla
birlikte seskiterpen hidrokarbonlarin antifungal aktiviteye katki saglayabilecegi

belirtilmistir. Ekstrede  bulundugu  tespit edilen o6nemli  bilesenler
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3-hidroksi-(5-beta)androst-2-en-17-on (% 24,58), 4-(1,1-dimetil)-1,2-benzendiol
(% 10,34), dezoksi-dihidro-izosteviol (% 9,24), 2,5-dimetoksi etil benzen (% 8,39),
2-metil-4,6-dipropil-piridin (% 5,24), 1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-siklohekzadien
(% 5,04), 2-izopropil-5-metil-9-metilen-bisiklo[4,4,0]dek-1-en (% 3,25), vitamin E
(% 3,15), karyofillen oksit (% 2,70), 5,6-dihidro-5,5-dimetil-benzo[d] pirazdo(3,4-b]
azepin-3(2H)-on (% 2,70), 3-metoksi-2,5,6-trimetil fenol (% 2,55) ve oktadekan
(% 2,20)’dir. 3-hidroksi-(5-beta)androst-2-en-17-on hiicre metabolizmasinda 6nemli
rol oynayan steroidal bir bilesiktir. Tespit edilen diger bilesikler ise tek basina ya da
kombinasyon halinde mantar gelisiminde inhibitor etkiye katki saglayabilmektedir.
Sonug olarak o6zellikle firsatgi mantarlarin neden oldugu cilt enfeksiyonlarinin
tedavisinde dogal bir antifungal ila¢ olarak B. undulata ekstresinin kullanimi igin
daha fazla farmasotik ve klinik inceleme yapilmasi gerektigi yorumu yapilmistir

(Hashem, 2011).

Urdiin’de yetisen Ballota philistaea patojen mikroorganizmalar olan S. aureus ve
P. aeruginosa’ya karsi inhibisyon gosterirken B. undulata yalnizca P. aeruginosa’ya
karsi inhibisyon gostermistir. iki bitki de C. albicans’a karsi inhibitér etki

gostermemistir (Khalil ve ark., 2009).

B. pseudodictamnus ugucu yaginin S. aureus, E. coli, Enterobacter aerogenes,
K. pneumonia, P. aeruginosa, C. albicans, Candida tropicalis ve Candida glabrata’ya
karsi antimikrobiyal aktivitesi dilisyon teknigiyle arastirilmistir. Bitkinin ugucu yagi
test edilen tiim bakterilere karsi orta ila gliclii diizeyde aktivite gdstermistir (MiK
degerleri 0,45-10,15 mg/ml). Ancak yagin test edilen mantarlara karsi inaktif oldugu

bulunmustur (Couladis ve ark., 2002).

Turkiye’de yetisen 16 Ballota taksonunun etanol ekstrelerinin in vitro ortamda
Gram-negatif (E. coli, P. aeruginosa) ve Gram-pozitif suslar (S. aureus, B. subtilis) ve
mantar kilturlerine (C. albicans, C. glabrata, Candida krusei) karsi antimikrobiyal

aktiviteleri agar diflizyon metodu ile incelenmistir. Cizelge 1.3’ten de goriilebilecegi
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gibi, B. inaequidens (4) ekstresi en fazla antimikrobiyal etkiye sahip olan ekstredir ve
onu B. saxatilis subsp. saxatilis (5) ve B. rotundifolia (10) takip etmektedir.
B. acetabulosa (1) ekstresinin de test edilen mantarlara karsi inhibisyon zonlar
siraslyla 12, 13 ve 12 mm olmak Uzere antifungal etkili ve bakteri suslarina karsi da

giclu antibakteriyel etkili oldugu bulunmustur (Citoglu ve ark., 2003b).

Cizelge 1.3. Ballota tiirlerinin etanoll ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi

inhibisyon zonunun ¢api (mm)
E.coli | P.aeruginosa | B.subtilis | S.aureus | C. albicans C. glabrata C. krusei
1 15 0 5 9 12 13 12
2 0 6 0 9 0 17 16
3 0 0 7 0 14 17 18
4 12 12 17 12 18 20 23
5 11 10 0 12 11 16 13
6 0 10 0 11 8 13 11
7 0 0 6 8 12 9 15
8 0 4 0 8 0 0 7
9 8 17 7 10 13 15 17
10 12 13 5 11 18 15 19
11 10 6 0 9 7 14 10
12 0 6 6 7 11 12 7
13 12 10 0 12 13 17 14
14 11 11 0 10 16 6 15
15 9 6 0 12 13 14 15
17* 13 13 5 7 12 15 13

*1-15: Bkz. Cizelge 1.1 17: B. sechmenii

Turkiye’de yetisen on alti Ballota taksonunun etanol ekstreleri, izole edilen dort
farkh Listeria’ya (Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua, Listeria
murrayi) karsi agar diflizyon yontemiyle test edilmistir. Bitkilerin timiu L.
monocytogenes’e karsi glicli antilisteriyal aktivite gostermistir. L. monocytogenes’e
karsi en gicli antilisteriyal aktivite gosteren tirler ise B. nigra subsp. anatolica (15),
B. cristata (3), B. nigra subsp. foetida (13), B. rotundifolia (10), B. nigra subsp.
uncinata (14), B. pseudodictamnus subsp. lycia (2) ve B. saxatilis subsp. saxatilis (5)
olmustur. Bu tirler arasinda B. nigra subsp. anatolica, B. cristata ve B. nigra subsp.
foetida ayni zamanda L. ivanovii, L. innocua ve L. murrayi’ye karsi da antilisteriyal

aktivite gostermistir. Cizelge 1.4’ten de gorilebilecegi gibi standart antibiyotikle
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karsilastirildiginda en iyi antilisteriyal aktiviteyi

B. nigra subsp. anatolica

gostermektedir. B. acetabulosa (1), L. innocua harig tim Listeria tiirlerine karsi gliclu

bir antilisteriyal etkiye sahiptir (Yilmaz ve ark., 2005).

Cizelge 1.4. Bitkilerin etanolli ekstrelerinin inhibisyon zonlarinin ¢aplari (mm)

Ornek numarasi L. monocytogenes L. ivanovii L. innocua L. murrayi

1 15 6 0 10

2 17 9 15 10

3 18 8 10 15

4 15 15 0 10

5 17 17 10 11

6 17 0 10 0

7 14 0 0 0

8 15 10 9 15

9 12 11 13 10

10 18 20 0 10

11 10 5 0 10

12 11 10 0 10

13 18 15 10 15

14 16 20 0 10

15 20 15 15 16

16* 9 0 0 0
Ofloksasin 22 20 20 20

*1-16: Bkz. Cizelge 1.1

B. glandulosissima’dan elde edilen 5 flavonoitin gram pozitif ve gram negatif

bakteriler ve mantarlara karsi antimikrobiyal aktivitesi disk-diflizyon metodu ile

Olclildiigiinde bilesiklerin C. albicans, C. krusei ve C. glabrata’ya karsi etkili oldugu

ancak bakterilere karsi etkili olmadig1 gosterilmistir (Citoglu ve ark., 2003a).

Antalya’dan toplanan B. inaequidens’in kurutulmus toprak Ustl kisimlarindan izole

edilen diterpen ve flavonoitlerin B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa,

C. albicans ve C. krusei'ye karsi aktiviteleri makrobroth diliisyon teknigiyle MiK’leri

hesaplanmak suretiyle arastirilmistir. Bakteriler icin standart antibiyotik olarak

ampisilin, C. albicans ve C. krusei icin ise flukonazol pozitif kontrol olarak

kullanilmistir. Test edilen tiim bilesikler bakterilere karsi ¢ok az inhibitor etki
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gostermis ancak C. albicans ve C. krusei'ye karsi gucli aktivite gostermistir (Citoglu

ve ark., 2004b).

Guney Afrika’da geleneksel tipta kullanilan B. africana’nin sulu ekstresi S. aureus,
P. aeruginosa, Mycobacterium smegmatis ve C. albicans’a karsi inhibisyon
gostermistir. Ayni ekstrenin yliksek konsantrasyonlarda Coxsackie B2 virlsiniin ve
HSV-1’in enfeksiyon yapma kapasitesini dislrdigi bulunmus ancak in vitro hiicre
kaltird antiviral testlerinde virGsin replikasyonunu inhibe edici bir etkisi

gosterilememistir (Scott ve ark., 2004).

Etlvde kurutulup toz edilmis B. acetabulosa toprak Ustl kisimlarindan Soxhlet
apareyi kullanilarak elde edilen etanol ekstrelerinin Bacillus cereus, B. subtilis,
S. aureus, E. coli, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, P. aeruginosa,
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces fragilis ve Rhodotorula rubra’ya Kkarsi
antimikrobiyal aktivitesi disk difizyon ve mikro dilisyon yoéntemleri ile
arastinlmistir. Ekstrelerin, 1000 (1000) ila 250 (500) pg/ml arasinda degisen MK,
MBK (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) ya da MFK (Minimum Fungusidal
Konsantrasyon) gosterdigi mikroorganizmalara karsi diisiik antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu kabul edilmistir. Clinkli bu degerler, standart antibiyotiklere gére ¢ok
ylksektir. B. acetabulosa ekstreleri hem bakteri hem maya kiltirlerine karsi
antimikrobiyal aktivite gostermistir (Cizelge 1.5 ve 1.6). K. fragilis’in 18,2 mm
inhibisyon zonu ve sirasiyla 16 ve 32 pg/ml MiK ve MFK ile ekstreye en duyarli maya
kaltird oldugu bulunmustur ve onu 32 (32) ile 64 (>128) ug/ml arasinda degisen
degerler ile sirasiyla R. rubra ve D. hansenii takip etmektedir. Ekstreler test edilen
diger mikroorganizmalara karsi inhibisyon zonlari 11,6-18,6 olmak Uzere glcli
derecede aktivite gostermistir. Ozellikle, E. coli karsilastirilan tiim standart
antibiyotiklerden ziyade B. acetabulosa ekstresine daha duyarhdir (inhibisyon zonu
18,6 mm). Benzer sekilde ekstreler, S. typhimurium’a karsi tim standart
antibiyotiklerden daha giicli antibakteriyel aktivite gostermistir (inhibisyon zonu

14,2 mm). Bitkinin gosterdigi bu aktivitenin icerdigi metabolik toksinler ya da daha
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once bahsedilen bilesiklerden kaynaklandigi distnilmektedir (Dulger ve Sener,

2010).

Cizelge 1.5. B. acetabulosa bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi
inhibisyon zonlari (mm)®

Bitki ekstresi Standart antibiyotikler
Mikroorganizmalar (ng/disk) P | AMP | TOB | NIS | KETO | KLT
B. subtilis 11,6 14 12 24 t.e. t.e. t.e.
B. cereus 12,4 13 16 18 t.e. t.e. t.e.
E. coli 18,6 16 14 10 t.e. t.e. t.e.
S. aureus 15,2 23 16 8 t.e. t.e. t.e.
P. aeruginosa 12,8 8 10 12 t.e. t.e. t.e.
P. vulgaris 12,4 10 16 13 t.e. t.e. t.e.
S. typhimurium 14,2 13 13 10 t.e. t.e. t.e.
D. hansenii 16,2 t.e. t.e. t.e. 16 14 20
K. fragilis 18,2 t.e. t.e. t.e. 18 16 18
R. rubra 17,4 t.e. t.e. t.e. 18 22 16

2 . Disk cap! 6 mm; degerler t¢ deneyin ortalamasidir; t.e.: test edilmemis; P: penisilin (10 pg/disk));
tobramisin (10 pg/disk); AMP:
KETO: ketokonazol (20 pg/disk); KLT: klotrimazol (30 ug/disk)

TOB:

ampisilin

(20 pg/disk); NIS: nistatin

(30 pg/disk);
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Gizelge 1.6. B. acetabulosa’nin MiK degerleri

MiK (MBK veya MFK)
Mikroorganizmalar Standartlar
EtOH ekstresi (ug/ml)

ST AMP NIS
B. subtilis 1000(1000) 0,5(0,5) | 0,5(0,2) te.
B. cereus 500(>1000) 4(4) 8(8) te.
E. coli 16(32) 4(4) 64(128) te.
S. aureus 250(500) 2(4) <0,25(0,35) te.
P. aeruginosa 500(>1000) 1(1) 16(32) te.
P. vulgaris 500(>1000) 8(8) 0,5(0,5) te.
S. typhimurium 1000(1000) 16(32) 1(4) te.
D. hansenii 64(>128) te. te. 16(32)
K. fragilis 16(32) te. te. 16(16)
R. rubra 32(32) t.e. t.e. 16(16)

t.e.: test edilmemis; ST: Streptomisin; AMP: Ampisilin; NIS: Nistatin

Turkiye’de geleneksel ila¢ olarak kullanilan B. acetabulosa’dan elde edilen sulu ve
etanolli ekstrelerin hastane enfeksiyonlarindan izole edilmis 35 adet metisiline
direncgli S. aureus’u (MDSA) inhibe etme yetenekleri arastirilmistir. Her iki ekstrede
de MDSA suslarina karsi antimikrobiyal aktivite gosterilmistir. Bitkinin gosterdigi en
yiksek etki etanol ekstresi ile saglanmistir MiK ve MBK’leri sirasiyla 0,4-1,6 pg/ml

ve 3,2-12,5 pg/ml olarak bulunmustur (Dulger ve Kilgik, 2011a).

B. acetabulosa yaprak, kok ve bunlarin karisimindan hazirlanan etanol ekstrelerinin
Candida (C. albicans, C. tropicalis ve C. quilliermondii) ve Cryptococcus
(C. neoformans ve C. laurentii) tirlerine karsi antifungal aktiviteleri broth
makrodillisyon yontemi ile arastiriimistir. Tim ekstreler mantar kiltirlerine karsi
gicli antifungal etki gdstermistir ve MIK degerleri 3,12 ile 25 mg/ml arasinda

degismektedir. Bunun yani sira ekstrelerin Cryptococcus tirlerine nazaran Candida
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turlerine karsi daha fazla antifungal etki gosterdigi bulunmustur. Bu ¢alisma ile
ekstrelerin Ozellikle kandidiyazis gibi mantar enfeksiyonlarinin tedavisindeki
geleneksel kullanimlarina bilimsel bir temel olusturulmustur (Dilger ve Kilgik,

2011b).

B. acetabulosa yapraklarindan elde edilen metanol ekstrelerinin, komplike idrar yolu
enfeksiyonlari olusturan patojenlere (Enterococcus faecalis, E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa, Proteus mirabilis ve C. albicans) karsi antimikrobiyal aktiviteleri disk
difiizyon ve mikrodiliisyon metotlari kullanilarak arastiriimistir (Cizelge 1.7 ve 1.8).
Test edilen mikroorganizmalarin duyarligini belirlemede, bazi antibakteriyel ve
antifungal referans antibiyotikler (penisilin, ampisilin/sulbaktam ve tobramisin)
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Ekstreler, E. coli bakterisine karsi 18,6 mm
inhibisyon zonu, 32 ve 64 pg/ml MiK ve MBK degerleri olusturarak giiclii diizeyde
antimikrobiyal aktivite gostermistir. E. faecalis ve P. mirabilis ise standart
antibiyotikler olan penisilin ve ampisiline karsi daha duyarlidir. Ekstreler
K. pneumoniae, P. aeruginosa ve C. albicans’a karsi standart maddelerden daha
zayif aktivite gdstermistir. Ekstrelerin E. coli’den sonra en diisiik MiK’e sahip oldugu
mikroorganizmalar E. faecalis ve C. albicans’tir (MIiK degerleri 64 ve 128 pg/ml).
Gozlenen antibakteriyel etkiden flavonoitlerin sorumlu oldugu distnidlmektedir.
Elde edilen bulgular, B. acetabulosa yapraklarinin metanol ekstrelerinin giicli ve
genis spektrumlu bir aktiviteye sahip oldugunu ve enfeksiyonlarin tedavisinde

yararh olabilecegini gostermektedir (Diilger ve Diilger, 2012).
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Cizelge 1.7. B. acetabulosa bitkisi ve bazi standart antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesi

inhibisyon zonlari (mm)®

Standart antibiyotikler
. . Bitki ekstresi
Mikroorganizmalar P SAM | TOB NIS | KETO | KLT
(250 pg/disk)
10 20 10 30 20 30
E. faecalis 16,2 14 16 18 t.e. t.e. t.e.
E. coli 18,6 16 14 10 t.e. t.e. t.e.
K. pneumoniae 13,2 18 14 15 te. te. t.e.
P. aeruginosa 9,6 8 10 12 te. te. te.
P. mirabilis 13,4 13 16 14 t.e. t.e. t.e.
C. albicans 15,8 t.e. t.e. t.e. 18 22 16

% Disk capl 6 mm; degerler l¢ deneyin ortalamasidir; t.e.: test edilmemis; P: penisilin (10 pg/disk));
TOB: tobramisin (10 pg/disk); SAM: ampisilin/sulbaktam (20 pg/disk); NIS: nistatin (30 pg/disk);
KETO: ketokonazol (20 pg/disk); KLT: klotrimazol (30 pg/disk)

Cizelge 1.8. B. acetabulosa ekstrelerinin MiK degerleri

MiK (MBK veya MFK) (pg/ml)
Mikroorganizmalar Standartlar
Ekstre

ST AMP NIS
E. faecalis 64 (128) 2 (4) 1(4) t.e.
E. coli 32 (64) 4 (4) 32 (64) t.e.
K. pneumoniae 512 (1024) 8 (16) 8 (8) te.
P. aeruginosa 1024 (1024) 1(1) 16 (32) t.e.
P. mirabilis 512 (1024) 4(8) | 05(1) t.e.
C. albicans 64 (128) te. t.e. 8 (16)

t.e.: test edilmemis; ST: Streptomisin; AMP: Ampisilin; NIS: Nistatin

Aralarinda B. acetabulosa ve B. nigra subsp. foetida’nin da bulundugu 23 bitki
Mugla’nin degisik bolgelerinden toplanmis ve Soxhlet aparati kullanilarak etanol ile

ekstre edilmistir. Ekstrelerin 7 Gram pozitif, 7 Gram negatif bakteri ve C. albicans’a
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karsi antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Ayrica
inhibisyon zonlarini  karsilastirmak icin degisik standart antibiyotik diskler
kullanilmistir. Ancak B. acetabulosa ve B. nigra subsp. foetida’'nin test edilen
mikroorganizmalar Uzerinde antibakteriyel aktivitesi gosterilememistir (Sarag¢ ve

Ugur, 2007).

