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ONSOZ

Yeryiiziinde genis yayilis gosteren Inula cinsinin bir¢ok tiirli uzun yillardan beri
geleneksel halk ilact olarak kullanilmaktadir. Fitokimyasal ¢aligmalar sonucunda bu
tiirlerden elde edilen cogu bilesigin c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte hali hazirda ¢ok az ¢alisilmig ya da hi¢ ¢aligtlmamis
bir¢ok tiir bulundugu, fitokimyasal ve biyolojik ¢aligmalarin bu tiirler {izerinde
yogunlagmasi gerekliligi bizi Tirkiye’de dogal olarak yetisen bazi Inula tiirleri
tizerinde ¢alismaya yoneltmistir. Bu sebeple; Inula tiirleri iizerinde daha 6nce yapilan
calismalar sonucu yaymlanan literatiir 6zet halinde derlenerek, iilkemizde yetisen
bazi Inula tiirleri tizerinde ekstraksiyon, izolasyon, yapi tayini, miktar tayini ve
aktivite caligmalar1 gergeklestirilerek, bilim diinyasina yeni veriler kazandirilmasi
amaclanmastir.
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1. GIRIS

Insanlarin yasamlar1 boyunca farkli alanlarda basvurdugu bitkiler, birgok
etnik grup icin olduk¢a Onemli rollere sahiptir. Gida ihtiyacin1 karsilamanin
yaninda bitkiler, cesitli hastaliklarin tedavisinde ve profilaksisinde Oncelikle
tercih edilmektedir. Tipta; bitkilerin bocekler, mantarlar ve otcul memelilere
kars1 savunma mekanizmalar1 sonucu irettikleri kimyasallardan bazilar:
kullanilmaktadir. Bircogu aromatik maddeler, bir kismi fenolikler veya onlarin
oksijenlenmis tiirevleri olan sekonder metabolitler bu kimyasallara 6rnek
gosterilebilir. Bitkilerle tedavi ylizyillar boyu ilgi kaynagi olmus ve bu zamana
kadar toplamin sadece % 10'u kadar oldugu tahmin edilen onikibin civarinda
bilesik izole edilmistir (Inta ve ark., 2013; Vaher ve ark., 2014).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2011 verilerine gore; gelismekte olan
iilkelerdeki diinya niifusunun yaklasik % 70 ila % 95'i temel saglik hizmetlerinde,
oncelikli olarak bitkilerden yararlanmaktadir. Ayrica halen Avrupa ve
Amerika'da recetelenen ilaclarin yaklasik % 50'sinin bizzat dogal {iriinler ya da
bitkiler ve tiirevlerini igerdigi belirlenmistir. Bu durum ila¢ endiistrisinin tibbi
bitkisel iirlinlere olan ilgisini arttirmis; bitkisel ilaglar, bitkisel kozmetikler ve
bitkisel gida takviyelerinin iiretiminin artmasi sonucu sifali bitkilerin tibbi ve
kiiltlirel alanlardaki 6nemine ek olarak ekonomik degerleri de oldukga artmustir
(Talib ve ark., 2012; Dzoyem ve ark., 2013; Mabona ve ark., 2013).

Cigekli bitkilerin en biiyiik familyasi olan Asteraceae (Compositae),
1620 cins ve 23600'den fazla tiirii kapsar; Tiirkiye'de ise 446 tanesi endemik
olmak iizere 1186 tiir ve 140 cins ile temsil edilmektedir (Oztiirk ve Cetin, 2013).
Bu familyaya ait birgok bitkinin ekonomik degeri oldukca yiiksektir. Ornek
olarak; ila¢ olarak kullanilan ekinezya (Echinacea sp.Moench), sebze olarak
tilketilen enginar (Cynara cardunculus L.), tohumlarindan yag elde edilen
aycicegi (Helianthus annuus L.),  ¢ok uzun yillardir tekstil boyas: olarak
kullanilan aspir (Carthamus tinctorius L.), oldukg¢a popiiler ve biyolojik agidan
muadillerine kiyasla daha giivenilir bir insektisit olan pire otu (Tanacetum

coccineum(Wild.)Grierson) gosterilebilir (Bruno ve ark., 2013).



Asteraceae familyasina ait tiirler {izerinde yapilan fitokimyasal ¢caligmalar ise;
bitkilerin tibbi etkinligini saglayan monoterpenler, seskiterpenler, seskiterpen
laktonlar, diterpenler, triterpenler, poliasetilenler, flavonoitler, kumarinler,
benzofuranlar, asetofuranlar ve fenilpropanlar gibi gruplarin varligi tespit

edilmistir (Alvarenga ve ark., 2001).

Asteraceae familyasinin tibbi 6nemi olan Inula L. cinsi; Avrupa, Asya ve
Afrika gibi Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak bulunur ve biinyesinde 100°den
fazla tiiri barindirir. Bu familya ait bazi tiirler, cok eskiden beri antienflamatuvar
ve antikanser etkileri nedeniyle halk ilaci olarak kullanilmaktadir. Basta Inula
helenium L., I. racemosa Hooker fil., I. viscosa (L.) Aiton, I. britannica L.
I. royleana DC., I. japonica Thunb., I. rhizocephala var. rhizocephaloids
(Clarke) Kitam., I. obtusifolia A. Kern., I. grantioides, I. helianthus-aquatica
C.Y.Wau. gibi tibb1 degeri literatiir verileriyle kanitlanmis tiirler olmak {izere, bu
cinse ait yaklasik 25 tir fitokimyasal acidan arastirilmis; yapisinda bulunan
sekonder metabolitlerin antienflamatuvar hastaliklar, dizanteri, astim tedavisini
de kapsayan ¢ok ¢esitli farmakolojik etkiler olusturdugu belirlenmistir (Giamperi
ve ark., 2010; Amin ve ark., 2013; Qin ve ark., 2013; Spiridon ve ark., 2013;
Zhang ve ark., 2013; Jallali ve ark., 2014). Inula cinsi, Dogu Asya'da da yaklasik
100 tiir ile temsil edilmesine ragmen; tiirlerin bir ¢cogunun Bati Himalaya'nin
ulagilmas1 zor bolgelerinde yetismesi nedeniyle, literatlir verilerinde yalnizca
birkag tiire ait kimyasal 0Ozellik belirlenebilmistir. Tirler iizerinde yapilan
caligmalar; basta alantolakton ve izoalantolakton olmak ftizere seskiterpen
laktonlar, seskitepenik asitler, triterpenler, steroller ve flavonoitler gibi kimyasal
acidan iyi bilinen g¢esitli bilesikleri tasidiklarim1 ortaya koymaktadir. Sahip
olduklar1 bu kimyasal icerik sayesinde Inula cinsine ait bitkilerin; hepatit, alerji,
tiimor, ilser, tiliberkiiloz, Oksiiriik, sogukalginligi, diyabet gibi c¢ok cesitli
hastaliklarin tedavisinde etkinlik sagladigi ortaya konmustur. Inula cinsinde yer
alan bitkilerin tibben onemli fitokimyasallarin sentezinden sorumlu olmalarinin
yani sira; hem allopatide hem de geleneksel tedavi sistemlerinde bir¢ok hastaligin

tedavisinde kullanildiklar1 bildirilmistir (Amin ve ark., 2013).



Birgok Inula tiirii, ok uzun yillardan beri Cin Halk Tibbinda; siklikla peptik
ozellikleri, ekspektoran, detiimesans, antienflamatuvar ve vermiflij etkileri
nedeniyle kullanilmaktadir. Bazi Inula tiirlerinin ¢igekli dallari; astrenjan olarak,
iiriner sistem enfeksiyonlari, malaria, anemi, tiiberkiiloz ve bronsit tedavisinde
geleneksel olarak kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2013; Jallali ve ark., 2014).
Inula helenium'un halk ilac1 olarak genellikle; astim, bronsit, bogmaca gibi
solunum rahatsizliklari, sindirim sistemi bozukluklari, iiriner enfeksiyonlar ile
cilt hastaliklarinin tedavisinde ve sinek kovucu olarak kullanildig1r ortaya
konmustur. Ayrica bitkinin koklerinden elde edilen ucucu yagin sahip oldugu
potansiyel antistafilakok etkinin de, etnofarmakolojik kullanimiyla baglantili

oldugu belirlenmistir (Stojanovi¢-Radi¢ ve ark., 2012; Radulovi¢ ve ark., 2014).

Inula britannica gigekleri; sahip olduklari immunomodiilatér, hepatoprotektif,
antihepatit etkileriyle Geleneksel Cin Tibbinda bir¢ok recetede oldukca yaygin
olarak yer almistr (Hong ve ark., 2012). Neredeyse bin yildan bu yana
antimikrobiyal ajan olarak kullanilan Inula racemosa; iskemik kalp hastaligi,
diyabet, brongiyal astim gibi, patogenezinde oksidatif hasarin basrolii oynadigi
hastaliklarda da etkinlik gosteren geleneksel Cin tibbi droglarindandir (Salil ve
ark., 2012). Geleneksel farmakopeler incelendiginde; I. viscosa'nin hemostatik
ajan, topikal antienflamatuvar, diliretik, antimikrobiyal olarak ve gastroduodenal
rahatsizliklar ile diyabetin tedavisinde terapdtik amaclarla  kullanildig:
belirlenmistir (Mamoci ve ark., 2012). Son  ¢alismalarda,  ¢esitli Inula
tiirlerinden elde edilen ekstrelerin; kardiyovaskiiler, hipoglisemik, antitiimor,
antililser, antibakteriyal, antiviral, antifungal, antiparazitik ve hepatoprotektif
etkileri kaydedilmistir (Giamperi ve ark., 2010; Spiridon ve ark., 2013; Zhang ve
ark., 2013; Jallali ve ark., 2014). Inula cinsi bitkilerinde etkiden sorumlu
karakteristik bilesikler; seskiterpenler, monoterpenler, diterpenler gibi terpenik
bilesikler ile flavonoitlerdir (Zhang ve ark., 2013). Renksiz, ac1, nispeten stabil,
lipofilik bilesikler olan seskiterpenler; genelde Asteraceae familyasi bitkilerinde

siklikla rastlanan sekonder metabolitlerdendir (Saad ve ark., 2012).



Son yillarda 6nemli bir arastirma konusu haline gelen seskiterpenik bilesikler;
sahip olduklar1 antienflamatuvar, antibakteriyal (bakterilerin antibiyotiklere
duyarliligmi arttrma  Ozellikleri de dahil olmak {izere), antiprotozoal,
antikarsinojenik, antitimoral ve antioksidan 6zellikleri ile bilinirler (Vinholes ve
ark., 2014). Inula cinsi bitkilerin sahip olduklar1 biyolojik aktivitelerin ¢esitliligi;
tagidiklart Odesman, germakran, guayan, bis-seskiterpen tip seskiterpen
tiirevleriyle agiklanmustir. Ozellikle guayan tip seskiterpenlerde yaygm olarak
rastlanan fonksiyonel bir grup olan a-metilen-y-lakton halkasinin; artemisin,
tapsigargin, partenolit ve bunlarin sentetik tiirevleri Orneklerindeki gibi,
antikanser aktiviteye iliskin umut vaaddettigi belirtilmistir (Zhang ve ark., 2013;
Qin ve ark., 2013).

I. helenium, 1. japonica ve I. racemosa ana aktif bilesenlerinden olan
alantolakton ve izoalantolakton'un; toksisite yaratmaksizin larvisidal, antifungal,
antihelmintik, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antitripanosomal ve antikanser
ozellikler basta olmak {tizere ¢esitli farmakolojik etkilere sahip oldugu
kaydedilmistir. Bilesiklerin ayrica kanser vakalarinda, siklikla salinimi
anormallesen c¢oklu hiicresel sinyal yolaklarin1 hedefleyerek, apoptozisi
indiikledigi bildirilmistir. Caligmalarda kolon, melanoma, ovaryum, prostat,
akciger, 16semi tip kanser hiicre serileri tizerindeki antiproliferatif etkileri; kanser

hiicrelerinin etkili ve secici 6liimiine neden olarak sagladigi ileri siiriilmiistiir

(Rasul ve ark., 2013).

Tez konusunu olusturan Inula heterolepis tiirii yurdumuzda dogal olarak
yetismektedir. Inula heterolepis Boiss. basta Giiney Liibnan olmak iizere Dogu
Akdeniz iilkelerinde yetigen, yaklasik 30-70 cm boyunda ve sar1 renkli kapitulum
tastyan, ¢ok yillik bir bitkidir. Flora of Turkey’de Inula heterolepis Boiss., I.
candida (L.) Cass. var. heterolepis (Boiss.) ve I. verbascifolia (Willd.) Hausskn.
subsp. heterolepis Boiss. olmak iizere 2 sinonimle anilmaktadir. Tiirk¢e’de ise bu
tiir “Kaya andizi, Kaya andiz otu, Cay otu, Caksir cay1, Ceksir cay1” adlariyla
bilinir (Davis, 1982, Baytop 1999, Polat ve Satil, 2012).



I. heterolepis Boiss.’in, Anadolu’da halk arasinda infiizyon halinde istah agict
olarak, bas agrisma ve hemoroide karsi kullanildigi kaydedilmistir. Ayrica
Balikesir kirsalinda o6zellikle kadmlarin  kisirhk tedavisinde kullanildig:
bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada ise; . heterolepis sulu ekstresi, farelerde
alkolik hepatik hasara karst anlamli derecede etkili bulunmustur (Baytop, 1999,
Sayg1 ve ark., 2003; Altundag ve Oztiirk, 2011; Polat ve Satil, 2012).

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen |. heterolepis {izerinde iilkemizde yapilmig
dort ¢aligma vardir. Literatiire kayith bu g¢alismalar; bitkiden etken madde
izolasyonu, bitkinin hepatik hasar lizerine etkisi ve halk arasinda kullanilisinin
rapor edildigi etnobotanik 2 calisma ile smirhidir. Bu tiir iizerinde; yurtdisi
kaynakli Ornekle bugline kadar yapilmis herhangi bir calisma ise
bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda; Anadolu kaynakli I. heterolepis bitkisi;
icerdigi flavonoitler, terpenik bilesikler yoniinden incelenmis ve bitkiden

hazirlanan ekstrelerin antioksidan ve antimikrobiyal etkileri arastirilmistir.

1.1. Inula heterolepis’in Sistematikteki Yeri

Inula heterolepis’in TUBIVES (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi) kayitlarma gore

sistematik olarak smiflandirilmasi:

Alem : Plantae

Alt Alem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Simif : Magnoliopsida
Altsimif : Asteridae

Takim : Asterales

Familya : Asteraceae Giseke
Oymak . Inulae

Cins - Inula L.

Tiir - Inula heterolepis Boiss.



1.2. Asteraceae Familyasi

Asteraceae; ¢icekli bitkilerden olusan, yaklagik 25000 tiir ve 1700 cins ile
Antartika hari¢ diinyanin her yerinde yayilis gosteren, bitkiler aleminin en biiyiik
familyalarindandir. Bazilar1 tek yillik olmak tizere, genellikle ¢cok yillik bitkilerden
olusur. Cogu otsu ve cali, daha az olarak aga¢ formunda olup; genellikle karada
(nadiren epifitik veya akuatik), bazen suda yasayan bitkilerden olusur. Yapraklar
alternan veya opozit, nadiren sarmal diziligli; genellikle tiim, loblu ya da disli ve
stipulasizdir. Cicek durumu kapitulum olup; tabanda, birkag¢ istisnasi bulunmakla
birlikte, birkag seri brakte ile ¢evrili involukrum bulunur. Cigekler temel olarak,
tiipsii aktinomorf veya dilsi zigomorf olmak iizere 2 tipte olup, tek veya cift eseylidir.
Kaliks yaprak seklinde gelismeyip, tiiy veya pul seklini alarak papus meydana
getirirken; korolla genelde 5 petallidir. Andrakeum, anterleri birlesik 4 veya 5 stamen
icerir. Ginekeum 2 karpelden olusmus olup, tek oviillii ve alt durumludur. Meyve tipi
aken olup, duruma goére bazen kalic1 bir papus tasiyabilir (Davis, 1982; Funk ve ark.,
2009).

1.3. Inula L. Cinsi

Avrupa Afrika ve Asya’nin iliman bolgelerinde yaygin olarak bulunan Inula cinsi
120 kadar tiir ile temsil edilmekte olup; tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik ot ve ¢ali
formunda bitkilerden olusur. Linnaeus’den bu yana farkli botanik¢iler tarafindan bu
cins tlizerinde revizyonlar yapilmistir. Buna gore Inula cinsinde; indumentum
degisken olmakla birlikte nadiren tiiysiiz. Kok iyi gelismis veya yok; govde
genellikle dallanmis, nadiren basit. Yapraklar otsu, zarimsi, alternan dizilisli, basit,
genellikle sapsiz. Kapitulum tek veya bircok, heterogam isinsal, diskiform veya
homogam ve diskoit. Reseptakulum; ¢iplak, diiz. Involukrumu olusturan brakteler
3-7 adet, ¢ok sirali, imbrikat, otsu. Kenarda yer alan ¢icekler, disi, dilsi-dilcikli, 2-3
disli veya hermafrodit, borumsu, 5 disli. Merkezdeki cicekler hermafrodit, tiipsii, 5
digli. Anterler kuyruklu, apendiksler akut-obtus. Akenler, kolon seklinde veya uca
dogru daralms, kdseli. Papus, tabanda tek ya da 1-2 sira halinde, kalici, ¢ok cesitli,
tilyiimsii (Abid ve Qaiser., 2002; Toma ve ark., 2010).



1.4.  Inula heterolepis Boiss.

Anadolu’nun giiney ve bat1 bolgelerinde, genellikle k1y1 kesimlerinde, 0-1500
metre yiikseklikte; kirectasi, kayalik, ugurum ve c¢agilliklarda dogal olarak yetisen
cok yillik bir bitkidir. Cigeklenme zamani Haziran-Agustos arasinda olan bitki,
yesilimsi-beyaz renkte yogun kegemsi otsu formda. Kok, petiol kalintilar: ile kaph
kalin odunsu ve genellikle lanat-piloz. Kokler birkag tane, 15-40 cm, dik, yukari
dogru dallanmis. Ana yapraklar ovat veya eliptik-ovat, 2-6x1-3 cm boyutunda, petiol
uzunlugu 1-7 cm, ucta obtus veya subakut, tabanda attenuat, kenarlar1 tam ya da
dentikulat. Govde yapraklar1 boyutu azalmakla birlikte ana yapraklara benzer
sekilde, iistte olanlar sapsiz. Kapitulum diskiform, 4-6 rasemozlu ya da 20'e kadar
subkorimboz panikula. Involukrum 0,75-1 c¢cm uzunlugunda; brakteler 4-5 serrat,
imbrikat; distakiler oblong, obtus, 3-4x1-1,5 mm boyutunda, beyaz kegemsi; ictekiler
linear, akuminat, 5,5-7x0,5 mm, pubesent. Disi ¢igekler dar boru seklinde ve
subligulat, (2-)3-3,75(-5) mm. Disk ¢icekler 5-6 mm. Akenler 1,5-2 mm, iist
yarisinda ¢ok ince pubesent. Papus beyaz, 4,5-5,5 mm tiiyler 10-15 adet, skabroz,
tabanda serbest (Davis, 1982).

Bitki Tirkiye’de; Adana, Kahramanmaras, Mersin, Karaman, Antalya,
Aydm, Izmir, Mugla, Denizli, Kiitahya, Bursa, Kocaeli, Isparta ve ¢evresinde dogal

olarak yetisir.

1.5. Inula Tiirlerinin Tiirkiye’deki Dagilim

Tiirkiye'de Inula cinsi, 8'i endemik(*) olmak tizere 34 takson ile temsil edilir. Inula
cinsi endemizm oranmin % 28,5' Tiirkiye'dedir. Ulkemizde yetisen Inula tiirlerinin
TUBIVES (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi) siralanis1 asagidaki gibidir: (2013 yihnda
bulunan ve endemik bir tiir olan Inula tuzgoluensis TUBIVES kayitlarinda

heniiz yer almamaktadir) (Oztiirk ve Cetin, 2013).



Inula acaulis Schott et Kotschy ex Boiss.
Inula acaulis Schott et Kotschy ex Boiss. var. acaulis Schott et Kotschy ex
Boiss.
Inula acaulis Schott et Kotschy ex Boiss. var. caulescens Nab.

Inula anatolica Boiss.*

Inula aschersoniana Janka

Inula aucherana DC.

Inula britannica L.

Inula crithmoides L.

Inula conyzae DC.

Inula discoidea Boiss.*

Inula ensifolia L.

Inula fragilis Boiss & Hausskn.*

Inula germanica L.

Inula graveolens (Linnaeus) Desf.

Inula helenium L.
Inula helenium L. subsp. orgyalis (Boiss.) Grierson
Inula helenium L. subsp. pseudohelenium Grierson
Inula helenium L. subsp. turcoracemosa Grierson
Inula helenium L. subsp. vanensis Grierson*

Inula heterolepis Boiss.

Inula inuloides (Fenzl) Grierson

Inula macrocephala Boiss. et Kotschy ex Boiss.*

Inula mariae Bordz.

Inula montbretiana DC.

Inula oculus-christi L.

Inula orientalis Lam.

Inula peacockiana (Aitch. et Hemsl.) Krovin

Inula salicina L.

Inula sarana Boiss.*

Inula sechmenii Hartvig & Strid*

Inula spiraeifolia L.



Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel
Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel subsp. australis Grierson
Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel subsp. thapsoides (Bieb. ex
Willd.) Sprengel

Inula viscidula Boiss. et Kotschy

Inula viscosa (L.) Aiton

Inula tuzgoluensis*

Sekil 1. I. heterolepis’in Tiirkiye’de gosterdigi dagilim (TUBIVES, Haziran 2014)

Flora of Turkey ve ilave karelerin de bulundugu Van Herbaryumu kayitlari
incelendiginde; Inula heterolepis’in yer aldigi karelerin Al, A2, A3, A4, A7, A9, B1,
B2, B3 B4, BS, B6, B7, B9, B10, C1, C2, C3, C4, CS5, C6 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2. Inula heterolepis, genel goriiniis (https://www.flickr.com/ Agustos, 2012)

Sekil 3. Inula heterolepis (Arazi ¢alismasi, Agustos, 2012)


https://www.flickr.com/

11

1.6. Inula Tiirlerindeki Etken Bilesikler

Inula tiirlerinde yer alan etken bilesikler, ugucu yag; ¢ogunlugunu timol tiirevlerinin
olusturdugu monoterpenler; 6desman, makrofilik asit, eleman, germakran, guayan tip
siklik seskiterpenler; bis-seskiterpenler ile seskiterpen-monoterpen dimerleri;
farnesol ve nerolidol tiirevlerini de igine alan alifatik seskiterpenler; diterpenler;
triterpenler; steroitler; fenolik asitler; benzofuranlar; flavonoitler; poliasetilenler;
glikolipitler ve amino asit tiirevleri olarak belirlenmistir (Zhao ve ark., 2006; Qin ve
ark., 2008; Manez ve ark., 2007; Stojakowska ve ark., 2010).

Son yillarda yapilan fitokimyasal calismalar incelendiginde; Inula cinsine ait
bitkilerde siklikla rastlanan seskiterpen laktonlar iizerinde yogunlasildigi ortaya
cikmistir. Asteraceae, Apiaceae, Magnoliaceae familyalarindaki bazi tiirlerde yer
alan sekonder metabolitler olan seskiterpen laktonlarin; simdiye kadar tanimlanmis
5000'in {izerinde tiirevinin oldugu rapor edilmistir. Seskiterpen laktonlarin sahip
olduklar1 biyolojik aktiviteler; antienflamatuvar, antitiimoral, antimikrobiyal,
antihelmintik ve antifidant (beslenmeyi Onleyici) olarak siralanmistir. Son yillarda
antikanser 6zellikleri ile de dikkat ¢eken seskiterpen laktonlarin, kanser gelisimi ve
ilerlemesine engel olan; apoptozisin indiiklenmesi, metastazin Onlenmesi,
enflamasyon yanitlarmin inhibe edilmesi gibi birka¢ prosesle etki gosterdikleri

bildirilmistir (Lei ve ark., 2012; Shivali ve ark., 2012).

1.7. Inula Tiirleri Uzerinde Fitokimyasal Arastirmalar

Bu boliimde Inula cinsi bitkilerine ait literatiir verileri incelenmis; bu tiirler {izerinde
son yillarda yapilan fitokimyasal calismalar derlenmistir. Elde edilen veriler; son
donem c¢aligmalarin tiirlerin gosterdigi bircok biyolojik etkiden de sorumlu tutulan
terpenik bilesikler, o6zellikle de seskiterpenler iizerinde yogunlasildigini ortaya

koymustur.
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Inula helenium

Japonya’da yapilan bir ¢alismada; Inula helenium’un koklerinden hazirlanan
metanollii ekstrenin kolon kromatografisine tabi tutulmasiyla n-hekzan, kloroform,
etil asetat ve n-butanol fraksiyonlar1 elde edilmistir. Sonrasmmda n-hekzan
fraksiyonundan izole edilen germakran, 6desman (alantolakton, izoalantolakton,
11a,13-dihidroalantolakton, 5-epoksialantolakton) ve eleman (igalan) tip seskiterpen
laktonlarm yapilart *H NMR, *C NMR, DEPT, HMQC, HMBC, NOE, COSY gibi
spektral yontemler kullanilarak aydmlatilmistir (Konishi ve ark., 2002).

