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OZET

HELICHRYSUM PAMPHYLICUM DAVIS & KUPICHA TURUNUN
FITOKIMYASAL PROFIL VE BIYOLOJIK AKTIVITE YONUNDEN
INCELENMESI
Alper CIMIK
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2022
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Hilya Tuba KIYAN

Asteraceae familyasina ait Helichrysum tiirleri halk arasinda diiiretik, analjezik,
sindirimi kolaylastirici, antioksidan ve hepatoprotektif olarak pek ¢ok terapdtik amagla
kullanilmaktadir. Ulkemizde yetisen ve endemik bir tiir olan Helichrysum pamphylicum
Davis & Kupicha turiintin agik gicekli ve kapali ¢gigekli formlarindan hazirlanan inflizyon
ve dekoksiyonlarm YBSK-DAD ile analizleri sonucu fitokimyasal iceriklerinde fenolik
asitlerden protokatesik asit, kafeik asit, klorojenik asit, para-kumarik asit, ferulik asit,
orto-kumarik asit ve trans-sinnamik asit tespit edilmistir. H. pamphylicum tirinin agik
cicekli ve kapali ¢igekli formlarmdan elde edilen ugucu yaglarmin GK ve GK/KS analizi
ile major bilesik olarak asetik asit, y-muurolen, y-kadinen, 6-kadinen ve germakren D
saptanmustir. Biyolojik aktivite sonuglarina gére; H. pamphylicum tirinln agik gicekli ve
kapali gigekli formlarinin inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmin makro ve mikro
selatlayict yonteme gore iyi diizeyde antioksidan, iyi dizeyde MAO-B, orta duzeyde
kolinesteraz, iyi dizeyde MMP-2 inhibit6r etkilerinin oldugu saptanmistir. Ayrica,
yalnizca ekstreler ABTS radikal katyon renksizlestirme ve DPPH serbest radikal
stpdricu yonteme gore iyi diizeyde antioksidan, COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyon
yontemine gore orta dizeyde antienflamatuvar etki gostermistir. Spesifik olarak
H. pamphylicum cicekli formlarmin dekoksiyonu kuvvetli derecede CD73 enzim
inhibisyonu ile antitiimoral aktivite gostermistir. H. pamphylicum agik ¢igekli ve kapali
cicekli formlarmin inflzyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin antioksidan, anti-
Alzheimer, anti-Parkinson ve antienflamatuvar aktiviteleri bu tez ile ilk kez ¢alisilmistir.
Anahtar Sozcukler: H. pamphylicum, YBSK-DAD, MAO-B, Kolinesteraz inhibitér,
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF HELICHRYSUM PAMPHYLICUM DAVIS & KUPICHA
SPECIES IN TERMS OF PHYTOCHEMICAL PROFILE AND BIOLOGICAL
ACTIVITY
Alper CIMIK
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2022
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hilya Tuba KIYAN

Of the phenolic acids, protocatechic acid, caffeic acid, chlorogenic acid, para-
coumaric acid, ferulic acid, ortho-coumaric acid, and trans-cinnamic acid were
determined in the phytochemical content with the analysis of infusions and decoctions
prepared from Helichrysum pamphylicum Davis & Kupicha, which is the member of
Asteraceae family, with flowers and buds, an endemic species grown in our country, by
HPLC-DAD. Acetic acid, y-muurolene, y-cadinene, 8-cadinene, and germacrene D were
identified as major compounds by GC and GC/MS method from H. pamphylicum with
flowers and buds. According to the results of biological activity; infusion, decoction and
essential oils of H. pamphylicum with flowers and buds have strong antioxidant activity,
strong MAO-B, moderate cholinesterase, and strong MMP-2 inhibitory effects on the
basis of macro and micro chelating method. In addition, only the extracts proved strong
antioxidant effect by ABTS radical cation decolorization and DPPH free radical
scavenging method, and moderate anti-inflammatory effect by COX-1 and COX-2
enzyme inhibition method. Decoction of H. pamphylicum with flowers indicated specific
antitumor activity with strong CD-73 enzyme inhibition. Antioxidant, anti-Alzheimer's,
anti-Parkinson's and anti-inflammatory activities of infusion, decoction, and essential oils
of H. pamphylicum with flowers and buds were studied for the first time in this thesis.
Keywords: H. pamphylicum, HPLC-DAD, MAO-B, Cholinesterase inhibitor,

Anticancer
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1. GIRIS VE AMAC

Asteraceae familyasma ait olan Helichrysum cinsi Diinya’da 100°den fazlas1 endemik
olmak tizere yaklagik 600 tur, Ulkemizde ise 21 endemik tir ve 27 taksonla temsil
edilmektedir (Davis vd., 1975, s. 80-97; Davis vd., 1988, s. 159-160).

Helichrysum taksonlarindan bazilar1 asirlarca bulunduklar1 cografyada igerdikleri
biyoaktif bilesikler nedeniyle etnofarmakolojik olarak kullanilagelmislerdir. Dioscorides
“Materia Medica”da Anadolu’da bulunan H. soechas subsp. barellieri’nin kolagog
etkilerinden bahsetmistir. Giiniimiizde Anadolu’da da yetisen Helichrysum tdrlerinin
safra salgilarini diizenleyici ve idrar soktiirticii etkileri nedeniyle Avrupa’da kullanimlar:
mevcuttur. H. Arenarium, gesitli Avrupa ilkeleri ulusal farmakopelerinde ve Rus
Farmakopesi’nde ve ayrica Komisyon E monograflarinda yer almaktadir. Giiney
Afrika’da sariliga karsi, safra salgisi yetersizliklerinde, hepatoprotektif etkisi nedeniyle,
antivomitif ve astrenjan olarak farkli Helichrysum tarlerinin kullanildig: bilinmektedir
(Cubukgu vd., 2002, s. 145-150; Alman E Komisyonu Monografi, 1988).

Ulkemizde ise bazi Helichrysum taksonlarma ait kurutulmus kapitulumlarm ve
yapraklarin halk arasinda analjezik, diiiretik, bobrek tasi diisiiriicii ve sariliga karsi

kullanimlar1 oldugu bilinmektedir (Yesilada vd., 1995, s.133-152).

Giiniimiize kadar yapilan fitokimyasal ¢alismalarda Helichrysum tdrlerinin ucucu
yag (mono-, di-, tri-, seskiterpen laktonlar), flavonoitler, asetilenik bilesikler, fenolik
bilesikler, karbonhidratlar, kumarinler ve yag asitleri gibi bilesik gruplar1 icerdigi

bildirilmistir (Max vd., 2002, s. 282-285).

H. arenarium tiiriine ait ¢icekli kisimlardan elde edilen sulu ekstrenin antioksidan
(Czinner vd., 2000, s. 437-443), giinesten koruyucu (Jarzycka vd., 2013, s. 50-57),
antitimoral (Grinev vd., 2016, s. 770-776); ugucu yagin ise antimikrobiyal (Ran¢i¢ vd.,
2005, s. 341-345) etkili oldugu bildirilmistir. Tiirkiye florasinda yer alan bu tiirden elde
edilen sulu ekstrelerin ve ugucu yaglarin belirtilen terapdtik etkilerinin, bilesimindeki

polifenolik bilesikler ve flavonoitlerden kaynaklandig1 soylenilmektedir.

H. plicatum tlriine ait kapitulumlar Anadolu’da diyabet tedavisinde
kullanilmaktadir (Aslan vd., 2007, s. 54-59). Cesitli ekstrelerinin potansiyel

antimikrobiyal, antioksidan, sitotoksik ve ileum kasilmalarini giderici etkilerinin oldugu



(Vuji¢ vd, 2020, s. 337; Bigovi¢ vd., 2011; Bigovi¢ vd., 2010, s. 3391-3401); ugucu
yagmin antimikrobiyal (Bigovi¢ vd., 2017, s. 337-342) oldugu belirtilmektedir.

Tiirkiye florasinda kayitli bagka bir tiir olan H. graveolens’e ait kapitulumlardan
elde edilen ekstrelerin antidiyabetik, antioksidan ve yara iyilestirici etkiye sahip oldugu
(Aslan vd., 2007, s. 396-400), ugucu yag bilesimindeki major bilesiklerden a-klibaben,
B-karyofilen ve oktahidro azulene bagl lokal anestezik ve antikanser aktiviteye sahip
oldugu belirtilmistir (Bagci vd., 2013, s. 7254; Ghelardini vd., 2001, s. 387-389; Legault
ve Pichette., 2007, s. 1643-1647).

Danimarka’da Afrika bitkileri {izerinde yapilan bir ¢alismaya gére H. agyroolepis,
H. umbraculigerum ve H. ruderale’nin monoamin oksidaz-B (MAO-B) enzimini
sirastyla 0.1pg/mL, 4.3pg/mL ve 3.3ug/mL ICso degerleri ile inhibe ettigi bildirilmis
olup, bu degerler sonucu Helichrysum tiirlerinin Parkinson hastaligmmin tedavisinde
yiiksek ihtimalle dopaminer;jik yolak tizerinden kullanildig: diisiiniilmiistiir (van Staden

vd., 2006, s. 14).

H. pamphylicum tiiriinden kapitulum kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinin
Tip | Topoizomeraz enzim aktivitesini 1000-200 pg/mL doz araliginda inhibe ettigi
bildirilmistir. DNA replikasyonunun, transkripsiyonunun, rekombinasyonunun ve
transpozisyonunun Tip I Topoizomeraz enzimine bagl oldugu bilinmektedir ve timor
hicrelerinde endotel migrasyonunu azaltarak antianjiyogenik aktivite gdstermesi
nedeniyle H. pamphylicum’un kanser tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir
(Topcu, 2008, s. 69-74).

H. stoechas turiine ait toprak istii kisimlarindan elde edilen fraksiyonlarin
Asectilkolinesteraz (AChE) inhibitérii oldugu (Les vd., 2017, s. 295-302), H.
chionophilum ve H. plicatum subsp. plicatum taksonlarindan elde edilen etanol, metanol
ve etil asetat ekstrelerinin AChE ve Bitirilkolinesteraz (BUChE) inhibitor aktivitesinin
oldugu bildirilmis olup (Acet vd., 2020), Helichrysum tiirlerine ait c¢esitli bitki
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin = Alzheimer tedavisinde kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

Helichrysum tiirleri ile ilgili literatiire kayith fitokimyasal ve biyolojik aktivite
caligmalarinin 15181inda ve etnofarmakolojik kullanimlari ile ilgili veriler de dikkate

alinarak, bu tez ¢alismasinda H. pamhylicum Davis & Kupicha turinun agik ¢icekli ve
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kapali ¢icekli formlarindan elde edilen ugucu yag, infiizyon ve dekoksiyonlarin
fitokimyasal bilesenlerinin yani sira Siklooksijenaz-1 (COX-1), Siklooksijenaz-2 (COX-
2) ve 5-Lipoksijenaz (5-LOX) Inhibitér Testi ile antienflamatuvar; Ellman
Asetilkolinesteraz (AChE) ve Blitirilkolinesteraz (BUChE) inhibisyon Testi ile anti-
Alzheimer; Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve 5’-Nukleotidaz (CD73) enzim
inhibisyon testleri ile antitimoral; Monoamin Oksidaz-B (MAO-B) inhibisyon testleri ile
anti-Parkinson aktiviteleri incelenmistir. H. pamhylicum ugucu yag, dekoksiyon ve
inflizyonlarmin kimyasal bilesenleri, ¢esitli kromatografik ve spektrometrik yontemlerle

belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Asteraceae Familyasi Tiirlerine Ait Botanik Ozellikler

Tek yillik ve ¢ok yillik otsulardir. Yapraklar alternat veya bazen karsilikl,
stipulsuz, tam kenarli, degisik sekillerde parcali, nadiren hepsi tabandadir. Bir kismi ¢alt
seklinde olan birkag1 latisifer (siit borulari) iceren entomofil (entomogam) bitkilerdir.
Cigek birimleri (kapitula), ¢ok sayida ¢igek, nadiren tek ¢igceklidir. Cicekler sapsiz ve ¢cok
sirali fillarilerden (brakteler) olusan koruyucu bir involukrum ile sarili kapitulumda toplu
haldedir. Cigekler ya erdisi veya tek eseyli, aktinomorf veya zigomorftur. Ciceklerde
kaliks ya papus ya halka veya pul biciminde ya da yoktur. Ovaryum alt durumlu (inferior),
iki karpelden meydana gelmis tek oviillii, meyve tipi aken, tepesinde bazen bir papus,
bazen kaliks artig1 ile birliktedir. Asteraceae tipi salgi tiiyii ya da Ortl tlylne sahiptirler
(Suslu vd., 2010, s. 182-187).

2.2. Helichrysum Geartner Cinsi Botanik Ozellikleri

Asteraceae familyasinin Astereae tibusunun bir liyesidir. Kapitulumlar cogunlukla
heterogam (erkek erdisi veya steril)’dir. Kapitulumlarinda yalmiz tupsi cicekler
bulunanlarda ¢igekler erdisi, kapitulumlar1 dilsi ve tiipsii ¢igekli olanlarda distaki dilsi
cicekler disi veya steril, ortadaki tiipsii ¢icekler verimli erdisi veya erkektir. Bazilarinda
gelismis papus mevcut, bazilarinda yoktur. Anterler altta kiit sekildedir. Cok yillik yar1
cal1 seklinde veya otsu, ylinsii ya da kegemsi tiiylii veya glandular bitkilerdir. Rizomlar1
kisa, odunsu ya da ince uzun kokler seklindedir (Zeybek ve Zeybek, 2002, s. 403). Birkag
taksonda siirgiinler ile dip yapraklar1 birlikte bulunmaktadir. Yapraklar basit, tam
lineerden oblanseolata kadar spatulat Ozellikte, alternan dizilislidir. Korimbus
(kapitulumlarin  olusturdugu topluluk) tepede kapitulumlar1 ile bulunmaktadir.
Kapitulumlar disk seklinde, 3-12 mm uzunlukta, kireden ters piramide kadar veya
silindirik sekillidir. Involukrum brakteleri ¢ok sirali az ¢ok diizensizden, ¢ok diizenliye
kadar imbrikat dizilmis, beyaz, saman sarisi, limon sarisi, portakal rengi, kayis1 rengi
hatta kirmiz1 renkli ve kalicidir. Reseptakulum (Cigek tablast) diiz, ¢iplak ¢icekler sar1
renkli, hepsi hermafrodit ya da kenardaki bir sira disi karakterdedir. Papus sarimsi, sert
piiriizlii veya yumusaktir. Korolla tiip seklinde 5 pargali, Gstt glandular haldedir. Akenler
silindirik, az ¢ok glandular bicimdedir (Tanker ve Sezik., 1978, s. 19-39).



Tiirkiye Florasi’nda dogal yayilis gosteren Helichrysum taksonlarima eklenen
yeni taksonlar H. goulandriorum, H. peshmenianum, H. kitianum ve H. sivasicum
(Erik, 1983; Georgiadou, 1982; Yildiz, 1988) olup Tiirkiye Florasi’nda dogal yayilis
gosteren Helichrysum taksonlarina ait tayin anahtari, yeni eklenen tiirler harig,
asagidaki gibidir: (Davis vd., 1975, s. 80-97).

1. Cicek durumu genellikle dallanmis, her dal sik bir korimbus tasimakta, involukrum
brakteleri koyu kirmizi ve dis dairedeki cigekler disi
1.sanguineum
1. Boyle olmayanlar.
2. Involukrum brakteleri mat kar beyazi.
2.pamphilicum
2. Involukrum brakteleri fildisi, sar1 veya kayis1 rengi.
3. Yapraklarin her iki yilizii de ¢cok sik beyaz, gri-beyaz kege gibi yunsu tuyli (lanat-
tomentos) veya yumusak ylnsi tiiylii (villos-lanat).
4. Bitki belirgin yarigali, kalin toprak {istii dallara sahip.
5. Kapitulum 3 mm, limon sarisi, her korimbusta 40-90 kapitulum var.
5.chasmolysicum
5. Kapitulum 5-8 mm, parlak sar1 veya kayis1 rengi, her korimbusta 7-27 kapitulum
var.
4.orientale
4. Bitkiler tabanda mat seklinde kiime halinde veya toplu halde.
6. Kapitulum topagsi (turbinat), involukrum brakteleri basik, korimbus sik,
yarikiiremsi (subglobos).
7. Govde yapraklar1 dallara dogru basik, involukrum brakteleri soluk limon sarisi.
6.compactum
7. Govde yapraklar1 dallardan uzak, involukrum brakteleri koyu altin sarisz.
15.artvinense
6. Kapitulum yarikiiremsi, involukrum brakteleri basikdegil korimbus gevsek.
8. Bitkiler tabanda sik mat seklinde kiime halinde, steril siirgiinler tabanda siskin degil,
her korimbusta 1-6 kapitula var ve 8-12 mm boyunda.

11.chionophilum



8. Bitkiler tabanda bir arada ve daha az kompak, steril strglnler tabanda belirgin
siskin, her korimbusta 3-¢ok sayida kapitulum var ve 5-9 mm boyunda.
9. Dallar kavisli, involukrum brakteleri daginik ve belirgin kukulat.
9.noeanum
9. Dallar diiz, involukrum brakteleri kismen dagmik, diiz ya da kismen kukulat.
15.arenarium
3. Yapraklar neredeyse ¢iplak ya da zayif tiiylii (villos) veya en azindan iist ylizleri
cok seyrek tiyld.
10. Bitki belirgin yarigali, kivrik ve dallanmis govdeli.
11. Yapraklar kenarlar1 diiz, salgili (glandular), biitiin ¢igekler hermafrodit.
14.armenium
11. Yaprak kenarlar1 alta dogru kivrik, glandular degil dis dairedeki cigekler disi.
12. Kapitulalar sik bir korimbusta, involukrum brakteleri parlak pring renkli ve
gevsek imbrikat dizilisli.
3.stoechas subsp. barellieri
12. Kapitulalar gevsek bir korimbusta, involukrum brakteleri donuk saman renkli ve
yakin diizglin imbrikat dizilisli.
10. Bitkiler yar1 ¢al1 degil, bir arada, govde yukarida dallanmamus.
13. Her korimbusta 1-6 (10) kapitula var ve 9-12 mm boyunda.
10.pallasii
13. Her korimbusta ¢ok sayida kapitula var ve 4-9 mm boyunda.
14. Dallar ve yapraklar belirgin glandular.
15. Steril siirgilinler tabanda belirgin siskin, sik yarikiiremsi korimbustaki kapitulalar
topacsi.
8.heywoodianum
15. Steril siirgiinler genellikle tabanda siskin degil, gevsek korimbustaki kapitulalar
yumurtamsidan yarikiiremsiye.
13.plicatum
14. Dallar ve yapraklar belirgin glandular degil.
16. D1s dairedeki ¢igekler disi.
17. Bitki ince stolonlarla yayilir, korimbus sik, 6zellikle pedunkuller ¢cok sik
yumusak yiinsii tiiylerle kapli.

12.graveolens



17. Bitki sert dallanmis odunsu gévdeli, korimbus gevsek villos-lanat degil seyrek
tayla.

13.plicatum

16. Butun ¢gicekler hermafrodit.

18. Diizgiin sik yarikiiremsi korimbustaki kapitulalar topagsi.

16.artvinense
18.Siktan gevsege, kismen diiz tepeli korimbustaki kapitulalar yar1 kiiremsiden

yumurtamsiya.

19. Steril surgunler belirgin siskin, yapraklar siklikla spatulattan ve/veya undulat
kenarli, involukrum brakteleri sar1 veya kayisi (nadiren fildigi), kismen diizden
kukulataliya.

15. arenarium

19. Steril siirgiinler belirgin siskin degil, yapraklar siklikla sivri asla undulat kenarl
degil, involukrum brakteleri sar1 veya fildisi ve kukulatal degil.

13.plicatum

2.2.1. H. pamphylicum Davis & Kupicha

Gorsel 2.1. H. pamphylicum Davis & Kupicha turiine ait kapali ¢igekli bitki (Foto: Elif Paksoy, Mayis
2021)



Gorsel 2.2. H. pamphylicum Davis & Kupicha tlrine ait agik ¢icekli bitki (Foto: Hiilya Tuba Kiyan,
Temmuz 2021)

Sinonim: Helichrysum niveum Boiss. Heldr.
Risk Durumu: Nesli diisiik risk altinda (Ekin vd., 2000, s. 71)
Ciceklenme: Mayis-Agustos
Habitat: 20-910 m, kireg tas1 kayalar ve Pinus brutia orman agikliklar1
Tiirkiye’de Yayihis: Antalya, Mersin
Yayihs: Endemik Dogu Akdeniz Elementi

Cok yillik, otsu, 30-45 (-60) cm boyunda, tomentoz, sespitoz, steril surgunler yok,
gOvde dik ve dallanmamis, govde yapraklari dar, taban yapraklar1 linear-spatulat, linear-
oblanseolat, tepesi akut ve yukariya dogru kiigiilen, Korimbus sik, 2-2.5 cm genisliginde
15-45 ovoid kapitulumlu, kapitulumlar tasiyic1 yapraklarin koltuklarinda, Kapitulum 5-6
mm boyunda, 15-20 ¢igek tasir, pedinkul tomentoz, involukrum brakteleri donuk kar
beyazi, gevsek imbrikat diziligli, 30-35 adet konkav, distaki ¢igekler disidir (Davis vd.
1988, s. 159-160; Giner vd., 2000, s. 153-154).

2.3. Helichrysum Tiirlerinin Fitokimyasal Bilesimleri

Helichrysum tiirleri iizerinde yapilan ilk fitokimyasal arastirma, 1967°de
H. dendroideum tiirii tizerinde yapilmis olup, bilesiminde terpen alkol gruplar: tespit
edilmistir (Bohlmann ve Zdero, 1973, s. 1337-1340). Yapilan diger ¢alismalara goére
Helichrysum ugucu yaglarmnin biiyiikk bir ylizdesini terpenoit gruplari olugturmasina
ragmen, major bilesikleri fenolik ve oksijen grubu bulunduran bilesiklerin olusturdugu
belirlenmistir. Helichrysum tdrlerinin  bildirilen sekonder metabolitlerine gore

fitokimyasal bilesenleri alt1 grupta kategorize edilebilmektedir. Bunlar: flavonoit ve
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kalkonlar, fenolik asitler, terpenler ve ugucu yaglar, pironlar (homo ve hetodimerik
gruplarm her ikisi de), benzofuranlar ve floroglusinoller olarak siniflandirilmaktadir.
Siklikla belirlenen siibstitiie gruplar ise pirenil, geranil ve agil gruplaridir. Acil siibstitle
gruplar1 ise genellikle metil, izopropil ve 2-metilbiitanoil gruplari olarak tespit edilmistir

(Taglialatela-Scafati vd., 2013, s. 346-353).

2.3.1. Pironlar

Helichrysum turlerinden izole edilen pironlar homo-dimer, hetero-dimer ve
hetero-trimer yapisinda olmak fiizere ii¢ gruba ayrilir (Opitz ve Hansel, 1970).
Mikropiron, glikozide formdaki yangonin (D’Abrosca vd., 2013, s. 7038-7046), helipiron
A (Opitz ve Hansel, 1970), helipiron B, helipiron C (Vrkco¢ vd., 1975, s. 1383-1384)
homo-dimer yapisindaki 6rneklerdir. Hetero-dimer yapisindaki Helichrysum sp. pironlari
bir floroglusinol halka yapisia metilen kopriisii lizerinden bagl a-piron gruplaridir. 23-
metilaurisepiron, noradirisepiron, arzanol ve arenol Helichrysum tirlerinden izole edilmis
pirenile floroglusinol a-piron yapisindaki gruplardir (Bohlmann ve Zdero, 1980;
Appendino vd., 2007, s. 608-612; Lavault ve Richomme., 2004). Hetero-trimerlere, H.
italicum’dan izole edilmis iki a-piron halkasina sahip 23-metilitalidipiron ve italidipiron
ornek olarak verilebilir (Héansel vd., 1980, s. 639-644). Bazi durumlarda pirenile
floroglusinol o-piron yapisindaki gruplar geranile yapida bulunabilirler. Bunlara
italipiron, 20-pirenilitapiron, plikatipiron, izobatirilhelikromenopiron,
2-metilbutirilhelikromenopiron, heliserastripiron, sikloarzanol ve helisiklol 6rnek olarak
verilebilir (Hansel vd., 1980, s. 639-644; Bohlmann vd., 1984, s.174-176; Rios vd., 1991,
s. 51-55, Akaberi vd., 2019, s. 958-969).