Fraternale ve arkadaslari 2009 yilinda yaptiklari bir ¢alismada B. nigra subsp.
foetida’'nin c¢icekli toprak Ustl kisimlarindan elde edilen ugucu yagin, test ettikleri
hem Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere karsi hem de (i¢ Candida tiiriine karsi

etkili oldugunu bulmuslardir.

Diilger ve arkadaslari (2010) tarafindan Tirkiye’de yetisen bir alttlir olan B. nigra
subsp. anatolica’dan elde edilen etanol ekstresinin antimikrobiyal 6zellikleri
arastirilmistir. Ekstrenin B. subtilis, B. cereus, S. aureus, E. coli, P. vulgaris,
S. typhimurium, P. aeruginosa, C. albicans, D. hansenii, K. fragilis ve R. rubra’ya karsi
antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon ve mikrodilisyon yontemi ile test edilmistir.
Suslarin  duyarhliginin  belirlenmesi icin bazi antibakteriyel ve antifungal
antibiyotikler pozitif referans standart olarak kullanilmistir. Ekstre E. coli’ye karsi 13
mm inhibisyon zonu ve sirasiyla 250 ve 500 pg/ml MIiK ve MBK ile giiglii
antibakteriyel aktivite gostermistir. Ekstre ayrica test edilen diger
mikroorganizmalara karsi da orta diizeyde aktivite gostermistir. Sonucta B. nigra
subsp. anatolica’'nin  kayda deger bir antimikrobiyal aktivitesi oldugu ve

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

B. nigra koklerinden elde edilen ucucu yagin alti bakteri turi (Bacillus mycoides,
B. subtilis, S. aureus, Micrococcus lysodeikticus, K. pneumoniae, E. coli) ve bir
mantara (C. albicans) karsi antimikrobiyal aktivitesi disk difizyon yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclar yagin 6zellikle B. subtilis ve
K. pneumoniae’ye karsi iyi derecede antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu

gostermistir (Vukovic ve ark., 2009).
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Yapilan bir calismada B. nigra bitkisinde tespit edilmis olan bircok fenilpropanoit
tlrevi bilesigin (verbaskozit, forsithozit B, arenariozit, (+)-(E)-kafeoil-L-malik asit,
ballotetrozit) Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin gesitli suslarina karsi aktiviteleri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar ballotetrozit ve kafeoil malik asitin
antimikrobiyal aktivite gostermedigini; verbaskozit ve arenariozitin, P. mirabilis ve
S. aureus’un blylimesinde orta derecede inhibitor etkili oldugunu; verbaskozit ve
forsithozit B'nin P. mirabilis’in 3 susundan birine ve S. aureus’un 2 susuna karsi etkili
oldugunu; arenariozitin ise diger fenilpropanoitlere goére daha etkili oldugunu

gostermistir (Didry ve ark., 1999).

italya’nin tibbi bitkilerinin arastirildigi bir calisma kapsaminda kara isirgan olarak
adlandirilan B. nigra bitkisinin farkli kisimlarindan c¢esitli ekstreler hazirlanmistir.
Halk tibbindaki geleneksel kullanimina benzer sekilde hazirlanan toprak st
kisimlarin sulu ekstresinin biyofilm gelisimi ve adezyonunu en etkili sekilde inhibe
ettigi gosterilmistir. Ekstre metisiline direncli S. aureus Uzerinde doza bagli olan
(hlcrelerin gogalmasini % 50 oraninda baskilayan doz-ICso < 32 ug/ml) belirgin bir
biyofilm inhibisyon cevabi géstermistir. Bu sonuglar italyan halkinin deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarinda ila¢ olarak kullandigi B. nigra’nin topikal uygulamasinin

etkinligini dogrular niteliktedir (Quave ve ark., 2011).

Yapilan bir ¢galismada Pakistan’dan toplanan B. limbata’nin insanlar igin potansiyel
patojen olan mikroorganizmalara karsi antibakteriyel ozellikleri agar kuyucuk
difiizyon yontemi kullanilarak incelenmistir. inhibisyon zonlari hesaplanmis, MiK’leri
sivi mikrodilisyon yontemi ile belirlenmistir. Ekstrenin % 23,93 (a/h)’luk
konsantrasyonuna tiim gram pozitif bakterilerin duyarli oldugu ve 6nemli bir
inhibisyon zonu gosterdigi bulunmustur. B. limbata etanolli ekstresi S. aureus,
E. faecalis, Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus saprophyticus’un dahil
oldugu 5 gram pozitif susa karst 9 mm agar kuyucugu basina 0,25 mg—32,30 mg
arasinda degisen MIK degerleri ile énemli bir antibakteriyel aktivite gdstermistir.

Buna karsin, B. limbata ekstresi Providencia rottgeri, K. pneumonia, Klebsiella
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terrigena, E. coli, Morganella morganii, Kluyvera spp. ve Enterobacter cloacae’nin
de dahil oldugu test edilen 14 gram negatif bakteri susuna karsi aktivite
gostermemistir. Sonugta bu ¢alisma B. limbata yapraklarinin gesitli hastaliklara karsi

antimikrobiyal kaynak olarak dnerilebilecegini gostermistir (Ahmed ve ark., 2009).

B. rotundifolia metanol ekstresinin antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi igin
yapilan bir ¢calismada agar-kuyu diflizyon yontemi kullanilmistir. Ekstrelerin test
edilen mikroorganizmalara karsi MiK’leri mikro broth diliisyon yéntemi ile tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara goére polar alt fraksiyonlar, polar olmayanlarla
karsilastirldiginda daha zayif aktivite gostermistir. Non-polar ekstrelerdeki toplam
fenolik madde miktarinin yiksek olmasinin bu duruma sebebiyet verdigi
disunllmektedir. B. rotundifolia non-polar fraksiyonu Acinetobacter Iwoffii,
Clostridium perfringens’e ve mayalara karsi orta diizeyde aktivite gostermistir

(Gursoy ve Tepe, 2009).

B. andreuzziana ile yapilan bir antimikrobiyal calismada bitkinin butanol ekstresinin
Mycobacterium phlei, S. aureus ve C. albicans’a karsi belirgin diizeyde (sirasiyla
inhibisyon zonu= 16,3 ; 11,3 ; 10,7 mm, kons.= 150 mg/ml) etkinlik sergiledigi ortaya
konulmustur. Ayni zamanda kloroform ekstresi de B. subtilis'e karsi iyi derecede
aktivite (inhibisyon zonu= 11 mm, kons.= 150 mg/ml) gostermistir. Bunlarin disinda
sulu ekstreler test edilen higbhir organizmaya karsi higbir konsantrasyonda etki
gostermemistir. Ayrica test edilen tim Gram negatif bakteriler ve Aspergillus niger
mantari, ekstrelerin tim konsantrasyonlarina karsi direng gostermistir

(Abdelshafeek ve Daboob, 2009).

1.3.1.3. Antioksidan Etki

Bazi Ballota tirlerinden izole edilen kumatakenin ve pakipodol bilesiklerinin

antimutajenik etkileri bulunmustur (Miyazawa ve ark., 2000).
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Seidel ve arkadaslari bir yayinlarinda B. nigra fenilpropanoitlerinin LDL (dusik
dansiteli lipoprotein) peroksidasyonunu in vitro ortamda doza bagh bir sekilde
inhibe ettigini bildirmislerdir. incelenen major fenilpropanoit esterleri (verbaskozit,
forsitozit B, arenariozit, ballotetrozit, kafeoil-L-malik asit) iyi bilinen bir LDL
oksidasyon inhibitorl olan kersetinin aktivitesi ile karsilastiriimis ve bu bilesiklerin,
Cu*?ile uyarilmis LDL peroksidasyonunu glicli sekilde inhibe ettikleri bulunmustur.
Molekillerin ortalama etkin doz (ED 50) degerleri su sekildedir: forsitozit B 1,0 uM;
verbaskozit 1,0 uM; arenariozit 1,8 uM; kersetin 2,3 uM; ballotetrozit 7,5 uM ve
kafeoil-L-malik asit 9,5 uM. Fenilpropanoit glikozitleri ve kafeoil-L-malik asitin LDL
oksidasyonunu inhibe etme kapasitelerinin, bu bilesiklerin serbest radikal stiptrici
etkinlikleri ile baglantili oldugu, bakir iyonlarini selatlayici 6zellikleri olmadigi
bulunmustur. Bununla birlikte, bilesikteki a-L-arabinoz sibstitlisyonunun LDL inhibe
edici kapasiteyi artirdigl ve bu nedenle, forsitozit B'nin etkinliginin ballotetrozitten
daha yuksek oldugu bulunmustur. Ballotetrozitin aktivitesinin digerlerine gore
disiik olmasinin sebebinin ballotetrozitin yagda ¢ozinirliginiin digerlerine gore
daha az olmasiyla da aciklanabilecegi soylenmistir. Kafeoil-L-malik asit
fenilpropanoit glikozitlerinden daha az aktiftir, bunun muhtemel sebebi ise
glikozitlerdeki gibi iki degil sadece tek bir orto-dihidroksifenolik grup icermesidir.
Sonucta bu calismada elde edilen bu veriler polifenolik bilesiklerin antioksidan

etkinligini desteklemektedir (Seidel ve ark., 2000).

Daels-Rakotoarison ve arkadaslari (2000) tarafindan B. nigra’nin hidroalkolik
ekstresinden izole edilen bu bilesikler, hiicre disi sistemlerde Uretilen veya kimyasal
uyaranlarla in vitro olarak uyarilmis polimorfoniikleer notrofillerden enflamatuvar
hastaliklar sirasinda salinan siperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hipokloréz asit,
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tirlerine karsi test edilmistir. En belirgin etki,
hidrojen peroksit ve hipoklor6z asite karsi gosterilmistir. Elde edilen sonuglar izole
edilen bilesiklerin reaktif oksijen tirlerini sipirme yeteneginin bilinen antioksidan
ilaclar olan mesna (sodyum-2-merkapto etanolsiilfonat) ve N-asetil sisteinle

karsilastirilabilecek diizeyde oldugunu gostermistir. Verbaskozit, forsithozit B ve
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kafeoil malik asitin hidrojen peroksit ve hipokloréz asit inhibisyonu acisindan bu
ilaglardan daha etkili olduklari gérilmustir. Aktivite siralamasi soyledir: verbaskozit
> forsithozit B > kafeoil malik asit > arenariozit > ballotetrozit. Doza bagh olan
antioksidatif etkinin mekanizmasi ise fenilpropanoit esterlerinin protein kinaz C ya

da fosfolipaz C yolagi ile etki gostermesiyle aciklanmaktadir.

Vrchovskda ve ark. 2007 yilindaki yayinlarinda B. nigra inflizyonunun DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali, reaktif oksijen tirleri ve nitrik oksiti yok edici
yetenegini arastirmistir. Bitkinin en yaygin kullanim sekli olan liyofilize inflizyonun
DPPH’yi konsantrasyona bagl olarak giicli bir sekilde stipirdigi bulunmustur (1Cys=
4,81 pg/ml). inflizyonun 6zellikle 2,25 pg/ml. nin (izerindeki konsantrasyonlarda,
askorbik asite ¢ok etkili bir alternatif oldugu bulunmustur. Ekstre ayrica
konsantrasyona bagh bir sekilde I1Cys degeri 122 pg/ml olmak lzere nitrik oksit
stplricu etki gbéstermis ancak hidroksil radikalini stpUrtci etkinlik gdéstermemistir.
Hatta B. nigra inflizyonunun, askorbik asit yoklugunda hidroksil radikal olusumunu
stimile ettigi gorulmuistir ve bunun Wilson hastaligi ve hemokromatozis gibi
patolojik olgularda 6nemli olabilecegi belirtilmistir. Bu durum kismen, inflizyonda
bulunan ve prooksidan o6zellikleri rapor edilmis olan kafeik ve klorojenik asite
baglanmistir. Ekstre ayni zamanda ksantin/ksantin oksidaz (X/XO) sisteminde
konsantrasyona bagl olarak (IC;s= 14,6 pg/ml) stperoksit radikalini stpuricu
aktivite gostermistir. Ancak ekstrenin XO Uzerine dislik inhibitér etki (IC;s= 143
ug/ml) gostermesi nedeniyle stiperoksit radikaline karsi kesin bir stpuricu etkisi
vardir demek miimkiin degildir. inflizyonun siiperoksit radikal stiptiriicii aktivitesini
dogrulamak amaciyla PMS (fenazin metasiilfat), NADH (nikotinamid adenin
dinlkleotid) ve oksijenden olusan bir kimyasal sistem kullanilarak yiritilen deney
sonucunda, slperoksit radikalinin konsantrasyona bagli bir sekilde IC,5 degeri 26,1
ug/ml olmak tzere stiptiriildiigii bulunmustur. iki sistem arasinda bulunan farkli ICys
degerlerinin, enzimatik olmayan deneyde siiperoksit radikal tiretiminin daha ytksek
olmasina bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. EDTA’siz ortamda ylritilen deney

sonucunda, B. nigra liyofilize inflzyonunun Fe™ iyonunu selatlayici 6zelliginin
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olmadigi ve giigll bir oksidan olan hipokloréz asite (HOCI) karsi etkinliginin olmadigi
gosterilmistir. Bu nedenle B. nigra’nin enflamatuvar olgulardaki geleneksel kullanimi
HOCI'yi siipiirmesine baglanamamaktadir. inflizyonun gosterdigi radikal sipiriici
aktiviteler, icerdigi fenolik tlrevlere baglanmistir. Ayrica antioksidan kapasiteye
sahip oldugu bilinen organik asitlerin de gozlenen etkilere katkida bulunabilecegi
belirtiimektedir. Kafeik ve klorojenik asitler tzerine yapilan ¢alismalarda da bu

bilesiklerin etkili dlizeyde antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur.

Aralarinda B. nigra’nin da bulundugu Sirbistan’da yetisen alti bitki antioksidan
etkileri bakimindan cgesitli yontemler kullanilarak test edilmistir. Bunlardan biri olan
fosfomolibden yontemi Mo (VI)'nin antioksidan bilesik varliginda Mo (V)ye
indirgenmesine dayanir ve etki kuru ekstrenin grami basina karsilik gelen askorbik
asit miktari olarak ifade edilir. Bitkinin alkollii ekstresinin antioksidan kapasitesi bu
yontemle 131 mg askorbik asit/g olarak belirlenmistir. Test edilen bitkiler icinde en
dislik dizeyde DPPH serbest radikal siplrictu aktivite ve lipit peroksidasyon

inhibisyonu gosteren bitki B. nigra olmustur (Niciforovic ve ark., 2010).

Couladis ve arkadaslarinin (2003) yaptiklari bir calismada, Lamiaceae familyasina ait
21 aromatik bitkiden elde edilen metanol ekstrelerinin in vitro antioksidan aktivitesi
incelenmistir. Test edilen ekstrelerden, B. pseudodictamnus ve B. acetabulosa

a-tokoferol ile ayni 6lclide etki gostermistir.

B. acetabulosa toprak Ustl kisimlarinin etanollii ekstresinden hareketle hazirlanan
50, 100, 250 ve 500 pg/l konsantrasyonlarindaki ¢odzeltiler DPPH ve indirgeme
metotlari kullanilarak test edildiginde kayda deger olclide antioksidan aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur. iki farkli metot kullanilarak elde edilen sonuglar Cizelge
1.9’da Ozetlenmistir. Veriler, BHA, o-tokoferol ve askorbik asit gibi o6tentik
bilesiklerle karsilastirilmistir. Bu bilgiler 1siginda bitkinin potansiyel antioksidan
kapasiteye sahip oldugu ve bilinen fitoterap6tik 6zelliklerinin disinda antioksidan bir

kaynak olarak da kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Dumlu ve Bulut, 2007).
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Cizelge 1.9. Antioksidan yéntemlerinden elde edilen veriler

. DPPH yéntemi (%) indirgeme yontemi
Ornek
(517 nm absorbans) (700 nm absorbans)
Etanol ekstresi 79 75
Askorbik asit 98 -
Standart (a-Tokoferol) - 0,98
Standart (Butilhidroksianisol) - 1

Urdiin bitkileri Gizerine yapilan bir calismada B. undulata toprak Usti kisimlarindan
elde edilen dort fenilpropanoit, bir iridoit, yedi flavonoit ve iki betain tirevi bilesigin
antioksidan aktivitesi TEAC (trolox esdegeri antioksidan kapasite) testi ile serbest
radikal stpuricu aktiviteleri oOlgllerek tespit edilmistir. TEAC testi, antioksidanin
2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) radikal katyonunu stpirme
yeteneginin 6lculdiglu spektrofotometrik bir analizdir. Bu analizde referans bilesik
olarak kersetin kullanilmistir. Deney sonucunda fenilpropanoit glikozitlerinden
forsitozit B ve verbaskozitin TEAC degerleri ~ 1,6 mM olmak lizere en aktif bilesikler
oldugu; lisinotozit ve betoniozit F'nin ise daha az aktif (TEAC degeri ~ 1 mM) oldugu
bulunmustur. Fenilpropanoit glikozitlerinde goézlenen bu antioksidan etkinligin,
fenolik kisimlarinda iki orto-hidroksi grubunun olmasiyla iliskili olabilecegi
disliinilmektedir. Flavonoitlerden en aktif olan luteolin-7-8-D-O-glukopiranozit
(TEAC degeri ~ 1,2 mM) iken; luteolin-3’-metil eter-7-(6""-p-kumaroil)-8-D-
glukopiranozit ve diosmetin-7-8-D-O-glukopiranozit daha dustk aktivite
gostermistir. Flavonol tirevleri ve betainlerin ise radikal stiplriicl olarak tamamen

etkisiz oldugu bulunmustur (Siciliano ve ark., 2005).

B. rotundifolia’nin Soxhlet ile metanol ekstresi hazirlanmis ve bu ekstre polar ve
non-polar alt fraksiyonlara ayrilmistir. Bu fraksiyonlarin potansiyel antioksidan
aktiviteleri DPPH serbest radikal-stpurict ve 8-karoten/linoleik asit deneyleri ile

test edilmistir. Bitkinin non-polar ekstreleri test edilen iki sistemde de inaktif
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bulunmustur. Diger taraftan polar ekstreler kayda deger dilizeyde antioksidan

aktivite gostermistir (Glrsoy ve Tepe, 2009).

