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GIRIS VE AMAC

Tibbi bitkilerin, terapotik etkinlige sahip ilaglarin ham madde kaynagini olusturmasi
gecmisten giiniimiize devam etmektedir. flacin olusturulmasinda kullanilan her tiirlii biyolojik
veya anorganik kokenli hammaddeler olarak adlandirilan droglar, hastaliklarin tedavi edici ya
da hastaliklarin 6nlenmesindeki etkinligin molekiiler kaynagi olarak gerek dogal gerek
sentetik yollarla ilag hammaddelerinin temelini olusturmaktadir.

Bitki, hayvan veya mikroorganizmalarin dahil oldugu biyolojik kaynaklardan elde
edilen cok sayida bilesik, ya olduklar1 gibi ilag yapiminda kullanilmakta ya da farmakolojik
acidan daha etkin ve sentezlenecek diger ilaglar icin model teskil etmektedir. Gegtigimiz
yillarda, ila¢ endiistrisi temel olarak ila¢ kesfi kaynagi olarak iiretimi ve verimi agisindan
sentetik bilesiklere yonelmistir. Buna ragmen; bitkisel kaynakli dogal iiriinlerin segilmesi
asamasinda biyoaktif bilesigin tespiti, kaynaktan izole edilmesi ile ilag molekiilii haline
getirilmesi ve klinik acidan etkinliinin ortaya ¢ikarilmas1 ve pazarlanabilen bir ilaca
doniisebilmesi gibi bilinen pek ¢ok zorluklara ragmen dogal kaynaklardan gelen ilag
kesiflerine olan bilimsel ilgi fazladir. Dogal iiriin tabanli ilag kesifleri, disiplinlerarasi
yaklasimlart zorunlu kilarken, son teknolojik aragtirmalar, dogal iiriinlerin gelecekte de en
onemli yeni ila¢ kaynaklari arasinda yerini alacagini agikga gostermektedir (1).

Tiirkiye’deki bitkilerin yaklagik 500 kadarmin tibbi amagli kullanildigi tahmin
edilmekte, bunlarin 200’{iniin tibbi ve aromatik olarak ihra¢ potansiyeline sahip oldugu
bilinmektedir (2-4).

Bitki kaynakli tedavilere yonelim, gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde ekonomik
nedenlerle tibbi bitkilerin, ilaclara alternatif olarak kullanilmasinin yani sira, iilkelerin kendi
kiltirel yapilarina uyumlu ve kendi dogal kaynaklari ile iretilebilen saglik teknolojisi

olusturabilmeleri ve dis iilkelere bagimliligin azaltilmasi agisindan da 6nemlidir (5).
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Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve Avrupa ilag Ajans1 (EMA) onayl ilaglarmn
yaklagik dortte biri, bitkilerden izole edilmis olup, paklitaksel ve morfin gibi etken maddeler
en bilinenlerindendir. Son 20 yilda FDA onayl ilaglarin yaklasik tigte biri dogal iiriinlere veya
tirevlerine dayanmaktadir. Penisilinin mantardan kesfedilmesi ile bitkilerin yanisira, pek ¢ok
mikroorganizmanin da potansiyel antibiyotikler i¢in arastirma alani olusturmustur. Bu sayede
Streptomyces aureofaciens'ten tetrasiklin, Artemisia afra'dan artemisinin, Streptomyces
peucetius'tan doksorubisin ve Tolypocladium inflatum'dan siklosporin elde edilmistir (6).

Yeni ilaglarin kaynagi olarak bitkileri arastirmak i¢in yogun ilgiyi Japonya ve Cin
gostermistir. ABD'de 1980°e kadar regetelerin %25°1 bitki ekstrelerinden olugsmaktaydi. Her
ne kadar geleneksel tip, modern tip tarafindan gélgelense de son yillarda, gelismis tilkeler de
dahil olmak iizere bir¢ok iilkede sagligin iyilestirilmesi icin tibbi bitkilerin kullaniminda bir
artis goriilmiistiir. Aslinda, birgok standardize tibbi bitki ekstresi giiniimiizde, Ingiltere,
Almanya, Cin ve Fransa gibi c¢ok sayida gelismis {ilkede receteli ilaglar olarak
kullanilmaktadir (4,7). Bitkiler; medikal tedavinin ya geleneksel hazirlanan ila¢ formlarinin
ya da aktif tretilen ilaglarin yaygin kaynagi durumundadir. Bundan dolay1, faydali olabilecek
mevcut bitki ve bitki ektrelerinin siniflandirmast ve bazi hazir farmasétik preparatlarin yerini
alabilecek diizeyde olanlarin temini; ayn1 zamanda da giivenli, kararli, standartlastirilmis ve
etkili galenik {irinlerin saglanmasi ve ilag olarak kullanilmak {izere aday olabilecek yeni,
biyolojik olarak aktif bitki kaynakli bilesenlerin kesfi konusunda c¢alisma yapilmasi
gerekmektedir (8).

Tiirkiye, uygun iklim 6zellikleri, toprak yapist itibariyle bitkilerin yetismesinde 6nemli
konumdadir. Avrupa iilkeleriyle karsilagtirildiginda toplam endemik takson sayisi yaklasik
2750 iken, iilkemizdeki endemik tiir sayisi, tiir alti taksonlariyla beraber 3750’den fazladir.
Diinya capinda bitki tiirlerinin sayis1 diistiniildiigiinde bu oran farkli ilag sekilleri i¢in kaynak
saglayan bitkilerin daha fazla arastirilmasi gerektigini isaret etmektedir. Bu ac¢idan {ilkemiz
biiyiik bir potansiyele sahiptir (4). Astraceae veya Compositae familyasi, aster, papatya,
aycicegi ailesi olarak bilinir ve 950 cins ile 20.000 tiirden olusan, tiir sayis1 bakimindan en
biiyiik ¢igekli bitki ailesidir (9). Echinops cinsi, Astraceae familyasina ait olup, iilkemizde de
yapilan ¢alismalara gore 19 tiirti bulunmaktadir (10).

Bu calismada Echinops (Asteraceae) cinsine ait Echinops microcephalus Sm.
bitkisinin icerdigi bilesiklerin izolasyonu ve saflagtirilmasi, izole edilen bilesiklerin
yapilarinin  agiklanmas1  ve asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitelerin  incelenmesi

amaclanmistir.



GENEL BiLGILER

ILAC ADAYI OLARAK DOGAL URUNLERIN TARIHSEL SURECI

Bitkilerin tibbi uygulamalar ile ilgili ilk yazili kayitlar M.O. 2600’e kadar uzanir.
Mezopotamya’da yaklasik 1000 bitki kaynakli ilag iceren, tibbi bir sistemin varlig
bilinmektedir. Misir tibb1 M.O. 2900 yillarina kadar dayanmaktadir. En yararli ve korunan
kayitlar, ¢ogunlugu bitki kdkenli 700°den fazla drog igeren M.O. 1550 yillarmdaki Ebers
Papiriisleridir. Geleneksel Cin tibb1 binlerce yildan beri kapsamli bir sekilde belgelenmistir.
Hint Ayurveda sisteminin belgelenmesi M.O. 1000 yila kadar uzanmaktadir. Bat1’da bitkilerin
tibbi uygulamalar1 hakkinda bilgi, esas olarak Yunan ve Roma kiiltliriine dayanmaktadir.
Bunlardan en 6nemlileri; Yunan doktor Dioscorides (MS 1. yiizyil) ve Galen (MS 2. yiizyil)
tarafindan yazilan 6zetlerdir (11). Araplar, Karanlik ve Orta g¢aglarda (5. ve 12. yiizyillar)
Greko-Romen bilgisinin biiyiik bir kismin1 korumustur ve kendi tibbi uzmanliklariyla ve Cin
ve Hindistan geleneksel ilaglarindan elde edilen sifali bitkilerle tamamlamiglardir (12).

Yillar boyunca, tibbi bitkiler farmakolojik aktiviteleri veya aktif bilesenleri hakkinda
bilgiler olmadan yalnizca ampirik olarak uygulanmistir. Sadece 18. yiizyilda, Aconitum ve
Colchicum gibi zehirli bitkileri aragtiran Anton Von Stérck tibbi bitkilerin rasyonel klinik
aragtirmasi i¢in temel atmustir (11).

Bitkilerden akilci ilag kesfi, 19. ylizyilin basinda, Alman eczaci yardimcisi Friedrich
Sertiirner’in, Yunan riiyalar tanrist Morpheus'tan esinlenerek morfinyum (morfin) olarak
adlandirdig1 analjezik ve sakinlestirici maddeyi izole etmeyi basardigi zaman baslamistir. Bu
kesif, diger tibbi bitkilerin incelenmesini tetiklemis ve 19. yiizyilin sonralarinda temel olarak

alkaloitler (6rnegin, kinin, kafein, nikotin, kodein, atropin, kolsisin, kokain, kapsaisin) gibi
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bir¢ok biyoaktif dogal irilinlere ulasilmistir. 1826’da morfin ve diger alkaloitleri {liretmeye
baslayan Darmstadt (Almanya)’da bulunan H.E. Merck’tir. Daha sonra, daha kaliteli ve daha
diisiik maliyetlerle iiretimi kolaylastirmak icin kimyasal sentez yoluyla dogal iiriinler {iretmek
girisimde bulunulmustur. Salisilik asit, 1853 yilinda kimyasal sentez ile iiretilen ilk dogal
bilesiktir (1).

Penisilin kesfedildikten sonra (1928), 1930’larda, I1. Diinya Savasi’ndan sonra modern
ilag endiistrisinin bilimsel ve finansal temelini atan, mikrobiyal kaynaklardan bir ilag kesfi
donemi baglatilmistir. O zamanlar, 6ziitlerin ve kismen saflastirilmis dogal {iriinlerin terapotik
kullanimu, saf bilesiklerin izolasyonu ile artan bir sekilde kullanilmaya basland1 (13,14). 1981
ve 2010 yillar1 arasinda onaylanan kiiclik molekiiller grubuna ait 1073 yeni kimyasal
maddenin yalnizca %36’s1 tamamen sentetik iken, yarisindan fazlasi dogadan elde edilmis
veya ilham alinarak sentezlenmistir. (15). Bu bilesiklerin 6nemli bir kismi daha yiiksek
yapidaki bitkilerde kesfedilmistir (16). Ornegin: Taxus tiirlerinden elde edilen paklitaksel;
Catharanthus roseus L. dan elde edilen vinkristin ve vinblastin ve Camptotheca acuminata
agacinda kesfedilen kamptotesin, antikanser tedavide etkinlik gosteren aktif bilesenlerdir.
Diger 6rnekler arasinda, Alzheimer hastaliginin tedavisi igin onaylanmis ve Galanthus nivalis
L.’den elde edilen kolinesteraz inhibitdrii galantamin ve Cin bitkisi Artemisia annua L.’den

elde edilen antimalaryal ve antikanser 6zellik gosteren artemisinin bulunmaktadir (17).

BITKISEL KAYNAKLI ILAC KESFINDE KARSILASILAN ZORLUKLAR

Bitkiler ¢ogu zaman dogal ortamlarindan dogrudan toplandiklart i¢in, dogru
tamimlama ve isimlendirme Onemlidir. Tanimlama i¢in, morfolojik ve anatomik
karakterizasyonun yani sira genetik ve kimyasal analiz gibi yontemlerin de uygulanmasi
gerekli olabilmektedir. Bitki materyalinin toplanmasi ve dogru dokiimantasyonu, botanik
agidan tanimlanmas: ile herbaryum kaydmin hazirlanmasi konusunda uzmanlara ihtiyag
duyulmaktadir (18).

Biyoaktif bilesiklerin tanimlanmasi siirecinde, bitkisel kaynaklarin kullanimiyla ilgili
onemli zorluklar vardir. Bunlardan biri; baslangi¢c maddesine erisim zorlugudur. Genellikle
mevcut dogal lirlin miktart diisiiktiir. Pek ¢ok bitkiden elde edilen dogal iiriin zaten izole
edilmis ve karakterize edilmis olsa da, mevcut bilesik miktarlar1 genis bir biyolojik aktivite
yelpazesi igin test yapmada genellikle yetersizdir. Ilk farmakolojik degerlendirme igin
genellikle kii¢iik miktarlarda bitki materyali gerekmekle birlikte, bilesenlerinin farmakolojik

aktivitesinin karakterizasyonu i¢in daha biliylik miktarlarda ihtiya¢ duyulmaktadir. Diger



yandan; bitkilerin, Ozellikle korunan tiirlerin habitatlarina, dogadan toplanirken 06zen
gosterilmesi gerekir. Bitki materyalinin mevsimine bagli kimyasal bilesimi, ilgili zamanda
yapilacak islemleri kisitlayabilmektedir. Ornegin; bazi bitkiler i¢in ¢igeklenme mevsimi
boyunca toplanmasi zorunludur. Ithal edilen bitki materyali i¢in savaslar, dogal felaketler,
bitki materyallerinin ihracati i¢in yasal diizenlemelerin degistirilmesi gibi pek ¢ok faktor
bitkiye ulasilabilirligi zorlamaktadir (14). Bunun disinda, ekolojik ve yasal hususlar bitkiye
ulagim1 etkilemekte, mensei iilkelerdeki patent, siireci kisitlamaktadir. Birlesmis Milletlerin
1992’de Brezilya’nin Rio de Janeiro kentindeki uluslararasi toplum tarafindan imzalanan
“Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi” ile biyogesitliligi korumak, genetik kaynaklar: siirdiiriilebilir
ve adil sekilde kullanmak konusunda anlagilmastir.

Bitkisel materyalin erisilebilirliginin yani sira kalitesi de ¢cok dnemlidir. Mevcut bitki
materyali genellikle kaliteye ve bilesime gore degisir. Dolayisiyla terapotik agidan
degerlendirilmesini etkileyebilmektedir. Kimyasal bilesim sadece tiirlerin kimligine ve hasat
zamanina degil aym1 zamanda toprak bilesimi, rakim, iklim, isleme ve depolama kosullarina
da baghdir. Ayrica, ekstraksiyon sirasinda ve ayrica izolasyon islemleri sirasinda, bilesiklerin
transformasyonu ve bozunmasi meydana gelebilir (18,19). Baslangigtaki bitki materyalinin
kimyasal bilesimini belirleyen bir baska 6zellik, mantarlar ve bakteriler gibi organizmalarin
bitkilerde yasayabilecegi ve bu organizmalarin metabolitlerinin bitki materyalini
etkileyebildigidir (14).

Biyoaktif dogal iiriinlerin eldesi ile ilgili diger zorluklar, dogal iiriinlerin sentez veya
tirevlendirme yontemlerinin gelistirilmesini engelleyen, ¢ok sayida oksijen atomlu
substitiientler ile kiral merkezli kompleks kimyasal yapilara sahip olma ihtimalinden
kaynaklanmaktadir. Buna karsilik, sentetik kaynakli farmasotik onciillerin, basit kimyasal
yaklagimlar kullanilarak tiretilmesi ve degistirilmesi genellikle nispeten kolaydir (20-22).

