T.C.
ERZINCAN BiNALI YILDIRIM UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

Tanacetum alyssifolium BITKISININ SU EKSTRESINDEN AKTIF
BILESIiKLERIN iZOLASYONU VE BIYOLOJIiK
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Taha BAYRAKTAR

Damisman: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

KiMYA
ANABILIM DALI

ERZINCAN
2019
Her Hakki Sakhdir.









OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Tanacetum alyssifolium BITKISININ SU EKSTRESINDEN AKTIF
BILESIKLERIN iZOLASYONU VE BIYOLOJIiK AKTIVITELERININ
INCELENMESI

Taha BAYRAKTAR

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

Bu calisma, Asteraceae familyasinin bir iiyesi olan Tanacetum alyssifolium bitkisinin su
ekstresinde mevcut olan sekonder metabolitlerin kromatografik yontemle (kolon kromatografisi)
izolasyonu, izole edilen bilesiklerin spektroskopik metotlarla yapilarinin belirlenmesi,
antikanserojen etkisi ve antioksidan aktivitesinin incelenmesi amaci ile yapilmistir. Bu amagla,
Tanacetum alyssifolium bitkisi toplanip giin 15181 gérmeyecek sekilde oda sartlarinda kurutuldu.
Bitki n-biitanol, etil asetat, ve su fazi olmak iizere {i¢ farkli ¢oziicii ile hazirlanarak su
ekstraktina kolon kromatagrafisi uygulandi. Su ekstraktindan iki bilesik izole edilerek bu
bilesiklerin yapisi spektroskopik metotlarla (1D-NMR ve 2D-NMR) aydinlatildi. izole edilen
bilesiklerin 1D-NMR ve 2D-NMR sonuglarina gore yapilarinin Rutin ve izofraksetin oldugu
belirlendi. Antioksidan aktiviteleri DPPH*, ABTS™* serbest radikallerini giderme ve metal
iyonlarini selatlama metotlar1 kullanilarak belirlendi. Standart antioksidan olarak troloks ve
EDTA kullanmildi. Antiproliferatif aktiviteleri ise MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar
tizerinde anti-kanser ilag olarak kullanilan Karboplatin ile on farkli dozda karsilastirilarak
incelendi. Sonug¢ olarak her iki bilesikte antioksidan aktivite gostermis olup, standart olarak
kullanilan yapilara gére daha az, antiproliferatif aktivite ise sadece izofraksetin bilesiginde
tespit edilmig olup, aktivite degerleri standarttan daha diisiik bulunmugtur.
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ACTIVITIES
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The aim of this study was to isolate the secondary metabolites present in the water extract of
Tanacetum alyssifolium which is a member of Asteraceae family by chromatographic method
(column chromatography), to determine the structure of the isolated compounds by
spectroscopic methods, to investigate the anticarcinogenic effect and antioxidant activity. For
this purpose, the Tanacetum alyssifolium plant was collected and dried under room conditions to
avoid daylight. The plant was prepared with three different solvents: n-butanol, ethyl acetate,
and water phase and the column was subjected to column chromatography. Two compounds
were isolated from the water extract and their structure was determined by spectroscopic
methods (1D-NMR and 2D-NMR). According to 1D-NMR and 2D-NMR results of the isolated
compounds, it was determined that their structures were Routine and Isofracsetine. Antioxidant
activities were determined using DPPH*, ABTS™" free radical scavenging and chelating metal
ions. Trolox and EDTA were used as standard antioxidants. Its antiproliferative activities are in
ten different doses with Carboplatin, which is used as an anti-cancer drug on MCF-7 and MDA-
MB-453 cell lines and examined. As a result, both compounds showed antioxidant activity, less
than the standard structures, and antiproliferative activity was detected only in the compound of
Isofracsetin, activity values were lower than the standard.
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Keywords: Antiproliferative activity, antioxidant activity, isolation, secondary
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1. GIRIS

Insanin varolusundan bugiine kadar bitkiler ilag, yiyecek ve kozmetik olarak kullanilmis
ve hala kullanilmaya devam edilmektedir. Ayrica tibbi ve aromatik bitkiler fitoterapi
gibi tamamlayici tedavilerin temelini olustururlar. Aromatik bitkiler ayrica tiim diinya
mutfaklarinda gida katki maddeleri olarak da kullanimi bulunmaktadir. Beslenme ve
saglik ile dogrudan irtibatli olan bu bitkilerin beklenen fizyolojik etkileri gostermesi,

sahip olduklar1 sekonder metabolitlerden dolayidir (Kiirk¢iioglu, 2010).

Bitkiler geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilan dogal ilaglarin en 6nemli kaynagini
olusturmaktadir. Bitkilerden ekstrelerin hazirlanip tedavi amagl kullanilmasi, M.O.
2700 yillarina kadar dayanmaktadir. Ulkemizde 1933’ten itibaren tibbi bitkiler iizerine
arastirmalar baglamistir. Tiirk farmakopisine kayith bitki sayisi1 yaklasik 140 civarinda
olmasina ragmen halk arasinda tibbi amagla kullanilan bitki sayisinin bu sayidan daha

fazla oldugu tahmin edilmektedir (Faydaoglu ve Siiriicioglu, 2013).

Gilinlimiizde bitkisel metabolik iirlinlerin ¢ogunlukla ila¢ hammaddesi olarak kullanimi
bulunmaktadir. Gelismis ilkelerin birgogu tedavi amagli olarak bitkisel kaynaklari
kullanmaktadir. Diinya niifusunun %80'i saglik gereksinimleri i¢in geleneksel ilaglardan
yararlanmaktadir (Tiwari, 2008). Diinya niifusunun % 63’ 1 bitkileri tedavi amach
kullanmaktadir. Gelisen ve gelismekte olan iilkelerde regete ile verilen ilaglarin % 25 i
bitkisel kokenlidir (Richard, 2011).

Tiirkiye’de oldugu gibi diger iilkelerde de bitkilerin mikroorganizmalari bertaraf edici
ve saglik igin hayati olan 6zellikleri bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmis ve bitkiler tizerine

yapilan ¢alismalar yogunlagmustir ( Diilger, 1999).

1983-1994 yillar1 arasinda tiretilen 520 yeni ilacin, yaklasitk % 39’u mikrobiyal
menselidir. Yaklasik 23.000’in {izerinde oldugu anlasilan mikrobiyal sekonder
metabolitin %42’si funguslar, % 42’si aktinomisetler, ve % 16’s1 da baska bakteri
cesitlerinden elde edilmektedir (Oskay ve Tamer 2009). Genis bir kullanim alanina
sahip olan bitkiler, biyolojik olarak aktif bilesiklerin elde edilmesinde 6nemli bir kaynak
olustururlar (Wang vd., 2011).



Sekonder metabolitler biiyiikk yapisal farkliliga sahiptir ve bitkide sekonder metabolizma
yollarinin ara yapilarindan olusurlar. Yapilan arastirmalar sonucunda bitkilerin ¢ok az
miktarlarda sekonder metabolit iirettigi anlagilmistir. Ayrica dogal gida ve ilag etken
maddeler bulmak i¢in sekonder metabolitler iizerinde yapilan ¢alismalar ¢ogalmakta ve
dolayisiyla iktisadi 6nemi artmaktadir (Baser, 1990; Baytop, 1999; Ahiskalioglu, 2007).

Dogal iiriinler
m Senteze dayali dogal iiriinler

® Yar sentetik urinler

Sentetik Uirtinler

Sekil 1.1. Dogal iiriinlerin ilag sanayindeki yeri (Cragg vd., 1997)

Modern bilimlerin gelismesiyle halk arasinda ilag olarak kullanilan bir¢ok bitkinin
kimya, biyoloji, farmakoloji, toksikoloji gibi alanlarin ortak calismasiyla, yapilarinda
bulunan sekonder metabolitlerin, fitokimyasal yapilari tespit edilmekte ve biyolojik
aktiviteleri incelenmektedir (Baykal, 1997; Diilger, 1999; Tadeg, 2005).

Tibbi bitkilerden tamamlayict tip, alternatif tip ya da geleneksel tedavi yontemlerinde
oldugu gibi modern tip ve eczacilik bilimlerinde de yararlanilmaktadir (Mainardi vd.,
2009). Ulkemizde tip alamnda kullamlan bitkilerin sayis1 yaklasik 500 civarinda olup bu
bitkilerin hemen hemen tamami dogal olarak yetismektedir. Giincel olarak kullanilan
ilaglarm biiyiik bir kismu bitkisel kaynaklidir. Igerdigi aktif bilesiklerden dolay: bitkisel
kaynakl1 besinler, insan sagliginin korunmasinda etkilidir. Bu baglamda basta kanser olmak
lizere bir¢ok hastaliga karsi olan koruyucu etkilere sahip olduklarindan dolayr meyve, sebze
ve baharatlar1 da igeren dogal besinlere hem halk hem de bilimsel kesim tarafindan biiyiik
onem verilmektedir (Shukla ve Singh, 2007).

Diinyanm 750.000 ile 1.000.000 arasinda bitki tlirine ev sahipligi yaptigi tahmin
edilmektedir. 500 bin kadar1 belirlenen bitki tiirlerine her yil yaklasik 2000 kadar yeni
bitki tiirleri katilmaktadir. Giiniimiizde 20000 den fazla bitkinin tedavi amach
kullanimlar1 bulundugu bilinmektedir (Caliskan, 2006).



Kanser yakin, hatta uzaktaki dokulara niifus edebilen neoplazma haldeki hiicrelerin
anormal biiylimeleri ile karakterize edilen sonug olarak 6liime sebep olabilen bir seri

hastalik olarak tanimlanabilir (Mathur vd., 2006).

Vicutta meydana gelen serbest radikaller, kanser hastaliginin 6nemli kaynaklarindan
birisidir. Serbest radikaller hiicre icinde cesitli tahribatlara sebep olurlar. Insan
viicudunda serbest radikallerin etkisini azaltan koruyucu sistemler bulunmaktadir. Ama
yogun stres altindayken bu sistemler gorevlerini yapamazlar. Bu tiirler hiicrelerin DNA
yapisina etki ederek kanser basta olmak iizere bircok hastalifa yol agarlar. Oldukga
kararsiz olan serbest radikaller canli sistemlerde bulunan maddeler ile kolay bir sekilde
reaksiyona girme egilimindedirler. Bu reaksiyon neticesinde olusan yeni iiriinler hiicre
yikimi, erken yaslanma, hiicre 6liimii ve kanser gibi bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir.
Serbest radikaller kalp damar hastaliklari, kanser, DNA hasari, bagisiklik sistemi
yetmezligi, Parkinson hastalig1 gibi ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir (Akkus, 1995;
Ashwood ve Burtis, 1999; Dawn vd., 1996).

Bu calismada dogal iriinler alaninda endemik bir tiir olan Tanacetum alyssifolium
bitkisinin etil asetat, n-biitanol ve su ekstreleri hazirlanarak, su ekstraktindan Rutin ve
[sofraxetin flavonoidi kromatografik yontemle (kolon kromatografisi) izole edilmistir.
Saflagtirilan  bilesiklerin yapisi spektroskopik metotlarla (1D-NMR, 2D-NMR,)
belirlenmistir. Izole edilen saf bilesiklerin antiproliferatif ve antioksidan aktiviteleri
incelenip ilag olma potansiyelinin arastirilmasi hedeflenmis ve ¢alismalar bu yonde

yapilmistir.

Sekil 1.2. Tanacetum alyssifolium



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Asteraceae (Compositae) familyasi

Cigekli bitkilerin en biiyiik ailesi olarak bilinen Asteraceae, iki ¢enekliler sinifindan
olup genellikle otsu, ¢ok az1 gali, aga¢ ve lian formundadirlar. Familya ismini yildiz
seklinde ¢igekleri bulunan bir cins olan Aster tiiriinden almistir. Cigek durumunun
kompozit yapist bu bitkileri taksonomistlerin Compositae olarak belirtmesine neden
olmustur. Yapraklar basit veya bilesik, stipulsuz, alternat, rozet bi¢imindedir. Cigekler
bas veya kapitulum halindedir. Kozmopolit bir familya olan bu tiir, diinyada yaklagik
1100 cins ve 25000 civarinda gesitle temsil edilmektedir. Tiirkiye 133 cins ve 1156’dan
fazla tiire ev sahipligi yapmaktadir (Simpson, 2006).

Bagka bir kaynaga gore, lilkemizde Asteraceae familyasi 136 cins ve 1.345 tiir ile temsil
ediliyor ve en ¢ok endemik tiir de Asteraceae’ de bulunuyor. Toplam 489 endemik tiire

sahip oldugu belirtilmektedir (Gtiner, 2013).

Sekil 2.1. Papatyagiller familyasindan 12 alt tiir

Asteraceae familyasina ait birgok tiir farmakolojik aktiviteye sahiptir. Bu familyada
bulunan bitkiler flavonoid ve diterpenlerin yani sira agirlikli olarak antibakteriyel,
antihelmintik, antifungal, , antienflamatuar, insektisit ve antitimor gibi birgok biyolojik

aktivite gosteren sekonder metabolitleri igermektedir (Grierson, 1975; Kogak, 2008).



Kimyasal igerik bakimimdan bir¢cok farklilik gosteren Asteraceae familyas: {iyelerinin
bir kismi1 da zehirlidirler. Asteraceae familyasi zengin ugucu yag ve terpenoit yapilarini
da igerir. Asteraceae familyasi fenolik bilesiklere ve terpenlere sahip olmalarindan
dolayr tip ve eczacilik alaninda da kullamim alanma sahiptir (Mucciarelli ve Maffei,
2002).

Etken madde ve ugucu yag igerdiklerinden tibbi alanda kullanilan Asteraceae familyasi
iyeleri, siis bitkisi ve sebze olarak kullanilmanin yani sira inulin ve sabit yag tasidiklari
icin gida sektoriinde, kauguk tasidiklarindan dolayr da sanayi alaninda kullanim alani

bulmaktadir (Baytop, 1991).
2.1.2. Tanacetum cinsi

Tanacetum cinsi Compositae familyasinda bulunmaktadir ve {ilkemizde bu cinsin 18’i
endemik olmak tizere 60 takson, 44 tiirti mevcuttur (Davis, 1988; Giiner, 2000). Bu
bitki tiirii kii¢iik, orta boyda veya uzun, rizomlu veya yar1 ¢alimsi seklindedir. Tiy
durumu seyrek veya yogun kisa ve sik yumusak veya basit tiiyliidiir. Bazilarinda sapsiz
salgi tiiyleri bulunmakla beraber bazilarinda tiiylere raslanmaz. Govde genellikle
yaprakli ve dallanmis, dik veya yiikselicidir. Kapitulum heterogamous (¢igeklerin farkli
eseylere sahip olmasi) veya homogamous (tiim ¢igeklerin ayn1 eseyde olmasi), tek veya
daha siklikla seyrek veya yogun korimbus bigimindedir. Kenarlar1 ve u¢ kisimlar
genellikle zarimsidir. Disi ¢igekler az ¢ok belirgin sekilde beyaz, sar1 veya pembe dilsi
seklindedir. Korona kisa veya hi¢ bulunmamaktadir. Genellikle diizensiz disli veya
lobludur (Grierson, 1975).

Haziran ve Temmuz aylarinda ciceklenme goOstermektedir. Genellikle kiregtast
ucurumlar ve kayalarda yetigme alani bulmaktadir. Habitati bulundugu topraklarin
yagmurda kolaylikla ¢ozlinmesiyle olusan dogal erozyonla gittikce azalmaktadir ve yok
olma tehlikesiyle yiiz yiizedir. Populasyonlar ciddi sekilde boéliinmiis olup, alanda ki

dagilim devamlilik géstermemektedir (Kandemir, 2015).
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Sekil 2.2. Tanacetum alyssifolium’un Tiirkiye haritasindaki yeri

Diinyada geleneksel yontemlerle bazi hastaliklarin tedavisinde veya agrilarin
giderilmesinde Tanacetum tiirlerinden uzun zamandir yararlanilmaktadir. Yizyillardir
halk ilac1 olarak gesitli amaclar igin kullanilan Tanacetum tiirlerinden; Tanacetum
parthenium adet diizenleyici ve ates diisiiriicli, kulak c¢inlamasi, bas agris1 ve bas
donmesine karsi yararlanilmaktadir (Newall, 1996; British Herbal Pharmacopoeia,
1996).

