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OZET

URGAN D, Helichrysum armenium subsp. araxinum Uzerine Farmakognozik Arastirmalar, Van
Yiiziincii Y11 Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Eczaciik Meslek Bilimleri Anabilim Dal,
Farmakognozi Bilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2025. Bu c¢alismada, Helichrysum armenium
subspecies araxinum’un toprak iistii kismindan hazirlanan n-hekzan, etil asetat ve etanol ekstrelerinin 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit) (ABTS) radikal
stipiiriicti aktiviteleri, tirozinaz ve elastaz enzim inhibisyonlar1 ile insan glioblastoma multiforme (U87-
MG) ve insan noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre hatlarmna toksik etkileri incelenmis ve bu aktiviteler ile
ekstrelerin kimyasal profilleri arasindaki korelasyon arastirilmistir. Ekstreler bitkisel materyalin iki kez 24
saat maserasyona birakilmasiyla hazirlanmistir. % 50’nin iizerinde enzim inhibisyonu gosteren ekstrelerin
yari-maksimal inhibitr konsantrasyonu (ICso) degerleri hesaplanmustir. Ekstrelerin sitotoksik etkileri 100,
50, 25 ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlarda, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi1 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
il)-2,5 difenil tetrazolyum bromur (MTT) testi ile belirlenmistir. Ekstrelerin kimyasal igerigi Ultra yiiksek
performansh sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi (UHPLC-MS/MS) yontemiyle 56 standart
bilesik tizerinden analiz edilmistir. Bilesiklerin enzim afiniteleri in silico olarak AutoDock 4.2 yazilimi ile
degerlendirilmigtir. Etanol ekstresi (329.60 + 0.45 mg TE/g DW) ABTS radikaline kars, etil asetat ekstresi
ise (694.11 + 1.98 mg TEAC/g) DPPH radikaline karst en yiiksek stipiiriicii etki gostermistir. Tirozinaz
enzimi tizerine en yiiksek inhibisyon ICso = 156 + 3.97 pg/mL degeri ile etil asetat ekstresinde, en diisiik
inhibisyon ise ICso = 280 £ 2.94 pg/mL degeri ile etanol ekstresinde tespit edilmistir. Ekstreler, elastaz
enzimi Uzerine anlaml bir inhibisyon olusturmamistir. Tiim ekstreler 100 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda
U87-MG hiicre canliligini tiim inkiibasyon siirelerinde % 50’nin iizerinde inhibe ederken, 25 pg/mL
konsantrasyonda n-hekzan ekstresi 24 saatlik inkiibasyonda (% 92.1), etil asetat ekstresi ise 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda (sirasiyla % 71.3 ve % 85.5) daha yiiksek inhibisyon gostermistir. Etanol ekstresi, tim
inklbasyon surelerinde SH-SY5Y hiicrelerine belirgin inhibisyon gostermistir. Ekstrelerde belirlenen ana
bilesikler, akasetin, kinik asit, astragalin, klorojenik asit, apigenin, naringenin ve luteolindir. Akasetin tiim
ekstrelerde yiiksek miktarda bulunmus olup en fazla etil asetat ekstresinde (25.774 + 0.41 mg/g) tespit
edilmistir. Docking ¢alismalari, akasetinin tirozinaz enzimini ICso = 27.81 uM degerinde inhibe ettigini
gostermistir. Bu ¢aligma ile s6z konusu taksonun tirozinaz ve elastaz enzimleri ve U87-MG ile SH-SY5Y
hiicre hatlar tizerine inhibisyon etkileri ilk kez belirlenmistir. Bitkinin zengin kimyasal profili ve terap6tik
potansiyeli, kozmetik ve tibbi dogal hammadde kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Enzim Inhibisyonu, Helichrysum armenium subsp. araxinum, In Silico, Sitotoksisite,
Ultra yiiksek performanslh sivi kromatografisi-tandem kitle spektrometrisi



ABSTRACT

URGAN D, Pharmacognostic Researches on Helichrysum armenium subsp. araxinum, Van Yuzuncu
Yil University, Institute of Health Sciences, Department of Pharmacy Vocational Sciences, Division
of Pharmacognosy, Master's Thesis, Van, 2025. In the present study, n-hexane, ethyl acetate, and ethanol
extracts prepared from the above-ground parts of Helichrysum armenium subspecies araxinum, were
investigated for their 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activities, tyrosinase and elastase enzyme inhibitions, and toxic
effects on human glioblastoma multiforme (U87-MG) and human neuroblastoma (SH-SY5Y) cell lines.
The correlation between these activities and the chemical profiles of the extracts was also investigated. The
extracts were prepared by subjecting the plant material to two 24-hour macerations. The ICso values of
extracts showing over 50 % enzyme inhibition were calculated. Cytotoxic effects of the extracts were
determined by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay at
concentrations of 100, 50, 25, and 12.5 pg/mL after 24, 48, and 72 hours of incubation. The chemical
contents of the extracts were analysed by Ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS) using 56 standard compounds. The enzyme affinities of the compounds
were evaluated in silico using AutoDock 4.2 software. The ethanol extract (329.60 + 0.45 mg TE/g DW)
exhibited the highest scavenging effect against the ABTS radical, while the ethyl acetate extract (694.11 +
1.98 mg TEAC/g) exhibited the highest scavenging effect against the DPPH radical. The highest inhibition
on the tyrosinase enzyme was detected in the ethyl acetate extract with ICso = 156 + 3.97 pg/mL, while the
lowest inhibition was detected in the ethanol extract with ICso = 280 + 2.94 pg/mL. The extracts did not
exhibit significant inhibition on the elastase enzyme. At a concentration of 25 pg/mL in the U87-MG cell
line, the n-hexane extract showed higher inhibition after 24 hours of incubation (92.1 %), while the ethyl
acetate extract showed higher inhibition after 48 and 72 hours of incubation (71.3 % and 85.5 9%,
respectively). The ethanol extract showed significant inhibition of SH-SY5Y cells at all incubation times.
The main compounds identified in the extracts were acacetin, quinic acid, astragalin, chlorogenic acid,
apigenin, naringin, and luteolin. Acacetin, found in high amounts in all extracts, was detected most in the
ethyl acetate extract (25.774 + 0.41 mg/g). Docking studies exhibited that acacetin inhibits tyrosinase
enzyme at an ICso value of 27.81 uM. This study is the first to determine the inhibition effects of this taxon
on tyrosinase and elastase enzymes and on the U87-MG and SH-SY5Y cell lines. The plant's rich chemical
profile and therapeutic potential indicate that it can be used as a source of natural raw materials for cosmetic
and medical purposes.

Keywords: Enzyme Inhibition, Helichrysum armenium subsp. araxinum, In Silico, Cytotoxicity, Ultra-
high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
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1. GIRIS

Antioksidanlar, hiicrelerde olugan serbest radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerini
etkili bicimde notrlestiren biyolojik agidan 6nemli bilesik gruplaridir (Abuajah ve ark.,
2015). Bu bilesiklerin serbest radikal kaynakli oksidatif hasari azaltma kapasiteleri,
kardiyovaskiiler hastaliklar, ultraviyole (UV) kaynakli cilt yaslanmasi, inflamasyonla
iliskili kronik hastaliklar ve kanser gelisimi gibi pek ¢ok patolojik stirece karsi kritik bir
koruyucu rol Gstlendiklerini gostermektedir (Giilgin, 2025).

Dogal antioksidanlar bulyik o6lglide bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir.
Bunlarin etkinlikleri bitkinin tiirtine, kimyasal bilesen c¢esitliligine, yetistirilme
kosullarma ve kullanilan ekstraksiyon yoOntemlerine bagli olarak onemli &lgiide
degiskenlik gostermektedir. Baslica dogal antioksidan siniflar1 arasinda tokoferoller ve
tokotrienoller, askorbik asit, flavonoidler, karotenoidler ve fenolik asitler yer almaktadir

(Zehiroglu ve Oztlirk Sarikaya, 2019).

Fenolik bilesikler, bitkilerde sekonder metabolit olarak bulunur ve bitkinin
biyolojik aktivitelerinde 6nemli rol oynar. Bu grup ¢ok sayida farkli bilesigi kapsamakla
birlikte bitkilerde en yaygin ve biyolojik ag¢idan en 6nemli olanlar1 fenolik asitler,

flavonoidler ve stilbenlerdir (Jakobek, 2015).

Fenolik asitler, bitkilerde hem serbest hem de bagli formlarda bulunabilen ve
guclu antioksidan 6zellikleriyle bilinen diyet fenollerinin yaklasik tigte birini olusturur
(Ignat ve ark., 2011; Sevgi ve ark., 2015). Bu bilesikler, aromatik halka yapilar1 ve
hidroksil (-OH) gruplar ile serbest radikaller de dahil olmak {izere ¢esitli oksidanlar1
etkin bir sekilde notr hale getirirler. Ayrica hem elektron hem de proton transferi

mekanizmalariyla oksidatif strese karsi koruyucu rol oynarlar (Chen ve ark., 2020).

Flavonoidler, diisiik molekiil agirlikli polifenolik bilesiklerin genis bir grubunu
olusturur ve benzo-y-piron (benzo-c-pirol) turevlerinden meydana gelir (Leopoldini ve
ark., 2011). Yuksek redoks potansiyellerine bagh olarak flavonoidler guclii antioksidan
Ozellik sergiler. Serbest radikalleri slipiirmenin yani sira hidrojen donorii ve tekli oksijen
sondiiriicii olarak gorev yapar ve metal iyonlariyla kompleks olusturarak serbest radikal

olusumunu engeller (Ignat ve ark., 2011).



Deri, epidermis, dermis ve hipodermis olmak tzere U¢ katmandan olugur. Derinin
en dis tabakasi olan epidermiste, melanin iiretiminden sorumlu tirozinaz enzimi bulunur.
Tirozinaz, bakir atomu igeren aktif bdlgesi araciligiyla tirozin amino asidini O-difenollere
hidroksile eder ve O-difenolleri O-kinonlara okside ederek melanin pigmentinin
olusumunda ©6nemli bir rol oynar. Melanin iretiminin asirt olmasi cilt renginde
koyulasma, kirigiklik ve yaslanma belirtilerine yol acar. Bu nedenle tirozinaz inhibitorleri
melanin iiretimini azaltict kozmetik iirlinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Si ve ark.,
2012). Derinin daha derin tabakalarinda yer alan dermis, elastin ve kolajen yapisal
proteinlerini igerir. Elastin cilde elastikiyet saglarken, kolajen cildin mekanik
dayanikliligin1 ve yapisal biitlinliigiinii korur (Deniz ve ark., 2021). Dermiste etkili olan
elastaz enzimi elastin peptid baglarini hidroliz ederek elastin yikimini1 gergeklestirir ve
boylece ciltte sarkma ile kirisikliklara yol agar (Baumann ve ark., 2021). Bu nedenle,
elastaz inhibitorleri cilt elastikiyetini korumak ve yaslanma belirtilerini azaltmak
amaciyla kozmetik {irlinlerde dnemli bir hedef olarak kullanilmaktadir (Deniz ve ark.,
2021).

Kanser, deoksiribonikleik asit (DNA) hasarinin bir sonucu olarak hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesine ve boliinmesine ve bunun sonucu olarak cevredeki
damarlara ve dokulara yayilmasina sebep olur (Wear, 2022). Merkezi sinir sisteminden
(MSS) kaynaklanan malign timorler en korkulan kanser turleridir ve diinya genelinde
kansere baglh 6liimlerin % 2.5'ini olusturan en 6liimciil ikinci hastaliktir (Dolecek ve ark.,
2012; Glod ve ark., 2016). Glioblastoma ve néroblastoma, sinir sisteminde en sik goriilen
solid tiimorlerdir. Glioblastom hastalarinin yaklasik % 801 60 yasm iizerindeyken,
noroblastom hastalarinin ¢ogu 18 aym altindadir. Pediatrik malignitelerin goriilme siklig1
arasinda ndroblastoma, beyin timdrleri ve losemiden sonra gelmektedir (Clark, 2015).
Glioblastom ve noroblastom hastalar1 cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiden sonra bile

cok kotu bir prognoza sahiptir (Stupp ve ark., 2005).

Bitkiler, ¢esitli terapotik 6zellikler tasiyan ve siirekli olarak yeni ilag gelistirme
caligmalarinda arastirilan zengin dogal iirlin kaynaklaridir. Bugiine kadar bitkilerde farkli
yapisal Ozelliklere ve farmakolojik etkilere sahip birgok sekonder metabolit

tanimlanmistir (Singh ve ark., 2012).



Calismamizin konusu olan Helichrysum armenium De Candolle subspecies
araxinum Kirpichnikov Takhtajan (H. armenium DC. subsp. araxinum (Kirp.) Takht.),
ilkemizde dogal yayilis gostermektedir. Literatiir taramalarinda, bu tiire iliskin
fitokimyasal ve biyoaktivite ¢alismalarmin sinirli oldugu gozlemlenmistir. Helichrysum
cinsine ait tiirler, 6zellikle cilt saglig1 ve bazi kanser hiicreleri lizerinde olumlu etkileri
olan bilesikler igerir. Ayrica Helichrysum armenium subsp. araxinum da halk arasinda
diger Helichrysum tirleri gibi hem dahilen hem de haricen benzer amaglarla

kullanilmaktadir; bu nedenle calismamizda bu tiir biitlinciil sekilde ele alinmastir.

Yapilan ¢alismada H. armenium subsp. araxinum’un toprak istii kisimlaridan
hazirlanan ¢esitli polaritedeki ekstrelerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-stlfonik asit (ABTS) radikallerini siipdrict etkisi,
tirozinaz ve elastaz enzimleri tizerinde inhibisyonlar ile insan glioblastoma multiforme
(U87-MG) ve insan nodroblastoma (SH-SY5Y) hiicre hatlarina toksik etkileri
degerlendirilmistir. Ekstrelerin fitokimyasal icerikleri Ultra Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometrisi (UHPLC-MS/MS) yontemi ile analiz

edilmistir. Tespit edilen bilesiklerin enzim afinitesi docking ¢aligmasi ile belirlenmistir.

Yaptigimiz bu tezle H. armenium subsp. araxinum’un hem biyoaktif bilesik
profili hem de ¢esitli biyoaktivite dzellikleri kapsamli bir sekilde incelenmis ve bunun
sonucunda tdriin dogal hammadde potansiyeline iliskin literatiirde bulunan eksiklige

katkida bulunulmaya ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Asteraceae Familyasina Ait Botanik Ozellikler

Asteraceae, Compositae olarak da bilinen ve genellikle aster, papatya, kompozit
veya aycicegi ailesi olarak adlandirilan, 1911 cins, yaklasik 32913 tiir ile Asterales
takiminda yer alan dikotiledon c¢icekli bitkilerin son derece genis ve yaygin bir
familyasidir (Xu ve ark., 2017). Asteraceae familyasi, Turkiye florasinda 143 cins ve
yaklasik 1484 tiir ile temsil edilmektedir (Davis, 1975; Davis ve ark., 1988; Ozhatay ve
ark., 1994; Guner ve ark., 2000; Erik ve Tarikahya, 2004; Ozhatay ve Kiiltiir, 2006;
Ozhatay ve ark., 2009). Familya Antarktika bolgesi disinda, tiim tropikal ve subtropikal
bolgelerde yayilim gostermekte olup, 6zellikle Orta Amerika, Dogu Brezilya, Akdeniz,
Levant, Giiney Afrika, Orta Asya ve Gilineybat1 Cin'de kozmopolit bir dagilim
sergilemektedir (Panero ve Funk, 2002).

Familyaya ait botanik 6zellikler incelendiginde; bitkilerin ¢ogunlukla otsu, ¢ali,
sarmasik nadiren aga¢ seklinde gelistigi goriilmektedir. Familya, kutup bolgelerinden
tropikal alanlara kadar genis bir cografi dagilima sahip olup, en yaygin olarak subtropikal
ve diislik 1liman enlemlerdeki kurak ve yar1 kurak bolgelerde farkli habitatlar1 kolonize
etmektedir. Yapraklar bazen tabanda rozet seklinde diizenlenmis olup, govdeye yakin
yapraklar genellikle almasik dizilislidir ve sapli veya sapsiz olabilir. Stipuller
bulunmamaktadir. Cigekler biseksiiel, disi veya erkek formda olabilecegi gibi tek veya
cok sayida fillarilerle ¢evrili bir kapitulumdan meydana gelmektedir. Korolla 3 veya 5
cifttir. Stamenler dort veya bes adettir. Ovaryum inferior, tek gozltdur ve oviller tektir.
Meyve akendir; tohumlarda endosperm yetersizdir ve embriyo diizdir (Davis, 1975; Xu
ve ark., 2017).

2.2. Helichrysum Miller (Mill.) Cinsi Genel Ozellikleri

Asteraceae familyasina ait Helichrysum cinsi diinya ¢apmda 100’den fazlasi
endemik olmak {iizere yaklasik 600 tiirden olugsmaktadir (Gliner ve ark., 2000; Sumbdl
2003; Perrini ve ark., 2009; Akaberi ve ark., 2019). Turkiye florasinda 27 taksonla temsil

edilmektedir ve bu taksonlarin 21°i endemiktir. (Davis ve ark., 1975; Davis ve ark., 1988;



Guner ve ark., 2000). Helichrysum cinsi, Afrika, Madagaskar, Avustralasya ve Avrasya
olmak iizere diinya capinda genis bir dagilima sahiptir (Kutluk ve ark., 2018). Cinsin ad1
Yunanca “giines” ve “altin” anlamina gelen sirastyla “helios” ve “chryos” kelimelerinden
tiretilmistir. Bu isimlendirme, Helichrysum tdrlerinin kurutulduktan sonra tipik olarak
sar1 renkli parlak ¢igeklerinin renk ve form agisindan korunmasindan kaynaklanmaktadir
(Perrini ve ark., 2009). Anadolu’nun farkli bolgelerinde halk arasinda Helichrysum
tiirlerine genel olarak “0lmez ¢icek™ adi verilse de farkli yorelere gore “altn otu”, “yayla
otu”, “herdemtaze”, “alay ¢igegi” ve “leblebi ¢igegi” gibi ¢esitli isimlerle de
bilinmektedir (Albayrak, 2008; Eroglu, 2018; Umaz ve Umaz, 2020).

2.2.1. Helichrysum Mill. cinsinin taksonomik genel bilgileri

Helichrysum Mill. cinsine ait taksonomik bilgiler Tablo 1°de, cinsin duinyadaki

yayilis ise Sekil 1’°de verilmistir.

Tablo 1. Helichrysum Mill. cinsinin taksonomik durumu (Davis, 1975).

Bolum Spermatophyta

Altb6lim Angiospermae

Simif Dicotyledoneae (Magnoliopsida)
Altsimif Asteridae

Takim Asterales

Familya Asteraceae

Cins Helichrysum Mill.