DH .-""'\-\. P “- DH DH EH “‘.}_
Mt - \’[ = i .-""“""-.5,-"':‘1‘..\ e
LI~ e L0 A f
g e 0 SO Y oMo 07 I
>0 : f o r NN “‘ 0 OHHO™ " oM

S

Sekil 2.1. Mikropiron, 23-metilaurisepiron, 23-metilitalidipiron ve italipiron (soldan saga sirast ile)
(Héansel vd., 1980, s. 639-644)

2.3.2. Floroglusinoller

Yapilan birgok fitokimyasal g¢alismada, floroglusinoller homo-dimerler ve

monomerler halinde, diger smif sekonder metabolitlerin igerigini olusturmaktadir



(Jakupovic vd., 1986, s. 1133-1142; Popoola vd., 2015, s. 17309-24). Helichrysum
tiirlerinin fitokimyasal bilesiminde tespit edilen bazi floroglusinoller; helinudifolin, 2-(2-
metilpropanoil)-4-pirenilfloroglusinol, (Jakupovic vd., 1986, s. 1133-1142), heliniven A,
heliniven B, 1-bitanon-3-pirenil-floroglusinol, 1-(2-metilbtitanon)-3-pirenil-
floroglusinol, 1-butanon-3-(3-metilbit-2-enilaktat)-floroglusinol, kespitat (Popoola vd.,
2015, s. 17309-24), 1-(2-metilpropanon)-3-pirenilfloroglusinol,  2-bltanoil-4-
pirenilfloroglusinol (Mutanyatta-Comar vd., 2006, s. 61-68), 2-(2-metilbitanoil)-4-
pirenilfloroglusinol (Bohlmann ve Mahanata, 1979, s. 348-350), kespitin (Dekker vd.
1984, s. 607-608) ve helispiroketal A-H’dir (Akaberi vd., 2019, s. 958-969).
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Sekil 2.2. helinudifolin, helivinen A, helivinen B ve kespitat (soldan saga sirasi ile) (Jakupovic vd., 1986,
s. 1133-1142, Popoola vd., 2015, 5.17309-24)

2.3.3. Benzofuranlar ve Ftalitler

Helichrysum tiirlerinin fitokimyasal bilesiminde tespit edilen heterosiklik
benzofuran halkalar1 sirasi ile propanoilbitalin A, nonanoilbitalin A, oleilbitalin A,
isokaproilbitalin A (Bohlmann ve Zdero, 1970), bitalin A B-D-glukopiranozit tirevleri
(D’Abrosca vd., 2013, s. 7038-7046) ve 2,3-dihidro-5,7-dihidroksi-2-isopropenil-6-(2-
metilpropenoil) benzofurandir (Bohlmann vd., 1984, s. 174-176). 2016’da yapilan bir
calismaya gore siiperkritik CO. ile ekstraksiyon yontemi kullanilarak, kurutulmus
H. italicum ciceklerinden tremeton tiirevi olan 12-asetoksitremeton, gnafaliol (bitalin A)
ve 9-asetilgnafaliol elde edilmistir (Jerkovi¢ vd., 2016, s. 2925-2931). Bu ganfadiol
formundaki bilesikler bitkide ayn1 zamanda “f-D-0O” glikozitleri seklinde de bulunabilir
(Bohlmann vd., 1984, s. 174-176; Mari vd., 2014, s. 249-255; Rigano vd., 2014, s. 198-
203; Rosa vd., 2007, s. 117-126; Taglialatela-Scafati vd., 2013, s. 346-353).

Helichrysum tiirlerinin bilesiminde tespit edilen ftalitlere ise H. platypterum’dan
elde edilen platiteroftalit (Jakupovic vd., 1987, s. 580-581); H. italicum ve
H. arenarium’dan elde edilen 5,7-dihidroksiftalit (Vrkoc vd., 1973), 5,7-dimetoksiftalit,
7-hidroksi-5-metoksiftalit ve onlarin glikozit formlar1 olan 7-O-$-D-glukopiranozit, 7-O-
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(6-O-malonil-g-D-glukopiranozit) ve  7-O-[5-D-glukopiranozil-$-D-glukopiranozit]
(Opitz ve Hansel, 1971, s. 228-230) 6rnek verilebilir.

1
aQ o T
. P
A R ..x”L it i M0 g
| e R
2 0 — ’_,r oo, ~0 — . l,'_;
LA ~ o~ A
T -::'FH el R (CH, EHGH|CH 1 CH,

o 0

Fi

. P_I OH o O ? ::.j
0= N, & iy I A M e
I Y Y M e
HO™ S0 Py - e Ty

-~
L -“"'rﬂ"'\"a:': -

HO™

OH

Sekil 2.3. isokproilbitalin A, nonanoilbitalin A, oleilbitalin A, platiteroftalit, 5,7-dihidroksiftalit, 5,7-
dimetoksiftalit, 7-hidroksi-5-metoksiftalit (zist sira once olmak iizere soldan saga sirast ile)
(Jakupovic vd., 1987, s. 580-581; Vrkoc vd., 1973; Opitz vd., 1971, s. 228-230)

2.3.4. Flavonoitler, Kalkonlar ve Fenolik Asitler

Helichrysum tiirlerinin toprak {istii kisimlarmdan elde edilen polar fraksiyonlarda
tespit edilen antioksidan ve antienflamatuvar aktiviteye sahip bilesikler Cizelge 2.1.’de
verilmistir. Flavonoitler hem glikozit hem de serbest aglikon formunda dimer, trimer ve
kompleks agregatlar seklinde tespit edilmistir. Ornegin, serbest aglikonlardan apigenin,
naringenin ve kamferol’iin hem serbest formu hem de glikozit formlar1 H. plicanum’un
cicekli kisimlarinda tespit edilmistir (Bigovi¢ vd., 2017,
s. 337-342).

Helichrysum tiirlerinin fitokimyasal bilesimlerinde tespit edilen diger 6nemli
flavonoitler prunin, isosalipurposit, narirutin, naringin, eriyodiktiyol, luteolin, galuteolin,
astragalin ve kersetin’dir (Bohlmann vd., 1984, s. 174-176; Grinev vd., 2016, s. 770-776;
Mao vd., 2017, s. 2812-2817). H. arenarium’a ait ¢igeklerden elde edilmis metanol
ekstresinden izole edilip yapisi aydmlatilan dort flavonon ve kalkon glikoziti
arenariumosid I, II, IIT ve IV olarak bildirilmistir (Wang vd., 2009, 1235-1242). H.
italicum subsp. picardii toprak istii kisimlarindan hazirlanan infiizyon ve
dekoksiyonlarda UHPLC-PDA-MS (Ultra Yiiksek Performansli S1vi kromatografisi-Foto

Diyot Array-Kitle Spektrometrisi) kullanilarak yapisi aydinlatilan monomer ve dimer
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yapidaki flavonoit prekursorleri klorojenik ve kinik asitler, dikafeolkinik asit izomerleri
ve gnafalaiin A major bilesenler olarak belirlenmistir (Pereira vd., 2017, s. 593-603).
defa

H. cameroonense toprak iistii kisimlarindan izole edilmistir (Antoine vd., 2011, s. 305).

Yeni sinnamik asit  glikozit esteri olan  kameronesit A ilk

Helichrysum tirlerinin fitokimyasal bilesimlerinde bulunan kalkonlar en 6nemli biyoaktif
bilesenler olarak nitelendirilmektedir (Do Nascimento ve Mors, 1972, s. 3023-3028;

2015, 7143-7155).

H. zivojinii’den izole edilmis olan tomorosit A ve tomorosit B kalkonunun anti-kanser

Popoola vd., Sirbistan’da  yapilan bir ¢alismaya gore
aktivitelerinin oldugu bildirilmistir (Aljanci¢ vd., 2014, s. 190-196). Yine H. arenarium
L. Moench ciceklerinden elde edilen metanol ekstresinden izole edilen dihidrokalkon
tiirevi dimerik yapida kalkon glikoziti arenariumosit V, VI ve VII bilesiklerinin anti-

kanser etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Morikawa vd., 2015, s. 494-506).

Cizelge 2.1. Helichrysum sp. flavonoit ve fenolik asitleri

Helichrysum sp.

Bilesen (ler)

Biyolojik aktivite

H. arenarium subsp.

arenarium

H. arenarium (L.)
Moench

H. aureonites

H. decumbens

H. devium

Kafeik asit konjugatlari (klorojenik asit ve
dikafeolkuinik asitler) ve flavonoitler (apigenin,
naringenin, apigenin 7-O-glikozit ve naringenin-O-
hekzoditleri)
Naringenin-7-O-B-d-glikozit, izokersitrin ve
astragalin (68)

Galangin

3,5-dihidroksi-6,7,8-trimetoksiflavon, 5,7-
dihidroksi-3,6,8-trimetoksiflavon ve 3,5-dihidroksi-
6,7-dimetoksiflavon

Kinik asit tiirevleri, O-glikozitler, flavonoitler, kafeik

asit tirevleri ve protokatesik asit tiirevleri (Gouveia
ve Castilho, 2009, s. 3939-53)
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Antibakteriyel
(Gradinaru vd.,
2014, s. 2076-80)

Antibakteriyel ve
Antioksidan
(Cushnie ve Lamb,
2006, s. 187-191; De
la Puerta vd., 1999,
s. 507-511)
Antifungal (Tomés-
Lorente vd., 1989, s.
s. 1613-15)



Cizelge 2.1. Helichrysum sp. flavonoit ve fenolik asitleri (devami)

H. foetidum (L.)

Moench

H. italicum

H. maracandicum

H. mechowlanum Klatt.

H. obconicum

H. paraonychloides

H. pedunculatum

H. stoechas

H. teretifolium

7,4'-dihidroksi-5-metoksi-flavanon, 6’-metoksi-2',4-
dihidroksikalkon, 6’-metoksi-2’,4-dihidroksikalkon-
4'-0-f-D-glikozit, kaur-16-en-18-0ik asit

Lignanlar ve kinik asit tirevleri, kemferol, 3,5,7-
trihidroksi-8-metoksiflavon ve 3,5-dihidroksi-6,7,8-

trimetoksiflavon

Naringenin kalkon ve isosalipurposit

3,5, 7-trihidroksi-8-metoksiflavon ve 4.5-
dikafeolkinik asit
Kinik asit turevleri, kafeoilkinik asit,

malonilkafeoilkinik asit, kumaroilkinik asit ve

kafeoilsikimik asit tiirevleri (76)

3-metilkersetin, 3,3'-dimetilkersetin, 3,7-
dimetilkemferol, penduletin, eupalitin, 2-(2-
metilpropanoil)-4-pirenilfloroglusinol ~ ve  2-(2-

metilbltanoil)-4-pirenilfloroglusinol (44)

Flavonoitler, proantosiyanidinler ve fenolik biesikler

Neo-klorojenik asit, klorojenik asit ve kripto-
klorojenik asit, izomerik dikafeoil kinik asitler,
izomerik naringenin glikozitleri, kersetin, kemferol,
apigenin glikozitleri, tetrahidroksi kalkon glikozitleri
Izoksantohumol, 2’4',6'-trihidroksi-3pirenilkalkon,

Izoglabranin, glabranin ve kersetin

Antimikrobiyal
(Malolo vd., 2015, s.
1-11)

Antibiyofilm
(D’Abrosca vd.,
2013, s. 7038-46;
Karasartov vd.,
1992, s. 504-505)
Antikarsinojenik
(Yagura vd., 2008, s.
174-178))
Antimikrobiyal
(Malolo vd., 2015, s.
1-11)

Antioksidan
(Aiyegoro ve Okoh,
2009, s. 4990-5001)
Antioksidan (Carini
vd., 2001, s. 517-
526)

Antioksidan
(Popoola vd., 2015,
s. 7143-7155)

2.3.5. Terpenler ve Ucucu Yaglar

Helichrysum tiirleri lizerinde yapilan fitokimyasal g¢alismalarin kendilerine has
vejetatif ve floral kimlik olusturdugundan, genellikle ugucu yaglar iizerine oldugu

gorulmektedir. Helchrysum ugucu yaglarinin ilag etkin maddesi olarak ve ilag dis1 olarak
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kullanimlar1 bulunmaktadir. Cizelge 2.2. farkli Helichrysum tiirlerine ait ugucu yaglarin
major bilesiklerini Ozetlemektedir. Yapilan c¢alismalarda ugucu yaglarn major
bilesenlerinin monoterpenler ve seskiterpenler oldugu ve en cok belirlenen biyolojik
etkilerin antibakteriyel, antifungal, insektisit ve sitotoksik aktiviteler oldugu
bildirilmistir.

Helichrysum tirleri Asteraceae familyasmna ait diger tiirler gibi seskiterpen bilesik
gruplar1 agisindan zengin tiirlerdir. Bugiline kadar rapor edilen ugucu yag major bilesik
kimyasal yapilar1 Sekil 2.2.’te verilmistir. H. italicum’dan izole edilmis seskiterpen
yapidaki bilesikler Eudesman seskiterpenleri (eudesm-5-en-11-ol) (Bianchini vd., 2004,
S. 983-984), drimane seskiterpenleri ve guaiane seskiterpenleri’dir (Mari vd., 2014, s.
249-255). Diterpenler de Helichrysum tiirlerinde bulunmaktadir. Bunlardan onemli
olanlar1 abietan, pimaran ve kauran diterpenleri’dir. Ornegin, bir diterpenik asit olan
eritroksidiol A H. refluxum’dan izole edilmistir (Bohlmann vd., 1985, s. 611-612). Bazi
tirlerden izole edilen triterpenlere ise 34-hidroksi-28,13-ursanolid, ursalolakton (Lloyd
ve Fales, 1967, s. 4891-95) ve 3-asetil-28-oleananoik asit 6rnek verilebilir (Bohlmann
vd., 1979, s. 1375-78).

Cizelge 2.2. Helichrysum sp. u¢ucu yaglarinin major bilegenleri

Helichrysum sp. Major Bilesen (ler)

H. acutatum DC. Triterpen: Squalen
Diterpen:11,12H-11,12-dihidroksi-9-geranil kurkumen, 11,12H-
12,12-dihidroksi-9-geranil-a-terpinen, 0-11,12H-11,12-
dihidroksi-9-geranilaskaridol, £-11,12H-11,12-dihidroksi-9-
geranilaskaridol (Cubukcu ve Bing6l, 1983, s. 441-453).

H. acuminatum Seskiterpenler: karyofillen tlrevleri, azulen tirevleri (Jakupovic
vd., 1989, s. 543-551)

H. adenocarpum DC. Triterpenik bilesikler (Cubukgu ve Bingol, 1983, s. 441-453)

H. albirosulatum Kill. Seskiterpenler: Isomanool, 3-hidroksi-isomanool, 3-

oksoisomanool, 3-0kso-10,14H-alloaromadendren  Triterpenik
Bilesikler (Cubukgu ve Bingol, 1983, s. 441-453)

H. ambiguum Geraniol, geranil asetat, neril asetat, nerolidol (Jakupovic vd.,
1989, s. 543-551)

H. apendiculatum (Lf.) Less. Triterpen: Squalen (Cubukcu ve Bing6l, 1983, s. 441-453)

H. arenarium (L.) Moench Triterpen: Kampesterol, g-sitosterol (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s.
441-453)

H. armenium DC. Seskiterpen lakton (Cubukgu ve Bingol, 1983, s. 441-453)

H. aureonitens Sch. Bip. Seskiterpen: Karyofillenepoksit, trisiklik karyofillen tirevleri
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Cizelge 2.3. Helichrysum sp. ucucu yaglarinin major bilesenleri (devami)

H.

aureum (Houtt) var.

monocephalus (DC.) Hilliard

H.
H.

bellum Hilliart
benthami  Viguier et

Humbert

H.
H.

bilobum

brakteatum Andr.

H. callicomum Haryv.

H.

H.

H.

H.

H.

chionosphaerum DC.

chrysargyrum Moeser

conferium N.E.B.

cooperi Harv.

cymosum (L.) Don. subsp.

calvum Hilliard

H.
H.
H.

davenportii
davyi
dendroideum

. diosmifolium Sweet

. drakensbergensee Killick

. formosissinum

. forskahlii

. fulvum N.E.Br.

. glomeratum Kilatt.

. gymnoconum DC.
. herbaceum (Andr.) Sweet

Diterpen: Kaurenik asit, 11-5-astoksi-kaurenik asit, 3-a-asetoksi-
kaurenik asit (Cubukcu ve Bing6l, 1983, s. 441-453)

Diterpen: Kaurenik asit (Cubukgu ve Bingol, 1983, s. 441-453)
Monoterpen: Sineol (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Diterpen Turevleri (Jakupovic vd., 1987, s. 580-581)

Seskiterpen: 4-formil-1-metoksi-karbonil azulen (Cubukgu ve
Bingol, 1983, s. 441-453)

Seskiterpen: Farnesen, humulen, Diterpen: Helikalen-16-al,
heliaklen-16-ol, 14,15-dihidro-helikalen-16-asit Triterpen: p-
amirin, squalen (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Seskiterpen: Humulen, 14-hidroksi-humulen Diterpen: Atis-16-
en-19-asit (Cubukcu ve Bingol, 1983, s. 441-453)

Seskiterpen: p-farnesen Triterpen: Oleanol asit asetat, squalen
(Cubukcu ve Bingol, 1983, s. 441-453)

Diterpen: Kaurenik asit, labdan tirevleri Triterpenler (Cubukgu ve
Bingdl, 1983, s. 441-453)

Diterpen: Kaurenik asit, 11-8-astoksikaurenik asit, 3-a-asetoksi-
kaurenik asit (Cubukcu ve Bing6l, 1983, s. 441-453)

Seskiterpen: Humulen, Triterpen: Squalen (Cubukcu ve Bingdl,
1983, s. 441-453)

Diterpen turevleri (Jakupovic vd., 1989, s. 543-551)

Seskiterpen tirevleri (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Diterpen: Kauren ve staken tlrevi terpen alkolleri (Cubukcu ve
Bingdl, 1983, s. 441-453)

Diterpen: (-)-16-a-17-dihidroksi-16-p-kauron-19-oil

Diterpen: Fitol, Triterpen: Squalen (Cubukc¢u ve Bing6l, 1983, s.
441-453)

Diterpenler, kaurenler, labdanlar (Jakupovic vd., 1990, s. 1589-90)
Diterpenler, kaurenler, labdanlar (Jakupovic vd., 1990, s. 1589-90)
Diterpen: Beyeren-19-asit, kaurenik asit, 11-a-asetoksihelifulvan-
19-asit metilesteri, 11-a-hidroksihelifulvan-19-asit metil esteri
(Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Seskiterpen: Humulen Diterpen: Fitol, fitilinoleonat Triterpen:
Squalen (Gubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Triterpen: 19-oleanolasetat (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Seskiterpen: Germakren-D, bisiklogermakren Triterpen: Squalen
Politerpen: Poliizopren (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
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Cizelge 2.4. Helichrysum sp. ucucu yaglarinin major bilegenleri (devami)

H

H.

. heterolasium Hilliard

. hypocephalum Hilliard

. infaustum Wood et Evans

. italicum G. Don

. krebsianum Less
. krookii Moeser

. leucopsideum

. lindleyi

. miconifolium DC.

. monticola Hilliard

. mundii Harv.

. hanum Klatt

. natalitium DC.

. nudifolium (L.) Less

. odoratissimum Sweet

. oreophyllum Klatt

. pallidum DC.

. panduratum O. Hoffm.

pinifolium (Lam.)

Schrank

H

. platypterum DC.

Monoterpen: Mirtenol, 1-mirtenolasetat Seskiterpen:

Aromadendren tdrevleri Diterpen: Kaurenik asit turevleri
(Cubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Triterpen: Squalen (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Seskiterpen: Humulen, a-kurkumen (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s.
441-453)

Monoterpen: (+)-a-pinen, (-)-8-pinen, nerol, neril asetat, 3,5-
dimetil oktan-4,6-dion, 2,4-dimetilheptan-3,5-dion, 4-metilnonan-
3,5-dion,
seskiterpenler Triterpen: fS-sitosterol, a-amirin, uvaol, ursalik asit
lakton (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Diterpen: 9-geranil-a-terpinen, 12-okso-geranillinol (Cubukcu ve
Bingdl, 1983, s. 441-453)

Seskiterpen: Farnesen Triterpen: Squalen (Cubukcu ve Bingdl,
1983, s. 441-453)

Diterpen turevleri

linalool, pinonik asit Seskiterpen: Azulogenik

Diterpen turevleri

Diterpen: Kauren asit ve turevleri (Cubukcu ve Bingol, 1983, s.

441-453)
Triterpen: Squalen (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Diterpen: Geranillinalol  Triterpen: Lupeol, oleanolik asit

(Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Seskiterpen: Humulen Diterpen: Fitillinoelonat, geranillinalol
(Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Triterpen: Squalen (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Seskiterpen: a-guryunen, 8-p-asetoksi-a-guryunen, 8-a-asetoksi-
a-guryunen, 8-g-hidroksi-a-guryunen, a-kurkumen (Cubukgu ve
Bingol, 1983, s. 441-453)

Diterpen turevleri (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Seskiterpen: Trisiklik karyofillen tirevleri (Cubukcu ve Bingdl,
1983, s. 441-453)

Diterpen: Kaurenik asit Triterpen: Squalen (Gubuk¢u ve Bingdl,
1983, s. 441-453)

Seskiterpen: p-farnesen, germakren-D Triterpen: squalen, lupeol
(Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Diterpen: Labdan tiirevleri (Cubukgu ve Bingol, 1983, s. 441-453)

Seskiterpen: Karyofillen tirevleri Diterpen: kaurenik asit
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Cizelge 2.5. Helichrysum sp. ucucu yaglarinin major bilesenleri (devami)

H. polyclatum Klatt

H. refluxum
H. retortoides N.E.Ber.
H. ruderale Hilliard et Burth

H. saxatile Moris

H. schimperi

H. serpiyllifolium (Berg.)
Pers.

H. splendidum DC.

H. stirlingii

H. stoechas (L.) Moench

H. stoechas (L.) Moench

subsp.  barellieri  (Ten.)
Nyman

H. subfalcatum Hilliard

H. tenuiculum Killick
H. trilineatum DC.
H. umbraculigerum Less.

H. vernum Hilliard

Seskiterpen: Farnesen, humulen, (-)-y-kadinen Triterpen: Oleanol
tarevleri, lupeol, squalen (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Diterpen: Eritroksidiol A (Bohlmann vd., 1985, s. 611-612)
Triterpenler (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

Seskiterpen: Karyofilen asidi tirevleri (Cubukgu ve Bingol, 1983,
s. 441-453)

Oksijenli seskiterpen turevleri (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-
453)

Diterpenler, kaurenler, labdanlar (Jakupovic vd., 1990, s. 1589-90)
Triterpen: S-amirin asetat (Cubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Seskiterpen:  Germakren-D,  bisiklogermakren,  nerolidol,
halisplendiolit, spatulenol Triterpen: Squalen (Cubukcu ve Bingdl,
1983, s. 441-453)

Seskiterpenler: karyofillen tirevleri, azulen turevleri (Jakupovic
vd., 1987, s. 803-807)

Monoterpenler: a-pinen, g-pinen, kamfen, cis-f-osimen, trans-j-
osimen, mirsen, limonen, linalol, nerol, geraniol, neril asetat,
terpineol, sineol, dimetil-4,7-oktan-6-on Triterpen: Uvaol, urdolik
asit, oleanolik asit, eritrodiol, g-sitosterol, stimasterol, g-sitosterol-
D-glukopiranozit, stimasterol-g-glikozit (Cubukgu ve Bingdl,
1983, s. 441-453)

Monoterpen: kamfen, geraniol Seskiterpen: p-karyofilen, pg-
elemen (Chinou vd., 1997, s. 181-183)

Diterpen: 15-hidroksi-8H,13H-isokembren,
(Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Seskiterpen: Humulen (Gubukcu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Triterpen: Oleanolik asit (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Triterpen: Squalen (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)
Seskiterpen: Kadinen tirevi, Diterpen: Kaurenik asiti labdan
tirevi (Cubukgu ve Bingdl, 1983, s. 441-453)

geranillinalol
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Sekil 2.4. Seskiterpenlerin (Eudesman, drimane ve guaiane seskiterpenleri) kimyasal yapilart (Bianchini
vd., 2004, s. 983-984)

2.3.6. Diger Bilesikler

Helichrysum tiirleri yukaridaki bilesik gruplarinin yanisira birgok farkli bilesik grubu
da icermektedir. Bunlara 6rnek kroman turevi olan helinudikromen kinon (Jakupovic vd.,
1986, s. 1133-1142), 6-asetil-3,4-dihidro-3-hidroksi-2,2-dimetil-2H-1-benzopiran
(Bohlmann ve Vorwerk, 1980, s. 261-266; de Quesada vd., 1972, s. 446-449), 6-benzoil-
5,7-dihidroksi-2-metil-2-(4-metil-3-pentenil)-kroman (Bohlmann vd., 1980, s. 683-684),
5,7-dihidroksi-6-izobdtiril-2,2-dimetilkroman, 2,2-dimetil-8-(2-metil-1-oksopropil)-5,7-
dimetilkroman (Jakupovic vd., 1986, s. 1133-1142), 5,7-dihidroksi-2,3-dimetil-4-
kromanon (Mutanyatta-Comar vd., 2006, s. 61-68); asetofenon turevi olan 4-hidroksi-3-
(3-metil-2-bitenil)-asetofenon (Appendino vd., 2007, s. 608-612; Sala vd., 2001, s. 1360-
1362); glikozit tlrevi olan everlastosit A-M grubu bilesikler 6rnek verilebilir (Morikawa

vd., 2009, s. 853-859). Ayrica farkli Helichrysum tirleri poliasetilenler, stlfur icerikli
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bilesikler ve eskuletin, skopoletin ve isoskopoletin gibi kumarin grubu bilesikler de
icermektedir (Wang vd., 2009, s. 1235-1242; Morikawa vd., 2009, s. 853-859, Karasartov
vd., 1992, s. 504-505).