Yaygin olarak kullanilan Tanacetum parthenium (L.) Schultz Bip. bitkisinin ates
distirticii ve Tanacetum vulgare L. bitkisinin antihelmintik kullanimlar1 6nde gelse de
diger tiirler, antibiyotik, antiseptik, antioksidan, antienflamatuar etkili kullanimlar da

tespit edilmistir (Goren vd., 2002; Kumar ve Tyagi, 2013).

Tanacetum tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal aragtirma ve inceleme sonucunda bitki
igceriklerinin ¢ogunlukla seskiterpenoit ve flavonoitlerden olustugu anlagilmistir (Goren
vd., 2002). Bitki tiirleri acisindan Tirkiye’nin en o6nemli schirlerinden birisi
Erzincan’dir. Sahip oldugu dogal bitkilerinin % 30.62 si endemik 6zellik gostermektedir
(Kandemir, 2006).

Tanacetum alyssifolium (Asteraceae) Erzincan'a has bir tiirdiir. 1890 yilinda ilic ilgesi
Kurugay Koyii gevresinden ilk kez toplanmigtir (Davis, 1975). Uzun seneler boyunca
toplanamayan tiir Tiirkiye Bitkileri Kitabi'na gére DD kategorisinde degerlendirilmistir

(Ekim vd., 2000). Tiir son zamanlarda tekrar toplanmistir (Kandemir ve Makbul, 2004).



2.2. Sekonder Metabolitler

Ik olarak sekonder metabolit terimi A. Kossel (1891) tarafindan ifade edilmis; bundan
otuz yil sonra F. Czapek (1921) birincil metabolitlerden modifiye olan bu metabolitleri

‘endproduckt (son iiriin)’ terimi ile nitelendirmistir (Ramachandra ve Ravishankar,
2002).

Bitkilerde bulunan sekonder ve primer metabolitler dogal bilesikler olup primer
metabolitler; hormonlar, lipitler (trigliserit, fosfolipit), karbohidratlar (nisasta, seliiloz
vb.), proteinler ve mineraller (tuzlar, anyonlar, katyonlar vb.) gibi temel fonksiyonlar
olan biiyiime, gelisme ve iireme igin gereksinim duyulan ana tirtinlerdir. Bitkilerin
gevreyle uyumunu saglamak, koruma, tasinma, ¢ogalma gibi islevlerinden ise sekonder
metabolitler sorumludurlar. Terpenler, fitosteroller, alkaloidler, terpenoidler, fenolikler
ve flavonoidler bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerden bazilaridir. Giiniimiizde
¢ogu alanda hammadde olarak kullanilan sekonder metabolitler, bitkinin ana yasamsal
fonksiyonlartyla direkt irtibati olmamasina ragmen en az primer metabolitler kadar
degerlidir (Sokmen ve Girel, 2001; Bourgaud vd., 2001; Zarate vd., 2003).

Sekonder metabolitler koku, tat, renk vb. ozellikleri ile farklilik gostermektedirler
(Vining, 1990). Glinimiizde kimyasal yap1 zenginligine sahip sekonder metabolit sayisi
215.000°1 gegmis olup, her gecen giin yeni dogal maddeler bulunmaktadir (Kiirk¢iioglu,
2010).

Sekonder metabolitler birincil metabolizma yollarinin ara iiriinlerinden, 6zel metabolik
yollarla tiretilip, cogunlukla biyosentez siireglerine gore kategorilendirilirler (Bourgaud
vd., 2001). Yapilan arastirmalarda sekonder metabolitlerin, bitkiler tarafindan ¢ok az
miktarlarda tiretildigi belirlenmistir. Buna mukabil basta tip ve gida sektorii olmak tizere
bircok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmalari (farmasdtikler, boyalar, gida
katk1 maddeleri, koku vericiler, yapistiricilar, tatlandiricilar, pestisidler vb.) sebebiyle
bu metabolitlere duyulan ihtiya¢ giderek ¢ogalmakta ve bunun sonucunda da ekonomik

olarak onemi artmaktadir (Sokmen, 2001).
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Sekil 2.3. Sekonder metabolitlerin olusumu (Hacibekiroglu, 2009)



2.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler en gelismis bitki tiirlerinden basit mantarlara kadar hemen her bitki
cesitinde genel olarak rastlanan sekonder metabolitlerdir. Dogal olarak bulunan en
biiyiik fenol gruplar1 bu sebeple flavonoidlerden meydana gelmektedir. Sahip olduklari
biyolojik fonksiyonlarindan dolay1 flavonoidler, bitkilerin sekonder metabolitleri

icerisinde 6nemli bir kismi olusturmaktadir (Guliyev ve Harmandar, 1999).

Karbon iskeleti ( C6-C3-C6 ) seklinde olan flavonoitlerin ana iskeletinde 15 karbon
olup, 2-fenil benzopiran yapisindadirlar. Flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B,

heterohalka ise C ile ifade edilmektedir (Hatipoglu, 2010).

A ve C halkalarindaki (benzopiran ¢ekirdeginde) karbon atomlarina oksijen atomundan
baslayarak numara verilirken, B halkasindaki atomlar ise iissii (‘) rakamlarla ifade
edilmektedir (Hatipoglu, 2010).

Sekil 2.4. Flavonoid iskeletinin kimyasal yapis1

Flavonoidlerin 6nemli 6zelliklerini heterosiklik halka belirlemektedir (Kocabas, 2008).
Flavonoidlerin ¢esitliligine, {i¢ karbonlu propan zincirinin t¢iincii bir halka meydana
getirmesi, aromatik halkalara bagli siibstitiientlerin sayisi, tiiri ve konumlar1 sebep
olmaktadir. Flavonoid cesitleri yapisal olarak; proantosiyanidinler, antosiyaninler,
izoflavonlar, flavonlar, flavonoller, biflavoniller, flavononlar, kalkon ve auronlar olarak

siiflandirilirlar.
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Sekil 2.5. Flavonoid iskeletleri

Bitkilere rengini veren gruplar antosiyanidinler olup, mithim bir sinifi olustururlar.
Meyvelerde ve yapraklardaki pembe, mavi, kirmizi, mor renklerinin hepsinin
olusumunu saglayan ve su ile ¢oziinebilen renk pigmentleridirler. Kimyasal olarak tek
aromatik yap1 lizerine dayanir, siyanidine hidroksil yapilarinin katilip ayrilmasi,

glikozillenmesi veya metillenmesi bigiminde meydana gelir (Harborne, 1988).
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Pelargonidin Siyanidin

Sekil 2.6. Pelargonidin ve siyanidin bilesikleri

2.2.1.1. Flavonoidlerin dogada bulunusu ve kullanim alanlari

Flavonoidler ¢ogunlukla bitkilerin govde, kabuk, ¢icek, yaprak, kok, dal, meyve gibi
organlarinda bulunmaktadir (Gegibesler, 2009). Flavonlar bitkilerde hem serbest hem de
glikozitleri halinde bulunurlar (Harborne, 1988).

Flavonoidler, bitkilerde enzim inhibitorii, antioksidan, isiktan koruma, enerjinin
doniistimii ve biiylime hormonlar tizerine de etki tiretmektedirler (Harborne vd., 1975;
Harborne ve Mabry, 1982).

Flavon bilesiklerinin antioksidan 6zellik gostermelerinin {i¢ sebepten kaynakli oldugu
diistiniilmektedir (Oguz, 2008).

1. Aromatik halka, yapilarindaki hidroksil gruplari vasitasiyla hidrojen vererek redoks
reaksiyonuna girebilmektedirler ve dolayisiyla serbest radikalleri yok edebilme niteligi

kazanirlar.

2. Heterosiklik, aromatik ve c¢oklu doymamis baglar dolayisiyla stabil bir

delokalizasyon sistemine sahip olurlar.

3. Metal selatlama kapasitesi bulunan yapisal gruplari vasitasiyla O*" ve OH" gibi
reaktif oksijen cesitlerinin meydana gelmesini onleyebilmektedirler. Tibbi agidan
onemli kabul edilen bir¢ok bitki tiirinde flavonoitlerin etken ingrediyentler oldugu
sanilmaktadir (Oguz, 2008).
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Flavonoidlerin, bitkilerde azotun tutulmasi1 saglayan bakteriyel genlerin
aktiflestirilmesinde rol oynadigini belirten ¢alismalar, flavonoidlerle genlerin 6nemli bir

baglanti iginde oldugunu agiklamaktadir (Firmin vd., 1986; Peters vd., 1986).

Antioksidan ve serbest radikal yakalama ozellikleri sayesinde, koroner kalp hastaliklar

ve degisik kanser tiirlerinin Onlenmesinde etki gosterdigi pekgok arastirma ile

belirtilmistir (Chen vd., 1996; Serafini vd., 2006).

Flavonoidler genellikle insan beslenmesi iizerine direkt etki gostermemekle birlikte,
insan saglhigma olan faydalarindan dolayr 6nemi giderek artmaktadir. Flavonoidlerin
antioksidan, antimutajenik ve antikarsinojenik Ozelliklerinden dolay1 insan sagligina
yardimci bilesikler oldugu anlasilmaktadir (Hertog vd., 1993). Flavonoidlerden flavon,
flavonoller, ve flavanonlarin kilcal damarlarin tedavisinde yarar sagladiklari

anlasilmistir (Vogel, 1971).

Flavonoidler kan damarlarina tesirleriyle ile birlikte, zayif kardiyotonik (kalp
kuvvetlendirici) maddeler olarak da taninirlar. Bagka bir arastirma sonuglarma gore
kersetin, rutin ve bazi flavonoller zayif (hipodinamik) kalbi gii¢lendirme, nabzi

normallestirme 6zelligine haizdirler (Jeney ve Uri, 1954).

Yapilan arastirmalarda flavonoid igeren meyve ve sebze tiiketimi ile daha diistik kanser
riski arasinda baglantt oldugu belirlenmistir. Flavonoidce zengin diyetle beslenen
kadinlarda yapilan gida sikligi anketi ile akciger kanserine yakalanma riskinin azaldigi
anlagilmistir (Ben Sghaier vd., 2011). Proantosiyanidinler ve diger flavonoidlerin
pankreas kanseri ile baglantisini anlatan bir ¢aligmada, her giin proantosiyanidince
zengin gida tiiketen sahislarda, pankreas kanseri olmanin %25 diizeyinde azaldig

goriilmiistiir (Rossi vd., 2012).

Osteoporoz tedavisindeki kullanimi flavonoid kullanim alanlarinin en ilgi ¢ekici
olanlarindan biridir. Flavonoidlerden olan ipriflavonun, kemik mineral densitesinde
artisa neden oldugu, resorbsiyon markirlarinda anlamli diizelmeye neden oldugu ve agri
tizerine de disiiriicii etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Ayrica, ipriflavonun mineral
kompozisyonunda degisiklik olusturmadan, erigkin rat kemiklerinin biyomekanik

ozelliklerinde gelisme sagladigi da belirlenmistir (Civitelli vd., 1995)
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2.2.1.2. Flavonoidlerin taninmalari

Flavonoidler UV 1siginda flouresans etki gostermektedir. Diger taraftan fenolik
yapilardan dolaytr NHs ile renk degisimine ugrarlar. Bu ozellikleri nedeniyle, ince
tabaka ve kagit kromatografisinde UV 15181 (254 ve 366) ile bakilmaktadir. Hidroksil
gruplarinin konumlara gére UV altinda, NHs buharinda ve NA (Naturstoffreagenz

reaktifi) belirteciyle olusturduklar1 renkler farklilik gostermektedir.

UV spektrumunda flavonoid bilesiklerinin bulunmasi durumunda iki absorpsiyon bandi
olusmaktadir. Bu bantlarin biri uzun digeri ise ona gore daha kisa dalga boyunda
goriinmektedir. Uzun dalga boyunda olan banta Bant | denilir ve Bant | flavonoid
yapisinin B halkasinin absorpsiyonu ile (sinnamoil grubu) alakalidir. Kisa dalga
boyunda olusan bant ise Bant Il olarak nitelendirilir ve flavonoid yapisinin A halkasinin

absorpsiyonu (benzoil grubu) ile ilgilidir (Mabry ve Markham, 1975).

Benzoil

Sekil 2.7. Bant I ve Bant II’yi veren gruplar (Hacibekiroglu, 2009)

Bant I, B halkasindaki oksijenin fonksiyonuna, Bant Il ise A halkasinda 6 ve 8
konumunda bulunan oksijen fonksiyonuna bagli olarak uzun dalga boyuna kaymasina
yol agmaktadir. Ave B halkasindaki hidroksil gruplarinin yoklugu, bantlarin siddetinin
zayif olmasina sebep olur. izoflavonlarda Bant 11, 245-270 nm ve Bant I, 300- 340 nm
de omuz seklinde gozlenirken, C-6, C-7 dioksijene izoflavonlar olabildigince kuvvetli

Bant Il absorpsiyonu verirler. (Mabry vd., 1970).

Flavonoid bilesiklerin yapist hakkinda, UV spektroskopisi 6nemli bilgiler vermektedir.
Bilesigin metanoldeki ¢6zeltisine ayri ayrt NaOMe, susuz AIClz, AICIs/HCI, susuz
NaOAc ve NaOAc/H3BO3 diisiik miktarda eklenerek alinan spektrumlarda gozlenen
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kaymalar, piklerin siddeti ve yapisi arasindaki farklar flavonoid bilesiginin ana iskeleti
ve molekiildeki hidroksil gruplarinin konumlari hakkinda bilgi verir (Marbry vd., 1970).

Tablo 2.1. Flavonoidlerin UV spektroskopisindeki absorpsiyon bantlar

Bant | Bant 11
Flavon 304-350 nm 250-270 nm
Flavonol 352-385 nm 250-270 nm
Flavonon 310-330 nm 275-290 nm
Kalkon 360-390 nm 240-260 nm
Auron 390-430 nm 240-260 nm
Antosiyanidin 475-560 nm 275-280 nm
Izoflavon 300-340 nm 245-270 nm

NaOMe kuvvetli baz oldugu i¢in, flavon g¢ekirdegindeki biitiin hidroksil gruplarin
iyonlagtirmaktadir. 4'-OH tasiyan flavonoidler Bant | de 45-60 nm lik batokromik
kayma gosterdikleri igin bant siddeti ¢ogalmaktadir. 7-OH flavon ve flavonollerde 305-
345 nm arasinda diisiik siddette bir bant izlenmekte ve bu Bant Il olarak

isimlendirilmektedir.

Aliiminyum klortir, A halkasindaki C-3 ve C-5 konumunda bulunan serbest OH gruplari
ve B halkasindaki orto-dihidroksi gruplar ile selat meydana getirmektedir. B
halkasindaki orto-dihidroksi yapilar1 ile meydana gelen selat, seyreltik HCI

eklenmesiyle bozunur.

Sodyum asetat, sodyum metoksitten daha zayif bir baz oldugu igin asit karakterdeki
fenolik hidroksilleri iyonize eder. C-7 de serbest OH grubunun varligi Bant Il nin 5-20
nm uzun dalga boyuna kaymasina neden olmaktadir. Eger C-6 veya C-8 de oksijen
bulunursa flavonlarda 4-8 nm lik bir kayma belirlenmekte yada hi¢ gériinmemektedir
(Marbry vd., 1970).

Flavon ve flavonollerde B halkasinda orto-dihidroksi gruplari bulunursa bunlar borikasit
ile selat meydana getirmektedirler. Bu durumda Bant I, NaOAc/H3BOs ile 12-30 nm
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uzun dalga boyuna kaymaktadir. 3'-4' serbest OH grubu bulunmamasi durumunda,

spektrum MeOH spektrumu ile ayni gozlenmektedir (Marbry vd., 1970).