Sekil 1. Helichrysum Mill. cinsinin diinyadaki yayiligt (KEW, 2025)



2.2.2. Helichrysum Mill. cinsinin botanik 6zellikleri

Yar1 ¢ali veya otsu formda olabilen, ¢ok yillik bitkilerdir. Govdesi kaba tiiyli,
kecemsi ve glandular bir ylizeye sahiptir. Rizom kisa, odunsu olup ince ve uzun kokler
tagir. Yapraklar basit, biitiin ve alternat dizilislidir; linear, oblanseolat veya spatulat
formlarda bulunabilir. Korimbuslardaki kapitulumlar kiiremsi, tabani yukarida olan ters
iicgen veya dairesel, disk seklinde ya da disiform goriiniime sahip olup, boylar1 3-12 mm
arasinda degiskenlik gosterir. Involukrum brakteleri incedir, kalicidir ve ¢oklu siralar
halinde, diizenli veya diizensiz imbrikat dizilis gosterir; saman sar1, sar1i, beyaz, turuncu
veya kirmizi renkte olup renklerini kaybetmezler. Reseptakulum diiz ve tiiysiizdiir.
Cigekler sar1 renkli, genellikle hermafrodittir, nadiren kenardaki bir swra disi olabilir.
Korolla tubulat, st kisimlar1 glandular ve 5 parcahidir. Kaliks ise az tiiylii veya ince
sakals1 tiiylerle kapli olup sarmmsi renktedir. Akenler silindirik yapida ve ¢ok az
glandulardir (Davis ve Kupicha, 1975, Tanker ve Sezik, 1978; Galbany-Casals ve ark.,
2006a).

Helichrysum armenium DC. tlrune ait botanik 6zellikler

Bitki yar1 ¢alims1 yapida olup, 18-50 cm boyundadir ve subglabrozdan seyrek
lanata kadar degisen glandular tiiylere sahiptir. Govdeler ¢ok sayida, dik ve ince dalli
olup, dallanmis odunsu bir tabandan yiikselmektedir. Yapraklar yesilden griye kadar
degisen renkte, siklikla kenar ve alt yliziin ortasinda yogun tiiyliidiir; senelik siirgiinlerde
oblanseolat, ilist kisimlarda ise daralmistan lineara kadar farkli formlarda bulunur.
Kapitulumlar subglobozdan turbinat-silindrikale kadar degisen yapida olup, 5-6 mm
uzunlugundadir ve her korimbusda tigten fazla ¢igek yer alir. Fillariler subakut, + ¢cok
diizenli imbrikat dizilimli olup, yiizeye dikten basiga kadar farklilik gdsterebilir ve sar1
veya soluk saman rengindedir. Tiim c¢icekler hermafrodit yapidadir. Bitki, kayalik
kiregtaghh yamaclarda, orman agikliklarinda ve step alanlarinda yetisir. Ciceklenme

donemi Mayis-Agustos arasindadir ve tiir 900-2500 m rakimda bulunur (Eroglu, 2008).

1. Subsp. armenium: Govdenin orta yapraklari 1.5-4 mm genisliginde olup,
korimbus oldukc¢a seyrektir ve ¢ok sayida subglobozdan turbinat forma kadar degisen
kapitulumlar icerir. Fillariler siki ve yatik olmayan, + diizenli imbrikat dizilim
gostermektedir (Eroglu, 2008).



2. Subsp. araxinum Govdenin orta yapraklar: 0.75-1 (-1.5) mm genisliginde olup,
korimbus oldukga sik ve diizenli dizilmis 3-10 adet turbinat-silindrik kapitulum igerir.

Fillariler sik1 ve yatik olup, ¢ok diizenli imbrikat dizilim gostermektedir (Eroglu, 2008).

Helichrysum armenium DC. subsp. araxinum (Kirp.) Takht.’a ait botanik

bilgiler

Cok yillik, yar1 odunsu yapida gelisen ve genellikle kurak iklim kosullarina adapte
olmus bir bitkidir (Sekil 2). Gévde yapisi ince ve diktir; cogunlukla 10-30 cm arasinda
boyunda olup bazen yatik gelisim de gosterebilmektedir. Govde, ince ve yumusak
tiiylerle sik sekilde ortiilii olup gri-yesil bir renk tonuna sahiptir (Besen ve ark., 2024). Bu
tiiylenme, bitkinin fotosentez kapasitesini artirmakta, ayni1 zamanda su kaybini1 azaltarak
cevresel stres kosullarina karsi koruma saglamaktadir. Yapraklar, alternat diziliste ve
sapsiz ya da ¢ok kisa sapli sekilde gévdeye baghidir. Yaprak sekli genellikle seritsi ya da
mizraksi olup, yiizeyler yine yogun tiiylerle kaplanmaktadir. Yaprak kenarlar1 diiz, ug
kisimlar1 sivri ve alt yilizeyleri daha agik renktedir. Yaprak dokusu sert, kalin ve su tutma
kapasitesi yiiksek bir yapidadir. Bu yapisal 6zellikler, tiirtin 6zellikle taslik ve glinesli
habitatlara uyumunu desteklemektedir (Elkiran, 2012). Cigek basglari, kiiglik
cicekciklerden olusmakta ve bu yapi, sert ve zar benzeri braktelerle ¢evrilmektedir.
Brakteler altin sarisi renginde olup, kuruduktan sonra da hos gorlintmiinii korumaktadir.
Cigekler hem hermafrodit hem de disi yapida olmakta, bu da tiiriin iireme basarisini
artirmaktadir. Polen yayilimi ¢ogunlukla riizgar ve boceklerle ger¢eklesmektedir. Meyve
yapisi, Asteraceae familyasinin genel 6zelligi olan aken formundadir (Elkiran, 2012;
Besen ve ark., 2024). Aken meyveler hafif, ince kabuklu ve iizeri kisa tiiylerle kaphdir.
Meyve ucunda pappus yer almakta, bu yap1 riizgarla tohum taginmasimi kolaylastirmakta
ve yayilim alanini genisletmektedir. Bu 6zellik, bitkinin dogal habitatinda tiiriin ¢cevresel
ustlinliigline katkida bulunmaktadir. Kok sistemi yuzeysel ve lateral koklerden
olugsmakta, toprak ylizeyine yakin bolgelerde yayilmakta ve suya ulagimi
kolaylagtirmaktadir. Bu kok yapisi, bitkinin kurak ve taslik bolgelerde yasamini

siirdiirebilmesine olanak tanimaktadir (Ergiin ve Yegin, 2024).



Sekil 2. H. armenium subsp. araxinum’dan genel bir gériiniim (Fotograf: H. Eroglu,
14.07.2022, Malatya)

Taksonun diinya genelindeki dagilimi Sekil 3°te Tiirkiye’deki dagilimi ise Sekil

4’te verilmistir. Taksona iliskin botanik bilgiler Tablo 2°de 6zetlenmistir.



Sekil 3. H. armenium subsp. araxinum’un diinyadaki dagilimi (Iran, Transkafkasya,
Turkiye), (KEW, 2025)

s it

Sekil 4. H. armenium subsp. araxinum un Tiirkiye’deki dagilimi (TUBIVES, 2025)



Tablo 2. H. armenium subsp. araxinum’a ait botanik bilgiler (TUBIVES, 2025).

Sinonim H. araxinum Takht.
Ciceklenme Haziran-Agustos
Habitat 1000-2500 m, kayalik kiregtag1 yamaglar, orman agikliklar1 ve

steplerde bulunur.

Tiirkiye’de dagihm  Sivas, Maras, Erzurum, Malatya, Erzincan, Elazig, Tunceli,
Adiyaman, Mus, Bingdl.

Yayihs [ran-Turan Elementi, Turkiye
Omur Cok yillik

Yam Yarigal

Y uikseklik 900-2500

Endemik Endemik degil

Genel Dagilhim: Ermenistan, Talis

2.2.3. Helichrysum Mill. cinsinin etnofarmakolojik kullanim

Helichrysum Mill. cinsine ait tiirlerin tibbi kullanimlarina iliskin en eski kayitlar,
Yunan filozof Theophrastos’un M.O. 3.-2. yiizyillarda yazdig1 Historia Plantarum adli
eserine dayanmaktadir. Bu eserde “Heleiochrysos”un balla karigtirilarak yaniklarin
tedavisinde kullanildig1 ve zehirli hayvan sokmalarina karsi uygulandigi bildirilmektedir.
Helichrysum tirlerinin tibbi 6zelliklerine dair diger erken donem kaynaklardan biri de
Pedanius Dioskorides’in M.S. 1. yiizyilda kaleme aldig1 De Materia Medica adl eseridir.
Dioskorides  Helichrysum  ¢igeklerinin  filamentlerinin ~ sarapta  yumusatilarak
kaynatilmasinin idrar soktiiriicii etki sagladigini ve idrar yolu rahatsizliklari, yilan
sokmalari, siyatik ve fitik gibi durumlarda tedavi amaciyla kullanildigini aktarmaktadir

(Viegas ve ark., 2014).

Ronesans donemine gelindiginde, Helichrysum tiirlerine iligkin  tibbi
kullanimlarin Giiney Afrika’daki ilk yazili kaydinin 1727 yilinda, bitkinin sinirlilik ve
histeri tedavisinde kullanildigmi bildiren Hollandali botanik¢i Herman Boerhaave
tarafindan yapildig1 goriilmektedir (Lourens ve ark., 2008). Ayni donemde Robert

Morison, gunimuizde Helichrysum stoechas (L.) Moench olarak bilinen tird
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“Helichrysum chrysocome angustifolia vulgaris” adiyla tanimlamistir (Viegas ve ark.,
2014).

Bu cinse ait bitkilere yonelik erken donem tanimlamalarda tiirler ¢cogunlukla bir
biitiin olarak ele alinmis, hangi tiirlere ait bilginin aktarildig1 agikca belirtilmemistir.
Bununla birlikte, Helichrysum cinsine ait tdrlerin dinya genelinde en az 2000 yildir
geleneksel tipta kullanildigi bilinmektedir. Tarihsel siire¢ boyunca bu tlrler sis bitkisi,
kozmetik, tibbi ve gida amagli olarak genis bir kullanim alanina sahip olmuslardir (Viegas

ve ark., 2014).

Guney Avrupa’da yaygin bir tiir olan Helichrysum italicum subsp. picardii (Boiss.
& Reut.) Franco aromatik yapist nedeniyle hem baharat hem de geleneksel ilag olarak
kullanilmistir (Benitez ve ark., 2010). Helichrysum italicum (Roth) G. Don, 6zellikle
solunum yolu enfeksiyonlari, inflamasyon ve alerjik durumlar ile cilt hastaliklarinin
tedavisinde ve yara iyilesme siireclerinde degerlendirilmektedir. Ucucu yagmin
aromaterapide hematom, yara izi ve cilt yaglanmasi karsit1 uygulamalarda kullanildigi ve
bas agrisi, migren ile romatizmal agrilarin hafifletilmesinde masaj yagi olarak tercih

edildigi bildirilmistir (Viegas ve ark., 2014; Furlan ve Bren, 2023).

Orta Avrupa’da Helichrysum arenarium (L.)’un Moench ¢icek salkimlari
antiseptik, koleretik ve spazmolitik etkileri nedeniyle geleneksel kullanicilarin dikkatini
cekmistir (Viegas ve ark., 2014). Bitkinin g¢igekli kisimlarmmn, sindirim sistemi
rahatsizliklarma yonelik inflizyon veya kaynatma seklindeki uygulamalar1 Avrupa Ilag
Ajanst (EMA) tarafindan da onaylanmistir (EMA, 2025). Avrupa Bilimsel Fitoterapi
Birligi (ESCOP) monografinda da Flos Helichrysi Arenarii’nin kullanimi kayithdir
(ESCOP, 2025).

Ispanyol halk tibbinda H. stoechas antiinflamatuvar ve yara iyilestirici
ozelliklerinin yani swra dis agrisi, lirolojik rahatsizliklar ve sindirim bozukluklarinda
kullanilmaktadir. Ayrica infiizyonlarmin grip, soguk alginligy, ates, sinirlilik, safra kesesi
ve pankreas sorunlarma yonelik tiiketildigi rapor edilmistir (Benitez ve ark., 2010; Viegas

ve ark., 2014).

11



Helichrysum tiirleri Tiirkiye’de genis bir geleneksel kullanim alanina sahiptir.
Ozellikle H. stoechas, H. graveolens (Bieb.) Sweet ve H. plicatum DC. halk arasinda
yaygin olarak kullanilan tiirler arasindadir (Baytop, 1997). H. stoechas’in toprak iistii
kisimlar1 ve ¢igekli dallari, bobrek tasi, bobrek kumu ve nefrit kaynakli agrilarin
giderilmesinde kullanilmaktadir (Kiltir ve ark., 2021). H. graveolens diyabet
semptomlarmin hafifletilmesi, diiiretik etki gostermesi ve yara iyilesmesini desteklemesi
nedeniyle kullamlmaktadir (Aslan ve ark., 2007). H. plicatum &zellikle i¢ Anadolu ve
Dogu Anadolu’da yogun olarak toplanmakta, ¢ay seklinde tiiketilmekte ve egzama,
mantar enfeksiyonlar1 ve cilt yaralarinin tedavisinde haricen uygulanmaktadir. Bitkinin
suyu veya tentrd yara tizerine sirtilmekte ve kurutulmus ¢igekleri dekoratif amagla da
degerlendirilmektedir (Eroglu, 2023).

Helichrysum tiirlerinin kullanimi1 Afrika kiiltiirlerinde tibbi uygulamalarin yani
sira ritiiel Ozellikler de tasimaktadwr. Giiney Afrika’da bu tiirlerin kotii ruhlari
uzaklastirdigina inanildigindan evlerde nazarlik olarak bulunduruldugu, ayrica cenaze
torenlerinde ritiiel amacli kullanildig1 cesitli etnobotanik kaynaklarda bildirilmistir

(Lourens ve ark., 2008).

Farkli cografyalarda yapilan etnobotanik kayitlar Helichrysum cinsinin geleneksel

tipta genis ve ¢ok yonlii bir kullanim ge¢misine sahip oldugunu agik¢a gostermektedir.

2.2.4. Helichrysum turleri ile ilgili fitokimyasal ¢calismalar

Helichrysum cinsi igerdigi zengin sekonder metabolit bilesikleri ile uzun siiredir
farmakognozi, etnobotanik ve fitoterapi alanlarinda yapilan bilimsel arastirmalara konu
olmaktadir. Bu cinse ait tiirler tizerinde gergeklestirilen fitokimyasal ¢aligmalar bitkinin
sahip oldugu biyolojik aktivitenin temelinde yer alan kimyasal yapilarin detayli bir

sekilde ortaya konmasina olanak tanimaktadir (Furlan ve Bren, 2023).

Helichrysum tiirlerinin fitokimyasal igeriklerine iligskin en kapsamli ¢aligmalar
Albayrak ve arkadaglar1 tarafindan yirttilmistir (Albayrak, 2008; Albayrak ve ark.,
2010a; Albayrak ve ark., 2010b). Arastrmada incelenen 16 Helichrysum tiri, H.
arenarium (L.) Moench subsp. aucheri (Boiss.) P. H. Davis & Kupicha, H. subsp.

armenium, H. artvinense Davis & Kupicha, H. chionophilum Boiss. & Bal., H.
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compactum Boiss., H. goulandriorum E. Georgiadou, H. graveolens (Bieb.) Sweet, H.
heywoodianum P. H. Davis, H. kitianum Yildiz, H. noeanum Boiss., H. orientale L., H.
pallasii (Spreng.) Ledeb., H. peshmenianum S. Erik, H. plicatum DC. subsp. plicatum, H.
plicatum DC. subsp. polyphyllum (Ledeb.) Davis & Kupicha ve H. stoechas subsp.
barrelieri (Ten.) Nyman’1 kapsamakta ve énemli bir taksonomik ¢esitlilik sunmaktadir.
Bu analizlerde tiim tiirlerde ortak ana bilesik olarak klorojenik asit, apigenin ve kozmosiin
tespit edilmistir. Ayrica ferulik asit, p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit, sirincik asit,
epikatesin, eriodiktiol, hesperidin, luteolin, naringenin, kersetin ve resveratrol
bilesiklerinin tiirler arasinda hem kalitatif hem de kantitatif agidan farklilik gosterdigi
bildirilmistir (Albayrak ve ark., 2010a). Albayrak’in daha sonraki 4 Helichrysum tirleri
ile ilgili caligmalarinda, H. arenarium (L) Moench subsp. erzincanicum P.H. Davis &
Kupicha, H. arenarium subsp. rubicundum (K.Koch) P.H. Davis & Kupicha, H.
armenium subsp. araxinum ve H. plicatum subsp. pseudoplicatum (Nab¢lek) P.H. Davis
& Kupicha ekstrelerinde de klorojenik asit, apigenin ve kozmosiin major bilesikler olarak
bulunmustur (Albayrak ve ark., 2010b; Albayrak, 2008).

Yildiz ve arkadaslar1 (2024), H. armenium’un bir diger alttiirli olan H. armenium
subsp. armenium DC.’un toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanol ve etil asetat
ekstrelerinde baslica bilesikleri rapor etmislerdir. Tespit edilen ana bilesikler (mg/g);
metanol ekstresinde astragalin (33.65 + 0.38), kinik asit (27.99 £ 1.04), kozmosiin (20.61
+ 0.17), izokersitrin (15.15 £ 0.33), klorojenik asit (15.09 + 0.32), naringenin (12.20 +
0.48), apigenin (4.45 + 0.08) ve sinarosit (4.53 = 0.17) iken, etil asetat ekstresinde ise
kozmosiin (13.79 £ 0.11), astragalin (12.95 + 0.15), naringenin (7.13 £ 0.28), apigenin
(5.23 £ 0.09) ve akasetin (4.80 + 0.17)’dir (Yildiz ve ark., 2024). Kekeg ve ark. (2024),
H. armenium subsp. armenium’un metanol ekstresinde tespit ettigi ana bilesiklerin
(mg/L) klorojenik asit (45.557), fumarik asit (117.739), vanilik asit (124.691), kersetin
(22.76) kemferol (24,326) ve apigenin (6.239) oldugunu bildirmistir.

Helichrysum tiirlerinin kimyasal profiline iliskin en kapsaml derleme ise Akaberi
ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilmistir. Bu derleme, cinse ait tiirlerin 6zellikle ugucu
yaglar, flavonoidler, fenolik asitler, seskiterpenlaktonlar ve fitosteroller bakimimdan
olduk¢a zengin oldugunu ortaya koymaktadir (Akaberi ve ark., 2019). Ucucu yag

bilesiminde siklikla a-pinen, S-karyofilen, nerilasetat, geraniol, italidion ve limonen gibi
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terpenoidler baskin olup, 6zellikle H. italicum Mill. Gizerinde yapilan ¢aligmalar bu ugucu
yaglarin dermokozmetik uygulamalarda cilt yenilenmesini destekleyici etkileri nedeniyle

yaygin olarak kullanildigin1 géstermektedir (Furlan ve Bren, 2023).

