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OZET

Tanacetum tiirlerinden biri olan Tanacatum kotschyi (Boiss.) iilkemizde Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi basta olmak iizere birgok yerde dogal olarak yetismektedir. Bu ¢aligmada Van ilinin
Giizeldere Gegit’ inden toplanan Tanacetum kotschyi bitkisi lizerinde fitokimyasal ve biyolojik
aktivite calismalar1 yapilmistir. Bitkinin gdvde etil asetat ekstresi ile ¢alisilmis ve sekonder
metabolitler kolon kromatografisi (CC), ince tabaka kromatografisi (TLC), yliksek basmnglisivi
kromatografisi (HPLC), orta basin¢li sivi kromatografisi (MPLC) ve yiiksek performansh ince
tabaka kromatografisi (HPTLC) gibi kromatografik yontemler kullanilarak izole edilip
saflagtirilmstir. [zole edilen bilesiklerin kimyasal yapilar1 ise; 'H NMR ,COSY, 3¢ NMR,
APT, HMBC, HMQC, UV/VIS ve IR gibi spektral yontemlerle belirlenmistir. izolasyon
sonucu bir seskiterpen lakton; achillin, ki flavonoid; salvigenin (6-metoksi apigenin 4 -7
dimetileter), 6,7,3 ,4 -tetrametoksi luteolin (6,7,3 ,4 -tetrametoksi apigenin), bir steroid,
[-sitosterol ve bir de fenolik yapiya sahip bilesiklerden 7-hidroksi 6-metoksi kumarin elde
edilmistir. Ekstrelerin ve izole edilen bilesiklerin yapilar1aydmlatildiktan sonra antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite testleri yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tanacetum kotschyi, seskiterpen lakton, flavonoid, antioksidan aktivite,
antimikrobiyal aktivite



ABSTRACT

Tanacetum kotschyi (Boiss.) (Compositae) grows mainly in the South Eastern part of Turkey.
Tanacetum kotschyi was collected from Giizeldere Pass (Van) in 1999. In this study
phytochemical and biologicalactivity analyses have beenconducted on the ethyl acetate extract
of the aerial parts of T. kotschyi. The secondary metabolites have been isolated by means of
chromatographic methods such as column chromatography (CC), thin layer chromatography
(TLC), high pressure liquid chromatography (HPLC), medium pressure liquid chromatography
(MPLC) and high performance thin layer chromatography (HPTLC). Chemical structures of
the pure compounds have been identified by means of spectral methods such as *H NMR,
COSY, BC NMR, APT, HMBC, HMQC, UV/VIS and IR. A sesquiterpene lactone; achillin,
two flavonoids; salvigenin (6-methoxy apigenin7,4’-dimethylether), 6,7,3 4 -tetramethoxy
luteolin, a phytosterol; g-sitosterol and a phenolic compound; 7-hydroxy 6-methoxy coumarin
have been isolated from the EA extract of the aerial parts of Tanacetum kotschyi. The MeOH
and EA extracts of the plant and the pure secondary metabolites were evaluated for
antimicrobial and antioxidant activities.

Key Words: Tanacetum kotschyi, sesquiterpene lactone, flavonoid, antioxidant activity,
antimicrobial activity



1. GIRIS

Yasadig1 dogay1 ve sahip oldugu dogal zenginlikleri ¢ok iyi taniyan ve anlamaya ¢alisan
toplumlarda gevre deger kazanwr, korunur ve gelecek nesillere yasanir bir miras olarak
birakilmasi i¢in c¢aba sarfedilir. Dogadaki canliligin temelini ise bitkiler olusturur. Bir
cografyada bitki toplulugu ne kadar ¢ok ve zengin ise; bir o kadar canhya rastlamak
miimkiindir. Bu nedenle yasamin kaynagi sayilabilecek bitkileri tanimal, onlara zarar
vermeden en iyi sekilde faydalanma olanaklar1 saglanmali ve dogal denge korunmahdr (Ozer

vd., 2005).

Canlilar diinyasinda yillar boyunca degisen ¢evre sartlari, modifikasyonlar ve hayatta kalma
miicadelesi bilim insanlarmi zaman gegtikge bitkiler lizerinde daha fazla arastirma yapmaya
yoneltmistir. Bitkilerin kuraklhk, soguk, dis etkenler gibi stres kosullarinda, virlis ve
mikroorganizma saldmrilar1 karsisinda bir sekilde hayatta kalmalari, onlarin daha ¢ok mercek
altina alinmalarma neden olmustur. Diinden bugiine pozitif bilimlerde daha fazla ¢aliyma alanm
ortaya ¢ikmig ve bu alanlarin ortaklasa yiiriittiigli ¢aligmalar sonucunda bitkiler diinyas1

aydmlatimaya ¢aligilmistir.

Insanoglu tarihin en eski caglarindan beri bitkileri ilag, gida, baharat, yaki, katki maddesi,
boyar madde, mesken yapimi, gerektiginde savasta ve avlanmada zehir olarak kullanmistir
(Baytop, 1999; Abu-Dahab ve Afifi, 2007). Hastalik tedavilerinde bitkilerin kullanimmin ne
zaman bagladig1 kesin olarak bilinmiyorsa da; gilinlimiizde sentetik ilaglarm kullaniminin yam
stra alternatif olarak bazi durumlarda tercih edilmeleri, tibbi bitkilerin yiizyillardir degerlerini
koruduklarmm bir gostergesidir. Gelismekte olan {ilkelerde niifusun % 80’1 saghk
gereksinimlerini ik etapta tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun % 80’inin
gelismekte olan iilkelerde yasamakta oldugu diisiiniiliirse, toplam diinya niifusunun % 64’
bitkileri tedavi amac¢h kullanmaktadir (Tath ve Akdemir, 2006; Rozenkranz ve Wink, 2008).

Gilintimiizde bitkilerin alternatif tip bashigi altinda tibbi amagla kullanilmalari, bitkilerin
icerdikleri biyoaktif maddelerin izolasyonunda son yillarda hiz kazanan ¢alismalar, bitkilerin
kolay ve ucuz tedavi imkani saglamalari, meydana gelebilecek yan etkilerinin sentetik ilaglara

gore daha iyi bilinmesi ve birkag etkiye birden sahip olmalar1 seklinde siralanabilir.

Bitkiler insanlarin tedavisinde kullanilabilen ¢ok Onemli terapotik Ozelliklere sahip
kimyasallar1 igerirler (Jiang vd., 2005; Stévigny vd., 2005). Bitkilerden izole edilen ve
biyolojik aktivitesi belirlenmis en 6nemli molekiil gruplari; polisakkaritler, flavonoidler,

terpenoidler, alkaloidler, fenoller ve amino asitlerdir (Zahran vd., 2005).



Insan ve hayvanlarda oldugu gibi bitkilerin de, kendilerini zararhlarm saldirilarindan korumak
icin ¢esitli savunma sistemlerine sahip oldugu bilinmektedir. Bunlar bitkideki morfolojik ve
bazi biyokimyasal olaylar arasinda degisen bir dizi faktorden ileri gelmektedir. Bitkilerdeki
biyokimyasal olaylar esnasinda sentezlenen ve sekonder metabolit ad1 verilen dogal tiriinler
bitki- zararli iliskilerinde énemli rol oynarlar. Bitkilerin yasamlarini siirdiirmeleri i¢in birinci
derecede 6nemli olmayan; fakat degisen ¢evre kosullarina uyum saglamada, savunma, hayatta

kalma gibi 6nemli olaylarda avantaj saglayan kimyasal maddelere sekonder metabolitler denir.

Bu maddelerin bitkideki dnemli gorevleri sunlardir:

1- Kuraklk, tuzluluk, UV ismlar1 vs. gibi degisik ¢evre faktorlerinin o lusturdugu stres

ortamma kars1 koyma.
2- Herbivorlara (bocek, siirlingen vb.) kars1 savunma.
3- Mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) kars1savunma.

4- Bazi metabolik ve gelismis diger ekolojik islevler (6rn: Tohum dagilimini saglamak

icin hayvanlar1 ve diger tastyicilari cezbetme gibi) (Ozcan vd., 2001).

Bitkilerden elde edilen sekonder metabolitler hem o bitkinin savunma mekanizmasini
aydmlatmada, hem de basta ila¢ sanayi olmak {izere gida, bitki zararlilarma kars1 miicadele,

kozmetik ve ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanimina olanak saglamaktadir.

Bu kimyasal maddelerin dnceden hicbir ise yaramadigi bitkiler tarafindan fiiretilen atik
maddeler oldugu varsayiliyordu. Ancak daha sonra bu maddelerin savunma, korunma, ortama
uyum, hayatta kalma ve nesillerini devam ettirmek i¢in bitkiler tarafindan gelistirilmis oldukca

karmasik mekanizmalarin iiriinleri oldugu anlasild1

Her ne kadar insanoglu 19. yiizyiln sonuna kadar bu dogal iirlinlerin kimyasal éneminin
farkma varamamis olsa da; gecen ylizyil boyunca sekonder metabolitlerle ilgili caligmalar hiz
kazanmus, giiclii ve yeni spektroskopik ve kromatografik yontemlerin gelismesiyle organik

kimyanin giichi bir dali haline gelmistir (S6kmen ve Giirel, 2001).

1805 yilinda Alman kimyac1 Friedrich Sertiirner’in haghastan morfini izole etmesiyle bitki
sekonder bilesikleri tizerindeki ¢alismalar hiz kazanmustir. Bu galisma ile bitkiden biyoaktif bir
maddenin izole edilebilecegi ve bu aktif maddenin farkli kimyasal reaksiyonlarda gorev

alabilecegi gosterilmistir (Hartmann vd., 2005).



Sekonder metabolitler bitkilerde organizmanin yasammi siirdirmesi i¢in gerekli olan
karbonhidrat, protein ve yaglardan olusan primer metabolitlerin yan {irlinleri olarak {iretilirler.
Cogunlukla izoprenoid, fenilpropanoid, alkaloid ve yag asitleri metabolik yollarindan
tirevlenirler. Bu metabolik yollar farkli familya ve tiirler arasinda kendilerine 6zgii
oldugundan, sekonder metabolitler botanik smiflandrma i¢in belirteg olarak da
kullanilmaktadirlar (Dewick, 1997; Bratt, 2000; Bourgaud ve vd., 2001). Ayrica bu zengin
cesitliligin sonucunda mikrobiyal ve hayvan saldirilarma kars1 savunma yetenegi gelistirerek
evrim stiresince dogal se¢ilimisaglarlar (Dixon, 2001). Sekonder metabolitlerin olusum semasi

sekil 1.1 de verilmektedir.

Dis yoriingelerinde ortaklanmamis elektron iceren kararsiz ve reaktif haldeki atom ya da
molekiillere serbest radikaller adi1 verilmektedir. Tiim aerobik organizmalarda metabolik

islemler siirecinde oksijenin suya indirgenmesi srasinda agiga ¢ikan hidrojen peroksit (H,O,)

gibi toksik Ozellikte bilesikler, yagh besinlerin yiksek sicaklikta islenmeleri, pisirilmeleri
sonucu olusan lipit peroksit, stiperoksit (Oz)* ve hidroksil radikali (OH)e serbest radikallere
ornektir. Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DN A, karbonhidrat ve enzim gibi tim
onemli Dbilesiklerine etki ederler. Ayrica kanser, ateroskleroz, yaslanmaya bagh
kardiyovaskiiler hastaliklar ve merkezi sinir sistemi hastaliklar1 gibi birgok hastaliga zemin
olustururlar. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢in gerekli olan en 6nemli savunma sistemi antioksidan savunma sistemleri kisaca

antioksidanlardr.
Antioksidanlar 4 ayr1sekilde etkiederler:

1- Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile
cevirme, toplayici etki.

2- Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme, bastirici etki (Vitaminler, flavonoidler bu tarz
bir etkiye sahiptirler).

3- Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarmi engelleyici,

zincir kirici etki.

4- Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasinda onaric1 etki (Dawn vd., 1996;
Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve Ashwood, 1999).



Canli organizmalar serbest radikallerin etkisinden korunmak icin antioksidatif korunma
sistemine sahiptirler. Fakat bazi durumlarda antioksidatif koruyucu sistemi iyi ¢alismaz ve
serbest radikaller viicutta birikir. Bu da dnce yaslanmayla baslayan, daha sonra hiicre 6limii,
doku 6liimii ve sonrasinda ise beyin damarlarinin tahribatna varan hasarlara neden olur
(Bilaloglu vd., 1999).

Gudalardaki bitkisel ve hayvansal yaglarin oksidatif yikimi, ham maddelerin islenmesi ve
trtintin saklanmas1 sirasinda olusan lipit oksidasyonu, besinlerin tatlarmm ve kokularmm
bozulmasma bdylelikle de gidalarda kalitenin ve giivenirliligin azalmasina neden olur. Bu
nedenle endiistride besinlerin raf dmriinii uzatmak admna biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve terbiitilhidrokinon (TBHQ) gibi
sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Ancak yapilan arastirmalar sonucunda (BHA) ve
(BHT)’ nin canli organizmalarda kanserojen etki gostermesi nedeniyle tokoferol gibi yiiksek
maliyetli, diisiik aktiviteye sahip, dogal antioksidanlarin kullanilmas1 gerektigi belirtilmistir
(Namiki, 1990; Sherwin, 1990; Wanasundara ve Shahidi, 1998). O zellikle Avrupa iilkelerinin
bircogunda ve baz1 Uzakdogu lilkeleri ile Amerika’da sentetik antioksidanlarm kullanimu ile
ilgili yasal sinirlamalar getirilmeye baslanmistr. Bu da bitkisel kaynakl antioksidanlara olan
ilgiyi arttirmaka ve ticari olarak iretilmelerini saglamaktadr (Eryigit, 2006). Dogal
antioksidanlarim en 6nemli grubunu fenolik bilesikler olusturur. Bitkilerde antioksidan etkiye
sahip en 6nemli polifenolik bilesenler flavonoidlerdir. Yapilarinda bulunan hidroksil gruplari
radikaller iizerinde etkilidir ve lipit peroksidasyonunda énemli rol oynarlar (Hatano vd., 1989;
Yen vd., 1993; Srivastava vd., 2006; Zhou ve Yu, 2006).

Tim flavonoidler, 3'-4' dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan etkiye sahiptirler. Robinetin
ve mirisetin gibi5' pozisyonunda da hidroksil grubu tasiyan flavonoidlerin etkisi daha fazladir.
B halkasmnm hidroksilasyonu antioksidan aktivite i¢in Onemlidir (Feredioon vd., 1992;
Rice-Evans vd., 1996).
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Sekil 1.1 Sekonder metabolitlerin olusumu (Dewick, 2001 ve Halfon, 2005)



Tanacetum tiirleri bircok kimyasal bilesik tiiriinii igermektedir. Bugiline kadar yapilan
calgymalarda basta seskiterpen laktonlar olmak tizere, seskiterpenler, triterpenler, kumarinler,
monoterpenler ve flavonoidler gibi sekonder metabolitler izole edilmistir (Goéren vd., 2002).

Ayrica sahip olduklar1 biyolojik aktiviteler nedeniyle de bir¢ok arastirmaya konu olmuslardir.

Bunedenle lilkemizde yetisen Tanacetum tiirlerinin arastirilmasi ekonomik degeriolan tiirlerin
ortaya ¢ikarilmasi agisindan onemlidir (Spitzer ve Steelink, 1996). Cogunlukla Compositae
familyasindaki bitkilerde bulunan seskiterpen laktonlarm familya i¢inde kemosistematik
onemleri vardir. Calismalar sonucunda tiirlerin sistematik smiflandwrilmalarmdaki hatalar
diizeltilebilecek, izole edilen bilesiklerin 1s1ginda faydali olabilecek ve ekonomik degere sahip

olan tiirler belirlenebilecektir.



2. GENEL BiLGiLER

2.1. Compositae (Asteraceae) Familyasi

Compositae (Asteraceae) familyasi, ¢icekli bitkilerin en biiyik familyalarndan biri olup;
yeryliziiniin hemen her yerinde yayilis gdsteren familyalarindan biridir. Royal Botanic Garden
of Kew’ ¢ gore (Judd, 2002), 1600 cins ve 23.000° den fazla tiirle ifade edilen Compositae
familyasmin Tirkiye’de dogal olarak yetisen 133 cins ve 430° u endemik olmak tizere 1156

tiirii bulunmaktadr. Yurdumuzda ise en zengin tiir sayisi ile temsil edilmektedir (Davis, 1988).