Polonya'da yapilan bir caligmada; 1. helenium'un aseptik fidanlarinin yaprak
eksplantlarindan kiiltiire alinmig koklerinin, etanollii ekstresi hazirlanarak kolon, ince
tabaka gibi ¢esitli kromatografik yontemler ile fraksiyonlarina ayrilmistir. Izole
edilen timol tiirevi 2 bilesigin; 10-izobiitiriloksi-8,9-epoksi-timol izobiitirat ve 10-
izobiitiriloksi-6-metoksi-8,9-epoksi-timol izobutirat yapisinda oldugu spektral
yontemler kullanilarak aydmnlatilmistir. Bilesiklerden ilkinin RP-HPLC kullanilarak
yapilan miktar tayini sonucunda; dogal bitki koklerindeki miktardan 2 kat1 kadar
diistik oldugu belirlenmistir. Ayrica dogal bitki koklerinin karakteristik elementleri
olan alantolakton/izoalantolakton iceriginin ne kiiltiire alman kokte ne de kallus

kokte bulunmadigi da ortaya konmustur (Stojakowska ve ark., 2004).

Giiney Kore'de yapilan bir ¢alismada; I. helenium koklerinden sitiperkritik sivi
ekstraksiyonuyla % 1,7 verimle, hidrodistilasyonla % 1,0 verimle elde edilen ugucu
yaglarin GC-MS analizi ile yapilar1 aydinlatilmistir. Elde edilen ugucu yaglarda;
basta alantolakton, izoalantolakton ve B-elemen olmak iizere seskiterpen laktonlar
agisindan zengin 20 kadar bilesigin degisik oranlarda bulundugu saptanmistir (Nho
ve ark., 2008).

Cin'de yapilan bir ¢aligmada; farkli lokasyonlardan toplanan 11 I. helenium 6rneginin
kurutulmus kok ekstrelerinden biyoaktif seskiterpen lakton yapisindaki igalan,
alantolakton, izoalantolakton kolon kromatografisiyle izole edilmistir. Yapilart NMR

analizleri ile aydmlatilan 3 bilesige ait veriler kiyaslandiginda; orneklerin ana
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bilesen, alantolakton ve izoalantolakton, miktarlarinin sirasiyla 10,72-18,01 mg/g,
6,96-20,70 mg/g araliginda degistigi vurgulanmustir. Ornekler arasinda saptanan
farkliligin; bitkinin yetistigi ¢cevre, toplanma mevsimi, kurutma iglemleri, depolama
kosullar1 gibi faktorlerden kaynaklandigi dne siiriilmiistiir. Analizler; Agilent Zorbax
XDB-C18 (250mmx4,6mm, 5tm) 6zellikte kolon kullanilarak, asetonitril:su (55: 45)
iceren ¢oziicli sisteminde 1,0 ml/dk akis hizinda 210 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Ote yandan; GC (Gaz Kromatografisi), CE (Kapiller
elektroforez), TLC (Ince Tabaka Kromatografisi) gibi kromatografik yontemlerle,
birbirinin giicliikle ayrilan iki izomer i¢in gelistirilen ve valide edilen HPLC
yonteminin dogru, hizli, giivenilir ve kalite-kontrol ¢aligmalarinda kolaylikla

yararlanilabilecek oldugu ortaya konmustur (Huo ve ark., 2010).

Literatiir verilerine gore timol tiirevleri, triterpenler, steroller ve % 44 oraninda iniilin
de igerdigi bilinen I. helenium bitkisinin koklerinden, % 1,4 verimle elde edilen
ucucu yag lzerinde Sirbistan’da yapilan bir ¢alismada; cogunlugu seskiterpen
yapisinda olmak iizere 45 farkli bilesigin varligi, GC ve GC-MS kullanilarak tespit
edilmistir. Sonuglar incelendiginde; ugucu yagin bilesiminde 6desman tip seskiterpen
lakton yapisindaki alantolakton ile izoalantolakton’un sirasiyla % 55,8 ve % 26,1
oraninda yer aldigi saptanmistir. Ayrica bu calismada; ugucu yagin bilesiminde
diplofillinin (% 5,1) de yer aldig1 da ilk kez rapor edilmistir (Stojanovi¢-Radi¢ ve
ark., 2012).

Romanya'da yapilan bir c¢alismada, 1. helenium'un toprak istii kisimlari
etilasetat:metanol:petrol eteri  (1:1:1) ¢oziici karisimiyla ekstraksiyon ve
saponifikasyona tabi tutulmus olup; bitkinin karotenoit bilesimi HPLC kullanilarak
arastirilmistir. Total karotenoit icerigi de spektrofotometrik analizle belirlenen
bitkinin; yaprak, cicek durumu, tiipsii ¢igek ve dilsi ¢igceklerinin karotenoit iceriginin
birbirlerinden olduk¢a farkli oranda oldugu belirlenmistir. Insan saghgi ve
beslenmesinde oldukca 6nemli role sahip karotenoit orani; yapraklarda % 4,87 mg
iken, dilsi ¢iceklerde % 47,7 mg'a kadar vardigi kaydedilmistir. Dilsi ¢iceklerde ana
bilesenin % 73,8 oraninda lutein-5,6-epoksit oldugu; tiipsii ciceklerde ise % 36,9

oraninda anteraksantin ve % 28,4 luteine rastlandig1 bildirilmistir.
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Yapraklarda B-karoten ve luteolin karisiminin total karotenoit miktarmnin % 72'sini
olusturdugu; bitkinin tiim toprak iistii kisimlarminsa diisiik miktarda neoksantin ve

violaksantin igerdigi saptanmistir (Nan ve ark., 2012).

Cin'de yapilan bir ¢alismada; onceki caligmalarla kayda deger in-vitro sitotoksik
aktivite sergiledigi de bilinen I. helenium koklerinden elde edilen etanollii ekstrenin
kimyasal bilesimi arastirilmistir. Ekstrenin kloroformlu fraksiyonunda alantolakton,
izoalantolakton ve bunlarin tiirevlerine ek olarak B-sitosterol, stigmasteroliin de yer

aldig1 spektral ve kromatografik yontemlerle belirlenmistir (Yan ve ark., 2012).

Cesitli calismalarda GC ve LC teknikleri kullanilarak kaydedilen sonuglara gore
I. helenium koklerinden elde edilen ugucu yagm kimyasal bilesiminin basta
alantolakton ve izoalantolakton olmak {izere, 6desman tip seskiterpen laktonlar ile
timol tilirevleri, terpenler, steroller ve inulinden olustugu saptanmistir (Spiridon ve

ark., 2013).

Romanya'da yapilan bir ¢alismada; 1. helenium koklerinden elde edilen kloroformlu
ve etil asetath ekstrelerin, GC-MS ve HPLC-MS yontemleri kullanilarak kimyasal
bilesimi arastirilmistir. Hazirlanan 1. helenium ekstrelerin ikisinin de; kafeik,
klorojenik, dikafeoylkinik, hidroksibenzoik gibi fenolik asitlerin; terpen tiirevi
bilesiklerden alantolaktonun; epikatesin, katesin gallat, ferulik asit-4-O-glukozit,
dihidrokersetin pentozil rutinozit, kemferol-7-O-dipentozit ve Kkersetin-3-O-p-

glukopiranozit gibi farkli flavonoitlerin varlig1 saptanmistir (Spiridon ve ark., 2013).

Sirbistan'da yapilan bir ¢alismada; 1. helenium'un kurutulmus koéklerinden
hidrodistilasyonla % 1,4 verimle elde edilen ugucu yagdan yeni 9 tane uzun zincirli-
3-metil-2-alkanonlar teshis edilmistir. Bunlarin sentetik tiirevleri hazirlanmis;
analizler sirasmmda GC ve GC-MS gibi kromatografik yontemler kullanilmigtir
(Radulovi¢ ve ark., 2014).
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Estonya'da yapilan bir caligmada; I. helenium'dan hazirlanan sulu ve alkolli
ekstrelerin total fenol, total flavonoit miktarlar1 ile aminoasit, peptid ve protein
miktarlar1 gelistirilen “Automatic Spot Preparation and Image Processing of Paper
Microzone-Based Assays” ile kolorimetrik olarak belirlenmistir. Konsantrasyon
degerlerinin Cizelge 1'de yer aldig1 gibi oldugu bildirilmistir. Gelistirilen yontemin,
polifenoller i¢in 0,03-0,25 g/L konsantrasyon araliginda dogrusal bir yanit verdigi ve
tayin alt sinirmin 0,03 g/L oldugu saptanmistir. Flavonoitler ve aminoasitler i¢in
gelistirilen ve uygulanabilir bulunan “the paper microzone based assays(PuZP)” ile
elde edilen sonuclarinin geleneksel PuZP yontemleri sonuglariyla benzer oldugu
ortaya c¢ikarilmistir. Ayn1 zamanda; yontemin analiz siiresi ile tekrar edilebilirlik
acisindan daha avantajli oldugu ve farkli gidalarin rutin analizlerinde de fayda

saglayabilecegi vurgulanmistir (Vaher ve ark., 2014).

Cizelge 1. I. helenium’un gelistirilmis PuZP yontemiyle saptanan analiz sonuglari (C:konsantrasyon
g/L, s:standart sapma (n=3)) (Vaher ve ark., 2014)

Total fenol icerigi Total fenol icerigi TOtaiI ILI?iVV(:nOId Protein miktari
Ekstre Sulu ekstre Metanollii ekstre, Sulfj eli tre Sulu ekstre
(g GAE/L) (g GAEIL) (g CE/L) (g GSHEI/L)
C+s C+s g Cuis C4s
I. helenium 0,05+0,02 0,16+0,03 0,04+0,01 0,37+0,05
(kok)
Inula viscosa

Portekiz'de yapilan bir ¢alismada; endemik bir alt tiir olan Inula viscosa subsp.
revoluta'dan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yag flash kromatografisine tabi
tutulmus, kimyasal bilesimi GC, GC-MS ve NMR kullanilarak aydinlatilmistir.
Sonuglar incelendiginde; ugucu yagin, basta fokienol ve (E)-nerolidol igerigi olmak
lizere, kimyasal bilesiminin Tiirkiye ve Ispanya kaynakli tiirlerden elde edilen ugucu

yaglarmkine yakin oldugu saptanmistir (Miguel ve ark., 2008).
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Cezayir'de yapilan bir c¢aligmada; 1. viscosa'nin kurutulmus yapraklarindan
hidrodistilasyonla % 0,148 verimle ve buhar distilasyonuyla ise % 0,453 verimle elde
edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimi GC-MS kullanilarak aragtirilmastir.
Toplamda 33 bilesigin izole edildigi, her 2 ucucu yagda da ana fraksiyonu
oksijenlenmis seskiterpenlerin olusturdugu belirlenmistir. Hidrodistilasyonla elde
edilen ugucu yagdaki ana bilesenlerin; 12-karboksiodesma-3,11-dien (% 28,88),
linolenik asit (% 7,80), palmitik asit (% 5,38), biitil hidroksi toluen (% 4,11) ve
fokienol (% 3,37) oldugu bildirilmistir. Su distilasyonuyla elde edilen ugucu yagda
ise; 12-karboksitodesma-3,11-dien (% 56,81), 2,3-didehidrokostik asit (% 3,25), biitil
hidroksi toluen (% 2,63) ve pentakosan (% 2,31)’in varlig1 saptanmistir. Sonuglarin;
Tiirkiye, Ispanya, Fransa’dan temin edilen bitkilerin ucucu yaglar: iizerindeki
calisma sonuglariyla ortiismemesi, ekolojik faktorler ve genetik varyasyonlarin farki
ile aciklanmustir. Ote yandan, literatiir verileri incelendiginde; 12-karboksiddesma-
3,11-dien’in antifungal ve antimikrobiyal aktiviteye, seskiterpen yapisindaki 2,3-
didehidrokostik asitin ise antienflamatuvar aktiviteye sahip olusu, bitkinin geleneksel

Cezayir farmakopelerinde yer alisina kanit olarak sunulmustur (Haoui ve ark., 2011).

Urdiin'de yapilan bir ¢alismada; halk arasinda kullanilan 79 bitkinin kurutulmus
ornekleri piyasadan temin edilmis; atomik absorpsiyon spektrometresi yardimiyla
total kursun miktarlar1  arastrilmistir.  Tedavide  kullanilan  bitkilerde
mikroorganizmalar, bocekler, ¢evresel kimyasallar ve metaller (6zellikle kursun,
kadmiyum, civa) gibi kontaminantlarin varliginin, kullanim amacinin aksine toksik
etkiler yarattig1 bildirilmistir. Sonuglar, Urdiin tibbi bitkilerinin kursun miktarlarinim;
literatiir verilerine kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Analizi
yapilan bitkilerin Pb degerleri dogrultusunda; giinliik alindig1 tahmin edilen miktarlar
hesaplanmis ve birgok bitkinin Pb diizeylerinin Diinya Saglk Orgiitii'niin tavsiye
ettigi degerlerden yiiksek oldugu bildirilmistir. Analizlerde 33,4 pg Pb/g ile en
yiiksek miktarda Pb iceren bitkinin, yara tedavisinde ve eklem hastaliklarinda siklikla

kullanilan I. viscosa oldugu bildirilmistir (Alomary ve ark., 2013).
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Inula britannica

Cin'de yapilan bir ¢alismada; 7 farkli bolgeden toplanan Inula britannica
cigeklerinden % 4 verimle elde edilen etanollii ekstrenin flavonoit igerigi, gelistirilen
ters faz HPLC (RP-HPLC) yontemi ile analiz edilmistir. Yontemde; ODS-3 kolon ve
metanol: asetonitril: sitrik asitli su ¢oziicli sistemi gradient olarak 1,0 mL/min akig
hizinda  kullamilmistir.  Sonuglar  incelendiginde; basta  antioksidan  ve
antienflamatuvar etkiler olmak tizere; ekstrelerin sahip oldugu biyolojik
aktivitelerden de sorumlu tutulan; spinasetin, kersetin, luteolin, 6-metoksiluteolin ve
izoramnetin ana flavonoitlerinin varhigina rastlanmistir. Gelistirilen RP-HPLC
yonteminin validasyon parametreleri dogrusallik, tayin smir1 (LOD), tayin degeri
(LOQ), geri kazanim, tekrarlanabilirlik ve stabilite olarak belirlenmistir (Geng ve

ark., 2007).

Cin'de yapilan diger bir ¢alismada; I. britannica cigeklerinden elde edilen sulu
ekstrenin polisakkarit icerigi, HPLC ve IR kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar
ekstrenin sirasiyla 4,1: 1: 1,4: 2,7: 14,6: 6,3: 7,9 molar oraninda mannoz, glukuronik
asit, ramnoz, galakturonik asit, glukoz, galaktoz, arabinoz tipi polisakkarit i¢cerdigini

ortaya koymustur (Honga ve ark., 2012).

Yine Cin’deki bir ¢alismada; I. britannica bitkisi ile tilkenin farkli bolgelerinde bu
bitkiyerine kullanilan tiirler (I. japonica ve |. hupehensis) arasindaki kimyasal
farkliliklar, temin edilen 23 farkli 6rnek kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla
gelistirilen LC-MS/MS yonteminin bitkinin kalite kontroliinde kullanilabilirligi de
incelenmistir. Sonuglar; |. britannica'dan elde edilen 6's1 seskiterpen lakton
(britanilakton ve tirevleri), 7'si flavonoit (luteolin, 6-hidroksiluteolin-6-metileter,
kersetin, spinasetin, kemferol, izoramnetin, sinarozit), 2'si fenolik asit (klorojenik
asit, kafeik asit) olan 15 bilesigin bitkiyi I. japonica ve l. hupehensis'den ayirt
etmede kullanilabilecegi ortaya konmustur. Ote yandan gelistirilen LC-MS/MS
yonteminin, kalitatif ve kantitatif analizler s6z konusu oldugunda; HPLC-UV ve
HPLC-ELSD’ye kiyasla daha basit, hizli, hassas ve spesifik oldugu ortaya konmustur
(Shi ve ark., 2013).
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Inula japonica

Cin kaynakli [Inula japonica’nin c¢iceklerinin alkollii ekstresinden,  flavonol
yapisinda japonisin A ve japonisin B olarak adlandirilan 2 yeni bilesigin yani sira,
aralarinda apigenin, kersetin, nepetin, luteolin, patuletin ve izokersitrinin de
bulundugu 9 flavonoitin izole edildigi bildirilmistir. Yapilar1 ¢esitli spektral
yontemlerle aydinlatilan, 8. C konumunda siibstitiie 1-feniletil fonksiyonel grubuna
sahip flavonol tiirevi bilesiklerin; ilk kez bu arastirmada tespit edildigi bildirilmistir

(Yu ve ark., 2006).

Cin’de yapilan diger bir calismada; 6desman ve guayan tip seskiterpenleri icerdigi
bilinen 1. japonica bitkisinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstre
cesitli fraksiyonlarmna ayrilmistir. Diklorometanli fraksiyondan; kromatografik
yontemlerle dimerik seskiterpen lakton tiirevi japonikon A, B, C ve D bilesikleri
izole edilmistir. Biyolojik agidan da aktif oldugu saptanan bilesiklerin yapilari; 2
boyutlu NMR spektroskopi teknikleri kullanilarak aydinlatilmistir (Qin ve ark.,
2009).

Cin kaynakli I. japonica'nin toprakiistii kistmlarinin etanollii ekstresinin oral alim
sonrasi, rat plazmasindaki farmakokinetik parametrelerinin belirlenebilmesi igin
HLPC-UV yontemi yeterli olmadigindan LC-MS/MS yontemi gelistirilmistir.
Secicilik, dogrusallik, dogruluk ve kesinlik parametrelerine sahip yontem ile bitki
ckstresinden izole edilen seskiterpen tirevi 3  bilesik  (1-asetoksi-6-
hidroksieriolanolit, 1-hidroksialantolakton ve ivangustin) incelenmistir. Bilesiklerin
benzer farmakokinetik davraniglar gosterdigi belirlenmistir. Bu calismada

1-hidroksialantolakton'un da romatoit artrit tedavisinde kullanimimin patent aldigi

bildirilmistir (Yang ve ark., 2012).

Tayvan’da yapilan bir ¢alismada; Flos Inulae’nin sulu ekstresinin fenolik madde
icerigi HPLC kullanilarak belirlenmistir. Analizlerde ekstrede; kersetin (10,1 mg/g
ekstre), rutin (9,4 mg/g ekstre), kemferol (5,5 mg/g ekstre), klorojenik asit (3,8 mg/g

ekstre), luteolin (1,8 mg/g ekstre) varligi saptanmustir. Ote yandan; total polifenol
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iceriginin gallik asit ekivalani olarak 210,7 mg/g ekstre, total flavonoit iceriginin de

125,2 mg/g ekstre oldugu bildirilmistir (Huang ve ark., 2013).

Inula racemosa

Hindistan'da yapilan bir ¢caligmada; Inula racemosa koklerinden elde edilen etanollii
ekstrenin total lakton miktarinin saptanabilmesi igin gelistirilen FT-IR spektroskopik
yontemi valide edilmistir. Validasyon parametreleri; dogrusallik, dogruluk, kararllik,
ozgiinliik, tayin sinir1 (LOD) (1pg), tayin degeri (LOQ) (10ug), olarak belirlenmistir.
Sonugclar incelendiginde; FT-IR spektroskopisiyle tayin edilen total lakton miktarmin
2,12 + % 0,47 oldugu saptanmis; gelistirilen yontemin, bilinen diger spektroskopik
yontemlere kiyasla daha az is giicii gerektirdigi ve 6zellikle kalite kontrol siirecinde

kolaylikla uygulanabilir oldugu belirlenmistir (Shivali ve ark., 2012).

Cin’de yapilan bir ¢alismada; |. racemosa'nin kurutulmus koklerinden hazirlanan
metanollii ekstreden 5 yeni seskiterpen lakton (rasemosalaktonlar A-E) ve varlhigi
daha Onceden saptanmig 19 alantolakton tiirevi madde izole edilmis, yapilari

spektroskopik yontemlerle aydmlatilmistir (Ma ve ark., 2013).

Hindistan kaynakli |. racemosanin koklerinden Soxhlet apareyi ile kloroform
kullanilarak elde edilen yagdan, kolon kromatografisine tabi tutularak izole edilen
alantolakton, izoalantolaktonun yapisi, IR ve *H-NMR gibi spektroskopik yontemler
kullanilarak aydmlatilmistir. Bunlarin sentetik tiirevlerinin de antifungal aktviteleri

arastirilmistir (Kataria ve Chacal, 2013).

Cin'de yapilan diger bir calismada I. racemosa koklerinin etanollii ekstresinden 2
yeni tri-nor-6desman tip seskiterpenoit izole edilmistir. Yapilar: *"H-NMR, **C-NMR,
DEPT, HMBC, NOESY gibi spektral yontemlerle aydinlatilan bilesiklerin 8-0kso-
tri-nor-6desm-6-en-5a-o0l ve tri-nor-6desm-5-en-7,83-diol oldugu belirlenmistir
(Zhang ve ark., 2013).
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Inula cappa

Literatlir verileri 1s1¢gmda; c¢esitli kisimlarindan (tlim bitki, kabuk ve kok)
flavonoitler, inositol tiirevleri, fenolik glikozitler, sitotoksik etkili germakronolit tip
seskiterpenlerin izole edildigi belirlenen Inula cappa'nin toprakiistii kisimlarinin
fitokimyasal igerigi, Cin’de yapilan bir ¢alismada arastirilmustir. Bitki ekstresinden
izole edilen 3 yeni germakranolit ve 6 seskiterpen tip bilesigin kimyasal yapilar
HMQC, HMBC, 'H-'H COSY ve ROESY spektral yontemleri kullamilarak
aydmlatilmistir (Wang ve ark., 2012).

Cin'de yapilan bir ¢aligmada; tlkenin glineyinde genis bir alana yayilmis olan
I. cappa etanollii kok ekstresi lizerinde fitokimyasal arastirmalar yapilmistir. Kolon
kromatografisiyle izole edilen 2 yeni fenolik glikozit olan 4-[(6-O-(E)-kafeoyl)-p-D-
glukopiranozil]vanilik asit ve 3-O-[B-D-apiofuranozil-(1-6)-p-D-glukopiranoksi]-6-
hidroksi-p-simen’in yapisi spektral analizlerle aydimnlatilmistir (Wu ve ark., 2013).

Inula lineariifolia

Geleneksel Cin Tibbinda genis bir kullanima sahip Inula lineariifolia’nin toprakiistii
kisimlarindan  hazirlanan  etanollii  ekstreden 4 yeni seskiterpen dimeri
(lineariifolianoitler E-H) ve 5'i yeni olmak iizere toplam 12 seskiterpen izole
edilmistir (Qin ve ark., 2013).

Inula hookeri

Cin'in Yunnan bolgesi i¢in endemik bir tiir olan /nula hookeri’den elde edilen
etanollii ekstreden; 17 karbonlu, uzun yan zincirli 4 yeni psddoguayanolit olan
hukerolit A-D izole edilmistir. Bilesiklerin yapilar1 ve mutlak konfigiirasyonlar1
kombine bir NMR spektroskopisi, CD spektrum ve modifiye Mosher metodu
kullanilarak aydimnlatilmis; olas1 biyosentez yolaklar1 belirlenmistir (Cheng ve ark.,
2013).
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Inula falconeri

Himayalar i¢in endemik bir tiir olan Inula falconeri'nin toprakiistii kisimlarinin
alkollii ekstresinin kimyasal bilesimi kolon kromatografisi, TLC, preparatif HPLC
gibi kromatografik yontemler kullanilarak incelenmistir. Ekstreden, spektral analizler
ve literatlir verileri 1s18inda; basta guayan, psodoguayan, ksantan, &desman,
germakran, daha nadir olarak sekokaryofillan, kromolevan ve karabran tip olmak
iizere 26 seskiterpen lakton ve 10 yeni seskiterpen izole edildigi bildirilmistir (Cheng
ve ark., 2011).

Inula sericophylla

Cin’in bat1 ve gilineybati bdlgesinde yetisen ve endemik bir tiir olan Inula
sericophylla’dan elde edilen etanollii ekstrenin fitokimyasal igerigi, HPLC-DAD
kullanilarak ilk kez arastirilmustir. Elde edilen sonuglar, 1. japonica, I. lineariifolia,
I. falconeri ve 1. hupehensis ile karsilastirilarak; tiirlerin kemotaksonomik
benzerlikleri incelenmistir. I. sericophylla’nin ana bilesen olarak icerdigi 4t timol
tiirevi, 3’ seskiterpen lakton tiirevi (bigevolin, ergolit ve tomentosin) bilesiklerin
I. hupehensis’in yapisinda da yer almasi sebebiyle; bu iki tiiriin genetik agidan
benzerlik gdsterdigi  bildirilmistir. Ote yandan |. falconeri, 1. japonica,
I. lineariifolia’dan da tipki1 1. sericophylla’da oldugu gibi psédoguayanolit,
ksantanolit ve guayanolit (sadece 1. falconeri) izole edilmesine ragmen, ana
bilesenlerin farkli olusu nedeniyle, genetik acidan yakinlik gostermedikleri

saptanmistir (Cheng ve ark., 2012).

Inula graveolens

Fransa'dan kaynakli Inula graveolens ugucu yagmin kimyasal bilesimi, farkli tiirlere
ait 9 wugucu yag ile birlikte GC-MS kullanilarak arastrilmistir. Sonuglar

incelendiginde, I. graveolens ugucu yaginin bilesiminde; baslica terpinen-4-ol,
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borneol, kamfen, B-karyofillen, a-terpineol'iin yer aldig1 bildirilmistir (Dohi ve ark.,
2009).