Flavonoidler Helichrysum tiirlerinde en yaygin olarak bulunan fenolik bilesik
grubudur. Kersetin, apigenin, luteolin ve kemferol tirevleri, bitkinin antioksidan
kapasitesinin temelini olusturmaktadir. Bu flavonoidlerin serbest radikal siipiiriicli
etkilerinin yam sira oksidatif stres, inflamasyon ve bazi kanserojen siirecler iizerinde
koruyucu etkilere sahip oldugu hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarla desteklenmistir
(Galbany-Casals ve ark., 2006b; Furlan ve Bren, 2023).

Fenolik asitler arasinda klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit ve rozmarinik asit,
Helichrysum tiirlerinde de en sik rastlanan baslica bilesiklerdir. Bu bilesiklerin
antioksidan, antikanserojen, hepatoprotektif ve noroprotektif Ozellikler sergiledigi

bildirilmektedir (Galbany-Casals ve ark., 2006b).

Helichrysum  tdrlerinin  karakteristik  bilesik  gruplarindan  biri  olan
seskiterpenlaktonlar, 6zellikle antiinflamatuvar etkileriyle dikkat cekmektedir. Bu
bilesiklerin prostaglandin sentezini baskilayarak inflamatuvar siirecleri azalttigi, bazi
kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif etki gosterdigi ve bakteriyel/fungal hiicre zarlarmi
bozarak antimikrobiyal aktivite sergiledigi ¢esitli ¢alismalarda ortaya konulmustur
(Galbany-Casals ve ark., 2006b).

H. armenium subsp. araxinum ile ilgili fitokimyasal ¢calismalar

H. armenium subsp. araxinum iizerine yapilan smirh sayidaki ¢alismalarda,
ozellikle ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen ekstrelerin fenolik bilesikler agisindan
zengin oldugu gosterilmistir. Ergiin ve Yegin (2024) tamamlayici tedavide kullanilan H.
armenium tdrinin fenolik bilesenlerini ve antioksidan etkilerini analiz etmislerdir.
Yapilan ¢alismada bitkinin yapraklarmin etanol ekstresinde klorojenik asit, kafeik asit,

ferulik asit ve sinnamik asit tiirevlerinin yliksek oranlarda bulundugu rapor edilmistir.

Bahsi ve arkadaslar1 (2020), Harput/Elazig’dan toplanan H. armenium subsp.

araxinum tohumlarmin % 80 metanol ekstresinin flavonoid i¢eriklerinin yiiksek oldugunu
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gostermistir. Ekstrede basta naringenin (1156.8 + 3.57 pg/g), rutin (396.24 + 2.57 ug/g)
ve katesin (181.8 £+ 2.47 ng/g) olmak iizere 6nemli miktarda flavonoid bulunmus ve
fenolik asitler agisindan ise vanilik asit (213.2 + 2.32 ng/g), kafeik asit (151.6 £ 1.27
ug/g) ve ferulik asit (117.94 £ 1.26 ng/g) yiiksek oranda tespit edilmistir.

Albayrak ve arkadaslar1 (2010b), H. armenium subsp. araxinum’da klorojenik
asit, kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit, sirincik asit, apigenin,
kozmosiin, epikatesin, hesperidin, luteolin, naringenin ve resveratrolii baslica bilesikler

olarak belirlemislerdir.

Cubukcu ve Yiksel (1982) Kars ve Bingol-Tunceli illerinden toplanan H.
armenium subsp. armenium ve H. armenium subsp. araxinum alttiirlerinin ¢igekli baslar1
ve yaprakli saplarmi kalitatif ve kantitatif olarak incelemislerdir. Calismada, H.
armenium subsp. araxinum’un ¢icek ve yaprakli saplarinda galangin 3-metil eterin
yalnizca bu alttiirde bulundugu tespit edilmistir. Ayrica cigceklerde apigenin, luteolin,
naringenin, apigenin 4'-glikozit, kozmosiin, astragalin, kersetin 3-glikozit, helikrisin A
ve B ile izosalipurposit; yaprak ve saplarda ise kemferol, kersetin ve astragalin
belirlenmistir. Buna karsm H. armenium subsp. armenium’da ¢igek baslarinda agirlikli
olarak naringenin tiirevleri ve helikrisin A ve B bulunurken, toprak istii kisimlarda
apigenin, luteolin, naringenin, astragalin, kemferol, kozmosiin ve Kkersetin tespit

edilmistir.

2.2.5. Helichrysum tarleri ile ilgili biyolojik aktivite calismalari

Helichrysum cinsine ait tiirler, igerdigi zengin fitokimyasal bilesiklerden dolay1
son yillarda cesitli biyolojik aktivite c¢aligmalarinda yogun olarak arastirilmaktadir.
Ozellikle halk hekimliginde yiizyillardir farkli hastaliklarmn tedavisinde kullanilmalar1, bu
bitkilerin modern farmakoloji ve biyoteknoloji alaninda da yogun sekilde incelenmesini
saglamaktadir. Cinsin farkli cografyalarda yetisen tiirlerine yonelik yapilan biyolojik
aktivite aragtirmalari, sahip olduklar1 terapdtik potansiyelin bilimsel temellere

dayandirilmasina imkan tanimaktadir (Kekeg ve ark., 2024).

Antioksidan aktiviteler Helichrysum tirlerinde en ¢ok incelenen biyolojik testler

arasinda yer almaktadir. DPPH, ABTS, demir iyon indirgeyici antioksidan aktivite
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(FRAP) ve oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi (ORAC) gibi radikal stptrme testleri
tirlerin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu etkinin
ozellikle fenolik bilesikler ve flavonoidlerden kaynaklandigi anlagilmaktadir.
Antioksidan aktiviteler, oksidatif stresin neden oldugu hiicresel hasarlar1 dnlemeye
yardime1 olarak yaslanma karsit1 ve hastalik Onleyici potansiyelleri desteklemektedir

(Kekeg ve ark., 2024).

Antimikrobiyal ve antifungal aktiviteler acisindan degerlendirildiginde,
Helichrysum tiirlerinden elde edilen ekstreler ve ugucu yaglar, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans ve
Aspergillus tiirleri gibi patojenik mikroorganizmalara karst etkili bulunmustur

(Kiictikoglu ve ark., 2006).

Antiinflamatuvar aktiviteler, 0zellikle flavonoid ve seskiterpenlakton igerikli
ekstrelerin prostaglandin sentezini baskilamasi ve inflamatuvar sitokinlerin salinimini
azaltmasi ile iligskilendirilmektedir. H. italicum ve H. arenarium (L.) Moench tirleri
tizerinde yapilan in vitro ve in vivo deneylerde, bu tirlerin antiinflamatuvar etkileri
inflamatuvar belirteglerin diizeylerinde anlamli diistislerle dogrulanmistir (Furlan ve

Bren, 2023).

Cilt Uzerine etkileri agisindan Helichrysum tdrlerinin antitirozinaz, antielastaz,
antikollajenaz ve antihyaluronidaz aktiviteleri, H. italicum, H. graveolens, H. teretifolium
(L.) D. Don ex Sweet ve H. armenium subsp. armenium tiirleri tizerinde test edilmistir.
Ozellikle H. italicum ve H. armenium subsp. armenium tirlerinde anti-tirozinaz ve
antielastaz aktiviteler daha belirgin bulunurken, H. graveolens ve H. teretifolium
tirlerinin antikollajenaz ve antihyaluronidaz aktiviteler ile one ¢iktigi belirlenmistir
(Suntar ve ark., 2013; Popoola ve ark., 2015a; Marijan ve ark., 2023; Yildiz ve ark.,
2024).

Sitotoksik ve antiproliferatif etkiler agisindan yapilan ¢aligmalar Helichrysum
tirlerinin bazi kanser hiicre hatlarinda biiylimeyi baskilayicit potansiyel tasidigini
gostermektedir. Insan kolon, meme ve karaciger kanseri hiicre hatlar1 iizerine yapilan
testlerde, bu tire ait ekstrelerin hiicre canliligini azalttig1 rapor edilmistir (Kiigiikoglu ve
ark., 2006; Keke¢ ve ark., 2024). Sinir sistemi (zerine sitotoksik etki testinde H.
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arenarium’in etanol ve metanol ekstrelerinin T98G glioblastoma hiicre hattma inhibisyon
etkiler gosterdigi ve bu etkiden naringenin, luteolin ve kersitrin bilesiklerinin sorumlu
oldugu bildirilmistir (Nalkiran ve Nalkiran, 2025). Giiney Afrika’da gerceklestirilen
caligmalarda 35 Helichrysum tirtnin SF-268 glioblastoma hiicre hattinda toksisite

potansiyeli ortaya konulmustur (Lourens ve ark., 2011).

Helichrysum tdrleri arasinda ugucu yag ve sekonder metabolitlerin yiiksek
ekonomik degeri nedeniyle H. italicum subsp. italicum (Roth) G. Don en ¢ok ¢alisilan
tirdur. Bu tir, antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuvar ve antiproliferatif 6zellikler
gostermektedir (Viegas ve ark., 2014; Maksimovic¢ ve ark., 2017). En bilinen ve Uzerinde
yogun caligma yapilan diger tiirler ise H. italicum, H. stoechas ve H. arenarium’dur
(Viegas ve ark., 2014; Les ve ark., 2017; Pljevljakusic¢ ve ark., 2018).

H. armenium subsp. araxinum ile ilgili biyolojik aktivite cahsmalar

Yapilan c¢aligmalar H. armenium subsp. araxinum’un 0Ozellikle antioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik 6zellikler yoninden énemli biyolojik aktivite potansiyeli

tasidigini ortaya koymaktadir (Kutluk ve ark., 2018).

Antioksidan aktivite bakimindan yapilan ¢alismalar H. armenium subsp.
araxinum'un cicek ve yapraklarindan elde edilen metanol ve etanol ekstrelerinin DPPH,
ABTS ve FRAP radikal sipirme testlerinde yuksek diizeyde aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu yuksek antioksidan etki, tirin fenolik igerik bakimindan zengin
olmasiyla iliskilendirilmekte ve 6zellikle klorojenik asit, kafeik asit, luteolin ve apigenin
bilesiklerinin bu etkide rol oynadigi bildirilmektedir (Kutluk ve ark., 2018).

Antimikrobiyal aktiviteye yonelik olarak yapilan arastirmalarda bitki ucucu
yaglarinin ve ekstrelerinin hem gram pozitif hem de gram negatif bakteri tiirleri ile bazi
patojenik mantarlara kars: etkili oldugu tespit edilmistir. Ozellikle S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa ve C. albicans gibi mikroorganizmalara karsi inhibitor etki gosterdigi
bildirilmistir (Kiiglikoglu ve ark., 2006; Kutluk ve ark., 2018).

H. armenium subsp. araxinum c¢iceklerinin, DNA topoizomeraz | enzimini dnemli
diizeyde inhibe ettigi ve bu yolla sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Kii¢iikoglu
ve ark., 2006).
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2.3. Tez Kapsaminda Calisilan Farmakolojik Aktiviteler Hakkinda Genel
Bilgiler

2.3.1. Antioksidan aktivite hakkinda genel bilgiler

Tedavi edici maddelerin metabolize edilmesi, gidalarin sindirilmesi ve yaglarin
enerjiye doniistiiriilmesi ve solunum dahil insan viicudunda gergeklesen biyolojik
stirecler, yan uriin olarak reaktif oksijen ve nitrojen tirleri (ROS ve RNS) adi verilen
potansiyel olarak zararli bilesiklerin olusmasma neden olmaktadir. Bu reaktif tiirler,
cogunlukla serbest radikaller veya serbest radikal {iretimine yatkin molekiiller olup diisiik
ve orta konsantrasyonlarda cesitli fizyolojik islevler icin gerekli sinyal yolaklarinda
onemliroller Gstlenirler. Ancak reaktif oksijen ve nitrojen seviyelerinin asir1 artmast lipid,
protein ve DNA basta olmak iizere temel biyomolekiillerde hasara yol agarak normal

hiicresel sinyal mekanizmalarini bozabilmektedir (Pizzino ve ark., 2017).

Stres kosullarinda reaktif tiirlerin tiretimi, antioksidan savunma kapasitesini
asarak oksidatif stres olarak tanimlanan redoks dengesinin bozulmasina neden olur. Bu
durum, hiicresel membranlar, niikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi kritik yapilar
Uzerinde geri doniisii olmayan hasarlarin olusmasina ve ikincil reaktif tiirlerin {iretimiyle
birlikte hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina yol agmaktadir (Forman ve Zhang, 2021).
Oksidatif stresin kroniklesmesi; kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, karaciger
bozukluklar1 ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak tizere bir¢ok kronik hastaligin

patogenezinde temel bir mekanizma olarak kabul edilmektedir (Rudrapal ve ark., 2022).

Antioksidanlar, serbest radikallere elektron vererek onlar1 kararl hale getirerek
hiicresel bilesenlere verebilecekleri potansiyel zararlar1 engellerler (Gulgin, 2025).
Antioksidan savunma sistemi; (1) serbest radikal Gretimini geciktirme veya engelleme,
(2) radikalleri dogrudan temizleme, (3) onlar1 daha az toksik iirlinlere dontiistiirme, (4)
ikincil toksik tiirlerin olusumunu 6nleme, (5) zincirleme oksidatif reaksiyonlar1 durdurma
(zincir kirict antioksidan aktivite), (6) diger antioksidanlarla etkilesim yoluyla endojen
savunmay1 giiclendirme ve (7) metal iyonlarini selatlama gibi ¢esitli mekanizmalar
Uzerinden islev gormektedir. Bu birbirini tamamlayan siiregler, organizmay1 oksidatif

stresin zararl etkilerine kars1 ¢ok katmanli bir bigimde korumaktadir (Adwas ve ark.,
2019).
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Insan viicudundaki antioksidan sistemler genel olarak enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlardan olusur (Adwas ve ark., 2019). Antioksidanlar kaynaklara
gore endojen ve ekzojen olarak iki ana gruba ayrilir. Endojen antioksidanlar hiicreler
tarafindan dogal olarak sentezlenirken, ekzojen antioksidanlar diyet yoluyla alinir. Bunun
yani sira antioksidanlar, biyokimyasal aktivitelerine (enzimatik/enzimatik olmayan),
cozinurlik ozelliklerine (hidrofilik/lipofilik) ve kimyasal yapilarina (flavonoidler,

polifenoller) gore de smiflandirilmaktadir (Rehman ve ark., 2019).

Dogal antioksidanlarin reaktif tiir iretimini azaltma ve serbest radikalleri
etkisizlestirme gibi g¢esitli biyokimyasal etkilere sahip olduklarindan, diyabet,
hipertansiyon, Alzheimer ve Parkinson gibi kronik hastaliklarm 6nlenmesi ve tedavisinde

onemli bir potansiyel sunmaktadir (Gulgin, 2025).

2.3.2. Tirozinaz ve elastaz enzimleri hakkinda genel bilgiler

Cilt yaslanmas1 biyolojik siireclerin dogal bir sonucu olup genel olarak igsel
(intrinsik) ve digsal (ekstrinsik) yaslanma olmak {izere iki ana kategori altinda
incelenmektedir. Igsel ya da kronolojik yaslanma, biiyiik olciide genetik faktorler
tarafindan belirlenmekte ve zaman igerisinde fizyolojik degisimlerin birikmesine baglh
olarak ilerlemektedir. Buna karsilik dissal yaslanma, giinesten gelen ultraviyole
radyasyona uzun siireli maruziyet, hava kirliligi, kimyasallar ve olumsuz c¢evresel
kosullar gibi faktorler tarafindan tetiklenmektedir. Ayrica sigara kullanimi ve diizensiz
beslenme gibi yasam tarzi aligkanliklar1 da bu siireci hizlandiran 6nemli unsurlar arasinda

yer almaktadir (Farage ve ark., 2008).

Cilt yaslanmasinim 6nemli biyokimyasal belirleyicilerinden biri olan elastaz,
kimotripsin proteaz ailesine ait bir enzimdir ve dermal ekstraselliiler matriksin yapisal
biitiinliigli icin kritik 6neme sahip elastin, kollajen ve fibronektin gibi proteinlerin
pargalanmasinda gorev alir (Imokawa ve Ishida, 2015). Elastazin asir1 veya kontrolsiiz
aktivitesi elastin lif aginin yogun hidrolizine yol agarak cilt elastikiyetinin azalmasima,
dermal biitlinliiglin bozulmasina ve sonug olarak cilt sarkmasina neden olur. Bu nedenle
elastaz inhibitorleri, elastik liflerin korunmasina katki saglayarak kirigiklik karsiti

kozmetik ajanlar olarak dikkat cekmektedir (Thring ve ark., 2009).
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Cilt biyokimyasinda énemli bir diger hedef enzim olan tirozinaz, bakir iceren ve
polifenol oksidaz sinifina dahil bir oksidorediiktazdir. Bu enzim, melanin biyosentezinin
erken basamaklarini olusturan monofenollerin hidroksillenmesi ve O-difenollerin O-
kinonlara oksitlenmesi olmak (zere iki temel reaksiyonu katalize eder. Tirozinaz
aktivitesi, cilt, sa¢ ve goz renginin belirlenmesinde temel rol oynamaktadir (Pillaiyar ve
ark., 2017). Ancak enzimin asir1 aktivitesi {irtiker pigmentoza ve yasa bagh
hiperpigmentasyon gibi ¢esitli pigmentasyon bozukluklarinin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle tirozinaz inhibitorleri cilt tonunu dengelemeye ve
hiperpigmentasyonu azaltmaya yonelik potansiyel beyazlatict ajanlar arasinda

degerlendirilmektedir (Slominski ve ark., 2004).

2.3.3. Glioblastoma ve ndroblastoma hakkinda genel bilgiler

Kanser, genomik ve molekiiler diizeyde meydana gelen cesitli degisikliklerin
sonucu olarak hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime ve ¢ogalma yetenegi kazanmasiyla
karakterize edilen, heterojen ve ¢ok faktorlii bir hastalik grubudur. Bu siireg, etkilenen
dokularda hizli kitle artis1 ve doku yapisinda belirgin degisikliklerle kendini gdsterir.
Kanser hiicreleri yiiksek metabolik aktiviteye sahip olup oksijen ve besin kaynaklarmi
yogun sekilde tiiketir. Bu durum saglikli hiicrelerin metabolik olarak dezavantajli duruma
diismesine yol acar. Ayrica tiimorler, mikrogevreyi kendi biliyiime ve yayilimini
destekleyecek sekilde yeniden programlayabilir. Bu yeniden yapilanma, bagisiklik
yanitinin baskilanmasini, stromal hiicrelerin yeniden diizenlenmesi ve ¢evre dokularm
fizyolojik islevlerinin tiimor lehine degistirilmesini kapsamaktadir (Janssen ve ark., 2017;
Pfirschke ve ark., 2017).