Compositae familyasi, yurdumuzda iki alt familya ile temsil edilir. Asteroideae (Tubuliflorae)
ve Cichorioideae (Liguliflorae). Tanacetum L. cinsi Asteroideae alt familyasina girmektedir
(Akman, 1998).

Bu bitkiler genellikle bahgelerde, gorak arazilerde yol ve dere kenarlarinda, steplerde, kiregli
kayaliklarda, golgelik yerlerde, otlak arazilerde, dag yamaclarinda, catlaklarda ve yaklagik
3600 metreye ulasan yiikseklikteki yerlerde yetisir.

Bu familyann tiirleri kii¢iik, orta boyda ya da uzun (go vde 6-150 cm) yillik, iki y1llik, otsu, cok
yillik veya ¢alims1 yapida beyaz ya da sar1 ¢gigeklidir (Grierson, 1975; Davis vd., 1975). Bu
cinsin ortalama 150-200 tiirii (Abad vd., 1995) bulunmakla beraber Tirkiye’de basta Dogu
Anadolu olmak iizere, I¢ ve Giiney Anadolu’ da olduk¢a yaygimndr.

Yapraklar birbirini takip eden bir diizende, karsilikli ya da halkasal bicimde konumlanmis
olabilirler. Basit, farkli sekillerde ya da loblu yapilardir. Bu familyada ¢igeklerin goriiniimii
belkki de en fazla ayut edilebilir 6zelliklere sahiptir. Cigekler sapsiz, dal iizerinde bir demet
olusturacak sekilde kiimelenerek kapitulumu (¢icek kiimesi) olusturmustur. Cogu brakte (¢igek
sap1 yaprak¢igi) kapitulumun tabaninda involukrum adi verilen bir yapi gelistirmistir
(involukral brakte). Ayni reseptakulum {izerinde bulunan ¢igeklerin her biri bazen ayr1 bir
braktenin i¢inde olabilirler. Bu braktelerin varlig1 ya da yoklugu, reseptakulum iizerindeki yeri,
biytikligii ve sekli bu familyada cins ve tribisler (familyanin alt grubu) arasinda ki ayrimi
yapmaya kolaylik saglar. Korolla (ta¢ yapraklarmn tiimii) tiipsii, ipliksi, dilsi yapida ya da iki
dudakl olup, genellikle 3 veya 5 dislidir. Disk seklindeki cicekler genellikle sekilsiz,
korollanin kenarinda 5 tane petala sahiptir. Petaller (tag yaprak) ya ¢ok uzun ya da ¢ok kisa olup
loblu petalleri meydana getirirler. Cigekler epigindir (ovaryumun ¢icek tablasi icinde gdmiilii
olmasi). Cigeklerde kaliks (sepal toplulugu) olmayabilir, eger varsa bunlar 2 ya da daha fazla

disli papus (korollanmn tabaninda bulunan disk ya da ip seklinde kiimelenen yap1) ad1 verilen



yaptya doniisiirler. Ciceklerin cogu protandir (erkek organlarin disi organlardan daha 6nce
olgunlasmasi) ya da hermafrodittir. Brakteler gibi bu yapilarda ayirict bir 6zellik olup,
tohumlarin dagilimmi saglarlar. Stamenler (¢igegin erkek organi) genellikle 5 tanedir.
Filamentleri serbest, korollada birlesmis, anterler ise yatay olarak stilusun (boyuncuk) etrafinda
toplanmistr. Pistil (disi organ) 2 adet karpelden (tohum tomurcuklarini tasiyan degisime
ugramis yaprak) meydana gelmistir. Alt konumlu ovaryumda tek bir oviil bulunur. Stilus st
kisimda 2 dala ayriir ve tiipsii ¢igeklerin stiluslar1 anterlerden polen toplayan tiiplere
sahiptirler. Meywveler aken (icinde tek tohum bulunan ve olgunlastiginda agilarak tohumun
¢ikmasina olanak verecek 6zel baglanti yerleri olmayan kuru meywve) tipindedir. Tohumlar
genellikle kiigiik bir endosperm (besi doku) igerirler (Davis vd., 1975).

Bazi Compositae tiirlerinin sistematik konumlar1 ve smiflandirilmalarindaki Kkarigiklik
nedeniyle genetik markerlarin kullanimiyla yeni calismalar yapilmaktadir (Francisco-Ortega ve
Crawford, 1995; Keskitalo vd., 1998).

Diinya’ da ve Anadolu’ nun bircok yerinde dagilim gosteren Compositae familyasina ait birgok
tiriin farmakolojik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu familyadaki bitkiler, diterpen ve
flavonoidlerin  yam1 swa agirhkli olarak, antibakteriyel, antifungal, antihelmintik,
antienflamatuar, insektisit, antitimor gibipek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip seskiterpen lakton

ve sekonder metabolitleri igermektedirler (Grierson, 1975).



2.1.1. Tiirkiye’ de Yetisen Tanacetum L. Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

Compositae familyas1 13 tribiise ayrilir ve Tanacetum cinsi Anthemideae tribiisiinde yer alip
tilkemizde 18’ i endemik olmak tizere 60 takson ve 44 tiir ile temsil edilir (Davis vd., 1988;
Giiner vd., 2000 ).

Tanacetum cinsinin ¢ogu Bat1 Asya ve Avrupa’ da, kuzeyde 1liman bdlgelerde ve 6zellikle de
Anadolu’ da yayihs gostermektedir. Tirler genellikle ¢ok ufak farklarla birbirlerinden
ayrildiklarindan, adlandirilmalari ¢ogu zaman olduk¢a giiclesmektedir. Bu nedenle Anadolu’
da heniiz bilinmeyen bazi tiirlerin yetisme olasihig biiyiiktiir (Grierson, 1975).

Tanacetum tiirlerinin ¢ogu dis goriiniisleri ile diger cinslerin tiirlerine benzer ve kolaylikla
karistrilabilir. Bu nedenle bu tiiriin sistematigi eskiden beri oldukca karigiktir. Tanacetum adi
Carlous von Linné (1753) tarafindan “ Species Plantarum” adli eserinde verilmistir. Sonraki
yillarda Linné’ nin Tanacetum olarak adlandirdig1 bitkilerin cogu baska cinslere taginmus,
ayrica baska cins ad1 altinda topladig1 bazi bitkiler de sonradan Tanacetum’ a dahil edilmistir.
Ulkemizde ilk kapsamli sistematik flora cahsmasi Boissier E. (1875) tarafindan ‘Flora
Orientalis” igerisinde verilmis olup; Tanacetum’ a ait tiirler Pyrethrum cinsi altinda verilmistir.
Grierson (1975), Boissier’ den sonra Tirkiye Tanacetum lar1 iizerinde en ayrintili ¢calismay1
yaparak daha 6nce yapilanbirgok yanlsidiizeltmis ve Tiirkiye’ ye ait 44 tiirii “Flora of Turkey”
adlieserinde toplamustir (Celik, 1980).

Compositeae familyasinda bulunan Tanacetum taksonlar1 ¢ok yillik otsu ya da yari ¢alimsi,
bazen dip kismi odunlu, genellikle rizomlu bitkilerdir. Kisa, orta boylu veya uzun olabilirler.
Govde yatik ya da dik, genellikle yaprakl ve dalli, bazen ¢iplak ve basittir (dallanmamis). Bazi
durumlarda bitki skapus (taban yapraklarindan ylikselen gdvde) seklinde olabilir. Bitki sik salg1
cepli, genellikle tiiylii, tiiyler seyrek ya da sik, basit ya da catalli; bazen de tiiystizdiir. Yapraklar
tamkenarl, digli pinnatifid (kanatsibélmeli yaprak ayasinin orta damara dogru {igte birindenaz
bir sekilde pargalanmasi) ya da 1-3 pinnatisekttir (tiiysii derin parcali yaprak ayasmm orta
damara kadar derin par¢alanmasi). Yapraklarin ik segmentleri bitkinin gen¢ hali disinda
genellikle araliklhidir; bazi durumlarda araliksiz, birbirine ¢ok yakindir. Bitkinin yetiskin
halindeki yapraklari biitiin gériintiimlidiir. Kapitiiller heterogram (¢igekler farkli eseylere
sahip) ya da homogram (¢igekler ayni eseyde), tek ya da korimboz (kapitulumlarin olusturdugu
semsiye seklinde ki yap1) olup; involukrum (brakte toplulugu) yarr-kiiresel ya da ¢an seklinde;
brakteler kiremit seklinde dizilmis, 3-4 swrali, lanseolat (mizraks1), ya da oblong (uzun silindir),

genellikle kenarlar ve ug kisimlar zars1 yapidadr. Reseptakulum (gicek tablasi) diiz ve ¢iplaktir.



Ligulat ¢igekler (disi ¢icekler) var ya da yok; varsa renkleribeyaz, sar1 ya da pembemsi-kirmizi,
involukrumdan uzun ya da kisa, tist kisimlar1 genis, 3 disli ya da loblu, tubulat ¢igekler (erkek
cigekler) sar1, genellikle ¢ok sayida, u¢ kisimlar 3-5 lobludur. Akenler silindirik ya da ug
kisimlar1 genis ¢gomak seklinde, 5-10 kaburgali, ¢iplak, bazen salgi cepli; korona (tag) kisa ya
da belirsiz, genellikle diizenli ya da diizensiz disli veya loblu, bazen tek taraflidir (Grierson
1975; Davis vd., 1975).

2.1.1.1 Tiirkiye Tiirlerinin Tayin Anahtan

1. Kapitulum heterogram; kenarlarda bulunan disi ¢igekler, dilsi fakat bazen belirgin

olmayp; nadiren tiipsii ¢iceklerden uzundur

2. Disicigekler beyaz, soluk kiikiirt saris1 (fakat agik sar1 degil) ya da pembemsi-kirmizi,
daima belirgin dilsi seklinde Grup A
2. Disi gigekler parlak ya da koyu sari, bazen belirsiz, ligulalar bazen belirgin degil
Grup B
1. Kapitulum homogram, tiim ¢igekler tiipsii, disi ¢igekler tamamen eksik
Grup C

Bu tez ¢aligmasinda incelenen Tanacetum kotschyi bitkisi A grubunda yer almaktadir. Ayrica;

* Govdeler 20 cm’ den kisa, yapraklar genellikle 3 cm’ den kisa, ligulat ¢igekler beyaz, 5-10
mm

*Yapraklarm ilk segmentleri az sayida, genellikle 5 parcadan az
*Yaprak bolimleri iyi, segmentler en fazla 2 mm kalinlikta, 1-3 pinnatisekt

*Alt yapraklar oval orbikular, 2-pinnatisekt veya subpalmatisekttir (Grierson, 1975).



Resim 2.1 Tanacetum kotschyi (Boiss.) Grierson (Demirkus, 1999)

2.1.1.2 Tanacetum L. Tiirlerinin Biyolojik Etkileri ve Halk Arasinda Kullanim

Diinya Saglk Orgiiti (WHO)’ niin 91 iilkenin farmakopelerine ve tibbi bitkileri {izerinde
yapilan bazi ¢aligmalara dayanarak yaptig1 bir arastirmaya gore tedavi amagh kullanilan tibbi
bitkilerin toplaminin 20.000 kadar oldugu belirtilmistir (Penso, 1983 ve Mahindru, 1992).
Dogal olarak yetisen bitkilerin gdvde, yaprak, tohum ve koklerinde bircok mikroorganizmanimn
biiylimesini inhibe edebilecek maddeler izole edilmis, bu maddeler mikroorganizmalar
tizerinde denenmis ve aktiviteleri rapor edilmistir (Acharya ve Chatterjee, 1975). Bu nedenle

tibbi bitkiler diinyada oldugu kadar {ikemizde de oldukca genis bir ¢alisma alani yaratmustir.



Dogal olarak yetisen bitkilere kars1 ilginin bu denli fazla olmasnin nedenlerinden en 6nemlisi
sentetik kokenli ilaglarin insan viicudunda beklenmedik yan etkiler olusturmasi, buna karsilik
bitkiseldroglarin ok eski ¢aglardanberikullaniliyor olmasindandolay1 yan etkilerinin daha iyi
bilinmesidir. Ayrica sentetik ilaglar tek bir etkiye sahip olurken bitkisel droglar birden fazla
etkiye sahiptirler (Baytop, 1984 ve Hakim, 1982).

T. vulgare, T. parthenium, T. balsamita, T. annuum, T. cinerariifolium, T. coccineum tiirleri
icerdikleri biyoaktif kimyasal bilesikler nedeniyle uzun yillar halk ilaci, parfiim, kozmetik
hammaddesi ve tatlandirict olarak kullanilmistir (Duke, 1987; British Herbal Pharmacopoeia
1996; Groom, 1997; Bruneton, 1999; Kmrimer vd., 1999; Benjilali vd., 1999). Ayrica T.
parthenium bitkisinden elde edilen ekstreler ve bitki tozu antimigren ilac1 olarak kullanilmakta
ve bu Ozelliginden dolayr bitkinin tarimi yapilmaktadr (Newall, 1996; British Herbal
Pharmacopoeia 1996; Bruneton, 1999). T. vulgare, bitkisi ise eski ¢aglarda likor, peynir gibi
gida maddelerinde tatlandirici olarak kullanmis olsa da; igerdigi toksik etkiye sahip f-tuyon
bilesigi sebebiyle artik kullanilmamaktadr (Reclu, 1925; Guenther, 1948; Hendriks vd., 1990;
Newall, 1996; Groom, 1997, D’ Amelio ve Roton, 1999). Amerika FDA (Food and Drug
Administration) alkollii igeceklerde bu bitkinin kullanimina sinir koymus ve son iiriiniin S-

tuyon icermemesi gerektigini belirtmistir (Mitich, 1992).

Tanacetum tiirleri halk arasinda, burkulma ve yaralanmalarda fomentasyon (1s1 uygulamasi-
kompres) olarak, adet diizenleyici, (Newall, 1996; D’ Amelio ve Roton, 1999), kulak
¢mlamasi, bas donmesi, eklem iltihab1, ates distiriici, karin ve dis agrisina kars1 (Newall vd.,
2002), idrar soktiiriicii, karin gaz1 giderici, istah agici, afrodizyak, antihelmintik (Baytop,
1999), sedef hastaligi (Bohlman vd., 1965; Kupchan vd., 1970; Jonson vd., 1984) bicek
isrmalarma kargi (Goren vd., 1996), yaralarin iyilestirilmesinde, sakinlestirici, balgam
soktiirlicli, antiseptik, yapraklardan yapilan merhem tendonlardaki tiimorlerin tedavisinde,
kokleri gut hastaliginda, ¢igekleri 6zellikle Rusya’ da iilser tedavisinde (Duke, 1987), kanser
tedavisinde ve romatizma agrilarina (Berry, 1984) kars1 ve insektisit olarak, sivilce ve kasintili
deri hastaliklarinda, bit, pire, kene gibi viicut parazitlerine karsi, (Giiven ve Yirekli 1991;
Asmmgil, 1993) gelencksel tipta kullanilmaktadir.

Tanacetum tiirleri lizerinde yapilan aragtirmalarda birgok yeni bilesige rastlanmis, bunlardan
bazilarinin ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterdigi gdézlemlenmistir. Tanacetum tiirleri yeni
biyoaktif bilesiklerin bulunmasi agisindan biiyiik bir potansiyele sahiptir. Ozellikle icerdikleri

biyoaktif seskiterpen laktonlar, flavonoidler ve ugucu yaglar arastirmacilarm ilgisini



cekmektedir. Yapilan arasgtrmalar sonucunda Tanacetum tiirlerinin ekstreleri, izole edilen
bilesikleri ve wugucu yaglar1 antihelmintik, antiinflamatuar, alerjen, antikoagiilant,
antifibrinolitik, antimikrobiyal, karminatif, antiiilser, antimigren, antitimor, antip lasmodik,
sitotoksik, insektisit, fitotoksik gibigesitli dzellikler géstermektedir (Goren, 2002). Bu nedenle
Tanacetum tiirleri her gecen giin arastirmacilarin daha da dikkatini ¢ekmekte ve ekonomik

olarak 6nemli bitkiler arasinda yer almaktadirlar.