Turkiye'de yetisen 16 Ballota taksonunun kurutulmus toprak Usti kisimlarina etanol
ile Soxhlet ekstraksiyonu uygulanarak elde edilen ekstrelerin sliperoksit anyon
olusumu ve lipit peroksidasyonu Uzerindeki antioksidan oOzellikleri arastirilmistir.
Ekstrelerin stiperoksit anyonu stpuriict kapasitesi, sitokrom ¢ rediiksiyonunu inhibe
etme yetenekleri baz alinarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Stperoksit
anyonu X/XO sisteminde Uretilmistir. Her bir bitki ekstresi icin kalibrasyon
egrisinden ICsp degeri (maksimum inhibisyonun % 50'sini olusturan ilag
konsantrasyonu) hesaplanmistir. Ekstrelerin FeCl,-askorbik asit ile indiklenen sican
karaciger homojenati ve lipit peroksidasyonu uzerine etkileri de belirlenmistir.
Sonuclar tim Ballota ekstrelerinin stiperoksit olusumunu farkl derecelerde inhibe
etme yetenegi oldugunu goéstermistir.  B. antalyense, B. macrodonta,
B. glandulosissima, B. larendana, B. pseudodictamnus, B. nigra subsp. anatolica,
B. saxatilis subsp. saxatilis, ve B. saxatilis subsp. brachyodonta ekstreleri 1Cso
degerleri 0,5 ile 0,87 mg/ml arasinda, B. rotundifolia ise 0,93 mg/ml olmak lzere
sliperoksit anyonu olusumuna karsi kayda deger bir etki gostermistir. En dlsik ICsg
degerlerine B. antalyense, B. macrodonta ve B. glandulosissima (sirasiyla 0,50 ; 0,51
ve 0,51 mg/ml) ekstrelerinin sahip oldugu bulunmustur. Bu degerler iyi bilinen bir
stperoksit anyon slplrict olan a-tokoferole (ICso: 0,22 mg/ml) ¢ok yakin
degerlerdir. B. inaequidens, B. glandulosissima, B. saxatilis subsp. saxatilis,
B. macrodonta ve B. antalyense ekstreleri lipit peroksidasyonunu ICsqdegerleri 12 ila
20 mg/ml olacak sekilde inhibe etmistir. a-Tokoferolle karsilastirildiginda
(ICs0: 3 mg/ml) lipit peroksidasyonuna karsi en glcli etkiyi gosteren ekstrelerin
B. inaequidens (ICso: 12 mg/ml) ve B. glandulosissima (ICso: 15 mg/ml) ekstreleri
oldugu bulunmustur. B. larendana, B. latibracteolata ve B. rotundifolia lipit
peroksidasyonu Uzerinde etkisiz bulunmustur. Bazi bitki ekstrelerinin lipit
peroksidasyonu ve slperoksit anyon radikal olusumu Uzerine farkh etkiler

gostermesinin sebebi, oksidatif stres olusum mekanizmalarinin farkli olmasiyla
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aciklanmigtir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda, incelenen 16 Ballota taksonu iginde en
glgli antioksidan aktiviteye sahip olan bitkinin B. glandulosissima oldugu

gosterilmistir (Citoglu ve ark., 2004a).

Baska bir calismada 16 Ballota taksonunun 1 mg/ml konsantrasyondaki etil asetat,
metanol ve sulu ekstrelerinin demir-indirgeyici antioksidan gicl, DPPH radikal
slplrictu ve demir iyonunu selatlama kapasiteleri gosterilmistir. Ballota cinsinde
bulunan ana diterpen olan hispanolon da ayni sekilde test edilmistir. Ekstrelerin
toplam fenol ve flavonoit igerikleri sirasiyla Folin-Ciocalteau ve AICl3 reaktifleri ile
belirlenmistir. Ekstreler ve hispanolon DPPH radikaline karsi anlamli dizeyde
siplirict aktivite gosterememistir ancak demir-indirgeme deneyinde referans
bilesik olan klorojenik asitle karsilastirildiginda orta dereceli antioksidan aktivite
gostermistir. Tim ekstreler (6zellikle etil asetat ekstreleri) ve hispanolon
konsantrasyona bagli olarak dikkate deger o6lglide, % 60’in lizerinde demir iyonu
selatlayici etki gostermistir. Ekstrelerde gozlenen selatlayici etkinin de, yiksek
demir-selatlama kapasitesine sahip olan hispanolondan kaynaklandigi sonucuna
varilmistir. En ylksek selatlayici etkiye B. inaequidens metanol ekstresi sebep
olmustur. En yiksek fenol (gallik asit esdegeri) ve flavonoit (kersetin esdegeri)
icerigine B. glandulosissima’nin etil asetat ekstresinde rastlanmistir. Metanol ve sulu
ekstrelerden ise en yiksek total fenol icerigine sahip olanin B. antalyense, en yiiksek
DPPH siplricu aktiviteye sahip olanin ise B. saxatilis subsp. brachyodonta oldugu
bulunmustur. Tim bu veriler sonucunda Ballota tirlerinin gida koruyucusu olarak
kullanilmak Gzere iyi bir kaynak olabilecegi 6ne strilmustir (Erdogan-Orhan ve ark.,

2010).

1.3.1.4. Antiproliferatif ve Sitotoksik Etki

Cesitli Ballota tirlerinden izole edilen retusin’in KB (insan nazofarenks
karsinomasi)’'na karsi in vitro sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur

(Arisawa ve ark., 1991).
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B. glandulosissima’dan izole edilen velutin’in P-388 (murin I16koma) ve KB’ye karsi

in vitro ortamda etkili oldugu bulunmustur (Zahir ve ark., 1996).

Guney Afrika geleneksel ilaclarinin sitotoksisitesinin arastirildigi bir calismada
B. africana sulu ekstrelerinin test edilen hicbir konsantrasyonda Hela (insan uterus
karsinoma hicresi), Vero (yesil Afrika maymun bobregi), Jurkat E6.1. AA-2
(T-lenfositik 16semi hiicre dizisi) ve CEM-SS (insan T lenfoblastoid hiicresi)’ye karsi

belirgin bir sitotoksisite gostermedigi bulunmustur (Treurnicht, 1997).

B. undulata’nin  toprak Usti kisimlarindan elde edilen sulu ekstrede
BG (kemoterapiye direncli) ve GA (kemoterapiye duyarl)) melanom hiicre dizilerine
karsi sirasiyla % 95,7 ve 94,3 oraninda sitotoksisite gdzlenmistir (Sathiyamoorthy ve
ark., 1999). Urdiin’den toplanan ayni bitkinin yapraklarinin antiproliferatif etkisinin
degerlendirildigi bir calismada meme adenokarsinomu hiicrelerinin (MCF7) 72 saat
boyunca 50 pg/ml etanol ekstresine maruz birakildiktan sonraki sag kalim yuzdesi

94,83 + 6,07 olarak bulunmustur (Abu-Dahab ve Afifi, 2007).

B. acetabulosa kurutulup toz edilmis toprak tsti kisimlarinin (500 g) 8 saat boyunca
etanol ile Soxhlet apareyinde ekstraksiyona tabi tutulmasiyla elde edilen ekstrenin
potansiyel sitotoksik aktivitesi Brine Shrimp (Artemia salina) yontemi kullanilarak
arastirilmis ve etkili oldugu bulunmustur. Elde edilen veriler standart madde

(umbelliferon) ile karsilastiriimistir (Cizelge 1.10) (Dumlu ve Bulut, 2007).

Cizelge 1.10. Brine Shrimp yonteminden elde edilen veriler

Ornek ppm LCs,

Etanol ekstresi 1000: 100: 10 356,4512

Standart (Umbelliferon) | 1000: 100: 10 715,3625
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1.3.1.5. insektisit Etki

Glineydogu ispanya’da dogal olarak yetisen B. hirsuta yapraklarinin aseton ekstresi,
hububat zararlisi olan Tribolium castaneum larvalarinin blyimelerinde 6nemli
Olctide inhibisyon saglamistir; 10 giin sonra mortalite dismektedir. Bu etki kasim
ayinda toplanan bitkide gézlenmis, nisan ayinda toplanan bitkide gozlenmemistir.
Bu durum, biyolojik etki Gizerine toplama zamani ve/veya mevsimlerin ne kadar

etkili oldugunu gostermektedir (Pascual-Villalobos ve Robledo, 1999).

Urdiin’iin tibbi bitkilerinden elde edilen ekstrelerin bitki patojeni mantarlara karsi
inhibitdr etkinliginin MiK’leri 6lcilerek test edildigi bir ¢alismada B. philistaea
yapraklarinin etanol ekstresi, incelenen mantarlara karsi konsantrasyonla orantili
olarak orta dereceli bir antifungal aktivite gostermistir. B. philistaea marul
yapraklarinda bulunan Fusarium oxysporum’a karsi % 24, patates yapraklarinda
bulunan Verticillium tirine karsi % 23,7, salatalik koklerinde bulunan Rhizoctonia
solani’ye karsi % 22,5 ve domates yapraklarinda bulunan bir Penicillium tirline karsi
% 3,5 inhibisyon gostermistir (Dababneh ve Khalil, 2007). Ayni yoreden toplanan
B. undulata yapraklarindan elde edilen sulu ekstrenin tath patates beyaz sinegi
Bemisia tabaci’ye karsi repellent aktivite gosterdigi bulunmustur (Ateyyat ve ark.,

2009).

1.3.1.6. Antienflamatuvar Etki

B. limbata’dan izole edilen ballotenik ve ballodiolik asit bilesiklerinin, bronsiyal
astimda ve hava yolu enflamasyonunda 6nemli rol oynayan lipoksigenaz enzimini
inhibe etme potansiyeli in vitro spektrometrik bir yontemle 6lclilmis ve bilesiklerin
konsantrasyona bagli olarak enzim inhibisyonu sagladigi gosterilmistir. ICsq degerleri

ise sirasiyla 99,6 uM ve 38,3 uM olarak bulunmustur (Ahmad ve ark., 2004b).



51

Ozbek ve arkadaslarinin 2004 vyilinda vyaptiklari  ¢alismanin  sonuglar
B. glandulosissima’nin  (BG) antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Oral olarak verilen 100 mg/kg BG sulu ekstresi, karragenan ile
olusturulan sigan penge 6deminde 6nemli bir azalmaya (% 34,22) neden olmustur.
Bu etkinlik indometazin kadar gigli olmamakla birlikte neredeyse etodolak ile ayni
derecede gigliidiir. BG'nin antienflamatuvar etkisinin, enflamasyonda rol oynayan
reaktif oksijen tirlerine karsi gosterdigi antioksidan 6zellige bagl oldugu
disunllmektedir. Baska bir c¢alismada B. inaequidens (Bl) sulu ekstresinin
antienflamatuvar aktivitesi fare ve siganlar Uzerinde arastirilmistir. Bu etkinin
belirlenmesi igin karragenan ile olusturulan sigan penge 6édemi testi kullaniimis ve
sonucta bir inhibitor etki saptanmistir. BlI'nin EDsq degeri 99,42 mg/kg olarak
bulunmustur. Ozellikle 200 mg/kg dozda BI'nin en yiiksek etkinlige sahip oldugu
bulunmustur (% 85,85). Sonugta Bl sulu ekstresinin BG sulu ekstresinden daha iyi bir
antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugu sdylenmistir (Sever Yilmaz ve ark., 2006).
Ayni arastirma grubu baska bir yayinlarinda B. nigra’nin da enflamasyonu tedavi

edici etkisi oldugunu belirtmistir (Citoglu ve ark., 2004a).

Yapilan baska bir calismada kokulu bir bitki olan B. africana’dan Clevenger apareyi
kullanilarak yapilan 3 saatlik su distilasyonu sonucu elde edilen ugucu yagin 29,99
ppm. lik bir ICso degeri ile 5-lipoksigenaz inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur.
Bu sonuglar, antienflamatuvar bilesiklerin izole edilmesine dnayak olmasi agisindan
umut vericidir (Frum ve Viljoen, 2006). B. undulata bitkisinin de antienflamatuvar

etkileri nedeniyle kullanildigi belirtilmektedir (Al-Bakri ve Afifi, 2007).

Libya florasinda iyi bilinen tibbi bir bitki olan B. pseudodictamnus gegmis
zamanlardan beri enflamasyon tedavisinde kullanilmaktadir. Elmezogi ve
arkadaslarinin (2012) yaptigi bu calismada bitkinin golgede kurutulmus toprak Gsti
kisimlarindan Soxhlet apareyi ile elde edilen metanol ekstresinin farelerde
karragenan ile olusturulan pence o6demi (izerindeki antienflamatuvar ozelligi

arastirilmistir. 500 mg/kg vicut agirligi dozunda ekstre, karragenan uygulamasindan
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sonra 3 saat iginde istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon olusmasini saglamistir.
B. pseudodictamnus ekstresi penge 6deminin hacmini % 51,2 oraninda azaltmistir.
Bu antienflamatuvar aktivitenin, bitkide bulunan flavonoitler gibi fenolik bilesiklerle
iliskili oldugu kabul edilmektedir ve dolayisiyla bitkide potansiyel bir antioksidan

aktivitenin olabilecegi sdylenmektedir.

1.3.1.7. Hepatoprotektif Etki

Ozbek ve arkadaslari (2004) yaptiklari calismada sicanlarda karbontetrakloriirle
(CClg) olusturulan akut karaciger toksisitesi Uzerinde B. glandulosissima (BG)
liyofilize sulu ekstresinin hepatoprotektif etkisini arastirmistir. CCl; uygulamasi
(7 gtin boyunca intraperitonal olarak 0,8 ml/kg) kontrol grubuyla karsilastirildiginda
serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen
fosfataz (ALP) ve bilirubin seviyelerini artirmistir. Biyokimyasal testlerin sonuglari
histopatolojik gozlemlerle de dogrulanmistir. Ekstrenin, ylikselen serum AST, ALT ve
ALP degerlerini CCls:zeytinyagi kontrol grubuna gore anlaml derecede diislirdug,
bilirubin degerini ise anlamli olmayan oranda dislirdigl goézlenmistir. Ancak 100
mg/kg dozda intraperitonal (i.p.) yolla BG ekstresi uygulanan sicanlarin klinik
durumlarinin serum fizyolojik kontrol grubuna gore oldukca kot seyrettigi;
sicanlarin hareket, canllik ve beslenmelerinde belirgin bir azalma oldugu
gozlenmistir. Dolayisiyla BG ekstresinin CCls'le olusturulmus akut karaciger
toksisitesi Gzerinde belli bir hepatoprotektif etki potansiyeline sahip oldugu ancak

Uzerinde daha fazla arastirma yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

B. nigra’nin etanolll ekstresinin albino sicanlarin AST, ALT, troponin | (Tn 1), serum
kreatin kinaz (KK), total protein, total bilirubin ve kandaki lGire dizeyleri izerine
etkilerinin arastinldigi bir calismada ekstrenin kan KK seviyelerinde anlaml bir
azalmaya yol actigl bulunmustur. Kandaki Tn I, AST, ALT, total bilirubin, total protein

ve Ure seviyesi ise degismemistir (Nusier ve ark., 2007a).
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1.3.1.8. Hipolipidemik Etki

B nigra’nin % 70 etanol ekstresi (7 glin boyunca 400 mg/kg viicut agirhg dozunda)
albino sicanlara (n=10) oral yolla uygulandiginda total kolesterol ve trigliserit
Uzerine etkisi arastirilmistir. B nigra ekstresi serum total kolesterol seviyesinde
anlamh bir azalmaya yol acmistir. Kandaki trigliserit miktar ise degismemistir

(Nusier ve ark., 2007a).

B. undulata’nin hipolipidemik etkisinin belirlenmesi igin yetiskin saghkli albino
tavsanlardan bazilarina standart pelletler ile kontrol diyeti uygulanmis, bu diyete
yesil yaprakli sebzeler ve su ilave edilmistir. Aterojenik diyet uygulanan tavsanlara
ise bugday unu, sit tozu, kurutulmus yumurta sarisi, hidrojenlenmis yag, tereyagi,
tuz ve vitamin karisimi verilmistir. Aterojenik diyete ilave olarak, tavsanlar hindistan
cevizi yagi icinde ¢6ziilmiis kolesterol ile beslenmistir. 500 g B. undulata 50 °C’'de 36
saat boyunca etanol ile Soxhlet ekstraksiyonuna tabi tutularak elde edilen ekstre
sicanlarin beslenmesinde 1,2 g kg vicut agirhg/gin dozunda oral olarak
verilmistir. Deney siresince lipit profilinin belirlenebilmesi icin tavsanlardan kan
alinip, serumu analiz edilmistir. Hayvanlar oldiirtildikten sonra kalp ve karacigerleri
cikarilarak test edilene kadar -20 °C’de bekletilmistir. Kolesterol, fosfolipit ve
trigliseritler icin biyokimyasal analizler yapilmistir. B. undulata sulu ekstresinin LDsg
degeri (test edilen maddenin, hayvanlarin % 50’sinin 6limine yol agan dozu) 4,14
g/kg vicut agirligi olarak bulunmustur. Yiiksek kolesterol seviyelerinin B. undulata
uygulamasiyla normal diizeye getirildigi gozlenmistir. Serum kolesterol seviyeleri
deney sonuna kadar 940,7’den 230,41’e (% 75,55) ve daha sonra da 119,2’ye
(% 87,32) kadar dismiustir. B. undulata ekstresi ile tedavi, serum kolesterol ve
trigliseritlerini sirasiyla 7,8 ve 3,5 kat azaltmistir. Benzer sekilde, fosfolipit
diizeylerinde de azalma gozlenmistir. Sonucta B. undulata’nin aktif hipolipidemik
bilesenlere sahip oldugu gosterilmistir. Lipit diizeyindeki degisiklige sebep olan
muhtemel mekanizmanin  B.  undulata’nin  karacigerdeki lipoproteinleri

uzaklastirarak ya da katabolizmasini artirarak kolestatik etkiye sebep olmasi ve/veya
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karaciger tarafindan salgilanan lizozomal lipit hidrolitik enziminin inhibisyonuna
neden olmasi olabilecegi dislintlmustir. Total kolesterol, trigliserit, karaciger ve
ventrikiler kalp kasi fosfolipitlerinde gézlenen azalma; B. undulata’nin hiperlipidemi

tedavisinde yararh bir roli olabilecegini dislindlirmektedir (Qazan, 2008b).

