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OZET

Boga, M. (2012). Cirsium leucopsis ve Cirsium sipyleum Bitkilerinden Sekonder
Metabolitlerin ~ Saflastirilmasi, Antioksidan ve Antikolinesteraz = Aktivitelerinin
Belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim
Dal1, Doktora Tezi. Istanbul.

Bu tez ¢alismasinda, Cirsium leucopsis DC. ve C. sipyleum O. Schwarz
bitkilerinin toprak {iistii kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin toplam fenolik ve toplam
flavonoit igerikleri sirasiyla pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi. Her iki
bitkinin petrol eteri ekstrelerinden elde edilen apolar fraksiyonlar GC/MS kullanilarak
analiz edildi. C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinden kromatografik yontemler
kullanilarak iki triterpenoit (taraksasterol, taraksasterol asetat), iki lignan (cis-
epoksikoniferil alkol, syringin), iki neolignan (balanophonin, 1'-O-metilbalanophonin),
iki fenolik bilesik (p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit), iki flavonoit glikozit
(kampferol-3-O-B-D-glikopiranozit, kampferol-3-O-o-L-ramnopiranozit), bir flavon
(apigenin), bir steroit (f-sitosterol) ve bir steroit glikozit (B-sitosterol-3-O-B-D-
glikopiranozit) elde edildi. Yapt tayininde spektroskopik yontemler kullanildi.
Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde B-karoten renk agilim, DPPH serbest radikali,
ABTS katyon radikali ve siiperoksit anyon radikali giderim ve CUPRAC yontemleri,
antikolinesteraz aktivitenin tayininde Ellman yontemi kullanildu.

Bu tez calismasinda, C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin fitokimyasal,
antioksidan ve antikolinesteraz aktivite ¢aligmalari ilk kez yapildi. cis-epoksikoniferil
alkol, balanophonin ve 1'-O-metilbalanophonin (aym1 zamanda Asteraceae
familyasindan da) Cirsium tiirlerinden ilk kez elde edildi. C. leucopsis bitkisinin aseton
ekstresi B-karoten renk agilim yOnteminde 100 pg/mL’ de %80 inhibisyon gosterdi.
Balanophonin, vanilik asit ve kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit kuvvetli antioksidan
aktivite gosterdi. Test edilen tiim ekstrelerin ve saflastirilan maddelerin asetil- ve
butiril-kolinesteraz enzimlerine karsi aktif olmadiklar1 bulundu, taraksasterol’ i{in orta
diizeyde antikolinesteraz etkiye sahip oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler : Asteraceae, Cirsium leucopsis, Cirsium sipyleum, antioksidan,
antikolinesteraz

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 4802
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ABSTRACT

Boga, M. (2012). Structure Elucidation and Determination of Antioxidant and
Anticholinesterase Activities of the Isolated Secondary Metabolites from Cirsium
leucopsis and Cirsium sipyleum. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Analytical Chemistry, Ph.D. Thesis. Istanbul.

In this thesis, total phenolic and total flavonoid contents of the extracts from the
aerial parts of Cirsium leucopsis DC. and C. sipyleum O. Schwarz were determined as
pyrocatechol and quercetin equivalents, respectively. The non-polar fractions of the
petroleum ether extracts from these two plants were analysed using GC/MS. Two
triterpenoids (taraxasterol, taraxasterol acetate), two lignans (cis-epoxyconiferyl
alcohol, syringin), two neolignans (balanophonin, 1'-O-methylbalanophonin), two
phenolic acids (p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid), two flavonoid glycosides
(kaempferol-3-O-B-D-glycopyranoside, kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranoside), a
flavone (apigenin), a steroid (B-sitosterol) and a steroid glycoside (B-sitosterol-3-O-p-D-
glycopyranoside) were isolated using chromatographic methods from C. leucopsis and
C. sipyleum. Structure elucidation of the isolates was determined using spectroscopic
methods. The antioxidant activity was carried out by using -carotene bleaching, DPPH
free radical, ABTS cation radical and superoxide anion radical scavenging activity,
CUPRAC methods, and the anticholinesterase activity by the Ellman assay, in vitro.

In this thesis, the phytochemical investigation of C. leucopsis and C. sipyleum
with their antioxidant and anticholinesterase activities were determined for the first
time. cis-Epoxyconiferyl alcohol, balanophonin and 1'-O-methylbalanophonin (also
from Asteraceae family) were isolated for the first time from Cirsium species. Among
the obtained extracts, acetone extract of C. leucopsis exhibited highest activity with
80% inhibition at 100 pg/mL in B-carotene bleaching method. Balanophonin, vanillic
acid and kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranoside showed strong antioxidant activity.
Almost none of the tested extracts and isolated compounds have been found to be active
against acetyl- and butyryl-cholinesterase enzymes, while taraxasterol possessed
moderate anticholinesterase activity.

Key Words: Asteraceae, Cirsium leucopsis, Cirsium sipyleum, antioxidant,
anticholinesterase

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Yasam i¢in gerekli olan oksijen aynm1 zamanda toksik etkiye de sahiptir. Bu
toksisite oksijenin olusturdugu reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanmaktadir. Reaktif
oksijen tiirlerinin ¢esitli hastaliklarin gelismesinde 6nemli rolii oldugunu ortaya koyan
pek c¢ok calisma vardir. Reaktif oksijen tiirleri lipitlerin, proteinlerin ve DNA’nin
hasarina yol acar. DNA’nin hasar1 da kanser riskini arttirmaktadir. Reaktif oksijen

tiirleri 6zellikle kanserin ilerleme asamasinda rol oynar (Hsu ve ark. 2005).

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerini azaltirlar veya ortadan
kaldirirlar. Canlilarda, reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi zararlar1 ortadan
kaldirmak icin ¢esitli antioksidan savunma mekanizmalart mevcuttur. Bu
mekanizmalarin  savunmada yetersiz kalmasi sonucunda ortaya c¢ikabilecek
hastaliklardan korunmak i¢in antioksidan etkiye sahip meyve, sebze ve sifali bitkilerin
tilkketilmesinin insan saglhigi acisindan faydali oldugunu gosteren ¢ok sayida arastirma

vardir (Hsu ve ark. 2005, Salvatore ve ark. 2005).

Islenmis gidalarin bozunmasini onledigi ve raf émriinii uzattig icin sentetik
antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturduklari yan iirlinlerin basta kanser olmak iizere g¢esitli
hastaliklara neden olduklar1 belirlenmistir (Ito ve ark. 1983, 1990, Namiki 1990,
Pokorny 1991). Son yillarda islenmis gidalarda koruyucu olarak kullanilmak iizere

dogal kaynakli antioksidanlarin bulunmasi amaci ile yapilan aragtirmalar artmistir.

Bu doktora tez ¢alismasinda daha Once calisiimamis ve endemik olan Cirsium
leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan petrol eteri,
aseton ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlarinin
belirlenerek f-karoten renk acilim, DPPH serbest radikali giderim, ABTS katyon
radikali giderim, siiperoksit anyon radikali giderim ve CUPRAC yontemleri
kullanilarak antioksidan aktivitelerinin ve Ellman yontemi ile antikolinesteraz
aktivitelerinin tayin edilmesi, kromatografik yontemler kullanilarak sekonder
metabolitlerin saflastirilmasi, saf maddelerin spektroskopik yontemlerle yapilarinin

aydinlatilmasi ve aktivitelerinin belirlenmesi amaglandi. Ayrica her iki bitkinin petrol



eteri ekstrelerinden elde edilen apolar fraksiyonlarin GC-MS analizi ile igerikleri

belirlendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Compositae (Asteraceae) Familyasi

Compositae (Asteraceae), cicekli bitkiler arasinda tiir sayist bakimindan en
zengin olan ve bu tiirler degisik sekonder metabolitler tasidigi i¢in Onemli bir
familyadir. Yaklasik 900 cins ve 20.000 tiir icermektedir (Hickey 1981). Ulkemizde 130
cins ve 1156 tiir ile temsil edilmektedir, bu tiirlerin 430’u endemiktir (%38 endemizm

orani) (Davis ve Parris 1975).

Bu familyadaki bitkiler tek yillik, iki yillik veya c¢ok yillik otsu bitkiler veya
calilardir, latisifer sistem bulunur veya bulunmaz. Yapraklar alternan veya bazen
karsilikli, stipulasiz (nadiren stipulaya benzer), tam, disli, loblu veya farkli par¢alanma
sekillerine sahip. Cigekler cogunlukla ¢ok sayida, nadiren tek, sapsiz ve fillari (brakte)
halkasindan olusan bir involukrum ile korunmus kapitulum {izerinde kiimelenmistir
nadiren birlesik; kapitulum bazen ikinci bir kapituluma benzer yapida kiimelesmis.
Reseptakulum ¢iplak veya palea ile ortiilii, tiirler uzun veya kil seklindedir. Cigekler alt
durumlu, ya hepsi hermafrodit ve erkek organlar disi organdan 6nce olgunlasir ya da
disi organ Once olgunlasir veya erkek organ verimsiz kalir. Kaliks ovaryumun
tepesinde, kilsi, pulsu veya dallanmig tiiylii bir yapida papus seklindedir, bazen
tamamen dokiiliir. Korolla birlesik petalli, tubular, filiform, dilsi veya nadiren 2 dudakli,
genellikle 3-5 disli, nadiren yok. Stamenler 4 (-5) petale bagli, filamentler genellikle
serbest, anterler stilus etrafinda bir halka olusturacak sekilde birlesik, nadiren serbest,
i¢ tarafa dogru agilir. Ovaryum alt durumlu, tek gozli, stilus genellikle ikiye
catallanmus, tiiy seklindeki stiluslar, anterlerden polenleri alabilecek yapidadir. Meyve

aken, papus kalic1 veya diisiicii, sapsiz veya gagalidir (Davis ve Parris 1975).

2.1.2. Cirsium Miller Cinsi

Cok yillik, iki yillik veya nadiren tek yillik otsu bitkiler; nadiren dioik; govde
dikenli-kanath veya dikensiz, dallanmis veya dallanmamistir. Yaprak kenarlar1 dikenli,
iist yiizey kil seklinde tiiylii ve kiiclik dikenli, kenarlar1 tam veya pinnatisekt. Kapitula
homogam, tablamsi, tek veya ¢ok. Fillariler ¢ok sirali, kiremit seklinde dizilmis, {ist

kisimlarda yatik veya az cok yiizeye dik, u¢ kismin hemen altinda salgi cebi var veya



yok, bazen ek yapili, genellikle ucta bir igne, kenarlan diiz-kiigiik dikenli veya
kentiklidir. Reseptakulum uzun tiylii. Cicekler erdisi nadiren tek eseyli, tiip seklinde,
genellikle esit olmayan 5 parcali, beyazdan mora kadar kadar, bazen sarimsi; korolla
tiibiiniin tabani hafifce genislemis. Polen taneleri kiiremsidir. Akenler az ¢cok oblong,
yassi, puriizsiiz, c¢iplak, az ¢ok yarikiiremsi tiimsekgikli, hilum oval, tabandan az
yukarda. Papus ¢ok sirali, kus tliyli gibi yumusak, tabanda bir halka {izerinde bagli,
kalict veya diisiicli, i¢ taraftadki tiiyler daha uzun, ¢ogunlukla skabrit veya tepede
kalinlagsmis; ¢cok nadiren tamamen skabrit (Davis ve Parris 1975).

Ulkemizde yetisen Cirsium tiirleri:
Endemik Tiirler
Cirsium sipyleum O. Schwarz
Cirsium boluense Davis & Parris
Cirsium sintenisii Freyn
Cirsium steirolepis Petrak
Cirsium polycephalum DC.
Cirsium poluninii Davis & Parris
Cirsium trachylepis Boiss.
Cirsium sommieri Petrak
Cirsium ellenbergii Bornm.
Cirsium lappaceum (Bieb.) subsp. tenuilobum (C.Koch)
Cirsium hakkaricum Davis & Parris
Cirsium aduncum Fisch. & Mey. ex DC. subsp. bashkalense Davis & Parris ?
Cirsium cassium Davis & Parris
Cirsium pseudopersonata Boiss. & Bal. subsp. pseudopersonata
Cirsium simplex C.A.Meyer subsp. satdaghense Davis & Parris
Cirsium pubigerum (Desf.) DC. var. paphlagonicum Petrak

Cirsium alatum (Gmelin) Bobrov subsp. pseudocreticum Davis & Parris



Cirsium leucopsis DC.
Cirsium libanoticum DC. subsp. lycaonicum (Boiss. & Held.) Davis & Parris
Cirsium cilicicum Davis & Parris (Davis ve Parris 1975)

Cirsium davisianum Kit Tan & Sorger

Cirsium eliasianum Kit Tan & Sorger

Cirsium frickii Fisch.& Mey (Davis ve ark. 1988)

Cirsium dirmilense R. M. Burton

Cirsium aytatchii H. Duman & R. R. Mill (Gtiner ve ark. 2000)
Cirsium candelabrum Griseb.

Cirsium ekimianum Y1ldiz & Dirmenci

Cirsium handaniae Y1ldiz, Dirmenci & Arabaci (Ozhatay ve ark. 2011)

Endemik Olmayan Tiirler

Cirsium amani Post

Cirsium laniflorum (Bieb.) Fischer
Cirsium ligulare Boiss.

Cirsium bulgaricum DC.

Cirsium baytopae Davis & Parris
Cirsium osseticum (Adams) Petrak
Cirsium ciliatum (Murr.) Moench subsp. szovitsii (C.Koch)
Cirsium caucasicum (Adams) Petrak
Cirsium adjaricum Somm. & Lev.
Cirsium cephalotes Boiss.

Cirsium munitum (Bieb.) Fischer

Cirsium macrobotrys (C.Koch) Boiss.



Cirsium kosmelii (Adams) Fisch. ex Hohen.

Cirsium tomentosum C.A. Meyer

Cirsium lappaceum (Bieb.) Fischer subsp. lappaceum Bieb.
Cirsium lappaceum (Bieb.) Fischer subsp. anatolicum Petrak
Cirsium haussknechtii Boiss.

Cirsium congestum Fisch. & Mey. ex DC.

Cirsium leuconeurum Boiss. & Hausskh.

Cirsium rigidum DC.

Cirsium karduchorum Petrak

Cirsium bracteosum DC.

Cirsium pseudobracteosum Davis & Parris

Cirsium aggregatum Ledeb.

Cirsium italicum (Savi) DC.

Cirsium vulgare (Savi) Ten.

Cirsium echinus (Bieb.) Hand.-Mazz.

Cirsium hypoleucum DC.

Cirsium pseudopersonata Boiss. & Bal. subsp. kusnezowianum (Somm. & Lev.)

Petrak

Cirsium canum (L.)

Cirsium obvallatum (Bieb.) Fischer

Cirsium simplex C.A.Meyer subsp. simplex

Cirsium simplex C.A.Meyer subsp. armenum (DC.) Petrak

Cirsium rhizocephalum C.A Meyer subsp. rhizocephalum

Cirsium rhizocephalum C.A Meyer subsp. sinuatum (Boiss.) Davis & Parris
Cirsium pubigerum (Desf.) DC. var. glomeratum (Freyn & Sint.) Davis & Parris

Cirsium pubigerum (Desf.) DC. var. caniforme Petrak



Cirsium pubigerum (Desf.) DC. var. spinosum Petrak

Cirsium creticum (Lam.)d’Urv. subsp. creticum

Cirsium creticum (Lam.)d’Urv. subsp. gaillardotti (Boiss.) Davis & Parris
Cirsium alatum (Gmelin) Bobrov subsp. alatum

Cirsium elodes Bieb.

Cirsium arvense (L.) Scop. subsp. arvense

Cirsium arvense (L.) Scop. subsp. vestitum (Wimmer & Grab.) Petrak
Cirsium aristatum DC.

Cirsium decussatum Janka

Cirsium eriophorum (L.) Scop.

Cirsium proponticum QGris.

Cirsium angustifolium (Lam.) DC.

Cirsium chium (Jacq.) Boiss.

Cirsium uliginosum (Bieb.) Fischer

Cirsium libanoticum DC. subsp. arachnoideum Davis & Parris (Davis ve Parris

1975)

Cirsium libanoticum DC. subsp. libanoticum (Giiner ve ark. 2000)

2.1.3. Cirsium leucopsis DC.

Cok yillik, 60-100 cm boyundadir. Gévde boyunca sinuat kanath, genellikle
yogun, kisa veya ¢ok uzun dikenli, cogunlukla iist kisimda gevsek, salkim seklindedir.
Govdenin ortasindaki yapraklar genisce oblong, otsu, 1/3-2/3’ne kadar pinnatiloblu, 8-
18 x 4-8 cm, loblar 4-6 cift, licgenimsiden genis lanseolata kadar, 5-10 mm
uzunlugunda sert, sarims1 dikenler tasir, alt ve iist ylizey yogun Oriimeek agimsi-uzun
yumusak tiiylii, bazen seyrek oOriimcek agimsi tiiyliidiir. Kapitula gévdenin ucunda
demet halinde veya yanlarda dallanmis, hemen hemen sapsiz, kii¢lilmiis, uzun dikenli
yapraklar tagir. Involukreler yari kiiresel, 14-18 mm, hafifce riimcek agimsi tilyliidiir.

Fillariler 6-7 sirali, distakiler ve ortadakiler ovat-dar ovat, yatik, sarimsi 2-2,5 mm



dikenler tasirlar, bu dikenlerin altinda siyahimsi salgi cebi kabarciklar1 bulunur. Korolla
17-21 mm, morumsu renktedir. Akenler olgunlagsmamistir (Davis ve Parris 1975).
Ciceklenme zamami 7. aydir, 1400-1600 m yiikseklikte irmak kenarlarinda
yetisir (Davis ve Parris 1975).
Endemik bir tiir olan Cirsium leucopsis Dogu Akdeniz elementidir. En yakin

akrabasi C. elodes ve C. libanoticum’dur.

2.1.4. Cirsium sipyleum O. Schwarz

Iki yillik, 60-90 cm boyundadir. Gévde tabanda sert, kuvvetli, bazen az da olsa
dallanmis, seyrek olarak oriimcek agimsi tiiyliidiir. Govdenin ortasindaki yapraklar
hemen hemen ampleksikaul, oblong, pinnatifit-pinnatisekte kadar pargali olabilir, yan
loblar iki parcali, 3-8 ¢ift, dar liggenimsiden lanseolata kadar sekillidir. Yan ve ug loblar
(5-) 9-13 (-16) mm’lik sert dikenli, iist ylizey 3-3,5 mm setali dikenli ya da ¢iplak; alt
ylizey seyrek oOriimcek agsi tiiylii veya uzun yumusak tiyliidiir. Yan dallar 3-5, 1-4
kapitulali, en {ist yapraklar 4-9, involukrumlu, involukruma esit veya ondan daha kisa,
nadiren daha uzundur. Involukreler dik, ovoit-obovoit, 20-35 mm’dir. Fillariler 6riimcek
ags1 tiylii, 12 sirali, kenarlarinda kiigiik disler tasir, dikenler yaklasik 0,1 mm, ugtaki
diken subulata kadar daralir; orta fillariler 18-28 mm, 4-6 x 0,2-0,3 mm dikenli. Korolla

mor, 29,5-33 mm. Akenler olgunlasmamistir (Davis ve Parris 1975).

Cigeklenme zamani 7-8. aylardir. Pinus agaclarinin acikliklarinda, kirecli, tash

topraklarda, 500-1650 m yiikseklikte yetisir (Davis ve Parris 1975).

Endemik olan Cirsium sipyleum Dogu Akdeniz elementidir. En yakin akrabasi C.

heldreichii’dir.

2.2. Cirsium Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanilis1

Cirsium tiirleri halk arasinda “kdy gocerten, ¢arik kesen, hamur kesen, su dikeni,
korkenger, kazan kulpu, kangal dikeni, esek dikeni” olarak bilinir. Ulkemizde halk
arasinda tohum ve kdklerinin dekoksiyonu hemoroit agrilari icin, ¢igekleri peptik iilser
tedavisinde kullanilir. Gévde kismui ise Oksliriik ve brongit hastaliginin tedavisinde
kullanilir (Deliorman-Orhan ve ark. 2007).

C. tenoreanum bitkisi Italya’da varisli damarlarin tedavisinde kullanilir (Loizzo

ve ark. 2004).



C. setidens bitkisinin taze yaprak ve govdesi protein, kalsiyum ve A vitamini
acisindan zengindir ve yenilebilmektedir. C. setidens bitkisi Kore’de kanamayi
durdurma, kan kusma, idrarda kan goriilmesi ve hipertansiyon gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilir (Yoo ve ark. 2008).

C. rhinoceros halk arasinda 6dem, kanama, kan iseme ve kan kusma gibi
hastaliklarin tedavisinde diger Cirsium bitkileri ile birlikte kullanilir (Lee ve ark. 1994;
Yim ve ark. 2003).

C. rivulare bitkisi Polonya’da geleneksel olarak anksiyeteye karst kullanilir,
ayrica antimitotik 6zelligi oldugu da belirtilmistir (Nazaruk ve Jakoniuk 2005).

C. maritimum bitkisi Japonya’da halk arasinda bel soguklugu, kan tiikiirme ve
yanik tedavisinde kullanilir ve baharin ilk dénemlerinde salamura sebze olarak yenilir
(Nakasugi ve ark. 2002).

Cirsium tiirleri Kore’de halk arasinda kanama, karaciger ve bobrek iltihaplanmasi,
karin ve bagirsak agris1 gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilir (Jung ve ark. 2009).
Cirsium bitkisinin kokleri Japon ve Cin farmakopelerinde kanamay1 durdurucu ajan
olarak kayithidir ve Cin tibbinda idrar soktiiriicii olarak kullanilmaktadir (Miyazawa ve
ark. 2003).

Geleneksel bir Cin ilac1 olan “Herb Cirsii japonicii”, romatoit artrit, kan kusma
ve kan iseme gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan C. japonicum bitkisidir (Takaishi
ve ark 1990). C. japonicum Cin’de halk arasinda akciger kanseri, rahim kanseri, kan
kanserinin tedavisinde kullanilir (Liu ve ark. 2007). C. japonicum bitkisi agiz
kokusunun tedavisi i¢in hazirlanan dis macununda kullanilan bitkiler arasindadir
(Yuejin, 2008). C. japonicum bitkisi iyi huylu prostatin gelisimi ile ilgili olarak idrarda
kan goriilmesinin tedavisinde kullanilan dekoksiyonun terkibine girer. Ucuz, kolay
hazirlanabilen, disiik toksisite ve yan etkili ve fevkalade iyilestirici etkisi bu
dekoksiyonun avantajlarindandir (Yaping, 2008). C. japonicum bitkisi akut siniizit
tedavisinde geleneksel Cin tibbinda hazirlanan bitki karisimlarinin dekoksiyonunda
kullanilan bitkilerden biridir (Aixian ve ark. 2007).

C. japonicum var. ussuriense bitkisinin toprak istli kismi dogu tibbinda tonik,
midede sindirimi kolaylastirci, iltthab1 Onleyici, panzehir, idrar soktiiriicii ve sinir
agrisina kars1 ve salatalarda kullanilir (Park ve ark. 2004). C. japonicum var. ussuriense
bitkisi antiinflamatuar etkisinden dolay1r Kore’de halk arasinda kullanilmaktadir (Park

ve ark. 1995a).
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Cin farmakopesinde C. setosum, Japon farmakopesinde C. japonicum bitkilerinin
kanama ve iltithap tedavisinde dahili ve harici kullanimi kayitlidir (Ganzera ve ark.
2005). C. setosum bitkisi geleneksel Cin tibbinda kanamayi durdurucu ve iltihap
Onleyici olarak kullanilir (Lu ve ark. 2009). Prostat tedavisi i¢in agizdan alinan
soliisyonda C. sefosum bitkisi de bulunmaktadir (Hualin 2007).

C. chanroenicum bitkisinin toprak iistii kisimlari Cin tibbinda detoksifikasyon
i¢in, ates diisliriicli olarak ve kan dolasimini artirmada kullanilir (Lim ve ark. 2008).

C. dipsacolepsis bitkisi Japonya’da “yamagobo” olarak bilinir, kokleri yenilir,
salamurasi yapilir, giizel tadindan dolay1 etli yemeklerde kullanilir (Bracca ve Kaufman
2008).

C. arvense ve C. oleraceum bitkileri Polonya’da idrar soktiiriicii, kanamay1
durdurucu, antiinflamatuar ve astrenjan olarak kullanilir (Nazaruk ve ark. 2008).

C. arisanense bitkisinin sulu ekstresi Tayvan’da halk arasinda karacigeri
koruyucu olarak kullanilir (Ku ve ark. 2008).

C. chlorolepis bitkisinin kokleri Cin’de halk arasinda kan iseme ve kemik
kiriklarinin tedavisinde kullanilir (Shen ve Mu 1990).

Cirsium cinsinin bircok tiirii italya’da halk arasinda kolagog olarak
kullanilmaktadir (Aquino ve ark. 1987).

C. dipsacolepis bitkisinin kokleri Japonya’da tursu olarak tiiketilmektedir (Takano

ve Kawaminami 1987).

2.3. Cirsium Tiirleri ile Yapilan Kimyasal Arastirmalar

Cirsium tiirleri ile yapilan kimyasal ¢alismalar Tablo 2-1° de werildi.



Tablo 2-1: Cirsium Tiirlerinden Elde Edilen Bilesikler

Bilesik Siifi

Elde edilen Cirsium tirii/tiirleri

Kaynaklar

Flavonoitler

Acacetin (apigenin-4'-metil eter)

C. arvense, C. japonicum, C. chanroenicum, C. rhinoceros, C.

souliei, C. setosum,

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Jeong ve ark. 2008, Yim ve ark.
2003, Ziwei ve ark. 2007, Ke ve ark. 2006

Acacetin-7-O-B-D-rutinozit
Acacetin-7-O-diglikozit

Acacetin ramnoglukozit
Acacetin-7-f-D-glukuronidopiranozit,
apigenin-7-B-D-glukuronidopiranozit

Apigenin

Apigenin-5-O-glukozit
Apigenin-7-O-diglukozit
Apigenin-7-glukozit
Apigenin-7-O-glukozit
Apigenin-7-O-glukuronit
Apigenin-7-O-B-D-glukuronit
Apigenin-7-glikozit

C. rivulare, C. japonicum var. ussuriense
C. subniverum
C. purpuratum, C. spinosum

C. arvense

C. arvense, C. carolinianum, C. japonicum, C. magofukui, C.
nipponicum, C. oleraceum, C. purpuratum, C. rhinocerus, C.
sieboldii, C. syriacum, C. vallis-demonii, C. palustre, C. setosum,

C, tenoreanum, C. souliei, C. rivulare, Cirsium spp.,

C. magofukui, C. sieboldii

C. syriacum, C. vulgare, C. lanceolatum
C. arvense, C. nipponicum, C. oleraceum,
C. palustre, C. syriacum

C. palustre

C. rivulare

C. chikushiense

Nazaruk ve Gudej 2003, Park ve ark. 1995a
Jordon-Thaden ve Louda 2003
Jordon-Thaden ve Louda 2003

Shelyuto ve ark. 1972¢

Syrchina ve ark. 1998, Jordon-Thaden ve Louda 2003, Shelyuto
ve ark. 1970 a, Lee ve ark. 1994, , Glyzin ve ark. 1977, Statti ve
ark. 1997, Khafagy ve ark. 1981, Shelyuto ve ark. 1971b,
Nazaruk 2009, Lu ve ark. 2009, Loizzo ve ark. 2004, Bai-cui ve
ark. 2008, Ziwei ve ark. 2007, Nazaruk ve Gudej 2003,
Bohlmann ve Abraham 1981, Kyung ve ark. 2002, Aboul-Ela ve
ark. 2002

Jordon-Thaden ve Louda 2003

Khafagy ve ark. 1981, McGowan ve Wallace 1972
Jordon-Thaden ve Louda 2003, Shelyuto ve ark. 1970 a

Nazaruk 2009, Aboul-Ela ve ark. 2002, Khafagy ve ark. 1981
Nazaruk 2009

Nazaruk ve Gudej 2003

Jordon-Thaden ve Louda 2003
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Apigenin-7-O-diglikozit
Apigenin-7-0-B-D-glukozit
Apigenin-6,8-C-diglikozit

Apigenin-7-O-B-D-butilglukuronit
6-Metoksi apigenin-7-O-diglukozit
6-Metoksi apigenin-8-C-glikozit
Apigenin-7-O-(6"’-metilglukuronit)
Apigenin-7-ramnoglukozit
C-Glikozilapigenin

Chrysoeriol -7-O-diglikozit,
6-metoksi chrysoeriol -7-O-diglikozit
Chrysoeriol -7-O-diglikozit
Chrysoeriol -7-O-monoglikozit
Cirsiliol
Cirsilineol,Cirsilineol-4’-glukozit, Cirsiliol-
4’-glukozit

Cirsimarin

Cirsimaritin

Cirsimaritin-4’-O-glukozit

C. canescens, C. flodmanii, C. pulcherrimum

C. rivulare, C. oleraceum

C. canescens, C. flodmanii, C. ochrocentrum, C. subnivenum, C.
undulatum

C. setosum

C. canescens

C. drummondii

C. plustre, C. rivulare

C. arvense

C. gratiosum

C. canescens

C. flodmanii, C. pulcherrimum, C. subnivenum, C. undulatum
C. chikushiense, C. undulatum
C. lineare

C. lineare

C. lineare, C. maritimum, C. rhinoceros, C. japonicum var.
ussuriense, C. pendulum

C. amplexifolium, C. arvense, C. kamtschaticum, C. pendulum, C.
rhothophilum, C. tanakae ssp. aomorense,

C. maritimum, C. rhinoceros

C. aomorense, C. japonicum var. ussuriense, C. rhothophilum, C.

tanakae, C. maritimum

Jordon-Thaden ve Louda 2003
Nazaruk ve Gudej 2003, Shelyuto ve ark. 1971a
Jordon-Thaden ve Louda 2003

Ke ve ark. 2006

Jordon-Thaden ve Louda 2003
Jordon-Thaden ve Louda 2003

Nazaruk 2009, Nazaruk ve Jakoniuk 2005
Shelyuto ve ark. 1970 a

Jordon-Thaden ve Louda 2003
Jordon-Thaden ve Louda 2003

Jordon-Thaden ve Louda 2003

Jordon-Thaden ve Louda 2003

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Morita ve ark. 1973
Morita ve ark. 1973

Jeong ve ark. 2008, Nakasugi ve ark. 2002, Yim ve ark. 2003,
Park ve ark. 1995b, Yun ve Chang 1978

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Morita ve ark. 1973, Yun ve
Chang 1978, Wallace 1974, Nakasugi ve ark. 2002, Yim ve ark.
2003, Kyung ve ark. 2002

Park ve ark. 1995a, Wallace ve Bohm 1971, Nakasugi ve ark.
2002

4!



Cirsimaritin-4’-O-rutinozit
Cirsitakaozit, Cirsitakaogenin
Cynroside
Diosmetin-7-O-diglikozit
Genkwanin-4’-O-glukozit

Hispidulin (scutellarein 6-metil eter)

Hispidulin-7-O-glukozit
Hispidulin-7-glukozit

Hispidulin triasetat
Hispidulin-7-O-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-
a-D-glukopiranozit
Hispidulin-4’-glukozit, hispidulin-7,4’-
diglikozit

Hispidulin-7-O-neohesperidozit

Kamferol

3-O-Metilkamferol

Kamferol-7-O-metil eter
Kamferol-3-O-ramnozit
Kamferol-3-O-galaktoz
Kamferol-3-O-galaktozit
Kamferol-3-O-rutinozit (nikotiflorin)

Kamferol-3-O-arabinozilgalaktoz

C. brevistylum

C. japonicum var. takaoense

Cirsium spp.

C. ochrocentrum, C. scariosum, C. undulatum
C. lanceolatum

C. carolinianum, C. oligophyllum, C. rivulare

C. palustre
C. rivulare
C. carolinianum

C. japonicum var. ussuriense, C. rhinoceros

C. oligophyllum

C. japonicum var. ussuriense, C. japonicum
C. arvense, C. syriacum, C. vallis-demonii

C. arvense, C. oleraceum

C. vallis-demonii

C. vallis-demonii, C. tenoreanum, C. syriacum
C. babanum,

C. rivulare, C. arvense

C. hypoleucum

C. babanum, C. vulgare

Wallace ve Bohm 1971
Jordon-Thaden ve Louda 2003
Glyzin ve ark. 1977
Jordon-Thaden ve Louda 2003
McGowan ve Wallace 1972

Bohlmann ve Abraham 1981, Iwashina ve ark. 1999, Nazaruk ve

Gudej 2003

Nazaruk 2009

Nazaruk ve Jakoniuk 2005
Bohlmann ve Abraham 1981

Lee ve ark. 1994, Jordon-Thaden ve Louda 2003

Iwashina ve ark. 1999

Park ve ark. 1995a, Park ve ark. 2004, Ganzera ve ark. 2005

Khafagy ve ark. 1981, Jordon-Thaden ve Louda 2003

Shelyuto ve ark. 1972a, Shelyuto ve ark. 1971b, Syrchina ve ark.

