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Bu galisma diinya iizerinde 161, Tiirkiye florasinda 47 tiirle temsil edilen Tanacetum cinsine
ait Tanacetum alyssifolium (Bornm.) Grierson (ili¢ papatyas1) bitkisinde mevcut olan sekonder
metabolitlerin kromatografik yontemler ile izole edilmesi, spektroskopik metotlarla
yapilariin belirlenmesi ve antiproliferatif ve antioksidan aktivitelerinin incelelenmesi amaci
ile gergeklestirildi.

Bu amagla, bitkinin toprak tistii kismu etil asetat, n-biitanol ve su fazi olmak iizere ii¢ ¢coziicii
sisteminde ekstrakte edildi. N-biitanol ekstrakti kolon kromatografisi iglemlerine tabi tutularak
iki farkl1 bilesik izole edildi. Izole edilen bilesiklerin yapisi spektroskopik metotlarla (1D-
NMR, 2D-NMR, HPLC-TOF) aydinlatilarak yapilarinin Luteolin-7-O-f-D-glikozit ve
[sofraxidin oldugu belirlendi. izole edilen bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, DPPH, ABTS
serbest radikallerini giderme ve metal iyonlarini selatlama kapasitelerine gore degerlendirildi.
Antiproliferatif aktiviteleri ise HeLa (Insan Rahim Kanseri) ve C6 (Sican Beyin Tiimérii)
hiicre hatlari iizerinde anti-kanser ilag olarak kullanilan 5-Florourasil (5-FU) ile dort farkli
dozda (5, 25, 50, 100 ng/mL) karsilastirilarak incelendi.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT and ANTICANCER ACTIVITIES OF
SECONDERY METABOLITES ISOLATED FROM Tanacetum alyssifolium

Yakup ULUTAS

Erzincan University
Faculty of Sciences and Arts

Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

This study was carried out with the aim of isolation of secondary metabolites present in
Tanacetum alyssifolium (Bornm.) Grierson plant belonging to Tanacetum genus, which is
represented by 161 species in the world and 47 species in Turkey, by means of
chromatographic methods and determination of structures by spectroscopic methods as well
as determination of their antioxidant and antiproliferative activities.

For this purpose, Tanacetum alyssifolium plants was collected from the foothills of Munzur
Mountains in Erzincan province and dried at room temperature. The upper part of ground plant
was extracted with ethyl acetate/ n-butanol and water solvent system. The n-butanol extract
was subjected to the procedure of column chromatography. The structures of the isolated
compounds were elucidated by spectroscopic methods (1 H-NMR, 2 D-NMR, HPLC-TOF) to
reveal that Luteolin-7-O-B-D-glikozit and isofraxidine. The antioxidant activities of the
isolated compounds were evaluated according to the DPPH and ABTS free radical scavenging
and metal ion chelating capacities. Antiproliferative activities of the samples was investigated
on HelLa (Human Rectum Cancer) and C6 (Rat Brain Tumor) cell lines at four different
concentrations (5, 25, 50, 100 ug/ml) and compared with 5-Fluorouracil (5-FU), which is used
as an anticancer drug.
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1. GIRIS

Bitkilerin kullanim1 insanlik tarihi kadar eskidir. Arkeolojik kalintilara gére insanlar
besin elde etmek ve saglik problemlerini ortadan kaldirabilmek i¢in 6ncelikli olarak
bitkilerden faydalanmiglardir. Bitkiler diinyanin var olusundan giinlimiize kadar
insanligin her tiirlii ihtiyacin1 karsilayan temel canlilar olmustur. Giiniimiizde
insanlarin dogala yonelmesi ile birlikte dogaya geri doniis baslamis olup tibbi ve

aromatik bitkilere olan ilgi giin gectik¢e artmaktadir (Gezgin, 2006; Kogyigit, 2005).

Tibbi ve aromatik bitkiler, saglikli bir yasam siirmek, hastaliklarin 6niine gegmek ve
tedavi etmek amaciyla insanlik tarihinin baslangicindan beri kullanilmaktadir. Bu
bitkiler sadece ilag, gida, kozmetik sanayi ve mesrubat liretiminde kullanilmayip,
giiniimiizde hayvancilik ve organik tarimda da kullanimlar1 son yillarda artmistir.
Ayrica, giinimiizde tibbi ve aromatik bitkiler cesitli 6zelliklerinden dolayi birgok
alanda kullanilmaktadirlar. Bu alanlardan biri de tekstil sektoriidiir. Bitkiler
barindirdiklart anti bakteriyel 6zellik sayesinde sentetik tekstil bitim maddelerine
alternatif olusturmaktadir (Giiler vd. 2015).

Bugiin diinya niifusunun biiyiik bir ¢cogunlugunda bitkisel metabolik {iriinler, ilag
hammaddesi olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok gelismis iilke tedavi amacl olarak
bitkisel kaynaklara yonelmistir. Kullanilan ilaglarin biiyiik bir oranii bitkisel
kaynaklar olusturmaktadir. Saglik gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi
bitkilerden saglayan gelismekte olan iilkelerde bu oran niifusun %80'1 dir. Diinya
niifusunun %80’ inin gelismekte olan {ilkelerde yasadigi diisiiniiliirse toplam diinya
niifusunun % 64’ 1 bitkileri tedavi amaclh kullanmaktadir. Gelismis iilkelerde recete

ile satilan ilaclarin yaklasik % 25’ 1 bitkisel kokenli kimyasallardir (Richard, 2011).

Bitkilerin iiretmis olduklar1 primer ve sekonder metabolitler gibi dogal iirlinler
endiistrinin en temel ihtiyact olan iiriinlerdir. Bitkiler, dogadan almis olduklar1 hava,

su, mineral ve bazi1 diger 6geleri metabolizmalarinda cesitli reaksiyonlar sayesinde

1



insan viicudunun 6ziimleyebilecegi faydali bilesimlere doniistiirmektedirler. Temel
besin dgelerinden proteinler, karbohidratlar, yaglar ve vitaminler bunlara drnektir.
Bunlar agirlikli olarak bitki metabolizmasinda olusan ve kullanilan etken maddelerdir.
Ornegin; ucucu yaglar, esanslar, alkaloidler, tanenler viicudun savunma
mekanizmasini destekler ve giiclinii artirir, organlarin islevlerini destekler ve/veya
iyilesmeyi hizli hale getirir. Boylece organizmadaki belirli organlarin islevlerine ve

dokulara olumlu etki yaparlar (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011).

Tibbi ve aromatik bitkilerden, birgok hastaliga karst kullanilan ilaglarin etken
maddeleri elde edilmektedir. Bitkilerin sentezlemis oldugu flavonoid, alkaloid,
terpenoid ve tanin gibi kimyasallar enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yaygin
sekilde kullanilmaktadir. (Korukluoglu vd., 2006). Bu bitkiler bugiine kadar, gerek
tilkemizde, gerekse diinyada bir¢ok arastirmaci ve bilim insanmnin arastirma ve
incelemelerine konu olmustur (Bozkurt ve Goker, 1981; Turan, 2000). Tiirkiye'de tibbi
olarak kullanilan bitki sayisinin 600 civarinda oldugu bilinmektedir (Baytop, 1999;
Alpinar ve Sacli, 1997).

Bugiin diinya iizerinde yaklasik bir milyon civarinda bitki tliriiniin bulundugu
bilinmektedir. Bunlarin sadece yarisina yakini tanimlanmis olup ¢ok azinin iizerinde
arastirma ve inceleme yapilmistir. Gida ve ilag amach yetistirilen tiirlerin sayisi ii¢ bin
civarinda iken, ilag amagli kullanilan bitkilerin sayist her gegen giin artis
gostermektedir. Mezopotamya uygarligt zamaninda ila¢g ve gida amacli kullanilan
bitkilerin miktar1 250 kadarken, Orta ¢aglarda 4.000’e, 19.y.y. baslarinda da bu
miktarm 13.000’ne ¢ikti1 bilinmektedir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan
197011 yillarda yapilan arastirmalara gore, 5’den fazla {ilkenin farmakopelerinde de
kayith olan ve ticareti yapilan 1900 farkli bitkisel drog saptanmistir. Yine ayni
oOrgiitlin, tibbi bitkiler lizerinde 1990’11 yillarda 91 iilkede yapilan yayinlara ve
farmakopelerine dayanarak hazirladig: rapora gore, tedavi amaciyla kullanilan tibbi
bitki sayisinin 500 civarinda oldugu ve bu saymin giderek arttigi belirtilmistir
(Erdemir, 1998).



Diinyada 80.000’den fazla bitki tiirii tibbi ve aromatik kaynaklidir (Joy vd. 2001).
Tirkiye cografi konumu ve zengin florasiyla pek ¢ok bitkinin gen merkezi olup ¢ok
sayida endemik bitki tiirlerine sahiptir. Tiirkiye’de yayilis gdsteren takson sayisi
11.466’s1 dogal olmak tizere toplam 11.707’dir ve bunun 3.649’u endemiktir (Giiner
vd. 2012; Avci, 2005). Ulkemizdeki bitkisel zenginlik; 3 bitki cografyas: bolgesinin
kesistigi yerde bulunmasi, Asya ve Avrupa arasinda koprii vazifesi gormesi ve sahip
oldugu iklim cesitliliginden ileri gelmektedir. Tiirkiye nin bu 6nemi; bitkisel ilag, bitki
kimyasallari, gida ve katki maddeleri, kozmetik ve parfiimeri sanayilerinin girdisini
olusturan pek c¢ok bitkisel iirlinli veren bitkilerin lilkemiz florasinda bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (Bayram vd., 2010). Ayrica Anadolu tedavi giicii yliksek ve
aromatik bitkilerin varlig1 konusunda ¢ok 6nemli bir potansiyele sahiptir ve binlerce
yildir ilag yapiminda kullanilan bitkileri biinyesinde barindirmaktadir (Arslan ve Peng,
2013). Bitkilerin tedavide kullanimlari insanlik tarihiyle birlikte baglamistir. Binlerce
yil dnce insan, bitkilerin tedavi edici giicilinli fark etmis ve saglikli yasayabilmek i¢in
ondan yararlanmistir. Halk arasinda halk hekimligi uygulamalar1 yayginlasmis ve
Anadolu’daki halk ilaglari, uzun tecriibeler sonunda giliniimiize kadar ulagmistir.

Bugiin modern tipta kullanilan pek cok ilag bitkilerden elde edilmektedir.

20. yiizyilin baglarinda ilaglarin %40°1 bitkilerden tiretilirken 1970’li yillardan sonra
bu oran %5’lere kadar diigmiistiir. Uzun yillar kullanilan sentetik ilaglarin bir¢ok
insanda alerjik reaksiyonlar ve metabolizma bozukluklarina yol agtig1 bilinmektedir.
Sentetik ilaclarin neden oldugu bu ciddi saglik sorunlarinin kesin sonug alict
tedavisinin olmayisi ve hasta i¢in rahatsizlik verici olmasi, ekonomik yiik olmasi gibi
nedenlerden dolay1 alternatif tip uygulamalarina olan talep artmustir (Ozgelik ve

Balabanli 2005; Bayram vd. 2010).

Biitlin {ilkelerde yasam diizeyinin yiikselmesiyle dogru orantili olarak tiiketim de
artmaktadir. Bu artistan dolay1r tibbi ve aromatik bitkilerin tiiketim alanlar1 da

genislemektedir (Ornegin; ilag, dis macunu, sabun, seker sanayi gibi) (Baytop, 1999).



Artan kimyasal ilag iiretimi ve kullanimindan kaynaklanan ¢esitli sebeplerden otiirii
insanlar yogun bir sekilde dogal bitkilere yonelmislerdir. Bitkisel kaynakli ilaglarin
insan metabolizmasina olan uyumu sayesinde yukarida bahsedilen bu yan etkiler hig

goriillmemekte, ya da ¢ok az goriilmektedir (Yiicel, 2014).

Dogadan toplanan tibbi ve aromatik bitkilerin higbir islem gormeden insanlarin
kullanimina sunulmasi yeterli olmayacaktir. Bu ylizden uygun alanlarda uzmanlar
tarafindan kontrollii bir sekilde yetistirilmelidirler. Ozellikle endemik olanlar koruma
altina alinmali ve basta iiniversiteler olmak iizere diger ilgili kuruluslar tarafindan
cogaltilmalarina yonelik calismalar yapilmalidir. Bitkilerin bilgilerinin bulundugu veri
bankalar1 olusturulmali ve hem i¢ hem de dis ticaret verileri dikkate alinarak dogadan

toplanacak ve {iretilecek miktarlari belirlenmelidir (Bayram vd., 2010).

Gecmisten giiniimiize kadar, bitkilerden etken maddelerin izole edilmesi islemi
araliksiz devam etmektedir. 1805’ de Sertiirner tarafindan izole edilen "morfin", 1868
de Nativelle tarafindan izole edilen "digitalin" gibi bilesikler ila¢ etken maddesi olarak
kullanilmaktadirlar. Giinlimiize kadar devam eden bu isleme yeni 6rneklerden biri
olarak Taxus brevifolia (Bat1 veya Pasifik porsuk agac1) bitkisinden elde edilen taksol

ve ondan hazirlanan kanser ilaci verilebilir (Sener, 2009).

Kanser hastaliginin 6nemli kaynaklarindan birisi, viicutta olusan serbest radikallerdir.
Serbest radikaller hiicre igerisinde cesitli tahribatlara sebep olmaktadirlar. Insan
viicudunda bu serbest radikallere kars1 koruyucu sistemler vardir. Fakat yogun stres
altinda bu sistemler islevlerini yerine getiremezler ve boylece viicut kendini bu serbest
radikallere kars1 koruyamaz. Bu tiirler hiicrelerin DNA'larina saldirarak kanser basta

olmak iizere ¢esitli hastaliklara sebep olurlar.



Serbest radikaller oldukga kararsizdirlar ve canli sistemlerde bulunan maddeler ile
kolay bir sekilde reaksiyona girme egilimindedirler. Bu reaksiyon sonucu olusan yeni
irlinler erken yaslanma, hiicre yikimi, hiicre 6liimii ve kanser gibi bir¢ok hastaliga
neden olmaktadir. Serbest radikaller kanser, kalp damar hastaliklari, DNA hasari,
bagisiklik sistemi yetmezligi, Parkinson hastaligi gibi hastaliklara Onciiliik eder

(Akkus, 1995; Ashwood ve Burtis, 1999; Dawn vd., 1996; Tietz, 1995).

