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OZET
Bu calismada, 2000 yilinda Van’dan toplanan Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson

bitkisinin sekonder metabolitleri ve biyolojik aktiviteleri aragtirilmistir.

Bitki toplandiktan sonra golgede kurutuldu. Kurutulan bitki oOgiitiilerek sirayla hekzan,
etilasetat, metanol ile maserasyon teknigine gore ekstre edildi. Bu tezde bitkinin etilasetat
ekstresi ile calisildi. Bitkinin etilasetat ekstresindeki sekonder metabolitleri, ince tabaka
kromatografisi, preparatif ince tabaka kromatografisi, kolon kromatografisi ve molekiiler elek

kromatografisi (Sephadex LH-20).kullanilarak izole edilip saflastirildi.

Etilasetat ekstresinden 3 madde elde edildi; 1 seskiterpen, bir triterpen ve yap1 aydinlatma
calismalar1 devam eden B bilesigi. Bitkiden izole edilen maddelerin yapi aydinlatma

calismalarinda, UV, IR, 1D ve 2D NMR teknikleri yaralanildi.

Hekzan, etilasetat, metanol ekstrelerinin sitotoksik aktiviteleri brine shrimp (Artemia salina)
On tarama metodu ile incelenmesi sonucunda, hekzan, etilasetat ve metanol ekstreleri arasinda
Artemia salina ‘ya kars1 en fazla etkiyi, etilasetat ekstresinin gostermesi nedeniyle bu tezde
Tanacetum zahlbruckneri bitkisinin etilasetat ekstresi iizerinde fitokimyasal ve biyolojik

aktivite calismalar1 yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson , seskiterpen, triterpen,

Compositae, Asteraceae, biyolojik aktivite, insektisid aktivite, antibakteriyal aktivite,

antifungal aktivite, brine shrimp aktivite
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ABSTRACT
In this study, secondary metabolites and biological activities of the plant Tanacetum

zahlbruckneri (Nab.) Grierson were investigated, which had been collected from Van in 2000.

Then, it was dried in shadow. The dried plant was extracted, first with hexane, then with

ethylacetate, and finally with methanol.

In this thesis, ethylacetate extract of the plant has been studied. Secondary metabolites
separation process has been carried out by applying thin layer, preparative thin layer and

column cromatography and molecular exclusion methods (Sephadex LH-20).

Three substances have been obtained from the ethylacetate extract; a sesquiterpene, a
triterpene and the compound B which was isolated from nature for first time. The chemical
structures of those compounds have been elucidated by using UV, IR, 1D, and 2D NMR

techniques.

In this study, cytotoxic activity of hexane, ethylacetate and methanol extracts were first
investigated by brine shrimp scannig method. Since cytotoxic activity has mostly been
observed for the ethylacetate extract, the ethylacetate extract of Tanacetum zahlbruckneri was
subjected for the phytochemical analysis and some biological activities of the EA extract of

the plant have been studied.

Keywords: Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson, sesqiterpene, triterpene, biological

activity, brine shrimp



1. GIRIS

Modern bilimlerin gelismesiyle birlikte biyoloji, kimya, farmakoloji, toksikoloji gibi
disiplinlerin kombine c¢alismasiyla, halk ilac1 olarak kullanilan bir¢ok bitkinin, yapisinda
bulunan dogal bilesiklerin, fitokimyasal yapilar1 aydinlatilmakta ve biyolojik aktiviteleri

saptanabilmektedir (Baykal, 1997; Diilger, 1999; Tadeg, 2005).

Bitkiler iizerinde yapilan arastirmalarda bitkilerin, ekosistemle olan iligskisinde, ¢evresel
kosullara uyumunda, savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini siirdiirme gibi 6nemli
olaylarda cesitli avantajlar saglayan, sekonder metabolit olarak tanimlanan kimyasal maddeler
icerdikleri saptanmistir (Bourgaud, 2001). Bugiine kadar yaklasik 100.000 sekonder metabolit
bitkilerden izole edilerek tanimlanmistir. Her yil bu sayiya 4.000 kadar yeni bilesik
eklenmektedir (Verpoorte 1999). Bunlar arasinda bitkiyi, patojenlere kars1 koruyan
antibakteriyel, antifungal, antiviral maddeler (fitoaleksinler), cimlenmeyi 6nleyici maddeler,
dogal yasamda rekabet giiciinii (allelopati) artiran ve toksik maddeler; UV 1sinlar, tuzluluk,
kuraklik gibi zararli ¢evresel etmenlerin neden oldugu stres kosullarinda direng arttirici
metabolitler; zararli hayvanlar ve otlara karsi korunmayi saglayan insektisit, herbisitler;
tozlagma ve tohum dagilimim saglamak iizere hayvanlar1 cezbedecek renkli ve giizel kokulu

metabolitler bulunmaktadir (Charlwood, 1990).

Bitkilerin yapilarinda bulunan sekonder metabolitlerin ¢ogu bir bitki cinsine ve hatta bazen
tek bir bitki tiiriine 6zgiidiir, diger bitkiler tarafindan iiretilmezler (Rahachandra 2002). Cok
biiyiikk yapisal cesitlilige sahip olan sekonder metabolitler, bitkide sekonder metabolizma
yollarinin ara iiriinlerinden, 6zel metabolit yollarla iiretilmektedirler (Sekil 1.1) (Geissman,
1969). Sekonder metabolitler iizerinde yapilan arastirmalarda bu bilesiklerin  bitkiler
tarafindan ¢ok az miktarlarda iiretildigi saptanmistir. Buna karsilik basta tip ve gida sektorii
olmak iizere bir ¢ok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmalan (farmasétikler, gida katki
maddeleri, tatlandiricilar, boyalar, koku vericiler, yapistiricilar, insektisidler, pestisidler vb.)
nedeniyle bu metabolitlere duyulan gereksinim giderek artmakta ve bunun sonucunda da

ekonomik olarak 6nem kazanmaktadirlar (Sokmen 2001).

Tanacetum tiirleri ates ve bagirsak solucanlarini diisiiriicii, romatizmal agrilara, kasintili deri
hastaliklarina ve migrene kars1 etkilerinden dolay1 yiizyillardir Anadolu’da halk ilaci olarak
kullanilmaktadir. Tanacetum tiirlerinin farkli etkilerinden dolay1 bu tiir iizerinde yapilan
kimyasal calismalar artmistir. Yapilan calismalarda biyoaktif 6zellikler gosteren bir¢ok yeni

bilesik belirlenmistir. Belirlenen bu bilesikler antimigren, antiiilser, antimikrobiyal,



antispasmodik, allergen, antihelmintik, antiinflamatuar, antikoagiilant, antifibrinolitik,
karminatif, sitotoksik, insektisit gibi Ozellikler gostermistir (Asimgil 1993,British Herbal
Pharmacopoeia 1996,Bruneton 1999, D’Amelio 1999, Guenther 1948, Goren 2002,1992,
Kaloderal997, Newall 1996, Nottingham 1993, Pouncher 1974, Perrot 1971, Reclu 1925,
Schearer 1984, Thiery 1992, 1994, Thomas 1989).

Tanacetum tirlerinin Tiirkiye’de c¢ok sayida olmasi ve kayde deger oranda endemizm
gostermesi nedeniyle yeni biyoaktif bilesiklerin bulunmasi agisindan iilkemiz i¢in 6nemli bir

ekonomik kaynak olusturacag diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’ye endemik Tanacetum zahlbruckneri tiirii iizerinde fitokimyasal ve

biyolojik aktivite calismalar1 yapilmistir.
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Sekil 1.1 Bitkilerin ikincil Metabolitleri



2. GENEL BILGILER

2.1 BITKININ OZELLIKLERi

2.1.1 Compositae Familyasi

Compositae (Asteraceae) familyasi, yaklasik 1509 cins ve 20.000 tiirle, diinyada en fazla tiirii
olan familyadir. Compositae familyasi, yurdumuzda iki alt familya ile temsil edilir:
Asteroideae (Tubuliflorae) ve Cichorioidae (Liguliflorae); Tanacetum L. cinsi Asteroideae alt

familyasina girmektedir .

Compositae familyasinin Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 133 cins ve 1156 tiirii

bulunmaktadir (Grierson, 1975).

Diinyada ve Anadolu’da genis yayilim gosteren Compositae familyasma ait bir¢ok tiiriin
farmakolojik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu familyadaki bitkiler, diterpenler ve
flavanoidlerin yam1 sira agirhikli olarak; antibakteriyel, antifungal, anthelmintik, anti-
enflamatuar, insektisit, antitimor gibi pek cok biyolojik aktiviteye sahip seskiterpen lakton
sekonder metabolitlerini icermektedirler. Compositae familyasina ait Tanacetum L. cinsi
yeryliziinde kuzey yarim kiirede yayilis gostermekte olup, bir¢ok tiirii bilinmektedir.
Tiirkiye’de Dogu Anadolu basta olmak iizere, i¢c ve Giiney Anadolu’da oldukca yaygindir.

