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BOLUM I

GIRIS VE GENEL BILGILER

I. GIRIS

Anthemideae (Asteraceae) familyasindan Anthemis cinsi, Akdeniz kiyilari
basta olmak iizere Avrupa’da yaygin olarak bulunmaktadir. Ozellikle Bat,
Gilineybati, Orta Asya’da ve Kuzey Afrika’da olduk¢a genis bir yayilim
gostermektedir (70, 123). Tiirkiye’de, basta I¢ Anadolu olmak {izere tiim
bolgelerimizde yabani olarak yetismektedir. Genus 210 tlire ayrilmaktadir ve
bunlardan 28 tanesi endemiktir (148, 220). Anthemis wiedemanniana Fisch.&Mey..
Tiirkiye i¢in endemik bir tiirdiir (57, 194). Konikal ¢icek durumu, kiiciik boyutlari ve
farkl1 yaprak yapisiyla kolaylikla diger tiirlerden ayirt edilebilir. 10-45 cm
uzunlugundadir ve kalkerli topraklarda yetisir (57).

Halk arasinda papatya ve yavsan adiyla bilinen tiir, ¢esitli rahatsizliklara kars1
da kullamlmaktadir. Ornegin Anthemis tiirleri icinde A. nobilis (sin: A. odorata),
fitoterapide, gastrointestinal rahatsizliklarda, fitofarmasdtikleri olan tibbi bir tiirdiir.
Etnobotanik ¢aligsmalar, Anthemis tiirlerinin genellikle ¢igeklerinden ya da
kapitulumlarindan hazirlanan infiizyonlarinin, halk arasinda ¢ay seklinde igilerek
karmm agrisinda, tedavi edici olarak kullanildigin1 géstermektedir. Anthemis
tirlerinden ¢alisma materyalimiz olan A. wiedemanniana ¢igeklerinin de Bati

Anadolu’da halk arasinda yine karin agrilarina karsi kullanilmakta oldugu kayitlidir



(96). A. ausriacanin g¢igekleri ve A. pseudocotula’nin kapitulumlar1 Tiirkiye’de
Isparta’da hemoroit tedavisinde kullanilan bitkiler arasindadir (85). Yine iilkemizde
Adana ve Mersin yorelerimizde Anthemis tiirlerinin ¢ay seklinde obeziteye karsi
kullanim1 oldugu da tespit edilmistir (66). A. cretica L. subs. leucanthemoides’in
Manisa-Yunt dagi yoresinde, toprakiistii kisimlarinin ve gigeklerinin infiizyon
halinde dahilen bobrek tasi diisirmek ve mide agrilarin1 gecirmek amaciyla
kullanildig: kayithidir (210).

Italya’da da ayn1 sekilde A. altissima, digestive etkisinden dolay1 kullanilan bir
bitkidir (165). Yine Iran’da halk arasinda abortifasiyan olarak hazirlanan bir
formiilasyonda A. tinctoria’nin oldugu kayitlidir (127). Anthemis tiirlerinin degisik
bir alanda kullanimi da Azerbeycan’da karsimiza ¢ikmaktadir. Burada A. austriaca,
A. cotula, A. tinctoria ve, A. hydruntina ’dan elde edilen kotii kokulu dekoksiyon
eller icinde ovusturulup agikta kalan yerlere siiriilerek bocek 1siriklarina karsi
korunma saglanmaktadir (13). Yaptigimiz arastirmalarda A. altissima ve A.
cotula’nin, Bati Anadoluda, hepatitin tedavisinde kullanildigi gorilmiistiir (156).
Giineydogu Anadoluda A. hyalina’nin ¢iceklerinden sampuan hazirlanmasinda
yaralanildigi da goriilmektedir. Yine ayni bolgede A. arvensis ise iriner sistem
rahatsizlarinda kullanilan bitkiler arasindadir (154).

Anadolu’da Anthemis tiirlerinin diger bir kullanimi da hali ve kilim
dokumasinda kullanilan yiinlerin boyanmasinda karsimiza c¢ikmaktadir. Dogu
Anadoluda, 4. tinctoria var. tinctoria 'min kapitulumlarindan ve Canakkale’de de A.
tinctoria var. tinctoria, A. austrica, A. cotula, A. pseudocotula, A. cretica subs.
pontica ve A. chia’nin kapitulumlarindan igerdikleri flavonoitler nedeniyle, kok

boyaciliginda sar1 renk eldesinde yararlanilmaktadir (55, 212).



Anthemis tiirleri ile ilgili yapilan biyolojik aktivite ¢alismalarini
arastirdigimizda; Anthemis tiirleri iizerinde antibakteriyel (34, 44, 63, 169),
antimikrobiyal (44, 101), antimalaryal (183), antioksidan (15), antihelikobakter (190)
ve sitotoksik aktivite (36, 49) arastirmalarinin yapildigi gortiilmektedir.

Anthemis tiirlerinin  igerikleri lizerinde yapilmis olan fitokimyasal
arastirmalarda ise seskiterpen laktonlarin (germakranolid, 6desmanolid ve gayanolid)
(72), flavonoitlerin (2, 65, 201, 226, 228), asetilenlerin (24-26, 29, 31) ve fenolik
asitlerin (12, 61, 138, 157) bu tiiriin baglica sekonder metabolitleri oldugu
goriilmektedir. Ayrica Anthemis genusu kimyasal bakimdan zengin igerige sahip
ugucu yaglar da igermektedir (20, 82, 92, 95, 106, 109, 172, 214, 217, 223).

Bilindigi gibi, yeni ilag¢ gelistirilmesinde en 6nemli yaklasimlardan biri de,
etnobotanik caligmalardan yararlanilarak belirlenen halk ilaglarinin, etkili
maddelerinin izole edilerek tedavi alaninda kullanilmasinin saglanmasidir.

Bu yaklasimla ¢alismamizda, Anthemis tiirlerinin hem etnobotanik kullanima,
hem de ilgin¢ biyolojik aktivitelere sahip olmalari nedeniyle Tiirkiye’de endemik
olarak yetisen A. wiedemanniana tiirli arastirma materyali olarak secilmistir.

Bu arastirmada, izmir -Bayindir, Alankiy1 mevkiinden toplanan endemik A.
wiedemanniana ornekleri iizerinde, anatomik arastirmalar yapilmistir. Ugucu yagi
elde edilmis ve GC-MS (Gaz kromatografisi/ Kiitle Spektrometrisi Sistemi) ile
kimyasal bilesenleri belirlenmistir ve ugucu yagmin antimikrobiyal aktivitesi
arastirilmistir. Bitkiden hazirlanan degisik ekstrelerin ve fraksiyonlama sonucu elde
edilen ana fraksiyonlarin biyolojik aktiviteleri degerlendirilmistir. Elde edilen ana
fraksiyonlarin 'H-NMR spektrumlar alinarak, seskiterpen lakton ve flavonoit yapisi

icerdigi saptananlar, daha ileri saflastirmaya tabi tutularak, saf halde elde edilen



sekonder metabolitlerin yapilari, modern spektroskopik yontemler kullanilarak
aydinlatilmistir.

Boylece calismamizda, iilkemiz i¢in endemik olan ve halk arasinda cesitli
rahatsizliklarda kullanilan bir bitki tiirti olan A. widemanniana Fisch.&Mey. tiiriiniin
anatomik oOzelliklerinin, sekonder metabolitlerinin, ugucu yagmin ve biyolojik
aktivitelerinin aragtirilarak, daha iyi taninmasi ve bir kaynak olusturulmasi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Boliim

Anthemis wiedemanniana Fisch.&Mey. bitkisi bir yillik bir bitki olup,
Asteraceae familyasi iiyeleri arasinda yer almaktadir. Asagida bitkinin cins ve tiir
seviyesinde tanimina yonelik olarak verilen bilgiler, “Flora of Turkey and the East

Aegean Islands” adl1 kaynaktan higbir katkida bulunmaksizin derlenmistir (57).

2.1.1. Asteraceae (Compositae) Familyasi

Bir yillik, iki yillik ya da ¢ok yillik otsu, nadiren ¢ali tipinde bitkilerdir. Bazen
stit igerirler. Yapraklar alternan veya bazen karsilikli, stipulasiz, nadiren stipulal,
tam disli, loplu veya degisik sekillerde pargalanmis haldedir. Tek cigekler genellikle
cok sayida, nadiren sadece bir tane, sapsiz ve bir kapitulum seklinde toplanmis olup,
kapitulum bir yada ¢ok seride braktelerden yapilmis koruyucu bir involukrum ile
cevrilidir. Kapitulum bazen ikincil olarak kapituluma benzer bir bas
(ps6dokapitulum) seklinde toplanmistir. Reseptekulum c¢iplaktir yada pullar, uzun
tiilyler ya da sert killar tasimaktadir. Epigin cigeklerin ya hepsi erdisi ve protandri
veya disi, erkek ya da sterildir. Kaliks ovaryumun tepesinde tliylerden, sert killardan,
pullardan veya dikenlerden olugsmus bir papiis seklinde ya da siirekli bir tag
seklindedir. Korolla birlesik petalli, tlipsii, ipliksi, dilsi veya nadiren iki dudakli olup
genellikle 3- veya 5- dislidir, nadiren yoktur. Stamenler (4-) 5, epipetal, flamentler
genellikle serbesttir; anterler ise stiliis etrafinda yan yana bir silindir seklinde

birlesmistir; nadiren serbest olarak bulunurlar, agilmalar1 ice dogrudur. Ovaryum alt



durumlu, 1 gozlii ve anatrop, 1 oviilliidiir; stiliis genellikle iistte iki kola ayrilmistir;

disk cigeklerin stiliislar1 toplayici tiiyler tasimaktadir. Meyve genellikle tepesinde

sapsiz veya gaga seklinde kalic1 yada diisiicii papiis tastyan bir akendir (57).
Compositae familyas1 yaklasik 1000 cins ve 20000 tiir ile, ¢igekli bitkilerin en

zengin familyasidir.

2.1.2. Anthemis L. Genusu

Bir yillik ya da iki yillik bitkilerdir. Bazen yar1 ¢alimsi ya da kiigiik ¢alilardir.
Yogun olarak yumusak tiiylii, havli veya ipeksi tiylidiir. GOovde basit ya da
dallanmigtir. Yapraklar genelde 1-3 pinnat nadiren basit, birincil segmentler, loblarda
genelde 3, bazen daha fazla, pinnat, pektinat veya palmat olarak boliinmiistiir.
Kapitulum tek c¢iplak, ¢icek durumlari radial veya diskoid, involukrum yar1 kiiremsi,
ters koni seklinde veya silindirik; brakteler kiremitsi, genelde 3- seriate, yaygin
olarak zarimsi kenarli. Reseptakulum konveks veya konikal, brakteol linear-
lanseolat, subulat veya oblanseolat zarims1 veya kikirdaksi, sivri, mukrolu, akiiminat.
Brakteoller disk cicekler kadar uzun, bazen onlardan daha uzun. Cicekler genellikle
fertile, dilcikler beyaz veya sari, nadiren morumsu, korolla tipleri bazen akenler
tizerinde kalic1. Disk seklindeki c¢icekler tiibiiler, 5-disli, sari, nadiren morumsu,
korollalar bazen dipte siskin fakat torbamsi degil. Kesitlerde meyvalar genellikle
obkonikal, silindirik veya az ¢ok kare seklinde, bazen sirt karin yoniinden yassilmis,
plriizsiiz, boyuna yollu veya yumru gibi siskin, papiisler yok yada akenin {istiinde
kenar1 kivrilmis sekilde koronaya ylikselmis yada arka tarafta cevreleyip uzamis

yada dil seklinde bir kulak¢ik goriiniimiindedir (57).



2.1.3. Anthemis wiedemanniana Fisch.&Mey.

Sin: Anthemis ormenoides Boiss.; Cota ormenoides Boiss.

Yiikselici veya yatay olarak uzayan, grimsi, yumusak tiiylii (havli), bir yillik
bir bitkidir. Govde genellikle tabandan itibaren 1sinsal olarak dallanmis sekildedir.,
5-20 cm. Yapraklar disa dogru dar oblanseolat, 1, 5-3 cm + 1-pinnat segmentler
dikdortgensi, 2-5 *0, 75-1, 5 mm, kenarlar keskin testere disli, kapitulum 1sinsal,
cicek durumu kalin durumdadir. involukrum 0, 5-0, 75cm genisliginde. Dis brakteler
ovat akuminat, igtekiler dikdortgensi, tepede daralir ve zarimsi hale gelir.
Reseptekulum konik sekilli, brakteol ovat-oblong, kisa ve akuminat. Cigeklerin
kollar1 10-15 eseysiz, dilsi korolla 0, 5-0, 75cm, tiipsii korola 2, 5 mm ve tiipe dogru
siskinlesmemistir. Kire¢ tast olan meyilli ve dik arazilerde 400-1800m arasinda

bulunurlar. Bitkinin dogal ortamindaki goriintiisii resim 1’de verilmistir.

o

(/ G
22006,°10. 09

Resim 1: Anthemis wiedemanniana Fisch.&Mey. genel goriiniis



Tiirkiye’de Bulundugu Yerler:

Ankara:
Amasya:
[zmir:

Usak:

Eskisehir:

Konya:

Nevsehir:

Malatya:
Elaz1g:
Van:
Antalya:

Isparta:

Hacikadin koyti, Kegioren, D. 18803!

Siaret 400m. 1890:3109!

Yamanlar Dagi. 700-900m 1906:9649!, Bayindir 1000m.
64m.Usak 800m.

Eskisehir Sogiitlii aras1 Oluklu’ya 2 km kala.
30km Konya, Konya’dan Sarayonii’ne 18 km kala
Urgiip 1100m.

35 km Darende

Harput

20km Van’dan Timar’a

Elmal1

Kurutepe 1300 km (57).

Resim 2. A. wiedemanniana herbaryum 6rnegi



Tiirkiye icin endemik Anthemis tiirleri (57)

1 A.argaea

2. A..anthemiformis

3. A. rhodensis

4. A. pestalozza

5. A. sintenisii

6. A. armeniaca

7. A wallii

8. A. fumariifolia

9. A. adonidifolia

10. A. aciphylla var aciphylla,

var. discoidea

11. A. xylopoda

12. A. calcarea var calcarea
13. A. cuneata

14. A. ammophila

15. A.pungens

16. A. tinctoria var virescens
17..A.triumfetti

18. A. melanoma

19. A. arenicola var arenicola,

var uresperma, var tenuisecta

20.

21.

22.

23

24.

25.

26.

27.

28.

A. rosea

A. tricornis

A. davisii

. A .oxylepis

A. fulvida

A. dipsaceae

A. wiedemanniana
A. halophila

A. antitaurica

2.2. Kimyasal Boliim

2.2.1. Terpenoit Bilesikler

Terpenoit bilesikler, tiim canli organizmalarda yaygin olarak bulunan ve

biyolojik olarak aktif olan bilesiklerdir.

Terpenler bitki dokularinda genellikle serbest olarak bulunurlar . Glikozitleri

ve organik asit esterleri halinde bulunanlar1 da vardir. Proteinlerle birlesmis olarak da

bulunabilirler (76).

Izopren iskelet birimleri igeren bilesiklere terpenler adi verilmistir.

Izoprenlerle iliskilerini belirtmek amaciyla izoprenoitler ismiyle de bilinmektedirler.

CHZZC(CH3)CH:CH2

Izopren
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Ug mol asetikasidin kondensasyonu ile olusan ve alt1 karbonlu bir bilesik olan
mevalonik asit H,O ve CO; kaybi ile izopren birimlerini olusturular. Bu izopren

birimleri de birbirlerine eklenerek terpenleri olustururlar (76).

Mevalonik asit

Terpenler Ruzicka tarafindan bulunan “izopren kurali” na gore tasidiklar
izopren biriminin sayisina gore siniflandirilirlar (33).

* Hemiterpenler: 1 izopren birimi (5 karbon); sekonder metabolitlerin
disindadirlar.

* Monoterpenler: 2 izopren birimi (10 karbon); ugucu yaglar da denir.
Kaynama noktalar diistiktiir.Gaz kromatografisiyle incelenirler.

* Seskiterpenler: 3 izopren birimi (15 karbon); lipofilik maddelerdir. Suda hemen
hemen hi¢ ¢oziinmezler, nonpolar ¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Bitkilerin genellikle toprak
tistii kistmlarinda bulunurlar. Biyolojik olarak ¢ok aktif maddelerdir.

* Diterpenler : 4 izopren birimi (20 karbon)

* Sesterpenler:5 izopren birimi (25 karbon)

* Triterpenler: 6 izopren birimi (30 karbon)

* Tetraterpenler: 8 izopren birimi (40 karbon); karotenoitler

* Politerpenler: n izopren birimi ( 5 karbon), ;az rastlanilan bilesikler olup,

0zel bir caligma gerektirirler.
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Terpen biyosentezinin ilk basamagi asetilkoenzim A’daki asetil kisminin
enzimatik ester kondensasyonudur. Buradaki ara friinler mevalonik asitin
pirofosfatlar1 (difosfatlar) ve bir izopentil alkol ciftidir (76).

Mevalonik asit sentezinde baslangi¢ maddesi olan ve bircok metabolik olayda
esas rol oynayan asetilkoenzim A sekerlerin oksidasyonu sonucu olusur ve kolayca

karbondiokside okside olur. Bu maddenin dogal bilesiklerin sentezindeki rolii Sekil

1’de verilmistir (198).
KLOROFIL + CO2 + GONES ISIGI
FOTOSENTEZ
KARBOHIDRATLAR
PENTOZ DEVRI
FOSFO ENOL PIRUVIK ASIT
SIKIMIKASIT - PIRUVIK ASIT
ASETIL KOENZIM A
smtlx ASIT
AROMATIK AMINO
\ AMINO Asm.ER
ALKALOIDLER
MALONIL KOENZIM A YAG ASITLERI
SINNAMIK ASIT {
l POL! ASETILENLE
ENIL PROPANOID
BILESIKLER MEVALONIK ASIT
‘ FI.AVONOIDLER ‘ |‘ TERPONOIDLER
POLIKETIDLER STEROIDLER
‘ KAROTENOIDLER
FENOLIK BILESIKLER

Sekil 1: Bitkilerin ikincil Metabolitleri
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Iki mol Asetilkoenzim A’nin  kondensasyonundan elde edilen
asetoasetilkoenzim A, yaglarin oksidasyonundan da elde edilebilir. Bunun diger bir
mol asetil koenzim A ile birlesmesi ve bunu takiben bir enzimle hidrolitik boliinmesi
sonucu 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A elde edilir Tiyol ester grubunun
NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) ile indirgenmesi sonucu (R)
mevalonik asit olusur, bu indirgenme, sekil 2’de gosterildigi gibi geri

dontistimstizdiir (198).

HN ML

(S) 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA (R) Mevalonik Asit

Sekil 2. Mevalonik Asit Olusumu

Daha once de belirtildigi gibi Asetilkoenzim A’daki asetil kisminin enzimatik
ester kondansasyonuyla mevalonik asidin pirofosfatlar1 (difosfatlar) ve izopentil
alkol ¢ifti olusur.

Izopentil, geranil ve farnesil pirofosfat molekiillerinin birbirleriyle degisik
kondensasyonlar1 sonucu daha yiiksek yapili terpenoitler olugsmaktadir. Geranil
pirofosfat monoterpenleri, farnesil pirofosfat seskiterpenleri, geranil-geranil
pirofosfat diterpenleri ve farnesil-farnesil pirofosfat triterpenleri vermektedir (Sekil

3: Izoprenoit bilesiklerin biyosentezi).
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Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore ikiye ayrilir.

1. Ugucu terpenler: Su buhar1 ile siiriiklenebilen kiiciik molekiilli
monoterpenler ve seskiterpenler. Bitkilerin kokulu bilesikleri olup, diger bitki
bilesiklerinden su buhar1 distilasyonu ile ayrilirlar.

2. Ugucu olmayan terpenler: Biiyiik molekiillii seskiterpenler, triterpenler ve
politerpenler. Bu tip bilesikler ekstraksiyon yontemleri ile ayrilabilirler.

Terpenler, bitkisel materyalden giderek artan polaritedeki organik ¢oziiciiler ve
karisimlart ile tliketilerek elde edilirler, kromatografik ve kimyasal yontemlerle
saflastirilirlar. Genel olarak apolar ¢oziiciiler kullanilir. Ancak terpenin hidroksil,
karboksil ve benzeri gruplar tasimasi halinde polar ¢oziiciiler kullanilir.
Saflastirilmasinda siitun kromatografisi, preparatif ince tabaka kromatografisi ile jel
filtrasyon yontemi ve kristallendirme yontemleri kullanilabilir.

Ucgucu olan yada ugucu tiirevleri haline getirilebilen terpenlerin taninmasinda
gaz kromatografisi ve yiksek basin¢gli sivi  kromatografisi yontemleri
kullanilabilir.Yap: tayinlerinde ise spektroskobik yontemlerden (UV, IR, 1D-NMR,

2D-NMR ve Kiitle spektroskopisi) yararlanilmaktadir.

2.2.2. Seskiterpenoitler

Seskiterpen  laktonlar =~ Compositae  familyasinin  baslica  sekonder
metabolitlerindendir. 15 karbonlu bilesikler olup, germakranolid halka yapilarinin
ana iskeletini olusturur (175). Germakranolidden diger seskiterpen laktonlarin

olusumu Sekil 4’de verilmistir.
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Seko-peSdogayanolid
Germakranolid anolid Seko - gayanolid
Gay (ksantanolid) 5
.
(o]
y  Seko-germakmnolid Pasdogayonolid Seko - pssdogayanolid
(o]
Krimoranolid

Kadinanolid

Sekil 4: Germakranolid’den Diger Seskiterpen Laktonlarin Olusumu
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Germakranolid

Farnesil pirofosfatin trans-trans ve cis-trans katyonlarina doniismesi ve farnesil
difosfatin siklizasyonu sonucu bir germakradien iskeleti olusur (Sekil 5).
Germakranolitler C4-C5 ve C1-C10 pozisyonlarinda bir trans-trans dien sistemi
iceren siklodekadien halkasindan olusmuslardir, bir onlu bir besli halka tasirlar.
Odesmanolidler, iki altil1 bir besli halka tasiyan 6desman iskeletinden, gayanolidler
ise iki besli bir yedili gayan (guaian) iskeletinden meydana gelmislerdir. Daha genis
seskiterpen lakton grubu olan psddogayanolidler de ise C4 yerine C5’de metil grubu
bulunur. Bir metil grubu eksik ise nor-psédogayanolid olarak isimlendirilirler.

Seskiterpen laktonlarin yapisal farkliliklari, molekiillerin diizenlenmesi,
ayrilmasi ve oksitlenmelerinden kaynaklanmaktadir.

Seskiterpen laktonlarda izopropil yan zinciri, karboksilik aside doniigmiistiir.
Halkaya oksijen girisi, hidroksil grubunu olusturur. Olusan bu grup karboksil
grubuyla reaksiyona girerek lakton halkasini meydana getirir (Sekil 6). Molekiile
lakton grubu ¢ogunlukla o-metilen-y-lakton seklinde baglidir ve bu halkadan dolay1
ana iskeletin sonuna —olid eki getirilerek okunur.

Seskiterpenler genellikle bir dis ester zinciri tasirlar. Bu dis zincir ¢ogu zaman
anjelik asit veya tiglik asit esteridir. Numaralandirma yapilirken ester dis zinciri

yeniden numaralandirilir.



Farnesil pirofosfat

Basit seskiterpen iskeleti

Sekil 5: Germakrodien Iskeleti Olusumu

Basit seskiterpen lakton iskeleti

LT
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OHcH,0H
CH,OH CHs
CHO
* * -

O o) N
o} o o
OH
Sekil 6: Seskiterpen Laktonlarda Karboksil Grubunun Olusumu

Biyogenetik olarak seskiterpen laktonlar, C4 ve C10 konumlarinda metil
gruplar tasirlar. Bu gruplar kolayca okside olurlar. Ayrica halkadaki ¢ifte baglar da

kolayca epoksi gruplarina dontisebilirler.
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Biyogenetik olarak lakton halkasinin, C7’den  bagli oldugu bilinmektedir (70,
117). Yine bu molekiiller laktonun durumuna gére C6 yada C8’de hidroksil, ester,
karboksil grubu igerirler (235).
Seskiterpen laktonlar, dort ana siniftan olusurlar.
1. Germakranolid: C4 ve C10 konumlarinda metil grubu bulunduran 10’lu
halka yapisindaki bilesiklerdir.
2. Odesmanolid: C4 ve C10 konumlarinda metil grubu bulunduran 6/6’l1 halka
yapisindaki bilesiklerdir.
3. Gayanolid: C4 ve C10 konumlarinda metil grubu bulunduran 5/7°li halka
sistemindeki bilesiklerdir.
4. Psodogayanolid: C5 ve C10 konumlarinda metil grubu bulunduran 5/7’li
halka sistemindeki bilesiklerdir.

Bu dort sinifin her birinin daha alt gruplar1 da mevcuttur.

Ve

Germakranolid Odesmanolid

Gayanolid Psédogayanolid
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Seskiterpen laktonlar ¢ogunlukla kristal yapilar olmakla beraber, bazen yagh
gorliniiste olanlar1 da mevcuttur. Kristallendirme i¢in genellikle eter, alkol, metanol,
aseton veya bunlarin karigimi kullanilir.

Seskiterpen laktonlar bitkinin hemen hemen her kisminda bulunabilirler, ama
en c¢ok yaprak, c¢icek ve salgi tiiylerinde bulunurlar. Bunlarin bitkiden elde
edilebilmesi i¢in iki yontem kullanilir:

1. Seskiterpen lakton tasidigi diisliniilen bitki kisimlar1 toz edilir. Kloroform
veya diklorometanla ekstre edilip, vakum uygulanarak kuruluga kadar ucurulur.
Artik etanolde ¢oziilerek esit hacim %5-10’luk kursun asetatla ¢oktiirtiliir. Cokelti
stiziiliir ve sliziintli yogunlastirildiktan sonra diklorometan ile ekstre edilir (140).

2. Toz edilen bitki petrol eteri (40-60°): eter (1:2) karisimu ile bir gece masere
edilir. Siiziiliir, siiziintii vakumla kuruluga kadar ugurulur. Artik 60°-80°C’de su
banyosunda ¢6ziinebildigi en az miktarda metanolde ¢oziiliir. Buzdolabinda 1-2 saat
bekletilir. Coken kisim ayrilir ve siiziintii kisminda seskiterpen laktonlar aranir (30).

Elde edilen ekstreler, silikajel ile hazirlanmis siitundan artan polaritedeki
¢coziici kanisimlariyla eliie edilerek kabaca fraksiyonlandirilirlar. Saflastirma
yontemleri (preperatif ince tabaka kromatografisi, silitun kromatografisi v.s.)
kullanilarak saf hale getirilirler (235).

Seskiterpen laktonlar ince tabaka kromatografisinde 6zel belirtegler ile tespit
edilebilirler (224). En ¢ok kullanilan seskiterpen lakton belirteci %1’lik seryum
siilfat ¢ozeltisidir. Bu belirteg piiskiirtiildiikten sonra, 110°C’lik etiivde 10 dakika
yakmak suretiyle seskiterpen lakton bilesiklerinin verdigi renklere gore
degerlendirme saglayabilir.

Seskiterpen laktonlarin analizi; IR spektroskopisi, gaz kromatografisi veya

yiiksek basingli sivi kromatografisi yontemleriyle yapilabilir. IR spektroskobisinde
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molekiiliin lakton fonksiyonu 1770-1750 cm™de, keskin bir absorbsiyon gosterir,
bundan faydalanilarak miktar tayini de yapilabilir (23). Bu maddelerin uguculugu
diisiik oldugundan, gaz kromatografisiyle analizleri sirasinda, bilesikler silil tiirevleri
haline getirilerek analizleri yapilabilir (164). Ote yandan bu tiir maddelerin analizi
icin YBSK yontemi daha uygun bir yontemdir. Seskiterpen laktonlar bir ters faz
kolon ile asetonitril-su (129, 193) veya metanol-su (189) ¢oziiciisii kullanilarak 220-
225 nm’de UV, RI ve DAD dedektor ile tayin edilebilirler.

Seskiterpen laktonlar genellikle UV spektroskobisinde 210-220nm civarinda
absorbsiyon gosterirler ve absorbsiyonun uzun dalga boyuna kaymasi, yapilarinda
konjugasyonun varligini gosterir.

IR spektrumlarinda ise 3450-3500 cm ™ arasindaki pikler serbest ya da hidrojen
bag1 yapan hidroksil veya peroksit gruplarni, 1750-1780 cm™arasindaki kuvvetli
pikler laktona ait karbonil gruplarini, 1705-1740 cm™ arasi halkaya bagh keton
gruplarini, 1730-1735 ve 1200-1270 cm™ aras1 ester fonksiyonlarini, 1640-1670 cm™
aras1 ¢ifte baglar1 gosteren karakteristik absorbsiyon alanlaridir.