Cok sayida bitki ekstrelerinin HTS (High Throughput Screening) tarafindan
arastirtlmasi ve ardindan biyoaktif bilesenlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu son derece
zordur (23). Bitki ekstrelerinin biyoaktivite tespiti i¢gin HTS uygulamak ve bunlarin potansiyel
saf bilesiklerini tanimlamak i¢in numune hazirlama ve test tasarimlarinin adaptasyonu ve
degisiklikleri gereklidir. Genel olarak HTS, hiicresiz veya hiicre odakli analizler kullanilarak
gerceklestirilebilir. Yiiksek tekrarlanabilirlik, dogruluk, saglamlik ve giivenilirlik gerektirir.
Test bilesikleri ayrismamali veya cokelmemeli, tahlil reaktifleriyle karismamali veya 6zgiil
olmayan etkiler gdstermemelidir. Ozellikle dogal iiriinler genellikle bu gereklilikleri yerine

getirmekte basarisiz olmaktadir. Bitki o6zleri biitiinliigiiniin korunmasi, karmasikliklar



nedeniyle ¢ok sorunlu olabilir. Ekstreler siklikla deney sonuglarini etkileyebilecek yiiksek
viskozite gosterir. Dogal {irlin ekstrelerinin ayrica, floresan HTS u¢ nokta Olc¢limlerine
miidahale eden floresan ya da floresan baskilayici bilesikler igermesi muhtemeldir; bu
nedenle, renkli bilesiklerin varligi, kolorimetrik HTS ug¢ noktalarina da karisabilir. Bitki
ekstreleri baz1 deney tipleri i¢in tikayict olan ve yanlig pozitif veya yanlis negatif sonuglara
neden olabilen bilesik simiflar1 icerebilir. Ozellikle yag asitleri gibi yaygin olarak bilinen
yiiksek apolar bilesikleri, polifenoller ve flavonoitler gibi genel polar bilesikler ve klorofil,
ozellikle farkli testlere miidahale edebildiklerinden 6zellikle sorunlu olabilir (24-27). Testten
once numunelerden bu bilesenlerin ayrilmasi igin ¢ok ¢aba sarf edilmektedir (28,29). Organik
molekiillerin yani sira, metaller gibi bazi inorganik bilesenler de HTS’de yanlis pozitif
sonuglara yol agabilir (30). Bu, ekstrelerin HTS’si i¢in 6zellikle problemli olabilir, ¢iinkii
bir¢ok bitki, metalleri ortamlarindan absorbe edebilir ve metal safsizliklar1 olarak bitki
orneklerinde mevcut olabilmektedir (31,32). Ayrica, sitotoksik bilesenler, hiicre odakli
deneylerde sorunlara neden olabilir, ¢linkii diger biyoaktivitelerin tespitini veya istenen
etkinlige sahip baska bilesiklerin varligim1 maskeleyebilirler. Ornegin, deterjan etkisine sahip
olan saponinler, hiicrelerin par¢alanmasina yol agabilir ve bu nedenle hiicre odakli analizlerin
sonuglarina miidahale edebilmektedir (21).

Dogal iiriinlerin kesin sekilde molekiiler etki mekanizmasinin belirlenmesinin zorlu bir
gorev oldugu gercegi ile baska zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (6rnegin, kurkumin, triptolid)
Bununla birlikte, bir ilag aday1 bilesigin molekiiler hedefi ile etkilesimi hakkindaki bilgiler,
ilag gelistirme siireci i¢in ¢ok avantajhidir (33).

Yukarida agiklanan zorluklar nedeniyle, dogal {irin bazli ilag kesfine olan ilgi giderek
azalmis gibi goriinse de dogal iirlin arastirmalarini biiylik 6lclide akademik tiniversiteler ve

yeni kurulan sirketlerce yapilmakta ve zorluklara ragmen gelecek vaad etmektedir (13,14).

BITKILERDE PRIMER VE SEKONDER METABOLITLER

Karbonhidratlar, yaglar, proteinler ve niikleik asitler canli organizmalarin yap1
taglaridir. Primer metabolitler olarak adlandirilan bu yapilarin sentezi ve yikimi primer
metabolizma siirecini olusturur ve bitkilerde benzer sekilde gergeklesmektedir (34). Glikoliz,
trikarboksilik asit dongiisii ve yag asitlerinin f-oksidasyonu birincil metabolizma 6rnekleridir.

Sekonder metabolitler ise; evrimsel siirecte bitkinin; kKirlilik, stres, kuraklik, UV
1sinlarina maruz kalma, patojenik saldir1 gibi gevresel faktorlerden kendilerini korumak ya da

cevreleriyle etkilesimleri sonucunda ¢esitli yapisal ve kimyasal mekanizmalarini uyarlayarak



cevap olusturmasi sonucunda olugmaktadir. Bunlar tek bir tiirde veya tiirlere gore farkli
tirtinlerin meydana geldigi bir siirecin iriiniidiir. Bitkiler biyokimyasal olarak cesitlidir ve
bitkiler tarafindan gelistirilen dogal koruma mekanizmalarinin ¢ogu, genellikle bitki sekonder
metabolitleri veya dogal iirlinler olarak adlandirilan kiigiik organik molekiilleri igerir. Bunlar,
hastalik ve hasara kars1 korur ve bitkinin rengine, aromasina katkida bulunur. 4.000’den fazla
fitokimyasal madde ticari olarak mevcut olup, koruyucu fonksiyonlar, fiziksel ozellikler ve
kimyasal 6zellikleri bakimindan smiflandirilmis ve yaklasik 150 fitokimyasal madde ayrintili
olarak ¢alisilmistir. Fitokimyasallar, bitki kokleri, govdeleri, yapraklari, ¢icekleri, meyveleri
veya tohumlart gibi farkli bitki kisimlarinda birikirler. Pek ¢ok fitokimyasal, 6zellikle de
pigment molekiilleri, ¢esitli bitki dokularinin dis katmanlarinda yogunlasir.

Fitokimyasallarin tam siniflandirmasi, ¢ok ¢esitli olmalar1 nedeniyle, bugiine kadar
yapilamamistir. Son yillarda fitokimyasallar, bitki metabolizmasindaki rollerine bagli olarak
primer veya sekonder metabolitler olarak siniflandirilir. Birincil bilesenler, ortak sekerleri,
aminoasitleri, proteinleri, niikleik asitlerin piirinleri ve pirimidinlerini, klorofilleri vb. igerir.
Sekonder metabolitler, alkaloitler, terpenler, flavonoitler, lignanlar, bitki steroidleri,

pirusinler, fenolikler, flavonoitler, glikozitler bitki kimyasallaridir (35-37).

BITKININ FAMILYASI VE TANITIMI

Asteraceae (Papatyagiller)

Asteraceae, c¢icekli bitkiler icerisindeki en biiyiik familyadir. Sinif olarak iki
ceneklilerden olup genellikle otsu, ¢ok azi ¢ali, agac¢ seklindedirler. Familyanin ismi yildiz
seklinde c¢icekleri bulunmasindan dolayr Aster’den gelmektedir. Bu bitkilerin ¢igek
durumunun kompozit yapisi, bu familyanin Compositae olarak anilmasina yol agmuistir.
Yapraklar basit veya bilesik, stipulsuz, alternat, rozet seklindedir. Cicekler bas veya
kapitulum durumlarindadir (38).

Asteraceae familyasi, son yapilan siiflandirmalara gore 3 alt familya ve 17 taksonda
diizenlenmis, 1535 cins ve 23000 civarinda tiirden olusmaktadir. Bu familya tiim diinyada
genis bir alana yayilmis olup Ozellikle Meksika ve Amerika Birlesik Devleti’nin giiney
batisinda, Brezilya’nin gilineyinde, Orta ve Gilineybati Asya’da, Giiney Afrika’da ve
Avustralya’da yaygin olarak bulunur. Filogenetik acidan bu familyanin cografik orijininin ise
Gliney Amerika oldugu kabul edilmektedir. Asteraceae familyasina ait Tiirkiye Florasi’nda
toplam 1156 tiir kaydedilmis olup tiir sayis1 bakimindan ilk sirada yer alir. Bu tiirlerin 430’u

endemik olup, endemizm oran1 %38’dir. Ulkemizde 138 cins ile temsil edilen bu familya cins



sayist bakimindan Tiirkiye Florasi’nin ikinci biiyiilk familyasini teskil etmektedir. Son
diizenlemelere gore Asteraceae Tiirkiye’de; 103 cins, 1336 tiir ile temsil edilir (39-41).

Echinops microcephalus Sibth. & Sm Tiiriiniin Ozellikleri

Temmuz-Eyliil aylarinda ¢iceklenme olur. Kurak kayalik yamagclar, nadas tarlalar ve
tarla kenari, yol kenarlarinda yetismektedir. 0-900 m yiikseltide yetisir. Endemik degildir.
Balkanlar ve Giliney Dogu Romanya. Akdeniz havzasinda bulunur. Kromozom sayisi; 2n= 30
dir. Govdesi tek olup, iist kisimlara gittikge dallanma gostermektedir. 60 cm kadar ulasan
boyda ve 10 mm’ye yakin ¢apta otsu bir bitkidir. 6-12 adet batic1 dikenlere sahiptir. Oluklu,
araknoid’ten tomentoza tiiy ortiisiine ek olarak salgi tliberkiilleri bulunur. Yaprak iist ve alt
yiizeyi araknoid ve glandular tuberkiilliidiir. Cigek durumu 2-4.5 cm arasinda bagslar. Cigekleri
mavidir. Kapitulum 1.5-2 cm boyunda, brush genelde seyrek, 2-5 mmdir. Fillariler 25-29 adet
ve glabroz ya da salgi tiiylii; en distakiler 2-5 mm, ortadakiler 8-13 mm, en igtekiler 11-15
mm, tabanda hafifce birlesmistir. Korolla acik ya da koyu mavi, tiip 3.5-5 mm, salg tiiyli,
loplar 6-9 mm’dir. Papus pentagonal sekilli, tiiyleri 1,5-2 mm, tabanda boylarmnin yarisina
kadar birlesiktir. Meyveleri, 7-10 mm boyundadir. Yogun sekilde dallanarak ¢ok sayida
kiiciik basa sahip olmasi ile karakteristiktir. Echinops ritro ile benzerdir. Ancak sitriat
yapraklari, araknoid tliy Ortiisii, ¢ok seyrek brusha sahip olmasi ve baslarin yaprakli saplarda
bulunmastyla kolayca ayrilir. Echinops microcephalus Sekil 1°de gosterilmistir (42).

Sekil 1. Echinops microcephalus’a ait habitus fotografi



ECHINOPS TURLERININ BIYOLOJIK AKTIVITELERI

Geleneksel tibbi amacli kullanimlarinin  yaninda, son zamanlarda Astareceae
familyasina ait Echinops cinslerinin, farkli tiirleriyle yapilan c¢alismalarda tiyofenler,
diterpenoitler, flavonoitler, streoidler, kinolin alkoloidleri, seskiterpenler, lignanlar gibi gesitli
aktif molekiillerin varligi ile biyolojik aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir.

Echinops cinsi bitkiler, yapilarindaki biyoaktif molekiiller ile antifungal,
antibakteriyel, antihelmintik, antioksidan, antikanser, antiinflamatuvar, hepatoprotektif gibi
cok sayida aktivite gostermis olup, bu alanda arastirmalar devam etmektedir. Echinops
tirlerinde yapilmis arastirmalarda kullanilan bitki kismi, ¢oziicii ve gosterdigi biyolojik
aktiviteler Tablo 1°de gosterilmistir.

Asteraceae familyasindaki Echinops cinsinin tiyeleri, Etiyopya bitkisel ilaglarinda
migren, diyare, kalp agrisi, enfeksiyonlarda, bagirsak solucani ve hemoroit gibi ¢esitli
hastaliklarda kullanilmaktadir. Hymete ve ark. (43) tarafindan 2005 yilinda yapilan ¢aligsmada,
Echinops ellenbeckii kok, gigek, yaprak ve koklerinin hidroalkolik 6zleri Echinops longisetus
kimyasal bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri igin arastirilmistir. Antrakinonlar tespit
edilmezken, bitkilerin farkli kistmlarinda alkaloitler, saponinler, fitosteroller, polifenoller ve
karotenoidlerin varlig1 gézlenmistir. Hem bitkilerin yaprak ekstreleri hem de E. longisetus’un
kok ekstresi, Staphylococcus aureus kiiltiirlerine karsi giiglii inhibe edici aktivite gostermistir.
Ekstrelerin  higbiri gram pozitif organizmalara karsi aktif olarak bulunmamistir. E.
ellenbeckii’nin gi¢eklerinden elde edilen ekstre, Candida albicans’a kars1 giiglii inhibitordiir.
Aragstirilan bitkilerin kok ve ¢igek 6zleri, solucanlara kars1 dldiirticii aktivite gdstermistir.

Toroglu ve ark. (44) 2012 yilinda, E. microcephalus ve E. viscosus subsp. Bithinicus
tirlerinin yaprak ve ¢igeklerinin metanol, etanol, ectilasetat ve aseton ekstrelerinin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri karsilastirmis, ila¢ tedavilerinde gelistirilebilecek
nitelikte antimikrobiyal etkiye sahip olduguna ulagmiglardir.

Sape¢1 ve Vural’in (45) 2017 yilinda E. phaeocephalus bitkisinde yaptigi ¢alismada
bitkinin ilk kez antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi gosterilmistir. Bitki, kurutulup,
parcalayicidan gecirilerek; metanol, hekzan ve kloroform ekstrelerinin disk difiizyon ve
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal testleri yapilmigtir. Hekzan ekstresinin C.
renale tizerinde etki gosterdigi gozlenirken; Kloroform ekstresinin B. cereus ve C. renale
tizerinde etkili oldugu bulunmustur. Metanol ekstresi ise K. peumoniae, C. renale ve M. luteus
mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal etki gostermistir. Yapilan antioksidan aktivite

testlerinde, DPPH siipiirme aktivitesi tayininde standart antioksidan olarak kullanilan BHT ile



kiyaslandiginda 6zellikle metanol ve hekzan ekstrelerinin énemli 6lgiide antioksidan aktivite
gosterdigi goriilmiistiir.

E. kebericho Mesfin Etiyopya’da iyi bilinen bir endemik sifali bitkidir. Geleneksel
olarak bitki ates, bas agrisi, karn agrisi, sitma ve Oksiiriik gibi farkli bulasic1 ve bulasici
olmayan hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ameya ve ark. (46) tarafindan 2016 yili
calismasinda, E. kebericho kokiinden su, etanol ve metanol ekstreleri ile yaptiklar: ¢alismada
bitkinin antimikrobiyal etkinligi belirtilmistir.

Senejoux ve ark. (47) tarafindan, geleneksel olarak Orta Asya’da hipertansiyonda
kullanilan E. integrifolius tiriinde yaptigi ilk fitokimyasal ¢alismada bitkinin Dbiitiin
kistmlarinin  etanolle ekstre edilmesi sonucu 6-metoksiflavon, 6-metoksiflavonol ve
umbelliferon kumarini ilk kez raporlanmustir.

E. graecus yagindan, % 42.5 oraninda metil kavikol (estragol) elde edilmis olup
insektisit, anestezik, antikonviilsan, kas gevsetici, antiagregan ve kanseri onleyici aktiviteye
sahip bir fenilpropanoid olarak tanimlanmistir (48).

Jaisval ve ark. (49) tarafindan E. humilis tiiriindeki g¢alismasinda, UV’ye Kkarsi
korumada etkili oldugu ve patojenleri bitkilerden uzak tutmaya yaradigi tahmin edilen
hidroksisinnamat adli1 metabolitler elde edilmistir.