Tanacetum tiirleri baslica seskiterpen lakton ve flavonoid icermekle birlikte; yapilarinda nadir
olarak diger terpenik ve fenolik bilesiklere de rastlanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda flavon,

seskiterpen lakton ve steroid tiirevi bilesikler bulunup yapilari aydmlatilmistir.



2.1.2 Tanacetum kotschyi Bitkisinin Genel Ozellikleri

Resim 2.2 Tanacetum kotschyi (Boiss.) Grierson (Demirkus, 1999)



Resim 2.3 Tanacetum kotschyi (Boiss.) (Goren, 1999)

Omiir: Cok yillik

Yapr: Ot, genelde beyaz ya da sar1 ¢igekli

Ciceklenme zamani: Temmuz- Agustos

Habitat: Kayalik, kiregtas1, yamag, kirectasi ¢atlaklari, dere kenarlari, golgelik yerler, stepler
Minimum yiikseklik: 1450 m

Maksimum yiikseklik: 3580 m

Endemik: -

Tiirkiye dagihmi: G.D. Anadolu, K.D. Anadolu, G. Anadolu (Anti- Toroslar) 59 tiir

Genel dagiimu: K.B. iran, K. Irak, Iran-Tiirkiye aras1

Bulundugu Kareler: B6, B7, B8, B9, C9

T. kotschyi bitkisi Compositae familyasinin Anthemideae tribiisiinde yer almaktadir (Davis,
1975).



2.1.3 Tiiriin Tiirkiye’ deki Yayihsi

G.D. Anadolu, nadiren K.D. ve G. Anadolu. A8 Rize: Cimil istleri, 3200 m, (Davis) 21095. B6
Maras. Berit Da., 2700 m, (Davis) 20332. B7 Erzincan: Sipikor Da., 2500 m, (Celik) 182;
Uziimlii, Kesis Da., Buzhane civar1, 2530 m, (Celik) 181. B8 Mus: Mus iizeri Hagres Da.,
(Kurtik Da.), 1450-2750 m, (Watson ve ark.) 2825. B9 Bitlis: Pelli Da., 2560 m, (Davis) 22455.
Van: Van-Er¢ek aras1 8. km, 2100 m, (Davis) 44416; Gevas, Artos Da., 2900-3050 m, (Celik)
179; Giizelsu-Bagkale arasi, Giizeldere gecidi, 1700-1800 m, (Celik) 183; Cuhgedigi, 1200-
1550 m, (Celik) 180. C9 Hakkari: Hakkari ve Kaval arasi, 2500 m, (Davis) 45397. Siirt:
Ramoran, Halakur Da., (Herakol Da.), Nabelek 3565. Hakkari: Kara Da., 3580 m, (Davis)
24507; C10 Hakkari: Cilo tepe, 3200-3500 m, (Davis) 24068.

A
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Sekil 2.1 T. kotschyi bitkisinin Tiirkiye’ dekidagilimi (Davis, 1974 ve Celik, 1980)



Tiiriin Tiirkiye Florasi ‘nda (Flora of Turkey and the East Aegan Islands Vol 5:273) Yer
Alan Tanitimmin Ozeti Asagida Verilmektedir:

Tanacetum kotschyi (Boiss.) Grierson in Notes R.B.G. Edinb. 33: 435 (1975).
Syn : Pyrethrum kotschyi (Boiss.) Diagn. Ser. 1 (6): 88 (1845).
Chrysanthemum kotschyi (Boiss.) Nab. in Publ. Fac. Sci. Univ. Masaryk Brno 52:19 (1925)

C. kotschyi var. grissum Nab., loc. cit. Figure 12, p. 263.

2.1.4 Botanik Ozellikleri

Govde 8-20 cm. Bazal yapraklar subpalmitisekt, 1-2.5 cm (0.5-1 cm petiyol-yaprak sapt-
icerir), dista orbikular, primer segmentler 2-3 ¢ift, parcalanmamis ya da 3-5 dogrusal sekilde
boliinmiis, biiyik segmentler 2-10x0.4 mm; kaulin yapraklar sesil (ana yapiya dogrudan
baglanmis, sap1 olmayan ve genis bir baglanti tabani olan), pinnatisekt, distan lanseolat (taban
kisminda genis uca dogru gittikge incelen uzunlugu genisliginden daha fazla olan mizraksi
yaprak), lateral segmentler 3 ¢ift, yiikseklerdeki yapraklar basittir. Kapitula ¢iplak ¢icek sap1
lizerinde tektir. Involukrum 0.8-1.3 cm genislikte; involukrumu meydana getiren pulsu
yapraklar kahverengi ya da siyahimsi kenarli, dista diiz lanseolat, 3.5x1.5 mm, i¢ kisimda
oblanseolat (ters mizraksi), 7 mm’ ye kadar genisleyebilir. Cicek tablasmin {izerinde 15mn
seklinde olan ¢icekler beyaz, disigicekler 6-12 x2.5-5 mm, disk seklindeki ¢icekler 2.5-3.5 mm
dir. Akenler kahverengi, 2-2.5 mm, 4-5 damarl, korona 1-1.5 mm, tek tarafli (akenin 6n
kisminda tek ya da daha fazla gelisen) piiriizlii bir yapidadir. 1450-3580 m yiikseklikte kayalik
ve kiregtag1 yamaclarinda, yariklarda ve daglarin eteklerinde toplanmis tag yigmlar1 arasinda

bulunur.

Bu tiir T. armenum © a benzer, fakat top ¢ali seklinde olmayisi, yapraklarinin subpalmatisekt
olusu, kapitulumlarmm daha biiylik, koronasmmn ¢ok daha fazla gelismis olmasi ile kolayca
ayirt edilebilir.



3. FLAVONOIDLER

Fenilalaninden tirevlenen ve fenolik bilesiklerin en biiyik smifin1 olusturan flavonoidler
latince sar1 anlammna gelen ‘flavus’ sozciigiinden tiiretilmistir. Flavonoidler iki fenil halkasinin
propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil propan (Ce-C3-Ce) yapisindaki fenolik
bilesiklerdir (Eryigit, 2006). Baslangigta, ¢ogunlukla sar1 renkli olan ve kimyasal olarak

2-fenilbenzopiran yapis1 gosteren dogal bilesiklerin tiimiine flavon ad1 verilmistir.

Sekil 3.1 2-fenilbenzopiran

Gilinlimiizde ise bu ya da buna benzer yap1 gosteren tiim bilesiklere, dogal ya da sentez yoluyla
elde edilmis olsun, renk ayirimi yapilmadan flavonoid denmektedir. Zaman i¢inde farkh iskelet
yapilarina sahip bilesiklerin elde edilmesi sonucunda flavonoidler kendi icinde gruplara
ayrilmuglardir (Goren, 1978). Flavonoidlerin bazi ¢esitleri digerlerinden daha fazla yayilim
gosterir. Flavonlar ve flavonoller basta olmak tizere, bazi bitki tiirlerinde flavonon, izoflavon ve
antosiyanin gruplarina da rastlanmaktadir. En ¢ok bilinen flavonoidler ve kaynaklar: ¢izelge

3.1’ de verilmektedir (Nijveldt vd., 2001 ).

Polifenolik bilesiklerden olan flavonoidler, 6zellikle Polygonaceae, Rutaceae, Fabaceae,
Umbelliferae, Compositae gibi familyalarda yaygm olarak bulunan, genellikle sari,
kirmizi/mavi renkli pigmentler olarak bilinirler (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Sener ve
Toker, 1986; Taylor ve Grotewold, 2005).

Bitkinin hemen hemen biitiin organlarinda; tohum, polen, kok, gévde, kabuk, resin, vaks, odun
kalbi, yaprak ve ¢igeklerin yani sira ¢ay ve sarapta da flavonoid bulunmaktadr (Middleton,
1998). Flavonoidler hayvanlarda sentez edilmezler. Bazi alg tiirleri haricinde flavonoidler
cogunlukla vaskular (damarh) bitkilerde bulunurlar (Halfon, 2005).



1930 yilinda portakaldan yenibir madde izole edilmis ve bu maddenin yeni bir vitamin oldugu
ileri siirtilerek P vitamini olarak adlandrilmistir. Daha sonra bu maddenin bir tiir flavonoid

(rutin) oldugu anlasildiktan sonra flavonoidler lizerinde yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir

(Rice-Evans vd., 1996).

Flavonoidler ile ilgili calismalar 1992 yilinda Bordeaux Universitesi’ nden Dr. Serge Renaud
adli bilim adammin French Paradox admi verdigi arastirmasi sonucunda daha da ilgi ¢ekici
olmustur. Bu aragtrmada doymus yagorani yiiksek gidalarm yaninda kirmizi sarap tikketiminin
fazla oldugu Akdeniz toplumundaki kardivaskiiler nedenli 6 [iim oranlarmin diisiik oldugu ileri

stiriilmiistir (Formica ve Regelson, 1995).



Cizelge 3.1 Bazi flavonoid gruplar1 ve kaynaklari

Grup Bilesik Kaynak
Apigenin Elma Kabugu
Krisin Cilek, Kiraz
Kamferol Brokoli
Flavon Ll_thoIi_n Kereviz
Miricetin Meyve Kabugu
Rutin Kizilcik
Sibelin Uziim
Kersetin Marul, Zeytin, Sogan,
Maydanoz
Fisetin Limon
Flavonon Hesperetin Limon Kabugu
Naringin
Naringenin
Taksifolin
Katesin Kirmizi sarap
Katesin Epikatesin Cay (siyah, yesil)
Syanidin Cilek
Delfinidin Kiraz
Lo Malvidin Uziim
Antosiyanin Pelargonidin Ahududu, Frambuaz
Peonidin Kirmizi iizim
Petunidin Kirmizi sarap
Cilek
Cay
Koyu pigmentli meyve
kabuklar1




0
o) 0
Flavon Flavonol
m
o) 0
Flavonon [zoflavon
T &
O+
S« —
/ 0
Antosiyanidin Oron
I o O
OH
Kalkon Katesin

Sekil 3.2 Farkl iskelet yapisma sahip flavonoidler



Flavonoidler genellikle bir ya da daha fazla fenolik hidroksil grubunun seker grubu ile bir araya
gelmesiyle olusan glikozit ve glikozit olmayan formda bulunurlar. Glikozitlesme ya eter bagi
ile (O-glikozitleri) ya da karbon baglar1 arasinda (C-glikozitleri) olur. Bu glikozitler 6zellikle
vakuol ve apoplast gibi hidrofilik bolgelerde yeralirlar (McClure, 1975; Wollenweber ve Dietz,
1981). C-glikozitleri asit hidrolizine karsi O-glikozitlerinden daha dayaniklidir. Glikozit
yapisinda olmayan ve sekerin baglandigi kisma aglikon veya genin ad1 verilir (Hanson, 2003).
Glikozitlerin farmokodinamik etkisi aglikondan kaynaklanir. Glikozitler suda ¢6ziinirken,
aglikonlar alkolde bile zor ¢oziiniirler. Dogal yolla olusan flavonoidlerin ¢ogu aglikon
formundan ziyade glikozit formda bulunurlar. Fakat aralarinda katesin gibi dogada glikozit
formda bulunmayan flavonoidler de vardr (Okushio vd., 1996). Her bir aglikon ¢esitli glikozit
kombinasyonlar1 seklinde bitkilerde bulunabilir. Flavonoidlere bagh 80 farkli seker
bulunmustur. En ¢ok goriilen flavonoid glikozitleri; D-glukoz, D-galaktoz ve L-ramnoz’dur
(Halfon, 2005). Glikozitler genellikle hiicre iginde bulunurlar. Tanacetum tiirlerinde

flavonoidler gogunlukla metil esterleri seklinde goriilirler (Goren vd., 2002).

Genelde en fazla goriilen flavonoid tirleri flavonlar ve flavonollerdir. Neredeyse biitiin
bitkilerin yaprak ya da ¢iceklerinde glikozit seklinde bulunurlar ve siniflandirmada 6nemli
taksonomik belirte¢ gorevi goriirler. En ¢ok goriilen flavonol aglikonlar; kamferol, kersetin ve

mirisetin; flavon aglikonlar ise, apigenin ve luteolin’dir.
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Sekil 3.3 Flavonoidlerin biyosentez yolu (Burbulis ve Brenda, 1999; Halfon, 2005)



3.1 Flavonoidlerin Yap1 Tayini

Flavonoidlerin yapis1 gesitli spektral yontemler (UV spektroskopisi, 1,2 boyutlu NMR

spektroskopisi) ve kimyasal reaksiyonlar ile belirlenir.

Flavonoid bilesiklerin belirlenmesinde farkli renk reaksiyonlari da kullanilmaktadir. Bunlardan

bazilar1 maddeler halinde anlatilmistir.

1.) Demir kloriir/potasyum ferri siyaniir ¢ozeltisi ve Folin-ciocalteu ayiraci piiskiirtiilerek UV

151k altinda donuk kirmizi bir renk goriildikkten sonra amonyak buharina tutularak mavi renk

goriilmesi (Ince ve Filazi, 2009).

2.) Bilesikte eger 5-OH serbest ise, ITK’ da flavonoid spotu UV w1k altinda herhangi bir
belirte¢ pliskiirtmeden sari, 3-OH serbest degilse mor renkte goriiniir. 5-OH grubu hi¢ yoksa ya
da 5-OR scklindeyse mavi ya da yesilimsi mavi bir renk verir. Biitiin fenolik asitler ve

kumarinler UV 1sikta mavirenkte goriiniirler.

3.) 5-OH grubunun serbest olmasi halinde, ITK> da spot iizerine herhangi bir belirteg
puskiirtiilmeksizin NHs buharina tutuldugunda mor renk vermesi 4’-OH grubunun serbest

olmadigm gosterir.

4.) 3’-OH grubunun olmadigi 4’-OH grubun serbest ve 6-OH grubunun yapida olmas1 halinde
UV 51k altinda yine mor renk gozlemlenir ve NH3 buharina tutuldugunda renkte herhangi bir
degisiklik meydana getirmez. NA (Naturestoff Reagent) belirteci piiskiirtiildiigiinde, eger
renkte bir degisiklik olmazsa yapida 4’-OH, kirmizi-turuncubir renk goriilmesi halinde de 3’ ve

4’ konumlarinda OH grubu oldugu anlagilir.

5.)4’-OH grubu serbest ise, plakta mor renk gozlenir. Plaktakispot NHsz buharna tutuldugunda
renk sartya donlisiir, daha sonra NA belirteci ile de renkte herhangi bir degisiklik goriilmez.

6.) Eger yapida 3’ ve 4’-OH gruplar1 serbest ise silika jel plakta goriilen mor renk N Hs buhar1
ile sartya, NA belirteci ile turuncuya doniistir. 3°,4°,5°-OH gruplarmin varliginda goriilen mor

renk N Hsz buhari ile yine mor, NA belirteci ile turuncu-kirmizi bir renge doniigiir.

7.) 3 konumunda O varsa; UV w1k altinda sari, NH3 buhari ile yine sari, NA belirteci ile

turuncu-kirmizi olur (Goren N. ders notlarr).



Flavonoidlerin elde edilmesi ve saflastirilmasinda kromatografik yontemlerden kolon
kromatografisi, kagit kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, yiiksek basmg¢l sivi

kromatografisi gibi teknikler kullanilir.

UV spektroskopisi flavonoidlerin yapisi hakkinda dnemli temel bilgiler veren spektral bir
yontemdir. Flavonoidler konjuge aromatik gruplar icerdiklerinden UV spektrumunda yogun
absorbsiyon bantlar1 verirler. Flavonoidlerin ¢cogu UV spektrumunda 2 ana pik verir. Bunlar
300-400 nm arasinda arasinda goriilen ve B halkasmin (sinnamoil grubu) oksidasyonu
hakkinda bilgi veren Bant | ile 240-285 nm arasinda goriilen ve A halkasmm (benzoil grubu)
oksidasyonu hakkinda bilgi veren Bant 11’ dir (Halfon, 2005).

