T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FARMAKOGNOZIi ANABILIMDALI

TANACETUM ZAHLBRUCKNERI (NAB.) GRIERSON
BIiTKIiSi UZERINE FARMAKOGNOZIK
ARASTIRMALAR

Hazirlayan 5
Bio. Duygu EROGLU

Danisman ) )
Yrd. Do¢. Dr. Perihan GURBUZ

Yrd. Damisman 5
Yrd. Dog. Dr. S. Dilem DOGAN

Yiiksek Lisans Tezi

Nisan 2016
KAYSERI






T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FARMAKOGNOZIi ANABILIMDALI

TANACETUM ZAHLBRUCKNERI (NAB.) GRIERSON
BIiTKIiSi UZERINE FARMAKOGNOZIiK
ARASTIRMALAR

Hazirlayan
Bio. Duygu EROGLU

Danisman ) )
Yrd. Do¢. Dr. Perihan GURBUZ

Yrd. Damisman
Yrd. Dog¢. Dr. S. Dilem DOGAN

Yiiksek Lisans Tezi

Bu cahisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
TYL-2014-5558 nolu proje ile desteklenmistir.

Nisan 2016
KAYSERI



BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu ¢alismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davraniglarin gerektirdigi gibi, bu
calismanin Ozlinde olmayan tiim materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimi ve
referans gosterdigimi belirtirim.

Adi-Soyad: Bio. Duygu EROGLU

Imza:



YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“Tanacetum zahlbruckneri (N4b.) Grierson Bitkisi Uzerine Farmakognozik Arastirmalar”
adli Yiiksek Lisanstezi, Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma

Yonergesi’ne uygun olarak hazirlanmistir.

Tezi Hazirlayan Danisman
Bio. Duygu EROGLU Yrd. Dog¢ Dr. Perihan GURBUZ
Imza imza

Yardimci Damisman
Yrd. Dog Dr. S. Dilem DOGAN

Imza

Farmakognozi Anabilim Dah Baskam

Prof. Dr. Miiberra KOSAR

imza



Yrd. Dog. Dr. Perihan GURBUZ ve Yrd. Dog. Dr. S. Dilem Dogan danismanliginda
Bio. Duygu EROGLU tarafindan hazirlanan ‘Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson
Bitkisi Uzerine Farmakognozik Arastirmalar’® adli bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan
Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmakognozi Anabilim Dali Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

..... /..../2016
JURI imza
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Perihan GURBUZ (Farmakognozi ABD)
Uye : Prof. Dr. Miiberra KOSAR (Farmakognozi ABD)
Uye :Yrd. Dog. Dr. Giilin RENDA (Farmakognozi ABD)
ONAY
Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun ...../...../..... tarth ve ........ sayil1 karar ile
onaylanmuistir.
ceend 12016

Enstitii Miidiirii
Prof. Dr. Aykut Ozdarendeli



TESEKKUR

Egitimim ve tez caligmam siiresince bana bilgi ve deneyimleri ile yardimci olan, sabrint ve
hosgoriisiinii eksik etmeyen tez damigmanlarim Yrd. Dog. Dr. Perihan GURBUZ veYrd. Dog.
Dr. S. Dilem DOGAN’a,

Destegini hicbir zaman esirgemeyen, degerli vaktini bana ayirip her zaman yardimci olan
Farmakognozi Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Miiberra KOSAR’a,

Laboratuvar ¢aligmalarimda benden yardimlarini esirgemeyen, yol gosteren ve destegini hep
arkamda hissettigim hocam Yrd. Dog. Dr. Gok¢e SEKER KARATOPRAK’a

Maddelerin UV spektrumlarmin ¢ekilmesinde yardimei olan Yrd. Dog. Dr. Cigdem YUCEL’e,
Bitkilerin toplanmasini ve teshisini gergeklestiren Yrd. Dog. Dr. M. Yavuz PAKSOY’a,

Manevi destegini esirgemeyen ve her zaman yanimda olan laboratuvar c¢alismalarinda
desteklerini gordiigiim arkadaslarim Og. Gér. Leyla PASAYEVA, Ars. Gor. Esra KONGUL’e
Tezin yazim asamasinda yardimlarmi esirgemeyen arkadaslarrm Og. Gor. Hanifa
FATULLAYEV, Ars. Gor. Meryem TASCI, Ecz. Meltem TANBAY, Bio. Neslihan GOKSEN,
Ars. Gor. Elgin OZGER, Ars. Gor. Kiibra UZUN, Ars. Gor. Furkan KONCA, Ars. Gor. Sedat
UNAL’a,

Tez calismanu TYL-2014-5558 kodlu proje ile finansal olarak destekleyen Erciyes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne,

Her zaman yanimda olan maddi ve manevi her tiirlii desteklerini benden higbir zaman
esirgemeyen anneme, babama, kardeslerime

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Duygu Eroglu



Vi

TANACETUM ZAHLBRUCKNERI (NAB.) GRIERSON BIiTKiSi UZERINE
FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR
Duygu EROGLU
Erciyes Universitesi, Saghk BilimLeri Enstitiisii
Farmakognozi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Program
Yiiksek Lisans Tezi, Nisan 2016
Damismanlar: Yrd. Dog. Dr. Perihan GURBUZ
Yrd. Do¢.Dr. S. Dilem DOGAN

OZET

Bu c¢aligmada diinya iizerinde 161, Tiirkiye florasinda 47 tiirle temsil edilen Tanacetum
cinsine ait Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson bitkisi lizerinde Farmakognozik
arastirmalar gergeklestirilmistir. Bitkinin toprakiistii kisimlari metanol ile ekstre
edilmistir. Hazirlanan metanol ekstresinin 6nce toplam fenol, flavonoit ve flavonol
miktarlar1 analiz edilmistir. Daha sonra metanol ekstresi su ile slispande edilerek sirasi
ile n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve n- butanol ile partisyona tabi tutulmustur. n-
BuOH ekstresinden, bir fenolik asit (klorojenik asit= TZ-1), bir flavonoit glikoziti
(rutin= TZ-2) ve bir primer metabolit olan conduritol F (TZ-3) olmak {izere {i¢ bilesik
izole edilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilari spektroskopik yontemler (UV, IR, 'H-
NMR, C-NMR, 2D-NMR, MS) kullanilarak aydmlatilmistir. T. zahlbruckneri’nin
metanol ekstresi ve izole edilen bilesiklerin kalitatif ve kantitatif saflik analizleri ters faz
Yiiksek Basincli S1ivi Kromatografisi (YBSK) ile yapilmistir. Klorojenik asit ve rutinin
ekstredeki miktarlar1 hesaplanmistir. Metanol ekstresi ve izole edilen saf bilesiklerin
antioksidan aktivitelerini tammlamak igin 1,1-difenil-2-pikrihidrazil (DPPH®) radikali,
[S-karoten-linoleik asitle oksidasyon ve 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik
asit) (ABTS') radikal siipiiriicii etki yontemleri kullanilmistir. Klorojenik asitin

aktivitesi, rutin ve ekstrelerden daha yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tanacetum zahlbruckneri, Asteraceae, Flavonoit, NMR, YBSK,
DPPH® ABTS"™
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RESEARCHS PHARMACOGNOSIC ON TANACETUM ZAHLBRUCKNERI
(NAB.) GRIERSON
Duygu EROGLU
Erciyes University, Graduate Institute of Health Science
Department of Pharmacognosy
MS Thesis, April 2016
Advisors: Asist. Prof. Dr. Perihan GURBUZ
Asist. Prof. Dr. S. Dilem DOGAN
ABSTRACT

In this study, pharmacognostical investigations have been carried out on Tanacetum
zahlbruckneri, belonging to Tanacetum genus, represented by 161 species on worldwide
and 47 species in Turkish flora. The aerial parts of the plant material were extracted
with methanol. Total phenol, flavonoid and flavonol amounts of methanol extract were
investigated. After that MeOH extract was suspanded with water and was subjected to
partition with hexane, diethyl ether, dichloromethane, and n- butanol respectively. Three
compounds including one phenolic compound (chlorogenic acid=TZ-1), one flavonoid
(Rutin= TZ-2), and one primer metabolite (conduritol F=TZ-3) were isolated from n-
butanol exract of T. zahlbruckneri using various chromatographic methods. The
structure determination of the compounds achieved by spectral methods such as*H-
NMR, BC-NMR, 2D-NMR, MS. Qualitative-quantitative compositional analyses and
purity data of MeOH extract and isolated pure compounds of T. zahlbruckneri were
performed with reversed-phase High Pressure Liquid Chromatography (HPLC).The
amounts of isolated chlorogenic acid and rutin in the MeOH extract were calculated. To
determine the antioxidant activity of the MeOH extract and isolated pure compounds,
1,1-diphenyl-2-picrilhydrazyl (DPPH®) and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS™) radical scavenging effect, oxidation with p-carotene-linoleic
acid effects were used. The activity of chlorogenic acid was found to be higher than
rutin and extracts.

Keywords: Tanacetum zahlbruckneri, Asteraceae, flavonoids, NMR, HPLC, DPPH®,
ABTS™
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1. GIRIS VE AMAC

Dogal bilesikler, canli organizmalardan ¢esitli fiziksel, biyolojik ve kimyasal yontemler
kullanilarak elde edilen organik maddelerdir. Temel kaynaklar1 arasinda bitkiler, deniz
canlilari, mikroorganizmalar ve diger bazi hayvansal organizmalar en 6nemli yeri
almaktadir. Cesitli tekniklerle bu canlilarin tiretmis olduklar1 organik maddeler izole
edilmekte, yapilart aydinlatilmakta ve farkli amaglara yonelik olarak kullanilmaktadir.

Bilimin ilerlemesi ve eczacilik tekniklerine bagli olarak 19. ve 20. yiizyillarda bitkilerin
tedavi edici etken maddelerinin saflastirilmasi saglanmis ve bunlarin ¢ogu sentetik
yollarla elde edilmistir. Son zamanlarda sentetik ilaclarda meydana gelebilen ciddi yan
etkilerin yol agtig1 tibbi ve ekonomik sorunlar ve sanayilesmis {iilkelerdeki c¢evre
kirliliginin arttirdig1 ekolojik kirlilikler, tedavileri heniiz miimkiin olmayan pek cok
hastaligin olusturdugu tehdit, dogal olmasi1 ve yan etkilere yol agmadig: diisiincesi gibi

pek cok faktore bagl olarak bitkilerle tedavi tekrar popiiler hale gelmeye baslamistir.

Bu ¢alismada diinya genelinde insektisit, balsam, boya, kozmetik endiistrisinde dneme
sahip Tanacetum tiirlerinden biri olan ve iilkemizde endemik olarak yetisen Tanacetum
zahlbruckneri bitkisi iizerinde Farmakognozik arastirmalar yapilmasi planlanmustir.
Tanacetum cinsi Diinyada 161, Tiirkiye’de ise dogal olarak yetisen 47 tiirle temsil
edilmektedir (1, 2). Tanacetum tiirleri halk arasinda, kuvvet verici, istah agici, kurt
diisiiriicti, idrar arttirici, gaz soktiiriicli, midevi ve safra kesesi taslarini diisiiriicti olarak

kullanimaktadir (3). Ayrica, artritte, emanogog (4) ve kolagog olarak kullanilmaktadir

).



Tanacetum tiirleri iizerinde yapilan ¢ok sayida farmakolojik ¢alismayla bu tiirlerin bagta
migren tedavisinde olmak iizere, antitiimor, antienflamatuvar (6), antihistaminik,
antimikrobiyal, antifungal, insektisit (7), sitotoksik (8), antiprotozoal, antihelmintik (9,
10), antiiilser (11) gibi birgok etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Yapilan literatiir taramasinda teze konu olan T. zahlbruckneri’ nin halk arasinda

kullanilisina rastlanmamustir.

Tanacetum tiirleri seskiterpenlakton (germakranolit, ddesmanolit, gayanolit) flavonoit
ve ugucu yag bakimindan zengindir. Ayrica nadiren de olsa, kumarin tiirevi maddeler ve
fenolik asitleri igermektedir (12-15). T. zahlbruckneri tizerinde bugiine kadar ugucu yag

calismasi disinda yapilmis ayrintili izolasyon ve aktivite ¢calismalar1 bulunmamaktadir.

Tez ¢alismamizda:

1. Bitkinin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan MeOH ekstresinin spektral yontemlerle
toplam fenol, flavonoit, flavonol iceriklerinin belirlenmesi,

2. MeOH ekstresinden hazirlanan n-BuOH ekstresinden kromatografik caligsmalarla,
sekonder metabolitlerin izolasyonu,

3. izole edilen bilesiklerin yapilarinin spektroskopik (UV, IR, *H-NMR, BC-NMR, 2D-
NMR, Kiitle spektrometresi) yontemlerle aydinlatilmasi ve yapist aydinlatilan
bilesiklerin, MeOH ekstresindeki miktar tayinlerin gergeklestirilerek, ekstre ve saf

maddelerin aktivitelerinin tayini amag¢lanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BOTANIK BILGILER
2.1.1. Asteraceae Familyas1

Asteraceae (Compositae) familyasi, yaklagik 23.000 tiirle, diinyada en fazla tiiriiolan
familyadir. Asteraceae familyasi, yurdumuzda Asteroideae (Tubuliflorae) ve
Cichorioidae (Liguliflorae) isimli iki alt familya ile temsil edilir ve Tanacetum L. cinsi

Asteroideae alt familyasina girmektedir.

Asteraceae familyasina ait Tanacetum L. cinsi yeryiiziinde kuzey yarim kiirede yayilig
gostermekte olup, Tiirkiye’de Dogu Anadolu basta olmak iizere, i¢ ve Giiney
Anadolu’da oldukca genis yayilis gostermektedir. Ulkemizde 19°u endemik olmak
tizere 47 tiir ile dogal yayilis gostermektedir (1).

Familya bitkileri tek, iki veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Bazen ¢ali formundadirlar,
lateks tasiyanlart vardir. Yapraklar ya alternan ya da opozit dizilisli, ¢ogunlukla
stipulasizdir; lamina tam kenarl, disli veya degisik sekillerde parcalidir. Cigekler
nadiren tek, genellikle ¢ok sayida, sapsiz ve kapitulum durumundadir. Kapitulum
tabaninda bir ya da ¢ok sirali braktelerden olusan bir involukrum bulunur. Kapitulumlar
bazen ikincil olarak kapituluma benzer bagka (psddokapitulum) bir kapitulum
olustururlar. Reseptakulum ¢iplaktir veya palea ad1 verilen pullar ya da uzun tiiyler veya
sert killar tasir. Cigekler epigin; hermafrodit veya tek eseyli ya da sterildir; aktinomorf
veya zigomorftur. Kaliks ya ovaryumun tepesinde tiiy, sert kil, pul veya diken seklinde
(meyva halinde genisleyen) bir papus ya da pargalanmamis bir ta¢ seklindedir, bazen de
yoktur. Korolla gamopetal, tiipsii, dilsi, ipliksi veya nadiren bilabiattir, genellikle 3 veya
5 diglidir, nadiren eksiktir. Stamen (4-) 5 tane, filamentler genellikle serbesttir;
anterlerisestilus etrafinda bir silindir seklinde birlesmistir (singenezik stamenler),

nadiren serbesttir. Anterler igeriye dogru acilir. Ovaryum alt durumlu, 1-goézlii, anatrop



1-oviillidiir. Meyva aken tipinde olup tepesinde genellikle kalici veya diisiicii bir papus

tasir (16).

2.1.2 Tribus Simiflandirmasi

Asteraceae familyas1 Davistarafindan Anthemideae, Aretoteae, Astereae, Calenduleae,
Cardueae, Eupatoriae, Heliantheae, Inuleae, Mutisieae, Lactuceae ve Senecioneae

olmak tizere 11 tribusa ayrilmistir (16).

2.1.3. Anthemideae Tribusu

Cogunlukla aromatik otsu bitkiler veya calilardir. Yapraklar alternan dizilisli ve
cogunlukla pennattir. Kapitulum heterogam, radiat veya homogam, diskoiddir.
involukrum az ¢ok pulsu; involukrumu olusturan brakteler 3 ya da daha fazla siradan
olusmus ve imbrikattir, genellikle pulsu kenarlidir. Reseptakulum palea adi verilen
pullarla kapli veya ciplak. Dilsi c¢icekler sar1 veya beyaz nadiren erguvani, tiipsii
cigekler saridir. Anterler tabanda genellikle obtus. Stilus trunkat veya rotundat dallanir.
Akenler koseli, yuvarlak veya boyuna basik olup gagasizdir. Papus ¢ogunlukla yoktur
ya da korona sekline indirgenmistir. Bu tribusdaki bitkiler daha ¢ok Akdeniz g¢evresi
tilkelerde ve Giiney Afrika’da yayilis gosterir. Bircok tibbi bitkinin yer aldigi bir
tribusdur (16).