Besinler saglikli yasam igin gerekli olan, farkli besin 6gelerini icermektedir. Bazi
besinler sagligimiz tizerinde olumlu etkileri olan farkli bilesikler de igerirler.
Antioksidanlar bu bilesiklerin basinda gelmektedir. Dengeli beslenmede, diyetle
alinan antioksidanlarin ayr1 bir 6nemi vardir. Diyetle alinacak olan dogal antioksidan
kaynaklari, icerdikleri anti kanser ajanlar sayesinde yukarida bahsedilen hastaliklar
engellemekte, olusumunu geciktirmekte veya olusan hasarlar1 tedavi etmektedir. Bu
yiizden anti kanserojen ajanlar igeren bitkilerin belirlenmesi, igerdikleri kimyasal
bilesenlerin yapilarinin aydinlatilmasi ve yan etkisi bulunmayan molekiillerin ilag

etken madde olarak kullanilmasinin ilk basamagini olusturur.

Son yillarda tibbi ve aromatik bitkilerin saglik, gida ve tekstil saneyinde kullanimi
oldukg¢a yaygindir (Tiifek¢i, 2010). Bugiine kadar yaklagik 100.000 sekonder
metabolit dogal kaynakli bitki tiirlerinden izole edilerek tanimlanmistir. Bu sayiya her

yil 4.000 kadar yeni bilesik ilave edilmektedir (Verpoorte vd., 1999).

Bu baglamda, bu calismada; Tanacetum alyssifolium bitkisinde bulunan sekonder
metabolitlerin izolasyonu, yapilariin aydinlatilmasi ve antioksidan ve anti kanserojen

aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2. 1. Bitkinin Familyasi ve Tanitim

2.1.1. Asteraceae (Compositae) familyasi

Tirkiye; cografi konumu, jeomorfolojik yapisi ve farkli iklim tiplerinin etkisi altinda
bulunmasi nedeniyle son derece zengin bir floraya sahiptir. Sahip oldugu takson sayisi,
endemik bitki sayis1 ve bircok cinsin gen merkezi olmasi bakimindan Avrupa ve
Diinyada o6nemli yerlerden biridir (Heywood ve Tutin, 1964-1981). Tiirkiye’nin
endemik tiirler bakimindan en zengin familyas1 Asteraceae’dir. Toplam da 1.186 tiire
sahiptir ve bunlarin 446’s1 endemiktir. Diinyada 1.110 cins ve yaklasik 25.000 tiire
sahiptir (Heywood, 1978; Se¢gmen ve vd., 2000; Yildiz ve Aktoklu, 2010).

Endemik bitki bakimindan en zengin iilkelerden biri olan Yunanistan'da bile bu deger
800-1.000 araliginda bulunmaktadir. Bu farkliliklar g6z Oniine alindiginda
Tiirkiye’nin bitki tiirleri acisindan ne kadar zengin oldugu anlasilmaktadir (Ekim,

2000).

Baska bir kaynaga gore, iilkemizde Asteraceae familyas: 136 cins ve 1.345 tiir ile
temsil ediliyor ve en ¢ok endemik tiir de Asteraceae’ de bulunuyor. Toplam 489

endemik tiire sahiptir (Gtliner, 2013).

Asteraceae familyasi; dogal kimyasi, habitata adaptasyonu, ¢iceklenme morfolojisi ile
kozmopolit bir familyadir. Yaklasik 1.509 cins ve 25.000 tiirle diinyada en fazla tiirii
olan familyadir (Brummit, 1992; Heywood, 1985).



Asteraceae, diinya iizerinde yaklasik 23.000 tiirii igerisinde barindiran bir familyaya
sahiptir. Tiirkiye florasinin biiyiik bir kismini bu familya bitkileri olusturmaktadir

(Korkmaz ve ark., 2015; Grierson, 1965).

Yaklagik 23.000 tiirle temsil edilen Asteraceae familyasi diinyanin en biiyiik
familyalarindan biridir (Korkmaz, 2015). Compositae olarak da bilinen bu biiyiik
familya damarli bitkilerden olusmaktadir. 1.620 genus ve 12 alt familyayr
kapsamaktadir. Onemli bir kismi otsu bitkilerden olusmakta olup, sarmasik veya aga¢

formlar1 da goriilmektedir (Kumar ve Tyagi, 2013).

Tiirkiye Florasinin bagka bir 6nemli 6zelligi de cok sayida endemik taksona sahip
olmasidir. Avrupa 3.500 endemik tiire sahip iken, Tirkiye de 3.649 endemik tiir
bulunmaktadir (Eminagaoglu, 2015).

Asteraceae familyasinin biiyiikk boliimiinii, 1liman bolgelerde yayilis gosteren otsu
formlar meydana getirir. Asteraceae familyasi iiyeleri, ¢ok genis habitat tiplerini isgal
ederler ve Antartika disinda neredeyse her bolgede bulunurlar. (Atar, 2006, Arabaci,
2006). Ozellikle Amerika’nin giineybatis1 ve Meksika, Brezilya’min giineyi, And
Daglar1 boyunca, Akdeniz Bolgesi, Giineybati Asya, Orta Asya, Giiney Afrika ve
Avustralya da yogun olarak bulunmaktadir (Bremer, 1994).

Morfoljik ozelliklere gore, Asteraceae familyasi; tek yillik ve c¢ok yillik otsular,
calimsi, nadiren kiigiikk ya da orta biiyiikliikte aga¢ seklinde bitkilerden olusur.
Yapraklar alternat veya bazen opozit, nadiren dairesel, stipiilsiizdiir (nadiren stipiillii).
Cicekler genellikle cok sayida, nadiren tek ve sapsizdir. Cigek durumu kapitulumdur.
Kapitulum genellikle ¢cok sayida sapsiz, kii¢iik ¢icek¢iklerden olusur. (Chamberlain,
1975; Dogan ve Sorkun, 1999).



Diinyada ve Anadolu’da genis yayilim gdsteren Asteraceae familyasina ait birgok
tiirtin farmakolojik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu familyadaki bitkiler, sadece
diterpenler ve flavanoidler degil ayni zamanda agirlikli olarak antibakteriyel,
antifungal, antihelmintik, antienflamatuar, insektisit, antitimor gibi pek ¢ok biyolojik
aktiviteye sahip seskiterpen alkaloidler de igermektedirler (Yildiz ve Aktoklu, 2010;
Ertiirk, 2003; Shing ve Sahu, 2002; Picman, 1986).

Asteraceae familyas1 ekonomik yonden de 6nem teskil etmektedir. Bu familya, gida
bitkileri, hammadde kaynaklari, medikal ve ilag bitkileri, yabani zararli otlar1 ve zehirli
bitkileri igermektedir. Gida olarak tiiketilen bitkileri (Lactuca L., Cynara L.), yag
hammadde kaynaklarin1 (Helianthus annuus L.), kauguk hammadde kaynaklarini
(Taraxacum bicorne Dabhlst.), tibbi ve ilag bitkilerini (Artemisia L., Anthemis L.), siis
bitkilerini (Dahlia Cav., Aster L.,), sukulentleri (Kleinia Mill), yabani otlar1 (Cirsium
Mill, Sonchus L.) ve zehirli bitkileri (Senecio L.) igerir.

Ayrica bu familyadan bal gibi yiyecek maddeleri elde edilir, familya tiirleri ilag
sanayisinde kullanilir; ve birgok tiiri de siis bitkisi olarak yetistirilir (Saday, 2005;
Erdtman, 1996; Rowley vd., 1981).

2.1.2. ili¢ papatyas: (Tanacetum alyssifolium) (Bornm.) Grierson

Tirkiye’de bu cinsin 18’1 endemik olmak tizere 60 takson ve 44 tiirii bulunmaktadir
(Davis, 1988; Giiner, 2000). Dogu Anadolu Bélgesinde sadece Erzincan’in Ilig
ilcesinde yayilis gostermektedir. Cok yillik bir bitkidir ve endemiktir. Cigeklenme
zamani Haziran ve Temmuz aylardir. Genellikle kirectasi ugurumlar ve kayalarda
yetismektedir. Tiir, jipsli alanlarda parcalanmis, kiiciik gruplar halinde yayilis
gostermektedir. Habitat1 bulundugu topraklarin yagmurda kolaylikla ¢éziinmesiyle
olusan dogal erozyonla gittikce azalmaktadir ve yok olma tehlikesiyle kars1 karsiyadir.
Populasyonlar ciddi sekilde pargalanmis olup, alanda ki dagilim stireklilik
gostermemektedir (Kandemir vd., 2015).



Sekil 2. 1. Tanacetum Alyssifolium bitkisi (Kandemir, 2017)

Tanacetum tiirleri Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’ya da yayilmistir.
(Korkmaz vd., 2015; Grierson, 1965).

Tanacetum tiirleri uzun zamandir Diinya iizerinde geleneksel yontemlerle bazi
hastaliklarin tedavisinde veya agrilarinin giderilmesinde kullanilmaktadir. En yaygin
olarak kullanilan Tanacetum vulgare L. bitkisinin antihelmintik ve Tanacetum
parthenium (L.) Schultz Bip. bitkisinin ates diisiiriicii kullanimlar1 6ne ¢iksa da diger
tirler, antiseptik, antibiyotik, antioksidan, antienflamatuar etkili kullamimlar da

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

Tanacetum tiirleri Anadolu’da da wyillardir halk ilact olarak kullanilmaktadir.
(Altundag ve Ozturk, 2011).



Tanacetum tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal arastirma ve inceleme sonugclari
neticesinde bitki kompozisyonlarinin yogunlukla seskiterpenoit ve flavonoitlerden
olustugu tespit edilmistir. Bu tiiriin ana bilesenleri olarak goriilen seskiterpenoitler
bitkilerin gosterdigi biyolojik aktivitenin sorumlusu oldugu diisiiniilmektedir. Bazi
tirlerde flavonoitlerin ve bitkilerin ucucu yaglarinin da biyolojik aktiviteye sahip

olduklar1 goriilmiistiir (Goren vd., 2002).

T

o

Sekil 2. 2. Tanacetum alyssifolium’un Tiirkiye haritasindaki yeri

Erzincan, bitki tirleri agisindan Tirkiye'nin en énemli sehirlerinden birisidir. Sahip

oldugu dogal bitkilerinin % 30.62 si endemiktir (Kandemir, 2006). Tiirkiye Bitkileri

Veri Tabanina gore (TUBIVES) Erzincan'da 77 familyaya ait 359 cins ve bu cinslere

ait tiir ve tir alti kategoride 1.031 takson tespit edilmistir (URL 4). Bu ilimiz Dogu
Anadolu ile Karadeniz bdlgesi arasinda gecis 6zelligi gostermektedir. Erzincan aym
zamanda Tiirkiye’de bitkilerin dagiliminda etkili olan ve Anadolu Capraz1 olarak
adlandirilan hat {izerinde bulunmaktadir. Biitlin bu 06zellikler Erzincan'daki bitki

cesitliliginin yiliksek olmasina neden olmustur (Kandemir, 2006).
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2.2. Tibbi ve Aromatik Bitkiler

Tibbi bitkilerin tanimin1 tam olarak yapmak miimkiin degildir. Glinlimiizde “tibbi” ve
“aromatik” bitkiler terimi genellikle birlikte kullanilmaktadir. Tibbi ve aromatik
bitkiler, hastaliklar1 6nlemek, saglig1 siirdiirmek veya hastaliklar1 iyilestirmek i¢in ilag
olarak kullanilan bitkilerdir. T1ibbi bitkiler, beslenme, kozmetik, viicut bakimai, tiitsii
veya dini torenler gibi alanlarda yer alirken, aromatik bitkiler ise, giizel koku ve tat
vermeleri i¢in kullanilmaktadir (Anonim, 2005). Aromatik bitkilerin gida, kozmetik

ve parfiimeri sektoriinde de genis kullanim alan1 bulunmaktadir.

Tibbi ve Aromatik bitkiler binlerce yildir gida, baharat, ilag ve sifa bulmak amaciyla
kullanilmaktadirlar. Bu nedenle anason, kimyon, hashas gibi bazi bitkilerin tanimi
tarih 6ncesi devirlerden beri siiregelmistir. 20. yiizyilin baslarinda ilaglarin neredeyse
yaris1 bitkisel orijinli olmasina ragmen 1970' li yillarda bu oran ¢ok diismiistiir. Fakat
1990' I1 yillardan sonra, tibbi ve aromatik bitkilerin yeni kullanim alanlarinin
bulunmasi, dogal iiriinlere olan talebi artirmig ve kullanim miktarin1 her gegen giin
arttirmaktadir. Tibbi bitkiler piyasasinin yillik yaklasik 60 milyar dolar civarinda
oldugu tahmin edilmektedir (Kumar, 2009).

SEKONDER

. . KOZMETIK
L METABOLITLERIN

ENDUSTRISI ENDUSTRISI

UYGULAMALRI

FARMASOTIK

Sekil 2. 3. Sekonder metabolitlerin baz1 uygulama alanlari
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Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére yaklasik 20.000 bitki tibbi amaglarla

kullanilmaktadir.

WHO verilerine gore Japonya’da doktorlarin % 60-70°1 hastalarina geleneksel ilaglar
tavsiye etmektedir (WHO, 2002). Cigekli bitkilerden sadece % 15’1 lizerinde kimyasal
ve farmakolojik arastirmalar yapilmistir (Baser, 1995). Yeryiiziindeki biitiin bitki
tirleri diisliniildiigiinde son derece diisiik olan bu oran, bitkilerin, farkli ilag
sekillerinde kullanilmalar1 i¢in olduk¢a biiyiikk bir kaynak olusturduklarini
gostermektedir (Tarak¢i, 2006). Biitiin bu bilgiler 1s1ginda, iilkemizin bu konuda
biiyiik bir ¢aligma potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilabilir (Kendir ve Giiveng,

2010).

Sanayilesmenin diinyamiza getirdigi kitle iiretimi, ila¢ sanayinde sentetik ve yari
sentetik ilaglar lehinde bir gelisim gosterdiginden bitkisel iiriinlerin bu sektorde
kullanim1 gittikge azalma egilimindeydi. Son yillarda sentetik ilaclarin kullanimi
sonucu meydana gelen ciddi yan etkiler ve bunlarin yol actig1 medikal ve ekonomik

sorunlar bitkilerle tedaviyi tekrar popiiler hale getirmistir (Ozbek, 2005).