Tablo 2.2. Flavonoid yapis1 ve renk reaksiyonlari

Ogrenme Alanlar uv UV/ NH3 UVINA
Flavon, 5-OH ve 4'-OH Koyu Mor Sar Sari
Flavonol, 5-OH ve 4'-OH, 3-OR Koyu Mor Sari-yesil Sari
Flavon, 5-OH ve 3', 4-OH Koyu Mor Sari-yesil Oranj
Flavonol, 5-OH ve 3',4'-OH, 30R Koyu Mor Sar-yesil Oranj
Flavon, 5-OH ve 4'-OR Koyu Mor  Renk degismez Kahve-mor
Flavonol, 5-OH ve 4'-OR, 3-OR Koyu Mor Kahve-mor  Kahve-mor
FIaVO”OI, 5'OH ve 4I'OH, 6'OH Koyu Mor Kahve_mor Mor
gllgvonol, el ey Soluk Sar1  Renk degismez Sari
Flavonol, 3-OH ve 3', 4'-OH Soluk Sar1  Renk degismez Oranj
Flavon, 5-OR Acik Mavi Sari-yesil Sari-yesil
Flavonol, 5-OR, 3-OR Acik Mavi Mavi-Yesil Sar1
Flavonol, 5-OR ve 3', 4'-OH Agik mavi Fluoresans Oranj

Flavonoidlerin 'H-NMR spektrumu, aromatik halka protonlar1 ve siibstitiientlerin
pozisyonu hakkinda bilgi vermektedir. Flavonoidlerde, aromatik halka protonlar1 5.00-
8.00 ppm arasinda gozlenirken, metoksi gruplari 3.8-3.9 ppm civarinda singlet olarak
izlenmektedir. Eger bir seker grubu bagl ise monoglikozitlerde seker protonlar1 3,0-4,0
ppm arasinda goriinmekte olup, sekerin anomerik protonu H-1" daha asag: alanda 4.8-

6.0 ppm de dublet olarak izlenmektedir.

Flavonoid aglikon ve glikozitlerin yapilarinin aydinlatilmasinda kiitle spektrumu 6nemli
bilgiler vermektedir. Flavonoid aglikonlarin ¢ogunda siddetli molekiiler iyon piki [M]*
gozlenmektedir. Molekiiler iyon pikine ilave olarak, flavon aglikonlari [M-H]* ve [M-
CO]J" piklerini de gosterirler. Metoksi flavon olmasi durumunda ise [M-CHs]" ve [M-

COCHj3]" pikleri izlenmektedir (Harbone vd., 1975).
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Tablo 2.3. Baz1 flavonoid C- ve O- glikozitlerin seker karbonlarinm ¥C NMR
rezonanslari

Glikozit tipi C-1 C-2 C-3 C+4 C-5 C-6
7-O-glikozit 100,2 73,3 76,6 69,8 77,7 60,9
8-C-glikozit 73,9 71,4 78,8 70,8 814 61,5
3-O-galaktozit 102,3 71,3 73,4 68,0 75,8 60,8
8-0-galaktozit 73.9 685 754 69,1 80,5 61.3
3-O-g-ramnozit 101,9 70,4 70,6 715 70,1 1,3
3-C-g-ramnozit 77,3 75,0 755 72,2 72,2 18,1
2'-0O-ksilozit 102,4 73,7 75,9 694 65,5 -
6-C-ksilozit 74,6 703 785 70,0 70,0 -
3-O-a-arabinozit 1018 71,7 708 659 64,1 -
3-O-g-arabinofuranozit 1981 821 772 862 61,0 -
8-C-arabinozit 44 682 745 689 71,0 -
3-O-glukuronit 01,1 737 759 713 75,9 169,7
3-0O-allozit 99,9 71,6 716 67,2 75,1 61,3
2"-0-apiozit 109,0 76,5 79,1 74,0 64,4 -
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2.2.2. Glikozitlerin genel 6zellikleri

Dogada glikozitler bol miktarda bulunmaktadir. Glikozitler hayvan ve bitkilerden
izolasyonla saf olarak elde edilebilmektedirler. Kendine 6zgii biyolojik aktif dogalariyla
bilinen bu bilesikler yaygin olarak ilaglarda kullanilmaktadir. Dermatolojik ve damar
hastaliklarinin tedavisinde kullanimi giiniimiizde uygulanmaktadir (Kirmizigil vd.,

1996; Maul vd., 1999).

Bitkileri mikrobakteriyel saldirilardan koruyan glikozitler, ayrica tarimsal alanlarda ve
sigir yetistiriciliginde de kullanilmaktadir (Tschesche ve Wulff, 1973; Woitke vd.,
1970). Glikozidlerin izolasyonu ve saflastirilmasi igin ¢ok g¢esitli kromotografik
metodlar mevcuttur fakat saflastirilmalarida bir o kadar zordur. Bugiin glikozid
bilesiklerinden bazilarinin izolesi hala gergeklestirilememistir  (Barton, 1955;
Kirmizigul, 1993).

Bitkilerde bulunan glikozitler genel itibariyle katidir; amorf ve renksiz veya beyaz
renkte bulunmaktadir. Kimyasal yapilarina gore; su, metanol, etanol, aseton, etilasetat ve
piridinde ¢oziinilirken petrol eteri ve eter gibi ¢oziiciilerde ¢oziinemezler. Ciinkii polar
bilesiklerdir. Fakat kloroform bazi glikozitleri ¢ozebilmektedir. Farkli yapilara sahip
olduklarindan ¢oziiniirliikleri, kararliliklari, ve polarize 1s18a karst davranislarida
farklidir.  Glikozitler i¢in genellikle ¢06ziicii sistemi olarak %70-90 etanol
kullanilmaktadir. Oksijensiz organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikkleri ¢cok az miktarda

gerceklesmektedir (Conn, 1980).

Bitkilerde ¢esitli miktarlarda meyve, tohum, yaprak, kabuk, kok ve hiicre 6z suyunda
¢Ozlinmis olarak bulunurlar. Glikozit miktarinin ki ve yaz aylarinda miktar olarak

farklilastig1 ve bitkinin yasi ile alakali oldugu bilinmektedir (Fang ve Lee, 1991).

Monosakkaritlerin rediiktér grubu ile karbonhidrat yapisinda olmayan bir maddenin
birlesmesinden, bir molekiil su ¢ikisi ile meydana gelen bilesiklere glikozit denir. Asit
veya enzim etkisi ile bir molekiil su alip hidrolize ugrayan glikozit bilesikleri seker

(glikon) ve aglikona (genin=genol=seker olmayan kisim) ayrilirlar (Aksu, 1972).
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Sekil 2.8. Glikozit olusumu

Glikozidin seker olmayan bileseni ‘“aglikon”, seker bileseni ise “glikon” olarak
isimlendirilir. Aglikon kisminin flavonoid, terpen, kumarin ya da herhangi bir dogal
bilesik olma ihtimali vardir. Dogal glikozitlerde varolan sekerler arasinda en yaygin
olani glukozdur. Ender olarak L-Ramnoz ve L-Fruktoz da bulunabilmektedir (Robbers
vd., 1996).

Sekerin halkali yapis1 sebebiyle, anomerik karbonun konfigiirasyonuna bagli olarak 2
diastereoizomeri vardir. Bu diastereoizomerlere anomer denir ve o, [ olarak

isimlendirilir (Sekil 2.9).

OH OH
O
HO HO O
HO i HO OR
OH OR OH i
o-anomer [-anomer

Sekil 2.9. D-glikopiranozit diastreoizomerlerinin yapisi, R:Aglikon

Giliniimiize kadar glikozidlerde D-glikoz, D-galaktoz, D-ramnoz, D-arabinoz, D-ksiloz,
D-fruktoz, D-kinovoz, D-glikuronik asit, D-galakturonik asit ve D-riboz gibi bir¢ok
monosakkarit kesfedilmistir. Glikozit baglarinin olagan konfigiirasyonu D sekerlerde £,
L sekerlerde «a’dir. Fakat son yillarda a-D-glikozidik, a-D-galaktozidik ve pg-L-
arabinozidik bag tiplerininde mevcut oldugu ortaya ¢ikmistir (Bukharov ve Karlin 1970;
Chirva vd., 1971; Bukharov ve Karneeva, 1971).
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2.2.2.1. Glikozitlerin siniflandirilmasi

Glikozitlerin adlandirilmast ve smiflandirilmasi aglikonlarinin yapisi, meydana gelis
sekilleri ve sekerlerine gore gerceklesmektedir. Meydana gelis sekillerine gore
siiflandirilmalarinda aglikonun -OH (hidroksil grubu), -SH (tiyol grubu), -NH> (amin
grubu), -CH gruplari ile monosakkaritin -OH grubu arasinda bir bag meydana gelmesi
durumuna gore ayrilirlar. Daha sonraki alt siniflandirmalar aglikonun 6zelligine gore

yapilmaktadir (Aksu, 1972).

Glikozitlerin biyolojik aktivitelerinin, aglikon kisimlart ayni olsa bile genel itibariyle
seker kismindan kaynaklandigi anlasilmistir. Glikozitlerin, aglikona gore sudaki
¢Oziiniirliiglinlin daha iyi oldugu tespiti yapilmistir. Molekiile glikozidik grubun
baglanmasi, molekiiliin hidrofilik 6zelliginin artmasina neden olur. Bu durum, ilgili

bilesigin tibbi 6zelligine etki eder (Kren ve Martinkova, 2001).

Glikozitler degisik sekillerde smiflandirilabilir. Glikozidik baglanmanin meydana

gelmesinde sz sahibi atoma gore 4 ana grupta siniflandirilabilir;

1. N-Glikozitleri (Glikozilaminler)
2. S-Glikozitleri (Tiyoglikozitler)
3. C-Glikozitleri

4. O-Glikozitleri

Fakat bircok bilimsel kaynakta aglikonlarinin yapilarina gore glikozitlerin
siniflandirilmas: yapilmistir.  icerdikleri aglikonlarin yapisina glikozidlerin dért ana

grupta siniflandirilmasi miimkiindiir. (Aksu, 1972);

1. Triterpenik ve Steroidal Glikozidler
2. Fenolik Glikozidler

3. Siyanogenetik Glikozidler

4. Sulfir Glikozidler

Fenolik glikozidler asagidaki gibi siniflandirilabilir.

A. Flavonoid Glikozitler
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a. Flavon ve flavonol glikozidler
b. C-glikozilflavonoidler

Calkan ve aurone Glikozidler

o

d. lzoflavonoid Glikozidler

B. Basit Fenolik Glikozidler
C. Antosiyanin Glikozidler
D. Kumarin Glikozidler

E. Antrakinon Glikozidler

Triterpenik glikozidler asagidaki gibi siniflandirilabilirler.
A. Monodesmosidik Glikozidler

Notral Glikozidler
Ester Glikozidler
Asidik Glikozidler
Acil Glikozidler

o o T

B. Bisdesmosidik Glikozidler

a. Notral bisdesmosidik Glikozidler
b. Asidik bisdesmosidik Glikozidler

C. Hayvansal Glikozidler

Flavon ve flavonol glikozitler

Flavonoidler, bilindigi {izere fenolik bilesiklerdir. Siniflandirilmalarinda flavonoid

bilesiklerini fenolik glikozitlerin bir mensubu olarak inceleyebiliriz.

Flavonoid tiirleri i¢inde en yaygin olarak bulunan glikozit tiirleridir. Genel flavon
yapisindaki A halkasinda bulunan C-5 ve C-7 karbonlarina iki hidroksil grubu
baglanabilir. Kapali tohumlu bitkilerde apigenin ve luteolin flavon glikozitlerden en ¢cok

bulunan yapilardir (Peterson ve Dwyer, 1998).
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Apigenin Luteolin
Sekil 2.10. Flavon glikozitler

Flavonoidlerin  yaklasik %80’ini flavonlar ve flavonollar olusturur. Flavonlar
antioksidanlar olarak da bilinen sar1 pigmentlerdir. Flavonlar dogal olarak serbest halde

veya glikozit olarak bulunan molekiillerdir.
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Sekil 2.11. Flavonoidlerin aromatik halka siibstiitientine gore siniflandirilmasi

Flavonlarin yapisini saptayan genel yontem antosiyaninlerin yapisini gésteren yontemle
benzerlik gosterir. Once serbest metoksi gruplarmin sayis1 ve fenolik gruplarin sayis

saptanir. Son olarak alkali fiizyon veya hidroliz ile elde edilen maddeler arastirilir
(Finar vd., 1983).

Dogada varolan flavonoid glikozitler genellikle monosakkarit gruplar1 barindirir. Fakat

yapilarinda oligosakkarit (disakkarit, trisakkarit, vb.) bulunan glikozitlerde bitki

22



diinyasinda genigce yer bulur. Molekiiliinde monosakkarit, disakkarit veya trisakkarit
bulunduran flavonoid glikozitlere, sirayla monozit, biozit ve triozit denilmektedir.
Aglikon molekiiliniin iki hidroksil grubunun glikozillenmesinden meydana gelen

glikozitler ise diglikozit veya bimonozitler olarak adlandirilir (Bilaloglu vd., 1997).

Flavon ve flavonol glikozitler kumas boyama gibi farkli bir kullanim alaninda
kullanilabildikleri gibi giiniimiizde ditiretik etkilerinden de yararlanilmaktadir (Baytop,
1980).

C-glikozilflavonoidler

Flavonoid C-glikozitler, aglikonun aromatik halkasinin 6-, 8- pozisyonlarina dogrudan
seker birimi veya birimlerinin, karbon-karbon bag: ile baglanmasiyla meydana gelen
yapilardir (Bilaloglu vd., 1997). C-glikozilflavonoidler bir veya iki seker molekiili
baglayabilir ve dogada O-glikozid seklinde var olabilir (Harborne vd., 1975).

Seker kalintisinin aglikona baglanma tipine bagl olarak C-glikozitler O-glikozitlerin
hidrolizlenme kosullarinda hidrolizlenmeyerek kimyasal olarak farklilik gosterirler
(Harborne, 1967).

Simdiye kadar flavonoid C-glikozitlerin yapilarinda, B-D-glukopiranoz, f-D-
ksilopiranoz, a-Dglukopiranoz, a-L-arabinopiranoz, [-D-galaktopiranoz ve J-
Larabinopiranoz vb. seker birimleri oldugu belirlenmistir. Bitkilerden izole edilen di-C-
glikozitlerin ¢ogunlugunu di-Cglikozilflavonlar meydana getirir. Flavonlar iginde ise,

apigenin ve luteolin 6,8-di-Cglikozitleri daha genis yer tutar (Bilaloglu vd., 1997).

Calkon ve aurone glikozidler

Calkonlar, heterosiklik C halkasina sahip olmadiklarindan flavonoidler i¢inde ender bir
siifi meydana getirmektedirler. Antioksidan Ozelliklerine dair aragtirmalar azdir. Bu
caligmalarda gdosterilen antioksidan aktivite a, B arasinda bir ¢ift baga sahip olmalarina

ve halkasal yapilarinda metoksi ve hidroksi gruplarina baglanmistir (Cioffi vd., 2003).
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Sekil 2.12. Calkon ve auron iskeletleri

Auronelar yukarida oldugu gibi 2-benzilidenkumaranon yapisina benzerlik gosterir.
Auronelarda karbonlarin pozisyonlar1 B halkasi i¢in asal sayilar ve A halkasi i¢in asal
olmayan sayilardan yararlanarak tanimlanir; bu nedenle avronlar normal flavonoidlerdir
(Harborne, 1988).

Auronlar flavonoidler igerisinde en az karsilagilan smiftir. Dogada yaygin olarak
bulunmazlar. Auronlarin analjezik etkiye sahip olduklar1 belirtilmektedir (Lawrence vd.,
2003).

