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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Tanacetum alyssifolium BITKiSINDEN Axillarin BILESIGININ
IZOLASYONU, ANTIKANSEROJEN VE ANTIOKSIDAN
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Samed SIMSEK

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri EnstitlsU
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ekrem KOKSAL

Bu calisma Tanacetum alyssifolium bitkisinde mevcut olan sekonder metabolitleri
kromatografik yontemle (kolon kromatografisi) izole etmek, spektroskopik metotlarla
yapilarin1 belirlemek, antikanserojen etkisi ve antioksidan aktivitesini incelemek amaci ile
gerceklestirilmistir. Bu amacla Tanacetum alyssifolium bitkisi Erzincan ili Munzur dagi
eteklerinden toplandi, oda sartlarinda kurutuldu. Bitkinin toprak Usti kismi, etil
asetat/bltanol ¢oziicl sisteminde ekstrakte edildi. Etil asetat ekstrakti kolon kromatagrafisi
islemlerine tabi tutuldu. Etil asetat ekstraktindan kromatografik yontemle (kolon
kromatografisi) izole edilen bilesigin yapisi1 spektroskopik metotlarla (1D-NMR, 2D-NMR,
HPLC-TOF) aydinlatilarak yapisinin 2-(3,4-Dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3,6-dimetoksi-
4H-kromen-4-on (axillarin) oldugu belirlendi. Izole edilen bilesigin antioksidan aktivitesi
kuprak metodu ile Cu?* ve potasyum ferriksiyanat indirgeme metodu ile Fe** iyonlar
indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) giderme aktivitesi tayini
yontemleriyle belirlendi. Standart antioksidan olarak troloks kullanildi. Axillarin bilesigi
Fe**i indirgeme yetenegi yoniinden standart olarak kullamlan troloksdan daha fazla
indirgeme potansiyeline sahip oldugu, (Cu®") indirgeme kapasitesinin troloks’dan daha az
oldugu ve DPPH serbest radikalini troloksdan daha az fakat standarta yakin miktarda
giderdigi belirlenmistir. Antikanserojen aktivite testinde axillarin bilesiginin 3 farkli
konsantrasyonu hazirlanip HeLa hiicresi kullanilarak maksimum aktivite gosterdigi
konsantrasyonu tespit edildi. Antikanserojen aktivite testinde en yuksek aktiviteyi 100 ve 50
ug/mL konsantrasyonunda géstermistir ve maksimum aktiviteye 13. saatte ulasilmustir.

2016, 77 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION OF Axillarin COMPOUND FROM Tanacetum alyssifolium,
DETERMINATION OF ANTICANCEROGEN AND ANTIOXIDANT
ACTIVITIES

Samed SIMSEK

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Dog. Dr. Ekrem KOKSAL

The aim of this study was to isolate the available secondary metabolites in Tanacetum
alyssifolium plants by column chromatography and determine their structures with
spectroscopic methods. It was also aimed to examine the antioxidant and anticarcinogenic
properties of Tanacetum alyssifolium. 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/ butanol solvent
system. The ethyl acetate extract was subjected to the procedure of column chromatography.
The structure of the isolated compound with column chromatography method was elucidated
by spectroscopic techniques (1D-NMR, 2D-NMR, HPLC-TOF). The isolated compound was
determined as 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3,6-dimethoxy-4H-chromene-4-on
(axillarin). The antioxidant capacity of the isolated compound was evaluated with CUPRAC
method and DPPH radical scavenging activity tests, respectively. Trolox was used as
standard antioxidant. In terms of the iron (Fe**) reduce ability, axillarin compound was found
to have more reduction potential than standard trolox and when compared the cupper (Cu*?)
reduce ability, axillarin compound displayed less reduction potential. However, axillarin and
trolox showed close results in terms of DPPH radical scavenging capacities. For
anticarcinogen tests, 3 different concentrations of axillarin compound were prepared and
applied to HeLa cells in order to determine the concentration at which the maximal activity
was shown. The highest anticarcinogenic activity was observed at 50 pg/mL and reached at
43 hours.
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Keywords: Tanacetum alyssifolium, isolation anticancerogen activity, antioxidant
activity, secondary metabolite
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1. GIRIS

Insanhigin var olusundan bu yana tedavi ve gida alaninda tibbi ve aromatik bitkiler
kullanilmaktadir. ~Bitkiler, modern tipta birgok ilacin hammaddesi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica tibbi ve aromatik bitkiler fitoterapi, aromaterapi gibi
tamamlayici tedavilerin de ana unsurlarini olustururlar. Aromatik bitkiler ayrica tiim
diinya mutfaklarinda gida katki maddeleri olarak da kullamlmaktadir. insan
beslenmesi ve saglhigi ile dogrudan iliskili olan bu bitkilerin beklenen fizyolojik
etkileri gostermesi, istenen tat, koku ve rengi vermesinin sahip olduklari1 sekonder

metabolitlerle miimkiin oldugu bildirilmektedir (Kurkgloglu, 2010).

Bitkisel ilaclar bir¢ok tlkenin birinci dereceden temel saglik kaynagini olustururlar.
Dinya nufusunun %80'i saglik gereksinimleri i¢in geleneksel ilaglart kullanmaktadir
(Tiwari, 2008). Dunya Saglik Teskilati (WHO)'nin 91 iilkenin farmakopelerine
dayanarak yaptigi bir arastirmaya gore 20.000 civarinda bitki tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. 1926 yilindan bu yana Tiirkiye’de oldugu gibi diger iilkelerde de
bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiiriicii ve insan sagligi i¢cin 6nemli olan Ozellikleri
bilim adamlarmin ilgisini ¢ekmis ve bitkiler iizerine yapilan c¢alismalar artmistir

(Dulger, 1999).

1983-1994 yillar1 arasinda Uretilen 520 yeni ilacin, yaklasik % 39’u mikrobiyal
kaynaklidir. 23.000’in iizerinde bilinen mikrobiyal sekonder metabolitin %42’si
funguslar, % 42’si aktinomisetler ve % 16’s1 da diger bakteri tiirlerinden elde
edilmektedir (Oskay ve Tamer 2009). 1981°den beri mikrobiyal dogal iiriinlerden
elde edilen kimyasal bilesiklerin % 40’indan fazlasi 6ncii ilag bilesigi i¢in 6nemli

kaynak olmustur (Newman vd., 2003).

1980’lerden sonra sekonder metabolitlerin izolasyonu, yapi tayini ve biyolojik
aktivite incelemeleri alanindaki ¢alismalar artmistir. Dogal tiriinlerin ilag kesfinde ve
ilag prosesi gelistirilmesinde biiytik rolleri bulunmaktadir. Dogal iiriinlerin dogrudan

kullanimi, etkinligini artirmak i¢in molekiilin modifiye edilmesi (yar1 sentetik



urlinler) ve etkin olan dogal iriinlerin sentezlenebilmesi bakimindan bitkiler ilag

sanayinde dnemli bir yere sahiptir (Newman vd., 2007).

® Dogal iiriinler
m Senteze dayali dogal tiriinler
® Yar sentetik tirtinler

m Sentetik Urtinler

Sekil 1. 1. Dogal iiriinlerin ila¢ sanayindeki yeri (Cragg vd., 1997)

Halk ilac1 olarak kullanilan bir¢ok bitkinin modern bilimlerin gelismesiyle birlikte
biyoloji, kimya, farmakoloji, toksikoloji gibi disiplinlerin kombine c¢alismasiyla,
yapilarinda bulunan sekonder metabolitlerin, fitokimyasal yapilar1 aydinlatilmakta ve
biyolojik aktiviteleri incelenmektedir (Baykal, 1997; Dilger, 1999; Tadeg, 2005).

Tibbi bitkilerin yetistirilmesi farmakognozi’nin gelismesini saglamistir. 19. yiizyilin
sonlarina dogru kimya alaninda biiyiik ilerlemeler kaydedilmesinden dolay:1 tibbi
bitkilerin yetistirilmesi iizerine ilgi azalmistir. Ancak 1. Diinya Savasi’ndan sonra
tibbi bitkilerin yetistirilmesi tekrar giindeme gelmistir. Fakat 1920’li yillarda
baslayan ve 1950’1i yillarda zirve noktasina ulasan sentetik ilaglarin gelistirilmesi ile
tibbi bitkilerin dlinya ticaret hacmindeki payr biiyikk oranda gerilemistir. Diger
taraftan sentetik gida katki maddelerinin toksik veya kanserojenik etkilerinin ortaya
¢ikmasindan dolay1 et, sut, meyve, sebze, deniz Uriinleri ve mesrubat sektorlerinde

dogal tirtinler tizerine talep artmistir (Fowler, 2006).

Dinyanin 750.000 ile 1.000.000 arasinda bitki tiiriine ev sahipligi yaptigi tahmin
edilmektedir. Bu bitki turlerinin sadece 500 bin kadar1 belirlenmistir ve her yil 2000
kadar yeni bitki tiirleri tanimlanmaktadir. Glnimuzde 20000 den fazla bitkinin

tedavi amach kullanimlar1 bulunmaktadir. Bu durum tibbi bitkilerden hastaliklara



kars1 ila¢ ve bitkilerde bulunan sekonder metabolitleri izole etme c¢alismalarinin

6nem kazanmasina ve artmasina neden olmustur (Caliskan, 2006).

Sekonder metabolitler ¢ok biiylik yapisal cgesitlilige sahiptir ve bitkide sekonder
metabolizma yollarinin ara iriinlerinden meydana gelmektedir. Bitkiler tarafindan
sekonder metabolitler cok az miktarlarda Uretilmesine ragmen dogal gida ve ilag ham
maddeleri (farmasotikler, gida katki maddeleri, tatlandiricilar, boyalar, koku
vericiler, yapistiricilar, insektisitler, pestisitler vb.) elde etmek igin sekonder
metabolitler Gizerinde yapilan arastirmalar artmistir (Ahiskalioglu, 2007; Baser, 1990;
Baytop, 1999).

Bu ¢alismada daha once dogal iiriinler alaninda tizerinde c¢alisma yapilmamis
endemik bir tir olan Tanacetum alyssifolium bitkisinin etil asetat ve butanol
ekstreleri hazirlanarak, etil asetat ekstraktindan axillarin flavonoidi kromatografik
yontemle (kolon kromatografisi) izole edilmistir. Izole edilen bilesigin yapisi
spektroskopik metotlarla (1D-NMR, 2D-NMR, HPLC-TOF) aydinlatilmistir.
Bitkiden elde edilen saf bilesigin antikanserojen etkisi ve antioksidan aktivitesi
incelenerek ila¢g olma potansiyelinin arastirilmasi: amaglanmis ve ¢alismalar bu yonde

gerceklestirilmistir.

Sekil 1. 2. Tanacetum alyssifolium



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Asteraceae (Compositae) familyasi

Diinya’da ve Anadolu’nun bir¢ok yerinde bulunan Asteraceae familyasi iiyeleri ¢ok
genis habitat tiplerini kapsamaktadirlar. Diger taraftan, Asteraceae’nin 23.000 turiu
Angiospermlerin % 10’u ile esdegerdedir. Genellikle tek, iki veya ¢ok yillik, yar1
calimsi veya otsu, kicuk ve orta biyklikte bitkilerdir (Mucciarelli ve Maffei, 2002;
Wilson, 1986). Cicekli bitkilerin en biyik familyalarindan biri olan Asteraceae
familyas1 endemik tiir agisindan Tirkiye’'nin en zengin familyasidir (Erik ve

Tarikahya, 2004).

Asteraceae familyas1 Oyelerinin cicekleri genellikle ¢cok sayida, nadiren tek, sapsiz
kapitulum seklinde olup her kapitulum involukrum braktelerle ortiilmiistiir (Davis
vd., 1975; Grierson, 1975). Ayrica ¢igekleri hermafrodit veya tek eseyli, aktinomorf
ya da zigomorf simetrilidir ve yapraklari parcalanmamistir. Kaliks ya tiy seklini

alarak pappusu meydana getirirler ya da tamamen korelirler (Heywood, 1978).

Turkiye’de tiir sayis1 bakimindan ilk sirada yer alan Asteraceae (Compositae)
familyasina ait toplam 1209 tiir bulunmaktadir. Bu tlrlerin 447’si endemiktir ve
Asteraceae familyasmnin 134 cinsi vardir (Davis vd., 1988; Dogan 2007; Ozhatay and
Kdltar 2006).

Asteraceae familyasina ait birgok tlr farmakolojik aktivite gostermektedir. Bu
familyada bulunan bitkiler flavonoid ve diterpenlerin yani sira agirlikli olarak
antibakteriyel, antifungal, antihelmintik, antienflamatuar, insektisit ve antitumor gibi
birgok biyolojik aktiviteye sahip sekonder metabolitleri bulundurmaktadir (Grierson,
1975; Kocak, 2008).



Kimyasal i¢erik bakimindan Asteraceae familyasi Uyeleri bircok farklilik gosterirler
ve bunlarin bir kismi zehirlidirler. Asteraceae familyas1 zehirli olan igeriklere sahip
oldugu gibi zengin ugucu yag ve terpenoit icerigine de sahiptir. Asteraceae familyasi
fenolik bilesiklere ve terpenlere sahip olmalarindan dolay1 tip ve eczacilik alaninda

kullanilirlar (Mucciarelli ve Maffei, 2002).

Asteraceae familyas: iiyeleri siis bitkisi ve sebze olarak kullanilmasinin yani sira
etken madde ve ucgucu yaglar igerdiklerinden tibbi alanda, inulin ve sabit yag
tasidiklar i¢in gida sektoriinde, kauguk tasidiklarindan dolay1 da sanayi alaninda

kullanilmaktadirlar (Baytop, 1991).