1998
Statti ve ark. 1997

Statti ve ark. 1997, Loizzo ve ark. 2004, Aboul-Ela ve ark. 2002,

Jordon-Thaden ve Louda 2003

Nazaruk ve Jakoniuk 2005, Wallace 1974
Deliorman-Orhan ve ark. 2007
Jordon-Thaden ve Louda 2003, Wallace 1974
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Kamferol-3-O-glukozit
Isokaempferit (5,7,4’-trihidroksi-3-
metoksiflavon)

Kaempferit

Isokaempferit -7-glukuronit
Isokaempferit-7-O-B-D-(6-
metilglukuronit)
Isokaempferit-7-O-glukozit

Astragalin (kamferol-3-O-B-D-gluko
piranozit)

Linarin (Acacetin-7-rutinozit)

6-Metoksi linarin

Luteolin

C. vulgare, C. palustre, C. lanceolatum

C. arvense, C. setosum

C. souliei
C. rivulare

C. rivulare

C. palustre

C. arvense

C. albescens, C. arisanense, C. arvense, C. babanum, C. gratiosum,
C. foliosum, C. hosogawa, C. japonicum, C. japonicum var.
australe, C. japonicum var. ussuriense, C. kagamontanum, C.
kamtschaticum, C. kawakami var. variegatum, C. microspicatum
var. microspicatum, C. microspicatum var. kiotense, C. nipponicum
var. incomptum, C. oleraceum, C. pectinellum, C. purpuratum, C.
rhinoceros, C. senjoense, C. spicatum, C. spinosum, C.
subcoriaceum, C. tioganum var. coloradense, C. yezoense, C.
setosum, C. pendulum, C. xanthocanthum, Cirsium spp.

C. foliosum, C. tioganum var. coloradense

C. arvense, C. echinus, C. hosogawa, C. oleraceum, C. rhinoceros,
C. syriacum, C. vallis- demonii, C. palustre, C. setosum, C.

Japonicum, C. rivulare, C. echinus, C. maackii

McGowan ve Wallace 1972, Wallace 1974, Nazaruk 2009
Syrchina ve ark. 1998, Jordon-Thaden ve Louda 2003, Syrchina
ve ark. 1999, Nazaruk 2009

Ziwei ve ark. 2007

Nazaruk ve Jakoniuk 2005

Nazaruk ve Jakoniuk 2005

Nazaruk 2009
Syrchina ve ark. 1998, Jordon-Thaden ve Louda 2003

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Lee ve ark. 1994, Glyzin ve ark.
1977, Shelyuto ve ark. 1971a, Morita ve ark. 1973, Park ve ark.
1995a, Park ve ark. 1995b, Shelyuto ve ark. 1978, Gardner 1973,
Rendyuk ve ark. 1977a, Rendyuk ve ark. 1977b, Miyaichi ve ark.
1995, Martinez-Vazquez ve ark. 1998, Lu ve ark. 2009, Ganzera
ve ark. 2005, Morita ve Lin 1977, Bai-cui ve ark. 2008, Ke ve
ark. 2006, Guoliang ve ark. 2007, Lee ve Park 1984, Zhi ve ark.
2003

Jordon-Thaden ve Louda 2003

Lee ve ark. 1994, Shelyuto ve ark. 1970 a, Jordon-Thaden ve
Louda 2003, Glyzin ve ark. 1977, Statti ve ark. 1997, Khafagy ve
ark. 1981, Nazaruk 2009, Lu ve ark. 2009, Ganzera ve ark. 2005,
Nazaruk ve Gudej 2003, Rasulov ve ark. 1989, Aboul-Ela ve ark.
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Luteolin-7-O-diglikozit
Luteolin-4’-O-B-glukozit
Luteolin-7-O-glukozit

Luteolin-7-glukuronit
Luteolin-5-O-glukozit
Luteolin-7-O-B- glukopiranozit

Luteolin-5-O-B-D-glukopiranozit, luteolin
Naringenin

Isoramnetin

Nepetin, nepetin-4’-glukozit
Pectolinaringenin
Pectolinarigenin-7-O-D-B- glukopiranozit
Pectolinarigenin (5,7-dihidroksi-6,4’-

dimetoksiflavon)

Pectolinarin (pectolinarigenin-7- rutinozit)

C. pulcherrimum, C. tweedyi

C. heterophyllum

C. amplexifolium, C. buergeri, C. chikushiense, C. gyojanum, C.
hosogawa, C. kawakamii, C. lucens, C. matusmurae, C.
matusmurae var. pubescens, C. nipponicum var. yoshinoi, C.
suffultum, C. wallichii, C. yakusimense, C. palustre

C. sieboldii

C. magofukui, C. sieboldii

C. oleraceum, C. palustre, C. heterophyllum

C. maackii

C. vallis- demonii
C. helenioides

C. oligophyllum
C. arvense

C. rhinoceros

C. japonicum, C. chanroenicum, C. rhinoceros

C. arisanense, C. babanum, C. bitchuense, C. brevicaule, C.

brevistylum, C. dipsacolepis, C. ferum, C. gratiosum, C.

indundatum, C. japonicum, C. japonicum var. ussuriense, C.
Japonicum var. takaoense, C. kagamontanum, C. kamtschaticum, C.

microspicatum  var.  kiotoense, C.  microspicatum  var.

2002, Shelyuto ve ark. 1971 a, Jung ve ark. 2009

Jordon-Thaden ve Louda 2003

Ogurtsova ve Syuzeva 1974

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Morita ve ark. 1973, Lin 1975,
Nazaruk 2009

Morita ve ark. 1973, Jordon-Thaden ve Louda 2003
Jordon-Thaden ve Louda 2003

Shelyuto ve ark. 1971 a, Ogurtsova ve Syuzeva 1974, Shelyuto
ve ark. 1972b

Jung ve ark. 2009

Statti ve ark. 1997

Christensen 1992

Iwashina ve ark. 1999

Wallace 1974

Lee ve ark. 1994, Yim ve ark. 2003

Liu ve ark. 2007, Lim ve ark. 2008, Liu ve ark. 2006, Kyung ve
ark. 2002

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Lee ve ark. 1994, Glyzin ve ark.
1977, Shelyuto ve ark. 1971 a, Morita ve ark. 1973, Park ve ark.
1995b, Wallace ve Bohm 1971, Shelyuto ve ark. 1978, Gardner
1973, Martinez-Vazquez ve ark. 1998, Morita ve Lin 1977, Do ve
ark. 1994, Lin ve ark. 1975, Lim ve ark. 2008, Jeong ve ark.
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Kersetin

Kersetin-3-O- arabinozilgalaktoz
Kersetin-3-O-digalaktozit
Kersetin-3-O-diglikozit

Kersetin-3-O-p-D-galaktopiranozit

Kersetin-3-galaktozit

Kersetin-3-O-glukozit
Kersetin-3-O-B-D- glukopiranozit
Kersetin-3-O-B-D-galaktopiranozit
(hyperin)

Kersetin-7-O-metil eter
Kersetin-3-O- ramnoglukozit
3-O-Metilkersetin

Rutin (kersetin-3-O-rutinozit)

microspicatum, C. nipponicum var. incomptum, C. oleraceum, C.
otayae, C. pectinellum, C. purpuratum, C. rhinoceros, C. senjonse,
C. spicatum, C. spinosum, C. subcoriaceum, C. tioganum var.
coloradoense, C. yezonese, C. yoshizawae, C. chanroenicum, C.
lineare, C. nipponicum, C. pendulum, C. setidens, C. setosum, C.
rivulare

C. oleraceum, C. vallis-demonii

C. babanum

C. arvense

C. foliosum, C. scariosum, C. tioganum, var. coloradense, C.
pulcherrimum, C. subniveum,C. tweedyi, C. undulatum

C. arvense

C. babanum, C. vulgare, C. tenoreanum, C. lanceolatum

C. vulgare, C. lanceolatum
C. arvense, C. setosum

C. setosum

C. vallis-demonii

C. arvense

C. oleraceum

C. arvense var. setosum, C. echinus, C. setosum, C. hypoleucum, C.

segestum

2008, Ganzera ve ark. 2005, Liu ve ark. 2007, Liu ve ark. 2006,
Yim ve ark. 2003, Nazaruk ve Jakoniuk 2005, Yoo ve ark. 2008

Shelyuto ve ark. 1978
Jordon-Thaden ve Louda 2003
Wallace 1974

Jordon-Thaden ve Louda 2003

Syrchina ve ark. 1998, Jordon-Thaden ve Louda 2003, Syrchina
ve ark. 1999

Jordon-Thaden ve Louda 2003, McGowan ve Wallace 1972,
Loizzo ve ark. 2004

Jordon-Thaden ve Louda 2003, McGowan ve Wallace 1972
Syrchina ve ark. 1998, Syrchina ve ark. 1999

Syrchina ve ark. 1999

Statti ve ark. 1997

Wallace 1974

Shelyuto ve ark. 1978

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Morita ve ark. 1973, Rasulov ve
ark. 1989, Lu ve ark. 2009, Deliorman-Orhan ve ark. 2007, Zhou
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Chyrisin (5,7-dihidroksiflavon), baicalin
Raifolin

Scutellarein
5,7,4’-Trihidroksi-6-metoksiflavon-7-O-a-
L-ramnopiranozil-(1—2)—B-D-
glukopiranozit

Vicenin-2

Tricin

Tricin-5-O-glukozit
Tricin-7-O-B-D-glukopiranozit

C. segestum
C. bitchuense
C. oleraceum

C. japonicum

C. gratiosum, C. oligophyllum
C. palustre, C. setosum, C. rivulare
C. arvense

C. setosum

ve ark. 2007

Zhou ve ark. 2007

Morita ve ark. 1973, Jordon-Thaden ve Louda 2003
Jordon-Thaden ve Louda 2003

Miyaichi ve ark. 1995

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Iwashina ve ark. 1999,
Nazaruk 2009, Bai-cui ve ark. 2008, Nazaruk ve Gudej 2003
Wallace 1974

Bai-cui ve ark. 2008

Steroitler ve triterpenler

16B-Hidroksibetulinik asit, lupa-12,20(29)-
dien-3p, 28-diol

Asetillupeol, asetil-a-amirin, asetil-B-amirin
A-5-Avenasterol, brassikasterol

a-Amirin

B-Amirin

Oleanolik asit, kolesterol, methilursolat

B-Amirin asetat

Kampesterol

C. pascuarense

C. vallis-demonii
C. vulgare
C. palustre, C. rivulare

C. olaraceum, C. hypoleucum, C. palustre, C. rivulare

C. segestum

C. carolinianum, C. hypoleucum, C. japonicum, C. olaraceum

C. vallis demonii, C. Vulgare, C. palustre, C. rivulare

Gutierez 2005

Statti ve ark. 1997

Nolasco ve ark. 1987

Nazaruk ve ark. 2012

Krzysztofik ve Ludwiczack 1970, Krzysztofik ve Ludwiczack
1971, Bohlmann ve Abraham 1981, Nazaruk ve ark. 2012

Zhou ve ark. 2007

Bohlmann ve Abraham 1981, Gu ve Tu 1992b, Krzysztofik ve
Ludwiczack 1970

Jordon-Thaden ve Louda 2003, Aquino ve ark. 1987, Nazaruk ve
ark. 2012
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Kampestanol
Sitostanol
a-Spinasterol

Lupeol

Lupeol asetat

B-Sitosterol

B-Sitosterol-3-0O-B-D-glukopiranozit
B-Daukosterol

Ergost-8(14)-en-3-ol

Acilglikozil B-sitosterol

B-Sitosterol glukozit

Stigmasterol

Stigmasterol asetat
3B-Hidroksistigmast-5-en-7-on
Stigmasta-5,24-dien-3-ol

C. palustre, C. rivulare
C. palustre, C. rivulare
C. pendulum

C. canum, C. hypoleucum, C. olaraceum, C. vallis demonii

C. canum, C. carolinianum, C. hypoleucum, C. olaraceum
C. echinus, C. syriacum, C. oleraceum, C. vallis-demonii, C.
vulgare, C. henryi, C. setosum, C. souliei, C. pendulum, C.

segetum, C. japonicum, C. palustre, C. rivulare

C. pendulum, C. japonicum

C. setosum, C. souliei

C. palustre, C. rivulare

C. setidens

C. syriacum, C. vallis-demonii, C. setidens

C. olaraceum, C. vallis-demonii, C. vulgare, C. segetum, C.

japonicum, C. arvense, C. palustre, C. rivulare

C. olaraceum
C. souliei

C. palustre, C. rivulare

Nazaruk ve ark. 2012

Nazaruk ve ark. 2012

Guoliang ve ark. 2007

Krzysztofik ve Ludwiczack 1970, Krzysztofik ve Ludwiczack
1971, Bohlmann ve Abraham 1981, Aquino ve ark. 1987
Bohlmann ve Abraham 1981, Krzysztofik ve Ludwiczack 1970
Jordon-Thaden ve Louda 2003, Krzysztofik ve Ludwiczack 1970,
Krzysztofik ve Ludwiczack 1971, Aquino ve ark. 1987, Khafagy
ve ark. 1981, Rasulov ve ark. 1989, Yue ve ark. 2007, Bai-cui ve
ark. 2008, Ziwei ve ark. 2007, Guoliang ve ark. 2007, Gu ve Tu
1992a, Gu ve Tu 1992b, Zhi ve ark. 2003, Nazaruk ve ar. 2012
Guoliang ve ark. 2007, Zhi ve ark. 2003

Bai-cui ve ark. 2008, Ziwei ve ark. 2007, Ke ve ark. 2006
Nazaruk ve ark. 2012

Lee ve ark. 2002

Statti ve ark. 1997, Khafagy ve ark. 1981, Lee ve ark. 2002
Jordon-Thaden ve Louda 2003, Krzysztofik ve Ludwiczack 1970,
Krzysztofik ve Ludwiczack 1971, Aquino ve ark. 1987, Gu ve Tu
1992a, Gu ve Tu 1992b, Dutta ve ark. 1972, Nazaruk ve ark.
2012

Krzysztofik ve Ludwiczack 1970,

Ziwei ve ark. 2007

Nazaruk ve ark. 2012
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24-Metilenesikloartanol

Taraksasterol

Taraksasterol asetat

y-Taraksasterol

y-Taraksasterol asetat

Pseudotaraksasterilasetat,

pseudotaraksasterol

C. palustre, C. rivulare
C. arvense, C. olaraceum, C. setosum, C. texanum, C. vallis

demonii, C. pendulum, C. segetum

C. arvense, C. olaraceum

C. canum, C. olaraceum,

C. arvense, C. canum, C. carolinianum, C. hypoleucum, C.
segetum, C. japonicum, C. olaraceum,

C. texanum

Nazaruk ve ark. 2012

Krzysztofik ve Ludwiczack 1970, Krzysztofik ve Ludwiczack
1971, Aquino ve ark. 1987, Dutta ve ark. 1972, Dominguez ve
ark. 1974, Syrchina ve ark. 1998, Guoliang ve ark. 2007,

Dutta ve ark. 1972, Krzysztofik ve Ludwiczack 1970

Krzysztofik ve Ludwiczack 1970, Krzysztofik ve Ludwiczack
1971, Bohlmann ve Abraham 1981

Bohlmann ve Abraham 1981, Jordon-Thaden ve Louda 2003, Gu
ve Tu 1992a, Gu ve Tu 1992b, Krzysztofik ve Ludwiczack 1970

Dominguez ve ark. 1974

Poliasetilenler ve hidrokarbonlar

Heptadeka-1-en-11, 13-diin-8,9,10-triol
Skualen
cis-8,9-Epoksiheptadeka-1-en-11,13-diin-
10-ol
Hegzahidroaplotaksen, I-pentadesen,
karyofilen, thujopsen, a-himachalen

Sirineol C

Sirineol A
Sirineol B
Sirineol  G-H,

sirineon F, 8,9,10-

triasetoksiheptadeka-1-ene-11,13-diin

C. japonicum
C. hypoleucum

C. japonicum

C. japonicum

C. rhinoceros, C. japonicum

C. japonicum

C. japonicum

C. japonicum

Takaishi ve ark. 1991a
Bohlmann ve Abraham 1981
Yano 1980, Zhi ve ark. 2003

Yano 1977

Yim ve ark. 2003, Takaishi ve ark. 1991a, Takaishi ve ark. 1990,
Zhi ve ark. 2003

Takaishi ve ark. 1991a, Zhi ve ark. 2003

Takaishi ve ark. 1990

Zhi ve ark. 2003
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Shikokiol A-C

Aplotaksen epoksit

Tridesilpoliasetilen, 1-pentadesen, 1-
heptadesen 1,8,11- heptadekatrien

Cyperen

Aplotaksen, dihidroaplotaksen,
tetrahidroaplotaksen
8,9-Epoksiheptadeka-1,11,14-trien, 8,9-
dihidroksiheptadeka-1,11,14-trien
n-Dodekan, 2- metildodekae, n-tridekan, 2-
metiltetradekan, n-pentadekan, 3-
metilpentadekan, n-hegzadekan, 2-
metilhegzadekan, n-heptadekan, n-
oktadekan, n-nonadekan, n-eikozan, 1-
dodeken, 1-tetradeken, 1-pentadeken, 1-
hegzadeken, 1-heptadeken, 1-oktadeken

C. nipponicum

C. hypoleucum

C. arvense, C. dipsacolepis

C. dipsacolepis, C. japonicum

C. dipsacolepis, C. japonicum, C. arvense, C. helenioides

C. arvense

C. dipsacolepis

Takaishi ve ark. 1991b

Jordon-Thaden ve Louda 2003

Bohlmann ve Abraham 1981, Binder ve French 1994, Takano ve
Kawaminami 1987

Takano ve Kawaminami 1987, Miyazawa ve ark. 2003, Yano
1977

Bohlmann ve Abraham 1981, Takano ve Kawaminami 1987,
Miyazawa ve ark. 2003, Christensen 1992, Yano 1977

Binder ve ark. 1992

Takano ve Kawaminami 1987

Alkanlar

Hegzakozan

Tetrakozan, heptakozan, nonakozan

C. horridulum

C. horridulum, C. olaraceum

Marga ve ark. 2001
Marga ve ark. 2001, Krzysztofik ve Ludwiczack 1971,

Doymus ve doymamis yag asitleri

Tetradekanoik asit, hegzadekanoik asit,
oktadekanoik  asit, eikozanoik  asit,

dokozanoik  asit, tetrakozanoik  asit,

C. horridulum

Marga ve ark. 2001
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oktakozanoik asit, 9-oktadekenoik asit,
9,12-oktadekadienoik asit, 9,12,15-

oktadekatrienoik asit

Hidroksilli yag asitleri

16-OH-Hegzadekanoik asit, 18-OH-
oktadekenoik asit, 18-OH-oktadekadienoik
asit,  10(9)-16-OH-hegzadekanoik  asit,
10(9)-16-OH-oktadekanoik asit, 9,10,18-
OH-oktadekanoik asit, 9,10,18-OH-
oktadeke-12-enoik asit

C. horridulum

Marga ve ark. 2001

Epoksi asitler

9,10-Epoksi-18-OH-oktadekanoik asit,
9,10-epoksi-18-OH-oktadek-12-enedioik

asit

C. horridulum

Marga ve ark. 2001

Alifatik aldehidler

7-Oktenal, (2E)-2,8-nonadienal, (2E)-2,9-
dekadienal, (2E)-2,10-undekadienal,
((2E,4E)-2,4,10-undekatrienal, (2E,4E)-,
(22,47)-, ve (2E,47)-2,4,11-dodekatrienal

Vinilpentaasetilen

C. dipsacolepis

C. acaule, C. arvense, C.candolleanum, C. canum, C. carnolicum,
C. decussatum, C.eriophorum, C. erisithales, C. ferox,
C.helenioides, C. horridulum, C. hypoleucum, C. montanum, C.
occidentale, C.

olevaceum, C. palustre, C. pannonicum, C.syriacum, C. tuberosum,

Takano ve Kawaminami 1988

Bohlmann ve Abraham 1981, Jordon-Thaden ve Louda 2003
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4,6-Tetradekadien-8,10,12-triin-1-o0l
1,11-Tridekadien-3,5,7,9-tetrain

1,8,11,14-Heptadekatetraen

C. vulgare

C. helenioides, C. montanum, C.olevaceum, C. palustre, C. vulgare
C. acaule, C. candoleanum, C. canum, C.decussatum, C.
erisithales, C. horridulum, C. hypoleucum, C. montanum, C.
occidentale, C. olevaceum, C. palustre, C. pannonicum, C.
syriacum, C. tuberosum, C. vulgare

C. canum, C. hypoleucum

Jordon-Thaden ve Louda 2003
Bohlmann ve Abraham 1981, Jordon-Thaden ve Louda 2003

Bohlmann ve Abraham 1981

AlKkaloitler

O-Asetiljakolin (I)

Cirsiumamid (N-(p-kumaroil) pipekolik
asit)

Heliotridanea

N-Butilasetamid

C. wallichii

C. brevicaule var. irumtiense

C. steigerum

C. syriacum

Negi ve ark. 1989
Sawaguchi ve ark. 1994

Jordon-Thaden ve Louda 2003
Aboul-Ela ve ark. 2002

Fenolik asitler

p- Hidroksibenzoik asit,
p- Hidroksisinnamik asit
Ferulik asit

Gallik asit

Vanilik asit
Protokatesik asit

p-Kumarik asit

Klorojenik asit

C. vulgare, C. palustre, C. lanceolatum

C. henryi

C. vulgare, C. oleraceum, C. lanceolatum

C. palustre

C. vulgare, C. arvense, C. lanceolatum

C. vulgare, C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. lanceolatum
C. vulgare, C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare, C.
horridulum, C. setosum, C. lanceolatum, C. japonicum

C. vulgare, C. arvense, C. olaraceum, C. setosum, C. palustre, C.

rivulare, C. pendulum, C. japonicum

McGowan ve Wallace 1972, Nazaruk ve ark. 2008

Yue ve ark. 2007

Nazaruk ve ark. 2008, McGowan ve Wallace 1972

Nazaruk ve ark. 2008

Nazaruk ve ark. 2008, McGowan ve Wallace 1972

McGowan ve Wallace 1972, Nazaruk ve ark. 2008

McGowan ve Wallace 1972, Nazaruk ve ark. 2008, Bai-cui ve
ark. 2008, Zhi ve ark. 2003

Nazaruk ve ark. 2008, Palade 1971, Lu ve ark. 2009, Guoliang ve
ark. 2007, Miyaichi ve ark. 1995
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Kafeik asit C. vulgare, C. setosum, C. arvense, C. oleraceum, C. horridulum, McGowan ve Wallace 1972, Lu ve ark. 2009, Palade 1971,

C. lanceolatum Nazaruk ve ark. 2008, Bai-cui ve ark. 2008
1,3-Dikafeilkunik asit, 1-kaffeilkunik asit C. arvense Palade 1971
1,5-di-O-Kafeilkunik asit C. japonicum Miyaichi ve ark. 1995
Seskiterpenler
Siperenil asetat, siperenal C. dipsacolepis Takano ve Kawaminami 1988
mokko lakton C. setidens Lee ve ark. 2002
Dehidrocostus lakton, azuleno[4,5-b]furan- C. carolinianum Bohlmann ve Abraham 1981
2(3H)-on, dekahidro-6,9-bis(metilen)
Loliolid C. setosum, C. rhinoceros Ke ve ark. 2006, Kyung ve ark. 2002
(-)-Epiloliolid C. rhinoceros Kyung ve ark. 2002
B-karyofilen, o-humulen, o-selinen, B- C. japonicum Miyazawa ve ark. 2003
bisabolen-12-ol, karyofilen oksit, karyofilen
alkol, germakren D-4-ol, bisabolon,
spatulenol, y-eudesmol asetat, f-eudesmol,
5-neo-sedranol, 14-oksi-o-muurolen,
vulgarone B, khusinol, farnesol, B-elemen
B-Karyofilen oksit C. rivulare Nazaruk ve ark. 2002
Diger Bilesikler
Allantoin C. arvense Palade ve Forstner 1971
Sirinjin C. arvense, C. setosum, C. japonicum Jordon-Thaden ve Louda 2003, Syrchina ve ark. 1998, Miyaichi
ve ark. 1995, Zhi ve ark. 2003
Osimen C. rivulare Nazaruk ve ark. 2002
Limonen, B-pinen, 2-pentilfuran, myrcen, p- C. rivulare, C. palustre Nazaruk ve ark. 2002, Nazaruk ve ark. 2012
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cymen, y-terpinen, terpinolen, bornil asetat,
Camphen, hegzanoik asit, 6-metilhept-5-en-
2-one, 5-metilheptan-3-on, sabinen,
linalool, trans-p-mentha-2,8-dienol, cis-p-
mentha-2,8-dienol, cymen-9-ol, terpinen-4-
ol, a-terpineol, 8,9-dehydrothymol
trans-carveol, carvotanaceton

linalil asetat, y-nonanolit, y-curcumen
Dehidrovomifoliol
2-(3,4-Dihidroksifenil)-etil-B-D-
glukopiranozit

Stearik aldehit, triakontan

Sinapaldehit
Sinapilaldehit-4-O-B-D-glukopiranozit
Ferulil aldehit-4-O- B-D-glukopiranozit
Tasiosit, uridin

Suksinik asit

12-Pentakozanon

Klorofil, lutein, 3'.4'-dihidroksi feniletanol
glukozit,3-(4"-metoksi-3',5'-dihidroksifenil)-
allil alkol glukozit, urasil, metilklorojenat
Triakontanol

Dotriakontanol

5-Hidroksimetil-2-furankarboksaldehit, 5-

C. rivulare

C. rhinoceros

C. setosum

C. echinus
C. helenioides
C. japonicum
C. japonicum
C. japonicum
C. setosum
C. texanum

C. pendulum

C. pendulum, C. segetum
C. japonicum

C. chlorolepis

Nazaruk ve ark. 2012

Kyung ve ark. 2002
Syrchina ve ark. 1998

Rasulov ve ark. 1989
Christensen 1992
Miyaichi ve ark. 1995
Miyaichi ve ark. 1995
Miyaichi ve ark. 1995
Bai-cui ve ark. 2008
Dominguez ve ark. 1974

Guoliang ve ark. 2007

Guoliang ve ark. 2007, Gu ve Tu 1992 a
Gu ve Tu 1992b,
Shen ve Mu 1990
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metoksimetil-2furankarboksaldehit,
sirsium-aldehit, sirsiumozit

Aurantiamid asetat

Fumarik asit
Tridek-1-en-3,5,7,9,11-pentain, 9,10-
epoksiheptadek-16-en-4,6-diin-8-ol
Vernopoliantofuran
2,4-Tetradekadieneamit, N-(2-metil propil)
Scopoletin

Monoetil fumarat, stearik asit

o-Pinen, dodekan, tetradekan, 6-selinen
a-Tokoferol, 25-hidroperoksisikloart-
23-en-3pB-ol, 24-hidroperoksisikloart-25-en-
3B-ol, transfitol, 9,12,15-oktadekatrienoik
asit, 9,12-oktadekadienoik asit,
hegzadekanoik asit, (2R)-1, 2-0-(9z, 12z,
15z-dioktadekatrienoil)-3-O-B-D-
galaktopiranozil gliserol,

ar-Curcumen

Hegzanol, 1-butanol, 2-heptanone, 2-pentil
furan, 3-hidroksi-2-butanon, 2-metil-2-
buten-1-o0l, 6-metil-5-hepten-2-on, furfural,

exo-fenchyl asetat, trans-2-nonenal,

C. setosum
C. arisanense, C. henryi, C. wallichii

C. japonicum

C. hypoleucum
C. canum

C. rhinoceros
C. henryi

C. palustre

C. setidens

C. japonicum, C. rivulare

C. japonicum

Ke ve ark. 2006
Lin ve ark. 1975, Yue ve ark. 2007, Lin 1975

Kawazu ve ark. 1980

Bohlmann ve Abraham 1981
Bohlmann ve Abraham 1981
Yim ve ark. 2003

Yue ve ark. 2007

Nazaruk ve ark. 2012

Lee ve ark. 2002

Miyazawa ve ark. 2003, Nazaruk ve ark. 2012

Miyazawa ve ark. 2003
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benzaldehit, cis-sabinen hidrat, sitronellil
format, mentol, pulegon, kubeb-11-ene, a-
himachalen, 7-tridekanon, (E)-anethol,
geraniol, p-simen-8-ol, benzil alkol, 2-
feniletil alkol, o-krezol, neril asetat, metil
ogenol, y-ponalakton, kuminil alkol,
eugenol, longiborneol, timol,  metil
isoeugenol, metil palmitat, iso-longifolol,
kongol, timohidro kuinon, metil linolat,
tridekanoik asit, pentadekanoik asit,
palmitileik asit

Palmitik asit, oleik asit, linoleik asit, laurik
asit, miristik asit

Stearik asit, arasidik asit, palmitoleik asit

C. japonicum, C. vallis demoni

C. vallis demoni

Miyazawa ve ark. 2003, Aquino ve ark. 1987

Aquino ve ark. 1987
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2.4. Cirsium Tiirleri ile Yapilan Aktivite Calismalari

Cirsium hypoleucum bitkisinin metanol, n-hekzan, kloroform, etil asetat, n-
butanol ve su ekstrelerinin Herpes simplex (HSV) ve Parainfluenza virtslerini (PIV)
iceren bircok mikroorganizmaya karst antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir.
Bitkinin su ekstresinin HSV’e karsi referans standart olarak kullanilan asiklovir ile ayni
oranda aktif oldugu belirlenmistir (Deliorman-Orhan ve ark. 2007).

C. tenoreanum bitkisinin etil asetat ekstresinin iyi antipiroliferatif etki gosterdigi
tespit edilmistir (Loizzo ve ark. 2004).

C. setidens bitkisinden izole edilen 24-hidroperoksisikloloart-25-en-33-ol
bilesiginin bes insan kanser hiicresine karsi Onemli derecede sitotoksik aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Lee ve ark. 2002).

Pirolizatlar (ette veya balikta bulunan aminoasitler veya proteinlerden pisirme
sirasinda olusan heterosiklik aminler) kuvvetli mutajen ve karsinojendir, pisirilmis et
iriinleri tiiketen insanlar 3-amino-1-metil-5H-pirido[4, 3-b] indol (Trp-P-2) ve diger
heterosiklik aminlere maruz kalmaktadirlar. C. maritimum bitkisinin toprakiistii
kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin Trp-P-2’ nin mutajenitesini azalttig1 ayrica
bu bitkiden elde edilen cirsimaritin ve cirsimaritin 4'-glukozitin kuvvetli antimutajen
oldugu belirlendi (Nakasugi ve ark. 2002).

C. japonicum bitkisinden elde edilen pectolinarinin, S180 ve H22 fare
hiicrelerinde antikanser aktiviteye sahip oldugu ve kanamay1 6nledigi belirlenmistir (Liu
ve ark. 2006; Ganzera ve ark. 2005). C. japonicum bitkisinden elde edilen 5,7-
dihidroksi-6,4’-dimetoksi flavon bilesiginin S180 ve H22 kanser hiicrelerinin gelisimini
biiylik oranda inhibe ettigi belirlenmistir (Liu ve ark. 2007).

C. chanroenicum bitkisinin toprak lstii kisimlar ile ilgili yapilan g¢aligmalar
sonucunda pectolinarigenin ve pectolinarin bilesiklerinin anti-inflammatuar aktiviteye
sahip olduklar1 ve iltihapl yaralarda eikozanoit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir
(Lim ve ark. 2008).

C. rivulare, C. oleraceum ve C. vulgare anksiyeteyi ortadan kaldirmak igin
kullanilir. C. oleraceum ve C. rivulare bitkileri antimikrobiyal aktiviteye sahiptir
(Nazaruk 2008). C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare ve C. vulgare
bitkilerinin sulu ekstreleri ile yapilan calismada C. palustre ekstresinin en yliksek
toplam fenolik igerige ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Nazaruk

ve ark. 2008).
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C. arisanense’ den hazirlanan ve fenolik bilesikler iceren su ekstresinin karacigeri
koruyucu etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Ku ve ark. 2008).

C. setosum bitkisi ile yapilan fitokimyasal c¢aligmalarda fenolik asitler,
flavonoitler ve triterpenler bulunmustur. Farmakolojik ¢caligmalar fenolik bilesiklerin, C.
setosum bitkisindeki ana biyoaktif bilesenler oldugunu gostermistir. Bu bilesenlerin
antiinflamatuar, antioksidan, antitiimor, antibakteriyel gibi biyolojik aktivitelere sahip
oldugu belirtilmistir (Lu ve ark. 2009).

Chin-Wen ve ark. yaptig1 ¢alismada Tayvan’in kuzeyinde yetisen 29 bitkinin
yapraklarinin sulu ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri c¢alisilmistir. Lropetalum
chinense, Cirsium japonicum var. australe ve Acanthopanax trifoliatus bitkilerinin
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Test edilen kuru bitki
ornekleri arasinda siiperoksit anyon radikal siipiiriicii yonteminde C. japonicum var.
australe bitkisi ikinci en iyi, hidroksil radikali siipiiriici yonteminde ise en iyi iiglincli
aktiviteye sahiptir (Chin-Wen ve ark. 2008).

C. setidens bitkisinin ekstresini ihtiva eden bir kozmetik bilesiminin antioksidan,
agartma, sa¢ gelisimi, akne Onleyici ve tahris olmus cildi yumusatma gibi etkileri vardir
(Sub ve ark. 2007).

C. subcoriaceum bitkisinin toprak Ustii kisminin kurutulmus su ekstresinin ve
onun ana flavonoit glikoziti olan pectolinarin bilesiginin analjezik ve antiinflamatuar
etkisi farelerde ve sicanlarda arastirllmistir. Hem ekstrenin hem de pectolinarin
bilesiginin kuvvetli analjezik ve antiinflamatuar etki gosterdigi belirlenmistir (Martinez-
Vazquez ve ark. 1998).