Ulkemizde 44 tiir ile dogal yayilis gostermektedir. Ayrica 18 endemik tiir bulunmaktadir,

2.1.2 Tanacetum L. Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

Tanacetum taksonlar1 genellikle rizomlu, kisa veya uzun, dik veya yiikselici govdeli, otsu
bazen yar1 ¢alimsidir. Taksonlar ¢iplak veya tiiylii; tiiyler basit veya ikiye ¢atallanmis olabilir.
Yapraklar basit, kenar1 digli, bazen pinnatifit veya 1-3 pinnatisekt olabilir. Kapitulum
heterogam veya homogam, tek veya genellikle gevsek diziligli sik korimbus halindedir.
Involukrum yar1 kiiremsi veya can seklinde; involukrumu olusturan brakteler imbrikat, 3-4
sirali, lanseolat veya oblong, genellikle kenarlart ve tepesi zarimsidir. Cigek tablasi diiz ve
ciplaktir. Dilsi ciceklerin petalleri (=ligula) beyaz, sar1 veya pembe, involukrumdan az ¢ok
uzun 3-lopludur. Dilsi ¢igcekler bazen eksiktir. Tiipsii ¢igekler 5 loplu ve sanidir. Akenler +
silindirik veya comak seklinde, 5-10 boyuna oluklu ¢ogu kez salgi tiiylii veya ciplaktir.
Korona kisa veya eksik, genellikle kaba disli veya loplu, bazen tek tarafli ve sadece arkadaki

yiizde bulunur (Grierson, 1975).



Bu tezde calisilan endemik T.zalhlbruckneri ~ bu ayrim anahtarinda A Grubunda yer

almaktadir (Grierson 1975).
1.Kapitulum heterogam ; kenarlarda bulunan disi ¢icekler, dilsi fakat bazen belirgin
degildirler ve nadiren tiipsii ¢iceklerden uzundurlar.
2.Disi ¢igekler beyaz, soluk kiikiirt saris1 veya pembemsi kirmizi,
her zaman belirgin dilsi seklinde. A Grubu
2.Disi ¢igekler parlak veya koyu sari, ligulalar bazen belirgin degil B Grubu

1. Kapitulum homogam, diskoit; disi ¢igekler tamamiyla eksik. C Grubu



2.1.3 Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson Bitkisinin Ozellikleri

Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson

Omiir: Cok yillik

Yap:: Ot

Ik ciceklenme zamam: 5.ay
Son ciceklenme zamani:7.ay
Habitat: Tash yamaclar
Minimum yiikseklik: 1300 m
Maksimum yiikseklik: 3000 m
Endemik: Endemik

Element: iran- Turan

Tiirkiye dagilimi: D.Anadolu
Genel dagilhm: Tiirkiye
Bulundugu kareler: B7 B9 C9 C10



Turin Tarkiye Florasr’'nda (Flora of Turkey and The East Aegan Islands Vol
5:273) Yer Alan Tanitiminin Ozeti Asagidadir :

Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson in Notes R.B.G. Edinb. 33:435 (1975).
Syn: Chrysanthemum zalhlbruckneri Nab. In Publ. Fac. Sci. Univ. Masaryk Brno
52:20, t. 4 (1925). Figures 7, p. 177; 12, p. 263. Map 25, p. 275.

Tanacetum zahlbruckneri 20-40 cm boyunda, ¢ok yillik otsu bir tiirdiir. Obovat veya oblong

olan yapraklar, 5-9 cm uzunlugundaki petioller dahil 15 cm’ boyundadir.

Kapitulumlar 8-15 cm boyundaki pedunkul iizerine genellikle 2-4 tane.involukrum 0.9 — 1.2
cm genigliktedir. Distaki braktelerin kenarlar1 kahverengimsi veya siyah, zarimsi olup ovat-
lanseolat sekilli, ictekiler ise seritsi-ters lanseolat ve 5-7 x 3 mm’dir Dilsi ¢igekler beyaz
veya yesilimsi-sarligula 9-15 x 5-6 mm olup tepeleri genellikle celtiklidir. Tiipsii ¢icekler
3mm uzunlugundadir. Akenler kahverengi ve 2 mm boyunda olup tepede 5 ¢ikintiya sahiptir.

Akenin iist ucundaki ta¢ kismi 0.2 mm uzunlugunda olup bazen eksik ya da tamdir.

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



2.2. Tanacetum L. Tiirlerinin Biyolojik Etkileri ve Halk Arasinda Kullanimm

Tanacetum tiirleri yiizyillardir halk ilaci olarak farkli amaclarda kullanilmaktadirlar. Bu
tiirlerden; Tanacetum parthenium adet diizenleyici ve ates diisiiriicii olarak, bag agris1, kulak
c¢inlamas1 ve bas donmesine karsi ve dogumlarda karsilagilan giicliiklere karsi
kullanilmaktadir (Newall 1996, British Herbal Pharmacopoeia 1996). S6z konusu ekstreleri
tizerinde yapilan kimyasal, klinik ve biyolojik ¢alismalar sonucunda bu bitkinin antimigren,
anti-enflammatuar, antitiimor, anti-iilser, antimikrobiyal, insektisit o6zellikler gosterdigi
kesinlik kazanmistir (Palevitch 1997, Ross 1999, Zhang 2004a, Tournier 1999, Goren 2002).
Tanacetum parthenium, antimigren etkisiden dolay1 bugiin drog olarak satilmakta olup ayrica
anti-mikrotubular etkisi sonucu kanserli hiicrelerin biiyiimesini belirgin olarak inhibe ettigi
goriilmiistiir (Miglietta 2004). Tanacetum vulgare’nin ugucu yaginda bulunan ¢ok zehirli -
tuyon bilesigi nedeniyle dahili ve harici kullanimi olduk¢a sakincalidir. Bitkinin bu
ozelliklerine ragmen halk arasinda sinir yatistirict ve adet diizenleyici olarak, romatizma ve
karin agrilarina karsi, bagirsak kurtlarina, uyuza karsi ve bitki boceklerini uzaklastirmada
kullanilmaktadir. Bitkinin zehirli olmasindan dolayr kuru bitkinin suda ya da alkolde
infiizyonu yapilarak kullanilmaktadir (Perrot1971, Reclu 1925). Oltuotu olarak bilinen 7.
coccineum bit, pire ve kene gibi viicut parazitlerine, sivilcelere, kasintili deri hastaliklarina
kars1 ve hagere oldiiriicii olarak kullanilmaktadir (Asimgil 1993). T. cinerariaefolium pire otu
olarak bilinmekte ve viicut bitini kontrol altinda tutmak i¢in kullamilmaktadir (Giiven 1991).
Yavsan adiyla bilinen T. argyrophyllum var. argyrophyllum bitkisinin herbas1 yakilip kiilii
viicuda siiriilerek uyuza kars1 kullanilmaktadir. Halk arasindaki ad1 “marsuvan otu” olan 7.
balsamita tiiriniin ¢icekli dallar halk arasinda idrar arttirict olarak, midevi rahatsizliklara
kars1 ve safra kesesi taslarimi diisiiriicii olarak, infiizyon halinde kullanilmaktadir (Baytop,

1984).



2.3 TERPENOID BiLESIiKLER

Terpenler dogal bilesikler igerisinde en yaygin bilesikler olup yapilar1 oldukga farklilik
gosteren kiiciik organik molekiillerdir. Sadece karbon ve hidrojen iceren terpenler olabilecegi
gibi, oksijen iceren yani alkol, keton, aldehit ve asit grubu tasiyan terpenler de ¢cok yaygindir.
Oksijen ihtiva eden terpenler “terpenoidler” olarak adlandirilirlar. Bugiin gerek acik zincirli
gerekse halkali yapida olan ¢esitli fonksiyonel gruplara sahip 20.000’den fazla terpen yapisi
bilinmektedir. Terpenler bitki dokularinda genellikle serbest olarak, bazilar1 glikozit ya da
organik asit esterleri halinde, bazen de proteinlerle birlesmis olarak bulunurlar. Biitiin
terpenler izopren denilen birimlerden olusmustur. Bu goriis ilk defa Leopold Ruzicka*
tarafindan 6ne siiriilmiis ve izopren kurali olarak adlandirilmistir. izopren kurala gore
terpenler bes karbon atomlu 2-metil-1,3 biitadien iinitelerinin bas-kuyruk kondenzasyonu ile

meydana gelirler.

2
CH ;

1 ‘ 3 4

CH, =€ —€H =eH,

\_/ \_/
[zopren (2-metil-1,3-biitadien)

Bu kurala gore izopren iinitelerindeki dallanmig taraftaki 1 numarali karbon bas olarak

adlandirilirken, dallanmanin olmadig taraftaki 4 numarali karbon kuyruk olarak adlandirilir.
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2.3.1. TERPENOID BiLESIiKLERIN BiYOSENTEZi

3 mol asetik asid’in kondenzasyonu ile olusan mevalonik asit (3-metil-3,5-dihidroksi
pentanoik asit) terpenlerin biyosentezinde 6nemli rol oynamaktadir. Mevalonik asitin su ve
karbondioksit kaybetmesi ile terpenleri olusturan izopren (2-metil,-3 butadien) birimleri

meydana gelir.

