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OZET

Tanacetum cinsi diinyada 161 sayida tiirle, iilkemizde 26’ s1 endemik olmak iizere 47 sayida
tirle temsil edilmektedir. Tanacetum parthenium’ dan elde edilen seskiterpen lakton
yapisindaki partenolitler, 6zellikle antienflamatuvar, sitotoksik etki gibi bir¢ok farmakolojik
aktiviteye sahiptirler. Ayrica Tanacetum tiirlerinden elde edilen flavonoit ve seskiterpenlerin,
kardiyovaskiiler sistem iizerine etkisinin yaninda, antiiilser, antimikrobiyal, antikoagiilan ve
antifibrinolitik gibi farkli sayida farmakolojik olarak kanitlanmis etkileri bulunmaktadir. Bu
nedenlerle terpenik ve fenolik yapidaki potansiyel ilag adayr molekiillerin Tanacetum nitens
tiiriinden izolasyonunun yapilmasi planlanmistir. Caligsma sonunda, secilen bitkiden ilag aday1
saf bilesiklerin izolasyonu tamamlanmig ve 'H-NMR, ¥*C-NMR, 2D-NMR, MS teknikleri

kullanilarak spektroskopik 6l¢iimleri yapilmistir.



ABSTRACT

In this study, pharmacognostical investigations have been carried out on Tanacetum nitens,
belonging to Tanacetum genus, represented by 161 species on worldwide and 47 species in
Turkish flora. SLS compounds derived from T. partheneum have various activities including
antiinflammatory and cytotoxic activities. Flavonoids and SLS have also cardiovascular,
antiulserogenic, antimicrobial, anticoagulant and antifibrinolitic effects.

The aerial parts of the plant material were extracted with methanol. MeOH extract was
suspanded with water and was subjected to partition with hexane, diethyl ether,
dichloromethane, and n- butanol respectively. Terpenic compounds were isolated from T.
nitens using various chromatographic methods. The structure determination of the compounds
achieved by spectral methods such as *H-NMR, *C-NMR, 2D-NMR, MS.

Keywords: Tanacetum nitens, Asteraceae, Terpenes
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1. GIRIS

Bitkiler iizerinde yapilan aragtirmalarda bitkilerin, ekosistemle olan iligkisinde, cevresel
kosullara uyumunda, savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini siirdiirme gibi 6nemli
olaylarda gesitli avantajlar saglayan, sekonder metabolit olarak tanimlanan kimyasal maddeler
icerdikleri saptanmustir. Bitkilerin yapilarinda bulunan bu sekonder metabolitlerin ¢ogu bir
bitki cinsine ve hatta bazen tek bir bitki tiiriine 6zgiidiir. Cok biiylik yapisal ¢esitlilige sahip
olan sekonder metabolitler, bitkide seconder metabolizma yollarinin ara {iriinlerinden, 6zel
metabolik yollarla tiretilmektedirler. Sekonder metabolitler iizerinde yapilan arastirmalarda bu
bileGiklerin bitkiler tarafindan ¢ok az miktarlarda tiretildigi Saptanmigtir. Buna karsilik basta
tip ve gida sektorii olmak {izere bir¢ok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmalari
(farmasdtikler, gida katki maddeleri, tatlandiricilar, boyalar, koku vericiler, yapistiricilar,
insektisitler, pestisitler vb.) nedeniyle bu metabolitlere duyulan gereksinim giderek artmakta
ve bunun sonucunda da ekonomik olarak 6nem kazanmaktadirlar.