2.1.2. Tanacetum cinsi

Tanacetum cinsi Compositae familyasinda bulunmaktadir ve iilkemizde bu cinsin
18’i endemik olmak Uzere 60 takson, 44 tiirii bulunmaktadir (Davis, 1988; Glner,
2000). Antihelmentik, karminatif, uyuz ilaci, migren tedavisinde, ates diistiriici,
kireglenme tedavisinde, bas donmesi tedavisinde, bocek isiriklarinda (D’Amelio,
1999; Newall, 1996) ve bdcek olduricu olarak (Asimgil, 1993; Guven, 1991)
kullanilmalarinin yanisira yaralarin iyilestirilmesinde (Sezik, 1999), ilser, yanik,
epilepsi ve tuberkiloz tedavilerinde, soguk algmmliginda, O6demlerde, sinir
hastaliklarinda (Duke, 1987) olmak (izere geleneksel tipta halk ilaci olarak
Tanacetum turlerinden yararlanilmaktadir. Tanacetum tirlerinin ayn1 zamanda
parfim, kozmetik hammaddesi ve gidalarda tatlandirici olarak kullanimlar1 da
bulunmaktadir (Duke, 1987; Guenther, 1948; Newall, 1996).

Tanacetum tirleri kiglk, orta blylkte veya uzundurlar. Genellikle rizomlu ve yar1
calt seklinde olan ¢ok yillik bitkilerdir. Baz1 Tanacetum tiirlerinin dip kisimlar
odunsu seklindedir. Bitkinin yiizeyi tiiylerle kaplidir. Bu tiiyler seyrek veya sik, basit
veya catalli bigimde olabilir. Govdeleri yatik veya diktir ve genellikle yaprakli ve
dalli bicimdedir. Yapraklar biitiin, disli, pinnatifit veya 1-3 pinnatisektir. Primer

parcalar genellikle az ok mesafeli (geng hali harig), bazen bitisik veya birbirine ¢ok



yakindir. Olgunlastiklarinda tam yapraga benzer durumda olurlar ve tam
gorintmludrler. Kapitulum heterogamous (gigeklerin farkli eseylere sahip olmasi)
veya homogamous (tiim ¢i¢eklerin ayn1 eseyde olmasi), tek veya daha siklikla seyrek
veya yogun korimbus seklindedir. Genellikle kenarlar1 ve u¢ kisimlar1 zarsidir. Disi
cicekler az ¢ok belirgin sekilde beyaz, sar1 veya pembe dilsi bi¢imdedir. Korona kisa

veya hi¢ yoktur. Genellikle diizensiz disli veya lobludur (Grierson, 1975 ).

Tanacetum alyssifolium (Asteraceae) Erzincan'a 6zgi bir turdur. Ik olarak 1890
yilinda Ili¢ ilgesi Kurugay Kéyii cevresinden toplanmustir (Davis, 1975). Uzun yillar
boyunca toplanamayan tiir Tiirkiye Bitkileri Kitabi'na gore DD kategorisinde
degerlendirilmistir (Ekim vd., 2000). Tiir son donemlerde yeniden toplanmistir
(Kandemir & Makbul, 2004). Turkiye'nin en nadir tirlerinden birisi olanT.
alyssifolium alaninda 6zellikle siddetli erozyona maruz kalmaktadir. Nadir tiirlerin
korunmasina yonelik koruma caligmasi yapilmadan once ilgili tiire ait gevresi,
dagilimi, biyotik etkilesimi, morfolojisi, fizyolojisi, populasyon biiyiikliigii, davranis,
genetik cesitliligi ve insanla etkilesimi konularinda bilgiler elde edilmesi

gerekmektedir (Primack, 2012).

2.2. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler canlilik faaliyetleri i¢in birinci dereceden bilylime ve tGremede
mutlak gerekli degildirler. Fakat organizmanin bulundugu ortama daha iyi adapte
olmasin1 saglarlar. Dogal maddeler canlilarda hiicreler arasi haberlesme, depo ve
tasima maddesi, savunma, iireme/cogalma gibi olaylarin ger¢eklesmesinde rol
oynamaktadirlar (Lemriss, 2003). Sekonder metabolitler koku, tat, renk vb.
oOzellikleri ile dikkat cekmektedirler (Vining, 1990). Gunumizde kimyasal yapi
zenginligine ve ¢esitliligine sahip sekonder metabolit sayis1 215.000’i agmis olup,

her giin yeni dogal maddeler kesfedilmektedir (Kiirk¢tioglu, 2010).

Sekonder metabolitler biiyiik yapisal ¢esitlilige sahiptir ve primer metabolizma

sonucu olusan metabolik ara triinlerden veya onlarin son iriinlerinden meydana



gelmektedir. Molekiil agirliklar1 3000 daltondan kiigiik olan sekonder metabolitler
bitkiler tarafindan ¢ok az uretilirler (Ahiskalioglu, 2007; Baser, 1990; Baytop, 1999).
Ancak cesitli tiirlerde, farkli cinslerde veya familyalarda gortlebilirler (Herbert,
1989).

Sekonder metabolitlerin en 6nemli Greticileri bitkiler, bakteriler ve mantarlardir.
Bilinen 23000 sekonder metabolitin % 42’si aktinomisetler, % 42’si mantarlar ve %
16’s1  diger bakteri tiirleri tarafindan Uretilmektedir. Bitkilerin cevreyle
adaptasyonunda, bitkinin savunmasinda, korunmasinda ve hayatta kalmasinda
sekonder metabolitler 6nemli rol oynarlar. Dogada yaygin olarak bulunan sekonder
metabolitler indoller, peptitler, piroller, glikopeptitler, terpenler, steroidler, alkaloitler
ve flavonoidlerdir (Liang, 2003). 2500°den fazla sekonder metabolit sekil 2.1°de
gOriildiigii gibi bes karbonlu baslatic1 olan izopentenil pirofosfat (IPP) birimlerinden

olusurlar.
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Bitkilerin yapilarinda bulunan sekonder metabolitlerin ¢ogu bir bitki tlirline 6zgi
olabilirler ve diger bitkiler tarafindan tretilmezler (Ramachandra, 2002). Sekonder
metabolit {ireticileri arasinda en Onemli olani aktinomisetlerdir. Streptomyces,
Saccharopolispora,  Amycolatopsis, Micromonospora ve  Actinoplantesler
aktinomisetler icerisinde ticari oneme sahip bazi biyomolekiillerin {iretiminden
sorumlu olan 6nemli cinslerdir. Bunlar arasinda en biiyiik paya sahip olan % 55 ile

Streptomyces cinsidir (Lazzarini vd., 2000).

Bitkiler sahip olduklar1 sekonder metabolitler sayesinde kimya, ilag, gida, tekstil,
kozmetik sanayi ve tarim alanlarinda kullanilmaktadir (Cetin, 2006). Kompleks ve essiz
yapilarindan dolay sentetik olarak sentezlenemeyen sekonder metabolitlerin etkinligini
arttrmak igin molekdllerin modifiye edilmesi iizerine ¢alismalar son zamanlarda

yogunlasmistir (Rao ve Ravishangar, 2002).

2.2.1. Flavonoidler

Sar1 renkli olmalarindan dolay1 Latince 'sari’ anlamina gelen 'flavus' sézctigiinden
turetilerek 'flavonoid’ ismini almiglardir. Flavonoidler fenolik bilesiklerin en genis ve
en 6nemli grubunu olustururlar (Acar, 1998). Flavonoidler iizerine ilk ¢alisma 1936
yilinda Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan insanlarin kalp sagligini koruma ve
genel huzurunu artirma amaciyla yapilmistir. Bitkilerde genellikle karigim halinde
bulunmaktadir ve giinimuzde bitkilerden 4000°den fazla izole edilen flavonoid
bilinmektedir (Guliyev ve Harmandar, 1999).

Flavonoidler 2-fenil benzopiron (C6-C3-C6) yapisindadirlar ve ana iskeletinde 15
karbon bulunmaktadir. Bu yapilarindan dolay1 polifenolik bilesikler olarak kabul
edilmektedir (Bors vd., 1990; Formica ve Regelson, 1995; Putlin, 1987). Flavonoid
iskeleti bir heterosiklik halka (C) ve iki fenil (A,B) halkasindan olusmaktadir.
Heterosiklik halka flavonoidlerin karakteristik 6zelliklerini belirlemektedir (Kocabas,
2008). Glikoz metabolizmasi sonucu olusan asetil koenzim A’dan meydana gelen

malonil koenzim A’nin ti¢ molekillnin kondenzasyonu ile A halkasi olusmaktadir.
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Glikoz metabolizmasi sonucu olusan sikimik asit Uzerinden sinamik asit gibi fenil
propanoit bilesiklerinden de B ve C halkalar1 meydana gelmektedir (Kahraman vd.,
2002).

Benzoil o  Sinnamoil

Sekil 2. 2. Flavonoid iskeletinin kimyasal yapisi

Uc karbonlu propan zincirinin tigiincl bir halka olusturmasi, aromatik halkalara bagl
slibstitiientlerin sayisi, tiirii ve pozisyonlari flavonoidlerin yap1 gesitliligine neden
olmaktadir. Flavonoidler yapisal olarak; antosiyaninler, proantosiyanidinler,
flavonoller, flavonlar, biflavoniller, flavononlar, izoflavonlar, kalkon ve auronlar

olarak smiflandirilirlar.

Flavon Flavonol Flavonon
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Sekil 2. 3. Flavonoid iskeletleri

Antosiyaninler, bitkilere renk veren yaygin ve Onemli bir smftir. Sebzelere,
meyvelere, meyve sularina ve tag yapraklara pembe, kirmizi, mavi ve mor renklerini
veren fenolik bilesiklerdir (Castanedo-Ovando vd., 2009; Hong ve Wrolstad, 1986;
Robards ve Antolovich, 1997; Rommel vd., 1992). Antosiyaninlerin bitkilere bu
renkleri sagladig ilk kez 1939 yilinda Pauling tarafindan tespit edilmistir ve Pauling
antosiyaninlerin renk siddetine rezonans yapidaki flavilyum iyonunun neden
oldugunu ifade etmistir (Wrolstad vd., 2005). Dogada bulunan farkl
antosiyanidinlerle farkli sekerlerin baglanmasi1 sonucunda ¢ok farkli renkte
antosiyaninler meydana gelmektedir. Bundan dolay1 bitkiler, cigekler, meyve ve

sebzeler ¢ok farkli ve zengin renklerde bulunmaktadir.
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Pelargonidin Siyanidin

Sekil 2. 4. Pelargonidin ve siyanidin bilesikleri

2.2.1.a Flavonoidlerin dogada bulunusu ve kullanim alanlari

Flavonoidler hemen hemen her bitki tiirlinde yaygin olarak bulunmaktadir. Bundan
dolay:1 flavonoidler fenollerin en biylk siniflarindan biridir. Bakteri ve yosunlarin
biiyiik bir kismi flavonoid i¢ermezler. Ciceklerin sar1, kirmizi, turuncu, lacivert ve
benzeri renklerinden sorumlu olduklar1 ifade edilmistir. Flavonoidler genellikle
bitkilerin c¢icek, yaprak, govde, kok, kabuk, dal, meyve gibi organlarinda
bulunmaktadir (Gegibesler, 2009).

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitéri ve aymi zamanda 1siktan
koruma gibi 6nemli 6zellikleri bulunmaktadir (Harborne vd., 1975; Harborne ve
Mabry, 1982). Aynmi zamanda flavonoidler bitkilerde enerjinin doniistimiinii ve
blylme hormonlarini etkiledikleri gibi, solunumu ve fotosentezi dizenleme ve
bulasici hastaliklara karsi savunma fonksiyonlari bakimindan da zengin bilesiklerdir

(Smith ve Banks, 1986).

Flavonoidler antioksidan 6zellik gdstermeleri ve tanenlerin bilesenine katildiklar
icin besin, tekstil, deri, metalurji, tip, ziraat gibi alanlarda kullanilmaktadir. Ayrica
flavonoidler kremlerde katki maddesi olarak, askorbik asitle beraber et ve et
urtnlerinin proteolizini hizlandirdiklarindan dolay1 da et ve konserve endstrisinde

kullanilmaktadir (Harmandar ve Bilaloglu, 1999).
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2.2.1.b Flavonoidlerin tibbi ve biyolojik 6zellikleri

Flavonoidlerin kilcal damar duvarlarmna olumlu etkileri ilk belirlenen biyolojik
Ozellikleridir (Ryzsnyak ve Szent-Greorgy, 1936). Bu bilesikler kilcal damarlarda
kan sizdirmanin Onlenmesini, kirilganlik ve gecirgenligin ortadan kalkmasin
saglamaktadir (Jeney ve Uri, 1954). Flavon, flavonol, katekin ve flavanonlarin kilcal
damarlarin tedavisinde etkileri bulunmaktadir (Vogel, 1971; Zaprometov, 1964).
Borkowski flavonoidlerin spazmolitik 6zelliklerinden dolay1 kan damarlarina olumlu

etkisinin oldugunu ifade etmistir (Borkowski ve Krug, 1960).

Flavonoidlerin kan damarlarina olumlu etkileri oldugu gibi, zayif Kalbi
kuvvetlendirmede, kalp ritimlerinin kisalmasini sinirlamada, nabzi normallestirmede
etkilidirler (Jeney ve Uri, 1954). Flavonoidlerin en 6nemli 6zelligi Kkaraciger
fonksiyonuna olumlu etkilerinin bulunmasidir. Ayn1 zamanda flavonoidler safra
salgilamasini hizlandirirlar ve karacigerin barbiturat ve arsenik gibi bilesiklere kars1
detoksikasyonuna etki etmektedirler (Davidovic ve Klostermann, 1954; Xadjay,
1972). Flavonoidlerin idrar sokuict 6zellikleri detoksikasyon etkisinin nedenlerinden
biri oldugu ifade edilmistir (Borkowski ve Krug, 1960).