H. sanguineum (L.) Kostel

H. sanguineum’un toprak lstii kisimlarindan hazirlanan aseton fraksiyonlarinda
kardiyak glikozitler, fenolik bilesikler, steroitler ve flavonoitler; su fraksiyonlarinda
saponin  glikozitleri, fenolik bilesikler, tanenler ve flavonoitler; metanol
fraksiyonlarindan fenolik bilesikler, ucucu yag bilesenleri, tanenler, steroitler,
flavonoitler; hekzan fraksiyonlarinda kardiyak glikozitler, fenolik bilesikler, ucucu yag
bilesenleri, steroitler ve flavonoitler tespit edilmistir (Jaradat vd., 2021, s. 41-51). Ayrica
yapilan baska bir ¢alismaya gore, bitkinin kapitulum kisimlarindan astragalin (kemferol-
3-glikozit), kemferol, kersetin, kersetin-4-glikozit, gnafalin (5,7-dihidroksi-3,8-
dimetoksiflavon) ve 3,5,7-trihidroksi-6,8-dimetoksiflavon flavonoitleri, yapraklarindan

ise flavonoit olarak sadece kemferol izole edilmistir (Mericli vd., 1983, s. 112-115).

I.-:;:_{‘:IJDH
T © -~ :Ei:;:’ H
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Sekil 2.5. Kersetin ve Kemferol (soldan saga sirast ile) (Merigli vd., 1983, s. 112-115)

H. pamphylicum Davis & Kupicha (E)

H. pamphylicum’un kapitulum kisimlarinda tespit edilen flavonoitler Astragalin
(kemferol-3-glikozit), kemferol, luteolin, luteolin-4-glikozit, naringenin, (-) naringenin-
5-glikozit (helichrysin-A), kersetin-3glikozit (Izokersitrin) ve tilirozit (kemferol-3-p-
kumaroilglikozit)’tir (Bohlmann vd., 1985, s. 611-612, Sezik ve Akdemir, 1986, s. 387-
390). Ayrica H. pamphylicum’un kapitulumlari ve yapraklarindan %70 metanol ekstresi
hazirlanarak yapilan baska bir ¢alismada, kapitulumlarda helichrysin-A, izokersitrin,
luteolin-4-glikozit ve naringenin; yapraklarda helichrysin-A, izokersitrin, luteolin-4-
glikozit, kersetin-4-glikozit ve naringenin bulundugu tespit edilmistir (Sezik ve Akdemir,
1986, s. 387-390).
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Sekil 2.6. Helichrysin-A ve Tilirozit (soldan saga sirast ile) (Oztiirk vd., 2004)

H. chasmolysicum P.H. Davis (E)

H. chasmolysicum’un toprak tstii kisimlarindan elde edilen %70’lik metanol
ekstresinde helichrysin-A, izokersitrin, kersetin, kersetin-4-glikozit, naringenin, apigenin
ve luteolin-4-glikozit tespit edilmistir. Ayrica kapitulum kisimlarinda apigenin, luteolin-
4-glikozit, naringenin, helichrysin-A, kersetin-3-glikozit ve kersetin-4-glikozit

bulundugu literatiirde bildirilmistir (Oztiirk, 2004).

:,DH
: H
DHD 0
0" "OH
OH

Sekil 2.7. Kersetin-3-glikozit ve Kersetin-4-glikozit (soldan saga sirasi ile) (Oztiirk, 2004)

H. orientale (L) DC

H. orientale flavonoit bakimindan zengin olup, kapitulumlarinda tespit edilen
flavonoitler astragalin, izoastragalin, kemferol, naringenin, naringenin-4-glikozit,
helichrysin-A, () naringenin-5-glikozit (helichrysin-B), Kkersetin, tilirozit, 3,5-
dihidroksi-6,7,8-trimetoksiflavon ve izosalipurposit; yapraklarinda tespit edilenler
naringenin, izokersitrin ve tilirozit’tir. Ayrica bitkide kumarin glikoziti olan skopoletin
bulunmaktadir (Oztiirk, 2004). Yapilan baska bir calismada bitkinin toprak iistii

kisimlarindan hazirlanan %10 (a/h) metanol ekstresinde tespit edilen fenolik bilesikler
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klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, p-hidroksibenzoik asit, syringic asit, apigenin,
apigenin-7-glikozit, naringenin ve resveratrol’diir. Calismada Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi (YBSK) teknigi (LC-10ADvp) pompali, DAD dedektorlii (278 nm)
Eclipse XDB-C18 kolon (250x4.60 mm, id., 5 pum patikiil ¢ap1) (Agilent) cihazi
kullanilarak uygulanmistir (Albayrak vd., 2010, s. 114-122).

H. compactum Boiss. (E)

H. compactum kapitulum ve yapraklarindan hazirlanan %60°lik etanol, kloroform ve
etil asetat ekstrelerinde flavonoitler, %60’lik etanol ekstresinde 3,5-dihdroksi-6,7,8-
trimethoksiflavon; kloroform ekstresinde apigenin ve luteolin; etilasetat ekstresinde ise
kemferol, naringenin, kemferol-3-O-glikozit, luteolin-7-O-glikozit ve luteolin-4',7-di-O-
glikozit tespit edilmistir (Stizgec vd., 2005, s. 269-272). Ayrica toprak iistii kisimlarindan
helichrysin-B izole edilmistir (Oztiirk, 2004).

H. artvinense Davis et. Kupicha (E)

H. artvinense toprak iistii kisimlarindan hazirlanan %10 (a/h)’luk metanol ekstresinin
bilesiminde fenolik aitler ve flavonoit tiirevi bilesikler olarak Klorojenik asit, kafeik asit,
p-kumarik asit, sirinjik asit, apigenin, apigenin-7-glikozit, epikatesin, hesperidin, luteolin
ve naringenin tespit edilmistir (Albayrak vd., 2010, s. 114-122).

H. chionophilum Boiss. & Bal. (E)

H. chionophilum kapitulum ve kok kisimlarindan elde edilen sabit yagda major
bilesik olarak palmitik asit (%31.21) tespit edilmistir (Acet vd., 2020). Toprak Usti
kisimlarindan elde edilen ugucu yag bilesiminde ise major bilesikler sirasi ile dekanoik
asit (%18.9), tetradekanoik asit (%17), dodekanoik asit (%13.9) ve hekzadekanoik asit
(%12.3) olarak tespit edilmistir (Kiirk¢tioglu vd., 2019). Ayrica %10 (a/h)’luk metanol
ekstresinde tespit edilen bilesikler klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, sirinjik asit,
apigenin, apigenin-7-glikozit, epikatesin, luteolin, naringenin, kersetin ve resveratrol’diir

(Albayrak vd., 2010, s. 114-122).

H. noeanum Boiss. (E)

H. noeanum kapitulum kisimlarinda tespit edilen flavonoitler siras1 ile apigenin,
apigenin-7-glikozit,  naringenin,  naringenin-4-glikozit,  (-)-naringenin-5-glikozit
(helichrysin-A),  (x)-naringenin-5-glikozit  (helichrysin-B),  3,5-dihidroksi-6,7,8-
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trimetoksiflavon ve izosalipurpozit (2',4,4',6' tetrahidroksikalkon-6-glikozit); yaprak
kisimlarinda tespit edilen flavonoitler apigenin, apigenin-7-glikozit, kemferol,
helichrysin-B, kersetin-3-glikozit (izokersetin)’tir (Oztiirk, 2004). Toprak Usti
kisimlarindan elde edilen %10 (a/h)’luk metanol ekstresinin igeriginde bulunan
flavonoitler ise klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, p-hidroksibenzoik asit, apigenin,
apigenin-7-glikozit, hesperidin, naringenin ve resveratrol’diir (Albayrak vd., 2010, s.
114-122). Yapilan farkli bir ¢alismaya gore H. noeanum kapitulumlarindaki toplam
flavonoit miktar1 %5.23, yapraklarindaki toplam flavonoit miktar1 %]1.57 olarak
saptanmig, toprak tstii kisimlarindaki total helichrysin-B miktar1 %1.12 olarak
belirlenmistir (Cubuke¢u vd., 1981, s. 77-85).

H. arenarium (L.) Moench

Yapilan calismalara gore H. arenarium’dan organik asitler, ugucu bilesenler,
karotinoidler, steroitler, tanenler, kinonlar, kumarinler, heterosiklik bilesikler ve
flavonoitler izole edilmistir. Toprak iistii kisimlarindan elde edilen %70’lik etanol, petrol
eteri ekstrelerinden gradiyen eliisyon teknigiyle [-sitosterol, oleanolik asit,
B-sitosterol  B-D-glukopiranozit, naringenin, Helichrysumphytalide ve diosmin
saptanmustir (Eshbakova ve Aisa, 2009, s. 929-930). Cin’de yapilan bir arastirmaya gore
H. arenarium etanol ve etil asetat ekstrelerinden B-sitosterol, stigmasterol, 3-sitosterol p-
D-glukopiranozit, stigmasterol-p-D-glukopiranozit, kafeik asit etil esteri, 3,4-
metilendioksisinnamik asit ve 3,5-dihidroksi-6,7,8-trimetoksiflavonol tespit edilmistir
(Yong vd., 2011, s. 872-875).

H. armenium DC.

Iran’da yapilan bir calismaya gére H. armenium kapitulum, yaprak ve koklerinden
hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yaglarin iceriginde sirasi ile kapitulumlarindan
limonen, a-kadinol, borneol, y-kadinen, bornil asetat ve a-humulen; yaprak kisimlarindan
limonen, a-pinen, karyofilen oksit, a-gurjunen, bornil asetat ve torreyol; koklerinden
limonen, a-pinen, spatulenol, «-gurjunen, Kkaryofillen oksit, bornil asetat,
B-kiibaben ve y-kadinen tespit edilmistir (Oji vd., 2012). Toprak iistii kisimlarmnin %10
(a/h)’luk metanol ekstresinden elde edilen flavonoitler ise klorojenik asit, kafeik asit,
apigenin, apigenin-7-glikozit, epikatesin, hesperidin, luteolin ve naringenin’dir (Albayrak
vd., 2010, s. 114-122). Ulkemizde yapilan farkl1 bir ¢alismaya gére H. armenium subsp.

armenium kapitulumlarinda apigenin, luteolin, naringenin, apigenin-4'-glikozit,
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apigenin-7-glikozit, astragalin, kersetin-3-glikozit, helichrysin-A, helichrysin-B ve
izosalipurposit; yapraklarinda kemferol, kersetin ve kersetin-3-glikozit; farkli bir alt tlr
olan H. armenium subsp. araxinum kapitulumlarinda galangin-3-metil eter, apigenin,
luteolin, naringenin, apigenin-4'-glikozit, apigenin-7-glikozit, astragalin, kersetin-3-
glikozit, helichrysin-A, helichrysin-B ve izosalipurposit; yapraklarinda galangin-3-metil
eter, kemferol, kersetin ve kersetin-3-glikozit tespit edilmistir (Cubukgu ve Yuksel, 1982,
s. 137-139).

H. stoechas (L.) Moench subsp. barellieri (Ten) Nyman

H. stoechas subsp. barellieri toprak istii kisimlarindan hizlandirilmis ¢oziciilii
ekstraksiyon, mikrodalga aracili ekstraksiyon, ultrasonikasyon aracili ekstraksiyon,
maserasyon ve Soxhlet (devamli) ekstraksiyon teknikleri kullanilarak elde edilen %5
(a/h)’lik etanol ekstrelerinde dihidroksibenzoik asit hekzosit, protokatesik asit,
p-hidroksifenilasetik asit, gentisik asit, p-hidroksibenzoik asit, dihidroksibenzoik asit etil
esteri, hidroksi sinnamik asit turevleri, kafeoil-kinik asit izomerleri, kafeik asit hekzosit,
5-O-kafeoil-kuinik asit, kafeoil gliserol, kafeik asit, dikafeoil kinik asit, kumaroil-kinik
asit, kafeoil-sikimik asit, feruloil-kinik asit, Krisantemorimik asit,
p-kumarik  asit,  dihidroksibenzoil-kafeoil-hekzosit,  asetil-dikafeoil-kinik asit,
kafeoil-kumaroil-kinik  asit,  malonil-dikafeoil-kinik  asit, ~ rosmarinik  asit,
asetil-dikafeoil-kinik asit, trikafeoil-kuinik asit, asetil-dikafeoil-kinik asit, feruloil-kinik
asit, diferuloil-kinik asit, dikafeoil-suksinilkinik asit, kafeik asit etil esteri, eskulin,
eskuletin, kersetagetin 3,7-di-O-hekzosit, luteolin-8-O-hekzosit, kersetagetin 7-O
hekzosit, kersetagetin 3-O-(malonil-kumaroil)-hekzosit-7-O-hekzisit, kersetagetin 3-O-
(kumaroil)-hekzosit,  kersetin-7-O-(asetil)-hekzosit,  kersetin-3-O-(asetil-kumaroil)-
hekzosit, kersetin-7-O-kafeoil hekzosit, kemferol-7-O-(kumaroil) hekzosit, izoramnetin
7-O-kumaroil hekzosit, eriyodiktiyol, luteolin, kersetin, naringenin, apigenin, kemferol,
pinobanksin, izoramnetin, pinosembrin, dimetoksi-hidroksi-flavon, galangin, trihidroksi-

metoksiflavon ve helipiron tespit edilmistir (Zengin vd., 2020, s. 113-125).

H. pallasii (Sprengel) Ledeb.

H. palasii yaprak ve kapitulumlarindan elde edilen ugucu yag Gaz Kromotografisi
(GK) ve Gaz Kromatografisi/Kitle Spektrometrisi (GK/KS) ile analiz edilerek major
bilesikler hekzadekanoik asit, (Z,Z)-9,12-oktadekanoik asit, tetradekanoik asit, (Z)-
karyofillen ve y-kadinen olarak tespit edilmistir (Formisano vd., 2009, s. 203-207). Ayrica
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toprak Ustii kisimlarindan hazirlanan %10 (a/h)’luk metanol ekstresinde klorojenik asit,
kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit, sirinjik asit, apigenin,
apigenin-7-glikozit, hesperidin, naringenin ve resveratrol tespit edilmistir (Albayrak vd.,
2010, s. 114-122).

H. heywoodianum P.H. Davis (E)

H. heywoodianum toprak {iistii kisimlarindan hazirlanan %10 (a/h)’luk metanol
ekstresinde tespit edilen bilesikler klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, apigenin-7-
glikozit, eriyodiktiyol, hesperidin, luteolin, naringenin, kersetin ve resveratrol’diir
(Albayrak vd., 2010, s. 114-122). Kapitulumlarinda ise flavonoit igerigi apigenin,
luteolin, luteolin-4-glikozit, naringenin, helichrysin-A, kersetin ve kersetin-4-glikozit
olarak belirlenmistir (Oztlirk, 2004).

H. plicatum DC.

H. plicatum yaprak, kapitulum ve koklerden hazirlanan %5-10 (a/h)’luk metanol
ekstrelerinde swrasiyla gallik asit, protokatesuik asit, p-OH benzoik asit, katesin,
klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, sirinjik asit, p-kumarik asit, benzoik asit, rutin, o-
kumarik asit, trans-sinnamik asit ve kersetin; gallik asit, protokatesuik asit, p-OH benzoik
asit, katesin, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, sirinjik asit, epikatesin, ferulik asit,
p-kumarik asit, benzoik asit, rutin, o-kumarik asit ve kersetin; gallik asit, protokatesuik
asit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, sirinjik asit, epikatesin,
p-kumarik asit, benzoik asit, rutin, o-kumarik asit, trans-sinnamik asit ve kersetin tespit
edilmistir (Kolayl vd., 2010, s. 269-276). Ayrica diger bir calismada, %30 (a/h)’luk
metanol ekstresinde tespit edilen bilesikler A-sitosterol, apigenin, nonakosanoik asit,
astragalin, p-sitosterol-3-O--D-glukopiranozit, helichrysin A, helichrysin B ve
izosalipurpozit olarak bildirilmistir (Aydin, 2020, s. 153-159).

H. graveolens (Bieb.) Sweet

H. graveolens toprak iistii kisimlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu
yagda tespit edilen bilesikler: bisiklo [2,2,1] hept-2-ene, a-pinen, a-fenken, S-pinen, 4-
hekzen-3-on, 1-4 metil benzen, d-limonen, I-linalool, 3-siklohekzen-1-ol, a-terpineol,
karvakrol etanon, izoterpinolen, o-ylangen, a-kopaen, p-burbonen, p-elemen, 1,4-
methano-1H-inden, tetradekan, izoleden, p-karyofillen, B-germakren, himachala-2,4-

dien, a-amorfen, p-farnesen, a-humulen, cis-kalamenen, 2-izopropenil-4a,8-dimetan, o-
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kiibaben, o-sedren, A-selinen, butanoik asit, y-amorfen, a-selinen, o-muurolen, o-
gurjunen, trisiklo[5.4.0.02,8]Jundek-9-n,2,6,6,9- tetrametan, A-kadinen, cis-kalamanen,
epizonaren, selina-3,7 (11)-dien, 1,2,3,4-tetrahidro- naftalen, 4,4-dimetil-3-3(3-metilbut-
3- eniliden), spatulenol, karyofillen oksit, aromadendren, viridiflorol, siklohekzen,
humulen epoksit, 2-naftelenmetanol, 1,10-di-epi-kibenol ve 1,2,3,4,4a,5,6,8a-
naftelen’dir (Bagci vd., 2013, s. 7254). Ayrica toprak iistii kisimlarindan elde edilen %10
(a/h)’luk metanol ekstresinde klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, sirinjik asit,
apigenin, apigenin-7-glikozit, hesperidin, luteolin, naringenin ve kersetin flavonoitleri
tespit edilmistir (Oztiirk, 2004).

2.4. Helichrysum Tiirlerine Ait Biyolojik Aktivite Calismalar:

Helichrysum tiirleri tizerinde yapilmis farmakolojik ¢alismalar; ‘South African
Helichrysum species: A review of the traditional uses, biological activity and
phytochemistry’ isimli makalede (Lourens vd., 2008, s. 630-652), ve ‘Everlasting
flowers: Phytochemistry and pharmacology of the genus Helichrysum’ isimli makalede
derlenmistir (Akaberi vd., 2019, s. 111471). Bu tezde ise tekrardan kaginmak amaci ile

gliniimiize kadar yapilmis olan farmakolojik calismalar derlenerek verilmistir.

H. sanguineum (L.) Kostel

Filistin’de yapilan bir in vivo ¢alismada bitkinin toprak tstii kisimlarindan elde
edilen suda ¢ozindr ekstrelerin anti-lipaz ve anti a-amilaz etkiler gosterdigi ve buna bagli
olarak diabetes mellitus ve obezite tedavisinde kullanilabilecegi vurgulanmistir. Ayrica
bitkinin toprak {iistii kisimlarinin DPPH radikal siipiiriicii antioksidan aktivitesi de

belirlenmistir (Jaradat vd., 2021, s. 41-51).

H. pamphylicum Davis & Kupicha

Metanolik ekstredeki flavonoitlerden helichrysin-A, izokersitrin, luteolin-4-
glikozit, naringenin ve luteolin’e bagl olarak memeli hiicre DNA’s1 topoizomeraz |
enzimini inhibe ederek antikanser aktivite gosterdigi bildirilmistir (Topcu vd., 2008, s.
69-74). Yine metanol ekstresinin insan lenfosit hicreleri tzerinde in vitro genotoksik
aktivitesinin oldugu bildirilmistir (Erolu vd., 2010, s. 177-182).
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H. chasmolysicum P.H. Davis (E)

Toprak iistii kisimlardan elde edilen metanol ekstresinin Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Enterococcus faecalis ve Enterobacter cloacae mikroorganizmalari
iizerinde sirasiyla 12, 11, 9 ve 13 pg/mL’lik konsantrasyonlarda antibakteriyel aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Dolayistyla bitkinin cilt lizerindeki ve gastrointestinal
mikrofloradaki mikroorganizmalar iizerinde antibakteriyel etkiler gosterebilecegi

sonucuna varilmstir (Oztiirk, 2004).

H. orientale (L) DC

Toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinin in vitro fosfomolibden
rediiksiyon metodu kullanilarak antioksidan, Gram (-) mikroorganizmalarmma kars1 in
vitro agar diflizyon metodu kullanilarak antibakteriyel, Candida albicans ve
Saccharomyces cerevisae mikroorganizmalarina karsi in vitro agar diflizyon metodu
kullanilarak ise antifungal etki gosterdigi rapor edilmistir (Albayrak vd., 2010, s. 114-
122).

H. compactum Boiss. (E)

Bitkinin kapitulum kisimlarindan elde edilmis %60’lik etanol ekstresinin Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Candida
albicans mikroorganizmalarina karsi 40 pg/mL konsantrasyonda antimikrobiyal etki
gosterdigi, in vitro lipid peroksidasyon yontemi kullanildiginda ise antioksidan etki
gosterdigi bildirilmistir (Stizgeg vd., 2005, s. 269-272). Ayrica toprak iistii kisimlarindan
elde edilen metanol ekstresinin insan lenfosit hiicre hattinda sitogenetik aktivite

gosterdigi rapor edilmistir (Eroglu vd., 2009, s. 65-72).

H. artvinense Davis & Kupicha (E)

Toprak tistii kistmlardan elde edilen metanol ekstresinin bilesimindeki flavonoitlere
bagli olarak in vitro DPPH radikal siipiiriicii antioksidan etki gosterdigi; in vitro agar
dilisyon metodu ile Aeromonas hydrophila ATCC 7965, Klebsiella pneumoniae FMC 5
ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 mikroorganizmalarmma karsi sirasiyla 10
pug/ml, 2,5 pg/ml ve 1 pug/ml konsantrasyonlarda antibakteriyel, in vitro agar dillisyon
metodu ile C. albicans ATCC 1223’¢ kars1 antifungal etki gosterdigi rapor edilmistir
(Albayrak vd., 2010, s. 114-122).
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H. chionophilum Boiss. & Bal. (E)

Metanol ekstresinin bilesiminde bulunan fenolik bilesikler ve flavonoitlere bagli
olatrak in vitro lipid peroksidasyon aktivite testi ile antioksidan; in vitro agar dilisyon
metodu ile A. hydrophila ATCC 7965, E. coli ATCC 25922, K. pneumonie FMC 5,
Morganella morganii RUT, P. aeruginosa ATCC 27853, Bacillus brevis FMC 3,
B. cereus RSKK 863, S. aureus ATCC 29213 mikroorganizmalarina kars1 antibakteriyel
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Albayrak vd., 2010, s. 114-122).

H. noeanum Boiss. (E)

%10 (a/h)’luk metanol ekstresi tizerinde yapilan in vitro biyoaktivite testlerine gore
antioksidan; A. hydrophila ATCC 7965, M. morganii RUT, P. aeruginosa ATCC 27853,
B. brevis FMC 3, B. cereus RSKK 863 ve S. aureus ATCC 29213 mikroorganizmalarina
kars1 1pg/mL gibi az bir konsantrasyonda antibakteriyel etki gosterdigi rapor edilmistir
(Albayrak vd., 2010, s. 114-122).

H. arenarium (L.) Moench

Toprak iistii kisimlardan elde edilen ugucu yagin in vitro mikrodillisyon testi ile
Candida tiirlerine kars1 antifungal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Ranci¢ vd., 2005, s.
341-345). Ayrica bitkiden elde edilen kloroform ekstresinin in vitro Ultraviyole-A ve
Ultraviyole-B spektrofotometrik fotostabilite testine gdre fotoprotektif (Jarzycka vd.,
2013, s. 50-57), kapitulumlardan elde edilen flavonoitlerin in vivo anti-aterosklerotik
etkisinin oldugu rapor edilmistir (Mao vd., 2017, s. 2812-17).

H. armenium DC.

Bitkinin kapitulum, yaprak ve koklerinden hidrodistilasyon ile elde edilmis ugucu
yaglarn in vitro agar difiizyon yéntemine gére Gram (+), Gram (-) ve funguslar tzerinde
orta diizeyde antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Oji ve Shafagat, 2012). Bir
baska ¢aligmaya gore, bitkinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanolik ekstrenin
okaryotik tip DNA Topoizomeraz I enzimini inhibe ederek, antikanser etki gdsterdigi

rapor edilmistir (Kucukoglu vd., 2006, s. 189-193).

H. stoechas (L.) Moench subsp. barellieri (Ten) Nyman
Toprak iistii kisimlardan elde edilen etanol ekstrelerinin metal selatlayici, DPPH
radikal stpirict, ABTS" radikal katyon renksizlestirici, fosfomolibden rediikleyici

mekanizmalar ile antioksidan; in vitro asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz

27



(BuChE) enzim inhibisyon testleri ile anti-Alzheimer aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Zengin vd., 2020, s. 113-125).

H. pallasii (Sprengel) Ledeb.
Yapraklarindan ve kapitulumlarindan elde edilen ugucu yagin Staphylococcus
epidermidis mikroorganizmasi1 iizerinde 100 pg/mL konsantrasyonda in vitro

antimikrobiyal etki gosterdigi rapor edilmistir (Formisano vd., 2009, s. 203-207).

H. heywoodianum P.H. Davis (E)

Toprak istii kisimlardan elde edilen metanolik ekstrenin antioksidan ve
antimikrobiyal etki gosterdigi, ayrica bir diger calismada insan lenfosit hiicre hatti
iizerinde sitogenetik aktivitelerinin oldugu bildirilmistir (Albayrak vd., 2010, s. 114-122;
Eroglu vd., 2009, s. 65-72).