C. japonicum var. ussuriense bitkisinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen
sirsimarin bilesigi 10-20 mg/mL eklendiginde sican karacigerlerinde kontrol ile
karsilastirildiginda %12 oraninda lipit peroksidasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Park
ve ark. 1995a).

Antimikrobiyal ve antioksidan etkili olan cirsiumamit bilesigi C. brevicaule var.
irumtiense bitkisinin rizomlarindan izole edilmistir. Cirsiumamit bilesigi Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa ve Proteus vulgaris’e karst giicli
antimikrobiyal etki gostermistir. Cirsiumamit bilesiginin ¢ok giiclii antioksidan etki
gosterdigi belirlenmistir (Sawaguchi ve ark. 1994).

Bursaphelenchus lignicolus ile yapilan biyorehberli calismada C. japonicum

bitkisinin koklerinden tridek-1-en-3,5,7,9,11-pentain ve 9,10-epoksiheptadek-16-en-4,6-
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diin-8-ol elde edilmistir. Bu iki bilesigin nematot (solucan) iiremesini inhibe edici
etkileri belirlenmistir (Kawazu ve ark. 1980).

Cirsium arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare ve C. vulgare bitkilerinin
cicek ve yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin sodyum pikolinat ve sodyum benzoat ile
kombinasyonlarinin  Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve Pseudomonas
aeruginosa bakterilerine karsi antimikrobiyal Ozellikleri arastirilmistir. Bu ekstreler
Gram (+) bakterilere karsi, Gram (-) bakterilerden daha giiclii antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Cigeklerden elde edilen ekstreler yapraklardan elde edilen ekstrelere gore
daha iyi aktivite gostermislerdir. Sodyum pikolinat tek basina 0.2 ve 0.4 mg/mL
konsantrasyonlarda antimikrobiyal etki gdstermezken ayni1 konsantrasyonlarda ekstreler
ilave edildiginde ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri artmistir. Sodyum benzoat ayni

etkiyi gostermemistir (Borawska ve ark. 2010).

2.5. Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler oksidasyona ugrayabilir ve canli organizma i¢in zararli olabilecek oksidasyon
triinleri olusturabilirler (Papas 1996). Bu durum yaygin olarak “Oksidatif Stres”
seklinde ifade edilir. Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir

(Tablo 2-2) (Aruoma ve Cuppet 1997, pp. 241).

Tablo 2-2: Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller Radikal Olmayanlar Radikaller Radikal Olmayanlar

Siiperoksit (0," ") Hidrojen Peroksit (H,O,) | Azot Oksit (NO®)  Nitrdz Asit (HNO,)

Hidroksi (HO®) Hipoklordz Asit (HClIO) | Azot dioksit NO,") Nitrozil Katyonu (NO")

Peroksi (RO,") Hipobroméz Asit HBrO) Nitroksi Anyonu (NO")

Alkoksi (RO®) Ozon (O3) Diazot tetraoksit (N,Oy)

Hidroperoksi (HO,") ~ Singlet Oksijen (‘Ag 'O5) Diazot trioksit (N,O3)
Peroksinitrit anyonu
(ONOO")
Peroksinitréz Asit (ONOOH)
Nitronyum Katyonu (NO,")
Alkilperoksi nitrit (ROONO)
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Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan viicudunda ¢esitli sekillerde meydana gelirler:

e Hiicrenin normal solunumu sirasinda yan iiriin olarak reaktif oksijen ve azot

tiirleri olusur.

e Siiperoksit ve hidrojen peroksit miktari, bazi biyomolekiillerin (adrenalin,
dopamin, tetrahidrofolat, sitokrom P450 ve elektron transport zincirlerinin bazi

bilesikleri) oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla artabilir (Fridovich

1986, Halliwell 1994).

e Viicudumuz, dogal ve insan kaynakli radyasyona maruz kalabilir. Yiiksek
enerjili elektromagnetik 151n, suyu parcalayabilir ve hidroksi radikali olusturur

(Von-Sonntag 1987).

Reaktif oksijen ve azot tiirleri disaridan da organizmaya alinabilirler. Sigara
dumaninin ana bilesigi NO,"dir. NO,*’in sigara olefinleri ile reaksiyona girmesiyle
karbon merkezli radikallerin olustugu diisiiniilmektedir. Ayrica sigara i¢imi notrofilleri

aktive ederek dolayli olarak serbest radikal {iretimini artirmaktadir (Papas 1996).

Yabanci organizmalara karst koruyucu gorev yapan fagositler (ndtrofiller,
monositler, makrofajlar, eosinofiller) yabanci organizmay1 6ldiirmek icin siiperoksit ve
hidrojen peroksit iiretirler. Bu énemli savunma sisteminin bozuklugu, doku hasariyla
sonuglanan agir1 fagosit aktivitesinin eslik ettigi romatoit artirit ve iltihapli bagirsak
hastalig1 gibi bazi1 hastaliklara sebep olur (Moncada ve ark. 1991, Babior ve Woodman
1990, Anggard 1994).

Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonlar1 iizerinden yiirlir. Radikaller
eslesmemis elektronlarini eslestirme egiliminde olduklar i¢in 6zellikle gevsek bagl
elektronlar1 koparirlar. Bu 6zellikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif olmalarim

saglar ve bunlarin organizmadaki varlig1 biyomolekiillerin modifikasyonuna sebep olur.

Reaktif oksijen ve azot tiirleri DNA bazlarini hasara ugratarak mutasyona sebep
olur. O, (Anggard 1994, Aruoma ve ark. 1989) , OH® (Takeuchi ve ark. 1994, Floyd
ve ark. 1986), ve ONOO™ (Floyd ve ark. 1988, Yermilov ve ark. 1995) DNA hasarinin
sebebi olarak bilinir. DNA hasar1 kanserden sorumlu olan bag faktordiir (Guyton ve
Kensler 1993). Hiicrede DNA tamir mekanizmalar1 mevcut olmasimna ragmen bu

mekanizmalar bazen yetersiz kalabilirler.
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Antioksidanlar, oksidasyonu baslangi¢c ve/veya gelisme basamaginda onleyen
veya geciktiren maddelerdir. Canli organizmalarda antioksidan aktiviteye sahip
bilesiklerin bulunmasi yagam i¢in 6nemli bir ihtiyactir. Antimutajenik, antikarsinojenik,
yaslanmay1 geciktirici gibi birgok etki canlilardaki antioksidan 6zellikteki maddelerden
kaynaklanir (Cook ve Samman 1996). Antioksidan maddelerin eksikliginde reaktif
oksijen ve azot tiirleri kanser, diabet, kireclenme, parkinson, AIDS, beyin ve kalp
hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar (Packer ve Cadenoas

2002).

Dogal kaynakli antioksidanlar, bitkilerde bulunan fenolik bilesikler
(tokoferoller, flavonoitler, fenolik asitler), azotlu bilesikler (alkaloitler, klorofil
tiirevleri, proteinler, aminler), organik asitler ve karotenoitlerdir (Larson 1988, Hudson
1990). Sistein, metiyonin, histidin, triptofan ve lizin (Taylor ve Richardson 1980) gibi
aminoasitler ile siilflirlerce zengin olan tiyoredoksin (Buchanan ve ark. 1994) proteini

de antioksidan 6zellik gosterirler.

Bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma bol meyve-sebze tiiketiminin kalp-damar ve
kanser hastaliklarini azalttigini ortaya koymustur (Hertog ve ark. 1993, Stampfer ve ark.
1993). Sebze ve meyvelerin bu 6zellikleri igerdikleri antioksidan maddelere (askorbik
asit, tokoferoller, karotenoitler, flavonoitler) dayandirilmaktadir. Ornegin yesil cay
yapraklar1 (-)-epikatesin, (-)-epikatesin gallat, (-)-epigallokatesin ve (-)-epigallokatesin
gallat icerirler (Amarowicz ve Shahidi 1996, Ho ve ark. 1997) ve antihipertansif (Henry
ve Stephens-Larson 1984), antioksidatif (Ho ve ark. 1992), antiaterosiklerotik (Hertog
ve ark. 1993, Luo ve ark. 1997), antikarsinojenik (Luo ve ark. 1997, Wang ve ark.
1994) gibi etkilere sahiptirler. Katesinler metal iyonlarini baglayici ve oksijen radikalini

tutucu antioksidanlar olarak taninirlar (Husain ve ark. 1987, Chen ve ark. 1990).

Diger taraftan sentetik antioksidanlar gidalarin bozunmasini 6nlemek ve raf
Omriinii uzatmak ic¢in kullanilmaktadirlar. Giinlimiizde BHA (biitillenmis hidroksi-
anisol), BHT (biitillenmis hidroksitoluen), PG (propil gallat) ve TBHQ (¢
biitilhidrokinon) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturduklari yan iriinlerin gesitli hastaliklara yol agabilecegini
ortaya koyan ¢alismalar vardir (Yamazaki ve ark. 2007, Tepe ve ark. 2007). Bu nedenle

dogal kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni antioksidan
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maddelerin bulunmasina yonelik ¢alismalar giderek 6nem kazanmis ve bu alanda

yapilan aragtirmalar artmustir.

2.5.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi
Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarina gore Dbirincil ve ikincil
antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar. Bazi1 antioksidanlar ise birden fazla aktivite

mekanizmas1 gosterirler ve bunlar ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak adlandirilirlar

(Reische ve ark. 2002).

2.5.1.1. Birincil Antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kiric1 antioksidanlar) otooksidasyonun
baslangic asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri agsamasini
yarida kesen serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (R") olusturmak igin,
doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar (Reische ve

ark. 2002).

RH ——m R + H

Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, ilerleyen agsamalarda peroksi radikali (ROO")

olusturmak icin oksijenle reaksiyona girer (Reische ve ark. 2002).

R + O ———> ROO" + H’

Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek

hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar (Reische ve ark. 2002).

ROO° + RH —> ROOH + R°

Daha sonra bu lipit radikali bagka peroksi radikali olusturmak {izere oksijen ile
reaksiyona girecektir. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden katalizlenir ve bdylece

otooksidasyon devam eder (Reische ve ark. 2002).

R + O —> ROO" + H’
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Hidroperoksitler (ROOH) kararsizdirlar ve bozunarak radikaller olustururlar. Bu

da reaksiyonun hizlanmasina neden olur (Reische ve ark. 2002).

ROOH —— > RO" + HO’

RO + RH —— > ROH + R’

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (R") ve peroksi radikalleriyle (ROO")
reaksiyona girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan iiriinlere gevirirler. Birincil
antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri ile
antioksidan radikaller meydana getirirler (A"). Hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bu yilizden
otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi (ROO") ve oksi (RO") serbest radikalleri
birincil antioksidanlar tarafindan giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle

dogrudan da etkilesebilirler (Reische ve ark. 2002).

ROO° + AH ——— > ROOH + A
RO + AH —— = ROH + A°

R + AH —— > RH + A

Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle ¢cok az reaksiyona
girer. Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan
reaksiyon hizi azalir. Kararli rezonans hibritler olusturmak igin fenol halkasinin
cevresindeki ortaklanmamis elektronun delokalizasyonu ile antioksidan radikali kararli
hale getirilir. Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile

sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler (Reische ve ark. 2002).
ROO* +A° —— ROOA
RO+ A° ———> ROA
AT+ A ———— AA
Kati ve s1vi yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu goze ¢arpar ve bu olusum

fenolik antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarma ugradigimi
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gosterir. Antioksidan dimerler, radikal olmayan sekillerinde ne kadar uzun siire
kalirlarsa otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili sekilde

durdururlar (Reische ve ark. 2002).

Otooksidasyonun baglangicindan once, antioksidanlarin tiiketildigi ve serbest
radikallerin olustugu indiiksiyon zamani olmalidir. Bu yiizden birincil antioksidanlar,
otooksidasyon basamaklari meydana gelmeden oksidasyonun indiiksiyon ve baslangic

asamalarinda ilave edilirlerse daha etkili olurlar (Reische ve ark. 2002).

Radikal gidermeye ilaveten birincil antioksidanlar, hidroperoksitleri hidroksi
bilesiklerine indirgeyebilirler. Bununla beraber birincil antioksidanlarin esas

antioksidatif mekanizmasi radikal gidermedir (Reische ve ark. 2002).

Birincil antioksidanlar, cesitli halka siibstitiisyonlarina sahip mono veya
polihidroksi fenollerdir. Fenoldeki hidroksil grubuna goére orto ve para konumuna
elektron veren gruplarin siibstitiisyonundan olusan indiiktif etki bilesigin antioksidan
aktivitesini arttirir. Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron yogunlugunu
arttirarak onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna gore para konumunda etil veya
biitil gruplarin siibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir. Bununla beraber sterik
engelleme nedeniyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmis alkil gruplarinin
varlig1 antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmis alkil gruplarinin
siibstitlisyonlar1 kararli rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini
arttirirlar ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltirlar (Reische

ve ark. 2002).

Sentetik birincil antioksidanlara ©Ornek olarak biitillenmis hidroksianisol,
biitillenmis hidroksitoluen, propil gallat ve #-biitil hidrokinon verilebilir (Sekil 2-1).
Tokoferoller ve karotenoitler dogal kaynakli birincil antioksidanlardir (Reische ve ark.

2002).
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OH
OH
oH HO OH
C
OCHj F \O/\/
Biitillenmis hidroksianisol Biitillenmis hidroksitoluen Propil gallat
OH
OH
¢-Biitil hidrokinon a-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 2-1: Birincil Antioksidanlar

2.5.1.2. ikincil Antioksidanlar

Ikincil (tip—2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar ¢ok gesitli reaksiyon
mekanizmalaria sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizini yavaslatirlar, fakat
serbest radikalleri daha kararhi iiriinlere déniistirmezler. ikincil antioksidanlar
prooksidan  metallerle kelat yapabilirler ve onlart deaktive edebilirler,
hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere parcalanmasini saglayabilirler, singlet
oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar, genellikle birincil antioksidanlarin
aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit,
EDTA ve f-karoten ikincil antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2-2) (Reische
ve ark. 2002).

Ikincil antioksidanlar en 6nemli etki mekanizmalarina gére baslica ii¢ gruba

ayrilabilirler (Reische ve ark. 2002) :

a) Kelat Yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), tartarik asit

b) Oksijen Gidericiler ve Indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbil
palmitat, eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.

¢) Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (f-Karoten, likopen ve lutein)
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Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit
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SKaroten (A vitamini)

Sekil 2-2: ikincil Antioksidanlar

Antioksidanlar, enzimler (Katalaz, Glutatyon peroksidaz, Siiperoksit Dismutaz
(SOD)), dogal kaynakli ve sentetik antioksidanlar olarak da simiflandirilabilirler
(Halliwell ve Gutteridge 1989).

Katalaz ve  glutatyon peroksidaz  enzimleri  hidrojen  peroksidin

uzaklastirilmasinda gorev alirlar.

2H,0,—» 2H,0 + O, (Katalazin katalizledigi reaksiyon)

GSH + H,0, — GSSG + 2H,0 (Glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyon)

SOD, dismutasyon reaksiyonunu katalizler ve siiperoksidin uzaklastirilmasini

saglar;

0," + 0, +2H — H,0, + O, (temel hal) Dismutasyon reaksiyonu
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2.5.2. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
Antioksidan aktivitenin tayin edilmesi amaciyla kullanilan yontemlerden bazilari
sunlardir:
¢ CUPRAC (Bakir (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi (Apak ve
ark. 2004).
s FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicli) yontemi (Benzie ve
Strain 1996).
* Folin Ciocalteu yotemi (Singleton ve ark. 1999).
s TRAP (Toplam radikal tutma parametresi) yontemi (Wayner ve ark. 1985).
% Luminol yontemi (Whitehead ve ark.1992).
< DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi (Valkonen ve Kuusi 1997).
¢ Fikoeritrin (PE) esasli yontemler (Ghiselli ve ark. 1995).
% Krosin yontemi (Tubaro ve ark.1998).
% DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi (Blois 1958).
% ORAC (Oksijen radikal absorbans kapasitesi) yontemi (Prior ve Cao 1999).
s TOSC (Toplam oksiradikal siiplirme kapasitesi) yontemi (Winston ve ark.1998).
% Siklik voltametri yontemi (Kohen ve ark. 1999).
¢ p-Karoten renk a¢ilim yontemi (Miller 1971).
¢ Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Liu ve ark. 1997).
* ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Re ve ark. 1999).
% Metal baglama yontemi (Dinis ve ark. 1994).

2.6. Alzheimer Hastalhig:

Alman psikiyatrist Aloist Alzheimer tarafindan 1906 yilinda tanimlanmis olan
Alzheimer hastaligi (AH), yashlardaki primer dejeneratif demansin en sik goriilen
formudur. Demans, bilinci agik bir insanin giinlilk yasamini etkileyecek derecede
zihinsel ve sosyal uyum yeteneginin azalmasi durumudur (Karaman 2002). Alzheimer
hastaliginda en erken semptom, genellikle hafiza kaybinin progresyonudur. Baslangicta
bu hafiza kaybini yashliga bagli unutkanliktan ayirmak gii¢ olabilir. Ancak unutkanligi
olanlar bu durumun farkindadir ve giinliik yasam aktiviteleri minimal diizeyde etkilenir
(Akalin 2003). Yeni bilgilerin hemen unutulmasi, yakin gegmisi hatirlayamamak, buna

karsilik uzak ge¢misi cok iyi hatirlamak onemli bir 6zelliktir. Alzheimer hastalarinda
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konusma bozuklugu siktir, climle kurmakta zorlanirlar. Hastalik ilerledik¢e bellek
problemleri artar. Zamanla kisisel bakimlarmi yapamaz hale gelirler, psikiyatrik
semptomlar baslar ve hasta yataga bagiml kalir (Akalin 2003, Payao ve ark. 1994,
Yamantiirk 2000). Alzheimer hastaligi, beyindeki 6grenme ve hafiza ile alakali
boliimlerde  kolinerjik ndronlarin  kaybiyla baglantili  olarak  norofibrillerin
diiglimlenmesi ve amiloitlerin olusumu olarak tanimlanir. Kolinerjik ¢ekirdek doku
bozulmasi, kolinerjik sinir iletimini azaltmaktadir. Ard arda gelen doku bozulmalari
artan toksisiteye bagli olarak hafiza kaybiyla sonuglanan geri doniisiimsiiz fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadir. Alzheimerli hastalarda beynin neokorteks ve
hippokampus gibi yiiksek mental fonksiyonlarindan sorumlu boélgelerinde beyin
hiicreleri tizerinde patolojik bir protein birikimi goriiliir. Bu protein birikimi S-amiloit

plaklardir.

2.6.1. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz (BChE) Inhibitérleri

Normal erigkin beyninde AChE yaygin olarak bulunurken, BChE smurl
miktarlarda bulunmaktadir (Appleyard 1992). Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen tim
dokularda bulunurken, butirilkolinesteraz enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi,

karaciger ve plazmada bulunmaktadir (Hartman 2010).

Kolinesteraz inhibitorleri Alzheimer hastaliginin ilk ilag tedavisi olarak
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (US Food and Drug Administration, FDA) tarafindan
kanitlanmustir. Alzheimer hastalarindaki tedavi edici etkileri 6 ile 36 hafta arasindaki
tedavi sliresince incelenmis ve biligsel fonksiyonlarindaki artis gozlenmistir (Mohs ve
ark. 2001, Raskind ve ark. 2004). Kolinestereazlarin, hastalig1 engelleyici ve norolojik
olarak koruyucu etkisinden dolayi, hastaligin ilk safhalarinda da ndrotoksisiteyi ve
fonksiyonel komplikasyonlar1 engellemesi Alzheimer hasthiginin tedavisinde umut

olmustur.

2.6.2. Kolinesteraz Inhibitorlerinin Alzheimer Hastahgindaki Mekanizmasi

Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinesteraz enziminin neden oldugu asetilkolin
sinir tastyicilarinin yikiminit engeller. Alzheimerli hastalarin kolinerjik sinirlerinde
asetilkolin miktar1 azalir. Kolinerjik sinir hiicrelerinin kaybi biligsel olarak tehlike
yaratmaktadir. Asetilkolin enzimi amiloit-beta denilen plakalarin olusumunu destekler,

bu plakalar ise asetilkolinesteraz enziminin bozunumunu azaltir (Rees ve ark. 2003, Hu
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ve ark. 2003). Amiloit, ¢esitli klinik bozukluklarda viicudun bir¢ok doku ve organlarinda

hiicreler arasinda depolanan anormal bir proteindir.

Bu protein dallanmayan fibrillerden yapilmistir ve beta kivrimli tabaka yapisi
gosterir. B-Amiloit, 21. kromozomda kodlanan transmembran protein olan APP (Amiloit
Prekiirsor Protein)’nin sekretaz enzimiyle kesilmesi sonucu olusur. APP amiloit
diziliminde valin yerine izolosin, glisin yerine fenilalanin degisiminden dolay1

mutasyona sebep olmakta bu da B-amiloit depolanmasinda etkili olmaktadir.

Bu enzimler a-sekretaz, B-sekretaz, y-sekretaz enzimleridir. Hastalikta a- ve -
sekretaz enzim akiviteleri arasindaki dengenin B-sekretaz enzim lehine gelismesi
noronal dejenerasyona sebep olmaktadir (Simon 2001). Rees ve Birmijoin,
asetilkolinesterazin B-amiloit ile direkt olarak etkilesebildiginden bu peptit ¢dziinen
plakalar i¢inde kiimelenme imkani bulur, buna uygun sekilde diizenlenen kolinestreaz
inhibitorleri hastaligin ilerlemesini inhibe ederek bulgusal yararlar sagladigini idda
etmektedirler (Standridge 2004). Bir¢ok veriye dayanarak, bu arastirmacilarin hipotezi;
asetilkolinesteraz inhibisyonunun amiloit baglatici proteini (APP) iireterek, sinir
hiicrelerini koruyan bir siirecin baslamasini saglamaktir (Standridge 2004). Kisacasi
amiloitler beyin hiicreleri arasindaki haberlesmeyi Onler ve beyin hiicrelerinin yavag

yavas 0lmesine neden olurlar (Auld ve ark. 2002).

Alzheimer hastalarinda B-amiloit iiretimi saglikli bir birey ile ayni olmakla
birlikte, PB-amiloitlerin digar1 atilmasinda sorun yasanmaktadir. Normal olarak p-
amiloitler hiicrenin digina ¢iktig1 zaman erir, ancak bazen erimesi miimkiin olmayan ve
adina “fibril” denilen birikintiler olustururlar. Bu fibriller birbirine yapisarak plakalar
haline gelir. Her insan yaslandik¢a plaka {retir. Gergek sorun, bu plakalarin
iltihaplanmas1 ile sonuglanan reaksiyonlar1 tetiklemesidir. Beyin, genel olarak,
enfeksiyonlarla miicadele ederken serbest radikal denilen toksik ajanlar iiretir. Iste bu
fibriller de benzer reaksiyonlara zemin hazirlar. Néronun kiiresel gévdesi, akson denilen
ince uzantilarla kaplidir. Bunlar diger hiicrelerle baglanti kurmaya yarar. Adina
mikrotlip denilen igyapilarin ¢evresinde olusan uzantilar, dolasim sistemi olarak goérev
yapar, besinleri tasir ve kimyasal mesajlari iletir. Bu sistemi, adina tau denilen bir ¢esit
yapiskanli protein bir arada tutar. Tau molekiilleri, mikrotiiplerin kenarlarina sikica

yapisir. Alzheimer s6z konusu oldugunda, tau molekiilleri ayrilir ve kendiliginden
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diigtimler olusturur. Bu durumda mikrotiipler pargalara ayrilir ve noéronlar 6liir (Lanari

ve ark. 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stres, hiicre tahribatiyla
sonuc¢lanan biyomolekiillerin oksitlenmesine neden olur (Piazzi ve ark. 2008). Toksik (-
amiloitlerin yavas yavas birikimi, siirekli oksidatif stres ve benzeri olaylarla
birlestiginde noronlarda yapisal bozukluga neden olur. Bu siireg, fonksiyonel
aksakliklara, kavramsal ve davranigsal bozukluklara ve hatta Oliime neden
olabilmektedir. Beyindeki B-amiloit birikimini hizlandiran patofizyolojik durumlar
Alzheimer riskini arttirmaktadir (Hartman 2010). Sonug¢ olarak, oksidatif stres
Alzheimer hastaliginin ilk adimlarindan biri olup, hastalikta patojenik bir rol oynama

durumuna sahiptir (Piazzi ve ark. 2008).

Beyinde noronlar arasinda veya bir ndron ile baska bir (tiir) hiicre arasinda
iletisimi saglayan kimyasallara “ndrotransmitter” denir. Sinir sistemi boyunca sinirsel
sinyaller bu kimyasal tasiyicilar yardimiyla iletilir. Alzheimer hastaliginda rol oynayan

iki ana norotransmitter vardir.

l. Asetilkolin ndrotransmitter: Dokulardaki bilgiyi veya baska sinirlerdeki bilgiyi
tagtyan asetilkolin gorevini yaptiktan sonra asetilkolinesteraz isimli enzim tarafindan
parcalanir. Bir sonraki bilgi aktarimi icin yeniden asetilkolin tiretmek gerekir.
Asetilkolin, Alzheimer hastalarinda yeterince liretilmemektedir. Asetilkolini parcalayan
asetilkolinesteraz enziminin frenlenmesi ile Alzheimer hastaliginin ilerlemeyecegi
diisiiniilmektedir (Orhan ve ark. 2007).

2. Glutamat: Sinir hiicrelerinde % 70 oraninda bulunur. Gorevi, O6grenme ve
hafizadir. Alzheimer hastalarinda glutamat ¢ok asir1 sekilde salgilanir ve bu durum sinir
hiicrelerinin tahrip olmasina sebep olur. Glutamat salgilanmasi frenlenirse sinir
hiicrelerinin  6liimiiniin yavaslayacagi ve Alzheimer hastasinin saglik durumunun

kotiilesmeyecegi diistiniilmektedir (Orhan ve ark. 2007).

Alzheimer hastaliginda kullanilan iki 6nemli tedavi segenegi ‘“kolinesteraz
inhibitorler” ve “N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir”. Kolinesteraz
inhibitorleri, bellek ve diisiince ile ilgili bir norotransmitter olan asetilkolinin
parcalanmasini  Onlemeye yardimci olurlar (Hartman 2010). NMDA reseptor
antagonistleri ise 6grenme ve bellek fonksiyonlari agisindan 6nem tasiyan bir transmitter

olan glumat’1 diizenleyici etkiye sahiptir (Hartman 2010).
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2.7. Terpenler

2.7.1. Dagilimlan

Terpenler degisik yapisal ozellikler gosteren ve yaygin olarak bulunan genis bir
dogal bilesikler sinifidir. Terpenler bitki dokularinda genellikle serbest olarak, bazilar
glikozitleri ya da organik asit esterleri halinde, bazilar1 da proteinlerle birlesmis olarak
bulunurlar. 10 ya da 15 karbonlu olan terpenler bitkilerden su buhart distilasyonu ile,

daha fazla karbonlu olanlar ekstraksiyon yontemleri ile ayrilirlar (Sonmez 1995).

2.7.2. Olusumlar
Terpenlerin ana iskeleti bes karbonlu izopren birimlerinden olusur. Yapisinda
izopren (Sekil 2-3) birimi bulunan bilesiklere izoprene benzeyen anlamina gelen
izoprenoit ismi verilmistir.
CH,

HZC:C_CHZCHZ

Sekil 2-3: Izopren
[zopren birimini olusturan mevalonik asitin (Sekil 2-4) baslangic maddesi asetil

koenzim A’dir (Tedder ve ark. 1972).

HO,

HOOC CH,0H

Sekil 2-4: Mevalonik Asit

Asetil coenzim A’nin ikincil metabolitlerin olusumundaki rolii Sekil 2-5’ te

gosterilmistir.
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KLOROFIL + CO, + GUNES ISIGI

FOTOSENTEZ
KARBONHIDRATLAR
PENTOZ DEVRI
' ; GLIKOLiZ
FOSFOENOL PIRUVIK ASIT
. . . / . . . .
SIKIMIK ASIT PIRUlVIK ASIT
AROMATIK AMINO ASiTLER—»ALKAITOITLER ASETIL KOENZIM A
AMINO ASITLER <——SIiTRIiK ASIT
SINNAMIKASIT\/ MALONIL KOENZIM A
FLAVONOITLER YAG ASITLERI
POLIASETILENLER
FENILPROPANOIT
BILESIKLER
POLIKETITLER MEVALONIK ASIT
FENOLIK BIiLESIKLER TERPENOITLER
STEROITLER
KAROTENOITLER

Sekil 2-5: Tkincil Metabolitlerin Olusumu

Mevalonik asitin 2 molekiil ATP (adenozintrifosfat) ile fosforlanmasi sonucu

mevalonik asit-5-pirofosfat olusur (Sekil 2-6).

0, CH; HO, CHj

Z 2,

2 ATP

HOOC CH,0OH HOOC CH,0—PP

Sekil 2-6: Mevalonik Asit—5—Pirofosfat Olusumu
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Mevalonik asit-5-pirofosfatin tersiyer OH grubunun fosforlanmasindan sonra

dekarboksilasyon ve dehidrasyon ile izopentil pirofosfat olusur (Sekil 2-7).

HO, ,CH,

HOOC CH,0—PP

A
OPP

[zopentil Pirofosfat

Sekil 2-7: izopentil Pirofosfat Olusumu

[zopentil pirofosfatin enzim ile izomerizasyonu sonucu dimetilallil ester olusur

(Geissman ve Crout 1969) (Sekil 2-8).

A —_— ):¥
OPP OPP

A*~Ipp A~Ipp

Sekil 2-8: Izopentil Pirofosfatin izomerizasyonu

Bu iki izomerin kondenzasyonu geranil pirofosfati olusturur (Sekil 2-9). Bu

madde monoterpenleri verir.
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w ) CH3 CH3
HCT X H,C © OPP e N AN OPP
H

Geranil pirofosfat

|

I g

Geranil pirofosfat

Sekil 2-9: Geranil Pirofosfatin Olusumu

Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu farnesil pirofosfati

olusturur (Sekil 2-10). Bu madde seskiterpenlerin gegis bilesigidir.

(OPP

\CHM_H\

| CH,OPP

Sekil 2-10: Farnesil Pirofosfatin Olusumu

Bu maddenin tekrar izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu geranil-geranil
pirofosfat1 verir (Sekil 2-11). Geranil-geranil pirofosfat diterpenleri ve karotenoitleri

olusturur.
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Sekil 2-11: Geranil-Geranil Pirofosfat Olusumu

Izopentil, geranil ve farnesil pirofosfat molekiillerinin birbirleriyle degisik
kondenzasyonlar1 sonucu daha yiiksek yapili terpenler olusur. Ornegin; triterpenler iki
farnesil pirofosfatin, karotenoitler ise iki geranil-geranil pirofosfatin kondenzasyonuyla

olusmaktadir. Terpenlerin olusumu Sekil 2-12°de gosterilmistir.

Asetil Co A
Mevalonat

A%-IPP, A3-IPP

Geranil - PP (C-10) Monoterpenler

A3-IPP
Seskiterpenler

Farnesil - PP (C-15) / Steroitler
Skualen
\ Triterpenler

Diterpenler

A3-IPP

Geranil-geranil - PP (C-20)

Karotenoitler

Sekil 2-12:Terpenlerin Olusumu
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2.7.3. Terpenlerin Siniflandirilmalar:

Izopentil pirofosfat aktif bir olefin bilesigidir. Izopentil pirofosfat
molekiillerinden iki, ii¢, dort, bes, alt1 ve sekizi birleserek agik zincirli ya da halkali
terpenleri olustururlar. Terpenlerin ana iskeletleri 5 karbonlu izopren (2-metil-1,3-
butadien) molekiillerinden olustugundan simiflandirilmalart izopren birimlerinin
sayisina gore yapilir (Tablo 2-3). Ruzicka tarafindan ortaya atilmis olan “izopren
Kuralia” gore biitiin terpenlerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha

fazlasinin birlesmesiyle olugsmustur (Boiteau ve ark. 1964).

Tablo 2-3: Terpenlerin Siniflandirilmasi

izopren Sayist Simifi C Sayisi

1 Hemiterpenler 5C

2 Monoterpenler 10C
3 Seskiterpenler 15C
4 Diterpenler 20C
5 Sesterterpenler 25C
6 Triterpenler 30C
8 Tetraterpenler (Karotenoitler) 40 C
n Politerpenler CXON

2.7.3.1. Diterpenler

Dort izopren molekiiliinden meydana gelen, ¢esitli farmakolojik etkilere sahip
olan diterpenler 20 karbonlu olup bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir.
Diterpenler tasidiklar1 ana iskelete gore smiflandirilirlar, dogada c¢ok bulunan bazi

diterpen iskeletleri Sekil 2-13’de gosterilmistir.
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& o

Abietan Labdan Rozan
Pimaran Stakan Kauran
Totarol Trakiloban

’ 0

Akonitin tipi alkaloit Atisan tipi alkaloit

Sekil 2-13: Dogada Cok Bulunan Diterpen Iskeletleri
Cesitli biyolojik aktiviteye sahip diterpenlerin oksijenli tiirevleri kimyasal
yapilarina gore su sekilde gruplandirilabilir:

% Asiklik diterpenler: Dogada nadir olarak bulunurlar, geranilgeraniol, 1,3-cis-

fitadien, fitol 6rnek olarak verilebilir (Devon ve Scott 1972).