Tip alanindaki 6nemli gelismelere ragmen, insanlar zaman zaman sifay1 dogada aramis
ve yiizyillardir edindikleri deneyimler neticesinde tibbi bitkilerin kullaniminm
giinimiize degin sirdiirmiislerdir. Hastaliklarin tedavisinde kullanilan o6zellikle
sentetik ve kimyasal igerikli ilaclarin yan etkilerinin ortaya ¢ikist tibbi bitki

kullanimin1 artirmistir (Bayramoglu vd., 2009; Yaldiz vd., 2010).

Yeni ilaglarin neredeyse yarisinin dogal kaynaklari esas almasi ilag gelistirme
caligmalarin1 hizla dogaya yonlendirmistir. Dogal kaynaklardan elde edilen ilag
hammaddeleri ve ilgili bilesikler arasinda antibakteriyel, antikanser, antikoagiilan,
antiparazitik ve immunosupresan ajanlar tedavide kullanimda ilk sirada yer

almaktadir. Bu ilaclar agirlikli olarak antialerjik ve solunum yollar1 ilaglari,
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analjezikler, kardiyovaskiiler ilaglar ve antiinfektif ajanlardir (Zeybek ve Haksel,

2010).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda da dogal kaynakl ilaglarin pay1 oldukca
biiyiiktiir. Bagta taxan grubu paclitaxel, docetaxel ve kamptotesin tiirevi irinotekan ve
topotekan olmak lizere diinyada satilan antikanser ilaglarin yaklasik tigte biri dogal
kaynakli bilesiklerden olusur; bu ilaglarin 2002 yilinda pazar payr 3 milyar dolar
olmustur (Bulut, 2005).

T1ibbi ve aromatik bitkilerin iilke ekonomisi bakimindan énemli ticaret hacmine sahip
oldugu bilinir (Yiicel, 2010). Tiirkiye genis yiizl¢imii, cografi konumu, iklimi, bitki
cesitliligi ve tarimsal potansiyeli sayesinde tibbi ve aromatik bitkiler ticaretinde 6nde
gelen iilkelerdendir. Gelismis iilkelerdeki bitkisel ilag, gida ve kozmetik sanayilerinin
hammaddesini olusturan bitkilerin ¢ogu Tiirkiye florasindan temin edilmektedir. Bu
durum Tirkiye'nin tibbi ve aromatik bitkiler ticareti yoniinden ne kadar 6nemli bir
konumda oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla Tiirkiye tibbi ve aromatik bitkiler
acisindan biiylik bir ekonomik potansiyele sahip olup bir¢ok tibbi ve aromatik bitkinin

ithracatini ve ithalatin1 yapmaktadir (Yiicer ve Altintas, 2012).

ABD’de recete edilen 150 ilactan 84°ii dogal bilesik veya tiirevidir. Bu ilaglar agirlikla
antialerjik ve solunum yollar1 ilaclari, analjezikler, kardiyovaskiiler ilaclar ve
antiinfektif ajanlardir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda da dogal kaynakli
ilaglarin payr oldukga biiyiiktiir. Ornegin, dogal kaynakli ilagc hammaddelerinden
porsuk agacindan elde edilen ilaglardan taxol, 2000 yilinda 1,6 milyar dolar pazar
payiyla 6nemli yer tutar. Basta taxan grubu paclitaxel, docataxel ve kamptotesin tiirevi
irinotekan ve topotekan olmak tizere diinyada satilan anti kanser ilaclarin yaklasik licte
biri bu gibi dogal kaynakli bilesiklerden olusur; bu ilaglarin 2002 yilinda pazar payi 3
milyar dolar olmustur (Harput, 2010).
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Tiirkiye’de tibbi ve aromatik bitkilerin biiyiik kismi (347 tiir) dogadan toplanmakta,
dogrudan tiiketilmekte, i¢ pazarda satilmakta veya ihra¢ edilmektedir. Thrag edilen bu
bitkilerin basinda, Glycyrrhiza glabra (meyan), Rosmarinus officinalis (biberiye),
Salvia spp. (adagay1 tiirleri), Sideritis spp. (dag¢ayi tiirleri), Origanum spp. (kekik
tiirleri), Satureja spp. (sater tiirleri), Capparis spp. (kebere tiirleri), Gypsophilla spp.
(¢oven tiirleri) ile Galanthus spp. (kardelen tiirleri) ve Orchis spp. (salep tiirleri) gibi
bitkiler gelir (Oztiirk vd., 2012).

T1bbi ve aromatik bitkilerin mevcut varliklarin1 devam ettirebilmeleri ancak onlarin
korunmalar1 ve ¢ogaltilmalarina baglidir. Bu baglamda iilkemizdeki tibbi ve aromatik
bitkilerden ekonomik ve daha etkin yararlanmak i¢in ¢alismalara 6nem verilmesi

gerekmektedir.

2.3. Bitkisel Sekonder Metabolitler

Modern bilimlerin gelismesiyle birlikte biyoloji, kimya, farmakoloji, toksikoloji gibi
disiplinlerin kombine ¢alismasiyla, halk ilac1 olarak kullanilan bir¢ok bitkinin,
yapisinda bulunan dogal bilesiklerin, fitokimyasal yapilar1 aydinlatilmakta ve
biyolojik aktiviteleri belirlenebilmektedir (Baykal, 1997; Diilger, 1999; Tadeg, 2005).
Bitkiler iizerinde yapilan arastirmalarda bitkilerin de insan ve hayvanlarda oldugu gibi,
kendilerini dis saldirilara karsi korumak i¢in ¢esitli savunma sistemlerine sahip oldugu
bildirilmistir. Bitkilerin, ekosistemle olan iliskisinde, ¢evresel kosullara uyumunda,
savunma, hayatta kalma, korunma, nesillerini siirdiirme gibi énemli olaylarda ¢esitli
avantajlar saglayan, kimyasal maddeler sekonder metabolit olarak tanimlanmistir
(Bourgaud, 2001). Bunlar bitkideki morfolojik ve bazi1 biyokimyasal olaylar arasinda
degisen bir dizi faktorler sonucu olusmaktadir. Bitkilerdeki biyokimyasal olaylar
esnasinda sentezlenen sekonder metabolit ad1 verilen bu dogal iiriinler bitki-zararl
iligskilerinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Kisaca bitkilerin yasamlarini siirdiirmeleri

i¢in birinci derecede 6nemli olmayan; fakat siirekli olarak degismekte olan yasam ve
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cevre kosullarina karst uyum saglama, savunma, hayatta kalma gibi 6nemli olaylarda

avantaj saglayan kimyasal maddelere sekonder metabolitler denir.

Bu maddelerin bitkideki 6nemli gorevlerinden bazilar1 sunlardir:

1- Kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlart vs. gibi degisik ¢evre faktorlerinin olusturdugu stres

ortamina kars1 koyma.

2- Bitkiyi herbivorlara (bocek, siiriingen vb.) karsi savunma, ayni ortamdaki diger

bitkilerle rekabet gii¢lerini artirma.
3- Mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) kars1 koruma.

4- Tozlanmada faydali organizmalar1 (6zellikle bocekleri) cezbedici ozelligiyle

cekme, simbiyotik iliskilerde goérev alma (Ozcan vd., 2001).

Gliniimiizde en fazla calisilan bitki sekonder metabolitleri alkaloidler, terpenoidler,
fenolik bilesikler, antosiyaninler, taninler, saponinler ve ucucu yaglar olarak
siralayabiliriz. Bu bilesikler, tibbi uygulamalarda, endiistride (sabun, parfiim, bitkisel

yag, boya, yapiskan, dogal plastik) ve pestisit iiretiminde kullanilmaktadir.

Sekonder metabolitler insanlarda hastalik tedavisinde etkili oldugundan bazi ilaglarin
icerigine katilmaktadir. Gelismekte olan {ilkelerde niifusun %80’inin saglik

gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi bitkilerden sagladig: bilinmektedir.

Bitkilerden elde edilen sekonder metabolitler hem o bitkinin savunma mekanizmasini
aydinlatmada, hem de basta ila¢ sanayi olmak iizere gida, bitki zararlilarina karsi

miicadele, kozmetik ve ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanimina olanak saglamaktadir.
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Bu kimyasal maddelerin 6nceden higbir ise yaramadigi bitkiler tarafindan tiretilen atik
maddeler oldugu varsayiliyordu. Ancak daha sonra bu maddelerin savunma, korunma,
ortama uyum, hayatta kalma ve nesillerini devam ettirmek icin bitkilerin yapisina

konulmus olduk¢a karmasik mekanizmalarin tiriinleri oldugu anlasildi.

Sekil 2. 4. Sekonder metabolitlerin bitkilerde bulunmasini temsil eden pasta grafigi
(Croteau vd., 2000).

Insanoglu 19. yiizyilin sonuna kadar bu dogal iiriinlerin kimyasal éneminin farkina
varamamis olsa da; gecen yiizy1l boyunca sekonder metabolitlerle ilgili caligmalar hiz
kazanmus, giiglii ve yeni spektroskopik ve kromatografik yontemlerin gelismesiyle

organik kimyanin gii¢lii bir dal1 haline gelmistir (S6kmen ve Giirel, 2001).

1805 yilinda Alman kimyaci Friedrich Sertiirner’in hashastan morfini izole etmesiyle
bitki sekonder bilesikleri {lizerindeki caligmalar hiz kazanmistir. Bu calisma ile
bitkiden biyoaktif bir maddenin izole edilebilecegi ve bu aktif maddenin farkl

kimyasal reaksiyonlarda gorev alabilecegi gosterilmistir (Hartmann vd., 2005).
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Sekonder metabolitler bitkilerde organizmanin yasamini siirdiirmesi i¢in gerekli olan
karbohidrat, protein ve yaglardan olusan primer metabolitlerin yan tirlinleri olarak
iretilirler. Cogunlukla izoprenoid, fenilpropanoid, alkaloid ve yag asitleri metabolik
yollarindan tiirevlenirler. Bu metabolik yollar farkli familya ve tiirler arasinda
kendilerine 6zgii oldugundan, sekonder metabolitler botanik siniflandirma i¢in belirte¢
olarak da kullanilmaktadirlar (Dewick, 1997; Bratt, 2000; Bourgaud vd., 2001). Ayrica
bu zengin ¢esitliligin sonucunda mikrobiyal ve hayvan saldirilarina kars1 savunma
yetenegi gelistirerek evrim siiresince dogal secilimi saglarlar (Dixon, 2001). Sekonder

metabolitlerin olusum semas1 Sekil 2. 5 de verilmektedir.

17



Klorofil + CO; + Giines is:ig1

1 Fotosentez

Karbonhidratlar

l

Pentoz Devri

l

Fosfoenel Piriivik Asit

Sikimik Asit

L J

Aromatik Amino Asitler

— Alkaloidler

Sinnamik Asitler

1

Fenil Propanoid Bilesikler

Amino Asitler | s—

Piriivik Asit

2

Asetil Koenzim A

Sitrik Asit

!

Poliketidler

 J

Fenolik Bilesikler

Flavonoidler

Malonil Koenzim A

—

Yag Asitleri

Poli Asetilen

L J

Mevalonik Asit

L J

Terpenoidler

Steroidler

v

Karotenoidler
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2.4. Flavonoidler

2.4.1. Genel yapisi

Fenilalaninden tiirevlenen ve fenolik bilesiklerin en biiyiik sinifin1 olusturan
flavonoidler, latince sar1 anlamina gelen ‘flavus' sozciigiinden tiiretilerek ‘flavonoid'
ismini almiglardir. Flavonoidler iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan fenil benzopiran yapisindaki fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler genellikle 15
karbon atomuna sahip (C6-C3 C6) karbon iskeletini (Sekil 2. 6.) igeren dogal {iriin
siifindaki bilesiklerdir (Eryigit, 2006).

Sekil 2. 6. Genel flavonoid iskeleti

Kimyasal bakimdan flavonoidler 2—fenilbenzopiran yapisi gostermektedirler (Sekil
2.7), (Mabry vd., 1970).

Benzoil fo) Sinnamoil

Sekil 2. 7. Flavonoidlerin benzoil (A) ve sinnamoil (B) halkas1
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Flavon yapilarindaki A ve B aromatik halkalari, C ise heterohalkay1 gostermektedir.
A ve C halkalarindaki (benzopiran ¢ekirdeginde) karbon atomlar1 oksijen atomundan
baslayarak numaralandirilirken, B halkasindaki atomlar ise “lissii” () rakamlarla
numaralandirilmaktadir. Aromatik halkanin benzopiren (kroman) parcasina baglanma
pozisyonuna bagli olarak, bagli siibstitiientlerin sayisi, tiirii ve pozisyonlari
flavonoidlerin yapt cesitliligine neden olmaktadir. Flavonoidlerin
smiflandirilmalarinda ¢ok kiigiik farkliliklar vardir. Sekil 2.8.'de bazi flavon

iskeletlerinin temel yapilar1 verilmistir.
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1930 yilinda portakaldan yeni bir madde izole edilmis ve bu maddenin yeni bir vitamin
oldugu disiiniilerek P vitamini olarak isimlendirilmistir. Daha sonra bu maddenin bir
tiir flavonoid (rutin) oldugu anlasilmis ve flavonoidler iizerinde yapilan ¢aligsmalar

hizlanmistir (Rice-Evans vd., 1996).

Genelde en fazla goriilen flavonoid tiirleri flavonlar ve flavonollerdir. Neredeyse biitiin
bitkilerin yaprak ya da ¢iceklerinde glikozit seklinde bulunurlar ve siniflandirmada
onemli taksonomik belirte¢ gorevi goriirler. En ¢ok goriilen flavonoller; kamferol,

kersetin ve mirisetin; flavonlar ise, apigenin ve luteolin’dir. (Sekil 2. 9.)