Kuete ve ark. (50) tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore E. giganteus var. Leyli
tiiriiniin antimikrobiyal etkisi oldugu, kalp ve mide hastaliklarina karsi geleneksel olarak
Kullanildig1 belirtilmistir. Yapilan c¢alismada bitkinin metanol ekstresinin insan pankreas
kanseri hiicre hatt1 MiaPaCa-2, 16semi CCRF-CEM hiicresi tizerindeki in vitro sitotoksisite
acisindan incelenmesi sonucu anjiyogenezde inhibisyon sagladigi gosterilmistir.

E. grijissi Hance koklerinin ham etanol ekstresinin diklorometan fraksiyonunda
yapilan ¢alismada izole edilen tiyofenler, HepG2, K562, HL60 ve MCF-7 insan kanser
hiicrelerinde sitotoksik etki yaparak anti-timor aktivite gostermistir (51).

E. latifolius Tausch Cin’in kuzeyinde yaygmdir. Bu bitkinin kokleri, havayi
temizlemek ve uzun siire siit salgisin1 uyarmak i¢in kullanilmig ve Radix Echinopsis olarak
Cin Farmakopesinde (2005) kaydedilmistir. Bu bitki {izerinde yapilan onceki kimyasal
aragtirmalar, bakteri, virlis, mantar, bocek gibi organizmalara ve tiimor hiicrelerine karsi
toksik ve fototoksik aktiviteye sahip tiyofenlerin var oldugunu belirtmistir. %95 etanolle ektre
edilmis, bitkinin koklerindeki tiyofenlerin gosterdigi sitotoksik etkisi, insan malign melanoma
hiicrelerinde (A375-S2) ve insan servikal kanser hiicreleri (HeLa) olmak tizere iki kanser

hiicresi hattinda denenmis ve basarili bulunmustur (52).
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E. echinatus Roxb. bitkisinin kok kisimlarindan metanol ekstraksiyonundan,
karbonhidratlar, fenolikler ve tanenler; toprakistii kisimlarinin metanol ekstraksiyonundan
flavonoit, alkoloit ve karbonhidratlar elde edilmistir. Yapilan ¢alismada, bitkinin hem kok
hem toprakiistii kisimlarinin metanol ekstraksiyonunda; furosemit referans alinarak albino
farelerde Lipschitz testi uygulanmig ve ditiretik etkinligin varlig1 belirtilmistir (53).

E. spinosissimus Turra subsp. spinosus bitkisinin geleneksel olarak migren, diyare,
kalp rahatsizliklari, infeksiyonlarda, kurt diisiiricii ve hemoroitte kullanimi mevcut olup,
yapilan bir ¢alismada ¢igek baslarinin hekzan ekstraksiyonundan asetilenmis terpenoitler ve
steroller acisindan zengin oldugu ve fungal patojenlere gore bakterilere karsi daha etkili
oldugu gosterilmistir (54).

E. orientalis bitkisinin tohumlar1 ve yapraklari ayr1 ayri metanolde ekstrakte edilmis,
izole edilmis bilesiklere, antioksidan aktivite testleri uygulanmasi sonucunda tohum ve yaprak
ekstrelerinin yiiksek DPPH ve orta ABTS radikallerini arttirmasini sagladigi, elde edilen
flavonlarin, yiiksek katyon radikal temizleme aktivitesinin oldugu belirtilmistir (55).

E. tenuisectus bitkisinde yapilan ¢alismada; tohumunun sulu ekstresinin, hepatotoksik
ajan olan CCls’e maruz kalan si¢anlardaki etkinligine bakilmis, transaminazlarin (ALT ve
AST) serum aktiviteleri, hepatotoksisitenin biyokimyasal belirteci olarak kullanilmistir.
Sonug olarak; sicanlarin hepatotoksin ajanindan (CCls) once ekstre ile 6n muamele
edilmesinin, hepatoprotektif bir etki sundugunu gostermistir (56).

E. heterophyllus bitkisinde yapilan bir ¢alismada, art arda 3 giin boyunca 20 mg/kg’lik
bir dozda tavsanlara uygulanan metotreksat, belirgin bir karaciger hasarina neden olurken;
flavonoit fraksiyonu, metotreksat kaynakli karaciger hasarimi 6nemli olgiide iyilestirmis ve
hepatoprotektif etkinlik gostermistir (57).

E. persicus yillardir ates diisiiriicii olarak ve kabizlik ile Oksiiriigiin tedavisinde
kullanilmaktadir. Metanol/etil asetat ekstratinda yiiksek oranda flavonoit konsantrasyonu
bulunmus, 1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ile giiglii siipiirme aktivitesi géstermis olup,
antioksidan kaynagi olarak umut vaad etmektedir (58).

Echinops tiirlerinden bazilarindan arastirmalarda kullanilan bitki kismi, ¢oziicii ve

gosterdigi biyolojik aktiviteler Tablo 1°de belirtilmistir.
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Tablo 1. Echinops tiirlerinden bazilarindan arastirmalarda kullamlan bitki kism,
coziicii ve gosterdigi biyolojik aktiviteler

Tiir Kullanilan Kisim / Céziicii Biyolojik Aktivite
E. ellenbeckii Kok, ¢igek, yaprak Antioksidan
E. longisetus Yaprak ve kok Antibakteriyel

E. microcephalus

Yaprak, ¢igcek /metanol,
etanol, etilasetat ve aseton

Antibakteriyel, antifungal

E. viscosus subsp. Bithinicus

Yaprak, ¢icek / Metanol,
etanol, etilasetat ve aseton

Antibakteriyel, antifungal

E. phaeocephalus

Tiim bitki / Metanol, hekzan

Antimikrobiyal, antioksidan

E. phaeocephalus

Tiim bitki / Metanol, hekzan,
kloroform

Antimikrobiyal, antioksidan

E. kebericho

Su, etanol ve metanol

Antimikrobiyal

E.integrifolius

Antihipertansif

Insektisit, anestezik,

E. graecus Yagi antikonviilsan, kas gevsetici,
antiagregan ve antikanser
E. humilis - UV korumasi
E. giganteus Tﬁm;’iiltokrio/nfgti;fetat’ Sitotoksik, antikanser
E. grijissi Etanol Antitiimor
E. latifolius Kok / Petrol eteri Antikanser, fototoksik
E. echinatus Govde / Metanol Diiiretik
E. spinosissimus Cicek / Hekzan Antiinfektif

12




ECHINOPS TURLERINDEN ELDE EDILEN SEKONDER METABOLITLER

Flavonoitler

Flavonoitler, bitkilerden elde edilen dogal tiriinler arasinda genis yer edinmis 6nemli
polifenol grubudur. 15 karbon atomlu (Ce- Cs- Cg) olup 2-fenil benzopiran (difenil propan)
yapisinda polifenolik bilesiklerdir. Kromon ¢ekirdegi tasirlar. Kromon, piran halkasi tizerinde

edilmis bir keto grubu ile bir benzopiran tiirevidir (Sekil 2)

Kromon ( benzo-o—piran)

Flavon ( 2-fenil-kromon)

Sekil 2. Flavonoit iskeleti

Fenilbenzopiran yapisi A, B, C halkalarindan meydana gelmistir. A halkasi glikoz
metabolizmasi sonucu asetil koenzim A’dan olusan malonil koenzim A’nin 3 molekiiliin
kondenzasyonu ile, B ve C halkalar ise glikoz metabolizmasi sonucu olusan sikimik asit
tizerinden sinnamik asit gibi fenil propanoid bilesiklerinden olusmustur. Fenilbenzopiran
yapisindaki yerlere farkli hidroksil (-OH) gruplarinin baglanmasiyla cesitli flavonoitler
tiiretilmistir. Baz1 -OH gruplarina, seker, metil, siilfat gibi gruplarin konjugasyonu ile bu
flavonoitlerin konjugasyon iirinleri meydana gelmektedir. Cesitli flavonoit siniflarina ait
ornekler Tablo 2.’ de gosterilmistir.

Tablo 2. Flavonoit siniflar1 6rnekleri

Flavonlar Flavonoller Flavanonlar Flavanol
Krisin Kersetin Naringenin Katesin
Apigenin Rutin Eriodiktol Epikatesin
Luteonin Kampferol Hesperidin Dihidroflavanoller
Ramnetin Biflavanoitler Taksifolin
Amentoflavon Silibin
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Biyolojik aktivite acisindan, antioksidanlar veya serbest radikal temizleyicidirler.
Bilesikler, flavanlar olarak bilinen ana bilesiklerden tiiretilir. Dort binden fazla flavonoit
oldugu ve bazilariin yiiksek yapidaki bitkilerde pigment oldugu bilinmektedir. Kersetin,
kampferol ve Kersitrin, bitkilerin yaklasik %70’inde bulunan yaygin flavonoitlerdir. Diger
flavonoit gruplar1, flavonlar, dihidroflavonlar, flavanlar, flavonoller, antosiyanidinler,
proantosiyanidinler, kalkanlar ve katesin ve lokoantosiyanidinlerdir. Tiim flavonoit siniflari

Tablo 3°de gosterilmistir.

Vaskiiler sisteme etki eden flavonoitler, tiim bitkilerde bulunur, ancak bazi smiflar
digerlerinden daha yaygindir. Flavonlar ve flavonoller evrensel olmakla birlikte, izoflavonlar
ve biflavoniller sadece birkag bitki tiiriinde bulunur.

Flavonoitler, bitkilerde karisim halinde bulunur ve bir bitki dokusunda sadece bir
flavonoit bileseni bulmak c¢ok nadirdir. Ek olarak siklikla, farkli flavonoit smiflarmin
karigimlart vardir. Cigek yapraklarindaki renkli antosiyaninlere neredeyse her zaman renksiz
flavonlar veya flavonoller eslik eder ve yakin tarihli bir arastirma, flavonlarin ¢igek
dokularindaki antosiyanin renginin tam ifadesi icin gerekli olan 6nemli ortak pigmentler
oldugunu ortaya koymustur.

Bir bitki dokusunda flavonoit tipinin siniflandirilmasi, baslangigta ¢oziiniirlik
Ozellikleri ve renk reaksiyonlari iizerine yapilan ¢alismaya dayanmaktadir. Bunu, bitki

ekstrelerinin kromatografik incelemesi takip etmektedir (59-61).
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Tablo 3. Flavonoit siniflari
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Terpenler

Terpenlerin timii, CH>=C(CHz3)-CH=CH: izopren molekiilii bazindadir. Karbon
iskeletleri, bu Cs birimlerinin iki veya daha fazlasmin birlesmesinden olusur. igerdikleri, iki
(C10), ti¢ (Ci5), dort (Ca), alt1 (Cso) veya sekiz (Cao) karbon sayisina gore siniflandirilirlar.
Ugucu yag bilesenlerinden ugucu mono- ve seskiterpenlere (Cio ve Cis), daha az ugucu
diterpenlere (C2o), triterpenoitlere, sterollere (Cso) ve karotenoid pigmentlere (Cao) kadar
cesitlilik gosterir. Terpenoit smiflarinin her biri, bitki biiylimesi, metabolizmasi veya
ekolojisinde 6nemlidir. Terpen siniflar1 ve her bir sinifa ait 6rnekler Tablo 4’de gésterilmistir.

Terpenoitler biyosentetik olarak molekiilden tiiretilmis olsa da Hamamelis yapraginda
dogal bir iiriin olarak tespit edilen izopren, dncii molekiil degildir. Bunun yerine, kendisini
mevalonik asit, CH,OH-CH>C(OH,CH3)CH>CO2H yoluyla asetattan olusturulan izopentenil
pirofosfat’dir [CH2=C(CH3)CH,CH,OPP]. Biyosentezde bir izopentenil pirofosfat molekiilii
ve dimetilallil pirofosfattan biri, monoterpen olusumunda anahtar ara iriin olan geranil
pirofosfat (C1o) verecek sekilde birbirine baglanir; geranil pirofosfat ve izopentenil pirofosfat,
sirastyla, seskiterpen sentezinin ana ara maddesi olan farnesil pirofosfat (Cis)’a baglanir. Bu
Cs, Cio ve Cys birimlerinin farkli kombinasyonlar1 daha yiiksek terpenoitlerin sentezinde rol
oynar. Triterpenoitler iki farnesil biriminden olusurken iki geranilgeranil biriminin
kondenzasyonu sonucu ise tetraterpenoitler olusur. Cogu dogal “terpenoit”, bir veya daha
fazla fonksiyonel gruba (hidroksil, karbonil, vb.) sahip siklik yapilara sahiptir, boylece
sentezdeki son agamalar, siklizasyon ve oksidasyon veya diger yapisal modifikasyonlar icerir

(Sekil 3-4) (59).

Tablo 4. Terpen siniflar: ve her bir sinifa ait 6rnekler

Monoterpenler

CHO

OH
Kamfen

Limonen .
Sitronella Mentol
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Tablo 4. (Devam) Terpen simiflar: ve her bir sinifa ait 6rnekler

Seskiterpenler

HO

Odesmol
Bisabolen

Diterpenler

CHO

All- trans-retinal

Fitol

Triterpenler

Skualen Lanosterol

Tetraterpenler

Likopen
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ATP
JCH,COOH ——»

COOH  CH,0H COOH  CH,0PP

—_——
] 'p ' )xopp
COOH  CH,OPI COOH  CH,OPP

_—
——————
OFPP QPP
CH, OPP CH,y CH,
. \ A AN
H,C HaC opp  HsC 0
b 1 L Geranil Pirofosfat
Dimetilallil Pirofosfat fzopentil Pirofosfat
\\ QPP
-
W OH
Geraniol
Geraml Pirofosfat

Sekil 3. Terpenlerin biyosentezi-1
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C H,OPP

HLH

CH, O[’[’
CH,OPP
Geraml Pirofosfat Izopentil Pirofosfat Farnesil Pirofosfat
CH,OPP
C& Y( "H,OPP
Farnesil Pirofosfat Izopentil Pirofosfat Geranil-geranil Pirofosfat

Sekil 4. Terpenlerin biyosentezi-2

Tiyofenler

Tiyofenler, bir C4HsS molekiiler formiiliine sahip kiikiirt ve dort karbon atomundan
olusan bes liyeli bir halka temelinde bir heterosiklik aromatik bilesik sinifidir. “Tiyofen”
kelimesi, sirasiyla “kiikiirt ve parlama” anlamma gelen Yunanca “theion” ve “phaino”
kelimelerinden gelmektedir.

Dogal olarak olusan tiyofenler, Tagetes, Echinops, Artemisia, Balsamorhiza, Blumea,
Pluchea, Porophyllum ve Eclipta gibi Asteraceae familyasina ait bitkilerden elde edilen
karakteristik sekonder metabolitlerdir. Ayrica, dogal olarak olusan tiyofenler genellikle o-
karbonlar: ile birbirine baglanan ve orto pozisyonlarinda serbest alkil zincirleri tasiyan bes
tiyofen halkalarindan olusur ve Sekil 5’de belirtilmistir.

Tiyofen igeren bilesikler, antimikrobiyal, antiviral, HIV-1 proteaz inhibitori,
antilaysmanyal, nematisit, bocek oldiiriicii, fototoksik ve antikanser aktiviteleri gibi ¢ok ¢esitli

biyolojik 6zelliklere sahiptirler (62).
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Sekil 5. Tiyofen yapilar

Tiyofen tiirevleri, petrolde bulunan organosiilfiir iceren bilesiklerin yani sira fosil
yakitlardan tiiretilen diger bazi iiriinlerin yani sira, petrol damitmasindan elde edilen yan
tirtinler olarak olusur (63,64).