X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4
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Monosiklik diterpenler: En ¢ok bilinenlerden biri A; vitaminidir (Retinol) (Sekil 2-
14). Retinol bitkilerde bulunmaz, omurgali hayvan organizmasinda karotenoitlerin
ikiye boliinmesi ile olusan bir bilesiktir. Pinus albicaulis oleoresininin iceriginde
bulunan cembren ve tiitiinde bulunan 4,8 ,13-duvatrienl—1,3—diol monosiklik

diterpenlere 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2-14) (Geissman ve Crout 1969).
Bisiklik diterpenlere manool ve sclareol 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2-15).

Trisiklik diterpenlere karnosik asit 6rnek verilebilir (Sekil 2-15) (Geissman ve Crout

1969).

Tetrasiklik diterpenlere stachen ve beyerol 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2-15)
(Geissman ve Crout 1969).

Pentasiklik diterpenlere 6rnek olarak trakiloban (Sekil 2-15) verilebilir (Geissman
ve Crout 1969).

OH
‘ SN g N
Vitamin A; (Retinol)
OH
Z
OH
Cembren 4,8,13-duvatrien-1,3-diol

Sekil 2-14: Monosiklik Diterpenler
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Manool

H
H,OH

P
~
2
z
Z
z

2
=
Z
T

Stachen Beyerol Trakiloban

Sekil 2-15: Bisiklik, Trisiklik, Tetrasiklik ve Pentasiklik Diterpenler

¢ Lakton ya da furan halkasi iceren diterpenlere 6rnek olarak hardwickiic asit ve

picrosalvin verilebilir (Sekil 2-16) (Geissman ve Crout 1969).

COOH

Hardwickiic asit Picrosalvin

Sekil 2-16: Lakton ya da Furan Halkasi iceren Diterpenler
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¢ Aromatik (inuroyleanol) ve kinoit (7-okso-royleanon-12-metil eter) yapidaki

diterpenlere ornekler Sekil 2-17’de verildi (Kabouche ve ark. 2007) .

OCH,

OCH;

<
Z
2
Z
2
Z

[nuroyleanol 7-Okso-royleanon-12-metil eter

Sekil 2-17: Aromatik ve Kinoit Yapidaki Diterpenler

% Bitkilerde diterpenlerin oksijenli tiirevlerinin yaninda yan zincirde ya da halka
icinde azot atomu ihtiva eden ve “Diterpen Alkaloitler” olarak bilinen 19 ya da 20

karbonlu bilesikler bulunmaktadir. Sekil 2-18’de diterpen alkaloitlere 6rnek verildi

(Kolak ve ark. 2006).

OCH,
anll] OH
\\M__——’NI —————————
I,” O
4 OH
O
C=—0
N——|(|t——OCH3
O
Linearilobin Cochlearenin

Sekil 2-18: Diterpen Alkaloitler
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2.7.3.2. Triterpenler

Triterpenler altt izopren biriminden olusmus 30 karbonlu halkali yapilardir.
Bitkilerde serbest olarak bulunabildikleri gibi triterpenik saponinler olarak adlandirilan
glikozitleri halinde de bulunabilirler. Serbest triterpenler, asit, alkol, aldehit, keton,
epoksi ve lakton gruplarindan bir ya da birkagimi bir arada tasiyabilirler. Dogal
triterpenik bilesiklerin iskelet yapilar1 Sekil 2-19°da verilmistir. Tagidiklar1 halka sayisi
ve fonksiyonel gruplar da isimlendirmede etkendir. Triterpenler tasidiklari halka
sayilarina gore trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik olarak ii¢ grupta toplanmaktadirlar.

Hig siibstitlient tagimazlarsa triterpen hidrokarbonlar olarak adlandirilirlar.

Triterpenlerin taninmasinda renk reaksiyonlar1 6nemlidir. Liebermann-Burchard
en c¢ok kullanilan renk reaksiyonudur. Mavi—yesil renk triterpenlerin varliginm
gosterirken, ayni reaksiyon steroitlerle yavas yliriir ve kizil kahve bir renk verir (Boiteau

ve ark. 1964).

Ambran (Trisiklik) Lanostan (Tetrasiklik) Ursan (Pentasiklik)

Olean Friedelan Tarakseran

Lupan Hopan

Sekil 2-19: Triterpen iskeletleri
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2.8. Steroitler

Bitkilerde ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Mide ve safra
asitleri, kalp glikozitleri, adrenal korteks hormonlar1 ve cinsiyet hormonlar steroit sinifi
bilesiklerdir. Steroitlerin karakteristik halka yapisi siklopentanoperhidrofenantren halka

sistemidir (Sekil 2-20).

Sekil 2-20: Steroitlerin Iskelet Yapisi
Bitkisel steroitler genellikle, C-3’te OH, C-5’te ¢ifte bag, C-17’de yan zincir
tagirlar. C-3’teki OH grubu, halkadaki metil gruplariyla dik ac1 yaparsa A ve B halkalar1
cis seklinde birlesmislerdir. Bu konumdaki OH grubu g seklindedir. OH grubu metil
gruplarina paralel ise A ve B halkalar1 frans yapida olup OH grubu a seklindedir. Yan
zincirin konfigiirasyonu ise steroitlerde genellikle £ seklindedir. B ile C halkalar1 ve C
ile D halkalar1 genellikle trans birlesirler (Cram ve Hammond 1964). Cok iyi bilinen bir

steroit olan kolesterolun formiilii Sekil 2-21°de verildi.

///// ",
.,

HO

Sekil 2-21: Kolesterol
UV spektrumu steroitlerin yapi tayini i¢in fazla bilgi vermez. Steroitlerin ¢ifte
baglar1 genel olarak izole durumdadir ve 200-210 nm araliginda kuvvetli bir ug
absorpsiyon yaparlar. IR spektrumunda, hidroksil gruplari 3000-3500 cm™'*de, alifatik
C-H baglar1 2850-2900 cm™’de goriiliir. Parmak izi bdlgesi karisik ve karakteristiktir.
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'H NMR spektrumunda, metil pikleri 0-1,5 ppm arahiginda, metilen pikleri 1,5-2,5 ppm
araliginda cikar. Steroitlerde metilen pikleri ¢ok karmasik ve yaygindir. O nedenle
metilen pikleri yerine metilen zarfi denilir. Hidroksil grubuna komsu hidrojenler 3,5-4,5
ppm’de, doymanuslik pikleri 5-6 ppm’de izlenir. Kiitle spektrumunda [M]", [M-CH3]",
[M-H,0]", ayrica [M-yan zincir]" veya [M-D+yan zincir]" pikleri goriiliir.

2.9. Glikozitler

Glikozitler seker eterleri olarak bilinirler. Karbonhidrat sinifindandirlar. Genel
formiilleri CH,O’dur. Monosakkaritler en basit karbonhidrat birimleridir. Dogada ¢ok
rastlanan monosakkaritler Sekil 2-22’de verilmistir. Glukoz, galaktoz gibi aldehit grubu
iceren monosakkaritler “aldozlar seklinde tanimlanirken, fruktoz gibi keton grubu
iceren monosakkaritlere ise ketozlar denir. Glikozitler a- ve - anomer olarak tiim bitki
organlarinda bulunabilirler. Dogada [~ glikozitler yaygin, a- glikozitler daha az
bulunurlar. D-glukozun ¢, f-piranoz ve o, f-furanoz yapilar Sekil 2-23’te gosterilmistir

(Serin 1995).

Monosakkaritler dimer, trimer ve polimer olusturmak iizere birbirlerine
baglanabilirler. Dimerlere disakkaritler nedir. Sakkaroz bir disakkarittir ve
hidrolizlendiginde glukoz ve fruktoza ayrilir. ikiden sekize kadar monosakkarit birimi
iceren karbonhidratlar oligosakkaritler ~olarak tanimlanirlar. Sekizden fazla
monosakkarit birimi icerenler polisakkaritlerdir. Nisasta ve seliilloz polisakkaritlere

ornek olarak verilebilirler (Serin 1995).

Kan sekeri, tlziim sekeri olarak da adlandirilan glukoz en Gnemli
monosakkaritlerden biridir. Polarize 15181 saga cevirdigi icin dekstroz olarak da anilir.
Sakkaroz, maltoz, laktoz ve nisasta memeliler tarafindan glukoza doniistiiriilebilir ve
organizma tarafindan enerji elde etmek i¢in kullanilirlar. Fruktoz en tath dogal sekerdir,
meyvelerde ve balda bulunur. Polarize 15181 sola ¢evirdigi i¢in levuloz olarak da

adlandirilir (Serin 1995).



CHO
H»=C-=0OH
HO»—C-=H
H»C-=0OH
H»C-=0OH

CH,OH

D-Glukoz

CHO
HO»—C—=H
H»=C—-=0OH
H=C—-=0OH

CH,OH

D-Arabinoz

CHO
HO®»C—=H
HO®»C—=H

H»C—-=0OH
H»C-=0OH

CH,OH

D-Mannoz

CHO
H®=C—-=0OH
HO»C—=H
H»C—-=0OH

CH,OH

D-Ksiloz

CHO
Hw=C-=0OH
HO®»C—-=H
HO®»C—=H
H=—C—-=0OH

CH,0H

D-Galaktoz

CHO
H»=C-=0OH
H»=C—-=0OH
Hw»—C-=0OH

CH,OH

D-Riboz
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CH,OH
c=0
HO®—(C—=H
HO®™—C—=H

Hw=—C—=OH

CH,OH

D-Fruktoz

HO
CH,

H=—C—=0H

H=C—==0H

CH,OH

2-Deoksi-D-Riboz

Sekil 2-22: Dogada Cok Bulunan Monosakkaritler

H OH

H OH

[-D-Glukopiranoz

a-D-Glukofuranoz

[-D-Glukofuranoz

Sekil 2-23: D-Glukozun o, f-Piranoz ve o, fFuranoz Yapilari

Glikozitler genel olarak kati, kristalize, renksiz ve aci lezzeti olan bilesiklerdir.

Cok farkli yapilara sahip olduklarindan stabiliteleri, ¢oziiniirliikleri ve polarize 1518a
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karst olan etkileri degisiktir. Sudaki ¢6ziiniirliik dereceleri degisik olmakla birlikte

genellikle alkolde de ¢oziiniirler (Serin 1995).

Seker ile aglikonu baglayan atomun cinsine gore glikozitler O-, C-, N- ve S-

glikozitleri olarak siniflandirilirlar:

2.9.1. O-Glikozitler
Aglikonun hidroksil grubu ile sekerin rediiktér grubunun bir molekiil su
kaybederek birlesmesi sonucu olusurlar. Dogada yaygin olarak bulunan glikozitlerdir.

Aglikonun cinsine gore siniflandirilirlar (Serin 1995).

2.9.2. Alkol Glikozitleri
Aglikonlar1 alkol fonksiyonu tasiyan basit bilesiklerdir. Bu glikozitlere dogada
az rastlanir. Tibbi yonden 6nemli olan siyanogenetik glikozitler 6rnek olarak verilebilir

(Sekil 2-24). Bu glikozitler hidroliz sonunda siyanhidrik asit verirler (Serin 1995).

O0—GI—0—0aGil OH

CN

2 C6H1206 + CN

OH 0O

@ H ot HCN

Sekil 2-24: Siyanogenetik Bir Glikozitin Hidrolizi (Amigdalin’in Amigdonitril’e ve
Benzaldehit’e Hidrolizi)

2.9.3. Fenol Glikozitleri

Dogada cok rastlanan ve aglikon kisminda fenol grubu tasiyan glikozitlerdir.
Onemli olanlari, basit fenol glikozitleri, antresen glikozitleri, flavon glikozitleri,
antosiyanidin glikozitleri ve kumarin glikozitleridir. Bu glikozitlere Sekil 2-25’de

ornekler verilmistir (Serin 1995).
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OH CH; O OH
/
CC oo or

— /
O—Glu HO OH GlU—O

COOH O OH

Karminik Asit Eskulin

OH

®
HO. o)
O D
2 0—Glu Rnh
OH

Luteolin 7-O-glikozit Delphinidin 3-O-rutinozit

Sekil 2-25: Fenol Glikozitleri

2.9.4. Steroit Glikozitleri
En bilinenleri kalp glikozitleridir. Aglikonlar1 steroit ya da triterpen iskeleti

olabilir. Steroit glikozitine 6rnek olarak oubain verilebilir (Sekil 2-26) (Serin 1995).

HO OH Oubain

Sekil 2-26: Steroit Glikozit

2.9.5. N-Glikozitleri

Sekerin rediiktor grubu ile aglikonun amin grubunun bir molekiil su kaybederek
birlesmesi sonunda meydana gelirler. Fosfat esterleri halinde niikleik asitlerde

bulunurlar (Sekil 2-27) (Serin 1995).



57

OH

Sekil 2-27: N-Glikozitler

2.9.6. C-Glikozitleri

Seker ile aglikon arasinda karbon-karbon bagi bulunmaktadir. Asit ya da
bazlarla hidroliz olmazlar. Bu glikozitlerin FeCls ile oksidasyonu sonucu aglikon ve

seker kisimlari teshis edilir. C-glikozitlere 6rnek Sekil 2-28°de verilmistir (Serin 1995).

OH
OH
OH (0] OH Glu
HO (0]
(.
Glu OH (0]

Aloin Kersetin 8-C glukozit

Sekil 2-28: C-Glikozitler

2.9.7. S-Glikozitleri (Tiyoglikozitler)

S-Glikozitleri, sekerin rediiktor grubu ile tiyoliin su kaybederek birlesmesi
sonucunda meydana gelirler. Bu tip glikozitler ancak mirosin isimli bir ferment ile
hidroliz edilebilirler. Hidroliz sonucunda olusan izotiyosiyanat esterleri, tahris edici ve

ucucu bir stvidir. Bunlar hardal esansi ismini alirlar (Sekil 2-29).
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HO O
ol OH
OH

_ HO

/S OHo H,0 . o
R_C\\ — » R—N=C==S + KHSO, +
; Myrosi
N—0S0,K* yrosin on
HO
Sinigrin Izotiyosiyanat Glukoz
S-glikozit esteri

Sekil 2-29: S-Glikozit

2.10. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan aromatik

bilesiklerdir. Bitkilerden 8000’in iizerinde fenolik bilesik elde edilmistir (Geissman ve
Crout 1969 pp. 137-166)
Fenolik bilesikler iskeletlerindeki karbon atomu sayilarina goére siniflandirilirlar

(Tablo 2-4).

Tablo 2-4: Bitkisel Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Catomu liskelet Simif Ornek

6 Cs Basit fenoller Hidrokinon
Benzokinonlar 2,6-Dimetoksibenzokinon

7 Ce-C, Fenolik asitler Salisilik asit

8 Cs-C, Asetofenonlar 3-Asetil-6-OMe-benzaldehit
Fenilasetik asitler p-Hidroksifenilasetik asit

9 Ce-Cs Hidroksisinnamik asitler Kafeik asit
Fenilpropenler Eugenol
Kumarinler Umbelliferon
[zokumarinler Bergenin
Kromonlar Eugenin

10 Ce-Cy Naftakinonlar Juglon

13 Cs-C-Cs Ksantonlar Mangiferin

14 Cy-Cy-Cs Stilbenler Lunularik asit
Antrokinonlar Emodin

15 Cs-C5-Cs Flavonoitler Kersetin
Izoflavonoitler Genistein

18 (C6-Cs3)2 Lignanlar Pinoresinol

30 (C6-C5-Cq), Biflavonoitler Amentoflavon

n (Ce-C3)n Ligninler

(Co Katesol melaninleri

(C6-C5-Co)n

Taninlerle kondense olmus flavonlar
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2.10.1. Flavonoitler

Flavonoitler 2-fenil benzopiran yapisindadir (Sekil 2-30).

Sekil 2-30: 2-Fenil Benzopiran
Flavonoitler bitkilerin fotosentezle olusturduklar1 ve hayati gereksinimleri i¢in
kullandiklar1 karbonhidrat, amino asitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler (Geissman
ve Crout 1969). Biyosentez arastirmalarindan elde edilen bulgulara gore fenil alanin
gibi amino asitlerin enzimatik deaminasyonlarindan olusan sinnamik asit tiirevleri
malonil koenzim A ile kondanse olarak flavonoitleri olustururlar. Karbon iskeleti C¢—
Cs—Cs seklinde olan flavonoitlerin ana iskeletinde 15 karbon bulunur (Geissman ve

Crout 1969, Harborne ve ark. 1975). Flavonoit iskeletleri Sekil 2-31°da gosterilmistir.

O‘°‘
O OH
0] 0]

Flavanon Dihidroflavonol

izoflavon Auron Kalkon Antosiyanidin

Sekil 2-31: Flavonoit Iskeletleri
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Tablo 2-5’de flavonoitlerin bazi belirteglerle verdikleri renkler gdsterilmistir

(Geissman 1962).

Tablo 2-5: Flavonoitlerin Renk Reaksiyonlari

RENK REAKSIYONLARI
Magnezyum- Sodyum
Flavonoit Sulu NaOH Der.H,SOq4 gH Ci, Amalgam
sonra asit
Kalkon Turuncudan Turuncu, kirmizi - Cok soluk
kirmiziya veya parlak koyu sar1
kirmizi
Auron Kirmizidan mora Kirmizidan - Cok soluk
parlak kirmiziya sar1
Flavanon | Sogukta saridan Turuncudan koyu | Kirmizi, parlak Kirmizi
turuncuya, 1sitilinca | kirmiziya koyu kirmizi,
koyu kirmizidan menekse, mavi
mora
Flavon Sar1 Saridan Saridan Kirmizi
turuncuya kirmiziya
Flavonol | Saridan turuncuya Saridan Kirmizidan koyu | Saridan
(havanin turuncuya parlak kirmiziya | soluk
oksidasyonu ile (karakteristik kirmiziya
kahverengi olur) fluoresans
gosterir)
Izoflavon | Sari Sar1 Sar1 Soluk

kirmizi veya
pembe
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Renk reaksiyonlar1 flavonoitlerin yapilarinin belirlenmesinde 6nemli bir yere

sahiptir. Flavonoit lekelerinin seliiloz plaktaki rengi UV 15181 (366 nm) altinda incelenir,

sonra plak amonyak buharma tutulup UV 15181 (366 nm) altinda lekelerin renginin

degisip degismedigine bakilir, NA belirteci piskiirtiiliir ve UV 15181 altinda yine
lekelerin rengi incelenir (Tablo 2-6) (Mabry ve Ulubelen 1980).

Tablo 2-6: Baz1 Flavonoitlerin NH; Buhari ve NA Belirteciyle Olusturduklari Renkler

Flavonoitler uv UV/NH; UV/NH3/NA
5-OH agik, 3-OH yok ya da dolu, 3’, 4’-OH yok ya da dolu Koyu mor Koyu mor Koyu mor
5-OH agik, 3-OH yok ya da dolu, 4'-OH yok ya da dolu,
3-OH agik Koyumor Koyu mor Sar1
5-OH agik, 3-OH yok ya da dolu, 4'-OH serbest,

Koyumor  Sari Sar1
3'-OH yok ya da dolu
5-OH agik, 3-OH yok ya da dolu, 3', 4'-OH agik Koyumor San Turuncu
5,6-OH var, 3-OH yok ya da dolu, 3’ ya da 4’ OH agik Koyu mor Koyu Kahverengi
) ) yok'y » Y ¢ yu kahverengi g
5-6 OH var, 3-OH yok ya da dolu 3', 4’-OH var Koyu mor Koyu Turuncu
’ yoxy ’ yu kahverengi
Serbest 3 ve 5-OH var Sar1 Sar1 Sar1
3 ve 5-OH acik, 3, 4'-OH var Sar1 Sar1 Kirmiz-
turuncu
Parlak Parlak
5-OH yok ya da dolu, 3-OH yok ya da dolu floresan floresan Mavi
mavi mavi-yesil
Parlak Parlak
5-OH yok ya da dolu, 3-OH yok ya da dolu, 3',4’-OH var floresan floresan Mavi-yesil
mavi mavi-yesil
Parlak
5-OH yok ya da dolu, 3’, 4'-OH yok floresan Daha parlak Mavi
. floresan sar1
mavi
5-OH yok ya da dolu, 3’, 4'-OH var Parlak Daha parlak Mavi-yesil

floresan sar1 floresan sar1
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Flavonoitlerin UV spektrumunda, biri uzun digeri ona gore daha kisa dalga
boyunda olmak {izere iki absorbsiyon bandi gézlenir. Uzun dalga boyundaki banta Bant
I ad1 verilir ve bu bant flavonoit yapisinin B halkasiyla (sinnamoil grubu) iligkilidir.
Daha kisa dalga boyundaki bant Bant II olarak isimlendirilir ve flavonoit yapisinin A

halkasi1 (benzoil grubu) ile iligkilidir (Sekil 2-32) (Harborne ve ark. 1975).

Sinnamoil
Sekil 2-32: Bant I ve Bant I’yi Veren Gruplar

Flavonoitlerin A ve B halkalarinda hidroksil sayisi arttikca bantlar uzun dalga
boylarina kayarlar. Ozellikle 3, 5 ve 4’ konumlarindaki hidroksil gruplari metillendikleri
ya da glikozitlendiklerinde Bant I ve Bant II hidroksil grubu serbest olan bilesige gore
daha kisa dalga boyuna kayar (Mabry ve ark. 1970).

Flavonlarda, Bant I 304—350 nm arasinda, flavonollerde ise 3-OH grubu serbest
ise 352-385 nm arasinda, eger hidroksil grubu serbest degilse 328-357 nm arasinda
izlenir. B halkasinda oksijen fonksiyonunun artmasi Bant I’in, A halkasinda 6 ile 8
konumunun oksidasyonu Bant II’nin daha uzun dalga boyuna kaymasina neden olur.
Ornegin; 6-OCH;3 oldugunda Bant II 270-275 nm arahiginda goriiliirken, 6-OH
oldugunda 280-285 nm araliginda gozlenir. Flavon ve flavonollerde B halkasinda 3’ ve
4’ konumlarinda oksijenasyon s6z konusu ise Bant II genellikle ikiye bdliiniir (Mabry ve

ark. 1970).

UV kayma belirtecleri (sodyum metoksit, aliiminyum kloriir, seyreltik HCI,
sodyum asetat, borik asit) ile alinan spektrumlar flavonoitlerin yapi tayininde énemli

bilgiler verir.

Sodyum metoksit, flavon tizerindeki tiim hidroksil gruplarini iyonize eder.

Sodyum metoksit ile alinan spektrumdaki Bant I, MeOH’de alinan spektrumdaki Bant
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I’den daha uzun dalga boyuna (~50-60 nm) kayarsa ve siddeti artarsa 4’ konumunda —

OH grubunun bulundugu anlasilir.

Aliiminyum kloriir, A halkasinda 3 ve 5 konumundaki serbest hidroksil gruplar
ve B halkasindaki o-dihidroksi gruplari ile ayr1 ayri kelat olusturur. Seyreltik HCI
ilavesiyle B halkasindaki o-dihidroksi gruplari ile olusan kelat bozunur. Ayrica,
AICI3/HCI spektrumunda Bant I’in metanol spektrumundaki Bant I’e oranla 34-50 nm
ileri kaymasi 5-OH ve 6-H oldugunu, 25-30 nm kaymas1 5-OH, 6-OH oldugunu, 16-25
nm ileri kaymasi1 5-OH ve 6—OCHj3 oldugunu gosterir (Harborne ve ark. 1975, Mears ve
Mabry 1972).

Sodyum asetat, sodyum metoksitten daha zayif bir baz oldugu i¢in asidik
karakterdeki 3, 7 ve 4’ hidroksillerini etkiler. Flavon ve flavonollerde 7 konumunda —
OH grubu varsa Bant II 5-20 nm uzun dalga boyuna kayar. Ancak flavonlarda C—6
veya C-8’de oksijen fonksiyonu varsa bu durum goriilmeyebilir. 4’ konumunda —OH ve
7 konumunda metoksi veya seker varsa Bant I, sodyum metoksit ile alinan
spektrumdaki Bant I ile ayn1 dalga boyunda c¢ikar. Borik asit ilavesinde, flavon ve
flavonollerde B halkasinda o—dihidroksi gruplar1 varsa bunlar borik asit ile kelat
olustururlar ve Bant I 12-30 nm daha uzun dalga boyuna kayar (Harborne ve ark. 1975,
Mabry ve ark. 1970).

2.10.2. Basit Fenoller ve Fenolik Asitler
Basit fenollerden hidrokinon, bitkilerde yaygin olarak bulunur. Diger serbest
fenollere ise daha az rastlanir. Fenolik asitler daha ¢ok ester veya glikozitleri halinde

bulunurlar (Sekil 2-33) (Geissman ve Crout 1969 pp. 137-166).

HO. : ~OH  Ho f : LOH
COOH COOH
COOH
p-Hidroksibenzoik asit Resorcinol Vanilik asit Salisilik asit

Sekil 2-33: Basit Fenol ve Fenolik Asitler
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2.10.3. Fenilpropanoitler
Fenilpropanoitler, aromatik halkaya bagl {i¢ karbonlu yan zincir tasirlar.
Hidroksisinnamik asitler, hidroksikumarinler, fenilpropenler ve lignanlar fenilpropanoit
bilesiklerdir (Sekil 2-34). Bunlardan en yaygin olarak bulunani ligninlerin yap1 tasini
olusturan hidroksisinnamik asitlerdir (Geissman ve Crout 1969 pp. 137-166).
Kumarinler, bitkilerde yaygin olarak bulunurlar. Fenilpropenler, bitkilerin koku
ve tatlarina katkida bulunurlar. Bunlar yagda c¢oziindiikleri icin diger fenolik

bilesiklerden ayrilirlar.

Hidroksisinnamik asitler Kumarinler
R
HO o O
HO
CH=CHCOOH R
R
B Umbeliferon H
p-Kumarik asit H Aesculetin OH
Kafeik asit OH Scopoletin OMe
Lignanlar Fenilpropenler
OMe
HO OH
MeO
(0]
(0]
CH,CHCH,
Q Eugenol
MeO OH
Pinoresinol

Sekil 2-34: Baz1 Fenilpropanoit Bilesikler
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2.10.4. Kinonlar

Kinoit yapidaki dogal pigmentler soluk saridan kirmizi veya kahverengiden
siyaha kadar degisen renklerdedir. Hidroksikinonlarin tuzlart mor, mavi veya yesil
renklidir. Kinonlar yiiksek bitkilerde renge az katkida bulunurlar. Ciinki kinonlar diger
pigmentler tarafindan renklerin kapatildigi kabuk, kok veya yapraklarda bulunurlar.
Dogal kinonlar canlilarda oksidasyon-rediiksiyon prosesinde rol alirlar. Dortyiiz ellinin
tizerinde kinoit yapida bilesik bilinmektedir (Sekil 2-35). Kinonlar 4 gruba ayrilirlar:
benzokinon, naftakinon, antrakinon ve izoprenoit kinon (Geissman ve Crout 1969 pp.

137-166).

o] Q OH o] OH
MeO OMe R
R R
(0] OH (@] o
2,6-Dimetoksibenzokinon
R R R
Juglon H Aloeemodin CH,OH H
Plumbagin Me Physcion Me OMe
(0]
(0]
MeO Me
Me
H
H MeO \
Me X n
n (0]
(0]
Plastakinon (n=3-9) Ubikinon (n=1-12)

Sekil 2-35: Baz1 Kinoit Bilesikler

2.10.5. Lignanlar
Fenilpropan birimlerinin kondenzasyonu ile dort grup bilesik olusur: lignanlar,

neolignanlar, oligomerler ve norlignanlar (Bruneton 1993).
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Sekil 2-36: Fenilpropan
Kemotaksonomik olarak lignanlar bitkiler aleminde yaygin olarak bulunurlar

(Bruneton 1993).

TR
9 o

RS

Sekil 2-37: Temel Lignan Tiirleri



Oy 0
SO ot

Sekil 2-38: Bazi Neolignan Yapilari

Mateiresinol’in  CAMP  fosfodiesteraz enzimini inhibe edici etkisi,
syringaresinol’ iin antiplatelet-agregasyon aktivitesi, trachelogenin’ in kalsiyum bloker

aktivitesi tayin edilmistir (Bruneton 1993).



(-)-Mateiresinol

H;CO

H3CO
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OCH;

OH

||\\\\\\\
OCH;

Hiltin annnlllH

H;CO
we

W

HO

OCH,

Syringaresinol

/\o

OH
(o}
/ ‘
~ \OCH3
OH
Trachelogenin

Sekil 2-39: (-)-Mateiresinol, Syringaresinol ve Trachelogenin Bilesikleri
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2.11. Yag Asitleri

Yag asitleri uzun zincirli karboksilik asitlerdir. Doymus ve doymamis yag
asitleri, gliserol (kat1 ve sivi yaglar), uzun zincirli alkoller (vakslar), seker tiirevleri
(glikolipitler), ve baz1 fosfor iceren molekiillerle (fosfolipitler) esterlesmis olarak
meydana gelirler. Doymamis yag asitleri, hidroksi asitler, ketoasitler ve bu fonksiyonel
gruplardan iki ya da daha fazlasini iceren asitler bitkilerde ve hayvanlarda yaygin olarak
bulunurlar. Bir¢cok doymamis yag asidi bazi yapisal benzerliklere sahip olmalarma
ragmen bunlar1 siiflandirmak olduk¢a zordur (Tablo 2-7, 2-8). (Geissman ve Crout

1969, pp. 66-67).

Tablo 2-7: Dogal Olarak Olusan A’-Alkenoik Asitler

isim Yapi

Gadoleik CH;(CH,)yCH=CH(CH,),COOH
Oleik CH;(CH,),CH=CH(CH,),COOH
Palmitoleik CH;3(CH,)sCH=CH(CH,),COOH
Miristoleik CH;(CH,);CH=CH(CH,),COOH
A’-undesenoik CH;CH=CH(CH,),COOH
A’-desenoik CH,=CH(CH,);COOH

Tablo 2-8: Dogal Olarak Olusan A’ Haricindeki Diger Doymamis Alkenoik Asitler

Yaygin isim Sistematik isim
Linderik A*-dodesenoik asit
Lauroleik A’-dodesenoik asit
Tsuzuik A’-tetradesenoik asit
Petroselinik A’-octadesenoik asit

Vaksenik A''-octadesenoik asit
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismanin Yapildig1 Yer
Bu doktora tez ¢alismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Genel Kimya
Bilim Dali ve Karachi Universitesi, HEJ Kimya Enstitiisii (Pakistan) laboratuarlarinda

gerceklestirilmistir.

3.2. Bitkisel Materyaller

Cirsium leucopsis DC. bitkisinin toprakiistii kistmlar1 09.09.2009 tarihinde Bursa-
Uludag’da oteller ve eski wolfram tesisleri arasinda yaklagik 2000 m yiikseklikten
Balikesir Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii 6gretim iiyesi Prof.Dr.
Bayram Yildiz tarafindan toplanip teshis edildi. Kurutulmus bitki 6rnegi 1.U.Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumu'nda saklanmaktadir (ISTE: 95409).

Cirsium sipyleum O. Schwatz bitkisinin toprakiistli kisimlar1 09.09.2009 tarihinde
Bursa-Uludag’da Kirazliyayla Milli Park arasinda orman agikliklarinda yaklasik 1600 m
yiikseklikten Balikesir Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii dgretim
tiyesi Prof.Dr. Bayram Yildiz tarafindan toplanip teshis edildi. Kurutulmus bitki 6rnegi
1.U.Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu'nda saklanmaktadir (ISTE: 95410).

3.3. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.3.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

B-karoten, linoleik asit, kersetin, pirokatekol, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH), 2,6-di-z-biitil-1-hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA),
DTNB (5,5-ditiyobis-(2-nitro benzoik asit)), nikotinamit adenindiniikleotit (NADH),
fenazin-meta  stilfat (PMS), nitroblutetrazolyum (NBT), asetilkolinesteraz,
butirilkolinesteraz, a-tokoferol, potasyum peroksi disiilfat (K,S,0s), ABTS, bakir (II)
kloriir Sigma firmasindan (St. Louis); Tween-40, kloroform, diklorometan, metanol,
etanol, aliiminyum nitrat, potasyum asetat, silika jel 60 (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh
ASTM, Merck KGaA 1.07734), ince tabaka plaklar1 (Alufolien Kieselgel 60F,s4, Merck
KGaA 1.05554, RP-18 Fys4 5x10 cm) Merck (Darmstadt, Almanya), Polygoprep C18
kolon dolgu maddesi Macharey-Nagel (Almanya), galantamin hidrobromiir, neokuproin

(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Sigma-Aldrich), asetiltiyokolin iyodiir, Folin-Ciocalteu
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reaktifi (Applichem), butiriltiyokolin iyodiir (Fluka), sodyum karbonat, amonyum
asetat, sodyum hidrojen fosfat ve sodyum dihidrojen fosfat Riedel-de-Haen firmasindan
temin edildi. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.

3.3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.2.1. Toplam Fenolik Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e % 2’lik Sodyum karbonat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2 g Na,CO; 100 mL’lik balon

jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme tamamlandiktan

sonra deiyonize su ile hacmine tamamlandi.

e Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO,) satin
alindig: sekilde kullanilda.