'"HNMR spektroskopisi seskiterpen laktonlarin yapi analizinde en ¢ok
kullanilan yontemdir. o-metilen-y-lakton fonksiyonu tasiyan seskiterpenlerin lakton
protonlar1 5.50-6.40 ppm arasinda karakteristik dubletler verirler (71). Ayrica bu
maddelerin halkadaki vinilik protonlart 4.50-6.50 ppm ve halka dis1 izole metilen
protonlar1 4.50-5.50 ppm civarinda birer genis singlet halinde goriliirler.Yan
zincirdeki hidroksile komsu metilen protonlar: 4.00-4.50 ppm, epoksi protonlari
2.30-3.00 ppm halkadaki oksijene komsu protonlar ise 3.70-4.50 ppm arasinda

gozlenirler (79, 80).
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Seskiterpen laktonlar genellikle asetil esterleri ya da c¢esitli organik asit
esterleri halinde bulunduklarindan, yan zinciri teskil eden bu ester gruplarinin
karakteristik pikleri de NMR spektrumlarinda gézlenirler.

Seskiterpen laktonlarin B3¢ NMR spektrumlarinda sekonder ve tersiyer metiller
0-35 ppm, lakton oksijenine komsu karbonlar 75-80 ppm, oksijene komsu karbonlar
50-90 ppm, alkanlar 0-50, aklenler 100-150 ve ketonlar 200 ppm’de gézlenirler (91).

Seskiterpen laktonlar kiitle spektroskopisi yoOntemiyle analizlerinde de
yapilarindaki farkli siibstitiientlere bagli olarak farkli par¢alanma iiriinleri verirler.

Odesmanolid yapisindaki seskiterpenlerin en 6énemli parcalanma basamagi, C-
14’den bir protonun, laktonun eterik oksijenine transferidir. Bundan sonraki
pargalanma {riinleri, aciklik siibstiitientlerdeki baglarin kopmasiyla meydana gelirler.
Bunlar kiitle spektrumunda m/e 203, 167, 121, piklerini verirler (97, 133).

Psddogayanolidlerde ise, en belirgin pikler, m/e 79, 91, 107, 123, 124
pikleridir. 123, 124 ve 125 pikleri C5, C6 ile C9, C10 baglarinin kopmasiyla
olusurlar (51).

Gayanolid tipi seskiterpen laktonlarda, kiitle spektrumunda m/e 145’in
tizerinde gozlenen pikler, H,O, CHs, CoH4 gibi kiiciik parcalarin pespese kopmasiyla
meydana gelirler (225).

Bunlarin disinda lakton halkasi, C6’dan bagli seskiterpen laktonlarla C8’den
bagli olanlar arasinda kiitle spektrumunda bazi farkliliklar gbzlenebilir. Cifte bag
icermeyen C6’dan bagl laktonlarda molekiiler iyon pikinin kii¢iik olmasima karsin,
[M-15]" piki, ana piki olusturur. C8’den bagl laktonlarda ise molekiiler iyon pikinin
siddeti biiyiik ve [M-15]" pikinin siddeti diisiiktiir.

Calismamizin konusu olan A. wiedemanniana bitkisinin ait oldugu Asteracea

familyas1 fitokimyasal olarak en c¢ok calisilan familyalardan biridir. Asetilenler,
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flavanoitler ve seskiterpen laktonlar bu familyanin sahip oldugu ii¢ ana grup
sekonder metaboliti olusturmaktadir (38, 52, 221, 226). Anthemis genusunda
genellikle gayanolid, 6desmanolid ve germakranolid ana grubuna ait bilesiklerin

izole edildigi goriilmektedir (72).

2.2.3. Flavonoitler

Flavanoitler hemen hemen her bitki tirlinde bulunan dogal fenolik
bilesiklerdir. Yosunlarin biiyiilk bir kismi1 ve bakteriler hari¢, en yiiksek yapili
bitkilerden basit yapili mantarlara kadar tim bitkilerde yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Flavonoitler sar1 renkli bitki pigmentleridir.

Flavonoitler bitkilerin sar1 renkli pigmentleri olup, dogal bitkisel boyalarin ana
maddeleridir. Flavonoitler kromon halka sistemine sahip flavonlarin degisik ozlarla
yaptig1, bir kismi ditiretik, bir kismi antioksidan, bir kismi1 da antispazmodik ve
fungisid etkili heterozitlerdir. Flavonoitler biitiin bitkilerde bulunurlar, fakat algak
yapililarda nadirdirler. Flavonoitlere hemen biitiin organlarda rastlansa da ozellikle
yaprak, ¢icek tomurcugu gibi geng organlarda daha ¢ok goriilmektedirler.

Flavonoitler kromon tiirevi maddelerdir ve 2-fenilbenzopiran yapisi gosterirler.

2- fenil benzopiran
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Flavonoitler en ¢ok heterozit seklinde bulunurlar ve flavonozit adini alirlar.
Heterozit olusumu eter bagi (O-glikozitleri) veya karbon bagi arasinda (C-
glikozitleri) olur. Flavonozitler su ve etanolde kolay ¢oziiniirken, eter, kloroform ve
benzende ¢oziinmez. O-glikozitlerinin yapisinin aydinlatilmasinda, kimyasal veya
enzimatik hidrolizden yararlanilir. Seker ve aglikonun ayrilmasiyla hem agikonun,
hem de sekerin yapist belirlenir. Sekerin bagli oldugu yeri saptamak i¢in Once
glikoziti metillemek, asetillemek veya trimetilsilil eter tiirevlerini hazirlamak ve
sonra hidroliz etmek gerekir. Serbest kalan hidroksil grubu sekerin bagl oldugu yeri
belirleyecektir. C-glikozitleri enzim yada asit ile hidroliz olmaz, sekerin yeri UV

kaymalariyla saptanir .



Flavonon
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Sekil 7: Flavanoitlerin Farkl iskelet Yapilart
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Flavonoitler farkli iskelet yapilarina gore farkli isimler almaktadirlar (Sekil 7).

Flavonoit eldesinde kullanilan ¢oziicii ve ekstraksiyon teknigi kullanilan bitki
ve flavonoit cinsine gore degisir. Eger flavonoitler yag veya mumla birlikte
bulunuyorsa ve yiizeyde iseler, polar ¢oziiciilerle basit¢e yikanarak alinabilirler.
Yiizeyde degil iseler, once lipoit bir ¢oziicii ile lipitler uzaklastirilir. Sonra
ekstraksiyon yapilarak flavonoitler elde edilir. Elde sirasinda enzim ihtimali varsa,
drog biiyiik pargalara boliinilip, kaynar alkole atilarak dnce stabilizasyon, sonra da
kurutma yapilir. Ekstraksiyondan 6nce kurutma yapilmasi verimi arttirir. Eger bitki
sterol, karetenoid, klorofil gibi maddeleri tasiyorsa, petrol eteri veya n-hekzanla bir
on ekstraksiyon yapilir. Solvan secimi ise, ekstre edilecek flavonoidin polaritesine
gore yapilir. Aglikonlar icin kloroform, eter gibi az polar ¢oziiciiler, heterozitler i¢in
ise aseton, alkol, su gibi daha polar ¢oziiciiler kullanilir. Flavonoit ekstrelerinin
yabanci maddelerden kurtarilmasi i¢in aktif komiir kullanilir. Flavonoitlerin
ekstreden ayrilmasi ve saflagtirilmas: i¢in kromatografik yontemler uygulanir.
Poliamid, sefadex LH-20, silikajel ve selilloz en ¢ok kullanilan adsorbanlardir.
Flavonoitler UV 1gsikta floresans gosterirler. Ayrica fenolik yapilar1 nedeniyle NHj
gibi bazlarla da renk degistirirler. Bu 6zelliklerinden yararlanilarak ince tabaka ve
kagit kromatografisinde UV 15181 altinda 254 nm ve 366 nm’de incelenirler.
Hidroksil gruplariin bagl olduklar1 yerlere gore UV 1sikta, NH3z buharinda ve NA
(Naturstroffreagenz A=difenil borik asit P-aminoetilester) belirteciyle verdikleri
renkler de degisir (Tablol). Yine UV spektroskopisi, flavonoit bilesiklerin yapisi

hakkinda 6nemli bilgiler veren bir yontemdir (Tablo 2).



Tablo 1. Flavonoit Yapist ve Renk Reaksiyonlari
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Siibstitiient uv UV/NH; UV/NA
Flavon, 5-OH ve 4'-OH Koyu mor Sar1 Sar1
Flavonol, 5-OH ve 4'-OH, 3-OR Koyu mor Sari-yesil Sar1
Flavon, 5-OH, 3, 4'-OH Koyu mor Sari-yesil Oranj
Flavonol, 5-OH, 3', 4-OH, 3-OR | Koyu mor Sari-yesil Oranj
Flavon, 5-OH, 4'-OR Koyu mor Renk degismez Kahve-mor
Flavonol, 5-OH, 4'-OR Koyu mor Kahve-mor Kahve-mor
Flavonol, 5-OH, 4'-OH ve 6-OH | Koyu mor Kahve-mor Mor
Flavonol, 3-OH, 5-OH veya 5-OR Soluk sar1 Renk degismez Sar1
Flavonol, 3-OH, 3, 4'-OH Soluk sar1 Renk degismez Oranj
Flavon, 5-OR Acgik mavi Sari-yesil Sari-yesil
Flavonol, 5-OR, 3-OR Acik mavi Mavi-yesil Sar1
Flavonol, 5-OR, 3', 4'-OH Acik mavi Fluoresans Oranj

2.2.3.1. Flavonoitlerin Biyosentezi

Flavonoitler sikimik asit kombinasyonu ya da acilpolimalonat yolag: ile

biyosentez edilirler. Sikimik asitten bir sinnamik asit tirevi (fenil propan)

sentezlenir. Bu bilesik poliketit sentezinde baslangi¢ maddesidir. Bu yapiya {i¢ tane

asetat katilarak ve halka kapanarak flavonoit iskeleti olusur. Cesitli hidroksilasyon ve

rediiksiyon reaksiyonlar1 ile farkli flavonoit yapilari meydana gelir. Biyosentetik

olarak fenilalanin’den turerler.




Tablo 2: Flavonoitlerin UV Spektroskopisindeki Absorbsiyon Bantlari
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Bant | Bant Il
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
Auran 390-430 nm 240-260 nm
Antosiyanidin 475-560 nm 275-280 nm
Izoflavon 300-340 nm 245-280 nm

Glukoz metabolizmasiyla olusan malonil-koenzim A’nin {i¢ molekiili
birleserek kalkon sentetaz esliginde flavonoitlerin A halkasini olustururlar. B ve C
halkalar1 da glukoz metabolizmasiyla meydana gelir. Sikimat yoluyla fenilalanin
sinnamik aside doniisiir. O da kumarik aside doniigiir. Kumarik asit -koenzim A, 3
mol malonil-koenzim A ile tek enzimatik asamada kondanse olarak naringenin
kalkonu olusturur. Daha sonra C halkas1 kapanir ve hidrate olmus 3-hidroksi

flavonoit olusur (45, 137) (Sekil 8).

O
~ \\

+
Asetik asit Fenil propan Poliketit
— HO
Flavonoit Kalkon

Sekil 8: Flavonoit Biyosentezi
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2.2.3.2. Ultraviyole Absorbsiyon Spektroskopisi ile Flavonol Yapi Tayini

Flavon ve Flavonollerin metanolde UV spektrumlari:
Flavon ve flavonollerin metanol spektrumlarinda 240-400 nm bolgesinde iki
ana absorbsiyon piki goriiliir. Bu iki pik genellikle Bant I (300-380 nm) ve Bant 1l

(240-280 nm) olarak bilinir.

Benzoil bakiyesi Bant 11 Sinnamoil bakiyesi Bant |

Sekil 9. Flavon Yapisi

Bant | B-halkas1 sinnamoil sistemine bagli, Bant II A-halkas1 benzoil sistemine
bagli olarak absorbsiyon gosterir. UV spektrumlarindaki veriler, siibstitiie olmus
veya olmamis flavonoitlerin yapilarmin aydinlatilmasinda diger spektroskopik
yontemlerle elde edilen verileri destekler. Eger 250-275 nm arasinda iki pik varsa ya
da tek pik ve omuz varsa 3’, 4'-OH tasiyan flavon ya da flavonol oldugunu gosterir
(58, 100, 221).

Metanol spektrumunda Bant I pozisyonu flavonoit tipi hakkinda bilgi verir.

Flanonoit tipi Bant I (nm)
Flavonlar 304-350
Flavonoller (3-OH siibstitiie) 328-357

Flavonoller (serbest 3-OH) 352-385
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Flavon ve flanonollerde A-halkasinda OH gruplar1 arttitkga Bant I ¢ok az
etkilenir, Bant II’ de ise dikkate deger batokromik kayma goriiliir. Eger flavon ve
flavonol iskeletinde 3, 5 veya 4’ hidroksil gruplar1 metillenirse veya ozlar baglanirsa,
Ozellikle Bant I’ de hipokromik kaymalar goriiliir.

Fonksiyonel gruplarin konumu tespit i¢cin UV’ de ¢esitli reaktifler kullanilir:

1. NaOMe Spektrumu

Sodyum metilat bazdir ve flavonoit ¢ekirdegindeki biitiin hidroksil gruplar
iyonize eder. Serbest 3- ve/veya 4'-hidroksi grubu tespiti igin kullanilir. Flavon ve
flavonollerin metanoldeki ¢ozeltisine NaOMe eklenmesi ile genelde biitiin
absorbsiyon bandlarinda batokromik kayma goriiliir. Bant I’ in yaklasik 40-65 nm
genis batokromik kaymasi ve ayn1 zamanda siddetin diigmemesi, serbest 4'-hidroksil
grubunun varligmi teshis eder. Serbest 4’-hidroksil grubu olmaksizin flavonoller
Bant I’ de 50-60 nm batokromik kayma verir ve genelde pik siddeti diiser. NaOMe
spektrumunda MeOH spektrumuna gore 300-350 nm arasinda {igiincii bant meydana
gelirse C-7’ de serbest OH grubu vardir, bant meydana gelmiyorsa C-7 baghdir veya

C-7’ de stibstitiient yoktur (124).

2- NaOAc Spektrumu

Sodyum asetat NaOMe’ dan daha zayif bir bazdir ve bu nedenle flavon ve
flavonollerde yalmz fazla asidik hidroksil gruplarimi iyonize eder (Orn: 3, 7 ve 4'-
hidroksi gruplari). 7-hidroksi grubunun iyonizasyonundan ana olarak Bant I
etkilenir, NaOAc ozellikle 7-hidroksi gruplarimin spesifik tayini icin teshis
maddesidir. NaOAc varliginda Bant II’ nin 5-20 nm batokromik kaymasi ve Bant I’

de omuz varlig1 serbest 7-hidroksi grubu iceren flavon ve flavonolleri gosterir. 5, 6,
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7> de OH, 5, 7, 8 de OH gruplan igerenler alkaliye duyarli oldugu i¢in Bant II’ de

bozulma goriiliir (124).

3. NaOAc+H3BO3; Spekturumu

Sodyum asetat varliginda borik asit, C-5, 6’ daki harig, flavonoit
cekirdegindeki biitiin orto dihidroksi gruplarla selat yapar. NaOAc+H3;BO; varliginda
Bant I’ in 12-30 nm batokromik kaymasi flavon ve flavonollerin B-halkasinda
dihidroksi grup igerdigini gosterir. A halkasinda 6, 7 veya 7, 8 dihidroksi grup igeren

flavon ve flavonollerde Bant II’ de 5-10 nm’ lik batokromik kayma verir (124).

4. AICI3 ve AICI3+HCI Spektrumlari

AIClj; ile flavon ve flavonollerin B halkasinda orto dihidroksi gruplar arasinda
selat olusur. Ayrica 3 ve 5-OH’ lerle de selat yapar. B halkasindakiler aside
dayaniksizdir, HCI ilavesi ile bu selat pargalanir. Flavon ve flavonollerde 5-OH
varsa, Bant I’ de 35-55 nm’ lik batokromik kayma goriiliir. 5-OH ve 6’ da oksijen
fonksiyonu varsa (OH/OCHgs) Bant I’ de 17-20 nm’ lik batokromik kayma goriiliir.
AICI3’ 1 gozeltiye HCI ilave edilince 30-40 nm’ lik Bant I’ de hipsokromik kayma,
B halkasindaki orto dihidroksi gruplarimi gosterir. A halkasinda orto dihidroksi
gruplarin1 gosterir. A halkasindaki orto dihidroksi gruplar1 varsa Bant I’ de 20-25

nm’ lik hipokromik kayma gozlenir (124).

2.2.4. Asetilenler ( Alkinler)

Alkinler, C = C uglii bag1 igeren bilesiklerdir; genel formilleri C,H, ,’dir.

Alkinlerin R—C=C—H seklinde olanlarina, ug asetilenleri denir; R—-C=C—R’ seklinde
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olanlarina dialkil asetilen denir ve bunlar, tglii bagin bulundugu yere gore
adlandirilirlar. Alkinlerin kaynama noktalar1 ve erime noktalar diisiiktiir; sudan
hafiftirler, yani yogunluklar: 1°den kiigiiktiir. Alkinler suda ¢6ziinmezler; aseton ve
benzen gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirler.

Bazi 6nemli alkinler sunlardr:

Alkin ad: Formiil
Etin (Asetilen) H—-C=C-H
Propin (Metil asetilen) CHngECfH
1-Butin (Etil asetilen) CH , CH,~C=C-H
2-Butin (Dimetil asetilen) CH3—-CH=CH-CH3
1-Pentin (n-Propil asetilen) CH , CH,—CH -C=C-H
2-Pentin (Metil-etil asetilen) CH3—-CH2—CH=CH-CH3
1-Hekzin (n-Butil asetilen) CH , CH,—CH,—CH,-C=C-H
2-Hekzin (Metil-propil asetilen) CH,~CH,~CH,~CH=CH~-CH,
3-Hekzin (Dietil asetilen) CH3—CH2—C=C—CH2—CH3

Alkinler, organik halojen bilesiklerinden, aldehit ve ketonlardan, eliminasyon
ve substitiisyon reaksiyonlariyla elde edilebilirler. Alkinler, katilma reaksiyonlari,
yiikseltgenme reaksiyonlari, indirgenme reaksiyonlari verebilirler ve ug alkinler alkin
tuzlari olusturabilirler.

Alkinlerdeki t¢li bag, alkenlerdeki ¢ift bagdan daha kararhidir; bu nedenle
alkinlere katilma reaksiyonlar1 alkenlere katilmadan daha yavas yiiriir.

Etkin kosullarda alkinlerin ti¢lii bag elektronlar gii¢lii yiikseltgenlerle alinarak
C=C bag1 kopar ve karboksilik asitler meydana gelir.

Asetilen (Etin), onemli bir endiistriyel bilesiktir; parlak bir alevle yanar ve

biiyilk miktarda 151 aciga ¢ikar. Asetilen, asetilen kaynaginda karpit (kalsiyum
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karbiir)’iin su ile etkilestirilmesi suretiyle elde edilir ve saf oksijen veren bir iiflecle

(0]
yakilarak 2700 C’ye varan sicakliklar elde edilir.

2.2.5. Anthemis Tiirlerinin Kimyasal Bilesimi Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Anthemidae familyas1 fitokimyasal olarak en c¢ok calisilan familyalardan
biridir. Cesitli Anthemis tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucunda
goriilmistiir ki asetilenler, flavonoitler ve terpenoitler bu genusun sahip oldugu ii¢
ana grup sekonder metaboliti olusturmaktadir (38, 52, 221, 226). Anthemis tiirleri

ucucu yag igerigi bakimindan da ilgi ¢ekicidir (82, 92, 95, 106, 109, 217).

2.2.5.1. Seskiterpen laktonlar

Anthemis tiirlerinde en sik rastlanan madde grubu seskiterpen laktonlardir.
Degisik yapidaki seskiterpen laktonlardan, linear seskiterpen laktonlar,
germakranolid, 6desmanolid ve gayanolid tipi olanlar yaygin olarak goriilenlerdir.
Anthemis tiirlerinin biyolojik aktivitelerinden de genel olarak seskiterpen laktonlarin
sorumlu oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (100, 134). Anthemis

tiirlerinde tespit edilen seskiterpen laktonlar Tablo 3’de verilmistir.



Tablo 3: Anthemis Tiirlerinden izole Edilmis Seskiterpen Lakton Bilesikleri

Bilesik

Formiil

Tiir

1R,3S,6S,7R,8R-1-Hydroperoxy-3-
acetoxy-8- hydroxypermacra-
47,10(14),11(13)-triene-6,12-olide

Anthemis aetnensis (38)

(1S,2R,5R,6R,7S,8R,9RS10S)2,9-
diacetoxy-8,10-dihydroxyguia-3,11(13)-
diene-6,12-olide

A. alpestris (41)

A. aetnensis (38)
A.cretica subs cretica (216)

(E)-1a.,10B-Epoxy-3p-acetoxy-6a.-
hydroxygermacra-4,11(13)-dien-12,8a.-

olide

A. carpatica (217)

10a-hydroxy-9a-acetoxy-guaia-3,11(13)-
dien-12,6-olide

A. carpatica (191)

ve



11S,5R,6R,7S,8R,9R,10S-9-Acetoxy-
2,8,10-trihydroxyguia-3,11(13)-diene-
6,12-olide

A. aetnensis (38)

1-Epitatridin

A. altissima (100)

1-Epitatridin B

A. wiedemanniana (56)

1R,3S,6S,7R,8R-1-Hydroperoxy-3-
acetoxy-8- hydroxypermacra-
47,10(14),11(13)-triene-6,12-olide

A. aetnensis (38)

Ge



1R,3S,6S,7R,8R-1-Hydroxy-3-acetoxy-8-
hydroxypermacra-42Z,10(14),11(13)-
triene-6,12-olide

A. aetnensis (38)

1R,3S,6S,7R,8R-1-hydroxy-3-acetoxy-8-
hydroxygermacra-4Z-10(14),11(13)-
triene-6,12-olide

A. aetnensis (38)

1R,5R,6R,7S,8R,9S,10S-8,10 dhydroxy-9
acetoxy-3,11(13)-germacradien-6,12-olide

A. plutonia (40)

1R,5R,6R,7S,8R,9S,10S-8,9,10-
trihydroxygermacra-3,11(13)-

germacradien-6,12-olide

A. plutonia (40)

9¢



1R,5R,6R,7S,8R,9S,10S-9,10-dhydroxy-8-
acetoxy-3,11(13)-germacradien-6,12-olide

A. plutonia (40)

1S,2R,5R, R,7S,8R,9R,10S-2,10-
Dihydroxy-8-angeloxy-9-acetoxyquaia-
3,11(13)-diene-6,12-olide

A. alpestris (41)

1S,2R,5R,6R,7S,8R,9R,10S-10-Hydroxy-
2,8,9-triacetoxyguaia-3,11(13)-diene-6,12-
olide

Anthemis aetnensis (38)

A. cretica subs cretica (216)

1S,2R,5R,6R,7S,8R,9R,10S-
2,8,9,10_Tetrahydroxyguia-3,11(13)-
diene-6,12-olide

A. alpestris (41)

LE



1S,2R,5R,6R,7S,8R,9R,10S-2-Acetoxy-
8,10-dihydroxy-9-(2-
methylpropanoyloxy)-guia-3,11(13)-
diene-6,12-olide

A. aetnensis (38)

A.cretica subs cretica (216)
A.aetnansis (38)

la, 10B-Eopxy-6-hydroxy-1,10H-

inunolide

A. altissima (100)

2-acetoxy-9-izobutyrloxy-8,10-
dihydroxyguia-3,11(13)-diene-6,12-olide

AcO

A. alpestris (41)

A. aetnensis (38)

A. cretica subs cretica (216)

2-acetoxy-9-izovaleryloxy-8,10-
dihydroxyguia-3,11(13)-diene-6,12-olide

AcO

Anthemis alpestris (41)

A. cretica subs cretica (216)
A.aetnensis (38)

8¢



2a-hydraperxy-8-O-isobutyryl-9a-

acetoxycumambrin B

A.carpatica (217)

3B-acetoxycostunolide

A. meleampodina (64)

3B-acetoxydeacetylturinol

A. carpatica (217)

3B-acetoxydeacetylturinolacetate

A. carpatica (217)

3B-Hydroxycostunolide

A. meleampodina (180)

6¢



4-Hydroxyanthecotulide

A. auriculata (201)

4-O-Acetoxyanthecotulide

A. auriculata (201)

5-Acetoxy-5,6-dihydro-6,13-dehydro-
antheindurolide A

A. arvensis L. (222)

5-hydroperoxy-6,13-dehydro-5,6-dihydro
anthecotuloide

A. cotula (107)

5-hydroperoxy-6,13-dehydro-5,6-

dihydroanhecotuloide

A. cotula (221)

oy



5-Hydroxy-5,6-dihydro-6,13-dehydro-
antheindurolide A

A. arvensis L. (222)

5-0x0-6,13-dehydro-5,6-
dihydroanthecotuloide

A. cotula (221)

5-Ox0-6,7-ZDehydro5,6-
dihydroanthecotuloide -

A. cotula (18)

6,7 E-dehydro

anthecotuloide

A. cotula (221)

6,7Z-Dehydro-5,6-dihydroanthecotuloide

A. cotula (18)

144



6-hydroperoxy-5,6-dihydro-4,5-dehydro-
anthendurolide A

A. arvensis L. (222)

6-hydroxy-4,5-dehydro-5,6-
dihydroanhecotuloide

A. cotula (221)

6-Hydroxy-5,6-dihydro-4,5-dehydro-
antheindorolide A

A. arvensis L (222)

8- Angeloxy-4,5-epoxygermacra-
1(10),11(13)dien-6,12-olid

A. cupaniana (39)

A. macedonica (192)
A.punctata subs cupaniana (164)

8-(tetrahydro-3’-methylene-2’-oxofuran-
4’-yl)-2,6-dimethylocta-2,6-dienal

A. tigreensis (58)

4%



8,9-Di-O-Acetylanthemolide B

A. carpatica (43)
A. cretica subs cretica (216)

8-deoxy-9-O-acetylanthemolide B

A. carpatica (217)

8-izobutyrloxy-4,5-epoxygermacra-
1(10),11(13)dien-6,12-olide

A. cupaniana (39)

8-Izobutyrloxy-4,5-epoxygermacra-
1(10),11(13)dien-6,12-olide

A.cupaniana (39)

1%



8-O-Acetylanthemolide B

A. carpatica (43)

8-0O-Angeloyl-9-O-acetylanthemolide B

A. cretica (216)

8-O-dihydroanthecotuloide

A. cotula (221)

8-O-isobutyryl-9-O-acetylanthemolide B

A. carpatica (43,217)

A.cretica subs cretica (216)

4%



8-O-isobutyryl-9a-acetoxycumambrin B

A. carpatica (217)

8-O-Tigloyl-9-O-acetylanthemolide B

A. carpatica (217)

8-O-tigloyl-9a-acetoxycumambrine B

A. carpatica (191)

8-Tigyloxy-4,5-epoxygermacra-
1(10),11(13)dien-6,12-olide

A. cupaniana (39)

517



8a-angeloyloxydouglanin

A. carpatica (217)

8a-hydroxydouglanin

A. carpatica (217)

8a-isobutyrloxydouglanin

A. carpatica (217)

8a-isobutyryloxyanthemolide A

A. carpatica (217)

1%



8a-izobutyryloxyanthemolide C

A. carpatica (217)

8a-Propionyloxyanthemolide C

A. carpatica (217)

8a-Tigloyloxyanthemolide C

A. carpatica (217)

8a-tigloyloxydouglanin

A. carpatica (217)

Ly



9- Acetoxy-4,5-epoxygermacra-
1(10),11(13)dien-6,12-olide

A. cupaniana (39)

9-O-Acetylanthemolide B

A. carpatica (43)

9-O-Deacetylanthemolide D

A. carpatica (217)

9a-acetoxycumambrin A

A. carpatica (217)

1%



9a-Acetoxycumambrin B

. cretica subsp cretica (216)

9a-acetoxycumambrine B

. carpatica (191)

9a-Acetoxyparthenolide

>

. punctata subsp cupaniana (39)
. cretica subsptenuiloba (29)

. macedonica (192)

9a-hydroxycumambrine A

. carpatica (191)
. Cretica subs cretica (216)

6v



9a-Hydroxyparthenolide

A. punctata subsp cupaniana (39)

Altissin

A. altissima (100)

Anthecotuloide

A. cotula (221)

A. auriculata (9)

Anthecotuloide-5,6-oxide

A. cotula (221)

Anthecularin

A. auriculata (9)

0§



Antheindurolide

A. tigreensis (38)

Antheindurolide A-5,6-oxide

A. arvensis L. (222)

Antheindurolide B

A. arvensis L. (222)
A. cotula (107)

A. pseudocotula (1)

Anthemolide A

A. carpatica (43)

A. cretica (216)

Anthemolide B

A. carpatica (217)

A. cretica (216)

TG



Anthemolide C

A.carpatica (217)

Anthemolide D

A. carpatica (43)

Anthemolide E

A.carpatica (43)

Anthemolide F

A. carpatica (217)

¢S



Anthendurolide A

.arvensis L. (222)
. cotula (107)

. pseudocotula (1)

Anthepseudolide

. pseudocotula (1)

Anthepseudolide-6-O-acetate

. pseudocotula (1)

Athendurolide B

>r> >

. pseudocotula(l)

. indurata
. cotula (18)
. auriculata(203)

Costunolide

>

. meleampodina (180)

€S



Cumambrin B

A. carpatica (234)

Cumambrine A

A. carpatica (191)

Custunolide,cis,cis-11,13-dihydro-3a.-
acetoxy-8B-hydroxy

A. cretica subsp montana (29)

Custunolide,cis,cis-3a-acetoxy-8B-acetoxy

A. cretica subsp montana (29)

12°]



hydroxy

Custunolide,cis,cis-3a-acetoxy-8p-

A. cretica subsp montana (29)

Dehidrolanuginolide

A. cupaniana (39)

Dentatin A

il

A.melanolepsis (182)

Desacetyl-B-cycloperethrosin

A. wiedemanniana (56)
A. altissima (100)

Desacetyl-B-cyclopyretrosin

A. altissima (100)

GS



Douglanin

A. carpatica (217)

A. melampodina (64)

Epi-antheindurolide A

A. auriculata (203)

Epitatridin (Tanachin)

A. wiedemanniana (56)

Hydruntinolide A

A.hydruntina (22)
A. aetnensis (38)

99



Hydruntinolide B

A. hydruntina (22)
A. aetnensis (38)

Hydruntinolide C

A. hydruntina (22)

Hydruntinolide C

A. hydruntina (22)

Ludalbin

A. carpatica (217)
A. macedonica (115)

LS



Melanolepin B

A.melanolepis L. (187)

Melanolepin C

A. melanolepis L. (187)

Michelenolide

A.macedonica (192)

Santamarine

A. macedonica (192)

89



A. altissima (100)

Sivasinolide

A. cupaniana (39)
Stizoline A.macedonica (192)

A. altissima (100)
Tatridin A A. wiedemanniana (56)

69
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2.2.5.2. Flavonoitler

Yapilan calismalarda Anthemis tiirlerinde bulunan flavonoit bilesiklerinin
¢ogunun apigenin, luteolin gibi flavon yapisinda olanlar ile kersetin ve kemferoliin
mono, di, tri metil eterleri gibi flavonol yapisinda olan bilesikler oldugu
gorilmektedir. Ayrica bu flavonoitlerin, C3 ve C7 nolu konumlardan substitiie olmus
cesitli heterozit formlar1 da goriilmektedir. Cesitli tiirlerden elde edilen flavonoitler

Tablo 4’de verilmistir.