Hucre 6limd, ¢cok hiicreli organizmalarda homeostatik dengenin strdurilmesinde
merkezi bir rol oynar. Klasik olarak, bu siire¢ apoptoz ve nekroz olmak Uzere iki ana
mekanizma ile tanimlanmaktadir. Apoptoz programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinir ve
hiicrede karakteristik morfolojik degisiklikler ile enzim bagimli biyokimyasal yollarla
karakterizedir. Bu slre¢ hiicrelerin ¢evre dokulara minimum zarar vererek programli
olarak vicuttan temizlenmesini saglar. Nekroz ise genellikle siddetli bir hiicresel hasarin
ardindan ortaya ¢ikan, kontrolsiiz bir siire¢ olup, hiicre igeriginin ¢evre dokulara

yayilmasi ve doku hasarina yol agmasi ile tanimlanir. Ancak son yillarda hiicrelerin farkl
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yollarla Olebilecegini gosteren otofaji, piroptoz ve onkozis gibi hicre 6limi
mekanizmalar1 da kesfedilmistir (D'Arcy, 2019). Bu farkli hiicre 6limua bicimlerinin
anlasilmast hem normal fizyolojik kosullarin korunmasinda hem de hastalik siireci

mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasinda Kritik Gneme sahiptir.

Sinir sistemi tumdrleri beyin ve omurilikte ortaya ¢ikan malignitelerin genis bir
spektrumunu kapsar ve genellikle kisa ve uzun vadeli fonksiyonel kayiplarla
iliskilendirilir (Ayed ve ark., 2021). Bu tiimorlerin klinik yonetimlerini zorlastiran temel
etkenlerden biri, terapotik ajanlarin beyin dokusuna gegisini sinirlayan kan-beyin
bariyeridir (Mohammadi ve ark., 2021). Sinir sisteminin primer malign tiimdrleri arasinda
ozellikle noroblastom ve glioblastom one ¢ikarmaktadir. Her iki timor turu de agresif
seyirleri ve yliksek morbidite oranlar1 nedeniyle yogun arastirma ve klinik ¢aba

gerektirmektedir (Siegel ve ark., 2021).

Noroblastom, noral krestten kdken alan hiicrelerde ortaya ¢ikmakta ve sempatik
sinir sistemi boyunca herhangi bir yerde tipik olarak adrenal medulla veya paraspinal
ganglionlarda gorilebilmektedir (Maris, 2010). Noroblastom, tim pediatrik kanserlerin
% 8-10'unu olustururken, g¢ocuklarda kansere bagh Olimlerin % 12-15'ini
olusturmaktadir. Diisiik riskli hastalar i¢in nispeten olumlu sonuglara ragmen yuksek
riskli hastalarda bildirilen 5 yillik genel sagkalim oran1 % 20'dir (London ve ark., 2010;
Maris, 2010). Néroblastom tedavisinde siklofosfamid, vinkristin, doksorubisin, sisplatin,
karboplatin ve etoposid gibi kemoterapi ajanlar1 kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin
sistemik dagilimi nedeniyle kemik iligi baskilanmasi, enfeksiyon riski ve diger toksik yan

etkileri sik goriilmektedir (Du ve Yuan, 2024).

Gliomlar, noral kok hiicrelerden koken alan ve en yaygin goriilen primer beyin
tiimorleri arasinda yer almaktadir (Louis ve ark., 2016). Bu tiimorler icinde glioblastoma
multiforme (GBM), en sik goriilen, en agresif ve en kotii prognoza sahip derece 1V timor
olarak 0ne g¢ikmaktadir (Wen ve Kesari, 2008). Tim beyin tumdrlerinin (birincil ve
ikincil) yaklasik % 17°sini GBM olusturmaktadir (Dymova ve ark., 2021). GBM tanis1
alan hastalarda ortalama sagkalim siiresi yaklasik 15 ay olup, 5 yillik sagkalim orani %
7.2°dir (Wen ve Kesari, 2008; Czarnywojtek ve ark., 2023). GBM tedavisinde standart
yaklasim timorin maksimal cerrahi rezeksiyonunu takiben radyoterapi ve Temozolomid

uygulamasini igermektedir. Ancak tiimor bu tedavilere siklikla direng gelistirmekte ve
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tedavi etkinligini onemli Ol¢iide azaltmaktadir (Stupp ve ark., 2005). Bunun yani sira
terapotik ajanlarin kan-beyin bariyerini yeterli dizeyde gecememesi de tedaviyi dnemli

olctide kisitlayan bir diger temel sorundur (Dymova ve ark., 2021).

2.4. Molekiiler Yolaklarin Belirlenmesinde Kullanilan In Silico Metotlar
Hakkinda Genel Bilgiler

Deneyler genel olarak {i¢ ana kategoriye ayrilmaktadir: in vitro, in vivo ve in silico
caligmalar. In silico ¢alismalar, bilgisayar ortaminda veya simiilasyon yoluyla yiiriitiilen
calismalari ifade eder ve molekiiler docking bunlarm 6nemli bir alt dalini olusturur (Ekins
ve ark., 2007).

Molekiler docking yapisal molekiiler biyoloji ve bilgisayar destekli ilag
tasariminda temel bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Morris ve Lim-Wilb, 2008). Bu
yontem, protein, DNA, RNA ve dogal veya sentetik molekiiller arasindaki etkilesimleri
incelemeye olanak saglar ve farmasotik bilesiklerin sanal taranmasinda énemli bir rol
oynar (Dias ve ark., 2008; Mohanty ve Mohanty, 2023). Bu tiir ¢alismalar, bilgisayar
kullanarak belirli bir biyolojik aktiviteyi tahmin etmek i¢in daha 6nce denenmis biyolojik
aktivite sonuglarimi dikkate alarak gergeklestirilir (Ekins ve ark., 2007). Ginlmuzde
Surflex (Jain, 2003), Glide (Friesner ve ark., 2004), AutoDock Vina (Trott ve ark., 2010)
ve MOE (Corbeil ve ark., 2012) gibi ¢esitli docking metotlar1 vardir. Verilen bir yapidan,
bircok alternatif yazilim ve c¢evrimi¢i sunucu kullanilarak c¢ok sayida 0Ozellik
hesaplanabilmekte ve tahmin edilebilmektedir. Girdi yapisi, Chemdraw, Avogadrove
Chemsketch gibi 6zel yazilimlar ve PubChem ve Chemspider gibi ¢evrimi¢i sunucular
kullanilarak olusturulabilmektedir. Makromolekiillerin yapilar1 Protein Veri Bankasi

(PDB) RSC web sitesinden de elde edilebilmektedir (Costa ve ark., 2021).

Dogal bilesiklerin enzim inhibitorleri olarak degerlendirilmesinde in vitro ve in
silico yontemlerin kombinasyonu siklikla kullanilmaktadir (Kamel ve ark., 2024a; Kamel
ve ark., 2024b). In vitro testler % 50 inhibitér konsantrasyonu (ICso) belirleyerek
bilesiklerin enzim aktivitesi lizerindeki dogrudan etkilerini ortaya koyarken (Kamel ve
ark., 2024c), molekdler docking ve molekiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 inhibitor-

enzim komplekslerinin baglanma bolgelerini, etkilesimlerini ve kompleksin zaman
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icindeki stabilitesini ayrintili bicimde analiz etme olanag1 saglamaktadir (Kamel ve ark.,
2024a; Kamel ve ark., 2024d; Kamel ve ark., 2023; Kamel ve ark., 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

H. armeium subsp. araxinum’a ait 6rnekler, 19 Temmuz 2022 tarihinde Malatya
ili Yazihan ilgesinde, Fethiye ile Alican koyleri arasindaki yol kenari-step karakterindeki
habitatta, 1399 m yiikseltide yer alan ve kiiresel konumlandirma sistemi (GPS) ile
38°38'42" kuzey enlemi ile 38°04'30" dogu boylami olarak belirlenen alandan tirtin aktif
ciceklenme doneminde toplanmistir. Bitkinin arazi ¢alismasi ve teshisi Dog. Dr. Hiiseyin
Eroglu tarafindan yapilmistir. Preslenerek hazirlanan 6rnekler daha sonra Van Yiiziincii
Y1l Universitesi Herbaryumu'nda HE2034 herbaryum kodu ile muhafaza altina
alinmistir. Laboratuvara getirilen materyal, yabanci bitki pargalar1 ve diger Kirleticilerden
armdirildiktan sonra uygun kosullarda kurutulmus ve deneysel ¢aligmalara baslanincaya

kadar oda sicakliginda, 151k almayacak bicimde depolanmaistir.

3.2. Enzimler, Hucreler, Cihazlar, Kimyasallar ve Cozuculer

Biyolojik aktivite deneylerinde tirozinaz (mantar kaynakli, Sigma-Aldrich) ve

elastaz (insan notrofilinden elde edilen, Merck) enzimleri kullanilmistir.

Biyolojik aktivite deneylerinde U87-MG (insan glioblastoma astrositomu, Sigma-
Aldrich 89081-402) ve SH-SY5Y (insan ndroblastomu, ATCC CRL-2266™) hiicre

hatlar1 kullanilmistir.

Deneysel ¢aligmalarda analitik hassas terazi (Radwag AS 220.R2 PLUS),
calkalayic1 (WiseShake®), ¢eker ocak (Thermomac), liyofilizator (Alpha 1-2 LD plus;
Christ, Osterode am Harz), mikroplaka okuyucu (FLUOstar Omega), pH metre (Hanna),
rotary evaporator (Buchi Rotavapor® R-300; V-700 vakum pompali), UHPLC sistemi
(Shimadzu Nexera), ultrasonik banyo (Isolab), ultra saf su sistemi (Millipore Simplicity),

UV spektrofotometre (Camag) ve vorteks (Isolab) cihazlari kullanilmustir.

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik saflikta olup BLD,
Fluka, Isolab, Merck, Sigma-Aldrich ve TCI Chemicals markali iiriinlerden temin

edilmistir.
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UHPLC-MS/MS analizlerinde HPLC-MS/MS kalitesinde ¢ozictler, biyolojik

aktivite deneylerinde ise ultra saf su kullanilmustir.

3.3. Ekstrelerin Hazirlanisi

Bitki kurutulduktan sonra ¢igekli toprak iistii kisimlar1 bitki makas1 ile kiigiik
parcalara ayrilmistir. Pargalanmis bitki materyalinden ii¢ adet olacak sekilde 36’sar gram
ornek tartilmistir. Her bir 6rnek, ayri ayr1 olmak iizere 600 mL n-hekzan, etil asetat ve
etanol ¢ozlicileri ile iki kez 24 saatlik maserasyon islemine tabi tutulmustur. Maserasyon
islemi, oda sicakliginda (20 + 4 °C) aluminyum folyo ile kaplanmis cam silifli erlenler

icinde siirekli galkalayici kullanilarak gerceklestirilmistir.

[k 24 saatlik maserasyon sonrasinda drnekler, iizerlerine ekstrenin hangi ¢0z{icii
ile hazirlandigimi belirten kodlarin yazildig: balonlara huni ve siizge¢ kagidi yardimiyla
stiziilmiistiir. Stizme islemi tamamlandiktan sonra erlenlerde kalan bitki 6rneklerinin her
birine ayn1 ¢0zucliden 600 mL daha ilave edilerek galkalama islemine devam edilmistir.
Ikinci 24 saatlik maserasyon sonunda ayni siizme islemi tekrar uygulanmis ve ayni

¢ozlcuyle hazirlanmis 6nceki stzuntiler ile birlestirilmistir.

Her bir birlestirilmis siiziintii rotary evaporator yardimiyla 37 °C’de diisiik basing
altinda ¢oziiciilerinden ayr1 ayr1 uzaklastirilmistir. Yogunlastirilmis kivamli ekstreler
dondurulmus ve liyofilizator kullanilarak -51 °C’de vakum altinda liyofilize edilerek toz
haline getirilmistir. Elde edilen ekstreler, kapakli amber renkli siselerde nem
gecirmeyecek sekilde flasterle sarilarak deneylerin yapilacagi zamana kadar 2-8 °C
arasinda saklanmistir. Ekstraksiyon islemi ve deneysel calismalara iliskin gorseller Sekil

5’te verilmistir.
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Sekil 5. Ekstraksiyon islemi ve deneysel ¢caligmalara iliskin gorseller

3.4. Biyolojik Aktivite Arastirmalari

3.4.1. Antioksidan aktivite deneyleri

DPPH radikal supuricu aktivite deneyi

Ekstrelerin antioksidan kapasitesi, Gyamfi ve arkadaslar1 (1999) tarafindan
gelistirilen yontem kullanilarak DPPH radikal siipiiriicli aktivite testi ile belirlenmistir.
Calismada ekstreler oncelikle pH 7.4, 50 mM Tris-HCI tamponu ile ¢oziilmiis ve ardindan
metanol ile hazirlanmig 0.1 mM DPPH ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Cozeltiler 1s18a
duyarlilik nedeniyle karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire zarfinda DPPH
radikalinin ekstredeki antioksidan bilesikler tarafindan indirgenmesi saglanmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, ¢dzeltilerin absorbans degerleri 517 nm’de spektrofotometre ile
Olgtilmiistlr. Elde edilen sonucglar Troloks esdegeri antiradikal kapasite (mg TEAC/g.)

olarak ifade edilmistir.

ABTS radikal stipurtcu aktivite deneyi

Ekstrelerin antioksidan kapasitesi igin bir diger c¢aligma Papandreou ve
arkadaglarinm (2006) metoduna gore belirlenmistir. Bu yontemde 7 mM ABTS ¢0zeltisi
ve 2.45 mM K.S:0s ¢ozeltisi ile karistirilarak ABTS radikal katyon olusturulmustur.
Ardindan karigim karanlhikta 12 saat inkiibe edilerek kararh ABTS ¢0zeltisi
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hazirlanmigtir.  Ekstreler kararli ABTS ¢ozeltisi ile karistiridmustir.  Kinetik
spektrofotometrik Olcuimler, 734 nm dalga boyunda 30 dakika boyunca mikroplaka
okuyucu ile gergeklestirilmistir. Sonuglar Troloks esdegeri (mg TE/g DW) olarak

verilmistir.

3.4.2. Tirozinaz enzim inhibisyonu deneyi

Tirozinaz inhibisyon aktivitesi, Chang ve arkadaslarinin (2007) yonteminden
yararlanilarak ve bazi asamalar calisma kosullarina uyarlanarak gerceklestirilmistir.
Pozitif kontrol olarak kojik asit kullanilmistir. Deneyde 96 kuyucuklu mikroplaka
kullanilmistir. Ekstreler % 0.1 dimetil silfoksit (DMSO) icerisinde c¢ozilerek
hazirlanmistir. Deneylerde pH 6.8, 50 mM fosfat tamponu kullanilmistir. Deneyde
substrat olarak hazirlanan 2 mM L-Dopa ¢6zeltisinden 150 pL ve ekstreden 25 pL
almarak karisim hazirlanmistir. Bu karisim karanhikta 25 °C’de 2 dakika inkiibe
edilmistir. Reaksiyon fosfat tamponu i¢inde hazirlanmigs 50 U/mL tirozinaz enziminin
eklenmesiyle baslatilmis ve karisim 25 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Dopakrom
olusumuna bagli absorbans degisimleri 475 nm’de Ol¢lilmistlr. Kinetik okumalar

mikroplaka okuyucu kullanilarak 30 saniyelik araliklarla kaydedilmistir.

3.4.3. Elastaz enzim inhibisyonu deneyi

Elastaz inhibisyon aktivitesi Melzig ve arkadaslarmm (2001) metodu temel
alinarak ve ¢alisma kosullarina gére bazi uyarlamalar yapilarak uygulanmistir. Referans
madde olarak epigallokatesin gallat kullanilmistir. Deneyler 96 kuyucuklu mikroplaka ile
yuriitiilmiistiir. Ekstreler % 0.1 DMSO’da ¢6ziilmiis ve 17 mU/mL elastaz enzimi ve pH
7.5, 0.1 M Tris-HCI tamponu ile karistirilmistir. Karisim 25 °C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan substrat olarak N-Metoksisuksinil-Ala-Ala-Pro-Val-p-nitroanilid
(MAAPVN) ilave edilmis ve karisim 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmigtir.
Reaksiyon 1 mg/mL soya fasulyesi tripsin inhibitorii eklenerek durdurulmus ve p-
nitroanilin olusumuna bagli optik yogunluk 405 nm’de mikroplaka okuyucu ile

Olciilmiistiir.

Ekstrelerin tirozinaz ve elastaz enzim inhibisyonlar1 asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmistir:
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% Inhibisyon = [(Absorbans kontrol - Absorbans numune)/ Absorbans kontrol] x 100

Absorbans kontrol: Enzim ve substratin bulundugu, inhibitor icermeyen kontrol
¢ozeltisinin absorbans degeri. Absorbans numune: Ornek eklenmis karisimin absorbans

degeri.

3.4.4. UB7-MG ve SH-SY5Y hiicre hatlarinda toksisite deneyleri
Hiicrelerin hazirlanmasi ve kiiltiir kosullar

Bu ¢aligmada U87-MG ve SH-SYSY hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalar1 Can (2024)’in protokoli esas alinarak, gerekli uyarlamalar yapilarak ve

asagidaki adimlar uygulanarak gergeklestirilmistir:
1. Donmus hiicreler oda sicakliginda ¢ozulmesi saglanarak sivi hale getirilmistir.

2. Hucre stispansiyonu 2 mL taze besiyeri ile karistirilmis ve 1050 rpm’de 5

dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilmaistir.

3. Elde edilen hcre pelleti, % 89 yiksek glikozlu Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), % 10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve % 1 penisilin-streptomisin,
amfoterisin B (PSA) iceren besiyerinde siispanse edilerek 25 cm?’lik flasklara

aktarilmustir.

4. Hucreler 37 °C, % 5 CO: ve tam nem ortaminda kiiltiire alinmig ve besiyeri her

3 glinde bir yenilenmistir.

5. Hiicreler yaklasik % 90 konfluens seviyesine ulastiginda pasajlanmistir. Bu
islem sirasinda flasklar HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) ile yikanmis, ardindan
Tripsin-EDTA ile hiicreler yiizeyden ayrilmis ve fetal sigir serumu (FBS) iceren besiyeri

ile enzimin etkisi durdurulmustur.

6. Pasajlanan hicreler santrifij edilerek pellet elde edilmis ve taze besiyerinde

cozilerek 96 kuyucuklu plakalara kuyu basma 10* hiicre olacak sekilde ekilmistir.