Benzoil Sinnamoil

Cesitli reaktiflerin kullanilmasiyla spekturumda meydana gelen kayma degerlerleri yapidaki
hidroksil gruplarinin ve siibstitiientlerin konumlar1 hakkinda bilgi verir. Bu reaktifler NaOMe,
NaOAc, NaOAc + H3BOs AICk, AICI; + HCT tir. Ornegin once MeOH’ de spektrumu alinir
daha sonra bu soliisyona reaktif ilave edilerek bantlarin ayr1 ayr1 kayma degerleri 6l¢iiliip,

yorum yapilir.

Flavonoidlerin yapilarimin belirlenmesinde UV spektroskopisi ve NMR sonuglar1 birlikte
degerlendirilmelidir. Genellikle yapida proton pikleri *H NMR spektrumunda kolaylikla fark
edilebilir. C halkasindaki protonlar flavonoidin iskelet yapis1 hakkinda bilgi verir.

A halkas1 protonlar1 genelde 6.0-6.5 ppm arasinda gbzlemlenir. 5, 7 pozisyonlar1 siibstitiie ise

C-6 ve C-8 protonlar16.0-6.5 ppmarasinda 2.5 Hz’ lik ikiayridublet verir.

B halkas1 protonlarma ait pikler sinnamoil konjugasyonu nedeni ile A halkas1 protonlarindan
daha asag1 alanda (6.7-7.9 ppm) sinyal verirler. 2, 6 protonlar1 C halkasinin oksidasyon

derecesinden, 3,5 protonlari ise C- 4 konumunda olabilecek oksijen gruplarindan etkilenirler.



Bu nedenle 3" ve 5 protonlar 6.65-7.1 ppm’ de, 2' ve 6 protonlar1 ise daha asag alanda
(7.10-8.10 ppm) sinyal verirler. Oksijen gruplari —-OH, -CH; ya da O-glikozit seklinde

olabilirler.

C halkasinda C-3 protonu 6.3 ppm civarinda bazi durumlarda A-halkasi protonlarmin verdigi

sinyallerle {ist liste gelen keskin bir singlet verir.
5-OH grubu karbonil grubu ile hidrojen bagi yaptigindan 12-13 ppm civarmda goriiliir.

Fenolik protonlar 10-12 ppm arasinda sinyal verirler. Soliisyona birka¢ damla D,0
damlatilarak tekrar NMR spektrumu alindiginda bu sinyallerin kaybolmas1 yapmin hidroksil
gruplarma sahip olduguni gosterir. Aromatik metoksi protonlar13.50-4.10 ppm arasinda, asetil

protonlar12.25-2.50 ppm arasinda sinyal verirler.
3.2 Flavonoidlerin Dogadaki Onemi

Yapilan aragtirmalar flavonoidlerin en Onemli Ozelliklerinin antioksidan etkiye sahip
olduklarin1 ortaya koymustur. Ozellikle flavonlar ve katesinler viicudu reaktif oksijen tiirlerine

kars1i koruyan en giiclii yapilardr (Groot ve Grace, 1994).

Serbest radikaller ve antioksidanlar insan saghgi agisindan biiyiik 6neme sahiptirler. Besinlerle
disaridan ¢esitli antioksidanlar alinmakta olup, bunlarin bashcalar1 antioksidan vitaminler ve
flavonoidlerdir. Son yillarda ¢ok sayida 6nemli antioksidan flavonoid kesfedilmis ve yapilari
aydmlatilmistir. Flavonoidlerin en 6nemli kaynagi ise basta ¢ay olmak {lizere baharatlar, ¢esitli
sebze ve meywelerdir. Antioksidan igerigi yiiksek olan gidalar kanser, Diabetes mellitus (seker
hastaligi), yaslanma, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar1 da kapsayan bir grup
hastaliga kars1 koruma saglar (Mehmetoglu vd., 2005).

Flavonoidler serbest radikallerin neden olduklar1 zarar1 bir sekilde onarabilmektedir. Reaktif
bir bilesikteki serbest radikalle reaksiyona girerek reaktif oksijen tiirlerini stabilize eder.
Hidroksil gruplarinin reaktif 6zelliklerinin yiiksek olmasiyla radikaller inaktif hale gelir
(Korkina, 1997).

Flavonoid (OH) + Re > flavonoid (O¢) + RH (Middleton, 1998)

Bu reaksiyon ile LDL (low density lipoprotein) tanecikleri korunarak ateroskleroz (damar

sertligi)’ a kars1 koruma saglanmis olur (Shoskes, 1998).



Vaskiiler (damarl) bitkilerde bulunan flavonoidlerin, 6400° den fazla farkli yapis1aydmnlatiimis
olup (Harborne ve Baxter 1999), bitkilerde ta¢ yaprak ve meyvelerin renk olusumunda etken
maddelerden biri olmasi1 (Tanaka, 2006), UV ve ¢esitli zararlilara kars1 bitkiyi korumasi, otgul
hayvanlara kars1 tiksindirici 6zelliginin yaninda, insanlarda antioksidan (Fahrrnan ve Volkova,
2002), antikanser, dstrojenik, antifungal, antiviral (Cardenas vd., 2006), antibakteriyal (Trovato
ve Monforte, 2000) ve son yillarda yapilan arastirmalarda elde edilen sonuglara gore kalp
hastaliklarina karsi da olumlu etkilere sahip olduklari kanitlanmistir.

Yapilan arastrmalarda Theobroma cacao’ dan elde edilen siyah ¢ikolatada yiiksek oranda
flavonoid bulundugu ve kolesterol diisiiriicii bir etki gosterdigi belirtilmistir (Vinson vd., 1999;
Adamson vd., 1999).

Knekt vd.” nin 24 yil stiren ve 9959 erkek ve kadin {izerine yaptiklar1 arastirma sonuglarma
gore, flavonoid igeren (6r:kersetin) gidalarn akciger kanseri tizerinde olumlu bir etkisi oldugu
belirtilmistir (Knekt vd., 1997). Daha 6nceki yillarda yapilan ve flavonoid igeren gidalarin
kanserojen etki gosterdigi yoniindeki iddialar da ¢iiriitiilmiis, flavonoidlerin kanserli ya da 6l
hiicrelere etki ettigi, saghkli hiicrelere zarar vermedigi a¢iklanmugtr. Ayrica Kersetin ve
apigenin’ in farelerde melonoma hiicrelerinin biiylimesini, yayilmasini ve metastaz

olusturmasini engelledigi belirtilmistir (Caltagirone vd., 2000).

Rutin ve tiirevleri hemoroid, varis ve diger kilcal damar hastaliklarina karsi ilag olarak
kullanilmakta ve bu nedenle Isvicre tonlarca Sophora japonica bitkisini Hindistan’ dan ithal
etmektedir (Halfon, 2005).

Kersetin Rutin



Ingilizlerin yaptig1 bir arastirmada ise ¢aydaki flavonoidlerin osteoporoz (kemik erimesi)’ u
onledigi gozlemlenmistir (Hegarty vd., 2000). Bazi ¢alismalarda farkli flavonoid tiirlerinin
Parkinson ve Alzheimer hastaligina kars1 da olumlu etkilerioldugunu gosterilmistir (Youdin ve
Joseph, 2001).

Narenciye tiirlerinde baskin olarak bulunan naringenin’ nin kanserli prostat hiicrelerinde
meydana gelen DN A hasarlarii diizelttigi (Gao vd., 2006) ve farelere enjekte edilen tiimorlii

biiyiime hiicrelerini inhibe ettigi (Kanno vd., 2005) goriilmiistiir.

Flavonoidlerin viriisler lizerinde de etkili oldugu belirtilmektedir. Bunlar Herpes simplex (uguk
virlisli), rs virlis, parainfluenza viriisii ve adenoviristiir. Flavonoidlerin bazilar1 viriislere
replikasyon sirasinda etki etmekte, bazilar1 da direk olarak infeksiyoz etkilerini inhibe
etmektedir. Sayisi fazla olmamakla birlikte bazi kanitlar viriisler tizerinde flavonoidlerin glikon

formlarinin aglikon formlarindan daha ¢ok etkili oldugunu gostermektedir (Bae vd., 2000).

Hollanda’ da besinlerden alinan giinlik flavonoid miktarinin yaklasik 23 mg oldugu tahmin
edilmektedir. Bunlarin ¢ogu E vitamini ve p-karotenden alnir. Ulkeden iilkeye farklilik
gostermekle birlikte en diisiik tiketim Findandiya’ da (~ 2.6 mg), en fazla tiiketim ise Japonya’
dadr (68.2 mg) (Hertog vd., 1995; Friesenecker vd., 1994; Haenen ve Bast, 1999).
Flavonoidler arasinda genel olarak en fazla tiikketilen cesit ise elma ve soganda bulunan

kersetin’ dir (Knekt vd., 1997).

Bir¢ok faydah 6zellige sahip olan flavonoidler ile in vivo yapilan ¢alismalar gelecek i¢in gok
umut verici olmakla birlikte, bu bilesikleri iceren gidalarn giinlik ne kadar tikketilmesi

gerektigi konusunda kesin bir ifade yoktur.

Flavonoidlerin bitkiler lizerinde de 6nemli gdrevleri vardir. Renk verici 6zellikleri sayesinde
kuslar ve bocekler tarafindan ¢ekici hale gelmekte ve bu sayede tozlagsmaya yardimci
olmaktadrrlar. Kuslar dogal renk maddesi antosiyanin igeren kirmizi- turuncu renkleri secerken,
tozlasmay1 saglayan diger canllar flavon, flavonol, kalkon ve orondan 6tiirii sar1 renkte olan
cicekleri tercih ederler. Lokoantosiyanidin, katesin ve proantosiyanidinlerin 6nciil maddesi
olup, bitkiye direng saglar (Martensa vd., 2002). Antosiyaninlerin tozlasmaya etkilerinin
disinda, tohumlarmn yayilmasinda, UV 1518a ve patojen saldirilarina karsi bitkiyi koruma gibi
gorevleri de vardir (Lee, 2002). Ayrica oksinlere kars1 gosterilen tepkilerde ve gibberellinlerin
antagonisti olarak 6nemli rol oynadiklar1 saptanmistir (Heidin ve Waage, 1986; Jacobs ve
Rubery, 1988).



4. TERPENLER

“Terpen” s6zciigli ¢am agaclarinin reginesi olarak adlandirilan yapiskan madde terebentin
(Balsamum terebinthinae)’ dentiiremistir (Breitmaier, 2006). Terpenler bitkilerden izole edilen
dogal bilesikler arasinda ilk sirada yer alan sayilar1 yaklasik 30.000 civarinda olan organik
molekiillerdir. Dogal bilesikler arasinda en fazla ¢esitlilik gésteren bu molekiiller, sardunya,
okaliptus, giil, ¢cam agaclar1, nane, biberiye, adagayi gibi bitkilerin hos kokularinda; havug ve
domates gibi bitkilerin ise renk pigmentlerinde bulunurlar. Ik ¢aglarda buhar distilasyonu yolu
ile izole edilen ugucu terpenlerin giiniimiizde parfiim, ilag, gida, kozmetik ve dezenfektan gibi
farklialanlarda endistriyel tiretimleri vardir. Yanlzca hidrokarbon i¢ceren terpenlerin yani sira,
oksijen, alkol, keton, aldehit, asit grubu tasiyan ya da proteinlerle birlesmis halde olan terpenler
de bulunmaktadir. Yapisinda oksijen bulunan terpenler terpenoidler olarak adlandirilirlar

(Yurkanis, 1998).

Biitiin terpenler izopren ad1 verilen birimlerden olusurlar. fzopren kurali ad1 verilenbu gdriis ilk
defa 1887 yilinda alman kimyac1 Otto Wallach tarafindan 6ne siiriilmiis ve terpenler tizerindeki
calismalariyla 1910 yilinda Nobel Kimya 6diiliinii kazanmistir. Bu kurala gore terpenler bes
karbon atomundan olusan iskelet yapisina sahip izopren (2- metil-1,3-butadien) molekiillerinin

2,3,4 ya da fazla sayida bas-kuyruk seklinde bir araya gelmesiyle meydana gelir (Sekil 4.1).

CH,

1 2| 3 4
CH, ——=C ——CH——=CH,

% | g

Bag Kuyruk

Sekil 4.1 izopren (2-metil-1,3-butadien) molekiilii

Bu kurala gore izopren molekiiliindeki 1 nolu karbon (dallanmis taraftaki) bas olarak; 4 nolu
karbon atomu (dallanmanus taraf) ise kuyruk olarak adlandmrilir. Ornegin myrcene ki izopren

biriminin bas-kuyruk kondenzasyonu ile olusmustur (Yesilada ve Ezer, 1996) (Sekil 4.2).
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(
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Sekil 4.2 Myrcene molekiiliiniin olusumu

Daha sonra Leopold Ruzicka “Izopren Kurali” hipotezinden yola ¢ikarak “Izopren Biyo-
olusum Kurali” hipotezini olusturmustur. Bu ¢alismaya gore terpenoidler izopren gruplari
tarafindan olusturulan 6nciil gruplar iizerinden sentezlenmektedir. Bu ¢alismasiyla Ruzicka
1939 yilinda Nobel 6diili kazanmistir. Ancak yapilan ¢alismalar aralarinda Compositae
familyasminda oldugu bazi gruplarda terpenik bilesiklerin bu kuraldan farkl sekillerde de
birlesecebileceklerini gostermistir (Dewick, 2001).

4.1 Terpenlerin Simiflandinlmasi

Terpenler igcerdikleri izopren birimleri dolayisiyla sahip olduklar1 karbon sayisina gore
smiflandirilirlar. Cizelge 4.1.1° de verilen terpenlerin disinda 9 karbonlu kripton monoterpen,
13 karbonlu S-iyonon seskiterpen, 18 karbonlu trisporik asit karotenoid, ubikinon, a-tokoferol

(E vitamini) ve K; vitamini ise meroterpenoid tiirii bilesiklere 6rnektir (Halfon, 2005).

Mono ve seskiterpenler genellikle bitkilerde bulunurken, daha yiiksek yapili terpenler hem bitki
hem de hayvanlarda bulunurlar. Omegin kdpekbalig1 karaciger yagmm baslica icerigi, steroid
ve hormonlarin yapiminda ana madde olan skualen agik zincirli bir triterpen, havugta bulunan

ve A vitamininin 6n maddesi olan f-karoten ise tetraterpendir (Tabata vd., 1988).

Terpenler hemen hemen biitiin bitkilerde bulunan dogal bilesiklerdir. Genellikle yiksek yapili
bitkilerin kok, yaprak, tohum, ¢icek gibi kisimlarinda ayrica bazi liken ve yosun tiirlerinde de

bulunmaktadir.



Cizelge 4.1.1 Terpenlerin smiflandrilmas1

Izopren sayis1 Karbon sayis1 Smif Ornek Yap1
1 Cs Hemiterpen )\/
(CsHs) izopren
AN
OH
2 Co Monoterpen
(C1oH1s)
geraniol
AN
3 Cis Seskiterpen G
(Cis5H24) o
farnesol
| OH
4 Cx Diterpen
(C2oH32)
fitol
HO.
OH Q
5 Coxs Sesterpen ©
(CasHa)
skalerin
6 Cso Triterpen
(C30Has)

skualen




Cs, Ci0, Ve Cy5 birimlerinin farkl sekillerde bir araya gelmeleriyle daha yiiksek yapili terpenoid
bilesikler olusur (Sekil 4.1.1).