Tzoflavonoid glikozitler

Bitkilerde yer alan dogal bilesikler i¢inde genis bir sinifi izoflavonoidler meydana
getirmektedir. Bitkilerde belirlenen 3000’den fazla flavon ve 700°den fazla izoflavon
mevcuttur. Yapilart 3-fenilbenzopiron’la (3-fenilkromon) benzerlik gosterir. Bu ana
yapida metilasyon, glikolizasyon ve hidroksilasyon derecelerinde degiskenlik vardir.
Bitkilerde izoflavonlarin yapimi bir izoflavonoidin karbon iskeleti ve ii¢ merkez
atomunun oksidasyon derecesi ile ilgilidir (Cassidy vd., 1994; Klejdus, 1997; Wu Wang
ve Simon, 2003).

Kumarinler

Kumarinler, bir¢ok bitki tiiriinde bulunan ve 6zellikle de yesil bitkilerden izole edilen,
dogal uguculuga sahip fitokimyasal sinifta bir organik bilesiktir. Kumarin, parlak, beyaz
kristal yapili kapali formiilii CoHsO2, molekiil agirligi 146.15 g/mol olan bilesiklerdir
(Maggi vd., 2011). Etanol, kloroform, metanol, dietil eter ve yaglarda kolay sekilde
coziinmektedirler (Yao vd., 2011). Farmakolojik acidan flavanoid grubu igerisinde yer
almaktadir. Yaklasik 1300 kadar kumarin tlirevinin dogal yollarla elde edildigi

bilinmektedir. Hint baklasi, bogiirtlen, ahududu, tonka fasulyesi, lavanta, kayisi, visne,
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cilek, geyikdili, kiraz ve tar¢ini da iceren bir ¢ok bitkide meyve, kabuk, gévde ve yaprak
kisimlarinda belli oranlarda dogal olarak bulunmaktadir (Robert vd., 1982).

Kumarin tiirevleri 6zellikle biyolojik aktiviteye sahip olduklari i¢in ilag endiistrisinde
antiviral, antibiyotik, antimikrobiyal ve antikoagulant ajan olarak, biyolojik sistemlerde
pH indikatorii olarak, bunun yani sira tip ve kozmetik endiistrisinde de kullanilmaktadir

(Karaliota vd., 2001; O1fe L.ve Richard O., 2004; Georgieva vd., 2010).

Kumarin ve kumarin tilirevleri tipta kanin pihtilasmasini engellemesi nedeniyle
kullanilirken, kanser tedavisinde ve HIV inhibitorii olarak AIDS hastaliinin
tedavisinde de kullanilmaktadir. Damarlardaki kan akis hizini artirmakta ve kapiler
gecirgenligi azaltmaktadir. Kumarinin uzun siire ve yiliksek dozda kullanilmasinin
toksik etki yarattig1 ve karacigeri tahrip ettigi anlasilmistir (Rodrigues vd., 2008). Hos
kokulart ile bilinen kumarinler, hosa gitmeyen kokular1 maskelemek amaciyla da

kullanilmaktadir (Guenther, 1975).

1867 yilinda Strecter, 1868 yilinda ise Fitting kumarinin kimyasal yapisi hakkinda ilk
dogru yapilar1 ortaya atmistir. (Sethna ve Shah, 1945). Kumarinler bitkilerden izole
edilerek elde edilebildigi gibi sentetik ve yar1 sentetik olarakta sentezlenebilmektedir.
Kumarinler genel olarak Perkin, Pechmann, Knoevenagel, Wittig, Reformatsky ve
reaksiyonlarindan biri kullanilarak sentezlenir. Pechmann reaksiyonu iyi bir verimle

kumarin sentezine olanak sagladigindan en ¢ok kullanilan metottur (Maggi vd., 2011).

Kumarin bilesigi alt1 noktadan siibstitiie olmaya elverigli oldugundan farkli noktalara
farkli stibstitiientlerin baglanmast durumunda kumarin bilesikleri farkli o6zellikler
kazanmaktadir. (Yao vd., 2011). Bu ylizden kumarin tiirevleri ile ilgili calismalar

artarak gilinlimiizde de devam etmektedir.

5 4
6 3
-

800

2H-1-benzopiran-2-on

Sekil 2.13. Kumarin Yapisi (Rodrigues vd., 2008)
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2.3. Antikanserojen Aktivite

Kanser, hiicrelerde meydana gelen DNA hasar1 sebebiyle hiicrelerin kontrolsiiz ve/veya
anormal olarak biiyiimesi ve cogalmasi olarak tanimlanan bir hastaliktir. Insan
viicudunda giinde tahminen 10.000 DNA mutasyonu meydana gelmesine karsin
bagisiklik sistemimiz her milisaniye viicudumuzu incelemekte ve kanserli hiicreleri
bertaraf etmektedir. Olen hiicrelerin yenilenmesi ve hasar goren dokularm onarilmasi

i¢in normal viicut hiicreleri boliinebilme 6zelliklerini kullanmaktadirlar (Atici, 2007).

Hiicrelerin sinirlar1 disinda biiylimesi, yakininda bulunan hiicreleri istila etmesi ve diger
organlara da sicramasi kanserlerin en belirleyici 6zelligidir. Bu tlir asamalar metastaz
olarak tanimlanmaktadir ve metastaz; kanserden 6liimlerin en 6nemli sebebidir (Diinya

Saglik Orgiitii, 2011).

Kanser diinyada giderek artan 6nemli bir sorun olarak goriilmektedir. Giiniimiizde
molekiiler onkoloji ve genetik biliminde kanserlesme siirecine iliskin 6nemli gelismeler
saglanmakla birlikte kanserin nedeni ve olusma mekanizmas1 diyabet gibi tam olarak
belirlenememistir. Kimyasallar, mesleki maruziyet, toksinler, iyonizan radyasyon,
kronik enfeksiydz ajanlar ve diyabet i¢inde risk faktorii olan yas, cinsiyet, fiziksel
aktivite, obezite, alkol, diyet, sigara kullanim1 gibi pek ¢ok etiyolojik ajan saptanmistir

(Boyle P vd., 2010).

Insanlardaki kalitsal farklilasma (mutasyonlar), kimyasallar1 aktiflestiren ve diizenleyen
enzimlerin durumu ve ekspresyonunu (karsinojen metabolizmasini) etkileyen bireysel
genetik gesitlilikler kanser riskinin artisina sebep olan en onemli faktorlerdir (Ekmekgi
A vd., 2008).
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Sekil 2.14. Normal ve kanser hiicresi arasindaki fark (www.bestepebloggers.com)

Akciger, gogiis, prostat ve serviks gibi pek ¢ok kanser tipi bulunmaktadir. Ozellikle
gogiis ve serviks kanseri kadinlarda cogunlukla rastlanilan kanser tiirleri olurken
erkeklerde en cok karsilagilan kanser tiirli prostat kanseridir. Gogiis kanseri kadinlar
arasinda goriilen en genis kanser gesitlerinden biridir ve kanser Oliimlerinin en sik

karsilasilan tiiriiniin ikincisidir (Merrill ve Weed, 2001).

Kanser hiicrelerinde fizyolojik olarak alti 6nemli farklilik goézlenmistir. Biiyiime
sinyallerinde yeterlilik, biiylimeyi 6nleyen sinyallere karsi ilgisizlik, apoptoza direnme,
daimi proliferatif potansiyel, devamli anjiyogenez ve metastazdir. Kanser icin tedavi
yontemlerinden biri, genel olarak kemoterapidir. Kemoterapi, kanser hiicrelerinin yok
edilmesine neden olurken, ayn1 zamanda saglikli hiicrelerede zarar vererek dokularin

hasar gormesine veya ilag direncinin artmasina sebep olmaktadir (Hurley, 2002).

Kanser tedavisinde; tiimoriin biinyede meydana geldigi dokuya, tiimoriin 6zelligine,
geldigi asamaya ve hastanin fizyolojik durumuna gore pek ¢ok tedavi sekli vardir. Bu
tedavi metodlarinda kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, monoklonal antikor

terapileri, gen terapisi ve cerrahi miidahale gibi birgok yontem vardir (Se¢gme M, 2014).

Biitiin hastaliklarin tedavisinde temel rolii bagisiklik sistemi olusturmaktadir. Bagisiklik
sistemini zayiflatan sebeplerin yok edilmesi tedavinin ilk asamasini olusturur. Kanserli
hiicre ve/veya hiicrelerin nereye ve ne 0l¢ekte metastaz yaptigini belirlemek imkansiz
oldugu i¢in kanser tedavisi alan hastanin bagisiklik sisteminin kuvvetlendirilmesi ve
yayilmis hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan etkisiz hale getirilmesi temel amactir (
Atici, 2007; Sigerist, 1960).
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Kanserin tamamen ortadan kaldirilmasinin miimkiin olmadigi durumlarda sitotoksik
ilaglar kanserin gelismesini durdurur ve yayilmasini engeller. Eger kanser son asamada
ise kesin tedavisini ve yayilmasimi Onleyemeyebilir. Boyle durumlarda, hastaligin
Ozelliklerine gore tedavi ve yasam kalitesini artirmak temel amag olmaktadir (Bozkurt,
2000; Calabresi ve Chabner, 2001; Mycek, 2001).

Kanser tedavisinde ilaglar genellikle hastalarda 6nemli derecede yan etkilere sebep
olmakta ve suboptimal seviyelerde kullanilma ihtiyact ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple,
dogal bilesiklerden elde edilen kimyasal Onleyici maddeler iizerinde arastirmalar

yogunlagmistir (Tomasz vd., 2018).

Daha etkili antikanser etki gosteren ajanlarmin gelistirilmesi i¢in devam eden cesitli
arastirmalar ve tedavi yontemleri vardir. Kanser tedavisi icin istifade edilen ilaglarin
yaklasik %75'ini dogal {irlinler olusturmaktadir. Giiniimiizde kullanilan ilaglarinin
etkilerine gore daha secici, daha giiclii ve daha az toksik bilesikler bulmak maksadiyla,
farkli kaynaklardan gelen yeni dogal iiriinler incelenmektedir ( Gao vd., 2018).

Wu ve arkadaglart T. parthenium bitkisinin etanol ekstresinin iki farkli insan meme
kanseri hiicresi ve serviks kanseri hiicresi iizerine tesirini incelemislerdir. Etanol
ekstresinden elde edilen partenolitinin biitiin kanser hiicrelerinin bilyimesini 6nledigini
bulmuslardir (Wu vd., 2006).

2.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran atom veya
molekiillerdir. Bu atom veya molekiiller en dis elektron kabugundan bir elektron
yitirmis olduklarindan bu elektron ac¢igimi kapatabilmek i¢in bagka atomlarin

elektronlarini paylagsmaya meyillidirler (Halliwell vd., 1992).

Bir ya da birden ¢ok ortaklanmamis elektronun var olmasi o maddenin magnetik bir
alana siirliklenmesine yol acar ve bazende o maddenin oldukca aktif olmasina sebep
olur. Bugiin kimya ve biyolojide pek c¢ok serbest radikal bulunmaktadir (Brent ve
Rumack, 1991).
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Canli yasami i¢in oksijen hayati derecede Onemli bir elementtir. Solunum yoluyla
havadan alinan oksijen daha sonra mitokondride kademeli olarak indirgenmekte ve suya
metabolize olmaktadir (Cadenas ve Davies, 2000). Fakat bazen oksijen reaksiyonu sona
ermeden viicudu terk eder ve geride reaktif ara {irlinler birakir. Bu ara iirlinler genel
olarak Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) olarak adlandirilmaktadir (Giilgin vd., 2003).
ROS’lar canli organizma igin sakincali olan oksidasyon iriinlerini meydana
getirebilirler. Bu durum “Oksidatif Stres” olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif strese

genel olarak reaktif oksijen ve azot neden olmaktadir (Papas, 1996).

Reaktif oksijen tiirleri havayla solunum yapan biitiin organizmalarda vardir ve bunlar
stiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit radikalini
kapsamaktadir (Halliwel, 1999). Oksidatif stres; kanser, yaslanma, kalp hastaliklari,
diyabet ve diyabetin komplikasyonlar1 olmak iizere pek ¢ok patolojik tablonun ve de

yaslanmanin patogenezi ile alakalidir (Atalay vd., 2002).

Serbest radikal meydana getiren kaynaklar radyasyon, UV 1simlari, X-iginlari, fosil
yakitlarin yanma sonundaki iiriinleri, sigara dumani, sanayi atiklari, enfeksiyonlar, stres,
hiicre metabolizmasinin toksik tirlinleri ve birgok baska faktorlerdir. Radikal tepkimeleri
biyoloji ve tipta hayati bir 6neme haizdir ve yasayan canlilarda her an olusmakta ve yok

olmaktadir (Sies, 1991). Radikal yapilar asagida belirtilen ii¢ yolla ortaya ¢ikabilirler:

a) Kovalent baglarin _homolitik kirilmast ile: Yiiksek enerjili elektromanyetik

dalgalar ve yiiksek sicaklik (500 - 600 °C) kimyasal baglarin kopmasina neden
olmaktadir. Kopma esnasinda bag yapisindaki iki elektron esit sekilde farkli
atomlarm {izerine yerlesmektedir. Uzerlerinde eslesmemis elektron olmasindan

dolay1 bu atomlar radikalik 6zellik gosterirler (Kiling ve Kiling, 2002).
A:B— A" +B°

b) Normal bir melekiiliin_elektron kaybetmesi ile: Radikal olmayan bir molekiiliin

elektron kaybetmesi sonucunda dis orbitalinde eslesmemis elektron kalmakta ve

bunun sonucunda molekiil radikal 6zellik sergilemektedir (Kiling ve Kiling, 2002).

A: — A +e
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c) Normal bir_molekiile elektron transferi ile: Radikal olmayan bir molekiiliin

elektron alarak dis orbitalinde eslesmemis elektron kalmakta ve bunun sonucunda

molekiil radikal 6zellik sergilemektedir (Kiling ve Kiling, 2002).

B+e — B’

Fed*, Cu?*, Mn?* ve Mo>* gibi gecgis metalleri eslesmemis elektron bulundurmalarina
ragmen serbest radikal ozellik gostermezler. Ancak serbest radikallerin meydana

gelmesinde 6nemli paylari vardir (Altinisik, 2000).

Tablo 2.4. Radikal ve radikal olmayan tiirler

Radikal Tiirler Radikal olmayan Tiirler
Molekiiler oksijen, O2 Hidrojen peroksit, H.O>
Stiperoksit, Oz Hipokloroz asit, HOCI
Hidroksil, OH" Ozon, O3
Peroksil, ROy Singlet oksijen
Alkoksil, RO* Peroksinitrit
Hidroksiperoksil, HO" Nitréz Asit (HNO2 )
Azot Oksit (NOe ) Nitroksi Anyonu (NO™)

Stiperoksit (O2™) radikali molekiiler oksijenin (O2) bir elektron almasiyla olusmaktadir
(Halliwell, 1989).

O, + e — 0,

Hidrojen peroksit Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile hidroksil radikalini (OH")
meydana getirmekte ve UV isinlarinin etkisiyle de OH”e doniismektedir (Asad vd.,
2004; Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

H,0, —¥— 20H"
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202._+ oH* Siiperoksit dismutaz s H,0, + O,

Hidroksi radikali (OH"), Fenton reaksiyonu sonucunda hidrojen peroksidin
indirgenmesiyle ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda hidrojen peroksidin siiperoksit

radikali (O2™) ile reaksiyonundan olusmaktadir (Choe ve Min, 2006).

Fenton reaksiyonlari:
H,0, + Fe¥ — > OH® + OH™ + Fe*
H,0, + Cu" —— OH" + OH™ +Cu*
Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0,+0,” —"" S OH" +0, + H,0

> e = Antioksidan
./ \.
A A -
I i o \
\- 7 4 \
™~ S A o . r ™ ' - 3
elektron \\ /

Serbest radikal

Sekil 2.15. Serbest radikalin nétralizasyonu (Engin, 2007)

Serbest radikalleri notralize ederek oksidasyonunu engelleyen, yavaslatan, durduran
bilesikler antioksidanlar olarak nitelendirilirler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu onleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid oksidasyonunu

inhibe etmektedirler (Halliwel vd., 1992; Halliwell, 1994).