2.2.1.c Flavonoidlerin biyosentezi

Flavonoidler sekonder metabolitlerin 6nemli bir kismuni olustururlar. Bitkilerde
fotosentez ile olusan ve canlilarin yasamasi igin gerekli olan primer metabolitlerden
meydana gelmektedir (Burbulis vd., 1996). Fotosentez ile meydana gelen butin
karbonlarin % 2’si bitkiler tarafindan flavonoidlere veya ilgili diger bilesiklere
doniistiriilmektedir (Smith ve Banks 1986). Flavonoidler fenil alanin gibi
aminoasitlerin enzimatik deaminasyonundan meydana gelen sinnamik asit
tirevlerinin, asetil CoA ile kondenzasyonundan veya malonil CoA
kondenzasyonundan meydana gelmektedir (Dewick, 2001; Harborne, 1975).
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2.2.1.d Flavonoidlerin belirlenmesi

Flavonoid bilesiklerinin yapilarinin aydmlatilmasinda UV spektorkopisi 6nemli
bilgiler vermektedir. Bu yontemde bilesigin metanoldeki c¢ozeltisine ayr1 ayri
NaOMe, susuz AICl;, %50’lik HCI cozeltisi, susuz NaOAc ve kati halde
NaOAc/H3;BO3 ilave edilerek spektrumlarda meydana gelen kaymalar, piklerin
siddeti, sekilleri arasindaki farklar ve bilesigin ana iskeleti belirlenmektedir (Mabry
vd., 1970).

UV spektrumunda flavonoid bilesiklerinin varliginda iki absorpsiyon bandi
gorulmektedir ve bu bantlarin biri uzun digeri ise ona gore daha kisa dalga
boyundadir. Uzun dalga boyunda olan banta Bant I adi verilmektedir ve Bant I
flavonoid yapisinin B halkasiyla (sinnamoil grubu) ilgilidir. Kisa dalga boyunda olan
bant ise Bant Il olarak isimlendirilmektedir ve flavonoid yapisinin A halkasi (benzoil
grubu) ile ilgilidir (Mabry ve Markham, 1975).

Benzoil

Sekil 2. 6. Bant | ve Bant II’yi veren gruplar (Hacibekiroglu, 2009)

Flavonoid bilesiklerinin A ve B halkalarinda bulunan hidroksil gruplarinin sayilari
arttik¢a bantlar uzun dalga boylarina kaymaktadir. Halkalardaki hidroksil gruplar
(Ozellikle 3, 5 ve 4’ konumlarinda olanlar) glikozitlenirse ya da metillenirse bu
bantlar (Bant | ve Bant I1) hidroksil grubu serbest olan bilesiklere oranla daha kisa
dalga boyuna kaymaktadir (Mabry vd., 1970).
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Flavonoid bilesiklerinin  metanoldeki UV  absorpsiyonlarinda  farkliliklar
bulunmaktadir. Flavonlarda Bant | 304-350 nm arasinda gorilirken flavonollerde 3-
OH grubu mevcutsa 352—-385 nm arasinda, hidroksil grubu serbest olmadiginda ise
328-357 nm arasinda goOrulmektedir. B halkasinda oksijenin islevinin artmasi
sonucunda Bant | uzun dalga boyuna kayarken, A halkasinda 6 ile 8 konumunun
oksidasyonu sonucunda ise Bant Il uzun dalga boyuna kaymaktadir. Ornegin; 6-
OCHs olmast durumunda Bant Il 270-275 nm araliginda olurken, 6-OH olmasi
halinde ise Bant Il daha uzun dalga boyuna kayarak 280-285 nm araliginda
gorulmektedir (Mabry vd., 1970 ).

Tablo 2. 1. Flavonoidlerin UV spektroskopisindeki absorpsiyon bantlari

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

Sodyum metoksit, aliminyum klorur, seyreltik HCI, sodyum asetat ve borik asit UV
kayma belirtecleridir ve bu belirteglerle alinan spektrumlar flavonoidlerin yap1
tayininde 6nemlidirler. Sodyum metoksit, flavon Gzerindeki tim hidroksil gruplarini

iyonize etmektedir (Hacibekiroglu, 2009).

Flavon ¢ekirdegindeki tim OH gruplart NaOMe tarafindan iyonize olurlar. Bundan
dolay1r Bant | uzun dalga boyuna kaymaktadir ve 4'-OH bulunduran flavonoid
bilesiklerinde bant siddeti de artmaktadir. 4’ konumunda hidroksil grubu bulundugu

zaman sodyum metoksit ile alinan spektrumdaki Bant |, metanolde alinan
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spektrumdaki Bant I’den daha uzun dalga boyuna (~50-60 nm) kayarak bant siddeti
artmaktadir (Hacibekiroglu, 2009).

Aliminyum klorir, B halkasindaki o-dihidroksi gruplart ve A halkasinda 3 ve 5
konumundaki serbest hidroksil gruplar1 ile ayri ayri kelat olusturmaktadir. B
halkasindaki o-dihidroksi gruplari ile olusan kelat seyreltik hidroklorik asit ilavesiyle
bozunmaktadir. Yapilarinda 5-OH ve 6-H oldugunda AICI3/HCI spektrumunda Bant
I metanol spektrumundaki Bant I’e gore 34-50 nm, 5-OH ve 6- OH oldugunda 25-30
nm, 5-OH ve 6-OCHs oldugunda ise 16-25 nm daha uzun dalga boyuna kaymaktadir
(Mears ve Mabry, 1972).

Sodyum asetat, sodyum metoksitten daha zayif baz olmasindan dolayr asidik
karakterdeki fenolik (3, 7' ve 4') hidroksillerini etkilemektedir. Flavon ve
flavonollerde 7 konumunda hidroksil (- OH) grubu bulundugu zaman Bant Il 5-20
nm uzun dalga boyuna kaymaktadir. Ancak flavonlarda C-6 veya C-8’de oksijen
islevi oldugu zaman bu durum olmayabilir. 4’ konumunda —-OH ve 7' konumunda
siibstitiient (seker veya metoksi) oldugunda Bant I, sodyum metoksit ile alinan

spektrumdaki Bant I ile ayn1 dalga boyunda goriilmektedir (Mabry vd., 1970).

Flavonoidlerin fenolik yapilarindan dolayr NH3 ve diger bazlarla renk degisimi
olmaktadir. Kagit ve ince tabaka kromatografisinde flavonoidlerin renk degisimi UV
istkta (254 ve 366 nm) belirlenmektedir. Flavonoidlerin gosterdigi renkler
yapilarindaki hidroksil gruplarinin bagli olduklari yerlere gére UV 1s18a, NHS3
buharina ve NA belirtecine gore degismektedir (Mabry ve Ulubelen, 1980).
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Tablo 2. 2. Flavonoid yapis1 ve renk reaksiyonlari

Ogrenme Alanlar uv UV/ NH; UVINA
Flavon, 5-OH ve 4'-OH Koyu Mor Sar1 Sar1
Flavonol, 5-OH ve 4'-OH, 3-OR Koyu Mor Sari-yesil Sar1
Flavon, 5-OH ve 3', 4'-OH Koyu Mor Sari-yesil Oranj
Flavonol, 5-OH ve 3',4'-OH, 30R Koyu Mor Sari-yesil Oranj
Flavon, 5-OH ve 4'-OR Koyu Mor  Renk degismez Kahve-mor
Flavonol, 5-OH ve 4'-OR, 3-OR Koyu Mor Kahve-mor  Kahve-mor
Flavonol, 5-OH ve 4'-OH, 6-OH Koyu Mor Kahve-mor Mor
(I;I;vonol, 3-ORgRS-CHigghha > Soluk Sar1  Renk degismez Sart
Flavonol, 3-OH ve 3', 4'-OH Soluk Sar1  Renk degismez Oranj
Flavon, 5-OR Acik Mavi Sari-yesil Sari-yesil
Flavonol ZESR, 3-Cff Acik Mavi Mavi-Yesil Sar1
Flavonol, 5-OR ve 3', 4'-OH Acik mavi Fluoresans Oranj

Flavonoidlerin *H-NMR spektrumu, yapida bulunan aromatik halka protonlarini ve
sibstituentlerin durumunu goéstermektedir. 5,7-dihidroksi flavonlarda A halkasindaki
Cs ve Cg protonlart kimyasal degeri 5-7 ppm arasinda olan iki duplet
olusturmaktadir. 5, 6, 7 ve 8’de substitient bulundugu zaman ise Cg ve Cg protonlari
kimyasal degeri 6-6,5 ppm arasinda olan bir singlet olusturmaktadir. Eger flavonda
sadece 7-hidroksi grubu bulunursa o zaman Cg protonu hem Cg hem de Cs’teki
protonlarla orta ve meta etkileserek bir dublet-dublet olusturmaktadir. Cg protonu
5,7-dihidroflavonlarda gdzlenenden daha asag: alanda bir duplet olusturmaktadir. Cs
protonu ise Cg protonuyla orto etkileserek kimyasal kayma degeri yaklasik 8 ppm
olan bir duplet olusturmaktadir (Topgu vd., 1996).

4’den substitiie flavonlarda B halkasindaki C,, Cg, C3 ve Cs protonlart orto
etkilesimli kimyasal kayma degeri 6,5-7,9 ppm arasinda olan iki dublet

olusturmaktadir. Genellikle C3 ve Cs protonlarinin dupletleri C, ve Cg protonlarinin
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dubletlerinden daha yukar1 alanda gorilmektedir. Flavonlarda C halkasindaki Cj
protonu ise kimyasal kayma degeri yaklasitk 6,3 ppm’de keskin bir singlet
olusturmaktadir (Topcu vd., 1996).

BC NMR spektroskopisi flavonoid molekiilinde bulunan seker birimlerinin
belirlenmesinde  kullanilmaktadir.  Flavonoid hidroksilinin  O-glikozillenmesi
sonucunda hidroksilin baglandigi karbon sinyali yaklasitk 2 ppm yukari alana
kaymaktadir. Ayrica orto- ve para- pozisyonlarinda bulunan sinyaller de yaklagik 1-
4 ppm asagi alana kaymaktadir. C-glikozillenme sonucunda aglikonun sekerinin
baglandig1 karbon atomu sinyali yaklasik 10 ppm asagi alana kaymaktadir. Seker
biriminin bagli oldugu karbon atomunun sinyalinde degisiklik olurken diger karbon
atomlarinin sinyalleri degismemektedir. Bu seker biriminin glikoz ile glikozillenmesi
sonucunda ise karbon sinyali 8 ppm asagi alana ve komsu karbon atomlarinin
sinyalleri de yaklasik 1-3 ppm yukari alana kaymaktadir (Bilaloglu ve Harmandar
1997).
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Tablo 2. 3. Baz1 flavonoid C- ve O- glikozitlerin seker karbonlarinin 13C NMR
rezonanslari

Glikozit tipi C-1 cC-2 C3 C4 C-5 C-6
7-O-glikozit 100.2 733 76.6 69.8 7.7 60.9
8-C-glikozit 73.9 714 788 70.8 81.4 61.5
3-0O-galaktozit 102.3 71.3 734 68.0 75.8 60.8
8-O-galaktozit 73.9 68.5 754 69.1 80.5 61.3
3-O-a-ramnozit 101.9 704 70.6 715 70.1 1.3
3-C-a-ramnozit 77.3 75.0 755 722 72.2 18.1
2'-O-ksilozit 102.4 73.7 759 694 65.5 -
6-C-ksilozit 74.6 703 785 70.0 70.0 -
3-O-a-arabinozit 101.8 717 70.8 65.9 64.1 -
3-O-a-arabinofuranozit 108.1 821 772 86.2 61.0 -
8-C-arabinozit 74.4 68.2 745 68.9 71.0 -
3-O-glukuronit 101.1 73.7 759 713 75.9 169.7
3-O-allozit 99.9 716 716 67.2 75.1 61.3
2"-O-apiozit 109.0 765 791 740 64.4 -

2.3. Antikanserojen Aktivite

Kanser genellikle hiicrelerin  ¢ogalmasin1  ve biiyimesini  kontrol eden
mekanizmalardaki hatalardan olusan genetik bir hastaliktir (Lodish ve ark., 2003).
Canli vicudundaki htcre gruplarinin farklilagip asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasiyla olusmaktadir. Canlilarda hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmasi bir diizen
icerisinde gergeklesmektedir. Fakat hiicrelerin anormal sekilde biliyiimeye ve
cogalmaya baglamasi sonucunda tiimor meydana gelmektedir. Tiimorler saglikli
hiicreleri sikigtirarak veya icine sizarak zarar vermektedir. Kanser hiicreleri
tiiredikleri tiimorden ayrilirlar ve kan veya lenf dolasimi yoluyla viicudun diger

bolgelerine ilerlerler (Demirelli, 2003; Pecorino, 2005).
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Kanser, insan sagligimi énemli derecede olumsuz etkilemektedir ve ¢ogu oliimlerin
sebebi olmaktadir (Feng ve Chien, 2003). Normalde saglikli insanlarda vilcut igin
gerekli olan yeni hiicreleri olusturmak i¢in hiicreler buyumektedir ve bolinmektedir.
Ayrica genlerde hiicre buyumesini ve boélunmesini dizenlemektedir (Garza-Ortiz,
2008). Hiicrelerin degisimi ile blyUmeyi ve bolinmeyi dizenleyen genlerde
mutasyonlar ve bundan dolay1 da diizensiz ¢ogalmalar olmaktadir (Li vd., 2010).
Saglikli insanlarda hiicresel ¢ogalma, Olim ve haberlesme, tek basma art arda

uyaranlarla olmaktadir (Voorhoeve, 2010).