Tanacetum tiirleri bagirsak solucanlarini diisiiriicii, romatizmal agrilara, atese, kasintili deri
hastaliklarina ve migrene kars1 etkilerinden dolay1 yiizyillardir Anadolu’ da halk ilaci olarak
kullanilmaktadir. Tanacetum tiirlerinin farkli etkilerinden dolayr bu tiir iizerinde yapilan
kimyasal ¢aligmalar artmistir. Yapilan ¢aligmalarda biyoaktif 6zellikler gésteren bir¢ok yeni
bilesik belirlenmistir. Belirlenen bu bilesikler antimigren, antiiilser, antimikrobiyal,
antispazmodik, alerjen, antihelmintik, antienflamatuvar, antikoagiilan, antifibrinolitik,
karminatif, sitotoksik, insektisit etkiler gibi ¢ok cesitli biyolojik aktiviteler gostermistir. Bu
calismada, Tirkiye’ ye endemik bir tiir olan Tanacetum nitens bitkisinin kimyasal igerigini

belirlemek i¢in ¢esitli kromatografik ve spektroskopik metodlar kullanilmigtir.



2. GENEL BILGILER

Tanacetum cinsi diinyada 200 sayida tiirle, iilkemizde 26’ s1 endemik olmak iizere 47
sayida tirle temsil edilmektedir. Tanacetum L. cinsi Spermatophyta bdliimiiniin
Angiospermae altboliimii, Dicotyledonae sinifi, Sympetalac alt smnifi, Asterales takimi,
Asteraceae familyasi igerisinde, Anthemideae tribusunda yer almaktadir. Tanacetum cinsi,
kiiciik, orta biiyiikliikte veya uzun, c¢ok yillik bitkiler, genellikle rizomlu bazen yarigali
formunda olan bitkilerdir (1). Tanacetum’ larin en 6nemli etken maddelerini terpenoitler,
alkaloitler, fenolik ve poliasetilenler olusturmaktadir (2). Tanacetum ekstrelerinin ana
bilesenlerini seskiterpen laktonlar olusturmaktadir. Seskiterpen laktonlar, mevcut sekonder
metabolitler arasinda en yaygin, biyolojik olarak en 6nemli siniflarindan biridir ve bu nedenle
birgok c¢aligmaya tabi tutulmustur. Seskiterpen laktonlar sitotoksik (3,4) ve antienflamatuar (5)
etkileri bulunan bilesiklerdir. Tanacetum tiirlerinde yogun olarak germakran tip seskiterpenler;
germakren D, izohumulen, tanaseten, tanasetol A, tanasetol B, tanasetolik asit gibi
seskiterpenler  bulunmaktadir.  Flavonoitlere Tanacetum tiirlerinde  oldukga sik
rastlanmaktadir. Flavnonoitler bitkide flavonlar, flavonoller ve flavononlar halinde
bulunmaktadir. Tanacetum tiirlerinde bulunan flavonlarin g¢ogunu apigenin, diosmetin,
jaseosidin, krizoeriyol, luteolin, salvigenin olusturur. Flavonoller; aksillarin, artemetin,
ermanin, kemferol, izoramnetin, Kkersetin, tanetin, tomentin, Flavononlar1 ise;
homoeriyodiktiyol ve naringenin olusturmaktadir (6). Tanacetum tiirleri yiizyillardir halk ilact
olarak farkli amaglarda kullanilmaktadirlar. Bu tiirlerden; Tanacetum parthenium adet
diizenleyici ve ates diisiiriicii olarak kullaniminin yani sira, bas agrisi, kulak ¢inlamasi ve bas
donmesine ve dogumlarda karsilasilan giicliiklere karsi kullanilmaktadir (7). Yapilan bazi
kimyasal, klinik ve biyolojik ¢aligsmalar sonucunda bu bitkinin antimigren, anti-enflamatuar,
antitiimor, anti-lilser, antimikrobiyal, insektisit 6zellikler gosterdigi ortaya konulmustur (8).

Tanacetum tiirleri ile yapilan bazi c¢alismalar bu bitkilerin ugucu yaginin
antimikrobiyal etkisi oldugunu géstermistir (9,10) T. parthenium bitkisinin yaprak ve
tohumlarindan elde edilen partenlitin gram pozitif bakterilere, maya ve flamentli mantarlara
kars1 etkili oldugu (11-13), Tanacetum argyrophyllum var. argyrophyllum’ dan izole edilen
seskiterpen laktonlar (tanargyrolide, tabulin) Staphylococcus aureus ve E.coli iizerinde
bakterisidal etki gosterdigi belirtilmistir (14).