Dogal kaynaklardan izole edilen tiyofen tiirevleri, yapilarinda tiyofenler (bir halka),
bitiyofenler (iki halkal), tertiyofenler (ii¢ halkali) ve kinketiyofenler (bes halkali) dahil olmak
lizere, yapilarindaki tiyofen halka sayisina gore siniflandirilabilir.

Bitkilerin farkli boliimlerinde depolanan tiyofenler ve tiirevleri, bir¢ok bitki tiirtinde
kimyasal savunma mekanizmasinin bir pargasi olarak iiretilir. Bu bilesikler, yabanci etkenleri
uzaklastirici, hageratlar1 oldiiriicii  etkide davranabilmektedir. Dogal tiyofenler, bitki
dokularinda depolanabilen poliasetilenlerden tiiretilerek veya tereyagindan elde edilebilir
(65). Bu bilesikler ayrica giines 15181 veya UV 1simast (300400 nm) ile aktive edilen
toksinler olarak da islev gorebilir. Bu bilesikler, nematodlar, bocekler, mantarlar ve bakteriler

dahil olmak iizere bir¢ok patojene karsi toksiktir (62).

Tiyofenlerin Biyosentezi

[k olarak dogal olarak meydana gelen tiyofen tiirevi olan o-tertiyofen, 1947°de
Tagetes erecta’dan izole edilmistir (66). O zamandan beri, degigsken sayida ¢ift veya iiclii bag
iceren bir, iki veya ¢ tiyofen halkasi ve yan zincir i¢eren 150°den fazla tiyofen bazli dogal
tirtine ulasilmistir (67,68). Asteraceae familyasi ve mantarlarda karakterizedir (69).

Oleik asit, asetilen ara maddeleri yoluyla tiyofenlerin biyosentezinde bir 6ncii olarak

onerilmistir (70). Asetilenik dogal {irlinler, bir karbon-karbon {iglii bagi veya alkinil
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fonksiyonel grubu igeren tiim bilesikleri igerir. Krepeninik asit, stearolik asit ve taririk asit
dahil olmak tiizere ¢ogu asetilenik dogal iirlinlin temel yap1 taslari olarak iic yag asidi
tamimlanmustir (71). Oleik asit, krepeninik asit ve zincir kisalma islemlerini i¢ceren tekrarlanan
desatiirasyon asamalar1 vasitasiyla trideka-3,5,7,9,11-pentain-l-ene (PYE) donistiiriiliir (70).
PYE daha sonra bitki dokusunda biriken ¢esitli farkli tiyofenlere doniistiiriiliir (Sekil 6) (72).

Poliasetilenlerin biyosentezi iki asamada meydana gelir (Sekil 5). Birinci adim (A); bir
oksidatif dehidrojenasyon (desatiirasyon) mekanizmasidir. Burada mevcut alken islevselligi,
molekiiler oksijenle demir katalizli bir dehidrojenasyon yoluyla bir desatiirasyon
reaksiyonundan gecer. Bu reaksiyonun gerektirdigi elektronlar ya NADH ya da NADPH
tarafindan saglanir. Ikinci adim (B), ikinci n-baginin olusumu igin farkli bir yaklasim kullanan
dekarboksilatif bir enol ¢ikarma mekanizmasidir. Aktiflestirilmis bir enol karboksilat ara
maddesinin ortadan kaldirilmasi, pirofosfatin hidrolizinin eslik edebildigi CO2 olusumu ile
termodinamik olarak tetiklenir. Orijinal hipotezlere gore, A yolu uzun zincirli agil lipidlerle
calisir. B yolu ise de novo yag asidi biyosentezi sirasinda asetilenik gruplar kurar. Her ne
kadar mevcut paradigma, yag asidi biyosentezi ile satiiraz yolunu desteklese de, poliketit
tiirevli asetilenik dogal {irlinler i¢in de gegerli olmaya devam etmektedir (71).

Genellikle poliasetilenlere eklenen bir heteroatom olan kiikiirt, ekolojik olarak dnemli
tiyofenler ve bitiyofenlerde genis bir yelpazede bulunur. Bu bilesiklerin yapilari, tiyofen
halkalarinin sayist (1-3) ve yan zincirlerindeki doymamislik derecesi (en/in) bakimindan
biiyiik 6l¢iide degismektedir (70). Sistein ve H2S’in her ikisi de potansiyel kiikiirt kaynaklar
olarak onerilmistir (69,73-74). PYE’nin tiyofenlere doniistiiriilmesindeki kilit adim, H2S veya
bunun bir konjiige iiclii bagma biyokimyasal esdegeri ilavesi, ardindan muhtemelen iki
asamal1 bir reaksiyon olan bir halka olusumu reaksiyonu ilavesidir (74). Iki veya ii¢ tiyofen
halkasi igeren bilesiklerin olusumuna ek olarak, bitki dokularinda biriken cesitli tiyofenleri
elde etmek i¢in bir terminal metil grubunun ¢ikarilmasi ve bir vinil grubunun modifikasyonu
gereklidir.

Bir diin tnitesine kiikiirt eklenmesi, asamal1 bir islemle tiyofen halkasinin olusumuna
yol acar. HS ilavesi, daha sonra tiyoeter iiretmek iizere bazi1 Asteraceae tiirlerinde rastlanan
vinil tiyolleri iiretir. Daha sonra halka kapanmasi, tiyofenleri olusturur ve disiilfiir baglarinda

oksidasyon bitiyofenlerin olusumu ile sonuglanir (Sekil 7).
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Asetil CoA + 8 Malonil CoA

l Yag asidi sentaz
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5-(3-Buten-1-inil)-2,2'-bitiyofen (BBT)

Sekil 6. Tiyofen sentezi-1
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Sekil 7. Tiyofen biyosentezi -2
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Bir bitkinin farkli kisimlarinda bulunan tiyofenlerin orani, tiiriine baglh olarak 6nemli
olciide degisebilir. Ornegin, siirgiinlerde tiyofenlerin bulunmadig1 halde, bitiyeniller ve 5-
(but-3-en-1-inil)-2,2’-bitiyofen (BBT) ana bilesen olarak bulunmustur. S6z konusu bitkilerin
stirgiinlerinde bulunmayan fakat koklerinde bulunabilen a-tertiyenil, ¢i¢eklerde birikir. Birgok
deney olmasina ragmen, tiyofen metabolitlerinin sadece koklerde ortaya ¢ikip ¢ikmadigi ve
spesifik tiyofenlerin bitkinin farkli kisimlarinda tercihen birikmis olup olmadig1 veya tiyofen
yolaginin enzimatik bilesenlerinin dokuya o0zgii bir sekilde ifade edilip edilmedigi
arastirilmaya devam etmektedir. Metil ayrilmasinin, ikinci tiyofen halkasinin olusumundan
once meydana geldigi bildirilmistir (62).

Echinops tiirlerinden elde edilen bilesiklere drnekler belirtilmistir (Sekil 8). Yapilar;

flavonoit, terpen ve tiyofen igermektedir.
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Sekil 8. Echinops tiirlerinden elde edilen bilesikler
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ALZHEIMER HASTALIGI

Insanin giinliik yasamini etkileyecek kadar zihinsel yeteneklerinin azalmasina demans
denir. Bilissel islev bozukluguyla kendini gosterir. Dikkat, konsantrasyonda gii¢liik, problem
¢ozmede zorluk, 6grenme ve bellek faaliyetlerinde zayiflik gibi bilissel bozuklarla kisilerin
sosyal yasamini etkiler. Halk sagligi sorunlarindan biri olup cinsiyet, ik ya da
sosyoekonomik farkliliklar gbzetilmeden her insan da ortaya g¢ikabilen; yasla insidansinda
artis gozlenen bir hastaliktir. 85 yas ve lizeri kisilerin %30-50’sinde demans goriilmektedir.
Alzheimer hastaligi (AH), en sik goriilen demans nedenidir ve ilerleyicidir. Alzheimer
hastalig1 65 yas tizeri toplulugun %10’undan fazlasini etkilemektedir (75-77).

Hastalik, Alman psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan, 51 yasindaki bir hastanin
beyninde, ekstraseliiler senil plaklar ve intraselliler norofibriler yumaktan olusan
noropatolojik bulgular ile hastalik semptomlar1 arasindaki iliskiyi, 1906 yilinda ilk kez
tanimlamigtir. Hastalik, Alzheimer adin1 almis olup, 20-30 yilda tiim toplumlarda artan bir ilgi
dogurmustur (78). Diinya genelinde her yedi saniyede bir meydana gelen yeni bir vaka ile
hastalik yavas bir salgin haline gelmektedir (79). Her 85 kisiden birinin, 2050 yilina kadar
Alzheimer hastaligina yakalanmas1 beklenmektedir (80). Hastalik, tedavi maliyetlerinin
yiikksek olmasi, tedavi siiresinin uzun ve hasta kaybi olusturmasi nedeniyle basta hasta
yakinlarina olmak iizere prevalansinin yiiksek oldugu toplumlara da ciddi yiik getirmektedir.

Hastalik, baslangic yasi itibariyle; erken baslangiglhi ve gec¢ baslangighh olarak
siiflandirilabilir. Erken baslangigchi AH, tiim vakalarin yaklasik %1-%6’sin1 olusturur ve
yaklasik 30 ile 60 yasindaki kisiler arasinda meydana gelir. Vakalarin yaklagik %90’1n1
olusturan gec¢ baslangi¢ch formu, 60 yasin iistiinde bir baslangic yasi ile seyretmektedir.

AH'min etiyolojisi, genetik, cevresel, davranigsal ve gelisimsel bilesenlerin rol
oynadig1 ¢ok etkenlidir. En biiyiik risk faktorii ilerleyen yastir; aile dykisii, biling kaybi
olusturan kafa travmasi, ileri anne yasi, Down sendromu, depresyon, alkol kullanimi, atrial
fibrilasyon, diabetes mellitus, hiperlipidemi ve vaskiiler faktorler gibi ¢ok sayida durum etken
olusturmaktadir (81,82). Birinci derece akrabalar1 Alzheimer olan kisilerde hastaligin olusma
thtimalinin arttigt gozlenmistir. Amiloid prekiirsor protein (APP), presenilin 1 (PS1),
presenilin 2 (PS2), apolipoprotein E (ApoE) iliskili baglica genlerdir. 21. kromozomda yer
alan APP ve 1. kromozomda yer alan PS2 genlerinin mutasyonlar1 sonucunda, amiloid beta
(AP) peptid seviyelerinin arttigi bildirilmistir. 14. kromozomda bulunan PS1 genindeki
degisimler APP’nin hatali boliinmesine ve toksik AP iiretimine neden olmaktadir. Diger

taraftan bu gendeki mutasyonlar Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonuna neden olup,
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norofibril yumak olusumuna zemin hazirlamaktadir. 19. kromozomdaki ApoE geni i¢in; €2
koruyucu aleldeki mutasyanlar hastalig1 azaltirken, €4 alelindeki degisimlerin amiloid plak ve

norofibril yumak olusumunda artis yaparak hastaliga neden olusturmaktadir (Sekil 9) (82).

NORMAL BEYIN ALZHEIMER HASTALIGI

Serebral kortex Kortex kiiciilmiis

Serebrospinal
siviyla
genislemis
ventrikiiller

JLAL

Hipokampus Hipokampuste

kiiciilme

Sekil 9. Normal ve Alzhemir hastaligindaki beyin

Amiloid, Tau ve Kkolinerjik hipotez olmak iizere ii¢ ana Alzheimer hipotezi
bulunmaktadir (83).

Amiloid hipotezi

Protein metabolizmasinda gorevli olan ve mutasyona ugramis genlerin aktivitesi sonucu
beyindeki f-amiloid (AP) protein fragmentlerinin birikmesi ve beyin hiicresi iltihabi ve dliimii
ile ilgilidir (84-86) Bu hipotezde normal kosullarda, amiloid 6ncii proteini (APP) a-
sekretazlar tarafindan noroprotektif fonksiyonlara sahip “C83” C-terminali ve “APPsa” N-
terminalini serbest birakarak metabolize edilir. Ardindan ayrilma meydana gelir fakat A
fragmenti birikme riski yoktur (87). Ancak, Alzheimer hastalarinda, AP fragmentlerinin

noritik plaklarda birikmesiyle anormal APP boliinmesi ve beyin bulanikligi gézlenir (Sekil
10).
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Sekil 10. Amiloid hipotezi ile yigilmis A fragmentlerinin olusumu

Tau hipotezi

Tau hipotezi, norofibrillerin kiimelenmesi temellidir. Hiicrelerin fosforilasyonu
sonucunda mikrotiibiillere olan baglantilarin1 kaybetmis ve yigilma yapmis proteinleri ve
artiglarin1 agiklar (87). Coziinebilir fragmentler, Tau plaklarindan daha toksiktir. Kurkumin
gibi dogal iriin bazli mikrotiibiil stabilizasyonunda yer alan enzimleri diizenleyen ilaglar
gelistirilmesine odaklanilmistir. (88) Norofibrilerin olusumunun ana nedeni olan Tau protein

kiimelenmesidir (Sekil 11).

Agregasyon ”/)'

/
4 .
/ {4 /4
/
Tmes Oligomer
Stabil
mikrotubul Destabile Eslesmis helikal Nérofibriler
mikrotubul flamentler yumak

Sekil 11. Tau hipotezi ile yigilmis Tau proteinin olusumu.
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Kolinerjik hipotez

Asetilkolin biyosentezinin metabolik yolu (Sekil 12)’de gosterilmistir (89).

Akson /
terminal#/ p,

g
@

vezikiil

Kolin — @ , Kolinerjik reseptor

A:
\setat_® E’i/_// s

Asetilkolinesteraz (AChE) Postsinaptik hiicre

1. Asetilkolin, kolin ve asetiiCoA dan olusur.

2. Sinaptik aralikta, asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan
vikihr

3. Yikim sonucu olusan kolin, tekrar akson terminale
donerek veni asetilkolin sentezlenmesinde kullanibr.

Sekil 12. Kolinerjik hipotez.

Asetilkolin Metabolizmasi ve Kolinesterazlar

Alzheimer hastalarinda kolinerjik sinapslarda asetilkolin iretiminde azalma saglikli
bireylere kiyasla % 73’liikk orandadir (90). Kolinerjik ndronlar, sadece motor ndronlari
icermekle kalmayan ayn1 zamanda hafiza ve 6grenmeyle ilgili biligsel aktiviteler gosteren 6n
beyin noronlarimi igeren ¢ok karmasik bir sistemin bir par¢asidir (91). Sinir terminallerinde
salinan bir norotransmitter olan asetilkolin, asetil koenzim A (asetil-CoA) ve kolinden
sentezlenen kolinasetil transferaz reaksiyonunun {riinii olarak elde edilir. Asetilkolin sinaptik
bosluga salinir ve daha sonra asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan kolin ve asetata bozulur.
Boylece sinaptik boslukta asetilkolin miktar1 azalir (92).

Kolinerjik néronlar, mitokondriye gore daha fazla asetil-CoA’ya ihtiya¢ duyar, ancak
mitokondrinin bozulmus enerji metabolizmasi, asetil-CoA eksikliginden kaynaklanan
asetilkolin sentezinin eksikligine neden olur. Noronal hiicrelerin kaybi, amiloid protein
fragmanlarinin birikmesi, norofibriler karisma ve diisiik asetilkolin tiretimi sinaptik kaybin

nedenleri olarak gosterilmistir (93).
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Alzheimer tedavilerin bir¢ogu, sinaptik yariktaki asetilkolin bozunmasini hafifletmek
ve dolayisiyla diisiik iiretimine ragmen etki siiresini arttirmak amaciyla AChE inhibisyonuna
dayali olarak gelistirilmistir. AChE, asetilkolinin hidrolize edildigi anyonik bir bolgeye ve bir
hidrofobik siteye sahip bir serin hidrolazdir. Bu enzim esas olarak kolinerjik sinapslarda ve

kas kavsaklarinda bulunur (Sekil 13) (89).