H. plicatum DC.

H. plicatum subsp. plicatum kapitulumlarindan elde edilen %3’lik inflizyonu
tizerinde yapilan in vivo anti-diyabetik ve antioksidan ¢alismalar sonucunda streptozosin
uygulanmis fareler iizerinde antidiyabetik aktivitesinin oldugu tespit edilmistir (Aslan
vd., 2007, s. 54-59). Ayrica kapitulum, gévde ve kok kisimlarindan elde edilen etanol,
metanol ve etil asetat ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesikler ve yag asitlerine bagli olarak
DPPH radikal stpiriicl, ABTS" radikal katyon renksizlestirici testlerinin sonucunda
antioksidan; in vitro AChE ve BuChE enzim inhibisyon testlerinin sonucunda anti-

Alzheimer aktivitelerinin oldugu rapor edilmistir (Acet vd., 2020).

H. graveolens (Bieb.) Sweet

Kapitulumlarindan elde edilen dekoksiyonlarin ve etanol ekstrelerinin in vivo
glikoz oksidaz metodu ile streptozosin verilmis fareler iizerinde anti-diyabetik aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Aslan vd., 2007, s. 396-400). Ayrica fenolik bilesik icerigi fazla
olan ham ekstrelerinin in vitro DPPH radikal slpurici test sonucunda antioksidan

aktivite gosterdigi de rapor edilmistir (Siintar vd., 2013, s. 103-110).

2.5. Helichrysum Tiirlerinin Etnofarmakolojik Kullanimlar

H. sanguineum (L.) Kostel
Filistin’de bazi iirolojik enfeksiyonlarin tedavisinde ve oksidatif strese bagh

rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Jaradat vd., 2018, s. 107-114). Ayrica
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Tiirkiye, Filistin ve diger Akdeniz {ilkelerinin geleneksel tibbinda dekoksiyonlarmin
solunum yollar1 rahatsizliklarinda, tirogenital rahatsizliklarda, cilt enflamasyonunda,
diyarede, bobrek tasi tedavisinde, astim, ates ve tiiberkiiloz tedavisinde kullanimlar1

bildirilmistir (Jaradat vd., 2021, s. 41-51).

H. pamphylicum Davis & Kupicha
Bu bitki endemik bir tiir oldugundan, literatiirdeki spesifik etnofarmakolojik
kullanim bilgisi kisithh olmakla birlikte iilser tedavisinde, bobrek tasi ve bobrek kumu

tedavisinde, diiiretik amagh kullanimlar: bilinmektedir (Oztlirk ve Altay, 2017, s. 10-11).

H. chasmolysicum P.H. Davis
Bu bitki endemik bir tir oldugundan, literatirde spesifik herhangi bir

etnofarmakolojik kullanima rastlanmamustir.

H. orientale (L) DC
Ispanya’nin Madeira ve Porto Santo Adalarinda ve ayni zamanda Tiirkiye’de de
yetisen bitkinin, Ispanya geleneksel tibbinda kapitulumlarindan hazirlanan infiizyonunun,

antiastmatik ve Oksiirtigii azaltici olarak kullanildigi kayithidir (Rivera ve Obon, 1995, s.
73-93).

H. compactum Boiss. (E)

Etnofarmakolojik olarak 2000 yildir safra kesesi bozukluklarinda tibbi ¢ay seklinde
kullanilmaktadir. Diiiretik etkilerine bagli olarak bobrek tasi tedavisinde kullanildigi
kayithdir (Siizgeg vd., 2005, s. 269-272).

H. artvinense Davis & Kupicha (E)

Ulkemizde geleneksel olarak yara ve enfeksiyonlarm ve solunum yollar:
hastaliklarinin tedavisinde, gastrik sekresyon stimiilasyonunda, kolagog, kolorektik
aktivite diizenleyici, ditiretik olarak ve mide agrilarinin tedavisinde kullanilmaktadir
(Eroglu vd., 2009, s. 65-72).

H. chionophilum Boiss. & Bal. (E)
Tiirkiye florasmin endemik tiirleri arasinda yer alan H. chionophilum’un anti-
enflamatuvar, antioksidan, insektisit ve antimikrobiyal olarak etnofarmakolojik

kullanimlar1 bulunmaktadir. Ayrica halk arasinda yaygin bi¢cimde ¢ay ve yiyeceklerin
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korunmasi1 amactyla antimikrobiyal olarak kullanimma rastlanmaktadir (Ozcan ve Acet,

2018, s. 5045-52).

H. noeanum Boiss. (E)
Tibbi ¢ay olarak anti-enflamatuvar, antioksidan ve antimikrobiyal kullanimlar
bulunmaktadir. Ayrica bobrek tasi tedavisi ve safra kesesi rahatsizliklarinda kullanildigi

bildirilmistir (Albayrak vd., 2010, s. 114-122).

H. arenarium (L.) Moench
Avrupa’da geleneksel olarak H. italicum ile safra salgis1 diizenleyici ve diiiretik
amagla kullanimlar1 bulunmaktadir. Koloretik, hepatoprotektif olarak ve detoksifikasyon

amaciyla Macaristan’da kullanimlar1 kayithidir (Czinner vd., 2000, s. 437-443).

H. armenium DC.

[ran’”da ve Tiirkiye’de halk arasinda karin agrisim1 rahatlatmak, yara
pansumanlarinda, anti-enfektif ve hepatoprotektif amaclarla, detoksifikasyon, kolagog ve
koloretik olarak, 6ksurik tedavisinde, eritematik durumlarda ve diabetes mellitusta, mide

gastrik sivismin diizenlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Oji vd, 2012).

H. stoechas (L.) Moench subsp. barellieri (Ten) Nyman

Kuzey-Dogu Portekiz’de toprak iistii kisimlardan hazirlanan dekoksiyonlarin soguk
algmlig1, bronsit ve ateste; Ispanya’da enflamasyon komplikasyonlarmm azaltilmasi
amaciyla, yaralarin tedavisinde, dis agrismi gidermek amaciyla, iirolojik ve sindirim
rahatsizliklarinin tedavisinde kullanildig: bilinmektedir (Barroso vd., 2014, s. 330-336;
Viegas vd., 2014, s. 54-65). Ayrica influenza tedavisinde, sinirlilik durumlarinda ve
pankreatik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Les vd., 2017, s. 295-302).

H. pallasii (Sprengel) Ledeb.
Adana’nin Karaisali ilgesinde, iiriner sistem enfeksiyonlarmnin tedavisinde ve

antimikrobiyal amagli kullanildig1 bilinmektedir (Giines vd., 2017, s. 68-75).

H. heywoodianum P.H. Davis (E)
Bu bitki endemik bir tir oldugundan, literatirde spesifik herhangi bir
etnofarmakolojik kullanima rastlanmamuistir. Yapilan etnofarmakolojik ¢aligmalar diger

Helichrysum tiirleri ile benzer amagli kullanimlarin oldugunu ifade etmektedir. T1bbi cay
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olarak anti-enflamatuvar, antioksidan ve antimikrobiyal olarak kullanimlar1 vardir.
Ayrica bobrek tasi tedavisi ve safra kesesi rahatsizliklarinda kullanilmaktadir (Albayrak
vd., 2010, s. 114-122).

H. plicatum DC.

Kahramanmarag’m Andirin ilgesinde, inhalasyonu g6z agrilarini, bebeklerin kulak
agrilarin1  gidermek amaciyla, bogaz ve akciger enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Yine bobrek tasi diisiirmede, nezle ve soguk alginliginda, analjezik
amagla, cilt rahatsizliklarinin tedavisinde, oksiirtik ve diyabet tedavisinde de kullanildig:

bildirilmistir (Demirci ve Ozhatay, 2012, s. 75-92).

H. graveolens (Bieb.) Sweet
Bitkinin kapitulumlar1 yara tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica karacigere bagh
sarilik tedavisinde, sindirim sistemi bozukluklarinda, bobrek tasi tedavisinde ve iiriner

sistem enfeksiyonlarinda kullanildig: bildirilmistir (Yesilada vd., 1995, s. 133-152).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Cicekleri heniiz agmamis (kapali ¢igekli) H. pamphylicum’un toprak istii kisimlar1
Mayis 2021°de, ¢igekleri agmis (agik ¢icekli) olanlarin toprak iistii kisimlar1t Temmuz
2021°de Hiilya Tuba KIYAN ve Elif PAKSOY tarafindan Kral Koyu, Gazipasa-
ANTALYA’dan toplanmis olup, tiir tayini Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Botanik ABD, Ogretim Gorevlisi Dr. Omer Koray YAYLACI tarafindan
yapilmistir. Toplandiktan hemen sonra bitkisel materyaller serin ve karanlik ortamda

kurutularak, oda sicakliginda muhafaza edilmistir. (Kral Koyu, Gazipasa-ANTALYA)

3.2. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.2.1. Kimyasal Maddeler

EDTA

Ferrozin

FeCl,

FeSO4
Ks[Fe(CN)e].3H20
o-Kumarik Asit
p-Kumarik Asit
Gallik Asit
Klorojenik Asit
Sirinjik Asit

Ferulik Asit

Butil Hidroksi Toluen
Folin-Ciocalteu Reaktifi
ABTS™

DPPH-

Donepezil
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(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Fluka, Almanya)

(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)

(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma-Aldrich, Almanya)

(Sigma-Aldrich, Almanya)



Galantamin (Sigma-Aldrich, Almanya)

ATC (Sigma-Aldrich, Almanya)
BTC (Sigma-Aldrich, Almanya)
AChE (Sigma-Aldrich, Almanya)
BuChE (Sigma-Aldrich, Almanya)
(5,5-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit) DTNB (Sigma-Aldrich, Almanya)
Sodyum Karbonat (Sigma-Aldrich, Almanya)
Jelatin (Sigma-Aldrich, Almanya)
Metanol (Sigma-Aldrich, Almanya)
Etanol (Sigma-Aldrich, Almanya)
Etil Asetat (Sigma-Aldrich, Almanya)
Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, Almanya)

Siklooksijenaz Inhibitdr Gériintiileme Deney Kiti  (Cayman Chemical, ABD)
Lipoksijenaz Inhibitér Goriintilleme Deney Kiti ~ (Cayman Chemical, ABD)
5'-Nukleotidaz (CD73) Aktivite Deney Kiti (Abcam, ABD)
Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) Deney Kiti (Enzo, Isvicre)

Monoamin Oksidaz-B (MAO-B) Deney Kiti (Biovision, ABD)

3.2.2. Cihazlar

Yuksek Basingli (Performansli) Sivi
Kromatografisi (YBSK) Sistemi ve SPD DAD (Shimadzu 20 AVP, Kyoto, Japonya)
Dedektor

Spektrofotometre (Shimadzu UV5, Kyoto, Japonya)
Su Banyosu (Nlve BM 302, Trkiye)

Vorteks (IkaGenius 2, Almanya)
Rotavapor (Buchi, Isvigre)

Liyofilizator (Labconco, ABD)
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Mikroplaka Okuyucu (Microplate Reader) (BioTek, ABD)

3.3. H. pamphylicum Ekstrelerinin Elde Edilmesi
3.3.1. H. pamphylicum Dekoksiyonunun Hazirlanmasi

Kapal1 ve acik ¢icekli bitkisel materyalin toprak iistii kisimlarindan 10 g tartim
alinmig ve tizerine 100 mL soguk distile su eklenerek, 30 dakika hot plate Uzerinde
100 °C’de kaynatilmistir. Soguduktan sonra pamuktan siizme islemi gergeklestirilmis ve
bu islem U¢ kez tekrarlanarak siiziintiiler birlestirilmis ve liyofilize edilmistir. Elde edilen

toz ekstre i¢in verim hesabi1 (% a/a) yapilmustir.

3.3.2. H. pamphylicum Infiizyonunun Hazirlanmas:

Kapali ve acik cicekli bitkisel materyalin toprak iistii kisimlarindan 10 g tartilmis
ve tlizerine 100 mL sicak distile su (100 °C) eklenmistir. Yarim saatlik beklemenin
ardindan 45 °C’de ultrasonik su banyosunda 45 dakika daha beklenmis ve sicakken
stiziilmiistiir. Bu islem U¢ kez gerceklestirilmistir. Siiziintiiler birlestirilerek liyofilize

edilmistir. Elde edilen toz ekstre i¢in verim hesabi (% a/a) yapilmustir.

3.4. H. pamphylicum Ugucu Yaglarimin Eldesi

Oda sicakliginda, nemden uzak karanlik kurutulmus bitkilerin ¢igekli toprak tistii
kisimlari, Clavenger apereyi kullanilarak 3 saat hidrodistilasyon igslemine tabi tutularak

ucucu yaglar elde edilmis ve kuru drog iizerinden verim hesabi (% h/a) yapilmistir.

3.5. Fitokimyasal Analizler
3.5.1. Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Belirlenmesi

H. pamphylicum kapali ve agik ¢i¢cek durumlu bitkilerinin toprak tstu dekoksiyon
ve infiizyonlarinin toplam fenolik madde miktarlarinin analizi, fenolik bilesiklerin Folin-
Ciocalteu’s ¢ozeltisinde bulunan metalik asitlerin kompleks iyonlar1 ile oksidasyonu
sonucu meydana gelen mavi renkli metalik kompleksin 760 nm dalga boyunda él¢ilmesi
ilkesine dayanan Folin-Ciocalteu’s spektrofotometrik yontemine goére yapilmistir
(Vinson vd., 1995, s. 401-403).

Dekoksiyon ve inflizyonlar metanol ile 5 mg/mL konsantrasyonlara getirilmistir.
%20’1lik Na,COs3 ¢ozeltisi (7.5930 g Na2COs + 37.965 mL distile su) hazirlandiktan sonra
standart olarak 1 mg/mL lik gallik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Gallik asit ¢ozeltisi 1
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mg/mL, 0.8 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.2 mg/mL ve 0.1 mg/mL olmak (izere alt1
farkli konsantrasyona seyreltilmistir. 96’lik 3000 pL derin kuyucuklu plakalara dort
tekrarli olacak sekilde 20 pL numune koyulmustur. Her bir kuyucuga 1560 pL distile su
eklenmistir ve ardindan 100’er pL Folin-Ciocalteu’s ¢ozeltisi eklenmistir. Her bir
kuyucuga 300 puL %20’lik Na,COz ekleme isleminin ardindan, derin kuyucuklu
makroplaka karanlikta 2 saat saklanmistir. Bekleme siiresinin ardindan her bir
kuyucuktan 300 uL alinip yeni bir 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarim yapilmis ve 760
nm’de sonuglar okunmustur. Elde edilen gallik asit kalibrasyon esitligi kullanilarak,
toplam fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite esdeger (mg GAE/g ekstre) olacak
sekilde hesaplanmuistir.

Gorsel 3.1. Gallik asit standart kalibrasyon c¢ozeltileri, inflizyon ve dekoksiyonlar

3.5.2. Toplam Flavonoit Madde Miktarinin Belirlenmesi

H. pamphylicum kapali durumlu ve ac¢ik durumlu ¢igekli bitkilerin toprak {istii
dekoksiyon ve infiizyonlarinin toplam flavonoit madde miktarlarinin analizi,
flavonoitlerin AICI3 ¢ozeltisi ile kompleks olugturmast ile 415 nm’de spektrofotometrik

Olgme islemine dayanan TFC (Total Flavonoid Compound) yontemine gore yapilmistir

(Vasco vd., 2008, s. 816-823).
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Dekoksiyon ve infuzyonlar metanolde 10 mg/mL konsantrasyonlara getirilmistir.
%?2’lik AICI3 ¢Ozeltisi (2 g AICIz + 100 mL ultra saf su), ardindan %15°1ik asetik asit
cozeltisi (15 mL glasiyel asetik asit + 85 mL ultra saf su) hazirlanmistir. Rutin 96°lik
derin kuyucuklu plakalar tizerinde 1 mg/mL, 0.8 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.2 mg/mL ve 0.1
mg/mL olmak Uzere bes farkli konsantrasyona seyreltilmistir. 96’Iik 3000 pL derin
kuyucuklu plakalara dort tekrarli olacak sekilde 80 pL numune eklenmistir. ilk {i¢ sira
uzerine 80 pL AICl3 ¢ozeltisi, dordiincii sira tizerine ise 10 pL asetik asit ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Her kuyucugun tizerine 1840 uL absolii etanol eklenmis ve oda sicakliginda
40 dakikalik bekleme siiresinin ardindan 96 kuyucuklu mikroplakalara her bir kuyucuk
icin 300 pL aktarim yapilarak, 415 nm de spektrofotometrik okumalar yapilmistir. Elde
edilen rutin kalibrasyon esitligi kullanilarak, toplam flavonoit miktarlar1 gram ekstrede

mg rutine esdeger olacak sekilde hesaplanmustir.

3.5.3. Ters-Faz Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK-DAD) ile Fenolik Asit
Miktar Tayini
Oztiirk ve arkadaslarinin ¢alismasinda belirtilen kosullarda ters faz analitik kolon
ve gradient eliisyon ile ayrilan fenolik bilesiklerin YBSK-DAD sisteminde, tutunma
zamanlar1 ve UV spektrumlari kontrol edilerek, ¢alisilan ekstrelerin fenolik asitleri teshis

edilmis, miktar tayinleri yapilmustir (Oztiirk vd., 2007).

YBSK-DAD Analiz Kosullar

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu, Kyoto,
Japan)

Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INTERSIL ODS3-Cys kolon (100 mm, 4.6 mm i.d., 3um partikdl
¢ap1) (GL Sciences Inc., Japan)

Degazer: DGU-20As (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Enjektor: SIL 20A (Shimadzu, Japan)

Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Akis Hizx: 1.0 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi: 10 pL
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Gradient Sistem: Hareketli Faz A: Metanol: su: formik asit (10:88:2, h/h/h)
Hareketli Faz B: Metanol: su: formik asit (90:8:2, h/h/h)

3.5.4. Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kutle Spektrometrisi
(GK/KS) Analizi ile Ucucu Yag Bilesimlerinin Belirlenmesi

Elde edilen ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlari, gaz kromatografi teknigiyle
incelenmistir. Bu teknikte, ugucu yag ¢ozeltisi n-hekzan i¢inde (%10, v/v) hazirlanmastir.

Ucucu yaglarin kimyasal kompozisyonlari GK-AID ve GK/KS teknikleriyle
aydmlatilmistir. Her iki analiz i¢in de HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 pum), 0.25
Mm film kalinlig1, Agilent, Walt & Jennings Scientific, Wilmington, DE, USA) ve tasiyic1
gaz olarak helyum gazi kullanilmistir. Firin 60 °C’de 10 dakika kaldiktan sonra 220 °C’ye
dakikada 4 °C ile ¢ikip, 220 °C’de 10 dakika kalip, 240 °C’ye dakikada 1 °C ile ¢ikmak
iizere programlanmigtir. Split orani1 40:1 olarak se¢ilmistir. Alev iyonlagsma detektorii ve
enjektér 250 °C’de tutulmustur. Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle menzili 35-450 m/z
segilmistir (Ozek vd., 2007, s. 563-569).

3.6. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.6.1. Antioksidan Aktivite Cahsmalar

Oksidasyon, ilag ve gida giivenligini, rengini ve organoleptik 0Ozelliklerini
etkileyebileceginden, ila¢ ve gida bozulmalarinin en 6nemli silireglerinden biridir.
Antioksidanlara, 6zellikle insan vicudunda serbest radikallerin oksidatif strese bagh
zararll etkilerini ve yaglar ile gida maddelerinin diger bilesenlerinin bozulmasini

Onlemeye yonelik olanlara karsi artan bir ilgi vardir.

3.6.1.1. Metal selatlayic1 yontem

3.6.1.1.1 Makro diizeyde metal selatlayici yontem

Helichrysum pamphylicum ekstrelerin demir iyonlarini selatlama kabiliyetleri
Orhan ve Ustiin’{in ¢alismas1 modifiye edilerek tayin edilmistir (Orhan ve Ustiin, 2011,
s. 386-390).

0.4 mg/mL konsantrasyonda 400 uL 6rnek Gzerine 40 pL FeCl, (2mM) ve 80 pL
Ferrozin (5mM) eklenmis ve metanolle 2 mL’ye tamamlanmigtir. 15 dakika bekleme
isleminin ardindan 562 nm’de absorbanslar okunmus, pozitif kontrol olarak EDTA (0.4

mg/mL) kullanilmistir (n=3).

37



Metal selatlama kapasitesi (%) asagidaki esitlik (1) kullanilarak hesaplanmustir;
%Metal selatlama kapasitesi = [(Akontrol - Aérnek)]/Akontrol x 100 (1)
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Tomurcuk mfuzyon

Tomurcuk dekoksiyon

Acik gicek inflizyon
Acik gicek dekoksiyon

Gorsel 3.2. EDTA, Helichrysum pamphylicum infiizyon ve dekoksiyonlarin Makro Metal Selatlayici

aktivite kvetleri
3.6.1.1.2 Mikro diizeyde metal selatlayic1 yontem
Helichrysum pamphylicum ekstre ve ugucu yaglarinin demir iyonlarmi selatlama
kabiliyetleri Santos ve arkadaslarinin ¢alismasi géz Oniine alinarak tayin edilmistir

(Santos vd., 2017, s. 515-522).

Numuneler ve EDTA 96 kuyucuklu plakalara 400 ng/mL den baslamak tizere 50
pL eklenmis ve bes seri diliisyon (200, 100, 50 ve 25 pg/mL olacak sekilde) ultra saf su
ile yapilmistir. Her bir kuyucuga ekstra 160 pL ultra saf su ve 20 uL 0.3 mM FeSO4
eklenmis, ardindan oda sicakliginda bes dakika beklenmistir. Metal selatlama
reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in her bir kuyucuga 30 pL 0.8 mM Ferrozin eklenerek
tim kuyucuklar toplamda 260 pL sivi hacmine tamamlanmigstir. 15 dakika bekleme
stiresinin ardindan mikroplaka okuyucuda 562 nm’de spektrofotometrik okumalar

yapilmustir.
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Metal selatlama kapasitesi (%) asagidaki esitlik (2) kullanilarak hesaplanmustir;

. . (Akontrol - Aérnek)
%Metal selatlama kapasitesi = X x 100
kontrol

)
Aiontrol = Metal selatlayici reaktif ¢ozeltisinin absorbansi

Asmek = Ekstre iceren reaktif ¢dzeltisinin absorbansi

Gorsel 3.3. EDTA, Helichrysum pamphylicum infiizyon ve dekoksiyonlarin Mikro Metal Selatlayici

aktivite mikroplakalar

3.6.1.2. ABTS™ radikal katyon renksizlestirme yontemi

ABTS"™ radikal katyon renksizlestirme yontemi ilk defa Miller ve arkadaslari
tarafindan rapor edilmistir (Miller vd., 1993, s. 407-412).

Reaktif ¢Ozeltisi 36 mg ABTS ve 6.6 mg K>S:0g katisi, 10 mL distile su ile
tamamlanmisg, hazirlanan ¢6zelti 12-16 saat karanlikta bekletilmistir. ABTS’in K2S,Og ile
oksidasyonu sonucunda ABTS*" radikal katyonu olusmaktadir. Her ¢alisma oncesi taze
hazirlanmasi gereken bu reaktif, 734 nm’de absorbansi 0.700-0.800 arasinda olacak
sekilde etanol ile ayarlamasi yapilarak, antioksidan aktivite tayininde reaktif ¢ozeltisi
olarak kullanilmistir (Re vd., 1999, s. 1231-37).

Reaksiyon igin 20 uL 6rnek ¢ozeltisi (0.4 mg/mL konsantrasyonda) lizerine 1980
uL ABTS reaktif c¢ozeltisi eklenerek, 15 dk beklenmis ve 753 nm’de absorbanslari
okunmustur. Calismada kor olarak etanol, pozitif kontrol olarak elajik asit ¢ozeltisi (400

pg/mL) kullanilmistir.
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Spektrofotometrik 6lgiim sonrast ABTS®" radikal katyonunun % giderimi asagidaki
esitlige (3) gore hesaplanmustir;

A ntrol = A"rn
% Total Antioksidan aktivite = (Atonteot - Asmet) x 100
Akontrol

©)
Avontrol = ABTS** reaktif ¢6zeltisinin absorbansi

Asmek = Ekstre igeren reaktif ¢ozeltisinin absorbansi

3.6.1.3. DPPH serbest radikal stiptirtct yontem

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), nitrojen kopriisiiniin bir atomunda eslesmemis
degerlik elektronuna sahip kararh bir serbest radikaldir. DPPH radikalinin siipiiriilmesi,
popiiler DPPH antioksidan testinin temelidir. Yakin gegmisteki yaymlar incelendiginde,
cesitli arastirma gruplarmin DPPH konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve reaksiyon
solventi agisindan farklilik gosteren ¢ok farkli protokolleri kullandigi gorilmektedir
(Sharma ve Bhat, 2009, s. 1202-05). Bu tez ¢alismasmda Brand-Williams DPPH serbest
radikal siiptiriicii yontem revize edilip kullanilmistir (Brand-Williams vd., 1995, s. 25-
30).