Irak'da yapilan bir ¢caligmada; genel olarak bitkilerde antioksidan, antienflamatuvar,
antikarsinojen gibi biyolojik etkilerden sorumlu tutulan flavonoitler ve fenolik
bilesikleri ag¢isindan incelendiginde; |. graveolens’in 100 gr ekstrede gallik asit
esdegeri olarak % 1,63 fenol, kersetin esdegeri olarak ise % 0,52 flavonoit igerigine

sahip oldugu tespit edilmistir (Al-fartosy, 2011).

Inula macrophylla

Ozbekistan'dan toplanan Inula macrophylla kabuklarindan hazirlanan metanollii
ekstreden kromatografik yontemlerle izole edilen seskiterpenlerin yapis1 "H-NMR,
3C-NMR gibi spektral yontemler kullanilarak aydinlatilmistir. Ekstreden, iki
seskiterpen tinitesinin C-C bagiyla birlesmesi sonucu olusan bir bis-seskiterpen olan,
makrofillidimer C ve Odesmanolit ya da eleman tip seskiterpen tiirevleri olan

makrofillilaktonlar A-G ilk kez izole edilmistir (Fua ve ark., 2001).

Inula ensifolia

Polonya’da yapilan bir ¢alismada; Inula ensifolia’nin kok ve toprakiistii kisimlarinin
kloroformlu ekstrelerinden preparatif TLC ve HPLC gibi kromatografik yontemler
kullanilarak, a-tokoferol, 5 timol tiirevi bilesik, 3 kersetin tiirevi ve 4 kafeoylkinik
asit tiirevi bilesik izole edilmistir. Yapilar1 *H-NMR, **C-NMR, COSY gibi spektral
yontemler kullanilarak aydinlatilmistir (Stojakowska ve ark., 2010).

Inula verbascifolia

Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada; endemik bir tiir olan Inula verbascifolia subsp.
methanea bitkisinin toprakiistii kisimlarinin metanol-diklorometanli (1:1) ekstresi
kromatografik yontemlerle incelenmistir. Izole edilen 2 yeni ksanten ve 1 yeni

germakranolit tiirevi bilesik ile seskiterpen lakton yapisindaki inusoniyolit,
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4-O-dihidroinusoniyolit, 9-B-hidroksipartenolit tiirevi bilesiklerin yapilari, IR,
HRMS, 'H-NMR, *C-NMR, DEPT, COSY, HMQC VE HMBC gibi spektral
yontemler kullanilarak aydinlatilmigtir (Ahmed ve ark., 2003).

Inula hupehensis

Cin'de yapilan bir calismada; bronsit, diyabet ve barsak iilseri gibi bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilan Inula hupehensis'in koklerinden elde edilen metanollii
ekstreden, kolon kromatografisiyle timol tiirevi bilesikler izole edilmistir. Yapilari
IR, 'H ve °C NMR gibi spektral yontemler kullanilarak aydinlatilan bilesiklerden
9-0-B-D-glukopiranozil-9-hidroksitimol ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir (Zhao
ve ark., 2010).

Inula heterolepis

Mugla'dan toplanan Inula heterolepis'in toprakiistii kisimlarindan izole edilen
skualen, lupeol izomerleri ve asetat tlirevleri, hageanolit ve yapis1 hageanolit ile
yakindan iligkili 3 yeni germakranolit ve 6desmanolit tip seskiterpen laktonun yapisi
spektroskopik yontemlerle aydinlatilmistir (Bohlmann ve ark., 1982; Barrero ve ark.,
2003).
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1.8. Inula Tiirlerinin Biyolojik Etkileri

1.8.1. Antiproliferatif ve Sitotoksik Etki

Japonya'da yapilan bir ¢alismada; I. helenium koklerinin metanollii ekstresi; hekzan,
kloroform, etil asetat ve butanollii fraksiyonlarma ayrilmis ve MK-1, HelLa ve
B16F10 tiimor hiicre serilerine karsi gosterdikleri antiproliferatif aktiviteleri MTT
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromit)  yontemi  kullanilarak
arastirilmistir. Hiicre biiylimesinde; hekzan-¢6ziinebilir fraksiyonunun en ytiksek; etil
asetat ve butanollii fraksiyonlarn ise oldukca diisiik inhibitor aktivite gdsterdigi; sulu
fraksiyonun ise herhangi bir aktivite gostermedigi belirlenmistir. Hekzanl
fraksiyondan izole edilen, spektral analizler sonucu yapist aydinlatilan germakran,
eleman ve Odesman tip 7 seskiterpenden ise, 5-flurourasil’e kiyasla,
Sa-epoksialantolakton ve alantolakton’un en yiiksek antiproliferatif etkiyi gosterdigi

ortaya konmustur (Konishi ve ark., 2002).

Rusya'da etnotip alaninda yapilan bir ¢alismada; kanser hastalarinda hastaligin
semptomlarmi hafifletmek amaciyla kullanilan 61 bitki tiirlinden hazirlanan etanollii
ekstrelerin, insan lenfoblastik Raji hiicre kiiltiirii {izerindeki sitotoksik aktivitesi
arastirtlmistir. Sonuglar incelendiginde; iglerinde 1. helenium'un da bulundugu
5 tiirtin, 10 ve 50 pg/mL konsantrasyon degerlerinde, sitotoksik aktivite gdstererek
hiicrelerin biiylimesini baskiladig1 ortaya konmustur. Ayrica I. helenium'undan izole
edilen helenin (% 40 alantolakton + % 60 izoalantolakton)'in saptanan sitotoksik
aktivitesinin farmasotik antineoplastik ilaglar siklofosfamid ve fluorourasil'in
etkinliklerini astigi, metotreksatinkine ise yaklastigi bildirilmistir (Spiridonov ve
ark., 2005).

Iran’da yapilan bir ¢calismada; I. granitoides, I. vulgare I. thapsoides, 1. oculus-christi
ve |. salicina bitkilerinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstrelerin
kloroformda ¢6ziinebilen fraksiyonlar1 hazirlanmigtir. Fraksiyonlarin insan kolon

adenokarsino, insan goglis adenokarsinomu, insan hepatoseliiler karsinomu, yesil
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Afrika maymun bobregi ve balb ¢ fare fibrosarkomu'nu igeren 5 farkli hiicre serisi
tizerindeki sitotoksik etkisi MTT kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen 1Cs
degerleri sonucunda, en yiiksek sitotoksik aktiviteyi |. oculus-christi’nin gosterdigi
belirlenmistir (Mosaddegha ve ark., 20006).

Israil'de yapilan bir calismada; I. viscosa yapraklarmdan izole edilen seskiterpen
lakton tip tomentosin ve inuviskolit'in antikanser etkisi arastirilmistir. Literatiir
verileri cilt hastaliklarinda etkili oldugu belirlenen inuviskolit'in, antimikrobiyal ve
baz1 kanserli hiicre serilerine kars1 sitotoksik etkilere; tomentosin'in ise, fungustatik
ve antimalaryal etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu bilgiler 1siginda
yapilan ¢alismada; s6z konusu bilesiklerin insan melanoma hiicre serileri SK-28, 624
mel and 1363 mel'e kars1 doza bagh etkinligi arastirilmistir. Sonuglar; bilesiklerin,
cesitli yolaklar1 etkileyerek, hiicre siklusunda G2/M gecisini bloke ettigini ve
apoptozisi indiikleyerek, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ortaya c¢ikarmistir

(Rozenblat ve ark., 2008).

Misir'da yapilan bir ¢alismada; . crithmoides’in toprakiistii kismi sulu ekstresinin,
erkek sicanlarda okratoksin A (OTA) ile olusturulan oksidatif stres ve mutajeniteden
koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu amacla 10 adet erkek Sprague-Dawley sicandan
olusan, 1'1 kontrol grubu olmak {izere toplam 4 gruba, 15 giin siireyle OTA, bitki
ekstresi, OTA ve bitki ekstresi uygulanmistir. Kan ve doku ornekleri toplanarak
gerceklestirilen biyokimyasal analizler sonucunda . crithmoides ekstresinin
giivenilirligi kanitlanmustir (Abdel-Wahhab ve ark., 2008).

Hindistan'da yapilan bir ¢alismada; |. racemosa koklerinden elde edilen etanollii
ekstre ve n-hekzan, kloroform, n-butanol ve sulu fraksiyonlarinmn kolon, yumurtalik,
prostat, akciger, SSS ve 10semi kanser hiicre serilerine karsi sitotoksik etkileri
in-vitro olarak degerlendirilmistir. Ana bilesen olarak alantolakton ve izoalantolakton
iceren n-hekzanl fraksiyonun HL-60 hiicreleri iizerindeki etkinligi detayli olarak
incelenmistir. S0z konusu fraksiyonun; en diisiik ICsq degerini 10,25 lg/ml ile kolon
kanseri hiicre serisi Colo-205'e karsi, en yiiksek ICso degerini ise SSS kanser hiicre

serisi olan SF-295'e kars1 gosterdigi saptanmistir. Ayrica n-hekzanli fraksiyonun
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normal hiicreler lizerinde herhangi bir sitotoksik etki yaratmadigi; ara reaktif oksijen
tirleri iiretimine yol acarak, hem intrensek yol hem de ekstrensek yolla HL-60
hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi belirlenmistir. Yapilan bu ¢aligmayla;
1. racemosa’nin biyolojik agidan aktif bilesenlerinden, terapotik uygulamalarda
kullanilabilecek potansiyel bir antikanser ajan gelistirilebilecegi ortaya konmustur

(Pal ve ark., 2010).

Cin kaynakli I. racemosa'nin etanollii ekstresinden kromatografik ve spektral
yontemlerle 2'si ilk defa olmak tlizere, 6desman tip seskiterpen lakton yapisinda 8
bilesik izole edilmistir. Bilesiklerin; A549 insan akciger kanseri, Bel 7402 insan
karaciger kanseri, BGC 823 insan mide kanseri, HCT-8 insan kolon kanseri ve
A2780 insan yumurtalik kanseri hiicre serilerine karsi gosterdikleri sitotoksik
aktivite, MTT yontemi kullanilarak arastirilmistir. Bilesiklerden; 4’{iniin sitotoksik
aktivite gosterdigi saptanirken, 2 Dbilesigin de ratlarin  polimorfoniikleer
l6kositlerinden salman B-glukuronidaz'a karsi giiclii bir in-vitro aktivite gosterek
anti-platelet aktivite edici faktor (anti-PAF) etkinligine sahip oldugu ortaya
konmustur (Zhang ve ark., 2012).

Urdiin'de yapilan bir ¢alismada; |. viscosa'dan izole edilen 14 bilesigin MCF-7, Hep-
2 ve Vero hiicre serilerine karsi sergiledikleri antiproliferatif etki MTT yontemi
kullanilarak Ol¢lilmiistiir. Apoptotik aktiviteleri TUNEL kolorimetrik o6lgiimii
kullanilarak; kanser hiicreleri ve bakterilerde meydana getirdikleri morfolojik
degisiklikler ise, taramali elektron mikroskobisi kullanilarak saptanmistir. Sonugcta;
antiproliferatif etkinlik gosterdigi saptanan 4 flavonoitten 3,3'-di-O-metilkersetin ve
3-O-metilkersetin'in, MCF-7 hiicrelerine kars1 sirasiyla 10,11 ve 11,23 pg/mL ICsg
degerleriyle; apoptotik cisimlerin formasyonu, g¢ekirdek kondensasyonu ve DNA

fragmentasyonu saglayarak apoptozise neden oldugu bildirilmistir (Talib ve ark.,

2012).

Cin kaynakli |. cappa’nin toprakiistii kisimlarindan izole edilen 9 seskiterpen
yapisindaki bilesigin antiproliferatif etkileri incelenmistir. Sonuglar; A549 insan

akciger kanser hiicre serisine kars1 SRB (Sulforhodamine-B) yontemi, insan 16semi
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hiicre serisine (HL-60) karst ise MTT yontemi kullanilarak elde edilmistir.
Bilesiklerin; HL-60 hiicre serisine kars1 orta diizeyde antiproliferatif etki gdsterdigi,
A549 hiicre serisine karsi ise kayda deger bir etki gostermedigi bildirilmistir (Wang
ve ark., 2012).

Sirbistan'da yapilan bir ¢alismada; |. britannica'nin etanollii ekstresinden CPC
(centrifugal partition chromatography), flash kromatografisi, semi-preparatif HPLC
gibi yontemlerle 5'1 yeni seskiterpen lakton tiirevi olan 10 bilesik izole edilmistir.
Bilesiklerin 4 farkli insan kanser hiicre serisine, bunlarmm c¢oklu ilaca direngli
muadillerine ve normal insan keratositlerine karsi sitotoksik aktivitesi arastirilmistir.
Sonuglar incelendiginde; seskiterpen laktonlarin ilaca duyarli ve direngli kanser
hiicre serilerine kars1 benzer sitotoksik aktivite sergiledigi, MTT ile SRB yontemleri
kullanilarak ve ICso degerleri g6z 6niinde bulundurularak saptanmistir (Fischedick ve
ark., 2013).

Cin'de yapilan bir caligmada; I. racemosa'nin kurutulmus koklerinden hazirlanan
metanollii  ekstreden izole edilen 24 bilesigin antiproliferatif aktiviteleri
arastirilmistir. Bilesiklerden 7 tanesinin sigara igmeyen kanserli akciger hiicresi
A549, hepatoseliiler karsinoma HepG2 ve insan fibrosarkoma HT1080 hiicrelerine
karst 0,38 ila 4,19 pg/mL arasinda degisen 1Cso degerlerine sahip oldugu
belirlenmistir. Iki bilesigin ise; endotel hiicrelerine kars1 sahip oldugu 2,4 ve 2,5
pg/ml ICso degerlerine sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica, sahip olduklar1
antiproliferatif aktivitenin yami swra; 1,0 pg/mL konsantrasyonda endotel hiicre

olusumunu da inhibe ettikleri saptanmustir (Ma ve ark., 2013).

Cin'de yapilan diger bir ¢alismada; I. racemosa koklerinden izole edilen tri-nor-
O0desman tip seskiterpenoitlerin; A549 (insan akciger kanseri), BEL7402 (insan
karaciger kanseri), BGC823 (insan mide kanseri), HCT8 (insan kolon kanseri) ve
A2780 (insan yumurtalik kanseri) gibi 5 farkli insan kanser hiicre serisine kargi
sitotoksik aktivitesi, MTT yontemi kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar; bilesiklerin
onemli bir sitotoksik aktivite sergilemedigini ortaya koymaktadir (Zhang ve ark.,
2013).
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Cin kaynakli I. lineariifolia'nin  toprakiistii kisimlarindan izole edilen
lineariifolianoitlerin, insan meme kanseri hiicre serileri (MCF-7 ve MDA-MB-231)
ve insan normal meme hiicre serisine karsi (MCF-10A) sitotoksik aktiviteleri in-vitro
olarak degerlendirilmistir. Bilesiklerden lineariifolianoit E'nin, insan meme kanser
hiicre serilerine kars1 secici bir etki gosterdigi; insan normal meme hiicre serisinde
ise diistik toksisiteye sahip oldugu belirlenmistir. Bitkiden elde edilen seskiterpenler
ve seskiterpen dimerlerinin doz, hiicre tipi ve yapt ile iligkili olmak {izere, antikanser
etkiden esas sorumlu yapilar oldugu belirlenmistir. Bilesiklerden seskiterpen
dimerlerinin, monomerlerine kiyasla daha iyi ilag benzeri 6zelliklere sahip oldugu

saptanmustir (Qin ve ark., 2013).

Yine Cin'de yapilan bir ¢alismada; I. hookeri bitkisinden izole edilen hokerolitlerin,
lipopolisakkarit ile indiiklenmis RAW 264,7 makrofajlarinda NO iiretimi lizerindeki
inhibitor etkileri ve HepG2, HeLa, PC-3 ve MGC-803 hiicre serilerine karsi
gosterdikleri sitotoksik etkileri arastirilmistir. Sonugta; bilesiklerin oldukca zayif
antienflamatuvar ve sitotoksik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Cheng ve ark.,

2013).

Literatiir verileri incelendiginde; I. helianthus-aquatica'dan izole edilen seskiterpen
lakton yapisindaki bigevolin bilesiginin, insan monoblastik 16semi hiicre serisi U937
de dahil olmak iizere, 8 kanser hiicre serisine karsi inhibitor etki gosterdigi

belirlenmistir (Amin ve ark., 2013).

1.8.2. Antitiimor Etki

Cin'de yapilan bir ¢caligmada; I. japonica gigekleri ile I. helenium koklerinden izole
edilen 8 seskiterpen laktonun antitiimor aktiviteleri arastirilmistir. Bilesiklerden
izoalantolakton ve santamarin'in pelvik kanser hiicre serilerine kars1 gdsterdikleri
biiylime inhibe edici aktivitenin, digerlerine kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
saptanmistir. Ote yandan; bilesiklerin insan embriyonik akciger fibroblastik

hiicrelerine karsi toksik olmadigi da belirlenmistir. Sonuglar uyarnca; antitiimor
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aktivitenin var olabilmesi i¢in a-eksometilen-y-lakton halkasmin gerekli oldugu da

ortaya konmustur (Li ve ark., 2011).

Cin'de yapilan bir ¢alismada; bazi Inula tiirlerinde aktif bilesen olarak yer alan
seskiterpen lakton tiirevi alantolaktonun, insan karaciger kanseri hiicre serileri
HepG2, Bel-7402 ve SMMC-77212’¢ kars1 apoptozis aktivasyonunu indiikleyici etki
gosterip gostermedigi arastirilmustir. Sonuglar, o-metilen-y-lakton halkasi tasiyan
alantolakton'un HepG?2 hiicrelerinde; p53, Bax, kaspaz-8, t-Bid, kaspaz-9 ve kaspaz-
3 aktivasyonunu indiikleyerek ve niikleer faktor kappa B (NF-kB) ile Bcl-2
yolaklarin1 inhibe ederek mediyator aracili apoptozisi indiikleyici ve hiicre
biiylimesini inhibe edici aktiviteler sergiledigini ortaya koymustur (Lei ve ark.,
2012).

Cin’de yapilan bir c¢alismada; izoalantolaktonun bas ve boyun kanserlerinin
% 90'inin sebebi olan skuamoz hiicreli karsinom hiicre serisi iizerindeki antitiimér
etkinligi ve mekanizmast MTT yéntemi kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar |.
helenium’un koklerinden izole edilebilen bir seskiterpen lakton olan bu maddenin,
apoptozisi indiikleyerek ve G1 fazinda hiicre dongiistinii durdurarak, s6z konusu

hiicre serisi tizerinde antitiimor etki olusturdugunu ortaya koymaktadir (Wu ve ark.,

2013).

Hong-Kong’da yapilan bir ¢alismada; I. helianthus-aquatica bitkisinden izole edilen
bir seskiterpen lakton tiirevi olan bigevolinin U937 insan 16semi hiicre serisinde ve
Ehrlich assit tiimor modellerinde gii¢lii antitiimor aktivite olusturdugu belirlenmistir.
Bu veriler 1g181inda yapilan diger bir ¢aligmada, bitkinin yaprak ve ¢iceklerinin petrol
eterli ekstresinden izole edilen bigevolinin; zebrabaligt embriyolari, insan
mikrovaskiiler endotel hiicreleri, insan periferal mononiikleer kan hiicreleri iizerinde
antianjiogenik ve immunomodiilator etkiler gosterdigi belirlenmistir. Ayrica s6z
konusu etkileri; tiimOriin yayilmasi, enflamasyonu, angogenezis ve hiicre
adezyonunun gerceklestigi tiimér mikro cevresini etkileyerek olusturdugu ileri

stiriilmiistiir (Yue ve ark., 2013).
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1.8.3. Kemoprotektif Etki

Kore'de 216 bitki ekstresi ile yapilan bir c¢aligmada; I. helenium'un metanolli
ekstresinin, kimyasal karsiyogenezin dnlenmesinde s6z sahibi 2 enzimden biri olan
kinon rediiktazin indiikklenmesinde oldukca yiiksek kapasiteye sahip oldugu ortaya
konmustur (Kwon ve ark., 2002).

Giiney Kore'de yapilan baska bir ¢calismada; 1. helenium ile hazirlanan metanollii
ekstre; polaritelerine gore hekzan, diklorometan, butanol ve sulu fraksiyonlarina
ayrilmis ve hekzan fraksiyonunun da, tipki metanollii ekstre gibi, olduk¢a kuvvetli
Kinin-rediiktaz indiikleyici aktivite sergiledigi ortaya konmustur. Ayrica metanollii
ekstreden izole edilen 7 seskiterpenik bilesikten alantolakton, izoalantolakton,
5-a-epoksialantolakton’un detoksifikasyon enzimlerini (kinin-rediiktaz ve glutatyon-
S-transferaz) oOnemli Olglide indiikleyici aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
Bilesiklerin kemoprotektif potansiyelleri {izerinde daha fazla durulmasi gerektigi

bildirilmistir (Lim ve ark., 2007).

1.8.4. Antienflamatuvar Etki

Japonya'da yapilan bir ¢alismada; I. britannica'nin ovalbiimin ile immunize edilmis
C57BL/6 farelerde T hiicre farklilasmasiyla antikor ve sitokin iiretimi iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Bitkinin T1/2 dengesini regiile ederek antikorlar iizerinde
etkili oldugu belirlenmistir. Ozellikle; antikor iiretimiyle yakindan alakali 1L-4 ve
IL-6 olmak iizere, inguinal lenf nodlarinda toplanmis lenfositlerce gerceklestiren
sitokin iiretimini baskiladigi ve boylece antikor fliretimini de azalttigi ortaya

konmustur (Song ve ark., 2002).

Literatiir verileri incelendiginde; I. britannica'nin ¢i¢eklerinden izole edilen flavonoit
ve seskiterpen lakton yapisindaki bilesiklerin, P-388 lenfatik 16semi hiicrelerine

kars1 kuvvetli inhibitor etki gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Geng ve ark., 2007).
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Ispanya'da yapilan bir calismada; antiseptik ozellikleri ve deri iltihaplanmalarinda
kullanildig1 bilinen |. viscosa'nin ¢igekli toprakiistii kisimlarindan izole edilen
flavanon tiirevi; sakuranetin, 7-O-metilaromadendrin, and  3-asetil-7-O-
metilaromadendrin'in  antienflamatuvar etkileri in-vivo ve in-vitro testlerle
arastiritlmistir. In-vitro ¢alismalarda, flavanon tiirevlerinden sakuranetinin si¢an
polimorfoniikleer 16kositlerinde; 5-lipoksigenaz (5-LOX) enzimi {izerinde dogrudan
etkili oldugu, l6kotrien B4 iiretiminin inhibisyonunda en gii¢lii etkiyi yarattigi ve
elastaz enziminin salmim siireclerini  diizenledigi saptanmustir. Bulgular
sakuranetin'in arasidonik asit metabolizmasindan sorumlu tutulan 5-LOX i¢in
selektif inhibitor etkinlik gdsterebilecegini vurgulamistir. In-vivo ¢alismalarda ise;
fosfolipaz ile indiiklenmis pence Odem testinde, en aktif bilesigin
7-O-metilaromadendrin oldugu ortaya konmustur. Ote yandan flavanon tiirlerinden
herhangi birinin miyeloperoksidaz ve protein kinaz C aktiviteleri iizerinde etkinlik

gostermedigi de belirlenmistir (Hernandez ve ark., 2007).

Cin kaynakli 1. britannica'dan elde edilen total flavonoit ekstresinin (TFE),
sicanlarda yaralanmalara bagh sislikle indiiklenmis neointimal hiperplazisi iizerine
etkileri arastrilmustir. Sicanlara, oral yolla 12,5, 25 and 50 mg/kg/giin dozda
uygulanan total flavonoit ekstresinin; p47phox’mm salinimi ve plazma SOD
aktivitesinin artmasi araciliiyla, oksidatif stres gelisimini baskilayarak, neointimal
hiperplaziyi inhibe ettigi ortaya konmustur. Ayrica, yilizyillardan beri Geleneksel Cin
Tibbinda bronsit ve enflamasyon tedavisinde kullanilan bitkinin antienflamatuvar
etkinlik mekanizmalarindan birinin de, sahip oldugu antioksidan aktivite oldugu

vurgulanmistir (Zhang ve ark., 2009).

Yine Cin kaynakli I. japonica toprakiistii kisimlarindan izole edilen, dimerik
seskiterpen lakton yapisi, japonikon A'nin, antienflamatuvar hastaliklar olusumunda
rol oynayan TNF-o antagonisti olup olmadigi arastirilmistir. Bilesigin dogrudan bu
sitokini hedefleyerek ve onun TNF reseptor-1 ile etkilesimini engelleyerek, yeni nesil
antienflamatuvar ilaglarin gelisiminde dncii madde olabilecegini rapor edilmistir (Hu

ve ark., 2012).
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Cin'de yapilan diger bir ¢alismada; |. japonica bitkisinden izole edilen bir seri
dimerik seskiterpen lakton tiirevinden Japonikon F'nin, lipopolisakkarit ile
indiiklenmis RAW 264,7 makrofaj hiicrelerinde NO {iretimi {izerindeki inhibitor
etkileri degerlendirilmistir. Sonuglar incelendiginde; bilesigin, 4,1 pg/mL ICs
degeriyle giiclii bir sekilde inhibe ettigi ortaya konmustur (Ye ve ark., 2012).