Periferal baglanma
bolgesi

Acil paketi

Kolin baglanma
bolgesi

AchEnin 3'li
Katalitik bolgesi

Sekil 13. Asetilkolinesteraz enziminin yapisi (Glu-glutamik asit; His-histidin; Ser-serin)

Bununla birlikte, AChE bir glutamat artifina sahiptir, aspartat ise genellikle diger
serin hidrolazlarda bulunur. Yapisal olarak, AChE, katalitik bolgesini iceren derin bir gecide
sahiptir. Ayrica anyonik bolge kolin bolgesi ile etkilesime girmektedir ¢linkii amin grubuna

afinitesi vardir, katyonik bolge korunmus aromatik artiklar bakimindan zengindir (94).

Alzheimer Hastahginin Tedavisi ve Kolinesteraz inhibitorleri

Alzheimer i¢in onaylanan farmakolojik tedavi, patolojik gelisimi tersine ¢evirmeden
veya engellemeden biligsel fonksiyonlar1 gelistirir veya diizenler. Heniiz yeni ve palyatif olan
bu tedavide ilaglarin birincil etki mekanizmasi AChE’nin inhibisyonudur (95). 1990’
yillardan itibaren kolinerjik hipoteze dayali Alzheimer tedavisinde kullanimi olan ilaglar
bulunmaya baslanmustir. Takrin, 1993°te Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan
onaylanan ilk ilagtir (96).

Takrinden sonra gelistirilen diger AChE inhibitorleri, ikinci kusak ilaglar adinmi alir.
Sekil 14’de gosterilen donepezil, rivastigmin, galantamin ve Huperzin A ikinci kusak

ilaglardir. Bu ilaglar, asetilkolini pargalayan ve asetilkolinin nikotinik ve muskarinik
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reseptorleri uyarma kabiliyetini arttiran enzimleri inhibe eder. Memantin, NMDA (N-metil-D-
aspartat) reseptorlerini bloke ederek glutamaterjik sistemi bloke eden non-kompetitif bir
antagonisttir (88,97,98).

NH,
CED
>
N

Takrin Donepezil

\Nj\ O/O\rN\
)

Rivastigmin Galantamin

NH,

Huperzin A Memantin

Sekil 14. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

Takrin

Takrin asetilkolinin se¢ici olmayan bir inhibitorii olarak gérev yapar. Asetilkolinin
sentezi ve salimini uyarir ve NMDA reseptorleri tarafindan aktive edilen kortikal kalsiyum
kanallarini bloke eder (99).

Donepezil
Donepezil, piperidin bazli ve geri doniisiimlii AChE inhibitoriidiir. Hafif-orta siddette
Alzheimer hastalarinin tedavisi i¢in donepezil hidrokloriir 6nerilmektedir, ancak istah, kusma

ve ishal gibi periferik kolinerjik sistemde yan etkiler goriilebilir (100). Donepezil, AChE'nin
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aktif bolgeleri olan periferik anyonik bdlge (PAS) ve katalitik anyonik bolge (CAS)’ye
baglanir (101).

Rivastigmin
Rivastigmin, AChE ve butirilkolinesteraz (BChE)’1n hidrolitik aktivitesinin inhibe
edilmesi ve katalitik bolgelere baglanmasi ile etkisini gosterir (94, 102-104).

Galantamin

Galantamin, nikotinik reseptorlere allosterik olarak baglanan, kolinerjik cevabi
arttiran, tersinir bir AChE inhibitoriidiir. Bu reseptorlerin hafiza ve 6grenmede énemli bir rol
oynamasi galantamini diger inhibitorlerden ayirir (105). Galantamin, sadece AChE’yi degil
ayn1 zamanda nikotinik asetilkolin reseptorlerini (nAchR’ler) inhibe eden ve Alzheimer

hastalarinda merkezi kolinerjik norotransmisyonu azaltan ¢ift etki mekanizmasina sahiptir

(106).

Huperzin A

Huperzin A, Cin tibbinda kullanilan ve AChE’1 ters yonde inhibe eden Huperzia serrata
bitkisinden elde edilen dogal bir etkin maddedir (107,108). Yapisal olarak asetilkolin ile
benzerlik gosterir ve diger inhibitdrlerden farkli olarak AChE’1n periferik anyonik bdlgesine

baglanir (109).

Memantin

Memantin, diger ilaglarin aksine, bir AChE inhibitérii degildir. Aksine, NMDA
reseptorlerinin bir antagonisti olarak (NMDA ekstrasinaptik reseptorleri boyunca kalsiyum
akigint azaltmak ve norodejenerasyonu geciktirmek i¢in iyon kanallarina baglanir) islev

gorerek Alzheimer tedavisi igin kullanilir (97).

AYIRMA VE SAFLASTIRMA YONTEMLERI

Ekstraksiyon, tibbi bitkilerin analizinde ilk 6nemli adimdir, ¢linkii ayirma ve
karakterizasyon i¢in, istenen kimyasal bilesenleri bitki materyallerinden ¢ikarmak gerekir.
Temel islemler; bitkinin 6n yikanmasi, bitki malzemesinin kurutulmasi ya da dondurarak

kurutulmasi, 6glitme ile homojenizasyonun saglanmasi, analitik yontem gelistirilmesi ve
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uygun ¢Oziicli sisteminin tasarlanarak, materyal ylizeyinin temasinin arttirilmast gibi
asamalar1 igerir.

Bitki 6rneklerinden ekstrelerininin hazirlanmasi sirasinda potansiyel aktif bilesenlerin
kaybolmamasi, bozulmamasi veya tahrip edilmemesi i¢in uygun 6nlemler alinmalidir. Coziici
sisteminin sec¢imi biiyiikk Ol¢iide hedeflenen biyoaktif bilesigin kendine 0zgii dogasina
baghdir. Biyoaktif bilesigi dogal {irlinlerden ¢ikarmak igin farkli ¢oziicii sistemleri kullanilir.
Hidrofilik bilesiklerin ekstraksiyonunda metanol, etanol veya etil-asetat gibi polar ¢oziiciiler;
daha fazla lipofilik bilesikler i¢in, diklorometan veya (1:1) oraninda diklorometan/metanol
karigimi kullanilir.

Hedef bilesikler polar-apolar ve 1s1 ile kararsiz olabileceginden, ekstraksiyon
yontemlerinin uygunlugu onemlidir. Sonikasyon, refluks sokshlet ekstraksiyonu gibi ¢esitli
yontemler yaygindir. Diger modern ekstraksiyon teknikleri arasinda kati fazli mikro
ekstraksiyon, siiper kritik akiskan ekstraksiyonu, basingli sivi ekstraksiyonu, mikrodalga
destekli ekstraksiyon, kat1 faz ekstraksiyonu ve surfaktan (ylizey aktif madde) aracili teknikler
sayilabilmektedir. Bunlar; organik ¢oziicii tilketimindeki ve numune bozulmasindaki azalma,
ornek temizleme ve kromatografik analiz Oncesi konsantrasyon adimlarinin ortadan
kaldirilmasi, segicilik ve ekstraksiyon kinetiginde iyilesme gibi pek ¢ok avantaja sahiplerdir.
Coziiciiler ile yapilan ekstraksiyon yontemlerinden biri, secici ekstraksiyon yontemidir. Bu
yontemde farkli ¢oziiciilerle polaritenin artis sirasina gore bitkinin ardarda ekstraksiyonu
yapilir. Oncelikle hekzan, petrol eteri gibi bir ¢dziicii ile ekstraksiyon ile lipofil karakterli
bilesiklerin ¢oziiciiye gecmesi saglanir. Daha sonra ¢esitli ¢oziicliler ile polarite artis sirasina
gore diklorometan, etil asetat, metanol gibi ¢oziicliler ile bunlarin c¢esitli oranlariyla
ekstraksiyon yapilir. Kullanilan diger yol ise bitkisel materyalin etanol ve sulu etanol gibi bir
¢oziicli ile maserasyonunun yapilmasidir. Daha sonra ¢oziiclisli uzaklagtirilmis ekstrenin su ile
seyreltikten sonra artan polaritede hekzan, kloroform, etilasetat ve butanol gibi ¢6ziiciilerle

ekstraksiyonu yapilir (110).

KROMATOGRAFIK YONTEMLER

Kromatografi, karisimdaki molekiillerin yiizeye veya katiya uygulandigi ve akiskanin
duragan fazinin (kararli faz) bir mobil fazin yardimiyla hareket ederken birbirlerinden
ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. Bu ayirma isleminde etkili olan faktorler, adsorpsiyon
(stvi-kat1), ayrilma (sivi-kat1) ve molekiiler agirliklar1 arasindaki afinite veya farkliliklar ile

ilgili molekiiler karakteristikleri igerir. Bu farkliliklar nedeniyle, karisimin bazi bilesenleri
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duragan fazda daha uzun siire kalir, digerleri kromatografi sisteminde yavas hareket eder,
digerleri ise hizlica mobil faza geger ve sistemi daha hizli birakirlar.

Bu yaklasima dayanarak, {i¢ bilesen kromatografi tekniginin temelini olusturur.

* Sabit faz: Bu faz daima kati1 bir fazdan veya yiizeyde kat1 bir destek adsorbe edilmis
bir s1vi katmanindan olusur.

* Mobil faz: Bu faz daima s1v1 veya gazli bir bilesenden olusur.

* Ayrilmis molekiiller

Duragan faz, hareketli faz ve karisimdaki maddeler arasindaki etkilesimin tiirt,
molekiillerin birbirlerinden ayrilmasinda etkili olan temel bilesendir. Partisyona dayali
kromatografi yontemleri, ayirma ve kiigiik molekiillerin amino asitler, karbonhidratlar ve yag
asitleri olarak tanimlanmasinda ¢ok etkilidir. Bununla birlikte, afinite kromatografileri (iyon
degisimi kromatografisi), makromolekiillerin niikleik asitler ve proteinler olarak ayrilmasinda
daha etkilidir. Kagit kromatografisi, proteinlerin ayrilmasinda ve protein sentezi ile ilgili
caligmalarda kullanilir; Gaz-sivi kromatografisi, alkol, ester, lipid ve amino gruplarinin
ayrilmasinda ve enzimatik etkilesimlerin gézlemlenmesinde kullanilir.

Kromatografideki sabit faz, bir kat1 faz veya kat1 fazin yiizeyi iizerine kaplanmis bir
stv1 fazdir. Sabit faz boyunca akan hareketli faz, gaz halinde veya sivi bir fazdir. Mobil faz
stvi kromatografi (LC) ve gaz-gaz kromatografi (GC) olarak adlandirilir. Gaz kromatografisi,
gazlar ve ucucu sivilarin ve katilarin karigimlar i¢in uygulanir. Sivi kromatografi 6zellikle
termal kararsiz ve ugucu olmayan numuneler igin kullanilir. Ayri bir nicel analiz yontemi
olarak kullanilan kromatografi uygulamasinin amaci ayrilmasi, uygun bir zaman araliginda
tatmin edici bir ayrilma saglamaktir. Bu amac¢ i¢in c¢esitli kromatografi yontemleri
gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi (ITK),
kagit kromatografi, gaz kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, jel gecirgenlik

kromatografisi yiiksek basingli sivi kromatografisi ve afinite kromatografisidir (111).

Kolon kromotografisi

Teknigin ilk kullanimi, 1903 yilinda Tswett tarafindan bitki pigmentlerini ayirmada
olmustur. Kolon kromatografisi, hem katilarin hem de sivilarin ayrilmasi ve saflastirilmasi
icin en faydali yontemlerden biridir. Ayrilma kolon kromatografisinde sivi/kati (adsorpsiyon)
veya sivi / sivi (partisyon) olabilir. Adsorban olan sabit faz, genellikle dikey, alttan musluklu
bir cam kolona yerlestirilir ve hareketli faz, iistten eklenir ve yercekimi veya dis basing ile

kolondan asagi akmasi saglanir. Bu islem i¢in, gesitli biiylikliiklerde altta musluklu silindirik
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sinterli cam veya plastik kolonlar kullanilir. Hareketsiz faz kolon igerisine yerlestirilmistir.
Hareketli faz, maddelerle birlikte kolon igerisinde siiriiklenerek, bilesenlerin birbirinden
ayrilmasi saglanir.

Kolon, siispansiyon haline getirilmis adsorban madde ile doldurulur. Adsorban, gecen
molekiillerin veya iyonlarin partikiillerinin yiizeyine yapismasina neden olan bir maddedir. Bu
esnada musluk alttan kapatilir, eliisyon isleminde kullanilacak ¢6ziicliniin bir miktar1 gegilir.
Ayni ¢dziiciiyle hazirlanmis adsorbanla doldurulur. Icerisinde hava boslugu, ¢atlak olmamasi
icin, devamli olarak hareketli faz olan ¢oziicii ilave edilir. Eliisyon esnasinda bilesenlerin
¢oziiclideki ¢oziiniirliikleri ve adsorpsiyon giicii oraninda kolondan asagiya inmeye baslarlar.
Eger ayrim yapilan maddeler renkli ise, farkli genisliklerde bantlagmalar meydana getirirler.
Musluk agilarak damla damla fraksiyonlar toplanir. Kolonun igerisinden gecirilen ¢oziicii
veya ¢Oziicii karisgtminin polaritesi arttirilarak ayrim saglanir. Toplanan fraksiyonlar
yogunlastirilir ve ince tabaka kromotografisi ile maddelerin ylirlime mesafeleri kontrol edilir.
Yiiriime mesafeleri yakin bilesenler i¢in daha uzun kolonlar kullanilir.

Kolonda dolgu maddesi olarak ¢esitli adsorbanlar kullanilir. Bunlar, inorganik oksitler
(6zellikle silika), gozenekli organik polimerler, gozenekli grafitik karbon, seliilozlar,
hidroksiapatit ve gesitli polisakkaritlerdir. G6zenekli inorganik oksitler, polimerler ve grafitik
karbon, kii¢iikk molekiillerin ve inert makromolekiillerin ayrismasinda egemendir. Silika jel
(Si02) ve aliimina (Al203), stitun kromatografisi i¢in organik kimyacilar tarafindan yaygin
olarak kullanilan iki adsorbandir. Bu adsorbanlar, sise etiketinde bir numara ile belirtilen
farkli ag boyutlarinda satilmaktadir: “Silika jel 60” veya “silika jel 230-400”. Bu say, silisin
boyutlandirilmasi i¢in kullanilan elek agini, 6zellikle ham silika pargacik karigiminin imalat
isleminde gecirildigi ag veya elek igindeki deliklerin sayisini belirtir. Birim alan bagina daha
fazla delik varsa, bu delikler daha kii¢iiktiir, bu nedenle sadece daha kiigiik silika
parcaciklarinin elegi gecmesine izin verilir. Ag boyutu biiyiidiik¢e, adsorban parcaciklari
kiiciiliir. Adsorban partikiil boyutu, c¢oziiciiniin kolondan akma seklini etkiler. Flag
kromatografisi i¢in daha kiigiik pargaciklar (daha yiiksek mesh degerleri) kullanilir; gravite
kromatografisi i¢in daha biiyiik parcaciklar (daha diisiik mesh degerleri) kullanilir. Aliimina,
kendisine bagli su miktarma karst olduk¢a hassastir; su icerigi ne kadar yiiksek olursa,
organik bilesikleri o kadar az kutupsal bolgeye baglamak zorunda kalir ve dolayisiyla daha az
yapiskan olur. Bu yapiskanlik veya aktivite, en aktif olan I, II veya III olarak belirlenir.