Tiim kanserlerin tigte biri sigaraya, iicte biri beslenme sekline, kalan Ugte biri de
cevreye baglidir (Aggarwal vd., 2009). Tiitin friinleri kullanimi hastaligin
olusmasinda dnemli bir kaynaktir. Diyet, genetik mutasyon, ultraviyole 1s18a (UV)
maruz kalma, alkol, kimyasal katki maddeleri ve su kirleticileri de kanser olusumuna
neden olmaktadir. DNA’nin genetik istikrarsizligi, DNA metilasyonu gibi epigenetik
faktorler ve DNA tamir mekanizmalarindaki bozukluklar da kanser gelisimine neden

olmaktadir (Sinici, 2004).

Kanser tedavisinde cerrahi, radyasyon ve kimyasal tedavi olmak tizere ¢ yontem
vardir. Kimyasal tedavi sitotoksik ilaglarla ¢ok az kanser tiiriinde kullanilmaktadir.
Sitotoksik ilaglarin etkinligi kanserin tipine, hastanin biyolojik ve fizyolojik
durumuna, tdmorlin biiylimesi veya yayilip yayilmadigina goére degismektedir
(Bozkurt, 2000; Calabresi ve Chabner, 2001; Larner ve Grosh, 2005). Sitotoksik
ilaclar kanserin tamamen ortadan kaldirilmast miimkiin olmadigi durumlarda
kanserin blylmesini durdurur ve yayilmasimi onler. Eger kanser son evrede ise kesin
tedavisi ve yayilmasi engellenemeyebilir. Bu durumda, hastaligin belirtilerine gore
tedavi ve yasam kalitesinin artirilmasi amaglanmaktadir (Bozkurt, 2000; Calabresi ve

Chabner, 2001; Mycek, 2001).

Gelismis tlkelerde destek ve alternatif olarak bitkisel ilaclarin kullanimi hizla
artmaktadir. Bircok iilkede 0Ozellikle Tiirkiye ve Asya tibbinda hastaliklarin

tedavisinde bitkilerden yararlanilmaktadir. Bitkisel tedavilerin “dogal” ve “gilivenli”
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oldugu belirtilmistir. Bundan dolay1 tiiketiciler bitkisel ilaglar1 doktor recetesi ile
alinan ilaglarla birlikte kendi istekleri dogrultusunda tiiketmektedir (G6zim, 2003;
World Health Organization, 2002-2005).

Ross ve arkadaglar1 partenolit’in kanser hucrelerinin gelisimini engelledigini tespit
etmislerdir (Ross vd., 1999). Daha sonra yapilan ¢alismalarda partenolitin hiicre ici
kikartl tiketmesi, hicre ici reaktif oksijen tdrlerinin ve kalsiyum seviyesinin
artmasindan dolay1 apoptosisin indiiklendigi tespit edilmistir (Zang vd., 2004; Wen
vd., 2002).

Wu ve arkadaslar1 T. parthenium bitkisinin etanol ekstresinin iki farkli insan meme
kanseri hiicresi ve serviks kanseri hicresi (zerine etkisini arastirmislardir. Etanol
ekstresinden elde edilen partenolitin butin kanser hicrelerinin  gelismesini
engelledigini bulmuslardir (Wu vd., 2006).

Wang ve arkadaslar1 partenolit’in indiikledigi apoptosisin reaktif oksijen tiirlerinin

artmasina ve hiicre ici katalaz aktivitesine bagli oldugunu ifade etmislerdir (Wang

vd., 2006).

2.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

NoOtron ve protondan olusan bir ¢ekirdek ile bu g¢ekirdegin etrafinda ddnen
elektronlardan atomlar meydana gelmektedir. Atom g¢ekirdeginin ¢evresindeki
elektronlarin bulundugu bosluklar orbital olarak adlandirilir. Orbitallerde spinleri
birbirine zit ( 1] ) sekilde olan iki elektron vardir. Bu elektronlar eslenmis veya
ortaklanmig elektronlar olarak isimlendirilirler (Dikici, 1999). Elektronlar1 bu sekilde
olan atom ya da molekiiller kararli yap1 gostermektedir. Bu kararli yap1 eslesmemis
elektron bulundugu zaman bozulmaktadir (Basaga, 1990; Di Mascio vd., 1991; Firat,
1997; Halliwell, 1987).
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Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir ya da birden fazla eslesmemis elektron
bulunduran yiiksek oranda reaktif olan, kisa omiirlii, molekiil agirhigi diisiik olan
molekiil, atom ya da iyonlardir (Abdollahi vd., 2003; Abdollahi vd., 2004).
Genellikle ortaklanmamis elektron iist kistma bir nokta yazilarak gosterilmektedir
(Akkus, 1995). Bu tip molekiller elektron agigin1 kapatmak icin diger molekullerle
hizli reaksiyona girerler ve stabil hale gelmek icin elektron almaya gereksinim
duyarlar. Baska molekiillerin elektronlarini alarak bu molekiilleri serbest radikal
haline donlstiirtirler (Gokpmar vd., 2006). Serbest radikaller ortaklanmamis
elektronlarindan dolayr oldukca reaktiftir ve ortamdaki baska molekiillere saldirarak
onlar1 da radikal yaparak yapilarini bozmaktadir (Fantal, 1996; Temple, 2000). Bir
dizi zincir reaksiyonu baslattiklarindan ve bir¢ok radikal olsturduklarindan dolay1
serbest radikaller ¢ok tehlikelidirler (Akkus, 1995; Dikici, 1999).

Serbest radikaller kimyasal olaylar, radyasyon, alkol, sigara, agir metaller gibi gesitli
fiziksel ve kimyasal etkenlerden olusmaktadir. Serbest radikaller; kovalent baglarin
homolitik kirilmasi, normal bir molekilin elektron kaybetmesi ve normal bir
molekdle elektron transferi ile olusturulabilmektedirler (Akkus, 1995; Onat vd.,
2002).

a) Kovalent Baglarin __Homolitik _ Kirilmas1 __ile:  Yiksek enerjili

elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik (500 - 600 °C) kimyasal baglarin
kopmasina yol agmaktadir. Kopma esnasinda bag yapisindaki iki elektron esit
sekilde farkli atomlarin iizerinde kalmaktadir. Uzerlerinde eslesmemis
elektron kalmasindan dolayr bu atomlar radikalik 6zellik goéstermektedir
(Kiling ve Kiling, 2002).

A:B— A'+B°

b) Normal Bir_Molekilin Elektron Kaybetmesi ile: Radikal olmayan bir

molekiiliin elektron kaybetmesinin sonucunda dis orbitalinde eslesmemis
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elektron kalmaktadir. Bunun sonucunda molekiil radikal 6zellik gostermektedir
(Kiling ve Kiling, 2002).

A: — A" +¢e

c) Normal Bir Molekile Elektron Transferi ile: Radikal olmayan bir

molekiliin elektron almasi sonucunda dis orbitalinde eslesmemis elektron
olmaktadir. Bunun sonucunda molekiil radikal 6zellik gostermektedir (Kiling ve
Kiling, 2002).

B+e — B’

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir (Akkus, 1995). Molekiler oksijenin (O;) orbitalinde paralel spin
durumlu iki ortaklasmamis elektron bulunmaktadir. Molekiler oksijen, yiksek
derecede reaktif oksijen tirlerini (ROS) olusturmaktadir. Ayni1 zamanda molekiiler
oksijen radikal olmayan maddelerle yavas ve diger serbest radikallerle kolay bir
seklilde reaksiyona girerler. Fe®**, Cu®, Mn?* ve Mo® gibi gecis metalleri
eslesmemis elektronlara sahip olmalarina ragmen serbest radikal degildirler. Ancak

serbest radikal olusumunda 6nemli katkilar1 vardir (Altinisik, 2000).

Bitkilerde ve memelilerdeki en yogun olarak olusan serbest radikaller, reaktif oksijen
tirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) olarak smiflandirilmaktadir. Radikal
oksijen tirleri (ROS ); stiperoksit anyonu (O2"), hidroksil (OH"), peroksit (HOOse) ve
alkoksi (ROe) radikalleridir. Radikalik olmayan oksijen trleri ise, hidrojen peroksit
(H20;), ozon (Os) ve singlet oksijen (*O,)’dir (Reische, 2002). Ayrica bu
radikallerin yani sira tiyol radikalleri (RS) ve karbon merkezli radikaller de
bulunmaktadir (Reische, 2002).
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Tablo 2. 4. Radikal ve radikal olmayan turler

Radikal Turler Radikal olmayan Ttrler
Molekdiler oksijen, O, Hidrojen peroksit, H,O,
Suiperoksit, O™ Hipokloroz asit, HOCI
Hidroksil, OH’ Ozon, O3
Peroksil, RO;’ Singlet oksijen
Alkoksil, RO’ Peroksinitrit

Hidroksiperoksil, HO,"

Superoksit (O2") radikali molekiler oksijenin (Oz) bir elektron almasindan

meydana gelmektedir (Halliwell, 1989).

O, + e — 0,

Hidrojen peroksitin (H,02) yapisinda eslesmemis elektronu olmadigindan radikal
ozellik tagimazlar (Cakmak vd., 1993). Siuperoksit (O,) radikaline bir elektron
eklenmesiyle veya molekuler oksijenin (O,) indirgenmesiyle hidrojen peroksit
(H20,) elde edilmektedir (Halliwell, 2006; Halliwell ve Gutteridge, 1999; Hegedus
vd., 2001; Mittler, 2002; Mittler, 2006). Hidrojen peroksit Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 ile hidroksil radikalini (OH") olusturmaktadir ve UV 1smlarinin
etkisiyle de OH"e doniismektedir (Asad vd., 2004; Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

H,0, —  20H"

202.74_ oH* Slperoksit dismutaz » H,0, + O,
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Hidroksi radikali (OH%), Fenton reaksiyonu sonucunda hidrojen peroksidin
indirgenmesiyle ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda hidrojen peroksidin
stiperoksit radikali (O,™) ile reaksiyonundan meydana gelmektedir (Choe ve Min,
2006).

Fenton reaksiyonlart:
H,O, + Fe?” — > OH* + OH™ + Fe**
H,0, + Cu* —— OH' + OH™ + Cu®
Haber-Weiss reaksiyonu:
H,0,+0,” —H 5 OH* + 0, + H,0

Serbest radikaller yiiksek derecede aktif bilesikler oldugundan c¢ogaldiklarinda
kontrol  edilemeyen  hasarlarin  olusmasina  neden  olmaktadir.  Lipit
peroksidasyonunda, kanser, sitma, bobrek bozukluklari gibi hastaliklarda, DNA
hasar1 ve yaslanmada serbest radikaller 6nemli rol oynamaktadir (Halliwell, 1997).
Antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu engeller, cogalan radikalleri temizler,
olusan hasarlar1 onarir, yavaglatir ve durdurur. Antioksidanlar lipit peroksidasyonu,
proteinlerin ¢apraz baglanmasi ve DNA mutasyonu ile etkileserek doku hasarinin
olusmasini engellemektedir (Rauha vd., 1999; Summanen vd., 2001). Viicutta serbest
radikaller ¢ogaldikca yaslanma hizlanmakta, hiicre Oliimi ve doku OGliimii
gerceklesmektedir (Gengaslan, 2007). Antioksidanlar; serbest radikalleri hcre
zarina, hiicre bilesenlerine ve niikleik asitlere saldirmadan kendine c¢ekerek

baglamaktadir (Engin, 2007).
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Sekil 2. 7. Serbest radikalin nétralizasyonu (Engin, 2007)

Antioksidanlar mekanizmalarina gore birincil antioksidanlar ve ikincil antioksidanlar
olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadir. Birincil antioksidanlar radikallerle
tepkimeye girerek zararli hale doniigmelerini ve baska radikal olusumunu
engellemektedir. ikincil antioksidanlar ise oksijen radikalini yakalarlar ve radikal

zincir reaksiyonlarini kirarlar (Sertsever ve Gok, 2003).

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak iizere iki grupta smiflandirilmaktadir.
Gunumiizde butillendirilmis hidroksianisol (BHA), butillendirilmis hidroksitoluen
(BHT), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) sentetik antioksidan
olarak kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlar gidalarin bozulmalarini dnlerler ve
raf Omuriinii uzatirlar. Bundan dolayr gida sektoriinde katki maddesi olarak
kullanilirlar. Dogal antioksidanlar, bitki ve hayvan hicrelerinde bulunmaktadir.
Tokoferol, flavonoid, fenolik asit, vitamin C ve Kkarotenoitler 6nemli dogal
antioksidanlardir (Madhavi, 1996).