1.3.1.9. Antifertiliter Etki

Qazan yaptigl bir calismada kisa ve uzun dénem B. undulata (300 mg/kg etanollu
ekstre) uygulamasinin disi albino sicanlarin Greme sistemi Uzerine toksik etkilerini
arastirmistir. Dort haftalik B. undulata uygulamasinin incelenen parametreler
Uzerine oOnemli bir etkisi olmadigi, bununla birlikte yumurtalik ve embriyo
agirliklarinda hafif bir azalma meydana getirdigi gdzlenmistir. Ureme organlarinin
agirliginda meydana gelen bu azalmanin, androjen hormon seviyesinin azalmasina
bagl olabilecegi dusliniilmektedir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 12 haftalk
B. undulata uygulamasi hamile kalma ylizdesini anlamh 6lctide azaltmis ve bir farede
de 6lim gozlenmistir. Buna ek olarak, yumurtalik agirligi ve canh fetis sayisinda da
azalma gozlenmistir. B. undulata uygulanan disilerin yumurtaliklarinin histolojik
kesitlerinde corpus luteum gevresinde ve medullada tikali kan damarlari ve buna
baglh olarak corpus luteumda dejenerasyon baslangici gozlenmistir. Sonugta
B. undulata ile uzun sureli tedavinin disi sicanlarin iremesi lGzerine gesitli olumsuz
etkilere yol acabildigi gozlenmistir. Bes farkli konsantrasyondaki ekstrelerin
intraperitonal akut toksisitesi (LDso) degerlendirildiginde 24 saat sonunda 1, 10, 100
ve 500 mg/kg dozlarda ekstre alan hayvanlarda 6lim gozlenmemis ancak 1000

mg/kg dozda bir 6liim vakasi rapor edilmistir (Qazan, 2008a).

Yapilan bir calismada 60 glin boyunca oral yolla B. undulata (glinde 400 mg/kg viicut
agirligl) uygulanan farelerin vicut agirhginda herhangi 6nemli bir degisiklik
gozlenmemis ancak testis, epididim, seminal vezikil ve ventral prostat agirliklarinin
anlamh sekilde azaldigi gozlenmistir. B. undulata ile beslenen farelerin testis ve

epididim sperm konsantrasyonlari ve kauda epididimal sperm hareketliligi de 6nemli
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Olcide azalmistir (Bataineh ve Mohammad, 2012). Hindistan halk hekimliginde
kullanilan bir bitki olan B. undulata yaprak ve cigeklerinin antiimplantasyon

aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Priya ve ark., 2012).

1.3.1.10. Antinosiseptif Etki

B. glandulosissima’nin halk arasinda solunum yolu hastaliklarinda kullanilmasindan
yola cikilarak antinosiseptif etkisi (agrili uyarani azaltma veya durdurma etkisi)
arastirilmistir.  Liyofilize sulu ekstrenin antinosiseptif aktivitesi, asetik asitle
indiklenen writhing ve tail-flick testleri kullanilarak 6l¢tlmustir. Hayvanlarin motor
koordinasyonlari ise rotarod testi ile saptanmistir. Ekstre farelere i.p. yolla serum
fizyolojik icinde c¢ozilerek verilmis ve kontrol grubuna sadece serum fizyolojik
verilmistir. Abdominal agri asetik asit ile (i.p. yolla % 6, 60 mg/kg) olusturulmustur.
Standart madde olarak 300 mg/kg dozda asetil salisilik asit ve morfin kullaniimistir.
B. glandulosissima’nin akut toksisitesinin belirlenmesi amaciyla bitki ekstresi
farelere 0,05-1,6 g/kg dozda uygulandiginda hayvanlarin davranislarinda degisim
olmamis ve Ug¢ glinden 6nce mortaliteye rastlanmamistir. B. glandulosissima’nin
LDso degeri 8,885 g/kg olarak belirlenmistir. Rotarod testi sonuglarina gore bitki
ekstresinin deney hayvanlarinda sensorimotor aktiviteyi bir miktar deprese ettigi
soylenmistir. Tail-flick testine gore bitki ekstresi 100 ve 200 mg/kg dozlarda
uygulandiginda, ilk 30 dakika icerisinde, istatistiksel olarak anlamli diizeyde analjezik
etki gostermistir. Bu etki 60. dakikaya dogru gelindiginde azalmaya baslamaktadir.
ilaveten, 200 mg/kg ekstrenin etki siiresinin 100 mg/kg ekstrenin etki siiresine gére
daha uzun oldugu gozlenmistir. Writhing testi sonuglarina gore ise
B. glandulosissima sulu ekstresi, farelerde asetik asitle olusturulan abdominal agriyi
inhibe etmektedir. Sonucta B. glandulosissima sulu ekstresinin asetilsalisilik asitle
ayni derecede giicli olan ancak morfin kadar da gii¢li olmayan bir analjezik etkiye
sahip oldugu yapilan testlerde gosterilmistir. Bu etkiler bitkinin icerdigi ve daha 6nce
analjezik o6zellikleri bulundugu rapor edilmis flavonoit ve fenilpropanoitlere

baglanmistir (Citoglu ve ark., 2005a).



56

B. inaequidens’in (Bl) sulu ekstresinin fare ve sicanlar Uzerindeki (merkezi ya da
periferik) antinosiseptif aktivitesi arastirilmistir. Bu etkinin belirlenmesi igin asetik
asitle indiklenen writhing ve tail-flick testleri kullaniimistir. Elde edilen sonuglara
gore BI, farelerde asetik asitle olusturulan abdominal agriyi doza bagimh olarak
inhibe etmektedir. BI’'nin EDsq degeri 85,38 mg/kg, LDso degeri ise 3,914 g/kg olarak

belirlenmistir (Sever Yilmaz ve ark., 2006).

1.3.1.11. Antiemetik Etki

Bazi Ballota tirlerinde varligr kanitlanmis pakipodol ve retusin, CuSQ, ile emezis
olusturulan civcivlerde antiemetik etkisi kanitlanmis olan flavonollerdir (Yang ve

ark., 1999).

Hindistan’da antiemetik etkili tibbi bitkilerin arastirildigi bir derleme calismasinda
yoresel ismi ‘Shalmali’ olan B. nigra bitkisinin icerdigi polifenol, fenilpropanoit ve
mangiferinden dolayl antiemetik etkisi oldugundan bahsedilmektedir (Shivhare,

2011).

1.3.1.12. Hipoglisemik Etki

Nusier ve arkadaslari (2007b) oral yolla uygulanan B. nigra sulu ekstresinin albino
sicanlarin kan glikoz seviyesi lizerinde anlamli bir azalmaya yol actigini bulmuslardir.
Bunun Uzerine B. nigra ekstresinin hipoglisemik etkisi intraperitonal glikoz tolerans
testiyle daha ayrintili olarak incelenmistir. Saghkli sicanlar kuru ekstrenin 400 mg/kg
vicut agirhg dozunda uygulamasini takiben 18 saat boyunca ac¢ birakilmistir. Kan
sekeri duzeyinde 6nemli bir azalma (15, 30 ve 45 dakika sonra) ile serum insilin
seviyesinde onemli bir artis (15 ve 30 dakika sonra) gozlenmistir (Nusier ve ark.,
2007a). Ayni arastirma grubu bir baska yayinlarinda alloksanla diyabet olusturulmasi
sonucu plazma glikoz seviyesinde birkac¢ kat artis meydana gelen albino sicanlari

incelemislerdir. B. nigra sulu ekstresinin uygulanmasiyla hem saglikli hem diyabetik
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sicanlarda glikoz seviyesinin 6nemli 6lgtide azaldigini gézlemlemislerdir. Bu sonuglar,
B. nigra‘nin siganlarda hipoglisemik etkiye sahip oldugunu ve bu nedenle, diyabet

tedavisinde yararl olabilecegini distindirmektedir.

1.3.1.13. Diger Etkiler

Yapilan bir arastirmaya goére, B. nigra inflizyonu (kg viicut agirhgi basina 2,5 g dozda)
intravendz olarak bir kopege enjekte edildiginde arteriyel kan basincinda disis ve
bradikardi gozlenmistir. Taze bitkinin dekoksiyonu intravendz olarak uygulandiginda
30 dakika iginde safra salgisinin hacmi g katina ¢ikmistir. Kopek otu ayni zamanda
uyarici ve mide kramplarina karsi antispazmodik olarak etkimektedir (Gruenwald ve
ark., 1998). Bu bitkinin yaslanmayi geciktirici etkileri de oldugu belirtilmistir (Duke
ve ark., 2002).

Ahmad ve arkadaslari (2004a), B. limbata’dan izole etikleri bilesiklerin
butirilkolinesteraz enzimi lzerine etkilerini incelemislerdir. Pozitif kontrol olarak
galantaminin kullanildigi bu calismada tiim bilesiklerin, enzimi az ya da ¢ok inhibe
etme potansiyeli oldugunu gosterilmistir. Limbatenolit A, B ve Cnin
butirilkolinesteraza karsi segici ve orta dizeyde etkili oldugu ancak
asetilkolinesteraza karsi inaktif oldugu bulunmustur. izole edilen ballatenolit A ve iki
klerodan tipi bilesik daha, hem asetil hem butirilkolinesteraza karsi gosterdikleri
umut verici ICsg degerleriyle konsantrasyona bagli bir sekilde inhibisyon gostererek

one ¢ikmaktadir.

Pakistan’da yetisen B. limbata kuru ekstresinin antitussif etkisi, farelerde salfir
dioksit (SO,) ile olusturulan 6ksurik modeli kullanilarak incelenmistir. Pozitif kontrol
olarak kodein ve dekstrometorfan kullanilmistir. B. limbata ekstresi farelerde SO,
gazi ile olusturulan 6kslirigl doza bagimli bir sekilde, dnemli bir toksisiteye sebep
olmadan inhibe etmektedir. Ekstre uygulandiktan 60 dakika sonra SO,’ye bagli

gelisen oksiruge karsi maksimum dizeyde koruma saglanmistir. Bu etki 10 mg/kg
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dozda subkitan (s.c.) yolla uygulanan kodein ve dekstrometorfanin etkisinin yaklasik
Ucte biri kadardir. B. limbata ekstresi 400 mg/kg gibi orta diizeyde bir dozda SO, gazi
ile olusturulmus okstrtgin sikhginda belirgin azalmaya yol agmistir. Daha yulksek
dozlarda ise (800 mg/kg, s.c.) okslirigiin sikhginda daha belirgin bir azalmaya yol
acmistir, ek olarak 30 ve 90. dakikalarda oksurigin sikliginda énemli bir azalma
meydana gelmistir, bu da ekstrenin uzun etki slresine sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Antitlssif etkinin kismen, bitkinin icerdigi flavonoitlerin antialerjik
ozelliklerinden kaynaklandigi distindimektedir ve etki mekanizmasi periferik yolla
antialerjik ve spazmolitik etki gostermesiyle agiklanmaktadir. Ancak merkezi olarak
Okslirigu baskilayici etkisi olabilecegi de (6zellikle hafif sedatif etkisinin de olmasi
nedeniyle) goéz ardi edilemez. Bu c¢alismada akut norotoksisite testi kullanilarak
yapilan degerlendirme sonucu bitkinin antittssif dozlarda (2000 mg/kg’a kadar)
verildiginde herhangi bir sinir hasarina yol agmadigi ve ekstrenin yliksek dozlarda da
iyi tolere edildigi gosterilmistir. B. limbata’nin LDsy degeri 5000 mg/kg’dan buytk
iken ayni yolla uygulanan kodein ve dekstrometorfanin LDsg degerleri 140 ve 275

mg/kg olarak bulunmustur (Haq ve ark., 2011).

Al-Bakri ve Afifi (2007) B. undulata bitkisinin antialerjik ve antispazmodik etkiler elde

etmek icin kullanildigini belirtmistir.

Civcivlere % 10 Peganum harmala veya % 10 B. undulata yapragi veya bunlarin 1:1
karisimindan (% 5+5) olusan diyet 2 hafta boyunca uygulanmis ve etkileri
incelenmistir. Bu bitkiler tek baslarina verildiginde civcivlerin blylimelerinde
yavaslama ve hepatotoksisite ve buna bagh olustugu disilinilen hipoproteinemi
gdzlenmistir. iki bitkinin karisimi ile beslenen civcivlerin de biiyiimelerinde belirgin
bir yavaslama gozlenmis ancak higbirinin serum {Urik asit konsantrasyonlarinda

degisiklik olmamis, nefrotoksisite ya da 6liim meydana gelmemistir (Qazan, 2009).

Salman ve arkadaslari (2012) tarafindan Ballota tirlerinin tohumlarini yiyen bildircin

tdrlerinin avlanmasi sonucu insanlarda toksisite gorilebilecegi belirtilmistir.
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1.3.2. Ballota Tiirlerinin Kullanihgi

Ballota cinsi B. nigra ve alttlrleri basta olmak Uzere, tibbi degeri yliksek olan birgok
bitkiden olusmaktadir. Avrupa’da dogal olarak yetisen B. nigra (kopek otu) bazi
referans kitaplarinda (Avrupa, Fransiz, Macar Farmakopeleri ve ESCOP gibi) adi
siklikla gecen ve oldukca yaygin olarak kullanilan tibbi bir bitkidir. B. nigra (Sinonim:
B. foetida Lam.) hafif balgam soktiricli ve menstruasyonu normallestirmeye
yardimci etkileri nedeniyle Avrupa'da, antikonviilzan ve diiiretik olarak iran’da,
hamilelerdeki hafif dereceli uyku bozukluguna karsi da Fransa’da geleneksel olarak
kullanilmaktadir. Tirkiye’de, Akdeniz bolgesinde geleneksel olarak kullanilan
bitkilerden biri olan B. nigra’nin halk arasinda “leylimkara” adiyla anildigi ve
doévilmis toprak uUstl kisimlarinin ayak ya da koltuk alti enflamasyonlarinin
tedavisinde kullanildigi bildirilmistir (Hoffmann, 1990; Zargari, 1990; Yesilada ve
ark., 1993; Damase-Michel ve ark., 2004; ESCOP, 2009).

italya’nin Lucca bolgesindeki bitkilerin geleneksel kullanimlarinin arastirildig
etnobotanik bir ¢alismada, yoresel olarak ‘Erbo moro’ ismiyle anilan B. nigra
yapraklarinin yara ve burkulmalara karsi (haricen lapa halinde) ve pek sik
rastlanmayan sekilde gidalarda koruyucu olarak kullanildigi gozlenmistir. Bitkinin
toprak st kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonun ise hemostatik amacgli kullanildigi
gosterilmistir. Bitkinin gosterdigi antienflamatuvar etkinin, icerdigi labdan tipi
diterpenlerle sinnamik asit tlirevleri arasindaki bir sinerjizmden kaynaklandigi
dislintlse de bu olay fitokimyasal acidan tam olarak aydinlatilamamistir (Pieroni,

2000; Pieroni ve ark., 2004).

B. nigra Fransiz Farmakopesi ve British Herbal Pharmacopoeia’deki monograflarina
gore infuzyon (10 g/lI) halinde bulanti, kusma ve sinir rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir. Giicli tadi nedeniyle genellikle baska bitki ya da ickilerle kombine
kullanihp tatlandirilir. Filipendula ve Chamaemelum ile birlikte sinirsel dispepside

kullanihsi vardir (Fransiz Farmakopesi, 1989; Carol ve ark., 1996).
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Avrupa Ulkelerinde 40 g B. nigra alkolatlrl, 10 g Passiflora tentiri ile karistirilarak
hipotansif etkilerinden dolayi kullanilmaktadir. Arnavut halki ise ge¢miste B. nigra
yapraklarini Lycopersicon aesculentum meyve saplari ve Agropyrum repens
rizomlariyla birlikte kaynatarak dekoksiyon halinde dahilen dilretik amagla

kullanmistir (Garnier ve ark., 1961; Pieroni ve ark., 2002).

B. nigra hidrofilik ekstresi ve/veya eterik yaginin uygulandigi kisilerde horlama
Uzerine olumlu etkilere sahip oldugu bulunmustur. Bu bitki Marrubium ile kombine
kullanildiginda horlamayir baskilamada sinerjik bir etki gostermektedir.
Bu kombinasyonun hos olmayan ve aci tadinin en etkili sekilde nane, anason ve
okaliptliis ile baskilandigi belirtilmis, zencefil ile yapilan kombinasyonda ise
horlamayi baskilayici etkinin arttigi sdylenmistir. Bu sekilde kotl tat sorunu da
ortadan kalkip tedaviye hasta uyuncu saglanabilmektedir. B. nigra ile Marrubium
vulgare karisimindan elde edilen tentiir dahilen histeri ve hipokondri vakalarinda,
bogmaca oksiriginde, safra akisini artirmak icin, mide rahatsizliklari, bulanti ve
kusmanin tedavisinde, geleneksel olarak sinir hastaliklari, 6kslrigin semptomatik
tedavisi ve st solunum yolu enflamasyonlarinda; haricen gut hastaliginda kullanilir.
Ayrica, bitkinin astrenjan 6zelliginden dolayi da kullanimi tercih edilmektedir, taze
bitki suyu koyulastirilarak lavman hazirlanmaktadir. B. nigra ile birlikte Melissa
officinalis yapraklari, Glycyrrhiza glabra kokleri gibi birka¢ bitkinin karisimindan
olusan bir kombinasyonun insanlarda lupus, multiple skleroz, romatoid artrit,
romatizma ve osteoporozda kullanilabilecegi belirlenmistir (Gruenwald ve ark.,
1998; Tuzlaci ve Tolon, 2000; Sever, 2002; Brand ve Goedbloed, 2011; Taal ve Taal-
Vlas, 2011).

italyan Farmakopesi’nde kara isirgan olarak gecen B. nigra subsp. nigra toprak st
kisimlarindan hazirlanan inflizyonun deri dokiintilerinde yikama suyu olarak
kullanildigl ve dolasimi stimiile etmek icin icildigi belirtilmistir. Bitkinin dekoksiyonu
Bati Anadolu’da dahilen sarilik tedavisinde kullanilmaktadir. Ayni bitkinin govde,

yaprak ve ciceklerinden elde edilen etanol ekstresinin de etnobotanik kullanimina
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rastlanmistir ancak kokleri icin herhangi bir kullanim sekli rapor edilmemistir

(Altundag ve Oztiirk, 2011; Quave ve ark., 2011).