2.1.4. Tanacetum L. Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

Tanacetum taksonlar1 genellikle rizomlu, kisa veya uzun, dik veya yiikselici govdeli,
otsu bazen yar1 ¢alimsidir. Taksonlar ¢iplak veya tiiylli; tiiyler basit veya ikiye
catallanmig olabilir. Yapraklar basit, kenar1 disli, bazen pinnatifit veya 1-3 pinnatisekt
olabilir. Kapitulum heterogam veya homogam, tek veya genellikle gevsek dizilisli sik
korimbus halindedir. Involukrum yar1 kiiremsi veya can seklinde; involukrumu
olusturan brakteler imbrikat, 3-4 sirali, lanseolat veya oblong, genellikle kenarlar1 ve
tepesi zarimsidir. Cigek tablast diiz ve ciplaktir. Dilsi ¢iceklerin petalleri (=ligula)
beyaz, sar1 veya pembe, involukrumdan az ¢ok uzun 3-lopludur. Dilsi ¢i¢ekler bazen
eksiktir. Tipsii ¢igekler 5 loplu ve saridir. Akenler hemen hemen silindirik veya comak
seklinde, 5-10 boyuna oluklu ¢ogu kez salgi tiiylii veya c¢iplaktir. Korona kisa veya
eksik, genellikle kaba disli veya loplu, bazen tek tarafli ve sadece arkadaki yiizde
bulunur (16).
1. Kapitulum heterogam; kenarlarda bulunan disi ¢icekler, dilsi fakat bazen belirgin
degildirler ve nadiren tiipsii ¢igeklerden uzundurlar.

2. Disi cigekler beyaz, soluk kiikiirt saris1 veya pembemsi kirmizi, her zaman belirgin

dilsi seklinde. A Grubu

2. Disi ¢igekler parlak veya koyu sari, ligulalar bazen belirgin degil B Grubu
1. Kapitulum homogam, diskoit; disi ¢i¢ekler tamamiyla eksik. C Grubu

Bu tezde calisilan endemik T.zalhlbruckneri bu tayin anahtarinda A Grubunda yer
almaktadir (16).

2.1.5. Tanacetum zahlbruckneri (N4ab.) Grierson Bitkisinin Ozellikleri

Tanacetum zahlbruckneri 30 cm boyunda ¢ok yillik otsu bir tiirdiir. Kok yapraklar
pinnatisek; dar linear, akuminat loblu, glandular; sap yapraklar kii¢lik benzer ve sapsiz.
Kapitulumlar 8-15 cm boyundaki pedunkul iizerine genellikle 2-4 tane. involukrum 1,5
cm genisliktedir. Distaki braktelerin kenarlar1 kahverengimsi veya siyah, zarimsi olup
ovat-lanseolat sekilli, igtekiler ise seritsi-ters lanseolat ve 5-7 x 3 mm’ dir. Dilsi ¢igekler
beyaz veya yesilimsi-sari, ligula 9-15 X 5-6 mm olup tepeleri genellikle celtiklidir.
Tipsii cicekler 3 mm uzunlugundadir. Akenler kahverengi ve 2.5 mm boyunda olup
tepede 5 c¢ikintiya sahiptir. Akenin {ist ucundaki ta¢ kismi 0.2 mm uzunlugunda olup

bazen eksik ya da tamdir (17).



Yayihs

Dogu Anadolu A8 Trabzon: Erzurum, Bayburt, 1500 m,6167 B7 Erzincan: 40 km
Erzincan, 1300 m,1959:1659 B9 Bitlis: Kambos, Hiirmiiz ustiinde 2135 m, 23387 Van:
Susanis Dag1, Van’in {stiinde 2350-2400 m, 9014 C9Hakkari: Elkiyayla, Beytussabap,
2400-2550 m, 45349 C10 Hakkari: Sat Dagi, 2300-2600 m, 45513

Tip ornek : [Tiirkiye C9 Hakkari] mons Maidanoke supra pagum Hasitha (Asutka),
1700-1800 m, Nabélek 3598.

Habitat
Taglik yamaglarda, 1300-3000 m yiikseklikte yetisir (16).

2.1.6. Tacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson Tiiriiniin Bitki Sistematigindeki Yeri

Boliim: Spermatophyta

Alt Boliim: Angiospermae

Simif: Dikotiledonae

Takim: Asterales

Familya: Asteraceae (Composiate)

Alt Familya: Asteroideae (Tubuliflorae)
Tribus: Anthemideae

Cins: Tanacetum L.

Tiir: Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson



2.2. TANACETUM TURLERI UZERINDE YAPILAN CALISMALAR

Tanacetum tiirleri lizerinde bugiline kadar yapilmis olan ¢aligmalar “TanacetumTiirleri
Uzerinde Yapilmis Fitokimyasal Calismalar” ve “Tanacetum Tiirlerinin Kullanilislari

ve Biyolojik Aktiviteleri”, bagliklar1 altinda derlenerek iki boliimde verilmistir.

Bu tezde fitokimyasal calismalar basligi adi altinda Goren ve arkadaglarinin (Goren,
2002) yaptig1 derleme dikkate alinarak, bu yildan giiniimiize kadar (2002-2015) olan

calismalar derlenerek sunulmustur.

2.2.1. Tanacetum Tiirleri Uzerinde Fitokimyasal Calismalar

Tanacetum tiirleri lizerinde yapilmis olan fitokimyasal caligmalar sonucunda elde
edilmis olan bilesikler, kimyasal yapilarima goére siniflandirilmis; fenolik bilesikler,
(flavonoitler ve fenolik asitler), terpenler (monoterpen, seskiterpen, triterpen) ve
seskiterpenlaktonlar (germakranolitler, gayanolitler, 6desmanolitler), basliklar1 altinda

toplanmustir.

2.2.1.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoitler olmak {izere iki ana baglikta

incelenmektedir.

2.2.1.1 1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler; hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak tizere iki

grupta incelenirler.

Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmazlar. Karboksil gruplar
karbohidratlar, glikozitler, aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve
alkollerle fenol esterler, amino bilesikleri ile de amitleri olustururlar.

Fenolik asitlerin, fenol halkasina bagli hidroksil gruplari da ¢ok aktif olup, sekerlerle

birleserek glikozitleri olustururlar.



Tablo 2.1. Hidroksisinnamik ve Hidroksibenzoik Asitler

Hidroksisinnamik asitler Hidroksibenzoik asitler
Q COOH
X oH
OH
Ferulik asit, Gallik asit
Kafeik asit, Vanilik asit
o-Kumarik asit

4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit, 3,4-dimetoksibenzoik asit ve 4-hidroksi asetofenon

fenolik asitleri T. sinaicum’dan izole edilmistir (18).

2.2.1.1.2. Flavonoitler

Flavonoitler fenilalaninden tiirevlenir ve fenolik bilesiklerin en biylk sinifim

olustururlar. Yani iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil

propan (Ce-C3-Cs) yapisindaki fenolik bilesiklerdir.

Kimyasal bakimdan flavonoitler 2—fenilbenzopiran yapisi1 gostermektedirler (Sekil 2.1)

(19).

Benzoil

FR = S S

(0]
1
1
1
1
1
1

Sinnamoil

Sekil 2.1. Flavonoitlerin Benzoil (A) ve Sinnamoil (B) Halkasi




Flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, heterohalka ise C ile gosterilmektedir. A
ve C halkalarindaki (benzopiran cekirdeginde) karbon atomlari oksijen atomundan
baslayarak numaralandirilirken, B halkasindaki atomlar ise () rakamlarla

numaralandirilmaktadir.

Flavonoitlerin Biyosentezi

Bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda yer alan flavonoitler, fotosentez sonucu

meydana gelen karbonhidrat, aminoasit gibi primer metabolitlerden olusmaktadirlar

(Sekil2.2) (20).

Flavonoitlerin biyosentez arastirmalar1 sonucunda elde edilen verilere gore, fenilalanin
gibi aminoasitlerin enzimatik deaminasyonundan olusan sinnamik asit tiirevlerinin,
asetil CoA ile kondensasyonundan ya da malonil CoA kondenzasyonundan olustuklari

tespit edilmistir (21).

Malonil koenzim A’dan gelen kisim benzoil (A) halkasini olustururken, sinnamik

asitten gelen kisim da sinnamoil (B) halkasini meydana getirmektedir (Sekil 2.2).

Flavonoitlerin biyosentezi sirasinda kalkon/flavon izomerizasyonu, oksidasyonu,
cevrilme, alkilasyon ve glikozillenme gibi pek cok ara reaksiyonlar da meydana

gelmektedir.



HOOC NH,
fenilalanin

i PAL (fenilalanin amonyak liyaz)

Sinnamik asit
HOOC

C4H (Sinnamat-4- Hidroksilaz)

— Hidroksi sinnamik asit

p-hidroksi sinnamik asit

4CL (4- Kumaril:CoA-ligaz)

OH
> Iignanl_ar, Iign_inler,
kumarinler, stilbenler

CoASOC

1, CHS (Kalkon Sentaz)

C—SCoA
g 3 Malonil CoA

10



11

Naringenin

OH o

R,

OH

HO.

OH

Kamferol Ri: H
Kersetin R: OH

OH o

Sekil 2.2. Flavonoitlerin Biyosentezi (21)

Flavonoitler farkl iskelet yapilarina gore flavon, flavonol, flavonon, izoflavon, kalkon,
ksanton ve biflavonillerolmak iizere 7 gruba ayrilmiglardir. Bu gruplardan dogadaen

yaygin olarak bulunanlar, flavonlar ve flavonollerdir.
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1) Flavonlar
Tablo 2.2. Baz1 Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Flavonlar
Ry
Ry
Ry
Bilesik Rl R2 R3 R4 R5 Tiir Kaynak
Apigenin H OH H H OH T. parthenium, T. (22, 23),
vulgare var.
boreale, (24)
T.microphllum
Asasetin H OCHj; H H OH T. vulgare (5)
Luteolin OH OH H H OH T. parthenium, (22, 23)
T.vulgare var.
boreale
6- hidroksiluteolin  OCH3;  OCHj3 H OCH; OH T. chilliophyllum (25)
6,34 trimetil eter var.
chilliophyllum
Hispidulin H OH H OCHj3 OH T. vurgale var. (23)
boreale
Jaseosidin H OH OCHj; OCHjs OH T. vulgare var. (23)
boreale
Krizoeriyol OCHg3; OH H H OH T. parthenium (24)
Pektolinarigenin H OCH; H OCH; OH T. vulgare var. (23)
boreale
Nepetin H OH OH OCH; OH T. vulgare var. (23)
boreale
Tilianin H OCH; H H O-glu T. vulgare (5)
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if) Flavonoller
Tablo 2.3. Bazi Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Flavonoller
Ry
Blleslk Rl Rz R3 R4 R5 Tur Kaynak
Aksillarin OH OH OCHj,4 OCHj; OH T. vulgare var. (23)
boreale
Ermanin H OCH; OCHs; H OH T.microphyllum (24)
Jaseidin OCH3; OH OCH3; OCH3; OH T. parthenium, T. (18, 26)
sinaicum
Kemferol H OH OH H OH T. parthenium (24)
Kirsilenol OCHj,4 OH H OCHj,4 OCHj,4 T. sinaicum (18)
Krizosplenetin OCHj,4 OH OCHj,4 OCHj,4 OCHj,4 T. sinaicum (18)
6- hidroksikemferol H OH OCHs; OCH3; OH T. cadmeum ssp. (6, 27)
3,6- dimetileter cadmeum,
T. parthenium
Kersetagetin- 3,6,7- OH OH OCH; OCH; OCHgs T. chilliophyllum (25)
trimetil eter var. chilliophyllum
Kersetagetin 3,6 H H OCHa; OCH; OH T. parthenium (6)
dimetil eter
5- hidroksi6,7,4' H OCH;,4 H OCH;,4 OCH;, T. canescens (28)
trimetoksiflavon
5,3- dihidroksi6,7,4 OH OCH3; H OCH; OCHj3 T. canescens (28)
trimetoksiflavon
Santin H OCH; OCH; OCH; OH T. parthenium, T. (24, 26)
microphyllum
Sentoreidin OH OCH; OCHa; OCH; OH T. parthenium (26)
Tanetin H OCH, OCH;, OH OCHjs T. cadmeum ssp. 27
cadmeum
Viteksikarpin OH OCHj, OCHj, OCHj, OCH;, T. sinaicum (18)
5,4-dihidroksi- H OH OCHj,4 OCH;,4 OCH;, T.artemisioides (29)
3,6,7-
trimetoksiflavon
5-hidroksi-3,6,7,4- H OCHj,4 OCHj,4 OCHj,4 OCH;, T.artemisioides (29)

tetrametilhidroavon
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2.2.1.2. Terpenler

Terpenler, bu siifa dahil olan 30.000’den fazla molekiil icermesi nedeniyle sekonder
metabolitlerin igerisinde en ¢ok yayilis gosteren gruptur. Terpenler bitki dokularinda
cogunlukla serbest olarak, bazilari glikozitleri ya da organik asit esterleri halinde ya da

proteinlerle birlesmis olarak bulunmaktadirlar.

Izoprenoitler olarak da adlandirilan terpenler, tasidiklari izopren iinitelerinin sayisina

bagli olarak, mono-, seski-, di-, triterpen ve tetraterpenler olarak siniflandirilirlar (30).

Tanacetum tiirlerinin tasidig: terpen tiirevi bilesikler, cinste bulunma siklig1 g6z oniinde

bulundurularak mono, seskiterpen lakton ve triterpenler olarak derlenmistir.

1) Monoterpenler

Tanacetum tiirlerinin ugucu yaglar1 incelendiginde; Diinyada ve Tiirkiye’ de ugucu
yaglarinin bilesimi ve aktiviteleri konusunda cesitli ¢alismalar yapilmis olan tiirlerden
en dikkati ¢cekenler T. parthenium, T. argenteum, T. praeteritum, T. chiliophyllum, T.
balsamita ve T. densum’dur (31). Bu tiirlerden elde edilen ugucu yaglar, daha ¢ok
asiklik, monosiklik ve bisiklik yapidaki monoterpenlerle seskiterpen yapisindaki
maddelerden meydana gelmis en az 30 farkli madde igeren karisimlardir. Bu bilesenler

ve miktarlari, tlirden tlire gore farklilik gostermektedir.

T. argyrophllum var. argyrophllum’un ugucu yag analizinde, 22-23 bilesik tespit
edilmis ve bu bilesiklerden miktarca en fazla olanlar, cis-tuyon, trans-tuyon ve 1,8-

sineol olarak belirlenmistir (32).

T. balsamita subsp. balsamita’nin ugucu yaglarinin anabilesenleri, trans-krizantenol,
krizantenil asetat, linalool oksit, T. chiliophyllum var. chiliophyllum’un ise borneol,

karveol, izobornil propiyonat, kamfen, kamfor, 1,8-sineoldiir (2).
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Ugucu yagimin etkileri bakimindan 6nemli olan tiirlerden biri de “glimiis diigme
(feverfew)” isimleriyle de bilinen T. parthenium ’dur. Ugucu yaginin ana bilesenleri,

kamfor ve krizantenil asetat’tir (13).

T. argenteum ssp. argenteum ve T. nitens’in ugucu yaglariin anabilesenleri, a-pinen, S-
pinen, 1,8-sineol, spatulenol, T. larvatum ve T. vulgare’nin ise, trans-sabinil asetat, -
pinen, kamfor, S- tuyon ve germakren D gibi monoterpen ve seskiterpen yapisinda
bilesiklerdir (33-36).

T. dumosum’da miktarca en fazla fragranol ve fragranil asetat, T. audibertii’ de ise
artemisia keton, trans-linalil oksit asetat, 1,8-sineol olarak belirlenmistir (10, 37).
Diger 6nemlibir tiir ise T. zahlbruckneri’dir. Bitkinin ugucu yaginda baslica seskiterpen

yapisinda germakren D ve spatulenol bulunur (31).

Tablo 2.4. Tanacetum Tiirlerinden Elde Edilen Baz1 Monoterpenler

O (6]
III/,,,,"
H 0
cis- tuyon trans- tuyon 1,8- sineol
J\(IH §
(e}
Karveol Kamfor borneol

O A

Kamfen a- pinen f- pinen
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HO

Spatulenol

ii) Seskiterpenler

Tanacetum zahlbruckneri bitkisinden germakren D (38), T. balsamita’dan balsamiton
(39), T. santolinoides’den tanasetonik asit (40), T. tanacetioides’den izohumulen ve

bisiklogermakren (41), T. longifolium 'dan tanaseten (42) seskiterpenleri izole edilmistir.