3.3.2.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayininde Kullanmilan Cozeltiler

e % 10’luk Aliiminyum nitrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1,76 g Al(NO3);.9H,O 10

mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.

e 1 M Potasyum asetat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0,9615 g CH;COOK 10 mL’lik

balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile c¢oziildi. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlanda.

3.3.2.3. f~Karoten Renk Acilim Yonteminde Kullanilan Cozelti

e [-Karoten reaktifinin hazirlanmasi: 0,2 mg f-Karoten 1 mL kloroformda ¢oziilerek

bir balona aktarildi. Uzerine 200 pL Tween—40 ve 20 uL lineloik asitten ilave edilip
karigtirildi. Vakum altinda kloroform ugurulduktan sonra {izerine daha 6nceden

oksijen ile doyurulmus 50 mL su ilave edildi ve kuvvetlice ¢alkalandi.

3.3.2.4. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozelti

e (0.1 mM DPPH ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil alkolde

¢ozildi.
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3.3.2.5. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozelti

7 mM ABTS katyon radikalinin hazirlanmasi: 19,2 mg ABTS tartilarak 5 mL suda

¢oziildii. Uzerine toz halinde 3,3 mg potasyum peroksi disiilfat (K,S,0g) eklenip
karigtirildi. Karanlikta oda sicakliginda 12-16 saat beklendi. Bekleme siiresi
sonunda ¢ozelti kullanilmaya baslamadan dnce absorbsiyonu ~0.70 olacak sekilde

seyreltildi.

3.3.2.6. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesinde Kullamlan Cozeltiler

0,1 M Na,HPO4.2H,0 ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 8,89 g sodyum hidrojen fosfat

dihidrat 500 mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii.

Cozlinme tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.

0.1 M NaH,PO4.2H,0 c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,56 g sodyum dihidrojen fosfat

dihidrat 100 mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢ozildii.

Coziinme tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.

0.1 M pH:7.4 Fosfat tamponunun hazirlanmasi: 80 mL sodyum hidrojen fosfat

dihidrat ve 20 mL sodyum dihidrojen fosfat dihidrat ¢ozeltileri karistirilarak 0,1 M
pH:7,4 tampon ¢6zeltisi hazirlandi.

156 uM Nitroblu tetrazolyum (NBT) ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 3,2 mg nitroblu

tetrazolyum 25 ml’lik balon jojede pH:7,4 fosfat tamponu ile ¢oziildii.

468 uM Nikotinamit adenin diniikleotit (NADH) ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 8,3 mg

nikotinamit adenin diniikleotit 25 ml’lik balon jojede pH:7,4 fosfat tamponu ile

¢Oziildii.

60 uM Fenazin-meta siilfat (PMS) ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1,8 mg fenazin-meta

stilfat 100 mI’lik balon jojede pH:7,4 fosfat tamponu ile ¢oziildii.

3.3.2.7. CUPRAC Yonteminde Kullamlan Cozeltiler

10 mM Bakir (II) kloriir dihidrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 42,62 mg CuCl,.2H,0
tartilarak 25 mL suda ¢ozuldii.

1 M Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 1,927 g NH4OAc tartilarak 25 mL

suda ¢oziildii, pH= 7’ye ayarlandi.
7.5 mM Neokuproin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 76,6 mg neokuproin tartilarak 50 mL

% 96’lik alkolde ¢oziildii.
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3.3.2.8. Antikolinesteraz Aktivite Tayininde Kullamlan Cozeltiler

0.1 M NaH,PO4 Cozeltisinin hazirlanmasi: 1,56 g NaH,PO, tartilip 100 mL distile

suda ¢ozildi.

0.1 M Na,HPO, Cozeltisinin hazirlanmasi: 3,556 g Na,HPO, tartilip 200 mL distile

suda ¢ozildd.

0.1 M pH=8 Tampon c¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 94,7 mL Na,HPO4 ve 5,3 mL

NaH,PO, ¢ozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.

0.1 M pH=7 Tampon c¢dzeltisinin hazirlanmasi: 3,9 mL NaH,PO, ve 6,1 mL

Na,HPOj ¢ozeltilerinden alinarak 10 mL distile su eklenerek hazirland.

5 mM DTNB Cozeltisinin hazirlanmasi: 16 mg 5,5-ditiyobis(2-nitro benzoik asit)
(DTNB) 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ve 7,5 mg NaHCO; 1 mL pH=7 tampon

¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra iki ¢ozelti karistirildi. Hazirlanan bu ¢6zelti karigimi,
2 mL pH=7 tampon ¢ozeltisi ile 4 mL’ye tamamlandi. Kullanma asamasinda 4 mL

pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edildi. .

7.1 mM Asetiltiyokolin iyodiir (Acl): 32,8 mg Acl alinarak, 8 mL distile su eklendi.

Kullanma asamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

0,79 mM Butiriltiyokolin iyodiir (Bul): 4 mg Bul alinarak, 8 mL distile su eklendi.

Kullanma asamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamland.

Asetilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1,17 mg (498,3498 U) AChE enzimi

almarak 5 mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 1’er mL’lik bes boliime ayrildi.
Her biri i¢in 99,66996 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu ve 1 mL’lik stoklar
da 125 pL’lik 8 esit boliime ayrildi (0,09966996 U/ul). 125 pL’lik enzim
cozeltisine 460 uL pH=8 tampon ¢ozeltisi eklendi (0,021297 U/uL) . 585 uL ¢ozelti
25 pL’ik 23 tane kiigiik eppendorf tiiplere doldurularak daha sonra kullanilmak
tizere derin dondurucuda bekletildi. Stok c¢ozeltiler kullanilmadan once pH=8

tampon ¢ozeltisiyle 2150 pL’ye tamamlanir (2,476x10™* U/uL).

Butirilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1 mg (11,4 U) BChE enzimi alinarak 5

mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde ¢ozildii (2,28 U/mL). Bu ¢ozeltiden 300 pL’lik
stoklar olusturulup kiiciik siselere dolduruldu ve daha sonra kullanilmak {izere derin

dondurucuda bekletildi (0,00228 U/uL). Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 1850 puL



74

pH=8 tampon cozeltisinden eklenerek kullanima hazir hale getirilir (3,1813x10™

U/uL).

3.3.2.9. Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1000 ppm Kersetin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 25,8 mg kersetin 25 mL etil alkolde

coziilerek 1000 ppm’lik konsantrasyonda kersetin ¢ozeltisi hazirlandi.

100 ppm Pirokatekol ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 10 mg pirokatekol 100 mL su ile

coziilerek 100 ppm’lik pirokatekol ¢zeltisi hazirlandi.

1000 ppm BHT (2.6-di--biitil-1-hidroksitoluen) ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 10 mg

BHT 10 mL etanol igide ¢oziilerek 1000 ppm’lik BHT ¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica
2500 ppm’lik ¢ozelti de hazirlandi.

1000 ppm BHA (2- t-biitil-4-hidroksianisol) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 mg BHA
10 mL etanolde c¢oziilerek 1000 ppm’lik BHA ¢d6zeltisi hazirlandi. Ayrica 2500

ppm’lik ¢ozelti de hazirland:.

1000 ppm o-Tokoferol ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %97°lik 10,31 mg a-tokoferol 10

mL etanolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik a-tokoferol ¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica 2500
ppm’lik ¢ozelti de hazirlandu.

2500 ppm Gallik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 25 mg gallik asit 10 mL etanolde
coziilerek 2500 ppm’lik gallik asit ¢ozeltisi hazirlanmis olur.

4000 uM Galantamin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2.3 mg galantamin 2 mL etanolde

¢oziilerek galantamin ¢ozeltisi hazirlanmis olur.

3.3.2.10. iTK’da Kullamilan Belirtecin Hazirlanmasi

Serik stilfat belirtecinin hazirlanmasi: 2,0 g seryum (IV) siilfat 100 mL % 10’luk
H,SO04’de ¢oziilerek hazirlandi. Belirteg, uygun ¢oziicii sisteminde ylriitiilen ince

tabaka plaklarina pulvarizator kullanilarak piiskiirtiildii.
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3.3.2.11. UV Kayma Belirte¢lerinin Hazirlanmasi

e Sodyum metoksit ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 2,5 g sodyum metoksit 100 mL

spektroskopik safliktaki metanole eklendi.

e Aliiminyum kloriir ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 5,0 g nem igermeyen susuz AlCl; 100

mL spektroskopik safliktaki metanole dikkatlice eklenerek ¢oziildii. Coziinme oda
sartlarinda yaklasik 24 saatte tamamlandi.

e Hidroklorik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50 mL derisik HCI 100 mL deiyonize su

ile karigtirilarak hazirlandi.

e Susuz sodyum asetat ve susuz borik asit toz halde kullanildilar.

3.4. Cihazlar ve Diger Gerecler
Niikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR) (Varian UNITY INOVA 'H: 500 MHz, "°C:

125 MHz)

TOF/MS/MS (QSTAR XL Cihazi, ESI-MS i¢in)

Gaz Kromatografisi (GC) Cihazi (Shimadzu GC-17A, Gaz Sampler MGS-5)

Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi Cihazi (GC/MS) (GC: Agilent Technologies
6890 Network GC System, MS: Jeol TheMS route JMS-600H)

Niikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR), (Bruker AVANCE, AV-300 MHz, 400
MHz, 500 MHz ve 600 MHz (Cryo-cooled Problu))

Ultraviyole Spektrofometre Cihaz1 (UV-Vis), (Thermo SCIENTIFIC — EVOLUATION
300 UV-Visible Spectrophotometer)

Preperatif HPLC (LC-908, Geri Doniisiimlii Preperatif HPLC, JNI, Japan Analytical
Industry Co., Ltd.).

UV Spektrofotometresi (Shimadzu UV-1601, Japonya)

FT-IR Spektrofotometresi (Perkin Elmer Spectrum 100, USA)

Rotaevaporator (Biichi, Isvicre)

Otomatik pipetler (20-200 uL, 100-1000 pL, 500-5000 uL) (Eppendorf, Almanya)
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Hassas terazi (Scaltec SBA 31)

Manyetik karistirict (Heidolph MR 3001, Almanya)

pH-metre (Thermo, Amerika Birlesik Devletleri)

BioTek Power Wave XS (Amerika Birlesik Devletleri)

Elma S15 ultrasonik banyo (Almanya)

Ultra saf su cihazi (Younglin Instrument, aquaMAX-Ultra, Kore)
Vortex (LMS Co. LTD, Japonya)

Erime derecesi cihazi (Reichert firmasiin Kofler model cihazi, Almanya)
Hesap makinas1 (Casiofx-3600 PA, Japonya)

Pulvarizator

Azot tiipii

Oksijen tiipii

lem’lik cam kiivetler

Balon jojeler (10, 25, 50, 100 mL)

Magnetler

Armudi cam balonlar

Tanklar

Ayirma hunileri (1 L’lik)

3.5. Ekstrelerin Hazirlanisi

C. leucopsis bitkisinin toprak iistii kisimlart goélgede kurutulup toz edildikten
(408,64 g) sonra Once petrol eteri (2 L, 3x24 saat), sonra aseton (1,5 L, 7x24 saat) ve en
son metanol (1,5 L, 5x24 saat) ile oda sicakliginda arada sirada ¢alkalanarak masere
edildi. Petrol eteri ekstresi (CLP) 6,46 g, aseton ekstresi (CLA) 9,46 g ve metanol
ekstresi (CLM) 33,22 g olarak elde edildi.

C. sipyleum bitkisinin toprak istii kisimlar1 gdlgede kurutulup toz edildikten
(690,34 g) sonra once petrol eteri (4,5 L, 4x24 saat), sonra aseton (4 L, 6x24 saat) ve en
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son metanol (3 L, 5x24 saat) ile oda sicaklifinda arada sirada g¢alkalanarak masere
edildi. Petrol eteri ekstresi (CSP) 21,73 g, aseton ekstresi (CSA) 16,35 g ve metanol
ekstresi (CSM) 31,37 g olarak elde edildi.

3.6. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoit Iceriklerinin Belirlenmesi

Olgii  grafigindeki  konsantrasyonlar  reaksiyon  karisimindaki  son

konsantrasyonlardir.

3.6.1. Toplam Fenolik iceriklerinin Belirlenmesi

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton 1977). 100 ppm’lik
pirokatekol ¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 uL alinarak
hacimleri distile su ile 184 pL’ye tamamlandi. C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin
petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin 1000 ppm konsantrasyonda ¢ozeltileri
hazirlandi. Bir miligram ekstre igeren 6rnek ¢ozeltilerinden 4 pL alindi, distile su ile
184 pL’ ye tamamlandi. Pirokatekol ¢ozeltileri ve orneklere 4 pL Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %2’lik Na,COs ¢ozeltisinden 12 pL ilave edildi. Karigim 2
saat siiresince oda sicakliginda bekletildi ve orneklerin absorbanslart 760 nm’de
okundu. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri standart pirokatekol grafiginden (Sekil 3-
1) elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 0,0316(pg) + 0,0422 (R*% 0,9952)

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildu.

Absorbans

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3-1: Pirokatekoliin Ol¢ii Grafigi



78

3.6.2. Toplam Flavonoit i¢eriklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri kersetine esdeger olarak
alliminyum nitrat metodu ile belirlendi (Moreno ve ark. 2000). 1000 ppm’lik kersetin
¢oOzeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 uL alinarak hacimleri
%80’lik etanol ile 192 pulL’ye tamamlandi. 4 uL. 1 M potasyum asetat eklendi ve bir
dakika sonra 4 pL %10’luk aliiminyum nitrat ilave edildi. 40 dakika inkiibasyon
siiresinden sonra 415 nm’de mikroplaka reader ile absorbanslar1 okundu. Ayni sekilde
C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin tek
konsantrasyonda (1000 ppm) hazirlanan ¢o6zeltilerinin de absorbans degerleri okundu.
Ekstrelerin toplam flavonoit icerikleri, standart kersetin grafiginden (Sekil 3-2) elde
edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 0,0269(ug) + 0,0393 (R?: 0,9989)

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildi.

Absorbans

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3-2: Kersetinin Ol¢ii Grafigi
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3.7. Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite tayini i¢in C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin petrol
eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin P-karoten-linoleik asit test sistemi ile toplam
antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikal giderim, ABTS katyon radikal giderim,
stiperoksit anyon radikal giderim ve CUPRAC yd6ntemleri ile aktiviteleri tayin edildi.
Biitiin yontemlerin grafiklerindeki konsantrasyonlar reaksiyon karistmindaki son

konsantrasyonlardir.

3.7.1. B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (Toplam Antioksidan Aktivite Tayini)

B-Karoten-linoleik asit test sistemi, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen
konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun Ol¢lilmesine  dayanmaktadir
(Dapkevicius ve ark. 1998). C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin petrol eteri, aseton
ve metanol ekstrelerinin 10 miligram1 10 mL etanolde ¢oziilerek stok cozeltileri
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak distile su ile hacimleri 40
uL’ye tamamlandi ve iizerlerine B-karoten-linoleik asit ¢ozeltisinden her bir 6rnege 160
uL ilave edilir edilmez mikroplaka reader ile baslangic absorbanslart 490 nm’de
Olgiildii. Hazirlanan ¢ozeltiler 50°C’de 120 dakika bekletildi (Miller 1971). Bu siire
sonunda absorbanslar tekrar 6l¢iildii. f-Karotenin renk ac¢ilim orani asagidaki formiil ile
hesaplandi.

R =In (a/b)/t

In: Dogal logaritma
a: Baslangic absorbansi
b: Inkiibasyonundan sonraki absorbans
t: Zaman (dakika)
Toplam antioksidan aktivite, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmustir.

Toplam Antioksidan Aktivite (%1nhibisyon) = [(Rxontrol — Rérmek) / Rxontrot] X 100

Ryontrol : Kontroliin renk ag¢ilim orani

Rimek: Omegin renk agilim orani

Her bir ornekten ii¢ paralel ¢alisma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve o-Toc
kullanildi.
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3.7.2. DPPH (1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil) Serbest Radikal Giderim Yontemi

Ekstrelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois 1958). C. leucopsis ve C.
sipyleum Dbitkilerinin petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin 10 mg’t 10 mL
etanolde ¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 uL
almarak etanol ile hacimleri 40 plL’ye tamamlandi ve fizerlerine 0,1 mM DPPH
¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin oda sicakliginda karanlikta 30
dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Elde edilen bu absorbans
degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi. Orneklerin absorbans degerleri
kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon)
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = (Akontrol_ Aérnek) / Axontrol X 100
A: Absorbans

Her bir ornekten ili¢ paralel ¢alisma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve o-Toc
kullanildi.

3.7.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Ekstrelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark. 1999). C. leucopsis
ve C. sipyleum bitkilerinin petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin 10 mg’1 10 mL
etanolde ¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL
alinarak etanol ile hacimleri 40 pL’ye tamamlandi ve lizerlerine 7 mM ABTS katyon
radikali ¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi. Reaksiyon karanlikta 6 dakika bekletildikten
sonra 734 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi
degerlendirildi. ABTS katyon radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Her bir 6rnekten {i¢ paralel ¢alisma yapildi. Standart olarak a-Toc, BHT ve (+)-Cat

kullanildi.
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3.7.4. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi

Ekstrelerin siiperoksit anyon radikali giderim aktiviteleri nitroblu tetrazolyumun
indirgenmesi metoduna gore belirlendi (Nishikimi ve ark. 1972). C. leucopsis ve C.
sipyleum bitkilerinin petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin 10 mg’1 4 mL etanolde
coziilerek 2500 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 0,88, 2,2, 4,4
ve 8,8 uL alinarak distile su ile hacimleri 10 pL’ye tamamlandi. Sonra her bir kuyucuga
hazirlanmis olan 156 puM’lik NBT c¢ozeltisinden 100uL, 468 upuM’lik NADH
cozeltisinden 100uL ve 60uM’lik PMS ¢ozeltisinden 10 pL ilave edildi. Reaksiyon
PMS c¢ozeltisi ilave edildigi anda baslar. Reaksiyon karisimi 25°C’de 5 dakika
bekletildikten sonra 560 nm’de absorbanslar1 Ol¢iildii. Elde edilen bu absorbans
degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi. Orneklerin absorbans degerleri
kontrole karsi degerlendirildi. Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi (%

inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = (Agontrol — Asmek) / Akontrol X 100
Her bir 6rnekten {i¢ paralel ¢aligma yapildi. Standart olarak gallik asit kullanildi.

3.7.5. CUPRAC Yontemi

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(Il)-
Neokuproin (Nc¢) kompleksi, renkli Cu(I)-Nc¢ kelatina indirgenir ve bu kelatin 450
nm’de absorbansi Olgiiliir. Hazirlanan Ornekler ve standartlarin {izerine, son
konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 pg/mL olacak sekilde Cu (II), neokuproin ve
NH4OAc tamponu ilave edildi ve 1 saat sonra 450 nm’de absorbans 6l¢iildii (Apak ve
ark. 2004). Orneklerin absorbans degerleri standartlara kars1 degerlendirildi.

Her bir ornekten ii¢ paralel calisma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve a-Toc
kullanildi.

3.8. Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi
Tabloda  verilen  konsantrasyonlar  reaksiyon  karistmindaki son

konsantrasyonlardir.

3.8.1. Ellman metodu
Asetilkolinin AChE tarafindan tiyokoline parcalandiktan sonra, tiyokolinin sar1

renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu vermek iizere 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)



82

(DTNB) ile reaksiyon verdigi kolorimetrik bir yontem olan Ellman metodu, 96

kuyucuklu mikroplakalarda ger¢eklestirildi (Ellman ve ark. 1961).

3.8.1.1. AChE aktivite testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz
enzimi, substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de mikroplaka reader ile
ol¢iilmektedir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), ekstrelerin
etanol i¢cinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 plL ve enzim
cozeltisinden 20 pL koyuldu. Bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 25°C de inkiibe edildi. 10
dakika sonra 20 puL. DTNB reaktifi ve substrat (asetiltiyokolin iyodiir) ilave edildi.
Standart olarak galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412
nm dalga boyunda absorbans okundu. AChE aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = (Agontrol = Asmek) / Akontrol X 100

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildu.

3.8.1.2. BChE aktivite testi
AChE aktivite testinde uygulunan yontem kullanildi. Farkli olarak
butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢cin enzim olarak at serumundan elde edilen
butirilkolinesteraz enzimi, substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanildi. BChE
aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
% Inhibisyon = (Axontrol— Asmek) / Akontrol X 100

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildi.

3.9. Istatistik Hesaplamalar

Antioksidan ve antikolinesteraz aktivite sonuglarinda elde edilen veriler 3 paralel
Ol¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verildi. Sonuglar Student’s ¢-testine gore
%95 giiven siirlart icinde bulundu. Anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 kabul edildi. En
kiigiik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon analizi egim, intersept ve

korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle yapildi.
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3.10. Kromatografik Yontemler

3.10.1. Kolon Kromatografisi

Ekstreleri fraksiyonlandirmak ve bu fraksiyonlardan saf maddeler elde etmek
amaciyla ii¢ ¢esit dolgu maddesi kullanildi. Bu dolgu maddeleri silika jel, ters faz silika

jel ve Sephadex LH-20"dir.

Ekstreleri fraksiyonlandirmak i¢in kolon kromatografisinde silika jel kullanildi.
Ekstreler az miktarda uygun coziiclide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi. Karisim oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan karisim dibine az miktarda pamuk
yerlestirilmis, ekstre miktarina uygun olarak se¢ilmis ve boyunun 2/3 oraninda silika jel
ile doldurulmus kolonun iist kismina paketleme yontemiyle yerlestirildi. Eliisyona %
100 petrol eteri ile basland1 ve sirasiyla kloroform, aseton ve metanol ile polarite
arttirtlarak ellisyona devam edildi, sonunda % 100 metanol ile eliisyon tamamlandi.
Benzer fraksiyonlar birlestirildi ve saflastirma i¢in daha kiigliik boyuttaki kolonlarda
silika jelin yani sira ters faz silika jel ve Sephadex LH—20 adsorban olarak kullanildi.

Fraksiyonlardan saf madde elde etmek icin ters faz siitun kromatografisi
kullanild1. Bu yontemde polaritesi yiiksek olan maddelerin saflagtirilma iglemi yapildi.
Elisyona H,O ile baglandi ve sirastyla CH3CN ve MeOH ile devam edildi. %100
MeOH ile eliisyon tamamlandi.

Fraksiyonlardan saf madde elde etmek icin Sephadeks LH-20 iceren kolonlar
kullanildi. Bu yontemde karigimin polaritesine gore iki ¢oziicii sistemi kullanildi: apolar
ozellik gosteren fraksiyonlar igin hekzan:kloroform:metanol (7:4:1) ¢oziicli sistemi,
polar o6zellik gosteren fraksiyonlar icin ise % 100 metanol kullanildi. Fraksiyonlar
kolonda kullanilacak ¢oziicii sisteminde ¢oziilerek sivi halde Sephadeks LH-20 ile
doldurulmus kolonun iist kismindan tatbik edildi. Eliisyon tek bir ¢oziicli sistemi

kullanilarak sonlandirilda.

3.10.2. ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), silika jel hazir plaklar (20 x 20 cm) ve ters
faz silika jel plaklar kullanildi. Ekstrelerin kolon kromatografisi ile ayrilmasiyla elde
edilen fraksiyonlarin karsilastirilmasinda ITK plaklar1  kullanildi.  Maddeleri

saflastirmak icin preperatif ince tabaka kromatografisinden yararlanildi.



&4

3.10.3. Gaz Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi Sartlari

3.10.3.1. GC Cahisma Sartlarn

Cirsium leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin petrol eteri ekstrelerinden elde

edilen apolar fraksiyonlarin analizi GC’ de asagida belirtilen sartlarda yapildu.

GC Calisma Sartlan

Kolon :ZB-5 1,5 pm (60 m x 0.53 mm ID)
Dedektor : FID

Tastyic1 gaz "N,

Kolon basinci : 93 kPa

Toplam akig hizi :103 mL

Kolon akis hizi :11.1093 mL/dk

Sicakhklar

Enjeksiyon :250°C

Kolon (C. leucopsis ve  :60°C’de 2 dk bekletildi ve 7 °C/dk hizla 260°C ye

C. sipyleum igin) yiikseltildi. 260°C’de 30 dk bekletildi.
Dedektor :260°C

Split orani - 1:8

Enjeksiyon miktari :3uL

3.10.3.2. GC/MS Calisma Sartlar:

Karachi Universitesi Hussein Ebraham Jamal (HEJ) Kimya Arastirma Enstitiisii
GC, GC/MS laboratuvarinda bulunan Agilent Technologies 6890 Network GC System
ile Jeol TheMS route MS-600H GC/MS cihazi kullanildi. Bilesenler gaz kromatografisi
kolonunda ayrilip iyonlastirildiktan sonra her birinin tek tek kiitle spektrumlar1 alindi.
Bilesenlerin yapilarinin belirlenmesinde Nist 2011 kiitiiphane verileri kullanildi. Ayrica

bilesenlerin alikonulma stireleri géz oniine alinarak yapilarin dogrulugu desteklendi.
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GC Calisma Sartlar:
Kolon :ZB-5 HT 0.25 pm (30 m x 0.32 mm ID)
Tastyic1 gaz : He
Kolon basinci :5,3-9,9 kPa
Toplam akig hizi 57,7 mL/dk
Kolon akis hiz1 : 0,9 mL/dk
Sicakliklar
Enjeksiyon 1260 °C

Kolon (C. leucopsis ve  :70°C’de 3 dk bekletildi ve 5°C/dk hizla 260°C’ye
C. sipyleum igin) yiikseltildi. 260°C” de 30 dk bekletildi.

Split orant 1 1:60
Enjeksiyon miktar1 :1uL

MS Calisma Sartlar
Iyon kaynag sicaklig :250°C
Elektron enerjisi :70 eV
Kiitle aralig: : 40-700

3.10.4. Preparatif HPLC Calhisma Sartlar:

Cirsium sipyleum bitkisinin metanol ekstresinden elde edilen yiiksek polarliktaki
CSM40-51 fraksiyonuna Once kii¢lik boyutta ters faz siitun kromatografisi yapildi. Elde
edilen alt fraksiyonlardan HPLC i¢in uygun olanlar asagida belirtilen sartlarda ¢alisildu.

O Preparatif HPLC Calisma Sartlart
Kolon: YMC-ODS-L-80, C;s kolon (250 x 20 mm ID; S—4uM)
Dedektor: UV
Coziicii: Metanol: Su (1:1)
Kolon basinci: 80 kg/cm’
Toplam akis hizi: 3.00 mL/dk
Kolon akis hizi: 3.00 mL/dk
Enjeksiyon miktari: 3 mL
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3.11. Spektroskopik Yontemler

3.11.1. UV Spektroskopisi

Saf maddeler metanolde c¢oziilerek kore karst 200400 nm dalga boylar
arasinda UV spektrumlar1 alindi. Flavonoitlerin yapilarinin belirlenmesinde kayma

belirtegleri kullanilarak spektrumlar1 alindi.

3.11.2. Kayma Belirtecleri ile Flavonoitlerin UV Spektrumlarimin Alinmasi

UV spektrumu alinacak flavonoitin absorbsiyon bantlarinin 0,600 ile 0,800
arasinda absorbans degelerini verebilmesi i¢in metanol ile flavonoidin 35 ppm’lik stok

¢ozeltisi hazirland1 (Mabry ve ark. 1970).

3.11.2.1. Sodyum Metoksit (NaOCHj3) Belirteci ile UV Spektrumunun Alinmasi

Flavonoitin stok ¢ozeltisinden 3 mL alinarak kore karst UV spektrumu alindi.
Bu c¢ozeltinin lizerine sodyum metoksit stok c¢ozeltisinden 3—-5 damla ilave edilir

edilmez hemen UV spektrumu alind1 (Mabry ve ark. 1970).

3.11.2.2. Aliminyum Kloriir/Hidrojen Kloriir (AICIz/HCl) Belirteci ile UV

Spektrumunun Alinmasi

Flavonoitin stok ¢ozeltisinden 3 mL alinarak kore karsi metanol spektrumu
alindi. Alti damla aliiminyum kloriir ¢ozeltisi eklendikten hemen sonra yeniden
spektrum alindi. Daha sonra flavonoit ve AlICl; igeren ¢ozeltiye seyreltik HCl’den 3-5
damla eklenerek UV spektrumu alindi (Mabry ve ark. 1970).
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3.11.2.3. Sodyum Asetat/Borik Asit (NaOAc/H3;BO;) Belirteci ile UV

Spektrumunun Alinmasi

Flavonoitin stok ¢ozeltisinden 3 mL alinarak koére karsi metanol spektrumu
alindi. Bu ¢ozeltiye sodyum asetatin asirist toz halinde eklendi ve yaklagik 2 dakika
sonra spektrum alindi. Bu ¢0zeltiye susuz borik asit ilave edildikten sonra UV

spektrumu alind1 (Mabry ve ark. 1970).

3.11.3. NMR Spektroskopisi

Kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin 'H NMR, '*C NMR, DEPT,
HMBC, HMQC, HSQC spektrumlar1 alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS) ve
¢oziicii olarak doterokloroform (CDCls), doéterometanol (CD;OD), ddtero aseton
(CD3COCD:3) ve doterodimetilsiilfoksit (CD3;SOCD3) kullanildi.

3.11.4. Kiitle Spektroskopisi

Elektron impact kiitle spektroskopisi (EI-MS) ve elektron spray iyonlagma-kiitle

spektrometresi (ESI-MS) kullanilarak saf maddelerin spektrumlar1 alindu.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, endemik olan iki Cirsium tiirli, C. leucopsis ve C. sipyleum,
bitkilerinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan petrol eteri, aseton ve metanol
ekstrelerinin antioksidan aktivite tayinleri f-karoten renk acilim, DPPH serbest radikali
giderim, ABTS katyon radikali giderim, siiperoksit anyon radikali giderim ve CUPRAC
yontemleriyle yapildi. Tiim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlari
sirastyla pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi. Ayrica tiim ekstrelerin

antikolinesteraz aktivite tayini Ellman yontemi ile yapildu.

C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin petrol eteri, aseton ve metanol
ekstrelerinin antioksidan, antikolinesteraz aktiviteleri ve kimyasal igeriklerinin

incelenmesi ilk kez bu tez ¢aligsmasi ile yapildi.

4.1. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktar Tayini Sonuclar:

Tiim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlari sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi. Her iki bitkinin petrol eteri, aseton ve
metanol ekstrelerinin toplam flavonoit igeriklerinin birbirine yakin degerlerde oldugu
belirlendi. CLP, CLA ve CSP’ nin toplam fenolik miktarlar1 yakin degerde bulundu.
Ayrica CLM, CSA ve CSM’ nin de toplam fenolik igerikleri diger 3 ekstreden ¢ok az
diisiik ve birbirine yakin degerde oldugu tespit edildi (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlar: *

Toplam Fenolik Miktar1 Toplam Flavonoit Miktari

Ekstreler (ug pirokatekole esdeger)/mg Ekstre®  (ug kersetine esdeger)/mg Ekstre*
Cirsium leucopsis Petrol Eteri ekstresi (CLP) 33,97 +0,37 24,67+ 3,11
Cirsium leucopsis Aseton ekstresi (CLA) 30,06 £ 1,57 68,87 £3,19
Cirsium leucopsis MeOH ekstresi (CLM) 16,38 + 1,68 14,04 + 0,65
Cirsium sipyleum Petrol Eteri ekstresi (CSP) 32,67 £0,34 21,96 + 3,15
Cirsium sipyleum Aseton ekstresi (CSA) 19,86 + 1,68 67,37 £ 1,78
Cirsium sipyleum MeOH ekstresi (CSM) 17,17 £ 1,01 11,82 £0,65

a: Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

b: Pirokatekole esdeger fenolik igerik. (y=0,0316x + 0,0422 R>=0,9952)
c: Kersetine esdeger flavonoit igerik. (y=0,0269x + 0,0393 R?=0,9989)
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4.2. C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkierinden Hazirlanan Ekstrelerin Antioksidan
Aktivite Sonugclar

4.2.1. p-Karoten Renk A¢ilim Yontemi ile Antioksidan Aktivite Sonuclari

C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinden hazirlanan petrol eteri, aseton ve
metanol ekstrelerinin f-karoten renk ag¢ilim yontemine gore antioksidan aktiviteleri dort
farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapildi. Standart olarak kullanilan BHT,
BHA, ve o-TOC’e gore aktivite karsilastirmalar1 yapildi. p-Karoten renk agilim
yonteminde C. leucopsis aseton ekstresinin diger ekstrelerden daha yiiksek aktivite
gosterdigi belirlendi. Biitiin ekstrelerin standart olarak kullanilan BHT, BHA ve a-
TOC’den  daha  distik  etki  gosterdigi  tespit  edildi  (Sekil  4-1).

100,00 -
90,00 +
80,00 +
70,00 +
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 +

20,00 -

R TR

10,00 +

Antioksidan Aktivite (%Iinhibisyon)
Y

o,

e

0,00

-10,00 +

-20,00 -

Sekil 4-1: C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin f-Karoten
Renk Ac¢ilim Yontemi ile Antioksidan Aktiviteleri

10pg/mL
& 25ug/mL
0 50pg/mL
@ 100pg/mL
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4.2.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Sonug¢lari

C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin DPPH serbest
radikali giderim aktivitesi dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 ug/mL) tayin
edildi. Standart olarak kullanilan BHT, BHA, ve &-TOC’e gore aktivite karsilagtirmalari
yapildi. Bu yontemde C. leucopsis aseton ekstresinin diger ekstrelerden daha yiiksek

aktivite gosterdigi belirlendi. Biitlin ekstrelerin standart olarak kullanilan BHT, BHA ve
a-TOC’ den daha diisiik etki gosterdigi tespit edildi (Sekil 4-2).