Canli organizmalarda antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin var olmasi yasam igin

onemli bir gereksinimdir. Antioksidan Ozellikteki maddeler antimutajenik,
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antikarsinojenik, yaslanmay1 geciktirici gibi bir¢ok etki olustururlar (Cook ve Saman,
1996). Antioksidan maddelerin yetersizliginde reaktif oksijen ve azot tiirleri kanser,
diabet, kire¢lenme, parkinson, AIDS, beyin ve kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin

goriilmesine neden olur (Packer ve Cadenoas, 2002).

Disaridan alinan antioksidan maddeler, dogal ve sentetik olmak {iizere iki gruba
ayrilirlar. Sentetik olanlar biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen
(BHT), propil gallat (PG), tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ), troloks ve diger sentetik
antioksidan maddelerden olugmaktadir (Mavi, 2005). Dogal antioksidanlar ise bitkilerin
bitiin kisimlarinda vardir. Bu bitkiler, karotenoitler, fenolik bilesikler, vitaminler,
glutatyon ve endojen metabolitler igerirler (Larson, 1988). Dogal antioksidanlar
arasinda askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve skualen en sik bulunan
maddelerdir. Sentetik antioksidanlarin istenmeyen zararli yan etkileri oldugundan
kullanimlar1 son zamanlarda 6énemli 6l¢iide azalmistir (Giilgin, 2005). Bundan dolay1
dogal antioksidanlara olan egilimler artmis ve bitki merkezli arastirmalar

yogunlagmistir.

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler:

-Temizleyici ( Scavenging effect): Serbest radikallere etki ederek onlari tutma veya

daha zay1f bir molekiile doniistiirme.

- Bastirict etki (Quencher effect) : Serbest radikallerle etkilesime girip onlara bir

hidrojen vererek aktivitelerini giiclendirme.
-Onarici etki (Repair effect): Serbest radikallerin olusturduklar1 zararin tamir edilmesi.

- Zincir kiricr etki (Chain breaking effect) : Serbest radikalleri kendilerine baglayarak

zincirlerini kirip fonksiyonlarint énleme (Kelestemur, 2011).

Bir antioksidanin aktivitesi su esaslara baghdir:

-Radikal siiptirme kapasitesi

-Hidrojen veya elektron dondr olarak sergilemis oldugu reaktivite (rediiksiyon

potansiyeline bagli olan)
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-Metal selatlama kapasitesi
-Diger antioksidanlarla olan iletisim durumu (Castellani vd., 2006)
Antioksidan aktivite tayininde kullanilan yontemler ise ikiye ayrilir;

1) Elektron transferine dayanan _yéntemler: Oksidan maddenin indirgenmesi sonucu

olusan renk farklilig1 ile antioksidan maddenin dl¢timii yapilir. Renk degisiminin diizeyi
ornekteki antioksidan maddenin konsantrasyonu ile iligkilidir (Castellani vd., 2006). Bu

yontemlerden bazilari:

- DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest radikal giderim yontemi

- FRAP-ferric reducing antioxidant power- (Demir iyonu indirgeme giicii metodu)
- CUPRAC-Cupric reducing antioxidant capacity- yontemi

- TEAC/ABTS-Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi

2) Hidrojen atomu trasferine dayanan yontemler: Antioksidan ve substrat arasinda

rekabete dayali reaksiyonlar meydana gelir. Genellikle azotlu grup tasiyan maddelerin
bozulup peroksil radikalleri olusumu ilkesine dayanmaktadir (Castellani vd., 2006). Bu

yontemlerden bazilari:

- Diisiik dansiteli lipoprotein otooksidasyonunun neden oldugu inhibisyon
- Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)

- Toplam radikal yakalama parametresi (TRAP)

- Luminol yontemi

- Fikoeritrin esasl yontemler

- DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi

- Krosin yontemi

- TOSC (Toplam oksiradikal) yontemi
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ANTIOKSIDANLAR
A
Enzimatik Enzimatik Olmayan
Antioksidanlar Antioksidanlar
Birincil |, Mineraller |€ > Vitaminler
Enzimler
ikinci <« < >
Tkincil Karotenoidler Organosiilfiir
Enzimler > )
Bilesikleri
Diigiik Antioksidan
Muolekul > Kofaktorler
Agirhikh
Antioksidan
Polifenoller <
Y
A A4
Flavonoidler Fenolik Asitler
l v v »| Hidroksi
. ] = I sinnamik
izoflavonoid avanonlen | | Flavonler asitler
Y Y Hidroksi
Flavonoller Flavanoller| Antosiyanidinler *| benzoik
asitler

Sekil 2.16. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Cakar, 2010)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Diklorometan (SIAL)

Etil alkol (SIAL)

Metil alkol (SIAL)

Biitanol (SIAL)

Hekzan (SIAL)

Etilasetat (SIAL)

Aseton (SIAL)

Siilfiirik asit

Kloroform (SIAL)

DPPH radikali (SIAL)

Ince Tabaka Kromatografisi hazir aliiminyum plaklari (Slica gel 60 F2s4)
Kolon Dolgu Maddesi (silikajel 70-230 mesh Merck)

Kolon Dolgu Maddesi (sephadex LH-20 Merck)

C-18 (50um Spherical, EcoFlex)

FeCl3 (SIAL)

DMSO (SIAL)

Trolox (SIAL)

ABTS: (SIAL)

EDTA (SIAL)

K2S20g (Merck-Germany)

Ferrozin (SIAL)

FeCl, (SIAL)

Tripsin EDTA (SIAL)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium- High glucose (DMEM, SIAL)
Insan Meme Kanser Hiicre Hatt1 (MCF-7) (American Type Culture Collection,
LGC Promochem, UK)
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e Insan Meme Kanser Hiicre Hatt1 (MDA-MB-453) (American Type Culture
Collection, LGC Promochem, UK)

e %1 L- Glutamine (Lonza, Belgium)

e %10 Fetal Bovine Serum (Lonza, Belgium)

e %1 Penicillin—Streptomycin (Pen Strep)

e PBS (Lonza, Belgium)

e XTT Kiti (Biological Industries, Israel)

e Tripan Mavi Boyasi (Biological Industries, Israel)

e Karboplatin (Sigma-Aldrich-Germany)

3.1.2. Kullanilan malzeme, alet ve cihazlar

e Hassas terazi (Shimadzu, ATX224)

e Otomatik pipetler (Isolab, Eppendorf, Axygen)
e Vorteks (WiseMix Wisd VM-10)

e Evaporator (Heidolp)

e Magnetik karistirict (MR Hei-Standart)

e Etiiv (WiseVen)

e UV lamba (Camag)

e COg inkiibator (Niive, EC160)

e Peristaltik Pompa (Ismatec Mcp)

e Orbital Calkalayici1 (WiseShake Wisd SHO-2D)
e Santrifuj (H-2050R)

e Ters Faz Kontrast Mikroskopu (Nikon Eclips Ti-U)
e -80 °C dondurucu (Haier, DW-86L628)

e ELISA Plaka Okuyucusu (Epoch, BioTek)

e Su Banyosu (Memmert)

e Ultrasonik Banyo (Isolab)

e Biyogiivenlik Kabini (Bilser Class 1)

e 'HNMR (Agilent 400 MHz Spektrometre)

e 13C NMR (Agilent 400 MHz Spektrometre)

e (Cesitli Cam Malzemeler
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3.1.3. Kullamlan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.3.1. DPPH-" serbest radikal giderme

1. 5 mg DPPH' Radikal ¢6zeltisi: 5 mg DPPH’ Radikali alinarak 100 ml etanol igerisinde
¢oziindii ve karanlik bir ortamda oda sicakliginda iki saat karistirilarak hazirlandu.
3.1.3.2. ABTS"* serbest radikal giderme

1.20 mL 7 mM ABTS ¢ozeltisi: 76,8 mg ABTS alinarak saf suda ¢6ziindii. Daha sonra

toplam hacmi 20 mL olacak sekilde saf su ilavesi ile hazirlandi.

2.20 mL 2,45 mM K2S;0g ¢ozeltisi: 13,25 mg K2S20g alinarak saf suda ¢oziindii. Daha

sonra toplam hacmi 20 mL olacak sekilde saf su ilavesi ile hazirlandi.

3. ABTS" serbest radikal ¢ozeltisi: 20 mL 7 mM ABTS ve 20 mL 2,45 mM K2S20s
alinarak 1:1 oraninda eklendi ve 734 nm’de yaklasik 0,60-0,70 birim absorbans

verinceye kadar (yaklasik 1/120 oraninda) metanol ilavesi ile derisimi ayarlandi.

3.1.3.3. Metal selatlama kapasitesi

1. 50 mL 2 mM FeCl>*4H20 ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 19,8 mg FeClo*4H20 alinarak

saf suda ¢oziindii ve toplam hacmi 50 mL olacak sekilde saf su ilavesi ile hazirlandi.

2.50 mL 5 mM Ferrozin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 123 mg Ferrozin alinarak saf suda

¢oziindii ve toplam hacmi 50 mL olacak sekilde saf su ilavesi ile hazirlandi.

3.1.3.4. ince tabaka kromatografisinde kullanilan belirte¢ ¢ozeltisinin hazirlanmasi
1. Siilfiirik Asit (H2SOs) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 ml derisik H2SOj4 tizerine 90 ml
etil alkol ilavesi ile hazirland:.

3.1.3.5. Tripsin EDTA c¢ozeltisinin hazirlanmasi

1. Oda sicaklhiginda ya da 37 °C’de ¢6ziinen Tripsin EDTA ¢ozeltisi steril kabinde 10 ml

hacimli steril tiiplere alinarak -20 °C’de muhafaza edildi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Tanacetum alyssifolium bitkisinin toplanmasi ve kurutulmasi

Tanacetum alyssifolium bitkisi 2014 yil1 haziran aymda Erzincan’m Ili¢ ilcesinden bitki
popiilasyonuna zarar vermeyecek sekilde toplandi. Bitkisel materyalin tanis1 Erzincan
Universitesi, Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ali Kandemir tarafindan yapildi.

Toplanan bitkisel materyaller oda sicakliginda giines 1s181 almayacak sekilde kurutuldu.

3.2.2. Tanacetum alyssifolium bitkisinin ekstraksiyonu ve su ekstresinin
hazirlanmasi

Toplanip kurutulan Tanacetum alyssifolium bitkisinin toprak tistii kisimlar1 blenderde
ogitilerek 4L lik iki cam balona konuldu ve yaklasik 4 L hekzan ilavesi ile agzi
kapatilarak 24 saat boyunca oda sartlarinda bekletildi. Hazirlanan ekstre siizge¢ kagidi
ile siiziildii ve tizerine tekrar hekzan eklendi. Bu islem 5 kez ayni sekilde tekrarlandi ve
organik fazlar birlestirilerek hekzan evaporatorde uzaklastirildi. Geride kalan bitki
ekstresi tekrar oda sartlarinda kurutuldu. Kurutulan bitki tekrar 4L lik iki cam balona
konuldu ve yaklasik 4 L metanol ilavesi ile 24 saat boyunca oda sartlarinda bekletildi.
24 saat bekletildikten sonra ekstre siizge¢ kagidi ile siiziildii ve iizerine tekrar metanol
ilave edildi. Bu islem ayni sekilde 5 kez tekrarlandi ve elde edilen ekstre siiziintiileri
temiz bir sisede birlestirildi. Birlestirilen fazlar ve metanol evaporatorde uzaklastirildi.
Metanolii uzaklastirilan ekstreye 60 °C saf su ilave edildi ve vakum altinda siiziilerek
bitkide bulunan klorofiller uzaklastirildi. Klorofiller arindirildiktan sonra koyu kirmizi

renkte sulu ekstrakt elde edildi.
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T. allyssifolium
1.5. kg

hekzan

( Bitki Posasi )

Metanol

Metanol Oziti Bitki Posasi

Suda Cézme
ve Filtrasyon

Etil asetatile
ekstraksiyon

EtOAc Fazi Su Fazi
ButOH ile
Ekstrakswon

Sekil 3.1. Bitkisel materyalin hazirlanma semasi.

Sekil 3.2. Vakum altinda siiziilmesi ve klorofillerin ayrilmasi
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Klorofillerinden arindirilan koyu kirmizi renkteki sulu ekstrakt tekrar ayirma hunisine
alindi. Daha sonra etil asetatin miktar1 sulu ekstraktin miktarindan fazla olacak sekilde
ayirma hunisine etil asetat ilave edildi. Etil asetat eklenince iistte etil asetat fazi altta
sulu faz olmak tiizere iki faz meydana geldi. Etil asetat fazi alinarak sulu faz tekrar
ayirma hunisine konularak etil asetat eklendi. Bu islem 5 kez ayni sekilde tekrar edildi
ve elde edilen etil asetat faz1 alinarak temiz bir sisede toplandi. Daha sonra biitanol
miktar1 fazla olacak sekilde ayirma hunisine biitanol ilave edildi. Biitanol eklenince
iistte biitanol fazi altta sulu faz olmak iizere iki faz meydana geldi. Biitanol fazi temiz
bir siseye alind1 ve sulu faz tekrar ayirma hunisine konularak biitanol ilave edildi. Bu
islem 5 defa ayn1 sekilde tekrar edildi. Elde edilen biitanol fazida ayrilarak sulu fazimiz
elde edilmis oldu.

Sekil 3.3. Etilasetat ile ekstraksiyon

3.2.3. Kromatografik yontemler

Tanacetum alyssifolium bitkisinden elde edilen su fazinda bulunan saf maddeleri izole

etmek i¢in kolon kromatografisi ve ince tabaka kromografisinden yararlanildi.

3.2.3.1. Kolon kromatografisi

Su  ekstresinde  bulunan  saf  bilesiklerin  izolasyonunda ve  ekstrenin
fraksiyonlandirilmasinda kolon kromatografisinden yararlanildi. Kolonda ayrimi
yapilacak materyalin 6zelligine bagli olarak ¢esitli kolon dolgu maddeleri kullanilabilir.
(Ornegin; silika, sephadex, C-18, aliimina vb.) Ilk olarak ekstre kolona verilmeden énce

ITK ile kolonun hareketli fazi saptandi. Kolonun hareketli faz1 belirlendikten sonra
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kolonun alt kismina kullanilacak dolgu maddesi gegmeyecek sekilde pamuk koyuldu.
Kolon dolgu maddesi hareketli faz ile karigtirilarak bulamag halinde kolona yiiklendi.
Daha sonra birbiri ardina kullanilacak olan silikajelin ve sephadexin kolona tamamen
yerlesmesi ve bosluk olmamasi i¢in alttan ¢oziicii alimip tekrar kolona eklenmek
suretiyle sartlandirilmasi yapildi. Ekstre kolonun iist kismindan homojen olacak sekilde
kolona yiiklendi. Ekstrenin ince tabaka kromatografisindeki ayrimima goére apolar
¢oziiciiden polara dogru ya da polar ¢oziiciden apolara dogru gesitli ¢oziicli ve ¢oziicii
karigimlar1 hareketli faz olarak kolon kromatografisine uygulandi. Elde edilen
fraksiyonlarin miktarina gore daha kiiciik boyuttaki kolonlardan faydalanarak uygun

yeni kolonlar hazirlandi.

Su ekstresinin fraksiyonlandirilmasi:

Tanacetum alyssifolium bitkisine béliim 3.2.2°deki islemlerin uygulanmasi neticesinde
bitkiden 40 gram su ekstresi elde edildi. Bu ekstre kolona verilmeden o6nce saf su
¢oziildii ve ince tabaka kromatografisi yontemi ile degisik ¢Oziicli sistemlerinde
incelendi. Ince tabaka kromatografisinde meydana gelen bantlarmn ve renklerin
yardimiyla hareketli faz saptandi. ITK sonuglarma gore C-1 kolonunda baslangig
¢oziiciisii olarak saf su kullanildi. C-18 kolonu saf su ile sartlandirildi, kolon
dengelendi. 40 gram su ekstresi 5’er gram alinmak suretiyle saf su ile ¢6ziindii ve
kolona peristaltik pompa vasitasiyla yiiklendi. C-18 kolonunda sabit faz apolardir. Bu
yizden mobil faz, polardan baglayarak apolara dogru hazirlanan farkli oranlardaki
¢oziicii sistemlerinden olusturuldu. Peristaltik pompa vasitasiyla hazirlanan ¢oziicii

sistemleri kolon kromatografisine uygulandi.