Metanol: distile su (50:50) ¢Oziiciisti icerisinde 10* M DPPH ¢ozeltisi, karanlikta
bekletilmek (zere, su banyosunda, oda sicakliginda, sonik karistirict ile DPPH katisinin
¢Ozlinmesi beklenmistir. Bu sirada 96 kuyucuklu mikroplakalar igerisinde C vitamini,
BHT (pozitif kontrol olmak Uzere) ve numunelerden, 400 pug/mL konsantrasyondan
baslanip seri diliisyonlar yapilmistir. Her kuyucukta 22 uL pozitif kontrol ve numune
coOzeltisi olacak sekilde numuneler i¢in alti, C vitamini i¢in 12 seri diliisyon yapilmistir
(ICs0 degerinin hesabi i¢in pozitif kontroller yeterince aktif ¢ikacagindan, daha fazla seri
diliisyon islemi yapilmistir.). DPPH spektrofotometrik Slclimiiniin yapilacagi kontrol
kuyucuklarma 22 pL ¢6ziicii eklendikten sonra hazirlanan DPPH ¢6zeltisi, her kuyucuga
200 pL olacak sekilde eklenmis ve 30 dakika sonra 515 nm’de mikroplaka okuyucuda
absorbans okuma iglemi gergeklestirilmistir (Chedea ve Pop, 2019, s. 169-183).

DPPH serbest radikal siipiirme kapasitesinin (%) giderimi asagidaki esitlige (4)
gore hesaplanmustir;

(Akontrol - Aérnek)
X

100
Akontrol

% Total Antioksidan aktivite =

(4)
Axontrol = DPPH reaktif ¢ozeltisinin absorbanst

Asmek = Ekstre igeren reaktif ¢ozeltisinin absorbansi
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Gorsel 3.4. C vitamini, BHT, Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyonlart ve ugucu yaglarinin

DPPH serbest radikal stipiiriicii aktivite mikroplakalari

3.6.2. Enzimatik Aktivite Deneyleri
3.6.2.1. AChE ve BUChE inhibitor aktivite yontemi

Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin AChE ve
BuChE enzim inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Ellman Testi kullanilmig ve
kolorimetrik belirginlik saglanmasi i¢in metot modifikasyonlar1 yapilmistir. Enzimatik
calisgmalarda AChE (E.C.3.1.1.7., tip VIS Electrophorus electricus’dan (elektrikli yilan
balig1), BuChE (E.C.3.1.1.8., at serumundan izole), Ellman belirteci, 5,5 -ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB), enzim tampon c¢oOzeltileri (potasyum dihidrojen fosfat,
potasyum hidroksit), sodyum hidrojen karbonat, asetilkolin iyodur, butirilkolin iyoddr,
jelatin,  dimetilsilfoksit (DMSQO), donepezil ve galantamin  kullanilmistir.
Spektrofotometrik dlgtimler 412 nm’de mikroplaka okuyucuda gergeklestirilmistir.

Yontemin her asamasinda Milipor, Milli-Q Synthesis A10 cihazindan elde edilmis
distile su kullanilmigtir. Kullanilan biitin  ¢ozeltiler taze hazirlanip, stabilite
degisimlerinin olmamas1 agisindan 1-2 hafta icerisinde kullanilmasina &zen
gosterilmistir. Tiim ¢ozeltilerin hazirlanip alikotlanmasi, 96 kuyucuklu mikroplakalara
testlerin uygulanmasi, analizi yapilacak drneklerin seri diliisyonlarinin tamami Eppendorf
Transfer Pipette pipetorleriyle gerceklestirilmistir. 96 mikrokuyucuklu plakalarin
spektrofotometrik okumalar1 BioTek-Synergy H1 Microplate Reader cihazinda
yapilmustir (Goger vd., 2021, s. 387-399).

AChE ve BuChE enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi
Liyofilize durumdaki AChE/BuChE enzimini ¢6zmek i¢in %1°lik jelatin ¢ozeltisi
hazirlanmistir.  AChE/BuChE enzimi, jelatin ¢ozeltisi icerisinde 220 U/mL
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konsantrasyonda hazirlanmistir. Enzim ¢dzeltisinden 0.5 mL almmarak 100 mL’ye
tamamlanmistir. Boylelikle, 0.22 U/mL’ye seyreltilmis stok enzim soliisyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti -20 °C’de saklanmugtir. Enzim ¢ozeltileri, aktivite
calismalarina baslamadan dnce oda 1sisina getirilmis, siirekli dondurma 1sitma isleminden

kacinilmustir.
Asetilkolin iyodiir (ATC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.015 M)

ATC (0,043 g) bir miktar suda ¢oziilmiis, ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmustir.

Hazirlanan ¢ozelti, kullanilincaya kadar -20 °C’de bekletilmistir.
Batirilkolin iyodir (BTC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.015 M)

BTC (0,047 g) bir miktar suda ¢6ziilmiis, ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmustir.

Hazirlanan ¢ozelti, kullanilincaya kadar -20 °C’de bekletilmistir.
5-5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.003 M)

0.119 g DTNB tartilarak, bir miktar suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiye sodyum
bikarbonat (0.045 g) ilave edilmis ve hacim, suyla 100 mL’ye tamamlanmistir.

Hazirlanan ¢6zelti, kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.
Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=8)

Potasyum dihidrojen fosfat (13.61 g), 1L suda ¢Oziilmiistiir. Ayarli ¢ozelti,
4 °C’de saklanmustir.

AChE BUChE enzim inhibisyon deneyi

H. pamphylicum infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmin enzim inhibitor
aktiviteleri 400, 200, 100, 50, 25 ve 12.5 pg/mL’lik alt1 konsantrasyonda
gerceklestirilmistir.  Aktivite degerleri, %0-100 araliginda inhibisyon seklinde

degerlendirilmistir.

Biyoaktivite ¢caligmalarinda kolorimetrik Ellman metodu modifiye edilerek, enzim
inhibisyonu incelemesi yapilmistir. Test islemine baslamadan 6nce ¢ozeltiler 20-25 °C’ye
getirilmistir. Caligmalarda 96 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. Her bir kuyucukta 25 pL
ornek, 50 pL fosfat tamponu, 25 pL. AChE/BuUChE enzimi, 125 pL DTNB, 25 uL substrat
(ATC/BTC) olacak sekilde toplam 250 puL hacme ulagilmistir. Cozeltiler, enzim-substrat
ve enzim-analiz 6rnegi komplekslerinin saglikl bir sekilde olusabilmesi i¢in iki ayr1 test

cozeltisine ayrilmig olup, 1. test ¢ozeltisi 50 pL fosfat tamponu, 25 pL enzim; 2. test
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¢ozeltisi ise 125 uL DTNB ve 25 uL substrat seklinde hazirlanmustir. {1k test ¢dzeltisinin
ii¢ tekrarl seri diliisyonlar1 yapilmis, 25 pL’lik 6rnekler iizerine aktarilmis ve ardindan
15 dakika 25 °C’de bekletilmistir. Daha sonra 2. test ¢ozeltisi eklenmis ve tekrar 15 dakika
25°C’de beklemenin ardindan
412 nm’de mikroplaka okuyucuda absorbanslar kaydedilmistir. Anlamli absorobanslar
secilerek, asagidaki esitlige (5) gore % inhibisyonlar hesaplanmistir;

op Fopets _ [(AK) - AB)) - (A(D) - A(B))]
% Inhibisyon = (A(K) ~ A(B)) x 100

(5)

B: Blank (Ekstre ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K: Kontrol (Sadece ekstrenin eklenmedigi kuyucuk)
A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans

A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans

A(D): Analizi yapilacak érnege ait absrobans

3.6.2.2. MAO-B enzim inhibisyon aktivite yontemi

MAO-B enzim inhibisyon testi, Biovision Monoamine Oxidase-B Inhibitor
Screening Kit (Katalog No: K797-100) ile yapilmustir. Kit igeriginde; MAO-B enzim
tamponu, OxiRed prob, MAO-B enzimi (MAO, EC 1.4.3.4), MAO-B substrati, developer
ve inhibitor (Selejilin) bulunmaktadir. Kit, -20 °C’de saklanmus ve test, stirekli dondurma-
isitma isleminden kagmilarak gerceklestirilmistir. Test kitinin belirtmis oldugu test
protokoline goére mikroplaka okuyucuda 96 kuyucuklu  mikroplakalarda
spektrofotometrik okumalar sonucu elde edilen absorbanslar neticesinde, %0-100

inhibisyon verim hesaplar1 yapilmistir (Rao vd., 2021, s. 703-716).

3.6.2.2.1 MAO-B enzim tamponu

Kullanima hazir halde tedarik edilmis olup, oda sicakligina getirilip kullanilmistir.

3.6.2.2.2 OxiRed prob
Kullanima hazir halde tedarik edilmis olup, test yapilirken 1s1iktan korumak oldukca
onemlidir. Oda sicakligina getirilerek kullanilir ve ilk ¢oziindiirme isleminden sonra

sadece iki ay stabildir.
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3.6.2.2.3. MAO-B enzimi
22 pL MAO-B enzim tamponu ile seyreltilerek kullanilir. Seyreltmenin ardindan

-80 °C’de saklanmistir. Seyreltmenin ardindan stabilitesini iki ay boyunca korur.

3.6.2.2.4. MAO-B substrati
110 pL ultra saf su ile seyreltilerek kullanilmalidir. -20 °C’de saklanmak kosulu ile
iki ay boyunca stabildir.

3.6.2.2.5. Inhibitér (Selejilin)
250 pL ultra saf'su ile seyreltildiginde, son molaritesi 2 mM’dir. Teste baglanmadan
once 5 pL 2mM’lik Selejilin ¢dzeltisi, 995 pL ultra saf su ile seyreltilerek 10 pM

konsantrasyona getirilir ve seri diliisyon bu asamadan sonra gerceklestirilir.

3.6.2.2.6. MAO-B enzim inhibisyon testinin uygulanmasi
Analizi yapilacak maddelerin seri diliisyonlar;, MAO-B enzim tamponu ile 96
kuyucuklu mikroplakalara 10 pL’lik hacimler halinde yapilmistir. MAO-B enzimi
kullanilmadan 6nce tekrar 4’te 1 oraninda bir seyreltme islemi uygulanmistir. Enzim-
substrat ve enzim-6rnek kompleksinin saglikli gergeklesebilmesi igin kit ¢ozeltileri iki
ayr1 test ¢ozeltisine ayrilmistir. Her bir kuyucuk i¢in 1. test ¢ozeltisi 49 pL tampon, 1 pL
enzim; 2. test ¢Ozeltisi 37 puL tampon, 1 uL MAO-B substrati, 1 uL Developer, 1 puL
OxiRed probu olacak sekilde ayarlanmustir. 1. test ¢ozeltisinin eklenmesinin ardindan
gerekli komplekslerin ger¢eklesmesi i¢cin 37 °C’de 10 dakika beklenmis ve ardindan 2.
test ¢ozeltisi eklenmistir. 37 °C’de 10-40 dakika beklemenin ardindan, Kit protokoliinde
belirtildigi tizere, mikroplaka okuyucudan gerekli absorbanslar elde edilmis ve %
inhibisyon verim hesabi1 asagidaki esitlige (6) gore hesaplanmustir;
[(AK) - A(B)) - (A(D) - A(B))]

% Inhibisvon = x 100
Y (A(K) - A(B))

(6)

B: Blank (Ekstre ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K: Kontrol (Sadece ekstrenin eklenmedigi kuyucuk)
A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans

A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans

A(D): Analizi yapilacak drnege ait absrobans
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3.6.2.3. COX-1ve COX-2 enzim inhibisyon aktivite yontemi (antienflamatuvar etki)

Analizi yapilacak 6rneklerin COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyon testleri, Cayman
Chemical COX Colorimetric Inhibitor Screening Assay Kit (Item no: 701050)’e gore
gerceklestirilmistir. Kit igeriginde; COX deney tamponu, Hemin, COX-1 enzim
standardi, kolorimetrik substrat, potasyum hidroksit ¢ozeltisi, arasidonik asit, DuP-697
deney reaktifi (selektif COX-2 enzim inhibitori) ve sC-560 deney reaktifi (selektif COX-
1 enzim inhibit6rii) bulunmaktadir. Kit -20 °C’de saklanmis ve test, strekli dondurma-
1sitma igsleminden kagimilarak gergeklestirilmistir. Oda sicakligina getirilmis test kitinin
belirtmis oldugu test protokoliine gore, mikroplaka okuyucuda 590 nm 96 kuyucuklu
mikroplakalarda spektrofotometrik okumalar sonucu elde edilen absorbanslar
neticesinde, %0-100 inhibisyon verim hesaplar1 yapilmistir (Hamberg ve Samuelsson,
1973, 899-903; Nugteren ve Hazelhof, 1973, s. 448-461). Hesaplamanin ardindan ICso

verileri SigmaPlot 12.0 programu ile hesaplanmustir.

3.6.2.3.1 COX deney tamponu

Kit ile gelen hazir tampon 3 mL’ye, 27 mL ultra saf su olacak sekilde
seyreltilmistir.
3.6.2.3.2 Hemin

300 uL DMSO’da ¢6ziinmiis haldedir. 88 pL’si 1912 pL deney tamponu ile
seyreltilmistir.

3.6.2.3.3 COX-1 enzim standard

Kiglkbas hayvanlardan izole edilmis 50 pL COX-1 enzimi bulundurur.

Kullanilmaya hazir bir sekilde kite eklenmistir.
3.6.2.3.4 Arasidonik asit ¢ozeltisi

Etanol igerisinde 400 pL ¢ozelti seklindedir. 100 pL. Arasidonik asit ve 100 pL
potasyum hidroksit vortekslenip, 800 pL ultra saf su ile 2.2 M son konsantrasyona
getirilmistir. Bu miktar 50 reaksiyon gerceklestirecek kadar yeterlidir. Arasidonik asit

cozeltisi hazirlandiktan sonra 30 dakika icerisinde kullanilmistir.
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3.6.2.3.5 Potasyum hidroksit

Vial igerisinde 500 pL olacak sekilde hazir halde bulunur. Kit ile génderildigi

sekilde kullanima hazirdir.
3.6.2.3.6 Kolorimetrik substrat

Bu vial, kolorimetrik TMPD soliisyonu bulundurur ve kullanima hazir sekilde

gonderilmistir.
3.6.2.3.7 DuP-697 deney reaktifi

Vial, 60uM’lik DuP-697 cozeltisi igerir. DuP-697, zamana bagimli COX-2

inhibitoriidiir ve kullanima hazir sekilde gonderilmistir.
3.6.2.3.8 sC-560 deney reaktifi

Vial, DMSO’da 66 uM’lik sC-560 ¢ozeltisi bulundurur. sC-560, selektif COX-1
inhibitoridir. Reaktif, kullanima hazir bir sekilde gonderilmistir.

3.6.2.3.9 COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyon aktivite testlerinin yapihsi

Analizi yapilacak maddelerin seri diliisyonlari, daha 6nce seyreltilmis COX deney
tamponuyla yapilmistir. COX standart hiicreleri i¢in 150 pL COX deney tamponu, 10 pLL
seyreltilmis Hemin, 10 uL COX-1 enzim standardi, 20 uLL TMPD ve 20 pL arasidonik
asit ¢ozeltisi (COX-1 enzim inhibisyon aktivitesini saptamak i¢in 10 uL DuP-697, COX-
2 enzim inhibisyon aktivitesini saptamak icin 10 puL sC-560 eklenmelidir.); numune
hicreleri icin 110 pL deney tamponu, 10 pL seyreltilmis Hemin, 40 uL. numune ¢ozeltisi,
20 uL TMPD ve 20 pL arasidonik asit ¢ozeltisi; inhibitor hiicreleri i¢in ise 110 puL COX
deney tamponu, 10 pL seyreltilmis Hemin, 50 pL seri diliisyon yapilacak inhibitor
cozeltisi, 20 pnL. TMPD ve 20 pL arasidonik asit ¢ozeltisi olacak sekilde her kuyucukta
toplam 210 pL siv1 olacak sekilde hazirlik yapilmistir. Kolorimetrik 6l¢iim yapilmadan
once, her kuyucuga TMPD ve arasidonik asit ¢ozeltisi hari¢ tiim ¢ozeltiler eklenmistir.
25 °C’de 5 dakikalik beklemenin ardindan her kuyucuga, belirtilen miktarda TMPD
eklenmis ve tekrar 25 °C’de 5 dakikalik beklemenin ardindan spektrofotometrik
mikroplaka okuyucuda 590 nm’de okuma yapilmistir. inhibitér ve numunelerin %
inhibisyon aktivite verim hesaplari, asagida belirtilmis esitlik 7 ve esitlik 8’e gore

yapilmistir;
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[ACOX) — A(N)]

% Inhibisyon = ACOX) x 100

(7)
% Inhibisyon = [A(C:()é)o;()A(i)] x 100

(8)

A(COX)= COX standart hiicrelerinin absorbans degeri
A(N)= Numune hiicrelerinin absorbans degeri

A(D)= Inhibitér hiicrelerinin absrobans degeri

2) Tomurcuk del
3) Acik cigek infiiz)
4) Acik cicek del

Gorsel 3.5. sC-560, DUP-697, Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyonlar: ve ucucu yaglarinin

COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyon aktivite mikroplakalar

3.6.2.4. 5-L.OX enzim inhibisyon aktivite yontemi (antienflamatuvar etki)

Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin 5-LOX

enzim inhibisyon testleri Cayman Chemical Lipoxygenase Colorimetric Inhibitor

Screening Assay Kit (Item no: 760700)’e gore gerceklestirilmistir. Kit iceriginde; 5-LOX

deney tamponu, Developer-1, Developer-2, 5-LOX enzim standardi, arasidonik asit,

linoleik asit, potasyum hidroksit ¢ozeltisi ve nordihidroguaiaretik asit (NDGA) (5-LOX

enzim inhibitorii) bulunmaktadir. Kit, -20 °C’de saklanmis ve test, strekli dondurma-

isitma isleminden kacgimilarak gerceklestirilmistir. Oda sicakligina getirilmis test kitinin
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belirtmis oldugu test protokoliine gore, mikroplaka okuyucuda 495 nm 96 kuyucuklu
mikroplakalarda spektrofotometrik okumalar sonucu elde edilen absorbanslar neticesinde
%0-100 inhibisyon verim hesaplar1 yapilmistir (Gaftney, 1996, s. 431-459; Yamamoto,
1992, s. 117-131; Zhang vd., 1999, s. 67-73).

3.6.2.4.1 5-LOX deney tamponu

Kit ile gelen 3 mL deney tamponu, 27 mL ultra saf su ile seyreltilmistir.
3.6.2.4.2 Developer 1 ve Developer 2

Kit iceriginde kullanima hazirdir.
3.6.2.4.3 Kromojen

Developer 1 ve Developer 2 ayni hacimde karistirilarak hazirlanmistir. Her bir

kuyucuga 100 uL denk gelecek sekilde hazirlanmustir.
3.6.2.4.4 5-LOX enzim standardi

5-LOX enzim standardindan 10 pL alinarak, 990 pL deney tamponuyla

seyreltilmistir.
3.6.2.4.5 Potasyum hidroksit ¢ozeltisi

Vial igerisinde 500 pL olacak sekilde hazir halde bulunur. Kit ile gonderildigi

sekilde kullanima hazirdir.
3.6.2.4.6 Arasidonik asit cozeltisi

Kit igerisinde hazir gelen 25 pL arasidonik asit, 25 pL potasyum hidroksit

cozeltisiyle karigtirilmistir ve tizerine 950 pL ultra saf su eklenmistir.
3.6.2.4.7 Linoleik asit ¢ozeltisi

Kit i¢erisinde hazir gelen 25 uL linoleik asit, 25 uL potasyum hidroksit ¢zeltisiyle
karistirilmistir ve lizerine 950 pL ultra saf su eklenmistir. (Deneyde ya arasidonik asit ya

da linoleik asit ¢ozeltisi kullanilmalidir. Tercihen linoleik asit ¢6zeltisi kullanilmustir.)
3.6.2.4.8 NDGA pozitif kontroll (inhibitor) (100 uM)

Kitte gelen NDGA c¢0zeltisi, 500 pL deney tamponu ile seyreltilerek son molarite
100 uM’a ayarlanmustir.
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3.6.2.4.9 5-LOX enzim inhibisyon aktivite testinin yapilisi

Analizi yapilacak maddelerin seri diliisyonlari, daha once seyreltilmis 5-LOX
deney tamponuyla yapilmistir. 5-LOX enzim-substrat kompleksi hicreleri i¢in 10 pL 5-
LOX deney tamponu ve 90 pL 5-COX seyreltilmis enzim standardi ve 10 pL linoleik asit
cozeltisi (Tercihen arasidonik asit ¢ozeltisi de eklenebilir.); numune hicreleri igin 90 pL
5-COX seyreltilmis enzim standardi, 10 pL numune ¢6zeltisi ve 10 pL linoleik asit
cozeltisi (Tercihen arasidonik asit ¢6zeltisi de eklenebilir.); inhibitor hucreleri igin ise 90
ML 5-COX seyreltilmis enzim standardi, 10 uL inhibitor ¢ozeltisi ve 10 pL linoleik asit
cozeltisi (Tercihen arasidonik asit ¢cozeltisi de eklenebilir.) olacak sekilde her kuyucukta
toplam 110 pL sivi olacak sekilde hazirlik yapilmistir. Linoleik asit ¢ozeltisi eklenmeden
once 5 dakika oda sicakliginda beklenmis ve yukarida belirtildigi gibi her kuyucuga 10
WL linoleik asit ¢ozeltisi eklenmistir. 10 dakikalik bekleme siiresinin ardindan, her
kuyucuga 100 pL kromojen eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra,
495 nm’de mikroplaka okuyucu ile spektrofotometrik 6l¢iim yapilmastir.

Inhibitér ve numunelerin % inhibisyon aktivite verim hesaplar1 asagida belirtilmis
esitlik 9 ve esitlik 10°a gore yapilmistir;
[A(LOX) — A(N)]

% Inhibisyon = ALOX) x 100

(9)
% Inhibisyon = [A(Lf()i)o;()A(i)] x 100

(10)

A(LOX)= LOX standart hiicrelerinin absorbans degeri
A(N)= Numune hiicrelerinin absorbans degeri

A(I)= Inhibitér hiicrelerinin absrobans degeri
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Gorsel 3.6. NDGA, Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyonlart ve u¢ucu yaglarinin 5-LOX

enzim inhibisyon aktivite mikroplakalar

3.6.2.5. Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) enzim inhibisyon testi (antikanser
etki)

Matriks Metalloproteinaz-2, hiicre dis1 proteaz enzim ailesinden olan MMP
enzimlerinin bir Gyesidir. MMP-2 enziminin hedefleri arasinda dogal ve denatire
kolajenler, fibronektin, elastin, laminin-5, pro-TNF-o ve nérokan vardir. MMP-2, 72
kDa'lik bir proenzim olarak salgilanir, 62 ve 59 kDa’ya bolinme ile aktive edilir.
MMP-2 enziminin inhibisyonu ateroskleroz, kanser hiicrelerinin bliylimesi, anjiyojenez
ve metastaz gibi patolojik durumlarin engellenmesi agisindan 6nem teskil etmektedir. Bu
tez i¢in kullanilan MMP-2 deney Kiti, kromojenik tiyopeptid substrat inhibitorlerini tespit
etmek amacl gelistirilmis olup, MMP enziminin tiyoester bagmin siilfidril gruplari ile
hidroliz olup olmadig: prensibine gore sonug¢ vermektedir. Siilfidril gruplarmi hidroliz

etmek amacgli DTNB, kolorimetrik substrat olarak kullanilmistir

Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin MMP-2
enzim inhibisyon testleri Enzo MMP-2 Colorimetric Drug Discovery Kit (Item no: BML-
AK408)’e gore gergeklestirilmistir. Kit igeriginde; MMP-2 enzim tamponu, insan
rekombinant MMP-2 enzimi, kromojenik MMP-2 substrati, NNGH MMP-2 inhibit6ri ve
96 kuyucuklu 5 mikrotitrasyon plakasi bulunmaktadir. Kit -80 °C’de saklanmus, strekli
¢Ozundirme-sogutma isleminden kaginilmistir. Oda sicakligina getirilmis test kitinin
belirtmis oldugu test protokoliine gére mikroplaka okuyucuda 412 nm’de absorbanslar

tespit edilmistir.
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3.6.2.5.1 MMP-2 enzim tamponu (50 mM HEPES, 10 mM CacCl, %0,05 Brij-35,
1 mM DTNB, pH 7.5)

Deney tamponu kit ile hazir olarak temin edilmistir. Kullanmadan 6nce oda

sicakligma getirilmistir.
3.6.2.5.2 insan rekombinant MMP-2 enzimi (40 kDa, 100 uM, 150 U)

Kullanmadan 6nce 1/56 oraninda seyreltilmistir. -80 °C’de saklanmis ve strekli

¢ozindirme-dondurma isleminden sakinilmstir.
3.6.2.5.3 Kromojenik MMP-2 substrati (25 mM)

Kit iceriginde 16 mg/L konsantrasyonda DMSQO’da ¢oziinmiis halde teslim
alinmistir. Enzim inhibisyon testi yapilmadan o6nce 1/25 oraninda MMP-2 enzim

tamponunda ¢oziindiirtilmiistiir.
3.6.2.5.4 NNGH MMP-2 inhibitord (1.3 mM)

Kitte DMSO igerisinde c¢oziindiiriilmiis halde gelen inhibitér, 1/200 oraninda

seyreltilip, 6,5 uM konsantrasyonda kullanima hazir hale getirilmistir.