Tablo 4: Anthemis tiirlerinden izole edilmis flavonoit bilesikleri

Patuletin-3-glikozide

A .tinctoria ssp.
subtinctoria (226)

Quercetagetin-3,6,3’-
trimethylether

A. tinctoria ssp.
subtinctoria (226)

Patuletin-3-rutinoside

A tinctoria ssp.
subtinctoria (226)

19



A. nobilis (228)

Santin
A. auriculata (201)
A. nobilis (228)
Apigenin Anthemis melanolepis L. (187)

A. cotula (221)
A. altissima (100)

Apigenin-7-glucoside

A. nobilis (2)

Apigenin 7-O-Glukronide

A. triumfetti (162)

29



7,4’-Dimethylether-apigenin

A. melanolepis L. (187)

Luteolin

A. nobilis (65)

A. auriculata (201)

Luteolin-7-rutinoside

A. nobilis (65)

6-Hydroxyluteolin-7-glukozide

A. nobilis (65)

€9



Luteolin-7-glukoside

A. nobilis (2)

A. triumfetti (162)

Luteolin

7-O-B-D-glukopyranoside

A. auriculata (201)

Quercetin

A. nobilis (65)

A. altissima (100)

¥9



Quercetin 7-O-glucoside

A. triumfetti (162)

Quercetin 4°-O-glucoside

A. triumfetti (162)

Quercetin-3-methylether

A. altissima (100)

99



6-hydroxyquercetin-3,6,4’-
trimethylether

A. altissima (100)

Apiin

A. nobilis (65)

isorhamnetin

A. nobilis (65)

A. altissima (100)

99



A. nobilis (65)

Patuletin
Rutin A. nobilis (65)
Chrysoeriol-7-glocoside A. nobilis (65)

L9



A. nobilis (65)

A. triumfetti (162)

Patulitrin

Kaempferol A. nobilis (2)
A. nobilis (2)

Scopoletin

A. triumfetti (162)

Pectolinaringenin

A. auriculata (201)

89



Eriodictyol

A. auriculata (201)

A. altissima (100)

Umbelliferone

A. triumfetti (162)

Hispidulin

A. triumfetti (162)

Scopolin

Glu-(

A. triumfetti (162)

Dihydrokaemferol

A. melanolepis L. (187)

69



5,7,3-trihydroxy-3,6,4-

trimethoxyflavonol

A. melanolepis L. (187)

Naringenin

A. melanolepis L. (187)

Hispidulin

A. cotula (221)

Kaempferol-4’-methylether

A. altissima (100)

0.



Rhamnetin

A. altissima (100)

Taxifolin

A. altissima (100)

TL
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2.2.5.2. Asetilenler

Asetilenler {izerinde yapilmis olan c¢alismalarda dogada on karbonlu
tiyoeterlerin yaygin olarak bulunmamasina ragmen, Anthemis tiirlerinin 6zellikle on
karbonlu tiyoeter igerigi bakimindan diger familyalara gore c¢ok zengin oldugu
goriilmektedir. Anthemis tiiri ayrica ondort karbonlu asetilenlerin de yaygin olarak
bulundugu bir familyadir (48). Cesitli Anthemis tiirlerinden elde edilen asetilenler

Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5: Degisik Kaynaklarda Yer Almigs Olan Anthemis Tiirleri ve Bunlarda
Varlig1 Bildirilmis Olan Asetilenler

Bitki Ad1 Acik Formiil Kaynak
A .aciphylla
Boiss. var.
discoidea
. (29)
Boiss.
A. aciphylla
Boiss. var.
discoidea
. (29)

Boiss.
A. altissima

(24,26)
L.=(A. cota)
A. altissima
L.=(A. cota) (24,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
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A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. arvensis L. (25,26)
A. austriaca

Jacq. _ _ (73-78)
(=A.cotiformis

velen)

A. austriaca (25-
Jacq. 28,31,32)
A. austriaca (25-
Jacq. 28,31,32)
A. austriaca (25-
Jacq. 28,31,32)
A. austriaca (25-
Jacq. 28,31,32)
A. austriaca (25-
Jacq. 28,31,32)
A. austriaca (25-
acg. 28,31,32)
A.

biebersteiniana (25-27,31)
C. Koch.

A.

biebersteiniana (25-27,31)
C. Koch.

A.

brachycentrs (25,26,31)

F.Gay
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A.

brachycentrs (25,26,31)
F.Gay

A.

brachycentrs (25,26,31)
F.Gay

A.

brachycentrs (25,26,31)
F.Gay

A.

brachycentrs (25,26,31)
F.Gay

A.

brachycentrs (25,26,31)
F.Gay

A.

brachycentrs (25.26,31)
F.Gay

A. cairica Vis. (25,26)
A. cairica Vis. (25,26)
A. cairica Vis. (25,26)
A. cairica Vis. (25,26)
A. cairica Vis. (25,26)
A. carpatica (25,26)
Willd.

A. carpatica (25,26)
Wwilld.

A. carpatica (25,26)
Willd.

A. carpatica (25,26)
Willd.

A. carpatica (25,26)
willd.

A. carpatica (25,26)

Willd.
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A -carpatica (25,26)
Willd.

A -carpatica (25,26)
Willd.

A. caucasica (26)
Adam.

A. chia L. (26)
A. chia L. (26)
A. chia L. (26)
A. cinerea (26)
Panc.

A. cinerea (26)
Panc.

A. cinerea (26)
Panc.

A. cotula L. (25,26)
A. cotula L. (25,26)
A. cotula L. (25,26)
A. cotula L. (25,26)
A. cotula L. (25,26)
A. cotula L. (25,26)
A. cotula L. (25,26)
A. cotula L. (72-74)
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A. cretica L.

(26)

A. cretica L.

(26)

A. cretica L.

(26)

A. cretica
L.subsp
anatolica
(Boiss.)
Grierson

(29)

A. cretica
L.subsp
anatolica
(Boiss.)
Grierson

(29)

A. cretica L.
Subsp.
montana
(Briquet)
Grierson

(29)

A. cretica L.
Subsp.
montana
(Briquet)
Grierson

(29)

A. cretica L.
Subsp.
montana
(Briquet)
Grierson

(29)

A. cretica
L.subsp.
tenuiloba (DC)
Grierson

(29)

A. cupaniana
Tod.

(25-27,31)

A. cupaniana
Tod

(25-27,31)

A. cupaniana
Tod

(25-27,31)

A. cupaniana
Tod

(25-27,31)
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A. cupaniana (25-27,31)
Tod
A. cupaniana (25-27,31)
Tod
A. cupaniana (25-27,31)
Tod
A. cupaniana
Tod (25-27,31)
A. dumetorum (25)
Sosn.
A. dumetorum (25)
Sosn.
A. dumetorum
Sosn. (25)
A. ersula

(25)
A. kelwayi Hart (25,26)
A. kelwayi (25,26)
Hart
A. kelwayi Hart (25,26)
A. kelwayi Hart (25.26)
A. kelwayi
Hart (25,26)
A. macedonica
Boiss. Et. (26)

Orph.
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A. macedonica

Boiss. Et. (26)
Orph.
A. macedonica
Boiss. Et.
Orph. (26)
A. maritima L. (25,26)
A. maritima L. (25,26)
A. maritima L. (25,26)
A. maritima L.
(25,26)

A. melanoloma (25)
Trautv.
A. melanoloma (25)
Trautv.
A. melanoloma (25)
Trautv.
A. melanoloma (25)
Trautv.
A. melanoloma
Trautv.

(25)
A.
melanolepsis

(25)
A. monantha

(25)
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A. montana L. (25,26,31)
A. montana L. (25,26,31)
A. montana L. (25,26,31)
A. montana L. (25,26,31)
A. montana L. (25,26,31)
A. mucronilata (25,26,31)
Reichb.

A. mucronilata (25)
Reichb.

A. mucronilata (25)
Reichb.

A. mucronilata (25)
Reichb.

A. mucronilata (25)
Reichb.

A. mucronilata

Reichb. (25)

A. muricata (26)
(DC) Guss.

A. muricata (26)
(DC) Guss.

A. muricata

(DC) Guss. (26)

A. petreae Ten (25)

A. petreae Ten (25)

A. petreae Ten (25)

A. petreae Ten (25)

A. petreae Ten (25)
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2.2.5.4. Steroidler

Anthemis tiirlerinde yukaridaki ana gruplara ilaveten steroid tipi maddelere de
rastlanmistir. Stigmasterol, campesterol, a-sitosterol, [-sitosterol ve 24-methylene

cycloartanol, bulunan maddeler arasindadir (161).

2.2.5.5. Terpenik Yapidaki Bilesikler

Yapilan ¢aligmalarda A. melanolepis tiirlinde taxasterol gibi terpenik yapidaki

bir maddeye de rastlanmistir (182).

2.2.5.6. Sabit yaglar

A. triumfetti iizerinde yapilan bir ¢alismada, bitkiden hazirlanan siklohegzan
ekstresinde 16 farkli sabit yag metil esteri (Nonaoic, decanoic, dodecanoic,
tetradecanoic, pentadecanoic, hexadecanoic, heptadecanoic, 9, 12-octadecanoic, 9,
12, 15-octadecanoic, octadecanoic, -eicodecanoic, docosanoic, tetracosanoic,

hexacosanoic, octacosanoic) bulunmus ve yapilar1 aydilatilmistir (161).

2.2.5.7. Diger Fenolik Maddeler

Yapilan c¢alismalarda Anthemis tiirlerinde fenolik yapidaki bilesiklere de
rastlannstir. Ozellikle klorojenik asit ve kafeilkinik asit en ¢ok rastlananlardir (143, 160).
Bir diger calismada, Cezayir’de kullanilan bazi tibbi bitkilerin, fenolik bilesik

iceriklerine ve bunlarin antioksidan aktivitelerine bakilmis ve bu bitkiler arasinda
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bulunan A. arvensis de yiiksek derecede antioksidan aktiviteye sahip fenolik
maddeler igeren bir bitki olarak literatiire gegmistir (61).
Yine A. tinctoria "nin fenolik igerigi tizerinde yapilan bir arastirma mevcuttur (157).
Baz1 Anthemis tiirlerinin yapraklarinda fenolik maddelerin arastirildigi bir

calisma da mevcuttur (12).

2.2.5.8. Diger Bilesikler

Valery M. Dembitsky ve arkadaslar1 A. austriaca tiirinden kumulen yapisinda
2, 6, 7, 8-dekatetraen-4-insasid, 9-(metiltiyo)-metilester, 5-hydroksi-9-metiltiyo-2, 4,
6, 7, 8-dekapentatenoik acid) maddeler izole etmislerdir (218).

Yine A. auriculata’da bir monoterpenik iridoidal bilesik bulunmustur (9).

Ivan Vuckovic ve arkadaglar1 A. cotula’dan asetofenon yapisinda (4-hidroksi-
3-isovalerilasetofenon, 4-metoksi-3-isovalerilasetofenon, 2, 2-dimetil-6-
asetilkromanon) 3 tane bilesik izole etmislerdir (221). Cesitli Anthemis tiirlerinde
total fenol ve kondanse tanen miktarlari iizerinde yapilmis bir ¢aligma da mevcuttur.
Bu calismaya gore kondanse tanen ve fenolik asit miktarlarinin tiirlere gore ¢ok
biiyiik farkliliklar gosterdigi gozlenmistir (12). Yine A. nobilis’in kok kiltiirlerinde
geranil isovalerate birikiminin degerlendirildigi bir c¢alismada, kok icermeyen

sirglinlerde geranil izovalerat birikimine rastlanmamistir (150).

2.2.5.9. Ucucu Bilesikler

Anthemis tiirleri ugucu yaglar1 agisindan pek ¢ok c¢alismaya konu olmus

bitkilerdir. Yaptigimiz literatiir ¢alismalarinda A.montana L.ssp. carpatica (191), A.
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nobilis (92), A. tinctoria (95), A. melempodina (82), A. xylopoda O. Schwarz (214),
A. ruthenica ve A. arvensis (223), A. cretica L. ssp.leucanthemoides (Boiss)
Grierson(20), A. altissima L. var altissima (172), A. altissima L (106), A. aciphylla
Boiss. var. discoidea Boiss. (19), A. chia L., A. tomentosa L., A.auriculata Boiss., A.
wenwei L. ssp weneri Stoj.&Acht., A. altissima, A.melanolepis Boiss., A. tinctoria L.
var. parnassica ve A.cotula (179), A. triumfetti (L.) DC. (139), A. hyalina (177)’nin
ucucu yag iceriklerinin tespit edildigi goriilmiistiir. Bu arastirmamizda da A.

wiedemanniana’nin (109) ugucu yag igerigi tespit edilmistir.

2.3. Biyolojik Aktivite Boliimii

Anthemideae familyas1 biyolojik aktivite tayinlerine sik sik konu olan bir
familyadir. Sitotoksik aktivitesi, antioksidan aktivitesi ve antihelikobakter aktivitesi
izerine yapilmis ¢cok sayida ¢alisma mevcuttur (15, 190, 49, 36, 49).

Ornegin A. tinctoria min igeriginde bulunan antemisinin adli seskiterpen lakton
yapisindaki bir madde sayesinde bu tiiriin antimalaryal etkiye sahip oldugu
kanitlanmistir (183, 77). Fakat Anthemis tiirlerinde yapilan biyolojik aktivite
calismalarina  baktigimizda, en c¢ok antibakteriyel aktivite ¢aligmalarinin
bulundugunu gérmekteyiz.

A. cretica, A. nobilis, A. cotula, A. auriculata, A. coelopoda ve A. tenuisecta,
antibakteriyel aktivitesi lizerinde ¢alisilmis Anthemis tiirleridir. A. cretica’nin yaprak,
tohum, meyve, ¢icek ve toprak lstii kisitmlarindan metanol ekstreleri hazirlanip bu
ekstrelerin 7 mikroorganizmaya karst MIC degerlerine bakilmis ve en yiiksek

aktivitenin yapraklar iizerinde oldugu gozlenmistir (44).
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A. cotula’nin gigeklerinden hazirlanan flavonoit ekstresi tizerinde yapilan bir
antibakteriyel aktivite calismasinda, hazirlanan ekstrenin kullanilan 8 bakteriden 7’si
tizerinde aktivite gosterdigi gézlenmistir (167). Yine A. cotula lizerinde yapilan diger
bir ¢alismada bitkiden hazirlanan etanol ekstresinin antibakteriyel etkisine bakilmas,
denenen 12 mikroorganizmadan 5’1 lizerinde etkili oldugu bulunmustur (63).

Brezilya’da kullanilan tibbi bitkiler {izerinde yapilan bir ¢alismada,
antispazmodik ve digestive etkisinden dolay1, calisilan bitkiler arasinda bulunan A.
nobilis’in etanol ekstresinin ve ugucu yaginin anti-candida aktivitesine bakilmis ve
ekstrede, calisilan konsantrasyonlarda bir etkiye rastlanmazken, ugucu yagda anti-
candida etki gézlenmistir (53).

A. auriculata bitkisinden elde edilen, 3 linear seskiterpen lakton yapisindaki
madde, antekotulid, hidroksiantecotulid, acetoksiantekotulid ve 2 flavonoit
yapisindaki madde taraksa-20(30)en-3/-ol ve metilvanilat izole edilmis ve bu izole
edilen saf maddelerin, 11 mikroorganizma iizerinde antibakteriyel aktivite tayinlerine
bakilmistir. Sonug olarak, 5 maddenin de tiim mikroorganizmalar tizerinde etkili
oldugu gozlenmistir (201).

Yine A. coelopoda var. bourgaei ve A. tinctoria var pallida DC. tiirleri
tizerinde yapilan bir ¢alismada bitkilerden hazirlanan etilasetat, kloroform ve etanol
ekstrelerinin 10 mikroorganizma iizerinde antibakteriyel aktivitelerine bakilmis ve
sadece A. coelopoda var. bourgaei tiirtinden hazirlanan etilasetat ekstresinin bazi
mikroorganizmalar karsisinda standart antibiyotiklerden fazla olamamak kaydiyla
etkili oldugu gdzlenmistir (213).

A. tenuisecta Ball. bitkisinin ugucu yagi iizerinde yapilmis bir antibakteriyel
aktivite caligmasinda ise ugucu yagin gram pozitif bakterilere karsi etkili oldugu

kanitlanmustir (87).
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Antibakteriyel aktivite tayinleri kadar olamamakla birlikte Anthemis tiirleri
tizerinde yapilan sitotoksik aktivite tayinleri mevcuttur.

Yapilan bir ¢alismada Asteraceae familyasindan secilen 25 tiiriin ekstrelerinin
HelLa, ( serviks epiteli karsinomu), A 431 (cilt epidermal karsinom) ve MCF7 (meme
epitel karsinom) {iizerindeki etkileri arastirilmis ve bitkiler arasinda bulunan A.
ruthenica ve A. tinctoria tiirlerinin, kanser hiicrelerine kars1 yiiksek aktivitesi oldugu
kanitlanmistir (36).

A. maritima bitkisinden izole edilen siklohegzanon yapisindaki iki yeni madde
olan antheminones A ve antheminones B adli bilesiklerin kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik aktivitelerine bakilmis ve antheminones A’nin l6semi hiicrelerine karsi
aktivitesi oldugu goézlenmistir (49).

Tarafimizdan bu calisma kapsaminda yaptigimiz ve orjinalliginin bozulmamast
icin yaymladigimiz, A. wiedemanniana bitkisi ve ugucu yay1 iizerinde yapilan bu
calismada bitkinin ugucu yaginin 12 bakteri ve 5 mantar iizerindeki aktivitesine
bakilmis ve bakteriler {izerinde standart antibiyotiklerden daha diisiik aktivitesi

oldugu ve mantar tizerinde aktivitesi olmadigi gézlenmistir (109).



BOLUM II

GEREC VE YONTEM

1. BOTANIiK BOLUM

Bu arastirmanin botanik ¢alismalarinda kullanilan A. wiedemanniana
Fisch.&Mey. bitkisi 4 Haziran 2004 tarihinde Izmir-Baymdir-Alankiyr mevkiinden
toplanmistir. Bitkinin dogadaki goriintiisii resim 1’de yer almaktadir. Bitki Ege
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyelerinden Serdar Gokhan
SENOL tarafindan teshis edilmistir. Toplanan bitkilerden alinan herbaryum 6rnekleri
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali herbaryumunda
No:1325 ile kayithidir. Resim 2’de herbaryum 6rnegine ait fotograf goriilmektedir.

Toplanan bitkisel materyalden mikroskobik ¢aligmalarda kullanilmak {izere
Radix ve Herba Anthemis wiedemanniana drogu hazirlanmistir. Kesit i¢in ayrilan
bitki drnekleri ise 70%lik etanol icinde saklanmustir. Bitkinin kok, gévde,yaprak ve
cicek boliimlerinden kesitler alinmis, ayrica hazirlanan toz drog da kesitlerle birlikte,
mikroskobik olarak incelenmistir. Kesitler ve toz 6rnek sartur ve kloralhidrat
reaktifleri icinde hazirlanan preparatlar1 halinde incelenmislerdir (44).

Hazirlanan preparatlar Carl Zeiss Jena marka arastirma mikroskobunda
incelenmistir. Gerekli durumlarda Carl Zeiss Jena mikrofotografi cihazi kullanilarak

karakteristik 6zellikler saptanmistir.
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2. KIMYASAL BOLUM

2.1. Materyal

Bu arastirmanin  fitokimyasal = ¢alismalarinda  kullanilan ~ Anthemis
wiedemanniana Fisch.&Mey. bitkisi 4 Haziran 2004 tarihinde izmir-Baymndir-
Alankiy1r mevkiinden toplanmistir. Toplanan bitkilerden alinan herbaryum 6rnekleri
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali herbaryumunda
N0:1325 ile kayitlidir.

Toplanan bitkiler toprak alt1 ve toprak tistli kisimlar1 ayrilmaksizin kiigiik parcalar
halinde kesilip oda sicakliginda, agik havada ve golgede kurutulduktan sonra Retsch
GmbH SK 1 marka, elek ¢cap1 Imm olan elektrikli degirmende toz haline getirilmistir.

Ugucu bilesiklerin izolasyonu ve saptanmasi igin ise, bitkiler kurutulmadan

taze halde, kiigiik parcalar haline getirilip su distilasyonuna tabi tutulmuslardir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Seskitepen Laktonlarin Tiiketilmesi

Toz materyal 1siktan korumali kaplarda Petroleteri: Dietileter (serbest

peroksitli): Metanol (1:1:1) ¢oziicii karisiminda 1 giin maserasyona birakildl. 1

giinlin sonunda siizme igslemine tabi tutulup algak basincta kuruluga kadar distillendi.
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Elde edilen bu total ekstre, Siklohegzan: Dietileter: Metanol (1:1:1) ¢doziicl
karisiminda ¢oziildii ve esit miktarda doymus tuzlu su” ile ekstraksiyona tabi tutuldu.
Alman sulu faz etilasetatla tekrar ekstraksiyona alindi. Ekstraksiyona Ce(SOs),  ve
anisaldehit” belirteglerine karsi olumlu sonug vermeyene kadar devam edildi. Susuz
Na,SO, kullanilarak etilasetatli fazin suyu giderildi. Elde edilen etilasetatli kisimlar

birlestirildi. Siiziilerek algak basingta kuruluga kadar distillendi.

2.2.2. Seskiterpen Laktonlarin ince Tabaka Kromatografisi ile Incelenmesi

Stitun  kromatografisi  calismalar1  sirasinda  ayrilan  fraksiyonlarin
incelenmesi ve benzer olanlarin birlestirilmesi i¢in ince tabaka kromatografisi
yonteminden yaralanilmuistir.

Uygun ¢oziicii sistemlerinin gelistirilmesi ve elde edilen bilesiklerin safliklarinin
kontrolii amaciyla yine ince tabaka kromatografisi yonteminden yararlanilmistir (Tablo 6).
Ince tabaka kromatografisi ¢aligmalarinda 0.25 mm kalinliginda silika jel 60 Fas4 (Merck

5715) hazir cam kromatografi plaklari kullanilmistir.

2.2.3. Seskiterpen Laktonlarin Saflastirilmasi

Total seskiterpen lakton ekstresinin fraksiyonlandirilip ana fraksiyonlarin elde

edilmesi sirasinda siitun kromatografisi yonteminden yaralanilmistir.

Tuzlu Su: Distile su i¢ine fazla miktarda Sodyumkloriir (Riedel) ilave edilir. Ultrasonik banyoda
30 dakika tutulur. Siiziilmeden kullanilir.

Seryum Siilfat Belirteci : 2 g [Ce(SO,),], 100 ml %10’ luk H,SO, ¢6zeltisi i¢inde ¢oziiliir (224).
Anisaldehit Belirteci: 0.5 ml anisaldehit, 1 ml H,SO, ve 50 ml asetikasit karistirilarak hazirlanir
(224).

Hkk
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Bu arastirma kapsaminda yapilan siitun kromatografisi caligmalarinda,
adsorban olarak, silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merc 7734) kullanilmistir, yine
caligmalar sirasinda, miktarlara uygun boyutlarda cam siitunlar kullanilmistir. Ana
fraksiyonlarin elde edilmesi sirasinda Tablo 6’da verilen ¢oziicii sistemlerinden
yararlanilmastir.

Stituna uygulanacak karisimlarin, yogun ¢dézeltileri bir miktar adsorbanla
karistirildiktan sonra, ¢oziicii berteraf edilmistir. Bu sekilde elde edilen toz halindeki
karisim siituna ilave edildikten sonra, eliisyona baglanmistir.

Stitun kromatografisi sonucunda elde edilen ana fraksiyonlarin, 6n inceleme
amactyla 'H NMR spektrumlari ¢ekilmistir. Spektrumlar incelenerek seskiterpen
lakton ve flavonoit yapisina sahip bilesikleri igeren fraksiyonlar saptandiktan sonra,

bu fraksiyonlarda bulunan bilesikler preparatif YBSK yontemiyle saflastirilmistir.

Tablo 6: I.T.K de Yararlanilan Coziicii Sistemleri

No: Coziicii Sistemi

I Petrol eteri : Dietileter (7:3)

I Petrol eteri : Dietileter (5:5)

i Petrol eteri : Etlasetat (7:3)

v Dietileter : Etlasetat (7:3)

\Y Petrol eteri : Dietileter: Metanol (7:3:0.5)

Vi Petrol eteri : Dietileter: Metanol (5:5:0.5)

\1 Petrol eteri : Kloroform : Metanol (7:2.5:0.5)

VIl Petrol eteri : Kloroform : Metanol (8:1:1)

IX Petrol eteri : Kloroform : Metanol: Toluen (7.5:2.5:0.5:0.5)

X Petrol eteri : Kloroform : Metanol: Toluen (7:2.5:1:0.5)
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2.2.4. Saf Halde Elde Edilen Bilesiklerin Taninmasi

Saflastirilan  bilesiklerin  yapilarimi  ayinlatmak i¢in degisik spektroskopik
yontemlerden {UV, IR, 1D (*H, C) ve 2D NMR, EIMS ve HR-MS}
yararlanilmistir. Literatiirde kayith olan bilesikler icin eldeki veriler, rapor edilmis
degerlerle Kkarsilastirllmistir.  Yapilarin  aydinlatilmasinda yararlanilan —analitik
yontemlerde kullanilan cihazlara ait teknik bilgiler asagida sunulmustur.

UV Spektrumlari: Shimadzu UV 160 A Spektrometresinde, 1 cm’lik kuvarz
kiivetlerde ¢ekilmistir.

IR spektrumlari: Perkin-ElImer Model 983 Infrared Spektrometresinde
cekilmistir.

NMR Spektrumlart: Bilesiklerin *H ve BC NMR spektrumlari, Bruker DRX-
400 ve Bruker DMX-600 NMR Spektrometrelerinde, 2D NMR spektrumlari ise
Bruker DMX-600 NMR spektrometrelerinde ¢ekilmistir.

Kiitle spektrumlari: JEOL JMS-AX 505 HA spektrometrelerinde alinmustir.

2.2.5. Ucucu Bilesiklerin izolasyonu ve Saptanmasi

Bitkisel materyalden ucgucu yagin elde edilmesi islemi su distilasyonu
yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu amacgla clevenger apareyinden yararlanilmistir
(200).

Ugucu yag bilesenlerinin tayini, Hawlett Packard MSD Gaz kromatografisi/

kiitle spektrometrisi sistemi (GC/MS) kullanilarak yapilmistir.
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3. BIYOLOJIK AKTiVIiTE BOLUMU

Bu arastirmanin biyolojik aktivite c¢alismalarinda kullanilan Anthemis
wiedemanniana Fisch.&Mey. bitkisi 4 Haziran 2004 tarihinde Izmir- Bayimdir-
Alankiy1r mevkiinden toplanmistir. Toplanan bitkilerden alinan herbaryum o6rnekleri
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali herbaryumunda
No: 1325 ile kayithidir.