41



Tablo 3.1. Su ektresinin C-1 kolonundan elde edilen eluatlar ve kullanilan ¢6ziicii
sistemleri

Fraksiyon No Coziicii Sistemi Mobil Faz Miktar: (mL)
1-10 %100 Saf Su 1000
11-15 %2,5 MeOH- Saf Su 1000
16-17 %5 MeOH- Saf Su 1000
18-20 %10 MeOH- Saf Su 1000
21-25 %15 MeOH- Saf Su 1000
26-31 % 20 MeOH- Saf Su 1000
32-36 %30 MeOH- Saf Su 1000
37-42 %35 MeOH- Saf Su 1000
43-45 %40 MeOH- Saf Su 1000
46-48 %50 MeOH- Saf Su 1000
49-50 %55 MeOH- Saf Su 1000
51-52 %60 MeOH- Saf Su 1000
53-54 %70 MeOH- Saf Su 1000
55-60 %75 MeOH- Saf Su 1000
61-70 %100 MeOH 1000

C-1 kolonundan elde edilen Tablo 3.1°deki eluatlar ITK ile incelendi ve benzer sonuglar
gosteren eluatlar birlestirildi. Bu islemler sonucunda su ekstresinin C-1 kolonundan 3-5,
6-14, 15-24, 25-41, 42-51 ve 52-70 olmak tiizere 6 fraksiyon elde edildi. Bu islem 8 kez
tekrar edildi.

C-1 kolonundan elde edilen 4. grup (25-41) fraksiyonuna C-2 kolonu yapildi. Bu ekstre
kolona tatbik edilmeden 6nce % 25 MeOH- Saf su ile ¢oziildii ve ince tabaka
kromatografisi yontemi ile degisik ¢oziicii sistemlerinde incelendi. Ince tabaka
kromatografisinde olusan bantlarin ve renklerin yardimiyla kolon kromatografisi igin
hareketli faz saptandi. ITK sonuglarina gére C-2 kolonunda hareketli faz olarak %25
MeOH-Saf su kullanildi. Kolon sartlandiktan sonra 4. grup (25-41) fraksiyonu % 25
MeOH- Saf su ile ¢6ziinerek peristaltik pompa yardimiyla kolona yiiklendi. C-2
kolonunda saf su ve methanol ¢6ziiciileri ile hazirlanan farkli oranlardaki ¢oziicii

sistemleri kullanildi. Ekstrenin ince tabaka kromatografisindeki ayrimina gére polaritesi
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yiiksek ¢oziiciiden polaritesi diisiik ¢oziiciiye dogru gesitli ¢oziicli ve ¢oziicti karigimlari

hareketli faz olarak kolon kromatografisine uygulandi.

Tablo 3.2. C-2 kolonundan elde edilen eluatlar ve kullanilan ¢6ziicii sistemleri

Fraksiyon No Coziicii Sistemi Mobil Faz Miktari (mL)
1-9 %25 MeOH- Saf Su 200
10-32 %40 MeOH- Saf Su 200
33-36 %50 MeOH- Saf Su 200

C-2 kolonundan elde edilen Tablo 3.2°deki eluatlar ITK ile incelendi ve benzer sonuclar
gosteren eluatlar bir araya toplandi. Bu islemler neticesinde su ekstresinin C-2
kolonundan 2-8, 13-20, 22-30 ve 31-36 olmak iizere 4 fraksiyon elde edildi. C-2
kolonundan elde edilen 2. grup (13-20) fraksiyonuna S-1 kolonu yapildi. 100 gram
silikajel (70-230 mesh Merck) etil asetat ile bulamag haline getirildikten sonra kolona
yiiklendi ve kolon dengelendi. Bu ekstre kolona tatbik edilmeden once metanolle
¢ozildii ve ince tabaka kromatografisi yontemi ile gesitli ¢oziicii sistemlerinde
gozlemlendi. Ince tabaka kromatografisinde olusan bantlarin ve renklerin yardimiyla
kolon kromatografisi igin hareketli faz saptandi. ITK sonuglarmna gére S-1 kolonunda
hareketli faz olarak etil asetat (EtOAc) kullanildi. 2. grup (13-20) fraksiyonu metanolle
¢oziildiikten sonra kolona yiiklendi. S-1 kolonunda etil asetat ve metanol ¢oziiciileri ile
hazirlanan farkli oranlardaki ¢oziicii sistemlerinden yararlanildi. Ekstrenin ince tabaka
kromatografisindeki ayrimma gore polaritesi diisiik ¢oziiciden polaritesi yiiksek
¢oziiciiye dogru cesitli ¢oziicii ve ¢oziicii karisgimlart hareketli faz olarak kolon

kromatografisinde tatbik edildi.
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Tablo 3.3. S-1 kolonundan elde edilen eluatlar ve kullanilan ¢6ziicii sistemleri

Fraksiyon No Coziicii Sistemi Mobil Faz Miktar:
1-9 %100 EtOAC 200
10-22 %10 EtOAc- MeOH 200
23-33 %20 EtOAc- MeOH 200
34-45 %25 EtOAc- MeOH 200

S-1 kolonundan elde edilen Tablo 3.3’deki eluatlar ITK ile incelendi ve benzer sonuglar
gosteren eluatlar bir araya toplandi. Bu islemler neticesinde su ekstresinin S-1
kolonundan 1-15, 16-24 ve 35-45 olmak tizere 3 fraksiyon elde edildi.

Bu kolondan elde edilen 2. grup (16-24) fraksiyonuna Se-1 kolonu yapildi. Bu sefer
kolon dolgu maddesi olarak silika jel yerine sephadex (LH-20) kullanildi. Coziici
sistemi olarak %100 metanol kullanildi. Sephadex kolona yiiklenilmeden 6nce metanol
ile muamele edilerek karanlik bir ortamda 24 saat boyunca bekletildi. Daha sonra
sephadex kolona yiiklendi ve aymi c¢oziicii sistemi kolondan gecirilerek kolon
sartlandirildi. Sartlandirilan kolona madde yiiklenerek ¢oziicli sistemi degistirilmeden
ayirma islemi gerceklestirildi. Bu islem 4 defa tekrar edilerek toplamda 4 tane sephadex
kolon yapildi. Sephadex ile yapilan kolonlar sonucunda bilesik-1 (60mg) ve bilesik-2

(41mg) olmak {izere iki tane saf madde izole edildi.

3.2.3.2. ince tabaka kromatografisi

Bir karigimin igerisinde bulunan bilesenlerin ayrilmasi, kalitatif olarak incelenmesinde
ve benzer olan fraksiyonlarin belirlenmesi amaci ile uygulanan basit bir kromatografi
yontemidir. Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarin saflik kontroliinde ve
uygun ¢oziicii sisteminin saptanmasinda ITK yonteminden faydalanildi. Fraksiyonlar
miktarlarma goére Silikajel 60 Fzss kapli hazir aliiminyum plakalara spotlandi ve uygun
¢cozlicii sistemlerinde yiritiilerek gozlemlendi. Numuneler spotlandiktan sonra
aliminyum plaklar uygun ¢oziiciilerin bulundugu cam tanklarin igerisine koyularak

yiriitiilmesi saglandi. Aliiminyum plakada degisik diizeylerde ilerleyen UV aktif
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maddeler, UV 1sik altinda (254 ve 366 nm) gozlemlendi. Daha diisiik dalga boylarinda
absorbans veren, UV aktif olmayan maddelerin belirlenebilmesi icin aliiminyum
plaklarin tizerine siilfiirik asit ve etanol karisimi piskiirtillerek bantlar belirgin hale
gelinceye kadar 1sitild1 (100-105 °C). Rt degerleri benzer olan maddeler ayn1 maddeler
olarak nitelendirilerek birlestirildi. Kolon kromatografisinden alinmis fraksiyonlarin

hepsine bu islemler uygulanarak benzer fraksiyonlarin bir araya toplanmasi sagland.

Sekil 3.4. Ince Tabaka Kromatografisi

3.2.4. Antikanserojen aktivite testleri

3.2.4.1. Hiicre kiultiiri

Hiicrelerin laboratuvar sartlarinda kontrollii olarak cogaltilmasina hiicre kiiltiirii
denilmektedir. Bu metotla hiicrelerin daha hizli bir sekilde biiyiitiilmesi ve artmasi
saglanirken, bir¢ok molekiiler ve biyokimyasal ¢alismanin da ¢ogaltilan bu hiicreler

tizerinde ¢alisilmasina imkan taninmaktadir (King, 2013).

3.2.4.2. Hiicre Kiiltiirii kosullar:

Bu ¢alismada insan meme kanserinin iki farkli hiicre hatt1 kullanilmistir; MDA-MB-453
ve MCF-7 (gogiis adenokarsinoma). MDA-MB-453 ve MCF-7 hiicre hatlari, %10 fetal
sigir serumu (FBS) ve %] penisilin-streptomisin (Pen-Strep) ¢ozeltisini kapsayan
DMEM besiyeri igerisinde kiiltiire edilerek, kiiltiirler % 5 karbon dioksit (CO2) ve % 95
nem ile 37 °C' de inkiibe edildi. Hiicre kiiltiirii uygulamalar1 Biyo Giivenlik Kabininde
(Smuf IT) gerceklestirildi.
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3.2.4.3. Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

Sivi azottan alinan kriyo tiipler 37°C su banyosunda ¢ozdiiriildi ve T75 hiicre kiiltiiri
flasklarina aktarilarak, tizerlerine biiyiime ortam1 olusturmak igin 7-8 mL taze besi yeri

eklendi ve CO- inkiibatoriinde (37°C) inkiibasyona konuldu.

Sekil 3.5. Hiicrelerin Cokeltilmesi ve ¢oziilmesi (Sahin, 2010)

3.2.4.4. Hiicrelerin pasajlanmasi

Belirli bir konfluense (% 80) erisen hiicrelerin igerisindeki bulunduklari besi yeri ortami
alindiktan sonra 4-5 ml PBS tamponu ile yikama yapildi. Sonrasinda, flask igerisinde
tabana ve geperlere yapisik olarak gelisen hiicrelerin flasktan kaldirilmasi ig¢in 3-4 ml
tripsin/EDTA ilave edildi ve 5-7 dk. siiresince CO> inkiibatoriinde beklemeye birakildi.
Inkiibasyon siiresi sona erdiginde tripsininin etkisini ortadan kaldirmak igin 8 ml taze
besiyeri eklendi. 800 x g de 5 dk. santrifiij edilen hiicre siispansiyonundan siipernatan
kisim alinarak uzaklastirildi ve pelet tizerine 10 ml taze besiyeri ilave edilerek, 4 adet
yeni T75 flask igerisine paylastirildi. Pasajlanan hiicre kiiltiirleri 37° C” de, % 95 nem
iceren % 5 CO2 inkiibatdriinde inkiibe edilmek tizere birakildu.

Sekil 3.6. Besi yerlerin hiicre kiiltiir kaplarina alinmasi (Akdulum, 2011) (Pasajlama)
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3.2.4.5. Hiicrelerin dondurulmasi

Belirli bir doluluga (%80) ulasan hiicreler deney asamalarinda kullanilmalart igin
dondurulurlar. Bunun i¢in, CO> inkiibatériinden alinan flasklar igerisindeki besi yeri
uzaklagtirilir ve 4-5 ml PBS tamponu ile yikanir. Flask icerisinde ceperlere yapisik
olarak gelisen hiicrelerin ¢eperlerden kalkmasi igin {izerine tripsin/EDTA ¢ozeltisinden
2-3 ml konularak ve hiicre tipine bagl olarak 5-10 dk CO; inkiibatoriinde inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon siiresi bittiginde tripsinin etkisini bertaraf etmek icin flask
icerisine 8-10 ml taze besi yeri eklendi. Daha sonra, hiicre siispansiyonu 15 ml’lik
falkon tiiplerine konularak ve 37° C de, 800 x g de 5 dk santrifiije birakildi. Santrifiij
edildikten sonra siipernatan kisim alindi ve pelet tam bir biiyiime ortaminda (% 10
DMSO igeren 3 ml dondurma ortami) yeniden siispansiye hale getirilerek, 1,5 ml’lik
kriyotiiplere konuldu ve hemen - 80 °C dondurucuya kaldirildi.

Sekil 3.7. inkiibator ve Inverted (ters) mikroskop (Akdulum, 2011)
3.2.4.6. Hiicrelerin sayilmasi islemi

Tripan mavisi boya dislama teknigi canli ve cansiz hiicreleri birbirinden ayirmak ve
hiicre sayisin1 belirlemek i¢in kullanilir. Cansiz hiicreler boyayi icine aldigindan mavi
renkli goziikiirken canli hiicreler bu boyayr almadigindan parlak renkli olarak
gortinmektedir. Sayimi yapilacak hiicre siispansiyonundan bir miktar alinarak 2 ml’lik
ependorf tiipe konuldu ve tripan boyasi ile yogunluga bagli olarak belirli oranda
karistirtldi ve hemositometrenin her iki odacigma 10 ul konularak inverted mikroskop
altinda hiicre sayimi yapildi (Sekil 3.8). Hiicre konsantrasyonu asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi:
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Hiicre sayisi1 / ml = Odaciklardaki ortalama hiicre sayisi < DF x 10*

DF: Seyreltme faktorii.

10* : Toma lamindaki odacik boyutlarindan kaynaklanan faktor. (Hemositometredeki
her odanin boyutlari 1 cm uzunlugunda, 1 cm eninde ve 0,1 cm yiiksekliktedir. Hacim

0,1 cm?® veya 1 mm? tiir)

Sekil 3.8. Hemositometre ile hiicre sayimi

3.2.5. Ekstrelerinin hazirlanmasi

Bitkinin su ekstresinden elde edilen saf bilesiklerin antiproliferatif aktivitelerini
belirlemek i¢in ekstrelerden 1 mg/ml ana stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bunun i¢in her bir
ekstreden 5 mg tartildi ve % 0,2 DMSO igeren 5 ml besi yeri igerisinde ¢oziildii. Daha
sonra bu stoklar besi yeri ile seyreltilerek (500-250-200-150-100-75-50-25-12,5-6,25

uM) 10 farkli konsantrasyonda siispansiyonlar hazirlandi.

3.2.5.1. XTT yontemi ile hiicre canhilhi: él¢iimii

Numunelerin mevcut hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik aktiviteleri XTT kitiyle ve
tiretici firmanin prosesine gore gergeklestirildi (Hiicre Proliferasyon XTT Kiti, BI). Bu
protokole gore metabolik olarak aktif hiicrelerde mitokondriyal enzim aktivitesi ile suda
coziinmeyen XTT tetrazolyum tuzu suda c¢oziinebilen turuncu renkli formazan
bilesigine indirgenmekte ve meydana gelen bu yapi 450-490 nm araliginda ELISA
okuyucuda kolaylikla nicellestirilebilmektedir.
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Hiicrelerden 100’er ul (10.000 cell/ml) alinarak 96 kuyucuklu plakalara konuldu ve 24
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bittiginde kuyucuklardaki besi
yerleri alindi, 50 ul PBS tamponu ile kuyucuklar yikandi ve bu tampon tekrar bertaraf
edildi. Daha sonra bu hiicrelerin iizerine 50’ser pl taze tam besi yeri eklendi. Uzerlerine
50’ser pl farkli dozlarda hazirlanan (6,25-500 puM) ornekler konuldu. Kontrol
kuyucuklarma ise 100 pl, % 0,2 DMSO iceren tam besiyeri konuldu. Plakalar 48 saat
inkiibasyon igin tekrar 37 °C’ de % 95 nem ve % 5 COg igeren inkiibator igerisine
birakildi. inkiibasyon sonrasinda plakalarin elisa okuyucuda 450 nm’de kolorimetrik
olarak okumasi yapildi. XTT tahlillerinin 96 kuyucuklu plakada gosterimi Sekil 3.9’
daki gibidir.