OH
OH (0] OH o
O ‘ : O ‘ :
OH OH
OH

OH (0] OH (0]
Kanferol Mirisetin
OH
OH (0] OH o
O | h O | :
OH 6] OH (0]
Apigenin Luteolin

Sekil 2. 9. Flavonoller
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Baslangicta, ¢ogunlukla sar1 renkli olan ve kimyasal olarak 2 fenilbenzopiran yapisi
gosteren dogal bilesiklerin tiimiine flavon adi verilmistir. Giiniimiizde ise bu ya da
buna benzer yap1 gosteren tiim bilesiklere, dogal ya da sentez yoluyla elde edilmis
olsun, renk ayirimi yapilmadan flavonoid denilmektedir. Zamanla farkli iskelet
yapilarina sahip bilesiklerin elde edilmesi neticesinde flavonoidler kendi iginde
gruplandirilmistir (Goren, 1978). Flavonoidlerin baz: tiirleri digerlerinden daha fazla
yayllim gosterir. Flavonlar ve flavonoller basta olmak {izere, bazi bitki tiirlerinde
flavonon, izoflavon ve antosiyanin gruplarina da rastlanmaktadir. Flavonoidlerin ana
diyet kaynaklar1 genis ve birbirinden farkli gruplar igerirler. Flavonol; (kuersetin,
mirisetin, kaempferol) bitkisel besinlerin biiyiik bir kisminda bulunur ve sebze
yapraklarinda, elma, sogan, brokoli, bogiirtlen ve ahududularda bulunur. Flavonlar;
(apigenin ve luteolin) ve antosiyanidinler tahillarda, otlarda ve sebze yapraklarinda da
az miktarda mevcuttur. Katesinler; (epikatesin, katesin) ¢ay, elma, iiziim, ¢ikolata ve
kirmizi sarapta ¢ok yaygindir. Flavononlar; (naringenin ve hesperetin) turunggillerde
ve bu meyvelerin suyunda ¢ok fazla bulunur. Izoflavonlar; (daidzein ve genistein) soya
bazli besinler ve soya fasulyesinde ¢ok¢a bulunur (Tablo 2.1.) (Wang vd., 2009;
Nijveldt vd., 2001 ).
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Tablo 2. 1. Bazi flavonoid gruplari ve kaynaklar

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

24



uiuaSuuen

uiyoajedo||esids
_._o\._..;

HO -

o OH

HO ’

HO HOy,,
|o-g-uene|q

/

© uipiuefsoyiuy

o

LY

ugaliand

HO

HO

Sekil 2. 10. Baz1 flavonoid gruplar1 ve kaynaklari

25



2.4.2. Flavonoidlerin biyosentezi ve olusumu

Flavonoidler bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunmaktadir ve bitkilerin ikincil
metabolitleridir. Bitkilerde fotosentez ile olusan ve bitkilerin yasamsal ihtiyaglar1 i¢in
kullandiklar1 birincil metabolitler olan karbohidratlar, aminoasitler gibi yapilardan
tiremektedirler. Bitkiler fotosentez sonucu olusan biitlin karbonlarin % 2’sini
flavonoidlere veya ilgili diger bilesiklere doniistirmektedir (Smith ve Banks 1986).
Flavonoidler fenil alanin gibi aminoasitlerin enzimatik deaminasyonundan meydana
gelen sinnamik asit tiirevlerinin, malonil CoA ile kondenzasyonundan veya asetil CoA

kondenzasyonundan olusmaktadir (Dewick, 2001; Harborne, 1975).
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Fenil benzopiran yapist A, B ve C halkalarindan meydana gelmektedir. A halkas1
glikoz metabolizmasi sonucu olusan, asetil koenzim A'dan olusan malonil koenzim
A'nin 3 molekiiliiniin kondenzasyonu ile olusurken, B ve C halkalar1 ise yine glikoz
metabolizmasi sonucu olusan sikimik asit tizerinden sinnamik asit gibi fenil propanoid

bilesiklerinden olugmustur (Piitiin, 1987; Formica ve Regelson, 1995).

(@) (b)

Sekil 2. 12. (a) Kromon (benzopiron) yapisi, (b) Fenil benzopiron yapisi

Flavonoidlerin serbest radikal yakalama ve antioksidan ozelliklerinin yapilarinda

bulunan {i¢ gruptan ileri geldigi 6ne siiriilmektedir (Bors vd., 1990).

Bu yapisal gruplar sunlardir:

1. B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu (radikal hedef yeri).

2. C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 ¢ift bagi (elektron delokalizasyonu igin
gereklidir).

3. 3 ve 5 hidroksil gruplari (maksimal radikal yakalama ve metal selatlarna igin
gereklidir).
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2.4.3. Flavonoidlerin dogadaki 6nemi

Yapilan aragtirmalar flavonoidlerin en 6nemli 6zelliklerinin antioksidan etkiye sahip
olmalar1 oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ozellikle flavonlar ve katesinler viicudu reaktif
oksijen tiirlerine kars1 koruyan en giiclii flavonoid yapilaridir (Groot ve Grace, 1994).
Serbest radikaller ve antioksidanlar insan sagligi i¢in Onemlidirler. Besinlerle
disaridan cesitli antioksidanlar (antioksidan vitaminler ve flavonoidler) alinmaktadir.
Son yillarda c¢ok sayida Onemli antioksidan flavonoid kesfedilmis ve yapilar
aydinlatilmistir. Flavonoidlerin en 6nemli kaynaklari basta cay olmak {izere baharatlar,
cesitli sebze ve meyvelerdir. Antioksidan igerigi yliksek olan gidalar kanser, Diabetes
mellitus (seker hastaligi), yaslanma, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar
da kapsayan bir grup hastaliga kars1 koruma saglamaktadirlar (Mehmetoglu vd., 2005).
Flavonoidler serbest radikallerin neden olduklar1 zarari giderebilme 6zelligine
sahiplerdir. Reaktif bilesikterdeki serbest radikaller ile reaksiyona girer ve reaktif
oksijen tiirlerini stabilize ederler. Hidroksil gruplarinin reaktif 6zelliklerinin yiiksek

olmastyla radikaller inaktif hale gecer (Korkina, 1997).

Knekt ve arkadaslarinin 9.959 erkek ve kadin iizerine yaptiklari, 24 yil siiren ¢alisma
sonuclarina gore, flavonoid igeren (Or: kersetin) gidalarin akciger kanseri lizerinde

olumlu bir etkisi oldugunu gozlemlenmistir (Knekt vd., 1997).

OH OH
OH (o] OH o
O ‘ : O ‘ :
OH OGIluORh

OH o OH

Kersetin Rutin

Sekil 2. 13. Kersetin ve rutinin yapilari

Daha onceki yillarda yapilan ¢aligmalarda flavonoid iceren gidalarin kanserojen etki

gosterdigi yoniindeki iddialar ciiriitiilerek, flavonoidlerin sadece kanserli ya da 6li
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hiicrelere etki ettigi, saglikli hiicrelere zarar vermedigi belirtilmistir. Ayrica kersetin
ve apigenin’in farelerde melonoma hiicrelerinin biiyiimesini, yayilmasini ve metastaz
olusturmasini engelledigi aciklanmistir (Caltagirone vd., 2000). Rutin ve tiirevleri
hemoroid, varis ve diger kilcal damar hastaliklarina karsi ilag olarak kullanilmakta ve
bu nedenle Isvigre tonlarca *’Sophora japonica’’ bitkisini Hindistan’dan ithal

etmektedir (Halfon, 2005).

Bagka bir calismada ise Ingilizler caydaki flavonoidlerin osteoporoz’ u (kemik
erimesi) onledigi sonucuna varmiglardir (Hegarty vd., 2000). Bazi g¢aligmalarda
flavonoidlerin farkli tiirlerinin Parkinson ve Alzheimer hastaligina karsi da olumlu
etkileri oldugu belirtilmistir (Youdin ve Joseph, 2001).

Narenciye tiirlerinde baskin olarak bulunan naringenin’ in kanserli prostat
hiicrelerinde meydana gelen DNA hasarlarini diizelttigi (Gao vd., 2006) ve farelere
enjekte edilen tiimdrli blylime hiicrelerini inhibe ettigi (Kanno vd., 2005)

gbzlemlenmistir.

Yapilan bir aragtirma da Hollanda’nin kisi basina besinlerden aldig giinliik flavonoid
miktarmin yaklasik 23 mg oldugu tahmin edilmektedir. Ulkeden iilkeye farklilik
gostermekle birlikte en diisiik tiiketimin Findandiya’da (~ 2,6 mg), en fazla tiiketim
ise Japonya’dadir (~68,2 mg) (Hertog vd., 1995; Friesenecker vd., 1994; Haenen ve
Bast, 1999).

Flavonoidlerin sadece insanlar iizerinde degil ayrica bitkiler iizerinde de Onemli
gorevleri vardir. Flavnoidler renk verici Ozellikleri sayesinde kuslar ve bdcekler
tarafindan daha ¢ekici hale gelmekte ve bu sayede tozlagsmaya yardime1 olmaktadirlar.
Kuslar dogal renk maddesi antosiyanin igeren kirmizi-turuncu renkleri secerken,
tozlasmay1 saglayan diger canlilar flavon, flavonol, kalkon ve orondan Otiirii sari
renkte olan c¢icekleri tercih etmektedirler. Lokoantosiyanidin, katesin ve
proantosiyanidinlerin dnciil maddesi olup, bitkiye diren¢ saglamaktadir (Martensa vd.,
2002). Antosiyaninlerin tozlagsmaya etkilerinin disinda, bitkiyi zararlilara karsi

koruma ve tohumlarin yayilmasi gibi gorevleri de vardir (Lee, 2002).
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2.4.5. Flavonoidlerin yapi tayini

Benzoil 0 Sinnamoil

Flavonoidlerin yapist bazi kimyasal reaksiyonlar ve cesitli spektral yontemler (UV
spektroskopisi, 1, 2 boyutlu NMR spektroskopisi) kullanilarak belirlenebilir. UV
spektroskopisi flavonoidlerin yapis1 hakkinda 6nemli temel bilgiler vermektedir.
Flavonoidler konjuge aromatik gruplar icerdiklerinden UV spektrumunda yogun
absorbsiyon bantlar1 verirler. Flavonoidlerin ¢ogu UV spektrumunda 2 ana pik verir.
Bunlar 300-400 nm arasinda goriilen ve B halkasinin (sinnamoil grubu) oksidasyonu
hakkinda bilgi veren Bant | ile 240-285 nm arasinda goriilen ve A halkasinin (benzoil
grubu) oksidasyonu hakkinda bilgi veren Bant II’dir (Halfon, 2005).

Tablo 2. 2. Flavonoidlerin UV spektroskopisindeki absorpsiyon bantlari

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

Cesitli reaktiflerin kullanilmasiyla spekturumda meydana gelen kayma degerleri
yapidaki hidroksil gruplarinin ve siibstitiientlerin  konumlar1 hakkinda bilgi
vermektedir. Bu reaktifler NaOMe (Sodyum metoksit), NaOAc (sodyum asetat),
NaOAc + H3BOs (borik asit), AICIz (aliminyum kloriir), AICIs + HCI (hidroklorik
asit)’ dir. Ornegin; ilk basta MeOH’ de spektrumu alinir ve daha sonra bu soliisyona

reaktif ilave edilerek bantlarin ayr1 ayr1 kayma degerleri 6l¢iiliip, yorum yapilir.

Flavonoidlerin yapilarinin belirlenmesinde UV spektroskopisi ve NMR sonuglari
birlikte degerlendirilmelidir. Genellikle yapida proton pikleri *H NMR spektrumunda
kolaylikla fark edilebilir. C halkasindaki protonlar flavonoidin iskelet yapis1 hakkinda
bilgi verir. A halkasi protonlar1 genelde 6,0-6,5 ppm arasinda gozlemlenir. 5, 7
pozisyonlar siibstitiie ise C-6 ve C-8 protonlar1 6,0-6,5 ppm arasinda 2,5 Hz’ lik iki
ayr1 dublet verir. B halkasi protonlarina ait pikler sinnamoil konjugasyonu nedeni ile
A halkas1 protonlarindan daha asagi alanda (6,7-7,9 ppm) sinyal verirler. 2°, 6’

b

protonlart C halkasmin oksidasyon derecesinden, 3’, 5’ protonlarn ise C- 4’
konumunda olabilecek oksijen gruplarindan etkilenirler. Bu nedenle 3° ve 5°
protonlar1 6,65-7,1 ppm’ de, 2’ ve 6’ protonlar1 ise daha asag1 alanda (7,10-8,10 ppm)
sinyal verirler. Oksijen gruplart —OH, -CHs ya da O-glikozit seklinde olabilirler. C
halkasinda C-3 protonu 6,3 ppm civarinda baz1 durumlarda A-halkasi protonlarinin
verdigi sinyallerle iist {iste gelen keskin bir singlet verir. 5-OH grubu karbonil grubu
ile hidrojen bag1 yaptigindan 12-13 ppm civarinda goriiliir. Fenolik protonlar 10-12
ppm arasinda sinyal verirler. Soliisyona birka¢ damla D20 damlatilarak tekrar NMR
spektrumu alindiginda bu sinyallerin kaybolmas1 yapinin hidroksil gruplarina sahip

oldugunu gosterir. Aromatik metoksi protonlart 3,50-4,10 ppm arasinda, asetil

protonlart 2,25-2,50 ppm arasinda sinyal verirler (Oztekin, 2010).

Flavonoid bilesiklerin belirlenmesinde farkli renk reaksiyonlar: da kullanilmaktadir.

Bunlardan bazilar1t maddeler halinde anlatilmistir.
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1) Demir kloriir/potasyum ferri siyaniir ¢ozeltisi ve Folin-ciocalteu ayiraci
puskiirtiilerek UV 1s1k altinda donuk kirmizi bir renk goriildiikten sonra amonyak
buharina tutularak mavi renk gériilmesi (ince ve Filazi, 2009).

2) Bilesikte eger 5-OH serbest ise, ITK’ da flavonoid spotu UV 1s1k altinda herhangi
bir belirteg piiskiirtmeden sar1, 3-OH serbest degilse mor renkte goriiniir. 5-OH grubu
hi¢ yoksa ya da 5-OR seklindeyse mavi ya da yesilimsi mavi bir renk verir. Biitiin
fenolik asitler ve kumarinler UV 1s1ikta mavi renkte goriintirler.

3) 5-OH grubunun serbest olmasi halinde, iITK’ da spot iizerine herhangi bir belirteg
puskiirtiilmeksizin NH3z buharina tutuldugunda mor renk vermesi 4’-OH grubunun
serbest olmadigin1 gosterir.

4) 3°-OH grubunun olmadig1 4’-OH grubun serbest ve 6-OH grubunun yapida olmasi
halinde UV 151k altinda yine mor renk gdzlemlenir ve NH3 buharina tutuldugunda
renkte herhangi bir degisiklik meydana getirmez. NA (Naturestoff Reagent) belirteci
puskiirtiildiigiinde, eger renkte bir degisiklik olmazsa yapida 4’-OH, kirmizi-turuncu
bir renk goriilmesi halinde de 3° ve 4* konumlarinda OH grubu oldugu anlasilir.