100,00 T --------"""""" """
90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 ~
30,00 -
20,00 -
10,00 +

0,00

-10,00 -

(%inhibisyon)

DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi

BHA a-TOC

Sekil 4-2: C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin DPPH Serbest
Radikali Giderim Aktiviteleri

10ug/mL
& 25ug/mL
E1 50pg/mL
£ 100pg/mL
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4.2.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclar1
C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin ABTS katyon

radikali giderim aktiviteleri dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL)
belirlendi. Standart olarak a-TOC, BHT ve (+)-Catechin kullanildi. Bu yontemde C.
leucopsis aseton ekstresinin 10, 25 ve 50 pg/mL’ de diger ekstrelerden daha yiiksek
aktivite gosterdigi belirlendi. C. sipyleum metanol ekstresi 100 ug/mL’ de CLA’ dan
biraz daha 1yi etki gosterdigi (%58 inhibisyon) belirlendi. Biitiin ekstrelerin standart
olarak kullanilan o~-TOC, BHT ve (+)-Catechin’ den daha diisiik etki gosterdigi tespit
edildi (Sekil 4-3).

100,00 -
90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 ~
10,00

0,00

-10,00 -

10 pg/mL
@ 25 pg/mL
250 pg/mL
= 100 pg/mL

(% inhibisyon)

ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Sekil 4-3: C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin ABTS Katyon
Radikali Giderim Aktiviteleri
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4.2.4. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclar:

C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin siiperoksit anyon
radikali giderim aktiviteleri, NADH-PMS-NBT yontemine gore dort farkh
konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 ug/mL) belirlendi. Standart olarak gallik asit
kullanildi. Bu yontemde C. leucopsis metanol ekstresinin diger ekstrelerden daha
yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi. Biitiin ekstrelerin standart olarak kullanilan gallik

asitten daha disik etki gosterdigi tespit edildi (Sekil 4-4).

100,00 | - <
80,00 -
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28 2000 i __CSM ____GA __ |m100ug/mL
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@€ 40,00 -

3 < i

8 000

He}
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Sekil 4-4: C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin Siiperoksit
Anyon Radikali Giderim Aktiviteleri
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4.2.5. CUPRAC Yontemi ile Antioksidan Aktivite Sonuclari
C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin CUPRAC

yontemine gore antioksidan aktiviteleri dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100
ng/mL) belirlendi. Standart olarak BHT, BHA ve a-tokoferol kullanildi. Bu yontemde,
biitliin ekstrelerin standartlardan daha diisiik aktivite gosterdigi ve aktif olmadiklar

belirlendi (Sekil 4-5).

4,50 -
4,00 - -
350 f oo ] i
300 - 10ug/mL
250 - 0 25ug/mL
200 - mm e @ 50pg/mL
150 - | @100ug/mL
1,00 -

0,50 -
0,00

Absorbans

BHA a-TOC

Sekil 4-5: C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin CUPRAC
Yontemi ile Antioksidan Aktiviteleri
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4.3. C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin
Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin antikolinesteraz
aktiviteleri asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimlerinin
inhibisyonu ile belirlendi. Higbir ekstrenin standart olarak kullanilan galantaminle

karsilastirildiklarinda aktif olmadiklari tespit edildi (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin
Antikolinesteraz Aktivite Sonuglari®

Ekstreler AChE (%Inhibisyon) BChE (%Inhibisyon)
CLP 16,50+2,84 AD
CLA 19,42+4.13 36,94+1,54
CLM 5,25+2,01 AD
CSP 22,70+£2,36 6,75+0,15
CSA 21,39+2,23 24,87+3,20
CSM 9,90+1,89 5,33+0,81
Galantamin” 76,04+0,46 78,95+0,38
2200pg/mL
® Standart madde

AD: Aktif degil
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4.4. C. leucopsis ve C. sipylenum Bitkilerinden Hazirlanan Ekstrelerin Kimyasal
icerikleri

C. leucopsis ve C. sipyleum bitkilerinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik ve toplam flavonoit
miktarlari, antioksidan ve antikolinesteraz aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde C.
leucopsis’ in aseton ekstresinin daha aktif oldugu belirlendi. Bundan dolay1 dncelikle C.
leucopsis’ in aseton ekstresinden baslamak suretiyle tiim ekstrelerden kromatografik
yontemler kullanilarak saf madde elde edilmesine ve bu saf maddelerin yapilarinin

aydinlatilarak aktivitelerinin tayin edilmesine karar verildi.

4.4.1. Cirsium  leucopsis Bitkisinin  Petrol Eteri  Ekstresinin (CLP)

Fraksiyonlandirilmasi

CLP silika jel iceren siitunda fraksiyonlandirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile
basland1 ve eliisyona %5 ¢oziicli polaritesi arttirilarak sirasiyla kloroform, aseton ve
metanol ile devam edildi, %100 metanole ulasilinca eliisyon tamamlandi. iTK ile benzer
fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 6 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlara siitun ve
preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri uygulanarak taraksasterol elde edildi.
Ayrica CLP’nin silika jel siitunda %100 petrol eteri ile eliisyonundan elde edilen apolar
fraksiyonlar birlestirilerek GC/MS analizi ile bilesimi belirlendi (Tablo 4-3) (Sekil 4-6).

Bu analiz sonucunda CLP’ nin apolar fraksiyonlarindaki 19 bilesen belirlendi.
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Tablo 4-3: CLP' nin Apolar Fraksiyonlarinin GC-MS Analiz Sonucu

Numaras Bilesik Ad M bk Pk amam
612  Tetradekanoik asit (Miristik asit) 228 228 73 26.40
626 2,4,6-Trimetiloktan 156 57 26.95
646  Fitol asetat 338 278 68 27.72
648 Fitol 296 68 27.78
691 10,13-Dimetil tetradekanoik asit metil ester 270 270 74 29.43
719 n-Hekzadekanoik asit 256 256 73 30.50
728 Hekzadekanoik asit, etil ester 284 284 88 30.85
777 9,12-Oktadekadienoik asit metil ester 294 294 81 32.73
781 6-Oktadekenoik asit metil ester 296 264 79 32.88
804  Oleik asit 282 264 55 33.77
808 cis-Vaksenik asit 282 282 55 33.92
812 9,17-Oktadekadienal 264 264 55 34.07
816  Oktadekanoik asit 284 284 73 34.22
869 2-Metiltetrakosan 352 57 36.25
871 2,6,10-Trimetildodekan 212 57 36.33
902 Eikosanoik asit 312 312 57 37.52
955 2,7,10-Trimetildodekan 212 57 39.55
1159  3-Metil-5-propilnonan 184 57 47.37
1337  2-Metiloktakosan 408 57 54.18

0

POV W e

Tetradekanoik asit (Miristik asit)

Al

H

2,4,6-Trimetiloktan

Fitol asetat

OH
K)\/\/k/\)\/\)\

Fitol (3,7,11,15-Tetrametil-2-hekzadeken-1-ol)

Sekil 4-6: CLP' nin Kimyasal Bilesimi
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10,13-Dimetil tetradekanoik asit metil ester

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

n-Hekzadekanoik asit (Palmitik asit)

Ov

Hekzadekanoik asit etil ester 0

N Z

9,12-Oktadekadienoik asit metil ester 6-Oktadekenoik asit metil ester

HO
Oleik asit (9-Oktadekenoik asit) 9,17-Oktadekadienal
\/\/\/\/\/\/\/\/\ COH
cis-Vaksenik asit
(0]
/\/\/\/\/\/\/\/\)J\ o \
OH
Oktadekanoik asit (Stearik asit) 2-Metiltetrakosan

Sekil 4-7: CLP' nin Kimyasal Bilesimi (Devamui)
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CH
/(CH2)18\(0 \(( 2)25\
\(\/\(\/\(\ ’

2,6,10-Trimetildodekan Eikosanoik asit 2-Metiloktakosan

2,7,10-Trimetildodekan

3-Metil-5-propilnonan

Sekil 4-8: CLP' nin Kimyasal Bilesimi (Devami)

4.4.2. Cirsium leucopsis Bitkisinin Aseton Ekstresinin (CLA) Fraksiyonlandirilmasi

CLA silika jel igeren siitunda fraksiyonlandirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile
baslandi, %5 ¢0ziicli polaritesi arttirilarak sirasiyla kloroform, aseton ve metanol ile
eliisyona devam edildi, %100 metanole ulasilinca eliisyon tamamlandi. ITK ile benzer
fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 7 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlara silika jel ve
Sephadex LH-20 siitun, preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri uygulanarak
CLAT1 (B-Sitosterol-3-O-B-D-glikopiranozit), CLA2 (cis-epoksikoniferil alkol) ve CLA3
(syringin) maddeleri elde edildi. Saf maddelerin izolasyonu Sekil 4-9’te verilmistir. Saf

maddelerin yap1 tayinleri spektroskopik yontemler kullanilarak yapildi.



Cirsium leucopsis

Aseton Ekstresi (9.46 g
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Silikajel kolon
PE, CHCl;, Ac, MeOH

CLA1-17 CLA18-22 CLA23-29 CLA30-33 CLA34-48

Silikajel kolon
PE, CHCl;, Ac, MeOH

1-10 11-15 16-24 25-27 28-31

cozelti  cokelti

B-Sitosterol-3-O-3-D-

¢ * * * glikopiranozit

1-11 12-16 17-21 22-23

CLA49-61 CLA62-71

Silikajel kolon
PE, CHCl;, Ac, MeOH

v

Y VYV

1-6  7-13 13-21 22.24 25-26 27-31 32-41

Silikajel kolon
¢ozelti gokelti CHCl3, Ac, MeOH

Sefadeks

kolon
PE:

AIRBRERER

CHCl;:4 8 9-10 11-12 13-17
MeOH:1

¢

Preparatif ince tabaka
kromatografisi

'

¢ ¢ * cozelti  ¢okelti (kristal)

Tol: 1 44 4 58 911
DEE: 1
Syringin
cis-Epoksikoniferil alkol B-Sitosterol-3-O-B-D-

glikopiranozit

Sekil 4-9: CLA' dan Elde Edilen Saf Maddelerin izolasyon Semasi
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4.4.2.1. CLA 1 = B-Sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozit

Sekil 4-10

CLA1 bilesigi beyaz toz halde elde edildi (2,4 mg).

UV spektrumunda (MeOH) 231 ve 206 nm’de bantlar goriildii (Sekil 4-11). IR
spektrumunda (kati) 3372 (O-H), 2932-2867 (C-H), 1644 (C=C) cm™"* de bantlar izlendi
(Sekil 4-12).

Spektral degerleri literatiirdeki degerler ile karsilagtirilan CLA 1 bilesiginin -
sitosterol-3-O-B-D-glikopiranozit oldugu belirlendi (Lee ve ark. 2002) (Sekil 4-10).
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Tablo 4-4: CLA 1' in "C-NMR ve 'H-NMR Degerleri (DMSO, J degerleri parantez icinde

verildi)

Pozisyon BC-NMR "H-NMR
1 36,83
2 29,27
3 76,90 3,46 m
4 38,31
5 140,45 -
6 121,20 531 m
7 31,42
8 31,37
9 49,60
10 36,21 -
11 20,60
12 39,85
13 41,85 -
14 56,17
15 23,86
16 27,80
17 55,43
18 11,67 0,64 s
19 19,10 0,95 s
20 35,48
21 18,62 0,89 d (6,5 Hz)
22 33,34
23 25,44
24 45,14
25 28,70
26 19,70 0,78-0,83 m
27 18,94 0,78-0,83 m
28 22,60
29 11,78 0,78-0,83 m
1' 100,78 4,21 d (8,0 Hz)
2' 73.46 2,88 m
3 76,77 3,00-3,12 m
4 70,10 3,00-3,12 m
5' 76,75 3,00-3,12 m
3,63 dd (10,1; 5,0 Hz)
(] ) 9Ly 1)
6 61,09 3,39 dt (10,1; 5,0 Hz)
OH - 4,87 brs
2xOH - 4,85 d (4,5 Hz)
6'-OH - 4,41t (5,8 Hz)
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Sekil 4-11: B-Sitosterol-3-O-f-D-glikopiranozit' in UV Spektrumu
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Sekil 4-13: p-Sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozit’ in '"H-NMR Spektrumu (DMSO)
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DE 6.50 usec
TE 299.8 K
Dl 1.50000000 sec
D1l 0.03000000 sec
TDO 18

===s===== CHANMEL fl ==s=====

NUC1 13c

Pl 15,25 usec
PL1 -3.00 dB
SF01 125,7875248 MHz
==ss==ss CHANNEL {2 msss=s==
CPDPRG2 waltzlé
NuUC2 1H
PCPD2 B0.00 usec
PL2 5.75 dB
PL12 25.50 dB
PL13 120.00 dB
SFO2 500.2330014 MHz
S1 32768

SF 125,7829929 MHz
WDW EM

558 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40

Sekil 4-14: p-Sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozit’ in *C-NMR (BB) Spektrumu (DMSO)

SOl



DR.BINA/CLA

DEPT90
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—73.47
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120 115 110 105 100 335 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 33
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S name july-06-12
EXENO 8

| PROCNO 1
Date_ 20120708
Time T.18
INSTRUM spact
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULEROG dept 30
™™ 32768
SOLVENT DM30O
HS 4096
Ds a
SWH 23809.523 Hz
FIDRES 0.726609 Hz
AQ 0.6881990 sec
RG 32768
oW 21.000 usec
DE 6.50 usec
TE 299.5 K
CNST2 145.0000000
[») § 1.50000000 sec
D2 0.00344828 sec
Diz 0.00002000 sec
TDO 4
s=m==m=== CHANNEL fl =s======
HUC1 13C
Pl 15.25 usec
P2 30.50 usec
PL1 =3 dB
SFO1 125.7948834 MH=z
==mame== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6
NuUc2 1H
P3 B8.00 usec
P4 16.00 usec
PCPDZ 80.00 usec
PL2 5.75 dB
PL12 25.50 ds8
SFO2 500.2330014 MHz
81 32768
5F 125.7829929 MHz
WOW EM
SSB o

PPmLE 1.00 Hz
GB o
PC 1.40

Sekil 4-15: p-Sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozit’ in *C-NMR (DEPT 90) Spektrumu (DMSO)

901
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NAME july-06-12
EXPHO T
PFROCHO 5
Date_ 20120708
Time 0.58
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm FABBI 1H/
PULPROG deptl3s
TD 32768
SOLVENT DMSQ
NS 10240
Ds (4]
SWH 23809.523 Hz
FIDRES 0.726609 Hz
hQ 0.6881990 sec
RG 32768
DW 21.000 usec
I [ DE 6.50 usec
TE 299.6 K
CHST2 145.0000000
D1 1.50000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 10
mmmmmwmms CHANNEL £l ===m====
NUC1 13C
Bl 15.25 usec
P2 30.50 usec
PL1 =-3.00 db
SFO1 125.7948834 MHz
======== CHANNEL f2 ====mmm=
CPDPRG2 waltzlé
INUC2 1H
B3 8.00 usec
P4 16.00 usec
PCPD2 80.00 usec
PL2 5.75 dB
PL12 25.50 dB
SFO2 500.2330014 MHz
51 32768
S8F 125,7829929 MHz
WOW EM
T T T T T T T T T T T T T T T T T T l55B 1]
i80 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 a0 70 60 50 40 30 20 10 ppmrLe 1.00 Hz
GB 0
BC 1.20

Sekil 4-16: p-Sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozit’ in *C-NMR (DEPT 135) Spektrumu (DMSO)

LOT



DR.BINA/CLA
HMEC

NAME july-06-12
EXENO s
PROCNOQ T
Date_ 20120707
Time 5.18
ppm  INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbegplpndgf
0 2048
- LA SOLVENT oMSO
= 14l o NS &4
. S 20 pe 8
.- SWH 4006.410 Hz
- - ] FIDRES 1.956255 Hz
- il e oY 40 BQ 0.2557652 sec
| Y RG 18330.4
= W o oW 124.800 usec
." DE £.50 usec
st & en TE 300.0 K
o CNST2 145,0000000
o CNST13 10. 0000000
" 5 o 0.00000300 sec
. - » a .| = - gp D1 1.50000000 sec
D2 0.003448268 sec
. o6 0.05000000 sec
Dl 0.00020000 sec
100 INO 0.00001690 sec
===m==== CHANNEL £1 ==
wucl1 , ;g
i B . usec
T 120 g2 14.10 usec
PL1 5.00 dB
SFO1 500.2321010 MHz
140 CHANHEL f£2 =====m=m==
nNucz 13C
P3 15.25 usec
3 PL2 -3.00 dB
160 sroz 125. 7974871 MEz
====== GRADIENT CHANNEL =====
GENAML SINE.100
180 cePNaMz SINE.100
GPNAM3 SINE.100
GPZ1 50.00 &
GPZ2 30.00 ®
200 GPpE3 40.10 ®
P16 1000.00 usec
wDO
D 256
220 sSFOl 125.7975 MHz
FIDRES 115.478165 Hz
SW 235.000 ppm
FRMODE 2005
s1 4
8.0 7«5 1.0 B8 G0 5:5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm o2 560.2305059 Mitz
WD SINE

Sekil 4-17: p-Sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozit’ in HMBC Spektrumu (DMSO)
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DR.BINA/CLA

HSQC

pom

20

=¥ Ele

40
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a0

100

120

140

160

i80

ppm

T
July-06-12
4

EXPHO
FPROCHO b
Date 20120706
Time 21.47
INSTRUM spact
FROBHD 5 mm PABEI 1H/
PULPROG hsgcetgpsi
TD 1024
SOLVENT DMSO
NS 64
DS a
SWH 4006.410 Hz
FIDRES 3.912510 H=z
ag 0.1279700 sec
RG 18350.4
oW 124.800 usec
DE 6.50 usec
TE 255.59 K
CHST2 145.0000000
oo 0.00000300 sec
DL 1.50000000 sec
Da 0.00172414 sec
=35 0.03000000 sec
DL3 0.00000400 sec
Dlé 0.00020000 sec
D24 0.00110000 sec
ING 2.00002050 sec
ZGOPTNS
CHAMNEL £l = —
HUC1 1H
Pl 7.05 usec
P2 14.10 usec
P28 1000.00 usec
FL1 5.00 dB
SPOL 500.2321010 MHz
CHAWNNEL £2 =—======
CPDERGZ garp
HUC2 13C
B3 15.25 usec
P4 30.50 usec
PCPD2 T70.00 usec
PL2 —-3.00 dB
PL12 9.00 dB
SFO2 125.7948834 MHz
- GRADIENT CHANNEL
GPHAMI SINE.100
GPNAMZ SINE. 100
GPZ1 80.00 %
GPZ2 20.10 %
P16 1000.00 usec
HDO
TD
SFO1l 125.7949 MHZ
FIDRES 93.363388 Hz

Sekil 4-18: p-Sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozit’ in HSQC Spektrumu (DMSO)

601
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4.4.2.2. CLA 2= cis-Epoksikoniferil alkol

H,CO

Sekil 4-19

Sar1 renkli olan CLA 2 bilesigi kat1 halde elde edildi (10,5 mg). Silika jel plakta
UV lamba altinda (254 nm) goriilen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde
110°C’de yakildiginda kahverengi renk aldu.

UV spektrumunda (MeOH) 206, 229 ve 280 nm’de bantlar goriildii (Sekil 4-18).
IR spektrumunda (CHCls) 3370 (O-H), 2956-2852 (C-H), 1731 (epoksi), 1658-1516
(C=C) cm™"’ de bantlar izlendi (Sekil 4-19).

Spektral degerleri literatiirdeki degerler ile karsilastirilan CLA 2 bilesiginin cis-
epoksikoniferil alkol oldugu belirlendi (Guz ve Stermitz 2000, Hacibekiroglu ve Kolak
2011) (Sekil 4-17). Bu bilesik Cirsium tiirlerinden ilk kez elde edildi.

Tablo 4-5: CLA 2’ nin "C-NMR, HMQC ve HMBC Degerleri (CDCls, J degerleri
parantez icinde verildi)

Pozisyon BC-NMR HMQC HMBC
1 144,27 - H-3, H-5
2 145,71 - H-6, OCH;
3 107,60 6,83 d (1,47 Hz) H-5
4 131,97 - H-3
5 117,96 6,75 dd (8,30; 1,95 Hz) H-3
6 113,26 6,82 d (8,30 Hz)

a 4,18 dd (9,27; 6,83 Hz)

1 70,69 B 3,81dd (9,27; 3,42 Hz)
2! 53,19 3,03m
3 84,85 4,67 d (4,40 Hz) H-5, H-6, OCHj

OCH; 54,98 3,84s




Abs.

2,500

2,000

1,500

1.000

0,500

0,000
200,00 250,00 200,00 326,00
nm.

Sekil 4-20: cis-Epoksikoniferil alkol ' iin UV spektrumu
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Sekil 4-21: cis-Epoksikoniferil alkol ' iin IR Spektrumu
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I.U.IAL
K.NO.974
M.BOGA_CLALD H1

hi ad: vi /

Sample directory: M.BOGA_CLAL0_H1 03Sep201l

File: PROTON

Pulse Sequences sZpul

Solvent: CDC13
Temp. 20.0 C f 303.1 K
INOVA-500 “defna"

Eelax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees
Acg. time 1.892 sec
wWidth 7996.0 Hz

128 repetitions

OBSERVE H1, 495.7420858 MH=z |

DATA PROCESSING
¥T size 32768
Total time 6 min, 11 sec

/home /vomel/vomrays/data

= "I\
' |’

i l_!u ‘w VL_U.‘JIL_

13 12

TrrrT ] T T 7 | L B R | “[ Fo| el Fen PR I | l_'!_'l T T T T o e o 'Y'_I' T .7 i T 1 T | T 1 ] T 1T '[ 1 k- T T 7T '|'j"1’ T T -'__I T i
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
3.68 1.3 1.08 1.16 18.91 17.73
2.98 0.78 5.80 3.54 43.01

Sekil 4-22: cis-Epoksikoniferil alkol' iin "H-NMR Spektrumu (CDCl;)

el



I.U.IAL
K.NO.1092
M.BOGA_CLAL10_APT

Archive directory: /export/home/vimrl/vimrsys/data
Sample directory:! M.BOGA CLAL0 APT 02Dec201l
Fila: APT

Pulse Sequence: APT

Bolvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Umer: 1-14-87
INOVA-500 “defne”

Relax. delay 1.000 sec

ist pulsea 90.0 degreaas

2nd pulse 135.0 degreess

Aog. time 1.300 sec

Width 31409.5 Hm

232000 repetitions
OBSERVE C13, 125.6603633 MH=
DECOUPLE Hi, 499.7445451 MH=x
Power 33 dB

on during acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 131072

Total time 14 hr, 12 min, 48 sac

Sekil 4-23: cis-Epoksikoniferil alkol' iin BC-NMR (APT) Spektrumu (CDCl;)
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148!



ai (Y /home/ yrmxl/vrmrays/data
Sample directory: M.BOGA_CLALD_2D 02Dec201l

File: gHMQC

Pulse Sequence: gHMQC

Bolvent: CDC1l3

Temp. 30.0 C / 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 “defns"

Relax. delay 1.000 mec
Acg. time 0.128 sec
wWidth 7996.0 H=
2D wWidth 31409.5 Hs

~ 128 repetitions
2 x 128 incremsnts

OBSERVE M1, 499.74
DECOUPLE C13, 135.87@
Power 44 dB

on during soquisitica E
off during delay 4
WAO_ID 6435 modulated
DATA PROCESSING
Gauss apodisation 0.059 sec s
F1 DATA PROCESSING |
Gauss apodization 0.011 sec —
FT size 2048 x 1048

Total time 10 hr, 45 min, 44 L

—at

-

F2
(opm) = _
;- - ——4
a1 e dugs 720
= 3
3__
4 . .
= | - |
54 -
72 =il ;
8= '
9= |
10 :
11 % .
12 ﬂ i
:" TITTITTT T I Y I IRERR UL R ILARE EERLN RALKH BARLY LLAR RILE AN ERTL L) | R L RLES TIrIrrr | REALY LI ;"T.’"'T'"‘fr"'
220 180 140 100 80 60 40 20 0
Fl1 (ppm)

Sekil 4-24: cis-Epoksikoniferil alkol' iin HMQC Spektrumu (CDCl;)
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I.7.IAL
K.NO.1092
M.BOGA_CLA10_2D

i Ad / /home/vomel/vimeeys/data
Sample directory: M.BOGA_CLAl0_2D_02Desc201l

rile: gHMBC

Fulse Sequence: gHMBC

Scolvent: CDC13

Temp. 30.0 € / 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 “defne”

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.128 mec

wWidth 7996.0 Hx

ap width 31409.5 Hs

ias itd

300 increments
OBSERVE Hl, 499.7430853 WY -
DATA PROCESSING

Sine bell 0.064 sec

F1 DATA FPROCESSING

8Sine bell 0.007 ssc o

FT size 2048 x 2048

Total tims 12 hr, s‘rﬂrnT":
4

(ppm)

-0
1- ' |
2= . -
4 —; = ‘ :
5 .
6= ) -
73 BRSNS -
.
’-3
10 =
11 3
12 _‘i
13
T T T T T T T T T TP T T T T T T T
220 180 140 100 8 60 40 20 0
Fl (ppm)

Sekil 4-25: cis-Epoksikoniferil alkol' iin HMBC Spektrumu (CDCl;)

911
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4.4.2.3. CLA 3=Syringin
OH

HO
HO
OH

H,CO

Sekil 4-26

Beyaz renkli olan CLA 3 bilesigi 2,6 mg olarak elde edildi. Erime noktas1 186-
188°C oldugu belirlendi.

UV spektrumunda (MeOH) 228 ve 267 nm’de absorpsiyon bandlar1 goriildii
(Sekil 4-27). IR spektrumunda (MeOH) 3335 (O-H), 2923-2853 (C-H), 1641-1517
(C=C) cm™" de bantlar izlendi (Sekil 4-28).

ESI-MS spektrumunda (Sekil 4-33) m/z 395 [MJrNa]+ piki C;7H2409 yapisini

belirtti.

CLA 3 bilesiginin spektral degerleri literatiirde verilen degerler ile uyumlu

oldugu belirlendi ve yapis1 syringin olarak tespit edildi (Sekil 4-26) (Kim ve ark. 2007).
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Tablo 4-6: CLA 3'iin “C-NMR, HSQC ve HMBC Degerleri (DMSO, J degerleri parantez

icinde verildi)

Pozisyon BC-NMR HMQC HMBC
1 - - -
2 152,71 - 2-OCH;
3 104,54 6,71 s H-7
4 132,60 - H-8
5 104,54 6,71 s H-7
6 152,71 - 6-OCHj
7 128,44 6,45 d (16,0 Hz) H-3, H-5
8 130,17 6,32 td (16,0; 7,7 Hz) H-7
9 61,45 4,09t (4,5; 2,2 Hz) H-7, H-8
1 102,61 04,89 d (7,5 Hz) -
2' 74,19 3,0-3,5m -
3 77,20 3,0-3,5m -
4' 69,97 3,0-3,5m -
5' 76,56 3,0-3,5m -
6' 60.92 3,57 d (10,5 Hz) )
B 3,43 dd (11,5; 5,5 Hz)
OCH; 56,38 3,76 s
OCH; 56,38 3,76 s
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THERMO ELECTRON ~ VISIONpro SOFTWARE V4.10

Operator Name ARSHAD ALAM Date of Report 6/23/2012

Department Analytical Laboratory TWC-001 Time of Report 10:01:34AM
Organization ICCBS, Karachi University
Information UV / UV - Visible Scaning
Scan Graph
228.00
2,00 A\
|
1.75 \
/ |
/ |
1.50 [ [ -
|| 267.00
8 1.25 4 || / N
= WY |
g I| ,"’ .".
S 1.00 | \
L 1 \
< f
0.75 \
050 - - - ;X
025
0.00
190200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450
Wavelength(nm)
Results Table - scan013.sre,CLA-12,Cycle01
nm A Peak Pick Method
228.00 2.019 Find 8 Peaks Above -3.0000 A
267.00 1.344 Start Wavelength 190.00 nm
Stop Wavelength 450.00 nm
Sort By Wavelength

Sensitivity Auto

Sekil 4-27: Syringin' in UV Spektrumu
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Sekil 4-28: Syringin' in IR Spektrumu
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DR.BINA/CLA12

AVANCE AV-500
LAB NO: 1088

M=~ \O w0 ~ oo~ m D w o o™

-emmo noocomm o w ™M oy Oy O 0O O o

r~=<r=rmm o Oy O @D 00 o - [34] = T T T T 3]

DD WD WD D = =p o oo == ™M " NN —

| HAME jun27-12

EXPNO 3
PROCRO 1
Date_ 20120627
Time 12.38
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H/D-
PULPROG zg30
D 32768
SOLVENT DMS0
ns 128
Ds 0
SWH 10330,578 Hz
FIDRES 0.315264 Hz
AQ 1.5860696 sec
RG 128
DW 48,400 usec
DE 6.50 usec
TE 298.5 K
Dl 1.50000000 sec
TDO 1
ses===== CHANNEL fl =ssss===
NUCl 1H
Pl 7.60 usec
PL1 6.00 dB
SFo1 500.1335009 MH=
31 32768
SF 500.1300102 MHz
WOW EM
SsSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00

0.35
2.90 ~

H

1.00

~10.36

T T I T T T oy T

T T
75 70 65 6.0 55 5. 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 ppm

Sekil 4-29: Syringin' in "H-NMR Spektrumu (DMSO)
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DR.BINA/CLA12

DEPTQ%: o i o acin

AT i oAl o R

38 CE- FEX 8 saaag

| | \/ | | W NAME julos-12
EXPNO 16
PROCHO 1
Date_ 20120708
Time 1. 8%
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H/D-
PULPROG dept30
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 10240
DS 2
SWH 23809.523 Hz
FIDRES 0.726609 Hz
AQ 0.6881990 sec
RG 32768
oW 21.000 usec
DE 6.50 usec
TE 301.9 K
CHST2 145,0000000
Dl 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Diz 0.00002000 sec
TDO 10

s=m===== CHANNEL fl ==

NOCl 13
Pl 13.25 usec
P2 26.50 usec
PL1 -3.00 dB
SF0l 125.7697360 MHz
m=m=s=== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2Z waltzlé
Nocz 1H
B.00 usec
16.00 usec
80.00 usec
6.00 dB

25.25 dB
500.1335009 MHz

32768
125.7578507 MHz

EM
a
1.00 Hz
1]
1.40
T T T b D Bl R i g ZELES L T T T T ¥
130 120 110 100 90 80 70 60 50 ppm

Sekil 4-30: Syringin' in “C-NMR (BB) Spektrumu (DMSO)
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DR.BINA/CLAL12

—A52.71

_—132.60

—130.17

T—128.44

—104.54
——102.

61

.20

T

=

76.56

T——174.19

——£8.97

=

45
2

61.
60. 9

——56.38

HAME julos-12
EXPNC 14
PROCHO 1
Date_ 20120706
Time 15.04
INSTROM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H/D-
PULPROG zgpg
D 65536
SOLVENT DMSO
HS 25600
Ds 4
SWH 29498.525 Hz
FIDRES 0.450112 Hz
AQ 1.1109022 sec
RG 32768
oW 16.950 usec
DE 6.50 usec
TE 302.9 K
Dl 2.00000000 sec
D1l 0.03000000 sec
TDO 25
s=mmmm== CHANNEL fl =ssss==s
HOUC1 13C
Pl 13.25 usec
FL1 -3.00 dB
SFO1 125.7723529 MHz
ssmmmss= CHANNEL f2 sesws===
CPDPRG2Z waltzlé
RUC2 1H
PCPD2 80.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 25.25 dB
FL13 25.25 dB
SFO2 500.1325007 MHz
SI 32768
SF 125.7578507 MHz
WDW EM
a
1.00 Hz
0
1.40

220 200

|
100

ppm

Sekil 4-31: Syringin' in “C-NMR (DEPT 90) Spektrumu (DMSO)
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DR.BINA/CLALlZ
DEPT135,

<57
.54
8
5
12
39.96

7

45

39.7

£

52

——130.
—128
——104.50
102
——69.9
=——£0.30
5
40
39,6
38,
29.05

_—77.20
76
—
_—61.44

NAME
EXFNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

Ds

SWH
FIDRES

CPDPRGZ
Nuc2

| Al
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

r-|l|||rx|||||y|||||.|| s ||| TTTT T T T Y -||

Sekil 4-32: Syringin' in *C-NMR (DEPT 135) Spektrumu (DMSO)

julo5-12
15

1

20120707

1331

spect

5 mm BEI 1H/D-
deptl135

32768

DMSC

16384

2

23809.523 Hz
0.726609 Hz
0.6881990 sec
32768

21.000 usec
6.350 usec
301.7 K
145.0000000
2.00000000 sec
0.00344828 sec
U<UDDU2UUE sec
1

CHANNEL f] =m=wm====
13¢
13.25 usec
26.50 usec
-3.00 dB
125.7697360 MHz

CHANNEL f2 =
waltzl6é
1H

8.00 usec
16.00 usec
80.00 usec
6.00 dB
25.25 dB
500.1335009 MHz
32768
125.7578507 MHz
EM

0
1.00 Hz
¢]

1.40

144!