Kontrol _ 6.25um _ 12,5um _ 25um 50um 75um 100um _ 200um _ 300um _ 400um _ 500um __ 1000um
1 [ 2 T 3 [T 4 T 5 T 6 T 7 1T 8 T 9o T 10 [ 11 [ 12 1]
450

450

izofraksetin

I|o|m|m|olo|m|>

Rutin

Sekil 3.9. Numunelerin XTT analizinin 96 kuyucuklu plaka gosterimi

A2-Al12, E2-E12, arasindaki kuyucuklarda hiicre yoktur. B2-B12, D2-D12 ve F2-F12,
H2-H12 arasindaki kuyucuklar ise hiicrelidir. Al-H1 kuyucuklar1 kontrol grubu
hiicrelerinden meydana gelmektedir. Bu kuyucuklara 50 pl besiyeri ve % 0,1 DMSO
iceren besiyeri ilave edildi. B2-B12, D2-D12 ve F2-F12, H2-H12 arasindaki
kuyucuklara ise 50 ul besiyeri ve lizerlerine 50 ul hazirlanan numunelerden artan
konsantrasyonlarda (6,25-500 uM) eklendi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda plakalar icerisindeki herbir kuyucuga 50’ser ul
XTT kiti (5 ml XTT kitinin tizerine 100 pl aktivatoriinden eklenerek hazirlandi) ilave
edildi ve 5 saat inkiibasyon olmasi icin CO; inkiibatdriine birakildi. Inkiibasyon siiresi
bittiginde, plakalar eliza okuyucu ile 450 nm’de okundu. Kuyucuklardaki mevcut hiicre

canlilig1 agsagidaki esitlik yardimiyla hesaplandi:

% Hiicre proliferasyonu = [Abs (muamele gérmiis hiicreler)] X100

[ Abs (control hiicreler)]
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Elde edilen sonuglar geregince, numunelerin ve standart ajanin ICso degerleri
hesaplandi. (ICsp degeri, hiicre canliligim1i % 50 azaltmak i¢in gereken numune

konsantrasyonudur).

3.2.6. Antioksidan aktivite testleri
3.2.6.1. DPPH" serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini

DPPH" serbest radikal giderme Blois yonteminde gore bazi modifikasyonlar yapilarak
uyguland1 (1958). Serbest radikal olarak DPPH”in 0,1 mM’lik ¢ozeltisi kullanildi. 96
well microplate igerisine 210 pL DPPH" radikal ilavesi yapildi. Daha sonra bunun
tizerine etkisi gozlemlenecek numune 15 pL (kor icin 10 pL metanol) olacak sekilde
koyuldu. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve sonra 517
nm’de Microplate Reader’ da absorbans okumasi gergeklestirildi. Azalan absorbans
degeri geriye kalan DPPH" ¢ozeltisi miktarni yani serbest radikal giderme (siipiirme)
aktivitesini verdi. Standart olarak Trolox kullanildi. Sonuglar standart (trolox) ve
ekstrelerin 1Cso konsantrasyonu olarak ifade edildi. ICso baslangigtaki ilk DPPH’
konsantrasyonunu % 50 azaltmak i¢in gereken antioksidan miktarini belirtmektedir. Her

bir test li¢ kez tekrar edilerek yapildi.

3.2.6.2. ABTS" katyon radikal giderme aktivitesi tayini

Bitki ekstrelerinden elde edilen saf bilesiklerin ABTS™ serbest radikal giderme
aktivitesi tayini baz1 modifikasyonlarla Re ve arkadaslarinin (1999) uyguladigi metoda
gore caligildi. Ik énce ABTS* katyon radikalini meydana getirmek i¢in 7 mM ABTS*
cozeltisi ile 2,45 mM potasyum persulfat (K2S2O0g) ¢ozeltisi bire bir oraninda
karistirilarak  hazirlandi. Olusturulan karisim  kullanilmadan oOnce 16 saat oda
sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Bu ¢aligmada standart olarak Trolox ¢aligildi. 96
well microplate igerisine 2,5 pL numune, 2,5 puL standart konuldu ve iizerine
seyreltilmis ABTS ™ radikalinden 250 pL ilave edilerek karistirildi. 6 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 734 nm’de Microplate Reader’ da absorbans
okumasi gergeklestirildi. Sonuglar 1Cso konsantrasyonu olarak ifade edildi. Her bir test

tic kez tekrar edilerek yapildi.
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3.2.6.3. Metal selatlama kapasite tayini

Metal selatlama kapasite tayini Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore calisildi. Bu
metotta standart olarak EDTA kullanildi. 96 well microplate igerisine 50 pL numune ve
EDTA eklendi. Uzerine 185 uL saf su ve 5 uL 2 mM FeCl; ilave edildi ve 5 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 10 pLL 5 mM Ferrozin
ilavesiyle 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 562 nm’de Microplate
Reader’ da absorbans okumasi gerceklestirildi. Sonuglar EDTA ve numunelerin 1Csg

degerleri olarak ifade edildi. Her bir test {i¢ kez tekrar edilerek yapilda.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Rutin ve izofraksetin Bilesiklerinin Yap1 Analizi

Rutin [zofraksetin

Sekil 4.1. Tanacetum alyssifolium’dan izole Edilen Molekiillerin Kimyasal Yapist

Tanacetum alyssifolium bitkisinden izole edilen rutin ve izofraksetin bilesiklerinin
yapisi H, BC-NMR, COSY, DEPT, HMBC ve HETCOR analizleri ile aydilatilmistir.
Izole edilen rutin ve izofraksetin bilesiklerine ait spektrumlar Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil
4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 verilmistir.
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Sekil 4.2. Rutin *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.2°de verilen rutin bilesigine ait *H-NMR spektrumu incelendiginde; aromatik
bolgede S5 tane aril protonu ve 4 tane fenolik hidroksi protonu goriilmektedir. C-5
karbonuna bagli olan hidroksil grubunun protonu 12,61 ppm’de goriilmektedir.
Yapidaki diger fenil halkalarina bagli hidroksi protonlari ise 9.22, 9.74 ve 10.96 ppm’de
rezonans olduklar1 goriilmektedir. Molekiilde bulunan iki seker grubuna ait anomerik
protonlar 5.34 ppm’de J=7,07 Hz’lik dublet ve 4.38 brs olarak goriilmektedir. Buradan
glukoz grubunun g, ramnoz grubunun ise a-konfigiirasyonda oldugu belirlenmistir.
Ramnoz halkasinda bulunan metil protonu (H-6"") ise 0.99 ppm de dublet olarak

goriilmektedir. Diger alifatik protonlar ise 3-4 ppm arasinda rezonans olmustur.
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Sekil 4.3. Rutin *C-NMR spektrumu

Rutin bilesigine ait olan 27 karbonun tiimii spekturumda gozlenmistir. Aromatik halka
karbonlart 100-180 ppm arasinda 15 tane olarak goriilmiistiir. Flavon halkasindaki
karbonil karbonunun  dc-= 177.8 ppm’de rezonans oldugu gozlenmistir. Bilesikte
bulunan iki seker grubuna ait 12 adet karbonun ise alifatik bdlgede sinyal verdigi
goriilmiistir. Ramnoz grubuna ait metilin ise 18.2 ppm’de rezonans oldugu

gorilmektedir.

53



6
2
3
5
5
3
1
6
8
1
3
0
4
18.19

mmmmmmmmmmmmm

—122.05

/116,70
= 11567

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Sekil 4.4. Rutin *C- DEPT-135 spektrumu

DEPT-135 spektrumunda CH> gruplar1 negatif, CH ve CHs gruplar ise pozitif olarak
gozlenmekte iken kuaterner karbonlar bu spekturumda goriinmemektedir. Bu sebeple
DMSO ve kuartener karbon pikleri bu spekturumda gézlenmezler. Spekturumda 67.44

ppm’de negatif olarak gozlenen pik glukoz grubunun H6" protonlarina aittir.
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Sekil 4.5. Rutin **C- DEPT-90 spektrumu

CH gruplarina ait pikler DEPT-90 spektrumunda pozitif olarak gozlenirken diger
karbonlar goriinmezler. Pozitif olarak goézlenen 15 CH sinyali yapidaki sayi ile
uyumludur. Sekil 4.4’te verilen DEPT-135 spektrumu ile DEPT-90 sepktrumu
karsilastirildiginda; 18.2 ppm’de gozlenen CHz sinyali ve 67.4 ppm’de gozlenen CH>

sinyalinin kaybolmasi yapidaki CH2 ve CHs karbonlarinin varligin1 dogrulamaktadir.
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Tablo 4.1. Rutin bilesiginin *H ve 3C NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon DEPT 8c(DMSO-d6) ow (DMSO-d6) HMBC (H—C)
2 C 156,9 - -
3 C 1337 - -
4 C 1778 - -
5 C 161,7 - -
6 CH 99,1 6,19 (d, 1.95 Hz, 1H)  C8, C10, C5, C7
7 C 164,5 -
8 CH 94,0 6,38 (d, 1.95 Hz, 1H)  C6, C10, C9, C7
9 C 157,1 - -
10 C 104,4 - -
1 C 122,0 - p
2 CH 1167 760-7,48(m,1H) C5, CI’, C3,
C4’,C2
3 C 145,2 - ]
4 C 148,9 - -
5 CH 1157 6,85 (d, 8,15Hz, 1H) C1°,C3’,C4’, C2
6’ CH 1216 7,60 7,48 (m,1H)  C5°, C1°, C3’, C4,
C2
17 CH 1016 5,34 (d, 7,07, 1H) C3,C3”
27 CH 745 3,24 (m, 1H) -
3 CH 769 3,24 (m, 1H) -
47 CH 71,0 3,28-3,34 (m, 1H) -
57 CH 76,3 3,24 (m, 1H) -
6” CH, 674 a) 3,71 (d, 10,2 Hz, C1””
1H)
b) 3,23-3,29 (m, 1H)
1> CH  101,2 4,38 (brs, 1H) C6,C3°”
2 CH 704 3,04-3,08 (m, 1H) -
3 CH 70,8 3,35-3,42 (m, 1H) -
4 CH 723 3,04-3,08 (m, 1H) -
50 CH 687 3,28-3,34 (m, 1H) -
6 CH; 182 0,99 (d, 6,04 Hz, 3H) €5, C4>>
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HMBC (Bkz. Ek-1) spektrumunda goriilen 5,34 (H2")>133,7 (C3) etkilesimi glikoz
grubunun flavon iskeletine C-3 konumundan bagli oldugunu gostermektedir. 4.38
(H1")—>67,4 (C6") etkilesimi ramnoz grubunun glukoza C6"” konumundan bagli oldugu
anlagilmistir. Flavon iskeletinin A halkasindaki AX sitemi ile B halkasindaki ABX
sistemi COSY (Bkz. Ek-2) spektrumunda gozlenen etkilesimler ile dogrulanmuistir.
Tablo 4.1°de verilen protonlarin kimyasal kayma degerleri molekiile ait HETCOR (Bkz.

Ek-3) spektrumundan alinan verilerle olusturulmustur.

Rutin bilesigine ait 1D ve 2D-NMR spektrumlarinin yorumlanmasindan sonra bilesigin

kimyasal yapist aydinlatilmistir.

VooV

| ‘_ | PN

A AN A A | N \“'“‘-r--__.q.,,i AR P AN

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
a5 8.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Sekil 4.6. izofraksetin *H-NMR spektrumu

Sekil 4.6°da verilen izofraksetin’e ait *H-NMR spekturumu incelendiginde aromatik
bolgede 3 tane protonun varligi goriillmektedir. 3,81 ppm’de alifatik bolgede ise sadece
molekiilde bulanan —OCHz grubuna ait protonun varligi gézlenmektedir. Aromatik
bolgedeki 7,94 ve 6,26 ppm’de J=9,15 Hz’lik etkilesim sabiti ile dublet seklinde

rezonans olan iki sinyal molekiildeki a,f-doymamis sistemi gosterir. Bu etkilesim
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bilesige ait COSY (Bkz. Ek-5) spektrumunda da goriilmektedir. Buradan molekiiliin
kumarin halkasina sahip oldugu anlasilmaktadir. 7,09 ppm’de singlet seklinde rezonans

olan sinyal H5 protonuna aittir.

M o~ m @ K=
r oo © w o™
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210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

Sekil 4.7. izofraksetin *C-NMR spektrumu

[zofraksetin 3 C-NMR spektrumu incelendiginde 9 karbon piki goriinmektedir. 145,0
ppm’de gozlenen kuarterner karbon sinyalinin diger kuarterner karbonlara gore daha
siddetli oldugundan dolay1 10 karbonlu bilesigin iki karbonunun {ist iiste pik verdigi
diistiniilmektedir. Molekiile ait NMR spektrumlarinin incelenmesinden sonra iist {iste
gelen sinyallerin C6 ve C8’¢ ait oldugu tespit edilmistir. Spektrumda 8 aromatik karbon
sinyali gozlenmektedir. Alifatik bolgede ise metoksi grubuna ait sinyal 56,5 ppm’de
gbzlenmistir. Spektrumdan elde edilen veriler yapiy1 dogrulamaktadir. Molekiile ait *H
ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2. izofraksetin bilesiginin 'H ve ¥*C NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon DEPT  &c(DMSO-d6) &4 (DMSO-d6)
C 160,7 -

3 CH 1129 6,27 (d, 9,15 Hz,
1H)

4 CH 1434 7,94 (d, 9,15 Hz,
1H)

5 CH 1063 7,09 (s, 1H)

6 C 145,0 -

7 C 128,9 -

8 C 145,0 -

8-OCHs CHs 565 3,81 (s, 3H)

9 CH 1289 -

10 CH 1110 -

4.2. Antikanserojen Aktivite Arastirma Bulgulan

Bu calismada Tanacetum alyssifolium bitkisinin su ekstresinden izole edilen Rutin ve
izofraksetin bilesiklerinin MDA-MB-453 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarma kars
antiproliferatif aktiviteleri XTT yontemi ile incelendi. Rutin bilesiginin antiproliferatif
etki gostermedigi yapilan caligmalardan anlasilmistir. 24 ve 48 saat inkiibasyon
sonrasinda izofraksetin bilesiginin test edilen hiicre hatlar1 {izerindeki farkli
konsantrasyonlarina karsi % hiicre proliferasyon inhibisyonlart Sekil 4.8 ve 4.9.°da
verilmistir. Ayrica, ekstrenin ve pozitif kontrol olarak kullanilan Karboplatin’in 1Cso
degerleri Tablo 4.3.de verilmigtir. Yapilan testler sonucunda tiim 6rneklerde doz ve
inkiibasyon siiresindeki artiga paralel olarak aktivitelerinde artis gézlemlenmistir (Sekil
4.8.-4.9.). Izofraksetin bilesiginin calisilan tiim dozlarda pozitif kontrol olarak

kullanilan Karboplatin’den daha diisiik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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100,00
90,00
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70,00
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0,00

Hiicre Proliferasyon inhibisyon (%)

W 24 saat
W 48 saat

6,25
5,08
6,39

12,5
17,09
12,39

MCE-7

50 75 100 150 200 250 500

25
25,86 29,72 3514 4193 54,78 57,67 6536 80,10
20,24 40,16 50,04 5580 63,37 6536 81,55 8930

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.8. izole edilen izofraksetinin MCF-7 hiicre hatt1 antiproliferatif aktivitesi

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Hiicre Proliferasyon Inhibisyon (%)

W 24 saat
W 48 saat

6,25
1,67
4,38

12,5
4,36
8,37

MDA-MB-453

25 50 75 100 150 200 250 500

5,78 11,65 19,08 27,87 3871 50,08 59,34 68,05
14,22 20,08 32,93 43,15 54,42 61,73 69,50 77,05

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.9. izole edilen izofraksetinin  MDA-MB-453 hiicre hatt1 antiproliferatif

aktivitesi
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Tablo 4.3. Izofraksetin ve antikanser ajami olarak kullanilan karboplatin bilesiginin
meme kanser hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-MB-453) iizerindeki ICso degerleri

Hiicre Hatlar1 (ICso uM)
Bilesikler MCF-7 MDA-MB-453
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
; . 188,87+3,02 143,94+2,84 260,08+2,76 194,70+1,64
Izofraksetin
Karboplatin 23,55+2,35 32,24+1,82

4.3. Antioksidan Aktivite Arastirma Bulgular:

4.3.1. DPPH’ serbest radikal giderme aktivitesi bulgulari

Hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in oksidatif metabolizma sarttir. Bu bagliligin bir yan
etkisi de oksidatif degisikliklere neden olan, serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin
meydana gelisidir (Antolovich vd., 2002). izole edilen bilesiklerin DPPH" serbest

radikalini giderme aktivitesi Blois metoduna gore saptandi.