Aliiminanin {ig ticari formu mevcuttur : Asidik, notr ve baziktir. (112).
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Silikajel ¢ok degisik maddelerin ayriminda kullanilirken, aluminyum oksit; alkaloit ve
pigmentlerin, poliamid; fenolik maddelerin, aktif komiir; karbonhidratlarin kromatografisinde
tercih edilmektedir. (113).

Ince Tabaka Kromotografisi

Aliminyum plaka ya da cam gibi destekleyici bir yapi iizerine Silika jel (SiO2) ve
alimina (Al,O3) gibi adsorban baska bir maddenin homojen kaplanmasiyla elde edilen
materyalin lizerine uygulanan madde karisimlarinin ¢6ziici ya da ¢oziicii karisimlariyla
ayrilmast teknigidir. Kolon kromotografisinde yukaridan asagiya dogru c¢oziicli sistemi
gecirilirken, bu kromotografi tekniginde asagidan yukariya dogru yiiriir. Coziicli sistemi,
kapal1 bir tank igerisinde, plak tlizerinde yukariya dogru stiriiklenir ve lekelenmeler meydana
getirir. Lekelenmelerin goriintiilenmesi, giin 1s1g¢inda, UV kisa (254 nm) ya da uzun (365 nm)

dalga boyunda olabildigi gibi renklendirici reaktiflerle de olabilmektedir.

YAPI ACIKLAMA METODLARI

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

1H, B3¢, BN, 80, °F ve 3P gibi baz1 ¢ekirdekler manyetik alana girdiklerinde kiigiik
birer miknatis gibi davranirlar. Bu ¢ekirdeklerin spinleri manyetik alanda biri alana paralel,
biri zit yonlii iki enerji diizeyine ayrilirlar. Aralarindaki enerji fark: belli radyo frekanslarinda
yayilir ve absorblanir. Cekirdegin tipine ve kullanilan cihaza gore sabit degerli frekanslar
cevrelerindeki atomlarin elektronegatifliklerindeki ¢ok kiiciik farklar ve igerdikleri bagin

cesidi gibi nedenlerle spektrumda farkli kaymalarin goriilmesine neden olur (114).

'H-NMR Spektroskopisi

'H-NMR spekroskopisi, molekiiliin sahip oldugu protonlarin tiirii, sayis1 ve komsu
bagli gruplarin durumu hakkinda spektrum boélgesinde goriilen pikler yardimiyla bilgi verir.
Proton sinyallerine ait kimyasal kaymalar, 0-14 ppm’lik bir aralikta gozlenir. Doymus
hidrokarbonlarin protonlar1 1.0 ppm civarinda sinyal verirken, olefinik protonlarin
rezonanslart 4.5-5.5 ppm, aromatik halka protonlar1 ise 6.0-9.0 ppm aralifinda ortaya
¢ikmaktadir (115).

'H-NMR spektroskopisi i¢in 5-10 mg 6rnek gereklidir. Coziicti olarak diisiik polariteli
bilesikler icin dotorokloroform (CDCls) kullanilir.  Piridin-ds, dimetil siilfoksit-ds,

doteryumoksit, aseton gibi ¢oziiciiler de kullanilan diger ¢oziiciilerdendir.
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Gligli manyetik alan igerisinde kalmis molekiilin atom ¢ekirdeklerinin
elektromanyetik 1sinlar1 sogurmasi olaymin gozlenmesine dayanan yap:r aydinlatma
yontemidir. Hidrojen atomunun digsaridan uygulanan manyetik alanda rezonansa gelmesiyle
spektrumlar olusur. Olgiilecek numune bir ¢oziicii icerinde muhakkak ¢oziilmelidir. Olgiilecek
numunenin 10-50 mg arasinda olmasi ve bu miktarin 0.5 mL ¢oziicii de ¢oziilmesi gerekir.
Coziict icerisinde herhangi bir safsizlik, spekturumlarda gortiniimii degistirir, pikler genisler
ve ince yarilmalar gozlenmez. Bu ylizden numunelerin 6l¢tilmeden 6nce filtreden gegirilmesi
Onerilir. Ayrica ¢ozelti vizkositesinin artmasi da piklerin genislemesi neden olacagindan
uygun miktarda numune alinmasi 6nemlidir.

Hazirlanan numune, 18 cm boyunda 0.5 cm ¢apindaki 6zel camdan iiretilen NMR
tiipiine konur. lyi bir 6l¢iim yapilmasi icin, 4-5 cm civarinda yiiksekligi olmalidir. Kullanilan
¢oziicliler, ya proton icermemeli (karbontetrakloriir, tetrakloroetilen, karbondisiilfiir gibi) ya
da ¢oOziicii protonlari doteryum ile degistirilmelidir. Aksi takdirde, ¢oziicii protonlari da
spekturumda goriilecek ve pik siddetleri, numune piklerinin 10-100 kat1 olacaktir. En yaygin

kullanilan déteryumlu polar ¢6ziiciiler; kloroform (CDCIs) ve sudur (D20) (114).

B3C-NMR Spektroskopisi

Sinyallerin gozlendigi spektrum aralig1 0-250 ppm’dir. *C-NMR spektrumda; doymus
hidrokarbonlarin karbonlar1 5-50 ppm, vinilik karbonlar 100-150, aromatik karbonlar 120-145
ppm, karbonil karbonlar ise karbonil tiiriine bagl olarak 165- 220 ppm araliginda gozlenir.

BC-NMR ile birlikte, "H-NMR molekiiler yap1 karakterizasyonu i¢in gii¢lii bir veri
kaynag1 saglamaktadir. Ancak kompleks yapiya sahip sekonder metabolitlerin yapisini
aydinlatmak i¢in iki boyutlu (2D) NMR teknikleri gereklidir (116).

iki Boyutlu (2D) NMR Spektroskopisi

Puls NMR teknolojisi ile 2D-NMR Spektroskopisi gelistirilmistir. 2D-NMR
spektroskopisi hakkinda yapmis oldugu calismalar nedeniyle Isvigreli kimyaci Richard E.
Ernst 1991 yilinda Nobel Odiilii almistir. 1ki boyutlu NMR spektroskopisinde siklikla
kullanilan teknikler, COSY (Correlation Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear single
quantum coherence), HMBC (Heteronuclear Multi Bond Coherence) ve NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spektroscopy) gibi tekniklerdir.
COSY capraz-pik iliskilendirme teknigi : Homoniikleer korelasyon yontemi olan COSY

spektrumuna bakilarak hangi H atomlarinin birbirleriyle eslestikleri hakkinda bilgi verir.
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Spektrum {izerinde molekiiliin karbon iskeletinin takibi ile komsuluk iliskileri hakkinda
yorum yapilabilir (117).

HSQC teknigi : Farkli iki ¢ekirdek (**C ve 'H ¢ekirdekleri) arasindaki etkilesimi gosterir. *C
atomuna bagli bulunan 'H ¢ekirdegi hakkinda bilgi vermektedir.

HMBC teknigi : Uzun mesafede proton ve karbon etkilesimlerinin korelasyonunu gosteren
ol¢tim teknigidir. HMBC spektrumlari 'H ¢ekirdeginin ve iki ve ti¢ bag mesafedeki *C olan
korelasyonlar1 hakkinda bilgi sunmaktadir.

NOESY Teknigi : Molekiiliin sahip oldugu tiim protonlarin arasindaki iligki, protonlarin

uzaydaki konumlar1 ve komsuluklar1 hakkinda bilgi vermektedir.

Sivi Kromotografisi - Kiitle Spektoroskopisi (LC-MS)

Kiitle spektroskopisi, sivi kromotografisiyle birlestirilmis olup, ucucu olmayan
bilesenlerin analizi i¢in kullanilan yontemdir. Hareketli fazi gaz kromotografisinden farkli
olarak sividir ve bu sivi analit molekiillerini, i¢indeki ¢ozelti fazindan, belli uzunluk ve
captaki kolon sayesinde ayirir.

Elektrosprey iyonlastirmadir (ESI), iyonlastirma kaynagi olarak kullanilan
yontemlerden biri olup, oda sicakliginda ve atmosfer basmncinda gerceklesir. Ornek
molekiillerin s1v1 ¢ozeltisi, yiiksek voltajda tutulan ince bir metal ugtan, binlerce voltluk diiz
metal bir plakaya akarsa, yiikli damlaciklardan ince bir sprey olusur. Azot gazi akimu,
¢oziliciiniin uzaklagsmasina yardim eder ve yiiklii damlacik kiiciiliir. Bir noktada yiik, ¢ok
yogun hale gelir ve itici kuvvetler damlacig1r daha kiiciik damlaciklara bdler. Buharlagsma,
biiziilme ve damlacik kirilmalar yiiklii molekiil kalincaya kadar stirer. Daha sonra iyonlar gaz

fazina desorbe olurlar (115).
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GEREC VE YONTEMLER

KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

e H2SO4

e Hekzan (Tekkim)

e Etil asetat (Sigma-Aldrich)

e Diklorometan (DCM) (Merck)

e Metanol (Merck)

e Etanol (Tekkim) ve (Merck)

e Silikajel Hazir Plakalar (Merck ITK Silica gel 60 F2s4)
o Silikajel (Merck 60 (0.063-0.200 mm)
e Aseton (Merck)

e Dietil eter (Merck)

e Ddtero kloroform (CDCls) (Merck)

e Galantamin hidrobromiir (Sigma)

e Asetiltiyokolin hidrobromiir (Sigma)

e Sodyum bikarbonat (Assay)

e Sodyum fosfat dibazik (Riedel-deHaen)

e Potasyum fosfat monobazik (Riedel-deHaen)

39



KULLANILAN YONTEMLER

Maserasyon
Kolon kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Maserasyon
Maserasyon, drogun uygun boyuta getirilip (drog kuru ise toz edilerek, taze ise
parcalanarak) ufalanip uygun c¢oziicii ile karistirarak kapali bir kap igerisinde uygun siire

bekletilmesi islemidir. Kurutulup 6giitiilmiis bitki materyali %95 etanolde bekletildi.

Kolon Kromotografisi

Kolon kromotografisi ekstrelerin fraksiyonlara ayrilmasinda ve saflastirma
islemlerinde kullanilan bir metottur. Adsorban olarak silika dolgu maddesi kullanildi. Bir
miktar, toz halindeki silika jel hekzanda bekletilerek, sismesi saglandi. Diger yandan, tatbik
edilecek ekstre icin, uygun bir ¢oziicii eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra miktarina
uygun olarak, bir miktar toz halindeki silika eklendi ve silikanin siserek absorsiyon saglamast
icin kurumaya birakildi. Kolonun kurulmasi asamasinda dnce ayr1 yerde sisen silika-hekzan
karistmi kolona dolduruldu. Uzerine ekstre-silika karisim: kuru halde konuldu. Kolon
tizerinden, diisiik polariteden yiiksek polariteye dogru degisen oranlarda ¢oziicii karisimi

gecirilerek, gradient kolon yapilmis oldu.

Ince Tabaka Kromotografisi
Aliiminyum iizerine silika ¢ekilmis hazir Merck marka silikajel GF 254 ITK plaklari
kullanilarak saflik kontrolii yapildi.

KULLANILAN CIHAZLAR

e Ultraviyole Lamba: Desaga Sarstedt-Gruppe Min UV-Vis 254/336 nm

e Doner Buharlastiric1 (Rotaevaporator): Buchi Labortechnik AG, R-114a29 B480
Heidolph 0-100 °C, 0-1000 mbar

e Etiv: Memmert 0-300 °C
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e Dort Haneli Hassas Analitik Terazi: Pioneer Ohaus, Precisa

e NMR Spektrometresi: Bruker 500 MHz Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi
e Ph metre -WTW

e UV Spektrofotometre: Thermoscientific-Multiscan Go

e LC-HRMS Thermo Q Exactive

ENZIM INHIBISYON AKTIVITESI CALISMALARI

Ellman Metodu

Inhibitér maddeler kullanilarak asetilkolinesteraz enziminin asetilkolini pargalamasi
engellenir ve bir miktar asetilkolin serbest halde kalir. Ortamda asetilkolinesteraz (AChE)
bulunmasi halinde asetiltiyokolin iyodiir ile etkilesir ve tiyokolin iyodiir ve asetik asit aciga
cikar (Sekil 15). DTNB (5,5’-ditiyobis(2-nitrobenzoik) asit) ¢ozeltisi ile tiyokolinin

reaksiyonu sonucu sar1 renge sahip 5-tiyo-nitrobenzoat olusur (119).

]

Ta| - ACHE I_"il' -
)J\gr"ﬁ“h..-f'hm HE= S + CH;COOH
Asetiltivokolin ivodis Tiyokolin dyodiir

N0,

NO- HE @Et a0

HOOC 5. 5-tivo-2-nitrobenzoat
/\@/ 5 00H

NO4

. NO,
Tiyvokolin HE /O:\
DINB g “00H

Sekil 15. Ellman Metodu.

o SH

Enzim inhibisyon Deneyi Reaktifleri
Fosfat tamponu (pH 8): pH degerini 8’e¢ ayarlamak igin A ¢ozeltisi (18.5 mL) ile B

¢ozeltisinin (481.5 mL) karigtirilmasi ile hazirlandi.
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A ¢ozeltisi: 0,1 M c¢ozelti igin, 500 mL distile suda 7.1 g disodyumfosfat (Na;HPO4)
¢oOziilerek hazirlandi.

B c¢ozeltisi: 250 mL distile suda 3.4 g potasyumfosfat (KH2POs) c¢oziindiiriilmesi ile
hazirlandi.

5,5’-ditiyobis(2-nitrobenzoik) asit (DTNB) cozeltisi: 16 mg DTNB ve 7.5 mg sodyum
bikarbonatin (NaHCO3) 4 mL fosfat tamponunda ¢oziindiiriilmesi ile hazirlandi.

Substrat (Asetiltiyokolin iyodiir) c¢ozeltisi: 16 mg asetilkolin iyodiir ve 4 mL deiyonize Su
kullanilarak hazirlandu.

Enzim (Asetilkolinesteraz): 2150 pL fosfat tamponunda 0.1 mg asetilkolinesterazin

¢Oziindiiriilmesi ile hazirland.

Enzim Inhibisyon Deneyi

Asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi Ellman tarafindan gelistirilen spektrofotometrik
yontemle belirlendi. Elektrik baligindan elde edilen AChE enzim kaynagi olarak,
asetiltiyokolin iyodiir ise reaksiyonun substratidir. DTNB (5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik)
asit) kolinesteraz aktivitesinin ol¢iilmesi i¢in kullanildi. Kontrol ve test bilesiklerini ¢6zmek
icin etanol ¢oziicii olarak kullanildi. 150 pL 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH:8) farkli
konsantrasyonlarda 10 pL etanolde ¢dziinmiis 6rnek ¢ozeltisi ve 20 uL. AChE (5.32x107 U)
karistirildi ve 25 °C de 15 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon 10 uL asetiltiyokolin iyodiir (0.7
mM) eklenmesiyle baslatildi. Bu substratlarin hidrolizi ile olusan tiyokolin ve DTNB’nin
reaksiyonu sonucu sart renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun olusumu 412 nm dalga
boyunda absorbansin 6l¢iilmesi ile spektrofotometrik gozlendi.