7. Hiicreler ekstre uygulamasindan 6nce 24 saat boyunca 6n inkiibasyona alinarak

plaka ylizeyine homojen bir sekilde tutunmalar1 saglanmustir.
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Hiicre canhihg degerlendirme testi

Ekstrelerin  sitotoksik  etkileri, MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) reaktifi kullanilarak degerlendirilmistir. Deney basamaklar1

Can (2024)’mn protokoli esas alinarak asagidaki sekilde yiirtitiilmistiir:

1. Ekstreler uygun konsantrasyonlarda DMSO igerisinde ¢oziilmiis ve hiicre

kiltirlerine 100, 50, 25 ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlarinda uygulanmustir.

2. Kontrol grubunu olusturan ekstre uygulanmamis hiicreler, hesaplamalarda

%100 canlilik degeri olarak esas alinmustir.

3. Ekstrelerin uygulandig1 hiicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyona

brrakilmistir.

4. Belirlenen siirelerin sonunda mevcut kiiltiir ortami, % 10 (a/a) MTT ¢ozeltisi
ile degistirilmis ve metabolik olarak aktif hiicrelerin tetrazolyumu formazan kristallerine

dontistiirmesi i¢in 4 saat inkiibasyona birakilmistir.
5. Olusan formazan kristalleri her kuyuya 100 uL DMSO eklenerek ¢oziilmiistiir.

6. Absorbans 6Olcumleri 570 nm dalga boyunda yapilmis ve hiicre canliligi

asagidaki formiil ile hesaplanmistir:
% Canlilik = [(Absorbans numunesi x 100) / Absorbans kontrol]

Absorbans numune: Ekstre uygulanmis kuyucuklardan elde edilen absorbans
degeri. Absorbans kontrol: Ekstre uygulanmamis hiicrelerden elde edilen absorbans

degeri.
3.5. UHPLC-MS/MS ile Kimyasal icerik Analizleri

Ekstrelerin icerikleri 15 flavonoid aglikon (biflavonoid), 17 flavonoid glikozit, 20
fenolik asit, 3 fenolik aldehit ve 1 benzopiron olmak (izere toplam 56 referans bilesik
Uzerinden incelenmistir. Analizlerde rutin D3, kersetin D3 ve ferulik asit D3

déteryumlanmis i¢ standart olarak tercih edilmistir. Bu bilesikler kullanilarak ekstredeki
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fitokimyasallarin kalitatif ve kantitatif tayini Yilmaz (2020) tarafindan gelistirilen
UHPLC-MS/MS metoduna uygun sekilde gergeklestirilmistir. UHPLC-MS/MS analiz

kosullar1 ve parametreleri sirasiyla Tablo 3 ve Tablo 4’te 6zetlenmistir.

Tablo 3. UHPLC analiz kosullar1 ve kromatografik parametreler (Y1lmaz, 2020)

Parametre

Deger / A¢ciklama

Cihaz

Shimadzu-Nexera UHPLC

UHPLC Sistemi

Oto-ornekleyici (SIL-30AC), Kolon firmn1 (CTO-10ASvp), Gradient

Bilesenleri pompa (LC-30AD), Degazer (DGU-20A3R)

Kolon Agilent Poroshell 120 EC-C18, 150 mm x 2.1 mm, 2.7 um
Kolon Sicakhgi 40 °C

Mobil Faz A Ultra saf su + 5 mM amonyum format + % 0.1 formik asit
Mobil Faz B Metanol + 5 mM amonyum format + % 0.1 formik asit
Akis Hiza 0.5 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 5uL

Eliisyon Gradyenti  0-25 dk: % 80 A/ % 20- 100 B

25-35dk: % 0A/ % 100 B
35-45dk: % 80 A/ % 20 B

Tablo 4. Kitle spektrometrisi analiz kosullar1 (Y1lmaz, 2020)

Parametre

Deger / Aciklama

Cihaz

Shimadzu LC-MS-8040 tandem kiitle spektrometresi

Iyonizasyon Kaynagi

Elektrosprey iyonizasyon (ESI), pozitif ve negatif mod

Kurutucu Gaz (N2) 15 L/dk

Akisi

Nebiilizer Gaz (N2) 3 L/dk

Akisi

DL (Desolvation 250 °C

Line) Sicakhg

Blok Isttic1 Sicakhgr 400 °C

Arayiiz Sicakhgi 350 °C

MRM Modu Coklu reaksiyon izleme (Multiple Reaction Monitoring )

i¢ Standartlar

Rutin D3, Kersetin D3, Ferulik Asit D3

Optimizasyon

Carpisma enerjisi (CE) ile iyon-fragment gecisleri optimize

edilmisgtir.
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3.6. Molekiiler Docking Analizleri

UHPLC-MS/MS analizlerinde ekstrelerde > 0.1 mg/g konsantrasyona sahip olan
hedef bilesiklerin tirozinaz enzimi ile olasi etkilesimleri molekiiler docking yontemi
kullanilarak incelenmistir. Bu amagla AutoDock 4.2 yazilimi tercih edilmistir. Bitkisel
aktif bilesiklerin yapilart PubChem veritabanindan (PubChem, 2024) elde edilmis,
Gaussview 5.0 ile ¢izilmis ve Gaussian 03 paketinde B3LYP yontemi ile ve 6-31G temel
kiimesi kullanilarak DFT hesaplari izerinden enerji optimizasyonu yapilmistir (Xiong ve
ark., 2021). Tirozinaz protein yapisina iliskin veriler PDB ID: 2Y9X numaras1 ile RCSB
Protein Data Bank’tan temin edilmistir (RCSB, 2024). Protein-ligand kompleksleri
hazirlanirken kristal ligandlar ve su molekiilleri ¢ikarilmis, gerekli hidrojen atomlar1 ve
yiikler eklenmistir. Docking yonteminin dogrulugunu saglamak amaciyla dogal ligand
yeniden docking islemine tabi tutulmus ve deneysel kristal yapiyla karsilagtirilmistir.
Aktif bolgeler dogal ligandlar referans alinarak belirlenmis ve RMSD (Root Mean Square
Deviation) degerleri kullanilarak dogrulama yapilmistir. Docking caligmalar1 RMSD
degeri araligi 0-2 A olan dogrulama kosullar1 altinda gergeklestirilmistir. Docking
calismalari i¢in tirozinaz enziminin koordinat merkezleri x: -32.901; y: -3.919; z: -93.573
olarak belirlenmistir. Grid kutusu, 40 x 40 x 40 noktalar ve 0.375 A'lik grid noktas1 aralig1
ile tahmin edilen konumlar {izerine yerlestirilmis ve en diisik yerlestirilmis
konformasyonlar segilerek ileri ¢aligsmalar i¢cin kullanilmistir. Simiilasyonlar Lamarckian
genetik algoritmasi kullanilarak 10 ¢alismada gergeklestirilmis ve her simiilasyon i¢in
300'lik bir popiilasyon biiyiikliigii se¢ilmistir. Protein yapismin ilgili bilesikleri ile

etkilesimleri Discovery Studio Client 4.1 kullanilarak analiz edilmistir.
3.7. istatiksel Analiz

Antioksidan ve enzim inhibisyon deneylerinden elde edilen veriler SPSS 20
yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (ort. + ss)
olarak ifade edilmis ve One-Way ANOVA ile analiz edilmistir. Istatiksel anlamli
farkhiliklarin  belirlenmesinde Duncan Post Hoc testi uygulanmustir. [statistiksel
anlamlilik p < 0.05 olarak kabul edilmistir. Enzim inhibisyon calismalarinda ICso
degerleri doz-yanit egrilerinden elde edilen ortalama + standart sapma (n = 3) ile

Microsoft Excel programinda hesaplanmistir. Hiicre toksisite verilerinin istatistiksel
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analizi ve grafiksel sunumu i¢in GraphPad Prism 8.0.1 ve IBM SPSS 25.0 yazilimlar1

kullanilmis ve istatistiksel anlamlilik p < 0.001 olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Antioksidan Aktivite Test Bulgulari

Ekstrelerin antioksidan etkinligi DPPH ve ABTS radikal stipurucu aktivitetestleri
ile degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 5’de verilmistir. Buna gore, etil asetat ekstresi
694.11 £ 1.98 mg TEAC/g ile en yluksek DPPH radikal stpurict aktivite gosterirken,
etanol ekstresi 329.60 + 0.45 mg TE/g DW ile en yiksek ABTS radikal supiruci aktivite
gostermistir. Etanol ekstresinin DPPH siipiiriicii etkisi zayif bulunurken (387.22 + 0.97
mg TEAC/Q), etil asetat ekstresinin ABTS siipiiriicii etkisi zayif (49.35 = 0.48 mg TE/g
DW) bulunmustur.

Tablo 5. Ekstrelerin DPPH ve ABTS radikal stipuriicii aktivite test sonuglari

Radikal n-Hekzan ekstresi  Etil asetat ekstresi Etanol ekstresi
DPPH (mg TEACI/qg) 515.42 +0.23 694.11 + 1.98 387.22 +0.97
ABTS (mg TE/g DW) 79.37 £0.79 49.35 + 0.48 329.60 + 0.45

Sonuglar ii¢ tekrarli verilerin ortalamasi + standart sapmasi olarak sunulmustur (p < 0.05). TEAC: Troloks
esdegeri antiradikal kapasite. TE: Troloks esdegeri.

4.2. Enzim Inhibisyon Test Bulgular

4.2.1. Tirozinaz enzim inhibisyonu bulgular

Tirozinaz enzimi tzerine en gucli inhibisyon etki ICso = 156 pug/mL degeri ile etil
asetat ekstresinde gozlemlenmistir. Buna karsilik, en zayif inhibisyon etkiyi ICso = 280
Hg/mL degeri ile etanol ekstresi gostermistir. Referans madde olan kojik asitin tirozinaz
inhibisyon aktivitesi ICso = 30.00 + 1.63 pug/mL olarak hesaplanmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Ekstrelerin tirozinaz inhibisyon testi sonuglar1 (ICso ug/mL)

n-Hekzan ekstresi  Etil asetat ekstresi  Etanol ekstresi Kojik asit

190.56 + 3.74 156.02 + 3.97 280.85 + 2.94 30.00 +1.63

Sonuglar ti¢ tekrarli verilerin ortalamasi + standart sapmasi olarak sunulmustur (p < 0.05).
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4.2.2. Elastaz enzim inhibisyonu bulgular

Elastaz enzimi Gzerine 100 pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonda n-hekzan
ekstresi (swrasiyla % 7.08 £ 1.05 ve % 11.15 *+ 1.84) zayif inhibisyon etki gdsterirken
diger ekstreler ayn1 konsantrasyonlarda herhangi bir aktivite gostermemistir. Bununla
birlikte standart madde olarak kullanilan epigallokatesin gallatin 100 pg/mL
konsantrasyondaki inhibisyon degeri % 42.56 + 0.55 olarak bulunmustur (Tablo 7).

Tablo 7. Ekstrelerin elastaz inhibisyon testi sonuglar1 (%)

Konsantrasyon n-Hekzan Etil asetat Etanol Epigallokatesin
ekstresi ekstresi ekstresi gallat

100 pg/mL 7.08+1.05 - - 4256 + 0.55

500 pg/mL 11.15+1.84 - g *

Sonuglar g tekrarli verilerin ortalamasi + standart sapmasi olarak sunulmustur (p < 0.05). -: Aktivite
bulunmadi. *: Test edilmedi.

4.3. Sitotoksisite Deney Bulgulari

4.3.1. U87-MG hiicre hattinda toksisite bulgulari

n-Hekzan, etil asetat ve etanol ekstrelerinin 100, 50, 25 ve 12.5 pg/mL
konsantrasyonlarda U87-MG hiicre hatt1 tizerine toksik etkileri, 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinde MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Hiicre canlilik

yuzdeleri inklibasyon slrelerine gore sirasiyla Sekil 6, Sekil 7 ve Sekil 8’de sunulmustur.

U87-MG hiicre hattinda yapilan toksisite testinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda
butlin ekstreler 12.5-100 pg/mL konsantrasyon araliginda hiicre canliligini % 50’den

fazla inhibe etmistir.

n-Hekzan ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligim % 97.2
azaltmugtir. Kontrol, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda
anlamli bulunmus fakat 50 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmamaigtir. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligint % 98.3 azaltmistir. Kontrol,
25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus
fakat 100 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir. 25
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Hg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 92.1 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem
de diger konsantrasyonlarla karsilagtirildiginda anlamli bulunmustur. 12.5 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligini % 65.2 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger

konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

Etil asetat ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 96.5
azaltmistir. Kontrol, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda
anlamli bulunmus fakat 50 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmamustir. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligimi % 97.7 azaltmistir. Kontrol,
25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus
fakat 100 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir. 25
Hg/mL konsantrasyonu hiicre canliigini % 74.5 azaltmustir. Hem kontrol grubuyla hem
de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. 12.5 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligimi % 51.5 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger

konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

Etanol ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 98.2 azaltmustr.
Kontrol, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmus fakat 50 pug/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir.
50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligint % 95.8 azaltmustir. Kontrol, 25 pg/mL ve
12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100 ug/mL
konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir. 25 pg/mL konsantrasyonu
hiicre canliigmi % 69.4 azaltmistr. Hem kontrol grubuyla hem de diger
konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. 12.5 pg/mL konsantrasyonu
hiicre canlihigmi % 54.3 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger

konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.
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U-87-MG
Helichrysum armenium subsp. araxinum-24h
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Sekil 6. Ekstrelerin U87-MG hiicre hattinda 24 saatlik toksisite profili-MTT test grafigi.

Farkl1 harfler atanan gruplar istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir (p < 0.001).

48 saatlik inklibasyon sonunda U87-MG hiicre hattinda yapilan toksisite testinde
batun ekstreler 50 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda hiicre canliligini % 90’den
fazla inhibe etmistir. 25 pg/ mL konsantrasyonda ise etil asetat ve etanol ekstreleri hiicre

canliligini % 60°dan fazla inhibe etmistir.

n-Hekzan ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 9.5 azaltmistir.
Kontrol grubu, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmus fakat 50 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir.
50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 94.1 azaltmistir. Kontrol grubu, 25 pg/mL
ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100
Hg/mL  konsantrasyonuyla Kkarsilastirildiginda anlamli  bulunmamustir. 25 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligini % 32.6 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger
konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. 12.5 pg/mL konsantrasyonu
hiicre canlihigmi % 7.7 azaltmstr. 100 pg/mL, 50 pg/mL ve 25 pg/mL
konsantrasyonlartyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol grubuyla

karsilastirildiginda anlamli bulunmamastir.

Etil asetat ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hicre canlihgmm % 94.1
azaltmistir. Kontrol grubu, 25 pg/mL ve 125 pg/mL konsantrasyonlariyla
karsilastirildiginda  anlamli  bulunmus fakat 50 pg/mL  konsantrasyonuyla

karsilastirildiginda anlamli bulunmamuistir. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini %
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94.5 azaltmistir. Kontrol grubu, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla
karsilastirildiginda  anlamli bulunmus fakat 100 upg/mL  konsantrasyonuyla
karsilastirildiginda anlamli bulunmamuistir. 25 pg/mL konsantrasyonu hiicre canlihigini %
71.3 azaltmistr. Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla
karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. 12.5 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini %
2.1 azaltmustrr. 100 pg/mL, 50 pg/mL ve 25 pg/mL  konsantrasyonlariyla
karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlaml

bulunmamastir.

Etanol ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligin1 % 94.3 azaltmustir.
Kontrol grubu, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmus fakat 50 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir.
50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 94 azaltmustir. Kontrol grubu, 25 pg/mL
ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100
Hg/mL  konsantrasyonuyla Kkarsilastirildiginda anlamli  bulunmamustir. 25 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligini % 61.5 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger
konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. 12.5 pg/mL konsantrasyonu
hiicre canliigmi % 18.7 arttrmistr. Hem kontrol grubuyla hem de diger

konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

U-87-MG
Helichrysum armenium subsp. araxinum-48h
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= n-Hexane
= Ethyl Acetate

100+ == Ethanol

50

% Cell Viability

Control 100 50 25 12,5

Concentration (ug/ml)

Sekil 7. Ekstrelerin U87-MG hiicre hattinda 48 saatlik toksisite profili-MTT test grafigi.

Farkli harfler atanan gruplar istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p < 0.001).
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72 saatlik inktibasyon sonunda U87-MG hiicre hattinda yapilan toksisite testinde
batun ekstreler 25-100 pg/ mL konsantrasyon araliginda hiicre canliligini % 50°den fazla

inhibe etmistir.

n-Hekzan ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliigmi % 91.5
azaltmistir. Kontrol ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlartyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmus fakat 50 pg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlaml
bulunmamuistir. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 89.1 azaltmistir. Kontrol
ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100
Hg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir. 25
Hg/mL Kkonsantrasyonu hiicre canliligint % 83.8 azaltmustir. Kontrol ve 12.5 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100 pg/mL ve 50 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli  bulunmamistir. 12,5  pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligini % 58.5 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger

konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

Etil asetat ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canlihgmmi % 89.9
azaltmustir. Kontrol ve 12.5 pug/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmus fakat 50 pg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmamustir. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 88.2 azaltmistir. Kontrol
ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100
Hg/mL ve 25 pug/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir. 25
Hg/mL konsantrasyonu hiicre canlihigini % 85.5 azaltmistir. Kontrol ve 12.5 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100 pg/mL ve 50 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilagtirildiginda  anlamli  bulunmamustir. 12,5  pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligini % 36.5 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger

konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

Etanol ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 90.8 azaltmustir.
Kontrol, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilagtirildiginda anlaml
bulunmus fakat 50 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamastir.
50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 86.4 azaltmistir. Kontrol ve 12.5 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100 pg/mL ve 25 pg/mL

konsantrasyonlartyla  karsilastirildiginda  anlamli  bulunmamustir. 25 pg/mL
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konsantrasyonu hiicre canliligini % 71.7 azaltmistir. Kontrol, 100 pg/mL ve 12.5 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus 50 pg/mL konsantrasyonuyla
karsilastirildiginda anlamli bulunmamigtir. 12.5 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini
% 9 arttirmistir. 100 pg/mL, 50 pg/mL ve 12 pg/mL  konsantrasyonlariyla
karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli

bulunmamastir.
U-87-MG
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Sekil 8. Ekstrelerin U87-MG hiicre hattinda 72 saatlik toksisite profili-MTT test grafigi.

Farkli harfler atanan gruplar istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gdstermektedir (p < 0.001).