Tanacetum tiirlerinin antienflamatuar aktivitesinden seskiterpen laktonlar, flavonoitler

ve ugucu yaglar sorumludur (15).



Bunlarin yani sira gesitli Tanacetum tiirlerinin antioksidan, epileptojenik, herbisit ve
antihelmentik aktiviteye sahip oldugu ve kardiyovaskiiler sistem {tizerinde etkili oldugu

gosterilmistir (15-19).



3. DENEYSEL KISIM
3.1. Fitokimyasal Calismalar

3.1.1. Bitkisel Materyal

Tanacetum nitens bitkisi Temmuz 2012’de Erzincan Kesis dagi Tekg¢am bolgesi
steplik araziden, 2100 m yiikseklikten toplanmustir.

Calismalarimizda, bitkilerin golgede kurutulmus ¢icekli toprak {istli kisimlari
kullanilmustir.
3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler

Kimyasal Kati Maddeler: Vanilin (Merck),

Solvanlar: Aseton, Diklorometan, Etilasetat, Kloroform, Metanol, n-Butanol, n-
hekzan, Petrol Eteri, Siilfiirik asit, Toluen (Merck, Carlo Erba)

Adsorbanlar: Kromatografik caligmalarda kullanilan adsorbanlar Tablo 3. 1’ de
verilmistir.

Tablo 3.1. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar

Yontem Adsorban

ITK Normal faz silika jel (Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 Fs4
0,2 mm, Merck 5554)
Ters faz silika jel (Hazir aluminyum plak, RP-18, 0,2 mm,
Merck 5559)

KK Normal faz silika jel (Kieselgel 60, 0,063-0,2 mm, Merck
7734)
Sephadex (LH-20, Fluka)

Prep. HPLC Ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 40-63 um, Merck)

HPLC Ters faz silika jel (Teknokroma C18 analitik kolon (250 x 4.6




mm, partikiil gap1 5 pm))

Revelator: Vanilin / HySO, (Vanilin’® in derigik siilfirik asit igindeki % 1°lik

¢oOzeltisi). Piiskiirtmeden sonra 110°C’ de birkag¢ dakika 1sitilir.

Solvan Sistemleri: Kromatografik calismalarda kullanilan solvan sistemleri Tablo

3.2.”de verilmistir.

Tablo 3.2. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan solvan sistemleri

Solvan Sistemi

Kromatografik Yontem

Aseton

CHCl;

CHCl3- EtOAc (97 : 3—90 : 10)
CHCl5- MeOH (98 : 2)

CHCI3 - MeOH-H,0 (80: 20: 2)
CHCI3 - MeOH-H,0 (70 :30: 3)
CHCI3 - MeOH-H,0 (61:32:7)
CHCl3- MeOH (100 : 0 — 0 : 100)
CH,CI,

CH,Cl; - EtOAc (95:5 — 90 : 10)
EtOAC

MeOH

MeOH-H,0 (0 : 100 — 100 : 0)
Toluen

Toluen - CH.CI, (1: 1)

SK

SK

ITK, SK
ITK, SK
ITK, SK
ITK, SK
ITK, SK
SK

SK

ITK, SK
SK

SFK, SK
Prep. HPLC, TF-ITK
SK

SK




ITK: Normal faz silika jel ince tabaka kromatografisi, Prep. HPLC: Preparatif yiiksek
basingli sivi kromatografisi, SK: Silika jel kolon kromatografisi, SFK: Sephadex LH-20

kolon kromatografisi, TF-ITK: Ters faz silika jel ince tabaka kromatografisi

Aletler:
IR Spektrofotometresi : Mattson 1000 FT-IR
UV Spektrofotometresi : Agilent 8453
Kiitle Spektrometresi : Agilent 5973 EI-MS
NMR Spektrometresi : Varian Mercury Plus 400 MHz
Liyofilizator : Virtis Freezemobile 6
Rotavapor - Biichi
UV Lambasi : Camag (Tip: 29000)
Kromatografi Tanki : Camag (cam kiivet, 22 x 23 x 8 cm)

3.1.3. Kromatografik Yontemler

ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi ¢aligmalarinda toplanan fraksiyonlarin izlenmesinde ve
bilesiklerin sahit maddeler ile karsilagtirilmasinda, normal faz ve ters faz silika jel kapli hazir

aluminyum plaklar kullanilmistir.