DR.BINA/CLA12

AVANCE Ay

HAME Julds-12
EXPNO llz
Date_ 20120705
Time 2157
FROEHD. se1 1H70
PROBHD & mm
A ah PPmM s haqcetqpat
™ 024
SOLVENT oMso
HS 3z
8
SWH 4734.849 Hz
- FIDRES 4.€23876 Hz
2 A 0.10823900 sec
- RG 23170.5
L g ] 1056623 uaae
DE 50 usec
- TE 301.2 K
CHST2 145.0000000
0 0.00000300 sec
40 o 2,00000000 sec
0.00172414 aec
pil 0.03000000 aec
o3 0.00000400 sec
Dl§ 0.00010000 sec
F D24 0.00110000 sec
INO ©.00002030 aec
o e 1 60 BGOPTNS
----- e CHANNEL f] mesemm—=
- -_ Nucl 1
- - Pl 7.60 usec
1-..- P2 15.20 usec
80 == 0.00 usec
L1 £.00 d8
8F0l 500.1322006 MH:
mmmmmmemn CHANMNEL £3 sweesoas
CEDPRGE garp
wuC2 13C
100 B3 13.25 usec
e - P4 26.50 usec
PCPD2 65.00 usec
PLZ -2.85 d8
PL1Z 9,65 db
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P GEFEL 80.09 3
GPRd 20.10
Plé 1000.00 usec
140 o 2
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5FG1 125,7697 Miz
FIDRES 93.344727 e
2 190.000 ppm
FnMODE  Echo-Antiecho
160 :=: 1024
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Sekil 4-33: Syringin' in HSQC Spektrumu (DMSO)

4!



DR.BINA/CLAl2

PPm

20

40

60

80

100

L]
.
- a
P e
. .
L
P8 e
[ I (] B b
a1
° L

85 80 75 7.0 65 6.0 55 5.0

Sekil 4-34: Syringin' in HMBC Spektrumu (DMSO)

120

140

160

180

200

220

45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 ppm
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SOLVENT DMSO

NS 64

D5 8

S 4734.849 Hz
FIDRES 1.155969 Hz
AQ 0.4326932 sec
RG 23170.5

oW 105.600 usec
DE 6.50 usec
TE 1.2 K
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CHST13 10.0000000

oo 0.00000300 soc
ol 2.00000000 sec
o2 0.00344628 sec
[+ 0.05000000 sec
Dlé 0.00010000 sec
IND 0.00001715 aec

=sawmmmn CHANHEL {1 ssssssus
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2 15.20 usec
BL1 6.00 db
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........ CHANNEL £2 wemmmmms
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p3 13,25 usec
PL2 =2.85 dB
sPO2 125.7723769 MHz
------ GRADIENT CHANNEL ==mmm=
GFHAML SINE.100
GPNAM2 SINE.100
GPHAMI SINE.100
GPZ1 50.00 %
GPEZ 30.00 %
GPzl 40.10 %
P16 1000.00 usec
HDO 2
T 2:
SFO1 125.7724 MHz
FIDRES 113.981216 Hz
=W 232.000 ppm
FRMODE qF
51 1024
SF 500.1300102 MHz
WO QSINE
S5B o
LE 0.00 Hz
GB o

PC 4.00
81 1024

C2 QF
8F 125.7578507 MHz
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LB 0.00 Hz
eB 0
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Intensity, counts

+TOF MS: 2.234 to 3.050 min from CLA12 -300812.wiff
a=3.55900225124906790e-004, t0=-1.34118757555479530e+001
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Sekil 4-35: Syringin' in ESI-MS Spektrumu
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4.4.3. Cirsium leucopsis Bitkisinin Metanol Ekstresinin (CLM)

Fraksiyonlandirilmasi

CLM silika jel igeren siitunda fraksiyonlandirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile
basland1 ve eliisyona %S5 ¢oziicli polaritesi arttirilarak sirasiyla kloroform, aseton ve
metanol ile devam edildi, %100 metanole ulasilinca eliisyon tamamland. iTK ile benzer
fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 9 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlardan silika jel
siitun ve silika jel preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri kullanilarak syringin
ve apigenin bilesikleri elde edildi. Saf bilesiklerin yap1 tayinleri spektroskopik

yontemler kullanilarak aydinlatildi.
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4.4.4. Cirsium  sipyleum  Bitkisinin  Petrol Eteri  Ekstresinin (CSP)

Fraksiyonlandirilmasi

CSP silika jel iceren siitunda fraksiyonlandirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile
basland1 ve eliisyona %35 ¢0ziicii polaritesi arttirilarak sirasiyla kloroform, aseton ve
metanol ile devam edildi, %100 metanole ulasilinca eliisyon tamamland. iTK ile benzer
fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 8 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlara siitun ve
preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri uygulanarak CSP1 (taraksasterol
asetat), CSP2 (taraksasterol) ve CSP3 (B-sitosterol) elde edildi. Saf maddelerin yap1
tayini spektroskopik yontemler kullanilarak yapildi. Ayrica CSP' nin silika jel stitunda
%100 petrol eteri ile eliisyonundan elde edilen apolar fraksiyonlar birlestirilerek
GC/MS analizi ile bilesimi tayin edildi. GC/MS analizi sonucunda apolar fraksiyonda
bulunan 22 bilesenin yapist belirlendi (Tablo 4-7) (Sekil 4-36) .

Cirsium sipyleum
Petrol Eteri Ekstresi (21,73 g)

Silikajel kolon
PE, CHCl;, Ac, MeO

CSP1-19 CSP20 CSP21-26  CSP27-32  CSP33 CSP34 CSP35-45 CSP46-60
Silikajel kolon
PE, CHCl;, Ac, MeOH
12 3-10 11-15 16-20 1-21 22-25 26-28 29-34 1-10 11-12 13-18 19-23
ilikajel kolon vy
Preparatif ince tabaka ) \PE, CHCl;, Ac, MeOH lI:reparatlf 1nee tabaka
. romatografisi
kromatografisi
PE: 2,
CHCl.:1
Taraksasterol asetat 1-11 12-13 14-15 16-25

B-Sitosterol

Preparatif ince tabaka
kromatografisi

Tol: 5
DEE:1

Taraksasterol

Sekil 4-36: Cirsium sipyleum Bitkisinin Petrol Eteri Ekstresinin izolayon Semasi
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Tablo 4-7: CSP' nin Apolar Fraksiyonlarinin GC-MS Analiz Sonucu

Tarama Gozlenen Temel Alikonma

Numarasi Bilesik Adu M Pik Pik Zamam
313 2,4-Dekadienal 152 152 81 14.95
330 2-Hekzilfuran 152 152 81 15.60
385 2,4,6-Trimetiloktan 156 98 57 17.72
513 4,7-Dimetilundekan 184 57 22.62
650 Fitol asetat 338 68 27.87
695 Pentadekanoik asit-14-metil ester 270 270 74 29.58
720 n-Hekzadekanoik asit 256 256 73 30.55
730 Hekzadekanoik asit etil ester 284 284 88 30.93
816 Oktadekanoik asit 284 284 73 34.22
873 2,7,10-Trimetildodekan 212 57 36.40
896 12-Oleanen-3-il asetat-(3a)- 468 468 218 37.28
958 Eikosan 282 57 39.67
1039 Urs-12-en-24-oik asit, 3-okso-metil ester 468 468 218 42 .45
1043 3-Metil-5-propilnonan 184 57 42.92
1053 Lup-20(29)-en-3-o0l, asetat-(3f3)- 468 189 43 43.30
1068 Lanosta-8,24-dien-3-ol, asetat-(3f3)- 468 468 44 43.87
1094 2-Metiloktakosan 408 57 44.87
1146 A-Neoolean-3(5), 12-dien 408 408 365 46.87
1164 2-Etil-2-metiltridekanol 242 57 47.55
1261 Amirin 426 218 51.27
1328 Stigmastan-3,5-dien 396 396 396 53.83
1387 Urs-20-en-3-ol (3B, 18a, 19a) 426 408 189 56.10

\r\(\r\ /\/\/\/\/\O

2,4-Dekadienal

2,4,6-Trimetiloktan

2-Hekzilfuran 4,7-Dimetilundekan

O
)J\O/\%\/\)\/\)\/\)\
H Fitol asetat

Sekil 4-37: CSP' nin Kimyasal Bilesimi



Pentadekanoik asit-14-metil ester o

WOH

n-Hekzadekanoik asit (Palmitik asit)

Hekzadekanoik asit etil ester )

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Oktadekanoik asit (Stearik asit)

2,7,10-Trimetildodekan )J\O

12-Oleanen-3-il asetat-(3a)

Eikosan

HO

Urs-20-en-3-ol

Sekil 4-38: CSP' nin Kimyasal Bilesimi (Devami)
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/\/P/\(\ \((CHZ)N\

g 3-Metil-5-propilnonan 2-Metiltetrakosan
(6]
6]
/ Urs-12-en-24-oik asit, 3-okso-metil ester
(0]
)J\ o
(0)
Lup-20(29)-en-3-ol, asetat-(3p)- Lanosta-8,24-dien-3-ol, asetat-(33)-
(0]
(CHa)2s
N ho
. 2-Etil-2-metiltridekanol-
2-Metiloktakosan

HO

Amirin Stigmasta-3,5-dien

Sekil 4-39: CSP' nin Kimyasal Bilesimi (Devami)
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4.4.4.1. CSP 1= Taraksasterol asetat

Sekil 4-40

Beyaz renkli olan CSP 1 bilesigi (40,6 mg) amorf halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 240 ve 208 nm’de bantlar goriildii (Sekil 4-41), IR
spektrumunda (CHCls) 2933-2855 (C-H), 1727 (C=0), 1640 (C=C) cm™"’ de bantlar
izlendi (Sekil 4-42)

EI-MS spektrumunda (Sekil 4-49) m/z 468 [M]+ piki Cs,Hs,0; yapisini belirtti.
m/z 453 [M-CH3]" metil grubunun, m/z 425 [M-(CH3-C=0)]" grubunun, m/z 409 [M-(
CH3-COO)]" grubunun ayrildigimi gosterdi.

UV, IR, 'H- ve "C-NMR (Tablo 4-8) ve kiitle degerleri literatiirde verilen

spektral degerler ile karsilastirildiginda bilesigin taraksasterol asetat oldugu belirlendi

(Khalilov ve ark. 2003).
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Tablo 4-8: CSP 1' in “C-NMR ve '"H-NMR Degerleri (CDCls, J degerleri parantez icinde

verildi)

Pozisyon “C-NMR

"H-NMR

30

OOCCH;
OOCCH,

38,04
23,94
81,22
38,04
55,64
18,43
33,97
41,17
50,66
37,30
21,71
26,89
39,41
42,28
27,68
38,69
34,63
48,92
39,47
154,87

26,39

38,53
28,34
16,72
16,12
16,55
14,95
19,41
25,47

107,36

171,20
21,53

4,42 m

2,02 q (6,8 Hz)

241 m
2,12m

4,53 d (1,95 Hz)
4,55 d (1,46 Hz)

1,95s



THERMO ELECTRON ~ VISIONpro SOFTWARE V4.10
Operator Name ARSHAD ALAM Date of Report
Department Analytical Laboratory TWC-001 Time of Report
Organization ICCBS, Karachi University

Information UV / UV - Visible Scaning

Scan Graph

0.200
0.175

| 1
0150 - | \

0125 - || \

Absorbance
o
-
=]
o

0075 - | \

00s0| | \-

.' "\.240.00
0025 -

0.000 1" : : —

190200 225 250 275 300 325 350

Wavelength{nm)
Results Table - scan014.sre,CSA-1,Cycle01
nm A Peak Pick Method
208.00 0.178 Find 2 Peaks Above 0.0000 A
240.00 0.025 Start Wavelength 190.00 nm
Stop Wavelength 450.00 nm
Sort By Wavelength
Sensitivity Very High

Sekil 4-41: Taraksasterol asetat’ in UV Spektrumu
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Sekil 4-42: Taraksasterol asetat' in IR Spektrumu
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Sekil 4-43: Taraksasterol asetat' in '"H-NMR Spektrumu (CDCl5)
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Sekil 4-44: Taraksasterol asetat' in *C-NMR (BB) Spektrumu (CDCls)
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Sekil 4-45: Taraksasterol asetat' in *C-NMR (DEPT 90) Spektrumu (CDCl;)
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DR.BINA/CSAI/CDCL3
/DEPT135

<34

NAME July-11-
EXFNO

PROCNO

Date_ 201207
Time 9.
INSTRUM
e D

—10%

spe
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deptsp

Hz
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s
0. 00002000 se=

CHANNEL 1 s
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T
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T y T
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Sekil 4-46: Taraksasterol asetat' in “C-NMR (DEPT 135) Spektrumu (CDCls)
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Sekil 4-48: Taraksasterol asetat' in HMBC Spektrumu (CDCl;)
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ICCBS

7732012 Page 1
File: CSA-1 Date Run: 07-03-2012 (Time Run: 09:39:07)
Sample: MEHMET BOGA / DR.BINA S.SIDDIQUI '
Instrument: JEOL MSRoute
Inlet: My Inlet Ionization mode: EI+
812 5 ; RT..8
: mfz43; 92.2%FS TIC: 62379917 #lons: 715|
100 30
s 189.1
95.0
A5 408.4
69.1 107.0421.1
SL1 135.1
147.1 203.1
60 2182
1611751 i
3934
%
' 499.513.527.6
500 550

Sekil 4-49: Taraksasterol asetat' in Kiitle Spektrumu
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4.4.4.2. CSP 2= Taraksasterol

Sekil 4-50

Beyaz renkli olan CSP 2 bilesigi (43,3 mg) amorf halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 237 ve 212 nm’de bantlar goriildii (Sekil 4-51). IR
spektrumunda (CHCls) 3382 (O-H), 2936-2855 (C-H), 1641 (C=C) cm™ de bantlar
izlendi (Sekil 4-52).

EI-MS spektrumunda (Sekil 4-56) m/z 426 [M]+ piki C30Hs0O yapisini belirtti.

m/z 411 [M-CH;]" metil grubunun ayrildigi gosterdi.

Tablo 4-9° da verilen '"H-NMR ve “C-NMR degerleri ile literatiirde verilen
spektral degerler karsilastirildiginda bilesigin taraksasterol oldugu belirlendi (Khalilov
ve ark. 2003).
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Tablo 4-9: CSP 2' iin “C-NMR ve 'H-NMR Degerleri (CDCl, J degerleri parantez icinde

verildi)

Pozisyon “C-NMR "H-NMR
1 39,00 1,72 m
2 27,48 1,62 m
3 79,23 3,13 m
4 37,35 -

5 55,56 0,62 bd (9,0 Hz)
al,52m
6 18,65 8137m
7 34,37 1,40 m
8 40,10 -
9 50,75 1,29 m
10 36,36 -
11 21,80 1,55m
o l,64 m
12 26,48 81.16m
13 39,43 1,58 m
14 42,28 -
o 1,68 m
15 27,19 81,00 m
ol,26 m
16 38,56 8116m
17 34,63 -
18 48,94 1,16 m
19 38,31 2,14 dq (7,1; 7,0 Hz)
20 154,82 -
2,38 m
21 25,40 8230 m
22 39,10 1,44 m
23 28,23 0,67 s
24 16,32 0,70 s
25 15,60 0,73 s
26 16,50 0,78 s
27 14,99 0,85 s
28 19,71 0,83 s
29 25,73 1,08 d (7,0 Hz)

4,54 d (1,95 Hz)

30 107,39 4,53 d (1,45 Hz)
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C==JC5Pz:- RawData - C:\Documents and Settings\AdministratoriDesktopthiehmet Boga Saf maddeler LMCSP3 spe

Sekil 4-51: Taraksasterol' iin UV Spektrumu
P
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Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: M.BOGA_CSP3_H1 08Sep2011
File: PROTON

FPulse Segquence: sipul

Solvent: CDC13
Temp. 30.0 € / 303.1 K
INOVA-500 “defna"”

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degreess

Acg. time 1.892 sec

wWidth 7996.0 Hx

8 repetitions

OBSERVE H1, 499.7420839 MHz
DATA PROCESSING

¥T size 32768

Total time 0 min, 23 sec

L

’

w

E I TR O [ TR T Tn VR WO TR RN N e (N N S (T S ' CO U T PO NS SV S WY TR VAR PRGN (P U SRV, S, S BT TR M R R S VA oyl SRR S S
13 12 i 10 9 B 7 6 5 4 3

D —_— s [S—
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Sekil 4-53: Taraksasterol' iin 'H-NMR Spektrumu (CDCl;)
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IU.IAL
K.NO:110982
M.BOGA _CEPI_APT

Archive directory: /export/home/vnmrl/vomrsys/data
Sample directory: M.BOGA_CSPI_APT 02Nov20ll
Fila: APT

Pulse Bsguance: APT

Bolvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 “defne®™

ist pulse 90.0 degress
ind pulse 135.0 degrees
Acq. time 1.300 sec |
Width 31405.5 Hz |
22000 repetitions |
OBSERVE C13, 125.6602075 MH=
DECOUPLE H1, 499.7445451 MH=
Powar 33 dB

on during acguisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 H=z

FT size 131072

Relax. delay 1.000 sec ‘

= LI - " N J;l'

220 200 180 160 140 120 100 BO 60

Sekil 4-54: Taraksasterol' iin “C-NMR (APT) Spektrumu (CDCl;)
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IU.IAL
K.NO110982
M.BOGA_CSP3_2D

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrays/data

Sample directory: M.BOGA_CSP3_2D_02Nov2011

File: gHMQC

Pulse Sequence: gHMQC

Solvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Usexr: 1-14-87
INOVA-500 "defne”

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.128 sec
width 7996.0 H=

2D width 31409.5 Hz

64 itions

2 x 138 increments

OBSERVE H1, 499.7420835
DECOUPLE C13, 125.6740302 MHz —
Power 44 4B

on during acguisition

off during delay

WAO_ID_6435 modulated
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.059 sec
Fl1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.011 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 5 hr, 23 min, 11 sec
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Sekil 4-55: Taraksasterol' iin HMQC Spektrumu (CDCl;)
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IU.IAL
K.NO:1092
M.BOGA_CSP3_2D

Archive directory: /export/home/vnmrl/vamrsys/data
Sample directory: M.BOGA_CSP3_2D 032Nov201ll

File: gHMBC

Pulse Seguence: gHMBEC

Bolvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 “defne”

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.128 sec
Width 7996.0 Hz

2D width 31409.5 Hz
(1% petiti

- M
§N

200 increments
* OBSERVE H1i, 485.742

DATA PROCESSING e
Bine bell 0.064 sec %

F1 DATA PROCESSING

Sine bell 0.003 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 4 hr, 19 min, 25 sec

1
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el e
w N B O
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 EEEANEEE RS RS REEEREEEEERARAS MER: TTT TTIT I TT LN AR RRRER AN RERR AR RS R RRARE RE RSN RRRSNRERER

220 180 140 100 80 60 40 20

Fl1 (ppm)

Sekil 4-56: Taraksasterol' iin HMBC Spektrumu (CDCl;)
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ICCBS

71312012 Page 1
File: CSP-3 Date Run: 07-03-2012 (Time Run: 10:12:02)
Sample: MEHMET BOGA / DR.BINA S.SIDDIQUI '
Instrument: JEOL MSRoute
Inlet: My Inlet lIonization mode: EI+
Scan: 14 R.T: 1.15
Base: m/z 189; 99.5%FS TIC: 31069734 #lons: 477
Tl 189.0
207.0

950

50-
4262
203,
0
350 107.0
1210 135.0 e
o |410 67.0 8LO .
40 147.0
4112
1610 1759
m’ H
393.1
ll | 3151
I-| |- 257.1 3571
il l ‘ [l | ‘ | 11 e 3441
J | M ‘" | “ “ | !‘ ”I.I' L L =T LR 440.1
il ||-=iii. LI A |I|- [l || (A |I! i AT Ll Ml | | h "" |
miz 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Sekil 4-57: Taraksasterol' iin Kiitle Spektrumu

(49!



153

4.4.4.3. CSP 3 =p-Sitosterol

Sekil 4-58

Beyaz renkli olan CSP 3 bilesigi 12,6 mg olarak elde edildi. Silika jel plakta UV
lamba altinda (254 nm) goriilmeyen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etlivde

110°C’de yakildiginda 6nce turkuaz sonra kahverengi renk aldu.

UV spektrumunda (MeOH) 203 nm’de ug¢ absorpsiyon bandi goriildii (Sekil 4-
59). IR spektrumunda (CHCls) 3368 (O-H), 2957-2852 (C-H), 1646 (C=C) cm™ de
bantlar izlendi (Sekil 4-60).

Ince tabaka kromatografisinde yapilan karsilastirma sonucunda standart madde
ile ayn1 oldugu belirlenen CSP3 bilesiginin spektral degerleri literatiirde verilen degerler
ile uyumlu oldugu belirlendi ve yapisi B-sitosterol olarak tespit edildi (Sekil 4-58)
(Kolak ve ark. 2005).
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Tablo 4-10: CSP 3' iin *C-NMR ve '"H-NMR Degerleri (CDCl,, J degerleri parantez icinde

verildi)

Pozisyon BC-NMR "H-NMR
1 36,27
2 30,66
3 70,83 3,45m
4 41,33
5 139,77
6 120,70 5,28 m
7 30,91
8 30,92
9 49,16
10 35,51
11 20,09
12 38,79
13 41,33 -
14 55,78
15 23,30
16 27,24
17 55,08
18 10,98 0,61s
19 18,39 0,96 s
20 35,14
21 18,04 0,93 d (6,43 Hz)
22 32,97
23 25,10
24 44,86
25 28,19
26 18,72 0,84 d (6,84 Hz)
27 18,80 0,80 d (6,84 Hz)
28 22,09
29 10,82 0,78 t (7,82 Hz)



Abs.

1,953

1,500

1,000

0,500

0,000
200,00

220,00 240,00 260,00
nim.

Sekil 4-59: B-Sitosterol' iin UV Spektrumu
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I.U.IAL
K.ND.974
M.BOGA_CSP4_H1

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: M.BOGA_CSP4_H1 08Sep2011
File: PROTON

Pulse Seguence: s2pul

Solvent: CDCl3
Temp. 30.0 C / 303.1 K
INOVA-500 “defne"

Relax. delay 1.000 sec

Pulss 45.0 degress

Acg. time 1.892 sec

Width 7996.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 499.7420853 MH=
DATA PROCESSEING

FT size 32768

Total time 0 min, 23 sec

Illl'llll‘llll'lll'l]l'll

13 12 11 10

| 2 e e U ; D ESP i bR LT 15
7 6 5 4
| S| [SEEBE —
1.23 1.54
1.88

Sekil 4-61: B-Sitosterol ' iin "H-NMR Spektrumu (CDCl;)
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IU.IAL
K.NO:1092
M.BOGA_CBPA_APT

Archive directory:s / /home / vomxl / ya/data
Sample directory: M.BOGA_CSP4_APT ldNovi0ll

Filer APT

Pulse Seguence: APT

Solvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 “defne”

Relax. delay 1.000 sec

ist pulse 50.0 degrees

and pulse 135.0 degrees

Acg. time 1.300 sec

Width 31409.5 H=

22000 repetitions
OBSERVE C13, 125.6603628 MHs
DECOUPLE H1, 499.7445451 MHa
Power 33 dB

on during acguisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 131072

TTTTITY

[T PTTITPr T TET T T BB I LR L T T i O L LR i L L R L i e

220 200

T T T Ly | T
180 160 140 12 100 80 I .so[ in

Sekil 4-62: p-Sitosterol' iin *C-NMR (APT) Spektrumu (CDCl5)
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4.4.5. Cirsium sipyleum Bitkisinin Aseton Ekstresinin (CSA) Fraksiyonlandirilmasi

CSA silika jel iceren siitunda fraksiyonlandirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile
baslandi, %5 ¢0ziicli polaritesi arttirilarak sirasiyla kloroform, aseton ve metanol ile
eliisyona devam edildi, %100 metanole ulasilinca eliisyon tamamlandi. ITK ile benzer
fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 8 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlara silika jel ve
Sephadex LH-20 siitun, silika jel preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri
uygulanarak CSA1 (apigenin), CSA2 (balanophonin), CSA3 (p-hidroksibenzoik asit),
CSA4  (1'-O-metilbalanophonin),  taraksasterol  asetat,  [-sitosterol-3-O-f-D-
glikopiranozit ve kampferol-3-O-o-L-ramnopiranozit elde edildi. Saf maddelerin
izolasyonu Sekil 4-63° de verilmistir. Saf maddelerin yap1 tayinleri spektroskopik

yontemler kullanilarak yapildi.

Aseton Ekstresi (16.35 g)

Silikajel kolon
PE, CHCl;, Ac, MeO

CSA1-6 CSA7-12  CSAl13 CSA14-26 CSA27-32  (CSA33-40 CSA41-44 CSA45-54

[Cirsium sipyleum

Preparatif ince

tabaka kromatografisi|
DCM: 4
Ac: 1

1-14 15 16 17192026

Taraksasterol asetat 0ke1t1 » B-Sitosterol-3-O-B-D-
— 4 gozelti € glikopiranozit
Silikajel kolon ¢ozelti QO el gozelti  cokelti
PE, CHCI;, Ac, MeOH] Preparatif ince
tabaka kromatografisi

DCM 1
Kampferol-3-O-OL-L-ramnoplranozn

Y Y YT

1-10 11-14 15 16 17-20 21-23 Preparatif ince
tabaka kromatografisil

1'-O-Metilbalanophonin

DCM: 2
Ac: 1

gozelti  gokelti ¢ozelti  ¢okelti

Preparatif ince
Apigenin tabaka kromatografisi p-Hidroksibenzoik asit

DCM: 5
Ac: 1

Balanophonin

Sekil 4-63: Cirsium sipyleum Aseton Ekstresinin izolasyon Semasi
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4.4.5.1. CSA1=Apigenin

OH 0

Sekil 4-64
Sar1 renkli olan CSA 1 bilesigi (42,5 mg) toz halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 335, 284, 268 ve 212 nm’de bantlar goriildi (Sekil
4-65). IR spektrumunda (MeOH) 3308 (O-H), 2959-2851 (C-H), 1643-1486 (C=C) cm’
1 de bantlar izlendi (Sekil 4-67).

Tablo 4-11°de verilen 'H-NMR ve "C-NMR sonuclar literatiirde verilen
spektral degerler ile karsilastirildiginda ve standartla ITK'da karsilastirildiginda
bilesigin apigenin oldugu belirlendi (Goulas ve ark. 2012).
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Tablo 4-11: CSA 1' in "H-NMR ve “C-NMR Degerleri (CD;COCD;, J degerleri parantez

icinde verildi)

Pozisyon "H-NMR BC-NMR
2 -
3 6,49 s 103,73
4 -
5 -
6 6,12 d (1,95 Hz) 100,56
7 -
8 6,40 d (1,95 Hz) 95,37
9
10
1' -
2',6' 7,80 dd (6,84; 1,95 Hz) 129,41
3,5 6,89 dd (6,83; 1,95 Hz) 117,08
5-OH 12,86 s




Abs,

2,000

1,500

1,000

0,500

0,000
200,00

260,00 200,00 250,00
nm.

Sekil 4-65: Apigenin' in UV Spektrumu

400,00
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Absz,

4,000

2,000

2,000

1,000

0,000
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.000

2,000

Abs.

2,000

1,000

0,000

— MeOH (335, 284, 268 212 nm) — MeOH
— +NaOMe (375, 310, 275, 212 nm) — +AICl; (382, 346, 302, 276, 210 nm)
— +AICIy/HCI (380, 340, 300, 277,209 nm)
4,000
2,000
;‘: 2,000

1,000

0,000
200,00 280,00 200,00 380,00 400,00
nm.

— MeOH
— +NaOAc (360, 298, 275, 213 nm)
— +NaOAc/ H;BOs (337, 268, 213 nm)

Sekil 4-66: Apigenin' nin Kayma Belirtecleri ile Alinan UV Spektrumlari
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I.U.IAL
K.NO.974
M.BOGA_CSAT7_H1

chi di t faxp fhome /- I /data
Sample directory: M.BOGA_CSA7_H1l_13Sep2011
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Bolvent: Acetone
Temp. 30.0 ¢ / 303.1 K .
INOVA-500 “"defne" f

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
RAeg. times 1.892 sec
Width 7996.0 Hz
256 repetitions
OBSERVE H1, 499.7447083 MHz
° DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 12 min, 22 sec '

. . | L
A JL_ +l A&j R
IIlIIIIIIIIII[['IIIII!!II'IIIIIIIIllll[l'llll'liIJllll.I'T"IT"lTIT]JIII[‘lrIIIIfTTW__
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 ppm
[ S— —_ U W S—— e S PS——— d | TORR—
0.37 1.22 0.54 0.62 13.01 1.21
1.38 1.19 0.11 75.47 4.88

Sekil 4-68: Apigenin' in "H-NMR Spektrumu (CD;COCD3)
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’ [ I H ' W////// | NAME sep28-12
EXPNO 7
PROCNC 1
Date 20120929
Time 8.37
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H/D-
FULPROG zgpg
™D 65536
SOLVENT HelD
NS 18432
Ds 4
SWH 29498.525 Hz
FIDRES 0.450112 Hz
AQ 1.1109022 sec
RG 32768
oW 16.950 usec
DE 6.50 usec
TE 297.9 K
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 18
= CHANNEL
NuC1
Pl
PL1 -
SFol 125.7723529
=xmmssss CHANNEL {2 sseccce-
CPDPRG2 waltzlé
Nucz 1H
PCPD2 B80.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 25.25 dB
PL13 25.25 dB
SFO2 500.1325007 MHz
51 32768
SF 125.7576112 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB o

BEC 1.40

I T ' T T T — 1 ¥ T T 1

T T T
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Sekil 4-69: Apigenin' in BC-NMR (BB) Spektrumu (CD;COCD;)

991
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4.4.5.2. CSA 2=Balanophonin

OCH;

Sekil 4-70
Sar1 renkli olan CSA 2 bilesigi (3,8 mg) amorf halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 342, 286, 268 ve 238 nm’de bantlar goriildi (Sekil
4-71), IR spektrumunda (MeOH) 3329 (O-H), 2959-2854 (C-H), 1730 (C=0), 1649-
1516 (C=C) cm™"’ de bantlar izlendi (Sekil 4-72).

Tablo 4-12’de verilen >C-NMR, HMQC ve HMBC sonuglar1 literatiirde verilen
spektral degerler ile karsilastirildiginda bilesigin balanophonin oldugu belirlendi (Sy ve
Brown 1999). Bu bilesik Cirsium tiirlerinden ilk kez elde edildi.



icinde verildi)

"Pozisyon *C-NMR  HMQC  HMBC
1 151,87 - H-3, H-5
2 144,00 ; H-3, 2-OCHj
3 112,40 6,98 H-5, H-7
4 128,00 - H-8
5 117,12 7,06 s H-7
6 129,28 - -
7 152,04 7,35d (15,61 Hz) H-3, H-5
8 125,57 6,54 dd (16,10; 7,80 Hz) H-9
9 192,42 9,58 d (7,81 Hz) H-7
1 145,75 - H-3', H-5', H-6'
2' 146,20 - H-3', 2'-OCHj
3 107,74 6,83 brs H-5', H-7'
4 132,72 . H-3', H-5", H-6', H-7', H-8'
5' 118,43 6,83 brs H-3', H-6', H-7'
6' 113,46 6,83 brs H-5'
7" 87,97 5,58 d (6,83 Hz) H-3', H-5', H-8', H-9'
8' 52,04 3,62m H-5, H-7'
9' 64,00 3,95m H-7', H-8'
2-OCH; 54,98 3,87 s ;
2-OCH, 55,04 3,81s ;

168

Tablo 4-12: CSA 2'in ” C-NMR, HMQC ve HMBC Degerleri (CDCl;, J degerleri parantez



Abs.

4,000

2,000

2,000

1,000

0,000
200,00 250,00 300,00 350,00
nm.