HO CH 3

/,
s,
’}ﬂ

HO —€ CH ,0OH
)

(Mevalonik Asit)

Mevalonik asit eldesinde baslangic maddesi olan asetil koenzim A pek c¢ok bilesigin
biyosentezinde rastlanan bir madde olup sekerlerin oksidatif degredasyonundan olusur ve
sonunda COjy’e okside olur (Teresa 1987). Asetil koenzim A’nin dogal bilesiklerin
olusumunda 6nemli bir rolii vardir. Asetil koenzim A bir¢ok bilesigin yap1 tasidir. Mevalonik
asit ise yalmzca terpenlerin olusumunda rol oynar. Mevalonik asit terpen biyosentezini diger
metabolik yollardan ayiran bir bilesiktir (Geisman 1969). Sekil 2.1°de asetil CoA’dan

hareketle terpenlerin olusumu gosterilmektedir.

Mevalonik asitin 2 molekiil ATP (Adenin trifosfat) ile fosforlanmasi sonucu mevalonik asit 5
pirofosfat bilesigi olusur (Sekil 2.2). Bu bilesikteki tersiyer hidroksil grubu da bir mol ATP ile
fosforlanarak daha kolay ayrilabilen bir grup haline gelir. Sonra su ve karbondioksit

cikmasiyla izopentenil pirofosfat molekiilii olusur (Sekil 2.3) .
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AsetilCoA CH ;COSCoA )

CH3 OH
} /
Mevalonat © \ / \
c —6H, CH >,CH ,0OH
/

| .
A_'—PP' A—rep MPP MPP

Geranil-PP ct10 Y—Monoterpenler
lA—I"PP

Farnesil -PP c¢15

Geranilgeranil PP c¢20 ) Seskiterpenler

Skualen

Diterpenler

Steroitler

Kauran

Mentan

Germakran

Karotenoitler )
Stigmastan

iﬁ(\Mv\\/\ Triterpenler

upan

Sekil 2.1 Terpenlerin Olusumu



12

HO CH ; HO CH 5

(ﬂ » (ﬂ

CH 3COOH —H0o —€ CH,OH ——>HO —€ CH ,0H —PP

0] )

Mevalonik Asit Mevalonik Asit-5-Pirofosfat

Sekil 2.2 Mevalonik Asit-5-Pirofosfat Olusumu

>_\—ePP

HO —€ CH,OPP — »H0 —€ CH,OH —PP ——

O o

Mevalonik Asit-5-Pirofosfat ~ Mevalonik Asit-3-5-Pirofosfat [zopentil Pirofosfat

Sekil 2.3 izopentil Pirofosfat

[zopentenil pirofosfat, bir enzim yardimiyla izoprenoid biyosentezini gergeklestirmektedir.
[zopentil pirofosfatin enzim ile izomerizasyonu sonucu dimetillalil esteri olusmaktadir (Sekil

2.4) (Geismann 1969).

Izopentil pirofosfat Dimetilallil ester
A’ - TPP A’ - TPP

Sekil 2.4 izopentil Pirofosfatin izomerizasyonu
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Bu iki izomerin birbiriyle olan kondezasyonu geranil pirofosfatt olusturur. Geranil
pirofosfat’tan dehidrasyon sonucu su cikmasi ile geraniol meydana gelir. Bu madde

monoterpenlerin biyosentezinde rol oynamaktadir (Sekil 2.5).

Dimetilallil pirofosfat Izopentil pirofosfat Geranil pirofosfat Geranil pirofosfat

A

Geraniol
Sekil 2.5 Geranil pirofosfat ve Geraniol Olusumu

Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu farnesil pirofosfati olusturur. Bu

iiriin seskiterpenlerin biyosentezinde rol oynamaktadir (Sekil 2.6).

P
H ,OPP
—_—
CH ,OPP
CH ,OPP
Geranil Profosfat  izopentil Pirofosfat Farnesil pirofosfat

Sekil 2.6 Farnesil Pirofosfat Olusumu

Farnesil pirofosfatin tekrar izopentenil pirofosfat ile kondenzasyonu sonucu diterpenlerin ve
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karotenoidlerin yapitasi olan geranil-geranil pirofosfat bilesigi olusur (Sekil 2.7).

CH ,OPP
H ,OPP
I e )
>\ H ,OPP >\

Farnesil Pirofosfat Izopentil Pirofosfat Geranil-geranil Pirofosfat

Sekil 2.7 Geranil-geranil Pirofosfat Olusumu

Izopentenil, geranil ve farnesil pirofosfat molekiillerinin birbiriyle degisik kondezasyonlari
sonucu daha yiiksek yapili terpenoidler olusur. Ornegin iki geranil-geranil pirofosfatin
kondenzasyonu ile karotenoidler, iki farnesil pirofosfatin kondenzasyonu ile de triterpenler
olusur. Sekil 2.1 ‘de Asetil koenzim A’dan hareketle biyosentez yoluyla olusan maddeler

verilmektedir.
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Terpenlerin ana maddesi izopren birimidir. Bu nedenle terpenler izopren birimlerinin sayisina

gore stmflandirilir. Iki izopren iinitesinin biyosentezi yoluyla olusan 10 karbonlu molekiiller

monoterpen, 15 karbonlu molekiiller seskiterpen, 20 karbonlu molekiiller diterpen, 25

karbonlu molekiiller sesterterpenler, 30 karbonlu molekiiller triterpenler, 40 karbonlu

molekiiller tetraterpenler olarak adlandirilirlar (Cizelge 2.1)

izopren Sayisi Simifi Karbon Sayis1

1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10
3 Seskiterpenler 15
4 Diterpenler 20
5 Sesterterpenler 25
6 Triterpenler 30
8 Tetraterpenler 40

(Karotenoidler)
N Politerpenler 5)

Cizelge 2.1 Terpenlerin Simiflandirilmasi

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore iki grupta incelenirler:

a.Ucucu Terpenler: Su buhar1 ile siiriiklenebilen kii¢iik molekiillii monoterpenler ve

seskiterpenler.

b.Ucucu Olmayan Terpenler: Biiyilk molekiillii seskiterpenler, diterpenler, triterpenler ve

politerpenler.




2.3.1.2 SESKiTERPENLER

Seskiterpen bilesikler 15 karbonlu terpenlerdir. Ug izopren iinitesinin birlesmesinden
olusmuglardir. Diger simf terpenlere gore daha fazla yapisal cesitlilige sahiptirler.
Monoterpenlerin yapitagi olan geranil pirofosfat molekiilii, izopentenil pirofosfat ile
kondenzasyona ugrayarak seskiterpenleri olusturur (Sekil 2.8). Iskelet yapilarinin olusumu
sirasinda farnesil pirofosfatin trans-trans ve cis-farnesil katyonlarina doniistiigii ve farnesil

difosfatin siklizasyonu ile germakradien iskeleti olusturdugu tespit edilmistir.

Seskiterpenlerin iskelet yapilar1 molekiildeki cifte bag sayisi ile karakterize edilir.

Seskiterpenler lineer, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve tetrasiklik olarak 5 ayr1 formda

incelenirler (Finar 1975) (Cizelge 2.2).

Seskiterpenlerin siniflandirmasi Cift Bag Sayisi
Asiklik 4
Monosiklik 3
Bisiklik 2
Trisiklik 1

Cizelge 2.2 Seskiterpenlerin Siniflandirilmasi

Seskiterpenler, sitotoksik, antienflamatuar, antifungal, antibakteriyal, antiviral, insektisit

aktivite gostermektedirler (Gonzalez 2000, Kubo 1988, Favier 2005, Hsieh 2001, Estrada

2005,Wube 2005, Sun 2004, Géren 1994)
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2.3.1.2.1. SESKIiTERPENLERIN TANINMALARI

Bitkilerde bulunan seskiterpenler, monoterpenler gibi ya sadece karbon ve hidrojen igerirler
ya da hidroksil, aldehit, keton gruplar1 gibi oksijen fonksiyonu igerirler. Sekil 2.9’ da dogada

goriilen baz1 seskiterpenler goriilmektedir

Oksijen icerenler seskiterpenoid olarak adlandirilirlar. C;s iskeletine sahip olan

seskiterpenoidler alkol, keto ya da lakton grubu icerirler.
Seskiterpenlerin taninmasinda spektroskopik yontemlerden yararlanilir.

Seskiterpenler kolon kromotografisi, ince tabaka kromatografisi (ITK) ve preparatif ince
tabaka kromatografisi (pITK) gibi kromatografik yontemlerle ayrilarak elde edilirler.
Seskiterpenler genellikle kristal yapidadirlar.