3.6.2.5.5 MMP-2 enzim inhibisyon testinin yapilisi

Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmin seri
dilisyonlari, kit ile gelen hazir tamponla her kuyucukta 400 pg/mL, 200 pg/mL ve 100
Hg/mL olacak sekilde U¢ konsantrasyonda, 70 puL hacimde olacak sekilde yapilmustir.
MMP-2 kontrol kuyucuklar1 igin 70 uL. MMP-2 enzim tamponu, 20 uL MMP-2 (58
mU/mL) enzimi, 10 pL kromojenik substrat (1 mM); numune kuyucuklari i¢in 70 uL seri
dilisyon c¢ozeltileri, 20 uL MMP-2 enzimi, 10 pL kromojenik substrat; NNGH inhibitor
kuyucuklari igin 70 pL seri diliisyonu yapilmis inhibitér, 20 unL. MMP-2 enzimi, 10 pL
kromojenik substrat; blank kuyucuklari i¢in 90 uLL MMP-2 enzim tamponu ve 10 pL
kromojenik substrat olacak sekilde her kuyucukta toplam 100 pL hacim sivi olacak
sekilde ayarlama yapilmustir. lgili kuyucuklara kromojenik substrat eklenmeden énce,
enzim-numune etkilesiminin saglanmasi igin inkiibatérde 37 °C’de bir saat bekletilmistir.
Bekleme isleminin ardindan her kuyucuga 10 pL kromojenik substrat eklenmistir. 1. ve
20. dakikalarda 412 nm’de mikroplaka okuyucu ile spektrofotometrik dl¢iim yapilmis ve
absorbans degisimleri dogrultusunda % inhibisyon aktivite verim hesaplar1 asagida

belirtilmis esitlik 11 ve esitlik 12’ye gore belirlenmistir;
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[V(MMP) — V(N)]

% Inhibisyon = VOMMP) x 100

(11)
% Inhibisyon = [V(l\;[\l\(/[l\l;i/[;)V(i)] x 100

(12)

V(MMP)= MMP-2 kontrol kuyucuklarinin absorbans hiz degisimi
V(N) = Numune kontrol kuyucuklarinin absorbans hiz degisimi
V(i) = NNGH inhibitor kuyucuklar1 absorbans hiz degisimi

Gorsel 3.7. NNGH, Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyonlari ve ugucu yaglarinin MMP-2

enzim inhibisyon aktivite mikrotitrasyon plakas:

3.6.2.6. 5" Nukleotidaz (CD73) enzim inhibisyon aktivite yontemi (antikanser etki)

Ekto-5'-niikleotidaz (5'-NT) olarak da bilinen CD73, tiimor proliferasyonunu artirir.
Immunosupresif yolaklar araciligiyla pro-anjiojenik aktiviteye sebebiyet verir (Antonioli
vd., 2016, s. 95-109). Ayrica, kanser hiicrelerinin migrasyonunu destekler (Gao vd., 2017,
S. 1-8). Caligmalarimizda kullanilan CD73 enzim aktivite deney kiti, alkalen fosfotazlar
araciligi ile indiikleme prensibine dayanan Berthelot testi yOntemine gore
olusturulmustur.

Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmm 5’
Nikleotidaz (CD73) enzim inhibisyon testleri enzim inhibisyon testleri, Abcam 5'-
Nucleotidase (CD73) Activity Assay Kit (Colorimetric) (Item no: ab235945)’e gore
gerceklestirilmistir. Kit i¢eriginde; 5-NT deney tamponu, 5'-NT donistiiriicii, 5'-NT
developer I, 5-NT developer I, 5-NT inhibitorQ, liyofilize 5'-NT enzimi, 5'-NT stop
sollisyonu, 5'-NT substratt ve NH4" standardi bulunmaktadir. Kit -20 °C’de saklanmus,

strekli ¢ozlindirme-sogutma igleminden kagmilmistir. Oda sicakhigma getirilmis test
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kitinin belirtmis oldugu test protokoliine gore, mikroplaka okuyucuda 670 nm’de

absorbanslar okunmustur.
3.6.2.6.1 5'-NT deney tamponu
Kitten temin edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanmadan 6nce oda sicakligina
getirilmistir.
3.6.2.6.2 5'-NT doniistiiriicii

Kullanmadan 6nce oda sicakhigina getirilip, 220 UL 5-NT deney tamponu ile
seyreltilmistir.

3.6.2.6.3 5'-NT developer I

Kitten temin edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanmadan 6nce oda sicakligina
getirilmistir.
3.6.2.6.4 5'-NT developer 11

Kitten temin edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanmadan 6nce oda sicakligina
getirilmistir.
3.6.2.6.5 5'-NT inhibitort (aCD73)

Kitten temin edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanmadan 6nce oda sicakligina

getirilmistir.
3.6.2.6.6 Liyofilize 5'-NT enzimi

Kullanmadan 6nce 22 pL 5'-NT deney tamponu eklenmistir. Eklendikten sonra

-80 °C’de saklanmus ve strekli ¢zindirme-dondurma isleminden kaginilmustir.
3.6.2.6.7 5'-NT stop ¢oOzeltisi

Kitten temin edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanmadan 6nce oda sicakligina
getirilmistir.
3.6.2.6.8 5'-NT substrati

Liyofilize toz halde temin edilmistir. Kullanmadan 6nce 1.1 mL 5-NT deney

tamponu ile seyreltilmistir.
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3.6.2.6.9 NH4" standardi (100 mM)

Kitten temin edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanmadan 6nce oda sicakligia
getirilmistir.
3.6.2.6.10 5'-NT enzim inhibisyon testinin yapilsi

96 kuyucuklu mikroplakalar igerisinde 5'-NT enzim inhibitort, H. pamphylicum
inflizyon, dekoksiyon ve ucucu yaglarinin seri diliisyonlari, kit ile gelen hazir tamponla
her kuyucukta 400 ug/mL, 200 ug/mL ve 100 pg/mL olacak sekilde ¢ konsantrasyonda
50 pL hacme getirilmistir (Inhibitdr icin iki kuyucuk seyreltme yapilmustir.). Enzim-
numune etkilesiminin gerceklesebilmesi adina, her bir kuyucuk igin 38 pL enzim
tamponu, 2 pL doniistiiriicti, 10 uL substrat 1. reaksiyon ¢ozeltisi; 4 pL stop ¢ozeltisi, 80
puL developer I ve 40 uL developer II 2. reaksiyon ¢ozeltisi olacak sekilde ayarlama
yapitlmistir. Enzim kuyucuklarina 2 pL seyreltilmis enzim eklendikten sonra, her
kuyucuga 1. reaksiyon ¢ozeltisi eklenmistir. Enzim aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in kit
ile temin edilen NH4" standart ¢ozeltisi siras1 ile 0, 2, 4, 6, 8, 10 ve 15 puL; 5'-NT enzim
tamponu 100, 98, 96, 94, 92, 90 ve 85 uL olacak sekilde 2 tekrarh yedi kuyucuga aktarim
yapilmistir. 37 °C’de 20 dakika beklenmistir (Bekleme siiresi inhibitér kuyucuklarinin
bulaniklig1 gidene dek artabilir durumdadir.). Beklemenin ardindan 2. reaksiyon ¢dzeltisi
eklenmis ve bu kez 20 dakikay1 gegcmeyecek sekilde 37 °C’de inkiibasyonun ardindan,
670 nm’de mikroplaka okuyucu (Microplate reader) yardimiyla absorbanslar elde
edilmistir. Elde edilen NH4" kalibrasyon egrisi kullanilarak, ilgili kuyucuklardaki toplam

enzim aktivasyonu (mU/mL) hesaplanmistir.

1) Tomurcuk infiizyonu [ 1A 2ac ‘< B:":rz“?,~§ 4y -Ill
2) Tomurcuk Dekoksiyonu - i : |
3)Acik Cicek inflizyonu
4)Acik Cicek Dekoksiyonu 5 TosMyr.84¢ 7" ‘\9 2 \
5)Tomurcuk Ugucu Yag: 4
6)Acik Cicek Ugucu Yagi >

7) Enzim- Substrat g T 2 rs b W8T TS |
Kompleksi r— |
8) inhibitér Kuyucuklari

Amonyum iyonu Kalibrasyon
Kuyucuklar

Gorsel 3.8. 5 'NT inhibitorii, Helichrysum pamphylicum infiizyon, dekoksiyonlart ve ugucu yaglarinin

5 'NT enzim inhibisyon aktivite mikroplakast
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4. BULGULAR
4.1. Infiizyon, Dekoksiyon ve Ucucu Yag Verimleri

Uzerinde cahisilan H. pamhylicum tiiriiniin kapali ve agik ¢icek durumundaki
toprak iistii bitki kisimlarinin infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglar1 % (verim) olarak

hesaplanmustir. ilgili (% a/a) verim sonuglar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir.

izelge 4.1. H. pamphylicum Ekstre ve Ugucu Yaglarinin % Verim Hesaplar
izelge 4.1. H hyl Ekst U Yagl % Ve H l

Ekstre ve Ucucu Yaglar Verim (%)
HTDEK 9.71
HCDEK 4.41
HTINF 14.33
HCINF 6.32
HTUY 0.16
HCUY 0.007

HTDEK: Kapali Cigek Dekoksiyonu, HCDEK: A¢ik Cigek Dekoksiyonu, HTINF: Kapali Cicek
Infiizyonu, HCINF: A¢ik Cigek Infiizyonu, HTUY: Kapali Cigek Ugucu Yagt, HCUY: A¢ik Cigek
Ugucu Yagi

H. pamphylicum tiiriiniin infiizyon ve dekoksiyonlarinin yiizde verimleri sirastyla
%4.41 (Agik Cicek Dekoksiyonu), <%6.32 (Agik Cicek Infiizyonu), <%9.71 (Kapal:
Cicek Dekoksiyonu) ve <%14.33 (Kapali Cigek Infiizyonu) olarak degismektedir.

4.2. infiizyon ve Dekoksiyonlarin Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Fenolik bilesikler, yapilari igerisinde tasidiklar1 fonksiyonel gruplar nedeniyle
elektron ve hidrojen verebilme kapasitesine sahip 6nemli antioksidan bilesiklerdir. Bu
cesitli gruplar, onlarin polar Ozelliklerini artirirken, antioksidan Ozelliklerini de
artirmaya yardimei olur, ayrica serbest radikaller ve diger oksidasyon ajanlar1 elimine

olur.

Yontemin amaci, kisaca fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden
molibden ve tungstene elektron aktarimmma dayanmaktadir. Mavi renk degisim

absorbanslar1 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenmektedir.

H. pamphylicum infiizyon ve dekoksiyonlarinin igerdigi toplam fenolik madde
miktarlart Folin-Ciocalteu’s reaktifi kullanilarak Sekil 4.1.’de verilen gallik asidin

metanol ¢Ozeltisinin kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemden faydalanilarak,
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gram ekstrede gallik asite esdeger olarak hesaplanmustir. Elde edilen kalibrasyon esitligi
y = 0.6835x + 0.0354’tiir.
0.8
0.7
R?=0,9945
0.6

0.5

0.4

Absorbans

0.3

0.2

0.1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Konsantrasyon

Sekil 4.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi

Sonuglara gore, en yiiksek fenolik madde miktart H. pamphylicum kapali ¢igek
dekoksiyonundadir (93.52 + 5.11 mg GAE/g ekstre); en diisiik fenolik madde miktarinin
ise H. pamphylicum acik ¢icek dekoksiyonunda (72.16 + 8.93 mg GAE/g ekstre) oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.2.).

Cizelge 4.2. H. pamphylicum dekoksiyon ve infiizyonlarinin toplam fenolik madde mikzarlar:

Ekstreler Toplam Fenolik Madde Miktarlari
(mg GAE/g ekstre)

HCDEK 72.158 £ 8.93

HTDEK 93.52+5.11*

HTINF 87.08 £5.26

HCINF 88.54 £9.02

*Ortalama standart sapma degerleri

56



18
HCINF

17.5
HTDEK

17
16.5
16

15.5

HCDEK
15 HTINF

mg GAE/g ekstre

14.5
14
13.5

13
Dekoksiyon ve infiizyonlar

Sekil 4.2. H. pamphylicum dekoksiyon ve infiizyonlarinin toplam fenolik madde miktarlar

4.3. infiizyon ve Dekoksiyonlarin Toplam Flavonoit Madde Miktarlari

Flavonoitler, degisken siibstitiie gruplara sahip olduklarindan, temel hicresel
enzim fonksiyonunu modiile etme kapasiteleri ile antioksidan etkiye sahip bilesiklerdir.
Fenolik bilesikler grubu icerisinde yer alan flavonoitler, antioksidan etkilerinin yanisira
antienflamatuvar, antikanser ve anti-mutajenik etkilere de sahiptirler (Panche vd.,
2016).

Y ontemin amaci, flavonoit bilesiklerin AlClzile tepkimesinden yararlanarak olusan
sar1 renkli kompleksin 412 nm’de spektrofotometrik absorbanslarmin elde edilmesi ve
flavonoit miktarinin tayin edilmesine dayanmaktadir.

H. pamphylicum infiizyon ve dekoksiyonlarinin igerdigi toplam flavonoit madde,
miktarlar1 AICI3 ve asetik asit reaktifleri kullanilarak Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilen
rutinin metanol c¢ozeltisinin kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemden
faydalanilarak, gram ekstrede rutine esdeger olarak hesaplanmistir. Elde edilen
kalibrasyon  esitligi sirasi ile y = 1.6116x - 0.0037 ve
y = 0.6504x + 0.0137"dir.
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Sekil 4.3 Rutin kalibrasyon egrisi

Sonuglara gore, en yiiksek flavonoit madde miktarinin rutine gore H. pamphylicum
acik cicek infiizyonunda oldugu (17.57 £ 0.95 mg RE/g ekstre), en diisiik flavonoit madde
miktar1 ise H. pamphylicum kapali ¢i¢ek inflizyonunda (14.80 + 0.74 mg RE/g ekstre)
oldugu bulunmustur. (Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.5)

Cizelge 4.3. H. pamphylicum dekoksiyon ve infiizyonlarimin rutine gére toplam flavonoit madde

Miktarlart
Ekstreler Toplam Flavonoit Madde Miktarlar: (mg RE/g ekstre)
HTDEK 16.95+0.88
HCDEK 14.96 +0.32
HTINF 14.80 +0.74
HCINF 17.57 £ 0.95
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Sekil 4.4 H. pamphylicum dekoksiyon ve infiizyonlarmin rutine gore toplam flavonoit madde miktariar:

4.4. Ters-Faz Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK-DAD) ile Fenolik Asit

Miktar Tayini

Shimadzu LC 20A Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) Cihazi
kullanilarak analizi gergeklestirilen H. pamphylicum ekstrelerinde bulunan fenolik
asitlerin (gallik (GA), protokatesik (proto-KA), kafeik (KA), klorojenik (KLA), p-
kumarik (p-KU), ferulik (FA), o-kumarik (0-KU), trans-sinnamik (tr-SIN) asitler)
ayirimi, Cig kolonda deneysel kisimda belirtildigi kosullarda gergeklestirilmis, sonuglar
Cizelge 4.4.’de verilmistir.

Cizelge 4.4. H. pamphylicum dekoksiyon ve infiizyonlarimin ters-faz YBSK ile tespit edilen fenolik asit

miktarlar

Fenolik asit miktarlar1 (ug/g bitki)

Ekstreler | ¥ < S 2 < 2 é

HTDEK 0.12 0.84 | 0.79 | 0.29 | 0.36 | 0.24 | 0.17

HCDEK 0.14 0.60 | 0.59 | 0.28 | 0.35 | 0.92 | 0.29

HCINF 0.40 0.81 | 0.90 | 0.27 | 0.36 | 1.78 | 0.31

HTINF 0.52 043 | 1.61 | 041 | 057 | 0.29 0.19
pro-KA: Protokatesik Asit, KA: Kafeik Asit, KLA: Klorojenik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik
Asit; ,0-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN: trans-sinnamik asit).
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p-KU
tr-SIN

FA
0-KU
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GA
- proCA
pOHBA
CA
Cha
SA
RA
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[N+ 5.0 100 15.0 20.0 25.0 300 a5.0 min

Sekil 4.5 Fenolik asit standartlarinin YBSK kromatogrami

0-KuU

=0

i
proCA

Sekil 4.7 Helichrysum pamphylicum kapali ¢igek dekoksiyonu YBSK kromatogrami
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4.5. Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kutle Spektrometrisi
(GK/KS) Analizi ile Ucucu Yag Bilesimlerinin Belirlenmesi

H. pamphylicum kapali ve agik ¢icek durumlu bitkilerinin toprak iistii kisimlarindan
ucucu yaglarinin Clavenger apereyi araciligi ile elde edilen ugucu yaglarin kimyasal
kompozisyonlar1 gaz kromatografisi teknigi ile arastirilmigtir. Bilesenlerin kalitatif
analizi icin GK-KS, kantitatif analizi icin GK-AID sonuglar1 kullanilmistir. Bitkilerin
toprak tistii kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin agik ve kapali ¢igekli bitki olmak
iizere sirasi ile %98.7’sini temsil eden toplam 65 ve %89.5’ini temsil eden toplam 35
bilesik tanimlanmistir. Ugucu bilesenlere ait kromatogramlar Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da
verilmistir.

Signal: TU-80A-BB.D\FID1A .ch

900000
800000
700000
600000
500000
400000

300000

100000 . l . | L ILIML ” | (‘11 MULA :

T T T T T T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00 80.00

Time-->

Sekil 4.8 H. pamphylicum kapali ¢igek ugucu yagindan elde edilmis GK kromatogrami

Signal:T U B81C-B B .D\FID 1A .ch
190000
180000
170000
160000
150000
140000
130000
120000
110000
100000
90000
80000
70000
60000

BRRRETS | s,

T T T T T T T T T T T T T T T
10.0015.0020.0025.0030.00235.0040.0045.0050.0055.00060.0065.0070.0075.0080.00

Sekil 4.9 H. pamphylicum agik ¢igek ugucu yagindan elde edilmis GK kromatogrami
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H. pamphylicum kapali ¢i¢ekli bitki durumunun toprak istii kisimlarindan elde
edilen ugucu yagin GK/KS-AID yontemi ile tespit edilen ana bilesenin d-kadinen (%16.6)
oldugu gozlenmistir. Bu bilesenden baska, ugucu yag igeriginde %9.8 ile germakren D ve
sirastyla  y-kadinen (%9.1), a-kopaen (%5.8), T-kadinol (%4.0),
a-muurolen (%3.6), a-kadinol (%3.5), epi-bisikloseskifellandren (%2.6) tayin edilmistir
(Cizelge 4.5).

H. pamphylicum agik ¢i¢ekli bitki durumunun toprak iistii kisimlarindan elde edilen
ucucu yagm GK/KS-AID yontemi ile tespit edilen ana bilesenin asetik asit (%12.0)
oldugu belirlenmistir. Bu bilesenden baska, ugucu yag iceriginde %9.8 ile
y-muurolen ve sirasiyla y-kadinen (%9.2), 6 -kadinen (%7.8), a-kopaen (%4.6), kadalen
(%3.8), propanoik asit (%2.7), 4-okzo-a-ylangen (=Mustakon) (%2.7) tayin edilmistir.
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. H. pamphylicum kapali ¢igek durumlu bitki ugucu yaginin kimyasal bilegimi

RRI* Bilesik %
1032 a-Pinen 0.3
1118 B-Pinen 1.3
1188 a-Terpinen e*
1203 Limonen 0.2
1218 B-Fellandren e
1255 y-Terpinen 0.1
1280 p-Simen e
1290 Terpinolen e
1466 a-Kubeben 0.9
1493 a-Ylangen 0.6
1494 Siklosativen 0.2
1497 a-Kopaen 5.8
1528 a-Burbonen 0.2
1535 B-Burbonen 1.5
1544 a-Gurjunen 0.3
1553 Linalol e
1559 B-Kubeben 0.4
1589 B-Ylangen 1.3
1608 epi-Bisikloseskifellandren 2.6
1612 B-Karyofillen 0.8
1628 Aromadendren 0.8
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Cizelge 4.5. H. pamphylicum kapali ¢igek durumlu bitki ugucu yagumn kimyasal bilesimi (devami)

1639 Kadina-3,5-dien 0.3
1661 Alloaromadendren 0.4
1677 epi-Zonaren 0.6
1707 8-Selinen 0.6
1710 v-Gurjunen 0.1
1714 y-Muurolen 9.3
1716 Leden 0.6
1718 Zonaren 0.3
1726 Germakren D 9.8
1733 y-Amorfen e
1743 Bisikloseskifellandren 0.6
1746 a-Muurolen 3.6
1755 Bisiklogermakren 1.0
1773 d-Kadinen 16.6
1776 v-Kadinen 9.1
1799 Kadina-1,4-dien (=Kubenen) 1.4
1807 a-Kadinen 1.8
1849 Kalamenen 0.8
1900 epi-Kubebol 0.7
1941 a-Kalakoren-I 0.4
1984 a-Kalakoren-II e
2037 Salvial-4(14)-en-1-on e
2051 Gleenol 0.3
2057 Ledol 0.3
2078 Junenol e
2081 1,10-di-epi-Kubenol 1.4
2088 1-epi-Kubenol 2.1
2098 Globulol 0.5
2144 Spatulenol 0.6
2150 Muurola-4,10(14)dien-1-ol 1.0
2173 6-epi-Kubenol 1.0
2187 T-kadinol 4.0
2188 Kopaborneol 1.0
2209 T-Muurolol 1.7
2219 Torreyol 0.9
2227 Guaia-6,10(14)-dien-4-B-ol 0.3
2255 a-Kadinol 35
2257 Torilenol e
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Cizelge 4.5. H. pamphylicum kapali ¢igek durumlu bitki ugucu yagumn kimyasal bilesimi (devami)

2259 Kadalen e

2289 4-Okzo-a-ylangen (=Mustakon) e

2302 Eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol 0.2

2362 Eudesma-4(15),7-dien-1-ol isomer 0.4

2670 Tetradekanoik asit e

2931 Palmitik asit 2.4
Toplam % 98.7

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; % AID (alev iyonlasma dedektorii)

verilerine gére hesaplanmugtir; e: Eser miktar (<%0,1).

Cizelge 4.6. H. pamphylicum agik ¢igek durumlu bitki ugucu yaginin kimyasal bilesimi

RRI* Bilesik %
1466 a-Kubeben e*
1475 Asetik asit 12.0
1492 a-Ylangen e
1494 Siklosativen e
1497 a-Kopaen 4.6
1528 a-Burbonen 1.9
1535 B-Burbonen e
1565 Propanoik asit 2.7
1597 B-Kopaen 1.7
1628 Aromadendren 1.2
1632 4,4-Dimetilbut-2-enolid 2.4
1714 y-Muurolen 9.8
1773 d -Kadinen 7.8
1776 v-Kadinen 9.2
1853 cis-Kalamenen 3.1
1941 a-Kalakoren 2.5
2051 Gleenol 1.3
2057 Salvial-4(14)-en-1-on 1.1
2059 Norbourbonone (=15-nor-4-bourbonon) e
2080 Kubenol 0.6
2088 1-epi-Kubenol 1.9
2093 6-Metil-5(3-metilfenil)-2-heptanon e
2104 Viridiflorol 1.5
2144 Spatulenol 1.2
2150 Muurola-4,10(14)-dien-1-ol 2.7
2187 T-Kadinol 2.3

64



Cizelge 4.6. H. pamphylicum ag¢ik ¢icek durumlu bitki ugucu yaginin kimyasal bilegimi

2189 nor-Kopaanon 0.9
2209 T-Muurol 1.8
2219 Torreyol 0.7
2255 a-Kadinol 2.1
2256 Kadalen 3.8
2273 Muurola-4,10(14)-dien-3-on* 2.1
2289 4-0kzo-a-Ylangen (=Mustakon) 2.7
2342 Kadina-4,10(15)-dien-3-on 2.0
2405 4-izopropil-6-metil-1-tetralon 1.9
Toplam % 89.5

4.6. Biyolojik Aktivite Sonug¢lar
4.6.1. Antioksidan Aktivite
4.6.1.1. Metal selatlayic1 yontem

Metal selatlayict  aktivite, Helichrysum pamphylicum dekoksiyon ve
infiizyonlarmin Fe?* iyonlarin1 baglayabilmek icin ferrozin ile yarismasina gore

degerlendirilmis, EDTA pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

4.6.1.1.1 Makro metal selatlayic1 yontem

Sonuglar 400 pg/mL konsantrasyonda EDTA ile karsilastirildiginda (%98,08) H.
pamphylicum kapali ¢icek dekoksiyonu, H. pamphylicum agik ¢icek dekoksiyonu, H.
pamphylicum kapali cicek inflizyonu ve
H. pamphylicum acik ¢icek inflizyonu sirast ile %97.44, 98.72, 98.88 ve 94.55

inhibisyon oranlari ile belirgin antioksidan aktivite gostermistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. H. pamphylicum dekoksiyon ve infiizyonlarimin makro diizeyde metal selatlayict aktivite

sonuglar

Infiizyon ve Dekoksiyonlar Antioksidan aktivite % inhibisyon
(400 pg/mL)

HTDEK 97.44 £ 0.005

HCDEK 98.72 £ 0.001

HTINF 98.88 + 0.002

HCINF 94.55 £ 0.002

EDTA 98.08 £ 0.005
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4.6.1.1.2 Mikro metal selatlayici yontem

Mikro diizeyde metal selatlayici aktivite Fe?* iyon yolagmi FeCly bilesigi
iizerinden olusturmak yerine FeSOs bilesigi iizerinden almaktadir. Ferrozin ile
yarigsmali durumu bu bilesik olusturmaktadir. Bu ¢alismada, Helichrysum pamphylicum
dekoksiyon, inflizyon ve ugucu yaglarinin mikro diizeyde metal selatlayict aktiviteleri
arastirtlmig olup, SigmaPlot 12.0 programi kullanilarak ICso degerleri hesaplanmistir
(Cizelge 4.8.)