B. nigra subsp. anatolica halk hekimliginde antiseptik ve antiromatik ajan olarak
kullanilir. Tuirkiye’de yapilan etnofarmakognozik arastirmalarda bitkinin istanbul-Sile
halk hekimliginde balotu, ballik otu adiyla anildigl ve astimda vazodilatator olarak
kullanildigi bildirilmistir. Ayni bitkinin Gonen (Balikesir)’de ise pembe renkli ogul otu
ya da ari otu olarak bilindigi ve yapraklarin dekoksiyon halinde haricen yara ve yanik
tedavisinde, dahilen bas agrisinda kullanildig tespit edilmistir. Kirklareli yéresinde
ise bitki ‘grip otu’ olarak adlandiriimakta ve yapraklari isitilip buhari solunarak soguk
alginhgi ve gribe karsi kullanilmaktadir (Eryasar ve Tuzlaci, 1998; Tolon Fenercioglu
ve Tuzlaci, 1998; Tuzlaci ve Tolon, 2000; Tuzlaci ve Aymaz, 2001; Kultiir, 2007;
Kazemizadeh ve ark., 2009).

Turkiye’de yapilan bir etnofarmakognozik arastirmada Karaman ve Ermenek’te
elkurtaran adiyla bilinen Ballota nigra subsp. uncinata bitkisi yapraklarinin dahilen

mide gazina karsi koruyucu olarak kullanildigi saptanmistir (Yesilada ve ark., 1995).

Ozellikle Avrupa’da Ballota tiirlerini iceren ticari preparatlar genellikle sedatif ve

trankilizan ozellikleri nedeniyle satilmaktadir. Bu preparatlar asagida verilmistir.
1) Ballotyl® (Pharmascience, Fransa)

Fenazon ve sodyum fenobarbital, Ballota foetida ile birlikte sinir rahatsizliklarinda

kullanihr.
2) Dicalm® (Schieffer, isvicre)

Valeriana, Humulus lupulus, Hyoscyami, Ballota, Passiflora anksiyete ve sinirlilik

hallerinde kullanilir.
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3) Euphytose® (Soekami, Fransa)

Crataegus, Passiflora, Paullinia, Cola, Valeriana ile birlikte Ballota sinir
rahatsizliklarinda kullanilir. Bu bitkilerin geleneksel olarak sedatif ve anksiyolitik
amacla kullanildigi bilinmektedir. Bu bitkiler arasinda sasirtici olan yiiksek oranda
kafein iceren Paullinia ve Cola’nin da merkezi benzodiazepin reseptorleri lizerinde
etkili oldugunun goézlenmesidir. Karisimin igindeki maddeler arasinda sinerjik etki

bulundugu bildirilmistir.
4) Sedibaine® (Merrell, Fransa)

Strophanthus, fenobarbiton, Hyoscyamus, Crataegus, Valeriana, Belladonna ile

birlikte yer alan Ballota sinir rahatsizliklarinda kullanilir.
5) Sedovalin® (Streuli, isvicre)

Difenhidramin hidrokloriir, Belladonna, Hyoscyamus, Crataegus, Valeriana ile

birlikte yer alan Ballota sinir rahatsizliklarinda kullanilir (Sever, 2002).

Kopek otu ekstresi iceren bazi Grinler icin 1996 yilinda patent alinmistir. Burada
kopek otu olarak adi gecen ornekler B. nigra ya da B. foetida’dir. Képek otunun
geleneksel olarak tonik, stomasik, temizleyici, antihelmintik ve ¢ozlici 6zelliklere
sahip oldugu soylenmektedir. Ayni belgede Ballota suavelens’in (kokulu Ballota),
emenagog ve anti histerik olarak 6nerildiginden bahsedilmektedir. Patenti alinan bu
Urtinlerin hazirlanmasinda kullanilan ekstre, B. nigra, B. lanata ve B. suavelens
arasindan etki dlzeylerine gore secilerek Soxhlet ekstraksiyonu ve ardindan
maserasyonla elde edilmistir. Bitkinin, toprak UGstl kisimlarindan ve 6zellikle gévde
ve yapraklarindan hazirlanan ekstrelerden cok iyi sonuclar elde edilmistir. Kdpek otu
ekstresinin, ciltte pigmentasyonu uyarmak, beyaz saclarin olusumunu engellemek
ya da geciktirmek, pigmentasyon bozukluklarini tedavi etmek, yag hiicrelerinde
trigliserit diizeylerini azaltmak ve selilit gibi viicut yaglarinin birikimini engellemek
amaclariyla 6zelikle dermatolojik kozmetik ya da farmasotik bir bilesim

hazirlanmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir. Ekstrelerin ciltte ya da kil



63

folikiillerinde bulunan melanositlerde melanin biyosentezini beklenmedik sekilde
uyarici etkide oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, ilerleyen zamanlarda ozellikle
insanlarda vitiligo gibi bazi pigmentasyon bozukluklarinin tedavisi igin melanosit
nakli gibi yontemlerin yolunu agmaktadir. Ayrica bu etki icin genellikle uzun ve
pahali bir islem sonucu elde edilebilen herhangi bir aktif bilesigin izolasyon sirecine
de gerek yoktur. Ayni zamanda bu bitki ekstrelerinin herhangi bir etken madde
izolasyonu gerekmeksizin adipositlerdeki trigliserit sentezini beklenmedik sekilde
azaltarak etkili oldugu gozlemlenmistir. Bu ekstrelerin organizmada selllit gibi yag
birikimlerini 6nleyebilecegi, bu nedenle de 6zellikle dermatolojik olarak zayiflama
amagli kozmetik veya farmasotik bilesimlerin hazirlanmasinda kullanilabilecegi
disinilmektedir. Patenti alinan bu Urinler ozellikle pigmentasyonun tesvik
edilmesi icin cilde veye sa¢ beyazlamasinin yavaslatilmasi igin kafa derisine topikal
olarak uygulanmasi amaclanan bir formda 6rnegin krem, jel, siit ya da losyon
halinde sunulabilecektir. Bu Urinler glines preparatlari olarak da kullanilabilir;
epidermisin melanin icerigini artirarak ultraviyole isinlarina karsi viicudun dogal
savunmasini guglendirir. Cilde daha bronz bir goriinti vermek amaciyla da
kullanilabilecek bu preparatin ise krem formunda sunulabilecegi belirtilmistir (Bonte

ve ark., 1996).

Belirlenen terapotik dozlara uygun sekilde verildiginde B. nigra’nin bilinen herhangi
bir saghk riski veya yan etkisi bulunmamaktadir. Sivi ekstresi % 25 etanol ile 1:1
oraninda ve tentlirli ise % 45 etanol ile 1:10 oraninda hazirlanir. Drog igin belirlenen
glnlik doz; kurutulmus toprak Gstl kisimlar inflizyon seklinde 2—4 g, sivi ekstre
halinde 1 ila 3 mililitre veya tentir halinde 1 ila 2 mililitredir. Tim dozaj formlarinda
glnde 3 kez kullanilmahdir. Bitki hakkinda farmakolojik, fitokimyasal ve toksikolojik
verilerin tam olmamasi nedeniyle hamilelik ve laktasyon déneminde kullanimindan
kacinilmali ayrica yine veri eksikliginden dolayr ylksek dozda kullanimindan da

kacinilmalidir (Carol ve ark., 1996).
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ispanya’da yoresel olarak ‘Malrubio negro’ adiyla bilinen B. nigra bitkisinin dallari
pirelere karsi kullanilmaktadir. Ayrica, bu tir kan emici boceklerin sokmasini
onlemek icin, yerel halk yataklarinin altinda bu bitkiyi yakarak elde ettikleri dumanla
evlerini dezenfekte etmektedir. Portekiz’in kuzeyinde ise insanlar bu bitkiyi tavsan
ve tavuk kimeslerinin etrafinda yakarak parazitleri uzaklastirmak amaciyla
kullanmaktadir. Akdeniz gevresindeki tlkelerde B. nigra’nin geleneksel olarak birkag
bitki ile karistirilarak atlardaki egzama ve bogaz agrisina karsi kullanildig

belirlenmistir (Mulas, 2006; Gonzalez ve ark., 2011; Taal ve Taal-Vlas, 2011).

Urdiin’de yetisen B. philistaea ve B. undulata’nin antioksidan, diiretik ve
hemostatik amach tibbi kullanimi bulunmaktadir. B. undulata Bedeviler tarafindan
yaralarda, akrep ve ari sokmalarinda ilag olarak kullanilmistir. B. limbata ise
Pakistan’da yoresel olarak ‘Bui’ ya da ‘Phutkand’ ismiyle anilir ve geleneksel olarak
¢ocuklarda diseti tedavisinde, g6z enfeksiyonlarinda ve vyara tedavisinde
kullanilmaktadir (Chopra ve ark., 1956; Sathiyamoorthy ve ark., 1997; Khalil ve ark.,
2009).

Glney Afrika’da ‘kattekrui’ olarak anilan bir tibbi bitki olan B. africana’nin yapraklari
eskiden kolitlere ve yilan sokmalarina karsi, oral olarak inflizyon seklinde ates,
kizamik, astim, bronsit, ses kisikhig, kalp ve akciger rahatsizliklari, histeri,
uykusuzluk, stres, tifo ve bas agrisina karsi, toprak Ustl kisimlari topikal olarak
agrilara, hemoroide ve cilt hastaliklarina (6zellikle kafa derisindeki yaralara) karsi,
ayak banyosu seklinde de artrite karsi sik¢ca kullanilmistir. Bir cay kasigi bitkinin bir
bardak suda hazirlanan ¢ayl mide rahatsizliklari ve karaciger problemlerine, kaynar
su ve sekerle yapilan surubu soguk alginhg, nezle, grip ve Ooksiriige karsi
onerilmektedir (Davies-Coleman ve Rivett, 1993; Scott ve ark., 2004; Frum ve

Viljoen, 2006; Thring ve Weitz, 2006; Van Wyk ve ark., 2010).

Endemik bir tlir olan B. inaequidens’in solunum rahatsizliklarinda yararh oldugu

soylenmektedir. B. saxatilis yapraklarindan hazirlanan inflizyonlarin anti dlser,
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antispazmodik ve sedatif aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir, yaprak ve dal
uglari karin agrisi, astim, grip, uykusuzluk ve hemoroit icin kullaniimaktadir.
B. acetabulosa toprak Uustl kisimlarinin ise haricen yara ve yanik, dahilen
enflamasyon tedavisinde ve 6ksirigin bastiriimasi ile gastrointestinal bozukluklara
karsi kullanildig bildirilmistir. Bitki Balikesir ¢evresinde, inflizyon halinde hemoroit
tedavisinde kullaniimaktadir (Ahmad ve ark., 2004b; Sever Yilmaz ve ark., 2006;
Dumlu ve Bulut, 2007; Dulger ve Dilger, 2012).
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

izmir’in Yenifoga beldesi yol kenari, 10 m yiikseklikten 21 Haziran 2012 tarihinde
tarafimizdan toplanan ve Dog. Dr. Betiil Sever Yilmaz tarafindan teshis edilen Ballota
acetabulosa bitkisi ¢alisma materyali olarak kullaniimistir. Morfolojik ve anatomik
incelemeler igin ayrilan gdvde ve yaprak ornekleri 70 derecelik etanol igine alinarak
saklanmistir. Bitki uygun sekilde preslenip kurutulup, derin dondurucuda yeterli stre
bekletildikten sonra herbaryum érnegi haline getirilmistir. Ornekler Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiltesi Herbaryumu’nda muhafaza edilmektedir (AEF
26267). Bitki uygun kosullarda kurutulduktan sonra; tim toprak Ustli kismi
degirmende toz edilmistir. Bitkinin toprak Gsti kismi farmakope analizlerinde ve
ucucu yagin elde edilmesinde; toprak Ustlinden elde edilen ekstre ise izolasyon

¢alismalarinda kullaniimigtir.

2.2, Yontem ve Fitokimyasal Calismalar

2.2.1. Farmakope Analizleri

Avrupa Farmakopesi 7.2’de verilen ‘Black Horehound’ (Ballotae nigrae herba)

monografi esas alinarak yapilmistir.

2.2.1.1. Makroskobik Analiz

Bitki toplanirken arazideki genel goériinlsi ve habitatin fotograflari Panasonic DMC-

ZX1 marka dijital fotograf makinesi ile ¢ekilmistir. Preslenip kurutulmus ornekler
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Uzerinde vyapilan incelemelerle bitkinin morfolojik 6zellikleri aydinlatilmaya

cahsilmistir.

2.2.1.2. Mikroskobik Analiz

Anatomik calismalar igin 70 derecelik etanol iginde saklanan govde ve yaprak
orneklerinden enine kesit alinmistir. Toz drogun mikroskobik incelemesi igin toplu
igne ucu ile alinan numune bir damla reaktif damlatilan lam {izerine yayildiktan
sonra Uzerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde lamel kapatilip, hafifge isitilmistir.
Hem toz drog hem de enine kesitler igin Sartur ve kloralhidrat reaktifleriyle preparat
hazirlanmistir. Sematik incelemeler 10x4, 10x10; anatomik incelemeler ise 10x40

oraninda buyuatulerek yapilmistir.

Orneklerin mikroskobik incelemeleri icin Leica DM 4000 B marka 151tk mikroskobu
kullanilmistir. Mikroskoptaki goriintiiler Leica DFC 280 dijital fotograf makinesi ile

cekilmistir.

2.2.1.3. Kurutmada Kayip Tayini

Kurutma sirasinda meydana gelen kayiplar ylzde a/a olarak ifade edilen kitlesel
kayiplardir. 1.000 g toz drog sabit tartima getirilmis kapakli cam kaplara konulur.
Etiivde 105°C’de 2’ser saat araliklarla sabit agirliga gelinceye kadar kurutulur ve
tartilir. Drogda % 12’den fazla kurutmada kayip olmamalidir.

2.2.1.4. Toplam Kiil Tayini

Toplam kil tayini icin biri Avrupa, digeri Fransiz Farmakopesi'nde kayith olan iki

farkli yontem kullaniimistir.
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Avrupa Farmakopesi yontemine gore bir porselen kroze 30 dakika kor hale gelinceye
kadar kizdirilir. Desikatorde sogutulur ve darasi alinir. Toz edilmis bitkinin 1,00 grami
krozeye konulur. Bir saat 100-105°C’de kurutulur ve 600 °C’lik firina alinir. Sabit
tartima gelene kadar birer saat firinda yakilir. Her bir yakmadan sonra kroze
desikatérde sogumaya birakilir. islem boyunca herhangi bir zamanda alev
olusmamalidir. Eger yakma islemi uzarsa kil hala siyah partikiller igerir; sicak su
eklenir, kil birakmayan stzge¢ kagidindan stzulir ve artik ile stizgeg¢ kagidi yakihr.

Kil ile filtrat birlestirilir, dikkatlice kuruluga kadar ugurulur ve sabit kitle yakilir.

Fransiz Farmakopesi yontemine gore ise porselen kroze 30 dakika kor hale gelinceye
kadar kizdirilir. Desikatorde sogutulur ve darasi alinir. Toz edilmis bitkinin 1,00 grami
krozeye konulur. Kroze liggen porselen (izerine hafif yan yatik sekilde konulur ve
once hafif bek alevinde kdmiirlesme tamamlanip numune siyah hale gelene kadar
yakilir, sonra da kuvvetli bek alevinde beyaz kiil haline gelinceye kadar yakilir. Daha
sonra kroze firinda sabit tartima gelene kadar birer saat yakilir. Her bir yakmadan

sonra kroze desikatdrde sogumaya birakilir. Toplam kil % 13’ten fazla olmamahdir.

2.2.1.5. Toplam o-Dihidroksisinnamik Asit Miktar Tayini

Toplam o-dihidroksi sinnamik asit miktar tayininde bir stok ¢ozelti, bir test ¢ozeltisi
ve bir de kompansasyon sivisi kullaniimistir. Bu ¢ozeltilerin hazirlanisi asagida

verilmistir:

Stok ¢ozelti: 1,000 g toz drog balona alinir. Uzerine 90 ml etanol (% 50 h/h) R
eklenir. Geri ceviren sogutucu altinda 30 dk isitiir. Sogumaya birakilir, stiziliir ve
stzintl 100 mililitrelik balon jojeye alinir. Balon ve sizgeg¢ kagidi 10 ml etanol
(% 50 h/h) R ile yikanir ve stiziintiye eklenir. Stiziintl balon jojede etanol (% 50 h/h)

R ile 100 mililitreye tamamlanir.
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Test ¢ozeltisi: 10 mililitrelik bir balon jojeye; 1 ml stok ¢6zelti, 2 ml 0,5 M hidroklorik
asit, 2 ml 100 g/l sodyum nitrit R ve 100 g/l sodyum molibdat R iceren ¢ozelti ve
2 ml dilie sodyum hidroksit ¢ozeltisi art arda konulur. Her eklemeden sonra

¢alkalanir ve su ile 10 mililitreye tamamlanir.

Kompansasyon sivisi: 10 ml. lik bir balon jojeye; 1 ml stok ¢ozelti, 2 ml 0,5 M
hidroklorik asit ve 2 ml dilie sodyum hidroksit ¢ozeltisi konulur ve su ile 10

mililitreye tamamlanir.

Test ¢Ozeltisinin absorbansi 525 nanometrede kompansasyon sivisi ile kiyaslanarak
ivedilikle o6l¢tlir. Toplam orto-dihidroksisinnamik asit tlirevlerinin ylzde miktari,

akteozit lizerinden asagidaki denkleme gore hesaplanir:

Ax1000
185 xm

Akteozitin spesifik absorbansi 185 olarak alinir.
A =525 nanometredeki absorbans

m = incelenen numunenin gram olarak agirligi

Kurutulmus drogun akteozit (C,9H3¢015; M, 625) lizerinden hesaplanan toplam orto-

dihidroksisinnamik asit tiirevi igerigi % 1,5'tan az olmamalidir.