28

ANTIOKSIDANLAR
A
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Sekil 2. 8. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Cakar, 2010)
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Antioksidan aktivite tayininde; elektron transferine dayanan ydntemler ve hidrojen

atomu transferine dayanan yontemler kullanilmaktadir.

a) Elektron transferine dayanan yontemler: Oksidan maddenin indirgenmesi
sonucunda olusan rengin degisimi Olcililerek antioksidan madde 6l¢iimii
yapilmaktadir. DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest radikal giderim ydntemi,
FRAP yontemi, CUPRAC yontemi ve TEAC/ABTS-Troloks esdegeri antioksidan

kapasite yontemi elektron transferine dayanan yontemlerdir (Ozyiirek, 2008).

b) Hidrojen atomu trasferine dayanan yontemler: Antioksidan ve substrat

arasinda rekabete dayali reaksiyonlar olmaktadir. Genellikle azot grubu tasiyan
maddeler bozularak peroksil radikalleri olusturmasi ile olmaktadir. Oksijen radikali
absorbans kapasitesi (ORAC), Toplam radikal yakalama parametresi (TRAP),
Luminol yontemi, DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi, Fikoeritrin esasl
yontemler, Krosin yontemi ve TOSC (Toplam oksiradikal) yontemi hidrojen atomu

transferine dayanan yontemlerdir (Ozyiirek, 2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler ve ¢oztculer

Diklorometan (Sigma)

Bitanol (Sigma)

Etil alkol (Sigma)

Hekzan (Sigma)

Etilasetat (Sigma)

Aseton (Sigma)

Sulfarik asit

Kloroform (Sigma)

Neokuprin

DPPH radikali

TCA

Ince Tabaka Kromatografisi hazir aliiminyum plaklar1 (Slica gel 60 Fs4)
Kolon Dolgu Maddesi (silikajel 70-230 mesh Merck)
Na,HPO,4

CuCl,

K3Fe(CN)e

FeCls

CH3COONH,

Tripsin EDTA (Sigma)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium- High glucose (DMEM, Sigma)
HelLa (insan Rahim Kanseri Hiicresi) Hiicresi
DMSO (Sigma)

NaHCOs3
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3.1.2. Kullanilan malzeme, alet ve cihazlar

e Hassas terazi

e pH-metre

e Otomatik pipetler

e Vorteks

e Evaporator

e Magnetik Kkaristirict

e Etlv

e Niikleer Manyetik Rezonans Cihaz1

e UV lamba

e xCELLigence RTCA (Ger¢cek Zamanl Hiicre Analizorii) SP (Tek Plaka)
Cihaz1

e Hiicre Sayim Cihazi (Cedex HiRes Analyzer)

e Inkiibator CO, Water-jacketed (Nuaire US Autoflow)

e Steril kabin (Esco class Il type A2)

e Vakum pompasi

e Santriftj (Hettich EBA20)

e HPLC

3.1.3. Kullamilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.3.a Ferrik iyonlar (Fe*") ferréz iyonlarma (Fe?") indirgeme kuvveti

yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,2 M pH: 6,6 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 3,12 g Na;HPO4, tartilarak 90
mL saf suda ¢6zuldi. Na,HPO, tamamen ¢ozindikten sonra pH metre ile
pH’s1 6,6’ya ayarlandi ve toplam hacim 100 mL olacak sekilde saf su ilave
edildi.
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%1’lik K3Fe(CN)g ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,75 g K3Fe(CN)g tartilarak bir
miktar saf su ile ¢cozlldi. KzFe(CN)g tamamen ¢oziindikten sonra toplam

hacim 150 mL olacak sekilde saf su ilave edildi.

%10’luk TCA c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 7,5 g TCA tartilarak bir miktar saf
suda ¢6zuldi. TCA tamamen ¢6zundlkten sonra toplam hacim 75 mL olacak

sekilde saf su ilave edildi.

%0,1’lik FeCls ¢Ozeltisinin hazirlanmasi: 82,5 mg FeCls;.6H,0 tartilarak bir
miktar saf suda ¢6zuldu. FeCl;.6H,O tamamen c¢oziindiikten sonra toplam

hacim 50 mL olacak sekilde saf su ilave edildi.

3.1.3.b Kuprak metoduna gore indirgeme Kkapasitesi tayininde kullamilan

cozeltiler

1.

0,01 M’lik CuCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 23,5 mg CuCl, tartilarak 25 mL

saf suda ¢ozuld.

7,5.107° M’1ik etanolik neokuprin ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 39 mg Neokuprin
tartilarak 25 mL etil alkolde ¢ozaldu.

1 M’lik CH3COONH,; tamponunun hazirlanmasi (pH: 6,5): 3,85 ¢
CH3COONHj, tartilarak 80 mL saf suda ¢6ziildi. Amonyum asetat tamamen
¢oziindlkten sonra pH-metre ile pH’s1 6,5’e ayarlandi ve toplam hacim 100

mL olacak sekilde saf su ilave edildi.

3.1.3.c DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi yonteminde kullamilan

cozeltiler

1.

107 M’hik DPPHe cozeltisinin hazirlanmasi: 19,5 mg DPPHs tartilarak etil

alkolde tamamen ¢o6ziiniinceye kadar bir gece boyunca manyetik karistirici ile
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karistirildi. Bir gece karistirildiktan sonra toplam hacim 100 mL olacak

sekilde etil alkol ilave edildi.

3.1.3.d 1Ince tabaka Kkromatografisinde kullamlan belirtec cozeltisinin

hazirlanmasi

1. Sulfurik Asit (H,SO4) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 ml derisik H,SO4 ile 90

ml etil alkol karistirilarak hazirlandi.

3.1.3.e Tripsin EDTA ¢0zeltisinin hazirlanmasi

1. Oda sicakliginda ya da 37 °C’de c¢ozlinen Tripsin EDTA c¢ozeltisi steril

kabinde 10 ml hacimli steril tliplere almarak -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Tanacetum alyssifolium bitkisinin toplanmasi ve kurutulmasi

Tanacetum alyssifolium bitkisi Erzincan’in Kemabh ilgesi sinirlarindaki Munzur dagi
eteklerinden 2014 yili haziran ayinda kok kisimlarina zarar vermeyecek sekilde
topland1. Bitkisel materyal Erzincan Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Dekani,
Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ali Kandemir tarafindan teshis edildi.
Toplanan numuneler oda sicakliginda giinese direk maruz kalmayacak bir ortamda

kurutuldu.

3.2.2. Tanacetum alyssifolium bitkisinin ekstraksiyonu ve etil asetat ekstresinin

hazirlanmasi

Toplanip kurutulan Tanacetum alyssifolium bitkisinin toprak iistii kisimlar1 blenderde

ogutuldi. Ogiitiilen bitki 4L lik iki cam balona konuldu ve yaklasik 4 L hekzan
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eklendi. Daha sonra cam balonlarin agz1 kapatilarak 24 saat boyunca oda sartlarinda
bekletildi. 24 saat tamamlandiktan sonra ekstre siizge¢ kagidi ile siiziildii ve {izerine
tekrar hekzan eklendi. Bu islem 5 kez ayni sekilde tekrarlandi ve organik fazlar
birlestirildi ve hekzan evaporatorde uzaklastirildi. Daha sonra bitki tekrar oda
sartlarinda kurutuldu. Kurutulan bitki tekrar 4L lik iki cam balona konuldu ve
yaklasik 4 L metanol eklendi. Daha sonra cam balonlarin agz1 kapatilarak 24 saat
boyunca oda sartlarinda bekletildi. 24 saat tamamlandiktan sonra ekstre siizgeg
kagidi ile siizlildii ve tlizerine tekrar metanol eklendi. Bu islem 5 kez ayni sekilde
tekrarlandi ve elde edilen ekstre stizuntuleri temiz bir sisede birlestirildi. Organik
fazlar birlestirildi ve metanol evaporatorde uzaklastirildi. Metanolii uzaklastirilan
ekstreye 60 °C saf su eklendi ve vakum altinda stiziilerek bitkide bulunan klorofiller
uzaklastirildi. Klorofiller uzaklastirildiktan sonra koyu kirmizi renkte sulu ekstrakt
elde edildi.

Sekil 3. 1. Vakum altinda stiziilmesi ve klorofillerin ayrilmasi

Klorofillerinden arindirilan koyu kirmizi renkteki sulu ekstrakt ayirma hunisine
konuldu. Daha sonra etil asetatin miktar1 sulu ekstraktin miktarindan fazla olacak
sekilde ayirma hunisine etil asetat ilave edildi. Etil asetat eklenince Ustte etil asetat
fazi altta sulu faz olmak iizere iki faz olustu. Etil asetat faz1 temiz bir siseye alind1 ve
sulu faz tekrar ayirma hunisine konularak etil asetat eklendi. Bu islem 5 kez aym

sekilde tekrarlandi ve clde edilen etil asetat fazi temiz bir sisede birlestirildi.
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Birlestirilen etil asetat fazinda sulu faz kalmis olmasi ihtimaline karsilik sulu fazi

almasi i¢in Na,SO, eklenerek kurutuldu ve etil asetat evaporatoriinde uzaklastirildi.

Sekil 3. 2. Etilasetat ile ekstraksiyon

3.2.3. Kromatografik yontemler

Tanacetum alyssifolium bitkisinden elde edilen etil asetat fazinda bulunan saf
maddeleri izole etmek icin kolon kromatografisi ve ince tabaka kromografisi
kullanildi.

3.2.3.a Kolon kromatografisi

Etil asetat ekstresinde bulunan saf bilesiklerin izolasyonunda ve ekstrenin
fraksiyonlandirilmasinda kolon kromatografisi kullanildi. Kolon dolgu maddesi
olarak silikajel (70-230 mesh Merck) kullanildi. Ekstre kolona yiiklenmeden 6nce
ITK ile kolonun hareketli faz1 belirlendi. Kolonun hareketli faz1 belirlendikten sonra
kolonun alt kismina slikajel gegmeyecek sekilde pamuk yerlestirildi. Kolon dolgu
maddesi hareketli faz ile bulama¢ haline getirilerek kolona yiklendi. Silikajelin
kolona tamamen yerlesmesi ve bosluk kalmamasi igin alttan ¢6ziicti alinip kolona

tekrar eklendi. Homojenligi saglamak i¢in ekstrenin miktarina gore ekstreye silikajel
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eklenip karistirild1 ve karisimin ¢6ziiclisti evaporatorde uzaklastirildi. Kuru tatbikten
sonra ekstre kolonun iist kismindan homojen olacak sekilde kolona yiiklendi.
Ekstrenin ince tabaka kromatografisindeki ayrimina gore apolar ¢oziiciiden polara
dogru ¢esitli ¢oziici ve ¢ozici karisimlart hareketli faz olarak kolon
kromatografisine uygulandi. Elde edilen fraksiyonlarin miktarina gére daha kuglk

boyuttaki kolonlardan yararlanilarak uygun yeni kolonlar yapildi.

a) Etil Asetat Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi:

Tanacetum alyssifolium bitkisine bolim 3.2.2°deki islemlerin uygulanmasi
sonucunda bitkiden 50 gram etil asetat ekstresi elde edildi. Bu ekstre kolona tatbik
edilmeden 6nce metanolle ¢ozlldu ve ince tabaka kromatografisi yontemi ile degisik
cOziicu sistemlerinde incelendi. ince tabaka kromatografisinde olusan bantlarin ve
renklerin yardimiyla igin hareketli faz belirlendi. ITK sonuglarina gére K-1
kolonunda baslangi¢ ¢6ziiciisti olarak diklorometan (DCM) kullanildi. 1 kilogram
silikajel (70-230 mesh Merck) diklorometan ile bulamac haline getirildikten sonra
kolana ilave edildi ve kolon dengelendi. 50 gram etil asetat ekstresine kuru tatbik
yapildiktan sonra kolona yiiklendi ve diklorometan, etil asetat ve metanol ¢ozucdleri
ile hazirlanan farkli oranlardaki ¢6zlclU Sistemlerinden yararlanildi. Ekstrenin ince
tabaka kromatografisindeki ayrimina goére polaritesi diisiik ¢ozlcliden polaritesi
yuksek ¢Oziucuye dogru gesitli ¢oziicii ve ¢oziicli karisimlar: hareketli faz olarak

kolon kromatografisine uygulandi.



37

Tablo 3. 1. Etil asetat ektresinin K-1 kolonundan elde edilen eluatlar ve kullanilan
¢ozlcu sistemleri

Fraksiyon No Co6zlca Sistemi Mobil Faz Miktar1 (mL)
1-8 %100 DCM 400
9-11 %5 EtOAc-DCM 400
12-15 %10 EtOAc-DCM 400
16-18 %15 EtOAc-DCM 400
19-22 %20 EtOAc-DCM 400
23-26 % 30 EtOAc-DCM 400
27-30 %40 EtOAc-DCM 400
31-77 %50 EtOAc-DCM 400
78-81 %55 EtOAc-DCM 400
82-84 %60 EtOAc-DCM 400
85-86 %65 EtOAc-DCM 400
87-91 %70 EtOAc-DCM 400
92-95 %75 EtOAc-DCM 400
96-98 %80 EtOAc-DCM 400
99-102 %85 EtOAc-DCM 400
103-107 %90 EtOAc-DCM 400
108-110 %95EtOACc-DCM 400
111-112 %100 EtOAC 400
113-116 %10 MeOH-EtOACc 400
117-120 %20 MeOH-EtOAc 400
121-141 %30 MeOH-EtOACc 400
142-143 %40 MeOH-EtOACc 400
144-145 %50 MeOH-EtOACc 400
146-147 %60 MeOH-EtOAC 400
148-150 %70 MeOH-EtOACc 400
151-170 %80 MeOH-EtOACc 400
170-180 %90 MeOH-EtOACc 400

180-196 %100 MeOH 200
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K-1 kolonundan elde edilen Tablo 3.1°deki eluatlar iTK ile incelendi ve benzer
sonuglar gosteren eluatlar birlestirildi. Bu islemler sonucunda etil asetat ekstresinin
K-1 kolonundan 1-14, 15-35, 36-43, 44-80, 81-95, 96-121, 122-134, 135-151 ve 152-
196 olmak uzere 9 fraksiyon elde edildi.