Tablo 2.5. Seskiterpenlerin Ana iskelet Yapilari

ooN

b

Odesman
Germakren
Psodogayanolit Gayanolit

H

ii)\ Eremofilan

Farnesen
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iii) Seskiterpen Laktonlar

Seskiterpen laktonlar bitkinin 0Ozellikle yaprak ve ciceklerinde olmak iizere tiim
kisimlarinda bulunan, Asteraceae familyasinin karakteristik aktif biyolojik 6gelerdir
fakat ayn1 zamanda diger angiosperm ailelerinde de bulunmaktadirlar. Bu ac1 tadi olan
maddeler ana yapisal 6zellik olarak a, f-doymamis- y- lakton igerirler ve bu yapinin
antitimor, sitotoksik, antimikrobiyal, fitotoksik, antihelminitik, antifungal, diiiretik,
antililser ve allerjik aktivite ile iliskili oldugu saptanmistir. Bu bilesikler uygun bir
niikleofilin  Michael- addition reaksiyonuyla giiclii alkilleyici ajanlar olarak
diisiiniilebilir. Bu alkilasyon reaksiyonlarinin biyolojik aktivitenin agiklamasi oldugu
disiiniilmektedir ve aslinda ¢ifte bag veya karbonil grubu kimyasal olarak
kaybedildiginde aktivite tipik olarak kaybedilmektedir. Seskiterpen laktonlarin
insanlarda kontakt dermatite sebep oldugu ve ¢iflik hayvanlarimi zehirledikleri
bilinmektedir. Seskiterpen laktonlar kemotaksonomik markirlar olmalar1 nedeniyle de

oldukga 6nemlidir; yapilar1 familya igerisindeki yerleri ile iligkilidir (43).
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Tablo 2.6.Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Germakranolitler

O

OH

Ol

Ang

Artemorin T. parthenium

(44, 45)

14-Hidroksi-6a T. argenteum  (46)
angeloiloksigermakra-  ssp.
4(5),10(14),11(13)- argenteum

trien-8,12-olit

la-hidroksi-  T. santolinoides
3-okso-

7a,11p8H-

germakra-

47 9Z-dien-

12,60-0lit

(47)

T. chiliophyllum  (48)

var. heimerlei

Heimerlein

il e}

OH T~OCH;

1-epi- T.chliliophyllum  (48) Kiliofillin T. chiliophyllum (48)
kiIiofFi)IIin var. var. heimerlei

monocephalum

(¢}

T. cadmeum
ssp. cadmeum

Tamirin

(27, 49)

Krizanolit T. (49)

cinerarifolium
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Kostunolit T. parthenium (44) 3p- T. parthenium (44, 45,
hidrosikostunolit 50)
Partenolit T. parthenium, (22, 33, 3p- T. parthenium (44, 45,
T. vulgare, 50, 51, | hidroksipartenolit 50)
T. larvatum 52, 53)
OH
‘\\\\\\\O
(6]
Piretrosin T. (49) S T. (49)
cinerariifolium siklopiretrosin  cinerariifolium
OH
o
HO \\s‘
(11R)-11,13- T. (49) | Tatridin A= T. (27, 49)
dihidrotatridin A cinerariifolium Tavulin cinerariifolium,
T. cadmeum

ssp. cadmeum




Tablo 2.6.(devam) Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Germakranolitler
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(0]

OH

(6]
8a- T. argenteum (46) Tatridin B T. cinerariifolium (49)
angeloiloksianhidroverlotorin  ssp. argenteum
OH OH
‘,\\\\\\O
o
“,
OR
R= B-D- glukoz
(11R)-6-0-4-D-glukozil-11,13- T. (49) (11R)-11,13- T. (49)
dihidrotatridin B cinerariifolim dihidrotatridin B cinerariifoliu
m

8a-angeloiloksikostunolit
T. argenteum ssp. argenteum(46)




Tablo 2.7. Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Gayanolitler
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OH

wullllOH

N
>
S

aunllllOH

oy

7, ",

(@] O
Flabellin T. argenteum (46) Epoksiflabellin ~ T. argenteum (46)
ssp. ssp.
argenteum argenteum
OH

OH
J
S
R
s

|l OH |l OH
‘\\\\\\\\
(6] (6]
11a-dihidroflabellin T. argenteum (46) 11p- T. argenteum (46)
ssp. dihidroflabellin ssp.
argenteum argenteum
OH :g)}{
«ullllOH ullllOH
HO O
(6] (6]
A™-15- T. argenteum (46) A*™_15-0kso-  T.argenteum (46)
hidroksidihidroflabellin ssp. flabellin ssp.
argenteum argenteum
H //// OH
(§?|“III' (§T“I||n
0 o}
Kanin T. parthenium (44,50, 51) | 10- epi-kanin T. parthenium (44)
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Tablo 2.7.(devam)Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Gayanolitler

.||I||||OCOiBU

e} (e}
Artekanin . parthenium (44, 45) Karlaolit T. fruticulosum (54)
IIIIIIIICOCHZCH3
Omm——"" 2 o}
Eq
0 e}
3,4-p-epoksi-8- T. parthenium (44) Piretrin T. (55)
deoksikumambrin cinerariifolium
B
(¢] (¢]
Tanapartin-a- T. parthenium (50) Tanapartin-g-  T. parthenium (50)
peroksit peroksit
(6]
OH
OH
(@]
O
11,13- T. parthenium (56, 57) | 8p-hidroksiasillin T. (58)

dehidrokompressanolit

microphyllum




Tablo 2.8. Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Odesmanolitler
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OH

O (6]
1p- T. parthenium (44) Artemin T. cadmeum (27, 59)
hidroksiarbusculin ssp cadmeum
A
o]
O [0}
Avrtesin T. cadmeum ssp (27,59) Doglanin T. vulgare (60)
cadmeum
OH

Ludovisin A T. vulgare (60) Ludovisin B T. vulgare (60)
OH
HO\\\\\\\
O
la-hidroksi-1- T. vulgare (61) 11,13- T. vulgare (61)
deoksoarglanin dehidrosantonin




Tablo 2.8. (devam) Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Odesmanolitler
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OH

OH

18,4a-Dihidroksi- T. (46) 18,4a,60- T. densum (62)
6a- argenteum Trihidroksiodesm-11-  ssp. amani,
izobutiloksiodesm- ssp. en-8a,12-olit T. densum
11(13)-en-8,12-olit argenteum ssp.
Osivasicum
Reynosin T. parthenium (44, 45) 8p- T. (44)
hidroksireynosin parthenium
OH
Santamarin T. parthenium (22, 44, 45,51) | Epoksisantamarin T. (44)

parthenium
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Tablo 2.8. (devam) Tanacetum Tiirlerinde Bulunan Odesmanolitler

OH

OH
WO,
(6]
OH
OAng
Sivasinolit T. densum ssp. (25) Tanapsin T. oshanahanii (63)
amani,
T. densum ssp.
sivasicum
anl]
(6]
Taurin T. cadmeum ssp. (59) Magnolialit T. parthenium  (44)
cadmeum

o

Ang

Krizanin
T. cinerariaefolium(49)
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iv)Triterpenler

p-Sitosterol ve stigmasterol Tanacetum cinsinde bulunan yaygin steroitlerdir.
Tanacetumtiirleri tizerinde bugiine kadar yapilan ¢alismalarda ¢ogunlukla fridelin, epi-
fridelinol, a-amirin, S-amirin, a-amirin asetat, taraksasterol, lupeol asetat, magnifikol

gibi ¢ok cesitli biyolojik aktiviteler gdsteren triterpen bilesikleri izole edilmistir.

Calismalar1 kisaca Ozetleyecek olursak; T. densum ssp. eginense ve T. argentum ssp.
flabellifolium  bitkilerinden  o-amirin  ve  g-amirin; T. argyrophyllum var.
argyrophyllum’dan o-amirin asetat; T. albipannosum’dan fridelin, epi-fridelinol; T.
densum ssp. sivasicum’dan epi-fridelinol ve magnifikol; T. heterotomum’dan epi-
fridelinol, lupeol asetat ve taraksasterol; T. sinacium’dan 3p-asetoksimalabarikan-
14(26),17E,21-trien ve 3-okso-malabarika-14(26),17E,21-trien; T. cinerarifolium’dan
taraksasterol ve son olarakda T. polycephalum tiiriinden lupeol (34- Hidroksilup-20(29)-
en) triterpenleri izole edilmistir (41, 64).

Tablo 2.9. Tanacetum Tiirlerinden Elde Edilen Ana Triterpenler

HO

a- amirin - amirin

Taraksasterol lupeol asetat
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Tablo 2.9. (devam) Tanacetum Tiirlerinden Elde Edilen Ana Triterpenler

Fridelin

Z

Z Z
Z

Z Z
2 2

HO

epi-friedelinol

Magnifikol
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2.2.2. Tanacetum Tiirlerinin Kullanihislar: ve Biyolojik Aktiviteleri

Tanacetum tiirlerinin Tiirkiye’de halk arasinda ¢esitli kullanimlar1 mevcuttur. T.
coccineum g¢igekleri, toz halinde (oltu tozu) bocek oldiiriicti, T. vulgare herbasindan
hazirlanan %1°lik inflizyon kuvvet verici, istah agic1 ve kurt diisiirticii, T. balsamita’ nin
cicekli dallarindan hazirlanan %2’lik infiizyon idrar arttirici, gaz soktiiriicii, midevi ve
safra kesesi taslarini diisiiriicii olarak kullanilmaktadir (3). Ayrica T. parthenium ¢igek
durumlarindan hazirlanan %2-5’lik dekoksiyon kuvvet verici, uyarici, ates disiiriici,
adet soktiiriicii ve bocek oldiiriicii olarak kullanilmaktadir. Son yillarda bu tiirlin taze

yapraklari Avrupa iilkelerinde migrene kars1 kullanilmaktadir (65).

Tanacetum tiirlerinin ana bilesenlerinden biri olan seskiterpenler, sitotoksik,
antimikrobiyal,  insektisit, antimigren, antienflamatuvar, antitimor aktivite

gostermektedirler (6, 8, 9).

Bu tiirler ilizerinde yapilan farmakolojik ¢aligmalar antioksidan, antienflamatuvar,
sitotoksik, antimikrobiyal, antiiilser, insektisit, antifeedant, antimigren, antikoagiilan ve

antifibrinolitik aktiviteler bagliklar1 altinda derlenerek sunulmustur.

Antioksidan Aktivite

Alt1 Tanacetum tiirtintin (T. budjnurdense, T. hololeucum, T. chiliophyllum, T. sonboli,
T. tabrisianum, T. kotschyi) etanollii ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPH ve f-
karoten/linoleik asityontemleriyle incelenmistir. T. hololeucum ekstresinin diger
ekstrelerden 2 ya da 3 kat daha fazla aktif oldugu goriilmiistiir. Spektrofotometre ile bu
tiirlerde toplam fenolik bilesik ve toplam flavonoit miktarlar: tayin edilmistir. Tiim bitki
ekstrelerinde antioksidan aktivitenin toplam fenolik bilesik ve toplam flavonoit
miktarlar1 ile dogru orantili olarak artis gosterdigi saptanmustir. Biitiin tiirlerde ana
fenolik bilesiklerin kafeik asit, ferulik asit, luteolin, apigenin ve rutin oldugu
saptanmistir. K562 (16semi hiicre hatti) hiicreleri lizerinde gergeklestirilen antioksidan
aktivite tayininde Tanacetum tiirlerinin hiicre oksidasyonuna karst Onemlidlciide

koruyucu etkileri olabilecegi vurgulanmistir (66).
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T. vulgare bitkisinin toprakiistii kisimlarmin metanollii ekstresi antioksidan aktivite
yoniinden incelenmis. DPPH radikal siipiiriicii etkiden, ekstreden izole edilen 3,5-
dikafeoilkinik asit, aksillarin ve luteolinin sorumlu oldugu, ana bilesik olan 3,5-
dikafeoilkinik asitin kersetinin aktivitesiyle kiyaslanabilecek antioksidan aktivite

gosterdigi agiklanmistir (67).

T.densum bitkisinin 3 farkli alt tiirlinlin metanollii ekstresinin antioksidan aktivitesi
DPPH radikal stipiiriicii ve f-karoten/linoleik asit yontemleriyle incelenmistir. Buna
gore DPPH yonteminde T. densum subsp. amani bitkisi, p-karoten/linoleik asit
yonteminde ise T. densum subsp. sivasicum bitkisinin daha giiglii antioksidan aktivitesi

oldugu goriilmiistiir (68).

Antienflamatuvar Aktivite

T. parthenium yapraklarmin ekstresi insan kan plateletleri ve polimorfoniikleer
l16kositlerden salinan granulleri inhibe etmistir. T. parthenium (feverfew) antiplatelet
aktivitesini fosfolipazi inhibe edip prostaglandin ve l6kotrien prekiirsoru olan arasidonik
asit salimini Onleyerek gosterir. Bitkinin antienflamatuvar aktivitesinden platelet
agregasyonunu engellemesi, makrofajlardan siklooksijenaz-2 salimimi azaltmasi ve
niikleer transkripsiyon faktor kB iizerine etkisi nedeniyle partenolitin sorumlu oldugu

belirtilmistir (24).

Siganlarda yapilan bir ¢alismada oral yolla verilen T. larvatum kloroformlu ekstresinin
doza bagimli olarak artan antienflamatuvar aktivite gosterdigi ve indometazin ile
birlikte verildiginde de indometazinin antienflamatuvar etkisinin arttifi  ve

gastrointestinal sistemdeki yan etkilerinin ise belirgin sekilde azaldig goriilmiistiir (11).

T. artemisioides tiriinden izole edilen flavonoitlerin (5,4'-dihidroksi-3,6,7-
trimetoksiflavon, 5-hidroksi-3,6,7,4'-tetrametoksiflavon) antienflamatuvar ve analjezik
etkili oldugu belirtilmistir (29).
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Multiple sklerosis (MS) Uzerine EtKisi

Partenolit’in indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) sentezi ve nitrik oksit (NO) salimi
tizerine etkisi arastirilmig ve partenolitin  iINOS/NO sentezi inhibitdrii oldugu
bulunmustur. Mekanizma arastirmalar1 neticesinde partenolit’in p42/44 mitojen-aktive
eden protein kinaz (MAPK)’1n aktivitesini inhibe ettigi belirlenmis ve partenolitin MS

gibi santral sinir sistemi hastaliklarinda kullanilabilecegi diistintilmiistiir (69).

Kardiyovaskiiler Sisteme EtkKisi

T. parthenium’un kloroformlu ekstresinden izole edilen partenolit ile yapilan bir
calismada, bu bilesigin kan damarlarinda, hem kontraktii hem de relaksan
mekanizmalar1 bloke ettigi, bu aktivitesinden tasidig1 a-metilenbiitirolakton fonksiyonel
grubunun sorumlu oldugu ve bu fonksiyonel grup bloke edildiginde aktivitenin ortadan

kayboldugu gosterilmistir (70, 71).

Sitotoksik Aktivite

T. parthenium ekstreleri Hs605T, MCF-7 ve SiHa kanser hiicreleri iizerinde
denenmistir. S6z konusu calismanin sonucunda apigenin ve luteolinin kanser hiicresi
biiyiimesinin inhibisyonu {izerinde partenolit ile sinerjistik etki gdsterebilecegi ortaya
konmustur (6).

Partenolit, bir yandan hiicre i¢inde apoptoz icin reaktif oksijen tiirlerini stimiile ederken
diger yandan hiicre disinda apoptoz i¢in TNF-a’y1 indiiklemektedir. Boylece tiimor

hiicreleri i¢in spesifik bir antitimér ajan olmaktadir (72).

Yapilan bir caligmada partenolitin pre-B akut lenfoblastik 16semi hiicrelerinde apoptozu

ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu indiikledigi belirtilmistir (73).

Bagka bir calismada partenolitin stres sinyal proteinlerinin fosforilasyonunu
indiikleyerek hiicre oliimiinii sagladig1 icin akut lenfoblastik 16semide terapotik ajan

olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (74).
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Antimikrobiyal Aktivite

T. parthenium’un iki etanollii ekstresinin 14 bakteri ve 5 mantara kars1 antibakteriyal ve
anitfungal aktivitesi agar diflizyon ve broth diliisyon metotlar1 ile arastirilmistir. Bu
calisma etanollii ekstrelerin uygulandigi tiim Gram pozitif bakteriler (Bacillus subtilis,
B. pumilus, Staphylococcus aureus, Streptococcus haemolyticus, Sarcina flava), bazi
Gram negatif bakteriler (Echerichia coli, Proteus mirabilis, Proteus morganii, Proteus
rettgeri ve Serratia sp.) ve bazi mantarlar (Candida albicans, C. kruzeri, C. tropicalis)

tizerinde etkili oldugunu gostermistir (41).

T. argenteum ssp. argenteum bitkisinin %36.7a-pinen, %27.5 p-pinen ve % 9.8
oraninda 1,8-sineol tasiyan ugucu yagi ve T. argyrophyllum var. argyrophyllum
bitkisinin gévdesinden su distilasyonu ile elde edilen ve % 26.6 kafur, % 17.5 1,8-
sineol, % 15.0 borneol tasiyan ugucu yagi mikrodiliisyon yontemi ile 5 Gram-pozitif ve
5 Gram-negatif bakteri lizerinde antibakteriyel etkisi yoniinden degerlendirilmis ve her
ikiugucu yagda da Bacillus cereus tizerinde kontrol grubu olan kloramfenikol ile ayni

oranda antibakteriyel etki goriilmiistiir (46, 75).