Numune Tatbiki: Numuneler bir pastor pipeti yardimiyla, plagin alt ucunun 1 cm
yukarisindan ve 0,6 cm araliklarla tatbik edilmistir. Kromatografi tankina konulan plaklar 7 -

10 cm mesafe boyunca siiriiklenmistir.

Acik Kolon Kromatografisi




Calismalarimizda adsorban olarak on fraksiyonlama igin silika jel, saflastirma igin
silika jel ve Sephadex LH-20 kullanilmis olan agik kolon kromatografisi yonteminden
yararlanilmistir. Fraksiyonlar 6n fraksiyonlamada 100’ er ml, saflastirilma asamalarinda ise 5
- 10 ml toplanmis ve kontrolleri ITK ile yapilmistir. Ayn1 Rf degerine sahip olan ve
revelasyon sonucunda benzer goriinen fraksiyonlar bir araya toplanmistir.

Kolonun Hazirlanmasi
Normal faz silika jel kolon kromatografisi (SK):

Istenilen miktarda tartilan silika jel yeterli miktarda solvan sistemi ile siispansiyon
haline getirilmistir ve karisim alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona aktarilmistir.
Kolondan yeterli miktarda solvan sistemi gecirilerek adsorbanin yerlesmesi saglanmistir.
Adsorban {izerinde 2 - 3 mm solvan kalincaya kadar beklenmis ve solvan sisteminde

¢Oziilmiis olan numune kolona tatbik edilmistir.

Sephadex LH-20 kolon kromatografisi (SFK):

Istenilen miktarda tartilan Sephadex LH-20, yeterli miktarda metanol ile
karistirilmistir. Karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona doldurulmus ve
adsorban tamamen yerlesinceye kadar kolondan metanol gecirilmistir. Adsorbanin tizerinde 1

- 2 mm solvan kalinca MeOH’da ¢6ziilen numune kolona tatbik edilmistir.
Kolon Kromatografisi icin Numune Tatbiki

Coziicii yardim ile tatbik: Numune yeterli miktarda solvan/solvan sistemi iginde
tamam1 c¢oziildiikten sonra, bir pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik edilmistir. Kolon
muslugu agilarak numune adsorbana emdirilmistir. Kolonun iizerine, adsorban ylizeyinin
bozulmasimi engellemek i¢in pamuk yerlestirilmis ve kolona yeterli miktarda solvan sistemi

eklenerek eliisyona baglanmaistir.



3.1.4. Ekstraksiyon ve Fraksiyonlama Calismalari

Golgede kurutulmus, toz edilmis bitkisel materyal (250 g) 2,5 L MeOH ile 37 °C’ de 8
saat siireyle 3 defa ekstre edilmistir. Ekstreler sicakken slizge¢ kagidindan siiziilmiis ve
stizlintiiler birlestirilmistir. Birlestirilen siiziintiiler, rotavaporda, diisiik 1sida ve algak basi¢
altinda kuruluga kadar yogunlastiritlmistir (MeOH ekstresi, 33 g, % 13,2).

Ham metanol ekstresi 250 mL suda ¢oziildiikten sonra bir ayirma hunisine alinmis,
sirasiyla PE (4 x 250 mL) ve n-BuOH (4 x 250 mL) ile ekstre edilmistir. PE ve n-BuOH
ekstreleri birlestirilerek rotavaporda, 40 °C’de ve algcak basing altinda kuruluga kadar
ugurulmus ve liyofilize edilmistir (n-BuOH ekstresi, 9 g, % 3,6; PE Ekstresi 4,1 g %1,64).