K-1 kolonundan elde edilen 4. grup (44-80) fraksiyonuna K-2 kolonu yapildi. Bu
ekstre kolona tatbik edilmeden 6nce metanolle ¢ozildi ve ince tabaka kromatografisi
yontemi ile degisik ¢oziicii sistemlerinde incelendi. Ince tabaka kromatografisinde
olusan bantlarin ve renklerin yardimiyla kolon kromatografisi icin hareketli faz
belirlendi. ITK sonuglarina gére K-2 kolonunda hareketli faz olarak diklorometan
(DCM) kullanildi. 500 gram silikajel (70-230 mesh Merck) DCM ile bulamag haline
getirildikten sonra kolana ilave edildi ve kolon dengelendi. 10 gram 4. grup (44-80)
fraksiyonuna kuru tatbik yapildiktan sonra kolona yiklendi. K-2 kolonunda
diklorometan ve metanol c¢oziiciileri ile hazirlanan farkli oranlardaki ¢oziicii
sistemlerinden yararlanildi. Ekstrenin ince tabaka kromatografisindeki ayrimina gére
polaritesi diisiik ¢Ozuctuden polaritesi yiksek ¢ozlclye dogru gesitli ¢oziicii ve

¢oziicii karisimlar: hareketli faz olarak kolon kromatografisine uygulandi.
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Tablo 3. 2. K-2 kolonundan elde edilen eluatlar ve kullanilan ¢oziicti sistemleri

Fraksiyon No Cozlcl Sistemi Mobil Faz Miktar1 (mL)
1-10 %100 DCM 200
11-20 %1 MeOH DCM 200
21-50 %1,5 MeOH-DCM 200
51-60 %2 MeOH-DCM 200
61-71 %2,5 MeOH-DCM 200
72-80 % 3 MeOH-DCM 200
81-91 %4 MeOH-DCM 200
92-121 %5 MeOH-DCM 200
122-141 %10 MeOH-DCM 200
142-162 %20 MeOH-DCM 200
163-170 %30 MeOH-DCM 200
171-181 %40 MeOH-DCM 200
182-190 %50 MeOH-DCM 200
191-199 %100 MeOH 200

K-2 kolonundan elde edilen Tablo 3.2°deki eluatlar iTK ile incelendi ve benzer
sonuglar gosteren eluatlar birlestirildi. Bu islemler sonucunda etil asetat ekstresinin
K-1 kolonundan 1-26, 27-42, 43-80, 81-126, 81-95, 127-162 ve 163-199 olmak lzere
7 fraksiyon elde edildi.

K-2 kolonundan elde edilen 5. grup (127-162) fraksiyonuna K-3 kolonu yapildi. Bu
ekstre kolona tatbik edilmeden dnce metanolle ¢ozildu ve ince tabaka kromatografisi
yontemi ile degisik ¢oziicii sistemlerinde incelendi. Ince tabaka kromatografisinde
olusan bantlarin ve renklerin yardimiyla kolon kromatografisi i¢in hareketli faz
belirlendi. ITK sonuglarma goére K-3 kolonunda hareketli faz olarak diklorometan
(DCM) kullanildi. 100 gram silikajel (70-230 mesh Merck) DCM ile bulamag haline

getirildikten sonra kolana ilave edildi ve kolon dengelendi. 3 gram olan 5. grup (122-
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167) fraksiyonuna kuru tatbik yapildiktan sonra kolona yiiklendi. K-3 kolonunda
diklorometan, etil asetat ve metanol ¢oziiciileri ile hazirlanan farkli oranlardaki
¢oziicii sistemlerinden yararlanildi. Ekstrenin ince tabaka kromatografisindeki
ayrimina gore polaritesi diisiik ¢ozilicliden polaritesi ylksek ¢oziiclye dogru cesitli

¢Oziicii ve ¢oziicli karisimlart hareketli faz olarak kolon kromatografisine uygulandi.

Tablo 3. 3. K-3 kolonundan elde edilen eluatlar ve kullanilan ¢oziicii sistemleri

Fraksiyon No Cozlcl Sistemi Mobil Faz Miktar:
1-9 %100 DCM 250
10-20 %10 EtOAc-DCM 250
21-30 %20 EtOAc-DCM 250
31-41 %25 EtOAc-DCM 250
42-55 %40 EtOAc-DCM 250
56-67 % 50 EtOAc-DCM 250
68-79 %70 EtOAc-DCM 250
80-84 %100 MeOH 250

K-3 kolonundan elde edilen Tablo 3.3’deki eluatlar ITK ile incelendi ve benzer
sonuclar gosteren eluatlar birlestirildi. Bu islemler sonucunda etil asetat ekstresinin
K-3 kolonundan 2-14, 15-34, 35-63, 64-70 ve 71-84 olmak (izere 5 fraksiyon elde
edildi. Bu kolondan elde edilen 1. grup (2-14) fraksiyonu izole edilen bilesige aittir.

3.2.3.b Ince tabaka kromatografisi

Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarin saflik kontroliinde ve uygun
¢oziicii sisteminin bulunmasinda ITK yéntemi kullanildi. Fraksiyonlar miktarlarina
gore Silikajel 60 F2s4 kapli hazir aliminyum plakalara tatbik edildi ve uygun ¢oziicl

sistemlerinde ydrutulerek incelendi. Numune tatbik edildikten sonra aliiminyum
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plaklar uygun ¢oziciilerin bulundugu cam tanklarin igerisine yerlestirilerek
yurattldu. Aliminyum plakada ilerleyen UV aktif maddeler, UV 1sik altinda (254 ve
366 nm) belirlendi. Daha diisiik dalga boylarinda absorbans veren, UV aktif olmayan
maddelerin gozlemlenebilmesi igin aluminyum plaklarin {izerine sulfurik asit ve
etanol karisimi puskdrttlup lekeler ve bantlar gériinir hale gelene kadar 1sitild1 (100-
105 °C).

Sekil 3. 3. Belirteg piiskiirtiilmeden dnce ve sonra olusan bantlar

3.2.4. Antikanserojen aktivite testleri

Antikanserojen aktivite tesitnde HelLa hiicresi kullanilmistir. HeLa hiicreleri diinya
capinda, kanser arastirmasi yapan bir¢ok laboratuarda kiiltiirlerde kullanilan 6zel
hiicrelerdir. 1951 yilinda Henrietta Lacks isimli hastanin servikal bolgesinden alinan
orneklerle kiiltiirde tretilmeye devam edilmistir ve kanser arastirmalarinda
kullanilmistir. Hala giiniimiizde antikanserojen aktivite testlerinde kullanilmakta olan

HeLa hiicresi Henrietta Lacks’a ait servikal kanser hiicreleridir.

3.2.4.a Hiicre kaltiri

HeLa hiicresinin hiicre kiiltiirii i¢in tiim islemler steril kabinde yapilmistir. Steril
kultir kaplarinda bulunan hiicrelerin kullanmig oldugu besi yeri (DMEM) atik kabina
alinarak uzaklagtirilmigtir. Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kaplarma 10 ml tripsin-
EDTA eklenmistir ve CO, inkibat6érinde, 37 °C’de 1-2 dakika inklbe edilerek
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ylizeye yapisan hiicreler yiizeyden sokiilmiistiir. Inkiibatorden cikarilan kap igerisine
10 ml DMEM (besi yeri) eklenerek ortam nétralize edilmistir. Hiicre stispansiyonu
iki ayr1 15 ml’lik falkon tiipiine esit miktarlarda ilave edilmistir ve bu tupler 600
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek hicrelerin tlpln dibine ¢okmesi

saglanmustir.

Sekil 3. 4. Hiicrelerin ¢okeltilmesi ve ¢oziilmesi (Sahin, 2010)

Santriflij sonunda falkon tiplerindeki DMEM (besi yeri) atik kabina bosaltildiktan
sonra hiicre ¢okeltisi Uzerine 3’er ml besi yeri eklenmistir ve bir pipet yardimi ile
stispansiyon haline getirilmistir. Ilk tiipteki hiicreler ile deney yapilip diger tiipteki
hiicreler ise daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere kiiltlir kaplarina alinmistir
ve inkiibatore yerlestirilerek bliytimeleri saglanmistir. Bunun igin steril 250 ml’lik
kaplara 20 ml DMEM besi yerinden konulmustur. Daha sonra bu kiiltiir kaplarina
stispansiyon halindeki hiicrelerden 1 ml konulmustur ve kaplar kapaklari yar1 agik
halde inkiibatore yerlestirilmistir. Bu islem 3 guinde bir tekrarlanmistir. Her seferinde
hicrelerin biiylimesi ve kontamine olup olmadigi inverted mikroskop altinda kontrol

edilmistir.
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Sekil 3. 5. Besi yerlerin hiicre kiiltiir kaplarina alinmas1 (Akdulum, 2011)
(Pasajlama)

Sekil 3. 6. Inkiibator ve Inverted (ters) mikroskop (Akdulum, 2011)

3.2.4.b Hiicrelerin sayilmasi islemi

Besi yeri ile stspansiyon haline getirilmis karisimdan 300 uL alinmistir ve Cedex
HiRes Analyzer 6rnek kabina konulmustur. Trypan blue ile hiicre stispansiyonunu
cihazin kendisi karistirmaktadir. Trypan blue solGsyonu ile 6li hicreler
etiketlenmistir. Canli hiicrelerde membran intakt durumda oldugundan dolay1 boyay1
almaz iken 6li hiicreler yani membrani hasar gérmiis hiicreler boyay1 alarak maviye
boyanmaktadir (Doyle vd., 1998). Trypan blue metodu ile canli olmayan hiicreler
boyanir ve ol hiicreler analizérde koyu sekilde boyali goriilmektedir. Bdylece cihaz
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6lu hacreleri belirlemektedir. Kap igerisindeki canli hiicrelerin miktar1 hiicre sayim

cihaz1 (Cedex HiRes Analyzer) ile otomatik olarak gergeklestirilmistir.

3.2.4.c Orneklerin hazirlanmasi

Calisilan numuneden ortalama 10 mg tartilarak steril DMSO’daki ¢ozeltisi (20
mg/mL olacak sekilde) hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti numaralandirilmis steril

ependorf tipinde 1:20 oraninda DMEM ile seyreltilerek kullanilmistir.

3.2.4.d Proliferasyon deneyi

E-plate 96’ nin her bir kuyucuguna 50 pL kiltiir ortami konulmustur ve 15 dakika
steril kabinde, 15 dakika inkubatérde bekletilmistir. Daha sonra plaka, RTCA
cihazina yerlestirilmistir ve arka plan (background) okumasi yapilmistir. Bu
islemden sonra kuyucuklarda olmasi istenen hiicre sayisi (25.000 hicre/kuyucuk)
hesaplanarak olusturulmus hiicre siispansiyonundan 100’er pL eklenmistir. Plaka,
hlcrelerin dibe ¢okmesi ve ortama uyum saglamasi i¢in yarim saat steril kabinde
bekletildikten sonra RTCA cihazina yeniden yerlestirilmistir ve 80 dakika slren
ikinci agsama baglatilmistir. Bu suire boyunca hiicrelerin kuyucuk tabanina yapisarak
blylme surecine girmeleri saglanmistir. Bu siire sonunda e-plate tekrar steril kabine
alimmustir ve kuyucuklara, son hacim 200 uL olacak sekilde farkli derisimlerde bitki
ekstrakti igeren kiiltlir ortamu ¢ozeltisi eklenmistir. Her bir numune i¢in ylksek (50
uL), orta (20 pL) ve diisiik doz (10 uL) olmak iizere ti¢ farkli konsantrasyon ve her
bir doz icin ii¢ tekrar yapilarak ¢ahisilmistir. Ug kuyucuk yiiksek doz, ii¢ kuyucuk
orta doz ve (¢ kuyucuk diisik doz olmak iizere bir numuneye 9 kuyucuk
kullanilmistir.  Numune eklendikten sonra plaka son kez RTCA cihazina
yerlestirilmistir ve 48 saat boyunca hiicrelerin yagam/6liim durumlar1 ger¢ek zamanlh

olarak kaydedilmistir.
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3.2.5. Antioksidan aktivite testleri

3.2.5.a Ferrik iyonlarim (Fe*") ferréz iyonlarina (Fe®*) indirgeme gicii tayini

Izole edilen molekiiliin indirgeme kuvveti tayini Oyaizu metoduna gére belirlendi
(Oyaizu, 1986). Hazirlanan stok cozeltiden 10, 20 ve 30 pg mL™olacak sekilde
deney tiplerine ilave edildi ve hacim destile suyla 1 mL’ye tamamlandi. Hacim
tamamlandiktan sonra her bir deney tiipine 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6)
ve 2,5 mL %1’lik potasyum ferrisiyantr [K3Fe(CN)g] ilave edildi ve bu karigim 50
°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon karisimma 2,5 mL
%10’luk TCA ilave edildi. Karisimin st fazindan 2,5 mL alinarak tizerine 2,5 mL
destile su ve 9%0,1’lik 0,5 mL FeCl; ilave edildi. Elde edilen son karisimin
absorbanslart 700 nm’de kore karsi okundu. Kor olarak destile su ve kontrol igin

numune yerine su kullanildi.