96 kuyucuklu mikroplaka okuyucuda (Thermo Scientific Multiscan Go) spektroskopik
Olgtimler gerceklestirildi AChE inhisyon yiizdeleri (E-S) / E x 100 formiilii ile hesaplandi.
Formiilde, E: test bilesigi olmaksizin enzim aktivitesini, S: test bilesigi ile enzim aktivitesini
ifade etmektedir. Galantamin referans bilesigi olarak kullanilmis olup, deneyler 3 kez

tekrarlandi.

COZUCULER

Ekstraksiyon islemlerinde, kolon kromotografisinde kullanilan c¢oziiciiler destile

¢oOziiciiler kullanildi. Saflastirma islemlerinde ise Merck ¢oziiciiler kullanildi. Kullanilan

42



¢oziicliler; n-hekzan, diklorometan, etilasetat, su, metanoldiir. Spektral analizlerde ise

CDClave ds-aseton kullanildi.
BELIRTECLER
Serik Siilfat Belirteci: 2 g Ce(S04)2.4H,0 100 mL, %10’luk H2SOj4 iginde ¢oziilmesi

ile hazirlandi. Oncesinde uygun ¢oziicii sisteminde yiiriitiilmiis ince tabaka plaklarma,

belirtecin uygulamasi yapildiktan sonra plak, 100°C’de lekeler olusuncaya kadar bekletildi.
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BULGULAR

BIiTKiNiN EKSTRAKTE EDILMESI

Echinops microcephalus Sm. bitkisi 2013 yilinda Haziran-Temmuz aylar1 arasinda
Silivri, Kiigiiksinekli kdyiinden topland:. Bitkinin tanimlanmasi Trakya Universitesi, Biyoloji
boliimi, Botanik Anabilim Dali tarafindan gergeklestirildi.

Bitkinin kokleri ve toprakiistii kisimlart birbirinden ayrilip gdlgede kurutuldu.
Ogiitiilerek tartildi. 559.97 g kuru Echinops microcephalus bitkisinin kék kismi %95 lik
etanolde 2 kez birer hafta boyunca bekletildikten sonra 2 kez de 60 °C’de 8 saat boyunca
refluks yapildi. Coziicli evaporatorde buharlastirildiktan sonra 50.4 g ham ekstre elde edildi.

Etanol ekstresi su ile seyreltilip dietileter, ardindan butanol ile ekstraksiyonu
sonucunda sirast ile 6.25 g dietileter ve 11.22 g butanol ekstresi elde edildi (Sekil 16).
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Dietileter [ Su Faz1 ]
(6.25 g)

Butanol ile ekstraksiyon

Butanol Su Fazi
(11.22 g)

Sekil 16. Fraksiyon ve izolasyon semasi
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KROMOTOGRAFIK YONTEMLERLE AYIRMA VE SAFLASTIRMA
ISLEMLERI

Kuru haldeki, 6.25 g dietileter ekstresi, etilasetat ile ¢oziindiriilerek, silikajele
emdirildi ve kolon kromotografisi uygulamasi i¢in hazirlandi. Kolonda hareketli faz olarak
farkli oranlarda ¢oziicii sistemi kullanildi. Kolondaki ayrima %100 hekzan ile baslandi. Once
etilasetat, ardindan metanol orani arttirilarak kolon sonlandirildi. Kolondan toplam 612

fraksiyon toplandi (Tablo 5).

Tablo 5. Dietileter ekstresinin fraksiyonlandirilmasindan kullanilan ¢oziicii sistemleri ve
fraksiyon numaralar

Fraksiyon Fraksiyon
Coziicii Oram (1) Coziicii Oram (2)
numarasi numarasi

%100 Hekzan 1-20 % 55 Etilasetat / Hekzan 449-458
% 5 Etilasetat / Hekzan 120-157 % 80 Etilasetat / Hekzan 478-480
% 6 Etil asetat / Hekzan 158-160 % 90 Etilasetat / Hekzan 481-489
% 8 Etilasetat / Hekzan 161-210 % 100 Etil asetat 490-496
% 10 Etilasetat / Hekzan 211-238 % 5 Metanol / Etilasetat 497-505
% 12 Etilasetat / Hekzan 239-245 % 10 Metanol / Etilasetat 506-517
% 14 Etilasetat / Hekzan 246-258 % 15 Metanol / Etilasetat 518-523
% 16 Etilasetat / Hekzan 259-275 % 20 Metanol / Etilasetat 524-534
% 18 Etilasetat / Hekzan 276-300 % 25 Metanol / Etilasetat 535-545
% 20 Etilasetat / Hekzan 301-316 % 30 Metanol / Etilasetat 546-556
% 22 Etilasetat / Hekzan 317-329 % 35 Metanol / Etilasetat 557-563
% 24 Etilasetat / Hekzan 330-337 % 40 Metanol / Etilasetat 564-578
% 26 Etilasetat / Hekzan 338-347 % 45 Metanol / Etilasetat 579-589
% 30 Etilasetat / Hekzan 348-355 % 50 Metanol / Etilasetat 590-596
% 35 Etilasetat / Hekzan 356-371 % 60 Metanol / Etilasetat 597-603
% 40 Etilasetat / Hekzan 372-404 % 80 Metanol / Etilasetat 604-611
% 45 Etilasetat / Hekzan 405-417 %100 Metanol 612
% 50 Etilasetat / Hekzan 418-448
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Toplanan fraksiyonlar ITK plagina uygulanarak, %100 hekzan ya da (1/3), (1/2), (1/1)
diklorometan/ hekzan gibi farkli ¢oziicli karisiminda tank igerisinde yiirlitilmis, 254 nm ve
366 nm dalga boylarindaki UV lamba altinda lekelerin rengi ve plak boyunca yiirlime
durumuna gore, Rf degerleri gozoniine alinarak degerlendirildi. Serik siilfat belirteciyle
boyanan plaklar daha sonra 100 °C’de yakilarak lekelerin rengi Kkarsilagtirildi ve
fraksiyonlarin birlestirilmesi i¢in degerlendirildi.

ITK plaklarindaki Rf degerleri ayni olan fraksiyonlar birlestirildi. Saf maddelerin
izolasyonunu gergeklestirmek tlizere birlestirilmis olan fraksiyonlar icin tekrar silikajel kolon
kromotografisi yapildi (Sekil 17).

e 1. kolon (1-14. Fraksiyonlar)

e 2. kolon (25-31. Fraksiyonlar)

e 3. kolon (32-39. Fraksiyonlar)

e 4. Kkolon (48-56. Fraksiyonlar)

e 5. kolon (75-91. Fraksiyonlar)

e 6. kolon (125-132. Fraksiyonlar)

1. Kolon:

1 kolonu; 1 cm ¢apli kolonda %100 hekzan ¢oziicii sistemiyle baslayip sirasiyla; %2,
%4, %5, %10, %15, %20, %30, %40 etil asetat / hekzan ¢oziicii sistemi gecirilerek
sonlandirildi. 200 mL civarinda toplanan fraksiyonlar balonlara aktarilip ¢oziiciileri doner
buharlastiricida uguruldu. Toplanan her bir fraksiyon igerigi ITK ile incelendi. 1 kolonundan;
% 100 hekzan ¢oziicii sistemiyle gelen bir bilesik (1) izole edildi. Madde miktari, 240 mg

olup serik siilfat belirteci ile siyah renk verdi.

2. Kolon:

2 kolonu icin; aym sekilde 1 cm ¢apli kolonda %100 hekzan ¢oziicii sistemiyle
baslayip sirasiyla; %2, %4, %5, %10, %15, %20, %30, %40 etil asetat / hekzan ¢oziicii
sistemi gecirilerek sonlandirildi. Bu kolondan %2100 hekzan ile gelen (2) numarali bilesik
izole edildi. Serik stilfat belirteci ile siyah renk verdi.

3. Kolon:
3 kolonundan toplam 358 fraksiyonu ayni sekilde 1 cm gapli kolonda %100 hekzan
¢oziicii sistemiyle baslayip sirasiyla; %2, %4, %5, %10, %15, %20, %30, %40 etil asetat /
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hekzan ¢oziicii sistemi gecirilerek toplandi. UV 1sik altinda ve serik siilfat belirteci ile
yakildiktan sonraki goriintlisii benzer olan 232-358 arasindaki fraksiyonlar birlestirilerek
tekrar kolon kromatografisine uygulandi. %10 etilasetat /hekzan ¢6ziicii sistemi ile gelen bir
bilesik izole edildi ardindan %20 etilasetat / hekzan sistemi ile toplanan fraksiyondan da
baska bir bilesik bilesik izole edildi. Bu bilesiklerin plastik bidon materyallerine katilan
esneklik verici ftalik asit tiirevleri oldugu, yapilan 1D ve 2D NMR teknikleri ile anlagildi.

4. Kolon:

Hekzandan baslayip etil asetata dogru artan gradient sistem 4 kolonu igin de uygulandi
ve toplam 493 fraksiyon toplandi. %1 etilasetat/hekzan ¢oziicii sistemi ile gelen 51-61 arasi
fraksiyonlarin saf oldugu serik siilfat belirteci ile yakildiktan sonraki goriintiisii ile anlasildi ve
birlestirilerek (3) nolu bilesik izole edildi. Bu bilesik UV inaktif oldugundan bir triterpen
oldugu diistliniildii.

5. Kolon:

5 kolonu i¢in toplam 98 fraksiyon toplanmis olup; %7.5 etilasetat / hekzan ¢oziicii
sistemi ile gelen 15-19 arasi fraksiyonlarin saf oldugu serik siilfat belirteci ile yakildiktan
sonraki goriintiisii ile anlasildi ve birlestirilerek (4) nolu bilesik izole edildi. izole edilen

bilesigin Stigmasterol oldugu spektral analizler sonucunda anlasildi.

6. Kolon:

6 kolonunda %10 etilasetat/hekzan ¢oziicii sisteminden gelen 35-42 arasindaki
fraksiyonlar ITK’da benzer saf madde igerikleri nedeniyle birlestirilmis ve (5) nolu bilesik
izole edildi. Bu bilesigin tiyofen yapisinda oldugu yapilan 1D ve 2D NMR teknikleri ile

anlasildi.
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Sekil 17. Dietileter ekstresindeki bilesiklerin izolasyon semasi
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TARTISMA

IZOLE EDILEN BILESIKLERIN FiZiKSEL OZELLIKLERi VE SPEKTRAL
DEGERLERININ iINCELENMESI

1 Numarah Bilesik:

Sekil 18. a-tertiyenil

1 kolonundan elde edilen 1 nolu bilesik, %100 hekzan ¢oziicii sistemiyle eliie
edilmistir. ITK kromatograminda UV 1s1k altinda mor renkli gozlenen bilesik serik siilfat ile
yakma islemi sonucunda siyah yanmistir. Bilesigin yapisi yapilan 1D ve 2D NMR
spektroskopik teknikleri sonucunda , a-tertiyenil olarak belirlenmistir (62) (Sekil 18).

!H-NMR (aseton-dg, 8, 500 MHz, ppm) : 7.22 (s, 2H, H-3 ve H-4), 7.10 (dd, 2H, H-4
ve H-4""), 7.30 (dd, 2H, H-5" ve H-5"), 7.45 (dd, 2H, H-3" ve H-3"").

13C-NMR (aseton-ds, 5, 125 MHz, ppm) : 128.18 (C-3 ve C-4), 123.96-125.03 ppm
(aromatik CH), 135.98-136.62 (kuaterner aromatik karbonlar).

H-NMR spektrumunda toplam 4 adet hidrojen integraline sahip aromatik protonlar
7.10 ppm’de dubletin dubleti (dd, 1H), 7.22 ppm’de singlet (s, 1H), 7.30 ppm’de dubletin
dubleti (dd, 1H) ve 7.44 ppm’de dubletin dubleti (dd, 1H) olarak gbzlenmistir (Sekil 19).
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13C-NMR APT spektrumunda 4 adet aromatik CH ve 2 adet kuaterner karbonlar1 (qC)
gbzlenmistir. Molekiiliin simetrik yapisindan dolayi, C-4’ ve C-4” esdeger karbonlar1 128.18
ppm’de sinyal verirken diger esdeger karbonlar (C-3’ ve C-3”°, C-5" ve C-5"’, C-3 ve C-4)
karbonlar1 123-125 ppm araliginda gozlendiler (Sekil 20).

1 nolu bilesik ESI-MS kiitle spektoroskopisinde C12HgS3 kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 248.98604 [M+H]" olarak vermistir. Hesaplanan deger
C12H9Sz1i¢in 248.98609 olarak bulunmustur (Sekil 21).
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Sekil 21. (1) numarali bilesige ait ESI-MS kiitle spektrumu
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2 Numarah Bilesik:

Sekil 22. (2) numarah bilesik

2 kolonundan elde edilen 2 nolu bilesik, %100 hekzan ¢oziicii sistemiyle eliie
edilmistir. ITK kromatograminda UV 1s1k altinda mor renkli gézlenen bilesik serik siilfat ile
yakma islemi sonucunda siyah renk vermistir. Bilesigin yapist yapilan 1D ve 2D NMR
spektroskopik teknikleri sonucunda agiklanmigtir (62).

'H-NMR (aseton-ds, &, 500 MHz, ppm) : 7.09-7.48 (aromatik CH, 10H), 3.46 (dd, H-
3, 2H), 2.17 ve 2.35 (dd, H-4a’’ ve H-4b*’, 4H).

1BC-NMR (aseton-ds, 5, 125 MHz, ppm) : 123-133 (aromatik CH), 121.85 (qC),
136.17 (qC), 138.08 (qC), 75.8 (C-1""), 95.6 (C-2"’), 33.5 (C-3"’), 26.5 (C-4"’).

'H-NMR spektrumunda 7.09-7.48 ppm araliginda 5 proton integraline sahip aromatik
protonlar gozlenmistir. 7.18 ppm’de dd olarak gozlenen H-4 proton sinyali HMBC
spektrumunda kuaterner C-1°" karbonu (75.8 ppm) ile korelasyon gostermistir. Diger bir
kuaterner karbon sinyali 95.6 ppm’de (C-2’") gbzlenmis olup asetilenik karbonlar olabilecegi
konusunda ip ucu vermistir. HMBC spektrumunda goze ¢arpan diger bir korelasyon, 3.46
ppm’de dd olarak gozlenen H-3’ protonunun C-2°’ ile verdigi ¢apraz pik eslesmesidir. HSQC
spektrumunda bu protonun karbon degeri 33.5 ppm olarak bulunurken, bir metin (CH) piki
oldugu tespit edilmistir. H-3"" protonunun 3.46 ppm’deki sinyali, 2.17 ve 2.35 ppm’de
gbzlenen metilen protonlar1 (H-4"") ile COSY eslesmesi gostermistir.

13C-NMR, APT ve 2D NMR tekniklerinin detayli incelemesi sonucunda bilesigin daha
once Echinops tiirlerinden izole edilmis bir bilesik olan Cardopatine bilesigi oldugu sonucuna
varilmustir (Sekil 22-27).

2 nolu bilesik ESI-MS kiitle spektoroskopisinde C24H17S4 kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 433.02148 [M+H]" olarak vermistir. Hesaplanan deger
C24H17S4 i¢in 433.02131 olarak bulunmustur (Sekil 28).
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Sekil 23. (2) numarah bilesige ait *H-NMR spektrumu.
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3 Numarah Bilesik:
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Sekil 29. (3) numarah bilesik

3 kolonundan izole edilen 3 numarali bilesik, kolondan %] etilasetat / hekzan ¢6ziicii
sistemiyle eliie edilmistir. ITK kromatograminda UV 1sikta gdzlenmeyen bilesik, serik siilfat
ile yakildiginda pembe renk vermistir.