4.3.2. SH-SYSY hiicre hattinda toksisite bulgulan

n-Hekzan, etil asetat ve etanol ekstrelerinin 100, 50, 25 ve 12.5 pg/mL olmak
iizere dort farkli konsantrasyonda 24, 48 ve 72 saatlik siirelerle toksisite testleri SH-SY5Y
hiicre hatt1 kullanilarak MTT yontemi ile belirlenmistir. Ekstrelerin 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonras1 % hiicre canlilik sonuclar1 Sekil 9, Sekil 10 ve Sekil 11°de sirasiyla

verilmistir.

24 saatlik inkuibasyon sonunda SH-SY5Y hiicre hattinda yapilan toksisite testinde
butiin ekstreler 100 pg/ mL konsantrasyonda ve ayrica etanol ekstresi 50 pg/mL

konsantrasyonda hiicre canliligin1 % 50’den fazla inhibe etmistir.

n-Hekzan ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligmi % 51.5

azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda
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anlamli bulunmamistir. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 4.6 arttirmistir.
12.5 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol, 50
Hg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir. 25
pug/mL  konsantrasyonu hiicre canhiligint % 3.7 arttwrmustir.  12.5  pg/mL
konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol, 100 pg/mL ve 50
Hg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir. 12.5 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliigmi % 7 arttrmustir. Kontrol, 50 pg/mL ve 25 pg/mL
konsantrasyonlartyla karsilastirildiginda anlamli  bulunmus fakat 100 pg/mL

konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamastir.

Etil asetat ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliigini % 64.8
azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda
anlamli bulunmustur. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliigini % 32.2 azaltmustir.
Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlaml
bulunmustur. 25 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 1.2 azaltmigtir. 100 pg/mL
ve 50 pug/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol ve
12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir. 12.5 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligint % 6.8 arttrmistir. 100 pg/mL ve 50 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol grubu ve 25

Hg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir.

Etanol ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 81.1 azaltmustir.
Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlaml
bulunmustur. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 59.6 azaltmistir. Hem kontrol
grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. 25
Mg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 25.9 azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem
de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. 12.5 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligint % 6.4 arttirmugtir. 100 pg/mL, 50 pg/mL ve 25 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiinda anlamli  bulunmus fakat kontrol grubu

konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir.

40



SHSY5Y
Helichrysum armenium subsp. araxinum-24h

150
B n-Hexane
a a a a a b a 4a mm Ethyl Acetate
5100_ == Ethanol
o
]
S
@
9 50-
=S

Control 100 50 25 12,5

Concentration (pg/ml)

Sekil 9. Ekstrelerin SH-SY5Y hiicre hattinda 24 saatlik toksisite profili-MTT test
grafigi.

Farkli harfler atanan gruplar istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir (p < 0.001).

48 saatlik inktibasyon sonunda SH-SY5Y hiicre hattinda yapilan toksisite testinde
bitin ekstreler 100 pg/ mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 70’den fazla inhibe
ederken, etil asetat ve etanol ekstreleri 50 pg/ mL konsantrasyonda hiicre canliligint %

50’den fazla inhibe etmistir.

n-Hekzan ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligimi % 76.8
azaltmustir. Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildigimda
anlamli bulunmustur. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligint % 6.4 azaltmistir. 100
Hg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol, 25 pg/mL
ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir. 25
Mg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 2.9 azaltmistir. 100 pg/mL konsantrasyonuyla
karsilagtirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol, 50 pg/mL ve 12.5 pg/mL
konsantrasyonlartyla karsilastirildiginda anlamli  bulunmamustir. 12.5 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligini % 4.6 azaltmistir. 100 pg/mL konsantrasyonuyla
kargilagtirildiginda anlamli bulunmus fakat kontrol, 50 pg/mL ve 25 pg/mL

konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustur.

Etil asetat ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canlihgmi % 78.7
azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda

anlamli bulunmustur. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligmi % 55 azaltmigtir. Hem
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kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli
bulunmustur. 25 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligin1 % 0.2 azaltmustir. 100 pg/mL,
50 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus
fakat kontrol grubu konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir. 12.5
Hg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 3 arttrmistir. Hem kontrol grubuyla hem de

diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

Etanol ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 86.4 azaltmustir.
Kontrol, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilagtirildiginda anlamli
bulunmus fakat 50 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamuastir.
50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligimi %7 9.8 azaltmustir. Kontrol, 25 pg/mL ve
12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100 pg/mL
konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir. 25 pg/mL konsantrasyonu
hicre canliigmi % 27.2 azaltmistr. Hem kontrol grubuyla hem de diger
konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. 12.5 pg/mL konsantrasyonu
hiicre canliligmi % 3.4 arttrmustir. 100 pg/mbL, 50 pg/mL ve 25 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli  bulunmus fakat kontrol grubu

konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamastir.

SHSY5Y
Helichrysum armenium subsp. araxinum-48h
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Sekil 10. Ekstrelerin SH-SY5Y hiicre hattinda 48 saatlik toksisite profili-MTT test
grafigi.

Farkl1 harfler atanan gruplar istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p < 0.001).
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72 saatlik inkiibasyon sonunda SH-SY5Y hiicre hattinda yapilan toksisite testinde
batun ekstreler 100 pg/mL konsantrasyonda ve ayrica etil asetat ve etanol ekstreleri 50

Mg/ mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 80’den fazla inhibe etmistir.

n-Hekzan ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliigmi % 85.5
azaltmistir. Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildigimda
anlamli bulunmustur. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliigini % 28.4 azaltmustir.
Hem kontrol grubuyla hem de diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamlh
bulunmustur. 25 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 2.5 arttirmistir. 100 pg/mL,
50 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus
fakat kontrol grubu konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir. 12.5
Hg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 17 arttirmistir. Hem kontrol grubuyla hem de

diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

Etil asetat ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonu hicre canliligint % 88.7
azaltmustir. Kontrol, 50 ug/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda
anlamli bulunmus fakat 12.5 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmamustir. 50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 83.5 azaltmustir. 100
pug/mL, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmus fakat kontrol grubu konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamh
bulunmamustir. 25 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligini % 14.8 azaltmistir. Kontrol,
100 pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat
12.5 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir. 12.5 pg/mL
konsantrasyonu hiicre canlihgmi % 6.8 azaltmistr. Kontrol ve 50 pg/mL
konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli bulunmus fakat 100 pg/mL ve 25 pg/mL

konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamastir.

Etanol ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 89 azaltmustir.
Kontrol, 25 pg/mL ve 12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlamli
bulunmus fakat 50 pg/mL konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir.
50 pg/mL konsantrasyonu hiicre canliligin1 % 88.6 azaltmistir. Kontrol, 25 pg/mL ve
12.5 pg/mL konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda anlaml bulunmus fakat 100 pg/mL
konsantrasyonuyla karsilastirildiginda anlamli bulunmamuistir. 25 pg/mL konsantrasyonu

hiicre canliligmi % 43.4 azaltmistr. Hem kontrol grubuyla hem de diger
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konsantrasyonlarla  karsilastirildiginda  anlamli  bulunmamistir. 125  pg/mL
konsantrasyonu hiicre canliligint % 13.2 azaltmigtir. Hem kontrol grubuyla hem de diger

konsantrasyonlarla karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

SHSY5Y
Helichrysum armenium subsp. araxinum-72h

150=
== n-Hexane

mm Ethyl Acetate

== Ethanol

% Cell Viability

Control 100 50 25 12,5

Concentration (pg/ml)

Sekil 11. Ekstrelerin SH-SYS5Y hiicre hattinda 72 saatlik toksisite profili-MTT test
grafigi.

Farkl1 harfler atanan gruplar istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p < 0.001).

4.4, Ekstrelerin UHPLC-MS/MS ile Kimyasal i¢erik Analiz Bulgulan

Ekstrelerin fitokimyasal profili, UHPLC-MS/MS analizi ile belirlenmistir.
Analizlerde Kkullanilan 56 standart bilesigin toplam iyon kromatogrami Sekil 12’de
verilmistir. Tlim ekstrelerde akasetin (apigenin 4’-metil eter) yiliksek miktarda bulunmus
ve bu bilesige en fazla 25.774 £ 0.41 mg/g ile etil asetat ekstresinde oldugu tespit
edilmistir. Akasetini takiben, ekstrelerde miktar1 en yiiksek olan diger bilesikler (mg/g)
sunlardir: kinik asit (3.00 £ 0.023), astragalin (2.532 * 0.04), klorojenik asit (2.066 +
0.04), apigenin (1.27 = 0.02), naringenin (1.112 + 0.02) ve luteolin (1.006 + 0.02).
Bununla birlikte ekstrelerde amentoflavon, akonitik asit, daidzein, daidzin, elajik asit,
epigallokatesin, epigallokatesin gallat, epikatesin, epikatesin gallat, ferulik asit, fisetin,
gallik asit, genistein, genistin, hesperidin, katesin, kersitrin, mikuelianin, nikotiflorin, o-
kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit, piseit, rozmarinik asit, rutin, sinapik asit, sinarin,
sirincik aldehit, sirincik asit ve vanilik asit bilesiklerine rastlanmamustir. Ekstrelerin

polariteleri ve fitokimyasal analizde kullanilan standart bilesikler g6z Oniinde
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bulunduruldugunda, ekstrelerdeki bilesik yogunlugu siralamasi su sekildedir: etanol > etil

asetat > n-hekzan (Tablo 8).

Tablo 8. Ekstrelerin UHPLC-MS/MS analizi ile fitokimyasal profil sonuglar1 (mg/g
ekstre)

n-Hekzan ekstresi Etilasetat ekstresi Etanol ekstresi
No Bilesik
(mg/g % ss) (mg/g % s5) (mg/g % s5)

[EEN

Kinik asit - 3.00 £ 0.02 2.994 + 0.02
Fumarik asit - - -
Akonitik asit - - -
Gallik asit - ; .
Epigallokatesin - - -
Protokatesik asit - 0.068 £ 0.00 0.231 £0.00
Katesin - - -

Gentisik asit - - 0.032 +£0.00

© o0 ~N oo o B~ w DN

Klorojenik asit - 0.292 +0.01 2.066 = 0.04

[N
o

Protokatesik aldehit 0.035+0.00 0.022 +0.00

[EEN
[EEN

Tannik asit - - -

[EEN
N

Epigallokatesin gallat

[N
w

Sinarin - - -

[EEN
SN

p-Hidroksibenzoik asit

[EEN
o1

Epikatesin - - -

[EEN
[op}

Vanilik asit - - -

[EEN
~

Kafeik asit - 0.095 + 0.00 0.351 +0.00

[EEN
(e}

Sirincik asit - - -

[EN
©

Vanilin - - 0.034 £ 0.00
20 Sirincik aldehit - - -

IS: Dahili standart. -: Tespit edilmedi.

Tablo 8’in devamu bir sonraki sayfadadir.
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Tablo 8 (devamm). Ekstrelerin UHPLC-MS/MS analizi ile fitokimyasal profil sonuglari
(mg/g ekstre)

No Bilesik

n-Hekzan ekstresi
(mg/g % ss)

Etilasetat ekstresi
(mg/g % s5)

Etanol ekstresi
(mg/g % s5)

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Daidzin
Epikatesingallat
Piseit
p-Kumarik asit
Ferulik asit-D3-1S
Ferulik asit
Sinapik asit
Kumarin
Salisilik asit
Siranosit
Mikuelianin
Rutin-D3-1S
Rutin
[zokersitrin
Hesperidin
o-Kumarik asit
Genistin
Rozmarinik asit
Elajik asit
Kozmosiin

Kersitrin

0.055 +0.00

0.024 +0.00
0.079 £ 0.00
0.022 + 0.00

0.101 +0.00

0.144 +0.00

0.155 +0.00

0.21 +0.00
0.134 +0.00

0.975 +0.02

0.706 + 0.01

IS: Dahili standart. -: Tespit edilmedi.

Tablo 8’in devamu bir sonraki sayfadadir.
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Tablo 8 (devamu). Ekstrelerin UHPLC-MS/MS analizi ile fitokimyasal profil sonuglari

(mg/g ekstre)

No Bilesik n-Hekzan ekstresi Etilasetat ekstresi Etanol ekstresi
(mg/g + ss) (mg/g % s5) (mg/g % s5)

42  Astragalin - 0.46 £0.01 2.532 +0.04

43 Nikotiflorin - - -

44  Fisetin - - -

45 Daidzein - - -

46 Kersetin-D3-1S - - -

47 Kersetin - - 0.031 +0.00

48 Naringenin 0.174 £0.00 1.075 £ 0.02 1.112 £+ 0.02

49 Hesperetin 0.003 + 0.00 0.022 £ 0.00 0.056 + 0.00

50 Luteolin - 0.171 +£0.00 1.006 + 0.02

51 Genistein - - -

52 Kemferol - 0.041 +£0.00 0.058 = 0.00

53 Apigenin - 0.399 +£0.01 1.27 £0.02

54  Amentoflavon - - -

55 Krisin 0.061 +0.00 0.406 +0.01 0.396 +£0.01

56 Akasetin 3.871 +£0.07 25.774 + 041 15.902 + 0.25

IS: Dahili standart. -: Tespit edilmedi.
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Sekil 12. UHPLC-MS/MS analizinde kullanilan standartlarin toplam iyon
kromatogrami.

Kromatogramda gosterilen 1-56 arasindaki sayilar Tablo 8'de verilen standart bilesikleri temsil etmektedir.

4.5. Molekuler Docking Analiz Bulgulari

Ekstrelerin igeriginde UHPLC-MS/MS analizi ile kantitatif olarak > 0.1 mg/g

ekstre olarak tespit edilen bilesiklerin docking calismalariyla tirozinaz enzimine

potansiyel inhibitor etkileri incelenmistir. Baglanma enerjisi, RMSD degeri ve tahmini

inhibisyon konsantrasyonu parametreleri kullanilarak her bir bilesigin tirozinaz enzimi

tizerine etkisi degerlendirilmistir (Tablo 9).
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Tablo 9. Ekstrelerdeki ana bilesiklerin in silico tirozinaz inhibisyon verileri

Hedef Baglanma enerjisi RMSD Tahmini inhibisyon

2Y9X kcal/mol (A) konsantrasyonu
(uM)

Akasetin -6.22 0.14 27.81

Apigenin -5.70 0.27 66.78

Astragalin -3.60 0.80 2290

Kafeik asit -4.42 0.28 578.6

Klorojenik asit -3.90 0.88 1390

Krisin -6.38 0.14 21.03

Kozmosiin -3.72 0.59 1870

Siranosit -5.25 0.22 142.9

[zokersitrin -3.45 0.28 2970

Kemferol -5.73 0.35 63.53

Luteolin -5.73 0.35 63.56

Naringenin -6.04 0.18 37.33

p-Kumarik asit -5.01 0.33 212.47

Protokatesik asit -3.50 0.45 2710

Kinik asit -2.22 0.28 2354

Salisilik asit -3.58 0.39 2370

Baglanma enerjisi, bilesigin tirozinaz enzimiyle ne kadar giliclii baglandigini
gosterir. Baglanma enerjisi degeri ne kadar negatifse, bilesigin enzime olan baglanmasi o
kadar gii¢liidiir. Bu baglamda, krisin (-6.38 kcal/mol) ve akasetin (-6.22 kcal/mol) en
giiclii baglanmaya sahip bilesiklerdir. Bu iki bilesigin baglanma enerjileri agisindan en
diisiik degerlere sahip olmasi tirozinaz enzimiyle gii¢lii bir baglanma sagladiklarini
gostermektedir. Naringenin (-6.04 kcal/mol) ve kemferol (-5.73 kcal/mol) da gucli
baglanma gosteren bilesiklerdir, ancak baglanma enerjileri biraz daha ytiksektir. Diger
yandan, astragalin (-3.60 kcal/mol) ve izokersitrin (-3.45 kcal/mol) gibi bilesiklerin
baglanma enerjilerinin daha yuksek olmasi bu bilesiklerin enzime daha zayif baglandigini

gostermektedir.
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RMSD degeri, bilesigin hedef proteinle uyumunu Olger. Daha diisik RMSD
degerleri, bilesigin baglanma yapisinin daha uyumlu ve kararli oldugunu gdsterir.
Akasetin ve krisin (her ikisi de 0.14 A) en diisiik RMSD degerlerine sahip olmas1 bu
bilesiklerin enzime baglanirken daha kararli bir yapi olusturdugunu gostermektedir.
Naringenin (0.18 A) ve sinarosit (0.22 A) gibi bilesikler de uyumlu baglanma sergileyen
bilesiklerdir, ancak RMSD degerleri biraz daha yiiksektir. Astragalin (0.80 A) gibi
bilesiklerin RMSD degeri ise daha yiiksektir, bu da baglanma yapilarinin daha az uyumlu

oldugunu gostertir.

Tahmini inhibisyon konsantrasyonu, bilesigin inhibisyon etkinligini temsil eder
ve diisiik inhibisyon konsantrasyonlar1 daha etkili inhibisyonu isaret eder. Bu ag¢idan en
etkili bilesikler krisin (21.03 pM) ve akasetin (27.81 uM) olup, bunlar en diisiik
inhibisyon konsantrasyonlarma sahip bilesiklerdir ve tirozinaz enzimi lizerine inhibisyon
etkileri oldukg¢a yiiksektir. Naringenin (37.33 uM) ve kemferol (63.53 uM) da etkili
inhibitorlerdir, ancak inhibisyon konsantrasyonlar1 biraz daha yiiksektir. Astragalin (2290
uM) ve izokersitrin (2970 uM) bilesiklerinin inhibisyon konsantrasyonlar1 ise oldukga
yuksektir. Bu durum bu bilesiklerin inhibisyon etkilerinin daha zayif oldugunu

gostermektedir.

Ekstrelerdeki miktar1 en fazla olan bilesik akasetin olmasi sebebiyle docking
calisgmasinda 6zellikle bu bilesige odaklanilmistir. Akasetin inhibitérl tropolon iceren
kristal yap1 ile (PDN IF: 2Y9X) molekiiler docking ¢alismalarinda hedefe kars1 baglanma
potansiyelinin iyi oldugu goriilmiistiir. Bilesigin -6.22 kcal/mol baglanma enerjisi ile
hedef ile kompleks olusturabildigi (RMSD: 0.14) ve hedef aktif bolgesindeki inhibitor
bilesiginin baglanma bdlgesine baglanarak bir inhibitor potansiyeli tasidigi bulunmustur

(Sekil 13). Akasetinin tahmini inhibisyon konsantrasyonu 27.81 uM olarak bulunmustur.
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Sekil 13. Akasetinin hedef bolgedeki 3D ve 2D etkilesimi
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Bu tez kapsaminda g¢aligilan metotlar ve ¢aligma basamaklari sematik olarak Sekil

14’te 6zetlenmistir.