T. santolinoides 'denelde edilen ugucu yag Echerichia coli, Bacillus subtilis ve Candida

albicans a kars1 kuvvetli antimikrobiyal aktivite gostermistir (76).

T. argenteum subsp. flabellifolium ugucu yagmin Candida albicans mantar1 ve
Staphylacoccus aureus bakterisi iizerinde antimikrobiyal etkili oldugu tespit edilmistir
(77).

T. aucheranum ve T. chiliophyllum var. chiliophyllum bitkilerinin ugucu yaglarinin
antimikrobiyal aktivitesi 30 farkli fitopatojen mantar ve 33 farkli bakteri iizerinde

incelenmisve bu patojenlere karsi etki gosterdigi bulunmustur (78).

T. polycephalum’dan elde edilen ugucu yag Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere

kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir (28).
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Antiillser Aktivite

T. larvatum’un kloroform ekstresininsiganlarda gastrik iilser iizerine etkisi arastirilmis

ve ekstrenin gastrik mukoza tizerine koruyucu etkisi oldugu saptanmstir (11).

Insektisit ve Antifeedant Aktivite

T. cinerariaefolium’un insektisit olarak kullanildigi, bitkide bulunan piretrin-1 ve
piretrin-I’nin yani1 sira jasmolin-1 ve jasmolin-II’nin ester formlarinin da insektisidal

etkili oldugu bildirilmistir (55).

T. cadmeum ssp. cadmeum ve T. parthenium, T.corymbosum ssp. cinereum T.
chiliophyllum var. chiliophyllum, T. kotschyive T. cadmeum ssp. orientale bitkilerinin
metanollii ekstrelerininSpodoptera littoralis’in larvalan iizerinde beslenmelerine karsi

olduklari belirlenmistir (27).

T. vulgare’den elde edilen ugucu yag ve ugucu yagda bulunan bilesiklerden a-terpineol,
4-terpineol, o-tuyon, g-tuyon, 1,8-sineol, verbanol ve verbenon’un repellent (bocek

uzaklastirici) etki gosterdigi saptanmistir (79).

Antiviral Aktivite

T. vulgare’nin etil asetat ekstresi ve izole edilen bilesigi partenolitin Vero hiicrelerini
Herpes simplex virus enfeksiyonuna kars1 korudugu ve etkinin hangi sathada oldugunu
belirlemek i¢in saf partenolit ile yapilan ¢alismada partenolitin, penetrasyon sathasindan

sonra viriisiin replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (80).

T. vulgare ile yapilan bagka bir ¢alismada, bu bitkiden izole edilen flavonoitler ve 3,5-
dikafoilkinik asit ile birlikte Herpes simplex viriisiine (HS-1 ve HS-2) kars1 antiviral

etki gosterdigi bulunmustur (60).
Antimigren Aktivite

Feverfew yapraklar1 cok eski tarthlerden bu yana analjezik ve antipiretik olarak
kullanilmaktadir. Ancak 1970’lerin sonuna dogru Ingiltere’de gazetelerin migren

sikayeti olanlarin migren ataklarini Onlemek veya siddetini azaltmak igin bitki
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yapraklarinin az bir miktarini ¢ignediklerini aciklamasiyla bitkiye ilgi yeniden artmistir
(81). Tanacetum tiirlerinden T. parthenium migren ve artrite kars1 profilaktik olarak
kullanilan preparatlar1 bulunan tibbi bir bitkidir. Migren ataklarinin sikligini ve siddetini

azalttig1 klinik ¢caligmalarla gosterilmistir (82, 83).

Randomize, cift kor, plasebo kontrollii, ¢aprazlama bir klinik ¢alismada, 24-72 yas
arasindaki 76 goniillii plasebonun (kurutulmus lahana yapragi) 1 ay siiresince verildigi
bir donemden sonra iki gruba ayrilmistir. ilk gruptaki her hasta 4 ay boyunca feverfew
sonra 4 ay boyunca plasebo, ikinci grubtaki her hasta ise dnce 4 ay boyunca plasebo,
sonra 4 ay boyunca feverfew almistir. Calismay1 60 hasta tamamlayabilmistir. Feverfew
tedavisi sirasinda plasebo fazina gdre migren ataklarinin sayisinda %24’°liik azalma
goriilmiis, ancak atak siiresi lizerinde anlamli degisiklik olmamuis, ataklar sirasinda
bulantt ve kusmada ise anlamli azalma goriilmistir. Global degerlendirmeler
feverfew’in plaseboya gore anlamli derecede iistiin oldugunu gostermektedir. Kapsiil
hazirlamadan 6nce kullanilan feverfew yapraklarinin serotonin salimini inhibe edici
etkileri kontrol edilmistir. Calismada feverfew grubuna her giin ortalama 82 mg yaprak

tozu igeren 1 kapsiil (0.54 mg partenolit) verilmistir (83).

Antikoagiilan ve Antifibrinolitik Aktivite

T. cilicium, T. corymbosum, T. macrophyllum bitkilerinin kloroformlu, sulu ekstreleri ve
ucucu yaglarinin; protrombin zamani (PT), trombin zamani (TT) ve kismi tramboplastin
zamani (PTT) testleri ile antikoagiilan aktiviteleri ve 6globulin lizis zamani (ELT) testi
ile de antifibrinolitik aktiviteleri arastirilmigtir. Tim ekstrelerde belirgin antikoagiilan
ve antifibrinolitik aktivite goriilmiistiir. Bu ekstrelerin antikoagiilan ve antifibrinolitik
aktivite gostermis olmasi Tanacetum tiirlerinin antienflamatuvar aktivitede oldugu ileri

stiriilmiistiir (41).

Diger Aktiviteler
T. parthenium’dan elde edilen partenolit gibi seskiterpenler O6nemli derecede

antiprotozoal aktivite gostermektedir (9, 84).
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2.3. ANTIOKSIDANLAR

Viicudumuzda oksidatif stresi 6nleyen, enzimler ve endojen maddeler bulunur. Fakat
bazen oksidanlar belirli bir diizeyin iizerine ¢ikar veya antioksidanlar yetersiz olup,
denge bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller organizmanin yapi elemanlari olan
protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve yararli enzimleri bozarak zararl etkilere
yol acarlar. Bu zararli etkilerin biitlinli oksidatif stres olarak adlandirilir. Bu nedenle
viicuda disardan koruyucu, engelleyici, iyilestirici Ozelliklere sahip antioksidanlarin

alinmasi gerekir.

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidan, bu olaya
da antioksidan savunma denir. Belirli bir diizeye kadar olan oksidan molekiil artis1 yine
viicutta daima belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidanlar tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir.  Son  yillarda antioksidanlar  iizerine yapilan ¢alismalarda
antioksidanlarin kanser, solunum yolu hastaliklari, kalp-damar hastaliklar1 vb. lizerinde

iyilestirici ozellikleri goriilmustiir (85).

2.3.1. Oksidatif Stres, Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma

Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
kaymas1 ve potansiyel olarak hasarla sonuglanabilecek olaylarin meydana gelmesi
olarak tanimlanir (86). Bu tanimlamaya gore oksidatif stres, oksidanlara maruziyetin
artmast ve/veya oksidanlara karsi savunma mekanizmasinin azalmasindan
kaynaklanabilir (87). Diyetle alinan antioksidanlarin (E, C, D vitaminleri, flavonoit ve
karotenoidler v.b.) azalmasi, antioksidan enzimlerin islevlerini devam ettirebilmeleri
icin gerekli olan eser elementlerin (demir, bakir, ¢cinko ve selenyum v.b.) tiikenmesi
veya antioksidan gen ifadesinde meydana gelen hatalar, oksidatif hasara yol agan
prooksidanlarin (serbest radikal veya reaktif oksijen bilesikleri) birikmesine neden olur.
Oksidatif stres sonucu, oksidatif hasar olarak adlandirilan lipit, protein ve DNA
yapisinda degisiklikler meydana gelir (88), oksidatif stresin belirli kanserler (89, 90),
ateroskleroz, iskemik kalp hastaligi, hipertansiyon, kardiyomiyopati, kardiyak hipertrofi
ve konjestif kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklar (91), iskemi/reperfiizyon
(92), romatoid artrit (93) ile Alzheimer (94), ve Parkinson (95) gibi santral sinir

sistemini etkileyen hastaliklar ile yaslanma siirecinde (96) de rol aldig1 gosterilmistir.
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2.3.1.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Bilesikleri

Serbest radikaller atomik veya molekiiler ydriingelerinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron bulunduran molekiil veya molekiil parcalar1 olarak tanimlanir. Bu
eslenmemis elektron serbest radikale 6nemli derecede reaktivite kazandirir (97, 98).
Oksijen kaynakli radikaller, canli sistemler i¢in en 6nemli radikal grubunu meydana
getirir. Oksijen tiirevi serbest radikallere siiperoksit (O,*"), hidroksil (OH*"), peroksil,
alkoksil ve hidroperoksil radikalleri 6rnek olarak verilebilir. Nitrik oksit ve nitrojen
dioksit ise azot igeren serbest radikallere ornektir. Oksijen ve azot serbest radikalleri;
hidrojen peroksit, hipoklordz asit, hipobromoz asit ve peroksinitrit gibi radikal olmayan

reaktif bilesiklere dontisebilir (99).

Tablo 2.10. Reaktif Tirler (100, 101)

REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Siiperoksit 0,* Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil OH* Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO* Hipobromoz asit HOBr
Alkoksi RO® Singlet oksijen o,
Hidroperoksi HO,* Ozon O;

REAKTIF AZOT TURLERI (RNS)

Azot Oksit NO*" Nitroz asit HNO,
Azot Dioksit NO,*" Diazot trioksit N,O4
Peroksinitrit ONOO-

AlKil peroksinitrit LOONO
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2.3.1.2. Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Kaynaklari

Reaktif oksijen bilesikleri (ROB) endojen ve eksojen kaynakli olabilir. Mitokondri,
sitokrom P450 metabolizmast ve enflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu endojen
kaynaklar arasinda sayilir. Mitokondri, siiperoksit ve hidrojen peroksitin olustugu ana
kaynaklardan bir tanesidir (102, 103). Mitokondrinin disinda, ksantin oksidaz enziminin
hiicresel kaynakli oksijen tiirevi serbest radikal olusturmasi (O,*, OH*) da 6nemli bir
mekanizmadir (104). Nétrofiller, eozinofiller, monositler ve makrofajlar da hiicresel
ROB’nin olustugu endojen kaynaklar arasinda yer alir. Makrofajlarin uyarilmasiyla O,°,
NO* ve H,0, gibi ¢esitli ROB’nin iiretiminde artis meydana gelir (105). Mikrozom ve
peroksizomlar da ROB kaynaklari arasinda yer alir (102).

Reaktif oksijen bilesikleri ekzojen kaynakli da olabilir. Klorlu bilesikler, metal iyonlari,
radyasyon, sigara dumant ile barbitiirat, parakuat, parasetamol, doksorubisin ve sisplatin
gibi cesitli ilaclar, ozon ve azot dioksit gibi atmosferik kirleticiler eksojen kaynakli

ROB arasinda sayilabilir (88, 102, 106).

2.3.1.3. Oksidatif Hasar ve Sonuclar1

Oksidatif hasar ROB’nin canli organizmanin bilesenlerine saldiris1 sonucu ortaya ¢ikan
biyomolekiiler hasar olarak tanimlanir (107). Yiiksek konsantrasyonda ROB, hiicrelerde

yer alan lipit, niikleik asit ve proteinlere 6nemli 6l¢iide zarar verir (102).

Lipit Peroksidasyonu

Hiicre membranlar1 ¢oklu doymamis yag asiti icerir ve bu yag asitleri lipit
peroksidasyonuna ugrama riskine sahiptir (108). Lipit peroksidasyonun baslayabilmesi
icin lipit molekiiliinden (LH) bir H atomunun OH* gibi bir ROB tarafindan koparilmasi
gerekir (Esitlik 1). bu reaksiyonun sonucunda olusan lipit radikali (L*) molekiiler olarak
tekrar diizenlemeye ugrayarak konjiige diene doniisiir ve hizli bir sekilde oksijen
molekiiliiyle birleserek peroksil radikaline (LOO®) (Esitlik 2) gevrilir. Olugan LOO?®,

diger herhangi bir saglam lipit molekiiliinden H atomunu kopartabilecek giice sahiptir.



37

LOO*, H atomuyla birleserek lipit hidroperoksit (LOOH) ve L*’ne doniisiir (Esitlik 3).
Olusan L, lipit peroksidasyon reaksiyon zincirinin olusmasina sebep olur. Boylece tek
bir OH*, yiizlerce yag asiti molekiiliiniin lipit hidroperoksitlere déniismesine neden olur.
Gegis metallerinin de lipit peroksidasyonunu baslattigi bilinmektedir. Normalde
membranlarda kararli halde bulunan lipit hidroperoksitler, gecis metalleriyle reaksiyona
girerek lipit peroksidasyonu baslatabilir. Fe*? iyonu LOOH ile birleserek alkoksi
radikaline (LO®) (Esitlik 5) doniisiir. Reaksiyonlar sonucu olusan bu iki radikal de lipit
peroksidasyon zincirini baglatabilir (109).

Esitlik 1-5
LH + OH* ——+H,0 (1)
L*+0, —, LOO" 2)
LOO* + LH — LOOH + L° (3)
LOOH + Fe'2__yFe™ + OH + LO* (4)

LOOH + Fe*? Fe*?+ H" + LOO® (5)

Bu zincir reaksiyonlar ve LOOH’nin membranlarda birikmesi protein oksidasyonuna,
membranlarin  yapisinin ve fonksiyonlarinin bozulmasina ve c¢esitli aldehitlerin
olusmasina neden olur (108-110). Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozu gibi
stireclerde onemli fizyolojik rolleri olan bu aldehitler ayni zamanda gii¢lii birer

karsinojendir (108, 111).

Lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunun sonlanabilmesi i¢in E vitamini ve biitillenmis
hidroksitoluen (BHT) gibi sentetik antioksidanlarin varhigina ihtiya¢ duyulur. Bu
antioksidanlar LOO* ya bir H atomu vererek, ilgili antioksidan radikallerine dontsiir.
Bu radikalde baska bir LOO* ile reaksiyona girerek radikal olmayan bir maddeye
dontiserek zinciri sonlandirir. Bu nedenle, bu lipofilik antioksidanlar zincir kirict

antioksidanlar olarak adlandirilir (88).

Lipit peroksidasyonunun 6lgiilmesi, lipit peroksitler, izoprostanlar, dien konjugatlari ve
lipit parcalama iirlinlerinin (malondialdehit, etan, pentan gibi) analiz edilmesiyle

gerceklestirilir. Bunlar arasinda malondialdehit, lipit peroksidasyonunun giivenilir bir
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gostergesi olarak kullanilmaktadir (99). Lipitperoksidasyonu, tiyobarbitiirik asit reaktif
bilesiklerinin (TBARS) 6l¢ililmesi yoluyla degerlendirilir. Bu yontemle, oksidatif stresin
neden oldugu lipit peroksidasyonunun son iriinii olan MDA diizeyi 6l¢iilebilir (112).
TBARS yonteminin 6zgiinliigi ile ilgili ¢esitli tartismalar olmakla birlikte, bu yontem

ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (113).

2.3.1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, okside olabilen substratlara oranla daha diisilk konsantrasyonda
olduklar1 halde, bu substratlarin oksidasyonunu 6nemli o6l¢iide geciktiren ya da
engelleyen maddelerdir (114). Antioksidanlar etkilerini oksidatif siirecin farkli
asamalarinda gosterebilir. Ornegin, lipit peroksidasyonuna kars1 etkilerini; ortamdaki
Ozkonsantrasyonunu diisiirerek, OH*® ve singlet O, gibi radikalleri siipiirerek, metal
iyonlarin1 baglayarak, peroksitleri alkol gibi radikal olmayan maddelere déniistiirerek
veya zincir reaksiyon baglatabilen radikallere kars1 zincir kirict etki meydana getirerek

gosterirler (114).

Iyi bir antioksidan asagida belirtilen 6zelliklere sahip olmalidir (102):

Ozgiin olarak serbest radikalleri baskilamal,

Yiikseltgen metallerle selat olusturmali,

Diger antioksidanlarla iliski i¢inde olmal1 ve onlar1 yenebilmeli,
Gen ifadesinde olumlu etkileri olmali,

Kolaylikla absorbe olabilmeli,

Dokularda ve biyolojik sivilarda fizyolojik olarak uygun diizeylerde bulunmali,

N o g ~ w Dd P

Hem membranda hem de siv1 ortamlarda etkilerini gésterebilmelidir.