Toplanan bitkiler toprak alti1 ve toprak istii kisimlari ayrilmaksizin kiigiik
parcalar halinde kesilip oda sicakliginda, acik havada ve golgede kurutulduktan sonra

Retsch marka degirmende toz haline getirilmistir.

3.1. Sitotoksik Aktivite Tayini

3.1.1. Artemia salina Leach Larvalarimin Hazirlamsi

3.8 g deniz tuzu, 100 ml distile suda ¢dziindiiriiliip bir tanka konulur. I¢ine
brine shrimp (Artemia salina Leach) yumurtalari eklenir. Devamli 1sik altinda

birakilan tanktan 48 saat iginde larvalar ¢ikar.

3.1.2. Test Cozeltilerinin Hazirlamis

Hazirlanan toz materyalin, hegzan, etanol,etilasetat, metanol, kloroform, ve
petrol eteri:dietileter:metanol (1:1:1) solvan sistemleriyle ekstreleri hazirlanmistir.
Bu ekstrelere ve bitkinin ayirimi i¢im kullanilan stitun kromatografisi isleminden

sonra elde edilen fraksiyonlara brine shrimp yontemiyle sitotoksik aktivite denemesi
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(118-134) uygulanmis ve bu metoda gore sitotoksik aktivite gézlenen fraksiyonlar ve
ekstreler saptanmustir. Ekstreler ve fraksiyonlar 1000,100,10 ppm olmak tizere ii¢
ayr1 konsantrasyonda hazirlanmustir.

1000 ppm’lik konsantrasyonun hazirlanmasi i¢in 20 mg madde, 2 ml ¢oziiciide
¢oziindiiriiliir. Ug ayr1 flakona 0.5 ml konur.

100 ppm konsantrasyonun hazirlanmasi i¢in, geriye kalan 0.5 ml’den alinan 0.2
ml ¢ozelti, 1.8 ml ¢oziicli eklenerek seyreltilir. Bu ¢ozeltiden alman 0.5 ml ¢
porsyon, ii¢ ayr1 flakona konur.

Geriye kalan 0.5 ml ¢ozeltiye ayni yontemin uygulanmasiyla 10 ppm’lik
konsantrasyonlar hazirlanir ve ii¢ ayr1 flakona 0.5’er ml konur. Bir flakona da kontrol
amactyla sadece 0.5 ml ¢oziicii konur. Daha sonra tiim flakonlardaki ¢oziiciiler
kuruluga kadar ugurulur.

Aktif oldugu bilinen Umbelliferon ve Kolsisin maddeleri standart olarak

kullanilmistir.

3.1.3. Deneyin Yapihisi

Her flakona bir miktar deniz tuzu ¢ozeltisi konur. Her birinin igine 48 saat
sonra yumurtadan ¢ikip hazir hale gelmis Artemia salina larvalarindan on adedi
sayilarak ilave edilir. Flakondaki ¢6zelti hacmi deniz tuzu c¢ozeltisi ilave edilerek 5
ml’ye tamamlanir.

24 saat sonra canli kalmis olan larvalar sayilir ve kaydedilir. Veriler bir

bilgisayar programi (Finney probit analiz metodu) yardimiyla degerlendirilir.
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3.2. Mikrobiyolojik Aktivite Tayini

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Hazirlanan ana ekstre ve elde edilen fraksiyonlar 2 mg/ml olacak sekilde

metanolde ¢ozlindiiriiliip antimikrobiyal test i¢in +4°C’ de saklanmistir.

3.2.2. Test Mikroorganizmalari:

8 adet bakteri (Staphylococcus aureus ATCC 6538/P, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 29998, Escherichia coli ATCC
11230, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterobacter cloacae ATCC 13047, Salmonella typhimurium CCM 5445 ve 1 adet
mantar (Candida albicans ATCC 10239) tiirii olmak {izere toplam 9 adet
mikroorganizma kullamlmistir. Kullamlan mikroorganizmalar Ege Universitesi
Biyoloji Boliimii Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji laboratuarindan elde edilmistir.

Bakteriler Mueller Hinton Broth’ da 37°C’ de 24 saat; mantar ise Glukoz

Yeast Ekstrakt Broth’ da 30 °C’ de 48 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

A. wiedemanniana bitkisinden hazirlanan ana ekstrenin, ayirma asamasinda elde
edilen fraksiyonlarin ve bitkinin ugucu yagmin antimikrobiyal aktivitesine disk difilizyon
metodu (163) kullanilarak bakilmustir. Bu metoda gore fraksiyonlar arasinda yiiksek aktivite

gosteren 61-68 nolu fraksiyonun MIC ve MBC (146) degerlerine bakilmustir.



BOLUM I11

DENEYLER

1. KIMYASAL BOLUM

1.1. Bilesiklerin Izolasyonu ve Yap1 Aydinlatma Calismalari

1.1.1. Seskiterpen Lakton Ekstresinin Hazirlanmasi

Orta incelikte toz edilmis 3 kg bitkisel materyal, yaklasik 6 litre dietileter:
petroleteri: metanol (1:1:1) karisiminda 24 saat stireyle, 151k gegirmeyen kaplarda,
kati-sivi ekstraksiyona tabi tutulmustur. Siire sonunda ¢ozeltiler birlestirilip, algak
basing altinda rotavaporda 45°C’yi asmayan 1sida yogunlastirildi. Bu islem sonunda
40 g’lik bir ekstre elde edilmistir. Elde edilen bu ekstre siklohegzan:
dietileter:metanol (1:1:1) ¢6ziicli karistmimin 1 litresinde ¢oziildii. Esit miktarda
hazirlanmis tuzlu ile kati-sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. Ayirilan sulu faz etilasetatla
tekrar eksraksiyona alindi. Ekstraksiyona, Ce(SQO,), ve anisaldehit belirteglerine karsi
olumlu sonug vermeyene kadar devam edildi. Susuz Na,SO, kullanilarak etilasetatl
fazin suyu giderildi. Elde edilen etilasetatli kisimlar birlestirildi. Siiziilerek al¢ak
basingta kuruluga kadar distillendi. Boylece 4.2 g agirliginda , %0.14 verimle ana

ekstre elde edildi.



95

1.1.2. Total Seskiterpen Lakton Ekstresindeki Bilesiklerin Ayrilmasi

4.2 g agirhigindaki total seskiterpen ekstresi 20 ml siklohegzanda 15 g silika jel 60
(70-230 Mesh) (Merck) adsorbana emdirildi. Daha sonra agik havada oda sicakliginda
ara sira kanistirilmak suretiyle ¢oziiciisii ugurulup, desikatérde homojen bir toz haline
gelene kadar kurutuldu . Fraksiyonlandirma i¢in adsorban miktarina uygun cam siitun
kullanild1. 160 mg silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck 7734) siklohegzanla siispansiyon
haline getirilip siituna yiiklendi. Cokme tamamlandiktan sonra , adsorbana emdirilip,
homojen akict bir toz haline getirilen ana ekstre , siituna kat1 halde yiiklenerek
siklohegzan geg¢irilmeye baslandi. Eliisyon baslangicindan bitimine kadar 500°er ml’lik
fraksiyonlar alind1. Seskiterpen lakton yapisina sahip maddelere ait lekelerin 1.T.K. nde
goriilen nitelik ve miktarina bagl olarak, gerek duyuldugunda eliisyon ¢oziiciisiiniin
polaritesi, etilasetat ve aseton girilerek arttirilldi. Ana fraksiyonlarin elde edilmesi
sirasinda asagida belirtilen ¢oziicii sistemlerinden yararlanilmistir (Tablo 7).

Her fraksiyon algak basing altinda rotavaporda 45 °C’yi gegmeyen 1silarda
yogunlastirildi. Kalan bakiye ince tabaka kromatografisiyle kontrole tabi tutuldu. Bu
kromatogramlar 254 nm ve 366 nm dalga boyundaki UV 1sik altinda incelendikten sonra
seryum siilfat ve anisaldehit belirtegleri piiskiirtiilerek 105 °C’lik etiivde 10 dk bekletildi.
Boylece lekeler goriiniir hale getirildi. Ayni ¢6ziicli sisteminde, ayn1 R¢ degerine sahip
lekeleri veren benzer fraksiyonlar birlestirilip, algak basing altinda kuruluga kadar
distillendi. Desikatorde sabit vezne gelinceye kadar bekletilen birlestirilmis fraksiyonlar
tartildi ve bdylece total ekstreden ana siitun fraksiyonlar1 elde edilmis oldu. Toplam
olarak 104 fraksiyon alinmis olup birlestirilen fraksiyonlar, eliisyonda kullanilan ¢oziicii

sistemleri ve fraksiyon agirliklar1 Tablo 8°de verilmistir.
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Tablo 7: Ana Fraksiyonlarin Elde Edilmesi Sirasinda Kullanilan Coziicii Sistemleri

Fraksiyon No

Coziicii sistemi

1-5

6-20
21-40
41-60
61-68
69-89
90-92
93-102
103-104

siklohegzan
Siklohegzan:etilasetat (7,5:2,5)
Siklohegzan:etilasetat (5:5)
Siklohegzan:etilasetat (2,5:7,5)
Etilasetat

Etilasetat:aseton (9:1)
Etilasetat:aseton (7,5:2,5)
Aseton

Metanol

Elde edilen bu birlestirilmis ana fraksiyonlarin miktar1 uygun olanlarina Brine

shrimp yontemi ile sitotoksik aktivite tayini uygulanmistir. Bunun yaninda disk difiizyon

metodu, minimum Inhibitér konsantrasyon (MIC) ve minimum bakterisidal

konsantrasyon (MBC) yontemleri kullanilarak antibakteriyel aktivitelerine bakilmistir.

Tablo 8: Birlestirilmis Ana Siitun Fraksiyonlari, Kullanilan Coziici Sistemi ve

Birlestirilmis Fraksiyon Miktarlari.

No Coziicii sistemi Fraksiyon miktar1 (mg)
1-4 siklohegzan 0,0059
5-20 Siklohegzan, Siklohegzan:etilasetat (7,5:2,5) 0,0533
21-30 Siklohegzan:etilasetat(7,5:2,5) 0,0755
Siklohegzan:etilasetat (5:5)
31-35 Siklohegzan:etilasetat (5:5) 0,138
36-40 Siklohegzan:etilasetat (2,5:7,5) 0,1246
41-47 Siklohegzan:etilasetat (2,5:7,5) 0,2602
48-59 Siklohegzan:etilasetat (2,5:7,5) 0,659
60 Siklohegzan:etilasetat (2,5:7,5) 0,0038
61-68 Etilasetat 0,2093
69-79 Etilasetat:aseton (9:1) 0,7003
80-89 Etilasetat:aseton (9:1) 1,0042
90-92 Etilasetat:aseton (9:1) 0,18
93-104 Aseton, Metanol 0,4827
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1.1.3. Bilesiklerin Saflastirilmasi

Ayirimda elde edilen ana fraksiyonlarin, hangi tip bilesikler igerdiginin
anlasilmasi icin, 6n ¢alisma olarak 'H NMR spektrumlar1 alinmistir. Seskiterpen
lakton ve flavonoit yapisinda maddeler igerdigi goriilen 5-20, 21-30, 31-35 ve 41-47
numarali fraksiyonlarin preparatif YBSK ile saflagtirilmasina karar verilmistir.

Calismalar sirasinda fraksiyonlara verilen kodlar Tablo 9’de verilmistir.

Tablo 9: A. wiedemanniana: Bitkisinin Preparatif YBSK ile Ayirilmasi Sirasinda
Fraksiyonlara Verilen Kodlar.

Fraksiyon No: Kod
5-20 H1
41-47 H2
21-30 H3
31-35 H4

1.1.3.1. H1 Kodlu Fraksiyonun Saflastiriimasi

Fraksiyon No: 5-20

Miktar:: 50.3 mg

Tastyic1 Solvan: Metanol:Su (2:1)

Akis Hizi: 1.8 ml/ dk

H1 kodlu fraksiyona preparatif YBSK kullanilarak uygulanan ayirimda elde
edilen fraksiyonlar , miktarlari ve bilesiklerin "H NMR kodlar1 Tablo 10’da
verilmistir.

Tablo 10°da goriilen H1 kodlu fraksiyonun RI dedektdr kullanilarak preparatif

YBSK ile saflastirilmas: sirasinda elde edilen 18 alt fraksiyonunun her birinin *H
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NMR spektrumu ¢ekilip degerlendirildi. H1-11 ve H1-13 fraksiyonlarmin disindaki
diger fraksiyonlarin karisim oldugu tespit edildi. Bu bilgiler sonucunda H1 kodlu

fraksiyondan AW9 ve AW 11 nolu saf bilesikler izole edildi.

Tablo 10: H1 Kodlu Fraksiyona Preparatif YBSK Kullanilarak Uygulanan Ayirimda
Elde Edilen Fraksiyonlar, Miktarlari ve Bilesiklerin ‘H NMR Kodlar

Fraksiyon No: Miktar (mg) NMR kodlari
H1-1 <0.1 -
H1-2 <0.1 -
H1-3 0.2 AW1
H1-4 0.1 AW 2
H1-5 2.5 AW 3
H1-6 0.1 AW 4
H1-7 0.1 AW 5
H1-8 1.8 AW 6
H1-9 0.8 AW 7
H1-10 0.1 AW 8
H1-11 1.7 AW 9
H1-12 <0.1 AW 10
H1-13 14 AW 11
H1-14 0.7 AW 12
H1-15 2 AW 13
H1-16 1.8 -
H1-17 <0.1 -
H1-18 <0.1 -
H1-19 <0.1 -
H1-20 <0.1 -
H1-21 <0.1 -
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1.1.3.2. H2 Kodlu Fraksiyonun Saflastirilmasi

Fraksiyon No: 41-47

Miktari: 103.5 mg

Tasiyic1 Solvan: Metanol:Su (2:1)

Akis Hizi: 1.8 ml/ dk

H2 kodlu fraksiyona preparatif YBSK kullanilarak uygulanan ayirimda elde
edilen fraksiyonlar, miktarlari ve bilesiklerin *H NMR kodlar1 Tablo 11°de

verilmektedir.

Tablo 11: H2 Kodlu Fraksiyona, Preparatif YBSK Kullanilarak Uygulanan
Ayirimda Elde Edilen Fraksiyonlar, Miktarlar1 ve Bilesiklerin *H NMR

Kodlari.
Fraksiyon No: Miktar (mg) NMR kodlan
H2-1 <0.1
H2-2 0.5 AW 14
H2-3 194 AW 15
H2-4 8.3 AW 16
H2-5 0.7 AW 17
H2-6 <0.1
H2-7 <0.1
H2-8 0.3 AW 18
H2-9 <0.1
H2-10 <0.1
H2-11 <0.1
H2-12 <0.1
H2-13 <0.1
H2-14 19 AW 19
H2-15 1.8 AW 20
H2-16 3.2 AW 21
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Tablo 11°de goriilen H2 kodlu fraksiyonun, RI dedektor kullanilarak preparatif
YBSK ile saflagtirilmasi sirasinda elde edilen 16 alt fraksiyonunun her birinin H
NMR spektrumu ¢ekilip degerlendirildi. H2-2 ve H2-3 fraksiyonlarinin disindaki
diger fraksiyonlarin karisim oldugu tespit edildi. Bu bilgiler sonucunda H2 kodlu

fraksiyondan AW 14 (=15) nolu saf bilesik izole edildi.

1.1.3.3. H3 Kodlu Fraksiyonun Saflagtiriimasi

Fraksiyon No: 21-30

Miktari: 49.3 mg

Tasityic1 Solvan: Metanol:Su (2:1)

Akis Hizi: 1.8 ml/ dk

H3 kodlu fraksiyona preparetif YBSK kullanilarak uygulanan ayirimda elde
edilen fraksiyonlar, miktarlari ve bilesiklerin 'H NMR kodlar1 Tablo 12’de
verilmistir.

Tablo 12’de goriilen H3 kodlu fraksiyonun RI dedektdr kullanilarak preparatif
YBSK ile saflastirilmasi sirasinda elde edilen 18 alt fraksiyonunun her birinin *H
NMR spektrumu ¢ekilip degerlendirildi. H3-7 ve H3-16 fraksiyonlarinin disindaki
diger fraksiyonlarin karisim oldugu tespit edildi. Bu bilgiler sonucunda H3 kodlu

fraksiyondan AW22 ve AW24 kodlu saf bilesikler izole edildi.
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Tablo 12: H3 Kodlu Fraksiyona Preparatif YBSK Kullanilarak Uygulanan
Ayirimda Elde Edilen Fraksiyonlar , Miktarlar ve Bilesiklerin 'H NMR

Kodlari.

Fraksiyon No: Miktar (mg) NMR kodlari
H3-1 <0.1 -
H3-2 <0.1 -
H3-3 <0.1 -
H3-4 <0.1 -
H3-5 <0.1 -
H3-6 <0.1 -
H3-7 <0.1 -
H3-8 7.7 AW 22
H3-9 4.9 AW 23
H3-10 <0.1 -
H3-11 <0.1 -
H3-12 <0.1 -
H3-13 <0.1 -
H3-14 <0.1 -
H3-15 <0.1 -
H3-16 24 AW 24
H3-17 4.2 AW 25
H3-18 <0.1 -

1.1.3.4. H4 Kodlu Fraksiyonun Saflagtirilmasi

Fraksiyon No: 31-35

Miktari: 104 mg

Tasityic1 Solvan: Metanol:Su (2:1)

Akis Hizi: 1.8 ml/ dk

H4 kodlu fraksiyona preparatif YBSK kullanilarak uygulanan ayirimda elde

edilen fraksiyonlar ve bilesiklerin 'H NMR miktarlar1 Tablo 13’de verilmistir.
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Tablo 13: H4 Kodlu Fraksiyona YBSK Kullanilarak Uygulanan Ayirimda Elde

Edilen Fraksiyonlar , Miktarlar1 ve Bilesiklerin "H NMR Kodlari.

Fraksiyon No: Miktar (mg) NMR kodlari
H4-1 <0.1 -
H4-2 <0.1 -
H4-3 <0.1 -
H4-4 <0.1 -
H4-5 <0.1 -
H4-6 <0.1 -
H4-7 5.2 AW 26
H4-8 <0.1 -
H4-9 10.3 AW 27

H4-10 <0.1 -
H4-11 <0.1 -
H4-12 11.3 AW 28
H4-13 13.2 AW 29
H4-14 <0.1 -
H4-15 3.1 AW 30
H4-16 <0.1 -

Tablo 13’de goriilen H4 kodlu fraksiyonun RI dedektdr kullanilarak preparatif

YBSK ile saflastirilmas: sirasinda elde edilen 16 alt fraksiyonunun her birinin *H

NMR spektrumu ¢ekilip degerlendirildi. H4-9, H4-12 ve H4-15 fraksiyonlarinin

disindaki diger fraksiyonlarin karisim oldugu tespit edildi. Bu bilgiler sonucunda H4

kodlu fraksiyondan AW27, AW28 ve AW30 kodlu saf bilesikler izole edildi.
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1.2. Ucucu Bilesiklerin izolasyonu ve Saptanmasi

1.2.1. Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi

Ugucu yag eldesinde kullanilan Anthemis wiedemanniana bitkisi Izmir-Bozdag
mevkiinden Mayis 2003’de toplanmistir. Toplanan bitki taze haldeyken kiigiik

parcalar halinde kesilip distilasyon islemine hazirlandi.

1.2.2. Ugucu Yag Eldesi

Bitkiden ugucu yag eldesi i¢in su distilasyonundan yararlanilmistir. Distilasyon
icin clevenger tip ugucu yag diizenegi kullanilmistir.

Bitkisel materyal yaklasik 100’er gramlik porsiyonlar halinde ve 2 litrelik
distilasyon balonuna doldurulduktan sonra 1 litre su ilave edildi. 8 saat siire ile
distilasyon iglemine tabi tutuldu. Elde edilen ugucu yag toluen i¢inde toplandi. Ugucu
maddelerin tayini i¢cin GC/MS sistemi kullanildi. Ugucu yag iginde bulunan
bilesenler, gaz kromatografisi kolonunda tutunma siirelerine gore ayrilarak, relatif
oranlarina gore degerlendirilmistir. Ugucu yag igindeki bilesenler gaz kromatografisi
kolonunda ayrilip iyonlastirildiktan sonra her birinin tek tek kiitle spektrumlari
alimmustir. Degerlendirmeler LSS-30 kiitiiphane tarama yazilimi kullanilarak 43000
maddelik NBS/NIH/EPA Kiitliphanesinin yani sira TBAM ugucu yag bilesenleri

kiitiiphanesi kullanilarak yapilmstir.
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1.2.3. GC/MS Analiz kosullar:

Sistem: Hewlett-Packard MSD

Kolon: HP-Innowax FSC (60 m x[J 0.25 mm; 0.25 um film kalinlig1)

Tasiyic1 Gaz: Helyum (1 ml/dk)

Sicakhiklar: Enjeksiyon: 250 °C; Kolon: 60 °C’de 10dk // 220 °C’ye 4 °C dk //
220 °C°de10 dk // 240 °C’ye 1°C /dk

Split Oram: 50:1

MS Kosullari: Elektron enerjisi; 70 eV; Kiitle araligi: m/z 35-425

2. BiYOLOJIK AKTiVITE BOLUMU

2.1. Sitotoksik Aktivite Tayini

Bitki tozlar1 20g/200ml konsantrasyonda olacak sekilde hegzan, etanol,
etilasetat, metanol, kloroform, ve petrol eteri:dietileter:metanol (1:1:1) solvan
sistemleriyle stirekli ¢alkalama maserasyonuna tabi tutulmustur. Siiziiliip ¢oziiclilerin
algcak basingta kuruluga kadar ugurulmasinin ardindan elde edilen ekstreler iizerinde
sitotoksik aktivite calismalar1 yapilmistir.

Yine bitkinin ayirimi i¢im kullanilan siitun kromatografisi isleminden sonra
elde edilen fraksiyonlara brine shrimp yoOntemiyle sitoroksik aktivite denemesi

uygulanmis ve bu metoda gore sitotoksik aktivite gdzlenen fraksiyonlar saptanmistir.
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2.1.1. Brine Shrimp Yontemi ile Sitotoksik Aktivite Tayini (118,134)

1. 3.8 g deniz tuzu (Sigma) 100 ml suda ¢6ziiliip filtre kagidindan siiziildii.

2. Deniz suyu bir tanka konup Artemia salina yumurtalar1 tanka ekildi.

3.Yumurtalarin agilip olgunlasmasi i¢in 48 saat siire verildi.

4, 20 mg ekstre tartihp 2 ml ¢oziiciide ¢oziildii. Bu ¢oézeltiden her bir
konsantrasyon i¢in iicer tane olmak iizere, flakonlar i¢inde 10, 100 ve 1000 ppm
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanip ¢6ziiciiler azot gazinda uguruldu.

5. 48 saat sonunda Artemia salina larvalari hazir oldugunda her flakona bir

miktar deniz suyu ve 10’ar tane larva eklenip 5 ml’ye deniz suyu ile
tamamlandi.

24 saat sonunda canli kalanlarin sayisi tespit edilip ekstrelerin LCsq degerleri
Finney probit analiz metoduna gore hesaplandi .

Aktif oldugu bilinen Umbelliferon ve Kolsisin maddeleri standart olarak

kullanilmistir.

2.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

A. wiedemanniana bitkisinden hazirlanan ana ekstrenin, ayirma asamasinda
elde edilen fraksiyonlarin ve bitkinin ucucu yaginin antimikrobiyal aktivitesine disk
difiizyon metodu kullanilarak bakilmistir. Bu metoda gore fraksiyonlar arasinda
yiiksek aktivite gosteren 61-68 nolu fraksiyonun MIC ve MBC degerlerine

bakilmistir.
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2.2.1. Disk Difiizyon Metodu

Antimikrobiyal aktivite disk diflizyon yontemiyle (163) belirlenmistir. Kisaca,
tim bakteri suslart Muller Hinton Broth (Oxoid) igerisinde 37 °C de 18-24 saat
aktiflestirilmistir. 0.5 McFarland standart yogunluguna ayarlanmis aktif bakteri
kiiltiiriinden 50 pl (yaklasik 1X10° koloni olusturan birim (kob)/ml) alinarak 50°C ye
kadar sogutulmus, 25 ml Muller Hinton Agar (MHA)’a ilave edilerek homojen
karistirllmis ve vakit kaybetmeden 9 cm capli petri kaplarina dokiilmiistiir. Daha
sonra agar tzerinde aseptik kosullarda 6 mm ¢apinda kagit disklere, 50 ul (100
ng/disk) ekstrakt yada fraksiyon emdirilerekkurumaya birakilmistir. Her bir petri igin
2 cm araliklarla 5’er adet disk pensle yerlestirilerek hafifce tizerinden bastirilmistir.

Negatif kontrol olarak 50 pl %96’lik etil alkol ya da metanol emdirilmis
diskler kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kaplar1 aktarilan ekstrelerin
homojen difiizyonunu saglamak amaciyla +4°C’de 2 saat bekletilip, 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona alinmis ve sonra inhibisyon zonlar1 milimetrik olarak o6lgiilmiistiir.
Maya ise Glukoz-Yeast Ekstrakt Broth igerisinde 30°C’de 48 saat biiyiitiilerek
yogunlugu 0.5 McFarland skalasi géz éniinde bulundurularak 10* kob/ml olacak
sekilde ayarlanmistir. 50 pl alinarak 25 ml 50 °C ye kadar sogutulmus, Patates
Dekstroz Agar (PDA)’a (Oxoid) ilave edilmis ve yukaridaki islemler tatbik
edilmistir. Inhibisyon zonlari mm cinsinden 30 °C’de 48 saat inkiibasyondan sonra

Ol¢iilmiistiir. Tlim denemeler tiger tekrarli olarak uygulanmustir.
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2.2.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC) ve Minimum Bakterisidal

konsantrasyon (MBC) Tayini

Test organizmalarina kars1 yiiksek aktivite gosteren 61-68 nolu fraksiyonun
Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIC) ve Minimum Bakterisidal
Konsantrasyonlar1 (MBC) makrobroth yontemi ile Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (146) ilkelerine gore hesaplanmistir. Kisaca, her bir bakteri kiiltiirii
(18 saatlik)’nden 0.1 ml (1.5X1O6 kob/ml) alinarak 0.9 ml Mueller Hinton Broth ve
bir seri ekstre igeren tiiplere aktarilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol
icin sadece inokulum ve broth igeren tiipler g6z 6nilinde bulundurulmustur. Maya i¢in
ayni islemler Glukoz Yeast Ekstrakt Broth iceren tiiplere uygulanmis (yogunlugu
1.5X10" kob/ml) ve 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyondan sonra
bliyiimenin goriilmedigi tiiplerdeki en diisiik ekstre konsantrasyonu MIC olarak
belirlenmistir. Ayrica bulaniklik olusmayan tiiplerden 10 pl aliarak uygun
besiyerine ekimler yapilarak biiylime olup olmadigi da kontrol edilmistir (146).
Negatif c¢ikan ya da sadece 1 koloni gelistigi goriilen tiiplerdeki ekstre
konsantrasyonu ise MBC olarak degerlendirilmistir. Denemeler {i¢ tekrarli olarak

yiirlitilmistiir.



BOLUM IV

BULGULAR

1.BOTANIK BOLUM

1.1.Koke Ait Inceleme ve Bulgular

[ 4
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Resim 3: Kok Enine Kesit
kp: Kabuk parankimasi, f: Floem, é6k: Oz kolu, t: Trake, ed: Endodermis

Kok enine kesitinde endodermis ve endodermisin i¢ ve dis kisminda yer alan

bazi korteks hiicrelerinin siiberinlesmis oldugu gozlenmis olup mantar tesekkiilii



109

bulunmamaktadir. Floem hiicrelerinin ¢eperleri oldukga kalin olup, bu hiicreler
endodermis ile ksilem arasindaki sikismadan dolay1 yassi bir hal almistir ve az bir

yer kaplamaktadir. Ksilem trake ve trakeitlerden olusmustur.

1.2. Govdeye Ait Inceleme ve Bulgular

Resim 4: Govde Enine Kesit

e: Epidermis, p: Perisikl, sd: Sklerankima demeti, ks: Ksilem, f: Floem

Govde genel olarak belirgin olmayan sekiz koseli yuvarlak bir yap1
gostermektedir. Epidermisde yogun olarak, basi kopmus halde, genelde iki, ii¢ tane
sap hiicresine sahip kamgi tliyleri bulunmaktadir.

Stomalar mezofitik tiptir. Epidermis hiicreleri dikdortgenimsidir ve dig yiizeyleri

disa dogru kavisli bir kiitikiila ile ortiiltidiir.
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Epidermisin i¢ kisminda epidermis hiicrelerine gore daha biiyiik hiicrelere
sahip perisikl tabakasi bulunmaktadir. Perisiklin i¢ kisminda ve epidermisde

kollenkima hiicrelerine rastlanmamaktadir. Floem hiicreleri kalin ¢eperlidir.