2.2.2. Ekstraksiyon ve izolasyon Calismalari

Tez projesi kapsaminda; bitkinin icerdigi bazi bilesiklerin izolasyon calismalari

yaptimistir.
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2.2.2.1. Ballota acetabulosa Ekstresinin Hazirlanmasi

Rodriguez ve arkadaslarinin (1979) kullandig1 ekstraksiyon yontemi uygulanmistir.
Ballota acetabulosa’nin toprak Ustlu kisimlari uygun sartlar altinda kurutulup toz
edildikten sonra, 375 gram tartilip 7 litre aseton ile 3 giin siireyle oda sicakliginda
hareketli maserasyona birakildi. Maserasyon siresi tamamlandiktan sonra ekstre,
pilili stizge¢ kagidindan siizildi. Elde edilen ekstre rotavaporda disiik basing altinda
50 °C’yi gecmeyen sicaklikta porsiyonlar halinde yogunlastirilarak ¢éziiciisiinden
kurtarildi. Aseton distillendi, geriye kalan yogun ekstre 250 ml etil asetat ile
sispande edildi ve etil asetatli ekstre ayirma hunisinde su ile yikandi, alttaki sulu faz
atildi. Ust fazdaki etil asetat rotavaporda yogunlastirildi ve tartildi (5,36 g). Bu

sekilde bitki ekstresi hazirlanmis oldu.

2.2.2.2. Kolon Kromatografisi

Etil asetath ekstre kolon kromatografisine uygulandi. Bu amagla 100 g silikajel
(0,063—0,200 mm, 70-230 mesh ASTM, Merck) adsorban olarak kullanildi. 5,36 g
ekstre once bir miktar etil asetat icinde ¢6zildi sonra 5,36 g silikajel ile slury
yontemi kullanilarak tritlirasyon islemi uygulandi. Silikajel petrol eteriyle siispande
edilerek yas halde kolona dolduruldu, Uzerine silikajele emdirilmis ekstre ilave

edildi. Asagida belirtilen solvan sistemleri ile sirasiyla ellisyon gerceklestirildi:

Sistem No Solvan sistemi

1 Petrol eteri (100)

2 Petrol eteri : Etil asetat (98:2)
3 Petrol eteri : Etil asetat (95:5)
4 Petrol eteri : Etil asetat (90:10)
5 Petrol eteri : Etil asetat (85:15)
6 Petrol eteri : Etil asetat (80:20)
7 Metanol (100) (yikamak icin)
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iki saniyede bir damla akacak sekilde 100’er ml halinde toplanan fraksiyonlar
30°C’de alcak basing altinda 2 mililitreye kadar yogunlastirilip iTK ile kontrol edildi,
revelator olarak Vanilin-H,SO, reaktifinden vyararlanildi. Benzer fraksiyonlar
birlestirildi ve numaralandirildi. Toplanan fraksiyonlardan bazilar Gizerinde izolasyon

ve saflastirma islemi uygulandi.

2.2.2.3. Saflastirma Kolonu Uygulamasi

Fraksiyonlarin  saflastirilmasi  amaciyla  adsorban  olarak yine silikajel
(0,063—0,200 mm, 70-230 mesh ASTM, Merck) kullanilarak kigik bir kolonda
kromatografi uygulandi. Silikajel, petrol eteri:etil asetat (80:20) ¢6zlici sistemi ile
siispande edilerek kolona dolduruldu, izerine saflastirilacak olan fraksiyon yine bu
¢ozicude ¢ozilerek ilave edildi. Petrol eteri:etil asetat (80:20) ¢dzlicu sistemi ile
izokratik ellisyon gergeklestirildi. Eltisyon sonucu alinan fraksiyonlarin iTK'lari

incelenerek saflik bakimindan benzer olanlar birlestirildi ve yogunlastirildi.

2.2.2.4. izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini Calismalari

Kolon kromatografisi yardimiyla izole edilen bilesikler, kristallendirme ve
kromatografik yontemlerle saflastirildi ve bilesigin yapisi ¢esitli spektroskopik

yontemlerle (*H-NMR, *C-NMR, GK-KS, HSQC ve DEPT) tayin edildi.

Gaz Kromatografisi-Kiitle spektroskopisi: Bilesiklerin kiitle spektrumlari; 7890A gaz
kromatografi (Agilent, Santa Clara, CA, USA) ile kombine edilmis dik hizlanma ucus
zamanli kitle spektrometresi GCT Premier (Waters) kullanilarak kaydedilmistir.
Ornekler 10:1 split oraninda 220 °C’de enjekte edilmistir. Kromatografik ayrimda
J&W DB-5MS kapiler kolon (30 m x 0,25 mm, film kalinhgi 0,25 pm) kullaniimistir. GK
sisteminde taslyici gaz olarak helyum ile surekli akis modu (1 ml/dk) calistiriimistir.
Sicaklik programi soyledir: 60°C (0 dk), sonra 37°C/dk artisla 150 °C’ye, daha sonra

38°C/dk artisla 380°C’ye (9 dk). Kimyasal iyonizasyon (Cl) spektrumu pozitif iyon
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modunda, reaktif gaz olarak metan kullanilarak kaydedilmistir. iyon kaynagi sicakhg
140 °C'dir.

'H-NMR ve DEPT spektrumlari: Bruker Avance 600 MHz cihazi kullanilarak
kaydedilmistir.

BC.NMR ve HSQC spektrumlari: Mercury 400 MHz cihazi  kullanilarak

kaydedilmistir.

2.2.3. Ballota acetabulosa Ugucu Yaginin Elde Edilmesi

Ballota acetabulosa’nin ucucu yagi, 100 g kurutulup toz edilmis toprak Usti
kisimlarindan Avrupa Farmakopesi’ne uygun Clevenger Cihazi kullanilarak 1 litre su
ile 3 saatlik hidrodistilasyon islemi sonucunda elde edilmistir. B. acetabulosa toprak
Ustd kisimlarindan 0,3 ml ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yagi cihazdan almak igin
siklohekzan (100 pl) kullanilmis ve ugucu yag analiz edilene kadar -20°C’de

saklanmistir.

2.2.3.1. Analiz Yontemi

B. acetabulosa toprak Usti kisimlarindan elde edilen ugucu yag igin kullanilan GK ve

GK-KS yontemi, ugucu yaglar icin kullanilan standart bir yontemdir.

2.2.3.2. Gaz Kromatografisi Kosullari

Cihaz: Agilent 6890N Network GC system

Kolon: Agilent 19091N-136 (HP Innowax Capillary; 60,0 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Taslyicl Gaz: Helyum

Akis hizi: 1 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi: 1 pl
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Split orani: 60:1
Enjektdr Sicakligi: 250°C

FID Sicaklig: 250°C

Cizelge 2.1. GK Sicaklik Programi

Sicaklik°C Artis Orani Tutulma Zamani (dk.) Total Zaman (dk.)
60 10 10
220 4 10 60
240 1 80

2.2.3.3. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi Kosullari

Cihaz: Agilent 6890N Network GC system combined with Agilent 5973 Network
Mass Selective Detector (GC-MS)

Kolon: Agilent 19091N-136 (HP Innowax Capillary; 60,0 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Taslyicl Gaz: Helyum

Akis hizi: 1,2 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi: 1 pl

Split orani: 60:1

Enjektor Sicakligi: 250°C

Kitle Tarama Araligi (m/z): 35-450 Atomik Kiitle Unitesi (AMU)

lyonlastirma: Electron Impact lonization (El) (70 eV)

Cizelge 2.2. GK-KS Sicaklik Programi

Sicaklik°C Artis Orani Tutulma Zamani (dk.) Total Zaman (dk.)
60 - 10 10
220 4 10 60

240 1 - 80
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Ballota acetabulosa ugucu yaginin bilesenlerinin teshisi kiitle spektrumlarinin Wiley
ve Nist GK-KS Kitliphaneleriyle karsilastirilmasi ve retansiyon indislerinin
n-alkan’lara bagli olarak ilgili literatlirden saglanan verilerle karsilastiriimasi yoluyla
yapilmistir. Ugucu yag bilesenlerinin ylzde miktarlari normalizasyon metodu

kullanilarak GK pik alanlarindan hesaplanmistir.

Retansiyon indisinin Hesaplanmasi:

log V" — log V"

= 100
log Vx*+1 — log V¥ + X

I = Rl hesaplanacak maddenin retansiyon hacmi

V,¥*1 = Rl hesaplanacak maddeden sonra gelen hidrokarbonun retansiyon hacmi
;¥ = Rl hesaplanacak maddeden 6nce gelen hidrokarbonun retansiyon hacmi

x = Rl hesaplanacak maddeden 6nce gelen hidrokarbonun karbon sayisi

x + 1 =Rl hesaplanacak maddeden sonra gelen hidrokarbonun karbon sayisi

2.2.4. Ballota acetabulosa Ugucu Yaginin Antioksidan Aktivite Tayini

2.2.4.1. MDA Tayini

Ballota acetabulosa ugucu yaginin antioksidan aktivitesi, lipit peroksidasyonunun
son {rlinG olan malondialdehitin (MDA) olcilmesiyle belirlenmistir. Bu amacla Puhl
ve ark. (1994) ve Zhang ve ark. (1994)'in yontemleri modifiye edilerek uygulanmistir.
Bu metot, lipit peroksidasyonu yikim Urinlerinden olan MDA'nin tiyobarbitiirikasit
(TBA) ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532 nm dalga

boyunda verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak 6l¢ctilmesi prensibine dayanir.
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50 ul kér/standart/ornek tizerine 50 pl % 0,13 (a/h) CuSO,4 ¢ozeltisi eklendi. 37°C'de
3 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 25 ul, % 1 (a/h) EDTA ¢ozeltisi eklendi ve
4°C’de 10 dk. bekletildi. Kapakh tlplere alinan 6rnekler tzerine 1 ml % 1 (a/h) TCA
cozeltisi ve 1 ml % 0,67 (a/h) TBA ¢ozeltisi eklendi. Tipler 100°C’lik su banyosunda
20 dk. bekletildi ve cesme suyu altinda sogutularak oda isisina getirildi. Uzerine
2,5 ml n-butanol ilave edildi ve her tip 1 dk vortekslendi. Daha sonra 20°C’de,
10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Ust fazlar alinarak, UV spektrofotometresinde
532 nm’de absorbans degerleri kaydedildi. Kor tlipe sadece n-butanol eklendi.
Standart olarak kullanilan 1,1,3,3-tetraetoksipropan’in farkh diltisyonlari (0,01 ; 0,1 ;
1; 5; 10 nmol/ml) ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden hareketle drneklere ait lipit

peroksit dlizeyleri tayin edildi. % 0,5 aseton (h/h) kontrol olarak kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Farmakope Analizleri

3.1.1. Makroskobik Analiz

Bitki 6rneklerinin kurutulmus, gigekli toprak tsti kisimlarindan hareketle yapilmistir.

Avrupa Farmakopesi’ndeki monografina gore Ballota nigra bitkisinin gévdesi dort
koseli, uzunlamasina cizgili, koyu yesil renkli ve yogun sekilde tlylerle kaphdir.
Yapraklari grimsi yesil renkli, petiolat, 2-4 cm genisliginde, laminasi ovat-orbikular,
tabani kuneat ya da kordat, kenari dizensiz krenat dislidir. Her iki ylzeyi bol
miktarda beyaz renkli tiylerle kapl; damarlanmasi pennattir. Cicekleri kisa sapli ya
da sapsiz; kaliks tip seklinde, yogun tlyli ve 5 dislidir. Korollasi mor renkli bir

taptdr.

Ballota acetabulosa bitkisinin govdesi yine dort koseli, uzunlamasina cizgili, grimsi
acik yesil renkli ve yogun sekilde yildiz tiiylerle kaphidir. Yapraklari grimsi yesil renkli,
2-4 cm genigliginde, laminasi basit, ovat-kordat, tepesi obtus, tabani kordat, kenari
krenat dislidir. Her iki ylizeyi bol miktarda beyaz renkli yildiz tlylerle kapl;
damarlanmasi pennat-retikulattir. Yaprak sapi kisa (5-15 mm) ve kalindir. Cicekleri
kisa sapli; kaliks tlip seklinde, 6-8 mm uzunlugunda, yogun yildizimsi-yinsi tiyll ve
10 dislidir. Kaliks tliplu tepede birden genisleyip 10-20 mm boyunda zarimsi bir
dudak olusturur. Agsi loblu olan bu dudaklar yuvarlak ve tepesi mukronattir. Kaliks
disleri bu sekilde 5 blylk lobdan olusurken disler arasinda kiiclik, mukronat loblar
bulunmaktadir. Korolla bilabiat, 15-18 mm uzunlugunda, beyaz renklidir ve
Uzerinde mor lekeler bulunmaktadir. Kaliks icinde bulunan nuks seklindeki meyve

razgarla dagilir (Sekil 3.1).
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iki bitki arasinda goézlenen belli bash morfolojik farklar su sekilde siralanabilir:
B. nigra’nin govdesi koyu yesil ya da kirmizimsi kahverengi iken, B. acetabulosa’nin
govdesi grimsi acik yesil renklidir. B. nigra’nin lamina sekli ovat-orbikulardir,
B. acetabulosa’nin lamina sekli ise ovat-kordattir. B. nigra’nin yaprak damarlanmasi
pennat iken, B. acetabulosa’ninki pennat-retikulattir. B. nigra’nin korollasi mor
renklidir, B. acetabulosa’nin korollasi beyaz renkli ve mor lekelidir. B. nigra’nin

kaliksi 5 disli iken B. acetabulosa’nin kaliksi 10 dislidir.



LAY
Seldl 3.1, B. acetabulosa (L.) Benth,
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3.1.2. Mikroskobik Analiz

Toz Drog incelemesi

Toprak Ustl kisimlar toz edilip mikroskop altinda incelendiginde odun borularinin
halkali, merdivenli, helezonlu ve noktal gegitler tasidigi gorulir. Cok sayida bulunan
ortu tayleri genellikle 4 ya da daha fazla hiicreli iken, epiderma Uzerinde bulunan
salg tUyleri ise: sapi tek, basi tek hiicreli; sapi iki, basi iki hiicreli; sapi Ug, basi tek
hiicreli ve Labiatae tipi (sap! tek, basi 8 hiicreli) salgi tlyleri olarak siniflandirilir.

Polen taneleri hemen hemen kiiresel, 3 porlu ve duvarlari dizdir (Sekil 3.2).

Yaprak degirmende toz edildiginde elde edilen numunenin: kendine 6zgii bir
kokuda, acik yesil-gimusi renkte, ylnsi ve kendine 6zgil lezzette oldugu tespit
edilmistir. Numune kloralhidrat ve Sartur reaktifleri yardimiyla incelendiginde Ust ve
alt epiderma hiicrelerinin birbirine benzedigi, kenarlari dalgali ve ince ceperli
hiicreler olduklari gézlenmistir. Ortii tiyleri oldukca fazla miktardadir, karakteristik
yildiz seklinde dizilmis, tlylerin kesisme yerlerinde sismis ve kalinlasmis, cok hiicreli
veya basit 1-3 hiicrelidir. Labiatae tipi salgi tiyiine bol rastlanir. Ozellikle basi ¢ok,
sap! tek hiicreli olanlarin yaninda, sapi ve basi tek hiicreli; sapi tek, basi 2 hiicreli;
sap! 2, basi tek hiicreli olanlar da bol miktardadir. Stomalar, yogun orti tiylerinden
dolayi zor gorilmekte olup, stoma kilit hicreleri karakteristik bobrek sekillidir,

komsu hiicrelerin sayisi 2’'dir ve kenarlari dalgalidir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.2. Govde, toz drog incelemesi a) sapi ¢cok basi tek hicreli salgi tiyd b) sapi iki basi iki hicreli
salgl tlyl c) sapi tek basi tek hiicreli salg tlyl d) Labiatae tipi salgl tliyi (yandan goriinds)
e) cok hiicreli 6rt tlyl epiderma Uzerinde f) cok hiicreli 6rti tlyl serbest halde g) trake ve trakeitler
h) polen taneleri.



81

Sekil 3.3. Yaprak, toz drog incelemesi a) lst epiderma ve palizat parenkimasi b) stoma+komsu
hiicreler c) Labiatae tipi salgl tiyl (yandan gorinis) d) sapi tek basi iki hicreli salgi tlya
e) sapli, basi ¢cok hicreli salgl tlyu f) Labiatae tipi salg tlyU (Ustten gorinis) g) sapi tek, basi tek
hicreli salg tiya h) sapi iki, basi tek hucreli salg tiyl i) sapi ¢ok, basi tek hicreli salg tuyu
j) yildiz tay
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Enine Kesit incelemesi

Govde enine kesiti belirgin 4 koselidir, epiderma ¢ok sayida salgl tiyleri ve salgi
tlylerine oranla daha az sayida, dallanmig orta tiyleri ile kaplidir. En dista ince
kitikula tabakasi ve altinda tek sirali, dizgin, ince c¢eperli, dikdértgenimsi
hlcrelerden olusan epiderma tabakasi vardir. Kabuk boélgesi iki kisma ayrilmaktadir.
Epidermanin altinda koselerde 10-15 sirali parenkima hicreleri ile ceperleri
kalinlasmis kose kollenkimasi hicreleri bulunmaktadir. Kabuk parenkimasinin
altinda tim goévdeyi cepecgevre saran 2—3 sirali sklerenkima tabakasi bulunmaktadir.
Sklerenkima tabakasi ve iletim doku demetleri tim govdeyi sarmaktadir. Floem ince
2-3 sirali hiicrelerden olusurken; ksilem trake, trakeit ve ksilem parenkimasindan
olusan kalin bir bant halindedir. Kambiyum belirgin degildir. Oz bdlgesi genis, biiyiik
parenkima hicrelerinden olusmakta ve icerisinde cok sayida nisasta tanesi

bulunmaktadir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Govdeden enine kesit e) epiderma, kol) kollenkima, kp) kabuk parenkimasi,
sk) sklerenkima, f) floem, ks) ksilem, st) salgi tiiyt, 6t) 6rta taya.
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Sekil 3.4 Devam. Govdeden enine kesit

Gelismis bir yapragin orta kismindan gecmek (izere alinan enine kesitler
mikroskopta (4x10 blylitmede) incelendiginde, st ylizde derin bir girinti, alt ylzde
ise blyuk bir cikinti bulunur. Yapragin her iki yuzii hem uzunluk hem de siklik
bakimindan yogun tlyltdir; bu nedenle yesil oldugu halde giimusi renkte gorinir.
Yaprak bifasiyal olup ¢ok sayida ortli ve salgl tlyleri tasimaktadir. Kalin kitikula
tabakasi altinda tek sirali, ince ceperli, dikdortgen sekilli epiderma hicreleri
bulunmaktadir. Epidermadan yikselen 6rti tiyleri 1-5 hicreli, eklemli, bazen yildiz
tly bicimindedir. Salgi tiyleri ise: sapi tek, basi tek hiicreli; sapi iki, basi tek hiicreli;
sapl tek, basi iki hiicreli; sapi cok, basi iki hiicreli ve Labiatae tipi (sapi tek, basi ¢ok
hicreli) salgi tliyu olmak Gzere siniflandirilabilir. Stomalar yapragin hem tst hem alt
epidermasinda bulunmakla beraber, alt epidermada daha fazladir. Fakat salgi ve
ortd tuylerinin yogunlugundan dolayi net gérilememektedir. Kollenkima orta damar
bolgesinde (st epidermanin altinda 1-2 siral, alt epidermanin altinda ise ince
ceperli; 3—4 sirali hicreler halinde bulunmaktadir. Mezofil palizat ve slnger
parenkimasi hiicrelerinden olusmaktadir. Orta damar bdlgesinde iletim
demetlerinden floem ve ksilem yer almaktadir. Gerek palizat, gerekse siinger
parenkimasinda karakteristik elementlere (kalsiyum oksalat kristalleri gibi)

rastlanmamaktadir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Yapraktan enine kesit k) kutikula, e) epiderma, kol) kollenkima, sk) sklerenkima, f) floem,
ks) ksilem, st) salgi tuyu, 6t) o6rtu tuyu
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Sekil 3.5 Devam. Yapraktan enine kesit k) kutikula, e) epiderma, st) salgl tlyl, 6t) ortu tuyd,
p) palizat parenkimasi, s) siinger parenkimasi.
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3.1.3. Kurutmada Kayip Tayini

Eszamanh olarak yirutilen 3 6rnek ile gahsiimis, ortalamalari alinarak sonug

hesaplanmistir.