5) 4’-OH grubu serbest ise mor renk gozlenir. Plaktaki spot NHz buharina
tutuldugunda renk sariya doniisiir, daha sonra NA belirteci ile de renkte herhangi bir
degisiklik goriilmez.

6) Eger yapida 3’ ve 4’-OH gruplar1 serbest ise silika jel plakta goriilen mor renk NH3
buhart ile sartya, NA belirteci ile turuncuya doniistir. 3°, 4°, 5’-OH gruplarinin
varliginda goriilen mor renk NH3 buhari ile yine mor, NA belirteci ile turuncu-kirmizi
bir renge doniisiir.

7) 3 konumunda O varsa; UV 1s1k altinda sar1, NH3z buhari ile yine sar1i, NA belirteci

ile turuncu-kirmizi olur (Goren N. ders notlart).

2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Gilin boyu soludugumuz kirli hava, bozulmus besinlerdeki zararli maddeler, katki
maddeleri, bilingsiz beslenme ve hareketsizlik viicutta serbest radikal adi verilen
maddeleri olusturmaktadir. Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis

elektron igeren kararsiz ve reaktif haldeki atom veya molekiiller olarak tanimlanirlar.
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Tiim aerobik organizmalarda metabolik islemler siirecinde oksijenin suya
indirgenmesi sirasinda agiga ¢ikan hidrojen peroksit (H202) gibi toksik ozellikte
bilesikler, yagl besinlerin yiiksek sicaklikta islenmeleri, pisirilmeleri sonucu olusan
lipit peroksit, siiperoksit (O2") ve hidroksil radikali (OH") serbest radikallere 6rnektir.
Bugiin serbest radikallerin hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi
tiim 6nemli bilesiklerini etkiledigi bilinmektedir. Serbest radikallerin pek ¢ok hiicrede
molekiiler degisimlere ve gen mutasyonuna yol agtig1 iyi bilinmekte olup yaslanma,
hiicresel hasar ve doku yikiminda rol oynadigi kabul edilmektedir. Ayrica kanser,
ateroskleroz, yaslanmaya bagl kardiyovaskiiler hastaliklar ve merkezi sinir sistemi

hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga zemin olustururlar.

Oksidatif hasar1 azaltici veya geciktirici olarak bilinen antioksidanlar, endojen ve
eksojen antioksidanlar olarak iki kisimda incelenmektedirler. Sentezlendigi
organizmada etki gosteren antioksidanlara endojen antioksidanlar adi verilir ve bunlar
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak da iki kisimda incelenirler
(Sekil 2. 14). Enzimatik antioksidanlar, hiicrenin gesitli organellerinde etki gdsteren
stiperoksitdismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz gibi enzimlerden olusurlar. Cesitli metal iyonlarini1 baglama, serbest
radikalleri yakalama ve hapsetme ve siiplirme gibi etkilere sahip glutatyon, bilirubin,
ferritin, {irik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlarda mevcuttur. Eksojen
antioksidan ise daha ¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen gesitli vitamin ve fenolik
maddeler olup disaridan organizmaya alinip etkinlik gostermektedirler (Kolayl vd.,

2003).
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Sekil 2. 14. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (Cakar, 2010)
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Reaktif oksijen tilirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 nlemek ve
gidermek icin gerekli olan en Onemli savunma sistemi antioksidan savunma

sistemleridir. Antioksidanlar 4 ayr1 sekilde etki ederler:

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

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

3- Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirtp fonksiyonlarini
engelleyici, zincir kirici etki.

4- Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasinda onarici etki (Kelestemur,

2011).

Normalde organizmada olusan serbest radikallarle bunlara karsi savas veren
antioksidan savunma sistemleri arasinda bir denge s6z konusudur. Bu denge, serbest

radikaller lehine bozuldugu zaman oksidatif stres olusmaktadir (Karakog, 2015).

Bugiin besin sektoriinde ilgilenilen en 6nemli konulardan birisi besinlerin yari
Omiirlerinin uzatilmast ve serbest radikallerin meydana getirdigi oksidasyon
mekanizmalariin rol oynadig1 besinsel bozulmalarin 6niine gegilmesidir (Switala ve
Loewen, 2002). Gidalardaki bitkisel ve hayvansal yaglarin oksidatif yikimi, ham
maddelerin islenmesi ve Uriiniin saklanmasi sirasinda olusan lipit oksidasyonu,
besinlerin tatlarmin ve kokularinin bozulmasina boylelikle de gidalarda kalitenin ve
giivenirliligin azalmasina neden olur. Bu nedenle endiistride besinlerin raf émriint
uzatmak adina biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT),
propil gallat (PG) ve terbiitilhidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar
kullanilmaktadir. Ancak yapilan aragtirmalar neticesinde BHA ve BHT’ nin canli
organizmalarda kanserojen etki géstermesi sebebiyle, tokoferol gibi yiiksek maliyetli,
diisiik aktiviteye sahip, dogal antioksidanlarin kullanilmasi gerektigi sonucuna

vartlmistir (Namiki, 1990; Sherwin, 1990; Wanasundara ve Shahidi, 1998). Amerika’
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da, bazi1 Uzakdogu iilkelerinde ve ozellikle Avrupa iilkelerinin ¢ogunda sentetik
antioksidanlarin kullanimu ile ilgili yasal sinirlamalar getirilmeye baglanmistir. Bu da
bitkisel kaynakli antioksidanlara olan ilgiyi arttirmakta ve ticari olarak iiretilmelerini

saglamaktadir (Eryigit, 2006).

Serbest radikaller (kararsiz bilesikler), viicutta normal metabolik reaksiyonlar
sonucunda meydana gelmektedir. Bu bilesikler siiperoksit dismutaz (SOD) v.b.
enzimler araciligi ile ortadan kaldirilabilmektedir (Nicholls vd., 2000). Canh
organizmalar serbest radikallerin etkisinden korunmak icin antioksidatif korunma
sistemine sahiptirler. Ancak bazi durumlarda s6z konusu enzimde meydana gelen
kalitsal hasarlar ya da serbest radikallerin, yaslanmaya bagli olarak hiicrelerde asiri
birikim gdstermesi, yaslanmanin hizlanmasina, hiicrelerin 6liimiine veya kontrolsiiz

cogalmalarina neden olmaktadir (Bilaloglu vd., 1999; Sun vd., 1988).

Gilintimiizde serbest radikallerin birgok organizma tiirlinde genetik mutasyonlara yol
actig1 bilinmektedir. Bu bilesiklerin yol actigi oksidatif stres, bircok hastaligin
temelidir (Switala ve Loewen, 2002).

Dogal antioksidanlarin en 6nemli grubunu fenolik bilesikler olusturur. Bitkilerde
antioksidan etkiye sahip en 6nemli polifenolik bilesenler flavonoidlerdir. Yapilarinda
bulunan hidroksil gruplar radikaller iizerinde etkilidir ve lipit peroksidasyonunda
onemli rol oynarlar (Hatano vd., 1989; Yen vd., 1993; Srivastava vd., 2006; Zhou ve
Yu, 2006). Bitkilerdeki antioksidan bilesiklerin sayisinin 4.000 ile 6.000 arasinda
oldugu tahmin edilmektedir ( Havsteen, 2002; Wollgast vd., 2000).

Farkli disiplinlerden pek c¢ok bilim insani serbest radikallerin hiicreler {lizerindeki
etkisini azaltabilmek i¢in dogal kaynaklara bagvurmaktadir (Ulubelen vd., 1995).
Antioksidan maddeler, metabolik zincir reaksiyonlar1 icerisinde okside olabilme

potansiyeline sahip substratlarin oksidasyonunu onleyebilme veya geciktirebilme
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yetenegine sahiptirler. Bu nedenle birgok hastaligin tedavisinde 6nemli bilesikler

olarak goriinmektedirler (Halliwell vd., 2003).

Bitkilerde sekonder metabolizma sonucunda sentezlenen antioksidatif bilesikler
(cogunlukla fenolikler), bitkileri reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerine karsi
korumaktadirlar. Fenolik bilesiklerin antioksitadif etki mekanizmalar1 arasinda;
serbest radikal yakalama, hidrojen verme, oksijenin etkisizlestirilmesi, metal iyon
selatlama, siiperoksit ve hidroksil gibi radikaller i¢in substrat goérevi yapma sayilabilir.
Fenolik bilesikler, antioksidan aktiviteye katkida bulunurlar. Fenoller hidroksil
gruplart nedeniyle radikal giderme yetenegine sahip olduklart i¢in Onemli bitki

bilesenleridirler (Hatano vd., 1988).

Eslesmemis elektron

—

Elektron Bagisi

Antioksidan Serbest radikal

Sekil 2. 15. Serbest radikalin nétralizasyonu

Antioksidan aktivite tayininde iki yontem uygulanmaktadir.

1) Elektron transferine dayanan yontemler: Oksidan maddenin indirgenmesi
sonucunda rengin degisimi Olciilerek antioksidan madde olglimii yapilmaktadir.
Serbest radikal giderim DPPH yo6ntemi (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil), FRAP yontemi,
CUPRAC yontemi ve TEAC/ABTS-Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi
elektron transferine gore yapilan yontemlerdir (Ozyiirek, 2008).
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2) Hidrojen atomu trasferine dayanan yontemler: Antioksidan ve substrat arasinda
rekabete dayali reaksiyonlar gergeklesmektedir. Genellikle azot grubu tasiyan
maddelerin bozularak peroksil radikalleri olusturmasi ile gergeklesir. Oksijen radikali
absorbans kapasitesi (ORAC), Toplam radikal yakalama parametresi (TRAP),
Luminol yontemi, DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi, Fikoeritrin esash
yontemler, Krosin yontemi ve TOSC (Toplam oksiradikal) yontemi hidrojen atomu

transferine gdre yapilan yontemlerdir (Ozyiirek, 2008).

2.6. Kanser

Viicudu olusturan hiicreler biraraya gelerek dokulari, dokular bir araya gelerek
organlart olusturmaktadir. Organ ve dokular olusurken hiicreler belirli bir diizen
icinde, belirli ig boliimleri yaparak bir araya gelirler. Organizmanin temel birimi olan
bu hiicreler belirli bir hizda ve kontrol altinda gogalirlar. Ote yandan yaslanan
hiicrelerde belirli bir hizda yikilmaktadirlar. Kanser en kisa tanimi ile hiicrelerin
kontrolsiiz sekilde cogalmalart demektir. Bu ¢ogalma sirasinda kanser hiicresinde,
normal hiicrelere gore yapisal farkliliklar ¢iktig1 gibi, islevleri agisindan da farkliliklar
cikacaktir; bazen hiicre normalde yaptigi islevlerini yapmazken, bazen de normalde
olmayan baz1 yeni islevleri de yapmaya baglayabilecektir. Anormal sekilde ¢ogalmaya
baslayan bu hiicreler bulunduklar1 yerdeki doku ve organlari isgal edecek hatta daha
uzaktaki organlart isgal edecek ve isgal ettigi bu boliimlerin gorevlerini

engelleyecektir.
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Kimyasallar
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Sekil 2. 16. Kanser olusum asamalar1 (Oliveira vd., 2007)

Hiicre kontroliiniin bozulup bir hastalik olarak kanser tablosu ¢ikincaya kadar gecen
kanser olusum siiresi, kanser cinslerine gore degiskenlik gdstermekle birlikte ortalama
15-20 yildir. Insan viicudunda Kanser hastaliginin olusumunun nedenleri hala tam
olarak bilinmemesine karsin, kanser olusumuna sebep olabilecek i¢ ve dis etkenleri

sOyle siralayabiliriz;

-Kalitim

-Sigara ve alkol kullanima,

-Radyasyona maruz kalma,

-Bazi viriisler ve bakteriler,

-K6tii beslenme aligkanligi,

-Gidalardaki katkir maddeleri,

-Uzun siire gilines 151g1na maruz kalma,

-Asirt dozda rontgen 1s1nina maruz kalma,

-Baz1 kimyasal maddeler (katran, benzin, boya maddeleri, asbest v.b.),

-Hava kirliligi.
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Cagin vebasi olarak gosterilen kanser gecen ylizyilin baglarinda 6liim sebepleri
arasinda 7. ve 8.inci siralarda iken glinlimiizde kalp hastaliklarindan sonra ikinci
siradadir (Strensward ve Clark, 2004; akt: Hayrdaroglu vd 2007). Diinya Saglik
Orgiitii raporuna gore 2012 yilinda biitiin diinyada 12,1 milyon kanser vakas: tespit
edilmistir. Aynt yil igerisinde de 8,2 milyon insan kanserden hayatini kaybetmistir.
Saglik Bakanligmin 2005 yilinda yaptig1 Tiirkiye Kanser Istatistikleri Arastirmasina
gore lilkemizde 173.000 kanser hastasi var olup bu say1 her gecen yil artmaktadir.

Kanser uzun yillar 6nce de var olan ancak yagsam siiresinin uzamasiyla daha ¢ok
karsimiza ¢ikan bir hastaliktir. Bunun yaninda, artan niifusla beraber kansere
yakalanan kisi sayisinda da bir artig goriilmektedir. Bu demografik degisimler g6z
oniinde bulunduruldugunda 2030 yilinda, yi1lda 26,4 milyon yeni kanser vakasi ve 17,0
milyon kanser 6liimii olabilecegi tahmin edilmektedir (WHO, 2008).

Kanser, ge¢ tan1 konuldugunda ve tedavi edilmediginde biiyiik oranda 6liime yol agan
onemli bir kronik hastaliktir. Gelismis iilkelerde %25, Diinyada ise yaklasik %10

civarinda kanser 6liimle sonug¢lanmaktadir (Aydogan vd., 2012).

Kanser, tim diinyada 6nde gelen 6liim nedenlerinden birisidir. Kanser tedavisinde
cesitli kemoterapdtikler, sitotoksik ve immiinomodilatdr ajanlar kullanilmaktadir. Bu
ilaglar hem oldukca pahali hem de ciddi yan etkilere sahiptirler. Giliniimiizde Bati
tibbinda kanser tedavisi i¢in sadece smirli sayida bitkisel iirlin kullanilmaktadir.
Bununla birlikte kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan taxol ve baz1 alkoloidler
gibi antikanser ilaclar tibbi bitkilerden elde edilmektedir.