Asetil CoOA  (CH3COSCoA)

¢ H,C._ _OH
C
O ~
Mevalonat \C—CHZ/ CH,CH,OH
/
¢ 0
[zopentenil pirofosfat ——=  Monoterpenler (Co)
(IPP)

¢ Seskiterpenler (Cy5)

Geranil pirofosfat <:
Skualen ——— = Steroidler

- ¢

Farnezil pirofosfat _
Triterpenler (Czp)

(IPP)

Geranil geranilpirofosfat (C,p) ——— = Diterpenler (Cy)

:

Tetraterpenler (Karotenoidler) (Cyq)

Sekil 4.1.1 Terpeneoid gesitlerinin biyosentez yolu (Halfon, 2005)



4.2 Seskiterpenler

Seskiterpenler monoterpenlerin yap1 tasiolan geranil pirofosfat molekiilii ile izopentenil
pirofosfat molekiiliiniin kondenzasyonu sonucu meydana gelirler. Bitkideki ugucu yag
bilesenlerindenbiri olan seskiterpenlerin kaynama noktalar1200 °C’ den fazladir. Bugiin ugucu
yaglarda 1000 kadar seskiterpen tiirevi yapilar bulunmaktadir (Umay, 2007). Karbon
iskeletlerine gore asiklik, monosiklik, bisiklik ya da trisiklik yapisinda olabilirler.

X
o Xy
- on
CO,H
CHO 0
Sinesal (asiklik) Absisik asit (monosiklik) p-selinen (bisiklik)

Sekil 4.2.1 Bazi seskiterpen bilesikleri

Seskiterpen laktonlar dogal bilesikler iginde en biiyiik sinifi olustururlar. Genellikle yaprak ve
cigeklerden izole edilenbubilesikler, 6 zellikle Compositae familyasinda oldukga yaygin olarak
bulunurlar. Ulkemizde bu familyaya ait Tanacetum ve Inula tiirlerinde birgok arastirma
yapimistrr (Topgu, 1995; Ulubelen, 1994). Genellikle Compositae familyasinda goriilen
seskiterpen laktonlar yapisal olarak temel iskelet yapilarinin haricinde hidroksil, ester,
karboksilik asit ve benzeri gruplarin da yapiya bagh olmasi nedeniyle cok cesitli kimyasal
yapilara sahiptirler. Sahip olduklaribiyolojik aktiviteleri ile dikkati geken seskiterpen laktonlar
Compositae familyasinda kemosentetik iz olarak kullanilmaktadirlar (Goren vd., 2002).
Seskiterpen laktonlar farkli iskelet yapilarma sahiptirler. Siniflandirma karbosiklik iskeletlerine
ve lakton fonksiyonuna gore yapilir. En ¢ok goriilen seskiterpen yapilar1 sekil 4.2.2° de

verilmektedir.
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Sekil 4.2.2 En ¢ok goriilen seskiterpen iskelet yapilari



Temel iskelet yapismma lakton halkasmnin baglanmasiyla farkli seskiterpen lakton tiirevleri
meydana gelir. Cogunlukla karsilasilanlar ise; germakranolid, gayanolid, pseudogayanolid,

O0desmanolid tipi yapilardir.

o R

Germakranolid Gayanolid
o]
@]
o] @]
Pseudogayanolid Odesmanolid

Sekil 4.2.3 En ¢ok goriilen seskiterpen lakton iskelet yapilari



Seskiterpen laktonlar; kolon kromatografisi, preparatif ince tabaka kromatografisi, HPLC ve
ince tabaka kromatografisi gibi yontemlerle elde edilebilirler. Yapilarini aydinlatmak igin *H
NMR, 3¢ NMR, COSY, APT, HMBC, HMQC, IR gibi spektroskopik yontemler kullanilir.

Seskiterpen laktonlar *H NMR spektrumunda 0.00-2.00 ppm arasinda karekteristik pikler
verirler ve bu pikler H-13, H-14, H-15 protonlarina ait olan metil pikleridir. Molekiiler
cevresine bagl olarak kimyasal kaymalar gbzlenebilir. Metilen pikleri komsu gruplarin tiiriine
gore 1.5-4.00 ppm arasinda, doymamighik pikleri ise 4.00-7.00 ppm arasinda goézlemlenebilir
(Goren, 1978). Lakton halkasina ait pikler 4.00 ppm civarmda gdzlenirken halkadakikapanma
C-6, C-7 ya da C-7, C-8 konumlarindan gergeklesebilir. Bu durum taksonomik bir fark
yaratmaz, ayni bitkide ki ayr1 yap1 gozlemlenebilir (Halfon, 2005).

4.3 Terpenlerin Dogadaki Onemi

Dogal bilesiklerin en biiyiik smifin1 olusturan terpenoid bilesikler gerek cesitlilikleri gerekse
farkli yapilarindan dolay1 biyolojik olarak olduk¢a 6nemli yapilardir. Her ne kadar biyolojik ve
ekokimyasal fonksiyonlar1 tam olarak belirlenmemis olsa da; birgok bitki kendilerini bocek
saldirilarina kars1 korumak amaciyla ugucu terpenleri iiretirler. Bazi bitkiler ise daha az ugucu
fakat ac1 ve toksik etkiye sahip terpenleri yine hayvan saldirilarina karsi savunma olarak
tiretirler. Bu 6zelliklerin haricinde terpenler bitki biiylime hormonlarinda (gibberellin, absisik
asit), fitosentetik pigmetlerde (fitol, karotenoid), elektron tasiyicilarinda (ubikinon,
plastokinon), polisakkarit dongiisiinde ara molekiil seklinde (polifenil fosfat) bulunabilir ve
hiicre zarinin yapisal bilesiklerinde (fitosterol) yer alan 6nemli molekiillerdir (Harborne, 1991).
Terpen iireten bitkilerle beslenen bazi bocekler ise bu molekiilleri metabolize ederek kendi

biiylime hormonlar1 ve feromonlarinin yapilara katarlar (Weinheim, 2006).

Bitkilerde doku yaralanmalarinda terpenoid mekanizmasi oldukga etkilidir (Kuc’ ve Lisker,
1978). Patates tizerinde yapilan bir ¢caliysma dokuda bir yaralanma oldugu anda karbondioksit
¢ikkiginin basladigini ve solunumun arttigini ortaya koymustur (Kahl, 1974). Bu 6zelliklerin de
terpeneoid sentezini baslattigi belirtilmektedir. Terpenoidlerin her ne kadar zarar gormiis
dokular1 enfeksiyona ve ciirlimeye karsi korudugu bilinse de bu teori heniiz tamamen

kanitlanmig degildir (Compton ve Preece, 1986; Ellialtioglu, 1994).



Bitkilerin kendilerine has olan ugucu kokular1 ugucu yaglar olarak adlandirilir ve bu dogal
bilesikler esas olarak terpenik yapilari igerirler. Bu yaglar endiistride parfiim, tatlandirici ve
baharat yapiminda kullanilmaktadwr. Lilyumun kokusunda farnesol, portakalin tadinda
[-sinesal gibi seskiterpenler bulunur. Bir seskiterpen asiti olan absisik asit ise bitkide sonbahar
aylarinda dormansiyi (tohumun ¢imlenmesine kadar gegen siire) baslatan ve kuraklik gibi

durumlarda solunumu yavaslatmakla goérevli temel hormonlardan biridir.

Bir monoterpen olan ve Mentha arvensis bitkisinden elde edilen mentol, lokal anestezik ve
rahatlatic1 etkiye sahiptir. Ayrica tatlandirici olarak da gida endiistrisinde ve dis macunlarinda
kullanilmaktadir. Cinnamomum camphora bitkisinden elde edilen kamfor ise eski ¢aglarda
soguk algmligr gibi durumlarda kisiyi rahatlatmak i¢in gogiis bolgesini ovalayarak kullanilmis,
giinlimiizde ise anestezik olarak ve giysileri glivelere kars1 korumak amac1yla kullanilmaktadir

(Hanson, 2003).

Seskiterpenler laktonlar antibakteriyel, antifungal, antitiimor, antihelmintik, sitotoksik, ditiretik
(idrar soktiiriicii), ekspektoran (balgam soktiiriicli), kan basincini diigiiriicti, fitotoksik ve
analjezik etki gibi bircok biyolojik etkiye sahiptir (Burim vd., 1999). Artemisia maritima’ dan
elde edilen santonin, Uzak Dogu’ da bagirsak solucanlarina kars1 tedavi amagla kullanilmistir.
Cin’ de tretilen ve Artemisia annua’ dan elde edilen artemisin ihtiva eden Qing Hao Su tiirevi
ilaclar ise Diinya Saglik Orgiitii tarafindan sitmaya kars1 dnerilmektedir. Bu bilesik igerdigi
farkli bir peroksit nedeniyle biyolojik aktivite gostermektedir (Hanson, 2003).

Dogal iiriinler icerisinde en fazla biyolojik aktivite siklik diterpenlerde goriiliir. Bitki biiylime
hormonlarindan biri olan diterpenik yapidaki gibberellik asit bira endiistrisinde maltlama
sathasinda ve nisastay1 hidrolize eden enzim olan a-amilazin iiretimini diizenlemede kullanilir.
Ayrica ¢ekirdeksiz liziim iretiminde de kullanilmaktadir. Stevia rebaudiana bitkisinden elde
edilen steviol, baz iilkelerde diisiik kalorili igecek yapiminda kullanilir. Antitimor aktivite
gosteren diterpenlerden taxol, porsuk agaci Taxus brevifolia’ dan elde edilir, gogiis ve
yumurtalik kanserine kars1 gii¢lii bir etkisi vardir (Hanson, 2003). Salvia tiirlerinden elde edilen
diterpenler, hematolojik anomaliler, diisiik, menstrual diizensizlikler, kalp rahatsizliklari,
hepatit ve 6dem gibi durumlarda kullanilmistir. Bunlarm haricinde diterpenler sitotoksik
(Ginda vd., 1988), antibakteriyel, antifilojistik (iltihap dnleyici) ve antitiiberkiiler 6zellikleri ile
geleneksel olarak kullanilir (Lin vd., 1989).



Uzak Dogu’ da 5000 yildan fazla bir siiredir kullanilan ginseng, Panax ginseng bitkisinin
koklerinden izole edilmektedir ve glikozidik triterpen yapisindadr. Ginseng’in fiziksel denge
ve viicudun metabolik islevierine olumlu etkileri vardr (Hanson, 2003). Ayrica elma, armut
gibi meyvelerin kabuklarinda bulunan a- ve f-amirin tiirevi ursolik ve oleanolik asit meyveyi

bocek saldirilarindan ve mikrobiyal etkilerden korur (Harborne, 1976).
5. STEROIDLER

Tetrasiklik triterpenlerden tiireyen steroidler ¢iklopentanoperhidrofenantren iskeletine sahip
bilesiklerdir (Sekil 5.1). Bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan steroidler 6nemli biyolojik
aktivitelere sahiptirler.

o~
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Sekil 5.1 Ciklopentanoperhidrofenantren

Yiksek yapili bitkilerde fitosterol, sitosterol, stigmasterol, kampesterol; maya ve mantarlarda

ergosterol; deniz canlilar1 ve alglerde fukosterol gibi steroidler bulunur.

HO HO

Sitosterol Ergosterol



En ¢ok bilinen ve saghgimiz agisindan 6nemli bir yere sahip olan steroid ise kolesterol’diir.
Ayrica cinsiyet hormonlar1 (progesteron, Ostrojen, androjen, testosteron), adrenal korteks
hormonlar1 (kortizon) ve D, (kalsiferol) vitamini de diger 6nemli steroidal yapilardir (Hanson,
2003).

Kolesterol Progesteron

OH OH

HO o

Ostrojen Testosteron

Sekil 5.2 Bazi steroidal yapilar (Hanson, 2003)



6. DENEYSEL BOLUM

6.1 Materyal

Bu tezgalismasinda incelenen Tanacetum kotschyi bitkisi 1999 yilinda Prof. Dr. Nezhun Géren

tarafindan Van ilinin Giizeldere Gegit’ inden toplanmustir.

6.2 izolasyon Yontemleri
Saf maddelerin izolasyonunda kullanilan yontemler alt bagliklar altinda anlatilmigtir.

6.2.1 Ekstraksiyon

Toplanan Tanacetum kotschyi bitkisi golgede kurutulduktan sonra kok, govde ve ¢iceklerine
ayrilmus, kok ve gévde kisimlari ayri ayri, degirmende 6 giitiilerek toz haline getirilmistir. Toz
haline getirilen kisimlar cam tanklara konularak sirasiyla hekzan, etil asetat (EA) ve metanol
(MeOH) ile masere edilmislerdir. Maserasyondan sonra sivi kisim siizgeg kagitindan stiziilerek
almmis ve organik ¢Oziicii evaporatorde ugurularak ham ekstreler elde edilmistir. Boylece
11.67 g Hekzan ekstresi, 19.29 g EA ekstresi, 16.53 g MeOH ekstresi elde edilmis ve ekstreler
cahsmaya baslanilacag: giine kadar +4 °C’ de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Bu tez

calismasinda bitkinin gdvde etil asetat ekstresi ile ¢alisilmaistir.
6.2.2 Kromatografik Yontemler

Calismamizda bitkiden elde edilen etil asetat (EA) ekstresindeki maddelerin izolasyonu ve
saflastirilmasi icin kolon kromatografisi (CC), ince tabaka kromatografisi (TLC), yiiksek
performansh ince tabaka kromatografisi (HP TLC), orta basingli sivi kromatografisi (MPLC) ve
yiiksek basinglh sivi kromatografisi (HPLC) kullanilmistir.



6.2.2.1 Kolon Kromatografisi (CC)

Adsorbsiyon prensibine dayali kati-sivi kromatografi yontemi olan bu teknik, saf madde

izolasyonu i¢in ekstreyi fraksiyonlara ayrmak i¢in kullanilmistir.

Kolon kromatografisinden 6nce ekstreden uzun zincirli hidrokarbonlar, yaglar ve vakslari
uzaklastirmak amaciyla 19.29 g olan gévde EA ekstresi 1 It’ lik balonda MeOH’ de sicak su
banyosunda calkalanarak ¢oziilmiistir. Elde edilen ¢ozelti buzdolabmda (+4 °C) 1 giin
bekletilmistir. Ayrica siizme islemi i¢cin kullanmak tizere 1 It MeOH de buzdolabinda
sogutulmustur. MeOH’ de bekletilen ¢ozelti daha sonra amerikan bezinden siiziilmiistiir.
Siizgecteki ¢Okelti sogutulan MeOH ile birkag kez ykanmustir. Elde edilen ¢ozeltiler
birlestirilerek evaporatdrde 40-50 °C° de 337 mbar basingta ugurulmustur. Bu sekilde doymus
hidrokarbonlarindan kurtarilan ekstreye 1 gece vakum etiiviinde bekletildikten sonra kolon

kromatografisi uygulanmustir.

Uygulama 6ncesi yeterli miktarda silika jel etiivde 100 °C’ de 1 saat tutularak i¢indeki nemin
uzaklagmasi saglanmistr. Ekstre oda sicakliginda MeOH’ de ¢oziilerek bir miktar silika jel
HF2s4 (Merck) ile karistirilmus ve toz haline gelinceye kadar ¢oziicii evaporatorde
ucurulmustur. Boylelikle ekstrenin silika jel tarafindan emilmesi saglanmigtir. Toz halindeki

ekstre-silika jel karisimi vakumda 1 gece bekletilmistir.

Boyu 140 cm, ¢ap15.5 cmolan camkolona ilk olarak silika jel doldurulmus ve vakum pompasi
yardimiyla kolon igine iyice sikigmasi saglanmistr. Kolon igindeki silika jelin {ist tabakasi
diizlestirildikten sonra silika jel ve ekstre karisimi kolona doldurulmustur. Tekrar vakum
pompasi kullanilarak ikincikatmanimda kolona diizgiin bir sekilde yerlesmesisaglanmistr. Bu
tabaka da diizlestirildikten sonra kolonun en Ustiine cam pamugu yerlestirilmistir. Kolon
kromatografisinde ayrimi yapilacak karisim Once ince tabaka kromatogafisinde incelenmis
sonrasinda, non-polar ¢oziicliden polar ¢oziiciiye dogru gradient eliisyon yapilarak ayrmm

saglanmustir. Eliisyonda kullanilan ¢oziicti karisimlar1 ve fraksiyonlar sirastyla verilmistir.



Kolon Kromatografisi Fraksiyonlar

1- 9% 100 Hekzan (1000 mL)

2- % 25 EA (250 mL) + % 75 Hekzan (750 mL)
3- %50 EA (500 mL) + % 50 Hekzan (500 mL)
4- 9% 100 EA (1000 mL)

5- % 25 MeOH (250 mL) + % 75 EA (750 mL)
6- % 50 MeOH (500 mL) + % 50 EA (500 mL)

7- % 100 MeOH (1000 mL)

Kolonkromatografisi sonucunda elde edilen 26 fraksiyon cam balonlara alinmistir. Yapilan
ince tabaka kromatogafisi caligmalari sonucunda benzer olan fraksiyonlar birlestiril mis ve 4

fraksiyon adialtinda isimlendirilmistir.