Romanya'da yapilan bir ¢alismada; 1. helenium koklerinden elde edilen kloroformlu
ve etil asetath ekstrelerin antienflamatuvar aktiviteleri, flojistik ajan olarak taze
yumurta albimini kullanilarak degerlendirilmistir. Referans bilesik olarak aspirinin
kullanildig1 ¢alismada; bitki koklerinin kayda deger bir antienflamatuvar etkinlik

gostermedigi bildirilmistir (Spiridon ve ark., 2013).

Giiney Kore’de yapilan bir ¢alismada; I. helenium'un etanollii ekstresinin artrit,
otoimmun hastaliklar ve kanser gibi bircok enflamasyonlu hastaligin patogenezinde
rol oynayan medyatorlerin liretim yolaklarina etkisi arastirilmistir. Bitkinin hem in-
vivo ve in-vitro olarak Hem-oksijenaz-1 aktivitesine katki sagladigi ve bu yolla

antienflamatuvar etkinlik gosterdigi ortaya konmustur (Park ve ark., 2013).

Cin'de yapilan bir ¢alismada; I. japonica bitkisinden izole edilen japokinonlarin,
lipopolisakkarit ile indiikklenmis RAW 264,7 makrofaj hiicrelerinde NO iiretimi
iizerindeki inhibitor etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen olumlu sonuglarin
bitkinin akilct kullanim1 ve izole edilen bilesiklerin yol gostericiliginde yeni

antienflamatuvar ajanlarin gelistirilmesinde bilimsel bir temel olusturabilecegi ortaya

konmustur (Zhu ve ark., 2013).

Ayn1 arastirma grubu tarafindan 1. japonica'dan izole edilen dimerik seskiterpen
lakton tiirevi (bir guayanolit ile bir 6desman arasinda olusan valerolakton sistemine
sahip) neojaponikon A ve japonikon M'nin, lipopolisakkarit ile indiiklenmis RAW
264,7 makrofaj hiicrelerinde NO iiretimi iizerindeki inhibitér etkileri
degerlendirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde; bilesiklerin sirasiyla 4,5 ve 12,0
ug.mL'1 ICso degerleriyle oldukga giiclii bir sekilde NO {iretimini inhibe ettikleri
ortaya konmustur (Ye ve ark., 2013).
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1.8.5. Antimikrobiyal Etki

Yunanistan'da yapilan bir ¢alismada; halk tibbinda peptik iilser dahil olmak {izere
birgok mide rahatsizliginda geleneksel olarak kullanilan 70 adet bitki ekstresi ve
ticari kullanima sahip birka¢ bitkinin anti-Helicobacter pylori etkisi arastirilmustir.
Calismada yer alan Inula tiirlerinden, I. heterolepis Boiss. ve I. verbascifolia (Willd.)
Hausskn. ssp. methanea (Hausskn.)'nin toprakiistii kisimlarindan elde edilen sulu
metanolik ekstrelerin, klinik olarak izole edilen 15 Helicobacter pylori'ye karsi

kayda deger bir etki yaratmadigi belirlenmistir (Stamatis ve ark., 2003).

Giiney Kore'de yapilan bir ¢alismada; I. helenium koklerinden siiperkritik sivi
ekstraksiyonu ve hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin Gram-pozitif, Gram-
negatif bakteriler ve Candida tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkinligi mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak arastirilmistir. Ugucu yaglarin 0,009mg/ml'den>14 mg/ml'ye
degisen oranlarda MIC degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Sonuglar;
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagin digerine kiyasla, basta Gram-pozitif
bakterilere olmak iizere, calisilan mikroorganizmalara kars1 daha aktif oldugunu
ortaya koymaktadir. Ayrica hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagm, Candida
tiirlerine karsi; antifungal etkinligi kanitlanmig ¢ay agaci ve bergamot ugucu
yaglarindan daha aktif oldugu ve yapilacak klinik c¢alismalarla kandidiyazisle
miicadelede fitoformiilasyonlarda yer alma olasiliginin yiliksek oldugu bildirilmistir

(Nho ve ark., 2008).

Amerika'da yapilan bir ¢aligmada; dogal bilesiklerin larva ve yetigkin Aedes aegypti
(sarthumma, dang hummasi gibi ciddi morbidite ve mortalite oranlarma sahip akut
viral hastaliklarin insanlara bulasmasida rol oynayan)’ler iizerindeki larvisidal
etkinlikleri arastirilmistir. Poliasetilenler, fitosteroller, flavonoitler, seskiterpenler ve
triterpenoitlerin incelendigi caliymada; etkinlik gosterdigi saptanan 6desman tip
seskiterpenlerden alantolakton ve izoalantolaktonun yapi-etki iliskileri arastirilmistir.
Cesitli yolaklar kullanilarak iretilen bilesiklerin, sentetik tiirevlerinin de, Aedes
aegypti larvalarma kars1 gosterdikleri LCso degerleri incelenmistir. Sonuglar; sentetik

tiirevlerinden herhangi birinin, 10,0 mg/ml LCsg degerine sahip olan izoalantolakton
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kadar etkin olmadigmi ortaya ¢ikarmaktadir. Ote yandan; 12,4'den 69,9 mg/ml'ye
degisen LCsy degerlerine sahip sentetik tiirevlerinin de alantolaktona benzer etkinlik

gosterdigi saptanmustir (Cantrell ve ark., 2010).

Sirbistan kaynakli Inula helenium L., Helichrysum arenarium L., Cichorium intybus
L.’un antibakteriyal aktiviteleri ve gida sanayinde besin bozulmalarina karsi in-vitro
olarak kullanilan sodyum nitrit, sodyum benzoat, potasyum sorbat gibi bazi
koruyucularla kullanildiklarinda  gosterdikleri sinerjistik etki arastirilmistir.
Bitkilerden hazirlanan tiim sulu ekstrelerin; Gram-pozitif bakterilerden Bacillus
subtilis, Bacillus mycoides, Staphylococcus aureus ve Gram-negatif bakterilerden
Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens, Enterobacter cloaceae, Erwinia
carotovora, Pseudomonas fluorescens'a karsi antimikrobiyal aktivite gosterdikleri
bildirilmistir. Tip diliisyon yOntemiyle saptanan MIC degerlerinin; test edilen
mikroorganizma tiirlerinin taksonomik karakterlerine ve bitki ekstrelerinin tip ve
konsantrasyonlarma bagli olarak degistigi belirlenme birlikte en giiclii aktiviteyi C.
intybus'un gdsterdigi saptanmustir. Ote yandan bakterilerden; tek basina ve
koruyucularla kombine halde bitki ekstrelerine karsi en direngli olanlar Escherichia
coli ve Staphylococcus aureus oldugu; en duyarli olanin ise Pseudomonas
fluorescens oldugu belirlenmistir. 1. helenium'a iliskin sonug¢lara bakildiginda ise;
bitki ekstresinin Bacillus subtilis ve Pseudomonas fluorescens'a karsi sodyum nitrit

ve potasyum sorbatla sinerjik etki gosterdigi bildirilmistir (Stanojevic ve ark., 2010).

Cin'de yapilan bir ¢alismada; . hupehensis'in koklerinden izole edilen timol tiirevi 4
bilesigin antimikrobiyal etkinlikleri arastirilmistir. Bilesiklerin; 3 bakteri ve 6 bitki
patojeni mantara kars1 gosterdikleri antimikrobiyal etki, yar1 sentetik timol tiirevi bir
madde ile kiyaslanmustir. Test edilen timol tiirevleri arasinda sadece 8-hidroksi-9,10-
diizobiitiloksitimol'iin Staphylococcus aureus, Metisilin'e direngli Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli'ye kars1 62,3, 62,8 ve 250 pg/ml MIC degerleriyle, kayda
deger bir etki gosterdigi bildirilmistir. Ote yandan, ayn1 bilesigin bitkilere patojen
mantar tiirleri olan Rhizoctonia solani, Phytophthora melonis ve Peronophythora
litchi'e kars1 swrastyla 157, 180 ve 141 pg/ml ECsy degerleriyle inhibitor aktivite
sergiledigi de saptanmistir (Zhao ve ark., 2010).
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Urdiin'de yapilan bir calismada; |. viscosa'dan izole edilen 14 bilesigin, 2 Gram-
pozitif (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus), 2 Gram-negatif (Escherichia coli,
Salmonella typhimurium) bakteri ve 1 mantar (Candida albicans) tiirtine karsi
sergiledigi  antimikrobiyal aktivite, mikrodilisyon yontemi kullanilarak
aragtirtlmigtir.  Sonuglar incelendiginde; bilesiklerden 3,3’-di-O-metilkersetin ve
3-O-metilkersetin'in bakteri sitoplazmik membran ve hiicre duvarina zarar vererek
Bacillus cereus ve Salmonella typhimurium'a kars1 62,5 pg/mL ve 125 pg/mL MIC
degerleriyle etkili olduklari ortaya konmustur. Diger bilesiklerin de kayda deger bir
etki olusturdugu belirtilmis; bitkiden izole edilen kersetinin metillenmis tiirevlerinin

antimikrobiyal ajan olarak umut vaat ettikleri vurgulanmigtir (Talib ve ark., 2012).

Sirbistan'da yapilan diger bir ¢alismada; I. helenium'un kurutulmus koklerinden
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagm, Staphylococcus aureus hiicre
membranina karst etkisi ve inhibitor/bakterisidal etkinligi arastirilmistir.
Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlenen minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIC) degeri 0,01 ul. mL™*; minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC) degeri ise
0,02 pl.mL™ olarak bulunmustur. Sonuclar literatiir verileriyle kiyaslandiginda;
ucucu yagim daha diisiik MIC degerine sahip oldugu ve oldukg¢a giiclii antisitafilakok
etki gosterdigi saptanmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
yapilan analizlerde, ugucu yagin hiicre membrani tizerinde yarattig1 belirgin hasarin
ise; membran permeabilitesini azaltarak sagladigi belirlenmistir (Stojanovi¢-Radi¢ ve

ark., 2012).

Hindistan'da yapilan bir g¢alismada I. racemosanin koklerinden izole edilen
alantolakton, izoalantolaktonun ve bunlarin sentetik piroazolin tiirevlerinin
Alternaria brassicae, Rhizoctonia solani ve Penicillium italicum'a karsi antifungal
aktiviteleri arastirilmistir. Izoalantolakton ve tiirevlerinin, digerlerine kiyasla daha

yiiksek fungitoksik etki gosterdikleri saptanmistir (Kataria ve Chahal, 2013).

I. helenium, Amerika'da pediatrik orta kulak iltihab1 i¢in tamamlayict ve alternatif
tedavilerin belirlenebilmesi i¢in yapilan literatiir taramas1 sonucu; etki mekanizmasi

tam olarak bilinmeyen fakat genel olarak giivenli kabul edilen dogal saglik {irlinleri
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listesinde yer almistir. 15 ay-6 yas ¢ocuklarinda en sik goriilen hastaliklardan olan
akut veya kronik ser6z orta kulak iltihaplarinda tentiir seklinde giinde 3 defa 0,5-2 ml
kullanilabilecegi bildirilmistir. Bitkinin bakteriostatik, antiviral aktiviteler sergiledigi
ve mukozal yiizeyin direncini arttirabilecegi de ortaya konmustur (Levi ve ark.,

2013).

Sirbistan'da yapilan bir calismada; anti-sitafilakokal etki gosterdigi bilinen |.
helenium'un kurutulmus koklerinden elde edilen ugucu yag iizerinde yapilan
fitokimyasal c¢aligmalar sonucu sentezlenen uzun zincirli-3-metil-2-alkanonlarin
antimikrobiyal  etkinlikleri  in-vitro olarak  degerlendirilmistir.  Sonuglar
incelendiginde; 9 sentetik bilesigin basta Staphylococcus aureus olmak {izere
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa ve Aspergillus niger’e kars: etkili olmadig1 belirlenmistir. Ote yandan
bilesiklerin Candida albicans’a kars1 referans bilesik nistatinin gosterdigi 0,78 ul/mg
MIC degerine kars1 3,7mg/mL MIC degeri ile se¢icilik gosterdigi ortaya konmustur
(Radulovi¢ ve ark., 2014).

1.8.6. Antioksidan Etki

Japonya'da yapilan bir calismada; Ozbekistan'dan toplanan, Orta Asya'da halk
tibbinda geleneksel olarak kullanilan Ferula, Inula ve Rheum tiiri 6 bitkiden izole
edilen 48 bilesigin lipit peroksidasyonu ve radikal siipiiriicii etkilerle sergiledikleri
antioksidan aktivite arastirilmistir. Sonuglar incelendiginde, I. macrophylla’dan izole
edilen 3 bilesigin, fosfatidilkolin lipozomlarinda ADP/Fe+2 ile indiiklenmis lipit
peroksidasyonunu az ve orta derece inhibe ettigi belirlenmistir. Bilesiklerin sahip
olduklar1 DPPH radikalini siiptiriicti etkinin ise; orta veya yiiksek derecede oldugu
bildirilmistir (Kogure ve ark., 2004).
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I. britannica'dan izole edilen ana aktif bilesenlerden luteolin, Kkersetin,
6-metoksiluteolin, spinasetin ve dpatinin oldukg¢a kuvvetli; diosmetin, krizoeriyol ve
kemferoliin orta diizeyde serbest radikal siipiiriicii etki gosterdikleri DPPH
yontemiyle belirlenmistir (Geng ve ark., 2007).

Israil'de yapilan bir ¢alismada; I. viscosa'dan elde edilen metanollii ekstreden izole
edilen kafeoylkinik asit ve tlirevlerinin antioksidan kapasiteleri ve serbest radikal
stipiiriicii etkinliklert DPPH ve ABTS yontemleri kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Sinarik
asit olarak da bilinen 1,3-dikafeoylkinik asit'in, troloks antioksidanindan daha gii¢lii
aktivite sergiledigi ve oksidatif hasar ile reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna baglh
hastaliklarin tedavisinde potansiyel olabilecegi rapor edilmistir (Danino ve ark.,
2009).

Irak'da yapilan bir ¢alismada; biyolojik aktivitesine dair oldukga sinirli bilgi bulunan
I. graveolens bitkisinden elde edilen metanollii ekstrenin, antioksidan o6zellikleri
arastirilmistir. Ekstrenin % 64,28 oraniyla giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu;
stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali i¢in oldukca yiiksek serbest radikal siipiiriicii
aktivite sergiledigi bildirilmistir. Ayrica ekstrenin rediiksiyon potansiyeli ve demir
iyonu selatlama kapasitesinin, konsantrasyon miktariyla pozitif korelasyon gosterdigi

de belirlenmistir (Al-fartosy, 2011).

Romanya'da yapilan bir ¢alismada; 1. helenium koklerinden elde edilen kloroformlu
ve etil asetatl ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, DPPH radikal siipiiriicii kapasite
yontemi ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar ile bitkinin kok ekstrelerinin,
literatlir verilerini dogrular nitelikte, antioksidan aktivite sergiledigi ortaya
konmustur. Ayrica, ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin; saptanan total fenol ve
total flavonoit igerikleriyle de pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Spiridon
ve ark., 2013).

Tayvan’da yapilan bir ¢alismada; Flos Inulae’nin sulu ekstresinde yer alan fenolik
bilesikler olan kersetin, rutin, kemferol, klorojenik asit ve luteolin’in antioksidan

etkileri; DPPH, ABTS ve indirgeyici giic yontemleri kullanilarak arastirilmigtir.
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Sonuglar, 0,01 mg/ml konsantrasyonda; bilesiklerden kersetinin, en yiiksek %
rediiksiyon oranina sahip oldugunu, luteolinin ise en yiiksek DPPH ve ABTS
% inhibiyonunu sergiledigini ortaya koymaktadir. Ayrica veriler bilesiklerin,
ekstrenin sahip oldugu antioksidan aktiviteye olumlu katki sagladigmi da

gostermektedir (Huang ve ark., 2013).

1.8.7. Antifidant Etki

Italya'da yapilan bir ¢alismada; Dittrichia viscosa (= I. viscosa) hekzanli ve etanollii
ekstrelerinin bitki koruma aktiviteleri arastirilmis; otgul bocekler Spodoptera
littoralis ve Myzus persicae karsi etkinlikleri Lactuca sativa ve Lolium perenne
bitkileri ve Meloidogyne javanica nematod'una karsi test edilmistir. Ekstrenin
biyolojik aktiviteyle yonlendirilmis ¢aligmalar1 sonucunda; yaprak bitleri tizerindeki
inhibe edici aktivitesinin bitkilerden izole edilen tomentosin ve inuviskolitten ileri
geldigi saptanmistir. Sonuclar incelendiginde; bitki ekstrelerinin orta derecede

fitotoksik aktivite sergiledigi ortaya konmustur (Mamoci ve ark., 2012).

Fas'ta yapilan bir ¢alismada; iilkenin giineyinden toplanan 43 farkli bitkinin toz ve
kuru ekstrelerinin, Citrus tiirlerinde hasat sonrast eksi c¢lriikliige neden olan
Geotrichum candidum'a kars1 gosterdikleri antifungal aktivite in-vivo ve in-vitro
olarak arastirilmustir. 1. viscosa yaprak ve koklerinin de yer aldigi ¢alismada, 10
kadar tiirtin etkili oldugu bildirilmistir. Citrus reticulata Blanco tiirii mandalinalarin
kullanildig1 ¢alismada, I. viscosa'nin; kuru tozunun misel biiyiimesi inhibisyonunda
% 87'lerde etkin oldugu, sulu ekstresinin ise spor germinasyonu inhibiyonunda ancak
yiiksek konsantrasyonlarda etki gdsterebildigi belirlenmistir. Ote yandan ekstrenin
MIC ve MFC degerlerinin diger tiirlere kiyasla orta diizeyde oldugu; Citrus tiirlerinin
hasat sonrasi korunmasinda kullanilan kimyasal pestisitlere alternatif olusturabilecegi

ortaya konmustur (Talibi ve ark., 2012).
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Fas'ta yapilan diger bir c¢alismada; Citrus meyvelerinde hasat sonrasi goriilen
hastaliklarin kontroliinde kullanilan kimyasallara alternatif yaratmak amaciyla, 8
tibbi ve aromatik bitkinin mavi kiif hastaligi etmeni Penicillium italicum'a karsi
gosterdikleri etki degerlendirilmistir. Aralarinda I. viscosa'nin da yer aldig1 bitkilerin
sahip olduklar1 antifungal etki; petrol eteri, kloroform, etilasetat, metanol gibi
coziiciilerle hazirlanan ekstrelerinden hareketle disk difiizyon yontemi kullanilarak
arastirtlmigtir. Sonuglar incelendiginde; numunelerden 1. viscosa'nin petrol eterli
ekstresinin, 1 mg/ml MIC degeri ile olduk¢a 6nemli antifungal aktivite gosterdigi

belirlenmistir (Askarne ve ark., 2012).

1.8.8. Antidiyabetik Etki

Japonya'da yapilan bir ¢alismada; |. britannica subsp. japonica bitkisinden elde
edilen sulu ekstrenin, ¢oklu diisiik doz streptozotosin (MLDSTZ) ile indiiklenmis
otoimmiin diyabet ilizerindeki etkinligi arastirilmistir. Calismada, 7 hafta boyunca
bitki ekstresi verilen hasta erkek fareler lizerinde yapilan histolojik arastirmalar ve
kan sekeri diizeylerindeki 6l¢iimler sonucunda; bitki ekstresinin insiilit ve pankreas 3
hiicrelerindeki yikimi azalttig1 ve kan sekerinde kayda deger bir diisiis meydana
getirdigi belirlenmistir. Ayrica MLDSTZ ile muamele sonucu; CD4" T yardimc1
hiicrelerce salgilanan sitokin diizeyindeki artisin da, bitki ekstresiyle tedavi sonucu

engellendigi ortaya konmustur ( Kobayashi ve ark., 2002).

Fas'ta yapilan bir ¢alismada; |. viscosa toprakiistii kisimlarindan dekoksiyonla
hazirlanan sulu ekstrenin normal ve diyabetli siganlar {izerindeki hipoglisemik ve
hipolipidemik etkileri arastirilmistir. Normal farelerde, tek doz (20mg/kg) oral
uygulamadan 2 saat sonra, kan glukoz seviyesinde 6nemli bir diigiis goriildiigii; 4 giin
boyunca tekrarlanan dozlarin da benzer bir etki yaratti§i vurgulanmistir. Diyabetli
sicanlarda ise; ekstrenin tek doz oral uygulamadan 1 saat sonra kan glukoz
seviyesinde onemli diisiis meydana getirdigi, 4 giin siiren tedavide de ayni1 etkinligi
gosterdigi saptanmigstir. Sonuglar incelendiginde; bitki ekstresinin plazma insiilin

sekresyonunda degisiklik yaratmadan, hipoglisemik etki gdsterdigi belirlenmistir.
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Ote yandan total plazma kolesterolii ve trigliserit seviyelerinde herhangi bir
degisiklik goriilmediginden; ekstrenin normal ve diyabetli siganlarda hipolipidemik

bir etki gostermedigi ortaya konmustur (Zeggwagh ve ark., 2006).

Cin'de yapilan bir ¢alismada; 1. britannica ¢igek ekstresinden izole edilen
polisakkaritlerin, diyabeti alloksan ile indiiklenmis fareler tizerindeki antidiyabetik
etkinligi degerlendirilmistir. Polisakkaritler, normal ve diyabetik farelere 14 giin
boyunca; 100, 200 ve 400 mg/kg viicut agirligir olmak tizere 3 farkli dozda oral
olarak uygulanmistir. Sonuglar normal ve diyabetik farelerin; viicut agirhigi, plazma
kan sekeri, serum trigliseriti, total kolesterol, LDL kolesterol, HDL kolesterol ve
karaciger glikoz degerleri Olglilerek belirlenmistir. Polisakkaritlerin, diyabetik
farelerde kontrol grubuna kiyasla; viicut agirhigimda doza bagimli olarak 6nemli
Olgide arttirdig1, plazma glukoz ve glukojen diizeylerini azalttigi ve kan lipit
degerlerinde belirgin bir diisiis yarattigi saptanmistir. Polisakkaritlerin; diyabetik
farelerde onemli hipoglisemik ve hipolipidemik etkilere sahip olmasi nedeniyle,

diyabet tedavisinde umut vaat ettigi bildirilmistir (Hong ve ark., 2012).

1.8.9. Ureme Uzerine Etkileri

Urdiin'de yapilan bir ¢alismada; . viscosa'nin gebeligi sonlandirmak amaciyla
geleneksel olarak kullanmildigi bildirilmistir. Bu bilgiden hareketle; bitkinin gebe
sicanlar iizerindeki abortif ve anti-implantasyonik etkileri arastirilmistir. Bitki sulu
yaprak ekstresinin, si¢anlara gebeligin 1. ve 6. gilinlerinde intraperitonel
uygulanmast; korpus lutea ve kandaki progesteron seviyelerinde kayda deger bir
artisga ve fetal implantasyonda eksilmeye neden olmustur. Elde edilen sonuglar;

bitkinin halk arasinda kullanimiyla 6rtiismektedir (Al-dissi ve ark., 2001).

Urdiin'de yapilan baska bir calismada ise; bu veriler 15181nda B-karyofillen'in yetiskin
disi sicanlarda endometriozis, kisirlik ve lireme lizerindeki etkileri arastirilmis ve

bilesigin umut verici bir kaynak teskil ettigi ortaya konmugtur (Abbas ve ark., 2013).
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1.8.10. Herbisit Etki

Italya'da yapilan bir ¢ahsmada; 1. viscosa'nin herbisit 6zellikleri ve bitki korumada
yararlanabilirliginin belirlenmesi ic¢in, bitki ekstresi kimyasal ve spektroskopik
yontemlerle analiz edilmis; 4 yeni bi- ve tri- siklik seskiterpen laktonunun
(inuloksinler A-D) yabani otlardan Orobanche crenata ve Cuscuta campestris'e karsi
potansiyel herbisit etkiye sahip oldugu ortaya konmustur. Ayrica a-kostik asitin
bitkinin herbisit etkisinden sorumlu ana bilesen oldugu da belirlenmistir (Andolfi ve

ark., 2013).

1.8.11. Hipolipidemik Etki

Hindistan'da, yliksek yagli diyet ile ateroskleroz arasindaki iliskiyi arastirmak
amaciyla yapilan bir calismada; Geleneksel Cin tibbinda genellikle prekordiyal
gbgiis agrisinda kullanimiyla bilinen 1. racemosa'da kullanilmistir. Bitkinin alkollii
ve hekzanli ekstrelerinin, 30 giin boyunca yiiksek yagl diyet ile beslenen kobaylarda
gelisen ateroskleroza karsi gosterdigi etkinlik arastirilmistir. Sonraki 90 giin
boyunca, I. racemosa ekstresini (100 mg/kg) takviye olarak alan kobaylara iliskin
sonuglar incelenmistir. Alkollii ekstrenin pozitif kontrol grubuna kiyasla plazma
kolesterolii, TAG ve LDL seviyeleri ile aterojenik indeksi(LDL/HDL) azalttigi; HDL
kolesterolii ise arttirdig1 saptanmistir. Kobaylarin karaciger lipit peroksidasyon
seviyelerindeki azalma ve indirgenmis glutatyon seviyelerindeki artis TBARS
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica kalpteki siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerde artis sagladigi da ortaya konmustur.
Gozlenen etkilerin olusumunda bitki ekstresinin bilesiminde yer alan fenolikler ve

seskiterpen laktonlarin aracilik ettigi vurgulanmistir (Ye ve ark., 2013).