'H-NMR (CDCls, §, 500 MHz, ppm) : 3.22 (m, H-3, 1H), 5.53 (dd, H-11, 1H), 0.80 ve
0.98 (d, H-23 ve H-24, 6H), 0.91 (m, H-25, 3H), 1.09 (m, H-26, 3H), 4.57 ve 4.68 (d, H-29a
ve H-29b, 2H), 1.68 (m, H-30, 1H), 1.1-1.7 (m, CH2 protonlari, 18H).

13C-NMR (CDCls, §, 125 MHz, ppm) : 78.9 (C-3), 158.0 (C-9), 37.2 (C-10), 116.9 (C-
11), 48.2 (C-19), 109.0 (C-29), 19.1 (C-30).

'H-NMR spektrumunda, 5.53 ppm’de dd olarak gozlenen olefinik protonun (H-11)
karbon atomu HSQC spektrumundan 116.9 (C-11) ppm olarak bulunmustur. 4.68 ve 4.57
ppm’de gozlenen diger iki olefinik protonun (H-29) ise 109.07 ppm’de goézlenen karbon
atomuna (C-29) bagh oldugu yine HSQC spektrumundan anlasilmis olup, bu protonlarin
geminal hidrojenler oldugu sonucuna varilmigtir. Bu protonlarin C-30 karbonu (19.1 ppm) ve
C-19 (48.2 ppm) karbonlart ile HMBC spektrumunda verdigi korelasyonlar C-19°da
izopropilen tnitesinin varligini kanitlamistir. Ayni sekilde H-30 (1.68 ppm) protonlar1 da C-
29 karbonu (109.07 ppm) ile korelasyon gostermistir. 3.22 ppm’de gbzlenen oksijene komsu
H-3 protonunun karbonu HSQC spektrumundan 78.9 (C-3) ppm olarak bulunmustur. H-23 ve
H-24 (0.80 ve 0.98 ppm) protonlarinin C-3 ile yaptigi korelasyonlar C-4 karbonunda dimetil
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bagli oldugunu kanitlamistir. Diger olefinik protonun (5.53 ppm) C-10 (37.2 ppm) karbonu ile
yaptig1 korelasyon ve H-25 (0.91 ppm) ve H-26 (1.09) protonlarinin C-9 (158.08) ile yaptigi
korelasyon ¢ift bagin yerinin C-9—C-11’de oldugunu isaret etmektedir. Dolayisi ile molekiiliin
yapist triterpen yapisindaki bir Lupol tiirevi olarak belirlenmistir (Sekil 29-34).

3 nolu bilesik ESI-MS kiitle spektoroskopisinde CaoHs90 kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 425.37628 [M+H]" olarak vermistir. Hesaplanan deger
C30H490 i¢in 425.37780 olarak bulunmustur (Sekil 35).
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C:\¥calibur\.. \EEL-H8-(51-61)-pos-2
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4 Numaral Bilesik:

6

Sekil 36. (4) numarah bilesik.

4 kolonundan elde edilen 4 nolu bilesik, %7.5 etilasetat / hekzan ¢oziicii sistemiyle
gelmistir. ITK kromatograminda UV 1sikta gézlenmeyen bilesik, serik siilfat ile yakildiginda
pembe renk vermistir.

'H-NMR (CDCls, 8, 500 MHz, ppm) : 3.54 (m, H-3, 1H), 5.38 (brs, H-6, 1H), 1.0 (s,
Me-19, 3H), 5.17 (dd, H-22, 1H), 5.03 (dd, H-23, 1H), 0.69 (d, Me-26, 3H), 0.92 (d, Me-27,
3H), 0.82 (t, Me-29, 3H), 1.05-2.20 (m, metilen protonlari, 18H).

13C-NMR (CDCls, 8, 125 MHz, ppm) : 71.7 (C-3), 31.5 (C-4), 121.5 (C-6), 35.9 (C-7),
41.8 (C-10), 21-42 ppm ( CHz karbonlart).

'H-NMR spektrumunda 3 adet olefinik proton sinyali gdzlenmistir. Bunlardan 5.38
ppm’de gozlenen protonun (H-6) karbonu HSQC spektrumundan 121.5 ppm (C-6) olarak
bulunmustur. HMBC spektrumunda, H-6 protonu C-10 (41.80 ppm), C-4 (31.5) ve C-7 (35.9)
karbonlar: ile korelasyon gostermistir. f-OH grubunu tasiyan C-3’teki proton sinyali 3.54
ppm’de karbonu ise 71.7 ppm’de gozlenmistir. 5.17 ve 5.03 ppm’de dd olarak gozlenen
sinyallerin H-22 ve H-23 protonlarina ait oldugu ve trans etkilesimde olduklar1 yarilma
sabitlerinden anlagilmistir. HMBC spektrumunda H-22 protonu C-20, C-23 ve C-24
karbonlar1 ile, H-23 protonu ise C-20, C-22 ve C-24 karbonlan ile korelasyon yaptigi
goriilmistir.

Kapsamli bir ®*C-NMR APT analizi, molekiiliin yapisinda 9 adet metilen, 3 adet
kuarterner karbon, 3 adet CH olefinik karbonu ve 6 adet metil grubu tasidigin1 gostermistir
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(Sekil 36). 1D ve 2D NMR spektral verilerinin degerlendirmesi bilesigin yapisinin
stigmasterol oldugunu kanitlamistir (Sekil 36-41).

4 nolu bilesik ESI-MS kiitle spektoroskopisinde C29Hs9O kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 413.37720 [M+H]" olarak vermistir. Hesaplanan deger
C29H490 i¢in 413.37779 olarak bulunmustur (Sekil 42).
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5 Numaral Bilesik:

Sekil 43. (5) numarah bilesik

5 kolonundan %10 etilasetat / hekzan ¢oziicii sistemi ile toplanan 5 nolu bilesik,
yapilan ITK incelemesinde UV 151k altinda mor renkli goézlenirken, serik siilfat belirteci
uygulanip yakilinca siyah renk vermistir.

!H-NMR (aseton-ds, 8, 500 MHz, ppm) : 7.08-7.46 (‘aromatik CH, 5H), 2.67 (t, H-3"’,
2H), 3.73 (dd, H-4"’, 2H).

1BC-NMR (aseton-ds, 8, 125 MHz, ppm) : 123-132 (aromatik CH), 73.8 (C-1""), 93.0
(C-27),23.6 (C-37), 60.4 (C-4"").

'H-NMR spektrumunda 7.08-7.46 ppm araliginda 5 proton integraline sahip aromatik
protonlar gozlenmistir. 7.10 ppm’de dd olarak gbzlenen H-4 proton sinyali HMBC
spektrumunda kuaterner C-1°" karbonu (73.8 ppm) ile korelasyon gostermistir. Diger bir
kuaterner karbon sinyali 93.0 ppm’de (C-2°’) gbzlenmis olup asetilenik karbonlar olabilecegi
konusunda ip ucu vermistir. 3.73 ppm’de gozlenen oksijene komsu bir metilen protonu sinyali
(H-4’") HMBC spektrumunda 93.0 ppm’de (C-2”’) ile korelasyon vermistir. 3.73 ppm’deki
metilen protonlar1 2.67 ppm’de triplet olarak gozlenen H-3"’ metilen protonlari ile eslesmistir.
H-3" protonlar1t HMBC spektrumunda C-1°" (73.8 ppm) karbonu ile korelasyon gostermistir
(Sekil 43-48).

Kapsamli bir ®*C-NMR APT analizi, molekiiliin yapisinda 2 adet metilen, 5 adet
kuarterner karbon, 5 adet CH aromatik karbonu tasidigini gostermistir. 1D ve 2D NMR
spektral verilerinin degerlendirmesi bilesigin yapisinin 5-(4-hidroksibut-1-inil)-2,2’-bitiyofen
oldugunu kanitlamigtir (62).

5 nolu bilesik ESI-MS kiitle spektoroskopisinde C12H110S; kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 235.02454 [M+H]" olarak vermistir. Hesaplanan deger
C12H110S2i¢in 235.02458 olarak bulunmustur (Sekil 49)
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C:\Xcalibur\..\H13(35-42)-pos 07/09/19 15:51:34
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SONUC

Echinops microcephalus bitkisinin kurutulup 6giitiilmiis kok kisimlart %95 etanolde
maserasyon yapilmistir. Etanol ekstresi su ile seyreltilip dietileter, ardindan butanol ile
ekstrakte edilmistir. 6.25 g dietileter ekstresine silika jel dolgu maddesi iceren kolon
kromotografisi uygulanmistir. Farkli polaritelerde toplanan fraksiyonlara tekrar uygulanan
kolon kromatografilerinden 5 adet bilesik izole edilmistir. Bu bilesiklerin yapilar1, *H-NMR,
13C-NMR, 2D-NMR ve ESI-MS teknikleri kullanilarak o-tertienil (1), Cardopatine (2), 3p-
OH-(9-11)en-lupeol (3), Stigmasterol (4), 5-(4-hidroksibut-1-inil)-2,2’-bitiyofen (5) olarak

aydinlatilmigtir.

Bitkiden izole edilen bilesiklerin AChE enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan Galantamin etken maddesi standart madde olarak
kullanilmistir.

Izole edilen bilesiklerin AChE inhibisyonu sirasiyla a-tertiyenil (1) icin 0.52 mM;
Cardopatine (2) i¢in 0.18 mM; 3B-OH-(9-11)en-Lupeol (3) ig¢in 10.96 mM; Stigmasterol (4)
icin 3.97 mM; 5-(4-hidroksibut-1-inil)-2,2’-bitiyofen (5) i¢in ise 0.23 mM ICso degerleri
gostermistir. Standart olarak testte yer alan galantamin bilesiginin ICso degeri 0.06 mM
bulunmustur.

E. microcephalus bitkisinden izole edilen 5 bilesik igerisinde asetilkolinestaraz
enzimini en iyi inhibe etme niteligi tagiyan (2) numarali bilesik olan Cardopatine’dir. Standart
olan galantamine kiyasla 3 kat daha az inhibisyon aktivitesine sahiptir. Bunu takiben (5)
numarali bilesik olan 5-(4-hidroksibut-1-inil)-2,2’-bitiyofen, galantamine oranla yaklagik 4
kat az aktivite gostermistir (Tablo 6).
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Tablo 6. izole edilen bilesiklerin asetilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri

BILESIKLER AChE ICs0 (mM)

1 0.52
2 0.18
3 10.96
4 3.97
5 0.23
Galantamin * 0.06

* Standart bilesik

Sonug olarak; E. microcephalus Sm. bitkisinden izole edilmis {igii tiyofen yapisinda,
ikisi triterpen yapisinda olan bes adet bilesigin asetilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri
incelenmistir. Yapilan testlerde, Galantamin standart bilesigi ile kiyaslandiginda Cardopatine
(2) ve 5-(4-hidroksibut-1-inil)-2,2’-bitiyofen (5) siras1 ile 0.18 ve 0.23 mM ICso degerleri

gostermis olup orta seviyede AChE inhibisyon aktivitesi sergilemislerdir.
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OZET

Giliniimiizde gelisen teknolojiyle beraber yeni ila¢ kaynaklarina yonelim hiz
kazanmistir. Bu baglamda bitkilerden elde edilen bilesikler 6nemli potansiyel
olusturmaktadir. Son zamanlarda Echinops tiirleriyle yapilan ¢alismalarda antimikrobiyal,
antioksidan, antikanser gibi etkinliklerinin oldugu goriilmiistiir. Astaraceae familyasinin iiyesi
olan Echinops microcephalus Sm. bitkisinden izole edilen sekonder metabolitlerden olan
baslica tiyofen bilesiklerinin yani sira terpenik bilesiklerin yapilarinin agiklanmasi ve
biyolojik aktivitenin belirlenmesi amaciyla asetilkolinesteraz inhibisyonu etkinliginin
incelenmesi, bu ¢alismanin amacini olusturmustur.

2013 yih Temmuz aymda Istanbul, Silivri mevkinden toplanan Echinops
microcephalus kurutulmus sonra giitiilmiis ardindan kok kisimlar1 %95 etanolde maserasyon
yapilmistir. Etanol ekstresi su ile seyreltilip dietileter, ardindan butanol ile ekstrakte
edilmistir. 6.25 g dietileter ekstresine silikajel dolgu maddesi igeren kolon kromotografisi
uygulanmistir.  Farkli polaritelerde toplanan fraksiyonlara tekrar uygulanan kolon
kromatografilerinden 5 adet bilesik izole edilmistir. Bu bilesiklerin yapilari, *H-NMR, C-
NMR, 2D-NMR ve ESI-MS teknikleri kullanilarak aydinlatilmistir. Bu bilesiklerden iigiliniin
tiyofen diger ikisinin triterpen yapisinda oldugu anlasilmistir.

E. microcephalus bitkisinden izole edilen 5 bilesik igerisinde asetilkolinestaraz
enzimini en iyi inhibe etme niteligi tastyan (2) numarali bilesik olan Cardopatine olup
standart galantamine kiyasla 3 kat daha az inhibisyon aktivitesi géstermistir. Bunu takiben (5)
numarali bilesik olan 5-(4-hidroksibut-1-inil)-2,2’-bitiyofen, galantamine oranla yaklasik 4

kat az aktivite gdstermistir.
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Anahtar kelimeler: Echinops, tiyofen, triterpen, asetilkolinesteraz inhibisyonu, o-

tertiyenil, stigmasterol.

88



ISOLATION OF THIOPHENE COMPOUNDS FROM ECHINOPS
MICROCEPHALUS SM. AND INVESTIGATION OF BIOACTIVE
PROPERTIES

SUMMARY

Nowadays, with the developing technology, the trend towards new drug sources has
accelerated. In this context, compounds isolated from plants constitute significant potential. In
recent studies with Echinops species, antimicrobial, antioxidant, anticancer activities were
found to be. As a member of the family Astaraceae Echinops microcephalus Sm. secondary
metabolites isolated from the plant; The purpose of this study was to elucidate the structure of
thiophened as well as terpenic compounds and to determine the anticholinesterase inhibition
activity of the isolated compounds.

Echinops microcephalus collected from Istanbul, Silivri in July 2013 was dried, then
ground and macerated in 95% ethanol. The crude extract obtained by maceration was
extracted with diethyl eter and butanol, respectively. 6.25 diethyl eter extract was subjected to
column chromatography on silica gel. Fractions were obtained by using solvents of different
polarity was then subjected to column chromatography to isolate 5 compounds. The structure
elucidation of these compounds was achieved using *H-NMR, *C-NMR, 2D-NMR and ESI-
MS techniques. Three of these compounds were thiophenes and the other two were
triterpenes.

Acetylcholinestarase inhibition activities of the isolated compounds have been
investigated. The investigation showed that the best inhibitor of acetylcholinestarase among
five compounds isolated from E. microcephalus is Cardopatine (2), revealed 3 times less
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inhibition activity compared to standard galantamine. Subsequently, compound (5), 5- (4-
hydroxybut-1-ynyl)-2,2’-bithiophene, showed about 4-fold less activity than galantamine.

Key words: Echinops, thiophene, triterpene, acetylcholinesterase inhibition, a-terthienyl,

stigmasterol.
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