1. - 5. Fraksiyon —— Caligilmadi
6. -8. Fraksiyon=TK 1 ——» TKI

9.- 10. Fraksiyon=TK 2
11.- 18. Fraksiyon=TK 3 TK 11
19.- 20. Fraksiyon=TK 4

22. Fraksiyon = TK 5

23. Fraksiyon = TK 6 } TR
24. Fraksiyon = TK 7

25. Fraksiyon = TK 8 TK IV
26. Fraksiyon = TK 9

olarak adlandrilmistir (TK= Tanacetum kotschyi).



TK Il [9 CHCL: 1 Eter] sisteminde preparatif ince tabaka kromatografisi yapilarak 4 gruba
ayrilmustir. TK 1.1, TK I1.2, TK I1.3, TK 1.4 seklinde isimlendirilmistir. Yapilan ince tabaka
kromatografisi sonuglarina gore oncelikle TK I1.2 ile ¢alisiimaya baglanmistw. [7 Tol: 3 EA]
sisteminde 3 bant goriilmiistir. Bunlardan ilkine HPLC uygulanmis ve ayni sekilde 3 ayri
fraksiyon elde edilmistir. Birinci fraksiyondan bir seskiterpen lakton bilesigi olan achillin elde
edilmistir (22.7 mg). 3. banttan elde edilen karisim [8 CHCl : 2 Eter] sisteminde HPTLC ile
ayrilmig ve bir flavonoid olan salvigenin elde edilmistir (4.8 mg). Diger flavonoid, 6,7,3',4'-
tetrametoksi luteolin ise yine [7 Tol: 3 EA] sistemi kullanilarak ilk ayrim sonunda elde edilen?2.
banttan izole edilmistir (6.43 mg). Hemen hemen biitiin bitkilerde bulunan fenolik bir bilesik
olan 7-hidroksi 6- metoksi kumarin de TK 11.3* den [Eter] ile ayrilmistir (16.1 mg). S-sitosterol
ise TK I’ den [CHC13] ile ayrilarak 3.8 mg elde edilmistir (Sekil 6.4.1).
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Sekil 6.1 izole edilen bilesiklerin elde edilis basamaklar1



6.2.2.2 ince Tabaka Kromatografisi (ITK/TLC)

Calismamizin hemen her agamasinda, ekstre ve karigimlarm 6n incelemelerinde, ayirma ve
saflagtirma islemlerinin ¢ogunda kullanilan bu aymrma tekniginde hazir silika jel 60 Fas4
(Merck) aliiminyum plaklar kullanilmistr. Gerek kolon kromatografisi sonucu elde edilen
fraksiyonlarmn gerekse preparatif ITK sonucu izole edilen bilesiklerin safigin1 kontrol etmek
icin bu yontemden yararlanilmistir. Ayrimi yapilacak karigim, plaklara tatpik edilip uygun
¢oziicli sistemi ile yiiriitme tanklarinda yiiriitiilmigtiir. Daha sonra yapilan ayrmmim goriilmesi
icin plaklar karanlik odada Camag marka UV lamba altinda 254 nm ve 366 nm’ de
degerlendirilmistir. Daha diisiik dalga boylarinda absorbans veren maddelerin gozlenebilmesi
icin plaklarin lizerine seryum belirteci piiskiirtiiliip hotplate lizerine 1sitilmistir. Boylelikle UV

1sikta goriinmeyen bilesiklerin goriinmesi saglanmistur.

6.2.2.3 Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Bu ayirma teknigi miktar1 fazla olan fraksiyonlara kaba bir 6n ayrim yapmak amaciyla
kullanilmigtir. Bunun i¢in laboratuvarda kendi hazirladigimiz plaklar kullanilmistir. 150 ¢
silika jel 60 HF 2544365 (Merck) 300 mL saf su ile cam balonda yaklasik yarim saat boyunca
calkalanarak homojen bir karigim elde edilmistir. Hepsi ayni kalmlikta 20x20cm cam plaklar
CAMAG TLC plak hazirlama aparatina yerlestirilerek, hazirlanmig olan stispansiyonla 0.5 pm
kalinhiginda olacak sekilde kaplanmustir. Hazirlanan plaklar 1 gece oda sicakhiginda Kurutulup,
ertesi giin karisimdaki nemin iyice ugmasi icin etiivde 105 °C” de 1 saat bekletilmistir. Daha

ince aymrmm gerektiren ¢aligmalarda ise hazir aliminyum ve Merck cam plaklar kullaniimistir.

ITK’ da Kullamlan Belirtecler:

Seryum siilfat belirteci

Hazrlanisi: 10 g Ce(SOy), .4H,0 tartilarak tizerine 50 mL derisik HoSOg ilave edilmistir. Daha

sonra karigim 500 mL’ ye tamamlanincaya kadar lizerine yavas yavas distile su eklenmistir.



6.2.2.4 Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC)

Izole edilen maddelerin birbirleriyle karsilastiriimasmda, karisik maddelerin ekimlerinin daha
iyi yapilarak ayrigtirilmasinda, izolasyon caliymalarinda, miktar1 az olan maddelerin plaga
tatpik edilmesinde ve antioksidan aktivite ¢alismasinda yiksek performansh ince tabaka

kromato grafisi kullanimistir.

HPTLC cihazinda genellikle hazir aliiminyum ITK plaklar: kullaniimistir. Izolasyondan nce
maddenin hangi konsantrasyonda ekilecegini belirlemek i¢in 6n calismalar yapilmistir. Bunun
icin ¢oziicli i¢cindeki madde, her biri ayni birim uzunlugunda (10 mm) fakat farklh
konsantrasyonlarda birkag bant seklinde ekilmigtir. Ekim i¢in CAMAG marka Linomat 5 cihazi
kullanimistir. Bu cihaz bir enjektor ile azot gazi sayesinde plaga maddeyi piiskiirterek ekim
yapmaktadir. Ekimden sonra uygun ¢oziicii sisteminde ylirlitme iglemi gerceklestirilmis ve UV
lamba altinda bakilarak hangi konsantrasyondaki ekimin daha basarili sonu¢ verdigine karar
verilmistir. Birim uzunluga ekilecek madde miktar1 segilen konsantrasyon miktari ile
oranlanarak veriler bilgisayara girilmistir. Plagin her iki tarafindan 10 mm bosluk kalacak
sekilde ekim yapilmistir. Ekim tamamlandiktan sonra yiriitme islemi icin ADC2 cihazi
kullanilmistir. Bunun i¢in sisteme ¢0ziiciiniin tiirii, birden fazla ¢6ziicii kullanildiysa herbirinin
orani, miktari, satiirasyon siiresi, nem orani, ylirliime mesafesi ve kurutma siiresi ile ilgili
bilgiler girilmistir. Genellikle satiirasyon i¢in 5 mL, yiiriitme i¢cin 10 mL olacak sekilde
toplamda 15 mL ¢6ziicii sistemleri ile ¢alisilmistir. Coziiciiler cihaza eklendikten sonra diger
islemler cihaz tarafindan otomatik olarak yapilmistir. Yiiriitme islemi bittikten sonra plak
cihazdan alinarak UV lamba altinda incelenmistir. Madde saf ise NMR i¢in hazirlanmis, saf

degilse ayni1 iglemler uygun sartlarda tekrarlanmustir.
6.2.2.5 Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bu teknik ITK ve MPLC ile ayrilamayan maddelerin ayristirilip saf olarak elde edilmesinde ya
da ince tabaka kromatografisi ile ayristirilabilecek duruma gelmeleri i¢cin kullaniimistir.

Calismamizda Shimadzu marka HPLC cihazi kullanilmistir.



6.2.2.6 Orta Basinch Sivi Kromatografisi (MPLC)

Kolon kromatografisinde elde edilen ve ITK sonuglarma gdre birgok maddenin bir arada
bulundugu goriilen fraksiyonlar1 daha ileri aymrimlar i¢in tekrar fraksiyonlandirmak amaciyla
kullanilmistir. MPLC sonucunda karisimdaki maddeler saf olarak elde edilemese de; HPTLC
teknigi ile ayristirilabilecek duruma gelmistir. Calisma icin Buchi marka MPLC cihazi

kullanilmistur.
6.3 Spektroskopik Yonte mler

Izole edilen saf maddelerin yapilarmm aydmnlatilmasinda kullanilan spektroskopik yontemler

ana basliklar halinde kisaca anlatimustir.

6.3.1 Ultraviyole Spektroskopisi (UV/VIS)

UV/VIS spektroskopisi izole edilen bilesiklerden flavonoid yapisinda oldugu tahmin
edilenlerin yapilarmin aydinlatimasinda kullanimigtir. Calismalarda Perkin Lambda 25
UV/VIS spektrometre cihazi kullanilmustur.

Flavonoidler konjuge aromatik yapilar olduklarindan UV/VIS spektrumlarinda gesitli bantlar
verirler. Yapilarmin daha iyi belirlenebilmesi i¢in ¢esitli kelat yapici ve asit igeren reaktifler
kullanilarak ¢ekilen spektrumlar orjinal spektrumlarla karsilastrilarak bantlarda meydana
gelen kayma degerleri gozlemlenip, yapida bulunan hidroksi, metoksi ya da seker gruplarinin
konumlar1 belirlenir. Bu ¢alismada kullanilan reaktifler; sodyum metoksit (NaOMe), susuz
aliminyum kloriir (AICk), hidroklorik asit (HCI), susuz sodyum asetat (NaOAc), ve borik asit
(HsBO3)’ tir.

6.3.2 Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

Nikleer manyetik rezonans spektroskopisi izole edilen saf maddelerin yap1 tayininde
kullanilmistir. Calismalarda Varian marka 400 MHz Mercury-VX 400 BB model NMR cihazi
kullanilmigtir. Maddenin yapisma bagh olarak bir boyutlu, ki boyutlu ve ¢ok pulslu farkh
spektral yontemler de kullanilmistir. Bunlardan tek boyutlu olanlar; *H NMR, iki boyutlu
olanlar; COSY (Correlation Spectroscopy), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) ve ¢ok pulslu
yontemlerden ise APT (Attached Proton Test) yontemleridir. NMR numunelerinde ¢oziicii
olarak CDCl;, MeOH-dg , ve D,O kullanilmistir.



6.3.3 Infra-Red Spektroskopisi (IR)

Izole edilen saf maddelerden seskiterpen lakton bilesiginin yapisini aydmnlatmak i¢in Perkin
Elmer FT-IR spektrometresi kullanilmigtir. Coziiciisii tamamen ugurulduktan sonra kristal bir
yap1 alan maddeden temiz bir spatiil yardimiyla bir miktar alindiktan sonra ATR kristalinin

tizerine konularak spektrumu ¢ekilmis ve yapidaki fonksiyonel gruplar gdzlemlenmistir.



7. BULGULAR

Cizelge 7.1 izole edilen bilesiklerin genel 6 zellik leri

Bilesigin
Ad1

Tiira

Kristal
Yapisi

) Renk
Ozellikle ri

Yapisi

Achillin

Seskiterpen

lakton

Agik sar1

UV (254 nm)-
Kahverengi

CE(SO4)2 A4H,0
- Acik sar1

jan)
[o9)
SO~

Salvigenin

Flavon

Acik sar1

UV (254 nm)-
Kahverengi

CE(SO4)2 A4H,0
- Koyu sar1

6,7,3 ,4-
Tetrametoksi
luteolin

Flavon

Sarr-Beyaz

UV (254 nm)-
Kahverengi

CG(SO4)2 4H,0
- Koyu sari
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Parlak Mavi
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f-sitosterol Steroid Beyaz UV (254 nm)- Yta,
Renksiz
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7.1 A Bilesigi: Achillin
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Elde ettigimiz bu bilesik agik sar1 renkte ve kristalize bir yapida olup silika jel plakta UV (254
nm) altinda kahverengi goriinmekte, 366 nm’ de ise gériinmemektedir. Seryum siilfat belirteci

puskiirtiiliip 110 °C’ de yakildiginda da rengi agik sariya doniismektedir (Resim 7.1.1).

IR spektrumunda 2942.30 cm™’ de CH, CHs gerilim bantlary, 1777.84 cm™ de lakton grubu,
1669.16 cm™’ de keton grubu, 1608.88 cmi'” de de doymamuslik gdzlemlenmistir (Sekil 7.1.1).

Bilesigin *H NMR’ 1 détéro MeOH’ de almmustir. Buna gore; metil protonlarma ait sinyaller &
1.01 (H-13,d, 7.8 Hz), 6 2.40 (H-14, s) ve 6 2.28 (H-15, s)’ de goriildii. Cifte baga komsu metin
protonud 6.14 (H-3, s), kopriibasiprotonu 6 3.59 (H-5, d, 10.2 Hz), lakton protonu é 3.87 (H-6,
t, 10.3 Hz) ve H-7 6 2.48-2.60 (m)’ da gozlendi. 8-o Konumunda bulunan metin protonu &
1.82-1.90 (m), 8-p konumdaki metin protonu 6 1.44 (m), H-9 protonu ise & 2.30° da (m)
vermistir. Lakton halkasinda bulunan H-11 ise §2.69 (dq, J=7.4; 7.8 Hz) seklinde izlenmistir. §
4.85’ de gozlenen singlet nedeniyle maddenin D0 ilave edilerek tekrar spektrumu alinmis ve

pikin kayboldugu, dolayisiyla H,O’ ya ait oldugu anlagiimistir (Sekil 7.1.2).

COSY spektrumunda bilesikteki visinal protonlar arasindaki etkilesimler, APT spektrumunda
molekiilde bulunan metil, metilen, metin ve katerner karbon atomlari, HMQC spektrumunda
tek bag tizerinden C-H etkilesimleri, HMBC spektrumunda ise iki, tic ve dort bag tizerinden

proton -karbon korrelasyonlar1 gé zlemlenmistir (Cizelge 7.1.1).



Cizelge 7.1.1 A bilesiginin *H NMR (400 MHz, MeOH-d,), 3C NMR, COSY, HMBC ve
HMQC sonuglar1

H 'HNMR 'H'H | HMQC | C | BCNMR HMBC
COoSsY

1 - 1 170.35 H-9°

2 - 2 196.16

3 56.14,s 5 c-3 |3 135.72 H-15, H-5

4 - 4 131.96 H-15, H-3

5 $3.59, d 6, 15 C5 |5 53.14 H-15
(J=10.2 Hz)

6 §3.87,t 5,7 C6 | 6 83.70 H-8, H-9, H-11
(J=10.3 Hz)

7 §2.48-260 | 56,88, C7 |7 52.15 H-13, H-8, H-9, H-11

(m 11
8 51.82-190 |7,8,9,9°| C-8 | 8 23.81 H-9
(m)

8’ §1.44, m 7,8,9,9° | C8 | 9 37.81 H-8, H-7, H-14

9 §2.40, m 7,8,8,9 | C-9 |10 152.43

9’ $2.30, m 7,8,8,9 | C9 |11 39.57 H-13, H-9

10 - 12 178.72 H-13, H-11

11 §2.69, dq 7,13 c-11 | 13 10.16 H-8’, H-11

(J=7.4;7.8 H2)

12 - 14 21.77 H-9

13 §1.01, d 7,11 C-13 | 15 20.02 H-7
(J=7.8 Hz)

14 §2.40, s C-14

15 §2.28,S C-15

HO|  54.87brd

(J=20 Hz)




254 nm + seryumssiilfat

Resim 7.1.1 A bilesiginin [7 Tol: 3 EA] sisteminde yiiriitiildiktensonra254 nm UV 1gik altinda
ve seryum siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiktan sonra elde edilen ITK kromatogramlar1
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7.2 B Bilesigi: Salvigenin (6-metoksi apigenin 4-7 dimetileter)

Bilesik agik sar1 renkli ve kristalize bir yapida olup; ince tabaka kromatografisinde silika jel
plakta UV (254 nm)’ de agik kahverengi, seryum siilfat belirteci piiskiirtiiliip 110 °C’ de
yakildiginda ise sar1 renk vermektedir (Resim 7.2.1). Bu maddenin yap1 analizi *H NMR ve
UV/VIS spektroskopisi ile belirlenmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls) & 3.84, 3.88, 3.92 ppm’ de 3 adet ~OCHj3 protonlarina ait
singletler gozlendi. § 6.49 (H-3) ve 6.53 (H-8)’ de gbzlenen singletler nedeniyle yapmin bir
flavonoid olabilecegi diisiiniildii. H-8 protonu singlet olarak rezonans oldugundan C-6
pozisyonunda bir siibstitiisyon oldugu anlasilir. & 7.78 (dd, J=1.95; 9 Hz) sinyali st liste
¢akisan H-2'; H-6 protonlarmna; & 6.96 (dd, J=2.34; 9.37 Hz) ise yine iist iiste gakisan H-3 ; H-5’
protonlarma ait sinyallerdir (Sekil 7.2.2).