L]

Resim 5: Bag Kism1 Kopmus Kame¢1 Tiiyii

k: Kollenkima

Parankimatik hiicreler 6ze dogru yaklastik¢a biiyiir ve hiicreler arasi bosluklar
genisler. Oz bilyilk ve ince ceperli parankimatik hiicrelerden olusmaktadir.
Parankimatik hiicrelerde nisastaya ve kristallere rastlanmamistir. Govdeden alinan
yiizeyel kesitlerde govdenin ince ve uzun kamgi tiiylerle kapl oldugu goriilmektedir.

Bu kamgu tiiylerinin biiyiik bir kism1 kopmus halde goriilebilmektedir (Resim 7).
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Resim 6: Govde Enine Kesit

6: Oz
Oz kismindaki parankimatik hiicrelerde nisastaya ve kristallere rastlanmamustir.

T/
(4 ' I/I -~
oA 7 LTE
T

/z z

7 -r‘/’/;;./;

W BT -

G _, ¥ y / ‘I_f,"_ ,;

< i &y I / ',{' y /,,
: / ‘ A /. '/

¥ i
/

el line f
-./ } r 15{ ;.Q’. ,‘.:*

’ :,'/, ' v. I
i

AR ‘.‘." . 3
' )
- ’ / 4 :
|’ ’ ; /5
rf‘;:r ey
/ 3 1
[/ '8 [/ 4
Y ‘i I
it

Resim7: Govde Yiizeyel Kesit
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1.3. Yapraga Ait Inceleme ve Bulgular

Resim 8:Yaprak Orta Damar Enine Kesit

k: Kiitikiila, e: Epidermis, pp: Palizat parankimasi, k: Kollenkima

Yapragin enine kesit incelemesinde, yapragin monofasiyal oldugu
goriilmektedir. Epidermisi olusturan hiicrelerin kalin c¢eperli ve iri oldugu
gozlenmektedir. Epidermisin tizeri ince bir kiitikiilayla ortiilmiistiir.

Epidermisin hemen altinda iki sira palizat parankimasi ve onun altindaysa bir
sira siinger parankimasi bulunmaktadir bu siralama diger ylizeyde de aymi sekilde
devam etmektedir (Resim 10).

Yaprak epidermisinin yiizeyel kesitinde, epidermis hiicrelerinin hafif dalgali

oldugu goriilmektedir.
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Resim 9: Yaprak Enine Kesit Genel

Basit gegitler belirgin bir sekilde ayirt edilebilir. Stomalarin dort bes komsu

hiicresi bulunmaktadir. Yiizeyel kesitte stomalarin arasinda yine bol miktarda kamgi

tilyii bulunmaktadir.



114

Resim 10:Yaprak Enine Kesit
k: Kiitikiila, e: Epidermis, pp: Palizat parankimasi, Sp: Siinger parankimasi

Resim 11: Yaprak Yiizeyel Kesit

kt: Kamegi tiiy sap1, st: Stoma
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1.4. Cicege Ait inceleme ve Bulgular

Dilsi korolla ylizeyel olarak incelendiginde epidermis hiicrelerinin dalgali
ceperli oldugu ve en distan kiitikiilayla kapli oldugu gériilmiistiir. Inceleme sirasinda

¢ok miktarda compositae tipi salgi tiiyline rastlanmistir.

S ol P a oy J - TR s o
L 3 ,' .. 3o 4 5 . -"
Lrv e " 8 AN 4 P , B

Resim 12: Petal Yiizeyel
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Resim 13: Petal Yiizeyinde Compositae Tipi Salgt Tiiyleri
c: Compositae tipi salgi tiiyli

Cigegin kapitulumu incelendiginde, bol miktarda kamg¢i tiiyler goriilmiistiir. Bu
kamg tiiyler kapitulumun i¢ yiizeyinde daha az olmakla birlikte, dis yiizeyinde daha

sik ve bol miktarda bulunmaktadir (Resim 14).

Resim 14: Kapitulumda Kamg1 Tiiyleri
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Tipsii ¢igegin u¢ kisminda, i¢ epidermis hiicrelerinin papilli oldugu ve bu
papillerin i¢inde bol miktarda yag damlaciklar igerdigi goriilmektedir (Resim 15).
Tiipsti ¢icegin dibinde, ovaryumla birlestigi kisimda, yogun olmak iizere kiiciik
druzlar bulunmaktadir. Tipsii ¢icegin tiip kismindaki, i¢ epidermis hiicrelerinin
ceperleri odunlasmis ve kalinlasmstir. Iletim demetlerinin gevresinde sklerankima

liflerine rastlanmustir.

Resim 15: Tiipsii Cigegin U¢ Kisminda Bulunan Yag Damlaciklari Igeren Papiller

Flamentler, tilipsii ¢icegin ortasina yakin bir kismindan ayrilmaktadir. Oraya
kadar yapisik olarak bulunmaktadir. Flamentlerin ayrildigi bolgede, tiipsii cicek

mezofilinde yine yogun olarak kii¢iik druzlar bulunmaktadir (Resim 16).



Resim 16: Tipsii Cicekte Flamentler

1.5. Toz Droga Ait inceleme ve Bulgular

Toz drogda ilk goze ¢arpan bol miktarda kopmus kamg tiiyleridir, ki kesitlerde
de goriildiigii lizere bitkinin govdesi ve kapitulumlart bol miktarda kamegr tiiyl
tagimaktadir.

Yine toz drogda bol miktarda polen gériilmektedir (Resim 17). Yogun olarak
goriilen yapilardan bir tanesi de Compositae tipi salgi tiiyleridir (Resim 18).
Calismalarimizda drogda karsimiza ¢ikan stigmalarin, ¢ok uzun papilli hiicrelere

sahip oldugu saptanmistir (Resim 19).
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Resim17: Polenler

Resim 18: Compositae Tipi Salgt Tiiyi
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Resim 19: Stigma

Incelemelerimiz sirasinda karsimiza ¢ikan karakteristik yapilardan bir tanesi de

T Tiiyleridir (Resim 20).
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Resim 20: T Tiiyleri
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2. KIMYASAL BOLUM

2.1. izolasyonda Elde Edilen Bilesiklere Ait Bulgular

2.1.1. AW9 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

ISOTANCILOIDE
C15H2006

MA:296

3a,4a-epoksi,1a,10a-dihidroksi,23-hidroksi-43-metil-5c., 7ocH-gaya-11(13)-
en-12,6a-olid

UV Amaks (MeOH) nm : 272

IR Ymaks (%61 KBr) cm™: 3430 (OH); 1780 (a,S-doymamus-y-lakton); 1660
(doymamislik) (Spektrum 1).

El-Kiitle: m/z (%) 297 [M+1]" (4) , 281 [M-CH3]"(1), 263 [281-H,0]" (11),
179 (51), 132 (70), 121 (82), 109 (80), 95 (80), 80 (77), 69 (100), 57 (31)

'H NMR (MeOH-d4, 400MHz): (Spektrum 2), Tablo14

2D-'H, *C-Heteroniikleer (Short range) COSY (HMQC): (Spektrum 3),

Tablo14
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2D-'H,'H-Homoniikleer COSY: (Spektrum 4), Tablo 14
2D-'H, C-Heteroniikleer (Long range) COSY (HMBC): (Spektrum 5),
Tablo 14

2D-NOESY: : (Spektrum 6), Tablo 14



Tablo 14: AW9 Bilesigine Ait 1D ve 2D Spektral Bulgulari

Konum 'H NMR (5) ppm J (Hz) HMQC (8) ppm HMBC 'H-'H cosy NOESY
2-H 4.15s 62.1 (66.8) C-1 - H3-14, 9«
3-H 3.58's 63.6 (62.1) C-2 - H3-15; H-6
5-H 3.04d (10.1) 46.6 (81.4) C-6 H-6 H-7, H-2«
6-H 4.26 dd (10.9) 81.4 - H-7,H-5 84,14
7-H 3.30m 44.0 - H-13a, H-13b, H-5, H-6 H-5
8a 2.14m 36.6 - H-9b, H-8b 9a
8b 1.68d (6.3) 36.6 (22.9) C-9 H-9a, H-7, H-8a H-6, H-98
9a 2.021(2.8) 22.9 - H-9b, H-8b 83, 15b
9b 1.62m 22.9 - H-9a -

14-CH3 1.48 s (OCH;) 27.7 32.1 (C-10); 22.9 (C-9) B H-2,6

15-CH3 1.73 s (OCH3) 17.6 46.6 (C-5); 67 (C-4) B _
15a 6.18 d (3.9) 118.8 (170.2) C-12 H-7 15b
15b 5.42d (3.2) 118.8 (170.2) C-12 H-7 94, 15a

144"



Spektrum 1: AW9 Kodlu Bilesige Ait IR Spektrumu

Gc1



[*1e6]

Spektrum 2: AW9 Kodlu Bilesige Ait *H NMR Spektrumu
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2.1.2. AW11 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

SALVIGENIN
5-Hidroksi-4',6,7-trimetoksi flavon
UV Amax (MeOH) nm: 330, 276
UV Amax (MeOH) nm (AICl5, AICI;+HCI, NaOAc, NaOAc/H3BOs): Tablo15
IR Yrmaks (%01 KBr) cm™: 3450(0OH), 1675 (C=0), 1610 (C=C).
El-Kiitle: m/z (%) 328 [M]" (100), 313 [M-CHs]* (69), 196 (11), 180 (58),
152 (70), 132 (61).

'H NMR (CDCls, 400MHz): (Spektrum 7), Tablo 16

Tablo 15: AWI1 Kodlu Bilesigin Kaydirict Ajanlarla Cekilmis UV Spektrum

Sonuglari
Bant 11 Bant |
A max (nm) | AL A max (nm) | AA

MeOH 276 330

NaOMe 295 +19 335 +15
AICl; 301 +25 361 +31
AICI/HCI 330 300 +14 352 +12
NaOAc 276 330
NaOAc/H;BOs 276 330




Tablo16: AW11 Kodlu Bilesige Ait "H NMR Spektrum Bulgular:

132

Konum IH NMR & (ppm) J(Hz) J (Hz)
H-3 6.53 s
H-5 (OH) 12.76 s
H-8 6.58 s
H-2' 7.84d d (3:8.9)
H-3' 7.01 d (3:8.9)
H5' 6.99 d (3:8.9)
H-6' 7.82 d (3:8.9)
Hs-7' OCH; 3.95 s
Hs-6" OCHg 3.91 s
C-4" OCH; 3.87 s
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Spektrum 7: AW11 Kodlu Bilesige Ait 'H NMR Spektrumu
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2.1.3. AW1S5 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

H Oim—

ISO-SECOTANAPARTHOLIDE
C15H180s
MA: 278
[a]p®%: +2.9°(C: 1.7; MeOH)
UV Amax (MeOH) nm: 281
IR Ymaks (%61 KBr) cm™: 3430 (OH), 2924 (C-H) , 1775, 1740 ve 1680 (C=0),
1470 (C=C) (Spektrum 8)
El-Kiitle: m/z (%) 278 [M]* (2), 260 (8), 245 (2), 193 (41), 157 (100), 143
(41), 109 (52), 93 (64), 71 (77), 56 (86)
'H NMR (CDCls, 400MHz): (Spektrum 9), Tablo17
2D-'H,*H-Homoniikleer COSY: (Spektrum 10), Tablo 17
2D-'H, *C-Heteroniikleer (Short range) COSY (HSQC): (Spektrum 11),
Tablol17
2D-'H, *C-Heteroniikleer (Long range) COSY (HMBC): (Spektrum 12),

Tablo 17
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Tablo 17: AW15 Kodlu Bilesige Ait 1D ve 2D NMR Bulgulari

Konum | 'H NMR (8) ppm J(Hz) | HSQC(8) ppm HMBC 'H-'H cosy
2a 2.81dd (2.8) 44.2 C-1,C-3 H-3
2b 2.32m 44.2 C-1,C-3 H-3
3 4.71d (2.8) 715 - -

6 4.95d (5) 75.7 - H-7
7 3.06 m 42.9 - H-6,H-8a
8a 1.94m 27.3 C-9a H-9
8b 1.84m 27.3 c-9 -
%a 2.55m 39.5 C-8,C-10 -
9b 2.55m 39.5 C-8,C-10 -
13a 6.29 d (2.8) 122.9 C-7,C-11,C-12 H-7
13b 5.64 d (2.8) 122.9 C-7,C-12 H-7
14-CH, 2.16s 29.9 C-10 -
15-CHs 2.13s 14.0 C-4 -
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Spektrum 9: AW15 Kodlu Bilesige Ait "H NMR Spektrumu
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2.1.4. AW22 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

3a-kloro-4p3,10a-dihidroksi-13,23 epoksi-5a, 7acH-gaya-11(13)-en-12,6a-olid
C15H1905Cl
MA:314

[a]p®%: -24.8[(C:2.2; CH,Cly:MeOH (95/5)]

UV Amaks (MeOH) nm : 280

IR Ymaks (CHCIl5) cm™: 3430 (OH), 1780 (o,B-doymamus y-lakton), 1660
(doymamuislik), 1040 (C-OC) (Spektrum 13)

HR-ESI Kiitle :m/z 337.1075 [M+Na]", 339.1049[M+Na+2]", m/z 651.1981
[2m+Na]*, 653.1879 [2m+Na+2]" (Spektrum 14)

'H NMR (Diklorometan-d,+MeOH-d,, 400MHz): (spektrum 15) Tablo 18

2D-'H, *C-Heteroniikleer (Short range) COSY (HMQC):(Spektrum 16)
Tablo 18

2D-"H,'H-Homoniikleer COSY: (Spektrum 17), Tablo 18

BCNMR: (Spektrum 18)

2D-'H, *C-Heteroniikleer (Long range) COSY (HMBC): (Spektrum 19),
Tablo 18

2D-NOESY : (Spektrum 20), Tablo 18



Tablo 18: AW22 Kodlu Bilesigin 1D ve 2D NMR Spektrumlar1 Bulgulari

Konum 'HNMR (3) ppm J (Hz) | **C 6 ppm (HMQC) DEPT HMBC 'H-'H cosy NOESY
1 79.6 C - - -
2 3.85 brs 63.3 CH C-1 - H-5
3 4.08s 64.2 CH C-4,C-5,C-2,C-l - H-15, H-7
4 - 71.8 C - - -
5 2.82.d (10.9) 49.4 CH C-1,C-6 H-6 Hs-15
6 4.35 dd (10,10.8) 78.4 CH c-8 H-7,H-5 H-9b
7 3.57m 433 CH - H-13a,H-13b,H-6 H-8b
8a 1.61m 22.9 CH, c7 H-9a,H-7 H-9a
8b 2.3m CH, - H-9b H-9b
%a 2.29m (8.6,2.3) CH, C-1,C-7 H-8b H-8a
9b 1.86 dd (5.9,11.9,14) 33.6 CH, - H-8b H-8b
10 - 72.9 C - - -
11 - 140.2 C - - -
12 - 169.9 C - - -
13a 6.16 d (3.9) 119.3 CH, C-7,C-11,C-12 H-7 13b,8a,9a
13b 5.43d (3.5) CH, C-7,C-12 H-7 13a
14-CHj, 1.21s 27.8 CHs C-9,C-10 - -
15-CH, 1.53s 24 CHs C-3,C-4,C-5 - H-5,H-3b

44"
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Spektrum 13: AW22 Kodlu Bilesige Ait IR Spektrumu
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Spektrum 15: AW22 Kodlu Bilesige Ait *H NMR Spektrumu
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2.1.5. AW24 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

5-Hidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksiflavon
(5-Hidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksilutedin)
UV Amaks (MeOH) nm : 279, 338
UV Amax (MeOH) nm (AICl3, AICI;+HCI, NaOAc, NaOAc/H3BO3): Tablo 19

'H NMR (Diklorometan-d,+CDCls, 400MHz): (Spektrum 21) Tablo 19

Tablo 19: AW24 Kodlu Bilesigin Kaydirici Ajanlarla Cekilmis UV  Spektrum

Sonuglari
Bant 11 Bant |
A max (nm) | AL A max (nm) | AA

MeOH 241, 251 279 338

NaOMe 241, 251 276 396 +31
AICl; 262 282 +3 365 +27
AICI5/HCI 282 +3 360 +22
NaOAc 277 -2 365
NaOAc/H3;BO; 278 340 +2




Tablo 20: AW24 Kodlu Bilesigin *H NMR Bulgulari

153

Konum 0 (ppm) J (Hz2)
H-2 7.32 d(J:2.4)
H-3 6.54 S
H-8 6.59 S
H-5' 6.96 d (J:8.6)
H-6 7.50 dd, (J:8.6; 2.4)

6-OCHjs 391 S

7- OCH3 3.96 S

3’-OCHj3 3.97 S

4'-OCHj3 3.95 S
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Spektrum 21: AW24 Kodlu Bilesige Ait *H NMR Spektrumu
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2.1.6. AW27 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

LOLIOLIDE (Calendin)
C11H1603

MA:196

[a]p?%: -101.2 ° (c:1.0;CHCl5)

UV Amaks (MeOH) nm : 218

IR Ymaks (%1 KBr) cm™: 3500 (OH), 1745 (lakton karbonili) ve 1645
(doymamislik)

EI-MS Kiitle: m/z (%), 197 (4), 196 (7), 178 (26), 163 (12), 140 (32), 112
(23), 111 (100), 110 (15), 107 (20), 97 (18), 85 (35), 67 (23), 57 (42)

'H NMR (CDCls), 400MHz: (Spektrum 22)

2D-'H, *C-Heteroniikleer (Short range) COSY (HSQC): (Spektrum 23),
Tablo 25

2D-'H, *C-Heteroniikleer (Long range) COSY (HMBC): (Spektrum 24),
Tablo 21

2D-NOESY:: (Spektrum 25), Tablo 21

2D-'H,*H-Homoniikleer COSY: (Spektrum 26), Tablo 21



Tablo 21: AW27 Kodlu Bilesige Ait 1D ve 2D NMR Spektrumlar1 Sonuglari

Konum 'H NMR@G) ppm J (Hz) HSQC (3) ppm HMBC 'H-'H cosy NOESY

H-2a 1.95 td (2.8;14.8) 475 - H-4a, Hs-10 H-3

H-2b 1.52 dd (3.9;14.8) 475 - H-4b, H-9 -

H-3 4.31q(3.5) 66.9 - H-4a, H-2a,H-4b, H- | H-4a, H-2a, H3-10
2b

H-4a 2.43td (2.8;14) 45.6 - H-3 H-3b

H-4b 1.76 dd (4.3;14) 45.6 - H-2b -

H-7 5.68s 113.2 C-5,C-8 - H3-9

H-9 1.255s 30 C-4,C-5,C-6 - H-7

H-10 1455 26.8 C-6 - H-3

H-11 1.76's 27 C-5,C-6 - H3-9

GST
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Spektrum 26: AW27 Kodlu Bilesige Ait COSY Spektrumu
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2.1.7. AW28 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

1B,2B-epoksi-3B,4a.,100-tri
hidroksigayanolid

Ci15H2006

MA:296

[@]o”%: +24 (MeOH; c=0, 10)

UV Amaks (MeOH) nm : 265

IR Ymaks (%01 KBr) cm™: 3400(0OH), 1780 (o,-doymamis-y-lakton), 1680
(doymamuiglik), 1043 (C-O-C).

EI-MS Kiitle: m/z (%) 296 [M]" (3), 281 [M*-CHg] (11), 278 [M*-H,0] (22), 57
(100).

'H NMR (CDCls), 400MHz): (Spektrum 27)

2D-'H, **C-Heteroniikleer (Short range) COSY (HMQC): (Spektrum 28), Tablo 22

2D-'H,'H-Homoniikleer COSY: (Spektrum 29), Tablo 22

13C NMR DEPT: (Spektrum 30), Tablo 22

2D-'H, **C-Heteroniikleer (Long range) COSY (HMBC): (Spektrum 31), Tablo 22

2D-NOESY': (Spektrum 32), Tablo 22



Tablo 22: AW28 Kodlu Bilesigin 1D ve 2D NMR Spektrum Sonuglari

Konum | 'HNMR (8) ppm J (Hz) | HMQC (5) ppm DEPT 135 HMBC 'H-'HCOSY NOESY
1 - 733 C - - -
2 3.67 (d, 0.5) 64.9 CH Cs, C4Cs H-3 H-3,H;-14
3 4.05 (d, 0.5) 64.6 CH C1.C; H-2, H-7 H-2
4 - 83.2 C - - -
5 2.61(d,11.7) 57.9 CH C1,C2,C4 H-6 H-7,H-8¢,H-2
6 4.32 (t, 10.9) 79.7 CH Cs - H3-15
7 3.42m 44.7 CH - H-6,H-7, H-8¢, H-83 H-98
8. 2.31m 235 CH, - H-7,H-83, H-9¢, H-9 H-9«
8B 1.57m 235 CH, - H-7, H-8a, H-9¢, H-983 Hs-14, H-9, H-6
9a 2.03m 355 CH, - H-8a, H-83,H-94 -
9B 1.83m 355 CH, Co H-9¢, H-8a, H-84 -
10 - 723 [ - - -
11 - 139.4 C - - -
12 - 169.3 C - - -
13a 6.18d (3.5) 119.9 CH, C..Cp H-7 H-8¢, Hs-14
13b 5.47d(3.1) 119.9 CH, C..Cp H-7 H-8¢,H-83,H,-14
14-CH, 1.25s 26.7 CHs C3,C4,Cs - -
15-CH, 1.565 22.1 CHs, Co,C1o - -

91
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2.1.8. AW30 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

EUPATORIN
5,3’-Dihidroksi-6,7,4'-trimetoksiflavon

UV Amax (MeOH) nm (AICl3, AlCI;+HCI, NaOAc, NaOAc/H3BO3): Tablo 23

Tablo 23: AW30 Kodlu Bilesigin Kaydirici Ajanlarla Cekilmis UV Spektrum

Sonuglari
Bant 11 Bant |

Amax(m) | AR X maxom) | AL
MeOH 275 341
NaOMe 276 395 +54
AICl; 282 +7 361 +25
AICI/HCI 254 285 +10 357 +21
NaOAc 276 +1 319, 376
NaOAc/H3;BO; 277 340 +4

'H NMR (CDCls, 400MHz): (Spektrum 33), Tablo 24



Tablo24: AW30 Kodlu Bilesigin “"H NMR Bulgulart

Konum o (ppm) J (Hz)

H-3 6.53 S

H-8 6.57 S

H-2’ 7.46 d (2.00)
H-5' 6.94 d(8.6)

H-6' 7.42 dd (2.4; 8.6)
OCHj, 3.97 S

OCHj, 3.95 S

OCHj, 3.90 S
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2.2. Ucucu Bilesiklerin Saptanmasina Yonelik Calhismalarda Elde Edilen

Bulgular

A. wiedemanniana bitkisinin su distilasyonuyla elde edilen ve toluen iginde
toplanan ugucu yagimin GC/MS sistemine enjekte edilmesi ile bilesimi tespit
edilmistir. Buna gore A. wiedemanniana bitkisinden elde edilen ugucu yagin bilesimi

ve ylizde miktarlar1 tablo 25°de verilmistir.

Tablo 25: A. wiedemanniana Bitkisinden Elde Edilen Ugucu Yagin Bilesimi ve %

Miktarlari
Relatif
Retansiyon indisi | Bilesik %
1032 o-pinene 1.47
1035 o-thujene 0.13
1043 santholina triene 2.09
1076 camphene 0.46
1090 2-methyl propyl propionate 0.06
1093 hexenal 0.12
1100 isobutyl isobutyrate tr
1118 B-pinene 1.39
1132 sabinene 0.53
1134 2-methyl butyl acetate tr
1136 thuja-2,4(10)-diene tr
1174 myrcene 0.06
1185 isobutyl 2-methyl butyrate tr
1188 o-terpinene 017
1196 3-methyl butyl propionate 0.91
1198 3-methyl 2-methyl propyl butyrate (isobutyl isovalerate) 0.28
1200 2-methyl butyl isobutyrate 0.08
1203 limonene 0.28
1213 1,8-cineole 8.49
1220 cis-anhydro linalool oxide tr
1232 (E)-2-hexenal tr
1234 iso-chrysantenone 0.54
1244 2-pentyl furane 0.13
1255 y-terpinene 0.34
1259 butyl isovalerate tr
1266 (E)-B-ocimene tr
1275 2-methyl butyl butyrate tr
1280 p-cymene 1.21
1285 isoamyl isovalerate tr
1286 2-methyl butyl 2-methyl butyrate 0.17
1294 1,2,4-trimethyl benzene 1.02
1296 octanal 0.05
1299 2-methyl butyl isovalerate 0.79
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1355 1,2,3-trimethyl benzene 0.84
1393 (2)-3-hexenyl propionate 0.06
1400 nonanal 0.39
1441 (E)-2- octenal 0.08
1451 filifolone 2.25
1452 1-octen-3-ol 0.27
1463 1-heptanol 0.08
1465 eucarvone 0.19
1474 trans-sabinene hydrate 0.22
1478 cis-linalool oxide tr

1487 isonerol oxide-I 0.32
1496 2-ethyl hexanol 0.06
1499 o-campholene aldehyde 0.22
1506 decanal 0.17
1522 chrysanthenone 5.67
1532 camphor 1.72
1541 benzaldehyde tr

1548 (E)-2-nonenal 0.10
1553 linalool 12.75
1571 trans-p-menth-2-en-1-ol 0.53
1586 pinocarvone 0.59
1590 bornyl acetate 0.36
1600 hexadecane 0.06
1601 B-elemene 0.21
1610 6-methyl 3,5-heptadien -2-one tr

1612 B-caryophyllene 0.53
1618 terpinen-4-ol 1.32
1623 hotrienol 0.15
1630 4-terpinenyl acetate 0.07
1638 cis-p-menth-2-en-1-ol 0.49
1642 thuj-3-en-10-al 0.30
1648 myrtenal 0.30
1662 isobornyl propionate 0.16
1663 cis-verbenol 0.09
1670 trans-pinocarveol 0.18
1677 methyl chavicol 1.52
1683 trans- verbenol 0.67
1695 (E)-B-farnasene 0.22
1703 salicyl aldehyde 0.23
1706 o-terpineol 1.63
1719 borneol 2.97
1726 germacrene D 1.20
1741 B-bisabolene tr

1742 B-selinene 0.38
1757 sesqui cineole 0.05
1758 cis-piperitol 0.52
1764 cis-chryzanthenol 2.59
1802 cuminaldehyde 0.41
1804 myrtenol 0.26
1820 isogeraniol 0.33
1827 (E,E)-2,4-decadienal 0.26
1845 trans-carveol 0.23
1857 geraniol 0.24
1865 isopiperitenone 0.75
1909 isobutyl phenyl acetate 0.06
1911 2-methyl butyl benzoate 0.09
1912 phenyl ethyl propionate 0.13




176

1958 (E)-beta-ionone 0.24
1992 2-phenylethyl-isovalerate tr

2008 caryophyllene oxide 2.56
2071 humulene epoxide 11 0.17
2084 octanoic acid 0.52
2096 elemol 0.14
2131 hexahydro-farnesylacetone 0.51
2144 Spathulenol 0.52
2179 3,4-dimethyl-5-penthylidene-2(5H)furanone 0.32
2185 nonanoic acid 0.31
2187 T-cadinol 0.24
2211 eremoligenol 0.77
2257 B-eudesmol 0.64
2299 decanoic acid 3.63
2300 tricosane 0.05
2316 caryophylladienol- | 0.22
2324 caryophylladienol- 1 0.68
2389 caryophyllenol-I 0.15
2391 eudesmo-4(15)-7-dien-1-B-ol 0.11
2392 caryophyllenol-II 0.37
2500 pentacosane tr

2503 dodecanoic acid 0.75
2596 1-octadecanol tr

2600 hexacosane 0.10
2617 tridecanoic acid 0.15
2622 phytol 0.15
2688 (2)-octadec-9-en-18-olide 0.04
2700 heptacosane 0.39
2710 tetradecanoic acid 1.77
2822 pentadecanoic acid 0.24
2900 nonacosane tr

2931 hexadecanoic acid 6.09

Toplam 88.07 %
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3. BIYOLOJIK AKTiVIiTE BOLUMU

3.1. Sitotoksik Aktivite Tayinine Ait Bulgular

A. wiedemanniana bitkisinden hazirlanan hegzan, etanol, etilasetat, metanol,
kloroform, ve petrol eteri:dietileter:metanol (1:1:1) ekstrelerinin Brine shrimp
sitotoksik aktivite yontemiyle saptanan LCso degerleri bir tablo halinde verilmistir
(Tablo 26). Aktif oldugu bilinen Umbelliferon ve Kolsisin maddeleri standart olarak

kullanilmis ve bu maddelere ait LCso degerleri de tablo 26°da verilmistir.