9 g n-BuOH ekstresi, suyla ¢oziilerek PA kolona tatbik edilmistir. Eliisyonda solvan
sistemi olarak H,O:MeOH’ 1n 100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 oranlarda karisimi
kullanilmistir. Kolondan 250’er mL toplanan fraksiyonlar ITK ile kontrol edilerek 5 ana
fraksiyonda (Fr. 1-5) toplanmis ve yogunlastirilmislardir (Fr. 1: 500 mg, Fr. 2: 600 g, Fr. 3:
200 mg, Fr. 4: 400 mg, Fr. 5: 4,2 g).

Fraksiyonlarm ITK’ larma bakilarak bitkide terpenik ozellikteki maddelerin varlig
diistiniilmiistiir. Farkli kromatografik metodlar kullanilarak major maddelerin saflagtirilmasi
gerceklestirilmistir. izole edilen bilesiklerin yapilart NMR spektroskopisi kullanilarak

aydinlatilmigtir.



4. BULGULAR

4.1. Kromatografik Calismalar

Gergeklestirilen kromatografik analizler sonucunda ekstreler ITK profillereine gore
fraksiyonlanmistir. Fraksiyonlarin igerikleri hakkinda gesitli solvan sistemlerinde yiiriitiilen
ITK plaklarina vanilin siilfiirik asit piiskiirtiildiikten sonra olusan renkler gdz dniinde tutularak
bir 6n bilgi edinilmistir.

4.2. izolasyon ve yap1 tayin ¢calismalari

ITK analizlerinde pembe-mor-viyole renklerin yogun oldugu fraksiyonlara dncelik verilerek
calisiimis; bu fraksiyonlardan madde izoalsyonu gergeklestirilmistir. Izole edilen maddelerin

cesitli spektral analzileri gergeklestirilmis ve bu maddelerin seskiterpen lakton iskeletine sahip

olduklar1 anlasilmistir.
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5. TARTISMA & .SONUC

Golgede kurutulmus, toz edilmis T. nitens’ in MeOH ekstresi hazirlandiktan sonra
sirastyla PE ve n-BuOH ile partisyon gergeklestirilmistir. PE ve n-BuOH ekstreleri
birlestirilerek rotavaporda, 40 °C’de ve algak basing altinda kuruluga kadar ugurulmus ve
liyofilize edilmistir (n-BuOH ekstresi, 9 g, % 3,6; PE Ekstresi 4,1 g %1,64).

9 g n-BUOH ekstresi fenolik fenolik olmayan bilesik ayrimini yapmak i¢in suyla
¢oziilerek PA kolona tatbik edilmistir. Eliisyonda solvan sistemi olarak H,O:MeOH’ 1n 100:0,
75:25, 50:50, 25:75, 0:100 oranlarda karisimi kullanilmistir. Kolondan 250°er mL toplanan
fraksiyonlar ITK ile kontrol edilerek 5 ana fraksiyonda (Fr. 1-5) toplanmis ve
yogunlastirilmiglardir (Fr. 1: 500 mg, Fr. 2: 600 g, Fr. 3: 200 mg, Fr. 4: 400 mg, Fr. 5: 4,2 g).
Fraksiyonlarmn ITK’ larmma bakilarak bitkide terpenik ozellikteki maddelerin varlig
diisiiniilmistiir. Farkli kromatografik metodlar kullanilarak major maddelerin saflastiriimasi
gerceklestirilmistir. Izole edilen bilesiklerin yapilari NMR spektroskopisi kullanilarak
aydinlatilmistir. ITK analizlerinde pembe-mor-viyole renklerin yogun oldugu fraksiyonlara
oncelik verilerek galisilmis; bu fraksiyonlardan madde izoalsyonu gergeklestirilmistir. izole
edilen maddelerin cesitli spektral analzileri gergeklestirilmis ve bu maddelerin seskiterpen

lakton iskeletine sahip olduklari anlagilmistir.
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