3.2.5.b Kuprak metoduna gore idirgeme kuvveti tayini

Etil asetat ekstresinden elde edilen saf molekiilin kuprik iyonu (Cu®") indirgeme
kapasiteleri Apak ve arkadaslarinin (2006) kullandigi Cuprak metoduna gore
belirlendi. Bu yontemde deney tuplerine 0,01 M’lik 0,25 mL CuCl, ¢oézeltisi ilave
edilerek tzerine 0,25 mL 7,5x10~° M’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisi ve 0,25 mL
IM’lik amonyum asetat (NH,OAc) tamponu ilave edildi. Cozelti karigtirildiktan
sonra sirasiyla 10, 20 ve 30 pg mL™? konsantrasyonlarinda axillarin bilesigi ve
standart karigima ilave edildi ve yarim saat sonra 450 nm’de absorbanslar1 6lguld.
Reaksiyon karigimmin absorbansimin artmast  kuprik iyonu (Cu®) indirgeme

kapasitesinin arttigin1 gostermektedir.
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3.2.5.c DPPH?e serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini

Izole edilen saf molekiiliin serbest radikal giderme aktivitesi Blois metoduna gore
DPPH”’in 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanilarak belirlendi (Blois, 1958). Bu yontemde
deney tiiplerine sirastyla 10, 20 ve 30 pg mL™ konsantrasyonlarinda incelenecek
numune ilave edildi ve etanol ile hacimleri 3 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir
deney tipine stok DPPHe ¢ozeltisinden 1 mL ilave edilerek toplam hacim 4 mL
oldu. Bu karisim 30 dakika oda sicakligi ve karanlikta inkiibe edildi ve etanolden
olusan kore karsi 517 nm’de absorbanslar1 6l¢ildi. Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1
mL DPPHe ¢ozeltisi kullanildi. Azalan absorbans geriye kalan DPPHe c¢dozeltisi
miktarmni yani serbest radikal giderme aktivitesini verdi. Serbest radikal giderme

aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak belirlendi.

% Serbest Radikal = [ (Ao— A1)/ Ap] x 100
Ay: Kontrol Absorbansi

A1: Ornek Absorbansi
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. izole Edilen Bilesigin Yap1 Analizi

Sekil 4. 1. izole edilen bilesigin *H ve *C kimyasal kayma degerleri

Kromatografik yontemlerle sar1 renkli, kat1 olarak izole edilen bilesigin (200 mg)
yapist *H, *C-NMR, COSY, DEPT, HMBC ve HSQC analizleri ile yap: tayini
yapilmustir. Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.8’de
sirastyla izole edilen bilesige ait *H, *C-NMR, COSY, DEPT, HMBC ve HSQC

spektrumlari verilmistir.

'H-NMR spektrumunda protonlarin etkilesme sabitleri ve kimyasal kayma degerleri
incelendiginde *H NMR (600 MHz, CD30D, ppm) &= 7,61 (s, 1H), 7,52 (d, J = 8,0
Hz, 1H), 6,89 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,48 (s, 1H), 4,84 (bs, 4H, -OH), 3,87 (s, 3H, -
OCHj3), 3,78 (s, 3H, -OCH3) sinyalleri gorilmektedir. Spektrumda aromatik bélgede
4 tane CH pikleri, 4,84 ppm’de fenolik OH piki ve metoksi gruplarina ait pikler
gorilmektedir. Aromatik protonlar (C-8 ve C-6) 6= 7,61 ve 6,48 ppm’de singlet
olarak sinyal verirken C-2' ve C-3' aromatik protonlar1 6= 7,51 ve 6,90 ppm’de (J =
8,0 Hz) dublet olarak sinyal vermistir. 6= 3,87 ve 3,78 ppm’de singlet olarak goriilen

sinyaller ise bilesikte siibstitiient olarak —OCHj; gruplarinin  bulundugunu
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gostermektedir. 6= 6,48 ppm’de singlet olarak gdzlenen C-8 protonu yapinin flavon
tiirevi ve A halkasinin tristibstitiie oldugunu gostermektedir. 6= 7,51 ppm’de dublet,
6= 6,90 ppm’ de dublet ve 6= 7,61 ppm’deki singlet sinyalleri flavonoidin B
halkasinin 3’,4’-distibstitiic oldugunu gostermektedir.

. “ _..,.[. ,IL s j._‘\ : _.__,_-.Jx__,\.

Sekil 4. 2. izole edilen bilesigin *H-NMR spektrumu

BC-NMR spektrumunda karbonlarin kimyasal degerleri incelendiginde *C-NMR
(150 MHz, CD30D, ppm) 6= 178,8, 157,4, 156,7, 152,3, 152,2, 148,5, 145,0, 137,8,
131,2, 1215, 120,9, 115,1, 115,0, 104,9, 93,6, 59,5, 59,1 olmak Ulzere 17 sinyal
gortlmektedir. Spektrumda 6= 157,4 ve 93,6 ppm arasinda 14 tane aromatik ve
olefinik karbon atomu sinyalleri gortlmektedir. 5= 178,8 ppm’deki sinyal bilesikte
bir karbonil grubunun bulundugunu ve 6= 59,5 ve 6= 59,1 ppm’deki sinyaller ise iki

metoksi grubunun bulundugunu géstermektedir.
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Sekil 4. 3. izole edilen bilesigin **C-NMR spektrumu

Flavonoidlerin *H-NMR spektrumu, aromatik halka protonlarini ve siibstitiientlerin
durumunu goéstermektedir. 5,7-dihidroksi flavonlarda A halkasindaki C-6 ve C-8
protonlar1 kimyasal degeri 5-7 ppm arasinda olan iki duplet olusturmaktadir. 5, 6, 7
ve 8’de siibstitiient bulundugu zaman ise C-6 ve C-8 protonlar1 kimyasal degeri 6-6,5
ppm arasinda olan bir singlet olusturmaktadir. 4’den substitiie flavonlarda B
halkasindaki C-2, C-6, C-3 ve C-5 protonlari orto etkilesimli kimyasal kayma degeri
6,5-7,9 ppm arasinda olan iki duplet olusturmaktadir. Genellikle C-3 ve C-5
protonlarinin dupletleri C-2 ve C-6 protonlarinin dupletlerinden daha yukar: alanda
gorilmektedir. Flavanoitlerin **C-NMR spektroskopisi ise molekiilde bulunan seker
birimlerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda ve
hidrojenlerin sinyallerdeki yarilmalar ve kimyasal kayma degerlerinden yararlanarak
saflagtirilan  bilesiginin ~ yapisinin  2-(3,4-Dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3,6-

dimetoksi-4H-kromen-4-on (axillarin) oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 4. Izole edilen bilesigin COSY spektrumu

Sekil 4.4. izole edilen bilesige ait COSY NMR spektrumunu gostermektedir. COSY,
uzaysal etkilesimlerin belirlendigi ve iki boyutlu (2D) bir NMR teknigidir. COSY
spektrumu bize bir bilesige ait ayni tip cekirdekler (homoniikleer) arasindaki iki
boyutlu tepecik grafikleri seklinde kayit vermektedir. Kosegenin iist noktasi yiiksek
alan (yukar1 alan) bolgesini gosterirken, sol alt kosegeni diisiik alan (asagi alan)
bolgesini gostermektedir. COSY spektrumundan hangi protonun hangi proton ile
eslestigini bulabilmek icin kosegenleri kesecek ve 90 °C lik iki ticgen olusturacak
sekilde bir ¢izgi ile ayrilir. Bu iki ¢izginin kosegeni kestigi noktalar eslesen

protonlar1 vermektedir.

Spektruma gore, B halkasinda C-2' karbonuna bagli ve 7.51 ppm’de rezonans olan
proton ile yine aynmi halkaya bagli C-3' karbonundaki 6.90 ppm’de rezonans olan
birbirlerine orto pozisyonda bulunan protonlarin uzaysal olarak birbiriyle etkilestigi
COSY NMR spektrumundan belirlenmistir. Bu etkilesim komsu protonlar ve
birbirlerine kars1 orto pozisyonunda olmalarindan dolay1 sinyal boyutu daha fazladir.
Yine aynmi spektruma gore, C-2' karbonuna bagli ve 7.51 ppm’de rezonans olan

proton ile C-6' karbonundaki 7.61 ppm’de rezonans olan birbirlerine karsi meta
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konumunda bulunan protonlarin uzaysal olarak birbiriyle etkilestigi COSY NMR

spektrumundan belirlenmistir.

Sekil 4. 5. izole edilen bilesigin DEPT spektrumu

Sekil 4.5. izole edilen bilesige ait DEPT NMR spektrumunu gostermektedir. DEPT,
iki boyutlu (2D) NMR tekniklerinden biridir. DEPT spektrumu bize bir bilesigin
hangi tlir karbon atomlarindan olustugunu gostermektedir. DEPT spektrumunda
yukaridan asagiya dogru; en iistteki kirmizi renkli birinci spektrum CHj3 karbonlarini,
actkmavi renkli ikinci spektrum CHj karbonlarini, pembe renkli iigiincii spektrum
CH karbonlarin1 ve son olarak koyumavi renkli dordiincii spektrum quarterner

karbon atomlarinin varligin1 géstermektedir.

Spektruma gore, 2 tane metil grubunun varlhigi goriilmektedir. Bu metil gruplart A
halkasindaki C-6 karbonuna bagli metoksi (-OCHj3) ve C halkasindaki C-3
karbonuna bagli metoksi (-OCH3) gruplarimin varligimi gdstermektedir. Spektruma
gore yapida CH, gruplart bulunmamaktadir. Ayni1 zamanda yapida dort adet CH
bulunmakta fakat iki CH grubu birlesik geldiginden ancak spektrum daha detayl
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incelendiginde anlasilabilmektedir. Yapida 11 adet quarterner karbon atomunun var

oldugu DEPT spektrumundan anlasilmaktadir.

[ . _HH_‘ .

= -

Sekil 4. 6. Izole edilen bilesigin HMBC spektrumu

Sekil 4.6’de izole edilen bilesige ait HMBC NMR spektrumu goriilmektedir. HMBC
iki boyutlu (2D) heteroniikleer korrelasyon tekniklerinden biridir. Bu teknik ile uzun
mesafe karbonlar ve protonlar arasindaki etkilesimler belirlenir fakat bu
etkilesimlerde dogrudan birbirine bagli olan karbon proton etkilesimleri degil, en

fazla dort baga kadar olan komsu karbon proton etkilesimleri belirlenir.

HMBC spektrumuna gore, 3.78 ppm’de rezonans olan metoksi protonlarinin C-3
karbon atomlariyla etkilestigi, 3.87 ppm’de rezonans olan diger metoksi
protonlarmin 131.16 ppm’de rezonans olan C-6 karbonu ile korale oldugu HMBC
spektrumundan belirlenmistir. 6.48 ppm’de rezonans olan H-8 protonu sirasiyla
104.9 (C-10), 131.2 (C-6), 152.2 (C-9) ve 157.4 (C-7) ppm’de rezonans olan
karbonlar ile korole oldugu belirlenmistir. Aromatik B halkasinda 6.90 ppm’deki H-
5' protonunun; 120.9 (C-6' kuvvetli), 121.5 (C-1), 145.0 (C-3") ve 148.5 (C-4"
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ppm’de rezonans olan karbon atomlari ile, aym1 halkada C-6' pozisyonunda 7.51
ppm’de rezonans olan protonunun; 115.0 (C-2"), 148.5 (C-4') ve 156.7 (C-2) ppm’de
rezonans olan karbon atomlar ile ve ayni halkada C-2' pozisyonunda 7.61 ppm’de
rezonans olan protonunun; 121.5 (C-1'), 145.0 (C-3), 148.5 (C-4') ve 156.7 (C-2)
ppm’de rezonans olan karbon atomlar1 ile korelasyonu HMBC teknigi ile

belirlenmistir.

H,CO

Sekil 4. 8. izole edilen bilesigin HSQC spektrumu
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Sekil 4.7°de izole edilen bilesige ait HSQC NMR spektrumu goriilmektedir. HSQC
iki boyutlu (2D) heteroniikleer korrelasyon tekniklerinden birisidir. Bu teknik ile
uzun mesafe karbon-proton etkilesimleri degil, tek bag ile dogrudan birbirine bagh
olan karbon proton etkilesimleri belirlenir. Bu teknikte Kirmizi renkli spotlar —CH,
(metilen) grubunun varligimmi gostermektedir. Mavi rekli spotlar ise CH ve CHs
gruplarmin varhigint gosterir. Bu teknikte quarterner karbonlarda proton olmadig:

icin quarterner karbonlar spot olusturmaz ve dolayisi ile belirlenemez.

HSQC spektrumu ile 3.78 ppm’de rezonans olan metoksi protonlarinin 59.1
ppm’deki karbon atomuna bagl oldugu, 3.87 ppm’deki diger metoksi protonlarinin
59.5 ppm’deki karbon atomuna bagli oldugu belirlenmistir. Mevcut spektrumdan
6.48 ppm’de rezonans olan protonun 93.6 ppm deki C-8 karbonuna, 7.51 ppm deki
protonun 120.9 ppm deki C-6' karbon atomuna, 6.90 ppm’de rezonans olan protonun
115.1 ppm deki C-5' karbon atomuna ve son olarak 7.61 ppm’deki protonun 115.0
ppm deki C-2' karbon atomuna bagli oldugu HSQC NMR teknigi ile belirlenmistir.