UV’de izole c¢ifte bag halka icinde ise 220 nm civarinda, halka diginda ise 205-210 nm
civarinda bir maksimum verir. Konjugasyona bagli olarak bu bant uzun dalga boyuna

kayabilir.
IR ‘de —OH gruplar1 3000-3500 cm T de, -C=0 grubu 1710 cm’ dolayinda ¢ikarlar.

NMR spetrumunda 0.00-2.00 ppm arasinda metil pikleri; molekiiler ¢evresine bagl olarak
1.5-4.00 ppm arasinda metilen pikleri; 4.50-6.50 ppm arasinda doymamiglik pikleri

goriilmektedir.



SON

\OFPP

Geranil pirofosfat
Zizomer )
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OH
Farnesol
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OPP

OPP
Farnesil pirofosfat
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H
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OH
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|
¥
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Sekil 2.8 Seskiterpenlerin Olusumu



19

Germacrane Eudesmane
Guaianolide Pseudoguaianolide
Farnesane Eremophilane

Sekil 2.9 Seskiterpen Iskeletleri
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2.3.1.3 TRITERPENLER

Triterpenler halka sayis1 ve tasidiklar1 fonksiyonel gruba gore siniflandirilabilirler. Halka
sayisina gore trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik olmak iizere ii¢ grupta toplanirlar (Sekil 2.10).

Triterpenler hig¢ substitiient tagimazlarsa triterpenik hidrokarbonlar olarak adlandirilirlar.

Bitkilerde serbest olarak bulunabildikleri gibi triterpenik saponinler olarak isimlendirilen
glikozidler halinde de bulunabilirler. Serbest triterpenler, karboksilli asit, alkol, aldehit,
karbonil, epoksi ve lakton gruplarindan bir ya da bir kacim1 bir arada bulundurabilirler

(Boiteu, vd., 1964).

Triterpenler, sitotoksik, antienflamatuar, antifungal, antimikrobiyal, antiviral aktivite
gostermektedirler (Kanokmedhakul (2005), Hamburger (1989), Nick (1994), Tian (2005),
Singh (2002 )

2.3.1.3.1 TRITERPENLERIN TANINMALARI

Lieberman-Burchard reaksiyonu triterpenlerin taninmasinda en ¢ok kullanilan renk

reaksiyonudur. Bu reaksiyon sonucunda mavi-yesil renk triterpenlerin varligim gosterir.

UV spektrumu, triterpenlerin biiyiik bir kismi konjuge cifte baga ve oksokrom gruplara sahip

olmadigindan yapi analizinde fazla bilgi vermemektedir.

IR spektrumu, yapidaki fonksiyonel gruplar (karbonil, alkol, karboksilik asit, ester v.b.)
hakkinda bilgi vermektedir. Hidroksil gruplar1 3000-3500 cm™, alifatik C-H baglarinin
gerilme titregimleri 2850-2900 cm'l, ester karbonilinin C=0 gerilme titresimi 1700-1750 cm'l,
izole keton titresimi 1653-1750 cm™, ester karbonilinin C=0 gerilim titresimini destekleyen
C-0 egilim titresimleri 1450, 1370, 1250 cm’! lerde, doymamislhiga ait bantlar ise 1600-1650

cm™! de izlenmektedir.

Terpenler i¢in 'H NMR spektrumu oldukca ©Onemlidir. Karakteristik ‘metilen zarflar’
bilesigin steroid veya triterpen oldugu hakkinda bilgi vermektedir. Metilen zarflar1 genis ise
steroid, daha sivri ise triterpen oldugu diisiiniilmektedir. Triterpenlerin yapilarinda 8 metil
grubu bulunmaktadir. Bu nedenle 'H NMR spetrumunda ilk 6nce 8 metil grubu aranir. Fakat
bu metil gruplari, bazen aldehit, asit ya da alkol gibi gruplarla yer degistirebilirler. Metil
gruplarinin kimyasal kaymalar1 ve boliinme durumlar iskelet hakkinda bilgi vermektedir.
Ornegin 29 (20)en-Lupan tipi triterpenlerde, 1.69 ppm civarinda izlenen vinilik metil

grubuna ait pik ile 4.50-4.60 ppm civarindaki iki adet genislemis singlet yapidaki ekzometilen



21

grubunun varligim gosterir.

BC NMR spektrumundan yapinin ka¢ karbonlu oldugu ve karbonil, ester, karboksilik asit,

oksimetin, hidroksimetin gibi gruplarin varliklar1 gézlenmektedir.

Spektrumda 10-30 ppm civarinda metil pikleri, 30-50 ppm civarinda metilen grubuna ait
pikler, eger metoksi grubu varsa 53-60 ppm civarinda, 60-85 ppm araliginda oksijene komsu
karbonlar, yapiya seker bagliysa sekerin anomerik karbonu iki oksijen arasinda kaldigi icin
100-104 ppm civarinda gézlenmektedir. 105-150 ppm arasinda ¢ift bag ve aromatik karbonlar
izlenmektedir. Ester karbonili 160-170 ppm de, asit karbonili 180-190 ppm civarinda, aldehit
karbonili 190-210 ppm civarinda gozlenirken, izole keton karbonilleri 175-230 ppm civarinda

gozlenmektedir (Erdik, 1993).

Kiitle spektrumunda, molekiiler pikin yani sira iskelet ilizerinde cifte bagin yeri farkl
parcalanmalara neden oldugundan triterpenik yapinin iskeleti hakkinda bilgi edinilip

belirlenebilir (Budzikiewicz,1964).
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Lupan Skloartan

Tarakseran Oleanan

Lanostan Tetrasiklik ) Ambran T(risiklik )

Ursan Rentasiklik )

Sekil 2.10 Baz1 Triterpen iskeletleri



23
3. DENEYSEL BOLUM

3.1.MATERYAL

Bu calismada kullanilan Tanacetum zalhbruckneri (ISTE 79273a) Van Bahgesaray’dan 2000
yilinda Prof. Dr Nezhun Goren tarafindan toplandi. Prof. Dr. Kerim Alpinar tarafindan teshis
edildi.

3.2. YONTEMLER

3.2.1.LEKSTRAKSIYON

Toplanan Tanacetum zahlbruckneri ‘nmin kok, govde ve cigekleri kesilerek ayri ayr1 golgede
kurutuldu ve degirmende kiigiik parcalar haline getirildi. Bu islemden sonra bitkinin kisimlar
ticer giin bekletilmek iizere sirasiyla hekzan, etilasetat ve metanol ile masere edildi. Coziiciiler
evaporatdrde yogunlastirildi ve her bitkiden ii¢ ekstre elde edildi. Tiim ekstreler, iizerinde
biyolojik aktivite testleri yapildi. Bunun sonucunda, bu tezin ¢alisma konusu olarak etilasetat

ekstresi belirlendi.
3.2.2 BiYOLOJIiK AKTIVITE

Tanacetum zahlbruckneri  bitkisinin etilasetat ve metanol ve ekstrelerinin  sitotoksit
aktiviteleri brine shrimp (Artemia salina) 6n tarama metodu gerceklestirildi. Bitkinin metanol
ekstresinin Artemia salina’ ya kars1 letal aktivite gostermedigi (Tablo 5.2), etilasetat
ekstresinin ise Artemia salina’ ya karsi letal aktivite gosterdigi belirlendi. EA ekstresinin

LD s5odegeri 85.23 pg\mL olarak saptandi (Tablo 5.2).

Tanacetum zalhbruckneri bitkisinin ekstresinin metanol 1572.7 pg/cm® konsantrasyonda
insektisid aktivitesi arastirildi. Kontrol grubu olarak kullanilan permithrin 235.9 ug/cm2
konsantrasyonunda kullanildi. Caligma sonucunda metanol ekstresinin Rhyzopertha
dominica’ya kars1 insektisid aktivite gosterdigi; Tribolium castaneum’a Kkarsi belirgin bir
insektisid aktivite gostermedigi saptandi (Tablo 5.3). Bitkinin etilasetat ekstresinin insektisit

aktivitesi, ekstre miktarinin yeterli olmamasindan dolay1 ¢alisilamadi.

Tanacetum zalhbruckneri bitkisinin etilasetat ve metanol ekstreleri agar-oluk difiizyon
yontemiyle antibakteriyel aktivitesi arastirildi. DMSO (Dimetilsiilfoksit)’da ¢6ziinen etilasetat
ve metanol ekstrelerin konsantrasyonlart 3 mg/mL olarak belirlendi. Kontrol grubu olarak
kullanilan antibiyotigin (Imipenum) hazirlanan stok c¢ozeltisi 10pug/ml olarak c¢alisildi.