Drogun kurutmada kayip orani ortalama % 6,38 olarak bulunmustur.

3.1.4. Toplam Kiil Tayini

Avrupa ve Fransiz Farmakopesi yontemlerine gore ayri ayri 3’er 6rnek ile ¢alisiimis,

ortalamalari alinarak iki yontem igin ayri ayri sonuglar hesaplanmistir.

Avrupa Farmakopesi yontemine gore drogun kil miktari ortalama % 8,34
Fransiz Farmakopesi yontemine gore ise drogun kil miktari ortalama % 8,65 olarak

bulunmustur.

3.1.5. Toplam o-Dihidroksisinnamik Asit Miktar Tayini

Deney 6 ornek ile ylritilmis, ortalamalari alinarak sonug hesaplanmistir.

Drogun o-dihidroksisinnamik asit miktari ortalama % 1,79 olarak bulunmustur.

3.2.  Ekstraksiyon ve izolasyon Calismalari

Petrol eteri:etil asetat (95:5) ellisyonuyla toplanan 111-117 fraksiyonu ince tabaka
kromatografisine tatbik edildi, birden fazla madde oldugu icin ayirma ve saflastirma
islemi icin kicuk bir kolonda kromatografi uygulandi. Saflastirilacak olan 50 mg

madde elisyonda kullanilacak ¢6zlcil sisteminde ¢ozillerek yas usul ile doldurulan
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kolona uygulandi. Petrol eteri:etil asetat (80:20) ¢ozlict sistemi ile gerceklestirilen
izokratik eliisyon sonucu alinan 22-30. fraksiyonlar petrol eteri:etil asetat (80:20)
¢oziicli sisteminde iTK’ya uygulandiginda tek leke verdigi ve bu fraksiyonlar

yogunlastirilip oda sicakliginda bekletildiginde ise kristallendigi gorilmustr.

3.2.1. Ballota acetabulosa’dan izole Edilen Bilesikler

HO

8-sitosterol

HO

Stigmasterol

3.2.2. Yapi Tayini Bulgulari

izolasyon ¢alismalari sonucunda elde edilen kristaller, ayrilarak iTK ile incelenmis ve
safligl petrol eteri:etil asetat (80:20) solvan sistemi kullanilarak arastiriimistir. Tek

bir leke gozlenmesi saf bir bilesigin varhgini diisiindiirmistir, ancak yapilan GK-KS
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analizi sonucu gozlenen 2 pik (Sekil 3.10, 3.12, 3.13) elde edilen kristallerin, molekail
agirhgr 414 m/z ve 412 m/z olan farkh 2 bilesikten meydana geldigini ortaya
koymustur. 'H-NMR (Sekil 3.6) ve *C-NMR spektrumlarina bakildiginda & 3,52
ppm’de gobzlenen sinyalin elektron c¢ekici bir grubun varligini gosterdigi ve
3. konumda yer alan protona ait oldugu ve HSQC spektrumuna bakildiginda (Sekil
3.8) 6 3,52 ppm’deki sinyalin —OH grubu tasiyan & 71,8 ppm’deki (C—-3) karbon
atomuna ait oldugu anlasiimistir. *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.7) goézlenen
6 140,8 ve & 121,7 ppm’lerdeki sinyaller cifte bagin varligini distindirmekte,
'H-NMR spektrumunda & 5,35 ppm’de gdzlenen multipletin ise H-6 olefinik
protonunu isaret ettigi goriilmektedir. HSQC spektrumuna bakildiginda ise 6 5,35
ppm’deki multipletin BC-NMR spektrumunda gozlenen 6 121,72 sinyali ile etkilesimi
C—6‘ya bagli olefinik protona ait oldugunu dogrulamistir. *H-NMR spektrumunda
gozlenen & 5,15 ve 6 5,013 ppm’lerde gozlenen sinyallerin de olefinik protonlara ait
oldugu disitnilmis, HSQC spektrumu ile sirasiyla C-23 ve C—22 karbon atomlarina
bagl protonlar olduklari anlasiimistir. & 0,68 (3H), 6 1,01 (3H), 6 0,92 (3H, d), 6 0,84
(3H, d), 6 0,81 (3H, d) ve 6 0,85 (3H) ppm’lerde gozlenen sinyallerin ise metil
protonlarina ait oldugu 'H-NMR spektrumu yaninda HSQC spektrumu ve DEPT
spektrumu (Sekil 3.9) ile dogrulanmis, bagl bulunduklar karbon atomlarinin
sinyalleri belirlenmistir. Stigmasterol ve B-sitosterol yapilari birbirlerine ¢ok yakindir
ve BC-NMR ile 'H-NMR spektrumlari ¢ok benzerdir. Aralarindaki en 6nemli fark
stigmasteroliin C 22—-23 konumlari arasinda tasidigi 6 138,32 ve § 129,3 ppm’lerde
gozlenen cifte bagdir. KS analizi ve NMR verileri literatlir bulgulari (Kamboj ve
Saluja, 2011; Rajput ve Rajput, 2012) ile de karsilastirildiginda (Sekil 3.11-3.13) bu

karisimin stigmasterol ve 8-sitosterolden olustugu ortaya konmustur.
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Cizelge 3.1. 8-Sitosterol ve stigmasterol bilesiklerinin 'H-NMR ve C-NMR spektral degerleri

Konum [SSitosterol Stigmasterol
Bc.NMR 'H-NMR Bc.NMR 'H-NMR

1 37.23 1.86; 1.08 37.23 1.86; 1.08

2 31.64 1.84 (2H) 31.64 1.84 (2H)

3 71.80 3.52m 71.80 3.53m

4 42.28 2.30; 2.24 42.28 2.30; 2.23

5 140.73 - 140.73 -

6 121.72 5.35m 121.71 5.35m

7 31.90 1.97; 1.48 31.90 1.97; 1.48

8 31.87 1.52 31.87 1.52

9 50.10 0.94 51.12 0.94

10 36.49 - 36.49 -

11 21.06 1.53-1.47 21.05 1.53-1.47

12 39.75 1.99; 1.18 39.66 1.99; 1.18

13 42.30 - 42.30 -

14 56.74 1.12 56.84 1.02

15 24.29 1.57; 1.06 24.35 1.57; 1.06

16 28.24 1.85; 1.27 28.92 1.71; 1.27

17 56.00 1.15 56.02 1.16

18 11.85 0.68s 12.03 0.70's

19 19.39 1.01s 19.39 1.01s

20 36.13 1.36 40.50 2.04

21 18.76 0.92d 21.20 1.02 d

22 33.92 1.32; 1.02 138.32 5.15dd, J=15.2, 8.7

23 26.02 1.17 (2H) 129.24 5.02 dd, J=15.2, 8.8

24 45.80 0.93 51.22 1.53

25 29.11 1.69 31.87 1.52

26 19.81 0.84d 21.09 0.85d

27 19.01 0.81d 18.96 0.80d

28 23.04 1.28;1.24 25.40 1.42;1.17

29 11.97 0.85t 12.25 0.805 t
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3.3. Ugucu Yag Analizine Ait Bulgular

Cizelge 3.2. Ballota acetabulosa ugucu yaginin bilesimi

Bilesik RIP % Alan
1 Okaliptol 1206 0,11
2 p-Simen 1271 0,12
3 Nonanal 1391 2,05
4 1-Okten-3-ol 1446 1,55
5 6-Elemen 1595 0,11
6 Karyofillen 1607 4,84
7 Aromadendren 1616 0,32
8 Alloaromadendren 1657 0,32
9 y-Gurjunen 1666 0,12
10 o-Humulen 1682 0,36
11 a-Amorfen 1699 0,20
12 Leden 1707 0,14
13 Germakren-D 1722 0,85
14 Epi-bisikloseskifellandren 1728 0,11
15 a-Murolen 1734 0,52
16 a-Selinen 1738 0,60
17 Bisiklogermakren 1748 1,68
18 Naftalen 1760 2,37
19 6-Kadinen 1768 0,96
20 Trans-8-damasenon 1833 0,20
21 Geranil aseton 1861 0,34
22 Nonadekan 1900 0,27
23 Karyofillen oksit 2008 8,30
24 Carotol 2036 1,65
25 Nerolidol 2042 0,54
26 6,10,14-Trimetil-2-pentadekanon 2132 4,58
27 Spatulenol 2143 25,03
28 Dokosan 2205 0,27
29 Palmitik asit metil ester 2220 0,37
30 Karvakrol 2224 0,61
31 izospatulenol 2241 1,43
32 Di-tersiyer bitil fenol 2313 0,54
33 Manoil oksit 2371 1,07
34 Epi-manoil oksit 2389 0,32
35 Metil linoleat 2484 0,41
36 Neofitadien 2625 3,39
37 Heptakozan 2693 1,71
38 Palmitik asit 2908 5,58
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Cizelge 3.2 Devam. Ballota acetabulosa ugucu yaginin bilegimi

Oksijen iceren monoterpenler 0,72
Seskiterpen hidrokarbonlar 11,13
Oksijen iceren seskiterpenler 36,95
Monoterpen hidrokarbonlar 0,12
Aromatik hidrokarbonlar 4,50
Hidrokarbonlar 20,52

Toplam tanimlanan ugucu yag % 73,94

? Retansiyon indisi

3.4. Antioksidan Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Ballota acetabulosa toprak Ustl kisimlarindan elde edilen ugucu yagin MDA yéntemi

ile belirlenen antioksidan aktivite bulgulari asagida verilmistir.

12000 -

10000 -

8000 +

6000 -

4000

532 nm.de Glciilen absorbans

2000
r?=0,996

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 3.14. Lipit peroksit kalibrasyon egrisi

Bitkinin ucucu yagi ile elde edilen sonuglara gére MDA diizeyi 0,051 nmol olarak
bulunmustur. Ayni deger kontrol grubu i¢in 0,010 nanomoldiir. Sonucta ucucu yagin

MDA diizeyinin kontrol grubununkinden daha yiksek oldugu belirlenmistir.
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4. TARTISMA

Lamiaceae familyasinda bulunan Ballota cinsi Akdeniz c¢evresindeki Ulkeler basta
olmak Uzere; Avrupa, Bati Asya, Afrika ve Giliney Anadolu’da genis vyayils
gostermektedir. Ballota tirleri, halk ilaci olarak geleneksel tipta ve g¢esitli
farmakolojik etkileri nedeniyle modern tipta yillardir yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ballota tirleri halk arasinda antienflamatuvar, anksiyolitik, antimikrobiyal,
antitussif, ekspektoran ve hepatoprotektif 6zelliklerinden dolayi; bogmaca, dispepsi,
bulanti, kusma, sinir rahatsizliklarinin tedavisinde ve balgam soktiiriici olarak
kullanilmaktadir. Bu tirln bitkileri ve bitkilerinden hazirlanan ekstreler sedatif ve
trankilizan amagh kullanilan preparatlarin bilesimine girmektedir. Ballota tirleri
antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuvar ve anksiyolitik etkileri nedeniyle
arastirmacilarin ilgisini cekmekte ve bu tirler lizerinde yapilan calismalar gin
gectikce artmaktadir. Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 12 Ballota tiriinden biri olan
Ballota acetabulosa lzerinde llkemizde yayinlanmis, antioksidan, antimikrobiyal ve
sitotoksik aktivite konularinda birkag c¢alisma olmasinin yani sira; bu bitkinin

morfolojik 6zellikleri hakkindaki yurtici ve yurtdisi yayin sayisi da oldukga sinirhidir.

Bu tez calismasinda Davis’in Grid sistemi B; karesi icinde bulunan izmir : Yenifoca 10
metreden toplanan B. acetabulosa lGzerinde farmakognozik arastirmalar yapilmistir.
Bu kapsamda bitkinin toprak Ustl kisimlari, Gilkemizde ve diinyada kabul edilen
basvuru kaynagl olan Avrupa Farmakopesi'nin Ballota nigra icin belirledigi kalite
ozelliklerine uygunlugu bakimindan arastirilmis, fitokimyasal izolasyon calismalari
ylritilmus, bitkinin ugucu yag bilesimi aydinlatiimis ve ugucu yagin antioksidan
aktivitesi tayin edilmistir. ince Tabaka Kromatografisi disinda, farmakope analizinde
belirtilen testlerin timi gerceklestirilmistir. Bu testte kullanilacak standart
maddelerin elimizde bulunmamasi nedeniyle deney gerceklestirilememistir. Ayrica
farmakopede yer almadigl halde bitkinin govde ve yapraklarindan alinan kesitler
mikroskopta 10x40 blyldtme altinda incelenerek anatomik yapisi gosterilmis ve

ozellikleri belirtilmistir.
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Farmakope analizine gére makroskobik inceleme sonucunda bitkinin godvdesinin
dort koseli, uzunlamasina cizgili, grimsi acik yesil renkli ve yogun sekilde dallanmis
tuylerle kapli oldugu gorilmustir. Yapraklari grimsi yesil renkli, 2—4 cm genigliginde,
laminasi ovat-kordat, tabani kordat, kenari krenattir. Her iki ylizeyi bol miktarda
beyaz renkli tliylerle kapli; damarlanmasi pennat-retikulattir. Cicekleri kisa sapli;
kaliks tlip seklinde, yogun tlyli ve 10 dislidir. Kaliks disleri 5 biyiik lobdan olusurken
disler arasinda klglk, mukronat loblar bulunmaktadir. Korolla, beyaz renklidir ve
Uzerinde mor lekeler bulunmaktadir. Bu goriinis 6zellikleriyle literatiirde belirtilen
tanimlara uygunluk gostermistir. Tez konumuzu teskil eden B. acetabulosa’nin,
cesitli farmakopelere kayitli tek Ballota tiirl olan B. nigra ile aralarindaki belli basli

morfolojik farklar sunlardir:

Cizelge 4.1. Ballota acetabulosa’nin Ballota nigra’ya gore morfolojik farklar

Ballota acetabulosa Ballota nigra
Govdesi grimsi acgik yesil renkli Govdesi koyu yesil ya da kirmizimsi kahverengi
Laminasi ovat-kordat Laminasi ovat-orbikular
Yaprak damarlanmasi pennat- Yaprak damarlanmasi pennat
Korolla, beyaz renkli ve mor lekeli Korolla mor renkli
Kaliks 10 dislidir Kaliks 5 dislidir

Toz edilmis herba acik yesil-giimisi renkte, ylinsii, heterojen ve birbirine tutunmus
partikiller halindedir. Kloralhidrat ¢o6zeltisi kullanilarak mikroskop altinda
incelendiginde ¢ok sayida, genellikle 4 ya da daha fazla hicreli, kesisme yerlerinde
sismis ve kalinlasmis, yildiz seklinde dizilmis veya tek hicreli orti tiyleri tasidigi
gorilmustir. Epiderma Uzerinde bulunan salgl tiylerinden ise: 6zellikle sapi tek,
basi cok hiicreli olanlarin yaninda, sapi ve basi tek hicreli olanlar ve Lamiaceae tipi
(sapi tek, basi 8 hiicreli) salgi tiyleri bol miktardadir. Yaprak Ust epidermasinda
palizat parenkimasi ve kenarlari dalgali hicreler gorilir.  Alt epidermada bol
miktarda stoma bulunur, stoma komsu hicrelerinin sayisi 2’dir ve kenarlari
dalgalidir. Polen taneleri hemen hemen kiiresel, 3 porlu ve duvarlar dizddr.
Govdede kollenkima hiicreleri ile halkali ya da helezonlu gecitler tasiyan odun

borulari bulunur.
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Farmakope analizinde yer almayan, enine kesitlerin anatomik incelemesi sonucu
govdenin en disinda bir kitikula tabakasi ve altinda tek sirali hiicrelerden olusan
epiderma tabakasi gézlenmistir. Epidermanin altinda kdselerde geperleri kalinlagmis
kose kollenkimasi hicreleri bulunmaktadir. Kabuk parenkimasinin altinda 2-3 sirali
sklerenkima tabakasi bulunmaktadir. Floem ince ¢eperli hiicrelerden olusurken,
ksilem kalin bir bant halindedir. Kambiyum belirgin degildir. Oz bélgesi genistir ve
icinde ¢ok sayida nisasta tanesi bulunmaktadir. Yaprak ise bifasiyal olup ¢cok sayida

ortl ve salgi tlyleri tasimaktadir.

Numunenin kurutmada kaybi % 6,38 olarak bulunmustur. Avrupa Farmakopesi’'nde
en fazla % 12 olarak belirtilen degerden ¢ok daha disik g¢ikarak uygunluk

gostermigtir.