H OH (0] (TKEH

Sekil 4. 9. izole edilen bilesigin HSQC etkilesimleri
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4.2. Antikanserojen Aktivite Testi

Bu ¢alismada Tanacetum alyssifolium bitkisinin etil asetat ekstresinden saflastirilan
axillarin bilesiginin HelLa hicre hatt1 iizerine antiproliferatif etkisi incelendi.
Bilesigin farkli konsantrasyonlarinda aktivitesi test edildi ve en iyi aktivite gosterdigi
konsantrasyon belirlendi. Sekil 4.4’de goriildiigii gibi ekstre 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda en yuksek aktiviteyi gosterirken, 10 ug/mL konsantrasyonunda
diisiik aktivite gosterdi. Ik 2 saatte ekstre ile maruz birakilmayan hiicrelerde normal
blyime gozlemlendi. Fakat besleyici ortamda (DMEM) herhangi bir artis olmadi.
Daha sonra saf bilesik E-plate 96’nin her bir kuyusundaki hiicre kiiltiirii ortamina
eklendi. 3. saatten itibaren ekstrenin 50 pg/mL ve 100 pug/mL konsantrasyonlarinda
aktivite artig1 olurken, yani hiicre ¢ogalmasi azalirken, 10 ug/mL konsantrasyonunda
8. saatten itibaren aktivite gosterdi ve 15. saatten sonra hiicre ¢ogalmasi devam
ederek ekstre aktivite gostermedi. 10 pg/mL konsantrasyonunda %50 aktivite
gostermigtir. 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarindaki ekstre 13. saatte maksimum
aktivitesine ulagilmigtir. Slre tamamlandiktan sonra da sonug¢ degismedi. Sonug
olarak bilesigin farkli konsantrasyonlarmdaki antikanserojen aktivite testinde en
yuksek aktiviteyi 50 ve 100 ug/mL konsantrasyonlari gostermistir ve 10 pg/mL
konsantrasyonunda 8. saatten 15. saate kadar aktivite gosterip, 15. saatten sonra
hiicre gogalmasi1 devam ederek ekstre aktivite gostermemistir. Maksimum aktiviteye

ise 13. saatte ulagilmustir.



56

=
oo
=

=3
=
=

=3
o
=

=
n
=

=
=
=

Cell Index

=
e
=

020 E g

{1 [TF ST D P
i i

il 1]
[ A . LT b
000§ty A ‘"'“'k*'*r,*r»w it '»w*lillIIIIIIIIIII|IIII|I||'|||u|| || ||| b

010 ¢ Wl pu“"'” . : : TN R “““
§ e O G L L LD :

010 \III‘\III‘\III‘\III‘\III‘\III‘\III‘\III‘\III\\III\H

0.0 50 100 150 200 2510 300 350 4.0 450 500

Time (in Hour)

== 100 == 50 — 10 ==Control ==Medium

Sekil 4. 10. izole edilen bilesigin antiproliferatif aktivitesi

4.3. Antioksidan Arastirma Sonuclari

4.3.1. Ferrik iyonlarmm (Fe**) ferroz iyonlarma (Fe?*) indirgeme kuvveti ile ilgili

sonuclar

Antioksidan aktivite ¢alismalarinin demir indirgeme metodunda, test ¢ozeltisinin sar1
rengi antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay:1 ortamda antioksidan
maddeler oldugu zaman yesil renk olmaktadir (Gilgin vd., 2006). Tanacetum
alyssifolium bitkisinin etil asetat ekstresinden izole edilen bilesigin indirgeme giicu,
farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) c¢ozeltisinin 700 nm’deki absorbansi
Olgllerek tespit edilmistir. Bu bilesigin indirgeme potansiyeli standart olarak
kullanilan troloks ile karsilastirilmistir. Indirgeme kuvveti tayininde yiiksek
absorbans degeri yliksek indirgeme kapasitesini gostermektedir. Sekil 4.1.
incelendiginde elde edilen bilesigin Fe*ii indirgeme yetenegi yoniinden standart
olarak kullanilan troloksdan daha fazla indirgeme potansiyeline sahip oldugu
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gorulmektedir. Bilesik fenolik ve hidroksilik grup icerdiginden dolay1 yiiksek

indirgeme kuvvetine sahiptir.

—e—troloks —#— Axillarin
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Sekil 4. 11. izole edilen bilesigin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL)

indirgeme giiclinlin standart antioksidan olan troloks ile mukayese edilmesi
4.3.2. Kuprak metoduna gore indirgeme kuvveti sonuglari

Bitkiden izole edilen bilesiklerin kuprik iyonu (Cu®*) indirgeme kapasiteleri Apak ve
arkadasglarimin  (2006) kullandigi kuprak metoduna gore belirlendi. Kuprak
metodunda 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin-Nc) Cu(ll) ile Cu(ll)-neokuproin
kompleksini (Cu(ll)-Nc ) olusturur ve olusan Cu(II)-neokuproin kompleksi (Cu(ll)-Nc )
antioksidan bilesikler varliginda renkli Cu(I)-Nc kelatina indirgenmektedir. Daha sonra
bu kelatin maksimum 15181 sogurdugu 450 nm’de absorbans degerleri Olculmektedir
(Markesbery, 1997; Somogy1 ve ark., 2007).

Bu calismada bitkiden izole edilen bilesigin kuprik iyonunu (Cu®*) indirgeme
kapasitesi farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) cozeltisinin 450 nm’deki

absorbansi 6l¢iilerek tespit edilmistir. Bu bilesigin kuprik iyonunu (Cu®) indirgeme
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kapasitesi artan konsantrasyon ile artmistir ve indirgeme yetenegi Standart

antioksidan olarak kullanilan troloks’dan daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2.).

—¢—troloks —#— Axillarin
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Sekil 4. 12. izole edilen bilesigin farkl1 konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) kuprik

iyonlarin1 (Cu?*) indirgeme kuvvetinin troloks ile mukayese edilmesi
4.3.3. DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi sonuglari

Izole edilen bilesgin DPPHe serbest radikalini giderme aktivitesi Blois metoduna
gore belirlendi. Antioksidanlar, DPPH ile etkilesime girip elektronlarin1 ya da
hidrojen atomlarini vererek DPPH’1n serbest radikal 6zelligini azaltirlar (Archana ve
ark., 2005). DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi yontemi, DPPH ¢0zeltisinin
koyu menekse renginin ortamdaki antioksidanlar tarafindan elektron transferi ile
rengin agilmasi ve meydana gelen bu renk degisikliginin UV spektrofotometre ile
Olctilmesi temeline dayanmaktadir. DPPH radikali antioksidanlar tarafindan
indirgendigi zaman absorbans azalmaktadir. DPPH ¢ozeltisinin koyu menekse rengi
ne kadar agilirsa ve karisimin absorbansindaki azalma ne kadar yiiksek olursa serbest
radikali giderme giicii de o kadar yiiksek olmaktadir (Mathew ve Abraham, 2006).
Sonuglar ortamda numune yok iken DPPH radikalinin gosterdigi absorbans belirlenip
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ve daha sonra ortama numune ilave edilerek meydana gelen renk indirgenmesine

gore hesaplamasi yapilir (Bandoniené ve Murkovic, 2002).
ON
NO, Q :

0,

Sekil 4. 13. Antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi (Giilgin, 2002)

Tanacetum alyssifolium bitkisinin etil asetat ekstresinden saflastirilan bilesigin
DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi, farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL)
cozeltisinin 517 nm’deki absorbansi Olgiilerek tespit edilmistir. Bu bilesigin DPPHe
serbest radikal giderme aktivitesi standart olarak kullanilan troloks ile
karsilastirilmistir. Reaksiyon karisiminin absorbansinin diismesi yiiksek serbest
radikal giderme aktivitesini gostermektedir. Sekil 4.4 incelendiginde bilesigin
standart olarak kullanilan troloksdan daha az fakat standarta yakin miktarda DPPH
serbest radikalini giderdigi goriilmektedir. Bilesikte bulunan fenolik gruplarin sayisi
standart antioksidana gére daha az oldugundan dolayr daha az DPPH serbest

radikalini gidermistir.
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Sekil 4. 14. izole edilen bilesigin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ng/mL) DPPH

serbest radikali giderme aktivitesinin troloks ile mukayese edilmesi

Bilesigin 30 pug/mL konsantrasyonunda DPPH radikali giderme aktivitesi % 26 ve
troloksun aktivitesi % 33’dur. Serbest radikal giderme aktivitesi troloks > 2-(3,4-
Dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3,6-dimetoksi-4H-kromen-4-on seklindedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, Asteraceae (Compositae) familyasinin bir Gyesi
ve endemik bir tir olan Tanacetum alyssifolium bitkisinden c¢esitli islemler
sonucunda hazirlanan ekstrelerde mevcut olan sekonder metabolitlerin izolasyonu,

antioksidan ve antikanserojen aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Insanlhigin var olusundan buyana tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin genellikle kok,
yaprak, govde, kabuk, cicek ve meyvelerinde bol miktarda flavonoid, fenolik asit,
lignan ve lignin gibi fenolik bilesikler bulunmaktadir. Bu fenolik bilesiklerin
antikanserojen ve antioksidan aktivite gibi pek ¢ok biyolojik etkileri bulunmaktadir.
Tanacetum tiirlerinin Tiirkiye’de ¢ok sayida bulunmasi ve ©Onemli derecede
endemizm gostermesinden dolay1 bu tiirlerden elde edilecek yeni biyoaktif bilesikler

ulkemiz i¢in 6nemli bir ekonomik kaynak saglayacaktir (Kilig, 2007).

Tanacetum alyssifolium bitkisinde bulunan sekonder metabolitlerin izolasyon
caligmasi etil asetat ekstresinin kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirilmasiyla
baslanild1 ve elde edilen fraksiyonlarin ITK sonuglarina gére kiigiik kolonlarla
saflastirilmasi ile devam edildi. Bu islemler sonucunda elde edilen bilesigin saf olup
olmadig ilk énce ITK da kontrol edildi ve saf oldugu diisiiniilen bilesigin spektral
analizleri (NMR ve HPLC) yapildi. Bu yiiksek lisans tez caligmasinda Tanacetum
alyssifolium bitkisinden izole edilen 2-(3,4-Dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3,6-
dimetoksi-4H-kromen-4-on (axillarin) bilesigi daha dnce Inula britannica bitkisinden
izole edilmis (Park vd., 2000) ve antioksidan aktivitesini belirlemek icin DPPH
serbest radikal giderme aktivitesi ¢alisilmistir. Ayrica bu maddenin antikanserojen
etkisini belirlemek icin kortikal hiicre kullanilarak maksimum aktivite gosterdigi

konsantrasyon belirlenmistir.

Axillarin bilesiginin antioksidan aktivite ¢alismasinda, Ferrik iyonlarmi (Fe**) ferroz
iyonlarina (Fe®") indirgeme giicii tayini Oyaizu metoduna gore, kuprik iyonlarini

(Cu*) kiipréz iyonlarma (Cu®) indirgeme kapasitesi Apak ve arkadaslarmin (2006)
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kullandig1 Cuprak metoduna gére ve DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois
metoduna gore DPPH’in 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanilarak belirlendi (Blois, 1958).
Calisma sonucunda bulunan aktiviteler gidalarin antioksidan aktivitesinin

belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan troloks ile karsilastirildi.

Son zamanlarda antioksidan aktivite gdsteren bitkiler karotenoit, flavonoid ve fenolik
bilesik icerigi bakimdan zengin olduklarindan ve yan etkilerinin olmamalarindan
dolayr gida ve beslenme alanlarinda kullanimlar1 dogrultusunda ¢ok sayida
calismalar yapilmistir (Kulkarni vd.,2006). Antioksidan aktivite tayin metotlari, gida,
farmasotik veya tibbi amagh kullanilan bitkilerin ya da bu bitkilerden izole edilen
bilesiklerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmasinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Yapilan bu ¢alismada da bu metotlar kullanildi ve bulgular birer
dogal ve standart antioksidan olan troloks ile mukayese edildi. Axillarin bilesiginin
Ferrik iyonlarmm (Fe®") ferrdz iyonlarina (Fe?*) indirgeme yeteneginin standart olarak
kullanilan troloksdan daha fazla oldugu, Kuprak metoduna go0re indirgeme
yeteneginin artan konsantrasyon ile arttigi ve indirgeme yeteneginin standart
antioksidan olarak kullanilan troloks’dan daha az oldugu ve DPPHe serbest radikal
giderme aktivitesinin standart olarak kullanilan troloksdan daha az fakat standarta

yakin miktarda oldugu tespit edilmistir.

Tanacetum alyssifolium bitkisinin etil asetat ekstresinden izole edilen axillarin
bilesiginin antikanserojen aktivite ¢aligmasinda bilesigin 3 farkli konsantrasyonu
hazirland1 ve HeLa hiicre kiiltiirleri tizerine bu bilesigin 48 saat uygulama sonunda
antiproliferatif etkisi belirlendi. Erzincan’a endemik bir bitkiden elde edildigi i¢in, bu
calisma bu ekstre ile yapilan ilk antikanserojen aktivite ¢alismasidir. Sonug¢ olarak
43. saatin sonunda 50 pg/mL gibi orta dizey bir konsantrasyonun sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Antikanserojen aktivite calismasi ilerleyen
zamanlarda baska kanserli hiicre hatlar1 ve normal hiicre hatlarinda devam edecektir.
Kanserin terapisinde bitkisel kaynakli tedavi yaklagimlarinin arttig1 glinlimiizde elde

ettigimiz bulgular umut vericidir.
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Sonug olarak Tanacetum alyssifolium bitkisinin etil asetat ekstresinden 2-(3,4-
Dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3,6-dimetoksi-4H-kromen-4-on (axillarin) elde edildi
ve bu bilesigin Ferrik iyonlarmi (Fe®*) ferrdz iyonlarma (Fe?*) indirgeme giici,
kuprik iyonlarni (Cu®*) kiipréz iyonlarna (Cu®) indirgeme kapasitesi ve DPPH
serbest radikal giderme aktivitesi gibi metotlar kullanilarak antioksidan aktivitesi,
HelLa hiicresi kullanilarak da antikanserojen aktivitesi belirlenerek maksimum
aktivite gosterdigi konsantrasyonu belirlendi. Bu calismada elde edilen sonuglar
ileride yapilacak calismalarla desteklenmesi halinde bu bitkinin yeni sentezlenecek
kemoterapatikler i¢in kaynak olabilecegi ve bitki ekstrelerinden ilag gelistirilmesine

katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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