Calismanin sonucunda etilasetat ekstresinin antibakteriyal etki gostermedigi saptandi
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(Tablo 5.4). Bununla birlikte metanol ekstresinin Shigella flexenari ve Salmonella typhi’ ye

kars1 zayif bir antibakteriyal etki gosterdigi belirlendi (Tablo 5.5).

Tanacetum zahlbruckneri bitkisinin EA ve MeOH ekstrelerinin agar ve tiip difiizyon yontemi
ile antifungal aktiviteleri arastirildi. Kontrol grubu olarak antifungal ilaglar (mikonazole,
amphotericin B) kullamldi. 400pg/cm” konsantrasyondaki MeOH ve EA ekstrelerinin
Trichophyton longifusus’a kars1 aktivite gosterdigi belirlendi (Tablo 5.6 — Tablo 5.7 ).

3.2.3 KROMATOGRAFIK YONTEMLER
3.2.3.1 KOLON KROMATOGRAFiISi

Bu caligmada farkli asamalarda kolon kromatografisi yontemi uygulandi. Kolon dolgu
maddesi olarak Silikajel 60 HF,s4, (Merck) kullanildi. Kolona uygulanacak ekstre bir miktar
silika ile karistirildiktan sonra tamamen kurutuldu. Bu ekstre, miktarina uygun olarak secilmis
ve boyunun 2/3 oraninda aymi tip silikajel adsorban ile doldurulmus kolonun iist kismina
homojen sekilde yerlestirildi. Yikama farkli ¢oziicii sistemleri ile yapildi. Eliie edilen
fraksiyonlar tiiplere alindi. Ince tabaka kromatografisi ile tiiplerdeki maddeler karsilastirildi.
Benzer fraksiyonlar birlestirildi. Bu islemlerin sonunda ayrilamayan az miktardaki maddeleri
ayirmak ya da saflastinlmak i¢in daha kiiclik boyutta silikajel kolon ve Sephadex LH-20
kullanildi.

3.2.3.2 MOLEKULER ELEK KROMATOGRAFISi (SEPHADEX LH-20)

Kolon dolgu maddesi olarak kullanilan Sephadex LH-20, metanol ile 24 saat sismeye
birakildi. Belirlenen saatin sonunda, metanolii uzaklagtirmak icin, kolon ( 7:4:1 petrol eteri,
CHCls, MeOH) sistemi ile yikandi. Saflastirilacak madde bir pipetle sephadex iizerine dikkatli
bir sekilde yerlestirildi.

3.2.2.3. INCE TABAKA KROMATORAFISI

Ince tabaka kromatografisi (ITK) yontemi calismanin genel olarak her asamasinda kullanilds.
Bu calismada kullanilan hazir TLC plaklari; aliiminyum 20x20 Silica jel 60 F,s4 (MERCK)
kullanildi. Uygun c¢oziicii sistemlerinde yiiriitiilen silikajel plaklar kurutulduktan sonra UV
(254 nm)’de incelendi. Ardindan plaklarin iizerine belirte¢ olarak, serik siilfat piiskiirtiildii.
Plaklar, 1siticinin iizerinde bekletilerek maddelerin renkleri goriiniir hale getirildi. Maddelerin
saflastirilmasinda ITK ve molekiiler elek kromatografisi (Sephadex LH-20) tekniklerinden

yararlanildi.
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3.2.2.4. PREPARATIF iNCE TABAKA KROMATOGRAFISi

Bu teknik ¢igek etilasetat ekstresinin kaba ayrimlarimi saglamak amaciyla kullanildi. 100 g
Silikajel, 300 ml saf su ile yarim saat ¢alkalanarak homojen bir siispansiyon haline getirildi.
Hazirlanan karigim, 20x20 cm boyundaki cam plaklar CAMAG plak dokme aleti ile 0.5 cm
kalinliginda kaplandi. Plaklar oda sicakliginda bir gece bekledikten sonra, etiivde 105 C° da 1
saat bekletilerek aktive edildi. Plaga uygulanacak materyal, plagin siiriikklenme yoniine gore
edilerek tatbik edildi. Karisik halde bulunan maddeler, plaklara tatbik edilerek uygun ¢oziicii
veya ¢Oziicii karigimlarinda yiiriitillerek ayrilmalan saglandi. Coziictiniin plaklar iizerinde
yiiriitiilmesinden sonra plaklar oda sicaklifinda kurutuldu. UV 1s1k (254 nm) altinda ve serik
siilfat belirteciyle maddelere ait bantlar isaretlendi ve bantlar kazinarak erlenlere aktarildi.
Silikajelin iizerini Ortecek kadar kloroform veya aseton ilave edildikten sonra sinterli
hunilerde siiziildii ve ¢oziiciiniin evaporatdrde buharlastirilmasiyla bilesikler saf halde elde

edildiler.
3.2.4 SPEKTROSKOPIiK YONTEMLER
3.2.3.1 UV SPEKTROSKOPISi

Spektrumlar Unicam UV/VIS Spektrofotometre cihazinda kuvars kiivetlerde alidi. Ol¢iimler

bilesiklerin kloroformdaki ¢ozeltilerinde yapildi.

3.2.3.2 IR SPEKTROSKOPISI

IR spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum One FT-IR Spectrometer aletinde alinmistir.
3.2.3.3 H NMR SPEKTROSKOPISI

IH NMR,COSY, NOE, HMBC, HMQC (400 MHz) , “C-NMR, APT (100 MHz)

spektrumlar1 Varian Mercury Plus aletinde alinmistir.
3.2.5. BELIRTECLER

Serik siilfat belirteci:10 g Seryum (IV) siilfat, 50 mL siilfiirik asit, 50 ml saf su karisimi 500

ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
3.2.6. COZUCULER

Ekstraksiyon islemlerinde ve siitun kromatografisi 6n ayirma islemlerinde teknik ¢oziiciiler
tekrar distile edildikten sonra kullanildi. Maddelerin saflastirnlmasinda Merck coziiciiler,

spektral analizler i¢in spektroskopik ¢oziiciiler kullanildi.
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3.3 BITKININ ETIiLASETAT EKSTRESINDEKI BiLESIKLERIN iZOLASYONU VE
SAFLASTIRILMASI

Tanacetum zahlbruckneri bitkisinin cicek etiasetat ekstresi iizerinde yapilan ITK sonuglar
dogrultusunda etilasetat ekstresine pITK uygulandi. Coziicii sistemi olarak (8hekzan-
Skloroform-2eter) kullamildi. pITK’da P-1, P-2, P-3, P-4, P-5, P-6 kodlu 6 bant elde edildi. P-
6 kodlu banttan elde edilen bilesik A bilesigi (1.6 mg) olarak adlandirildi.

7,50 gr cicek etilasetat ekstresi, kolon kromotografisinde asagidaki ¢oziicii sistemleri ile
fraksiyonlandirildi. Yapilan ilk kolon kromatografisi K(I)’de asagidaki ¢oziicii sistemleri
kullanildi.

Kod Hareketli Faz

K(I)- 1 Toluen %100

Kd)- 2 Toluen + Etilasetat 90:10
K@)- 3 Toluen + Etilasetat 75: 25
Kd)- 4 Toluen + Etilasetat 50:50
K()-5 Etilasetat %100

K@)- 6 Etilasetat + Metanol 90:10
K(I)- 7 Etilasetat + Metanol 50:50
K(I)- 8 Metanol %100

K()- 9 Metanol + H,O 50:50

Kolondan 9 eliiat alindi. Eliiatlar ITK ile incelendi. Ilk ii¢ fraksiyon yagl bilesikler icermesi
nedeniyle ¢alisilmadi. K(I)- 4 (191.453 mg) fraksiyonuna kolon kromatografisi uygulandi. Bu
kolon kromatografisi K(II) olarak adlandirildi. Ayirimin daha iyi olmasi amaciyla, kolondan
eliie olan fraksiyonlar 3’er mL’lik 192 tiipe toplandi. Asagidaki tabloda K(II) kolonundan
alman fraksiyonlar, kullamilan ¢o6ziicii sistemleri ve birlestirilen fraksiyonlar sira ile

verilmektedir.
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Birlestirilmis Fraksiyon Kodlar Hareketli Faz Fraksiyonlar

KdI).1 8 Hekzan — 2 Aseton 1- 39

K(I).2 " 39-71

K(1).3 " 72-192 [ B Maddesi 27.1 mg]

K{I) kolonundan eliie olan K(I).2, pITK sonucunda K(I).2.1- K(II).2.2- K(I).2.3
K(I).2.4- K(I).2.5- K{I).2.6- K(II).2.7- K(II).2.8 kodlu 8 banta ayrildi. K(II).2.6, K(I).2.8
fraksiyonlar1 K(I)- 6 fraksiyonu ile birlestirilerek kolon kromatografisi ( K.III ) yapildu.

K(I).3 deki safsizliklar1 uzaklastirmak amaciyla kolon kromatografisi uygulandi. Dolgu
maddesi olarak Sephadex LH-20 kullanildi. Kolon, 140 petrol eteri- SOCHCl; — 20 MeOH

¢Oziicii sistemi ile eliie edildi. Bunun sonucunda B bilesigi (27.1 mg) saf olarak elde edildi.