Bundan yaklasik 200 yil 6nce bir bitkiden ilk farmakolojik olarak aktif bir bilesik izole
edilmistir; hashas kabugunda tiretilen morfin. Bu durumla birlikte bitkilerden ilaglarin
tiretilmesi, denenmesi ve uygulanabilir etkin dozlari iizerinde ¢aligmalarin yapildigi
bir dénem bagladi. Ikinci diinya savasindan sonra penisilinin kesfedilmesiyle
mikroorganizmalardan yeni antibiyotikler tizerine genis ¢apl arastirmalar yapilmustir.
1990’larda ilaclarin yaklasik %80’1 ya dogal lriinlerdi ya da onlardan esinlenerek

tiretilen analoglariydi. Antibiyotikler (6r; penicillin, tetracycline, erythromycin),
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antiparasitikler (0r; avermectin), antimalaryaller (0r; quinine, artemisinin), lipid
kontrol ajanlar1 (6r; lovastatin ve analoglar1), organ transplantasyonu igin
immiinosupresanlar (0r; cyclosporine, rapamycins) ve antikanser ilaglar (or; taxol,

doxorubicin) tipta bir devrim olusturmustur.

20. ylizyilin baslarinda ortalama yasam siiresi 40 yil iken bugiin 77 yila kadar
cikmustir. (Harvey, 2008; Li ve Vederas, 2009). Tibbi ve farkmakolojik olarak aktif

iceriklerinden dolayi bitkilere olan ilgi hizla artmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Malzemeler

Desikator (bitki 6ziitleme isleminde)
Mekanik karistiricilar

Degisik cam malzemeler

Hazir ITK plakalari (Silica gel 60 F2sa)

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler
3.2.1. izolasyon isleminde kullamlan kimyasallar ve reaktifler

Serik Stlfat Belirteci: 12 g amonyum seryum siilfat (NH4)4Ce(SO4)42H20 (Sigma-
Aldrich) 50 ml derisik siilfiirik asit (H2SOg) ile ¢oziildii, hacmi saf su ile 500 ml ye

tamamlandi.

Siilfiirik Asit Belirteci: %50 su %50 derisik siilfiirik asit (H2SOa4).

Kolon Dolgu Maddeleri:

o Silika jel 70-230 mesh (Merck)
e Sephadex LH-20 (Merck)

Coziiciiler:

e Diklorometan (Sigma)
e Biitanol (Sigma)

e Etil alkol (Sigma)

e Hekzan (Sigma)

o Etilasetat (Sigma)
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e Aseton (Sigma)
e Kloroform (Sigma)
e DMSO (Sigma)

3.2.2. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

3.2.2.1. DPPH-" serbest radikal giderme

1.5 mg DPPH' Radikal ¢ozeltisi: 5 mg DPPH' Radikali alindi ve 100 ml etanol

icerisinde ¢oziildii. Daha sonra karanlik bir ortamda oda sicakliginda iki saat

calkaland.

3.2.2.2. ABTS"* serbest radikal giderme

1.20 mL 7 mM ABTS ¢ozeltisi: 76,8 mg ABTS saf suda ¢6ziindii ve toplam hacim saf
suile 20 mL’ ye tamamlandi.

2.20 mL 2,45 mM K2S20s ¢ozeltisi: 13,25 mg K2S20g safsuda ¢oziindii ve toplam
hacim saf su ile 20 mL’ ye tamamlandi.

3. ABTS’ serbest radikal ¢ozeltisi: 20 mL 7 mM ABTS ve 20 mL 2,45 mM K>S20s
1:1 oraninda karistirildi ve 734 nm’de yaklasik 0,70 birim absorbans verinceye kadar

(yaklasik 1/120 oraninda) metanol ile seyreltildi.

3.2.2.3. Metal selatlama kapasitesi

1.50 mL 2 mM FeCl2*4H20 ¢ozeltisinin hazirlanmast: 19,8 mg FeCl2*4H0 tartilip
saf suda ¢6ziindii ve toplam hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.
2.50 mL 5 mM Ferrozin ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 123 mg Ferrozin saf suda ¢6ziindii

ve toplam hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Kimyasallar:
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3.2.3.

Neokuprin

DPPH radikali

TCA

NazHPO4

CuCl;

KsFe(CN)e

FeCls

CH3COONH;

Tripsin EDTA (Sigma)
NaHCOs

Biyolojik aktivite testleri icin kullanilan kimyasallar ve hiicreler

Tripsin EDTA (%25) (Sigma)

Penicilin streptomycin soliisyonu (Sigma)

DPBS (Dulbekko’nun fosfat tampon tuzu) (Sigma)

Fetal Bovine Serum (Heat inactivated) (Sigma)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium- High glucose (Sigma)
Cell proliferation ELISA, BrdU kit (Roche)

3.3. Kullanilan Cihazlar

'H NMR (Agilent 600 MHz Spektrometre)

13C NMR (Agilent 150 MHz Spektrometre)

ELISA (Rayto RT-2100C microplate reader)

Doner buharlastirict (Heidolph)

Manyetik karistirict

Vakum pompasi

Etiv

Inkubator CO, Water-jacketed (Nuaire US Autoflow)
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o Steril kabin (Esco class Il type A2)

o Santrifiij (Hettich EBA20)

e Mikroskop (Olympus CX21)

e UV lambasi (Camag)

e GC-MS (Agilent)

o Agilent HPLC-TOF/MS spectrometer

3.4. Bitkisel Materyal

3.4.1. Bitkinin toplanmasi ve kurutulmasi

Asteraceae familyasina ait Tanacetum alyssifolium bitkisi Erzincan’in Ili¢ ilgesi
siirlarindaki Munzur dagi eteklerinden 2014 yili haziran ayinda toplandi. Habitati
gittikce azalmakta ve yok olma tehlikesiyle karsi karsiya olmasi sebebiyle, bitki
toplanirken son derece hassas davranildi ve kok kisimlarma zarar verilmemeye
calisildi. Bitkisel materyal Erzincan Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Dekani,
Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ali Kandemir tarafindan teshis edildi.
Toplanan bitki materyalleri oda sicakliginda giines 1s1gina maruz kalmayacak bir

ortamda kurutuldu.

3.4.2. Bitkinin ekstraksiyonu ve n-biitanol ekstresinin hazirlanmasi

Kurutulan Tanacetum alyssifolium bitkisinin toprak {istii kisimlart blender’ da
ogiitiildii. Ogiitiilen bitki 4L’lik iki cam balona konuldu ve yaklasik olarak 4L hekzan
eklenildi. Daha sonra cam balonlarin agzi kapatilarak 24 saat boyunca oda sartlarinda
beklemeye birakildi. 24 saat tamamlandiktan sonra ekstre siizge¢ kagidi kullanilarak
stiziildii ve tizerine tekrar hekzan eklendi. Bu islem 5 kez ayni sekilde tekrarlandi ve
organik fazlar birlestirilerek hekzan evaporatdrde gektirildi. Daha sonra bitki tekrar
oda sartlarinda kurumaya birakildi. Kurutulan bitki tekrar 4L lik iki cam balona
konuldu ve yaklasik 4 L metanol ilave edildi. Daha sonra cam balonlarin agzi

kapatilarak 24 saat boyunca oda sartlarinda beklemeye birakildi. 24 saat
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tamamlandiktan sonra ekstre siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii ve iizerine tekrar
metanol ilave edildi. Bu islem 5 kez ayni sekilde tekrarlandi ve elde edilen ekstre
stiziintiileri temiz bir sisede birlestirilerek, metanol evaporatérde uzaklastirildi.
Metanol’ii uzaklastirilan ekstreye 60 °C sicakligindaki saf su ilave edildi ve vakum
altinda siiziilerek bitkide bulunan klorofillerin uzaklastirilmasi saglandi. Klorofiller

uzaklastirildiktan sonra koyu kahverengi renkli sulu ekstrakt elde edilmis olundu.

iy

Sekil 3. 1. Vakum altinda siiziilmesi ve klorofillerin ayrilmas1

Klorofilleri uzaklastirilan koyu kahverengi renkteki sulu ekstrakt ayirma hunisine
konularak ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Biitanol’ iin miktar1 sulu ekstraktin
miktarindan fazla olacak sekilde ayirma hunisine biitanol ilave edildi. Biitanol
eklenince iistte biitanol fazi altta sulu faz olmak iizere iki faz meydana geldi. Biitanol
faz1 temiz bir sigseye alindi ve sulu faz tekrar ayirma hunisine konularak biitanol ilave
edildi. Bu islem 5 defa ayni1 sekilde yapildi ve elde edilen biitanol fazi temiz bir kapta
birlestirildi. Birlestirilen biitanol fazinda sulu faz kalmis olmasi ihtimaline karsilik sulu

faz1 almasi igin Na2SO4 eklenerek kurutuldu ve biitanol evaporatoriinde ¢ektirildi.
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Sekil 3. 2. Biitanol ile ekstraksiyon

3.5. Kromatografik Yontemler

3.5.1. Kolon kromatografisi (KK)

Bitkilerde bulunan bilesiklerin saf olarak elde edilmesi i¢in kullanilan bir kati-sivi
ayirma yontemidir. Kolon kromotografisi cam kolonlarda yapilmaktadir. Kolonda
ayrimi gerceklestirilecek materyalin 6zelligine bagli olarak c¢esitli kolon dolgu
maddeleri kullanilabilir. (Ornegin; silika, sephadex, aliimina vb.) Sivi olarak farkli
polariteye sahip organik ¢éziiciiler kullanildi. Oncelikle ekstre kolona yiiklenilmeden
ITK (ince tabaka kromatografisi) yapilarak kolonun baslangig¢ (hareketli) fazi
belirlendi. Eger ekstre baslangi¢ ¢6ziiclisiinde ¢oziinmiiyor ise kuru tatbik denilen
islem gergeklestirilir. Kuru tatbik islemi su sekilde yapilir; ekstre uygun bir ¢oziictide
¢Ozliniir ve ardindan igerisine bir miktar silika jel eklenir. Sonra ekstre i¢indeki ¢6ziicii
doner buharlastiricida uzaklastirilarak ekstrenin silika jel tarafindan emilmesi
sagland. Silika jel ve ekstrenin igindeki ¢oziiciiniin tamamen uzaklastirilabilmesi igin
oda sicakhiginda 1 gece bekletilir. Kolona ilk olarak ¢oziicii ile bulamag haline
getirilmis silika jel doldurulur ve kolonun sartlandirilmasi i¢in belirli bir siire ¢oziicti
gecirilmeye devam edilir. Kolon sartlandirildiktan sonra silika jelin kolon igindeki tist
tabakas: diizlestirilir ve sonra toz haldeki silika jel-ekstre karisimi kolona yiiklenir.

Farkli ¢oziicii gradiyentleri kolondan gecirilerek ayirma islemi gergeklestirilir.

N-Biitanol Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi:
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Tanacetum alyssifolium bitkisine boliim 3.4.2°deki islemlerin uygulanmasi sonucunda
bitkiden 40 gram n-biitanol ekstresi elde edildi. N-biitanol ekstresini kolona yiikleme
yapmadan dnce ITK yapilarak farkli ¢dziicii sistemlerinde incelendi. ITK da olusan
bantlarin ve renklerin yardimiyla kolon baslangi¢ hareketli fazi belirlendi. ince tabaka
kromatografisi sonuglarina gore TA-1 kolonunda baslangi¢ ¢oziiciisii olarak hegzan
(CsH14) kullanildi. 1 kilogram silika jel (70-230 mesh Merck) hegzan ile bulamag
haline getirildikten sonra kolana yiiklendi ve kolon sartlandirildi. 40 gram n-biitanol
ekstresine kuru tatbik yapildiktan sonra kolona yiiklendi ve hegzan, diklorometan, etil
asetat ve metanol ¢oziiclileri ile hazirlanan farkli oranlardaki ¢oziicii sistemleri
kullanildi. Ekstrenin iTK’ da ki ayrimma goére diisiik polariteli ¢oziiciiden yiiksek
polariteli ¢oziiciiye dogru gesitli ¢oziicii ve ¢oziicii karisimlar1 hareketli faz olarak
kolonda kullanilds. ilk fraksiyon %50 DCM-Hegzan ile alind.
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Tablo 3. 1. N-butanol ektresinin TA-1 kolonundan elde edilen eluatlar ve kullanilan
¢Oziicli sistemleri

Fraksiyon No Coziicii Sistemi Mobil Faz Miktari (mL)
1-13 %50 Hegzan-DCM 400
14-19 %60 Hegzan-DCM 400
20-28 %70 Hegzan-DCM 400
29-37 %80 Hegzan-DCM 400
38-45 %90 Hegzan-DCM 400
46-56 %100 DCM 400
57-64 %10 EtOAc-DCM 400
65-71 %30 EtOAc-DCM 400
72-81 %50 EtOAc-DCM 400
82-89 %70 EtOAc-DCM 400
90-98 %90 EtOAc-DCM 400
99-108 %100 EtOAC 400
109-115 %10 MeOH-EtOACc 400
116-126 %20 MeOH-EtOACc 400
127-142 %30 MeOH-EtOACc 400
143-160 %40 MeOH-EtOACc 400
161-170 %50 MeOH-EtOACc 400
171-180 %100 MeOH 400
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...................................
.....................................

Sekil 3. 3. TA-1 ana kolonu

TA-1 kolonundan elde edilen Tablo 3. 1.’deki eluatlar iTK ile incelendi ve benzer
sonuglar gosteren eluatlar birlestirildi. Bu islemler sonucunda etil asetat ekstresinin
TA-1 kolonundan 1-13, 14-28, 29-41, 42-46, 47-75, 76-78, 79-90, 91-115, 116-126,
127-142, 143-160, 161-170 ve 171-180 olmak tizere 13 fraksiyon elde edildi.

TA-1 kolonundan elde edilen TA-1-(7,8,9) (8g) nolu ii¢ fraksiyon LC/MS-TOF
sonuclar1 neticesinde benzer yapilar icerdikleri i¢in birlestirildiler. Bu ii¢ fraksiyon
yeniden kolon islemine tabi tutuldu. Bu sefer kolon dolgu maddesi olarak silika jel
yerine sephadex (LH-20) kullanildi. Coziicii sistemi olarak % 35 methanol-% 65

kloroform kullanildi.
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Sekil 3. 4. Sephadex yiiklii cam kolonlar

Sephadex kolona yiiklenilmeden 6nce methanol-kloroform karisiminda, karanlik bir
ortamda 24 saat boyunca bekletilerek sephadex’in sismesi saglandi. Daha sonra
sephadex kolona yiiklendi ve ayni ¢oziicli sistemi kolondan gegirilmeye devam
edilerek kolonun sartlandirilmasi saglandi. Sartlandirilan kolona yaklasik 0,5¢ madde
yiiklenerek ¢6ziicii sistemi degistirilmeden ayirma islemi uygulandi. Bu islem 13 defa
tekrar edilerek toplamda 13 tane sephadex kolon yapilmis olundu. Sephadex ile
yapilan kolonlar sonucunda bilesik1 (84mg) ve bilesik2 (25mg) olmak iizere iki tane

saf madde izolde edildi.