Numunenin toplam kil miktari Avrupa Farmakopesi yontemine gore % 8,34; Fransiz
Farmakopesi yontemine gore ise % 8,65 olarak saptanmistir ve farmakopeye gore
kil miktart % 13’ten fazla olmamalidir. Her iki yonteme gore de numunelerin kil

miktari bu degerin altinda oldugu icin farmakopeye uygundur.

Bitkinin, Avrupa Farmakopesi’'ndeki monografta belirtilen spesifikasyonlardan biri
olarak toplam o-dihidroksisinnamik asit miktari tayin edilmistir. Yaklasik 1,0 g
drogda % 1,79 oraninda o-dihidroksisinnamik asit bulunmustur. Bu miktar, Avrupa
Farmakopesi'nde belirtilen asgari deger olan % 1,5‘e uygundur. Yani bitki fenolik

bilesiklerce zengindir ve bu 6zelliginden dolayi da potansiyel olarak etkili bir bitkidir.

Yapilan fitokimyasal calismalarda bitkinin toprak Gstd kisminin asetonlu ekstresi
Rodriguez ve arkadaslarinin (1979) kullanildigi yénteme goére hazirlanmis, ekstreye
tekrarlayan kolon kromatografilerinin uygulanmasi sonucu sterol yapisinda
B-sitosterol ve stigmasterol bilesigi izole edilmistir. izole edilen B-sitosterol ve
stigmasterol bilesiklerinin yapi tayini, gesitli spektroskopik yéntemlere (*H-NMR ve
3C-NMR, GK-KS, HSQC ve DEPT) dayanilarak yapilmistir. Bitki Gzerinde daha 6nce
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yapilan calismalarda diterpen, flavonoit ve feniletanoit glikoziti yapisinda bilesikler
izole edilmistir; fakat sterol yapisinda bir bilesigin izolasyonuyla ilgili herhangi bir
fitokimyasal ¢alisma bulunmamaktadir. Bitkiden izole edilen B-sitosterol bilesiginin
daha oOnce Ballota limbata ve Ballota andreuzziana turlerinden izole edildigi
bilinmektedir. Bu bilesigin antiandrojen, antienflamatuvar, antikolesterol etkileri
bulundugu ileri sirilmektedir. Halen benign prostat hipertrofisinin tedavisinde
denenen B-sitosteroliin etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamakla beraber
prostat stromal hiicrelerinde transforme edici blyime faktéri beta (TGF-8) ve
protein kinaz Ca Uzerinden etkili olabilecegi savunulmustur (Cam, 2008). Bitkiden
izole edilen diger bilesik olan stigmasteroliin ise daha 6nce Ballota undulata ve
Ballota andreuzziana tirlerinden izole edildigi bilinmektedir. Yapilan arastirmalar
stigmasterolliin yumurtalik, prostat, meme ve kolon kanserleri dahil olmak (izere,
bazi kanser tirlerinin 6nlenmesinde vyararli olabilecegini gdstermistir. Ayrica
fitosterollerce zengin bir diyet uygulandiginda, bagirsaktan emilim asamasinda
kolesterolle yarisarak emilimini inhibe edebilecegi ve sonugta serum kolesterol
dizeylerini disurebilecegi gosterilmistir. 6 haftalik bir siire boyunca stigmasterol ile
beslenen deney hayvanlarinin kolesterol emiliminin % 23 azaldigi bulunmustur. Bu
bilesigin, osteoartritle indiklenen kikirdak degradasyonuna neden olan mediatérler
gibi bircok proenflamatuvar ajani inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica gligli antioksidan,
hipoglisemik ve tiroid inhibe edici 6zelliklere sahiptir (Panda ve ark., 2009; Gabay ve
ark., 2010). izole edilen bu bilesiklerin, bitkinin gésterdigi sitotoksik aktiviteye katki

sagladigi duslinulebilir.

Yaplilan literatiir arastirmasinda B. acetabulosa bitkisinin ucucu yag kompozisyonuna
iliskin herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu calisma ile aydinlatilan bitkinin
ucucu yag bilesimi, diger Ballota tirlerinin ucucu yag bilesimleri ile paralellik
gostermekle beraber yiizde oranlarinda farkliliklar gdzlenmistir.  Ornegin
B. acetabulosa ucucu yaginda disik miktarlarda tespit ettigimiz germakren D,
a-humulen, 6-kadinen ve a-selinen diger Ballota tirlerinin ucucu yaglarinda daha

yuksek oranlarda bulunmakta iken, bitkinin majér ugucu yag bileseni olarak tespit
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ettigimiz spatulenol ise diger Ballota tirlerinin ucucu yaglarinda daha distk oranda
bulunmaktadir. Ayrica ucgucu yagda karyofillen oksit de o6ne ¢ikmaktadir.
B. acetabulosa ucucu yaginda bulundugunu tespit ettigimiz spatulenol (% 25,03)
daha 6nce B. nigra subsp. anatolica ugucu yaginda % 9 oraninda (Kazemizadeh ve
ark., 2009); karyofillen oksit (% 8,3) B. nigra, B. nigra subsp. foetida, B. saxatilis,
B. undulata, B. pseudodictamnus ve B. andreuzziana ugucu yaglarinda sirasiyla % 7,9
% 15 % 19,9 % 1,4 % 22,4 ve % 2 oranlarinda (Couladis ve ark., 2002; Bader ve ark.,
2003; Morteza-Semnani ve ark., 2007; Fraternale ve ark., 2009; Abdelshafeek ve
ark., 2010); B-karyofillen (% 4,84) B. nigra koklerinden elde edilen ugucu yagda
% 35,36, yapraklarindan elde edilen ugucu yagda % 39,14 oraninda, B. nigra subsp.
anatolica, B. nigra subsp. foetida, B. saxatilis, B. undulata, B. pseudodictamnus ve
B. andreuzziana ugucu yaglarinda sirasiyla % 10,5 % 20 (bir baska yayinda % 25,1)
% 29,3 % 1,4 % 10,7 ve % 63,1 oranlarinda (Couladis ve ark., 2002; Bader ve ark.,
2003; Fraternale ve ark., 2009; Kazemizadeh ve ark., 2009; Vukovic ve ark., 2009;
Abdelshafeek ve ark., 2010); germakren D (% 0,85) B. nigra koklerinden elde edilen
ucucu yagda % 27,36; yapraklarindan elde edilen ucucu yagda % 35,72 oraninda,
B. nigra subsp. anatolica, B. nigra subsp. foetida ve B. undulata ugucu yaglarinda
sirasiyla % 18,1 % 18 (bir baska yayinda % 24,2) % 19,1 oraninda (Bader ve ark.,
2003; Fraternale ve ark., 2009; Kazemizadeh ve ark., 2009, Vukovic ve ark., 2009);
bisiklogermakren (% 1,68) B. nigra subsp. foetida ve B. saxatilis ugucu yaglarinda
eser miktarda, B. undulata ugucu yaginda ise % 11,6 oraninda (Bader ve ark., 2003),
a-humulen (% 0,36) B. nigra koklerinden elde edilen ugucu yagda % 7,44;
yapraklarindan elde edilen ugucu yagda % 10,37 oraninda, B. nigra subsp. anatolica
ucucu yaginda % 1,5 oraninda (Kazemizadeh ve ark., 2009, Vukovic ve ark., 2009);
6-kadinen (% 0,96) B. nigra ucucu yaginda % 6,5 oraninda (Morteza-Semnani ve
ark., 2007); a-selinen (% 0,6) B. andreuzziana ugucu yaginda % 5,03 oraninda
(Abdelshafeek ve ark., 2010) tespit edilmistir. Ucucu yagin major bilesigi olarak
tespit edilen spatulenol, immunsupresif etkiye sahip bir biyolojik aktif maddedir.
Deneylerde lenfositlerde doza bagimli 6lime (apoptoz) neden oldugu gosterilmistir.

Spatulenol, in vitro MDR-1 proteininin inhibisyonuna neden olarak kanserde
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kemoterapiye destek tedavi olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Pek ok
bitkinin ucucu yaginda bulunan karyofillen oksitin ise gida ve kozmetiklerde
koruyucu olarak kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir ve Avrupa Konseyi
tarafindan dogal ve sentetik tatlandirict maddeler listesine dahil edilmistir. Tolere
edilebilir, givenli ve non-toksik oldugu kabul edilmektedir. Bu bilesigin anti-
enflamatuvar, anti-kanserojen, analjezik ve cildi yenileyici etkilere sahip oldugu

gosterilmistir (Yang ve ark., 2000).

Tez kapsaminda yiritilen antioksidan aktivite tayini calismalari Puhl ve ark., (1994)
ve Zhang ve ark., (1994)'in yontemleri modifiye edilerek gelistirilen MDA yontemi
kullanilarak yapilmistir. Deneyde B. acetabulosa toprak usti kisimlarindan elde
edilen ugucu yag kullanilmistir. Ugucu yagin MDA diizeyinin (0,051 nmol), kontrol
grubununkinden (0,010 nmol) daha yliksek oldugu belirlenmistir. Deneyde test
edilen B. acetabulosa’ya ait ucgucu yagda disik seviyeli bir aktiviteyle
karsilasiimistir. Bu durum ugucu yagin bilesimi ile agiklanabilir. Ruberto ve Baratta
(2000) ugucu yaglarda en sik rastlanan 100 bilesenin antioksidan aktivitelerini, iki
farkh lipit model sistemi kullanarak arastirdiklari g¢alismalarinda seskiterpen
hidrokarbonlar ve terpenik olmayan bilesenlerin disik antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu gostermislerdir. B. acetabulosa ugucu yaginda bu grup bilesiklerin oldukca
yiksek oranda (sirasiyla % 11,13 ve 25,14) bulundugu belirlenmistir. Ugucu yaglarin
gosterdikleri antioksidan aktivitenin kaynagi olabilecek bir baska grup, monoterpen
hidrokarbonlardir ancak B. acetabulosa ucgucu vyaginda monoterpen
hidrokarbonlarin orani yalnizca % 0,12 bulunmustur. Oksijenli monoterpenlerden
ise aktif olan bilesikler timol ve karvakroldir, bu sinifa ait diger bilesikler genellikle
dislik aktivite gostermektedir. B. acetabulosa ugucu yaginda karvakrol orani
% 0,61’dir. Yani ucucu yag, icerisinde antioksidan aktivitesi ylksek bilesikleri distk
oranda; aktivitesi dislk bilesikleri ise yliksek oranda icermektedir. Bunun bir sonucu

olarak yagin aktivitesi diisiik bulunmus olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Lamiaceae familyasinda bulunan ve diinyada 35 tir ile temsil edilen Ballota cinsi,
genellikle Akdeniz gevresinde dogal olarak yetisen bitkilerden olugsmaktadir. Ballota
tirlerinden bircogu, dinyada geleneksel halk ilaci olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda ozellikle antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuvar etki gibi farkh
biyolojik aktivitelerinden dolayi Ballota tirleri dikkat gekmektedir. Turkiye’de dogal
olarak yetisen Ballota acetabulosa bitkisinin toprak tstl kisimlari enflamasyonda,
hemoroitte, yara ve yaniklarin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir. Ayrica
bitkinin halk arasinda, gastrointestinal bozukluklara karsi kullaniminin yani sira;
Oksliriglin bastirilmasinda kullanildigi da bilinmektedir. Bitkinin bu sekilde
geleneksel olarak kullanimi muhtemelen tasidigi flavonoit, tanen, diger fenolik

bilesikler ve saponozitlerinden kaynaklanmaktadir.

Tez calismasinin basinda; B. acetabulosa ve Ballota cinsine dahil olan diger tirlerin
tasidiklari etken maddeler ve gosterdikleri farmakolojik aktivitelerle ilgili kapsamli
literatlir taramasi yapilmistir. Literatlir verilerine gore; bitki Gzerinde yapilmisg
fikokimyasal arastirmalarin ve aktivite ¢alismalarinin oldukga sinirli sayida oldugu

saptanmistir.

izmir'den toplanan Ballota acetabulosa Uzerinde ilk kez bu arastirma dahilinde
yapilan fitokimyasal calismalar kapsaminda bitkinin toprak Ustli kisimlarinin
farmakope analizi yapilmis ve Avrupa Farmakopesi’'nde yer alan Ballota nigra
monografindaki spesifikasyonlara benzer sonuclar verdigi gosterilmistir. Bununla
birlikte; saflastirmayi planladigimiz bilesiklerin izolasyonu icin en uygun ydontem
olarak kolon kromatografisi yontemi secilip, sterol yapisinda maddelerin izolasyonu
gerceklestirilmistir. izole edilen B-sitosterol ve stigmasterol bilesiklerinin yapilari, KS
analizi ve NMR verileri literatlir bulgular ile kiyaslanarak aydinlatiimistir. Sterol

yapisindaki bu bilesiklerin izolasyonu, bu bitki icin bir ilktir.
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Bitkinin toprak Ustli kisimlarindan hidrodistilasyonla ucucu yag elde edilmistir.
Bitkinin ugucu yag icerisinde bulunan bilesikler ve ylizde miktarlari GK ve GK-KS

yontemleriyle tayin edilmistir.

Antioksidan aktivite ¢alismasinda; bitkinin toprak Ustl kisimlarindan elde edilen
ucucu yagin aktivitesini belirlemek icin lipit peroksidasyonunun son Urini olan
MDA'nin 6lgimiine dayanan bir yontem kullanilmistir. Bitkinin ugucu yaginin; MDA
degerleri Uzerinde duslik duzeyli bir etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Kontrol
grubunun, ugucu yagdan daha yuksek antioksidan aktivite gésterdigi saptanmistir.

Bu durum ugucu yagin bilesimi ile aciklanabilmektedir.

Kalite, kimyasal igerik ve biyolojik aktivite ¢alismalarinda alinan bu sonuglar, Avrupa
Farmakopesi ve mevcut literatiirle paralellik géstermektedir. Ballota acetabulosa
Uzerinde yapilan veri taramalarinda; bu tir ile ilgili yurtici ve yurtdisi calismalarin
yetersiz oldugu anlasiimaktadir. Bitkinin icerdigi bilesikler nedeniyle gosterdigi
antioksidan, sitotoksik, antimikrobiyal, antiproliferatif ve sedatif aktiviteler
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Halk arasinda da kullanilan bu tir ile ilgili
arastirmalarin  devaminin saglanmasiyla ¢ok c¢arpici sonuglarin alinabilecegi
disiinilmektedir. Yapilacak yeni c¢alismalar, bilim dinyasinda yeni veriler
kazandirilmasina olanak saglayacaktir. Bu amagla; B. acetabulosa lizerinde

fitokimyasal ve etki ¢alismalari devam etmektedir.
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OZET

Ballota acetabulosa (L.) Benth. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Ballota tirleri Lamiaceae familyasindan Akdeniz g¢evresinde yetisen bitkiler olup
halk arasinda ve modern tipta kullaniimaktadir. Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 12
Ballota tiriinden biri olan Ballota acetabulosa, diinyada da genis bir habitat
icerisinde yetisen, cok yillik bir bitkidir. Bu tez kapsaminda Ballota acetabulosa’nin
farmakopeye uygunlugu, fitokimyasal icerigi ve ucucu yagl ile ugucu yagin
antioksidan etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

izmir'den toplanan B. acetabulosa’nin toprak Ustli kisimlarn arastirilarak
makroskobik, mikroskobik analiz, kurutmada kayip, toplam kil ve toplam
orto-dihidroksisinnamik asit miktar tayini analizleri uygulanmistir. Sonuglar Avrupa
Farmakopesi 7.2’deki Ballota nigra monografina gére degerlendirilmis ve bitkinin bu
spesifikasyonlara benzer sonuglar verdigi gosterilmistir. Yapilan fitokimyasal
arastirmalar sonucunda B. acetabulosa herbasinin asetonlu ekstresinden kolon
kromatografileri ile 2 bilesik izole edilmistir. Bu bilesiklerin yapilari gesitli spektral
yontemler ile saptanmistir. izole edilen bilesiklerin sterol yapisindaki 8-sitosterol ile
stigmasterol oldugu sonucuna variimistir.

Ballota acetabulosa herbasinin ucucu yag kompozisyonu arastirilmis, major ucucu
yag bileseni olarak spatulenol bulunmustur. Bitkinin toprak Gstl kisimlarindan elde
edilen ucucu yagin gosterdigi antioksidan aktivite, MDA yontemi kullanilarak tayin
edilmistir. Bitkinin ucucu yaginin MDA degerleri lzerinde dislik 6lclide etkinlik
gosterdigi belirlenmistir. Kontrol grubunun, ucucu yagdan daha yiksek antioksidan
aktivite gosterdigi saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan aktivite, Ballota acetabulosa, farmakope analizi,
sterol izolasyonu, ugucu yag.
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SUMMARY

Pharmacognostical Investigations on Ballota acetabulosa (L.) Benth.

Ballota species are the plants that grow around the Mediterranean region, belong
to Lamiaceae family and they have been used in folk and modern medicine. Ballota
acetabulosa is a prennial plant which naturally grows in Turkey as one of the 12
species of Ballota genus is also widely distributed all around the world.
Pharmacopoeial compatibility, phytochemical composition, essential oil of Ballota
acetabulosa and antioxidant activity of the essential oil were aimed to be
investigated for the scope of this thesis study.

Pharmacopoeial analyses (macroscopic and microscopic examination, loss on
drying, total ash and determination of the amount of ortho-dihydroxycinnamic acid
derivatives) of the aerial parts of Ballota acetabulosa which is collected from izmir
have been determined. Results indicated that the plant shows good aggrement with
the specifications given by European Pharmacopoeia 7.2. As a result of
phytochemical investigations, two compounds were isolated by column
chromatography from the acetone extract of the aerial parts of Ballota acetabulosa.
The structures of the isolated compounds were determined by using several
spectral methods. Isolated compounds were observed to have sterol structure
which are 8-sitosterol and stigmasterol.

Volatile oil composition of the aerial parts of Ballota acetabulosa was investigated
and the major component of the volatile oil was found to be as spathulenol.
Antioxidant activity of the essential oil of the plant was determined by using TBARS
assay. Consequently, essential oil was observed to have insignificant effect on MDA
values. Additionally, control group was observed to show more activity compared to
the essential oil.

Key Words: Antioxidant activity, Ballota acetabulosa, isolation of sterols,
pharmacopoeial analysis, volatile oil.
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