ITK’lar sonucunda benzer maddeler icerdigi diisiiniilen K(I)- 6 + K(I).2.6 + K(I).2.8
(4.13 gr) birlestirilerek tekrar kolon kromatografisi yapildi. Bu kolon ¢alismasi da K(III)
olarak adlandirildi. Asagidaki tabloda K(III) kolonundan alinan fraksiyonlar, kullanilan
¢oziicli sistemleri ve birlestirilen fraksiyonlar sira ile verilmektedir. Bu ¢aligma sonucunda ii¢

bilesik elde edildi. Sekil 3.1 ‘de bu bilesiklerin farkl ¢oziicii sistemlerindeki kromatogrami

verilmektedir.

Birlestirilmis Fraksiyon Kodlar1 Hareketli Faz Fraksiyonlar
KdII)- 1 CHCl3 (200mL) 1-18

K(II)- 2 9 CHCIs -1 Eter (500mL) 18-61
KII)- 3 8 CHCIl;-2 Eter (700mL) 61-118
KII)- 4 7 CHCIl;-3 Eter (200mL) 118-130
KdI)- 5 1 CHCI3 -1 Eter (200mL) 131-151

K{II)-1’de  gozlenen  maddeleri  aymrmak icin  yapilan pITK  sonucunda
K(II)- 1.1 ve K(II)- 1.2 kodlu iki bant elde edildi. Bu bantlardan  K{II)- 1.2’ den
C (12.2 mg) bilesigi elde edildi.
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Sekil 3.1 Elde Edilen Bilesiklerin ITK Sonuclar:
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4. BULGULAR
4.1. TRITERPEN

4.1.1 A BILESIiGIi; a - amirin

CH 3
H 5C '
CH 3
H 3
CH 5
HO

H 5;C CH ;3

« - amirin

A bilesigi renksiz kristal halinde, silikajel plakta UV 15181 altinda goriinmeyen, Serik siilfat

belirteci piiskiirtiiliip 110 °C de bekletildiginde kahve-mor arasi renk alan bir bilesiktir.

IR spektrumu (CHCls) 3400 cm™ de hidroksil grubunu ve 1650 cm’ doymamishk pikini
gostermektedir. 1455 cm™ de metil gruplarmin gerilim titresimlerini, 1380 ve 1360 cm’ de
belirgin sekilde yarilmis pikler bir gem-dimetil grubunun varligin1 ortaya koymustur
(Sekil 4.1).

UV spektrumunda (MeOH) 243 nm de c¢ifte baga ait bir u¢ absorbans gozlenmektedir
(Sekil 4.2).

'H NMR spektrumunda (CDCI3) iist alanda izlenen metil pikleri bilesigin triterpen yapisinda
oldugunu belirtmistir. 0.79, 0.85, 0.87, 0.96, 1.04, 1.06 ppm’lerde ki singletler ile metil
gruplart izlenmistir. 1.00 ve 1.02 ppm’ lerde dupletler (J= 6.5 Hz) seklindeki sekonder metil
gruplar ise bilesigin ursan tipi triterpen oldugunu gostermistir. 3.24 ppm deki duplet (J=5.10
Hz) oksijen fonksiyonuna komsu metilen protonunu (H-3a), 5.18 ppm’deki triplet (J= 2.5 Hz)
ise bir vinilik protonu (H-12) gostermektedir (Sekil 4.3).

Ursan yapisinda oldugu anlasilan bu triterpene bitkilerde sik rastlanan bir triterpen olan a -
amirin oldugu standart madde ile ¢esitli ¢coziicli sistemlerinde ince tabaka kromatografisi ile

kontrol edilerek anlasilmustir.
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Sekil 4.3 A Bilesiginin '"H NMR Spektrumu ( CDCl; ,, 400 MHz)
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4.2 B BILESIGi
OH
HO 10
7 2
10

B bilesigi beyaz renkli, amorf bir bilesik olup, silikajel plakta UV (254 nm) 151k altinda esmer
renkte goriinmektedir. Serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip 110 C de bekletildiginde rengi once

sar1-yesil daha sonra kahverengiye doniismektedir.

IR spektrumunda (CHCls), 3435 cm ' ¢ de hidroksil grubuna ait O-H gerilim bantlar1, 3080
cm ! de aromatik gruba ait bant, 2969- 2851 cm “'de C-H gerilim bantlari, 1607 cm -l c=C
gerilim bantlari, 1095 cm ! etere ait pik gozlenmektedir (Sekil 4.4).

UV spektrumunda (CHCI3), 288 nm de benzen piki, 243 nm de ise ¢ifte baga ait pikler
gozlenmektedir (Sekil 4. 5).

Dotoro kloroformda iist iiste ¢cikan ve tanimlanamayan protonlar sinyalleri nedeniyle bilesigin
"H NMR ve diger NMR spektrumlari détéro benzende alindi. Buna gore & 2.30 da (H-3, m),
0 4.26 da (H-4 d, J= 4.29 Hz) metin protonlarina ait pikler gozlendi. 6 3.34 (H-10 dd,
J=9;3.5 Hz ) ve § 3.60 (H-10, dd, J= 9;7 Hz) ‘da oksijen fonksiyonuna bagli metilen
protonlarina ait sinyaller, 6 5.01 ve 6 5.02 ‘da ekzosiklik metilen protonlarina ait sinyaller
(H-9 ve H9', d, J=1.17 Hz) gozlendi. § 6.58 (HS, d, J=1.17 Hz), 6 6.31 (H7, dd, J=7.8;1.56
Hz), 6 6.35 (H8, d, J=8.19 Hz) da aromatik yapiya ait pikler gézlendi (Sekil 4.13).

Bilesigin APT teknigine gore détoro benzende alman *C-NMR spektrumunda biri oksijen
fonksiyonuna bagli 2 metin karbonu (C-3, 54.56 ve C-4, 82.023) , 1 olefinik metilen karbonu
(C-9, 101.31), 1 oksijen fonksiyonuna bagli metilen karbonu (C-10, 71.60), iki tanesi iist liste
gelen 4 katerner karbon (C-2, 6, 11, 12, 148.32, 148.32, 147.32, 136.058) ve 3 aromatik
olefinik metin (C-5, 120.5; C-7, 106.9; C-8, 108.18) sinyalleri gozlendi (Sekil 4.14).

Protonlarin birbirleriyle etkilesimini gdstermek amaci ile bilesigin COSY spektrumu CDCl;
alind1 (Sekil 4.8). COSY spektrumunda protonlar arasindaki etkilesimin iyi gdzlenememesi
nedeniyle, madde {izerinde ayrica spin decoupling deneyleri yapilarak H-3, H-4 ve H-10

protonlarinin birbirleriyle etkilestikleri saptandi (Sekil 4.9).
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DEPT (CDCls) spektrumu ile proton tasiyan tim C’ lar ayri spektrumlar halinde izlendi.
metin karbonlar1 (C-3) 54.56 ppm; (C-4) 82 ppm; (C-5) 120 ppm; (C-7) 106 ppm; (C-8) 108
ppm’ de goriilmektedir. Metilen karbonlar1 (C-9) 101.31 ppm; (C-10) 71.60 ppm’ de saptandi
(Sekil 4.10).

HSQC (C¢Hs) spektrumu ile hangi protonun hangi karbona bagh oldugu saptandi. HSQC
spektrumunda 6 2.30 (H-3)-54.56 (C-3) ; 6 4.26 (H-4)- 82.023 (C-4); 6 3.34 (H-10) ve 6 3.60
(H-10")-71.60 (C-10); & 5.01 (H-9) ve 6 5.02 (H-9")-101.31 (C-9) tek bag korelasyonlari
gozlendi (Sekil 4.16).

HMBC (CDCl3) spektrumunda ise 2 ya da 3 bag iizerinden karbon-proton korelasyonlari
izlenmistir. Buna gore H-3, H-4, H-10, H-10" protonlar1 ile C-3 karbonu arasindaki
korelasyon ve ayrica H-4 protonu ile aromatik yapida bulunan C-5 ve C-8 karbonlar

arasindaki korelasyon gozlendi (Sekil 4.11).

Molekiiliin stereokimyasal yapisini belirlemek amaciyla NOESY (CDCl;) spektrumu alindi.
Bu spektrumda alinan sonuglar: 6 2.30 (H-3) ¢ikan pikin, & 3.60 (H-10), 8 3.34 (H-10") ve
O 4.26 (H-4)’ daki piklerle korelasyon gostermesi ayni diizlemde olabileceklerini gosterdi.
0 4.26 (H-4)’daki pikin 6 3.60 (H-10), & 3.34 (H-10") ve o 6.58 (H-5) ile korelasyonu
gozlendi. 6 6.58 (H-5) pikinin 6 4.26 (H-4)’daki pik ile etkilestigi gézlendi. 6 5.40 (H-9)’da
gozlenen pikin 6 2.30 (H-3), 6 3.34 (H-10) ve 6 3.60 (H-10") ile korelasyon vermesi ise yine

bu protonlarinda aym diizlemde olabileceklerini gostermektedir (Sekil 4.18).