42

1.8.12. Kardiyoprotektif etki

Hindistan'da yapilan bir ¢aligmada; I. racemosa koklerinden elde edilen hidroalkolik
ekstrenin, miyokardiyal enfarktiisii isoproterenol ile indiiklenmis ratlarda gosterdigi
kardiyoprotektif etki arastirilmistir. Ratlara 21 giin boyunca 50, 100 or 200 mg/kg
dozlarda verilen ekstrenin; kalp hizi, ortalama arter basinci, kontraktiliteyi arttirarak,
kardiyak fonksiyonu giiclendirdigi saptanmistir. Ote yandan ekstrenin, lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi ve isoproterenole bagli azalig gdsteren miyokardiyal
enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarin miktarnda kayda deger bir artis
sagladigi da bildirilmistir (Ojha ve ark., 2011).

1.8.13. Diger Etkiler

Japonya'da yapilan bir ¢alismada; Fransa'dan temin edilen |. graveolens ugucu
yaginin, asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi mikroplaka 6l¢iim yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonuglar incelendiginde; ugucu yagin asetilkolinestraz inhibe
edici aktivite gosterdigi ve ilk kez bu calismada rapor edilen bu etkiye, bilesiminde
yer alan terpinen-4-ol ve a-terpineol'iin olumlu katki sagladigi ortaya konmustur
(Dohi ve ark., 2009).

Cin'de yapilan bir ¢alismada; I. japonica gi¢eklerinden hazirlanan etanollii ekstrenin
anti-alerjik aktivitesi, fare kemik iligi mast hiicreleri ve pasif kutandz hayvan modeli
kullanilarak in-vivo ve in-vitro olarak degerlendirilmistir. Sonuglar; ekstrenin kok
hiicre faktorii SCF ile stimule edilmis fare kemik iligi mast hiicrelerinde
degraniilasyonu inhibe ettigini ve eikozanoidlerin (PGD2 ve LTC4) {iretimini
modiile ederek etki gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Fitokimyasal igerigini seskiterpen
tiirevi 1-O-asetilbritannilakton, britanin ve tomentosinin olusturdugu ekstrenin;
birden fazla sinyalizasyon siirecini inhibe ederek, Ig-E duyarh farelerde oral alim

sonucu, mast hiicresi aracili allerjik reaksiyonlar1 baskiladigi da belirlenmistir (Lu ve

ark., 2012).
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Tayvan’da yapilan bir ¢alismada Flos Inulae’nin sulu ekstresinin in-vitro anti-
mutasyon, anti-tirozinaz etkileri arastirilmistir. Sonuglar incelendiginde; ekstrenin
indirekt mutajenler, 2-aminoantrasen(2-AA) ve 4-nitrokinolin-N-oksit (4-NQO), ve
direkt mutajen Salmonella typhimurium'un yarattig1 mutajeniteyi inhibe ettigi ortaya
konmustur. Ote yandan lipopolisakkarit ile stimule makrofajlarda; tirozinaz aktivitesi

ve NO {iretimini inhibe ettigi de saptanmistir (Huang ve ark., 2013).

1.9. Inula Tiirlerinin Kullamhslar

Calismamizin bu bdliimiinde, Diinya’da ve Tirkiye’de birgok tiirle temsil edilen
Inula L. cinsine ait literatiir verileri taranmis; bitkilerin geleneksel tedavi
sistemlerinde ve halk arasinda kullaniliglarina iliskin son yillara ait ¢aligmalar
derlenmistir. Inula cinsine ait bitkilerin kullanilislari, fitokimyasal ¢alismalar ve

yapi-biyolojik etki iligkilerinde yol gostericiligi sebebiyle olduk¢a dnemlidir.

Inula helenium

Inula helenium'un kokleri, Avrupa'da antisudorifik, ekspektoran, diiiretik ve
antihelmintik etkileri nedeniyle; Japonya'da ise, evde yapilan ilaglarda koku ajani
olarak geleneksel olarak kullanilmaktadir. Cin'in kuzeyinde genis bir dagilim
gosteren bitkinin geleneksel Cin tibbinda; kronik enterogastritte, bronsit, bulant1 ve
ishal tedavisinde kullanildig1 belirlenmistir. Ote yandan Amerika’da yerlilerin drogu,
infiizyon ve dekoksiyon halinde akciger hastaliklarinin tedavisinde ve tiiberkiiloza

kars1 kullandiklar1 bildirilmistir (Konishi ve ark., 2002; Yan ve ark., 2012).

Cezayirde; 1. helenium'un; Glycyrrhiza glabra L. ve Marrubium vulgare L. ile
birlikte bronsit, oksiiriik ve soguk algimhiginin geleneksel tedavisinde kullanildig:

bildirilmistir (Boudjelal ve ark., 2012).

1804 yilinda I. helenium ekstresinden ilk defa izole edilen iniilin ise; enerji verici bir

madde olup, 1818 yilinda Thomson tarafindan isimlendirilmistir. Iniilin fruktan
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tiirevi bir madde olup; sindirilemeyen karbonhidratlar sinifinda yer almaktadir. Gida

sanayinde siklikla yag yerine kullanilmaktadir (Zhu ve ark., 2013).

Sirbistan’in giiney batisinda yapilan etnobotanik bir g¢alismayla, 1. helenium'un
inflizyon halinde ve koklerinden elde edilen tozun balla karigtirilmasi suretiyle;
hemoroit, orta siddette depresyon, gastrointestinal hastaliklar ve Oksiiriigiin

tedavisinde kullanildig1 ortaya konmustur (Savikin ve ark., 2013).

I. helenium, Sirbistan halk tibbinda; solunum rahatsizliklari, sindirim bozukluklari,
iriner enfeksiyonlar ve cilt rahatsizliklar1 basta olmak iizere bir¢ok hastaligin
tedavisinde genis bir kullanim alanma sahip olmustur. Ac1 ve aromatik tadi sebebiyle
yemeklerde siklikla tercih edilen bitkinin; tatlandiricilarla islenmis koklerinin de
sekerleme olarak tiiketildigi bildirilmistir. Ayrica halk tibbinda bitkinin kdklerinden
elde edilen ugucu yagdan da yararlanildig1 kaydedilmistir (Stanojevic ve ark., 2010;
Radulovi¢ ve ark., 2014).

Inula viscosa

Basta Akdeniz lilkeleri olmak tizere Avrupa'da yaygin olarak yetisen Inula viscosa
bitkisinin antienflamatuvar, antipiretik, antiseptik, antidiyabetik etkileri nedeniyle

halk tibbinda uzun yillardir kullanildig1 kaydedilmistir.

Ispanya'da halk arasinda gastroduodenal hastaliklarin tedavisinde yararlanilan
bitkinin; Urdiin’de geleneksel olarak bronsit, tiiberkiiloz, anemi, kisirlik tedavisinde
ve antihelmintik, ekspektoran, diiiretik, agr1 kesici, abortif etkileri nedeniyle
kullanildig1 ortaya konmustur (Al-Dissi ve ark., 2001).

Topikal olarak bogaz agrilarinin tedavisinde ve uyuza kars1 da kullanildig1 belirlenen
bitkinin; geleneksel farmakopelerde ise diiiretik, topikal antienflamatuvar,
antidiyabetik, hemostatik ajan olarak, cesitli terapdtik amaclarla ve gastroduodenal

hastaliklarin tedavisinde yararlanilmak iizere yer aldigi bildirilmistir. Bazi
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caligmalar, bitkinin antiiilserojenik aktivitesinin esas olarak flavonoit fraksiyonundan
kaynaklandigini; yapisinda yer alan resveratrol ve 1,3-dikafeoylkinikasit gibi
bilesikler sayesinde ise, antioksidan aktivite sergiledigini ortaya koymaktadir

(Miguel ve ark.,2008; Nawafleh ve ark., 2012; Mamoci ve ark., 2012).

Fas''n giliney dogusunda yer alan Tafilalet bdlgesinde; Trehla adiyla bilinen
I. viscosa'nin toprakiistii kisimlarindan dekoksiyonla hazirlanan ekstrenin geleneksel
olarak diyabet, hipertansiyon ve renal hastaliklarin tedavisinde kullanildig:
bildirilmistir. Akdeniz tilkelerinde ise; “sticky fleabane” adiyla bilinen bitkinin; halk
arasinda hem antienflamatuvar, antipiretik, antiseptik 6zellikleri sebebiyle hem de
diyabetin tedavisinde yillardir kullanildig: rapor edilmistir (Zeggwagh ve ark., 2006;
Amin ve ark., 2013).

Israil’de yapilan kapsamli bir derlemede; son 24 yilda yaymmlanan c¢alismalar
taranmus; {lseratif kolit ve peptik {ilser tedavisinde kullanilabilecek dogal kaynakli
irlinler listesinde, bu hastaliklara kars1 geleneksel kullanimi da bulunan,

I. viscosa’nin da yer aldig1 bildirilmistir (Awaad ev ark., 2013).

Inula racemosa

Avrupa, Cin ve Hindistan'da geleneksel kullanimi bulunan Inula racemosa bitkisinin;
Himalayalarm 1liman bdlgelerinden Alplerin yiiksek yerlerine kadar yayilis
gosterdigi ve bolgede “Pushkarmoola” adiyla da bilindigi kaydedilmistir. Bitkinin
koklerinin yer aldigi bilesimlerin bazi bdlgelerde cilt hastaliklarinin tedavisinde
kullanildig1 ve bazi bolgelerde ise kardiyovaskiiler hastaliklar, astim, bronsit gibi
akciger hastaliklari,, hazimsizlik, kronik enterogastrit ve helmintik hastaliklarin
tedavisinde yararlanildig1 belirlenmistir. Bitkinin; Amerikan yerlileri tarafindan
tiiberkiiloz tedavisinde kullanildig1 kaydedilmistir. Koklerinden tonik ve ekspektoran

amacl yararlanilan bitki tohumlarmin ise; afrodizyak amagh kullandig1 bildirilmistir

(Pal ve ark., 2010; Amin ve ark., 2013).



46

Inula japonica

Cin, Japonya ve Kore'de yaygin olarak yetisen Inula japonica'nin kurutulmus
ciceklerinin; karminatif, antihelmintik ve vermifiij 6zellikleri nedeniyle, sindirim
bozukluklarinin tedavisinde sik¢a kullanildig1 bildirilmistir. Ayrica yiiksek besin
degeri sebebiyle bitkiden gida olarak yararlanildigi da kaydedilmistir. Cin Halk
Cumhuriyeti Farmakopesinde de yer alan bitkinin ekspektoran, antitiissif etkilerinin
oldugu; ayrica Tayvan ve Cin'de marketlerde tek basina ya da karigim halinde bitki
cayl olarak satildigi bildirilmistir. Ote yandan Cin tibbinda, I. japonicanin
Kurutulmus yaprak ve koklerinin; kesici alet yaralanmalarinda, ¢iban ve Oksiiriik
tedavisinde, ciceklerinin ise; astim, bronsit, kabakulak ve enflamasyon tedavisinde
geleneksel olarak kullanildig1 da kaydedilmistir. Modern farmakolojik ¢alismalar da
bitkinin; antidiyabetik, hipolipidemik, antitiimor, antifungal, antibakteriyal,
hepatoprotektif ve antihepatik etkiler sergiledigini ortaya koymustur (Qin ve ark.,
2009; Lu ve ark., 2012; Yang ve ark., 2012; Amin ve ark., 2013; Huang ve ark.,
2013; Zhu ve ark., 2013).

Inula cappa

Subtropik ve tropik bolgelerde dogal olarak yetisen Inula cappa; yapisinda yer alan
fenolikler, triterpenler, flavonoitler ve seramidler sayesinde sahip oldugu etkilerle,
Cin halk tibbinda geleneksel olarak kullanilmaktadir. Cin’de halk arasinda romatoit
artrit, malarya, dizanteri ve hepatit tedavisinde yararlanilan bitkinin ayrica burun
akintisi, karin agrist1 ve laringotrakeite karsi geleneksel olarak kullanildigi da
bildirilmistir. Ote yandan, bitki kklerinin yine Cin’de ates, abdominal siskinlik ve
adet diizensizligine karsi kullanilan preparatlarda kombine halde yer aldigi1 da

belirlenmistir (Zou ve ark., 2008; Wang ve ark., 2012; Wu ve ark., 2013).



47

Inula britannica

Kore, Japonya, Cin gibi iilkelerde dogal olarak yetisen Inula britannica'nin
ciceklerinin Geleneksel Cin Tibbi'nda; sindirim hastaliklari, bronsit, astim, timdr ve
enflamasyonun tedavisinde kullanilan formiilasyonlarin bilesiminde yer aldigi
bildirilmistir (Geng ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2009; Amin ve ark., 2013).

Inula helianthus-aquatica

Inula helianthus-aquatica’nin Cin'de, basta Yunnan bdlgesi olmak iizere, geleneksel
olarak kanser ve siit bezi tikanikligmin tedavisinde kullanildig1 rapor edilmistir

(Amin ve ark., 2013; Yue ve ark., 2013).

Inula royleana

Himalayalarin batisina 6zgii ¢ok yillik bir bitki olan Inula royleana’nin, bolgede
“Gugi Phool” adiyla bilindigi ve 2800-3400 metre yiikseklikte nadir rastlanan bir tiir
oldugu kaydedilmistir. Siirgiinlerinin dermatit ve alerji tedavisinde; kurutulmus
ciceklerinin ise, dekoksiyon halinde toynak iltithaplanmalar1 ve yaralarinda
kullanildig1 bildirilmistir. Bogaz yaralarinda ve bas agrisi tedavisinde de kullanilan
bitkiden Pakistan'da; bagwrsak problemlerinin ¢6zlilmesinde yararlanildigi
kaydedilmistir. Bitkinin tansiyonu diisiirmede etkili oldugu bilinen kdklerinden elde
edilen macun formunun ise; Hindistan'm Kangra bolgesi'nde antiseptik amacgh ve
burkulmalara bagli olusan sisliklerde yapraklarla birlikte kullanildigi ortaya
konmustur. Bitkinin gosterdigi insektisit, antimikrobiyal, antienflamatuvar ve c¢esitli
kanser hiicre serilerine karsi antiproliferatif etkilerin; sahip oldugu 6desman tip
seskiterpen laktonlar, abietan diterpenleri ve diterpenik alkaloitlerden kaynaklandigi
bildirilmistir. Bitkinin koklerinin néromiiskiiler bloke edici 6zelligi olusunun agr1

kesici etkisini kanitlar nitelikte oldugu kaydedilmistir (Amin ve ark., 2013).
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Inula rhizocephala var. rhizocephaloides

Pakistan i¢in endemik bir tiir olan ve bolgede ‘“Riamko” adiyla bilinen Inula
rhizocephala var. rhizocephaloides’e yaklasik S000 metre yiikseklikte nemli yerlerde
nadiren rastlandig1 kaydedilmistir. Bitkinin kurutulmus koklerinin; soguk alginligi,
oksiirik ve gogiis agrisinin tedavisinde kullanildigi bildirilmistir (Amin ve ark.,
2013).

Inula obtusifolia

Himalayalarm kuzeybatisinda yayilis gosteren ve bolgede “Rupmak”™ adiyla bilinen 1.
obtusifolia’nin; evcil hayvanlarin difteriden korunmasinda, tiiberkiiloz, gogiis

agrilari, oksiiriik tedavisinde ve antiseptik olarak kullanildig1 kaydedilmistir (Amin
ve ark., 2013).

Inula grantioides

Pakistan’in Sind boélgesinde genis bir yayilis gosteren ve "Naro" ve "Kolmur"
adlariyla da bilinen Inula grantioides’in; antibiyotik aktiviteye sahip bir yag igerdigi
ve Lasbela'da astim hastalarimin sikayetlerini gidermede yerel olarak kullanildigi

rapor edilmistir (Amin ve ark., 2013).

Inula graveolens

Dittrichia graveolens (=I. graveolens) ugucu yaginin, mukusun sulandirilmasinda
oldukca etkili oldugu, ayrica Oksiiriik, soguk alginligi, siniizit, larinks iltihab1 ve
brongit gibi akut kronik solunum yollar1 hastaliklarinda ve akneli cilt

enflamasyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanildig1 bildirilmistir (Abou-Douh,
2008).
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Inula macrophylla

Inula macrophylla Ozbekistan halk tibbinda; intestinal iilser, bronsit, akciger
hastaliklar1 ve diyabetin tedavisinde geleneksel olarak kullanildig1 kaydedilmistir (Fu
ve ark., 2001).

Inula heterolepis

Tiirkiye dahil bir ¢ok tilkede; I. britannica, I. racemosa, I. hupehensis, I. serrata ve
I. heterolepis’in halk arasinda kulanimi bulunmaktadir (Saygi ve ark., 2003).
Tirkiye'de yapilan bir ¢calismada; Bat1 Anadolu'da yetisen 40 farkl familyaya ait 91
bitki tiirii ve 2 hayvan tiiriinden Afyon, Kiitahya, Denizli, Mugla, Aydin illerinde
hazirlanan 201 halk ilacinin geleneksel kullanimlar1 ve hazirlanis yOntemleri
arastirtlmistir. Calismada; bolgede sariot adiyla bilinen I. heterolepis'in karin agrisi,
oksiiriik ve bronsite karsi dahilen dekoksiyon seklinde kullanildigi bildirilmistir
(Honda ve ark., 1996).

Tirkiye'de yapilan diger bir etnobotanik bir calismada; Akdeniz bdlgesinin batisinda
halk arasinda geleneksel olarak kullanilan bitkiler ve kullanim amaglar1
belirlenmistir. Bu ¢alismada; |. heterolepis'in yaprak ve siirgiinlerinin inflizyon

seklinde istah agic1 olarak kullanildig: bildirilmistir (Fakir ve ark., 2009)
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

Calisma materyali olarak kullanilan I. heterolepis bitkisi, 1 Agustos 2012 tarihinde
Karaman Ili Ermenek Ilgesi’nden 1200-1300 metre yiikseklikten toplanmustir. Bitki
toplanirken, herbaryum i¢in hazirlanan Ornekler uygun sekilde preslenerek,
kurutulmustur. Herbaryum Ornekleri Prof. Dr. Zeki Aytag¢ tarafindan teshis edilmis;
muhafaza edilmek iizere, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na
AEF 26359 numarasiyla kaydedilmistir. Bitki uygun sekilde kurutulduktan sonra,
cicek yaprak ve koklerine ayrilmis; degirmende ayr1 ayri toz edilmistir. Toz edilmis
bitki kisimlarindan metanol ile hazirlanan ekstreler; bu tez kapsaminda

gergeklestirilen fitokimyasal analizler ve aktivite testlerinde kullanilmagtir.

2.2. Fitokimyasal Analizler

Tez kapsaminda yapilan fitokimyasal analizler icin, Oncelikle literatiir verileri
incelenmis, segilen ekstraksiyon yontemine uygun olarak bitkinin yaprak, ¢icek ve
koklerinden hareketle ekstreler hazirlanmistir. Ekstrelerin i¢eriginin belirlenmesi ve
miktar tayinlerinin yapilmasi i¢in; ¢esitli kromatografik ve spektroskopik yontemler

kullanilmastir.

2.2.1. Ekstraksiyon ve Kalitatif Analizler

2.2.1.1. Ekstraksiyon Yontemi

I. heterolepis’in uygun sekilde kurutulup toz edilmis yaprak, ¢icek ve koklerinden
tam tartim almmis; manyetik karistirict yardimiyla 6 saat 50 °C’de 250 rpm’de
metanol ile ekstre edilmistir. Elde edilen metanollii ekstreler, pileli siizgeg

kagidindan siiziildiikten sonra; rotavapor yardimiyla ¢oziiclisiinden kurtarilmigtir.
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Hazirlanan ekstrelerin uygun miktarlari, fitokimyasal analizler ve aktivite testlerinde

kullanilmistir (Gokbulut, 2011).

2.2.1.2. ince Tabaka Kromatografisi

Bitkinin yaprak, cicek ve koklerinden, ekstraksiyon yontemine uygun olarak
hazirlanan ekstreler; fitokimyasal i¢ceriklerinin belirlenebilmesi i¢in Kieselgel 60 Fs4
adsorbanla kaplanmis hazir plaklara (10x10 ve 20x20cm) tatbik edilmistir.
Ekstrelerin bilesiminde yer alan etkili bilesiklerin belirlenebilmesi i¢in; plaklar farkl
¢oOziicii sistemlerinde siiriiklenmis, uygun revelatorler ile muamele edilmistir. Bu
amagcla flavonoitler icin, UV 365 nm’de gosterdigi karakteristik yogun floresans
(turuncu-sari, sari-yesil) sebebiyle NP/PEG 4000 tercih edilirken; terpenik bilesikler
icin goriiniir alanda belirgin kirmizi-mor renk veren Vanilin/H,SO4 ve Anisaldehit/
H,SO4 revelatorleri tercih edilmistir (Wagner ve Bladt, 2001). Analizler sirasinda

kullanilan c¢oziiciiler (Merck, Riedel-de Héen) ve revelatorler Cizelge 2.’de

verilmistir.
Cizelge 2. TLC’de Kullanilan Coziicii Sistemleri ve Revelatorler
Coziicii Coziicii Coziicii Kullamlan
Sistemi Bilesimi Oranlari Revelatorler

Coziici Sistemi-|

Etil asetat:Glasiyel

(100:11:11:26)

Vanilin/H;PO,

asetik asit:Formik NP/PEG 4000
asit:Su
Coziici Sistemi-1 Hekzan:Etil asetat (8:2) Anisaldehit/ H,SO,
Vanilin/ H,SO,
Coziicii Sistemi-111 Hekzan:Etil asetat (7:3) Anisaldehit/ H,SO,
Vanilin/ H,SO,
Coziici Sistemi-1V Hekzan:Etil asetat (6:4) Vanilin/ H,SO,

Anisaldehit/ H,SO,
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2.2.1.3. Yiiksek Basin¢ch S1vi Kromatografisi

HPLC’den yararlanarak yapilan analizlerde; bitkinin fitokimyasal igeriginin
belirlenebilmesi igin gelistirdigimiz yontem kullanilmistir. Bitkinin yaprak, ¢igek ve
koklerinden ayri ayri, tam tartim aliman 200 mg, ekstraksiyon ydntemine uygun
sekilde, 10 ml HPLC safliginda metanol ile ekstre edilmistir. Siiziilen ekstre, metanol
ile balon jojede 10 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra stok ¢ozeltiden enjektor
yardimiyla cekilen uygun miktar metanollii ekstre 0,45 p filtreden siiziilmiis ve
HPLC sistemine enjekte edilmek iizere viallere aktarilmistir. Hazirlanan metanolli
ekstreler; iceriginin belirlenebilmesi amaciyla HPLC sistemine Cizelge 3’de

belirtilen analiz kosullarinda verilmistir.

Cizelge 3. HPLC Analiz Kosullari

Cihaz HP Agilent 1100 series LC sistemi
Pompa HP Agilent 1100 series 4 (quaternary pump) LC pompa
Kolon Phenomenex Luna 5 pum C18 (250 mm x 4,6 mm)
Sicakhk 30°C (sicaklik kontrollii)
Akis iz 1 ml/dk
Enjeksiyon iinitesi: HP Agilent 1100 series autosampler
Enjeksiyon miktari 10 pl
Eliisyon Gradient
Coziicii sistemi % 0,1 oraninda TFA igeren H,O (Coziicii A)
% 0,1 oraninda TFA iceren MeOH (Coziicii B)
% 0,1 oraninda TFA igceren ACN (Cdziicii C)

HPLC analizlerinde; ¢6ziicii olarak uygun saflikta bidistile su, metanol (Carlo Erba,
412722) ve asetonitril (Loba Chemie, 00017) kullanilmistir. Coziiciiler belirlenen
miktar TFA (Trifluoroasetik asit, Sigma Aldrich, 302031) ilavesinden sonra,
sonikatorde degaze edilerek sisteme verilmistir. HPLC’de ekstrelerin uygun

ayirmminin gerceklesebilmesi i¢in; farkl ¢oziicii sistemleri denenmistir.
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Analiz kosullar1 sabit tutularak denenen ¢oziicii sistemleri arasinda; ¢oziicii sistemi-
5’in en uygun aywrimi sagladigmma karar verilmistir. Coziicli sistemi-5’in ¢oziicli

kompozisyonu Cizelge 4’de verilmistir.

Coziicii sistemi-1’de, ¢oziicli kompozisyonu (A:B:C); 50:25:25 (35 dakika) olarak

denenmistir.

Coziicti sistemi-2’de, ¢oziicli kompozisyonu (A:B:C); 80:10:10 (0. dakika), 60:25:15
(5. dakika), 50:30:20 (10. dakika), 40:40:20 (15. dakika), 0:75:25 (20. dakika) olarak

denenmistir.

Coziict sistemi-3’de, ¢oziicli kompozisyonu (A:B:C); 70:15:15 (0. dakika), 45:40:15
(20. dakika), 20:60:20 (25. dakika), 0:80:20 (30. dakika), 70:15:15 (35. dakika)

olarak denenmistir.

Coziicli sistemi-4’de, c¢oziicii kompozisyonu (A:B:C); 90:5:5 (0. dakika), 85:10:5
(5. dakika), 75:15:10 (10. dakika), 65:20:15 (15. dakika), 50:30:20 (20. dakika),
20:60:20 (35. dakika), 90:5:5 (40. dakika) olarak denenmistir.