ROB’ nin olusturdugu etkiler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarla
dengelenir. SOD (siiperoksit dismutaz), CAT (katalaz) ve GPy (glutatyon perksidaz) en
etkili enzimatik antioksidanlar sinifinda yer alir (112). C ve E vitamini ile karotenoitler
ise enzimatik olmayan antioksidanlara Ornek olarak wverilebilir (102, 113).
Antioksidanlar ayrica antioksidan enzimler, zincir kirict antioksidanlar ve ge¢is metali

baglayict proteinler olarakda smiflandirilabilir (98). Zincir kirict antioksidanlar

radikallerden elektron alarak veya radikallere elektron vererek kararli yan iiriin
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olusturan kiigiik molekiillerdir. Zincir kirici antioksidanlara E vitamini, karotenoitler,

flavonoitler, ubikinol-10, C vitamini ve glutatyon 6rnek olarak verilebilir (101, 106).

Gegis metali baglayan proteinlere 6rnek olarak da ferritin, transferrin, laktoferrin ve

seriiloplazmin verilebilir (106).

ANTIOKSIDANLAR

v

Enzimatik Antioksidanlar

v

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Birincil Enzimler < Mineraller Vitaminler
SOD, Katalaz, GSH-Px Cinko, Selenyum “I" A C Evitaminleri
Ikincil Enzimler < Karotenoidler Organo Siilfiir bilesikleri
Glutatyon rediiktaz B karoten, lutein g Allium, allil siilfiir
Diisiik Molekiil Ag. Antioksidan kofaktorler
Antioksidanlar <P Koenzim Q10
Glutatyon, iirik asit
Polifenoller AI
v v
Flavonoitler Fenolik asitler

|
¥ v
Flavonoller

Kersetin, kamferol Katesin

izoflavonoitler
Genistein

Flavanoller

v

Flavononlar
Hesperidin

Antosiyanidinler
Siyanidin

Hidroksi-

b sinnamik asitler
Ferulik,

p-kumarik asit

Flavonlar
Krisin
Hidroksi- benzoik
asitler
Gallik asit, elajik
asit

Sekil 2.3.Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (SOD= Siiperoksit dismutaz; GSH-Px= Glutatyon
peroksidaz, EGCG= Epigallokatesingallat) (115).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. FITOKIMYASAL CALISMALAR

3.1.1. Bitkisel Materyal

T. zahlbruckneri bitkisi 1-5 Haziran 2013 ve 1Haziran 2014 tarihlerinde Van’in
Bahcgesaray ilgesinden, Kavussahap daglarindan, Varikrapit geg¢idinden, 2400 m
yiikseklikten toplanmistir. Toplayict No: Paksoy 1503. Bitki 6rnekleri Yrd. Dog. Dr.
Mehmet Yavuz Paksoy tarafindan teshis edilmistir. Bitkiye ait herbaryum 6rnegi Elazig
(FUH) Herbaryumu’nda saklanmaktadir.

Calismalarimizda, bitkilerin golgede kurutulmus c¢icekli toprak iistii kisimlar
kullanilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler

Kimyasal Kati Maddeler: Vanilin (Merck).
Coziiciiler: n-hekzan, dietil eter, diklorometan, etilasetat, n-butanol, kloroform,
metanol, siilfiirik asit(Merck, Carlo Erba)

Adsorbanlar: Kromatografik caligmalarda kullanilan adsorbanlar Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Kromatografik Caligmalarda 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. OBSK Normal faz silika jel
(Sepacore 120g, Buchi)
YBSK Ters faz silika jel

(TeknokromaC18, 25c¢m x0,46 5um partikiilgap1)
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Revelator: Vanilin / H,SO,4 (Vanilin’in derisik stlfiirik asit i¢indeki % 1°lik ¢ozeltisi).
FeCl; (FeClz’iin MeOH i¢indeki %1°lik ¢6zeltisi). Piiskiirtmeden sonra 110°C’de birkag

dakika 1sitilir,

Coziicii Sistemleri: Kromatografik calismalarda kullanilan ¢6ziicii sistemleri Tablo

3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Coziicii Sistemleri

Coziicii Sistemi

Kromatografik Yontem

CHCl;3 - MeOH-H,0 (90:10:1)
CHCl; - MeOH-H,0 (80: 20 : 2)

Prep. OBSK (SK)

CHCly - MeOH-H,0 (65:45:12) ITK, SK

CHCl; - MeOH-H,0 (61 : 32 : 7) Prep. OBSK, iTK, SK
CH,Cl,— MeOH (1:1) SFK

EtOAc- MeOH- H,0 (100:17:13) SK, ITK

EtOAc- MeOH- H,0 (100:30:13) SK, ITK

EtOAc- MeOH- FA- H,0 (100:13,5:2,5:10) iTK

H,0

H,0- ACN (80:20)

H,0- ACN (70:30)
MeOH-H,0-CH;COOH (10:88:2)
MeOH-H,0-CH;COOH (90:8:2)
MeOH

Prep. OBSK (RP)
Prep. OBSK (RP)
Prep. OBSK (RP)
YBSK
YBSK
YBSK

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

Ters faz kolon kromatografisi

Cihazlar:

IR Spektrofotometresi:

Kiitle Spektrometresi:
UV Spektrofotometresi:
NMR Spektrometresi:
Liyofilizator:
Rotavapor:

UV Lambasi:
Kromatografi Tanki:
Orta Basingh Sivi
Kromatografisi Cihaz::
Ultrasonik Banyo:

Etiiv:

Vorteks karistirici:

Perkin Elmer 400 FT-IR/FT-FIR Spectrometer
Spotlight 400 Imaging System

Agilent 6224 Accurate-Mass TOF LC/MS
Shimadzu UV-1800

Bruker 400

Labconco Freeze

Biichi

Camag (Tip: 29000)

Camag (cam kiivet, 22 x 23 x 8§ cm)

Biichi C-620
Wiseclean WUC- DOGH/DIOH/D22H
Memmert Expertsin Thermostatics

Velp scientifica
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pH metre: Inolab pH 720 WTW

Yiiksek Basinch Sivi

Kromatografisi Cihazi: Agilent Teknologies 1200 Series
Spektrofotometre: Shimadzu UV-1800
Mikroplaka okuyucu: Biotek Synergy HT

3.1.3. Kromatografik Yontemler

ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi caligmalarinda toplanan fraksiyonlarin izlenmesinde ve
bilesiklerin sahit maddeler ile karsilastirilmasinda, normal faz ve ters faz silika jel kaph
hazir aluminyum plaklar kullanilmistir.

Numune Tatbiki: Numuneler bir cam kapiler pipet yardimiyla, plagin alt ucunun 1 cm
yukarisindan ve 0,6 cm araliklarla tatbik edilmistir. Kromatografi tankina konulan
plaklar 4,5 cm mesafe boyunca siirliklenmistir.

Lekelerin Belirlenmesi: UV lambasi ile 254 ve 366 nm'de; Vanilin’in derisik siilfiirik
asit icindeki % 1’lik ¢ozeltisi piiskiirtiildiikten sonra 105-110°C’de birkag¢ dakika

1sitilmasi ile belirlenmistir.

Acik Kolon Kromatografisi

Calismalarimizda adsorban olarak on fraksiyonlama icin silika jel, saflastirma icin silika
jel ve sephadex LH-20 kullanilmis olan agik kolon kromatografisi yonteminden
yararlanilmigtir.  Fraksiyonlar o6n fraksiyonlamada 100 er mL, saflastirilma
asamalarinda ise 5-10 mL toplanmus ve kontrolleri ITK ile yapilmistir. Ayni 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 ¢dziicii sistemi ile siispansiyon
haline getirilmistir ve karigim alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona
aktarilmistir. Kolondan yeterli miktarda ¢0ziicii sistemi gegirilerek adsorbanin
yerlesmesi saglanmistir. Adsorban iizerinde 2-3 mm ¢oziicii kalincaya kadar beklenmis

ve ¢Oziicl sisteminde ¢oziilmiis olan numune kolona tatbik edilmistir.
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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 ¢oziicii kalinca MeOH’da ¢6ziilen numune kolona tatbik edilmistir.

Istenilen miktarda tartilan sephadex LH-20, yeterli miktarda diklorometan- metanol
(1:1) ile karstinlmigtir. Karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona
doldurulmus ve adsorban tamamen yerlesinceye kadar kolondan diklormetan- metanol
gecirilmistir. Adsorbanin lizerinde 1-2 mm ¢o6ziicli kalinca diklormetan- metanol’de

¢oOziilen numune kolona tatbik edilmistir.

Kolon Kromatografisi i¢cin Numune Tatbiki

A. Coziicii yardim ile tatbik: Numune yeterli miktarda ¢6ziicii/¢oziicii sistemi i¢inde
tamamu ¢oziildiikten sonra, bir pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik edilmistir. Kolon
muslugu acilarak numune adsorbana emdirilmistir. Kolonun iizerine, adsorban
yiizeyinin bozulmasini engellemek i¢in pamuk yerlestirilmis ve kolona yeterli miktarda
¢oziicli sistemi eklenerek eliisyona baslanmistir.

B. Kuru tatbik: Numune 1-2 mL ¢ok iyi ¢6ziindiigl bir ¢6ziicii iginde ¢Oziilmiistiir.
Cozelti, kolondaki adsorban ve tatbik edilecek numune miktarlar1 da goz Oniinde
tutularak, yeterli miktarda adsorban ile karistirilmistir. Adsorbanin ¢ozeltiyi iyice
adsorbe etmesi ve tam kurumasi saglanmistir. Daha 6nce hazirlanan ve iizerinde 1 - 3
cm ¢Oziicli birakilan kolona kuru olarak aktarilmistir. Kolonun iizerine, adsorban
ylizeyinin bozulmasini engellemek i¢in pamuk yerlestirilmis ve kolona yeterli miktarda

¢Oziicii sistemi eklenerek eliisyona baglanmistir.
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Orta Basinch S1ivi Kromatografisi (OBSK)

Adsorban :Sepacore Silika Flag Kartus 120 g, Buchi

Kolon : Biichi, 3,7 x 47 cm

Peristaltik Pompa :Biichi C-601

Coziicii Sistemi : CHCl3—MeOH-H,0 (90:10:1, 80:20:2, 61:32:7)
Akis Hizi : 40 mL/dak

Basing :4-5 bar

Fraksiyon Hacmi :20 mL

Fraksiyon Toplayici :Biichi C-660

OBSK Kolonunun Hazirlanmas1 : Yeterli miktarda adsorban kuru sistemle kolona
doldurularak basing altinda ve bir vibratér yardimiyla sikistirilmig, kolondan yeterli
miktarda metanol gegirilerek adsorbanin doygunlugu saglanmistir. Kolon, yeterli
miktarda ellisyona baglanacak c¢oziicii sistemi gecirilerek sartlandirilmistir (CHCls-
MeOH-H;0, 90:10:1). Sonra diger ¢oziicii sistemi gegirilerek eliisyona devam edilmistir
(CHCI3-MeOH-H,0, 80:20:2). En son olarakta (CHCI3-MeOH-H,0, 61:32:7) ¢oziicii
sistemi gecirilerek eliisyona son verilmistir. Numune, 1 - 2 mL ¢oziicli sistemi i¢inde

¢oziilerek bir enjektor yardimiyla kolona enjekte edilmistir.

Yiiksek Basinch S1ivi Kromatografisi (YBSK) Analizi

Cihaz : Agilent 1100 s1v1 kromatografisi sistemi

Dedektor : PDA dedektor (200-500 nm arasi)

Kolon : C18 analitik kolon (250 x 4.6 mm, 5 um partikiil cap1)
Sicaklik :22°C

Akis hizi : 1 mL/dak

Hareketli faz : A) metanol/su/asetik asit (10:88:2, h/h/h)
B) metanol/su/asetik asit (90:8:2, h/h/h)

C) methanol
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Tablo 3.3. YBSK Gradient Akis Tablosu

zaman (dak)  hareketli faz A (%)  hareketli faz B (%)  hareketli faz C (%)

0 85 15 0
15 70 30 0
18 60 40 0
30 60 40 0
35 100 0
37 85 0 15
48 70 0 30
50 85 15 0

YBSK’da ayrilan bilesikler tutunma zamanlart ve UV spektrumlart standartlarla
karsilastirilarak tanimlanmustir. Biitiin standart ve Ornek c¢ozeltiler iicer kere analiz

edilerek ortalama degerler verilmistir (116).

3.1.4. Ekstraksiyon

Golgede kurutulmus, toz edilmis bitkisel materyal (750 g) metanol (4 x 1.5L) ile
37°C’de rotavaporda dondiiriilerek ekstre edilmistir. Ekstreler silizge¢ kagidindan
sizlilmiis ve sliziintiiler birlestirilmistir. Birlestirilen siiziintiilerin, rotavaporda, diisiik
1sida ve diisiik basing altinda kuruluga kadar c¢oziiciisii uzaklastirilmistir (Metanol
ekstresi, 112 g, % 15 verim).

Ham metanol ekstresi 300 mL suda disperse edildikten sonra bir ayirma hunisine
alinmus, sirasiyla n- hekzan (4 x 600 mL), Et,O (3x 400 mL), CH,Cl, (3 x 300 mL),
EtOAc (3 x 300) ve n-BuOH (2 x 300) ile ekstre edilmistir. Ekstreler rotavaporda, 40
°C’de ve diisiik basingaltinda kuruluga kadar ¢oziicilisii uzaklastirilmis ve liyofilize
edilmistir (Hekzan ekstresi: 14 g, Et,O ekstresi: 2.2 g, CH,Cl, ekstresi: 655 mg, n-
BuOH ekstresi: 18 g, Su ekstresi 65 Q).



Tanacetum zahlbruckneri (Néb.)

Grierson bitki

sinin toprak tistii

kisimlari

750¢g

MeOH ile ekstraksiyon 4x6 L, 37°C

MeOH ekstres

i (111 9)

Su ile disperse

+n- hekzan

Nn- hekzan Fazi
(4x 600 mL)
149

Su fazi

+ Etzo

Et,O Fazi
(3x 400 mL)
2,249

Su fazi

+ CH,Cl,

CH,Cl, Faz
(3x 300 mL)
655 mg

Su fazi

+ n- BuOH

n- BuOH Fazi
(2x 300 mL)
18 ¢

Su fazi

Sekil 3.1. T. zahlbruckneri Bitkisinin Ekstraksiyon Semasi
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3.1.5.Kimyasal Kompozisyon Analizleri

Bitkisel materyallerden elde edilen ekstreler fenolik bilesikler bakimindan

spektrofotometrik ve kromatografik olarak incelendi.

3.1.5.1. Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteau
yontemi kullanilarak hesaplanmistir (117). 3 mL distile su i¢eren 10 mL’lik kap
icerisine 50 puL ornek ¢ozeltisi ve 250 puL Folin-Ciocalteau reaktifi ilave edilmistir. Bir
dakika sonra 750 pL %?20’lik sulu Nay,COjs ilave edilip 4mL’ye su ile tamamlanmuistir.
Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karisimi kullanilmistir. 25 °C’de 2 saat inkiibe
edildikten sonra 760 nm’de absorbansi Ol¢iilmiis ve gallik asit kalibrasyon egrisi
kullanilarak degerlendirilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger
olarak hesaplanmistir. Deneyler ti¢ paralel olacak sekilde yapilmis ve sonuglar ortalama

degerler olarak verilmistir.

3.1.5.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit analizi Zhishen ve ark (1999)’nin c¢aligmalarinda
kullandiklar1 metot modifiye edilerek yapilmistir (118). Buna gore 250 pL ekstre t=0.
dakikada 75uL % 5’lik NaNO; ¢ozeltisi ile karistirilmis, t=5. dakika’da 75uL % 10’luk
AICl3.6H,0 ¢ozeltisi ilavesinden sonra, t=6. dakika’da 500 uL 1 M NaOH ¢ozeltisi
eklendi ve 750uL su ilave edilerek karistirilmistir. 510 nm’de kore karsi absorbans
Olctildii. Ekstrelerin icerdikleri toplam flavonoit miktarlar1 katesine esdeger olarak mg
celUekstre  Olarak hesaplanmustir. Katesinin kalibrasyon egrisi aymi sekilde etanol
kullanilarak hazirlanmistir. Biitiin 6l¢limler 3 paralel olacak sekilde yapilmis ve

ortalama degerler alinmstir.

3.1.5.3. Toplam Flavonol Miktar Tayini

Ekstrelerin ig¢erdikleri toplam flavonol miktarlari rutine esdeger olarak (RE) mg re/Qekstre
olarak hesaplanmistir (119). 250 pL Bitki ekstresi (2.5 mg/mL) 250 pL etanolik
aliminyum triklorit (30 mg/mL) ve 750 puL sodyum asetat (50 mg/mL) karistirildiktan
sonra 20 °C de 2.5 saat bekletilmis ve 440 nm’de ol¢iim yapilmistir. Ayni islemler
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kalibrasyon  egrisi  hazirlamak  tizere  0.5-0.3-0.1-0.05-0.03-0.01  mg/mL
konsantrasyonlardaki etanolik rutin ¢ozeltileri ile ger¢eklestirilmistir. Biitiin 6l¢timler ti¢

paralel olarak yapilmis ve ortalama degerler kullanilmistir.