Numunelerin antiradikal aktivitesi {izerine DPPH" analizi temel bilgi vermektedir.

DPPH" stabil radikali ve antioksidan arasinda var olan mevcut reaksiyon soyledir:

DPPH* + (AH)n = DPPH-H + (A*)n. Genellikle olusan radikal (A*), molekiiliin
yapisina bagli olarak daha az reaktiftir veya stabil molekiilii meydana getirebilmek i¢in
radikal radikal etkilesimini izlemektedir (Kim vd., 2011). DPPH" oda sicakliginda stabil
serbest radikaldir ve stabil diyamanyetik molekiil hale doniismesi i¢in elektron veya
hidrojen radikalini almaktadir. DPPH"’in indirgenme kapasitesi antioksidanlarin neden

oldugu 517 nm’deki absorbansin diisiisii ile 6l¢iilmektedir (Shukla vd., 2009).

DPPH- serbest radikal giderme aktivitesi metodu, DPPH" ¢o6zeltisinin koyu menekse
renginin ortamdaki antioksidanlar vasitasiyla elektron transferi ile rengin agilmasi ve

olusan bu renk degisiminin UV spektrofotometre ile 6l¢lilmesi esasina dayanmaktadir.
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O,;N / * (AH)n > HN NO, + (A )n
N
@ OZN
NO,

Sekil 4.10. Antioksidan tarafindan DPPH" radikalinin giderilmesi (Giilgin, 2002)

Tanacetum alyssifolium bitkisinin su ekstresinden izole edilen bilesiklerin DPPH" serbest
radikal giderme aktiviteleri, farkli konsantrasyonlardaki (5-40 png/mL) ¢ozeltilerinin 517
nm’deki absorbansi oOlgiilerek belirlenmistir. Bu bilesiklerin DPPH" serbest radikal
giderme aktivitesi standart olarak kullanilan troloksa karsi olglilmustiir. Sekil 4.11
incelendiginde bilesiklerin standart olarak kullanilan troloksdan daha az DPPH" serbest
radikalini giderdigi goriilmektedir. Rutin bilesiginin izofraksetine gore daha fazla
DPPH" serbest radikalini giderdigi goriilmektedir. Fenolik gruplarin sayisi standart
antioksidana gore az oldugu icin bilesiklerin daha az DPPH" serbest radikalini

giderdikleri gozlemlenmistir.

—8—Trolox —®—Rutin izofraksetin
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Sekil 4.11. izole edilen rutin ve izofraksetinin farkli konsantrasyonlardaki (5-40 pg/mL)
DPPH" serbest radikali giderme aktivitesinin troloks ile mukayese edilmesi
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Serbest radikal giderme aktivitesi troloks > rutin > izofraksetin siralamasi ile
olusmaktadir.

Tablo 4.4. Bilesiklerin DPPH" serbest radikali giderme 1Cso degerleri

Ornekler DPPH Radikal Giderme
I1Cs0 (ng/mL)
Rutin 28,5
Izofrasetin 63,2
Trolox 11,9

4.3.2.ABTS"" radikal giderme aktivitesi bulgulari

ABTS ™ serbest radikal giderme aktivitesi tayini Re ve arkadaslarinin (1999) gelistirdigi
metoda gore calisildi. ABTS™ katyon radikal giderme metodu, ABTS™ ¢6zeltisinin
koyu yesil renginin ortamda varolan antioksidanlar vasitasiyla elektron transferi sonucu
renginin agilmasina ve bunun akabinde olusan absorbans degerindeki siddet farkliliginin
Olgiilmesi temeline dayanmaktadir. ABTS™ radikali antioksidan yapilar tarafindan
indirgendigi zaman absorbans degeri azalmaktadir. ABTS™ ¢6zeltisinin rengi ne kadar
acilirsa test edilen numunenin o derece serbest radikal giderme giicline sahip oldugu
anlagilmaktadir. ABTS™ katyon radikalinin antioksidan kaynak tarafindan giderilmesi
Sekil 4.12° de ifade edilmistir.
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Sekil 4.12. Izole edilen rutin ve izofraksetinin farkli konsantrasyonlardaki (5-50
ug/mL) ABTS™ serbest radikali giderme aktivitesinin troloks ile karsilastirilmasi

Tanacetum alyssifolium bitkisinin su ekstresinden izole edilen bilesiklerin ABTS™
serbest radikal giderme aktiviteleri, farkli konsantrasyonlardaki (5-50ug/mL)
¢ozeltilerinin 734 nm’deki absorbansi dlgiilerek belirlenmistir. Bu bilesiklerin ABTS™
serbest radikal giderme aktivitesi standart olarak kullanilan troloksa karsi 6lgiilmiistiir.
Sekil 4.12 incelendiginde bilesiklerin standart olarak kullanilan troloksdan daha az
ABTS™ serbest radikalini giderdigi goriilmektedir. Rutin bilesiginin izofraksetine gore
daha fazla ABTS serbest radikalini giderdigi goriilmektedir.

Tablo 4.5. Bilegiklerin ABTS™ serbest radikali giderme ICso degerleri

Ornekler ABTS* Radikal Giderme
I1Cs0 (ng/mL)
Rutin 16.52
Izofrasetin 38.01
Trolox 9.7

Serbest radikal giderme aktivitesi troloks > rutin > izofraksetin siralamasi ile

olusmaktadir.
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4.3.3. Metal selatlama kapasite tayini bulgulari

Metal selatlama kapasite tayini Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore ¢alisildi.
Metal selatlama metodu Fe?* iyonlarini baglamak iizere, gii¢lii bir demir selatlama
yetenegine sahip ferrozin reaktifi ile ortamda varolan diger metal baglayic1 antioksidan
bilesiklerinin rekabeti temeline dayanmaktadir. Antioksidan kaynaginin selatlama giicii

ne kadar fazla ise kirmizi renkli Fe?*/ferrozin kompleksinin meydana geliside o derece

engellenir.
Sekil 4.13. Metal iyonunun EDTA tarafindan selatlanmasi
100 ——EDTA —@—Rutin izofraksetin
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Sekil 4.14. izole edilen rutin ve izofraksetinin farkli konsantrasyonlardaki (5-40 pg/mL)
metal selatlama kapasitelerinin EDTA ile Karsilastirilmasi

Tanacetum alyssifolium bitkisinin su ekstresinden izole edilen bilesiklerin metal

selatlama kapasitelerinin, farkli konsantrasyonlardaki (5-40 pg/mL) ¢ozeltilerinin 562
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nm’deki absorbansi 6l¢iilerek belirlenmistir. Bu bilesiklerin metal selatlama kapasiteleri
standart olarak kullanilan EDTA’ya (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) karsi 6l¢iilmiistiir.
Sekil 4.14 incelendiginde bilesiklerin standart olarak kullanilan EDTA’ya goére daha az
metal selatlama kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir. Rutin bilesiginin izofraksetine

gore daha fazla metal selatlama kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.6. Bilesiklerin metal selatlama kapasiteleri 1Csgo degerleri

Ornekler Fe?* Selatlama
I1Cs0 (ng/mL)
Rutin 32,26
Izofrasetin 157,05
EDTA 12,05

Metal selatlama kapasitesi EDTA > Rutin > Izofraksetin siralamasi ile olusmaktadir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu calismasinda, Asteraceae (Compositae) familyasina ait ve endemik bir tiir olan
Tanacetum alyssifolium bitkisinden hazirlanan su ekstresinde mevcut olan sekonder
metabolitlerin izolasyonu, antioksidan ve antikanserojen aktivitelerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda biyolojik aktiviteye sahip bir¢cok
bilesik oldugu tespit edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir.

Tibbi ve aromatik bitkilerin kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir. Bu bitkilerin
genellikle kok, yaprak, govde, kabuk, cigek ve meyvelerinde bol miktarda flavonoid,
fenolik asit, lignan ve lignin gibi fenolik bilesikler mevcuttur. Bu fenolik bilesiklerin
antikanserojen ve antioksidan aktivite gibi pek ¢ok biyolojik etkileri bulundugu
bilinmektedir. Tanacetum tiirlerinin Tirkiye’de bol miktarda bulunmasi, 6nemli
derecede endemizm goéstermesi ve biyolojik olarak aktif bilesikler icermelerinden dolay1

tilkemiz i¢in 6nemli bir kaynak olusturdugu yadsinamaz bir gercekliktir (Kilig, 2007).

Tanacetum alyssifolium bitkisinde mevcut olan sekonder metabolitlerin izolasyon
caligmast su ekstresine kolon kromatografisi uygulanmasiyla baslanildi. Elde edilen
fraksiyonlara ITK yapilarak sonuglarina gore degisik kolonlarla galigmalara devam
edildi. Kolon kromatografisi sonucu elde edilen sonuglara ilk énce ITK da bakild: ve saf
oldugu disiiniilen bilesiklerin spektral analizleri (NMR) yapildi. Bu ¢alismada
Tanacetum alyssifolium bitkisinden rutin ve izofraksetin bilesigi saf olarak izole

edilmistir.

Rutin ve izofraksetin bilesiklerinin antioksidan aktivite calismalarinda, DPPH" serbest
radikal giderme aktivitesi, ABTS serbest radikal giderme aktivitesi ve metal selatlama
kapasite tayini ¢alisgilmistir. DPPH® ve ABTS™ radikal giderme aktivite ¢alismalarinda
trolox metal selatlama kapasite tayininde ise standart olarak EDTA kullanilmistir. Her
iic yontemde de elde edilen sonuglara gore bilesikler standart olarak kullanilan trolox ve
EDTA’dan daha az antioksidan etki gostermistir. Rutin bilesigi izofraksetine gore daha

fazla antioksidan etkiye sahiptir.

Son zamanlarda, artan ila¢ kullanimina bagli olarak goriilen zararli yan etkiler

dolayisiyla antioksidan aktivite gosteren bitkilerin onemi giderek artmaktadir.
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Karotenoit, flavonoid ve fenolik bilesik igerigi bakimdan zengin bitkilerin, gida ve
beslenme alanlarinda kullanimlar1 dogrultusunda ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur
(Kulkarni vd., 2006).

Tanacetum alyssifolium bitkisinin su ekstresinden izole edilen rutin ve izofraksetin
bilesiklerinin antikanserojen aktivite ¢alismalart bilesiklerin 10 farkli konsantrasyonu ile
iki farkli hiicre hattinda 24 ve 48 saat uygulama yapilarak ¢alisilmistir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde rutin bilesiginin antikanserojen etki gdstermedigi tespit
edilmistir. Izofraksetin bilesiginin ise artan doz ve inkiibasyon siiresine paralel olarak
antikanserojen aktivitesinde artis oldugu gorilmiistiir. 24 ve 48 saat inkiibasyon
sonrasinda elde edilen sonuglar Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’ da gosterilmistir. MCF-7 hiicre
hattinda 24 saat sonucunda maksimum konsantrasyonda (500 uM) hiicre inhibisyonu %
80,10 iken minimum konsantrasyonda(6,25 uM) ise % 5,08 olarak 6l¢iilmiistiir. 48 saat
inklibasyondan sonra elde edilen hiicre inhibisyonu sonuglar1 ise maksimum
konsantrasyonda (500 uM) % 89,30 iken minimum konsantrasyonda(6,25 uM) % 6,39
olarak Ol¢lilmiistiir. Calisilan bir diger hiicre hati MDA-MB-453°da ise 24 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre inhibisyonu maksimum konsantrasyonda (500 uM) %
68,05 iken minimum konsantrasyonda (6,25 uM) % 1,67 olarak ol¢iilmiistiir. 48 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre inhibisyonu i¢in elde edilen sonuglar ise maksimum
konsantrasyonda (500 pM) % 77,05 iken minimum konsantrasyonda (6,25 uM) % 4,38
olarak ol¢iilmiistiir. Sonuglar antikanser ajani olarak kullanilan karboplatin bilesigi ile
karsilagtirildiginda  standarttan daha az antikanserojen etkiye sahip oldugu
anlagilmaktadir. Izofraksetin bilesiginin MCF-7 hiicre hattinda MDA-MB-453 hiicre
hattina gore daha fazla etki gosterdigi anlasilmistir. Bunun sebebinin antikanser etki
mekanizmalar1 ile ilgili oldugu sdylenebilir. Apoptoz (programli hiicre o6liimii)
mekanizmasinda ana rolleri, 6liim reseptdrleri, adaptdr proteinler, ve proteolitik
enzimler (kaspazlar) olusturmaktadir (Hetts, 1998). Oliim reseptorleri, Tumour Necrosis
Factor (TNF) reseptor gen ailesindendirler ve adaptor proteinlere baglanarak disaridan
gelen 6liim sinyallerini hiicre igine aktarirlar (Biiyiikgebiz ve Caferler, 2001). Oliim
reseptorlerinden gelen sinyal sonrasi adaptor proteinler devreye girerek kaspazlara
baglanip onlar1 aktif hale doniistiiriirler. Sonrasinda, bu adaptor proteinlerin etkisiyle
kaspaz dizisi aktif hale gelir. Kaspazlar; "baslaticilar" (kaspaz 2,8,10) ve "uygulayicilar"

(kaspaz 3,6,7) olmak iizere iki siniftirlar (Budihardjo ve Oliver, 1999). Oliim sinyali
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veren baglatici kaspazlar adaptore baglanirlar ve uygulayici kaspazlar aktif hale
getirirler. Oliimii meydana getiren, uygulayici (effektdr) kaspazlardir. Sonugta aktif hale
gelen DNAaz enzimi DNA yikimina neden olur (Biiyiikgebiz ve Caferler, 2001).

Erzincan’a 6zgii bir bitki olan Tanacetum alyssifoliumdan elde edilen bu sonuglar,
kanserin terapisinde bitkisel kaynakli tedavi yaklagimlarinin arttign giiniimiizde umut

vericidir.

Sonug¢ olarak Tanacetum alyssifolium bitkisinin su ekstresinden elde edilen rutin ve
izofraksetin Dbilesiklerinin antioksidan c¢alismalar1 DPPH" serbest radikal giderme,
ABTS" serbest radikal giderme ve metal selatlama Kkapasite tayini yontemleri
kullanilarak, izofraksetin bilesiginin antikanserojen aktivitesi ise MCF-7 ve MDA-MB-
453 hiicre hatlart kullanilarak belirlenmis ve maksimum aktivite gosterdigi
konsantrasyonlar  tespit edilmistir. Bu calisma elde edilen sonuglarin daha ileri
calismalar yapilmak suretiyle yeni sentezlenecek kemoterapdtikler igin kaynak
olabilecegini ve bitki ekstrelerinden ila¢ gelistirilmesine katki saglayabilecegini

gostermektedir.
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Ek-1. Rutin Bilesigine Ait HMBC Spektrumu
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Ek-2. Rutin Bilesigine Ait COSY Spektrumu
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Ek-3. Rutin Bilesigine Ait HETCOR Spektrumu
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Ek-4. Izofraksetin Bilesigine Ait HETCOR Spektrumu
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Ek-5. Izofraksetin Bilesigine Ait COSY Spektrumu
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