3.5.2. ince tabaka kromatografisi (ITK)

Bir karistimin  i¢inde  bulunan  bilesenlerin  ayrilmasi, kalitatif  olarak
degerlendirilmesinde ve benzer olan fraksiyonlarin belirlenmesi amaci ile uygulanan
basit bir kromatografi uygulamasidir. Numune uygulamasi kapiler bir tiip kullanilarak
yapildi. Uygulanan numune spotlar1 kurutulduktan sonra tank igerisinde uygun mobil
faz kullanilarak yiiriitiildi. Bilesenlere ait spotlar UV (254 ve 366 nm) 151k altinda

incelendi. UV 15181 altinda goriinmeyen bilesenlerin spot renklerini daha iyi
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gorebilmek icin silika jel plakalarina serik siilfat ve siilfiirik asit belirtecleri
puskiirtiiliip 1siticida 100 °C de olusan spot renkleri incelendi. Rfdegerleri benzer olan
maddeler ayn1t maddeler olarak  degerlendirilerek  birlestirildi.  Kolon
kromatografisinden alinan fraksiyonlarin hepsine teker teker bu islemler uygulanarak

benzer fraksiyonlar birlestirildi.

Sekil 3. 5. Ince Tabaka Kromatografisi

3.6. Anti Kanserojen Aktivite Testleri

3.6.1. Kanser hiicre hatlar1 ve hiicre kiiltiiri

Bu ¢alismada Hela (Insan Rahim Kanseri) ve C6 (Sican Beyin Tiimérii) kanser hiicre
hatlar1 kullanildi. Hiicreler fetal bovine serum (%10) ve penisilin-streptomisin (%2)
solusyonu igeren DMEM (Sigma, Germany) besi yerinde kiiltiire edildi. Hiicreler,
steril T75 hiicre kiiltiir flasklarinda 37°C de %5 CO2 ortaminda 4-5 giin inkiibe edildi.
Konfluent hale geldikten sonra flasklardaki besi yeri 10 ml Tripsin-EDTA solusyonu
ile degistirildi ve 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin yiizeyden
ayrilmasini saglamak i¢in flask hafifce ¢alkalandi. Olusan hiicre siispansiyonu 50 mL
steril falkon tiiplere aktarilarak, hiicreler iizerine 10 mL taze besi yeri ilave edildi ve
hiicreler 1.500 RPM de 10 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant kisim aspire edildi ve
sonra hiicre pelleti 2 mL taze besi yeri ile siispansiyon haline getirildi. 1 mL hiicre
icinde 20 mL taze medyum bulunan kiiltiir flasklarina pipetlenerek 37 °C de % 5 CO>
ortaminda 4-5 giin inkiibasyona birakildu.
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C6 (Sican Beyin Tiimor Hiicresi) HeLa (Insan Rahim Kanser Hiicresi)

Sekil 3. 6. C6 ve HeLa kanser hiicreleri

3.6.2. In vitro anti kanser aktivite (antiproliferatif aktivite) testi dizaym

Hazirlanan hiicre stogundan 100 pL hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu plakalarin
kuyucuklarina triplike olacak sekilde pipetlendi. Pozitif kontrol i¢in uygun bir
antikanser bilesik (5-Florourasil) (Sigma F6627) numunelerle ayn1 konsantrasyonda,
ilgili kuyucuklara konuldu. Kuyucuklardaki son hacim 200 pL olacak sekilde besi yeri
ile tamamland1 ve pipetleme islemi yapilarak plakalar 37 °C de %5 CO. ortaminda 24
saat inkiibasyona birakild.

3.6.3. BrdU Cell ELISA hiicre proliferasyon deneyi

Test maddelerinin antikanser (antiproliferatif) aktivitesi BrdU Cell Proliferation
ELISA Kiti (Roche 11 647 229 001, Germany) lretici firmanin prosediiriine gore
kullanilarak test edildi. Plakalar uygun bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 ve
650 nm dalga boyunda okutuldu ve absorbans degerleri elde edildi.

3.6.4. 1Cso konsantrasyonunun belirlenmesi

Test edilecek her maddenin ICso konsantrasyonunu (%50 sinin proliferasyonunun
inhibe ettigi konsantrasyon) belirlenmesi i¢in Excel, SigmaPlot veya ED50V10.XLS

programi kullanilarak hesaplandi.
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3.7. Antioksidan Aktivite Testleri
3.7.1. DPPH-" serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini

DPPH serbest radikal giderme Blois metoduna gore bazi modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirildi (1958). Serbest radikal olarak DPPH’in 0,1 mM’lik ¢6zeltisi
kullanildi. 96 well microplate igerisine 210 uL DPPH" radikali ilave edildi. Daha sonra
bunun tizerine incelenecek numune 15 pL (blank i¢in 10 uL metanol) eklendi. 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve sonra 517 nm’de Microplate Reader’
da absorbans okumasi yapildi. Azalan absorbans degeri geriye kalan DPPH" ¢ozeltisi
miktarini yani serbest radikal giderme (siipiirme) aktivitesini verdi. Standart olarak
Trolox kullanildi. Sonuglar standart (trolox) ve numunelerin ICsp konsantrasyonu

olarak verildi.

3.7.2. ABTS " katyon radikal giderme aktivitesi tayini

ABTS™ serbest radikal giderme aktivitesi tayini bazi modifikasyonlarla Re ve
arkadaglarinin  (1999) gelistirdigi metoda gore yapildi. Ilk énce ABTS™ katyon
radikalini olusturmak i¢in 7 mM ABTS ¢ozeltisi 2,45 mM potasyum persulfat
(K2S20g) ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirildi. Karisim kullanilmadan 6nce 16 saat
karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Bu ¢alismada standart olarak Trolox kullanildu.
96 well microplate igerisine 2,5 pL. numune, 2,5 uL standart konuldu ve tizerine
seyreltilmis ABTS radikalinden 250 uL eklenerek karigtirildi. 6 dakika oda
sicakliginda inkiibasyondan sonra 734 nm’de Microplate Reader’ da absorbans

okumasi yapildi. Sonuglar ICso konsantrasyonu olarak verildi.

3.7.3. Metal selatlama kapasite tayini

Metal selatlama kapasite tayini Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore
gerceklestirildi. Bu metot da standart olarak 0,35-25 pg araliginda EDTA kullanildi. 96

well microplate igerisine 50 uL numune ve EDTA eklendi. Uzerine 185 uL saf su ve
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5 uL 2 mM FeCl: ilave edildi ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Daha sonra 10 uL. 5 mM Ferrozin eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi ve sonra 562 nm’de Microplate Reader’ da absorbans okumasi

yapildi. Sonuglar EDTA ve numunelerin ICso konsantrasyonu olarak verildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Analizi

(3.68-3.44)

Sekil 4. 1. izole edilen luteolin-7-O-p-D-glikozit bilesiginin *H ve *C kimyasal kayma
degerleri

Bilesik sar1 renkli kristaller seklinde elde edildi. LC-TOF/MS spketrumunda gbzlenen
m/z [M-H] 447.0955 molekiiler iyon pikinden yola ¢ikilarak bilesigin kapali formiili
C21H20011 olarak belirlendi.

T 2 3 4 5 6 1 & & 0 n o 3 o1 B & 1 B8 18 20 2 DH B M B %k 21 B H
Counts vs. Acquisition Time (min)
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Sekil 4. 2. LC-TOF/MS spketrumlar1

C21H20011 i¢in hesaplanan 447.0955 molekiiliin *C-NMR spektrumuda gézlenen 21
karbon sinyali kapali formiil ile uyumludur. *H-NMR spektrumunda aromatik bolgede
goriilen ABX sistemi, [6H 7,42 dd, J=8,36/2,29 Hz (H-6"), 7,39 d, J=2,29 Hz (H-2) ve
6,88 d, J=8,34 Hz (H-5")] B halkasinin 3,4-disiibstitiie oldugunu, AX sistemi [ 6,6
d, J=2,14 Hz (H-6) ve 6,42, d, J=2,14 Hz (H-8)] A halkasimin 6-ve 8 konumlarinin

serbest oldugunu, 6 6,72, s (H-3) sinyali ise 3 konumunun serbest oldugunu gosterdi.

N

W [ W
<4 1.09.00 117

Sekil 4. 3. Luteolin-7-0O-B-D-glikozit *H-NMR spketrumlari

Ayrica 6w 5,05, d, J=7,56 Hz sinyali ve 13C-NMR spektrumunda goriilen dc 100,38;
77,59; 76,82; 73,55; 69,99 ve 61,05 sinyalleri molekiile bagh bir B-glikoz grubunu
gosterdi. HMBC spektrumunda goézlenen 5,07 (H-1')/163,37(C-7) etkilesimi glikoz
grubunun flavon iskeletine C-7 konumundan bagli oldugunun delilidir. Birbiri ile
etkilesen proton Oriintiisit COSY spektrumundaki etkilesimler ile dogrulandi. C-H

atamalar1 ise HSQC ve HMBC spektrumlarindaki etkilesimlerden yararlanilarak
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yapildi. Detaylt NMR verileri EK’de sunulmustur. Bu bilgiler 1s18inda molekiiliin
yapist luteolin-7-O-B-D-glikozit olarak aydinlatild:.

===

163,388
161372

T - 15138
—— 146231

~164821

—— 150407

182331

190 180 170 160 150m 140 130 120 110 100 S0 s0 70 G0 S0 40
n

HO (o]
134.12 160.66
56.49 .
114.55
BG.79)  So0149.79 Z (6.30)
105.74 144.72
(7.07) (7.91)

Sekil 4. 5. Izole edilen isofraxidin bilesiginin *H ve *C kimyasal kayma degerleri

LC-TOF/MS spektrumda gozlenen ve Ci11H100s5 kapali formiiliine uygun olarak m/z
[M+H]" 223.0169 molekiiler iyon piki yapiyr dogrulamaktadir (C11H110s igin
hesaplanan 223.0608).
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Sekil 4. 6. LC-TOF/MS spketrumlari

Molekiilin  'H-NMR  spektrumunda gézlenen sinyaller kumarin tiirevlerinin
karakteristik pikleridir. Lakton halkasinin sinyalleri AB sistemi seklinde (6 6.30, d, J
= 9.43 Hz, H-3) ve (6 7.91, d, J = 9.43 Hz, H-4) g6zlendi. & 7.08 ppm’de gbzlenen
sinyal H-5 protonuna aittir. integrasyon degerleri 3 olan ve § 3.80 ve § 3.88 ppm’de
gelen sinyaller metoksi gruplarinin varligimi gosterdi. 13C-NMR spektrumunda 11
karbon sinyali gozlendi. DEPT spektrumunda gozlenen 2 CHz (C-6 ve C-8’¢ bagl) 2
CH ve 6 kuarterner karbon molekiilile uyumludur. Elde edilen spektral veriler

literatiirle uyumludur. (Li vd., 2014)
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Sekil 4. 7. isofraxidin *H-NMR spketrumlari

114559
66666
55555
33333
44444
44444
44444
00000
99999
22222
el
39.46

~144.667

——1038M4

113839

———160.384

143993

— 134123

Sekil 4. 8. Isofraxidin ®*C-NMR spketrumlari

4.2. Antikanserojen Aktivite Testleri

n-Biitanol, luteolin-7-O-B-D-glikozit, isofraxidin ve standart olarak kullanilan 5-

Fulorourasil (5-FU) in HeLa (insan Rahim Kanseri) ve C6 (Sican Beyin Tiimorii)

hiicrelerine kars1 antikanser aktiviteleri dort dozda (100, 50, 25 ve 5 pg/mL) incelendi.

Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin HeLa ve C6 hiicrelerine kars1 ICso ve IC7s

degerleri Tablo 4.1. de verildi.
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4.2.1. HeLa hiicresine kars1 antikanser aktivite sonuclari

N-biitanol, luteolin-7-O-B-D-glikozit, isofraxidin o6rnekleri ve 5-FU nun HelLa
hiicresine karsi antikanser aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim
orneklerde doz artisina bagli olarak aktivitelerinde artis gézlendi (Sekil 4.9.). N-
biitanol, luteolin-7-O-B-D-glikozit, isofraxidin 6rneklerinin g¢alisilmis olunan tiim
dozlarda 5-FU den daha disiik aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Bununla birlikte
n-biitanol ekstresinin 5-FU ile kiyaslandiginda, 100 pg/mL konsantrasyonda HeLa
hiicresine karsi ilimli aktivite gosterdigi gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda
aktivite sirasi ile: 5-FU> n-biitanol ekstresi> isofraxidin > luteolin-7-O-B-D-glikozit
seklindedir.

HelLa Hiicresi Hn-Biitanol B Luteolin O isofraxidin O5FU

100

80 - ] -
= ] .
g o]
g
B 40 -
=
£ 20

0 {

220 -

100 50 25 5
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4. 9. n-Biitanol, luteolin-7-O-p-D-glikozit, isofraxidin ve 5-FU nun HelLa
hiicresine kars1 antikanser aktivite sonuglart (* testler ii¢ tekrarli ve iki kez
tekrarlanmistir)
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4.2.2. C6 hiicresine kars1 antikanser aktivite sonuclar:

N-biitanol, luteolin-7-O-B-D-glikozit, isofraxidin 6rnekleri ve 5-FU nun C6 hiicresine
kars1 antikanser aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim 6rneklerde doz
artisina baglh olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.10.). N-biitanol, luteolin-7-
O-B-D-glikozit, isofraxidin érneklerinin ¢alisilmis olunan tiim dozlarda 5-FU den daha
diisiik aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Bununla birlikte n-biitanol ve luteolin-7-
O-B-D-glikozit 6rneklerinin 5-FU ile kiyaslandiginda, 100 pg/mL konsantrasyonda C6
hiicresine kars1 1limli aktivite gosterdigi gdzlendi. Ozellikle n-biitanol ekstresinde
dikkate deger bir etki tespit edildi. 100 ng/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: 5-
FU> n-biitanol ekstresi> luteolin-7-O-B-D-glikozit > isofraxidin seklindedir.

n-Biitanol, luteolin-7-O-B-D-glikozit, isofraxidin orneklerinin C6 hiicresine karsi

hiicre segici etki gostedigi belirlendi.