UV spektrumunda farkli reaktiflerle yapilan uygulamalarla yapidaki siibstitiisyon netlik
kazanmistir. MeOH spektrumunda Bant I’ e ait pik 342 nm’ de; Bant II” ye ait olan pik 285 nm’
de sinyal vermistir. Bant II’'nin 285 nm’ de ¢ikmasi ise A halkasinda ikiden fazla oksijen

fonksiyonu bulunduguna isaret etmektedir.



Kayma reaktifleriyle aliman UV spektrumlari sonuglarina gore;
1) MeOH: Bant I; 342 nm Bant Il; 285 nm
2) MeOH+NaOMe: Bant I; 342 nm Bant Il; 285 nm

* NaOMe ilave edildiginde MeOH spektrumuna gore kayma olmamasi; 4 pozisyonundaki
OH grubunun serbest olmadigin1 ve metoksi gruplarindan birinin C-4’ pozisyonunda yer

aldigin1 gostermektedir.
3) MeOH+NaOAc: Bant I; 342 nm Bant Il; 285 nm

* Bant II’ de kayma olmamasi 7 pozisyonundaki OH grubunun serbest olmadigin1 ve

metoksi gruplarindan birinin bu pozisyonda yer aldigint gostermektedir.
4) MeOH+NaOAc+H3BO3: Bant I; 342 nm Bant Il; 285 nm

* MeOH spektrumuna gore kayma olmadigindan yapida orto dihidroksi gruplart yok

demektir.
5) MeOH+AICk: Bant I; 370 nm Bant I1; 315 nm

* MeOH spektrumuna gore her iki bantta da batokromik kayma goriildi. Bu 5

pozisyonunda OH grubunun oldugunu gostermektedir.
6) MeOH+AICL+HCI: Bant I; 365 nm Bant Il; 315 nm

* MeOH+AICI; spektrumuna gore kayma olmadigindan 5 pozisyonunda OH grubunun
oldugu netlik kazanmustir (Sekil 7.2.1).

Cizelge 7.2.1 B bilesiginin 'H NMR (400 MHz, CDCl) sonuglar1 ve UV kayma degerleri

H 'HNMR Reaktif Bant | Bant II

A max A max

3 06.49s MeOH 342 nm 285 nm

8 06.53s NaOMe 342 nm 285 nm

2-6 0 7.78 dd (J=1.95; 9 Hz) NaOAc 342 nm 285 nm

3’-5” | 66.96dd (J=2.34;9.37 Hz) | NaOAc +H3BO3 342 nm 285 nm

03.84s AICkL 370 nm 315 nm

-OMe 63885 AICk +HC| 365 nm 315 nm
0392s




B bilesigi  Standart B bilesigi +
254 nm seryum siilfat

Resim 7.2.1 B bilesiginin standart madde ile birlikte [7 Tol: 3 EA] sisteminde yiiritiildikten
sonra 254 nm UV 151k altinda ve seryum siilfat belirteci ile yakildiktan elde edilen ITK
kromato gramlar1



0.300 _
0.28 |
0.26 |
0.24 |
0.22 |

342

0.20
0.18
0.16
0.14 |
0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
0.02

0.000 T T T T T T T T T T T T

0 280 300 320 340 360 380 400 420 440

200.0 220 240 26

460 430 500.0

nm
MeOH spektrumu
0.300 _
0.28 |
0.26 J
0.24 |
022 |

0.20 |

342
0.18 |
0.16 |
0.14 |
0.12 |
0.10 |
0.08 |
0.06 |
0.04 |
0.02 |
0.000
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

200.0 220 240

430 500.0
nm

NaOMe spektrumu



0.500 _
0.45 | 342
0.40 |
0.35 |
0.30
0.25 | 285
0.20 |
0.15 |

0.10 |

0.05 |

0.000

2000 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 430 500.0
nm

NaOAc spektrumu

0.65 | 342

0.55
0.50 |

285

0.05

0.000
200.0 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500.0

NaOAc + H3BO3 spektrumu



0.400 _ 370

0.35

0.30 |

020 315

0.20 |

0.15

0.10 |

0.05 |

0.000
2000 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500.0
nm

AICl; spektrumu

365

0.20 J

0.000
2000 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 430 500.0

AICk+ HClI spektrumu

Sekil 7.2.1 B bilesiginin UV kayma spektrumlari
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7.3 C Bilesigi: 6,7,3 4 -tetrametoksi luteolin (6,7,3",4 -tetrametoksi apigenin)

Izole edilen diger bir bilesik olan C bilesigi silika jel plak iizerinde 254 nm UV 1sik altinda
kahverengi goriinmekte, seryum siilfat belirteci plskiirtiiliip yakildiginda ise sari renk
almaktadr (Resim 7.3.1). Kristalize bir yap1 gdsteren bu maddenin yap1 analizi *H NMR ve
UVVIS spektroskopisi ile belirlenmistir.

CDCl’ da alman *H NMR spektrumunda 3.80-4.00 ppm arasinda goriilen pikler yapida
metoksi gruplarmin oldugunu ve bilesigin bir flavon olabilecegini diisiindirmiistiir. Bu pikler 6
3.86, 3.90, 3.91 ve 3.92’ de 4 tane olmak tizere birer singlet seklinde goriilmistiir. § 7.28” de
goriilen genis singlet nedeniyle D,O ilave edilerek tekrar spektrum alinmis ve § 7.28° de
goriilen singletin kaybolmadigi, aksine yarilarak bir dublet verdigi gdzlenmistir (H-2°, d,
J=1.95 Hz). 5 7.46’ da orto ve meta etkilesim veren H-6 (dd, J=8.59; 1.95 Hz) protonu, 6 6.91°
de orto etkilesim veren H-5" protonu (d, J=8.2 Hz) gbzlenmistir. H-8 protonu § 6.53” de; H-3
protonu ise § 6.49’ da birer singlet vermistir. H-8 protonun singlet vermesi C-6 pozisyonunun
dolu oldugunu gosterir (Sekil 7.3.2). Molekiildeki siibstitiie gruplarin konumlar1 UV kayma

reaksiyonlar1 ile de kanitlanmugtir.



Kayma reaktifleriyle alinan UV spektrumlari sonuglarina gore;
1) MeOH spektrumu: Bant I; 340 nm Bant Il; 276 nm
2) MeOH+NaOMe:Bantl; 338 nm Bant II; 278 nm

* NaOMe ilave edildiginde, MeOH spektrumuna gore kayma olmadigindan; 4’ pozisyonunda
serbest OH grubu yok demektir. Buna gére metoksi gruplarindan biri burada yer almaktadir.

3) MeOH+NaOAc: Bant I; 340 nm Bant Il; 272 nm

* Bant II’ de kayma olmadigindan 7 pozisyonunda OH grubunun serbest olmadigi
anlagilmaktadir.

4) MeOH+NaOAc+H3BO3: Bant I; 340 nm Bant II; 272 nm
* MeOH spektrumuna gore kayma olmadigindan yapida orto dihidroksi gruplar1 yok demektir.
5) MeOH+AICIl;: Bant I; 370 nm Bant 1l; 282, 260 nm

* MeOH spektrumuna gore her ikibantta da batokromik kayma goriildi. Bu; 5 pozisyonundaki
OH grubundan ileri gelmektedir. Ayrica Bant II’ de ikiye bélinme olmasi 3 ve 4

pozisyonlarinin dolu oldugunu gostermektedir.
6) MeOH+AICKL+HCI: Bant I; 362 nm Bant 11; 280, 261 nm

* MeOH+AICk spektrumuna gore fazla bir kayma olmadigimdan 3 veya 4 pozisyonunda OH
grubunun olmadigi ve 5 pozisyonunda OH grubunun oldugu netlik kazanmustir (Sekil 7.3.1).

Cizelge 7.3.1 C bilesiginin *H NMR (400 MHz, CDC k+D,0) sonuglar1 ve UV kayma degerleri

H 'HNMR Reaktif Bant | Bant Il
A max A max
3 06.49s MeOH 340 nm 276 nm
8 06.53s NaOMe 338 nm 278 nm
2 8 7.28 d (J=1.95 H2) NaOAc 340 nm 272 nm
5 8 6.91d (J=8.2 Hz) NaOAc+H;BO3 340 nm 272 nm
6 | &7.46dd (J=8.59; 1.95 Hz) AICl 370 nm 282, 260 nm
53.86s
§3.90s
-OMe 5 3.91s AICL+HCI 362 nm 280, 261 nm
§3.92s




C bilesigi  Standart + seryum siilfat
254 nm

Resim 7.3.1 C bilesiginin standart madde ile birlikte [7 Tol: 3 EA] sisteminde yiirtitildikten
sonra 254 UV w51k altinda ve seryum siilfat belirteci ile yakildiktan sonra elde edilen ITK
kromato gramlar1
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Sekil 7.3.1 C bilesiginin UV kayma degerleri
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7.4 D Bilesigi: 7-Hidroksi 6-metoksi kumarin

H,CO 5 4

PPN
HO/ \8 0 0
254 nm UV 1s1kta agik mavi, 366 nm’ de ise parlak mavi renk veren bu bilesik seryum siilfat
belirteci piiskiirtiiliip 110 °C’ de yakildiktan sonra agik sar1bir renk vermektedir (Resim 7.4.1).
CDCl’ da alinan *H NMR spektrumunda §3.88” de goriilensinglet (-OCHsz) grubuna aittir. H-3
protonu H-4 protonu ile etkileserek § 6.20° de J=9.37 HZ’ lik bir dublet, H-4 protonu da aym
sekilde H-3 protonu ile etkileserek § 7.53” de yine J=9.37 Hz’ lik dublet vermistir. § 6.79° da
H-8 protonu, & 6.85” de H-5 protonu singlet seklinde rezonans olmuslardr (Sekil 7.4.1).

Cizelge 7.4.1 D bilesiginin 'HNMR (400 MHz, CDCl) sonuglari

H-3 §6.20 (1H, d, J=9.37 Hz)

H-4 § 7.53 (1H, d, J=9.37 Hz)

H-5 §6.85 (1H, s)

H-8 §6.79 (LH, s)
6-OMe 53.88 (3H, s)




254 nm 366 nm +seryum siilfat

Resim 7.4.1 D bilesiginin [7 Tol: 3 EA] sisteminde yiiriitiildiikten sonra 254, 366 nm UV 151k
altinda ve seryum siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiktan sonra elde edilen ITK
kromatogramlar1
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7.5 E Bilesigi: g-sitosterol

21, 2
"2 3
1% | | %
12_ Y 17 24—25
1|1/ \13|/ 16| | 26
19 28
~
1Y o9 14——15 29
2 107 N

Izole ettigimiz diger bir bilesik bir fitosterol olan ve kolesterole benzeyen bir yap1 gosteren
[-sitosterol” diir. Beyaz kristalize bir goriintiisii olan bu bilesik, 254 ve 366 nm UV isikta
gdriinmemekte; seryum siilfat belirteci piiskiirtiilip 110 °C’ de yakildiginda ise once
mavi- fusya renk vermekte daha sonra kahverengine doniigmektedir (Resim 7.5.1). Bilesigin
yapis1 *"H NMR spektroskopisi ve standartla iTK’ da karsilastirma yapilarak belirlenmistir
(Sekil 7.5.1).

Karakteristik metil gruplar1 § 0.61-1.19 arasinda gdzlemlenmistir. Buna gore; H-18 protonu §
0.61, H-21 protonu § 0.94, H-19 protonu § 1.19’ da singlet seklinde rezonans olmuslardir. H-19
protonu C-5 konumundaki ¢ifte bag protonlari ile allilik etkilesim gosterdiginden daha asagi
alanda ¢ikmistir. H-26 ve H-27 metil protonlaribirbirleriyle etkileserek § 0.85” de J=6.6 Hz’ lik
dublet vermislerdir. H-6 konumudaki olefinik proton § 5.28° de genis bir dublet, C-3

konumundaki visinal hidroksil protonu ise § 3.45° de bir multiplet vermistir (Cizelge 7.5.1).

Cizelge 7.5.1 E bilesiginin *H NMR (400 MHz, CDCl) sonuglari

H-18 60.61,s

H-19 01.19,s

H-21 060.94,s
H-26; H-27 6 0.85 (d, J=6.6 H2)

H-3 03.45 m

H-6 0 5.28, brd




+ seryum siilfat

Resim 7.5.1 E bilesiginin [Eter]’ de yiiriitiildikten sonra seryum siilfat belirteci pskiirtiiliip
yakildiktan sonra elde edilen ITK kromatogrami
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8. ANTIOKSIDAN AKTIiVITE CALISMASI

Calismamizin bu boliimiinde Tanacetum kotschyi bitkisinin ham ekstreleri ve izole edilen
flavonoidler {izerinde antioksidan aktivite incelemeleri yapilmistr. Bu ¢alisma icin CAMAG
marka Linomat 5 ve TLC Scanner 3 cihazlar1 kullanilmistir. Uygulama HPTLC sisteminde
silika jel plaklar kullanilarak yapimustir. Orneklerin antioksidan dzellikleri DPPH serbest
radikali ile yapilan absorbans dl¢iimleri ile belirlenmistir. DPPH radikali 515-517 nm arasinda
maksimum absorbans gostermektedir. DPPH hidrojen/ elektron aldiginda indirgenerek hidrazin
formunu alir ve verdigi maksimum absorbans degeri diiser. Ekstre ve saf maddelerin DPPH
radikali stipiiriicii etkileri Yamaguchi ve arkadaglarmm (Yamaguchi vd., 1998) ve Shikov ve
arkadaslarinin (Shikov vd., 2007) gelistirdikleri yonteme benzer bir yol izlenerek tespit
edilmistir (Polatoglu, 2009).

Calismanin hazirhik asamasinda ham ekstrelerden govde MeOH ve govde EA ekstreleri 1mg/
mL; izole edilen flavonoidler ise 10 mg/mL olacak sekilde spektroskopik MeOH’ de ¢6ziilerek
hazirlanmugtir. Serbest radikal olarak DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 3.94 mg tartildiktan
sonra 100 mL MeOH’ de dikkatlice ¢Oziilerek etrafi aliminyum folyo kapli cam siseye
aktarilmistir. DPPH kullanilmadigi zamanlarda buzdolabinda saklanmustr. Standart radikal
stiptiriicii olarak BHT ve a-tokoferol kullanilmistir. Her biri koyu renkli siselerde 10 mg/mL ve
Img/mL’ lik miktarlarda MeOH’ de ¢6ziilerek hazrlanmiglardir. Bunlar ¢alismanin pozitif
kontrol gruplaridir. Her bir numuneden ve radikal gruplarimdan 5’er 6rnek olacak sekilde
ependorflara 6nce 100’er uL. DPPH daha sonra 20’ser uL hazirlanan ekstre ve flavonoidler
ilave edilmistir. En son gruba 20’ser uL MeOH ilave edilmistir. Bu grup calismanm negatif
kontrol grubudur. Daha sonra her bir ependorf 1-2 dk. vorteks cihazinda karistirilip, oda
sicakhiginda 1 saat karanlikta bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 10x20 cm’ lik ITK plaklar
kullanilarak 2’ ser pL’ lik ekimler yapimistir. Her plakta BHT ve a-tokoferol’ iin oldugu
pozitif kontrol grubu ve DPPH+MeOH’iin oldugu negatif kontrol grubu bulunmaktadir.
Plaklara 6nce DPPH karistirilmayan 6rnekler, diger plaklara da DPPH’ It 6rnekler ekilmistir.
Ekim islemi tamamlandiktan sonra her plagin 517 nm’ deki absorpsiyonu Ol¢ililmiis ve
sonrasinda hesaplamalar yapilmistir. Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanmistir ve sonrasmda her bir 6rnegin ortalamasi alinip, XLSTAT 2009
programi kullanilarak standat sapmalar1 belirlenmistir. Ekstrelerin farkli konsantrasyonlardaki

absorbans 6l¢limleri i¢in 3, saf maddeler icin 2 tekrar yapilmistur.