Cizelge 4. HPLC’de Kullanilan Coziicii Sistemi-5

Zaman(dk) Coziicii A Coziicii B Coziicii C
% 0,1 TFA igeren % 0,1 TFA igeren | % 0,1 TFA igeren
H,O MeOH ACN
0 90 5 5
5 80 10 10
10 60 25 15
20 50 30 20
30 40 40 20
35 20 60 20
40 90 5 5
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Inula tiirlerine ait literatiir verileri incelenmis; . heterolepis’de olmasi muhtemel 28
fenolik bilesik standart olarak kullanilmistir. Bitkiden hazirlanan metanolli ekstreler
ve standartlar; ayni kosullarda ard arda 3’er kez sisteme enjekte edilmistir. S6z
konusu analizler sonucu kaydedilen retansiyon zamanlar1t ve UV spektrumlari

kiyaslanarak bitkinin fitokimyasal icerigi kalitatif olarak tayin edilmistir.

2.2.2. Kantitatif Analizler

2.2.2.1. Total Fenol Miktar Tayini

Inula heterolepis bitkisinden hazirlanan ekstrelerin, total fenol miktarinin
belirlenmesi igin; modifiye edilmis bir Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmustir.
Miktar tayini, bir ekstre i¢in 3 seri halinde olacak sekilde yapilmustir. Bitkinin
yaprak, cigek ve koklerinden ekstraksiyon yontemine uygun hazirlanan ekstrelerden;
ayr1 ayr1 tam tartim 20 mg alinmistir. Etanol ile balon jojede 10 ml’ye tamamlanan 2

mg/ml konsantrasyondaki ekstreler, sonikatér yardimiyla ¢éziinmiistiir.

Ayr1 ayri erlenlere 100’er pl alinan yaprak, cicek ve kok ekstrelerine; 7900 pl distile
su ve 500 pl Folin-Ciocalteau reaktifi ilave edilmis, vortekste karistirilarak 30 saniye
illa 8 dakika aras1 bekletilmistir. Daha sonra karisima, Onceden hazirlanip
buzdolabinda muhafaza edilmis, 1500 pul % 20°lik Na,COj c¢ozeltisinden ilave
edilmis; final karisimi karanlikta 2 saat bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda, test
cozeltilerinin UV spektrofotometresinde 765 nm dalga boyunda verdikleri absorbans
degerleri 6lctlilmiis; her bir test ¢cozeltisi i¢in ortalama degerler hesaplanarak sonuglar

kaydedilmistir.

Sonuglarmn, referans bilesik gallik asit esdegeri olarak verilebilmesi icin; oncelikle
gallik asitin konsantrasyonu bilinen etanollii ¢ozeltisinden hareket edilmistir. Bes
farkli konsantrasyonda gallik asit ¢ozeltisinin hazirlanabilmesi i¢in, belirlenen

miktarlar mikropipet yardimiyla c¢ekilip; 10 ml’lik balon jojelerde etanolle
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tamamlanmistir. Erlene aktarilan 100 ul karisim tizerine, 7900 pl su ve 500 pl Folin-
Ciocalteau reaktifi ilave edilmis; vortekste karistirilarak 8 dakika bekletilmistir. Daha
sonra karigima, Onceden hazirlanip buzdolabinda muhafaza edilmis, % 20’lik
Na,COj3 ¢ozeltisinden 1500 pl ilave edilmis ve karanlikta 2 saat bekletilmistir. Sonra
5 farkli gallik asit ¢ozeltisinin; UV spektrofotometresinde 765 nm dalga boyunda
verdigi absorbans degerleri, diliisyon derecelerine kiyaslanarak bir kalibrasyon egrisi

olusturulmus ve bu egriden hereketle bir dogru denklemi elde edilmistir.

Test c¢ozeltilerine ait absorbans degerleri; elde edilen dogru denkleminde yerine
yazilarak, |. heterolepis yaprak, ¢icek ve koklerinin icerdigi fenolik bilesiklerin total
miktar;, mg gallik asit ekivalani (GAE)/g kuru ekstre cinsinden tayin edilmistir

(Spiridon ve ark., 2011).

2.2.2.2. Fenolik bilesiklerin HPLC ile Miktar Tayini

Yapilan kalitatif analizler dogrultusunda, I. heterolepis’in yaprak, ¢icek ve kok
ekstrelerinin bilesiminde yer aldigi belirlenen; cikorik asit, klorojenik asit, luteolin,

kafeik asit, gallik asit, kemferol ve kersetinin miktar tayinleri yapilmstir.

Eksternal standart yontemi ile gergeklestirilen analizler igin; standartlarin uygun
miktarlar1 tam tartim alinarak, balon jojede HPLC safliginda metanol ile 10 ml’ye
tamamlanmistir. Stok ¢Ozeltiden hareketle hazirlanan farkli 5 konsantrasyondaki
standart ¢oOzeltiler, sisteme ardarda 3’er kez enjekte edilmistir. Belli bir dalga
boyunda kaydedilen, standartlara ait pik alanlarmin ortalama degerleri
hesaplanmistir. Pik alanlarinin, konsantrasyon degerleriyle kiyaslanmasi sonucu bir
kalibrasyon egrisi olusturulmus; bu egriden hareketle bir dogru denklemi elde

edilmistir.

Ekstrelerdeki piklere ait alan degerleri, elde edilen dogru denkleminde yerine
yazilarak |. heterolepis yaprak, ¢icek ve koklerinin igerdigi fenolik bilesiklerin

miktarlar1 tayin edilmistir.
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Cikorik Asite ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Cikorik asitten 1,1 mg tam tartim alinmis; balonjojede metanol ile 10 ml’ye
tamamlanarak 0,11 mg/ml konsantrasyonda stok c¢ozelti hazirlanmigtir. Bu stok
¢ozeltiden hareketle; konsantrasyonlar1 0,00275 mg/ml, 0,0055 mg/ml, 0,011 mg/ml,
0,055 mg/ml ve 0,11 mg/ml olan farkli 5 ¢ikorik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Sisteme
ardarda 3 kez 10 pl hacimde enjekte edilen ¢ozeltilerin konsantrasyon dereceleri (x)
ile 330 nm dalga boyunda verdikleri pik alanlarinin ortalamasi (y) kullanilarak, bir
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisinden hareketle bir dogru
denklemi (y=mx-+n) ve korelasyon katsayis1 (R?) elde edilmistir. Degerler denklemde
yerine konularak; 1. heterolepis’in yaprak, ¢igek ve koklerinin igerdigi ¢ikorik asit

miktari tayin edilmistir.

Klorojenik Asite ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Klorojenik asitten 10,3 mg tam tartim alinmig; balonjojede metanol ile 10 ml’ye
tamamlanarak 1,03 mg/ml konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok
cozeltiden hareketle; konsantrasyonlar1 0,00515 mg/ml, 0,02575 mg/ml, 0,05150
mg/ml, 0,1030 mg/ml ve 0,5150 mg/ml olan farkli 5 klorojenik asit ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Sisteme ardarda 3 kez 10 pl hacimde enjekte edilen ¢ozeltilerin
konsantrasyon dereceleri (x) ile 330 nm dalga boyunda verdikleri pik alanlarinin
ortalamas1 (y) kullanilarak, bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu kalibrasyon
egrisinden hareketle bir dogru denklemi (y=mx-+n) ve korelasyon katsayist (R?) elde
edilmistir. Degerler denklemde yerine konularak; 1. heterolepis’in yaprak, ¢icek ve

koklerinin igerdigi klorojenik asit miktar1 tayin edilmistir.

Luteoline ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Luteolinden 1 mg tam tartim alinmis; balonjojede metanol ile 10 ml’ye
tamamlanarak 0,1 mg/ml konsantrasyonda stok ¢o6zelti hazirlanmistir. Bu stok

cozeltiden hareketle; konsantrasyonlar1 0,0025 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml,



57

0,05 mg/ml ve 0,1 mg/ml olan farkli 5 luteolin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Sisteme
ardarda 3 kez 10 ul hacimde enjekte edilen ¢ozeltilerin konsantrasyon dereceleri (x)
ile 340 nm dalga boyunda verdikleri pik alanlarinin ortalamasi (y) kullanilarak, bir
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisinden hareketle bir dogru
denklemi (y=mx-+n) ve korelasyon katsayisi (R?) elde edilmistir. Degerler denklemde
yerine konularak; 1. heterolepis’in yaprak, g¢icek ve koklerinin icerdigi luteolin

miktar1 tayin edilmistir.

Kafeik Asite ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Kafeik asitten 10,6 mg tam tartim alinmis; balonjojede metanol ile 10 ml’ye
tamamlanarak 1,06 mg/ml konsantrasyonda stok cozelti hazirlanmigtir. Bu stok
cozeltiden hareketle; konsantrasyonlar1 0,00106 mg/ml, 0,0106 mg/ml, 0,0265
mg/ml, 0,053 mg/ml ve 0,106 mg/ml olan farkli 5 kafeik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Sisteme ardarda 3 kez 10 pl hacimde enjekte edilen ¢ozeltilerin konsantrasyon
dereceleri (x) ile 330 nm dalga boyunda verdikleri pik alanlarmin ortalamasi (y)
kullanilarak, bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisinden
hareketle bir dogru denklemi (y=mx+n) ve korelasyon katsayisi (RZ) elde edilmistir.
Degerler denklemde yerine konularak; I. heterolepis’in yaprak, ¢igek ve koklerinin

icerdigi kafeik asit miktar1 tayin edilmistir.

Gallik Asite ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Gallik asitten 10 mg tam tartim alinmig; balonjojede metanol ile 10 ml’ye
tamamlanarak 1 mg/ml konsantrasyonda stok c¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok
cozeltiden hareketle; konsantrasyonlar1 0,001 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,05
mg/ml ve 0,1 mg/ml olan farkli 5 gallik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Sisteme ardarda
3 kez 10 pl hacimde enjekte edilen ¢ozeltilerin konsantrasyon dereceleri (x) ile 270
nm dalga boyunda verdikleri pik alanlarmin ortalamasi (y) kullanilarak, bir
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisinden hareketle bir dogru

denklemi (y=mx+n) ve korelasyon katsayis1 (R?) elde edilmistir. Degerler denklemde
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yerine konularak; I. heterolepis’in yaprak, cicek ve koklerinin igerdigi gallik asit

miktar1 tayin edilmistir.

Kemferole ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Kemferolden 1 mg tam tartim alinmig; balonjojede metanol ile 10 ml’ye
tamamlanarak 0,1 mg/ml konsantrasyonda stok ¢o6zelti hazirlanmistir. Bu stok
¢ozeltiden hareketle; konsantrasyonlar1 0,0025 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml,
0,05 mg/ml ve 0,1 mg/ml olan farkli 5 kemferol ¢6zeltisi hazirlanmistir. Sisteme
ardarda 3 kez 10 pl hacimde enjekte edilen ¢ozeltilerin konsantrasyon dereceleri (x)
ile 360 nm dalga boyunda verdikleri pik alanlarinin ortalamasi (y) kullanilarak, bir
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisinden hareketle bir dogru
denklemi (y=mx+n) ve korelasyon katsayis1 (Rz) elde edilmistir. Degerler denklemde
yerine konularak; I. heterolepis’in yaprak, ¢icek ve koklerinin ig¢erdigi kemferol

miktari tayin edilmistir.

Kersetine ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Kersetinden 10 mg tam tartim alinmis; balonjojede metanol ile 10 ml’ye
tamamlanarak 1 mg/ml konsantrasyonda stok c¢o6zelti hazirlanmistir. Bu stok
cOzeltiden hareketle; konsantrasyonlar1 0,01 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1
mg/ml ve 0,4 mg/ml olan farkli 5 kersetin ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Sisteme ardarda 3
kez 10 ul hacimde enjekte edilen ¢ozeltilerin konsantrasyon dereceleri (x) ile 360 nm
dalga boyunda verdikleri pik alanlarmin ortalamasi (y) kullanilarak, bir kalibrasyon
egrisi olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisinden hareketle bir dogru denklemi
(y=mx+n) ve korelasyon katsayis1 (R?) elde edilmistir. Degerler denklemde yerine
konularak; I. heterolepis’in yaprak, ¢igek ve koklerinin i¢erdigi kersetin miktar1 tayin

edilmistir.
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2.2.2.3. LOQ ve LOD Degerlerinin Hesaplanmasi

LOD degeri hesaplanirken; miktar tayini yapilan tiim bilesikler i¢in, S/N orani 3
olarak hesaplanmistir. LOQ degeri hesaplanirken ise; S/N oranit 10 olarak alinmuistir.
Miktar tayini yapilan her bir bilesik i¢in; LOD ve LOQ degerleri hesaplandiktan
sonra, LOQ konsantrasyonlarmda ardarda 9 kez enjeksiyon yapilmis ve LOQ
konsantrasyonlarma karsilik gelen alanlarin % RSD degerleri de deneysel olarak

hesaplanmustir.

% RSD= (SD/Mean) x 100

2.2.3. izolasyon ve Yapi Tayini Cahsmalar

2.2.3.1. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi ile varlig1 saptanan terpenik bilesiklerin izolasyonu igin;
preparatif ince tabaka kromatografisi tercih edilmistir. 20x20 c¢cm boyutunda cam
plaklar; kalinliklar1 0,75 mm olacak sekilde silikajel GF2s4 ile kaplanmis; 105 ‘C’lik
etivde 2 saat siireyle aktive edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
I. heterolepis’in toprakiistii kisimlarindan ekstraksiyon yontemine uygun hazirlanan
metanollii ekstre, kilcal boru yardimiyla plak iizerine bant sekilde uygunlanmistir.
Developman mesafesi 13 cm’e ayarlanmis; hekzan:etil asetat (6:4) ¢oziicii sisteminde
stiriiklenen plaklar tanktan ¢ikarilip kurutulmustur. Plaklarin tizerindeki lekeler, 254
nm ve 366 nm’de UV altinda kontrol edilip; bilesigin yeri isaretlenmistir. Daha sonra
plaklar, sol taraflarinda 1cm’lik bir serit agik kalacak sekilde kapatilmistir. Agikta
kalan kisma, terpenikler bilesiklerin saptanabilmesi amaciyla kullanilan
vanilin/H,SOy reaktifi pliskiirtiilmiis; 110 “C’lik etiivde 5 dakika bekletilerek renkler
belirginlestirilmistir. Kuvvetli renk olusumu gozlenen ve saf oldugundan

stiphelenilen kirmizi renkli bir bant, bir spatiil yardimiyla plaktan kazmmus; erlene
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alinarak metanolde bir siire bekletildikten sonra, pileli siizge¢ kagidindan siiziilerek
silikajelinden arindirilmistir. Metanollii kismi1 ¢eker ocak altinda uzaklastirilan X

bilesigi renkli sisede buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.2.3.2. Yiiksek Basin¢h S1vi Kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisiyle izole edilen ve saf oldugundan siiphelenilen
X bilesigi, uygun saflikta metanolde ¢oziinerek Coziicii sistemi-5’de HPLC’ye
uygulanmistir. Analiz sonucunda bilesigin retansiyon zamani, standart olarak

kullanilan bilesiklerle kiyaslanmistir.

2.2.3.3. Ultraviyole Spektroskopisi

Izolasyon calismalariyla elde edilen X bilesiginin yap1 tayini i¢in; HPLC-DAD
kullanilarak belirlenen retansiyon zamaninda, maksimum absorbsiyon gdosterdigi

dalga boyundaki UV spektrumundan yararlanilmistir.

2.2.3.4 Infrared Spektroskopisi

Izole edilen X bilesiginin sahip oldugu fonksiyonel gruplarm; IR spektrumunda
verdikleri karakteristik pikler yardimiyla saptanmasi planlanmistir. Bu amagla
bilesigin IR spektrumu, Agilent 4500 DialPath FTIR sisteminde alinmistir. Bilesigin
karbontetrakloriir ile hazirlanan ¢dzeltisi, bir enjektor yardimiyla aletin s1vi numune

ile calismak i¢in hazirlanmis 6zel yiizeyine aktarilmis ve spektrumu alimmastir.
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2.3. Aktivite Testleri

2.3.1. Antioksidan Aktivite

Inula heterolepis bitkisinin antioksidan aktivitesi; DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve

ABTS yontemleri kullanilarak in-vitro olarak test edilmistir.

2.3.1.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Yontemi

Inula heterolepis yaprak, ¢igek ve koklerinden; ekstraksiyon yontemine uygun olarak
hazirlanan her bir metanollii ekstre icin DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi 3
seri halinde uygulanmistir. Bitki ekstrelerinden, ayr1 ayri tam tartim 20 mg alinmus;
balon jojede metanol ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Ekstreler sonikator yardimiyla
coziinerek, 2 mg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltiler elde edilmistir. Stok ¢ozeltiden
hareketle; her bir ekstre icin konsantrasyonlar1 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5

mg/ml ve 0,25 mg/ml olan 5 farkli ¢ozelti elde edilmistir.

Pembe-mor renkli bir bilesik olan DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazin) radikalinden
15 mg tam tartim alinmig; amber renkli bir sisede, 500 ml HPLC safliginda metanol
ile muamele edilmistir. Sonikatér yardimiyla iyice karistirilan DPPH c¢ozeltisi,

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hazirlanan ¢ozeltinin UV spektrofotometresinde 517 nm’de verdigi absorbans; 0,7
ile 0,8 arasinda bir deger alincaya kadar sistem metanol ile dilue edilmistir. DPPH

final ¢ozeltisinin verdigi absorbans degeri A, olarak kaydedilmistir.

Daha sonra her bir ekstre icin; 250 pl 6rnege 2750 pl DPPH final ¢ozeltisi ilave
edilmis; uygun biiyiikliikte bir tiipte hafifce ¢alkanarak karistirilmistir. Reaksiyonun
gerceklesmesi icin; tiipler 10 dakika boyunca karanlikta bekletilmistir. Daha sonra
her bir karigimin, UV spektrofotometresinde 517 nm’de verdigi absorbans degeri

kaydedilmistir.
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Reaksiyon sonucunda, DPPH radikali antioksidandan bir proton alarak renksiz a,o-
difenil-B-pikrilhidrazin molekiiliine doniisiirken; pembe-mor renk agilir. Rengin
siddetindeki azalmaya baghh olarak DPPH radikali % inhibisyon derecesi

belirlenmistir.

DPPH Radikal % inhibisyon= [ ( Ac-A1)/Ao] x 100

AQ: DPPH ¢ozeltisinin reaksiyon oncesi 517 nm’de okunan absorbans degeri

Al: DPPH ¢bzeltisinin reaksiyon sonrasi 517 nm’de okunan absorbans degeri

Ekstrelerin, her bir konsantrasyon derecesi icin; DPPH radikali % inhibisyon
derecesi ve ICsp degeri hesaplanmis; sonuglar referans ¢ozeltiden elde edilen

verilerle kiyaslanarak yorumlanmistir.

Referans bilesik olarak secilen kafeik asitten hazirlanan stok ¢ozeltiden hareketle
0,125 mg/ml, 0,075 mg/ml, 0,025 mg/ml ve 0,01 mg/ml konsantrasyonda c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Cozeltilerin; UV spektrofotometresinde 517 nm’de verdigi absorbans

degeri kullanilarak, % inhibisyon ve ICso degerleri hesaplanmistir.

2.3.1.2. TEAC/ABTS Yontemi

Inula heterolepis yaprak, ¢igek ve koklerinden ekstraksiyon yontemine uygun olarak
hazirlanan her bir metanollii ekstre i¢cin; ABTS yontemi 3 seri halinde uygulanmustir.
Bitki ekstrelerinden, ayr1 ayr1 tam tartim 15 mg alinmis; balon jojede metanol ile 10
ml’ye tamamlanmistir. Ekstreler sonikator yardimiyla c¢oziinerek, 1,5 mg/ml
konsantrasyonda stok c¢ozeltiler elde edilmistir. Stok ¢ozeltiden hareketle; her bir
ekstre i¢in konsantrasyonlar1 1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml ve 0,125

mg/ml olan 5 farkl ¢ozelti elde edilmistir.
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Yontemde 7mM ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonikasit)’nin mavi-
yesil renkli ABTS® radikaline oksitlenebilmesi icin; bilesigin distile sudaki
¢ozeltisine 2,45 mM K,S,0g (potasyum persiilfat) ilave edilmistir. Bu amagla, ABTS
bilesiginden tam tartim 20 mg almmus; 3,67 mg K,S;0s ve 5,55 ml distile su ile
sonikatorde iyice karigtirilmistir. Amber renkli bir sisede muhafaza edilen ¢ozelti;
reaksiyonun gerceklesebilmesi i¢cin karanlikta, oda sicakliginda, 16 saat siireyle

bekletilmistir.

Hazirlanan ¢ozeltinin UV spektrofotometresinde 734 nm’de verdigi absorbans; 0,7
ile 0,8 arasinda bir deger alincaya kadar sistem metanol ile dilue edilmistir. ABTS

final ¢ozeltisinin verdigi absorbans degeri A, olarak kaydedilmistir.

Daha sonra her bir ekstre i¢in, 250 pul 6rnege 2750 ul ABTS final ¢ozeltisi ilave
edilmis; uygun biiyiikliikte bir tiipte hafif¢e calkanarak karistirilmistir. Reaksiyonun
gerceklesmesi icin; tiipler 6 dakika boyunca karanlikta bekletilmistir. Daha sonra her
bir karisimin, UV spektrofotometresinde 734 nm’de verdigi absorbans degeri

kaydedilmistir.

Reaksiyon sonucunda olusan ABTS * radikal katyonunun; antioksidan ile reaksiyona
girmesi sonucu mavi-yesil renk agilir. Rengin siddetindeki azalmaya baglh olarak;

ABTS radikali % inhibisyon derecesi belirlenmistir.

ABTS Radikal % inhibisyon= [ ( Ao-A1)/Ac ] x 100

AQ: ABTS ¢ozeltisinin reaksiyon ncesi 734 nm’de okunan absorbans degeri

Al: ABTS ¢ozeltisinin reaksiyon sonrasi 734 nm’de okunan absorbans degeri
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Ekstrelerin her bir konsantrasyon derecesi i¢in, ABTS radikali % inhibisyon derecesi
ve 1Cso degeri hesaplanmis; sonuglar referans c¢ozeltilerden elde edilen verilerle

kiyaslanarak yorumlanmustir.

Referans bilesik olarak segilen kafeik asit ve trolokstan hareketle stok c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Kafeik asitten hazirlanan stok ¢ozeltiden hareketle; 0,05 mg/ml, 0,1
mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,01 mg/ml ve 0,04 mg/ml konsantrasyonda ¢d6zeltiler
hazirlanmistir. Cozeltilerin, UV spektrofotometresinde 734 nm’de verdigi absorbans

degeri kullanilarak, % inhibisyon ve ICsy degerleri hesaplanmustir.

Trolokstan hazirlanan stok ¢o6zeltiden hareketle; 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,025
mg/ml, 0,0125 mg/ml ve 0,00625 mg/ml konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmigtir.
Cozeltilerin; UV  spektrofotometresinde 734 nm’de verdigi absorbans degeri

kullanilarak, % inhibisyon ve ICso degerleri hesaplanmustir.

2.3.2. Antimikrobiyal Aktivite

I. heterolepis’in yaprak, ¢igek ve koklerinden ekstraksiyon yontemine uygun olarak
hazirlanan metanollii ekstrelerin antimikrobiyal aktivite tayinleri; “Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)” tarafindan tavsiye edilen agar diliisyon
yontemi kullanilarak test edilmistir (CLSI, 2002, CLSI, 2006). Antimikrobiyal
aktivite tayininde; American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD
tarafindan elde edilen bakteri ve mantar suslarindan yararlanilmigtir. Kullanilan
mikroorganizmalar asagida verilmistir.
Antibakteriyel aktivite i¢in;

Gram-pozitif bakteriler

Staphylococcus aureus ATCC 29213,

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Gram-negatif bakteriler

Escherichia coli ATCC 25922,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Antifungal aktivite i¢in;
Candida albicans ATCC 10231,
Candida tropicalis ATCC 13803

Her bir ekstre, standart bakteri ve maya suslarina karsi test edilerek; minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri elde edilmistir. Bakteri suslari, Muller
Hinton Broth (Merck) besiyerinde; mantar suglari ise, RPMI 1640 Broth (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, Germany) besiyerinde iiretilmistir. Standart
inokulum elde etmek i¢in; bakteri ve mantarlarn bulanikli§i Mcfarland 0,5
standardimna gore hazirlanmistir (Hindler, 1992).

Biitiin ekstrelerin ¢ozeltileri DMSO (dimetil stilfoksit) kullanilarak hazirlanmas;
seyreltmeler i¢in distile su kullanilmistir. Bitkinin ¢esitli kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin konsantrasyon dereceleri; 800 pg/mL, 400 pg/mL, 200 pg/mL, 100
pg/mL, 50 ng/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL ve 6,25 ng/mL olarak belirlenmistir.

Flukonazol mantarlar i¢in, Ampisilin, Siproflokzasin ve Amikasin bakteriler igin
standart bilesik olarak kullanilmistir. Bakteri ve mantarlarin (10° CFUs/mL) standart
inokulumlari; steril plastik halka uglu 6ze ile (0,01 ml) agar plaklarina ekilmistir.
Ekim yapilan tiim plaklar; 35 "C’lik etiivde bakteriler i¢in 16-20 saat, mantarlar i¢in
48 saat bekletildikten sonra sonuglar degerlendirilmistir. Bakteri ve mantarlarin
cogalmasini Onleyen en diisiik derisimleri minimum inhibisyon konsantrasyonu

(MIC) olarak belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Inula heterolepis’den Elde Edilen Ekstreler

Inula heterolepis’in yaprak, ¢igek ve koklerinden ekstraksiyon ydntemine uygun
olarak hazirlanan metanollii ekstreler; yiiksek basinglt stvi kromatografisi analizleri,
total fenol miktarmin tayini, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerin tayininde
kullanilmistir. Ayrica ince tabaka kromatografisinde kullanilmak {izere bitkinin
toprakiistii kisimlarindan da metanollii bir ekstre hazirlanmistir. |. heterolepis’in
yaprak, cicek, kok ve toprakiistii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrelerin

miktarlar1 ve yiizde verimleri Cizelge 5’de verilmistir.