Tablo 26: A. wiedemanniana Ekstrelerinin LCsy Degerleri

Bitki ad1 Bitki ekstreleri % verim Konsantrasyon (ppm) LCs
Anthemis n-Hegzan %1.76 1000:100:10 >1000
wiedemanniana

Etilasetat %1.54 1000:100:10 >1000
Etanol %4.55 1000:100:10 >1000
Metanol %8.97 1000:100:10 >1000
Kloroform %2.50 1000:100:10 >1000
Petroleteri:Dietileter: %4.8 1000:100:10 >1000
Metanol
(1:1:1)
Umbelliferron 377.02
Kolsisin 0.0009

Anthemis wiedemanniana bitkisinden hazirlanan ana ekstrenin siitun
kromatografisi kullanilarak ayrilmis ana fraksiyonlarinin uygun miktarda olanlarina

uygulanan sitotoksik aktivite denemelerinin sonuglari Tablo 27’de verilmistir.
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Tablo 27: Ana Fraksiyonlara Uygulanan Sitotoksik Aktivite Denemelerinin

Sonuglari
Fraksiyon No: Konsantrasyon (ppm) LCs
36-40 1000:100:10 243,3964
41-47 1000:100:10 >1000
61-68 1000:100:10 >1000
69-79 1000:100:10 >1000
80-89 1000:100:10 >1000
90-92 1000:100:10 >1000
93-104 1000:100:10 >1000
Umbelliferon 1000:100:10 377.02
Kolsisin 1000:100:10 0.0009

3.2. Mikrobiyolojik Aktivite Tayinine Ait Bulgular

3.2.1. Disk Difiizyon Metoduna Ait Bulgular

A. wiedemanniana, bitkisinden hazirlanan ana ekstreye ve elde edilen ugucu

yaga uygulanan, disk difiizyon metoduna gore antimikrobiyolojik aktivite tayininin

sonuglar1 Tablo 28’de verilmistir.

A. wiedemanniana bikisinin ana ekstresinden elde edilen fraksiyonlara

uygulanan disk difiizyon metoduna gore antimikrobiyolojik aktivite sonuglari tablo

29’da verilmistir.
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Tablo 28: A. wiedemanniana, Bitkisinden Hazirlanan Ana Ekstrenin ve Ugucu
Yagin Disk Difiizyon Metoduna Gore Antimikrobiyolojik Aktivite

Tayininin Sonuglart.

A. A.
Wiedemanniana | wiedemanniana
Bakteriler seskiterpen Ucucu yagi C N
lakton ekstresi
Staphylococcus aureus 8 10 12 -
ATCC 6538/P
Staphylococcus - 8 12 -
epidermidis ATCC 12228
Escherichia coli 8 9 15 -
ATCC 29998
Escherichia coli 7 11 16 -
ATCC 11230
Pseudomonas aeroginosa 8 8 22 -
ATCC 27853
Enterococcus faecalis - 10 11 -
ATCC 29212
Enterobacter cloacae - - 13 -
ATCC 13047
Salmonella typhimurium - 9 14 -
CCM 5445
Candida albicans - - - 18
ATCC 10239
C: Ceftazidime

N: Nistatine



Tablo 29: A. wiedemanniana bikisinin ana ekstresinden elde edilen fraksiyonlara uygulanan disk difiizyon metoduna gore antimikrobiyolojik

aktivite sonuglari.

T™? SA  MRSA ML BC BS STYP PF PV SM SE EF ECLO EA CA

Fractions

21-30 6 0° 0 0 0 0 0 8 0 10 0 0 0 0
36-40 4* 0 0 0 4 0 0 0 0 6 0 0 6* 4
41-47 4 8 0 0 6 0 0 4 0 6 0 0 10° 6
69-79 8" 10 0 0 0 0 0 12 14 12 0 0 14° 0
80-89 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
61-68 26 22 30 0 18 4* 16 26 8 28 8 12 12* 4
93-104 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 4
NC° 10 10 4 4 6 4 2 10 0 6 4 0 6 4
NV 32 34 28 25 13 40 20 26 6 26 28 22 17 -

SA: Staphylococcus aureus , MRSA: Methicillin resistans Staphylococcus aureus, EC:Escherichia coli, ML: Micrococcus luteus, BC: Bacillus cereus, BS: Bacillus subtilis,
STYP: Salmonella typhimurium, PF: Pseudomonas fluorescens, PV:Proteus vulgaris, SM:Serratia marcescens,SE: Staphyllacoccus epidermidis, EF: Enterococcus faecalis,

ECLO:Enterobacter cloaceae, EA:Enterobacter aerogenes, CA:Candida albicans,NC: negatif kontrol, NV:Novobiocin (30mg/disc)

8.1
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3.2.2. MIC ve MBC Metodlarina Ait Bulgular

A. wiedemanniana bitkisinin ana ekstresinin aymrimindan elde edilen
fraksiyonlar {izerinde disk difiizyon metoduyla yapilan antimikrobiyal aktivite
calismasinda, yiiksek aktivite gosteren 61-68 nolu fraksiyona uygulanan MIC ve

MBC denemelerinin sonuglar1 Tablo 30’da verilmistir.

Tablo 30: A. wiedemanniana Bitkisinin 61-68 nolu Fraksiyonuna Uygulanan MIC

ve MBC Denemelerinin Sonuglari.

Fr No 61-68 Ampisilin Gentamisin | Nistatin
MIC MBC
Yontem (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
(mg/ml) (mg/ml)
SA® 130 180 18.0 6.0
MRSA 130 180
ML 120 160 8.0 2.0
BS 140 200<
PF 160 200<
PV 130 180
SE 140 200< 32 8.0
CA - - - - 2.0

SA: Staphylococcus aureus , MRSA: Methicillin resistans Staphylococcus
aureus, EC:Escherichia coli, ML: Micrococcus luteus, BC: Bacillus cereus, BS:
Bacillus subtilis, STYP: Salmonella typhimurium, PF: Pseudomonas fluorescens,
PV:Proteus vulgaris, SM:Serratia marcescens,SE: Staphyllacoccusepidermidis, EF:
Enterococcus faecalis, ECLO:Enterobacter cloaceae, EA:Enterobacter aerogenes,

CA:Candida albicans,
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BOLUM V

TARTISMA

1. BOTANIK BOLUM

Calismamizda Tiirkiye’de endemik olarak yetisen 28 tiirden biri olan Anthemis
wiedemanniana Fisch.&Mey. bitkisinin tayininde yardimci olmak amaciyla, daha
once hi¢ bir botanik c¢alismaya konu olmayan bitkiden hazirlanan alkol
materyalinden yararlanilarak kok, govde,yaprak ve cicege ait anatomik karakterler
belirlenmistir.

Halk arasinda tedavi amaciyla kullanilan bu bitkinin herhangi bir farmakopede
bulunmadigini gérmekteyiz, bu nedenle ileride yazilacak Tiirk farmakopesinde
bulunmasi gerektigine inandigimiz drogun, muhtemel monografinda bulunmasi
gereken makroskobik, anatomik ve mikroskobik tariflere kaynak olusturmak
amaciyla drog Ornekleri ilizerinde bazi mikroskobik ve makroskobik caligmalar
gergeklestirilmistir.

Yapilan calismalarda su sonuglara varilmistir; hazirlanacak monografta yer
almas1 gereken makroskobik karakterler herbaryum Ornekleri {izerinde degil uygun
sekilde hazirlanmis iyi bir drog tizerinde yapilmalidir.Yukarida saptanan bu hususlar
yurdumuzun farkli bolgelerinde yetisen A. wiedemanniana bitkisinden toplanarak
hazirlanacak olan Herba Anthemis Wiedemannianae oOrnekleri iizerinde yapilacak

makroskobik ve mikroskobik ¢aligsmalarla teyid edilebilir.
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2. KIMYASAL BOLUM

2.1. Izolasyon ve Yapi Aydinlatma Calismalari

2.1.1. AW9 (iISOTANCILOIDE)

3a,4a-epoksi,la,10a-dihidroksi,2p-hidroksi-4p-metil-5a,7aH-guai-11(13)-

en-12,6a-olide

C15H2006

MA:296

H1 kodlu ana fraksiyonun 11. alt fraksiyonundan elde edilen 1.7 mg
agirhigindaki bilesige AW9 kodu verilmistir.

AWO bilesiginin KBr tableti halinde alman IR spektrumu incelendiginde
Ymaks(KBI) cm? | 3430 bantimin, —OH’i;1780 bantinin (o, B-doymamus-y-lakton)’nu;
1660 bantinin yapidaki doymamishigi gostermekte oldugu goriilmektedir (Spektrum 1).

Bilesigin ddtorometanolde ¢ekilmis *H NMR spektrumunda (spektrum 2,
Tablo 14), 6.18 (d; J:3.9 Hz) ve 5.42 (d; J:3.2 Hz) ppm’lerde gbzlenen sinyaller, bize

lakton halkasindaki ekzosiklik metilen protonlarinin varligini géstermektedir.
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Bilesigin 2D-HMQC spektrumu (Spektrum 3) incelenerek, molekiildeki
protonlara ait karbon degerleri ve ekzosiklik metilen protonlarina ait karbon degerleri
tespit edilmistir (6 118.8 ppm).

Bu veriye ilave olarak *"H NMR spektrumunda asag1 alanda gozlenen & 4.26;
4.15; 3.58 ppm’lerdeki sinyaller ve yine ¥C NMR spektrumunda asagi alanda
goriilen d¢ 170.2; d¢ 81.4; 8¢ 67; d¢c 66.8 ve ¢ 63.6 sinyalleri oksijence zengin bir
seskiterpen lakton yapis1 diislindiirmektedir.

Yine bilesigin "H NMR spektrumunda gozlenen spin sistemi bu bilesigin gayanolid
(quaian-6a,12-olide) tipi seskiterpen lakton grubuna ait oldugunu géstermektedir.

Bilesigin  2D-COSY spektrumu alinarak, sahip oldugu hidrojenlerinin
etkilesmeleri hakkinda daha fazla bilgi saglanmasi miimkiin olmustur (Spektrum 4).
Bu spektrumda oy 2.02 ve 1.62 ppm’de rezonans yapan metilen grubu hidrojenleri,
diger bir geminal ¢ifti olusturan oy 2.14 ve 1.68 ppm’deki sinyaller ile karsilikli
visinal etkilesimler gostermektedir (Tablo 14).

Bilesigin yapisin1 aydinlatmak amaciyla yapilan ¢ift dimensiyonlu NMR
tekniklerinden biri olan HMQC deneyinde (Spektrum 3), Jcy korelasyonlarinim
degerlendirilmesiyle hidrojenlerin iizerinde yer aldiklar1 karbonlarla eslestirilmesi
miimkiin olmustur (Tablo 14).

'H NMR spektrumu incelendiginde gayanolid halka yapisindaki lakton grubuna ait
6-H protonunun kimyasal kaymasi dp.¢ 4.26 ppm’de goriilmektedir. Bu sinyal 10.9 Hz’lik
bir etkilesme katsayisina sahiptir. Bilesigin protonlarinin birbiriyle etkilesmelerini gérmek
amactyla alman 2D-COSY spektrumuna bakildiginda (Spektrum 4) etkilesme katsayisi
10.9 Hz olan dns 4.26’daki sinyal ile dn.7 3.30 ppm’de multiplet boliinme gosteren
sinyalin korelasyonu ile bu etkilesme sabitlerinin degerleri de lakton halkasina baglanan

yedi tiyeli halka sistemindeki bir trans iliskiyi géstermektedir (208).
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Yap1 hakkindaki daha kesin bilgiler yine ¢ift dimensiyonlu bir NMR teknigi
olan HMBC deneyinin sonuglarinin yorumlanmasiyla elde edilmistir (Spektrum 5,
Tablo 14).

Bu sonuglar, bilesigin siklopentan halkasinin, 1,2,3,4-tetra siibstitiie oldugunu
gostermektedir Ayrica oy 1.73 ppm’de goriilen metil siibstitiientinin 1JCH ve 2JCH
korelasyonlari, bu grubun dc 67 ppm’de rezonans yapan karbon atomuna bagli ve o¢
46.6’de rezonans yapan karbon atomuna ise komsu oldugunu gostermektedir.

Degerlendirilen HMBC deneyi sonucu molekiiliin protonlarina komsu karbon
atomlari tespit edilerek, yerleri saptanmistir (Tablo 14).

Bilesigin yap1 aydinlatma caligmalarina NOESY deneyi ile devam edilmistir.
(Spektrum 6). NOESY deneyi sonucunda Hjy/Hs-14 arasinda zayif bir nOe
etkilesmesi goriilmiistiir. Bilesigin molekiil modeli yapilarak H, ve Hs-14’{in uzaysal
yakinlagmalart sonucu yerlerinin saptanmasit mimkiin olmustur. Yine Hs/H3-15
arasinda gozlenen kuvvetli nOe etkilesmesi bu protonlarin molekiiliin ayni tarafinda
(B) yer aldigin1 gostermektedir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda goriilmistiir ki, sikloheptan halkasinin
sterokimyasal ve konformasyonel yapisinin belirlenmesinde, baz1 nOe korelasyonlari
cok onemlidir (208). Ozellikle AW9 kodlu bu bilesikte Hg/Me-14 veH,/Me-14
arasinda gorillen nOe korelasyonlari Hsz-14 pozisyonunun [-(psédo) aksiyal
oldugunu gostermektedir.

Elde edilen bu veriler AW9 kodlu bu bilesigin seskiterpen laktonlarin bir alt
grubu olan gayanolid iskeletine sahip olduguna isaret etmektedir. Bu takdirde
Ci15H2006 kapali formiiliine sahip olmasi gereken bilesik i¢in hesaplanan molekiil

agirhig 296’ dr.
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Bilesigin El-Kiitle spektrumunda , molekiiler iyon piki m/z [M+1]" 297°de
cikmaktadir ve 278 [M-H,0]" (10), 281[M-CH3]" (1), 263 [281-H,0]" (11) olarak
gbzlenen ara boliinmelere ilaveten 179 (51),132 (70), 121 (82), 109 (80), 95 (80), 80
(77), 69 (100) ve 57 (31) boliinmeleri gériinmektedir.

Bilesigin yapist hakkinda yukarida bahsedilen 1D ve2D NMR deneyleriyle
elde edilen veriler 1s18inda yapilan literatlir ¢calismalarinda AW9 kodlu bilesigin
AW22 ve AW28 kodlu bilesikler gibi, epoksi yapisi iceren bir gayanolid halka
sistemine sahip oldugu, diger bilesiklerden (AW22 ve AW28) farkli olarak, bu

bilesigin 3a,4a epoksi yapisina sahip isotanciloide oldugu saptanmistir.

- ] >

Sekil 10: isotanciloide Bilesiginin *C NMR Bulgular
g g

Sekil 11: isotanciloide Bilesiginin '"H NMR Bulgulari
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Spektroskopik analizlerden elde edilen bulgularin degerlendirilmesiyle goriilen
acik kimyasal formiil de isotanciloide yapisina isaret etmektedir.

Tarafimizdan saptanan tiim spektral bulgular, literatiirle uyum igerisindedir ve
yapiy1 tamamen desteklemektedir.

Yapilan literatiir calismalarinda bu maddenin daha dnce Iran Artemisia tiirleri
tizerinde yapilan bir calismada Artemisia turcomanica adli bitkinin toprak istii
kisimlarindan elde edildigi gortilmiistiir (5).

Ayrica bu madde iilkemizde Oksiiz S. tarafindan Tanacetum cilicium
bitkisinden de izole edilmistir (153).

Isotanciloide isimli madde Anthemis tiirlerinde ilk kez calismamiz sirasinda
izole edilmistir. Bu nedenle isotanciloide, Anthemis genusu i¢in yeni bir maddedir.
Yapilan literatiir ¢alismalarinda simdiye kadar Anthemis genusunda epoksi yapisi
iceren bir gayanolid halka sistemine rastlanmamugtir. Bu genusta 3o, 4o-epoksi grubu

iceren bir gayanolid yapisinin varligi da ilk kez bu arastirmada bulunmustur.

2.1.2. AW11 (SALVIGENIN)

5-Hidroksi-4',6,7-trimetoksi flavon
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H1 kodlu ana fraksiyonun 13. alt fraksiyonundan elde edilen 0.7 mg
agirhigindaki bilesige AW11 kodu verilmistir.

AWI11 bilesigi, sar1 renkli kristal halinde elde edildi. Giin 1s181nda ince tabaka
kromatografisiyle incelendiginde, sari; plak iizerine amonyak piiskiirtiildiiglinde
koyu sar1 renk goriildii.

Bilesigin UV spektrumunda, gézlenen maksimum absorbsiyon bantlar1 330nm
ve 276 nm’de gozlenmistir. Bu Ama’lar flavanoitler i¢in karakteristik olan
absorbsiyon bantlaridir.  Flavanoitlerin, UV spektrumu yardimiyla yap1
aydinlatilmasinda kullanilan NaOMe, AICl3, AICI3/HCI, NaOAc, NaOAc/H3;BO3
reaktifleri AWI11 nolu bilesigin silibstiitisyonlarinin  saptanmasit  amaciyla
kullanilmistir. Bu amagla ,bilesigin MeOH’deki ¢ozeltisinin spektrumu alinmistir.
Daha sonra ¢ozeltiye AICl3 eklendiginde bant I’de goriilen batokromik kayma ve
AICI3/HCl eklendiginde meydana gelen 22 nm’lik batokromik kayma C-5
konumunda bir serbest hidroksil grubu varligini, ayrica C-6 konumunda bir
siibstitiisyonun bulundugunu gostermektedir (125).

Bilesigin MeOH’li ¢ozeltisine NaOMe eklenerek alinan spektrumda bant I’in
siddetinin, metanolle alinan spektrumdaki bant I’den diisiik olmasi, 4" konumundaki
hidroksil siibstitiientinin serbest olmadigini belirtmektedir.

Yine ¢ozeltiye NaOAc eklenerek alinan spektrumda bant III’iin olusmamasi, 7
konumundaki hidroksilin serbest olmadigini gostermektedir.

Son olarak NaOAc ve NaOAc/HsBOs; eklenerek alinan spektrumlarda,
metanolde alinan spektruma gore bir degisiklik olmamasi, yapida B halkasinda o-
dihidroksi gruplarinin bulunmadigini kanitlamaktadar.

Bilesigin NMR spektrumlarina baktigimizda dotoro kloroformda alinan H

NMR spektrumunda (Spektrum 7) 12.76 ppm’de goriilen singlet, C-5’de bir hidroksil
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grubu varligin1 géstermektedir (Tablo 15). Yine '"H NMR spektrumunda oy 7.84, On
7.82, oy 7.01 ve oy 6.93 ppm’lerde goriilen sinyaller sirasiyla H-2', H-6', H-3' ve H-
5" aromatik protonlarina sahip monosiibstitiie benzen halkasi yani, AA’ BB’
sistemindeki sinyal ¢ifti, p-siibstitiie B halkasi i¢in karakteristiktir.

Spektrumda oy 3.95 (s,3H), o 3.91 (s,3H) ve 6y 3.87 (s,3H) nm’lerde goriilen
singletler yapida ti¢ tane metoksil grubunun varligini gostermektedir.

Bilesigin cesitli kaydirici ajanlarla ¢ekilmis olan UV spektrumlari, 'H NMR
bulgularini desteklemistir (125).

Elde edilen bulgulara dayanilarak bilesik AWI11’in yapisi Salvigenin
(Pisatirotol), (5-hidroksi-4',6,7-trimetoksi flavon) olarak aydinlatilmistir. Bu bilesik
pisatirotol adiyla da bilinmekte olup, daha dnce izole edilen salvigenin’in spektral

bulgularina uygunluk géstermektedir (10,105).

Sekil 12: Salvigenine Bilesiginin *H NMR Bulgulari
g g g

Yapilan literatiir ¢caligmalarinda salvigenin adli bilesigin daha 6nce pek ¢ok
bitkiden izole edildigi goriilmektedir. Daha Once yapilarinda salvigenin bulunan

bitkiler, bir tablo halinde asagida verilmistir (Tablo 31).



Tablo 31: Salvigenin Igeren Bitkiler
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Bitki Cahsilan kisim Familya Kaynak
Anthemis maritima Toprak st Asteraceae (49)
Astragalus brachystachys Belirtilmemis Geraniaceae (105)
Ballota glandulosissima Belirtilmemis Lamiaceae (178)
Callicarpa acuminata Yaprak Verbanaceae (10)
Callicarpa acuminata Belirtilmemis Verbenaceae (119)
Centaurea cuneifolia Toprak {istii ve toprak alti Compositae (11)
Centaurea cuneifolia Toprak {istii ve toprak alti Compositae (11)
Coleus amboinicus Belirtilmemis Lamiaceae (171)
Hyptis urticoides Belirtilmemis Labiatae (219)
Inulanthera nuda Toprak tstii Asteraceae (74)
Jungia polita Toprak tstii Compositae (233)
Lantana montevidensis Yaprak Verbenaceae (145)
Limnophila gratissima Belirtilmemis Scrophulariaceae | (115)
Lippia dulcis Toprak tstii Verbenaceae (151)
Lippia multiflora Toprak tstii Verbenaceae (108)
Montana tomentosa Toprak tisti Asteraceae (168)
Nepeta species Yaprak Lamiaceae (102)
Ocimum americanum Belirtilmemis Labiatae (174)
Ocimum basilicum Yaprak Lamiaceae (33)
Ophryosporus charrua Toprak tisti Asteraceae (68)
Orthosiphon stamineus Toprak tistii Lamiaceae (199)
Ortosiphon stamineus Toprak tisti Lamiaceae (197)
Phyllarthron madagascariense Belirtilmemis Bignoniaceae (119)
Salvia candidissima Toprak tisti Labiatae (206)
Salvia chiopeplica Yaprak Lamiaceae (128)
Salvia cyanescens Toprak isti Labiatae (81)
Salvia lanigera Belirtilmemis Lamiaceae (35)
Salvia officinalis Yaprak Labiatae (141)
Salvia sahendica Toprak isti Labiatae (142)
Salvia sahendica Toprak isti Labiatae (142)
Salvia wiedemannii Toprak isti Labiatae (207)
Salvia triloba Yaprak ve dallar Labiatae (211)
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Salvigenin Anthemis tiirlerinde A.maritima’dan sonra ikinci kez bizim

calismamizda izole edilip, yapist aydinlatilmistir.

2.1.3. AW15 (iISO-SECOTANAPARTHOLIDE)

H O—

C15H1805

MA:278

H2 kodlu ana fraksiyonun 2. ve 3. alt fraksiyonlarindan elde edilen 19.4 mg
agirhigindaki bilesige AW15 ve 0.5 mg agirhigindaki bilesige AW 14 kodu verilmistir.
Yapilan 6n NMR ¢aligmalarinda bu iki bilesigin ayn1 maddeler oldugu goriilmiistiir.
AW14 ve AW15 kodlu 6rnekler renksiz yagimsi bir goriiniiste elde edilmistir.

IR spektrumunda OH (3430 cm™), C-H (2924 cm™), C=0 (1775, 1740 ve 1680
cm™) ve C=C (1470 cm™)’de absorbsiyon bantlar1 igermektedir.

EI-MS spektrumunda molekiiler iyon piki [M]* m/z 278de, [M-H,0]
fragmantasyon piki ise m/z 260’da gorilmiistiir.

BC NMR spektrumunda, 15 karbon atom sinyali goriilmiistiir. EI-MS, BC ve
'H NMR spektrumlari (Spektrum 9) beraber degerlendirildiginde molekiiliin

Ci5H1805 kapali formiiliine sahip oldugu diistintilmektedir.
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Molekiilin 'H ve *C NMR rezonanslari, 2D NMR spektrumlari [COSY
(Spektrum 10), HSQC (Spektrum 11) ve HMBC (Spektrum 12)] yardimiyla
yorumlanmustir.

Bilesigin '"H NMR spektrumunda ilk goze ¢arpan , asagi alanda bir adet AB
sistem sinyal grubudur [6y 6.29 d (J:2.8 Hz) ve 6y 5.64 d (J:2.8 Hz)].

2D-HSQC spektrumu yardimiyla bu protonlara ait karbonlar tespit edilerek, bu
sistemin bir ekzosiklik ¢ifte bagin metilen grubundan kaynaklandigi anlagilmaktadir
(8¢ 122.9).

Molekiildeki fonksiyonel gruplarin ve katerner karbonlarin yerlerini tespit
etmek tlizere heteroniikleer uzak mesafe iliskilerinin belirlendigi HMBC (Spektrum
12) spektrumundan yararlanilmistir.

Bilesigin gerek 'H NMR, gerekse 2D- NMR spektrumlar degerlendirildiginde
ve de 2D-COSY spektrumu incelenerek molekiiliin i¢indeki spin sistemleri
saptandiginda, diger incelenen ii¢ bilesikten (AW28, AW22 ve AW9) farkli bir
guanolid yapisina sahip oldugu anlagilmaktadir.

'"H NMR spektrumunda gozlenen ekzosiklik metilen grubu disinda, belirgin
olarak gozlenen iki metil grubunun protonlart .14 2.16 ve On.15 2.13 ppm’de tespit
edilmislerdir. HSQC deneyi sonucunda bu protonlarin sirasiyla olduk¢a yukar
alanda yer alan (8¢ 29.9 v dc 14) karbon atomlar {izerinde yer aldig1 goriilmektedir.
HMBC deneyinde de bu protonlarin sirasiyla 6¢.19 207.0 ve 6c.4 171.6 karbonlariyla
korelasyonu, seko-gayanolid yapisini desteklemektedir.

Yine IR absorbsiyonlar1 [1773, 1696 cm'l], vy lakton sistemi olusumlu iki
karbonil karbonunu gostermektedir. Bilesigin B3C-NMR ve HSQC spektrumlarinda

da iki olefinik karbon 6c4 171.6 ve dcs 138.9 sinyali goriilmektedir. 2D NMR
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(HMBC ve COSY) denemeleri beraber degerlendirildiginde bu karbonlarin yerleri
kesinlik kazanmustir.

2D-COSY spektrumunun degerlendirilmesiyle saptanan etkilesmelerden
ozellikle H-6 ve H-7 etkilesmesinin karsilikli olmast ve de H-7’nin H-8’le
etkilesmesi seko-gayanolid halka yapisi1 i¢in karakteristiktir (3).

Yap1 hakkinda daha kesin bilgiler, HMBC spektrumuyla saglanmistir. 2 ve 3
bag aracih@iyla (3Jc.p, *Jc.) hidrojen- karbon korelasyonlarinin saptandigi, HMBC
spektrumunun degerlendirilmesiyle ekzosiklik metil protonlarindan biri olan 6n.13a
6.29 sinyali sirasiyla 8c.; 42.9 ve 8c.p 169.6 ile *Jon, dcar 137.7 ile Yen
korelasyonlar1 ekzosiklik metilen grubu tasiyan doymus y lakton halkasini olusturan
karbonlarin kimyasal kayma degerlerinin yerlesmelerine olanak saglamistir. Buna
ilaveten 87, 2.81 ve &z, 2.32 ppm’deki sinyaller 8¢ 202.4 ve dc.3 71.5 ile 2Jcn
korelasyonu gostermektedir. dp.15 2.13’deki metil sinyalinin 6c4 171.6 ile 2JeH
korelasyonu gostermesi, doymamis siklopentenil yapisinin karbonlarinin kimyasal
degerlerinin yerlestirilmesine olanak saglamistir. Yine HMBC denemesi 7.
karbondan bagl biitilon halkasindaki karbonlarin kimyasal kayma degerlerinin
yerlestirilmesinde kolaylik saglamistir.

Sonug¢ olarak bilesigin sekogayanolid yapisinda olan iso-secotanapartholide
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara gore bilesigin molekiil yapis1 literatiir
verileri ile de dogrulanmistir(88,176).

Yapilan literatiir ¢cakismalarinda daha 6nce bilesigin izole edildigi bitkiler,

Tablo 32’de verilmistir.



Sekil 13: Iso-secotanapartholide Bilesiginin BC NMR Bulgular1

Sekil 14: iso-secotanapartholide Bilesiginin *H NMR Bulgular:

Tablo 32: Iso-secotanapartholide iceren bitkiler.
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Bitki Cahisilan Kisim Familya Kaynak
Achillea ligustica Toprak {istii Compositae 3)
Artemisia iwayomogi Belirtilmemis Compositae (88)
Eupatorium capillifolium Yaprak Compositae (176)
Artemisia anomala Toprak tistii Compositae (101)
Artemisia turcomanica Toprak tistii Compositae 5)
Artemisia lucentica Toprak {istii Compositae (130)
Achillea clusiana Toprak {istii Compositae (204)
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Tabloda da goriildiigii tlizere iso-secotanapartholide bilesigi de Anthemis
genusunda ilk defa tarafimizdan izole edilmistir. Bu nedenle Anthemis genusu igin
yeni bir madde olarak literatiire gegmistir. Ayrica Anthemis genusunda gayanolid alt
grubundan sekogayanolid halka sistemine sahip bir bilesik ilk kez bu ¢alismada izole

edilip, yapis1 aydinlatilmistir. iso-secotanapartholide hem genus hem de tiir i¢in yeni

bir maddedir.