36

H '"HNMR (400 MHz) |NOESY(400 MHz) | C | “C APT (100 MHz)
(CsHe) (CsHe) (CsHe)
3 18230 ddd H-10;H-10;H-4; H-| 2 |148.32(+)
9

4 8426 d(J=429Hz) |H-10;H-103H-5 3 | 5456 (-)
5 186.58d (J=1.17), H-4 4 | 82.023 ()
7 186.31dd(J=7.8;1.56) H-4; H-5 5 | 120.50 (-)
8 |86.35d (J=8.19) H-4; H-5 6 |148.32(-)
HY [55.02d(J=1.17Hz) H-10;H-10";H-3 7 | 106.90(+)
H-9 |§5.01 d(J=1.17Hz) - 8 | 108.18(+)
10 8334 dd(J=9;3.5Hz) |H-4;H-9;H-10" 9 |101.31(+)
10/ [83.60 dd(J=9;7Hz) |H-10 10 | 71.60(+)

11 [147.32(+)

12 | 136.058(-)

Cizelge 4.1 NMR- B '"HNMR, NOESY ve *C APT Spektral Degerleri
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4.2 B BiLESIGI’NiN CDCl; iLE ALINAN SPEKTRAL SONUCLARI;

ppm

Sekil 4.6 B Bilesiginin '"H NMR Spektrumu ( CDCl3)
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4.1.2.2 B BILESIGIiNIN C ¢Hs iLE ALINAN SPEKTRUMLARI SONUCLARI;
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Sekil 4.13 B Bilesiginin 'H NMR Spektrumu ( C ¢Hg)
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4.3 SESKITERPEN

4.3.1 C BiLESIGi; 1B, 6a-dihydroxyeudesm 4(15)-ene

1B, 6a-dihydroxyeudesm 4(15)-ene

IR spektrumunda (CHCls), 3412 cm " de hidroksil grubu O-H gerilim bantlari, 2895-
2851°de C-H gerilim bantlari, 1457-1382’de C-H egilim ve 1638 cm' ‘de ¢ifte baga ait bantlar
gozlenmektedir (Sekil 4.19).

UV spektrumunda (CHCl3), 241 nm °‘de cifte baga ait bir u¢ adsorbans gostermistir
(Sekil 4.20).

'"HNMR spektrumunda (CDCl3) , & 0.63’de bir metil sinyali (H-14), 6 0.80 (H-12, d, /=7 Hz)
ve 0 0.88 (H-13, d, J= 7 Hz) de iki metil sinyali, 6 3.36 (H-1,dd, J=4.7;11.31 Hz) ve 6 3.65
(H-6, dd , J= 10;10 Hz) oksijen fonksiyonuna bagli metin protonlari, & 1.8 (H- 2, m), & 1.48
(H-2', m), & 2.00 (H-9,ddd, J= 13;5;2.3 Hz) ve & 2.27 (H-9 ,ddd, J= 13;13;5 Hz) metilen
protonlari, 6 1.68 (H-5, d, J= 10 Hz) ve ¢ 2.17 (H-11, qqd, J= 7;7;2.3 Hz) metin protonlari,
0 1.48 (H- 8,m) metilen protonlari, 6 4,95 (H-15) ve & 4,67 (H-15") de ekzosiklik metilen

protonlarina ait singletler gozlendi (Sekil 4.21).

BC-APT (Attached Proton Test) spektrumunda, oksijen atomuna bagli C-1 ve C-6 karbonlari
sirasi ile 79.3 ppm, 67.20 ppm’ de sinyal vermistir. Yapidaki metil karbonlar1 C-12, C-13, C-
14 sirast ile 16.40, 26.20 ve 12 ppm’ de gozlenmistir. Katerner karbon, C-10, 42 ppm’ de,
cifte baga bagh katerner karbon C-4, 146.48’de sinyal vermistir. Yapidaki ekzosiklik metilen
karbonu C-15, 108 ppm’de gozlendi. CH karbonlar1 C-5, C-7, C-11 sirasi1 ile 57, 49.52, 21.34
ppm’ de sinyal vermistir. Bilesigin CH, karbonlan C-2, C-3, C-8, C-9 sirast1 ile 36.50, 32.13,
18.35, 35.32 ppm’ de saptand1 (Sekil 4.22).

COSY spektrumu ile protonlarin birbiriyle etkilesmesi gozlendi. 6 3.36’da gozlenen H-1
protonun, & 1.80 (H-2) ve 6 1.48” (H-2") deki piklerle etkilestigi saptandi. & 1.80’deki (H-2)
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protonunun ¢ 1.48’deki (H-2"), & 3.36’daki (H-1) ve & 1.30’daki (H-3) protonlartyla etkilesim
gosterdigi belirlendi. & 1.68’deki (H-5) protonunun § 3.65 (H-6) protonu ile etkilesim verdigi
belirlendi. 6 3.65’de go6zlenen (H-6) protonun & 1.20°deki (H-7) ve & 1.68’deki (H-5)
protonlart ile etkilestigi saptandi. & 2.17°deki (H-11)’deki protonun 6 0.80’deki (H-12) ve &
0.88’deki (H-13) metil gruplarina ait protonlarla ve 6 1.20’deki (H-7) deki proton ile etkilesim
gosterdigi saptandi. § 0.80’deki (H-12) protonun 6 2.17°deki (H-11) proton ile etkilesmektedir
(Sekil 4.23).

HSQC spektrumu ile hangi proton hangi karbona bagli oldugu belirlendi. HSQC
spektrumunda & 3.36 (H-1) - 79.26 (C-1); 6 1.80 (H-2) ve & 1.48 (H2') — 36.50 ( C-2); 5 1.68
(HS) - 57 (C-5); 6 3.65 (H-6) 67.20 (C-6); 6 1.20 (H-7)- 49.53(C7); o 1.49 (H-8) - 18.35 (C-
8); 02.00 (H-9') ve 8 2.27 (H-9) — 35.32 (C-9); 6 2.17 (H-11) - 21.34 (C-11); 6 0.80 (H-12) -
16.40 (C-12); 6 0.88 (H-13)- 26.20 (C13); 0.63 (H14)-12 (C14); 6 4,95 ve & 4,67 (H15)- 108
(C15) arasinda karbon-proton tek bag korelasyonlar1 gozlendi (Sekil 4.24).
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H 'HNMR (400 MHz) COSY(400 MHz) | C 13C APT(100 MHz)
(CDCl3) (CDCl3) (CDCly)

1 [863.364dd H-2 1 1793 ()
( J=4.7;11.31Hz)

2 1618 m H-3; H-1 2 136.50 (+)

2" 16148 m H-3: H-1 3 (3213 (+)

3 18130 H-2 4 |146.48 (+)

5 |81.68d(J=10Hz) H-6 5 157 ()

6 |83.65dd(J=10;10Hz) |H-5;H-7 6 |67.20 ()

7 |81.20 H-6 7 149.53 (-)

8 |5 1.48 m H-8': H-9; H9 8 |18.35(+)

9 |8§227ddd (J=13:5:2.3Hz) |H-8; H-8'; H-9 9 [35.32(+)

9 [52.00ddd (J=13:13;5Hz) |H-8; H-8":H-9 10 |42 (+)

11 [82.17qqd H-12; H-13;H-7 11 [21.34 ()
(J=7.02;7.02; 1.20 Hz)

12 |50.80d (J=7.02 Hz) H-7 12 116.40 (-)

13 [50.88d (J=7.02 Hz) H-7 13 | 26.20 (-)

14 80.63s - 14 12 ()

15 |64.95s § 15 [108 (+)

15' |8 4.67s §

Cizelge 4.2 NMR- C "THNMR, COSY ve *C APT Spektral Degerleri
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5. BIYOLOJIK AKTiVITE SONUCLARI

Tablo 5.1 BRINE SHRIMP (Artemia salina) Yontemi ile Sitotoksik Aktivite (Etilasetat)

67

Doz pg\mL. | Shrimps Canh  Ornek | LDsg pg\ mL Standart LDsopg\mL
Sayist Tlac

1000 30 02 85.23 Etoposide | 7.4625

100 30 14

10 30 27

Tablo 5.2 BRINE SHRIMP (Artemia salina) Yontemi ile Sitotoksik Aktivite (Metanol)

Doz pg\mL | Shrimps Canli  Ornek |LDsypg\mL | Standart LDsopg\mL
Sayist Tlac

1000 30 8 | - Etoposide |7.4625

100 30 23 Etoposide |7.462

10 30 25 ---

Tablo 5.3 Tanacetum zahlbruckneri Bitkisinin Metanol Ekstresinde insektisit Aktivitesi

insekt isimleri % Oliim Oram Etkilenen insektisit
+ ve Kontrol - ve Kontrol |sayisi