C6 Hiicresi Wn-biitanol  ® Luteolin  ® isofraxidin ©5FU
80 ——
60 - ]
P
&£
= 40
-]
)
=
g 20 -
0
-20 -
100 50 25 5
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4. 10. n-Biitanol, luteolin-7-O-B-D-glikozit, isofraxidin ve 5-FU nun C6
hiicresine kars1 antikanser aktivite sonuglar (* testler ii¢ tekrarli ve iki kez
tekrarlanmigtir)

Tablo 4. 1. n-Biitanol, luteolin-7-O-B-D-glikozit, isofraxidin 6rneklerinin HeLa ve C6
hiicrelerine kars1 ICsp ve 1C7s degerleri
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HelLa

Ornek Adi

ICs0 ng/mL
n-Biitanol <5
Luteolin-7-O-p-D- 95.38
glikozit
Isofraxidin 55.32

IC75 ng/mL
43.76

95.57

71.92

1Cs0 pg/mL
19.56

41.98

76.82

IC75 ng/mL
55.21

67.15

82.17

4.3. Antioksidan Aktivite Testleri

4.3.1. DPPH" serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini

DPPH" serbest radikalini giderme aktivitesi Blois metoduna gore belirlendi. Kararli

serbest radikal DPPH’in elektron veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan

kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar tarafindan siipiiriillmesi (temizlenmesi) ile

karakteristik mor rengin agilmasinin, spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline

dayanmaktadir (Archana vd., 2005). DPPH radikali antioksidan yapilar tarafindan

indirgendigi zaman absorbans diismektedir. DPPH ¢6zeltisinin koyu menekse rengi ne

kadar agilirsa ve karisimin absorbans miktarindaki diisme ne kadar yliksek olursa

serbest radikali giderme giicii de o kadar yiiksek demektir (Mathew ve Abraham,

2006).

NO,

DPHPH '

NO,

DPPH-H

Sekil 4. 11. Antioksidan tarafindan DPPH" radikalinin giderilmesi (Ko6ksal, 2007)
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Tanacetum alyssifolium bitkisinin n-biitanol ekstresinden saflastirilan bilesiklerin
DPPH" serbest radikal giderme aktiviteleri, farkli konsantrasyonlardaki ¢dzeltilerinin
517 nm’deki absorbanslar1 oOlgiilerek tespit edilmistir. Bilesiklerin DPPH" serbest
radikal giderme aktiviteleri standart olarak kullanilan troloks ile karsilastirilmistir.
Reaksiyon karigimlarinin absorbanslarindaki diisme yliksek serbest radikal giderme
aktivitelerini gostermektedir. Sekil 4.12. incelendiginde luteolin-7-O-B-D-glikozit
bilesiginin standart olarak kullanilan troloksdan daha fazla miktarda DPPH" serbest
radikalini giderdigi goriilmektedir. Isofraxidin bilesiginin ise standarttan daha az

miktarda DPPH" serbest radikalini giderdigi goriilmektedir.

100 - —&—Troloks
—— luteolin-7-0-B-D-glikozit

—a— isofraxidin

% DPPH Giderme

0 20 40 60 80 100 120 140
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4. 12. Bilesiklerin DPPH" serbest radikali giderme aktivitesinin troloks ile
mukayese edilmesi

Bilesiklerin ~10 pg/mL konsantrasyonunda DPPH® radikali giderme aktiviteleri
luteolin-7-O-B-D-glikozitin % 48, isofraxidinin % 13 ve troloksun ise % 46’dir. Serbest

radikal giderme aktivitesi luteolin-7-O-B-glikozitin > troloks > isofraxidin seklindedir.
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Tablo 4.2. Bilesiklerin DPPH" serbest radikali giderme 1Cso degerleri

Ornek ad1 ICs0 (ug/ml)
Trolox 17,8
Luteolin-7-O-B-D-glikozit 10,73
Isofraxidin 335,97

4.3.2. ABTS** katyon radikal giderme aktivitesi tayini

ABTS" serbest radikal giderme aktivitesi tayini bazi modifikasyonlarla Re ve
arkadaglarinin (1999) gelistirdigi metoda gore belirlendi. ABTSserbest radikal
giderme aktivitesi yontemi, ABTS™ ¢ozeltisinin koyu yesil renginin ortamdaki
antioksidanlar tarafindan elektron transferi ile rengin agilmasi ve meydana gelen bu
renk degisikligindeki absorbans siddetinin Ol¢lilmesi esasina gore yapilmaktadir.
ABTS" radikali antioksidan yapilar tarafindan indirgendigi zaman absorbans
diismektedir. ABTS c¢ozeltisinin koyu yesil rengi ne kadar agilirsa ve karisimin
absorbans miktarindaki diisme ne kadar yiiksek olursa serbest radikali giderme giicii

de o kadar yiiksek demektir.

—@—trolox

100 —ll— |uteolin-7-0-B-D-glikozit
90 ——[sofraxidin
80
70
60
50
40
30
20
10

% ABTS Giderme

10 15 25
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4. 13. Bilesiklerin ABTS™ serbest radikali giderme aktivitesinin troloks ile
mukayese edilmesi

Sekil 4.13. incelendiginde luteolin-7-O-p-D-glikozit ve isofraxidin bilesiklerinin
standart olarak kullanilan troloksdan daha az ABTS™ serbest radikalini giderdigi

goriilmektedir. Bilesiklerin ~10 pug/mL konsantrasyonunda ABTS* radikali giderme
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aktiviteleri troloksun % 93, luteolin-7-O-p-D-glikozitin % 60 ve isofraxidinin % 35°dir.
Serbest radikal giderme aktivitesi troloks > luteolin-7-O-p-D-glikozit > isofraxidin
seklindedir.

Tablo 4.3. Bilesiklerin ABTS™ serbest radikali giderme ICso degerleri

Ornek ad1 ICs0 (ug/ml)
Trolox 5,26
Luteolin-7-O-p-D-glikozit 9,81
I[sofraxidin 21,88

4.3.3. Metal selatlama kapasite tayini

Metal selatlama kapasite tayini Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore belirlendi.
Luteolin-7-O-B-D-glikozit ve isofraxidin bilesiklerinin metal selatlama kapasiteleri
Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) ile kiyaslamasi yapildi. Sonuglari 1Cso

degerleri ile ifade edildi.

Sekil 4. 14. Etilen Diamin Tetraasetik Asit’ in acik yapist ve metal selatlama
aktivitesi
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% Metal Selatlama aktivite

—@— EDTA
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Sekil 4. 15. Bilesiklerin metal selatlama kapasitesinin EDTA ile mukayese edilmesi

Sekil 4.15. incelendiginde luteolin-7-O-B-D-glikozit ve isofraxidin bilesiklerinin

standart olarak kullanilan EDTA daha az selatlama kapasitesi goriilmektedir.

Bilesiklerin ~10 pg/mL konsantrasyonunda selatlama kapasiteleri EDTA % 84,

luteolin-7-O-B-D-glikozitin % 44 ve isofraxidinin % 16’dir. Metal selatlama kapasitesi
EDTA > luteolin-7-O-B-D-glikozitin > isofraxidin seklindedir.

Tablo 4.4. Bilesiklerin Metal selatlama kapasitesi ICso degerleri

Ornek ad1 ICso (ng/ml)
EDTA 3,47
Luteolin-7-O-B-D-glikozit 69,7
[sofraxidin 226,32
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5. TARTISMA ve SONUC

Tanacetum tiirleri bircok kimyasal bilesik tiirlinii yapilarinda bulundurmaktadir.
Bugiline kadar yapilan calismalarda basta seskiterpen laktonlar olmak iizere,
seskiterpenler, triterpenler, kumarinler, monoterpenler ve flavonoidler gibi sekonder
metabolitler izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir (Goren vd., 2002). Ayrica sahip
olduklar farkli biyolojik aktiviteler nedeniyle bir¢ok arastirmaya konu olmuslardir.

Bu nedenle iilkemizde yetisen Tanacetum tiirlerinin arastirilmasi ekonomik degeri
olan tiirlerin ortaya ¢ikarilmasi agisindan énem arz etmektedir (Spitzer ve Steelink,
1996). Cogunlukla Compositae familyasindaki bitkilerde bulunan seskiterpen
laktonlarin, familya i¢inde kemosistematik onemleri vardir. Caligmalar sonucunda
tirlerin sistematik simiflandirilmalarindaki hatalar dizeltilebilecek, izole edilen
bilesiklerin 1s18inda faydali olabilecek ve ekonomik degere sahip olan tiirler

belirlenebilecektir.

Tanacetum Alyssifolium (Ili¢ paptyasi) bitkisinin n-biitanol ekstresi ilk defa
tarafimizdan ¢alisilmis olup, bir flavonoid glikozit olan luteolin-7-O-B-D-glikozit (7-
(B-D-glucopyranosyloxy)-5-hydroxy-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one)

ve kumarin tiirevi olan isofraxidin (7-hidroksi-5,6-dimetoksi) Tanacetum tiirlerinden
ilk defa izole edilmistir. Bilesiklerin yapisi spektroskopik yontemlerden *H NMR, $3C
NMR, COSY, HMBC, HMQC ve HPLC-TOF/MS kullanilarak aydinlatildiktan sonra

literatiir arastirmasi ile kesinlik kazanmistir.

Literatlir taramalar1 sonucunda luteolin-7-O-B-D-glikozit’in daha 6nce Centaurea
urvillei (Boke, 2005) Zygophyllum simplex L. (Hossam ve Ahmed 2017),
Brachychiton acerifolius (Aisha vd., 2017), Lagotis brevituba (Xiang vd., 2016),
bitkilerinden izole edildigi goriilmiistiir. Isoisofraxidin’ in ise Anemone tomentosa
(Hao vd., 2011), Fraxinus rhynchophylla (Lee vd., 2010), bitkilerinden izole edildigi

belirlenmistir.
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Calismamizda fitokimyasal aragtirmalarin yani sira bitkinin ham ekstresi ve izole
edilen bilesikler iizerinde antikanserojen ve antioksidan aktivite c¢alismalari

yapilmustir.

Izole edilen bilesiklerin antioksidan aktivite ¢alismalarinda DPPH" serbest radikalini
giderme aktivitesi Blois metoduna gore, ABTS™ serbest radikal giderme aktivitesi
tayini bazi modifikasyonlarla Re ve arkadaslarinin (1999) gelistirdigi metoda gore ve
Metal selatlama kapasite tayini Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore
belirlendi. Calisma sonucunda bulunan aktiviteler gidalarin antioksidan aktivitesinin

belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan troloks ile karsilastirildi.

Saglhk agisindan, sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen etkileri nedeniyle
dogal antioksidan ozellik gosteren fenolik bilesiklere olan ilgi her gegen giin
artmaktadir. Antioksidan olarak fenolik bilesikler kanser, kalp hastaliklari, katarakt,
goz hastaliklar:, yashlik hastaliklari vb. birgok hastaligi engelleyebildigi ifade
edilmektedir. Bu nedenle fenolik madde igerigi yiiksek olan meyve ve sebze tiiketimi
hastaliklara yakalanma riskini azaltmakta ve saglik tzerine olumlu etkide
bulunmaktadir (Nizamlioglu, 2010). Antioksidan aktivite tayin metotlari, gida,
farmasotik veya tibbi amagh kullanilan bitkilerin veya bu bitkilerden izole edilen
bilesiklerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydmnlatilmasinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Yapilan bu ¢alismada da bu metotlar kullanilmis olup bulgular birer
dogal ve standart antioksidan olan troloks ile mukayese edilerek sonuclar ICsg
degerleri olarak verilmistir.

Luteolin-7-O-B-D-glikozit bilesiginin standart olarak kullanilan Trolox’ tan daha iyi
DPPH radikalini stipiirdiigii, ABTS katyon radikalini giderme tayininde artan
konsantrasyon ile arttigi ve indirgeme yeteneginin standart antioksidan olarak
kullanilan troloks’dan daha az oldugu ve metal selatlama kapasitesinin standart olarak
kullanilan EDTA’den daha az oldugu tespit edilmistir.

Isofraxidin bilesiginin DPPH ve ABTS katyon radikalini giderme tayininde standart
olarak kullanilan Trolox’tan ve metal selatlama kapasitesinin de standart olarak

kullanilan EDTA’den daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
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Izole edilen her iki molekiilin ve n-biitanol ekstresinin antikanserojen aktivite
calismasinda numunelerin 4 farkli konsantrasyonu hazirlanmis olup HelLa ve C6 hiicre
kiiltiirleri tizerine bu numunelerin antiproliferatif etkisi belirlenmistir. Sonug olarak n-
biitanol ekstresinin 5-FU ile kiyaslandiginda, 100 pg/mL konsantrasyonda Hela
hiicresine kars1 1limli aktivite gosterdigi gozlenmistir. N-biitanol ve luteolin-7-O-f-D-
glikozit orneklerinin 5-FU ile kiyaslandiginda C6 hiicresine karsi, 100 pg/mL
konsantrasyonda 1limli aktivite gosterdigi goézlenmis olup 6zellikle n-biitanol

ekstresinde dikkate deger bir etki tespit edildi.

Sonug olarak, Erzincan’n ili¢ ilgesi Munzur dag: eteklerinden toplanan Tanacetum
alyssifolium bitkisinin toprak tistii kismi n-biitanol ekstresinden izolasyon galigmasi
ilk defa tarafimizdan yapilmistir. Bu ¢alismada bu bitkinin n-biitanol ekstresinden elde
edilen 2 bilesigin yapis1 spektral analiz ve litaratiir karsilastirilmasiyla aydinlatilmais,
saf madde ve ekstrenin antioksidan ve antikanserojen aktivite analizleri yapilmistir. N-
biitanol ekstresi Hela ve C6 hiicresine karsi, luteolin-7-O-B-D-glikozit molekiilii ise
sadece C6 hiicresine kars1 inhibe edici ve selektif aktivite gostermistir. Bu nedenle

bitkinin n-biitanol ekstresinin ilag gelistirilmesine katki saglayacagi diistiniilebilir.
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EK-3 Luteolin-7-O-p-D-glikozit HSQC Spektrumu
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EK-5 Isofraxidin DEPT Spektrumu
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