3.1.6. izolasyon Cahsmalar

n-BuOH Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalar:

18 g n-BuOH ekstresi yeterli miktar metanolde ¢oziilerek Sigel [70 x 5 cm] cam kolona
tatbik  edilmistir.  Eliisyonda ¢0zilicii  sistemi  olarak  EtOAc-MeOH-H,0,
(100:17:13->100:30:13) kullanilmistir. Kolondan 10’ar mL toplanan fraksiyonlar ITK
ile kontrol edilerek 4 ana fraksiyonda (Fr. 1-4) toplanmis ve ¢Oziiciileri
uzaklagtinnlmistir. FR.1: 482 mg, FR. 2: 5 ¢, FR. 3: 3¢, FR. 4: 4.61 g.

TZ kodlu bilesiklerin izolasyonu

FR. 4 (4,61 g), Sigel kolon kromatografisi sistemine uygulanarak, CHCl3-MeOH-H,0
(61:32:7) ve EtOAc- MeOH- H,0 (100:30:13) ¢oziicii sistemi ile fraksiyonlanmis ve 4
ana fraksiyon (Fr. 4a—4d ) toplanmstir.

Fr.4c (943 mg) yeterli miktar CH,Cl,: MeOH (1:1) ¢oziict sistemiyle ¢oziilmiis ve
sephadex LH-20 kolon kromatografisine tatbik edilmis, ayni ¢oziicii sistemiyle
fraksiyonlanmistir. Bu fraksiyonlar ITK ile kontrol edildikten sonra 5 alt fraksiyonda
toplanmis ve yogunlagtirilmiglardir. Dordiincii  fraksiyondanTZ-1 (18 mg) elde
edilmistir.

Fr.4a (937 mg) EtOAc:MeOH:H,0 (100:17:13) ¢oziicli sistemiyle hazirlanan silika jel
kolona, ayni ¢0ziicii sistemiyle ¢oziilerek tatbik edilmistir. Fraksiyonlamaya
CHCI3:MeOH:H,0 (65:45:12) ¢dziicii sistemiyle devam edilmistir. ITK ile kontrolleri
yapilan fraksiyonlardan benzer olanlar birlestirilmis ve 7 alt fraksiyon elde edilmistir.
Bu fraksiyonlardan ilk ikisi (4a;— 4a;) (193 mg) OBSK sistemine uygulanarak, H,O-
ACN (% H,0O —80:20 —70:30 20’ser dakika) ¢6ziicii sistemi ile fraksiyonlanmis ve 3

ana fraksiyon elde edilmistir. ilk fraksiyon CHCl3:MeOH:H,O (61:32:7) ¢oziicii
sistemiyle hazirlanan silika jel kolona, ayni c¢oziicii sistemiyle c¢oziilerek tatbik

edilmistir. 11-13 fraksiyonuTZ-3 (9 mg) saf maddesi olarak tespit edilmistir.
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FR. 2 (906 mg), OBSK sistemine uygulanarak, CHCl3:MeOH:H,0 (90:10:1—61:32:7)
¢oziicii sistemleri ile eliie edilerek fraksiyonlanmis ve 16 ana fraksiyon (Fr. 1— 16)

toplanmustir.

Fr. 2.12 (248 mg) Sephadex LH-20 kolona tatbik edilerek, eliisyon CH,Cl,-MeOH (1:1)
¢oziicii sistemi ile yapilmustir. ITK ile kontrolleri yapilan fraksiyonlardan benzer olanlar
birlestirilmis ve 2 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu alt fraksiyonlardan birincisi
CHCI3:MeOH:H,0O (70:30:3) ¢oziicii sistemiyle hazirlanan silika jel kolona, ayni
¢oziicii sistemiyle ¢oziilerek tatbik edilerek fraksiyonlanmustir. ITK ile kontrolleri
yapilan fraksiyonlardan benzer olanlar birlestirilmis ve 3 alt fraksiyon elde edilmistir.

Ikinci fraksiyonTZ-2 (8,6 mg) olarak belirlenmistir.



BuOH Faz1
(2x 300 mL)
18¢

SK, EtOAc-MeOH-H,0
(100:17:13—100:30:13)

FR: 1
482mg

50

RP (OBSK), H,0,H,0-ACN

SK, CHCI3:MeOH:H,0 %20ACN—=%30ACN
(70:30:3) 193 mg
|
Fr: 1%-13
(32 mg)

SK, CHCI;-MeOH-H,0

(61:32:7)

59 3¢9 4619
SK (OBSK) CHCl3-MeOH-H,0) SK, EtOAc: MeOH:H20
90:10:1—80:20:2— 61:32:7 (100:30:13)
| Akis hizi:
Fr: 12 40mL/dk,
(248 mg) Basing: 4-5 | |
mbar, Tiip Fr: 4a SK. EtOAC: Fr:4c
toplama: 20 (937 mg) MeOH:H20 (943 mg)
on (100:17:13)
SP, CH,Cl,-MeOH | —
(1:1) | ﬂ
Fr: 4a; Fr: 4a,
| (80 mg) (153 mg) SF, CH,Cl, -MeOH(1:1) ‘
Fr: 12a \ /

Sekil 3.2.T. zahlbruckneri Toprakiistii n-BuOH Ekstresi zolasyon Semasi
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3.2. ANTIOKSIDAN AKTiVITE CALISMALARI
3.2.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nmn metoduna gore
yapilmistir (120). Tris-HCI tamponu (50 nM, pH 7,4) ve 1 mL 0,1 mM metanolde
hazirlanmis 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi (DPPH®) ile karistirilip, kontrol olarak
ekstre icermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontrol olarak BHA kullanilmistir. Metanol
ve n- butanol ekstreleri ile bu ekstrelerden elde edilen TZ kodlu maddelerde aktiviteleri
bakimindan incelenmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten
sonra absorbanslar 517 nm’de okunmustur. Inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanmistir. ICso degerleri nonlineer regregasyon egrileri kullanilarak
(Sigma Plot 2001 versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL) hesaplandi. Analizler 3 paralel
olarak yapilmis ve ortalama degerler kullanilmigtir.

% inhibisyon= [(AbSkontroi- ADS smek) / ADS kontrot] X 100

3.2.2. 2,2’-azino-bis (3- etilbenzatiazolin-6- siilfonik asit) (ABTS'®) Radikalini
Siipiiriicii Etki Tayini

MeOH ve n-BuOH ekstrelerinin ABTS™® radikalini siipiiriicii etkileri incelenmistir
(121). ABTS™ radikali (7 mM) ABTS’in sulu ¢ozeltisi ile K»S,0g (2,45 mM, son
konsantrasyon)’ un karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle meydana getirilip ve
absorbansi oda sicakliginda 734 nm’de 0.700 (£ 0.030) olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
sekilde hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990 pL) ile ekstre ¢ozeltileri (10 pL) karistirilip 734
nm’de 1 dakikalik araliklarla 30 dakika siiresince reaksiyon kinetigi ol¢iilmiistiir.
Konsantrasyona karst ol¢iilen inhibisyon yiizdeleri Troloks’a esdeger olarak (TEAC)
hesaplanmistir. Deneyler ii¢ paralel olarak yapilmis ve ortalama degerleri

hesaplanmustir.

3.2.3.f-karoten / linoleik asit Birlikte Oksidasyonunu Inhibe Edici Etki Tayini

Ekstrelerin ve saf maddelerin antioksidan aktivitesi f-karoten soldurma deneyine gore
yapilmistir (122, 123). Tween 20 (120 mg) ve linoleik asit (120 mg) tartilip kloroformla
yikanarak bir kaba alindi. Daha sonra bu kaba 1.2 mL f-karoten (Img/mL kloroform
icerisinde) eklenmis ve karisimdaki kloroform rotavaporda ucurularak uzaklastirilmistir.

300 mL distile su eklenerek yavagca karistirllmistir. Kontrol, standart ve oOrnekler
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konulmadan ayni prosediirle hazirlanmistir. Kontrol ve oOrneklerin sahitleri ise ayni
sekilde pS-karotensiz olarak ayrica hazirlanmistir. Ekstreler, standartlar ve kontroller
hazirlanan emiilsiyonlarla beraber plate kuyucuklarina aktarilmis ve 470 nm’de
spektrofotometrede Olglimleri alinmistir. Daha sonra Ornekler otooksidasyon i¢in 50
°C’de 120 dakika cihazda bekletilmis ve her 15 dakikada bir dl¢iim yapilarak solma
derecesi izlenmistir. Deneyler ii¢ paralel olarak tekrarlanmis ve ortalama degerleri

hesaplanmustir.
AAY%= [1-(AbS ek ADS™® smei) / (ADS kontror-ABS ®kontror) 1100



4. BULGULAR

4.1. FITOKIMYASAL CALISMALARA AIT BULGULAR
4.1.1. Kompozisyon Analizleri
Toplam fenol, flavonoit ve flavonol miktar tayinleri

Metanol ekstresinin toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktar tayinleri
deneysel kisimda verilen yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi.
Toplam fenol miktar1 gallik asite, toplam flavonoit miktar1 katesine, toplam flavonol

miktar1 ise rutine esdeger olarak hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1.Ekstre Verimleri, Toplam Fenol, Toplam Flavonoit ve Toplam Flavonol Miktarlari

Verim | Toplam Fenolikler | Toplam Flavonoitler Toplam Flavonoller

Ekstrel
streter [96] [MQ cAE/T ekstre] [MQ A/ ekstrel [MQ Re/Q ekstre

Metanol Ekstresi %15 63.45+2.32% 51.93+1.36 29.06+4.23

*ortalama + SD

4.1.2. izolasyon Calismalar

T. zahlbruckneri’ nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan n-BuOH ekstresi iizerinde
yiiriitiilen kromatografik ¢aligmalar sonucunda, bitkiden bir tane hidroksisinnamik asit
(fenolik asit), bir tane flavonoit glikoziti ve bir tane de primer metabolit tlirevi madde
elde edildi. Bilesiklerin yapilar1 spektroskopik (UV, IR, 1D- ve 2D- NMR ve Kiitle

spektr.) yontemler kullanilarak aydinlatilmistir.

Tablo 4.2. Tanacetum zahlbruckneri’ den Elde Edilen Bilesiklerin Rf degerleri®

Bilesik Sistem 1 Sistem 2
Klorojenik asit (TZ-1) 0.76 0.71
Rutin (TZ-2) 0.80 0.77
Conduritol F (TZ-3) 0.43 0.40

®Rs degerleri oda 1s1sinda (20 °C) gerceklestirilen ITK caligmast ile belirlenmistir.
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Coziicii Sistemleri 1 EtOAc: MeOH: H,0 (100:17:13)
2 CHCl3: MeOH: H,0 (61:32:7)

Lekelerin belirlenmesi: Lekeler UV lambasi (254 ve 366 nm) ve vanilin/H,SO4, FeCl;

reaktifi kullanilarak belirlendi.

4.1.2.1. Fenolik Asitler

Klorojenik asit

5-O-kafeoil kinik asit (TZ-1)

0]
7!
8/ OH
O
O “\\\\\OH OH
HO
“oH
HO
Clengog(MOI. Ag 354)
UV Apax (MeOH) nm IR V.M
329 C=C (Ar, 1149)
C=0 (1650)
R-OH (3267)
ESI- MS (m/z) :355 [M+H']
'H- NMR Spektrumu (CD3),SO, 400 MHz) : Sekil 4.1
: Tablo 4.2
3C- NMR Spektrumu (CD;0D, 100 MHz) - Sekil4.2

:Tablo 4.2
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Klorojenik Asit

TZ-1 bilesigi, beyaz renkli, amorf bir toz seklinde elde edilmistir. Bilesigin ITK
analizinde, FeClz reaktifi ile 105°C’de 1-2 dakika 1sitilmasi sonrasinda yesil,
Vanilin/H,SO,4 reaktifi ile muamele edildikten sonra ise agik pembe renklenme

gozlenmistir.

Bilesigin UV spektrumu (Amaks. 244-329 nm), hidroksisinnamik asit tlirevi bir yapinin
varhgini gdstermistir. IR spektrumunda 3267cm™ de hidroksil gruplarina, 1149cm’

laromatik ¢ifte baga ve 1650cm™ da karbonil gruplarima ait bantlar gozlenmistir.

Bilesigin 'H NMR spektrumuna bakildiginda oy 7.44 (1H, d, J=15.9 Hz H-7") ve 6.23
(1H, d,J=15.9 8") ppm’ de AB sistemi veren ¢ift bag sinyalleri yapida o, f-doymamis
karbonil grubunun varhigini géstermektedir. Bu sistemin kenetlenme sabitinin 15.9 Hz
olmasi ¢ifte bagin trans oldugunu gostermektedir. Bu protonlara ait karbon sinyalleri
sirastyla 6c 145.02 (C-7') ve 115.10 (C-8')’dur. Bu sinyallerle birlikte spektrumda oy
7.04 (1H, d, J=1.9 Hz, H-2"), 6.97 (1H, dd, J=8.3/1.9 Hz, H-6') ve 6.74 (1H, d, J=8.3
Hz, H-5')’ te gozlenen aromatik protonlar yapida kafeik asit grubu bulundugunu
gostermistir. Aromatik halkaya ait 146.08 (C-3") ve 148.84 (C-4')’ te gozlenen katerner
karbonlar ve 121.68 (C-6'), 115.16 (C-5) ve 116.21 (C-2') ppm’de gozlemlenen

aromatik CH karbonlar1 yapinin trans kafeoil grubu tagidigini dogrulamstir.

Bilesige ait kinik asit protonlarindan CH»-2 ve CH2-6 oy 1.44-1.99 ppm’de multiplet, H-
5 protonu 5.15 ppm’de karakteristik (td, J=11.0 ve 5.1 Hz, 1H), H-4 protonu 3.88
ppm’de (d, J=2.8, 1H)’de gdzlendi. *C-NMR spektrumuna bakildiginda kinik asitin 5
numarali karbonundan bagli kafeik asite ait karbonil grubuna ait sinyal 166.81 ppm’de
ve kinik asite karbonil sinyali de 176.46 ppm’de gozlendi. Kinik asit karbonlar1 da 6c
75.71 (C-1), 38.55 (C-2), 72.23 (C-3), 72.02 (C-4), 73.87 (C-5), 39.24 (C-6) ppm’de

gozlemlenmistir.

Bilesigin ESI-MS spektrumunda m/z 355 [M+H]" molekiiler iyon piki, *H NMR
spektrumu ve **C NMR spektrumu yardimiyla bilesigin kapali formiilii C16H150g 0larak
bulundu. Elde edilen spektroskopik bulgular ve literatiir esliginde TZ-1 kodlu bilesigin
yapist Klorojenik asit olarak kesinlestirilmistir (124-126).



Tablo 4.3. Klorojenik asit (TZ-1) Bilesigi i¢in *H-NMR (400 MHz, CD3S0),
DEPT ve *C-NMR (100 MHz, CD;SO) Degerleri

C/H DEPT oc (ppm) &y (ppm), J (H2)
1 C 176.46

2 CH, 38.55 1.44-1.99,m

3 CH 72.23 *

4 CH 72.02 3.88,d,J=2.3

5 CH 73.87 5.15,td, J=11.0/5.1
6 CH, 39.24 1.44-1.99, m

1 C 126.01

2' CH 116.21 7.04,d,J=1.9

3 C 146.08

4 C 148.84

5' CH 115.16 6.74,d,J=8.2

6' CH 121.68 6.97,dd, J=8.3/1.9
7 CH 145.02 7.44,d,J=15.9

8' CH 115.10 6.23,d, J=15.9

* Coziicl sinyalinin altinda
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4.1.2.2.Flavonoitler (Flavonol)

Rutin

Kersetin-3-ramnoglikozit (TZ-2)

C27H30016(M01. Ag 61 0)

59

UV Apax (MeOH) nm IR Vipascm™
359 Ar. C=C (1601)
274 C-OH (3332)

CH (2462)
ESI- MS (m/z) 1611 [M+H"]
'H- NMR Spektrumu (CD5CD, 400 MHz) : Sekil4.3

: Tablo 4.3
C- NMR Spektrumu (CD5CD, 100 MHz) : Sekil 4.4

: Tablo 4.3
DEPT 90 Spektrumu (CD3;CD, 100 MHz) : Sekil 4.5
DEPT 135 Spektrumu (CDsCD, 100 MHz : Sekil 4.6
HSQC Spektrumu : Sekil 4.7
2D 'H-"*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak  : Sekil 4.8

mesafe) NMR Spektrumu (HMBC)
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Rutin

Sar1 renkli amorf bir madde olarak elde edilen bilesigin ITK analizinde, giin 1s18inda
sarl, UVyss’ te siyah ve UV3gs’ da agik sar1 renk gozlendi. Vanilin/H,SO, reaktifi ile
muamele sonucunda, maddeye ait lekede koyu sar1 bir renklenme gézlenmesi ve
puskiirtme isleminden sonra UV3gs’ da goriilen lekelere ait parlak sari renk flavonoit

yapisinda bir bilesik oldugunu diistindiirmiistiir.