Tribolium castaneum 100 0 20

Sitophilus oryzae

Rhyzopertha dominica 100 0 60

Callosbruchus analis 100 0 0
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Tablo 5.4 Tanacetum zahlbruckneri Bitkisinin Etilasetat Ekstresinde Antibakteriyal

Aktivitesi
Bakteri Adlar Ornegin inhibisyon Zonlar Antibiyotigin inhibisyon
(mm) Zonu(nm)
Escherichia coli - 30
Bacillus subtilis - 33
Shigella flexenari - 27
Staphylococus aureus - 33
Pseudomonas aeruginosa - 24
- 25

Salmonella typhi

Tablo 5.5 Tanacetum zahlbruckneri Bitkisinin Metanol Ekstresinde Antibakteriyal

Aktivitesi
Bakteri Adlan Ornegin inhibisyon Zonlar1 Antibiyotigin inhibisyon
(mm) Zonu(nm)
Escherichia coli - 30
Bacillus subtilis - 33
Shigella flexenari 10 27
Staphylococus aureus - 33
Pseudomonas aeruginosa - 24
10 25

Salmonella typhi
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Tablo 5.6 Tanacetum zahlbruckneri Bitkisinin Etilasetat Ekstresinde Antifungal

Aktivitesi
Linear Biiyiime(mm) % Standart ilac MIC Standart
.. Degeri pg\ ml ilac
Mantar Adlar Ornek Kontrol | fhhibisyon inhibisyon
Yiizdesi

Trichophyton longifusus 35 100 65 Miconazole 70
Candida albicans 100 100 100 Miconazole 110.8
Aspergillus flavus 100 100 100 Amphotericin B 20
Microsporum canis 100 100 100 Miconazole 98.4
Fusarium solani 100 100 100 Miconazole 73.25
Candida glaberata 100 100 100 Miconazole 110.8

Tablo 5.7 Tanacetum zahlbruckneri Bitkisinin Metanol Ekstresinde Antifungal Aktivitesi

Linear % Standart ila(; MIC | Standart
Biiyiime(mm) Degeri pg\ ml fla¢
Mantar Adlar Ornek inhibisyon inhibisyon

Kontrol Yiizdesi
Trichophyton longifusus 45 100 55 Miconazole 70
Candida albicans 100 100 100 Miconazole 110.8
Aspergillus flavus 100 100 100 Amphotericin B 20
Microsporum canis 100 100 100 Miconazole 98.4
Fusarium solani 100 100 100 Miconazole 73.25
Candida glaberata 100 100 100 Miconazole 110.8
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7. SONUC VE TARTISMA

Tibbi bitki kapsamina girmis bir¢ok tiirii bulunan Compositae familyas: iizerinde yapilan
caligmalarda bircok sekonder metabolit elde edilmis ve biyolojik aktivite yoniinden c¢ok

sayida calisma yapilmistir (Thomas, 1989; Kalodera, 1997; Rezende, 2000; Candan, 2003).

Tezimizde ¢alisilan, endemik Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson bitkisinin icerdigi
bilesiklerin yapisinin aydinlatilmasi ve biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi amaci ile yapilan
bu calismada triterpen, seskiterpen ve yapi aydinlatma calismalarina devam ettigimiz yeni bir
madde olmak {izere toplam 3 madde elde edilmistir. Maddelerin yap1 aydinlatma
alismalarinda UV, IR, 'H NMR, “C APT, HMBC, HMQC, COSY, NOESY, Spin

Decoupling gibi spektroskopik yontemlerden faydalaniimistir.

Tanacetum L. tiirleri lizerinde yapilan calismalarda bir¢ok yeni sekonder metabolit elde
edilmistir (Goren 1991; 1993; 1995; 1996) ve Tanacetum L. biyolojik aktivite gosteren pek
cok seskiterpenoid bilesik izole edilmistir. Seskiterpen lakton bilesiklerindeki lakton
halkasina bagli fonksiyonel gruplarimin biyolojik aktivitede etken oldugu; antitiimor,
sitotoksik, insektisit aktivitenin yani sira, antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdikleri
arastirmalarda bildirilmistir (Picman, 1983; 1990; Goren, 1991; 1993a; 1997; Rodriguez,
1976; Lee, 1977).

T. argyrophyllum var. argyrophyllum tiriiniin seskiterpen laktonlarinin Staphylococcus
aureus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis ve Escherichia coli bakterilerine karsi

antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir (Goren, 1990).

Goren ve arkadaslar1 (1993a), endemik bir tiir olan Tanacetum densum ssp. amani tiiriiniin
seskiterpen laktonlarim1 aragtirmislardir. Yeni bir Odesmanolid olan 1f, 4a, 60-
trihydroxyeudesm-11-en-8a,12-olid bilesigini izole etmisler ve bu bilesigin zayif bir

antimikrobiyal aktivite gosterdigini saptamislardir.

Goren (1995) T. praeteritum ssp. praeteritum tiriinden yeni bir Odesmanolid olan

tanapraetenolide bilesigini ve yeni bir seskiterpen asit ester bilesiklerini izole etmistir.

Goren ve arkadaslart (1996), T. praeteritum ssp. praeteritum tiriinden izole ettikleri 10
seskiterpen lakton ve bir seskiterpen bilesiginin sitotoksik ve antibakteriyel aktivitesini
arastirmislardir. Izole edilen tiim bilesiklerin sitotoksik aktivite gosterdigini; bu bilesiklerden
sadece armefolin, armeksifolin, ludovisin A ve tamirin bilesiklerinin Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae bakteri kokenlerine
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kars1 orta derecede antibakteriyel aktivite (600-1500 pg/ml) gosterdigini bildirmislerdir.

Aktivite calismalar1 sonucunda; Tanacetum zahlbruckneri bitkisinin etilasetat ve metanol
ekstrelerinin sitotoksik aktiviteleri brine shrimp (Artemia salina) 6n tarama metodu
gerceklestirildi. Bunun sonucunda bitkinin metanol ekstresinin Artemia salina’ ya kars1 letal
aktivite gostermedigi (Tablo 5.2), etilasetat ekstresinin ise Artemia salina’ ya kars1 letal

aktivite gosterdigi belirlendi. (Tablo 5.1).

Bitkinin MEOH ekstresinin Rhyzopertha dominica’ya karst insektisid aktivite gosterdigi;
Tribolium castaneum’a  karst belirgin bir  insektisid aktivite gostermedigi saptandi
(Tablo 5.3). Bitkinin etilasetat ekstresinin insektisit aktivitesi, ekstre miktarinin yeterli

olmamasindan dolay1 ¢alisilamadi.

Bitkisinin etilasetat ekstresinin antibakteriyal etki gostermedigi saptandi (Tablo 5.4). Bununla
birlikte metanol ekstresinin Shigella flexenari ve Salmonella typhi’ ye karsi ¢ok az

antibakteriyal etki gosterdigi belirlendi (Tablo 5.5).

Bitkinin antifungal aktiviteleri arastirildiginda MeOH ve EA ekstrelerinin Trichophyton

longifusus’a kars1 aktivite gosterdigi belirlendi (Tablo 5.6 — Tablo 5.7 ).

Tanacetum zahlbruckneri (Nab.) Grierson bitkisi ile yapilan fitokimyasal caligmaslarina
paralel olarak yiiriitillen, antibakteriyal, antifungal, insektisit gibi biyolojik aktiviteleri

Karachi iiniversitesinde (Pakistan) arastirilmistir.

Bizim calismamizda elde ettigimiz bilesiklerden biri olan a-amirin bitkilerde ¢ok yaygin
olarak bulunan triterpen yapisinda bir bilesiktir. Bu bilesigin yapisi, maddenin kromatografik

ve spektroskopik 6zelliklerinin standart madde ile kiyaslanmasi yolu ile agiklanmistir.

Calismamizda elde ettigimiz seskiterpen, 1P, 6a-dihydroxyeudesm 4(15)-ene bilesigi daha
once farkl bitkilerden (Bohlmann 1983, Gonzalez 1989, Hu Feng 1996, Kitajima 2001) izole
edilmis olup, bizim ¢aligmamizda yapis1 UV, IR, 'H NMR, COSY, HSQC spektrumlarinin

yorumlanmasi ve literatiir kiyaslanmasi ile aydinlatilmstir.

B bilesiginin stereokimyasal yapisi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bilesigin UV, IR,
'H NMR, °C APT, HMBC, HMQC, COSY, NOESY spektrumlarinin yorumlama calismalari
tamamlanmis olup, yapinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in baz1 kimyasal reaksiyonlarin ve

X-ray analizinin yapilmasi gerekmektedir. Halen bu ¢alismalarimiz devam etmektedir
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