Helichrysum armenium subsp. araxinum herba

%

36g

600 mL n-Hekzan

600 mL Etil asetat

600 mL Etanol

|

2 defa 24 saat
maserasyon yapildi

1

Suzintiler
birlestirildi

1

Rotaevaprator ile

yogunla‘tmldl

Liyofilizator ile

|

2 defa 24 saat
maserasyon yapildi

l

Suziuntiler
birlestirildi

1

Rotaevaprator ile

yoéunlai'ulm

Liyofilizator ile

2 defa 24 saat
maserasyon yapildi

1

Suzintiler
birlestirildi

l

Rotaevaprator ile
yogunlastirildi

l

Liyofilizator ile

liyofilize edildi liyofilize edildi liyofilize edildi
n-Hekzan Etil asetat Etanol
ekstesi ekstesi ekstesi
I Biyolojik aktivite testleri uygulandi I
[ Antioksidan testi ‘ | Enzim inhibisyonu testi —l \ Sitotoksisite testi ]
I DPPH *l I Tirozinaz * I I Glioblastoma 3‘(|
| ABTS *I I Elastaz I | Néroblastoma }'{l

Ekstrelerin LC-MS/MS ile fitokimyasal analizleri yapildi

0.1 mg2 Bilesikler anti-tirozinaz aktivite acisinda in silico olarak incelendi

Sekil 14. Tez ¢alisma metodolojisi ve akis semasi. *: Aktivite tespit edildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda iilkemizde dogal yayilis gdsteren ve Malatya bolgesinden
toplanan H. armenium subsp. araxinum uzerine ¢ok yonli ve disiplinler arasi bir
arastirma yuriitiilmiistiir. Bu ama¢ dogrultusunda, tiiriin ¢igekli toprak iistii kisimlarindan
n-hekzan, etil asetat ve etanol ¢oziiciileri ile hazirlanan maseratlarn farmakolojik

potansiyellerinin belirlenmesine yonelik kapsamli testler uygulanmistir.

Elde edilen ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, DPPH ve ABTS radikal stipiirme
testleri ile degerlendirilmis; cilt Uzerine etki potansiyelleri ise tirozinaz ve elastaz enzim
inhibisyonu deneyleri ile arastirilmistir. Ayrica ekstrelerin merkezi sinir sistemi (izerine
olas1 sitotoksik etkileri, U87-MG ve SH-SY5Y hiicre hatlarinda gergeklestirilen MTT
hiicre canlilik testi ile incelenmistir. Ekstrelerin fitokimyasal profilleri 56 standart

bilesigin referans alindigit UHPLC-MS/MS analizi ile belirlenmistir.

Ekstrelerin tirozinaz enzimi Uzerindeki inhibitor etkilerinin, bilesik profilleriyle
olas1 baglantilarmi belirlemek amaciyla in silico yontemlerle degerlendirme yapilmistir.
Bu dogrultuda ekstrelerde > 0.1 mg/g miktarinda tespit edilen major bilesiklerin tirozinaz
enziminin aktif bolgesiyle olas1 baglanma afiniteleri, etkilesim enerjileri ve baglanma
modlari, molekiiler docking analizleri kullanilarak ayrintili bigimde karakterize

edilmistir.

Fitokimyasal ¢esitlilik agisindan en zengin olan etanol ekstresi diger ekstrelere
kiyasla en yiiksek ABTS radikal siipiirme kapasitesine (329.60 £ 0.45 mg TE/g DW)
sahip olmasiyla dikkat ¢ekmektedir (Tablo 5). Bu sonug etanol ekstresinin gucli bir
elektron dondr kapasitesine sahip oldugunu ve serbest radikalleri etkili bicimde
notrlestirdigini gostermektedir. Ayrica etanol ekstresinin U87-MG ve SH-SY5Y hiicre
hatlarinda belirgin toksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 6, Sekil 7, Sekil 8,
Sekil 9, Sekil 10 ve Sekil 11). Ozellikle etanol ekstresinin 100 pg/mL ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda, tiim inkiibasyon siireleri (24, 48 ve 72 saat) boyunca U87-MG
hiicre canliligin1 % 50°’nin iizerinde inhibe etmesi, etanol ekstresinin merkezi sinir sistemi
kaynakli timdr hiicrelerine kars1 yiiksek bir antiproliferatif potansiyele sahip
olabilecegini gostermektedir (Sekil 6, Sekil 7 ve Sekil 8). Bunula birlikte etanol

ekstresinin, uygulanan tim konsantrasyonlarinda ve inktbasyon sirelerinde SH-SY5Y
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hlcre canliligini anlamli diizeyde azalttig1 belirlenmistir (Sekil 9, Sekil 10 ve Sekil 11).
Tablo 8’de gosterildigi lizere etanol ekstresinde yiiksek miktarda tespit edilen akasetin
(15.902 + 0.25 mg/qg), apigenin (1.27 = 0.02 mg/g), naringenin (1.112 + 0.02 mg/g) ve
luteolin (1.006 + 0.02 mg/g) bilesikleri mevcuttur. Bu bilesikler, antioksidan etkileriyle
bagisiklik sistemine katki sagladigi ve kanser hiicrelerinde prooksidan etki ile apoptozu

uyardigi bilinmektedir (Justynska ve ark., 2025).

Fitokimyasal ¢esitlilik agisindan ikinci sirada yer alan ve akasetin (25.774 + 0.41
mg/g) ac¢isindan oldukca zengin olan etil asetat ekstresinin en yiksek DPPH radikal
stpirme kapasitesine (694.11 + 1.98 mg TEAC/g) sahip oldugu belirlenmistir. Buna
karsin etil asetat ekstresinin ABTS radikal stiplirme kapasitesi (329.60 + 0.45 mg TE/g
DW) etanol esktresine gore daha diisiik bulunmustur (Tablo 5). Bu farkliligin radikal
tiirleri arasindaki kimyasal farkliliklarin yani swra ekstredeki bilesiklerin yapisal
ozellikleri, sterik etkileri ve radikal ile etkilesim kinetiklerinden kaynaklanabilecegi
yoniinde degerlendirilmistir (Abramovic ve ark., 2017; Rumpf ve ark., 2023). Ayrica etil
asetat ekstresi (ICso = 156 pg/mL) tirozinaz enzimi Uzerine en glcli inhibisyonu
gostererek 6ne ¢ikmustir (Tablo 6). Bununla birlikte yapilan docking analizleri etil asetat
ekstresinde tanimlanan krisin (ICso = 21.03 uM) ve akasetin (ICso = 27.81 uM)
bilesiklerinin tirozinaz enzimine en giliclii sekilde baglanan ve en diisiik inhibitor
konsantrasyonlarina sahip bilesikler oldugunu gdostermistir. Buna karsin naringenin
(37.33 uM) ve kemferol (63.53 uM) orta diizeyde, astragalin (2.290 uM) ve izokersitrin
(2.970 uM) ise diisikk diizeyde tirozinaz inhibisyonu sergilemistir (Tablo 9). Bu
bilesiklerin hem antioksidan hem de tirozinaz inhibit6ri olarak etkileri daha 6nce yapilan
calismalarda gesitli in silico ve in vitro yontemlerle gosterilmistir (Ha ve ark., 2012; Kim
ve ark., 2017; Wang ve ark., 2024). Etil asetat ekstresinin 100 pg/mL ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda ve tum inkiibasyon strelerinde U87-MG hiicre canliligini % 50°nin
Uzerinde inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 6, Sekil 7 ve Sekil 8). 24 saatlik
inklibasyonda 25 pg/mL konsantrasyonda n-hekzan ekstresi (% 92.1) U87-MG hiicre
hattina daha yiiksek inhibisyon gosterirken 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda etil asetat
ekstresinin (sirasiyla, % 71.3 ve % 85.5) daha etkili inhibisyon gostermesi etil asetat
ekstresinin zamana bagli ve kararli bir toksik etki olusturdugunu gostermektedir (Sekil 6,
Sekil 7 ve Sekil 8). Sonug olarak, etil asetat ekstresi hem yiksek radikal supucu etkisi,

hem yuksek tirozinaz inhibisyon aktivitesi hem de glioblastoma hiicrelerine kars1 giiglii
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toksik etkisi ile dikkat ¢ekmektedir. Bu durum etil asetatin orta polariteye sahip bir
¢oziicii olmasi nedeniyle hem polar hem de yari-polar fenolik bilesikleri etkin bigimde
ekstre edebilme kapasitesine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu 6zellikleriyle etil
asetat ekstresi, hem cilt aydinlatici/yaglanma karsit1 potansiyeli hem de néro-onkolojik
aragtirmalarda dogal hammadde incelemelerinde degerlendirilmesi gereken ¢ok

fonksiyonlu biyoaktif icerikli bir ekstre profili sunmaktadir.

Fitokimyasal ¢esitliligi ve miktari bakimindan daha diisiik icerige sahip olan n-
hekzan ekstresi diger ekstrelerle karsilastirildiginda orta diizeyde antioksidan kapasite
sergilemistir (Tablo 5). Bu durum, n-hekzanin lipofilik bir ¢6ziicii olmasi nedeniyle
bitkide bulunan fenolik ve flavonoid bilesiklerin ekstraksiyonunda sinirli etkinlik
gostermesiyle agiklanabilir. UHPLC-MS/MS analizleri n-hekzan ekstresinde major
bilesikler olarak akasetin, naringenin, krisin ve hesperetinin bulundugunu goéstermistir
(Tablo 8). Hiicre canlilik testlerinde n-hekzan ekstresi 100 pg/mL ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda U87-MG ve SH-SY5Y hicrelerine daha diisiik inhibisyon
gostermistir (Sekil 6, Sekil 7, Sekil 8, Sekil 9, Sekil 10 ve Sekil 11).

n-Hekzan, etil asetat ve etanol ekstrelerinin karsilastirmali analizleri sonucunda
etanol ve etil asetat ekstrelerinin ylksek oranda flavonoid (akasetin, apigenin, luteolin,
naringenin) ve fenolik asit (klorojenik asit, kinik asit, p-kumarik asit, salisilik asit)
bilesikleri igerdigi tespit edilmistir (Tablo 8). Bu baglamda ekstraksiyonda ¢ozicu
polaritesinin ekstrelerin hem bilesik profili hem de biyolojik aktiviteleri lizerinde
belirleyici rol oynadig1 ortaya konmustur. Maserasyon yontemiyle oda sicakliginda
gerceklestirilen ekstraksiyon islemi bitkideki 1siya duyarli fenolik ve flavonoid

bilesiklerin korunmasini saglamistir.

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan 20 Helichrysum tiirii iizerinde yapilan
fitokimyasal ¢aligmalarda, klorojenik asit, apigenin ve kozmosiin tiirler arasinda en
yaygin ve temel bilesikler olarak bildirilmistir. incelenen tiirlerin biiyiik bir kisminda
resveratrol ¢cok diisiik miktarlarda bulunurken, katesin, gallik asit, rozmarinik asit, rutin
ve akasetin bilesiklerine rastlanmamistir (Albayrak ve ark., 2010a; 2010b). Ayrica H.
arenarium subsp. erzincanicum, H. arenarium subsp. rubicundum ve H. armenium subsp.
araxinum tdrlerinde ferulik asit, p-hidroksibenzoik asit, sirincik asit, epikatesin ve

hesperidin bilesiklerine de rastlanmamustir (Albayrak, 2010b). Tablo 8’deki verilere gore
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H. armenium subsp. araxinum’un fitokimyasal bilesimi bakimmdan Helichrysum
cinsinin genel fenolik/flavonoid kimyasal karakteriyle uyumlu oldugu goriilmektedir.
Ancak H. armenium subsp. araxinum ekstrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda tespit
edilen akasetin bilesigine diger tiirlerde rastlanmamasi tiir i¢in ayirt edici 6zellik olarak
gorilmektedir (Albayrak ve ark., 2010a; 2010b). Ote yandan daha 6nce H. armenium
subsp. araxinum’da rapor edilen p-hidroksibenzoik asit, ferulik asit, vanilik asit, kategin
rutin, sirincik asit, epikatesin ve hesperidin bilesiklerine bu caligmada rastlanmamistir
(Cubukgu ve Yiksel, 1982; Albayrak ve ark., 2010b; Bahsi ve ark., 2020). Buna karsin,
calismamizda akasetin, vanilin, gentisik asit ve protokatesik asit H. armenium subsp.

araxinum’da ilk kez tespit edilmistir.

H. armenium subsp. araxinum ve H. armenium subsp. armenium’un kimyasal
profilleri, Tablo 8 ve literatir verileri ile birlikte degerlendirildiginde birgok ortak bilesik
icerdigi goriilmektedir. Her iki alttiirde de apigenin, luteolin, naringenin, kozmosiin ve
astragalin baslica flavonoidler olarak tespit edilmistir (Cubuk¢u ve Yiksel, 1982; Bahsi
ve ark., 2020; Yildiz ve ark., 2024; Keke¢ ve ark., 2024). Buna karsin, ¢alismamizda
akasetinin yiksek konsantrasyonda H. armenium subsp. araxinum’da bulunmasi ve
onceki caligmalarda galangin 3-metil eterin yalnizca bu alttiirde tespit edilmis olmasi bu
alttlri hem H. armenium subsp. armenium’dan hem de diger Helichrysum tirlerinden
aytran belirgin fitokimyasal bir 6zellik olarak gorilmektedir (Cubukcu ve Yiksel, 1982;
Yildiz ve ark., 2024; Kekeg ve ark., 2024).

Helichrysum tiirlerinde fitokimyasal analiz sonuglarinin tiirler ve alttiirler arasinda
farklilik gostermesi; ekstraksiyon yontemi ve kullanilan ¢oziicii tipi, bitkinin toplanma
zamant ve habitat kosullar1 gibi etmenlerin kimyasal kompozisyon iizerinde etkili
oldugunu diisiindiirmektedir. Bilindigi {lizere bitkilerde sekonder metabolit miktari;
bitkinin toplandig1 donem, vejetasyon evresi, yetistigi irtifa ve toprak oOzellikleri ile
ekstraksiyon sicakligi ve ¢oziicii polaritesi gibi bircok faktérden Onemli olgiide

etkilenmektedir (Kumar ve ark., 2013).

Bu calismada ekstrelerde en yiiksek oranda tespit edilen bilesiklerden biri akasetin
(Sekil 13)’dir. Akasetin molekili, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bir flavonoid
olup ozellikle Asteraceae, Lamiaceae, Euphorbiaceae, Passifloraceae ve Malvaceae

familyalarinda bol miktarda rapor edilmistir (Semwal ve ark., 2019). Molekilin
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yapisinda yer alan 5 ve 7-hidroksil gruplar1 ile 4'-metoksi substitiienti, hem radikal
stipiirme kapasitesini hem de hiicre membran gecirgenligini artirarak farmakolojik
etkinligini giiclendirmektedir. Akasetin; antioksidan, antiinflamatuvar, antikanser,
antiviral, antimikrobiyal ve ndroprotektif aktiviteleri bilimsel olarak kanitlanmig genis bir

farmakolojik etki yelpazesine sahip bir flavonoiddir (Singh ve ark., 2005).

Yapilan ¢aligmalarda akasetinin tirozinaz enzimi tizerinde gucli bir inhibisyon
etkisine sahip oldugu, Streptomyces bikiniensis ve B16 melanom hticrelerinde melanin
sentezini baskiladig1 gosterilmistir (Roh ve ark., 2004). Bu 6zellik, ¢alismamizda etil
asetat  ekstresinin  tirozinaz  inhibitdr  aktivitesinin  yiiksek  bulunmasiyla
iliskilendirilmistir. Ayrica immortalize insan keratinositi (HaCaT) ve insan dermal
fibroblast (HDF) hiicrelerinde UVB kaynakli oksidatif hasar1 baskilayarak matriks
metalloproteinaz-1 (MMP-1) ekspresyonunu azaltmasi, bilesigin kirigiklik karsiti ve
dermal koruyucu ajan olarak potansiyelini gostermektedir (Jeong ve ark., 2020).

Akasetin, ¢esitli norodejeneratif modellerde ROS’u baskilayarak siiperoksit
dismutaz ve katalaz aktivitelerini artirdig1 ve boylece yaslanma ile stres kaynakli néronal
hasar1 azalttig1 bildirilmektedir (Asthana ve ark., 2016). Tez kapsaminda U87-MG ve SH-
SY5Y hiicre hatlarinda gozlenen belirgin toksik etkinin ekstrelerde ylksek oranda
bulunan akasetin ile birlikte apigenin, luteolin ve naringenin gibi diger flavonoidlerin
sinerjistik etkilesiminden kaynaklanabilecegi yoniinde degerlendirilmistir. Kanser
modellerinde akasetin; NF-xB, mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK),
PI3K/Akt/mTOR ve C-Jun N-terminal kinaz (JNK) sinyal yollarin1 diizenleyerek hiicre
dongiistinli durdurdugu ve apoptozu indiikledigi yoniinde bulgular mevcuttur (Jang ve
ark., 2025). Bu baglamda, H. armenium subsp. araxinum’da akasetinin yiiksek diizeyde
bulunmasi, hem cilt {izerine tirozinaz ve elastaz inhibitor etkilerde hem de glioblastoma
ve ndroblastoma hiicre hatlarina yonelik toksik aktivitelerde belirleyici bir rol oynadigini

gostermektedir.

Kinik asit tiirevleri, son yillarda antimelanogenez ve antikanser potansiyelleri
bakimindan dikkat ¢ekici biyolojik aktivitelere sahip bilesikler olarak rapor edilmistir.
Choi ve ark. (2021), kinik asit ttrevlerinin melanogenez sirecini inhibe ederek ciltte
melanin iretimini baskiladigmi bildirmistir. Bu durum o6zellikle UV’ye bagh cilt

yaslanmasi ve hiperpigmentasyon gibi durumlarda terapdtik bir potansiyel sunmaktadir.
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Ayrica Liu ve ark. (2015), kinik asit tiirevlerinin antioksidan 6zellikleri sayesinde hiicre
ici ROS seviyelerini diislirdiglinii ve apoptozu indiikleyerek kanser hiicrelerinin
blylimesini engelledigini raporlamustir. Bu bilgiler, kinik asit tiirevlerinin hem cilt saglig1
hem de kanser tedavisi agisindan ¢ok yonli bir molekiil grubu olarak

degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir.