IR spektrumunda 3332 cm™’de hidroksil bantlarinin goriilmesi, 1601 cm™*de aromatik
halkaya ait karbon bantlari, MeOH ile ¢ekilmis UV spektrumunda 359 nm’ de goriilen
sinnamoil grubuna ait Bant I ve 274 nm’ de goriilen benzoil grubuna ait bant Il, bir

flavonol oldugunu gostermektedir.

"H NMR spektrumunda 8y 6.20 (1H, d, J=2.1 Hz, H-6) ve 6.38 (1H, d, J=2.1 Hz, H-8)’
de meta etkilesim gosteren sinyaller 5,7-disiibstitiie A halkasinin varligina isaret
etmektedir. "H NMR spektrumunda kersetinin B halkas: i¢in karakteristik olan ABX
sistem seklindeki oy 6.87 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5"), 7.61 (1H, d, J=2.2 Hz, H-2") ve 7.65
(1H, dd, J=2.2/8.4 Hz, H-6") sinyallerin varligi, aglikon iskeletinin kersetin oldugunu

gostermektedir.

'H NMR spektrumunda oz iinitesine ait protonlara bakildiginda 8y 5.09 (1H, d, J=7.6
Hz, H-1")" de goriilen bir ve iki numarali protonlar arasindaki diaksiyal kenetlenme
sabiti (J) 7.6 Hz olarak hesaplanmis anomerik proton sinyali, yapida bir oz
bulundugunu ve ozun yapiya f baglt oldugunu gostermistir. DQF-COSY ve HSQC
spektrumu yorumlanmasiyla oz karbonlarina ait sinyallerin 6¢c 103.28 (C-1"), 74.30 (C-
2"), 76.77 (C-3"), 69.97 (C-4"), 75.80 (C-5"), 67.13 (C-6")’ de ortaya ¢iktig1 tespit

edilmistir.

Ozun 6 numarasina ait protonlarin, anomerik protondan sonra en diisiik alanda geliyor
olmasi ve literatiir verileri esliginde ozun bir glukopiranoz oldugu anlagilmistir. HMBC
spektrumunda glukopiranozun anomerik protonu H-1" (5.09 ppm) ile kersetin C-3
(134.27 ppm) rezonansi arasinda gézlemlenen korelasyon ozun aglikona 3. konumdan
baglandigin1 dogrulamistir.

'"H NMR spektrumunda ikinci bir anomerik protona ait sinyal gozlenmesi ve 3-4 ppm

arasinda glukoz protonlar1 disinda kalan sinyallerin varlig1 yapiya ikinci bir ozun bagl
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oldugunu gostermistir. Buna gore 6y 4.52 (H-1")’ de bir CH vel.11 (H-6")’ de yer alan
bir CHj sinyali yapinin ramnoz olabilecegini diisiindiirmiistiir. Proton spektrumunda yer
alan diger sinyaller de 3.62 (H-2"), 3.53 (H-3"), 3.49-3.23 (H-5") g6z Oniinde
bulunduruldugunda ikinci oz {initesinin bir ramnopiranoz oldugu anlasilmigtir. HMBC
spektrumuna bakildiginda bu oz iinitesinin glukoza 6. konumdan bagli oldugu
anlasilmistir. ESI kiitle spektrumunda m/z 611 [M+H]" iyon piki, elde edilen
spektroskopik bulgular ve literatiir esliginde TZ-2 kodlu bilesigin yapis1 Kersetin-3-
ramnoglikozit olarak kesinlestirilmistir (127, 128).

Tablo 4.4. Rutin (TZ-2) Bilesigi igin "H-NMR (400 MHz, CD;0D), DEPT ve
BC-NMR (100 MHz, CD;0D) Degerleri

CH DEPT dc (ppm) oy (ppm), J (H2)
1 - - -

2 C 157.70 -

3 C 134.27 -

4 C 177.89 -

5 C 161.25 -

6 CH 98.53 6.20,d,J=2.1

7 C 164.86 -

8 CH 93.50 6.38,d, J=2.1

9 C 157.28 -

10 C 103.95 -

1 C 121.31 -

2 CH 121.89 7.61,d,J=2.2

3 C 144.50 -

4 C 148.41 -

5' CH 114.57 6.87,d, J=8.4

6 CH 115.88 7.65,dd, J=10.4/2.1
Glukoz

1 CH 103.28 5.09,d, J=7.6

2 C 74.30 3.49-3.23 m

3 C 76.77 3.49-3.23 m

4" C 69.97 *

5" C 75.80 3.49-3.23 m

6 CH, 67.13 3.79,d, J=10.7
Ramnoz

1 CH 100.89 452, S, J=1

2 CH 70.81 3.62,dd, J=3.3/1.6
3 CH 70.68 3.53,dd, J=9.4/3.5
4™ CH 72,51 *

5™ CH 68.29 3.49-3.23 m

6 C 16.52 1.11,d, J=6.2

*CD30D sinyal altinda
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4.1.2.3. Conduritol F

Lokantemitol (TZ-3)

CsH1004 (Mol. AB. 146)

68

UV Amaks.(DMSO) nm IR Vaks cM™
282 C=C (1617)
R-OH (3432)

ESI-MS (m/z) - 147 [M+H]"
'H- NMR Spektrumu ((CD3),SO 400 : Sekil 4.9
MHz) : Tablo 4.4
3C- NMR Spektrumu((CD3),SO, 100 : Sekil 4.10
MHz) : Tablo 4.4
DEPT 90 Spektrumu ((CD3),S0O, 100 MHz)  : Sekil4.11

HSQC Spektrumu

: Sekil 4.12
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Conduritol F

Renksiz, viskoz bir madde olarak elde edilen TZ-3’iin ITK analizinde giin 1s181nda
gorinmeyen, UVyss’te reaktif kullanmadan once koyu mor, UVggs’da reaktif
puskiirtiilmeden 6nce mavi,%1 (a/h)’ lik Vanilin/H,SO,4 reaktifi ile 105 °C’de 1-2
dakika 1sitilma sonucunda plakta giin 1s18inda maddeye ait lekede koyu mor, UVses” da

fosforlu mavi bir renklenme gozlendi.

IR spektrumunda 3432 cm™’de hidroksil gruplarina, 16417 cm™de cifte baglara ait

bantlar gozlendi.

3C NMR spektrumuna bakildiginda 2’si cifte bag bolgesinde olmak iizere asag1 alanda
toplam 6 adet karbon sinyali gozlenmistir. DEPT 135 spektrumunda bu sinyallerin
tamaminin CH oldugu gorilmiistir. HSQC spektrumu yardimiyla karbon atomlarinin
konumunun“—~CH=CHs)-CH4)OH-CH3)(OH)-CH()(OH)-CH)(OH)-CH ="

seklinde oldugu goriilmiistiir. Bilesigin ESI-MS spektrumda m/z 147 [M+H]" olarak
gozlenen pozitif iyon piki ve spektroskopik bulgular birlikte degerlendirildiginde kapali
formiiliiniin CgH19040ldugu anlasilmistir. Bu bilgilerle birlikte literatiir bilgileri de

degerlendirildiginde maddenin Conduritol F oldugu dogrulanmistir (129).

Tablo 4.5. Conduritol F (TZ-3)’un **C ve 'H NMR Spektroskopik Degerleri
(CD5),S0, (*°C: 100 MHz; 'H: 400 MHz)

CH DEPT dc (ppm) oy (ppm), J (H2)

1 CH 66.66 3.95, dd, J=8.5/4.2

2 CH 71.61 3.19, dd, J=13.4/8.9

3 CH 72.79 3.40, dd, J=16.5/7.7

4 CH 72.53 3.73,d, J=6.5

5 CH 133.26 5.53, dd, J=10.0/2

6 CH 127.56 5.61, ddd, J=9.9/4.8/2.0
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4.1.3.Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi Analizi

Ekstre ve saf maddelerin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) sistemi ile
yapilan analizlerinde PDA dedektér kullanilmis ve miktar tayinleri, hidroksisinnamik
asit tiirevleri i¢in 320 nm’de ve flavonoitler igin ise 360 nm’de yapilmistir. Elde edilen
sonuclar Tablo 4.6’da verilmistir.

Izole edilen klorojenik asit ve rutinin metanol ekstresi iginde ger¢ek madde miktarlar:
kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir. Klorojenik asit 320 nm’de; rutin 360 nm’de
analiz edilmistir. Ekstrelerin igerisinde tanimlanan bu bilesiklerin miktarlar1 standart
maddelerden hazirlanan kalibrasyon egrileri kullanilarak belirlenmistir (Tablo 4.7).
Maddelerin tanimlanmasinda hem tutunma zamanlart hem de UV spektrumlari

kullanilmastir.

Tablo 4.6. Tanacetum zahlbruckneri Ekstre ve Saf Maddelerinin YBSK Sonuglar1 (mg/g)
Hidroksisinnamik asit

Numune Klorojenik asit Rutin

tiirevi**
TZME 3.133 £0.014* 4.058£0.016 2.136 +0.006
TZ-1 39.723 £0.034
TZ-2 37.597 £0.031

*ekstre igerisindeki % miktar, ort + STD; ** klorojenik asit iizerinden hesaplanmistir; TZME,
metanol ekstresi; TZ-1, izole edilen klorojenik asit; TZ-2, izole edilen rutin

Tablo 4.7. Standartlara Ait Kalibrasyon Denklemleri ve Korelasyon Katsayilari

Tutunma Zamani Kalibrasyon Denklemi Korelasyon Katsayisi
Madde (@) (y=ax + b) @
Klorojenik asit 9.2 y = 33910x — 537.52 0.9967

Rutin 241 y =17429x — 66.617 0.9980
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Sekil 4.13. Standart Klorojenik Asit’e ait YBSK kromatogrami, KLJ: Klorojenik Asit
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Sekil 4.14. Standart Rutin’e ait YBSK Kromatogrami
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Sekil 4.15. izole Edilen TZ-1 Kodlu Saf Maddesine (klorojenik asit) Ait YBSK Kromatogrami, KLJ:
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Sekil 4.16. izole edilen TZ-2 (=TZ-11) kodlu saf maddesine (rutin) ait YBSK kromatogrami
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Sekil 4.17. T. zahlbruckneri Metanol Ekstresine ait YBSK Kromatogrami, HSAT: Hidroksisinnamik asit

tirevi, KLJ: Klorojenik asit
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4.2. ANTIOKSIDAN AKTIVITE CALISMALARI
4.2.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Viicuttan zararli ve hastalik yapici radikallerin uzaklastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu
amagla azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikali kullanilmistir. Her iki ekstre
DPPH?® radikalini fizyolojik pH’da konsantrasyona bagl olarak siipiirmiislerdir. 1Csg
degerleri, radikalin %50’sini siipiirebilecek gerekli konsantrasyon olarak tanimlanir.
Ekstrelerin 1Csq degerleri hazirlanan dogrusal olmayan egriler kullanilarak hesaplanmis

ve sonuclar Sekil 4.18’de verilmistir.

1,8 1

1,6 -

1,4

1,2 -

0,8 -

IC50 (mg/mL)

0,6

04 -

0’2 | -
0 : : I

MeOH n-BuOH KLJ Rutin BHA

Ekstre ve saf maddeler

Sekil 4.18. T. zahlbruckneri Ekstrelerinin ve izole Saf Maddelerinin DPPHe Radikali Siipiiriicii Etkileri.
[Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir.] BHA: Biitil hidroksi anizol,
MeOH : metanol ekstresi, n-BuOH: n- butanol ekstresi, KLJ: klorojenik asit (TZ-1), Rutin=TZ-2

Sekil 4.18’¢ gore T. zahlbruckneri n-butanol (n-BuOH) ekstresi metanol (MeOH)
ekstresine gore daha aktif, TZ-2 (rutin) aktivitesi ise diisiik bulunmustur. Ekstrelerin

bilesiminde bulunan klorojenik asitin ICsg degeri ise 0.052+0.007 mg/mL bulunmustur.
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4.2.2. 2,2'-azino-bis (3- etilbenzatiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS™) Radikalini
Siipiiriicii Etki Tayini

Bu yontem mavi/yesil renkli bir bilesik olan ABTS™ radikali katyonu tarafindan
antioksidatif maddelerin miktarmin spektroskobik olarak Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu yontem ile flavonoitler, hidrosisinnamik asitler, karetenoitler gibi
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar 6lgiilebilmektedir. Tiim ekstrelerin ABTS"®
radikalini siipiiriicti etkileri degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 4.19’da verilmistir. En
yiiksek aktiviteyi klorojenik asit gozlenirken metanol ve butanol ekstrelerinin aktivitesi
yaklastk ayni oldugu gozlenmistir, rutinin aktivitesinin daha diisik oldugu

belirlenmistir. Ekstrelerin pozitif kontroller kadar yiiksek aktivite gostermedigi

belirlenmistir.
3 .
I
2,5
2 4
)
€ 15 - = Img/mL
?D m0,5mg/mL
é 0,25mg/mL
:t) 1 - m(0,125mg/mL
[N 1]
=
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Sekil 4.19. T. zahlbruckneri Ekstrelerinin ve izole Saf Maddelerinin ABTS+e Radikalini Siipiiriicii
Etkileri. BHA: Biitil hidroksi anizol, KLJ: klorojenik asit (TZ-1), Rutin: TZ-2 MeOH: Metanol ekstresi,
n-BuOH: Butanol ekstresi
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4.2.3. p-Karoten/linoleik Asit Birlikte Oksidasyonunu inhibe Edici Etki Tayini

Gida lipitleri ve hiicre membranlart oksidatif ajanlarla kolaylikla okside olabilen
doymamis yag asitleri, linoleik ve arasidonik asitleri igerirler. Bu nedenle doymamis
yag asitleri lizerinden yapilan oksidasyon deneyleri Onem tasimaktadir. Beta-
karoten/linoleik asit soldurma deneyi Ozellikle hiicre duvarindaki ve gidalardaki
doymamig yag asitlerinin oksidasyonunun tanimlanmasinda siklikla kullanilir. T.
zahlbruckneri ekstrelerinin ve izole edilen saf maddelerinin pS-karoten/linoleik asit
oksidasyonunu engelleme dereceleri Sekil 4.20 ’de verilmistir. Sekil 4.20 ’de
goriilebilecegi gibi elde edilen ekstreler belli oranlarda inhibitér aktivite gdstermistir.
Metanol ekstresi (MeOH), butanol ekstresi (n-BuOH) ve klorojenik asit yakin etki
gosterirken rutin diisiik etki gostermistir. Ekstre ve saf maddelerin aktivitesi zamana

bagli olarak degisim gostermemistir.
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Sekil 4.20. T. zahlbruckneri Ekstrelerinin ve izole Saf Maddelerinin s-karoten-linoleik asit
Peroksidasyonuna Etkileri. BHA: Biitil hidroksi anizol, MeOH: Metanol ekstresi, n-BuOH:Butanol
ekstersi, KLJ: Klorojenik asit (TZ-1), Rutin=TZ-2
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde endemik olarak yetisen Asteraceae familyasmin, Anthemideae tribusunda
bulunan Tanacetum cinsi Diinya’ da 161, Tiirkiye’de ise dogal olarak yetisen 47 tiirle
temsil edilmektedir (1). Tanacetum tiirlerinin Tirkiye’de halk arasinda g¢esitli
kullanimlar1t mevcuttur. T. coccineum ¢igekleri, toz halinde (oltu tozu) bocek o6ldiirticii,
T. vulgare herbasindan hazirlanan %1°lik infiizyon kuvvet verici, istah agict ve kurt
diilirici, T. balsamita’ nin ¢icekli dallarindan hazirlanan %2’lik infiizyon idrar
arttirici, gaz soktiiriicli, midevi ve safra kesesi taglarini diisiiriicii olarak kullanilmaktadir
(3). Ayrica T. parthenium gigek durumlarindan hazirlanan %2-51ik dekoksiyon kuvvet
verici, uyarici, ates diisiiriicii, adet getirici ve bocek Oldiiriicli olarak kullanilmaktadir.
Son yillarda bu tiiriin taze yapraklart Avrupa iilkelerinde migrene karsi kullanilmaktadir
(65).

Tanacetum tiirleri iizerinde yapilan farmakolojik c¢alismalarla bu tiirlerin basta migren
olmak tizere, antihistaminik, antienflamatuvar, antimikrobiyal, antifungal, insektisit(7),
sitotoksik, antitimor (8), antiprotozoal, antihelmintik (9, 10), antiiilser gibi bir¢ok

farmakolojik 6zellige sahip oldugu gosterilmistir (11).

Yapilan literatiir taramasinda teze konu olan T. zahlbruckneri’nin halk arasinda

kullanilisina rastlanmamaistir.