2.1.4. AW22 (3a-kloro-4p3,10a-dihidroksi-1B,2B epoksi-5a,7aH-gaya-11(13)-

en-12,6a-olide)

[a]p?%:-24.8 {CH,Cl,-MeOH (95:5)}

C15H1905C|

MA:314
H3 kodlu ana fraksiyonun 8. alt fraksiyonundan elde edilen 7.7 mg
agirh@indaki bilesige AW22 kodu verilmistir. AW22 kodlu bilesik beyaz renkli,
amorf yapida bir bilesiktir. Ince tabaka kromatografisinde, giin 1s181nda ve UV 151k
altinda acik kahverengi bir leke vermektedir. Serik siilfat belirteci piiskiirtiilerek

yakildiginda koyu kahverengine donmektedir.
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Bilesigin kloroform ¢ozeltisi halinde NaCl plaklar1 arasinda alinan IR
spektrumunda  (Ymaks(CHCl5) cm™): 3430 (OH), 1780 (a,B-doymamus y-lakton),

1660°daki sinyal ise yapidaki doymamishgi belirtmektedir (Spektrum 13).

Bilesigin HR-ESI kiitle spektrumunda m/z 337.1075 [M+Na]® ve
339.1049[M+Na+2]"’de gozlenen iki iyon piki, molekiiliin bir klor atomu tasidigina
isaret etmektedir. Ayni spektrumda m/z 651.1981 [2M+Na]® ve 653.1879
[2M+Na+2]" iyon pikleri yardimiyla bilesigin molekiil formiilii C1sH1905Cl olarak
bulunmustur. (C15H1905Cl i¢in hesaplanan molekiil agirligi 314°diir.)

Bilesigin "H NMR spektrumunda ilk gbze carpan, asag1 alanda goriilen bir adet
AB sistem sinyal grubu olmustur [ 6 6.16d (J:3.9 Hz) ve & 5.43d (J:3.5 Hz)].
(Spektrum15)

2D- HSQC spektrumu (Spektrum 16) yardimiyla bu protonlara ait karbon
atomlar1 tespit edilerek, multiplisiteleri B¢ spektrumu ile saptandiginda (Spektrum
18), bu sistemin, bir ekzosiklik c¢ifte bagin metilen gruplarindan kaynaklandigi
goriilmektedir (5¢ 119.3).

Bu verilerle beraber 'H NMR spektrumunda asagi alanda gozlenen diger
sinyaller oy 4.08 ppm, 4.35 ppm ve 3¢ NMR spektrumunda asag1 alandaki d¢ 169.9;
Oc 140.2; d¢ 79.6; d¢c 78.4; d¢c 72.9; d¢ 71.8 sinyalleri, bilesigin oksijence zengin bir
seskiterpen lakton oldugunu diisiindiirmektedir.

'H NMR spektrumunda gorillen spin sistemi AW22 kodlu bilesiginin
gayanolid (guaian 6a-12-olide) tipi seskiterpen lakton grubuna ait oldugunu ortaya
koymaktadir.

Bilesigin 'H NMR spektrumunda, asagi alanda oy 4.35 ppm’de gozlenen ve
10.9 Hz’lik etkilesme katsayisina sahip protonun H-6’ya ait oldugu tahmin

edilmektedir. Bu duruma kesinlik kazandirmak i¢in, bilesigin 2D-COSY spektrumu
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alind1 (Spektrum 17, Tablo 18). 2D-COSY spektrumunda 6y 4.35 ppm’deki proton
sinyalinin oy 3.57 ppm’deki sinyal ile korelasyonunun oldugu goriildic ve bu
korelasyonun etkilesme sabitleri de bu degerlerin lakton halkasinin yedi tiyeli halka
sistemindeki bir trans iliskiye ait oldugunu ispatladi. Bu da bilesigin gayanolid halka
sistemine sahip oldugunu kanitlayan 6nemli bir bilgidir.

Yine 2D-COSY spektrumunda, asagi alanda goriilen 6y 3.85 ppm’deki sinyalin
herhangi bir korelasyonunun goriilmemesi ve HMQC spektrumunda ¢ 63.3 ppm de
sinyal veren karbona bagli olmasi, ayrica 2D-HMBC spektrumunda (Spektrum 19),
bu protonun %Jc, & 79.6 ile korelasyonunun destegiyle bu sinyalin bir epoksit
grubuna bagli olan karbon atomundaki proton sinyali oldugunu bize gdstermektedir.

Bilesigin NOESY spektrumu da bu veriyi dogrulamaktadir (Spektrum 20).
Yine epoksi gayanolidlerle ilgili literatiir taramalarinda goriilmiistiir ki 1,2 epoksi
gayanolid yapisina sahip bilesiklerin BC NMR ve 'H NMR spektrumlarindaki
kimyasal kayma degerlerinin belirlenmesi, gayanolid halkasinin sterokimyasal yapisi
icin belirleyici olmaktadir. Literatiirde belirtildigi lizere dns 2.82 ppm’de sinyal veren
H-5 protonunun, HSQC spektrumundaki dcs 49.9 ppm’de sinyal veren karbon
tizerinde yer almasi, bu epoksi tiirevinin, gayanolid halka yapisinda 103,23
konumunda oldugunu kanitlamaktadir (208).

Bilesigin **C NMR spektrumunda 15 karbon atomu gdzlenmesi ve HSQC’de
bu karbon sinyallerinin, hangi protona bagl oldugu tespit edilerek, yapinin
aydinlatilmas1 miimkiin olmustur (Tablo 18)

Yap1 hakkindaki bilgilerin kesinlesmesi, HMBC deneyinden elde edilen veriler
yardimiyla saglanmistir (Tablo 18). HMBC spektrumunda, iki ve {i¢ bag araciligiyla

karbon hidrojen korelasyonlarmi goérebilmek miimkiin olmustur. HMBC spektrumu



198

ile bu bilesigin konfigiirasyonel 6zelliklerinin kanitlanmasinda NOESY deneyinden
yararlanilmistir (Spektrum 20).

NOESY spektrumunda Hs-15 ve H5 protonlarinin sinyalleri arasinda gii¢lii
nOe korelasyonunun goriilmesi, bu protonlarin molekiiliin aymi tarafinda ve o
konumunda yer aldiklarin1 gostermektedir. Hs-15’in, Hsz ile goriilen nOe
korelasyonunun, Hs-15 /Hs’e gore ¢ok daha zayif olmasi, H3-15 /Hs’in cis ve H3-15/
Hs’lin trans konumlarinda oldugunu gostermektedir. Bu da 4. konumdaki metil
stibstitiientinin o konumunda, hidroksilin 3 konumunda ve 3. karbonda bulunan
kloriiriin oo konumunda oldugunu dogrulamaktadir.

Bilesigin yapisi hakkinda yukarida bahsedilen 1D ve 2D NMR deneyleri
sonucu elde edilen veriler ve HR-MS sonuglarina bakildiginda, bilesigin 3a-chloro-
43,10a-dihidroxy-1p,23 epoxy-5a, 7aH-guai-11(13)-en-12,6a-olide oldugu bulun-
mustur. Ayrica, yapilan literatiir calismalarinda daha 6nce izole edilmis bu bilesigin
spektrum bulgulart incelendiginde yapmin 3a-chloro-48,10a-dihidroxy-18,23
epoxy-5a,7aH-guai-11(13)-en-12,6a-olide oldugu kesinlik kazanmustir.

Bu bilesikle ilgili literatiirlere baktigimizda, bu bilesigin daha once sadece
Achillea clavennae bitkisinden izole edildigi goriilmistiir (209).

Klorhidrinler yapisindaki bu epoksi gayanolid Anthemis genusunda, ilk kez
bizim tarafimizdan izole edilmistir. Bu bilesik genus seviyesinde yeni bir bilesik

olup, Anthemis genusunda bulunusuna ait bilgi, ilk defa bu arastirmada verilmistir.
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Sekil 15: 3a-chloro-43,10a-dihidroxy-1p,23  epoxy-5a,7aH-guai-11(13)-en-12,6a.-
olide Bilesigine Ait **C NMR Bulgulari

Sekil 16:3a-chloro-4p3,10a-dihidroxy-13,28  epoxy-5a,7aH-guai-11(13)-en-12,6a.-
olide Bilesigine Ait "H NMR Bulgulari



200

2.1.5. AW 24 (5-Hidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksiflavon)

H3 kodlu ana fraksiyonun 16. alt fraksiyonundan elde edilen 2.4mg
agirligindaki bilesige AW 24 kodu verilmistir. AW24 bilesigi sart renkli amorf bir
madde olarak elde edildi. Bilesik giin 1s13ida ITK plaginda incelendiginde sari
renkli bir leke vermektedir. Plak iizerine amonyak piiskiirtiildiigiinde belirgin bir
koyu sar1 renk meydana gelmektedir.

AW24 bilesiginin UV spektrumunda gozlenen absorbsiyon bantlart (Amaks 279,
338 nm) flavonlar i¢in karakteristiktir.

Bilesigin metanoldeki ¢ozeltisine NaOMe eklendiginde bant I’in pik
siddetinde, MeOH spektrumuna gore goriilen azalma ile gozlenen +31 nm’lik
batokromik kayma, bilesigin 4’ konumunda hidroksil olmadigini1 géstermektedir.

Metanollii ¢ozeltiye sirasiyla AICl3 ve AlICI3/HCI ilavesiyle, bant I’de olusan
+27 ve +22 nm’lik batokromik kaymalar , B halkasinda bir o-dihidroksi sisteminin
olmadigin1  gostermektedir (125). Cozeltiye NaOAc/H3BOjz eklenerek alinan
spektrumda, bant I’de gozlenen +2 nm’lik batokromik kayma bu durumu
dogrulamaktadir.

Ayrica AICI3/HCI ilavesiyle alinan spektrumda, bant I’de gézlenen +22 nm’lik
kayma C-6 konumunda oksijenli bir fonksiyon oldugunu gostermektedir.Yine

cozeltiye NaOAc ilavesiyle alinan spektrumda bant II’de gozlenen -2 nm’lik bir
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hipokromik kayma C-6 konumunun yaninda yani C-7 konumunda da oksijenli bir
grup bulundugunu belirtmektedir (125).

IR spektrumunda OH (3278 cm™), y piron karbonili (1655cm™) ve aromatik
halka (1506, 1562, 1605 cm-1) varligindan kaynaklanan absorbsyon bantlar
gozlenmistir.

Bilesigin 'H NMR spektrumunu inceledigimizde, (Tablo 20, Spektrum 21),
aromatik sahada oy 7.50 (dd, J:2.06; 8.6 Hz, H-6"), 7.32 (d, J:2.36 Hz, H-2') ve 6.96
(d, J:8.6 Hz, H-5)’de gozlenen ii¢ aromatik proton sinyallerinin degismezlik
katsayilarina baktigimizda sirasiyla meta ve orto kenetlenme gosterdigi ve B
halkasinin 3’, 4’ distibstitiie oldugu anlasilmaktadir.

Diger taraftan asagi alanda goriilen oy 6.59°daki bir proton degerindeki singlet,
H-8’e aittir. Buna bagli olarak aromatik sahada bu sinyale gére daha yukar1 alanda
goriilen oy 6.54°deki bir proton degerindeki singlet, C halkasinin H-3 konumuna
oturmaktadir.

Ayrica oy 3.97 (s,3H),3.96 (s,3H), 3.95 (s,3H) ve 3.91 (s,3H)’de goriilen
sinyaller, metoksil gruplarina ait tipik sinyallerdir.

AW24 bilesiginin, kaydirict reaktifler ilavesiyle c¢ekilen UV spektroskopik
degerlerinin sonuglar1 ile 'H NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi sonucu
metoksil gruplarinin C-3',C-4’, C-6 ve C-7 pozisyonlarinda yer aldigi tespit

edilmistir.
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Tablo 19: AW24 Kodlu Bilesigin Kaydirici Ajanlarla Cekilmis UV Spektrum

Sonuglar1 0: omuz

Bant 11 Bant | Yorum
Amaxom) | AL | A maxom) | AL
MeOH 2410,2510 | 279 338 Flavonoit
MeONa 2410,2510 | 276 396 +31 4'-OH yok
AICl; 262 282 +3 | 365 +27 5-OH
AICI;/HCI 282 +3 | 360 +22 o-dihidroksi yok
6-OCH3
NaOAc 277 -2 365 7-OH yok
NaOAc/H3;BO; 278 340 +2 o-dihidroksi yok

Sekil 17: 5-Hidroksi-6,7,3,4’-tetrametoksiflavon Bilesigine Ait 'H NMR Bulgulari

Sonuglar esas alinarak AW24 kodlu bilesigin yapisi, 5-Hidroksi-6,7,3',4'-
tetrametoksiflavon olarak aydimnlatilmistir.

Bu bilesik daha dnce, Sideritis cystosiphon (73), Salvia cardiophylla (78), Citrus
kinokuni (99), Centaurea grisebachii (60), Achillea falcata (42), Melicope semecarpifolia
(47), Bellaedia trixago (17), Sideritis incana (121) tiirlerinden izole edilmistir. Yapisi
aydinlatilan bilesik daha 6nce izole edilen bilesikle tamamen uyumludur.

5-Hidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksiflavon, Anthemis genusu i¢in yeni bir bilesik
olup, ilk kez bu aragtirmada A. wiedemanniana’dan izole edilerek, literatiirde yerini

almistir.
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2.1.6. AW27 LOLIOLIDE (Calendin)

Tetrahydro-2(4H)-benzofuranone

C11H1603

MA:196

H4 kodlu ana fraksiyonun 9. alt fraksiyonundan elde edilen 10.3 mg
agirhigindaki bilesige AW27 kodu verilmistir.

Bu bilesik, kloroformda ¢o6ziinebilen renksiz yag goriiniimiine sahip bir
bilesiktir. Kloroformda alinan IR spektrumuna bakildiginda, 3500 cm™de hidroksil
grubu, 1745 cm™*de lakton karbonili ve 1645 cm™’de doymamishk gozlenmektedir.

Détoro kloroformda alinan *H NMR spektrumu incelendiginde, aromatik bélgede
rezonans gostermedigi goriilmektedir (Spektrum 22). Olefinik bolgede, bir metin
grubuna ait sinyal ile asag1 alanda oy 4.31 ppm’de gozlenen sinyal bulunmaktadir. Bu
sinyalin degeri, ait oldugu protonun geminalinde hidroksil gurubunun bulundugunu
diistindiirmektedir. Spektrumda yine yukarn alanda, birbiriyle geminal iki metilen
protonu ve ii¢ sinyale kars1 gelen {i¢ metil protonu bulunmaktadir.

'H NMR spektrumu incelendiginde 6y 2.43 ve 6y 1.76 arasinda J:14 Hz’lik
geminal etkilesim ve yine oy 1.95, oy 1.52°de J:14.8 Hz’lik geminal etkilesme

gosteren iki AB sisteminde iki ¢ift proton tespit edilmektedir.
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Bilesigin protonlarini1 tasiyan karbonlarini tespit etmek amaciyla HSQC
spektrumu ¢ekilmistir (Spektrum 23). Bu spektruma ait bulgular tablo 21°de
verilmistir. Spektrum incelendiginde, 'H NMR spektrumunda geminal boliinme
gosteren iki AB sistemi protonlarinin d¢c 45.6 ve oc 47.5 ppm’deki karbonlara bagh
oldugu goriilmektedir. dy 5.68 ppm’deki olefinik protonun, dc 113.2°deki karbona
ayrica yukar1 alandaki 6y 1.45 ve oy 1.25 ppm’de goriilen metil gruplarinin da 6¢
35.9’daki karbonlara bagli oldugu tespit edilmistir. Yani bu iki metil grubununda
ayn1 karbona bagli oldugu anlasilmistir.

Molekiildeki fonksiyonel gruplarin ve katerner karbonlarin yerlerini tayin
etmek lizere alinan HMBC spektrumu incelendigi zaman (Spektrum 24), yukari
alanda goriilen olefinik protonun &y 5.68 ppm’deki sinyali, asag1 alanda goriilen d¢c
172.0’da rezonans gosteren karbonil karbonuna ait sinyal ile 2Jen korelasyon
gostermektedir. dn11 1.25 ppm’deki metil rezonansi 4. konumdaki karbon ile Jch,
besinci konumdaki karbon ile 2JCH ve altinc1 konumdaki karbon ile 3JCH korelasyon
gostermektedir. Bilesigin 2D- NOESY spektrumuna bakildiginda (Spektrum 25), bu
metil rezonansinin H-7°deki en az korunan &y 5.68 ppm’deki sinyal ile tek
korelasyon gostermesi, On11 1.25°deki protonun, molekiile gore ekvatoryal bir
pozisyonda oldugunu kanitlamaktadir.

2D-COSY deneyinde & 4.31°deki sinyalin , AB sistemindeki iki metilen proton
ciftiyle etkilesmesi, spektrumun asagi bolgesinde yer alan ve hidroksil fonksiyonuna
geminal olan H-3’e ait oldugunu gostermektedir. Ayrica bu protonun, AB sistemi
icinde olan geminal protonlara ve diger taraftan ise diger AB sistemine ait olan
geminal protonlara komsu olan metin protonu oldugunu ifade etmektedir.

2D-NOESY deneyinde dn.7 5.68’deki rezonansin, metil grubuna ait olan oy

1.25 sinyali ile korelasyonu bu protonlarin ayni uzaysal diizlemde oldugunu; on-11
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1.76’daki metil rezonansinin da dn.9 1.25°deki metil rezonansinin da ayni konumda
(o) oldugunu gostermektedir.

EI-MS’de m/z 196 molekiil agirligina sahip olan bu maddenin kapali formiili
C11H1603’diir.

AW27 kodlu bilesigin 1D ve 2D-NMR deneylerinin  verilerinin
degerlendirilmesi, bu bilesigin nor isoprenoid yapisina sahip Loliolide (Calendin)

oldugunu ispatlamaktadir.

Sekil 18: Loliolide Bilesiginin BC NMR Bulgular1

Sekil 19: Loliolide Bilesiginin '"H NMR Bulgulari

Yapilan literatiir calismalari sonucunda, daha oOnce bilesiminde loliolide

bulunan bitkiler tespit edilmis ve bir tablo halinde asagida verilmistir.



Tablo 33: Loliolide Iceren Bitkiler
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Bitki Cahisilan kisim Familya Kaynak
Acanthosyris paulo-alvinii Yaprak Santalaceae (46)
Alchornea glandulosa Yaprak Euphorbiaceae (50)
Anthemis melanolepsis Toprak iistii Asreraceae (182)
Bunias orientalis Toprak Ustii Brassicaceae (59)
Calendula officinalis Belirtilmemis Asteraceae (227)
Carpesium macrocephalum | Toprak iistii ve toprak alt1 | Compositae (111)
Centaurea alba Toprak istii Compositae (69)
Centaurea aspera Toprak tstii Asteraceae (131)
Eirmocephala megaphylla Toprak tstii Compositae (37)
Eucommia ulmoides Yaprak Eucommiaceae (149)
Helianthus laetiflorus Yaprak Asteraceae (136)
Hydrilla verticillata Belirtilmemis Hydrocharitaceae | (229)
Macaranga triloba Yaprak Euphorbiaceae (103)
Onoseris alata Toprak tistii Asteraceae (86)
Pellia epiphylla Toprak tstii Pelliaceae (55)
Ptercarpus indicus Yaprak Leguminosae (170)
Rhaponticum serratuloides Toprak tstii Compositae (21)
Rollinia emarginata Belirtilmemis Annonaceae @)
Rosa laevigata Toprak tistii Rosaseae (67)
Rosa taiwanensis Kok ve toprak tistii Rosaceae (232)
Salvia divinorum Belirtilmemis Lamiaceae (157)
Stevia grisebachiana Toprak {istii Compositae (185)
Sida acuda Toprak iistii ve toprak alt1 | Malvaceae (104)
Vallisneria spiralis Yaprak Hydrocharitaceae | (166)
Veronica parsica Yaprak ve dallar Scrophulariaceae | (181)
Viburnum dilatatum Toprak tistii Caprifoliaceae (126)

Loliolide ayrica denizlerde yasayan kahverengi yosunlarin da igeriklerinde

bulunmaktadir (6,89,112).
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Loliolide Anthemis tiirlerinden sadece A.melanolepsis’den izole edilmis olup,
bu c¢alismada, bu maddenin Anthemis tiirlerinden ikinci kez elde edildigi

gorilmektedir.

2.1.7. AW28 (1B,2B-epoksi-3B,4a,10a-trihidroksigayanolid)

[a]p?%: +24 (MeOH; C:0.10)

C15H2006

MA:296

H4 kodlu ana fraksiyonun 12. alt fraksiyonundan elde edilen 11.3 mg
agirhgindaki bilesige AW28 kodu verilmistir.

AW28 kodlu bilesik ince tabaka kromatografisine uygulanip UV 151k altinda
incelendiginde koyu mor renkte bir leke vermektedir. Plaga serik siilfat belirteci
puskiirtiiliip yakildiginda koyu pembe kirmiz1 bir renge dontismektedir.

Bilesigin KBr tableti halinde alman IR spektrumu incelendiginde [ymax (KBF) cm™],

3400 (OH), 1780 (o,f-doymamis-y-lakton), 1680°de doymamislik bantlar1 gézlendi.
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Bilesik CI-MS’de 297 [M+1]" (20), 269 [297-H,0]" (19), 57 (100) ve El-
MS’de 296 [M]" (3), 281 [M'-Me] (11),278 [M*-H,0] (22), 57 (100)
parcalanmalarin1 gostermektedir.

Bilesigin dotorokloroformda alinan *H NMR spektrumunda H-13 protonlari
6.18 (d, J:3.5 Hz), ve 5.47 (d, J:3.1 Hz) ppm’lerde ¢ikmaktadir. Spektrumda ilk goze
carpan asagl alanda gbzlenen bir AB sistem sinyali olmustur (Spektrum 27, Tablo
22). Spektrumda bu lakton halkasindaki ekzosiklik metilen protonlarmmin dublet
halinde ve birbirine yakin kimyasal kayma degerlerine sahip olmasi C-8’de alfa
konumunda bir hidroksil grubu varliginin s6z konusu olmadigini gostermektedir.

2D-HMQC spektrumu (Spektrum 28) yardimiyla, bu protonlara ait karbonlar
tespit edilmistir. Atomlarin multiplisitesi DEPT 135 spektrumu ile saptandiginda
(Spektrum 30), bu AB sisteminin bir ekzosiklik ¢ifte bagin metilen grubundan
kaynaklandigi dogrulanmaktadir (8¢ 119.9). Bu veriye ilave olarak, '"H NMR
spektrumunda asagi alanda goriilen oy 4.85 ppm’deki sinyal ve BC NMR
spektrumunda asag1 alanda goriilen 6¢c 169.9; d¢ 83.2; o¢ 79.7; ¢ 73.3; 6¢ 64.9 ve oc
64.6 ppm’lerde gorillen sinyaller, AW28 kodlu bilesigin oksijence zengin bir
seskiterpen lakton yapisina sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

'"H NMR spektrumunda gozlenen spin sistemleri, bu bilesigin gayanolid
(quaian-6a,12-olide) tipi seskiterpen lakton grubuna ait oldugunu ortaya
koymaktadir.

'"H NMR spektrumunda, gayanolid halka yapisindaki lakton grubuna ait 6H
protonunun kimyasal kaymasi, asag1 alanda 6 4.32 ppm’de ve 10.9 Hz’lik etkilegsme
katsayisina sahiptir. Bilesigin protonlarinin birbiriyle etkilesmesini gérmek amaciyla
2D COSY spektrumu alinmistir (Spektrum 29). Bu spektrum incelendiginde

etkilesme katsayis1 10.9 Hz olan 6 4.32 ppm’deki sinyal ile & 3.42 ppm’deki
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multiplet boliinmeye sahip sinyalin etkilestigi goriilmektedir. Bu etkilesme
sabitlerinin degerlerinin lakton halkasin1 ve yedi {liyeli halka sistemindeki bir trans
iliskiyi gosterdigi tespit edilmistir. Bu da bilesigin, gayanolid halka sistemine sahip
oldugunu kanitlayan bagka bir veri olarak molekiiliin yapisini1 desteklemektedir.

2D-COSY spektrumunda oy 3.67 ppm’deki sinyalin sadece oy 4.05 ppm’de
asag1 alanda gozlenen sinyalle etkilesmesi, bu protonlarin birbiriyle etkilesen visinal
protonlar oldugunu ve o6y 4.05 ppm’deki sinyalin asagi alanda goriilmesi,
geminalinde hidroksil grubu varligini diisiindiirmektedir.

Bilesigin yap1 aydinlatma caligsmalar1 sirasinda yaptigimiz  literatiir
calismalarinda 6y 3.67 ppm’deki sinyalin sadece oy 4.05 ppm’deki protonla
etkilesmesi, bu sinyalin bir epoksit grubuna bagli olan karbon atomundaki proton
sinyali oldugunu disiindiirdii. Cekilen 2D-NOESY ve COSY spektrumlarinin

degerlendirilmesi bu grubun varligint dogruladi.

Sekil 20: 1(3,2B-epoksi-3B 40, 10a-trihidroksigayanolid Bilesigine Ait **C NMR Bulgulari
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Sekil 21: 1B,2B-epoksi-3B,4a, 100-trihidroksigayanolid Bilesigine Ait "H NMR Bulgulari

Yine epoksi gayanolid ile ilgili literatiir arastirmalarinda saptadigimiz 6nemli
bir nokta da; 1,2-epoksi yapisina sahip gayanolid yapisindaki bilesiklerin *C NMR
ve '"H NMR kimyasal kayma degerleri incelendiginde, C-5 ve H-5 kimyasal kayma
degerlerinin saptanmasinin, 1,2-epoksi gayanolid halkasiin sterokimyasal yapisi
izerinde belirleyici oldugunu gostermektedir (208).

Literatiirde on.s 2.61 ppm’deki sinyalin HMQC’de 6c 57.9°deki karbon
tizerinde goriilmesi, 1B,2B-epoksi tiirevine sahip bir gayanolid halka yapis1 varligini
ispat etmektedir (208).

Bilesigin B¥C NMR spektrumunda 15 karbon atomuna sahip oldugu
saptanmistir. DEPT 135 spektrumu yardimiyla bu karbon atomlarinin {igiiniin
metilen (¢ 119.9; 35.5; 23.5), besinin metin (6c 79.7; 64.9; 64.6; 57.9; 44.7), besinin
katerner (¢ 169.3; 139.4; 73.3; 72.3; 83.2) ve ikisinin metil (5¢c 26.7; 22.1)
gruplarina ait karbon atomlar1 oldugu tespit edilmistir.

Cekilen HMBC spektrumuyla (Spektrum 31), AW28 kodlu bilesigin 2 ve 3 bag
aracthigiyla (3Jcn ve %Jen) hidrojen-karbon korelasyonlart saptanmis ve yapi

hakkindaki bilgilerin kesinlik kazanmas1 saglanmistir (Tablo 22).
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Bilesigin konfigiirasyonel 6zelliklerinin kanitlanmasinda NOESY deneyinden
yararlanilmistir  (Spektrum 32). Noesy spektrumunda H-2/H-3 ve H-6/Hs.
15protonlari arasinda gozlenen nOe korelasyonlar1 bu protonlarin sirasiyla molekiile
gore o ve B olarak yer aldiklarin1 gostermektedir.

Bilesigin yapist hakkinda yukarida bahsedilen 1D ve 2D NMR deneyleriyle
elde edilen veriler, AW28 bilesiginin daha once izole edilen 1[3,23-epoxy-
3B,40,10a-trihidroksigayaianolid kimyasal adina sahip, gayanolid halka yapisinda
bir bilesik oldugunu bize ispatlamaktadir.

Yapilan literatiir ¢aligmalar1 simdiye kadar Anthemis genusunda epoksi yapisini
iceren bir gayanolid halka sisteminin izole edilmedigini gostermektedir. Bu bilesik hem
Anthemis genusu i¢in yeni olmasi, hem de Anthemis tiirlerinde ilk kez 1f3,2B- epoksi
grubu igeren bir gayanolid yapisi tespit edilmesi bakimindan, Anthemis genusu igin bir
yenilik olmustur. 10,2B-epoksi-33,4a,100-trihidroksigayanolid bilesiginin tiim spektral
verileri, literatiirde kayith olanlarla uyumludur. Kiitle parcalanmalar1 da gayanolid
halkasi i¢in karakteristik olan par¢alanma degerlerine uymaktadir.

Bu bilesik daha 6nce Otanthus maritimus (100), Tanacetum cilicium (153), Artemisia

turcomanica (5) ve Ajania fruticulosa (135) adli bitkilerden izole edilmistir.
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2.1.8. AW30 EUPATORIN

5,3'Dihidroksi-6,7,4'-trimetoksi flavon

AW30 bilesigi, H4 nolu ana fraksiyonun 15. fraksiyonundan 3.1 mg agirliginda
elde edilmistir. Sar1 renkli, amorf bir madde goriiniimiindedir. UV spektrumunda,
(A max 275,341 nm) flavonlar i¢in karakteristik absorbsiyon bantlar1 gézlenmistir (125).