Cizelge 4.8. H. pamphylicum dekoksiyon, inflizyon ve ugucu yaglarinin mikro diizeyde metal selatlayici

1Cso sonuclart

infiizyon, Dekoksiyon ve Ucucu Yaglar ICso (ug/mL)
HTDEK 18.99
HCDEK 19.59
HTINF 19.16
HCINF 12.58
HTUY 39.33
HCUY 40
EDTA 4.47

4.6.1.2. ABTS™ radikal katyon renksizlestirme yontemi

Bu yontemde, calisilan ekstrelerin antioksidan kapasitesi icin ABTS™ radikal
katyon kapasitesine gore absorbanslar elde edilmis ve sonuglar pozitif kontrol olarak
C vitamini ve bir fenolik asit olan elajik asit sonuglar1 ile kiyaslanmstir. Orneklerin

antioksidan aktivite sonuglar1 Cizelge 4.9’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. H. pamphylicum dekoksiyon, infuzyon ve ucucu yaglarimin ABTS™ radikal katyon

renksizlestirme aktivite sonuglari

Infiizyon ve Dekoksiyonlar Antioksidan Aktivite %
inhibisyon (400 pg/mL)

HTDEK 46.29 + 0.023
HCDEK 89.31 £ 0.013
HTINF 73.62 + 0.045
HCINF 85.49 + 0.01
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Cizelge 4.9 (devami)

HTUY 4.77 £ 0,013
HCUY 13.14 +0.01
C vitamini (Askorbik asit) 98.54 + 0.003
Elajik asit 95 +0.018

Uzerinde ¢alisilan inflizyon ve dekoksiyonlarm (400 pg/mL) arasindan C vitamini
ve elajik asit ¢ozeltisine (98.54 + 0.003; 95 + 0.018) en gii¢li ABTS™ inhibisyonu
H. pamphylicum acik ¢igek dekoksiyonunda (89.31 + 0.013) gozlenmistir. Diger
inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarin ABTS™ % inhibisyon degerleri sirasiyla, agik
cicek inflizyonu (85.49 £ 0.01)> kapali ¢igek inflizyonu (73.62 + 0.045)> kapali ¢igek
dekoksiyonu (46.29 + 0.023)> agik ¢igek ugucu yagi (13.14 + 0.01)> kapali ¢igek ugucu
yagi (4.77 £ 0.013) olarak gozlenmistir.

4.6.1.3. DPPH" serbest radikal sipurici yontem

Hidrojen verme kapasitesine gore gelistirilen en kisa, en ucuz yontemlerden birisi
olan DPPH" serbest radikal stpirtct yontem, farkli ekstre ve bilesiklerdeki antioksidan
aktivitesini belirlemede kullanilan kararl ve organik bir radikal testidir (Brand-Williams
vd., 1995, s. 25-30).

H. pamphylicum’un inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmin antioksidan
aktiviteleri DPPH" serbest radikali tizerinden Chedea vd.’leri (2013) tarafindan modifiye
edilmis yontem olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak C vitamini ve BHT
kullanilmistir. Sonuglar, test edilen konsantrasyonda % inhibisyon olarak hesaplanmustir.
Bu veriler kullanilarak SigmaPlot 12.0 programinda ICso degerleri hesaplanmis, Cizelge
4.10°da verilmistir (Chedea vd., 2013, s. 169-189). Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
H. pamphylicum dekoksiyon, infiizyon ve ugucu yaglar1 arasinda en giiglii antioksidan
aktiviteyi agik ¢icek infuzyon c¢ozeltisi (ICso= 31.25 pg/mL) gdstermistir. Ardindan en
yiksek aktivite, kapali ¢igek infuzyon cozeltisinde (ICso = 37.69 pg/mL)
gOzlemlenmistir. Calismada kullanilan ugucu yaglarmn ise daha diisiik aktivite gosterdigi
belirlenmistir (kapal: cicek ugucu yagi
ICs0 = 289.85 ng/mL ve agik ¢icek ugucu yagi ICso = 833.33 pg/mL).
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Cizelge 4.30. H. pamphylicum dekoksiyon, inflizyon ve ucucu yaglarinin DPPH" serbest radikal

stiparicl aktivite sonuglart

Infiizyon, Dekoksiyon ve Ugucu ICso (Mg/mL)
Yaglar

HTDEK 88.23
HCDEK 72.82
HTINF 37.69
HCINF 31.25
HTUY 289.85
HCUY 833.33

C vitamini 3.24
BHT 16.59

4.6.2. Enzimatik Aktivite Sonuclari
4.6.2.1. AChE ve BuChE enzim inhibisyon testi sonug¢lar

Asetilkolin, dncelikle asetilkolinesteraz (AChE) ve ikinci olarak butirilkolinesteraz
(BuChE) tarafindan inhibe edilen ve Alzheimer hastaligi patolojisinde rol oynadigi
disiiniilen bir norotransmiterdir. Her iki enzim de sinir sisteminde bulunur ve norofibriler
digiimler ve ndritik plaklar arasinda iretilir. Alzheimer hastaliginin etiyolojisi
bilinmemekle birlikte, AChE enzim inhibisyonu yoluyla asetilkolin miktarmin
yukselmesi, Alzheimer hastaligina karsi en etkili tedavi stratejisi olarak kabul edilmistir
(Orhan vd., 2004, s. 57-60).

Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmak iizere, dogal kaynakli {iriinlere son
zamanlarda c¢ok fazla ilgi vardir. Bu durum, dogal kaynakli AChE ve BuChE
inhibitorlerinin {izerinde yapilan arastirmalar1 artirmistir. Bu ¢alismada, H. pamphylicum
toprak tistli kisimlarindan elde edilmis infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmin AChE
ve BuChE inhibisyon aktiviteleri Ellman vd. (1961) tarafindan uygulanmis kolorimetrik
yontem temel alinarak tespit edilmistir. Yontemin temeli, AChE ve BuChE enzimlerinin
hidrolizi sonucu agiga c¢ikan tiyokolin tiirevi bilesiklerin kolorimetrik degisimine

dayanmaktadir.

H. pamphylicum bitkisinin dekoksiyon, inflizyon ve ugucu yaglarmin farkl

konsantrasyonlarda hesaplanan AChE ve BUChE % inhibisyon verileri Cizelge 4.11 ve
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Cizelge 4.12°de verilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak donepezil ve galantamin

kullanilmistir.

H. pamphylicum dekoksiyon, infiizyon ve ugucu yaglarinin 400 pg/mL’deki %

AChE enzim inhibisyon ¢alismasinda en yuksek aktivitenin, donepezil ve galantaminle
(swrast ile %79 £ 0.001, %77.83 £ 0.02) karsilastirildiginda, H. pamphylicum kapali ¢igek

ucucu yagi ve H. pamphylicum agik ¢igek ucucu yagna ait oldugu tespit edilmistir (siras1
ile %53.07 + 0.02, %52.6 + 0.01). Calsilan tiire ait dekoksiyon, inflizyon ve ugucu

yaglarmin 400 pg/mL’deki % BuChE enzim inhibisyonu c¢aligmasinda en yiiksek
aktivitenin, donepezil ve galantaminle (swras1 ile %84.53 + 0.005, %73.98 = 0.031)

karsilastirildiginda, H. pamphylicum agik ¢igek ugucu yagi ve H. pamphylicum kapali

cicek ugucu yagna ait oldugu belirlenmistir (sirasi ile %33.73 + 0.0325, %30.62 + 0.012).

Cizelge 4.11. H. pamphylicum inflizyon, dekoksiyon ve ucucu yaglarimin AChE inhibisyon aktivite

Sonuclar
Numuneler AChE % Inhibisyon
400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

HTDEK 4472 +0.01  43.15+0.01 37.01+0.01 34.96+0.001 30.55+0.01
HCDEK 4220+0.01  40.94+0.001 37.63+0.003 37.32+0.01 26.30+0.02
HTINF 4410+0.01 42.68+0.002 39.37+0.01 37.48+0.01 34.65+0.01
HCINF 4425+0.01  39.69+0.01 36.69 + 0.01 22.83+0.02 11.65 + 0.024
HTUY 53.07+0.02  50.70+0.02 50.39 +0.02 29.76 £ 0.01 11.18 £ 0.001
HCUY 52.6+0.01 51.49+0.02 48.97 £ 0.01 38.11+0.002 23.62+0.002
Donepezil 79 +0.001 78.73+0.003 71.39+0.002 68.35+0.003 48.77+0.01
Galantamin 77.83+0.02  70.78+0.01 61.46+0.001 46.85+0.002 33.25+0.01
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Cizelge 4.12. H. pamphylicum inflzyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin BuChE inhibisyon aktivitesi

Sonucglar
Numuneler BUChE % inhibisyon
400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

HTDEK 36.58 + 0.033 33.47+0.078 32.27 £ 0.054 32.27+£0.05 24.98 +0.0325
HCDEK 4151 +£0.0525 40.35+0.042 37.64 £0.0405  36.62 +0.035 25.73 £ 0.0275
HCINF 41.15+£0.0135  39.24 £0.0225 36.22 + 0.095 35.29 + 0.0145 24.35+0.212
HTINF 35.69 + 0.004 35.69 + 0.006 31.56 + 0.003 35.51 +0.002 28.27 £0.0435
HTUY 30.62 +0.012 30.48+0.038 30.09+0.0255  30.04 +0.1115 29.33+0.009
HCUY 33.73+0.0325  33.56 +0.051 32.36 £0.0265  32.04 +0.026 29.33+0.035
Donepezil 84.53 + 0.005 79.56 + 0.0245 72.62 + 0.006 64.4 +0.001 58.09 + 0.0065
Galantamin 73.98 + 0.031 73.54 + 0.0245 70.58 +0.011 67.07 £ 0.0315 59.93 + 0.0065

4.6.2.2. MAO-B enzim inhibisyon sonug¢lari

Monoamin oksidaz-B (MAO-B), dopamin ve serotonin gibi endojen monoamin
norotransmitterlerin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan, iki flavin-adenin dinukleotit
bagimli izozimden biridir. MAO-B’nin, Parkinson hastaliginin patofizyolojisinde iki
onemli gorevi vardir. Dopamin metabolizmasinda rol oynayan ana enzimdir ve ayni
zamanda serbest radikallerin ve diger norotoksik ajanlarin engellenmesinde yer aldigi

varsayilmaktadir (Novaroli vd., 2005, s. 6212-17).

Gilintimiizde Parkinson hastaligimin tedavisinde kullanilan ilaglarin sayis1 oldukca
kisithdir. Bu durum, MAO-B enzim inhibitorlerinin arastirilmasini ilgi konusu haline
getirmistir. Daha Once de bahsedildigi tizere literatiirde Helichrysum tirlerinden
H. agyroolepis, H. umbraculigerum ve H. ruderale’nin, monoamin oksidaz-B enzimini
diisiik konsantrasyonlarda inhibe ettigi belirtilmis ve bu durum ¢alismamizin bitkisi olan

H. pamphylicum i¢in potansiyel teskil etmistir.

H. pamphylicum toprak istii kisimlarindan elde edilmis inflizyon, dekoksiyon ve
ucucu yaglarmin farkli konsantrasyonlarda hesaplanan %MAO-B enzim inhibisyon

sonuglar1 Cizelge 4.13’te belirtildigi gibidir. Pozitif kontrol olarak selejilin kullanilmustir.
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Cizelge 4.13. H. pamphylicum inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin MAO-B inhibisyon aktivite

Sonucglar

Numuneler MAO-B % inhibisyon

400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL
HTDEK 80.56+0.01 77.78+0.01 57.41+0.01
HCDEK 75.93+£0.034 72.22+0.002 69.44+0.01
HTINF 61.11+0.001 42.59+0.02 38.89+0.02
HCINF 75+£0.01 72.22+0.002 64.82+0.001
HTUY 89.82+0.01 87.04+0.01 80.55+0.001
HCUY 75+0.001 73.1540.0025 71.30£0.003
Selejilin 84.53+0.005 79.56+0.0245 72.62+0.006

H. pamphylicum dekoksiyon, inflizyon ve ugucu yaglarmin 400 pg/mL’deki
%MAO-B enzim inhibisyon c¢alismasinda en yiiksek aktivitenin, selejilin ile
karsilastirildiginda (84.53 = 0.005), H. pamphylicum kapali ¢i¢cek ugucu yagi ve
H. pamphylicum agik ¢igek dekoksiyonunda oldugu tespit edilmistir (sirasi ile %89.82 +
0.01 ve %75.93 = 0.034). Yaptigimiz ¢alisma sonunda, H. pamphylicum agik ¢icek ugucu

yaginin, selejilinden daha yiiksek aktivitesinin oldugu belirlenmistir.

4.6.2.3. COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyon sonuclar

Antienflamatuvar etki ile ilgili COX-1 ve COX-2 ICso degerleri, sC-560 ve DuP-
697°nin ICso (siras1 ile 62.5 pg/mL ve 66.568 pg/mL) degerleri ile karsilastirildiginda,
H. pamphylicum kapali ¢icek dekoksiyonu ve H. pamphylicum kapali ¢icek inflizyonu
hem COX-1 (siras1 ile 75.597 pg/mL ve 82.89 pg/mL) hem de COX-2 (sirasi ile 77.435

pg/mL ve 82.89 pug/mL) enzim inhibisyon aktivitelerinde en iyi sonucu vermislerdir

(Cizelge 4.14, Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.14. H. pamphylicum inflzyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarimin COX-1 inhibisyon ICso Sonuglar

Infiizyon, Dekoksiyon ve Ugucu ICso (Mg/mL)
Yaglar

HTDEK 75.597
HCDEK 91.391
HTINF 82.89
HCINF 87.796
HTUY -
HCUY 929.368
sC-560 (inhibitor) 62.5

Cizelge 4.15. H. pamphylicum inflzyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin COX-2 inhibisyon ICsy sonuglar:

infiizyon, Dekoksiyon ve Ucucu ICso (ug/mL)
Yaglar

HTDEK 77.435
HCDEK 81.985
HTINF 78.80
HCINF 87.796
HTUY -
HCUY 826.446
DuP-697 (inhibit6r) 66.568

4.6.2.4. 5-LOX enzim inhibisyon sonuclari

Ekstre ve ugucu yaglarin 5-LOX ICso degerleri, NDGA’nin ICso degerleri ile
karsilagtirildiginda (125 pg/mL), H. pamphylicum acgik ¢i¢ek inflizyonu ve
H. pamphylicum kapali ¢igek infiizyonunun ¢ok az da olsa (sirasi ile 538.79 pg/mL ve
970.87 pg/mL) enzim inhibisyon aktivite testinde en iyi sonucu verdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.16).

72



Cizelge 4.16. H. pamphylicum inflzyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin 5-LOX inhibisyon aktivite

Sonucglar
Infiizyon, Dekoksiyon ve Ugucu ICso (ng/mL)
Yaglar
HTDEK 1213.59
HCDEK 970.87
HTINF 538.79
HCINF 1118.568
HTUY -
HCUY -
Norhidroguaiaretik Asit (NDGA) 125

4.6.2.5. Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) enzim inhibisyon testi sonuclar

MMP-2 antikanser aktivite inhibisyon % verimleri i¢in gergeklestirilen hiz testi
sonucunda, 400 pg/mL konsantrasyondaki NNGH inhibisyon degerine kiyasla (%89.04)
H. pamphylicum dekoksiyon, inflizyon ve ugucu yaglar1 arasinda en yiiksek aktiviteyi H.
pamphylicum kapali ¢igek ugucu yagi ve H. pamphylicum agik ¢icek ugucu yagi
gOstermistir (sirast ile %95.21 ve %83.56). H. pamphylicum kapali ¢igek ugucu yagnin,
MMP-2 inhibit6rii olan NNGH’dan daha yiiksek MMP-2 enzim inhibisyon aktivitesinin
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. H. pamphylicum inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin MMP-2 inhibisyon I1Csg

Sonuclar

Numuneler MMP-2 % Inhibisyon

400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL
HTDEK 71.23+0.04 47.95+0.05 41.78+0.11
HCDEK 76.71+0.01 68.49+0.07 43.83+0.06
HTINF 74.66+0.02 73.97+0.04 10.96+0.05
HCINF 56.16+0.04 48.63+0.04 39.04+0.13
HTUY 95.21+0.05 80.82+0.01 55.48+0.15
HCUY 83.56+0.04 68.49+0.04 59.59+0.02
NNGH 89.04+0.03 85.62+0.03 76.03+0.12

73



4.6.2.6. 5'-NT (CD73) enzim inhibisyon test sonuclari

CD73 enzim aktivasyon sonuglari NH4" iyonu absorbans grafigine gore
hesaplanmis olup, ilgili dogrusal grafik Sekil 4.10°da belirtilmistir. Enzim
aktivasyonunun hesaplart mU/mL cinsinden yapilmis olup, aktivasyon miktarinin
artmasi, inhibisyonun azalmasi anlamma gelmektedir. Herhangi bir numune olmadan

enzimin kendi aktivasyon degeri 48.30 mU/mL olarak bulunmustur.
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400 pg/mL konsantrasyonda antikanser etki CD73 enzim aktivasyon degerleri,
aCD43’iin (inhibitdr) enzim aktivasyon degerleri ile karsilastirildiginda (5.21 muU/mL),
H. pamphylicum agik ¢icek dekoksiyonu, H. pamphylicum kapali ¢icek inflizyonu ve
H. pamphylicum kapali ¢igek ugucu yagi (sirasi ile 3.95 mU/mL, 30.14 mU/mL ve 30.14
mU/mL) en 1iyi enzim inhibisyon sonuglarini vermistir (Cizelge 4.18).
H. pamphylicum agik ¢icek dekoksiyonu, aCD73’ten daha iyi enzim inhibisyon sonucuna
sahiptir. Herhangi bir inhibitor, ekstre ya da ugucu yag koyulmayan kuyucuklardaki
CD73 aktivasyonu 48.30 mU/mL olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.18. H. pamphylicum inflzyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarimin CD73 aktivasyon Sonuglart

Numuneler CD73 (mU/mL)
400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL

HTDEK 32.72 34.16 47.90
HCDEK 3.95 8.46 45.21
HTINF 30.14 31.65 43.92
HCINF 36.92 38.09 44.04
HTUY 30.14 31.65 41.46
HCUY 32.72 34.16 42.90
aCD73 5.21 5.24 8.26
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5. TARTISMA

Dogal kaynakli biyoaktif bilesikler; biyolojik sistemlerde agir metal zehirlenmeleri,
akut ve kronik inflamasyon, nérodejeneratif rahatsizliklar ve ¢esitli kanser tiirleri gibi
patolojilere sebebiyet veren oksidatif strese karsi koyarak, bu hastaliklarin tedavisinde
etkindir; bu nedenle bu tir bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi literatiir

acisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Helichrysum tdrlerinin, halk arasinda sarilik tedavisinde, bogaz ve akciger
enfeksiyonlarinda, cilt rahatsizliklarinin tedavisinde, analjezik olarak bebeklerin kulak
agrisin1 ve goz agrilarin1 gidermede, iiriner enfeksiyon tedavisinde, sindirim sistemi
rahatsizliklarinda, detoksifikasyon amaciyla kolagog olarak, kolorektik olarak, Diabetes
mellitusta, antioksidan olarak, diiiretik olarak kullanimlar1 mevcuttur. Literatiirde bazi
Helichrysum tiirlerine ait ekstre ve diger dogal kaynakli hammaddelerden izole edilen
biyoaktif bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, antienflamatuvar,
hepatoprotektif, monoamin oksidaz inhibitér ve kolinesteraz inhibitor aktiviteye sahip
oldugu belirtilmistir (Akaberi vd., 2019, s. 111471). Etnofarmakolojik kullanimlar1 ve
literatiir ¢aligsmalar1 1s181nda bu tez kapsaminda H. pamphylicum tiiriiniin agik ¢igekli ve
kapali ¢igekli durumlarmin toprak tistii kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon, inflizyon ve
ucucu yaglar {izerinde bazi1 fitokimyasal arastirmalarin yani1 sira antioksidan,
antikolinesteraz, MAO-B inhibitor, 5-LOX, COX-1, COX-2 inhibitér, MMP-2 ve 5'-NT

inhibitor aktiviteleri aragtirilmastir.

Bu ¢alismada ilk olarak H. pamphylicum tiirti agik ve kapali ¢icek durumlarmin
toprak tstii kisimlardan hazirlanan dekoksiyon ve infiizyonlarin toplam fenolik madde
miktarlar1 belirlenmis ve en yiiksek toplam fenolik madde miktarinin H. pamphylicum
kapali ¢igek dekoksiyonunda (93.52 + 5.11 mg GAE/g ekstre), en diisiik fenolik madde
miktarmim ise H. pamphylicum agik ¢icek dekoksiyonunda (72.16 + 8.93 mg GAE/g

ekstre) oldugu gozlemlenmistir.

Albayrak vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada; H. arenarium subsp. aucheri, H.
armenium subsp. armenium, H. artvinense, H. chionophilum, H. compactum,
H. goulandriorum, H. graveolens, H. heywoodianum, H. kitianum, H. noeanum,
H. orientale, H. palasii, H. peshmenianum, H. plicatum subsp. plicatum, H. plicatum;

subsp. polyphyllum ve H. stoechas subsp. barellieri toprak iistii kisimlarindan
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ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis metanol ekstrelerinin toplam fenolik madde
miktarlar1 belirlenmis ve sonuglara gore; en yiiksek fenolik madde miktar1 H. noeanum
tiirline ait toprak Ustli metanol ekstresinde (160.63 = 1.2 mg GAE/g ekstre), en diisiikk
toplam fenolik madde miktar1 ise H. peshmenianum turtine ait toprak 0stl metanol
ekstresinde (66.74 + 1.3 mg GAE/g ekstre) tespit edilmistir (Albayrak vd., 2010, s.114-
122).

Yine Albayrak vd.’nin 2009°da yapmis oldugu farkli bir c¢alismada
H. pamphylicum toprak iistii kisimlarindan Soxhlet ekstraksiyonu yontemi ile elde
edilmis metanol ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 119.85 + 2.0 mg GAE/g ekstre
olarak bulunmustur (Albayrak vd., 2010, 5.463-473). Tez ¢alismamizda, H. pamphylicum
tiirline ait kapali ¢igcek durumlu bitkinin toprak istii kistmlarmin dekoksiyon ve
inflizyonlarmin toplam fenolik madde miktar1 93.52 + 5.11 mg GAE/g ekstre olarak
belirlenmis olup, bu deger daha once yapilmis olan ¢alisma verilerine hemen hemen

benzerdir.

Toplam fenolik madde miktar1 yiiksek olan H. pamphylicum tiiriiniin kapal ¢i¢ek
durumlu bitkisine ait toprak iistii kisimlarinin dekoksiyonunda YBSK ile tespit edilen
baslica fenolik asitler; protokatesik, kafeik, klorojenik, para-kumarik, ferulik, orto-
kumarik ve trans-sinnamik asitlerdir. Fenolik asitlerden protokatesik asit en fazla

. pamphylicum kapali ¢i¢cek inflizyonunda 0.52 ug/g bitki olarak; katesik asit
. pamphylicum kapali ¢igek dekoksiyonunda 0.84 pg/g bitki olarak; klorojenik asit
. pamphylicum kapali ¢i¢ek infiizyonunda 1.61 pg/g bitki olarak; para-kumarik asit

H
H
H
H. pamphylicum kapali ¢igek inflizyonunda 0.41 pg/g bitki olarak; ferulik asit
H. pamphylicum kapali ¢igek infiizyonunda 0.57 pg/g bitki olarak; orto-kumarik asit
H. pamphylicum agik ¢i¢ek inflizyonunda 1.78 pg/g bitki olarak; trans-sinnamik asit asit
H

. pamphylicum agik ¢igek inflizyonunda 0.31 pg/g bitki olarak tespit edilmistir.

Toplam flavonoit madde miktar tayini sonuglarina gore H. pamphylicum tiirii agik
ve kapali ¢igek durumlarmin toprak distii kisimlardan hazirlanan dekoksiyon ve
inflizyonlarmin rutine gore en yiiksek flavonoit madde miktarma sahip olan ekstre H.
pamphylicum agik ¢igek infiizyonu (17.57 = 0.95 mg RE/g ekstre); en diisiik flavonoit
madde miktarma sahip olan ekstre ise H. pamphylicum kapali ¢igek inflizyonu (14.80 +
0.74 mg RE/g ekstre) oldugu tespit edilmistir. Gouveia-Figueira vd.’nin (2014) yaptigi

calismada H. devium,
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H. melaleucum ve H. oboconicum toprak {istii kisimlarinin n-hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol ekstrelerinin rutine gore en yiiksek toplam flavonoit miktarlari sirasi ile
3.03 £ 0.001 mg RE/g ekstre, 8.16 £ 0.002 mg RE/g ekstre ve 7,03 £ 0.003 mg RE/g
olarak belirlenmistir. Bu tez calismasinda, rutine gore en diisiik toplam flavonoit i¢erigine
sahip H. pamphylicum kapali ¢igek inflizyonu 14.80 + 0.74 mg RE/g ekstre olarak tespit
edilmis olup, Gouveia-Figueira vd.’nin buldugu sonugtan oldukga yiiksektir (Gouveia-
Figueria vd., 2014, s. 713-729).