Astragalin (kemferol-3-O-B-D-glikozit), literatiirde gesitli biyolojik modellerde
genis bir farmakolojik etki profiline sahip bir bilesik olarak tanimlanmaktadir.
Astragalinin antioksidan, antiinflamatuvar, antikanser, néroprotektif ve kardiyoprotektif
etkileri ¢ok sayida bilimsel caligma ile dogrulanmistir. Kozmetik ve dermatoloji alaninda
da dikkat ¢eken astragalin ile ilgili raporlar, bu bilesigin kolajenaz enzimini inhibe ederek
dermal matriks yikimimi azalttigini ve boylece cilt elastikiyetinin korunmasima katki
sagladigin1 ortaya koymaktadir. Ayrica melanin sentezini baskilamasi ve bu etkinin
tirozinaz inhibisyonuyla 1iliskili olmasi, bilesigin  hiperpigmentasyon karsit1
(depigmentasyon) potansiyelini desteklemektedir. Ayrica astragalin ve kersetin
bilesiklerinin UV 1sinlarina karsi koruyucu etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Riaz ve
ark., 2018). Bu bilgiler, calismamizda g6zlenen cilt aydmlatici ve ton diizenleyici etkinin

astragalin tarafindan 6nemli 6l¢iide desteklendigini gostermektedir.

Apigenin (5,7,4'-trihidroksiflavon), ¢ok sayida farmakolojik ve kozmetik etkisi ile
taninan 6nemli bir flavonoiddir (Ha ve ark., 2002). Glioblastoma multiforme hiicre
hatlarinda (U87-MG ve T98G ) apigeninin hiicre proliferasyonunu azaltarak G2/M
fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (Alcazar-
Arzuza ve ark., 2025). Ayrica, Temozolomid ile birlikte uygulandiginda sinerjik etki
gosterdigi ve glioma biiylimesini anlamli diizeyde baskiladig: bildirilmistir. Bu etkinin,
apigeninin ROS {iretimini artirarak mitokondriyal membran potansiyelini bozmasi ve
kaspaz-3 aracili apoptotik yollar1 aktive etmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Wang ve ark., 2024). SH-SY5Y hucreleri tizerine yapilan ¢alismalarda apigenin, doza
bagl toksik etki gostererek hiicre proliferasyonunu azaltmis ve mitokondriye bagh
apoptotik mekanizmalar1 aktive etmistir (Kim ve ark., 2021). Apigeninin tg¢ hidroksil
grubu, bilesige gii¢lii radikal siipiiriicli ve metal iyonu selatlayici 6zellikler kazandirmakta
olup ancak bazi kanser modellerinde yiiksek ROS iiretimini tetikleyerek pro-apoptotik

etki gosterdigi rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2017). Bu ¢ift yonlu etki, apigeninin pro-
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oksidan/antioksidan dengesini hedef hiicre tipine gbére modiile edebildigini
goOstermektedir. Ekstrelerde gozlenen antioksidan kapasite ile hiicre canliligina etki eden
mekanizmalarin  bir kismmin apigenin aracilifiyla gerceklesmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica apigeninin antitirozinaz aktivitesi ile melanogenez
inhibisyonu sagladig1, antielastaz etkinligi ile de cilt elastikiyetinin korunmasina katkida
bulundugu rapor edilmistir (Ha ve ark., 2002; Sintar ve ark., 2013). Calismamizda elde
edilen tirozinaz ve elastaz inhibitor sonuglari, literatiirdeki bu bulgularla paralellik
gostermektedir. Tiim bu veriler, apigeninin ¢ok yonlii bir biyoaktif flavonoid oldugunu
gostermektedir.

Luteolin, flavon smifi bir bilesik olarak hem antikanser hem de kozmetik
uygulamalar agisindan 6nemli biyolojik etkilere sahiptir. Literatiirde, luteolinin Neuro2a
fare noroblastoma hiicrelerinde apoptoz yolaklarini (kaspaz-12, 9, 3) ve ER stres
proteinlerini (CHOP, GRP94/78) aktive ederek hiicre 6liimiinii tetikledigi bildirilmistir
(Choi ve ark., 2011). Bu bilgiler luteolinin néroblastoma hiicreleri {izerinde dogrudan
toksik etkisi oldugunu gostermektedir. Ayrica, luteolin ve diger flavon bilesiklerinin
tirozinaz lizerinde orta diizeyde inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Ha ve ark., 2002).
Luteolinin antioksidan, antitirozinaz ve antielastaz aktiviteleri ile melanogenezi
baskilayici etkisi, bu bilesigin cilt saghigini1 koruma ve dermakozmetik uygulamalarda
degerli bir ajan olma potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Vrianty ve ark.,
2019; Jakimiuk ve ark., 2021). Bu bilgiler 1s1ginda luteolinin ¢alismamizda gozlenen
biyolojik aktivitelerle uyumlu oldugu ve bitkinin yaslanma karsit1 potansiyeline katki

sagladig1 goriilmektedir.

[zokersitrin, 6zellikle Morus nigra yaprag: ekstrelerinde yiiksek oranda tespit
edilmistir. Literatiirde, standartize M. nigra ekstresinin gucli tirozinaz inhibitor
aktiviteye sahip oldugu ve fare melanomu, insan keratinositleri ve fare fibroblastlari
tizerine toksik etki gostermedigi bildirilmistir (de Freitas ve ark., 2016). Bu veriler,
izokersitrin iceren ekstrelerin cilt iizerinde giivenli ve etkili oldugunu ortaya koymakta

olup, calismamizda gdzlenen biyolojik aktiviteleri desteklemektedir.

Naringenin, flavanon sinifina ait bir bilesik olup, literatiirde hem antioksidan hem
de apoptoz indiikleyici etkileriyle 6ne ¢ikmaktadir. Glioblastoma ve ndroblastoma hucre

modellerinde naringenin, ROS {iretimini artirarak mitokondriyal apoptotik yolaklar1
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aktive etmistir (Justynska ve ark., 2025). Calismamizda tespit edilen naringenin, diger
flavonoidlerle birlikte ekstrenin antikanser ve antioksidan aktivitelerine katkida
bulunmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Naringenin ve kozmosiin, diger flavonoid
bilesiklerin aksine bazi ¢aligmalarda tirozinaz aktivitesini artirarak melanogenez tizerinde
uyarict etki gosterdigi ve kozmetik Urtinlerde bronzlagsma potansiyeli sunabilecegi
bildirilmistir (Bouzaiene ve ark., 2016). Bu bulgular naringenin ve kozmosiinin,
ekstrelerdeki diger flavonoidlerin tirozinaz ve elastaz inhibitdr aktivitelerini kismen

engelleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Klorojenik asit, hidroksisinamik ailesine ait bir fenolik bilesik olarak serbest
radikallere kars1 giiclii antioksidan Ozellikler gostermektedir (Santana-Gélvez ve ark.,
2017). Ayrica, klorojenik asidin glioblastoma ve noroblastoma hiicre hatlarinda toksik
etkiler gosterdigi ve hiicre dongiisiinii durdurarak antikanser potansiyel sergiledigi
bildirilmistir (Singh ve ark., 2023). Li ve arkadaslar1 (2014), klorojenik asidin B16
melanom hiicrelerinde tirozinaz aktivitesini inhibe ederek melanogenezi baskiladigini
bildirmistir. Sun ve ark. (2025), klorojenik asidin elastaz enzimini etkili bicimde inhibe
ettigini, ancak bu etkinin izokersitrin ile kombine edildiginde azaldigini (antagonistik),
kersetin ile kombine edildiginde ise giiglendigini (sinerjik) rapor etmislerdir (Singh ve
ark., 2023). Tez ¢alismamizdaki in silico bulgular, klorojenik asidin hedef proteinlerle
secici etkilesimler kurarak antitirozinaz aktivitesini artirabilecegini ve ekstre igeriginde

gbzlenen sinerjik etkiyi destekledigini gostermektedir.

Onceki ¢alismalar, Helichrysum tiirlerinden izole edilen biyoaktif bilesiklerin,
ozellikle cilt ile iliskili enzimler tizerindeki inhibitor etkileri ve sitotoksik aktiviteleriyle
one ¢iktigini gostermektedir. Arzanol, H. italicum’dan izole edilen floroglusinol-a-piron
yapisinda bir bilesik olup antielastaz aktivitesi ile kozmetik uygulamalar agisindan 6nem
tagimakta ve SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde glutamat kaynakli eksitotoksisiteye
kars1 koruyucu etki gostermektedir (Piras ve ark., 2024). H. aureonitens’den izole edilen
flavonol yapisindaki galangin, tirozinaz iizerinde segici inhibitor etki gostermekte olup,
U251, U87-MG ve Al172 glioblastoma hiicrelerinde doza bagl olarak canlilik ve
proliferasyon inhibisyonu olusturmaktadir (Xiong ve ark., 2020; Majchrzak-Celinska ve
ark., 2024). H. niveum Graham’dan izole edilen floroglusinol tiirevleri heliniven A ve

B’nin hem antioksidan hem de antitirozinaz aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
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(Popoola ve ark., 2015b). H. teretifolium’dan izole edilen 4'-metoksi kersetin ve kersetin
flavonoidleri yaslanma karsit1 ve antioksidan etkilerinin yani sira orta diizeyde tirozinaz
ve elastaz inhibisyonu sergiledigi rapor edilmistir (Popoola ve ark., 2015a). Bu bulgular,
Helichrysum tiirlerinin flavonoid ve fenolik bilesikler ile genis bir biyolojik aktivite
yelpazesi sundugunu gdstermekte; bu kapsamda H. armenium subsp. araxinum
ekstrelerinin yiikksek flavonoid ve fenolik igerigi ile benzer biyolojik etkileri
destekledigini ortaya koymaktadir. BOylece turiin, Helichrysum cinsi icerisinde biyolojik
acidan degerli bir takson oldugu ve potansiyel kozmetik ile farmakolojik uygulamalarda
one cikabilecek nitelikler tasidig1 anlagilmaktadir. Ayrica, tiirtin bu 6zelliklerinin daha
ayrmtili sekilde aydmlatilabilmesi i¢in ileri diizey calismalarin yapilmasi gerektigi de

gorulmektedir.

Helichrysum turleri, henliz incelenmemis tiirler icermesi ve potansiyel biyoaktif
bilesik zenginligi ile literatiirde belirgin bir bilgi boslugu olusturmaktadir. Bu baglamda,
H. armenium subsp. araxinum iilkemizde halk arasinda yaygimn olarak kullanilmasina
ragmen literatiirde sinirli sayida ¢alismaya sahiptir. Bu ¢alisma H. armenium subsp.
araxinum’un toprak istii kisminin cilt iizerine etkilerini tirozinaz ve elastaz inhibitor
testleri ile sitotoksik potansiyelini ise U87-MG ve SH-SYS5Y hiicre hatlarinda ilk kez
ortaya koymustur. Bitkinin fitokimyasal igerigi 56 referans bilesikle taranmis ve akasetin,
vanilin, gentisik asit ile protokatesik asit tiirde ilk kez tespit edilmistir. Ayrica tiiriin
antitirozinaz aktivitesi in silico yontemlerle degerlendirilmis ve bilesiklerinin etki
potansiyeli incelenmistir. Elde edilen bulgular H. armenium subsp. araxinum’un diger
Helichrysum tiirleriyle benzer antitirozinaz aktivite sergileyerek potansiyel bir dogal ilag

hammaddesi kaynagi olabilecegini géstermektedir.

Tiir ile ilgili yapilan bu kapsamli ¢alisma, kimyasal profil-biyolojik aktivite
korelasyonuna dayali cok yonlii bir analiz sunarak literatiirdeki boslugun giderilmesine
katki saglamaktadir. Elde edilen sonuglar H. armenium subsp. araxinum’un yiiksek
terapotik potansiyeli ile kozmetik ve tibbi uygulamalar i¢cin degerli bir fitofarmasotik
aday oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica tiiriin su ana kadar iilkemizde ilag, gida ve
kozmetik alanlarinda kullanilmamis olmasi, bilimsel ve ekonomik a¢idan 6nemli firsatlar

sundugunu gdstermektedir.
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loolelsiyon materyallerivle weya rutin muayene, tetlolk, tahlill ve tedavi islemleri
arasnda elde edilmis matervallerle vapilacak calsmalar

Entin tetkilk ve tedavi islemleri arasinda elde edilmis materyallerle vapalacak
calizma

Hiicre veya dolm kaltiri calimalan

Gen tedavisi klinik arashrmalan dizinda kalan ve tammlamaya yonelik olarak
senetik matervalle yapalacak arasormalar

Hemgirelil: faaliveflerinin smin igersinde vapilacak aragirmalar

Gada katlo maddelerivle vapalacalk divet cahsmalan

Egzersiz gibi viacut fizyoloji= e ilgili arashrmalar

Antropometrik dlyimlere davah yapalan cabsmalar

Yajam ahskanhklarinm degerlendiritmes: arazormalan gibi Insana bir heldmin
dogrodan midahalesing gerelcirmeden vapilacak olan fam arashrmalar

Dhiger :

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

O |o|o|o|jo|o|ojo|a|{o| o |(o|o|d

EMEMZ COKE‘{ER—'\-EZU ‘-'1%’-"1 ULUSLARARAST

Belge Adh

Aciklama

ARASTIEMA BUTCESI

BIVOLOJNE MATERYEL TRANSFER
FOERMU

ELER

YILILIE BILDIRTW

SONUC RAPORU

DEGERLENDIRILEN

DIGER BELC

DIGER:

Iyi Elinik Uygulamalan Tashhiitnamesi, Tam
Arastumaciara Axt Ozgegoms, Anabilim Dali Yazus,
Literatiir

B Ooo@E

Sayfa 1/2

Adres : Van Yiiziined Vil Universitesi Kituphane Daire Bazkanhz

Tel :431-2151701-05

Faks : 432-1251091
E-Dge il i

i edudr

74




Evrak Tarih ve Sayisi: 15.09.2025-33009

I.C.
VAN YUZUNCT YIL UNIVERSITESE
. GIRISIMSEL OLMAYAN
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

EARAR FORMU
Karar No: 2025/08-23 | Tarih:26/08/2015
o E Dr. Ofr. Uyest Buak KUZU somumlulufunda yapimas: fasarlanan ve yukanda bayvuru bilgilen verlen
- I: “Helichrysum armenium Subsp. Araxinum Uzenne Farmakognozik Aragtwmalar” dikkate almarak incelenmagti.
= E Arastmmacilann Van Yizinei Yi Universites: Gingimsel Olmayan Elimk Aragtumalar Eok Ewulumun Cabsma
§=_ Esaslan Hakkinda Yonergesinde belirhlen hususlan yenne getirdiklenn belirlenmiy olup, ¢abjmalar: ile ilgih tim
== somumhiluk arastomacilara ait olmak fizere, sz komusu gabiymamin gergeklestinlmesinde sakinea bulunmadizma,
toplantrya katlan Etk Eurul fiye tam saymsimn salt cogunlugu’oy birhg ile karar verilmistir.
GIRISIMSEL OLMAY AN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
ETIK KURULUN CALISAA ESASI Flinik &ragtrmalar Hakkmda Yonemelik, Tyi Klinik Uygnlzmalan Kxlavzn
BASKAN UNVANI/ADI/SOYADI: Prof. Dr. Hamit Hakan ALP
UnvamyAdySeyads Lﬂ:ﬂ"f" Kuromu Cinsiyet | T ’E”E Katilm * Imza
. Tibhe Van Yizimen Y .
Prof. Or. Hamit Hakan ATD Biyokimya Dniversiesi Tp Fakiieess | 200 | 0 [ EO [ EE |E@ |EO
S g Van Yiizinci Vil .
Drof. Dr. Hiilya GUNBATAR Hamlilan Universitesi Tip Fakltesi EQ (kM |0 |[=E |0 (=2E
R o Van Yz ¥d _
Prof. Dr. Suddik EESEIN Bivoistatistk Oiversitesi Top Fakiltesi EE (0O |0 [=@ |e@ (20O
o - Van Yiizincid Vil -
Dog. Dr. Zehrn KATA T Biyolei | o Raes |0 |EE |EO |EE |E@ [HO
. : ; . Van Yiizincid Vil .
Diag. Dir. Semmin ALGUL Fizyolaji Dniversitesi Tip Fakiltesi E0d (B |0 |[=@ |e@ (=20
- - Van Yilzinei Vil -
Diog. Dr. Faima DURMAZ Fadyoloji Universies: Tp Fakiteess | E0) |EE [0 |EE [EE |EO
P FuskBunm | Van Yiizined Yo .
Dr. Ogr. Uvesi Radvan KILIG Bogaz Dniversitesi Tp Falltesi EE |E0O [0 =@ (@ (2O
Van Yiizmncad Vil
Dag. Dir. Dicle ALTINDAL Pericdomtoloji | Universitesi Di Hekimlipn (E[] | KEE (EO |EE |EE [HO
Fakiltesi
— R Van Viined 71
Dz Ogr Uyesi Cemile Himem AVEAN | 230 Universitesi Sazlk e0 |E@ |e0 | E@ |E@ (2O
- Bilimleri Fakiltesi
R it Van Yiizincii Vi .
Dr. Ogr. Uvesi Kemal Alp NALCT Farmakoiusi Universitesi Top Fakiltesi EE |E0O [0 |=E ([EE (2O
Van Yiizmnca Vil
Dr. Or. Uvesi Selver BEZGIN Hemgiralik Universitesi Saglk E0 (kB |0 |[=@ |0 (2E
Bilimleri Fakiltesi
Deerva Dicle OZCICEE Eczac Van Eczactlar Odas EOQ |EE |0 @ [0 [HE
Sagkk Meslegi , .
frzee B ¢ - = Vian Sanayiciler ve Iy .
{izge Burak DEGER. gﬁ.ﬂ:&-e Kadinlan Dermed e |E® =0 | =2@ |EO (2@
Sagkk Meslem
Adnan SELCUR .\éﬁjmt vmkGcdsimeMekezi |ER | X0 | EO) |EE (2O | EE
yan Uye
Sayfa 212

Adres : Van Viizfineii Vil Universitesi Kitiiphane Daire Bazkanhz

Tel :431-21151701-05

Falks :431-1151091

e-ppstareillan@rnnedudn

75



Ek 2. Tez Orijinallik Raporu

T.C.

VAN YUZUNCU YIL UNIiVERSITESI

Saglhk Bilimleri Enstitiisii

G19 —-TEZ ORIJiNALLIK RAPORU

Tez Baghgi / HELICHRYSUM ARMENIUM SUBSP. ARAXINUM UZERINE FARMAKOGNOZiK ARASTIRMALAR

Konusu

intihal taramasi yapilan béliimler ve sayfa sayilar

Kapak sayfasi Girig
1 3

intihal taramasi yapilan program
iThenticate

Ana bolimler Sonug bolumleri Toplam sayfa sayisi
40 10 54
Taramanin yapildigi tarih Benzerlik orani %
09/12/ 2025 %12

*Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,
- Tesekkir harig,

- igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,
- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

-Tezden gikan yayinlar harig,

- 7 kelimeden daha az 6rtliisme igeren metin kisimlari harig (Limit match size to 7 words)

Van Yiziincii Yil Universitesi Lisansiisti Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullaniimasina iliskin Yénergeyi inceledim ve bu
yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez galismamin herhangi bir intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi
muhtemel durumda dogabilecek her tirli hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu

beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
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