Bilesigin IR spektrumu, hidroksil, (3384 cm™), ester karbonili (1714 cm™), y-
piron karbonili (1661 cm™) ve aromatik halka (1608, 1508 cm™) varligim1 gésteren
absorbsiyon bantlar1 igermektedir.

AW30 bilesigi 366 nm’de UV 15181 altinda koyu bir leke olarak goriinmekte,
254 nm UV 15181 altinda NA reaktifiyle sar1 renge donmektedir.

Flavanoit  yapisindaki  bilesiklerin ~ metanoldeki  ¢dzeltilerinin =~ UV
spektrumlarindan ve bu g¢ozeltiye eklenen degisik reaktiflerle, spektrumlarda
meydana gelen kaymalarin belirlenmesi ile bilesigin yapisi ve sahip oldugu
stibstitlientlerin konumu hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir.

AW30 kodlu bilesigin metanoldeki ¢ozeltisinin ¢ekilen UV spektrumunda 275
nm’de (Bant II) ve 341 nm’de (Bant I) olmak iizere iki bant gézlenmistir. Béylece bu
bilesigin luteolin tipte bir flavonoide ait iki absorbsiyon bandina sahip oldugu tespit

edilmistir (125).
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AW30 kodlu bilesigin metanoldeki ¢ozeltisine NaOMe ilavesiyle bant I’deki
spektrum yogunlugunda bir renk diisiikliigiiniin eslik ettigi, +54 nm’lik kuvvetli bir
batokromik kayma goriilmekte, bu da bize serbest hidroksil grubunun C3’
konumunda oldugunu gostermektedir. Bant III’iin olusmamasi 7-OH’in serbest
olmadigimi goéstermektedir (125).

AW30 kodlu bilesigin metanoldeki ¢ozeltisine sirasiyla AlICl; ve AICIs/HCI
ilavesiyle bant I’de +25 ve +21 nm’lik batokromik kayma degerleri gozlenmistir. Bu

kayma degerleri bize B halkasinda bir o- dihidroksi sisteminin olmadigini ifade eder (125).

Tablo 23: AW30 Kodlu Bilesigin Kaydirici Ajanlarla Cekilmis UV Spektrum

Sonuglari
Bant 11 Bant | Yorumlar
X maxom) | AX X maxom) | AL

MeOH 275 341 Flavon

NaOMe 276 395 +54 3'-OH

AICI; 282 +7 361 +25 5-OH

AICI,/HCI 254 285 +10 357 +21 5-OH

NaOAc 276 +1 319e376 7-siibs
NaOAc/H;BO; 277 340 +4 o-dihidroksi yok

Cozeltiye NaOAc ilavesiyle bant [I’de gozlenen +1 nm’lik bir batokromik
kayma, bize C-7 pozisyonunda bir siibstitiisyon oldugunu gostermektedir (139).
Bunun ardindan ¢6zeltiye H3BOj ilavesi, bant I’de +4 nm’lik bir batokromik
kaymaya sebep olmaktadir. Bu da, yine B halkasinda bir o-dihidroksi sisteminin
olmadigina kesinlik kazandirmaktadir (125).

Ayrica AICI3/HCI ilavesiyle bant I’de goriilen +21 nm’lik batokromik kayma,
C-6 konumunda oksijenli bir grubun varligin1 gosterir (125). Bilesigin metanoldeki

¢ozeltisine sirasiyla AICl3 ve AICIy/HCI ilavesiyle Bant II’de olusan +7 ve +10
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nm’lik batokromik kayma degerleri, hidroksilin C-5 pozisyonunda serbest oldugunu
gostermektedir (125). Bu 6l¢iim sirasinda bant III’tin olusmamasi1 C-7 konumunda
hidroksil grubu bulunmadigini géstermektedir (125).

AW30 kodlu bilesigin '"H NMR spektrumunda (Tablo 24, Spektrum 33) 6 7.46 (d,
J:1.96 Hz, H-2"), 7.42 (dd, J:2.36; 8.6 Hz, H-6") ve 6.94 (d, J:8.6 Hz, H-5")’de gbzlenen
tic aromatik proton sinyalinin degismezlik katsayilaria bakinca, sirasiyla meta ve orto
kenetlenme gosteren bu sinyaller, B halkasinin 3’, 4’ disiibstitiie oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan & 6.57°de goriilen bir proton degerindeki singlet H-8
konumunda oldugu ve yine aromatik sahada singlet olarak goriilen, daha yukari alanda
sinyal 8 6.59 veren protonun, C halkasinda H-3 konumunda bulundugu tespit edilmistir.

Ayrica 6 3.97 , 3.95 ve 3.90°da gozlenen 3 hidrojen degerindeki 3 singlet
seklinde goriilen sinyaller de tipik metoksil grublarina aittir.

AW30 bilesiginin UV ve 'H NMR spektrumlarmim sonuglart bu metoksil
gruplarinin C-6, C-7 ve C-4' pozisyonlarinda yer aldigin1 gostermektedir.

Bu sonuglar esas alinarak Timmerman ve arkadaslar tarafindan elde edilen UV
ve 'H NMR spektrumlarinin sonuglarinin karsilastirilmasi ile bilesigin yapisi asagida

verilen bi¢cimde ortaya ¢ikmistir (202).

Sekil 22: Eupotarin Bilesigine Ait 'H NMR Bulgular
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Yapilan literatiir ¢caligmalarinda degisik familyalara ait bitkilerin yapilarinda

kisimlar1 bir tablo halinde asagida verilmistir (Tablo 34).

Tablo 34: Eupatorin Iceren Bitkiler

Eupatorine rastlanmistir. Bu bitkilerin isimleri, ait oldugu familya ve calisilan

Bitki Calisilan Kisim Familya Kaynak
Baccharis genistelloides Toprak tistii Asteraceae (195)
Ballota limbata Belirtilmemis Lamiaceae (158)
Brickellia laciniata Yaprak Anacardiaceae (202)
Indigofera hetrantha Belirtilmemis Cucurbitceae (173)
Inulanthera nuda Toprak tstii Asteraceae (74)
Lantana montevidensis Yaprak Verbenaceae (144)
Lippia dulcis Toprak st Verbenaceae (152)
Lourteigia stoechadifolia Toprak tstii kismi Burseraceae (14)
Mikania minima Toprak st Euphorbiaceae (54)
Ocimum basilicum Yaprak Lamiaceae (83)
Ortociphon spicatus Belirtilmemis Lamiaceae (122)
Ortosiphon stamineus Yaprak Lamiaceae (230,4,120,199)
Rabdosia umbrosa Toprak tistii Lamiaceae (98)
Salvia plebeia Toprak Ustii Lamiaceae (84)
Stevia procumbens Toprak tstii kismi Compositae (188)
Tanacetum vulgare Toprak Ustii Asteraceae (184)
Teucrium nudicaule Toprak tistii Lamiaceae (75)
Teucrium olivarianum Toprak Ustii Lamiaceae (8)
Uncarina abbreviata Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina decaryi Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina grandidieri Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina leandrii Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina leptocarpa Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina peltata Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina perrieri Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina platycarpa Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina sakalava Yaprak Liliaceae (231)
Uncarina turicana Yaprak Liliaceae (231)
Vitex agnus-castus Meyve Verbenaceae (86)
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Incelenen literatiirlerde goriildiigii iizere, bizim ¢alismamizdan dnce Anthemis
tiirlerinde Eupatorin adli bilesik izole edilmemistir. Calismamiz, bu tirde ilk defa
eupatorin bulunmasi agisindan orjinallik géstermektedir.

Yukarida verilen bitkilere ek olarak Tomasbaeberan F.,A. ve arkadaslar1 38
propolis 6rnegi lizerinde fitokimyasal analizler yapmislar ve propolis orneklerinin

flavanoit igeriklerinde yiiksek miktarda eupatorin oldugunu saptamislardir (205).

2.2. Ucucu Bilesiklerin izolasyonu ve Bilesenlerinin Tanimlanmasi

Anthemis wiedemanniana bitkisinin ugucu yagi, toprak {istii kisimlarindan
hidro distilasyon ile elde edildikten sonra GS/MS ile analizi yapildi. Ugucu yag,
bitkiden %88.1 verimle elde edildi ve 122 bilesenle karakterize oldu (Tablo 25).

A. wiedemanniana’nin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagm ana
komponentleri Tablo 25’de goriildiigii tlizere linalol (%12.8), 1,8-sineol (%8.5),
hekzadekanoik asit (%6.1) ve krizanthenon (%5.7)’dur.

Farklt Anthemis tiirlerinin yag bilesenleri {izerinde yapilan arastirmalar
incelendiginde gorilmiistiir ki linalol, sadece A. wiedemanniana ugucu yaginda ana
komponent olarak bulunmaktadir.

GS/MS analizi sonucunda, ugucu yagda 122 bilesen saptanmis ve bunlarin

hepsi tanimlanmastir.
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3. BIYOLOJIK AKTIVITE BOLUMU

3.1. Sitotoksik Aktivite

Calismamizin sitotoksik aktivite boliimiinde, A. wiedemanniana bitkisinin
hegzan, etanol, etilasetat, metanol, kloroform, ve petrol eteri:dietileter:metanol
(1:1:1) ekstreleri hazirlanmistir. Bu ekstrelere ve seskiterpen lakton lakton eksresinin
ayirimi sirasinda elde edilen ana fraksiyonlara, brine shrimp yontemi kullanilarak
sitotoksik aktivite denemesi uygulanmistir. Aktif oldugu bilinen Umbelliferon ve
Kolsisin maddeleri standart olarak kullanilmis ve bu maddelere ait LCs degerleri de
tablo 26’da verilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde sadece ana
fraksiyonlardan 36-40 nolu fraksiyonda standart olarak kullanilan umbelliferondan
daha kuvvetli olarak sitotoksik aktivite gdzlendigi saptanmistir.

Anthemis tiirleri {izerinde daha Onceden yapilmig sitotoksik aktivite
calismalarina baktigimizda, daha ¢ok kanser hiicreleri {izerinde yapilan ¢alismalar
gormekteyiz. Bir caligmada Asteraceae familyasindan secilen 25 tiirlin ekstrelerinin
HelLa, ( serviks epiteli karsinomu), A 431 (cilt epidermal karsinom) ve MCF7 (meme
epitel karsinom) iizerindeki etkileri arastirllmis ve bitkiler arasinda bulunan A.
ruthenica ve A. tinctoria tiirlerinin, kanser hiicrelerine kars1 yiiksek aktivitesi oldugu
kanitlanmistir (36). Yine A. maritima bitkisinden izole edilen siklohegzanon
yapisindaki iki yeni madde olan antheminones A ve antheminones B adli bilesiklerin
kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitelerine bakilmis ve antheminones A’nin
l6semi hiicrelerine karsi aktivitesi oldugu gozlenmistir (49). Biz bu ¢alismamizda

fraksiyonlandirdigimiz A. wiedemanniana bitkisinden elde ettigimiz fraksiyonlarin
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miktarlarina uygulayabilecegimiz bir metod olarak segtigimiz Brine shrimp

metoduyla 36-40 numarali fraksiyonda yiiksek aktivite goriilmiistiir.

3.2. Mikrobiyolojik Aktivite

A. wiedemanniana bitkisinden hazirlanan seskiterpen lakton ekstresinin,
ayirma asamasinda elde edilen ana fraksiyonlarin ve bitkiden elde edilen ugucu yagin
antimikrobiyal aktivitesine disk difiizyon metodu kullanilarak bakilmistir. Ana
ekstreden aldigimiz sonuglara baktigimizda, ekstremizin, kullanilan 8 bakteriden
dordi tizerinde etkili oldugu gozlenmistir. Ekstre Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli, ATCC 29998, Escherichia coli, ATCC 11230 ve
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 iizerinde, standart antibiyotik olarak
kullanilan ceftazidime’den daha az olmakla birlikte orta derecede bir antibakteriyel
aktiviteye sahiptir. Candida albicans’a karsi ise antifungal aktivite gbzlenmemistir.
Fraksiyonlardan aldigimiz sonuglara baktigimizda ise (Tablo 29) 6zellikle 61-68 nolu
fraksiyonun disk difiizyon metodu ile kaydedeger sonuclar verdigi goriilmiistiir. Bu
fraksiyon, kullanilan bakterilerden Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Staphyllacoccus  epidermidis  iizerinde, kullanilan  standart  antibiyotik
Novobiosin’den daha yiiksek aktivite gostermistir. Proteus vulgaris iizerinde ise
standart antibiyotikle ayni aktiviteyi gostermistir. Bu sonucglar dogrultusunda disk
difiizyon metodu ile yiiksek aktivite gosteren 61-68 nolu fraksiyonun MIC ve MBC
degerlerine bakilmistir. 61-68 nolu fraksiyonun mikroorganizmalar {izerindeki MIC
ve MBC sonuglart Tablo 30°da verilmistir. Pozitif kontrol i¢in, bu bakteriler ve
mayaya karsi etkin oldugu bilinen ampisilin, gentamisin ve nistatin kullanilmistir. En

iyi MIC degeri (120 mg/ml) M. luteus’a karsi elde edilmistir. En iyi MBC degeri
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(160 mg/ml) ise yine M.luteus’a karsi bulunmus olup, bu bakterinin 61-68
fraksiyonuna kars1 en hassas organizma oldugu gézlenmistir. Bu fraksiyona karsi en
direngli bakteriler ise B.subtilis ve P. florescens’dir (MBC 200<mg/ml). Daha 6nce
Anthemis tiirleri {izerinde yapilmis antimikrobiyolojik aktivite ¢alismalarina
bakildiginda (44,63,167) Anthemis genusu antimikrobiyal bakimdan aktif bir genus
olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Calismamizda buldugumuz sonuglar kaydedeger niteliktedir. Bitkisel kaynakli
maddelerin, ancak yiliksek dozlarda bakteriler ve mayalar iizerine etkili olduklar
bilinmektedir.

Calismalarimiz sirasinda, bitkiden elde ettigimiz ucucu yagin da, yiiksek
oranda antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Ugucu yag, kullanilan 9
mikroorganizmanin 7’si (Staphylacoccus aureus ATCC 6538, Staphylacoccus
epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 11230, Escherichia coli ATCC
29998, Pseudomonas aeroginosa ATCC 28853, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Salmonella thyphimurium CCM 5445) iizerinde, standart olarak kullanilan
antibiyotige yakin derecede aktivite gostermistir. Yapilan literatiir ¢aligmalarinda, A.
wiedemanniana’nin ugucu yagmin ana bilesenleri olan linalol ve 1,8-sineol adli
maddelerin yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 goriilmistir (93,
110,113,147,159). Bitkinin ugucu yaginin yiiksek aktivitesinden, bu bilesenlerin

sorumlu olabilecegi diisliniilmektedir.



BOLUM VI

SONUCLAR VE ONERILER

Aragtirmamizin ilk asamasinda, Anthemis tiirlerinden Tiirkiye’de endemik
olarak yetisen Anthemis wiedemanniana Fisch.& Mey. bitkisinin tayinine yardimci
olmas1 amaciyla kok, govde ,yaprak ve cicege ait anatomik karakterler belirlenmistir.
Ayrica Anthemis wiedemanniana Flos droguna ait ileride hazirlanabilecek
monografin yazilmasma yardimci olmak {izere, toz drog Ornekleri {iizerinde
mikroskobik incelemeler yapilmistir. Elde edilen sonuglar, Tiirkiye’de yetisen
Anthemis tiirleri tizerinde de benzer ¢alismalar yapilmasinin ve bu tiir ¢alismalarin
kiyaslanmasindan ¢ikarilacak sonugla, bu tiirler arasinda daha detayli bir tayin
yapabilmeyi miimkiin kilacaktir.

Calismamizin ikinci asamasinda A. wiedemanniana bitkisinin toprak {istii
kisimlarindan su buhar distilasyonu yontemi kullanilarak, bu bitki i¢in ilk kez ugucu
yagl elde edilip bilesenleri tanimlanmigtir. A. wiedemanniana ugucu yagir %88.1
verimle elde edilmis olup, 122 bilesige sahiptir. Linalol (%12.8), 1,8 sineol (%8.5),
hegzadekanoik asit (%6.1) ve krizanthenon (%5.7) ana bilesikler olarak karsimiza
cikmaktadir.

Calismamizin  {iglincli asamasini  biyolojik aktiviteler olusturmaktadir.
Uygulanan biyolojik aktivite deneylerinden ilki, sitotoksik aktivite denemesidir. Bu
denemeler i¢in A. wiedemanniana’in n-hegzan, etilasetat, etanol, metanol, kloroform

coziiciileri kullanilarak degisik ekstreleri hazirlanmistir. Hazirlanan bu ekstrelere,
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seskiterpen lakton ekstresine ve seskiterpen lakton ekstresinin ayirimi sirasinda elde
edilen ana fraksiyonlara brine shrimp letalite deneyi uygulanmistir. Bu deneme
sonucunda sadece 36-40 kodlu ana fraksiyon, umbelliferon adli standart maddeden
daha toksik bulunmustur.

Biyolojik aktivite ¢alismalarindan ikincisi mikrobiyolojik aktivite denemesidir.
Bu calisma kapsaminda bitkiden elde edilen ugucu yagin antibakteriyel etkisi disk
difiizyon metodu kullanilarak tayin edilmistir. Elde edilen ugucu yag, calismada
kullanilan sekiz adet bakteriden yedisinin biiylimesini inhibe etmistir, C. albicans
ucucu yaga direncli olup, antifungal etki goriilmemistir (Tablo 28). A.
wiedemanniana bitkisinden hazirlanan seskiterpen lakton ekstresinin de, sekiz
bakteri ve bir mantara kars1 disk diflizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal
aktivitesine bakilmistir. Sonuglar incelendiginde, ekstrenin Staphylococcus aureus,
ATCC 6538, Escherichia coli, ATCC 29998, Escherichia coli, ATCC 11230,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 iizerinde etkili oldugu, ancak kontrol i¢in
kullanilan ceftazidime kadar etkili olmadigi goriilmiistir (Tablo 28). Seskitepen
lakton ekstresinin ayirimu sirasinda elde edilen ana fraksiyonlara da disk difiizyon
yontemiyle antibakteriyel aktivite denemesi uygulanmis ve 61-68 kodlu fraksiyonun,
disk difiizyon metodu ile ytliksek aktivite gosterdigi saptanmigtir. Caligmalarimiza bu
fraksiyonun MIC ve MBC degerlerinin arastirilmasiyla devam edilmistir. En 1y1 MIC
ve MBC degeri M. luteus’a kars1 bulunmustur.

Calismamizin  dordiincii  asamasinda, hazirladigimiz seskiterpen lakton
ekstresinin ayirimi sirasinda elde ettigimiz ana fraksiyonlarin, bir 6n degerlendirme
olarak "H NMR analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda seskiterpen lakton ve
flavonoit rezonanslarina sahip fraksiyonlar iizerinde ¢alismalar yogunlastirilmis ve

bu fraksiyonlardan sekiz adet bilesik izole edilip yapilar1 aydinlatilmistir. Bu
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bilesiklerden dort tanesi, seskiterpen laktonlardan gayanolid halka yapisina sahip, {i¢
tanesi flavonoit ve bir tanesi nor izoprenoid tiirevi yapiya sahip maddelerdir.
Anthemis genusu iizerinde yapilan literatiir ¢alismalar1 degerlendirildiginde , bu
genusta genellikle seskiterpen lakton yapisindaki bilesiklerin {ic ana grubunu
gormekteyiz; gayanolid, 6desmanolid ve germakranolid yapilari. Simdiye kadar
yapilan calismalarda, Anthemis genusunda, epoksi gayanolid tiirevi bilesiklerin
varligina rastlanmamistir. Fakat biz calismalarimiz sonucunda, isotanciloide (3a,40-
epoksi,1la,10a-dihidroksi,2B-hidroksi-4p3-metil-5a,7aH-gaya-11(13)-en-12,6 a-olid),
3a-kloro-4pB,10a-dihidroksi-1pB,2pepoksi-5a, 7aH-gaya-11(13)-en-12,6 a-olid ve
1B,2B-epoksi-3B,4a,10a-trinidroksi gayanolid olmak {izere epoksi gayanolid
yapisina sahip ii¢ bilesik izole etmis bulunmaktayiz. Bu yapiya sahip maddelerin
Anthemis genusu igerisinde ilk kez A. wiedemanniana’dan izole edilmis olmasi,
epoksi gayanolid yapisindaki seskiterpen laktonlarin, Anthemis genusunda var
oldugunu ortaya koymaktadir.
Yine Anthemis tiirleri ile yapilan g¢aligmalarda, seko-gayanolid yapisina sahip
bilesik varligina da rastlanmamistir. Calismamizda iso-secotanapartholide adli
bilesigin izole edilip, yapisi aydinlatilarak, Anthemis tiirlerinin seko-gayanolid
yapisina sahip maddeler de igerdigini, ortaya koymustur.
Sonug olarak izole ettigimiz seskiterpen lakton yapisina sahip dort bilesigin
Anthemis genusunda bulunusu, ilk kez bu ¢alismada rapor edilmektedir.

A. wiedemanniana’dan seskiterpen laktonlarin yani1 sira flavonoit yapisina
sahip maddeler de izole edilmistir. izole edilip, yapisi aydimlatilan 5-Hidroksi-
6,7,3',4'-tetrametoksiflavon ve eupotarin isimli flavonoitler, Anthemis genusu igin

yeni flavonoitlerdir. izole edilen diger bir flavonoit bilesigi olan salvigenin ise bu
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tirde ikinci kez karsimiza ¢ikmaktadir. Salvigenin A. maritima’dan sonra A.
wiedemanniana’dan, ¢alismalarimiz sirasinda izole edilmistir.

Yine nor isoprenoid yapisina sahip bir bilesik olan loliolide de salvigenin gibi,
Anthemis genusunda, 4. melanolepsis 'den sonra ikinci kez izole edilmistir.

2005 yilinda Celik ve arkadaslari, Eskisehir’den topladiklari A. wiedemanniana
bitkisinin toprak istii kisimlari iizerinde izolasyon calismalart yapmuslardir. Bu
calismalar sonucunda, bitkiden seskiterpen lakton yapisina sahip, bilinen ii¢ bilesik
izole ettiklerini bildirmislerdir. Bunlardan biri 6desmanolid yapisinda de-asetil-f3-
siklopiretrosin ve germakranolid yapisinda tatridin A ve 1-epi-tatridin adh
bilesiklerdir. Ilgingtir ki biz c¢alismamizda Izmir-Bozdag’dan topladigimiz A.
wiedemanniana bitkisinin toprak iistii kisimlarindan édesmanolid ve germakranolid
grubuna ait seskiterpen lakton tlirevleri izole edemedik. Celik ve arkadaslarinin da,
gayanolid yapisina sahip bir seskiterpen lakton izole edemedikleri goriilmektedir.

Bu arastirma sonucunda konumuzu olusturan endemik tiirden izole edilen
seskiterpen lakton alt grubunun, Eskisehir’den toplanan ayni tiirden izole edilen
seskiterpen lakton alt grubundan farkli olmasi, bu tiiriin, farkli seskiterpen lakton alt
gruplarindan bilesiklerin biyosentezini yapabildigini kanitlamaktadir. Bu ylizden bu
bitkinin farkli yorelerden toplanacak ornekler lizerinde yapilacak ileri arastirmalar ile
kimyasal icerigi acisindan oldugu kadar, biyojenetik perspektiften de incelenmesi ve

degerlendirilmesi gerekliligi gézlenmektedir.



OZET

Bu c¢alismada Tiirkiye’de endemik olarak yetisen bir Anthemis tiirii olan A.
wiedemanniana bitkisi, li¢ farkli agidan ele alinarak ayrintili olarak incelenmistir.

Bitki iizerinde gergeklestirilen botanik arastirmalarda, bitkinin tayininde
yararlanilabilecek ve muhtemel monografilerde yer alabilecek, anatomik ve
mikroskobik 6zellikler arastirilmistir.

A. wiedemanniana’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan seskiterpen lakton
ekstresi,  preparatif  slitun  kromatografisi ~ yonteminden  yararlanilarak
fraksiyonlandirilmis, elde edilen fraksiyonlar, preparatif YBSK yontemi kullanilarak
saflastirilmistir. Saf halde elde edilen bilesiklerin yapilari, spektroskopik yontemler
(UV, IR, 1D ve 2D NMR , EI-MS, CI-MS, HR-MS) kullanilarak aydinlatiimistir.

Bu caligmalar sonunda, seskiterpen laktonlarn, gayanolid alt grubundan
isotanciloide (3a,4a-epoksi,1a,10a-dihidroksi,2-hidroksi-4p-metil-5a,7aH-gaya-
11(13)-en-12,6a-olid), 3a-kloro-4p,10a-dihidroksi-1,2Bepoksi-5a, 7aH-gaya-
11(13)-en-12,6a-0lid, 1B,2B-epoksi-3f3,4a,10a-trihidroksi  gayanolid ve iso-
sekotanapartholide maddeleri izole edilmistir. Tlging bir sonug, Anthemis genusunda
ilk kez, gayanolid grubunun alt sinifindan epoksi tiirevi olan 18,23 epoksi gayanolid
yapisina sahip iki bilesik ve 3a,40 epoksi gayanolid yapisina sahip bir bilesigin
bulunmus olmasidir. Yine Anthemis genusunda gayanolid grubunun bir alt sinifi olan
seko-gayanolid yapisina sahip iS0-sekotanapartholide adli bilesigin varhigi ilk kez

rapor edilmektedir.
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Arastirmamiz  kapsaminda elde edilmis olan 5-Hidroksi-6,7,3'4'-
tetrametoksiflavon ve eupotarin adli bilesikler, flavonoit yapisindaki bilesikler olup,
yine  Anthemis genusunda bulunuslarnin ilk &rnekleridir. Izole edilen diger
maddelerden flavonoit yapisindaki salvigenin ve norisoprenoid yapisindaki loliolide
de Anthemis genusunda A. wiedemanniana ile ikinci kez izole edilip, yapisi
aydinlatilmistir.

Bitkinin ucucu yag: elde edilmis, ugucu yagin ana bilesenleri linalol (9%12.8),
1,8 sineol (%8.5), hegzadekanoik asit (%6.1) ve krizanthenon (%5.7) olarak
saptanmistir.

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda, bitkiden hazirlanan n-hegzan, etilasetat,
etanol, metanol, kloroform, petrol eteri:dietileter:metanol (1:1:1) ekstrelerine ve ana
fraksiyonlara, brine shrimp yontemi kullanilarak sitotoksik aktivite denemesi
uygulanmis ve 36-40 nolu fraksiyon aktif bulunmustur.

Antimikrobiyal aktivite tayininde ise bitkiden hazirlanan seskiterpen lakton
ekstresinin, ayrilan ana fraksiyonlarin ve bitkinin ucucu yagmin disk difiizyon
metoduyla aktivitelerine bakilmis ve fraksiyonlardan 61-68 nolu fraksiyon yiiksek
aktivite gostermistir. Calismanin devaminda bu fraksiyonun MIC ve MBC degerleri

saptanmuistir.



ABSTRACT

In this study, Anthemis wiedemanniana, a plant endemic to Turkey, has been
thoroughly investigated in three different projects.

As the first project, in the botanical research, that would be useful for the
identification of the plant and take place in monograph the anatomical and
microscobical features of the plant are investigated.

As the second project, the sesquiterpene lactone extract prepared from the
aerial parts of A.wiedemanniana was initially fractionated by column
chromatography. The preparative high pressure liguid chromatography were utilized
for the purifications of the fractions. The structural elucidations of the pure
compounds were done by spectroscopic methods (UV, IR, 1D, 2D NMR, EI-MS, CI-
MS, HR-MS).

As a result, from the guaianolide subgroup of sesquiterpene lactones,
isotanciloide (3a,4a-epoxy,la,10a-dihydroksi,23-hydroksi-43-methyl-5c.,70H-
guai-11(13)-en-12,6a-olid), 3a-khloro-4p3,10a-dihydroksi-18,23 epoksi-5a.,7aH-
guai-11(13)-en-12,6a-0lid,  1pB,2B-epoxy-3p,4a,10a-trihydroksiguaianolid  and
isoscotanapartholide were isolated. The two compounds with the guainolide structure
having a 1B,2p epoxy group and a compound with 3,40 epoxy guaianolide
structures are being reported fort he first time in Anthemis genus. The presecence of
isosecotanapartholide with seco-guainolide structure is also reported in Anthemis

genus for the first time.
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In addition 5-hydroxy-6,7,3',4'-tetramethoxyflavon and eupatorin are found to
be the flavonoids reported for the first time in Anthemis genus. The otherisolated
compounds from A. wiedemanniana a flavonoid salvigenin and loliolide are reported
in Anthemis genus for the second time.

As the last project, the n-hexane, ethylacetate, ethanol, methanol, chloroform,
petroleum ether:diethylether:methanol (1:1:1) extracts and the main fractions were
assayed for their biological activities.The cytotoxic activity was evaluated by brine
shrimp lethality test and the fraction 36-40 was found to be cytotoxic.

The antimicrobial activity tests were determined for sesquiterpene lactone
extract, main fractions and the essential oil of the plant, by disc diffusion method.
The MIC and MBC values were determined for fraction 61-68 which is found to be

highly active.
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