Tez kapsaminda ¢alisilan H. pamphylicum agik ve kapali ¢icek durumlu bitkilerinin
toprak tstii kisimlarinin infiizyon ve dekoksiyonlarinin makro diizeyde metal selatlayici
antioksidan aktivite sonuglarma gore 400 pg/mL konsantrasyonunda EDTA (98.08 +
0.005) ile karsilastirildiginda kapali ¢icek dekoksiyonu, agik ¢icek dekoksiyonu, kapali
cicek ve agik ¢igek infiizyonu sirasi ile %97.44, 98.72, 98.88 ve 94.55 inhibisyon oranlar1
ile belirgin antioksidan aktivite gostermistir. Genel olarak, g¢aligilan Helichrysum
tiirlerinden hazirlanan farkli polaritelerdeki fraksiyonlardan daha yiiksek metal

selatlayic aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

H. pamphylicum ag¢ik ve kapali ¢igek durumlu bitkilerinin toprak tistii kisimlarmin
infiizyon, dekoksiyon ve ucucu yaglarinin mikro diizeyde metal selatlayici antioksidan
ICs0 sonuglar1 gore EDTA (4.47 pg/mL) ile karsilastirildiginda, siras1 ile kapali ¢igek
dekoksiyonu, acik ¢icek dekoksiyonu, kapali ¢icek inflizyonu, agik ¢igcek infiizyonu,
kapali ¢igek ugucu yagi ve agik ¢igek ugucu yagi, sirasi ile 18.99, 19.59, 19.16, 12.58,
39.33 ve 40 pg/mL 1Cso degerleri ile belirgin antioksidan aktivite gostermistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, farkli metal selatlayici ajanlarin (FeSO4 ve FeClz gibi) metal

selatlayici aktivite iizerindeki etkilerinin farklilastikca degistigi gézlemlenmistir.

ABTS" radikal katyon renksizlestirme yontemine gore, 400 pg/mL
konsantrasyonda C vitamini (%98.54) ve elajik asit (%95) ile karsilastirildiginda, agik
cicek ve kapal ¢igekli bitki ugucu yaglart (%13.14 ve %4.77) hari¢ tim ekstrelerin
belirgin antioksidan aktivitesinin oldugu tespit edilmigstir. Tim ekstreler i¢in, metal
selatlayic1 antioksidan aktivite ile ABTS" radikal katyon renksizlestirme antioksidan

aktivite birbirini destekler niteliktedir.

DPPH" serbest radikal stpdricl aktivite 1Csp sonuglarina gore, H. pamphylicum

acik ve kapali c¢icek durumlu bitkilerin toprak istii kisimlarinin inflizyon ve
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dekoksiyonlarmin, ucucu yaglara kiyasla daha aktif oldugu tespit edilmistir. BHT
(16.59 pg/mL) ve C vitamini (3.24 ug/mL) sonuglarma gore, kapal ¢igek inflizyonunun
(37.69 ng/mL) ve acik ¢igek infiizyonunun (31.25 pg/mL) DPPH® serbest radikal
stpdricu aktivitelerinin, diger ekstre ve ugucu yaglara gore en fazla oldugu tespit

edilmistir.

Caligilan ekstre ve ugucu yaglarin ABTS™ radikal katyon renksizlestirme aktivitesi
ve DPPH" serbest radikal stpurict aktivite sonuclari karsilastirildiginda, belirgin DPPH
stpdricu antioksidan aktivite gosteren H. pamphylicum agik ¢igek inflizyonu (ICsg 31.25
pg/mL) acgik ¢icek dekoksiyonundan (%89.31) sonra en yilksek ABTS* radikal katyon
renksizlestirme aktivitesini gOstermistir (%85.49). Bu sonuglar ile ABTS* ve DPPH’

antioksidan aktivite sonug¢larmin birbiri ile uyumlu oldugunu sdyleyebiliriz.

Demans, ndrodejeneratif rahatsizliklarla cogunlukla yash insanlarda gézlemlenen
bir semptomdur. Hafiza, diisiinme, anlama, hesaplama ve konusma dili gibi ¢esitli biligsel
islevlerin bozulmasiyla karakterize olan demansin en yaygin eslik ettigi rahatsizliklar
arasinda Alzheimer (AD), Parkinson gibi noérolojik bozukluklar sayilabilir. AD’nin
patolojisi; yashlik plaklarinda plazma S-amiloit’in (AB) hiicre dis1 birikimi, nérofibriler
yumrularin hiicre i¢i olusumu ve sinir sinapslarinin ve piramidal néronlarin kaybi ile
karakterizedir. AD’nin merkezi sinir sistemindeki (CNS) ana norotransmiter olan
asetilkolin (ACh) dlzeylerini azaltmasi, bu patolojiyi destekleyen baslatici faktorlerin
ac18a kavusturulamamasina ragmen bu durumla iliskili oldugu bilinmektedir (Brithlmann
vd., 2001, s. 3195-3198). ACh hidrolizinde ve AD gelisimine sebebiyet veren birincil
enzimin AChE, ikincil enzimin ise BuChE oldugu diisiiniilmektedir (Orhan vd., 2004, s.
57-60). Kolinerjik hipoteze gore, AD ilerlemesi sirasmnda giderek kaybolan ACh
diizeylerinin restorasyonu, biligsel islev kaybini geciktirmektedir. Yapilan giincel
calismalara goére, AChE inhibitorlerinin ndropsikiyatrik AD hastalarindaki semptomlar1
azaltabilir bulundugu ve sinaptik bolgede ACh diizeylerini artirarak, biligsel yetenege
faydali etkiler saglayabilecegi bildirilmistir (Meng vd., 2012, s. 4462-4466). AChE nin
inhibe edilmesi ayn1 zamanda ataksi, senil demans, Parkinson hastalig1 ve Miyastenia

gravis gibi diger norodejeneratif rahatsizliklar i¢in iyi bir strateji olusturmaktadir.

Cesitli norodejeneratif silireglerde patolojik olarak dnemli oldugu diisiiniilen bir

baska durum, hastaligin ilerlemesi sirasinda erken bir olay olarak AD’de patofizyolojik
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acidan anahtar rol oynayan oksidatif strestir. D vitamini gibi dogal antioksidanlarin
yoklugunun bir fare modelinde AD’yi siddetlendirdigi ve artmis serbest radikal
seviyelerinin; AD’nin hizin1 artirdig1 ve bilinen enflamatuvar siirece sebebiyet verdigi
bildirilmistir (Custédio vd., 2012, s. 134-140).

Norodejeneratif rahatsizliklarin gelisiminde, ¢esitli agir metallerin beyinde
birikmesinin de rol aldig1 tespit edilmistir. Ornegin, demir homeostazindaki
degisiklikler, hipokampusta ve serebral kortekste degisen demir, ferritin ve transferrin
seviyelerinin artig1 AD hastalarinda goriilen farkliliklardir. Bu bilgi dogrultusunda,
demir ve diger redoks aktif metallerin (6rnegin bakir) selasyonunu igeren tedaviler,
AD’de degerli bir strateji olarak diisiintilmektedir (Liu vd., 2005, s. 246-252). Ayrica,
beyinde metal dishomeostazinin olusumu (bakir, ¢inko ve demir iyonlarinin asir1 artisi),
metale bagimli enzimleri ve metabolik slreci olumsuz etkilemektedir. Homosistein
(Hcy), AD’de potansiyel bir kan biyobelirtegidir, ¢iinkii ¢ok sayida ¢alisma grubu, AD
hastalarinda, ayni yastaki kontrollere kiyasla yiiksek serum veya plazma Hcy seviyeleri
bildirmistir (Greenough vd., 2013, s. 540-555). Protein karbonillerindeki iligkili artislarla
birlikte demir ve bakir ile giiclii etkilesimleri olan Hcy ve oksidatif hasar arasinda
nedensel bir iliski oldugu bildirilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, oksidatif stres ile
redoks aktif metallerin olusturdugu serbest radikallerin AD’nin patojenezi ile dogrudan

iliskili oldugu agiktir (Greenough vd., 2013, s. 540-555).

Calisilan H. pamphylicum acik ve kapali ¢icek durumlu bitkilerinin toprak tistii
kisimlarindan elde edilmis inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarin asetilkolinesteraz
(AChE) inhibitdr aktivite sonuglari, 400 pug/mL konsantrasyonda inhibitor maddeler
donepezil (%79) ve galantamin (%77.83) ile karsilastirildiginda, en yiksek inhibisyon
aktivitesini H. pamphylicum agik ¢igek ucucu yagi (%52.6), en diisiikk inhibisyon
aktivitesini H. pamphylicum agik ¢icek dekoksiyonu (%42.20) gOstermistir.
H. pamphylicum ag¢ik ve kapali ¢igek durumlu bitkilerinin toprak iistii kisimlarindan elde
edilmis infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarin biitirilkolinesteraz (BuChE) inhibitor
aktivite sonuclari, 400 pg/mL konsantrasyonda inhibitér maddeler donepezil (%84.53)
ve galantamin (%73.98) ile karsilastirildiginda ise en yiiksek inhibisyon aktivite sonucu
H. pamphylicum agik ¢igek dekoksiyonu (%41.51), en disiik aktivite sonucu ise H.
pamphylicum kapali ¢igek ucucu yaginda (%30.62) tespit edilmistir. Bu sonuglara gore

tim ekstre ve ucucu yaglarin AChE ve BuChE inhibitdr aktivitelerinin ortalama
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degerlerde ve birgcok dogal kaynakli bilesenden daha aktif oldugunu soylemek

mUmkindr.

H. pamphylicum agik ve kapali durumlu bitkilerin monoamin oksidaz-B (MAO-
B) inhibitor aktivite sonuglari, sentetik MAO-B inhibitoru selejilin ile (%84.53
inhibisyon) karsilastirildiginda, 400 pg/mL konsantrasyonda H. pamphylicum agik
cicek inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yagi ile H. pamphylicum kapali ¢igek inflizyon,
dekoksiyon ve ugucu yagr’nin sirasi ile %80.56, 75, 61.11, 75.93, 89.82 ve 75
inhibisyonla yiiksek MAO-B inhibitor aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Ekstre
icerigindeki flavonoitlerin ve ugucu yaglar igerigindeki mono- ve seskiterpenlerinlerin
MAO-B aktivitelerinin oldugu bilinmektedir (Jdger ve Saaby, 2011, s. 1471-1485;
Flores-Gonzalez vd., 2020). Bu bilgiler, H. pamphylicum agik ve kapali ¢i¢ekli bitkilerin
infiizyon, dekoksiyon ve ucucu yaglarinin MAO-B aktivitelerinin oldugunu kanitlar

niteliktedir.

‘Helichrysums: antibacterial and monoamine oxidase inhibitory activity of South
African summer-rainfall species’ adli makalede, H. agyrolepis, H. umbraculigerum ve
H. ruderale tirlerinin toprak istii kisimlarinin basit ekstrelerinin, MAO-B 1Cso
degerlerinin sirasi ile 0.1 pg/mL, 4.3 ug/mL ve 3.3 pg/mL gibi ¢cok yiksek inhibisyon
aktivite degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda, H. pamphylicum
kapal1 ve agik c¢igek durumlu bitkilerin toprak iistii kisimlarmin inflizyon, dekoksiyon
ve ugucu yaglarinin MAO-B inhibisyon sonuglari, daha 6nce van Staden vd.’nin (2006)

yapmis oldugu bu ¢alismayi destekler niteliktedir (van Staden vd., 2006, s. 14).

Non-steroidal antienflamatuvar ilaclar (NSAII’ler) analjezik, antienflamatuvar ve
ates disiiriicii olarak, ayrica romatoid artrit tedavisinde kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bu ilaglarin siddetli olmalar1 nedeniyle kronik kullanimi smirhdir; Glseratif
rahatsizliklar veya astim gibi patolojik yan etkiler olusturabilmektedir. NSAII’lerin
Klinik olarak neden oldugu patolojilerin en 6nemlisi gastrointestinal (Gl) patolojilerdir;
soyle ki Gl perforasyon, peptik tlser ya da Gl kanamasi gibi ciddi komplikasyonlara
yol acar. NSAII’ler esas farmakolojik aktivitelerini, prostaglandin ve tromboksan
olusumunu katalize eden siklooksijenaz (COX) enzimlerinin inhibisyonu ile
gerceklestirir. COX’un farmakolojik etkileri net bir sekilde aydinlatilmis iki izoenzimi
vardir. Bunlar COX-1 ve COX-2’dir. Yapisal olarak aydinlatilmis bu iki enzimden

COX-1, esas fizyolojik islevleri diizenlerken, akut ya da kronik enflamasyon
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olusumunda COX-2 enzimi daha etkindir. COX-1 ve COX-2 enzimlerinin
inhibisyonunu durumunda arasidonik asit, COX enzimleri yerine 5-lipoksijenaz (5-
LOX) enzimi tarafindan metabolize edilir ve enflamasyon bu yolakla devam etmis olur.
5-LOX enzimi, vicutta enflamasyona sebebiyet veren 16kotrienlerin artisina yol agar.
Bu nedenle enflamasyonda COX-1 ve COX-2 enzimlerinin inhibisyonunun yani sira 5-
LOX enzim inhibisyonu da bir o kadar énemlidir (Tries vd., 2002, s. 135-143). Bu
nedenlerle, sentetik NSAII’lin yol agtigi yan etkilerin yasanmamasi i¢in dogal kaynakli
COX-1, COX-2 ve 5-LOX enzim inhibitdrlerinin arastirilmasi 6nem teskil etmektedir.

Calisilan H. pamphylicum ac¢ik ve kapali ¢icek durumlu bitkilerin toprak iisti
kisimlarindan elde edilmis infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmin COX-1 inhibitér
aktivitesi sonuglar1, inhibitér madde olan sc-560 ile 1Csp sonucu ile karsilastirildiginda,
(62.5 pg/mL) en yiksek inhibitor aktivite H. pamphylicum kapali durumlu bitki
dekoksiyonunda (75.597 pg/mL), en diisiik inhibitor aktivite ise H. pamphylicum agik
durumlu bitki ugucu yaginda (929.368 pg/mL) saptanmistir. Agik durumlu bitki ugucu
yag1 disinda tiim inhibisyon aktivite sonug¢larinin (75.597-91.391 pg/mL) yiksek
diizeyde, agik durumlu bitki ugucu yagimnin inhbisyon aktivite sonucunun ise diisiik

seviyede oldugu tespit edilmistir.

H. pamphylicum agik ve kapali ¢icek durumlu bitkilerin toprak tistii kisimlarindan
elde edilmis inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin COX-2 inhibitor aktivitesi
sonuglari, inhibitér madde olan DuP-697 ile I1Cso sonucu karsilastirildiginda (66.568
pug/mL), en vyiksek inhibitor aktivite H. pamphylicum kapali durumlu bitki
dekoksiyonunda (77.435 pg/mL), en diisiik inhibitor aktivite ise H. pamphylicum agik
durumlu bitki ugucu yagmda (826.446 ng/mL) saptanmustir. Agik durumlu bitki ugucu
yagl disinda tiim inhibisyon aktivite sonuglarinin (77.435-87.796 pg/mL) yuksek
diizeyde, acik durumlu bitki ugucu yagmin inhibisyon aktivite sonucunun ise diisiikk
seviyede oldugu tespit edilmistir. Bulunan sonuglar dogrultusunda, ekstre ve ugucu
yaglarm COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyon aktivitelerinin birbirini destekler nitelikte

oldugu saptanmustir.

Aragidonik asit metabolizmasinin COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyonu sonucu
5-LOX yolagi ilizerinden gerceklesme ihtimali dogrultusunda, ¢alisilan H. pamphylicum
acik ve kapali ¢cigek durumlu bitkilerin toprak iistii kisimlarindan elde edilmis infiizyon,

dekoksiyon ve ugucu yaglarinin 5-LOX enzim inhibisyon aktivite 1Cso sonuglari, sentetik
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olan NDGA ile karsilastirildiginda (125 pg/mL) en yiiksek inhibitdr aktivite
H. pamhylicum kapali ¢i¢ek inflizyonunda (538.79 pg/mL), en diisiik inhibitor aktivite H.
pamhylicum kapali ¢i¢cek dekoksiyonunda (1213.59 pg/mL) gozlenmistir. Yapilan bu
caligmaya gore, ugucu yaglarin 5-LOX enzim inhibitor aktivitesi gozlenmemistir. Sadece
H. pamphylicum kapali ¢igek inflizyonunda orta diizey, diger ekstrelerde ise diisiik
diizeyde enzim inhibisyon aktivitesi saptanmistir. Bu ¢alismaya gore, arasidonik asidin
5-LOX yolagindan metabolizmasinin engellenmesi agisindan H. pamphylicum kapali

cicek inflizyonu 6nem teskil etmektedir.

Kothavade vd.’nin (2013) yapmis oldugu bir ¢alismaya gore, H. italicum (Roth)
Don subsp. microphyllum toprak {istii kisimlarinin aseton ekstresinin COX-1, COX-2 ve
5-LOX enzim % inhibisyon sonuglarina gore (%47, 31, 27), bu tez ¢alismamizda H.
pamphylicum inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarinin % inhibisyon sonug¢lariim genel

itibariyle orta duzey antienflamatuvar etki gostermesi literatiir ile uyusmaktadir.

CD73 (5'-niikleotidaz), normal ve neoplastik glial plazma membranlarinda tiretilen
bir ektoenzimdir. Enzim, hiicre iskeleti elemani olan aktin filamente ve hiicre dis1 matriks
proteinleri olan laminin ve fibronektine baglanir. CD73, lenfositlerin immiin yanitinda
bir sinyal yolu metabolitidir. Bu ektoenzim, purin ve pirimidin ribo- ve deoksiribo-
niikkleozit monofosfatlarin  dontsimiinii  katalize eder ve hiicreleraras1 alanda
nikleozitlerin (adenozin) artisina yol acar, bu nedenle néronal sinyallesmeyi ve vaskiiler
perfiizyonu modiile edebilir. CD73 ayrica, hicresel hareketlilik faktori olarak da
bilinmektedir; CD73 aktivitesinin hiicre iskemisi, rejenerasyonu, onarimi, glioma hiicre
proliferasyonunu artirmasi yani sira, ektoenzimin olasi invaziv durumda hiicre gogiinii
(migrasyon) artirdigr da bilinmektedir (Ludwig vd., 1999, s. 1747-1752). CD73,
enzimatik ve enzimatik olmayan islevler yoluyla tiimor anjiyogenezini de destekler.
Yapilan ¢alismalar sonucunda, vaskuler endotelyal buyume faktérinin (VEGF), bir
meme kanseri fare modelinde, CD73’¢ karsi olusturulan bir monoklonal antikor ile
tedaviyi takiben, timdr anjiyogenezini baskiladigi ve timor seviyelerini azalttig:
gOriillmiistiir (Allard vd., 2014, s. 1466-1473).

Matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2, jelatinaz A, 72 kDa tip IV kollajenaz), MMP
hiicre dis1 proteaz ailesinin bir iiyesidir. Bu enzimler, genis substrat Ozgullukleri
sayesinde birgok fizyolojik ve patolojik durumda rol oynar (McCawley ve Matrisian,

2001, s. 534-540). MMP-2’nin hedefleri arasinda dogal ve denatiire kollajenler,
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fibronektin, elastin, laminin-5, pro-TNF-a ve ndrokan bulunur (McCawley ve Matrisian,
2001, s. 534-540; Egeblad ve Werb, 2002, s. 161-174; Giannelli vd., 1997, s. 225-228;
Wallon ve Overall, 1997, s. 7473-7481; Turk vd., 2001, s. 661-667). MMP-2, 72 kDa’lik
bir proenzim olarak salgilanir, 62 ve 59 kDa’ya boltince aktive olur (Atkinson vd., 1995,
s. 30479-30485). MMP-2, ateroskleroz (George, 2000, s. 993-1007), hicre buyime
faktorlerine bagl gelisen kanser, anjiyogenez ve metastaz gibi hastaliklarda yer almasi
nedeniyle enzim inhibisyon ¢alismalar1 i¢in 6nemli bir hedeftir (Egebald vd, 2002, s. 161-
174; Chang ve Werb, 2001, s. 37-43). MMP-2 enziminin ekspresyonu sonucunda meme
kanseri, kolorektal kanser, akciger kanseri, over kanseri ve malign glioma gibi patolojik
durumlarin gelisimi yaninda bronsektazi, kronik astim, kronik obstruktif akciger hastaligi
(KOAR), Kistik fibrozis, hipertansiyon ve felg gibi hastaliklar da olusabilir (Oztiirk, 2013,
s. 209-220). MMP-2 enziminin inhibisyonu, bu gibi patolojik durumlarin olusumunun
engellenmesi, hastaliklarin insidans ve prevelanslarinin azaltilmasi agisindan 6nem teskil
etmektedir. Tez kapsaminda yapilan antikanser caligmalarda,
H. pamphylicum agik ve kapali ¢icek durumlu bitkilerin toprak iistii kistmlarindan elde
edilmis inflizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmin 400 pg/mL konsantrasyondaki
MMP-2 inhibitorii NNGH’ye gore (%89.04), en yiksek MMP-2 enzim inhibitor aktivitesi
H. pamphylicum kapali ¢icek ugucu yaginda (%95.21), en diisiik MMP-2 enzim inhibitor
aktivitesi H. pamphylicum agik ¢igek inflizyonunda (%56.16) gozlenmistir. Tiim ekstre
ve ugucu yaglar 400 pg/mL-200 pg/mL konsantrasyon araliginda %95.21-47.95 MMP-2
enzim inhibisyon aktivitesi gostermistir. Belirtilen konsantrasyonlardaki bu % inhibisyon
deger araligi, MMP-2 inhibit6rii oldugu bilinen sentetik N-sllfonilamino asit tlrevi
bilesiklerin % inhibisyon deger araliklarindan (%75-20) dahi oldukca yuksektir (Tamura
vd., 1998, s. 640-649).

H. pamphylicum agik ve kapali ¢icek durumlu bitkilerin toprak tistii kisimlarindan
elde edilmis infiizyon, dekoksiyon ve ugucu yaglarmm 400 pg/mL konsantrasyondaki
CD73 enzim aktivasyon testinde, sentetik inhibitor olan aCD73’e gore (5.21 mU/mL), en
yiksek inhibisyon H. pamphylicum agik ¢i¢ek dekoksiyonunda (3.95 mU/mL), en diisiik
inhibisyon ise H. pamphylicum agik ¢igek inflizyonunda (36.92 mU/mL) belirlenmistir.
CD73 enzimin higbir inhibitdr, ekstre ya da ugucu yag eklenmeyen kuyucuklarindaki
enzim aktivasyonuna goére (48.30 muU/mL),
H. pamphylicum agik ¢igek dekoksiyonu harig, tiim ekstre ve ugucu yaglarn CD73 enzim

inhibisyon sonuglar1 diigiikk ¢ikmistir. Belirtilen konsantrasyonda H. pamphylicum agik
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cicek dekoksiyonu CD73 enzim inhibisyon degerinin (3.95 mU/mL), literattrde iyi
bilinen CD73 inhibitorii olan sentetik adenozin 5'-(a, f-metilen) difosfat’in (APCP)
(Forte vd., 2012, s. 2226-33) CD73 enzim inhibisyon degerinden (7.5 mU/mL) bile daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

H. pamphylicum tiiriiniin toprak istii kisimlarindan elde edilmis ekstrelerin
icerigindeki flavonoitler fitokimyasal; H. pamphylicum tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan
elde edilmis ekstrelerin topoizomeraz I enzim inhibisyonu, insan lenfosit kultur
genotoksisite aktiviteleri gibi biyolojik aktivite ¢alismalar1 daha 6nce yapilmisken, H.
pamphylicum tiiriiniin agik ¢igekli ve kapali ¢igekli bitkilerinin inflizyon, dekoksiyon ve
ucucu yaglarmm fenolik asit tayinleri, ugucu yag analizleri in-vitro antioksidan, anti-
Alzheimer, anti-Parkinson, antienflamatuvar, antikanser ve antianjiyojenik ¢aligmalar1 ilk

kez bu tez calismasinda bildirilmistir.

Sonug olarak, Ulkemizde yetisen Helichrysum tirleri ile ilgili bilimsel ¢aligmalara
farkli bir bakis agisi getiren bu tez galismasi, Tirkiye endemigi olan H. pamphylicum
tirine ait toprak tdstii kisimlarin fenolik asit, monoterpen ve seskiterpence zengin
iceriklerinin ve biyoaktivite potansiyellerinin, hala kesin bir tedavisi bulunmayan farkl
norodejeneratif ve enflamatuvar hastaliklar ile kanser tirlerinin tedavisinde terapotik
acidan degerlendirilebilecegi multidisipliner fitokimyasal ve farmakolojik ¢alismalara

oncilik edecektir.
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