Tez calismamizda T. zahlbruckneri’nin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan metanol
ekstresi iizerinde Oncelikle spektroskopik Ol¢liime dayali toplam fenol, flavonoit ve
flavonol miktar tayini deneyleri gerceklestirilmistir. Toplam fenol miktar
63.454+2.32mgcae/Gekstre, tOplam flavonoit miktart 51.93+1.36mgCA/g, flavonol miktari
ise 29.06+4.23mgRE/g olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

Bitkinin metanol ekstresinden sirasiyla artan polaritelerde n-Hekzan, Et,O, CH,ClI,,n-
BuOH ekstreleri hazirlanmis, izolasyon c¢alismalarina n-BuOH ekstresi iizerinden

devam edilmistir.



82

n-BuOH ekstresi(18g) iizerinde gerceklestirilen izolasyon ¢alismalar1 sonucunda fenolik
asit yapisinda bir bilesik olan klorojenik asit (TZ-1, 18 mg), flavonoit yapisinda bir
bilesik olan rutin (TZ-2, 9 mg) ve siklitol yapisinda bir bilesik olan conduritol F (TZ-3,
9 mg) izole edilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilar1 spektreskopik yontemler (UV,
IR, H-NMR, ¥C-NMR, 2D NMR, kiitle spektr.) kullanilarak aydinlatilmistir.

Izolasyonu yapilan maddelere ait formiiller Sekil 5.1°de gosterilmistir.

OH
TZ-2 (Rutin, Kersetin-3-ramnoglukozit)
Sekil 5.1. T. zahlbruckneri’den Elde Edilen Maddeler

Bitkinin metanol ekstresi tizerinde, izole edilen saf bilesiklerin gercek miktarlarini
belirlemek amaciyla yapilan YBSK analizleri sonucunda, ekstrede tanimlanan bilesenler
icerisinde ana madde olarak klorojenik asit ve rutin tespit edilmistir. Buna gore
klorojenik asit ve rutin miktar1 metanol ekstresinde sirasiyla 3,133 ve 4,058 mg/g olarak
bulunmustur (Tablo 4.6). Ayrica ekstrede hidroksisinnamik asit iskeletine sahip

maddelerin toplam miktar1 da 2.136 mg/g olarak belirlenmistir.

MeOHve n-BuOH ekstreleri ile bu alt ekstreden elde edilen saf maddelerin radikal
stiptiriicii etkinliklerini belirlemek amaciyla farkli antioksidan aktivite tayin yontemleri
uygulanmigtir. Bu sebeple azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikalini
siipiirme kapasiteleri fizyolojik pH da incelenmis ve sonuclar 1Csy degerleri olarak

(mg/mL) verilmistir. Metanol, n- BUOH ekstreleri, TZ-1 (klorojenik asit) ve TZ-2
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(rutin) maddelerinin DPPH® radikalini siipiiriicii etkilerinin ICso degerleri sirastyla 0.54,
0.20, 0.05 ve 1.53 mg/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.18).

Serbest radikal siipiiriicii etki testlerinde genellikle DPPH® radikali kullanilmaktadir.
Fakat bazen ¢Oziiniirlik ve benzer spektral girisimler nedeniyle ayni radikal
kullanilamamaktadir. Alternatif bir radikal olan ABTS™ azot merkezli oldukga stabil
bir radikaldir. Bu nedenle ekstrelerin radikal siipiiriicii etkilerini dogrulamak ig¢in
ABTS"*radikal siipiiriicii etki testi de yapilmis ve sonuglar Trolox’a esdeger olarak
Sekil 4.19° da verilmistir. Ekstre ve saf maddeler iki farkli dozda analiz edilmistir. Sekil
4.19’¢ gore klorojenik asit 0.5 mg/mL konsantrayonda digerlerine gore daha aktif

bulunmustur.

Hiicre membranlarinda bulunan lipitler linoleik asit ve arasidonik asit gibi oksidasyona
olduk¢a miisait doymamis yag asitleri bakimindan zengindirler (130). Bu nedenle, bu
tez kapsaminda incelenen ekstrelerin antioksidan etkileri taranirken lipitlerin
oksidasyonuna ait deney ortamlarinin kullanilmasi 6nemlidir. Bu amagla en ¢ok
kullanilan deney modellerinden birisi S-karoten-linoleik asit soldurma testidir. Linoleik
asitin diallilik metilen gruplarindan hidrojen eksilmesiyle peroksil serbest radikalleri
olusarak doymamis pf-karoteni oksitler. Ekstrelerin bilesiminde bulunan antioksidan
yapilar p-karotenin hidroperoksit tarafindan oksidasyonunu minimize ederler. pg-

karotenin degredasyon hizi ekstrelerin antioksidan kapasitesine baglidir (131).

Tim ekstre ve saf maddelerde etki, konsantrasyonla dogru orantili bir sekilde artig
gostermistir. Klorojenik asit diger saf madde ve ekstrelere gére daha aktif olmasina

ragmen BHA ile karsilastirildiginda diisiik aktivite gostermistir. (Sekil 4.20)

Literatiirlerde T. zahlbruckneri ile yapilmis kimyasal bilesim analizi ve kromatografik
calisma bulunmamakla birlikte farkli Tanacetum tiirleri iizerinde yapilmis bitkilerin

toplam fenol, flavonoit ve flavonol igeriklerini saptamaya yonelik ¢alismalar mevcuttur.

T. vulgare bitkisinin yaprak ve ¢igeklerinden hazirlanan MeOH, EtOH ve su
ekstrelerinin toplam fenol miktarlar1 birbirleri ile kiyaslandiginda; 62.7 mg GAE/g ile
yaprak MeOH ekstresinin toplam fenolik madde igeriginin en yiiksek oldugu

gorilmistiir. Toplam flavonoit miktar1 ise yaprak su ekstresinde en fazla (18.2 mg



84

CE/g) bulunmustur (132). Diger bir ¢alismada ise T. sonbolii’ nin hekzan, etil asetat,
metanol, n- butanol, kloroform ve su ekstreleri hazirlanmis ve toplam fenol miktarinin
etil asetat ekstresinde, toplam flavonoit miktarinin ise hekzan ekstresinde en yiiksek
oldugu bildirilmistir. Metanol ekstresinin ise toplam fenol miktarinin 70.0+0.1
MQcAe/Jekstre 0ldugu belirtilmistir (133).

T. parthenium ile yapilan bir g¢alismada ise %70 EtOH’le hazirlanan tohum
ekstrelerinden hiperozit, kersetin, hiperforin, %50 EtOH’le hazirlanan ¢igek ve yaprak
ekstrelerinde YBSK ile gerceklestirilen bir ¢alismada klorojenik asit tiirevi maddeler ve

apigenin, tespit edilmistir (134).

Tanacetum tiirlerinde ana bilesenler olarak fenolik bilesikler ve flavonoitlerin
bulunmasi elde ettigimiz sonuclarla da uyum gostermektedir.Bitkiden izole edilen
bilesiklere bakildiginda birer sekonder metabolit olan klorojenik asit ve rutin, bir diger
bilesik, siklitol tlirevi bir primer metabolit olan conduritol F’dir ve daha once
Tanacetum tiirlerinden izole edilen bilesiklere bakildiginda kaydinin olmadigi
gdzlenmektedir. ilk kez T. zahlbruckneri’den siklitol yapisinda bir bilesik olan

Conduritol F izole edilmistir.

Conduritol F siklitol (tetrahidroksisiklohekzan) yapisinda bir molekiildiir. Iki ila 6 (A—

F) arasinda degisen izomeri vardir, izomerler sentezle elde edilen fakat dogal olarak
bulunmayan molekiillerdir. Calismamiza konu olan Conduritol F bitkilerde diisiik
miktarlarda bulunmaktadir. Ozellikle spesifik tropikal bitki familyalariyla sinirhdir.
Gymenia sylvestre’den izole edilen bu bilesik surup olarak Asya ve Hindistan’da

diyabet tedavisinde 2000 yildir kullanilmaktadir.

Baz1 conduritol tiirevli maddeler antibiyotik, biiyiime diizenleme ve diyabet gibi
hastaliklarin disinda viral enfeksiyon (HIV dahil), kanser hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmak {tizere bisiklik-trisiklik bir¢ok analog ve ¢esitli yapilar1 sentezlenmistir.
Bunlarin biyolojik aktiveteleri degerlendirildiginde 6zellikle a-glukozidaz enzim

inhibisyon aktivitesi yeni ilaglarin kesfedilmesinde temel rol oynamaktadir (135-137).
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Klorojenik asitler (3,4,5- Kafeoil kinik asit, dikafeoilkinik asit, vs), sinnamik asit olarak
bilinen fenolik bilesikler ve kinik asit arasinda olusan esterler smifina girerler.
Klorojenik asit antioksidan, antibakteriyel, antiviral, antienfalamatuvar, antihipertansif

gibi bircok biyolojik aktiviteye sahiptir. Klorojenik asit i¢ecek, kozmetik, cay iirtinleri
ve besinlerde katki maddesi olarak kullanilmaktadir (138, 139). Ayrica kan sekerini
diistirmedeki etkisi ve kansere karsi korunmada etkili olmas1 gibi baz1 aktivitelerinden
dolay1 klorojenik asitin geleneksel tipta faydali bir bilesik oldugu diisiiniilmektedir. Tez
calismamiz sonucunda elde ettigimiz ve kahvede en ¢ok bulunan klorojenik asit, 5-O-
kafeoilkinik asittir (140). Bitkisel kaynakli besinler az ya da ¢ok miktarda fenolik
madde icermektedir. Ozellikle meyve ve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayanikliligi
tizerine etkili olan fenolik maddeler, antioksidan oOzelliklerine bagli olarak
antikanserojen, antimutajen ve antimikrobiyal aktivite gdstermeleri bakimindan da insan
sagligi ile yakindan iligkilidir. Bu bilesiklerden biri de klorojenik asittir. Bu sebeptendir
ki; disbudak yapragi (Fraxinus excelsior), enginar yapragi (Cynara scolymus),yesil
kahve ¢ekirdegi, japon hanimeli ¢igegi (Lonicera japonica) ve Ekomya yaprak ve kabuk
(Eucammia ulmoides)gibi birgok bitki ekstreleri klorojenik asit kaynagi olarak

geleneksel tipta yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (141-143).

Rutin, kersetin-3-O-ramnoglikozit yapisinda, flavonol tipinde bir flavonoittir. Rutin,
diger flavonoitlere gore oksitlenmemesi ve toksik olmamasi ile avantajlara sahip
kuvvetli bir antioksidan molekiildiir. Ayrica antienflamatuvar, antiplatelet,

antitrombotik, antihemorajik ve kan damar1 koruma gibi bir¢cok biyolojik aktiviteye
sahiptir (66, 144, 145, 146).

Literatiirlerde T. zahlbruckneri ile yapilmis antioksidan ¢alisma bulunmamakla birlikte

diger Tanacetum tiirleri lizerinde yapilmis antioksidan aktivite caligmalari mevcuttur.

Yapilan bir ¢aligmada alti Tanacetum tiiriiniin (T. budjnurdense, T. hololeucum, T.
chiliophyllum, T. sonboli, T. tabrisianum, T. kotschyi) etanollii ekstresi iizerinde toplam
fenol, flavonoit, flavonol miktar tayini, antioksidan aktivite ¢alismasi ve sitotoksik
testleri yapilmistir. T. hololeucum ekstresinin diger ekstrelerden 2-3 kat daha fazla aktif
oldugu goriilmiistiir. Tiim bitki ekstrelerinde antioksidan aktivitenin toplam fenolik
bilesik ve toplam flavonoit miktarlar1 ile dogru orantili olarak artis gosterdigi

saptanmugstir. Biitlin tiirlerde ana fenolik bilesik olarak kafeik asit, ferulik asit, luteolin,
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apigenin ve rutin bulundugu goriilmiistiir. K562 (16semi hiicre hatt1) hiicreleri iizerinde
denenmis ve sonug¢ olarak Tanacetum tiirlerinin hiicre oksidasyonuna karsi 6nemli

o6l¢iide koruyucu etkileri olabilecegi vurgulanmistir (66).

T.vulgare bitkisinin toprakiistii kisimlarinin metanollii ekstresi antioksidan aktivite
yoniinden incelenmistir DPPH radikal siipiiriicii etkiden ekstreden izole edilen 3,5-
dikafeoilkinik asit, aksillarin ve luteolinin sorumlu oldugu, ana bilesik olan 3,5-
dikafeoilkinik asitin kersetinin aktivitesiyle kiyaslanabilecek antioksidan aktivite

gosterdigi agiklanmistir (67).

Tanacetum cinsine ait ¢esitli tiirlerle yapilan bir ¢alismada (T. budjnurdense, T.
hololeucum, T. chiliophyllum, T. sonboli, T. tabrisianum, T. kotschyi) toprak iisti
kisminin etanol ekstresinin DPPH® radikalini siipiiriicii etkisi ICsp degeri 0.05-0.15
mg/mL arasinda degismektedir (66). 3 farkli Tanacetum alttiirii (T.densum (Lab.)
Schultz Bip. subsp. sivasicum Hub-Mor and Grierson, T. densum (Lab.) Schultz Bip.
subsp. eginense Heywood ve T. densum (Lab.) Schultz Bip. subsp. amani Heywood)
metanolik ekstreleriyle yapilan bir c¢alismada DPPH® radikalini siipiiriicii etkisi
aralarinda en yiiksek T.densum. subsp. amani bitkisi olarak tespit edilmis ve ICso degeri

0.06 mg/mL olarak hesaplanmistir (68).

Farkl1 tiirlerle yapilan antioksidan aktivite caligmalarina bakildiginda Tanacetum tiirleri
icerdikleri fenolik yapili bilesiklerden dolayr giiclii antioksidan aktiviteye sahip

olduklar1 goriilmektedir.

Yapilan bir ¢alisgmada T. vulgare’den klorojenik asit elde edilmis, mono- ve di-
kafeoilkinik asitin radikal siipiiriicii etkiye katkida bulundugu bildirilmistir (142).

T. parthenium’ un sulu ve etanolik ekstreleri ile partenolitin ABTS™ radikalini
stiptiriicii aktiviteleri karsilastirilan bir calismada ise su ekstresi etanol ekstresinden
daha aktif bulunmustur (147). T. vulgare bitkisinin yaprak ve ¢i¢eklerinin MeOH, EtOH
ve su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri karsilastirilan bir c¢alismada en yiiksek
aktiviteyi ¢igek ve yaprak MeOH ekstresi gostermistir ve ABTS™ radikalini siipiiriicii
etkileri sirastyla 41.2+0.5 ve 27.6+0.5 mg TE/g olarak hesaplanmistir. Ayrica yaprak
MeOH ekstresi, ¢igek MeOH ekstresinden daha aktif bulunmustur (132).
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Babhsi gecen fenolik bilesiklerden 6zellikle flavonoitler ve fenolik asit tiirevi maddelerin
aktiviteden sorumlu oldugu tespit edilmistir. Teze konu olan T. zahlbruckneri
bitkisinden hazirlanan MeOH ve n-BuOH ekstreleri ve saf maddelerle yapilan radikal
stiptiricii  etki tayini ve oksidasyon deneylerine bakildiginda, literatiirde yapilan
caligmalarla uyum gostermekle birlikte, 6zellikle saf maddeler lizerinde yapilan testlerin
standart rutin ve klorojenik asit kadar aktif olmadig1r gozlenmistir. Bunun sebebinin
maddelerin izolasyon prosediirinden kaynaklanan kiigiik safsizliklar oldugu
distiniilmektedir. Calisilan endemik tiiriin, literatiirde, lizerinde farkli aktivite ve
kimyasal icerik ¢aligmalar1 bulunan Tanacetum tiirleri kadar aktif olmadigi ve bununda
bitkinin i¢erdigi zayif fenolik kompozisyona bagli oldugu goriilmiistiir.

Bitki iizerinde gergeklestirilen aktivite ve kimyasal bilesik aydinlatmaya yonelik olan
bu calismalar, literatiir acisindan bir ilk olmakla birlikte, daha 6nce bu bitkinin
kimyasini konu alan Prof. Dr. Nezhun Gdéren’in tezi ile karsilagtirildiginda, tezde izole
edilen  (a-amirin,  15-6a-dihidroksiodesm-4(15)-en) maddelere  (148), bizim
calismamizda rastlanmamistir. Bunun nedeninin, bitkinin toplama zamam farkliligi
ve/veya ekstraksiyon stirecinin farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Gerek
daha 6nce gergeklestirilen tezde, gerek bu galismada diger Tanacetum tiirlerinde bol
miktarda bulundugu bilinen seskiterpen lakton ve farkli flavonoidal bilesiklerin bitkiden
izole edilememesi bu tiiriin diger Tanacetum tiirlerinin igerikleriyle uyumlu olmadigini
gostermistir. Bitkinin genetik, morfolojik 6zelliklerinin ileri ¢alismalarla aydinlatiimasi

ve diger Tanacetum tiirleriyle iliskisinin ortaya koyulmasi gerekmektedir.
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