Cizelge 5. |. heterolepis’den elde edilen ekstrelerin verimleri ve miktarlar

Bitki Kuru Bitki . o
Kisimlari Miktan (g) Ekstre Miktar1 (g) | Verim(%)
Yaprak S) 0,4146 8,292
I. heterolepis Cigek 5 0,1948 8,466
(MeOH)
Kok 20 0,6795 3,3975
Toprak Ustii S 0,4517 9,034

3.2. Inula heterolepis’in ince Tabaka Kromatografisi ile incelenmesi

Literatiir verilerine gore Inula tiirlerinin fitokimyasal bilesimi genel olarak terpenik
bilesikler ve flavonoitlerden olusmaktadwr. Bu bilgiler 1siginda; tez kapsaminda
calisilan 1. heterolepis bitkisinin ince tabaka kromatografisiyle incelenmesinde,

biyolojik a¢idan etkili olan terpenik bilesikler ve flavonoitler iizerinde durulmustur.
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I. heterolepis’in ¢esitli kisimlarindan ektraksiyon ydontemine uygun olarak hazirlanan
metanollii ekstrelerin terpenik bilesik ve flavonoit igeriklerinin belirlenebilmesi i¢in,

farkli ¢oziicii sistemleri ve revelatorler denenmistir.

Bitkinin toprakiistii kism1 ve koklerinden elde edilen metanollii ekstrelerin tatbik
edildigi plak, etil asetat:glasiyel asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26) ¢dziicii
sisteminde siiriiklenmistir. Plagin, Vanilin/H3PO, revelatoriiyle iyi bir renklenme

gostermedigi belirlenmistir.

Ayn1 ¢oziicli sisteminde siiriiklenen plaklar i¢in, revelator olarak bu kez NP/PEG
4000 kullanilmistir; sonuglar Sekil 4’de goriilmektedir. Olusan aymrimdaki renklerin
belirginlesmesi sonucu ekstrelerin flavonoit i¢eriginin sinirli oldugu belirlenmistir.
Ayrica bitki kok ekstresinin flavonoit igeriginin toprakiistii ekstresine kiyasla daha

zayif oldugu ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 4. Bitkinin toprakiistii ve kok ekstrelerinin, NP/PEG 4000 ile muamelesi sonucunda UV
365nm’de TLC kromatogrami
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Bitkinin toprakiistii kism1 ve koklerinden elde edilen metanollii ekstrelerin tatbik
edildigi plak, hekzan:etil asetat (6:4) ¢oziicii sisteminde de siirliklenmistir; sonuglar
Sekil 5°de goriilmektedir. Plagin, revelator olarak segilen Vanilin/H,SO4 muamele
edilmesi sonucunda; olusan aymrimdaki renklerin belirginlesmesi sonucu, ekstrelerin

terpenik bilesikler agisindan olduk¢a zengin oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5. Bitkinin toprakiistii ve kok ekstrelerinin, Vanilin/H,SO,4 ile muamelesi sonucunda goriiniir

alanda TLC kromatogrami

Ayn1 ¢oziici sisteminde siiriiklenen plaklar i¢in, revelatdr olarak bu kez Anisaldehit/
H,S04 kullanilmis; UV 365 nm’de incelenen analiz sonuglar1 Sekil 6’da verilmistir.
Olusan ayirimdaki renklerin belirginlesmesi sonucu kok ekstresinin terpenik bilesik
iceriginin, toprakiistii ekstresine benzer oldugu ve ekstrelerin terpenik bilesikler

acisindan zengin oldugu sonucuna varilmaistir.
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Sekil 6. Bitkinin toprakiistii ve kok ekstrelerinin, Anisaldehit/H,SO,4 ile muamelesi sonucunda UV

365nm’de ve goriiniir alanda TLC kromatogrami

3.3. Inula heterolepis’deki Bazi Fenolik Bilesiklerin Yiiksek Basin¢ch Sivi

Kromatografisi ile Teshisi

Inula heterolepis’in yaprak, cigcek ve kok ekstreleri ile bitkide bulunmasi muhtemel
fenolik bilesikler ayni kosullarda HPLC’de incelenmistir. Ekstreler ve standart
bilesiklere ait elde edilen retansiyon zamanlar1 ve UV spektrumlar1 kiyaslanmis;

bitkinin fenolik icerik profili ortaya ¢ikarilmistir.

Yapilan kalitatif analizler sonucunda, I. heterolepis’in yaprak, ci¢ek ve koklerinin;
cikorik asit, klorojenik asit, luteolin, kafeik asit, gallik asit, kemferol, kersetin
bilesiklerini icerdigi ortaya konmustur. |. heterolepis’in yaprak, ¢icek ve kok
ekstrelerinin HPLC kromatogramlar1 Sekil 7, Sekil 8 ve Sekil 9°da verilmistir.

Miktar tayini yapilan fenolik bilesiklerin molekiil formiilleri ise Sekil 10°da yer

almaktadir.
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Sekil 7. 1. heterolepis bitkisinin metanol ile hazirlanmig yaprak ekstresinin 330 nm’deki HPLC
kromatograml. Klorojenik asit (1), Kafeik asit (2), Cikorik asit (3), Luteolin (4)
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Sekil 8. I. heterolepis bitkisinin metanol ile hazirlanmis ¢icek ekstresinin 330 nm’deki HPLC
kromatograml. Gallik asit (1), Klorojenik asit (2), Kafeik asit (3), Cikorik asit (4), Luteolin (5), Kersetin (6), Kemferol (7)
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Sekil 9. I. heterolepis bitkisinin metanol ile hazirlanmig kok ekstresinin 270 nm’deki HPLC
kromatogrami. Klorojenik asit (1), Cikorik asit (2)
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Sekil 10. HPLC ile % miktar tayini yapilan fenolik bilesiklerin molekiil formiilleri



I. heterolepis ekstrelerinde, kalitatif olarak analiz edilen bilesiklerin, UV
spektrumlar1 asagida verilmistir.

I
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Sekil 11. I. heterolepis ekstrelerinde bulunan ¢ikorik asitin UV spektrumu
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Sekil 12. 1. heterolepis ekstrelerinde bulunan klorojenik asitin UV spektrumu
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Sekil 13. 1. heterolepis ekstrelerinde bulunan luteolinin UV spektrumu
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Sekil 14. 1. heterolepis ekstrelerinde bulunan kafeik asitin UV spektrumu
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Sekil 15. 1. heterolepis ekstrelerinde bulunan gallik asitin UV spektrumu
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Sekil 16. 1. heterolepis ekstrelerinde bulunan kemferoliin UV spektrumu
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Sekil 17. 1. heterolepis ekstrelerinde bulunan kersetinin UV spektrumu

3.4. Total Fenol Miktar Tayini Bulgulan

I. heterolepis’in yaprak, ¢icek ve koklerinden hazirlanan metanollii ekstrelerin,
fenolik madde igeriklerinin belirlenmesi amaciyla; total fenol miktar tayinleri
yapilmistir. Bitkinin yaprak, ¢igek ve kok ekstreleri kullanilarak hazirlanan
cozeltilerin; UV spektrofotometresinde 765 nm dalga boyunda verdikleri absorbans

degerleri Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6. 1. heterolepis’in ¢esitli kisimlarindan elde edilen ekstrelerden hazirlanan ¢ozeltilerin
absorbans (Abs) degerleri

Ekstre Abs.; Abs., Abs.5 ADbs.on
Yaprak (MeOH) | 0,185 0,183 |0,184 |0,184

Cicek (MeOH) | 0,181 0,181 |0,185 |0,182333

Kok (MeOH) 0,086 0,082 0,092 0,086667
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Analizde referans olarak kullanilan gallik asit stok ¢ozeltisinden hazirlanan 5 farkl
konsantrasyon degeri ve UV spektrofotometresinde 765 nm dalga boyunda verdikleri

absorbans degerleri Cizelge 7°de verilmistir.

Gallik asit ¢ozeltilerinin, UV spektrofotometresinde 765 nm dalga boyunda verdigi
absorbans degerleri; diliisyon derecelerine kiyaslanarak bir kalibrasyon egrisi
olusturulmus ve bu egriden hereketle elde edilen dogru denklemi Sekil 18’de

verilmistir.

Cizelge 7. Gallik asit ¢ozeltilerin absorbans (Abs) ve konsantrasyon (C) degerleri

Cmgimi) Abs.; Abs., ADbs.on
0,05 0,059 0,105 0,082
0,1 0,095 0,135 0,115
0,15 0,156 0,174 0,165
0,25 0,288 0,278 0,283
0,5 0,521 0,541 0,531

0,6

y = 1,020 + 0,020
0,5 pa R?= 0,997

0,3
e

Seri 1

Dogrusal (Seri 1)

Sekil 18. Gallik asite ait kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi
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Ekstre ¢ozeltilerine ait absorbans degerleri; elde edilen dogru denkleminde yerine
yazilarak, mg gallik asit ekivalani (GAE)/g kuru ekstre cinsinden tayin edilen
1. heterolepis’in yaprak, cicek ve koklerinin total fenol miktarlar1 Cizelge 8’de

verilmistir.

Cizelge 8. I heterolepis’in kisimlarindan elde edilen ekstrelerin total fenol miktarlar:

Ekstreler C1 (mgm) Co(mgimi Ca(mgimi) Cort(mg/mi) mgGAE/g
ekstre
Yaprak 0,160822 0,158863 0,159842 0,159842 79,10 +1,13
Cicek 0,156903 0,156903 0,160822 0,15821 79,92 +£0,49
Kok 0,063838 0,059919 0,069716 0,064491 32,25+ 247

3.5. Inula heterolepis’deki Bazi Fenolik Bilesiklerin Yiiksek Basingh Sivi

Kromatografisi ile Miktar Tayini

I. heterolepis’in yaprak, ¢icek ve kok ekstrelerinde kalitatif analizi yapilan; ¢ikorik
asit, klorojenik asit, luteolin, kafeik asit, gallik asit, kemferol, kersetin bilesiklerinin
miktarlar1 tayin edilmistir. Bilesiklerin kantitatif analizinde de; Kkalitatif analizde
kullanilan parametrelerden yararlanilarak en uygun yontem gelistirilmistir. Bilesikler
kolona sahip ters faz-HPLC ile analiz edilmis; polaritelerinin yiiksek olusu nedeniyle
daha iy1 bir aymrim saglayan ¢oziicli sistemi-V tercih edilmistir. Gradient eliisyon
uygulanan mobil faz ¢oziiciilerine daha iyi bir rezoliisyon saglamak i¢in % 0,1
oraninda TFA ilave edilmistir. akis hiz1 1 ml/dk olarak belirlenirken, kolon sicaklig1

analiz boyunca sabit kalacak sekilde 30 'C’ye ayarlanmustir.

Bitkinin yaprak, cicek ve kok ekstrelerindeki; ¢ikorik asit, klorojenik asit, luteolin,
kafeik asit, gallik asit, kemferol, kersetin bilesiklerinin belirlenen % miktarlar

Cizelge 9°da verilmistir.
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Cizelge 9. |. heterolepis’in yaprak, ¢igek ve kok ekstrelerinde saptanan fenolik bilesiklerin %

miktarlar1

Cikorik | Klorojenik | Luteolin | Kafeik | Gallik | Kemferol | Kersetin
Ekstreler asit asit asit asit
Inula heterolepis | 0,044+ | 0,081+ 0,004+ 0,008+ i i i
yaprak 0,0012 | 0,0009 0,0001 0,0001
Inula heterolepis | 0,158+ | 0,131+ 0,022+ 0,012+ | 0,012+ | 0,006+ 0,001+
cicek 0,0012 | 0,0001 0,0003 0,0002 0,0001 | 0,0002 0,001
Inula heterolepis | 0,007+ | 0,007+ i i i i i
kok 0,0001 | 0,0008

3.5.1. Standartlara ait Kalibrasyon Egrileri ve Dogru Denklemleri

Cikorik Asite ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Cikorik asite ait kalibrasyon egrisi Sekil 19°’da; konsantrasyon degerleri ve

pik

alanlarinin ortalamas1 Cizelge 10°da; dogru denklemi, korelasyon katsayisi (Rz),

LOD ve LOQ degerleri ise Cizelge 11°de verilmistir.

7000
y = 53324x - 3,7363

6000 R2=0,9979
5000 /

4000 /
3000
2000

1000 /

o \

0 0,05 0,1 0,15

—o—Seri 1l

Sekil 19. Cikorik asite ait kalibrasyon egrisi
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Cizelge 10. Cikorik asite ait konsantrasyon degerleri ve pik alanlarinin ortalamasi

X Y
(konsantrasyon mg/ml) | (pik alanlar: ortalamasi, n=3)
0,00275 101,5
0,0055 250,4
0,011 560,4
0,055 3124,5
0,11 5769,4

Cizelge 11. Cikorik asite ait dogru denklemi, korelasyon katsayis1 (R%), LOD ve LOQ degerleri

Bilesik Dogru Denklemi R’ LOD (mg/ml) LOQ (mg/ml)
Cikorik asit | y=53324,11x-3,7363 | 0,9979 0,000069 0,000229

Klorojenik Asite ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Klorojenik asite ait kalibrasyon egrisi Sekil 20°de; konsantrasyon degerleri ve pik
alanlarinin ortalamas1 Cizelge 12°de; dogru denklemi, korelasyon katsayisi (Rz),

LOD ve LOQ degerleri Cizelge 13’de verilmistir.

25000
20000 ‘//,/’/ﬁ
15000

,/’////' ——Seri 1
10000

v
A

0 0,2 0,4 0,6

y =38712x + 12,54
R? = 0,999

Sekil 20. Klorojenik asite ait kalibrasyon egrisi
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Cizelge 12. Klorojenik asite ait konsantrasyon degerleri ve pik alanlarmin ortalamasi

Cizelge 13. Klorojenik asite ait dogru denklemi, korelasyon katsayisi (R?), LOD ve LOQ degerleri

X Y
(konsantrasyon mg/ml) | (pik alanlar: ortalamasi, n=3)
0,00515 227,09
0,02575 1150,77
0,0515 1719,19
0,103 4136
0,515 19943,27

Bilesik

Dogru Denklemi R’

LOD (mg/ml)

LOQ (mg/ml)

Klorojenik asit

y=38712x+12,54 | 0,0996

0,000041

0,000135

Luteoline ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Luteoline ait kalibrasyon egrisi Sekil 21°de; konsantrasyon degerleri ve pik

alanlarinin ortalamas1 Cizelge 14°de; dogru denklemi, korelasyon katsayisi (Rz),

LOD ve LOQ degerleri Cizelge 15°de verilmistir.

6000

5000

4000

3000

2000

1000

y = 56554x - 19,18
R>=0,999

—e—Seri 1

0

0,02

0,04 0,06 0,08

01 0,12

Sekil 21. Luteoline ait kalibrasyon egrisi
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Cizelge 14. Luteoline ait konsantrasyon degerleri ve pik alanlar1 ortalamasi

X Y
(konsantrasyon mg/ml) | (pik alanlar: ortalamasi, n=3)
0,0025 128,13
0,005 266,18
0,01 508,74
0,05 2859,72
0.1 5614,05

Cizelge 15. Luteoline ait dogru denklemi, korelasyon katsayist (R?), LOD ve LOQ degerleri

Bilesik | Dogru Denklemi R’ LOD (mg/ml) LOQ (mg/ml)
Luteolin | y=56554x-19,181 | 0,9998 0,000069 0,000229

Kafeik Asite ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Kafeik asite ait kalibrasyon egrisi Sekil 22’de; konsantrasyon degerleri ve pik
alanlarinin ortalamas1 Cizelge 16’da; dogru denklemi, korelasyon katsayisi (Rz),

LOD ve LOQ degerleri Cizelge 17°de verilmistir.

8000
7000 y = 65062x - 91,62
/ R2 = 0,999

6000 /
5000 /
4000 ——Seri 1

3000 / — Dogrusal (Seri 1)
2000
1000 i

0 :( T T
-1000 0,05 0 0;15

Sekil 22. Kafeik asite ait kalibrasyon egrisi
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Cizelge 16. Kafeik asite ait konsantrasyon degerleri ve pik alanlar1 ortalamalar1

X Y
(konsantrasyon mg/ml) (pik alanlar1 ortalamasi, n=3)
0,00106 71
0,0106 571,64
0,0265 1601,91
0,053 3264,61
0,106 68603

Cizelge 17. Kafeik asite ait dogru denklemi, korelasyon katsayisi (R?), LOD ve LOQ degerleri

Bilesik | Dogru Denklemi R’ LOD (mg/ml) LOQ (mg/ml)
Kafeik asit | y=65062x-91,625 | 0,9993 0,000017 0,000057

Gallik Asite ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Gallik ait kalibrasyon egrisi Sekil 23’°de; konsantrasyon degerleri ve pik alanlarinin
ortalamas1 Cizelge 18°de; dogru denklemi, korelasyon katsayisi (RZ), LOD ve LOQ

degerleri Cizelge 19°da verilmistir.

4000 y = 37863 - 85,27
3500 y 4 R = 0,994

3000 /
2500

2000 / ——Seri 1

1500 Dogrusal (Seri 1)

1000 y 4
500

0 ( \ :
-500 n'nl:. 0.1 015

Sekil 23. Gallik asite ait kalibrasyon egrisi
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Cizelge 18. Gallik asite ait konsantrasyon degerleri ve pik alanlar1 ortalamasi

X Y
(konsantrasyon mg/ml) | (pik alanlar: ortalamasi, n=3)

0,00024 6,7

0,001 24,37

0,01 246,73

0,025 828,35

0,05 1633,8

0,1 3800,1

Cizelge 19. Gallik asite ait dogru denklemi, korelasyon katsayisi (R?), LOD ve LOQ degerleri

Bilesik

Dogru Denklemi R’

LOD (mg/ml)

LOQ (mg/ml)

Gallik asit

y=37863x-85,27 | 0,9948

0,000072

0,00024

Kemferole ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Kemferole ait kalibrasyon egrisi Sekil 24°de; konsantrasyon degerleri ve pik

alanlarinin ortalamas1 Cizelge 20°de; dogru denklemi, korelasyon katsayisi (Rz),

LOD ve LOQ degerleri Cizelge 21°de verilmistir.

9000

8000

/

7000
6000

/

y =82392x + 35,62

R?= 0,996

5000

y 4

—o—Seri 1

4000

Dogrusal (Seri 1)

3000

/

2000
1000 7/
0 .

0

0,05 0,1

0,15

Sekil 24. Kemferole ait kalibrasyon egrisi
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Cizelge 20. Kemferole ait konsantrasyon degerleri ve pik alanlar1 ortalamasi

X Y
(konsantrasyon mg/ml) | (pik alanlar: ortalamasi, n=3)

0,0025 184,97

0,005 380,51

0,01 791,68

0,05 4515,25

0,1 8106,32

Cizelge 21. Kemferole ait dogru denklemi, korelasyon katsayisi (R?), LOD ve LOQ degerleri

Bilesik Dogru Denklemi R’ LOD (mg/ml) LOQ (mg/ml)

Kemferol y=82392x+35,628 0,9964 0,000005 0,000015

Kersetine ait Kalibrasyon Egrisi ve Dogru Denklemi

Kersetine ait kalibrasyon egrisi Sekil 25°de; konsantrasyon degerleri ve pik
alanlarinin ortalamas1 Cizelge 22’de; dogru denklemi, korelasyon katsayisi (Rz),

LOD ve LOQ degerleri Cizelge 23’de verilmistir.

25000
y = 49465x - 4,846

20000 / R2=0,999
15000

‘/,/’//, —o—Seri 1
10000

= Dogrusal (Seri 1)

5000

O T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Sekil 25. Kersetine ait kalibrasyon egrisi
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Cizelge 22. Kersetine ait konsantrasyon degerleri ve pik alanlar1 ortalamast

X Y
(konsantrasyon mg/ml) | (pik alanlar: ortalamasi, n=3)

0,000171 5,48

0,01 482,6

0,025 1257,06

0,05 2693,68

0,1 4654,01

0,4 19823,3

Cizelge 23. Kersetine ait dogru denklemi, korelasyon katsayisi (R?), LOD ve LOQ degerleri

Bilesik Dogru denklemi R’ LOD (mg/ml) LOQ (mg/ml)
Kersetin y=49465x-4,8462 | 0,9995 0,000051 0,000171

3.5.2. Standart Bilesiklerin LOQ Konsantrasyonlarindaki Alan Ortalamalan,
Standart Sapma (SD) ve Bagil Yiizde Standart Sapma (% RSD) Degerleri

I. heterolepis’in ekstrelerinin kantitatif analizi yapilirken kullanilan standartlarin
LOQ konsantrasyonlari belirlenmis; bu degerlerde hazirlanan ¢6zeltiler ardarda 9 kez
HPLC’ye enjekte edilmistir. Analiz sonucu elde edilen piklerin alanlarinin
ortalamalari, standart sapma degerleri ve bagil yilizde standart sapma degerleri

Cizelge 24°de verilmistir.
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Cizelge 24. Standartlarin LOQ konsantrasyonuna gore hazirlanan ¢ozeltilerinin pik alanlarmin
ortalamalari, standart sapma degerleri ve bagil ylizde standart sapma degerleri

Cikorik | Klorojenik | Luteolin | Kafeik Gallik Kemferol | Kersetin
asit asit asit asit

(n=9) 1,334444 | 3,598889 | 2,92 3,607778 | 6,703333 | 1,412222 | 5,482222

SD 0,122282 | 0,124844 | 0,039051 | 0,049694 0,051424 | 0,105567

0,112916

% RSD | 9,16348 | 3,468969 | 1,337372 | 1,377399 | 1,684474 | 3,641365 | 1,925629

3.6. Izolasyon ve Yapi Tayini Calismalarina iliskin Bulgular

Preparatif ince tabaka kromatografisi kullanilarak; vanilin/H,SO, reaktifiyle yogun
kirmizi renk veren bant izole edilmistir. Izole edilen maddenin yapismnin
aydinlatilabilmesi  amaciyla; kromatografik ve spektroskopik yOntemlere
basvurulmustur. Preparatif ince tabaka kromatografisiyle izole edilen bilesik
HPLC’ye uygulanmis; saf oldugu belirlenmistir. Bu maddeye X bilesigi adi

verilmistir.

3.6.1. izole edilen X bilesiginin HPLC Kromatogrami, UV ve IR Spektrumlar

I. heterolepis bitkisinin toprakiistii kisimlarinin metanollii ekstresinden preparatif
ince tabaka kromatografisiyle izole edilen X bilesiginin; HPLC kromatogrami Sekil
26°da, UV spektrumu Sekil 27°de, IR spektrumu Sekil 28’de verilmistir.
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3.7. Aktivite Testleri

3.7.1. Antioksidan Aktivite
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3.7.1.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Yontemi

L heterolepis’in yaprak, ¢icek ve koklerinden elde edilen metanollii ekstrelerin;

DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemiyle elde edilen antioksidan aktivitelerine ait

sonuglar Cizelge 25°de verilmistir.

Cizelge 25. 1. heterolepis ekstrelerinin DPPH yontemi ile elde edilen antioksidan aktivite bulgulari

Ekstreler Konsantrasyon % Inhibisyon 1Cs
(mg/ml)

1 73,62205

I. heterolepis yaprak 0,5 44,007 0,615+ 0,021
0,25 26,50919
1 85,52056

. 0,547+ 0,024
I. heterolepis ¢icek 0,5 45,71304
0,25 27,16535
1 32,97635

I. heterolepis kok 0,5 23,1593 18530015

0,25 15,5734

Referans bilesik olarak seg¢ilen kafeik asite ait bulgular Cizelge 26’da verilmistir.

Kafeik asit i¢in ICsg degeri 0,052 mg/ml bulunmustur.

Cizelge 26. Kafeik asit i¢in konsantrasyon ve % inhibisyon degerleri

Konsantrasyon (mg/ml) % Inhibisyon 1Csp
0,125 91,98056
0,075 65,65411 0,051591+ 0,00016
0,025 39,12515
0,01 20,25111
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3.7.1.2. TEAC/ABTS Yontemi

1. heterolepis’in yaprak, cicek ve koklerinden elde edilen metanollii ekstrelerin

TEAC/ABTS radikal siipiliriicii aktivite yOntemiyle elde edilen antioksidan

aktivitelerine ait sonuglar Cizelge 27°de verilmistir.

Cizelge 27. 1. heterolepis ekstrelerinin TEAC/ABTS yontemi ile elde edilen antioksidan aktivite

bulgulari
Ekstreler Konsantrasyon % Inhibisyon ICso
(mg/ml)
0,5 74,6988
I. heterolepis yaprak 0,25 46,06426 0,294+ 0,007
0,125 28,31325
0,5 87,89981
I. heterolepis cicek 0,25 53,52601 0,237+ 0,010
0,125 32,44701
1 82,98654
I. heterolepis kok 0,5 48,47001 0,521+ 0,022
0,25 31,45655

Referans bilesik olarak segilen kafeik asit ve troloks’a ait bulgular Cizelge 28’de

verilmistir. Kafeik asit i¢in ICsp degeri 0,031 mg/ml iken; troloks i¢in 0,027 mg/ml

bulunmustur.

izelge 28. Kafeik asit ve Troloks i¢in konsantrasyon ve % inhibisyon degerleri
g Y Y g

Konsantrasyon (mg/ml) % Inhibisyon ICso

0,05 73,86122

Kafeik asit 0,02 38,48446 0,030578+ 0,00087
0,01 22,86079
0,05 86,03661
0,025 47,63729

Troloks 0,0125 27 07535 0,027064 0,00098
0,00625 16,04938




3.7.2. Antimikrobiyal Aktivite
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L. heterolepis’in yaprak, ¢igek ve koklerinden elde edilen metanollii ekstrelerin test

edilen Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler ve mayalara karsi sergiledikleri

antimikrobiyal aktivite ve elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC)

degerleri Cizelge 29°da verilmistir.