Standart radikaller i¢in;

A 517 = A (-) kontrol — [A (+) kontrol — A DPPH’ siz (+) kontrol] IA (-) kontrol x100

Ornekler icin;

Asi7=A () kontrol — [A smek — A DPPH sizomek] A (-) kontrol X 100

formiilleri kullanilmistir.

Ekstrelerin ve izole edilen flavonoidlerin radikal siipiiriicii etkileri, serbest bir radikal olan
DPPH {izerinde standart radikal siipiiriici BHT ve a-tokoferol ile karsilastirilarak test
edilmistir. Serbest radikal stipiiciirii etki sonuglar1 1 saat iginde siiptirdiigii konsantrasyon
olarak hesaplanmustir. Saf maddelerin 10 mg/mL; ekstrelerin 1 mg/mL konsantrasyonlarindaki
aktiviteleri  belirlenmistir.  Buna  gore MeOH  ekstresi EA  ckstresine  gore;
6,7,3 ,4 -tetrametoksi luteolin bilesigi de salvigenin bilesigine gore daha yiiksek antioksidan

aktivite gostermistir. Sonuclar ¢izelge seklinde verilmistir.



Cizelge 8.1 T. kotschyi bitkisinin govde MeOH ve govde EA ekstrelerinin DPPH radikali
tizerindeki siipiiriicii etkileri ve standart sapma degerleri (% DPPH siipiiriicii etki+ St. Hata)

Ornek % DPPH siipiiriicii etki (Ort.= SD.)
(1 mg/mL)
MeOH Ekstresi 61.06 + 6.49
EA Ekstresi 36.6 +1.37
a-tokoferol 78.6 + 1.87
BHT 78.4+1.23

Sekil 8.1 T. kotschyi bitkisinin govde MeOH ve govde EA ekstrelerinin DPPH radikali lizerinde

ki stipiiriicii etkileri

Ham ekstrelerin DPPH radikali iizerindeki siipiiriicii etkileri
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Cizelge 8.2 Izole edilen flavonoidlerin DPPH radikali iizerindeki siipiiriicii etkileri ve standart
sapma degerleri (% DPPH siipiiriicii etki+ St. Hata)

EA Ekstresi % DPPH siipiiriicii etki (Ort.+ SD.)
(10 mg/mL)
Salvigenin 31.25+3.51
6,7, 3, 4- Tetrametoksi luteolin 40.46 + 4.64
a-tokoferol 98.88 + 0.60
BHT 93.91+0.32

Cizelge 8.2 T. kotschyi bitkisinin govde EA ekstresinden izole edilen flavonoidlerin DPPH
radikali tizerindeki siipiiriicii etkileri

izole edilen flavonoidlerin DPPH radikali iizerindeki siipiiriicii etkileri
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9. ANTIMIKROBIYAL ARASTIRMALAR

Antimikrobiyal aktivite testlerinde Escherichia coli (NRRL B-3008), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter aerogenes (NRRL
3567), Proteus vulgaris (NRRL B-123), Salmonella typhimurium (ATCC 13311), Meth. resist.
S. aureus (Klinik izolat) ve Candida parapsilosis (NRRL Y-12696) mikroorganizmalari
kullanimistir. Tiim mikroorganizmalar stok halinde mikrotiipler icinde % 20’ lik gliserol ile
-85°C’ de korunmustur. Analiz dncesi mikroorganizmalar Mueller Hinton Agar (MHA, Merck)
kat1 besiyerinde 10 cm’lik petri kutularmda 37 °C’ de inkibatdrde gelistirip, safliklar1 kontrol
edilmistir. Daha sonra ¢alisilacak bakteriler Mueller Hinton Broth (MHB, Merck) sivi besi
yerlerine inokiile edilip 24 saat daha ayni sicaklikta inkiibe edilmistir. Calismada kullanilacak
tiim mikroorganizmalar deneylerden once hazirlanmistir. Ekstre ve saf maddeler 2mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmistw. Coziicii olarak % 25°lik DMSO veya MeOH
ilave edilmis s1vibesi ortami kullanilmistir. 96 kuyucuklu plakalarin ilk sirasmdaki (Al-12) her
kuyucuga 200 pL test maddeleri, geri kalan kuyucuklara (B1-12; H1-12) 100’ er uL sivi besi
yeri (MHB) ilave edilmistir. Daha sonra ¢ok kanalli pipet yardimiyla A1-12 sirasindaki stok
¢ozelti 100 er pL’lik hacimlerle B1-12 ve diger siralara (G1-12’ ye kadar) seri halde transfer
edilerek seyreltilmistir. Kontrol grubunun oldugu sirada H srasinda seyreltme yapilmamustir.
Tiim kuyucuklara 100 pL bakteri ekmeden once 24 saatlik MHB sivi besiyerinde olan
bakteriler McFarland N0:0.5° e gore standartize edilmis ve 24 saat 37 °C’ de maddeler ile
etkilestirmek lizere inkiibe edilmistir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC, pL/mg)
mikrobiyal tiremenin olmadig1 en yiiksek konsantrasyon olarak belirlenmistir. Ayrica % 1’°lik
tetrazolium (TTC, Aldrich) tuzu renklendirme yardimiyla MIC degerlendirmelerinde
kullanilmistir. Calismada kloramfenikol standart antibakteriyal etken madde olarak kullanilmis
ve 2 tekrarli test sonuglari gizelge 9.1° de verilmistir (Iscan vd., 2002; Winn vd., 2006).



Cizelge 9.1 T. kotschyi bitkisinden elde edilen ekstreler ve sekonder metabolitlerin minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC mg/mL cinsinden verilmistir)

£ 5 < g |
= £ > c c S Kloram
M.O. Kaynak s €5 = 2 é‘ g = <5 | 29 | 25 j E fenikol
R S T =) % ;Z Z (<) 2‘% 20 ) )
- E3 < %) OI &} [CIp= O | U2 M .
NRRL
- . 0,25 0,125 0,25 1,25 1,25 1,25 1,25 125 | 1,25 25< 0,00781
Bl Escherichia coli
B-3008
ATCC
B2 Staphylococcus 0,25 0,125 0,25 1,25 0,156 1,25 0,625 | 1,25 | 1,25 2,5 0,0039
aureus 6538
ATCC
B3 Pseudomonas 0,25 0,125 0,25 1,25 1,25 1,25 1,25 125 | 1,25 2,5 0,0625
aeruginosa 27853
NRRL
B4 Enterobacter 0,25 0,125 0,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 | 1,25 2,5 0,0625
aerogenes 3567
NRRL
. 0,25 | 0,125< 0,25 1,25 1,25 1,25 1,25 125 | 1,25 2,5 0,0156
B5 Proteus vulgaris
B-123
ATCC
B6 Salmonella 0,25 0,125 0,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 | 1,25 2,5 0,03125
typhimurium 13311
Klinik
B10 MRSA _ 025 | 0,125< | 0,25< 1,25 0,156 | 0,625 1,25 125 | 1,25 1,25 0,00781
izolat
NRRL
8 Candida 0,25 0,125 0,125 1,25 0,625 1,25 1,25 125 | 1,25 2,5 1.25*
parapsilosis Y-12696

Not: On sonuglar (preliminary) T. kotschyi ¢icek hekzan ve kok EA’da madde ¢dziinme
problemleri olmustur. Antifungal olarak ketokonazol kullanilmistir.

Deneyler 2 kez yapildy, bir kez daha tekrarlanacaktir.




10. SONUC VE TARTISMA

Bu tezgalismasinda Compositae familyasina ait Tanacetum kotschyi bitkisinin gévde etil asetat
ekstresi lizerinde fitokimyasal ve biyoaktivite calismalar1 yapilmis, sonugta 1 seskiterpen
lakton; achillin, 2 flavonoid; salvigenin (6-metoksiapigenin 7-4’dimetileter), 6,7,3 4 -
tetrametoksi luteolin, 1 fenolik bilesik; 7-hidroksi 6-metoksi kumarin ve bir de steroid,;

p-sitosterol (24-etil- 5-kolesten-3-ol) izole edilmistir.

Tanacetum kotschyi bitkisi ilk defa tarafimizdan ¢alisilmis olup, bir seskiterpen lakton olan
achillin, Tanacetum tiirlerinden ilk defa izole edilmistir. Bilesigin yapisi spektroskopik
yontemlerden 'H NMR, C NMR, COSY, APT, HMBC, HMQC ve IR kullanilarak

aydinlatilmistir.

Literatiir taramalar1 sonucunda achillin’in daha 6nce Achillea millefolium bitkisinden izole
edildigi goriilmiistiir (Glasla vd., 2002). Tanacetum tiirlerinden ise T. microphillum bitkisinden
achillin’in farkli bir tiirevi olan 8f-hidroksiachillin adli bilesik izole edilmistir (Abad vd.,
1994).

Elde ettigimiz flavonoidlerden biri olan salvigenin (6-Metoksi apigenin 7-4’dimetileter) adli
bilesik daha 6nce yine bir Tanacetum tiirii olan T. aucheranum’ dan izole edilmis olup (Goren
vd., 1997), bu calsmada bilesigin yapis;, "H NMR, UV spektroskopileri yardimmyla ve
referans madde ile karsilagtirilarak aydinlatilmistir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda bu
bilesigin daha once, Centaurea ornata, Orthosiphon stamineus, Salvia aethiopis, Sideritis
congesta tiirlerinden de elde edildigi ve Salvigenol (pisatirotol) olarak adlandirildigi da
goriilmistir (Ulubelen ve Uygur, 1976; Sezik ve Ezer, 1984; Navarro vd., 1990; Tezuka vd.,
2000). Bu bitkilerin haricinde A. depressa, A. ochroleuca, A. santolina ve A. wilhelmsii gibi
bazi Achillea tiirlerinden de izole edildigi (Valant-Vetschera ve Wollenweber, 1999; Si vd.,
2006) goriilen salvigenin bilesigi 6. karbonda metoksi siibstitlienti tagimasi nedeniyle
kemotaksonomik olarak 6nemlidir (Ulubelen ve Uygur, 1976; Sezik ve Ezer, 1984; Ferreres
vd., 1986; Navarro wvd., 1990; Tezuka wvd., 2000). salvigenin bilesigi
(5-hidroksi-4’,6,7-trimetoksiflavon) seklinde de isimlendirilmektedir.



izole ettigimiz diger bir flavonoid olan 6,7,3 4 -tetrametoksi luteolin bilesigi daha 6nceki
cahgmalarda Tanacetum tiirlerinden T. santolinoides, T. albipannosum ve T. aucheranum
bitkilerinden izole edilmis (El-Din vd., 1985; Goéren ve Jakupovic, 1990; Goren vd., 1997)
olup; ¢ahsmamizda bilesigin yapis1 "H NMR, UV spektroskopisi yontemleriyle belirlenip
referans madde ile karsilastirilarak aydnlatilmigtr. Bu bilesik ayrica 5-hidroksi luteolin 6,7,
3,4 tetrametileter ve 3,4 ,6,7 tetrametoksi 5-hidroksiflavon seklinde de isimlendirilmektedir
(Goren vd., 2002).

Bir fenolik bilesik olan ve birgok bitkide bulunan 7-hidroksi 6- metoksi kumarin ¢alismamizda
izole ettigimiz bir diger bilesiktir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en dnemli gruplarimi
olustururlar (Gray, 1978; Javonovic vd., 1984; Shahidi ve Wanasundara ve Shahidi, 1992;
Moure vd., 2001). Bunlar bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir.
Yeni kesilmig ¢imen kokusunda bulunan kumarin 1882” den bu yana parfiim ve 6nemli bir
antikoagulant olan warfarinin yapiminda kullanilmaktadir (Schiafer vd., 1990). Kumarin
bilesiginin yapis1 *"H NMR spektroskopisi ile aydmlatildiktan sonra literatiir arastrmas: ile
kesinlik kazanmustr. Bilesik scopoletin olarak da adlandirilmaktadir (Mohamed ve Mahrous,
2009).

Yiiksek bitkilerde bulunan fitosterollerden biri olan f-sitosterol (24-etil-5-kolesten-3-ol)
bilesigi izole ettigimiz diger bir bilesiktir. S-Sitosterol steroidal ilaglarin ve kolesterol diisiiriicii
gidalarin yapiminda kullanilan bir bilesiktir (Vanhanen ve Miettinen, 1992; Gylling ve
Miettinen, 1996; Jones vd., 1997). Bilesigin yapis1 *H NMR spektroskopisi ile belirlenip
(Moghaddam vd., 2006), ITK’ da standart madde ile farkh ¢oziicii sistemlerinde kontrol
edilmistir.

Calismamizda fitokimyasal aragtirmalarin yani swra bitkinin ham ekstreleri ve izole edilen

bilesikler iizerinde antioksidan ve antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 yapilmistur.

Sonug olarak, Van Giizeldere Geg¢it’ inden toplanan Tanacetum kotschyi bitkisinin govde etil
asetat ekstresinden izolasyon ¢aligmasi ik defa tarafimizdan yapilmistr. Bu ¢alismada bu
bitkiden elde edilen 5 maddenin yapisi spektral analiz ve literatiir karsilastrilmasiyla
aydinlatilmig, saf madde ve ekstrelerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivite analizleri

yapilmistir.



Saf maddeler ve ekstrelerin antioksidan etkileri HPTLC sistemiyle modifiye edilen bir
yontemle belirlenmistir. En yiiksek antioksidan etkiyi MeOH ekstresi vermistir. Aktivitesi (%
61.06) kismen o-tokoferol (% 78.6) ve BHT ye (% 78.4) yakm ¢ikmustir. izole edilen saf
maddelerden en yikksek antioksidan aktiviteyi 6,7,3 4 -tetrametoksi luteolin (% 40.46)
gostermistir. Bu etkinin maddenin izole edildigi Govde (EA) ekstresinin gostermis oldugu
antioksidan etkiden (% 36.6) daha yiksek oldugu goriilmektedir. Izole edilen maddelerin
aktiviteleri a-tokoferol ve BHT’ den oldukca diisiik degerlerde ¢ikmustir. Saf maddede daha
yiksek antioksidan aktivite goriilmesi izole edilen maddenin karisim halindeyken sinerjik etki

gostermedigi, aksine antogonist bir etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Antimikrobiyal analizler ile ham ekstre ve izole edilen maddelerin hangi mikroorganizmaya
kars1 ne kadar direng gosterdikleri belirlenmistir. Saf maddelerden 6,7,3’,4’-tetrametoksi
luteolin, salvigenin ve achillin; ekstrelerden de gdvde (hekzan), govde (EA), govde (MeOH),
cicek (hekzan), cicek (MeOH), kok (EA) ve kok (MeOH) ornekleri Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris,
Salmonella typhimurium, MRSA ve Candida parapsilosis mikroorganizmalarina karsi test
edilmislerdir. Saf madde ve ekstrelerin tamamu Candida parapsilosis disindaki biitiin
mikroorganizmalara karsi zayif inhibe edici ve selektif olmayan bir aktivite gosterdikleri
halde; saf maddelerin tamami ve govde (EA) ekstresi Candida parapsilosis’ e kars1 yiiksek
inhibe edici ve selektif aktivite gostermistir. Bu nedenle Candida parapsilosis’ e kars1 ilag
gelistirilmesi amaciyla bu maddeler ve govde (EA) ekstresi ile in vivo caligmalara

yonelinebilecegi diisiiniilebilir.
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