Cizelge 29. |. heterolepis ekstrelerinin ve standart bilesiklerin MIC degerleri (pg/ml)

S.aureus | E.faecalis | E.coli | P.aeruginosa | C.albicans | C. tropicalis

I. heterolepis Yaprak 100 100 100 200 50 50

I. heterolepis Cicek 200 200 100 200 50 50

I. heterolepis Kok 400 400 800 800 400 400
Ampisilin 0,39 078 | 312 - : :
Siprofloksazin ) ) ; 312 - -
Flukanazol ) - - - 1,25 1,25
Amikasin

0,78
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TARTISMA

Geleneksel kullanimi ¢ok eski tarihlere dayanan Inula tiirleri, basta Akdeniz tilkeleri
olmak tizere Diinya’nin birgok yerinde genis bir dagilim gostermektedir. Geleneksel
tip sistemleri ve farmakopelerde de yer aldigi belirlenen tiirlerin sahip olduklari
antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antikanser, hepatoprotektif, sitotoksik
ve benzeri etkiler sebebiyle halk arasinda; hepatit, alerji, tiimor, iilser, tiiberkiiloz,
Oksiiriik, sogukalginligi, diyabet gibi ¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde siklikla
kullanildiklar1 bilinmektedir. Yapilan farmakolojik ¢caligmalar da; tiirlerin geleneksel
kullanimmi destekler nitelikte olup; arastiricilarm Inula tiirlerine olan ilgisi giin
gectikge artmaktadir. Asteraceae familyasinda yer alan Inula cinsi iilkemizde 8’i

endemik olmak tizere 34 takson ile temsil edilmektedir.

Tez konusunu olusturan Inula heterolepis iizerinde yurti¢inde ve yurtdisinda yapilan
calisma sayis1 oldukcga azdir. Bitki lizerinde yapilan kisitli galismalarla; halk arasinda
bas agrisi, hemoroit, kisirlik tedavisinde ve istah agici olarak kullanildigi, toprakiistii
kisimlarinda yer alan terpenik bilesiklerin germakronolit ve ©6desmanolit tip
seskiterpen laktonlar oldugu ve sulu ekstresinin farelerde alkolik hepatik hasara kars1
kayda deger bir etki gosterdigi ortaya konmustur (Bohlmann ve ark., 1982; Baytop,
1999; Sayg ve ark., 2003; Altundag ve Oztiirk., 2011; Polat ve Satil, 2012).

Bu tez kapsaminda; basta |. heterolepis olmak tizere Inula tiirlerine iliskin son yillara
ait calismalar {lizerinde durulmus; bu amagcla bitkinin botanik 6zelliklerinin yan1 sira
tiirlerin kullanilislar,, fitokimyasal igerikleri ve biyolojik etkilerine dair literatiir
verileri kapsamli bir sekilde derlenmistir. Daha sonra, i¢ Anadolu bolgesinden
toplanan 1. heterolepis’in yaprak, cicek ve koklerinden hazirlanan metanollii
ekstrelerin kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmis; izole edilen bir bilesigin de yap1
aydinlatma caligmalarina gidilmistir. Bitkinin antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri in-vitro yontemler kullanilarak arastirilmugtir. Tirkiye’de ozellikle
Akdeniz bolgesinde dogal olarak yetisen bu bitki tirli {izerinde yaptigimiz

fitokimyasal icerik ve biyolojik etki ¢aligmalarinin orjinallik teskil ettigi agiktir.
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I. heterolepis’in toprakiistii kismi1 ve koklerinden hazirlanan metanollii ekstreler ince
tabaka kromatografisi ile Kkalitatif olarak analiz edilmistir. Analiz sonuglari
bitkimizin basta monoterpenler, seskiterpenler olmak iizere terpenik bilesikler ve

flavonoitleri i¢erdigini ortaya koymustur.

Bitkiden elde edilen ekstrelerin, modifiye Folin-Ciocalteu yontemiyle saptanan total
fenol miktarlarna g6z atildiginda; bitkinin toprakiistii kisimlarinin total fenol
iceriginin koklerine kiyasla c¢ok daha yiiksek oranda oldugu belirlenmistir.
Toprakiistii kisimlara ait ekstrelerde ise; yaprak ve cicek ekstrelerinin total fenol
igeriginin birbirine ¢ok yakin oldugu ortaya ¢ikmustir. Sonuglar; Tirkiye kaynakli
bazi Inula tiirlerinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen metanollii ekstrelerle ayni
modifiye yontem kullanilarak saptanan sonuglarla kiyaslanmistir. Sonuglar Cizelge

30°da verilmistir.

Cizelge 30. Tiirkiye Kaynakli Bazi Inula Tiirlerinin Total Fenol Miktarlar

Tiir Ad1 Incelenen Kisimlar Total Fenol Icerigi
(Metanollii Ekstre) (mgGAE/g ekstre)
Yaprak 79,92 + 0,49
I heterolepis Cigek 79,10 + 1,13
Kok 32,25 + 2,47
; Toprakiistii 176,9 £ 7,8
I. viscosa .
Kok 177,1 £3.,6
T kiistli +
I. montbretiana oprakus 119,4+74
Kok 190,9 + 6,1
: Toprakiistii n
I. helenium subsp. turc. ?pra stu 189,6 +£3,9
Kok 21,1+0,8

I. heterolepis’in total fenol igeriginin; I. viscosa, I. montbretiana, 1. helenium subsp.
turcoracemosa’dan daha diisiik miktarda oldugu kaydedilmistir. Bu duruma;
I. helenium subsp. turcoracemosa kok ekstresinin total fenol igeriginin, I. heterolepis

kok ekstresinden diisiik olusu istisnai bir durum olusturmaktadir (Gokbulut ve ark.,

2013).
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Inula tiirlerine ait literatiir verileri dogrultusunda, bitkide bulunmasi muhtemel 30’a
yakin standart bilesik belirlenmis; bitki yaprak, cicek ve kok ekstreleri gelistirilen
yontemle HPLC’ye uygulanmstir. Ekstre ve standartlarla ayn1 giin ard arda yapilan
kalitatif analizler sonucunda, retansiyon zamanlar1 ve UV spektrumlari kiyaslanmus;
bitkinin c¢ikorik asit, klorojenik asit, luteolin, kafeik asit, gallik asit, kemferol,
kersetin bilesiklerini tasidigi ortaya konmustur. Onceki c¢alismalarda Tiirkiye
kaynakli Inula tiirlerinde rastlanan apigenin, ferulik asit ve rutin’e |. heterolepis’in

cesitli kisimlarindan elde edilen ekstrelerde rastlanmamuistir.

En kisa siirede en iyi aywrimi yapmak amaciyla tarafimizdan gelistirilen ters faz-
HPLC yontemi ile s6z konusu bilesiklerin yaprak, ¢icek ve kok ekstrelerindeki
miktarlar1 tayin edilmistir. 1. heterolepis’de yer alan fenolik bilesiklerin yaprak ve
cicek ekstrelerindeki oranlarmnin, kok ekstresine kiyasla daha yiliksek olusu; total
fenol miktar tayini sonuglariyla paralellik gostermektedir. Elde edilen sonuglara
gore; bitkinin tiim kisimlarinda c¢ikorik asit ve klorojenik asit yer almaktadir.
Luteolin ve kafeik asite yaprak ve cicek ekstrelerinde; gallik asit, kemferol ve
kersetine ise sadece cicek ekstrelerinde rastlanmistir. Bitkinin ¢esitli kisimlarinda
diger bilesiklere kiyasla en yiiksek oranda bulunan ¢ikorik asit, Inula tiirlerinde ilk
kez rapor edilmistir. Cikorik asite dair literatiir verileri incelendiginde; aralarinda
Inula tiirlerinin de yer aldigi birkag cins diginda, tiim Asteraceae familyasi

bitkilerinde yer aldig1 belirlenmistir (Lee ve ark., 2013).

Ince tabaka kromatogramlarinda vanilin/H,SO; ile yogun kirmizi bant veren bilesigin
izolasyonu i¢in preparatif ince tabaka kromatografisi kullanilmig; HPLC, UV ve IR
gibi kromatografik ve spektroskopik yontemler kullanilarak da yapisi arastirilmistir.
Saf oldugu belirlenen, C-C, C=0, C-H baglar1 tasidig1 saptanan beyaz, yagimsi
formda X bilesiginin yap1 aydinlatmasi i¢in yapilan ¢alismalar, bu tezle sinirla

kalmayip devam edecektir.

I. heterolepis yaprak, c¢icek ve koklerinden hazirlanan metanollii ekstrelerin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde; son yillara ait calismalarda siklikla

bagvurulan DPPH radikal siipiiriicli aktivite ve ABTS testlerinden yararlanilmistir.
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DPPH radikal siipiiriicti aktivite yontemiyle elde edilen sonuglar; bitkinin toprakiistii
kisimlarmin koklerine kiyasla ¢cok daha fazla olmak iizere, kuvvetli antioksidan
aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Toprak istii kisimlara ait sonuglarla da, ¢icek
ekstresinin, yaprak ekstresine kiyasla daha diisiik ICsp degerine sahip oldugu
belirlenmistir. TEAC/ABTS yontemi sonuglari ile; bitkinin ¢esitli kisimlarindan elde
edilen ekstrelerin sahip olduklar1 antioksidan aktivite bakimindan, ICsy degerleri
kiigiikten bliylige olacak sekilde; cicek ekstresi, yaprak ekstresi ve kok ekstresi
olarak siralandig1 saptanmustir. Bitkinin toprakiistii kisimlarindan elde edilen
ekstrelerin daha diisiik 1Cso degerleriyle, kok ekstresine kiyasla yiiksek oranda
antioksidan aktivite gdstermesinin, sahip oldugu total fenol iceriginin miktariyla

uyum gosterdigi gdze ¢arpmaktadir.

Bitkinin c¢esitli kisimlarmin sahip oldugu antioksidan aktivite degerleri; onceden
arastirilan Tiirkiye kaynakli I. viscosa, |. montbretiana ve 1. helenium subsp.
turcoracemosa’nin ¢esitli kisimlarindan elde edilen metanollii ekstrelere ait verilerle

kiyaslanmistir (Gokbulut ve ark., 2013). Sonuglar Cizelge 31°de yer almaktadir.

Cizelge 31. Tirkiye Kaynakli Bazi Inula Tiirlerinin DPPH ve ABTS yontemleri ile saptanan ICsg

degerleri
Tiirler Incelenen Kisimlar DPPH ABTS
(Metanollii Ekstre) 1Cso (Mmg/ml) 1Cs0 (mg/mil)
Yaprak 0,615+ 0,021 0,294+ 0,007
I. heterolepis Cicek 0,547 + 0,024 0,237+ 0,010
Kok 1,853 +£0,015 0,521+ 0,022
_ Yaprak 0,42 £0,02 0,50 £ 0,09
I. viscosa Cigek 0,36 + 0,04 0,47 £ 0,07
Kok 0,40 + 0,08 0,50 + 0,01
Yaprak 0,50 £ 0,02 0,95 +£0,11
I. montbretiana Cicek 0,40 +0,01 0,80 + 0,05
Kok 0,23 +£0,03 0,62 +0,08
Yaprak 0,23 £0,03 0,39 £ 0,06
I. helenium ssp. turc. Cigek 0,14+ 0,06 0,15 + 0,04
Kok 2,98 £0,08 1,52 +£0,08
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I. heterolepis ve diger tiirlerin yaprak ve cicek ekstrelerinin ICso degerleri
kiyaslandiginda; 1. heterolepis yaprak ve ¢igek ekstresinin olduk¢a kuvvetli
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya ¢cikmaktadir. Kok ekstresinin antioksidan
aktivitesinin ise; bazi tiirlere ait kok ekstrelerine yakin olmakla birlikte, genel olarak

incelenen diger tiirlerden daha zayif bir etki gostedigi saptanmistir

I. heterolepis ekstrelerinin, incelenen mikroorganizmalara karst sergiledigi
antimikrobiyal aktivite; agar dilisyon yontemi kullanilarak in-vitro olarak
degerlendirilmistir. Bitkinin yaprak ekstresinin S. aureus, E. faecalis, E. coli
tizerinde, ¢icek ekstresinin ise E. coli lizerinde dikkati ¢ekecek antibakteriyal etkiye
sahip oldugu; bu iki ekstrenin test edilen C. albicans ve C. tropicalis’e kars1 da ¢ok
giiclii antifungal etki gosterdikleri goze garpmaktadir. I. heterolepis’in kok ekstresi
ise, yaprak ve c¢icek ekstresine kiyasla daha zayif etkilidir. Bitkinin c¢esitli
kisimlarmin sahip oldugu antimikrobiyal aktivite degerleri; 1. viscosa, |I.
montbretiana ve I. helenium c¢esitli kisimlarindan elde edilen metanollii ekstreler ile

kiyaslanmistir (Gokbulut ve ark., 2013). Sonuglar Cizelge 32°de yer almaktadir.

Cizelge 32. Tiirkiye Kaynakli Bazi Inula Tiirlerine Ait Ekstrelerin MIC Degerleri

S Bitkinin | S. E. | E. P. C. c.
Kisimlan | aureus | faecalis | coli aeruglnos albicans | tropicalis
vaprak | 100 | 100 |100 | 200 50 50
Inula heterolepis Cicek 200 200 | 100 200 50 50
Kok | 400 | 400 |800| 800 400 400
vaprak | 200 | 200 | 400 | 400 200 200
Inula viscosa Cicek 200 200 | 800 400 200 200
Kik 50 50 |100| 200 100 50
vaprak | 100 | 200 |400| 400 200 100
Inula montbretiana Cicek 100 50 200 200 100 50
Kok | 100 | 100 |400 | 400 200 100
Yaprak | 100 | 200 |400| 400 200 100
t'S;JC'a heleniumssp. | .. . | 200 | 400 |800| 800 400 200
Kok 100 100 200 400 100 50
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Tablo incelendiginde; I. heterolepis’in yaprak ekstresinin Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakterilere kars1 diger ti¢ tiire kiyasla ¢ok daha etkili oldugu; ¢icek ekstresinin
I. viscosa ve I. helenium subsp. turcoracemosa’dan daha giiglii antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu anlasilmaktadir. Bitkinin kok ekstresi ise; kiyaslanan tiirlerden daha
zayif etkilidir. 1. heterolepis yaprak ve c¢icek ekstresinin C. albicans ve C.
tropicalis’e gosterdikleri antifungal etkileri kiyaslanan tiirlerden ¢ok daha giigliidiir.

Kok ekstresinin antifungal etkisi ise; diger tiirlere oranla daha zayiftir.
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SONUC ve ONERILER

Inula tiirleri, Tiirkiye’de ve Diinya’nin bir¢ok yerinde dogal olarak yetisen ve ¢ok
uzun yillardan beri halk hekimliginde, cesitli hastaliklarin tedavisinde basvurulan
bitkilerden olugmaktadir. Son yillarda yapilan farmakolojik g¢aligmalar; tiirlerin
geleneksel tip sistemlerinde kullaniliglarini destekler niteliktedir. Fakat hala tizerinde
caligtimamis birgcok Inula tiirii bulunmaktadir. 7. heterolepis’in tez konusu olarak
secilmesinin Oncelikli nedeni, halk arasinda infiizyon halinde istah agici olarak, bas
agrisi, hemoroit ve kisirliga karsi kullanilan bitkinin iizerinde yapilan ¢alismalarin

kisitlt olusudur.

Deney c¢aligmalar1 kapsaminda; oncelikle I. heterolepis’in toprakiistii kisimlar1 ve
koklerinden hazirlanan metanollii ekstreler ince tabaka kromatografisine
uygulanmistir. Sonuglar; bitkinin fenolik bilesikleri icerdigi, terpenler yoniinden ise
zengin oldugu yoniindedir. I. heterolepis’in yaprak, ¢igek ve koklerinden hazirlanan
metanollii ekstrelerin ters faz-HPLC ile yapilan kalitatif ve kantitatif analizleri ile
bitkinin ¢ikorik asit, klorojenik asit, luteolin, kafeik asit, gallik asit, kemferol,
kersetin bilesiklerini igerdigi saptanmis ve Dbilesiklerin yiizde miktarlar1

belirlenmistir.

Tiim sonuglar; yaprak ve ¢icek ekstrelerinin, kok ekstresine kiyasla fenolik bilesikler
acisindan daha zengin oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica ekstrelerin total fenol
miktarlar1 ve bitkinin gesitli kisimlarindaki dagilimlar1t HPLC analizi ile elde edilen

sonugclarla paralellik gostermektedir.

Bitkinin toprakiistii ekstresinden preparatif ince tabaka kromatografisiyle izole edilen
bilesigin saf oldugu HPLC sonuglariyla kanitlanmis, UV ve IR gibi spektroskopik
yontemlerle yap1 aydmnlatma c¢aligmalarmma gidilmistir. Elde edilen sonuglar bitkide
bulunan ve bulunmasi muhtemel bilesiklere ait literatiirlerle kiyaslanmistir; ileri
spektroskopik teknikler kullanilarak yap1 aydinlatma ¢alismalarna devam

edilecektir.
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Antioksidan aktivite ¢aligmalar1 kapsaminda, bitki kisimlarmin metanollii ekstreleri
DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve ABTS testi ile incelenmis; referans bilesik olarak
kafeik asit ve troloks tercih edilmistir. Sonuglar, Tirkiye kaynakli bazi Inula
tiirlerinden elde edilen ekstrelere ait verilerle kiyaslanmuig; bitkinin yaprak ve ¢icek
ekstrelerinin olduk¢a kuvvetli antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir. Ayrica
kok ekstresinin digerlerine kiyasla diisiik antioksidan aktiviteye sahip olusu, icerdigi

fenolik bilesiklerin bitkideki dagilimi ile uyum igerisindedir.

Antimikrobiyal aktivite calismalar1 kapsaminda; bitki kisimlarinin  metanollii
ekstreleri agar diliisyon yontemi ile in-vitro olarak test edilmistir. Sonuclar, referans
bilesik olarak secilen ampisilin, siprofloksazin, flukonazol ve amikasin ile ayr1 ayri
kiyaslanmistir. Bitki kisimlarinin, test edilen mikroorganizmalara karsi giiclii
antimikrobiyal aktivite sergiledigi; 6zellikle yaprak ekstresinin etkisinin test edilen
mikroorganizmalara karsi ¢igcek ve kok ekstrelerine kiyasla dikkati ¢ekecek Olglide
kuvvetli oldugu belirlenmistir. Bitkinin yaprak ve c¢igek ekstrelerinin; incelenen

Candida tiirlerine kars1 da ¢ok giiglii antifungal aktivite gosterdigi saptanmuistir.

I. heterolepis tizerinde yurti¢i ve yurtdisinda yapilan ¢alismalarm birkag tane ile
kisith kaldigi, gerceklestirilen kapsamli literatiir taramasiyla belirlenmistir. Bitkinin
halk arasinda genis bir kullanim alanina sahip olusu; yeni g¢alismalara Onciiliik

edebilmesi acisindan olduk¢a 6nemlidir.

I. heterolepis {izerinde yapilan fitokimyasal ve aktivite ¢calismalariyla elde edilen
carpict sonuclar, halk arasinda kullanimiyla paralellik gostermektedir. Ayrica
arastrmacilarin Inula tiirleri tizerinde giin gectikce artan ilgisinin haklihgmi da bir
kez daha ortaya koymaktadir. Bitki {izerinde fitokimyasal ve biyolojik etki
calismalar1 devam etmekte olup; sahip oldugu potansiyelin hem bilimsel hem de

ekonomik anlamda degerlendirilmesini saglayacaktir.
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OZET

Inula heterolepis Boiss. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Asteraceae familyasinda yer alan Inula cinsi, Tirkiye’de 8’1 endemik 34 takson ile temsil
edilmekte olup; Avrupa, Asya ve Afrika’da genis bir alanda dagilim gostermektedir. Tez
konusunu olusturan I. heterolepis, Dogu Akdeniz iilkelerinde yetisen ¢ok yillik bir bitkidir I.
heterolepis’in, Anadolu’da halk arasinda inflizyon halinde istah agici olarak, bas agrisi,
hemoroit ve kisirlik tedavisinde kullanildig: bildirilmistir. Literatiir verileri incelendiginde;
tiire iligkin fitokimyasal ve biyolojik etki ¢alismalarinin yetersiz oldugu goriilmektedir. Bu
tez caligmas1 kapsaminda; |. heterolepis kalitatif ve kantitatif analizlerle incelenmistir.
Ayrica antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler acisindan etkinligi in-vitro testlerle
degerlendirilmistir.

Oncelikle, 1. heterolepis’in toprakiistii kisimlar1 ve koklerinden hazirlanan metanollii
ekstreler ince tabaka kromatografisine uygulanmis; ekstrelerin aktif bilesiklerinin terpenler
ve fenolik bilesikler oldugu saptanmistir. Bitki ekstrelerinin total fenol miktar1 modifiye
Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmistir. Bitkinin toprakiistii kisimlarimin total fenol
miktarmin koklerine kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. 1. heterolepis’in toprakiistii
kisimlarindan preparatif TLC ile terpenik oldugu diisiiniilen bir bilesik izole edilmistir.

Bitkinin yaprak, ¢i¢ek ve koklerinden hazirlanan metanollii ekstreler, ters faz HPLC
kullanilarak kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmistir. Ekstrelerde; ¢ikorik asit, klorojenik
asit, luteolin, kafeik asit, gallik asit, kemferol, kersetin bilesikleri saptanmis ve % miktarlari
belirlenmistir. Yaprak ve ¢igek ekstrelerinin fenolik bilesiklerce koklerden daha zengin
oldugu tespit edilmistir. Sonuglar bitkinin total fenol miktari ile paralellik gdstermistir.

Bitkinin ¢esitli kisimlarinin antioksidan potansiyeli, DPPH radikal siipiiriicii ve ABTS 6l¢iim
yontemleriyle degerlendirilmistir. Yaprak ve cicek ekstrelerinin giiclii antioksidan aktivite
sergiledigi bulunmustur.

Bitki kisimlariin metanollii ekstrelerinin antimikrobiyal kapasitesi; Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans ve
Candida tropicalis’e kars1 agar diliisyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.

Bitkinin yaprak ekstresinin antimikrobiyal aktivitesinin, incelenen bakterilere karsi diger
ekstrelerden ¢ok daha giiclii oldugu bulunmustur. Yaprak ve ¢icek ekstreleri incelenen maya
tiirlerine kars1 belirgin bir antifungal aktivite sergilemistir.

Anahtar Sozciikler: Inula heterolepis Boiss., HPLC-DAD, fenolik bilesikler, antioksidan
aktivite, antimikrobiyal aktivite.
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SUMMARY

Pharmacognostical investigations on Inula heterolepis Boiss.

Inula genus that belongs to Asteraceae family is represented by 34 taxa in Turkey, and 8 of
them are endemic. The plants of the genus Inula (Asteraceae) are widely distributed
throughout Europe, Africa and Asia. Thesis subject, Inula heterolepis Boiss. is a perennial
herb that ranges in East Mediterranian countries. It has been reported that I.heterolepis is
used for appetizing and treatment of headache, hemorrhoid and infertility. With the current
literature, it is seen that there is no sufficient phytochemical and biological activity studies.
Within this thesis study; the active compounds of I.heterolepis Boiss was investigated by
gualitative and quantitative analyses. Additionally, antioxidant and antimicrobial activities
were evaluated by in vitro tests.

First of all, the methanolic extracts of the aerial parts and roots of Inula heterolepis were
applied to TLC and the active compounds of the extracts were found to be as terpenes and
phenolics. The total phenolic content of the plant extracts was determined by a modified
Folin-Ciocalteu method. The aerial parts of the plant was seemed to contains higher amount
of total phenolics compared to roots. An unknown compound, which is suspected to be a
terpene, was isolated via preparative TLC from the aerial parts of Inula heterolepis.

The methanol extracts of flowers, leaves and roots of the plant were analyzed qualitatively
and quantitatively by reverse phase HPLC. Chicoric acid, chlorogenic acid, luteolin, caffeic
acid, gallic acid, kaempferol and quercetin were identified and quantified in the extracts. The
leaf and flower extracts are richer in phenolics than the root extract. The results was seem to
correlate with total phenolic content of the plant.

Antioxidant potential of different parts of the plant were evaluated by DPPH radical
scavenging and ABTS assays. Leaf and flower extracts exhibited significant antioxidant
activity.

Antimicrobial capacity of methanol extracts of the plant parts was evaluated using the agar
dilution method against Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and Candida tropicalis. The leaf extract of the
plant was found to be more active against bacteria than other extracts. The leaf and flower
extracts exhibited significant antifungal activity against yeast species investigated.

Key Words: Inula heterolepis Boiss., HPLC-DAD, phenolic compounds, antioxidant
activity, antimicrobial activity.
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