Sekil 4-71: Balanophonin' nin UV Spektrumu
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I.U.IAL
K.NO.974
M.BOGA_CSAS_H1

di : [exp /homa /vnmrl/vnmrays/data
fample directory: M.BOGA_CSAS_H1_ 09Sep2011
File: PROTON

|
Pulse Sequence: slpul

Solvent: CDC13
Temp. 30.0 C / 303.1 K
INOVA-500 “defne”

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.892 sec

width 7996.0 Hz

256 repstitions

OBSERVE H1, 499.7420858 MH=z
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 12 min, 22 sec

L T T T (TR ST LI O 0 ST T L O L T O i i i L T T L |
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
T——— | RS T TR [ [ = RESREEEEEE e
0.98 4.19 1.38 12.74
1.71 5.92 2.58 1.13

Sekil 4-73: Balanophonin’ nin "H-NMR Spektrumu (CDCl;)
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I0.IAL
K.NO:1092
M.BOGA_CSAB_APT

Archive directory: /export/homs/vnmrl/vnmrays/data
Bample directory: M.BOGA_CSAS_APT 25Nova0lil
rile: APT

Fulse Sequance: APT

Solvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 "defne"

Relax. delay 1.000 sec

ist pulse 950.0 degrees

3nd pulse 135.0 degrees

Acg. times 1.300 mec

Width 31409.5 H=

22000 repetitions
OBSERVE C13, 125.6603633 MH=z
DECOUPLE H1, 495.7445451 MH=
Power 33 4B

on during acguisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hs

T size 131072

Total time 14 hr, 12 min, 48 sec

'.|1I]‘[:[fi'|'|]||'l, Ilr TT11¢

220 200 180 160
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Sekil 4-74: Balanophonin' nin BC-NMR (APT) Spektrumu (CDCl;)
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IU.IAL
K.NO:1092
M.BOGA_CSA8_2D

Archive directory: /export/home/vomrl/vomrsys/data
Bample directory: M.BOGA_CSAS_32D 25Nova01l

File: gHMQC

FPulse Sequence: gHMQC

Solvent: CDCl3

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Usexr: 1-14-87
INOVA-500 “defne”

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.128 sec

width 7996.0 Hx
2D width 31409.5 Hs
138 ied

2 x 128 increments
OBSERVE H1, 499.742085
DECOUPLE €13, 125.6740302 M

Power 44 4B

on during acquisition

off during delay

WAO_ID 6435 modulated
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.059 sec
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.011 mec
FT size 2048 x 2048
Total time 10 hr, 45 min, 44 sec

R T R

1—5 - duge " ¥
2'—:‘ .
33
4= 5. 4"

=
5 - z
6= y
= L e
-3
0 é :
1 = |
2 5
'

v BRRRRACZaRsaTaRssEsn S RS s A e LA AR R B AR NS s LR e R RS RRA SRR e REa AR A J

220 180 140 100 80 60 40 20 0
Fl1 (ppm)

Sekil 4-75: Balanophonin' nin HMQC Spektrumu (CDCl;)
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IU.IAL

K.NO:1092
M.BOGA_CSAS_2D

Archive ai 1 /export/home/ / /dat
Sample directory: M.BOGA_CSAS_2ID_25Nov2011l

rile: gHMBC

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: CDC13

Temp. 30.0 C / 303.1 K
User: 1-14-87
INOVA-500 *“defne”

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.128 sec
width 7996.0 Hz
2D Width 31409.5 Hz
San iy (ppm)
300 increments
OBSERVE H1, 495.742085
DATA PROCESSING
8ine bell 0.064 sec
F1 DATA PROCESSING
8ine bell 0.003 sec
PT size 2048 x 2048
Total time 12 hr, 57 mis;
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Sekil 4-76: Balanophonin' nin HMBC Spektrumu (CDCl;)
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4.4.5.3. CSA 3=p-Hidroksibenzoik asit

O——O0

Sekil 4-77

Beyaz renkli olan CSA 3 bilesigi (35,7 mg) amorf halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 254 ve 213 nm’de bantlar goriildii (Sekil 4-78), IR
spektrumunda (CH3;COCH3) 3526, 3459 (O-H), 3023 (Aromatik C-H), 2825 (C-H),
1754 (C=0), 1657-1516 (C=C) cm’"* de bantlar izlendi (Sekil 4-79).

Tablo 4-13” da verilen ?C-NMR, HSQC ve HMBC sonuglar literatiirde verilen
spektral degerler ile karsilagtirildiginda bilesigin p-hidroksibenzoik asit oldugu
belirlendi (Zhang ve ark. 2009).

Tablo 4-13: CSA 3' nin "C-NMR, HSQC ve HMBC Degerleri (CD;OD, J degerleri
parantez icinde verildi)

Pozisyon “C-NMR HSQC HMBC
1 122,91 - H-2, H-3, H-5, H-6
2,6 116,06 6,81 d (8,5 Hz) H-2, H-3, H-5, H-6
3,5 133,05 7,87 d (9,0 Hz) H-3, H-5
4 163,39 - H-2, H-3, H-5, H-6

COOH 170,16 - -




Abs.

2,000

2,000

1,000

0,000
200,00 240,00 300,00 350,00
nm.

e -78: p-Hidroksibenzoi sit’ in ektrumu
Sekil 4-78: p-Hidroksib ik Asit’ in UV Spek

400,00
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MEHMET/DR.BINA/CSA 15-2/

4.918

N

3.306
3.303
3.300
3.297
32293

2
EXPNO &
PROCNO 1
Date_ 20120720
Time 12.24
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H/D-
PULPROG zg30
m 32768
SOLVENT MeOD
NS 1
ns
SWH
FIDRES
AQ 1.5860696 sec
RG 114
oW 48,400 usec
DE 6.50 usec
T 299.8 K
0l 1.50000000 sec
TD0 1
CHANNEL f1 =s=smsmmmw
1H
7.60 usec
6.00 dB
500.1335009 MHz
32768
500.1300158 MHz
EM
a
0.30 Hz
1]
1.00

r~
2

9.0 85 80O 75 7.

T

65 6.0 55 50 45

S O

T T T T T T T
40 35 3.0 25 20 15 1.0

ppm

Sekil 4-80: p-Hidroksibenzoik Asit’ in '"H-NMR Spektrumu (CD;OD)
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Sekil 4-81: p-Hidroksibenzoik Asit’ in *C-NMR (BB) Spektrumu (CD;OD)
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MEHMET/DR.BINA/CSA15-2/
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Sekil 4-82: p-Hidroksibenzoik Asit’ in HSQC Spektrumu (CD;0D)
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MEHMET/DR.BINA/CSA15-2/

HMEBC

auglz-12
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Mect
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1. 477
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= : 120
* 33,3618
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wmnene GRADIENT CHANWEL =====
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Sekil 4-83: p-Hidroksibenzoik Asit’ in HMBC Spektrumu (CD;0D)
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4.4.5.4. CSA 4=1'-O-Metilbalanophonin

OCHs

Sekil 4-84
Sar1 renkli olan CSA 4 bilesigi (2,7 mg) amorf halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 342, 284 ve 213 nm’de bantlar goriildii (Sekil 4-85).
IR spektrumunda (CH3COCH3) 3018 (Aromatik C-H), 2958-2854 (C-H), 1727 (C=0),
1655-1516 (C=C) cm™" de bantlar izlendi (Sekil 4-86).

Tablo 4-14° da verilen *C-NMR, HSQC ve HMBC sonuglari literatiirde verilen
spektral degerler ile karsilastirildiginda bilesigin 1'-O-metilbalanophonin oldugu
belirlendi (Ho ve ark. 2004). Bu bilesik Asteraceae familyasindan ve Cirsium

tirlerinden ilk kez elde edildi.



Tablo 4-14: CSA 4' iin *C-NMR, HSQC ve HMBC Degerleri (CD;COCD3, J degerleri

parantez icinde verildi)

Pozisyon “C-NMR HSQC HMBC
1 - - -
2 148,22 - H-3, 2- OCH,
3 109,99 7,20 d (2,0 Hz) H-5
4 - - -
5 127,03 7,25 d (2,0 Hz) H-7
6 - - -
7 154,84  7,51dd (15,61; 2,44 Hz) H-3
8 126,77 6,60 q (15,61; 7,81 Hz) H-7, H-9
9 192,57 9,61 d (7,32 Hz) H-8
1 148,22 - H-3', H-5', H-6'
2' 148,22 - -
3' 110,29 6,98 d (2,0 Hz) H-5', H-7'
4' - - -
5' 119,34 6,83 dd (8,0; 2,0 Hz) H-3', H-7'
6' 115,56 6,75 d (8,0 Hz) H-5'
7 88,26 5,49 d (7,0 Hz) H-3'
8' 54,93 3,42 m H-5, H-7'
9' 63,12 3,95m H-8'
OCH; 56,15 3,72 s -
OCH; 56,31 3,89 s -
OCH; 56,15 3,79 s -
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THERMO ELECTRON ~ VISIONpro SOFTWARE V4.10

Operator Name ARSHAD ALAM Date of Report 6/23/2012
Department Analytical Laboratory TWC-001 Time of Report 9:35:41AM

Organization ICCBS, Karachi University
Information UV / UV - Visible Scaning

Scan Graph

18 - 21300 .

Absorbance
=] -
® =

o
o

\ R
(-]
=
o
=]

(=]
o

02

0.0

200 225 250 275 300 325 350 375

Wavelength(nm)

Results Table - scan005.sre,csa-16,Cycle01
nm A Peak Pick Method
213.00 1.755 Find 8 Peaks Above -3.0000 A
284.00 0.552 Start Wavelength 190.00 nm
342.00 0.686 Stop Wavelength 450.00 nm

Sort By Wavelength
Sensitivity Medium

400

425

Sekil 4-85: 1'-O-Metilbalanophonin’ nin UV Spektrumu
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Sekil 4-86: 1'-O-Metilbalanophonin’ nin IR Spektrumu
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MEHMET /DR.BINA/CSAlG/
NY~rnNnsAYNnNnoOoO-rMMOOoOWs oM dnowoodo oSS~ onNAWwA~O
(5 =] LDUWNNCAO O NS A oo nSSMe MO NOW S <000 uoy
WO WO NN NONCAOO oo YOO NNOTOO0O00C O N OO
G\d‘\t‘-—t‘-t‘-—f‘-—l“*—r‘*—r“-r‘=KD\DlD\O\DlD\Dkﬂ\ﬂlﬂwmmmmhﬂmlﬂmmmNNNNNNN-—IOOO
M\W‘W%/ W/ NAME jun13-12
EXPNO 6
PROCNO 1
Date_ 20120613
Time 13.20
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H/D-
PULPROG zg30
™ 32768
SOLVENT Acetone
NS 128
DS 0
SWH 10330.578 Hz
FIDRES 0.315264 Hz
AQ 1.5860696 sec
§ RG 456.1
\ ', ) ,!r oW 48.400 usec
ht i v P DE 6.50 usec
n {. g K A o TE 300.2 K
-0, W 1V ¥ N L S L e T Dl 1.50000000 sec
TDO 1
L e ? ' (e !
ki | i - s======= CHANNEL fl =======
B e e B i b‘ - o o wuc1 1
1 0w W ™ 1 W & 6 & 85 pm Bl 7.60 usec
PL1 6.00 dB
SFQ1 500.1335009 MHz
SI 32768
SF 500.1300149 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
7 Ik / i i{
Bt | 1L LJ

515 =
6.51

B e - | | B o O | B
olocioiclolololal Iolclc

T T T T ARRES o |r11r!'|r!l1r!lvrrlv-v—r T

9 8 7 5 3 2 1 ppm

Sekil 4-87: 1'-O-Metilbalanophonin’ nin "H-NMR Spektrumu (CD;COCD;)
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Sekil 4-88: 1'-O-Metilbalanophonin’ nin *C-NMR (BB) Spektrumu (CD;COCD;) l
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Sekil 4-89: 1'-O-Metilbalanophonin’ nin *C-NMR (DEPT 90) Spektrumu (CD;COCD;)
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1'-O-Metilbalanophonin’ nin *C-NMR (DEPT 135) Spektrumu (CD;COCD3)

Sekil 4-90
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MEHMAT/DR.BINA/CSAl6
HSQC

10 9 :

Sekil 4-91: 1'-O-Metilbalanophonin’

C.
BRUKER

Juelg-12
PO 4
PROCHD 1
Date_ 20120616
Time 19.32
IKSTRIN ct
.-J'}IPNDEHE‘ 3w CPOUL IR/
PULI hagcetgpal
SOLVENT Acetone
Da [ ]
€361.32]
a0 €.2122%0
0.000615%0
20 29193
78600
&.50

0K

145.0000000

- 0.00008300 sec

riU 2.00000000 sec

0.00172414 sec
0.03000000

8.
EFO1 600.0331802 MNz
: CHAMMEL {7 seessse
100
a4 20,64
1 2() 8.55930424
0. 96605644

140.8927518

GEADIENT CHANNEL sw===
SINE. 100

Echo-X ho

1024
600.0300163 saiz
CIIHE

ppm 3

nin HSQC Spektrumu (CD;COCD3)
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MEHMAT/DR.BINA/CSAl6

HAME junel6-12
EXPNO 5
PROCHO 1
Date 20120817
Timo~ 0.18
; _ INSTRUM spect
n PPITIFROBHD 3 mn CPDUI 1M/
PULPROG  hmbegplpndgf
rn m 4096
SOLVENT Acetone
| NS 12
» s g
20 Sw 6161.321 He
] :H = |+ '
. L 0
A
5 el .
5 60 0.00344628 mec
" 0.05000000 mec
' 0.00020000 sec
- 0.00001440 sec
80 CHANMEL £1
T
. 21
B2
' FLL 12,
PLIW 0.81527180 W
00 sFal 600.0331802 MHe
LR ] . msse CHANMEL f7 ssssssss
3 ac
"
“ P .. 3 " BLIW 5.55030424 W
q sFoz 150.8950149 MHz
.
] > mmnmmn GRADTENT CHAMHEL swwws
140 Genm SINE.100
4 ». GPHAM2
4 % ™"
N
. 2an, SEOL 150,895 MHz
180 rromes 135,569733 Hz
W 736.000 ppm
FRMODE oF
s1 2048
- - sF £00.0200163 Mtz
2( WIn SINE
200 wox .
* in 0.00 Hz
= o
PC 4.00
s1 512
Moz QF
ST 150, 8775382 Mz
% IR SINE
558
. ) - o " e L 0.
10 ) 8 7 - 4 3 2 PPM o

Sekil 4-92: 1'-O-Metilbalanophonin’ nin HMBC Spektrumu (CD;COCD;)
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4.4.6. Cirsium sipyleum Bitkisinin Metanol Ekstresinin (CSM)

Fraksiyonlandirilmasi

CSM silika jel igeren siitunda fraksiyonlandirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile
basland1 ve eliisyona %35 c¢oziicii polaritesi arttirilarak sirasiyla kloroform, aseton ve
metanol ile devam edildi, %100 metanole ulasilinca eliisyon tamamland. iTK ile benzer
fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 7 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlardan silika jel ve
ters faz siitun, silika jel preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri ve preparatif
HPLC kullanilarak CSM1 (vanilik asit), CSM2 (kampferol-3-O-3-D-glikopiranozit),
CSM3 (kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit) ve taraksasterol elde edildi. Saf bilesiklerin
yapi tayinleri spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.
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Cirsium sipyleum

Metanol Ekstresi (31,37 g)
Silikajel kolon
PE, CHCl;, Ac, MeO

Y

CSM 1-20 CSM21-23 CSM24-39 CSM40-51 CSM52-57 (CSM58-60 CSM61-70

Preparatif ince
tabaka kromatografisi
CHClx:1

Ters faz kolo
H,0, CH;CN,

Taraksasterol

Ters faz kolon
HzO CH3CN MGOH

Y vy

344 57 8-10

Silikajel kolon Silikajel kolon
CHCl;, MeOH CHCl;, MeOH
-3 4

5-10 11-17 1- 6-13 14-15 16-17

Vanilik asit ¢ ¢

13 4

5 6-8
Ters fazh Ters faz
Preparatif Preparatif
HPLC HPLC

Kampferol-3-O-3-D-
glikopiranozit Kaempf_erol-S-.O-a-L-
ramnopiranozit

Sekil 4-93: Cirsium sipyleum Metanol Ekstresinin Izolasyon Semasi
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4.4.6.1. CSM 1= Vanilik asit

O—=0

Sekil 4-94

Beyaz renkli olan CSM 1 bilesigi (7,2 mg) amorf halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 287, 258 ve 216 nm’de bantlar goriildii (Sekil 4-95).
IR spektrumunda (CH;COCH3) 3343 (O-H), 2922-2851 (C-H), 1664-1517 (C=C) cm™”’
de bantlar izlendi (Sekil 4-96).

EI-MS spektrumunda m/z 168 [M]" piki CgHgO, yapisini belirtti (Sekil 4-103).

Tablo 4-15" de verilen ?C-NMR, HSQC ve HMBC sonuglar literatiirde verilen
spektral degerler ile karsilagtirildiginda bilesigin vanilik asit oldugu belirlendi (Zhang
ve ark. 2009).

Tablo 4-15: CSM 10' nun C-NMR, HSQC ve HMBC Degerleri (CD;0D, J degerleri
parantez icinde verildi)

Pozisyon “C-NMR HSQC HMBC
1 - -
2 115,74 7,55 d (1,8 Hz) H-5
3 148,58 - H-2, H-5, OCH,
4 152,35 - H-5, H-6
5 113,81 6,82 d (8,4 Hz) H-6
6 125,14 7,52 dd (8,4; 1,8Hz) H-2, H-5
OCH; 56,36 3.88s -

COOH 170,16 . H-6




Abs.

2,000

1,500

1,000

0,500

0,000
200,00

250,00 200,00 250,00
nm.

ekil 4-95: Vanilik Asit’ in UV Spektrumu
P

400,00

195



1

98 |

96 |

84 |

g2 |

g0

B8 |

T

8 |

84 |

a2 |

&80 |

78

76
750

Apsl 97

33435.4%

2922591

880.44

146592

1664 429

L6205 103134

T4 88

1588 82 111428
154183

1554145

1517.5%

4000.0

csmll.sp

3600 3200 2200

2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 200 a30.0
o-1

Sekil 4-96: Vanilik Asit’ in IR Spektrumu
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Sekil 4-97: Vanilik Asit’ in "H-NMR Spektrumu (CD;0D)

NAME july-o02-12
EXPNO 15
DROCHO 1
Date 20120702
Time 15.12
THSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BBE-1H
PULPROG zq30
T 32768
SOLVENT MeOD
NS 128
Ds ]
SWH 5995.204
FIDRES 0,182953
e 2.7329011
RG 574.7
oW B3.400
DE 6.50
TE 300.0
D1 2.00000000
DO 1
seswww== CHANNEL fl1 =

HuC1 1H
L 7.30
pL1 -3.00
SFOL 300.1324010
sr 16384
SF 300.130007%
WowW EM
858 o
LB 0.30
GB o
pe 0.50

Hx
Hz
sec

usec
usec

sec

L61
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—170.68
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Sekil 4-98: Vanilik Asit’ in *C-NMR (BB) Spektrumu (CD;0D)
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Sekil 4-99: Vanilik Asit’ in *C-NMR (DEPT 90) Spektrumu (CD;0D)
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SHAZIA/DR.BINA/CSM.10/Meod
/DEPT135

Sekil 4-100: Vanilik Asit’ in *C-NMR (DEPT 135) Spektrumu (CD;0D)
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Sekil 4-101: Vanilik Asit’ in HSQC Spektrumu (CD;0D)

20120706
16.28
spect

5 mm GPTCI 1H-
haqecetgpsi
1024

MeCD
3z

8
5387.931 Ha
5.261652 Ha
0.0951700 s«

41285.1
82.800 us
6.50 us
00.0 K

14%5. 0000000
0.0000Q0300 se

b1 1.50000000 se
D4 0.00172414 se
[ D1l 0.03000000 s«
- D13 0. 00000400 se
D186 0.00015000 s«
D24 0.00110000 se
N0 D.00001745 ==

HUCL 1H
Bl T.40 us
P2 14.80 us
) P28 0.50 us
PLL 3.30 dE
PL1W 9.16420078 W
SFO1 B00.2327010 ME

mmm—m———— CHANNEL f2 ===s==

CEDPRE2 garp
HUC2 13C
P3 10.00 us
P4 20.00 ue
PCED2 §0.00 us
PL2 2.00 4k
PL12 17.56 dE
LaW 66.40702820 W
FLLIW 1.84592500 W
SFO2 150.89422922 M
CRADIENT CHANMEL ==
SINE.100
SINE.100
80,00 ®
20.10 %
2000.00 ue

10T
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Sekil 4-102: Vanilik Asit’ in HMBC Spektrumu (CD;OD)

FEA |
C |
L ¥ |
L 38 |
NAME july=-06=12
EXENO &
PROCNO 1
Date 20120706
Time 20.10
INSTRUM spect
i PROBHD 5 mm CETCI 1H-
PULFROG hmbogplpndgf
TD 4096
SOLVENT MalD
NS 3z
DS ]
SWH 5387.931 H:
FIDRES 1.315413 Hi
AQ 0.3802516 &
RG 41285.1
oW 92,800 w
DE 6,50 w
TE 299.9 K
0 CNSTZ2 145. 0000000
CNST13 13.0000000
Do 0.00000300 st
Dl 2.00000000 s
o DZ 0.00344828 &
- D& 0.03846154 st
D16 0.00015000 s¢
ING 0.00001440 &
ol CHANNEL £1 ===
1H
7.40 us
" 14.80 w
120 3.30 <1

9,16420078 W
600.2327010 M

mmmmm——— CHANNEL f2 ==w==

Nucz 13C
B3 10.00 w
BL2 .00 di
PLZW 66.407T02Z8BZ0 W
SFO2 150.9453107 Mi
mmmmen GRADIENT CHANNEL ==
GPHAML SINE.100
GENRMZ SINE.100
GPNAM3 SINE.100
GFZ1l 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 2000.00 w
HDO 4
TD 256
SFO1 150.9453 M1
FIDRES 135.61452% H:
=1 230.000 P
EnMODE QF
ST 1024

(4414



ICCBS
6/27/2012 Page 1

File: CSM10 Date Run: 06-27-2012 (Time Run: 12:32:26)
Sample: MEHMET BOGA / DR .BINA S.SIDDIQUI

Instrument: JEOL MSRoute

Inlet: My Inlet lonization mode: El+

can: 14 RT.: 115 T
: m/z 168; 59.4%FS TIC: 17668202 #lons: 523

1)

1251

miz 50 100 150 200

Sekil 4-103: Vanilik Asit’ in Kiitle Spektrumu

€0¢
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4.4.6.2. CSM 2=Kampferol-3-O-p-D-glikopiranozit

OH
OH

OH

Sekil 4-104

Sar1 renkli olan CSM 2 bilesigi (1 mg) amorf halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 350, 267, 230 ve 210 nm’de bantlar goriildi (Sekil
4-105).

Tablo 4-16” da verilen 'H-NMR sonuglari literatiirde verilen spektral degerler ile

karsilastirildiginda bilesigin kampferol-3-O-B-D-glikopiranozit oldugu belirlendi (Wu
ve ark. 2009).
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Tablo 4-16: CSM 2 Bilesiginin 'H-NMR Degerleri (CD;OD, J degerleri parantez icinde

verildi)
Pozisyon "H-NMR

2 -
3 -
4 i}
5 -
6 6,17 d (1,8 Hz)
7 -
8 6,35d (1,8 Hz)
9 -
10 -
1 -

2, 6' 8,04 d (9,0 Hz)

3" 5 6,87 d (9,0 Hz)
4 -
1" 5,21d (7,5 Hz)
2" 3,52 dd (9,0; 7,8 Hz)
3" 3,41 m
4" 3,20 t (9,0 Hz)
5" 3,30 m
o a 3,67 dd (12,0; 1,8 Hz)

B 3,40 m
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1,500

1,000

Abs.

0,500

0,000
200,00 250,00 200,00 350,00 00,00
nm.

Sekil 4-105: Kampferol-3-O-p-D-glikopiranozit Bilesiginin UV Spektrumu
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VSNV =SS\ 22 e
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Sekil 4-106: Kaempferol-3-O-B-D-glikopiranozit' in '"H-NMR Spektrumu (CD;0D)

auglo-12
1

1

20120810

10.15

spect
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Q
10330.578
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1
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500.1335009
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dB
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4.4.6.3. CSM 3=Kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranozit

OH
OH

CHs3

Sekil 4-107

Sar1 renkli olan CSM 3 bilesigi (22 mg) amorf halde elde edildi.

UV spektrumunda (MeOH) 343, 265 ve 212 nm’de bantlar goriildii (Sekil 4-
108). IR spektrumunda (MeOH) 3361 (O-H), 2927 (C-H), 1654-1504 (C=C) cm™" de
bantlar izlendi (Sekil 110).

Tablo 4-17’ de verilen *C-NMR, HSQC ve HMBC sonuglari literatiirde verilen
spektral degerler ile karsilastirildiginda bilesigin kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit

oldugu belirlendi (Correia ve ark. 2008).
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Tablo 4-17: CSM 3' iin *C-NMR, HSQC ve HMBC Degerleri (CD;0D, J degerleri
parantez icinde verildi)

Pozisyon  “C-NMR HSQC HMBC
2 158,71 - H-8, H-2', H-6'
3 136,05 - H-1"
4 179,40 - -
5 163,13 - H-6
6 100,48 6,16 d (2,0 Hz) H-8
7 - -
8 95,19 6,30 d (2,0 Hz) H-6
9 159,04 - H-8
10 105,34 - H-6, H-8
1 122,64 - H-3', H-5'
2', 6' 131,87  7,75dd (9,0; 2,0 Hz) H-2', H-6'
3,5 116,53 6,92 dd (9,0; 2,0 Hz) H-3', H-5'
4' 161,64 - H-3', H-5'
1" 103,48 5,36 d (1,50 Hz) -
2" 72,02 4,20 q (3,5; 2,0 Hz) -
3" 72,07 3,70 dd (6,0; 3,0 Hz) -
4" 73,14 3,30-3,32 m -
5" 71,91 3,30-3,32 m -

6" 17,65 0,91 d (6,0 Hz) -
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Sekil 4-108: Kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranozit' in UV Spektrumu
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Sekil 4-109: Kaempferol-3-O-o-L-ramnopiranozit' in Kayma Belirtecleri ile Alman UV
Spektrumlari
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4.4.7. C. leucopsis ve C. sipyleum Bitkilerinden Elde Edilen Saf Maddelerin
Antioksidan Aktivite Sonuclari

Tablo 4-18’ de her iki bitkiden elde edilen saf maddelerin daha 6nce antioksidan

ve antikolinesteraz aktiviteleri ile ilgili calisma yapilip yapilmadigt gosterildi.

Tablo 4-18: Saf Maddeler ile Yapilan Antioksidan ve Antikolinesteraz Aktvite Caliymalari

AChE/
Saf Maddeler B-Karoten DPPH ABTS Superoksit CUPRAC BChE Kaynaklar

CLA1(f-Sitosterol-3-O-

B-D-glikopiranozit)

CLA2 (cis-
Epoksikoniferil alkol)

CLA3 (Syringin)

CSP1 (Taraksasterol
asetat)

CSP2 (Taraksasterol)

CSP3 (p-Sitosterol)

CSA1 (Apigenin)

CSA2 (Balanophonin)

CSA3 (p-
Hidroksibenzoik asit)

CSA4 (1'-0-
Metilbalanophonin)

CSM1 (Vanilik asit)

CSM2 (Kampferol-3-O-

B-D-glikopiranozit)

CSM3 (Kampferol-3-O-

a-L-ramnopiranozit)

- - - Luo ve ark. 2009

Hacibekiroglu ve
Kolak 2011

Sun ve ark. 2007

Gurovic ve ark.
2010

Kolak ve ark. 2009,
Kolak ve ark. 2011

Yu ve ark. 2005,
Sghaier ve ark.
2011

Yi ve ark. 2010

Rattanapan ve ark.
2012, Jung ve ark.
2010

Shyamala ve ark.
2007, Tai ve ark.
2011, Li ve ark.
2005, Szwajgier ve
Borowiec 2012

Parejo ve ark. 2004

Nazemiyeh ve ark.
2010, Badria ve
ark. 2007




Antioksidan Aktivite (% inhibisyon)
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4.4.7.1. Saf Maddelerin p-Karoten Renk Acilim Yoéntemi ile Antioksidan Aktivite
Sonuc¢lan

B-Karoten renk ac¢ilim yonteminde test edilen saf maddeler arasinda en yiiksek
aktiviteyi 100 pg/mL konsantrasyonda %42 inhibisyon ile standartlardan daha diisiik
degerde C. sipyleum bitkisinin aseton ekstresinden elde edilen CSA 2 kodlu
balanophonin gosterdi (Sekil 4-117).

100,00 -
90,00 +
80,00 +
70,00 +
60,00 -
50,00 +
40,00 -
30,00 ~
20,00 -
10,00 -

0,00

-10,00 +

-20,00 -

Sekil 4-117: Saf Maddelerin p-Karoten Renk A¢ilim Yontemi ile Antioksidan Aktiviteleri
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4.4.7.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivite Sonu¢lari

DPPH serbest radikali giderim yonteminde test edilen saf maddeler arasinda en
yiiksek aktiviteyi C. sipyleum bitkisinin metanol ekstresinden elde edilen CSM 1 kodlu
vanilik asit gosterdi. Vanilik asit ve CSA 2 kodlu balanophonin bilesikleri (10, 25, 50 ve
100 pg/mL konsantrasyonlarda) standart olarak kullanilan BHT’ den daha yiiksek
aktivite gosterirken diger saf maddelerin aktif olmadiklar1 belirlendi (Sekil 4-118).

100,00 -

9000 Lo _____ 10pug/mL B 25pg/mL  @50pg/mL B 100ug/mL

80,00 |
7000 - g
60,00 L - - - - :
50,00 1 |
4000 & -]
3000 & - -

20,00 4

NI

<]
BN
]
<]
<]
<]
<]
f

Sekil 4-118: Saf Maddelerin DPPH Serbest Radikali Giderim Aktiviteleri
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4.4.7.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

ABTS katyon radikali giderim yonteminde test edilen saf maddeler arasinda en
yliksek aktiviteyi (25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda) standartlardan daha ytiksek
degerde C. sipyleum bitkisinin aseton ekstresinden elde edilen CSA 2 kodlu
balanophonin gosterdi. CSA 4 (1'-O-metilbalanophonin), CSM 1 (vanilik asit) ve CSM
3 (kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit) bilesiklerinin de yiiksek degerde aktivite
gosterdikleri belirlendi (Sekil 4-119).

E10ug/mL @25pug/mL @50 pg/mL @100 pg/mL

10000 - ---------eee ol

80,00 - 4 [ +1
S 60,00 - o :
(%) <] >
3 |58 >

'S 40,00 - N gzl
£ \:’1 . .
o N ;
£ 20,00 N ’

0,00

Sekil 4-119: Saf Maddelerin ABTS Katyon Radikali Giderimi Aktivitesi
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4.4.7.4. Suiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

Siiperoksit anyon radikali giderim yonteminde test edilen saf maddeler arasinda
C. sipyleum bitkisinin metanol ekstresinden elde edilen CSM 1 kodlu vanilik asit ve
CSM 3 kodlu kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit bilesikleri 10, 25 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarda standart olarak kullanilan gallik asitten daha yiiksek degerde
aktivite gosterdi. CLA 2 (cis-epoksikoniferil alkol), CLA 3 (syringin) ve CSA 4 (1'-O-
metilbalanophonin) bilesiklerinin CSM 1 ve CSM 3 hari¢ diger saf maddelerden daha
yiiksek degerde aktivite gosterdikleri belirlendi (Sekil 4-120).

80 G+ ------- 10pg/mL @ 25ug/mL B50ug/mL @ 100pg/mbL__ - __ _ ___ __________

AN
o o
I |

Va

Q

&
o
|

Sekil 4-120: Saf Maddelerin Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi
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4.4.7.5. CUPRAC Yontemi ile Antioksidan Aktivite Sonuclari

CUPRAC yonteminde test edilen saf maddeler arasinda en iyi aktiviteyi
gosteren C. sipyleum bitkisinin metanol ekstresinden elde edilen CSM 1 kodlu vanilik
asit bilesiginin 10, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda standart olarak kullanilan
a-tokoferol’ den daha yiiksek degerde etki gosterdigi belirlendi (Sekil 4-121). CSA 2

(balanophonin) bilesiginin de orta derecede aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

T B 10pg/mL B 25ug/mL O 50pug/mL B100ug/mL |- —------~""""~"~"~"~~"~"~"~"~"—~~~~

Sekil 4-121: Saf Maddelerin CUPRAC AKktivitesi Sonuclar:
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4.4.8. Saf Maddelerin Antkolinesteraz Aktivite Sonuclari

Antikolinesteraz aktivite sonuglarima gore test edilen saf maddeler arasinda en
yiiksek aktiviteyi C. sipyleum bitkisinin petrol eteri ekstresinden elde edilen CSP 2
kodlu taraksasterol bilesiginin gosterdigi  belirlendi (Tablo 4-19). Ayrica
butirilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesinde CSA 1 (apigenin) ve CSA 4 (1'-O-
Metilbalanophonin) bilesiklerinin orta derecede aktif olduklar1 tespit edildi.

Tablo 4-19: Saf Maddelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuclar1®

Saf Maddeler AChE(%Inhibisyon) BChE (%Inhibisyon)
CLA 1= g-Sitosterol-3-O-B-D-glikopiranozit AD AD
CLA2=cis-Epoksikoniferil alkol 16,67 £ 0,28 41,71 £0,78
CLA3= Syringin AD 46,08 £ 1,13
CSP1= Taraksasterol asetat 30,20 £2,22 AD
CSP2= Taraksasterol 55,49 + 1,27 72,55+ 1,55
CSP3= f-Sitosterol AD 28,61 £ 1,65
CSA1= Apigenin 39,02 +1,05 56,11 £1,19
CSA2= Balanophonin AD 6,19+ 1,61
CSA3= p-Hidroksibenzoik asit 16,99 + 0,97 AD
CSA4= 1'-O-Metilbalanophonin 20,00+ 1,11 59,29 + 1,06
CSM1= Vanilik asit AD 28,02 £1,22
CSM3= Kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit AD AD
Galantamin® 76,08 + 0,39 76,52 = 0,41
2200ug/mL

®Standart madde

AD: Aktif degil
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5. TARTISMA

Bu doktora tez ¢aligmasinda, Asteraceae familyasinin iiyeleri olan Cirsium
leucopsis DC. ve C. sipyleum O. Schwarz bitkilerinin kimyasal igerikleri, apolar

bilesenleri, antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri ilk kez belirlendi.

Endemik olan her iki bitkinin toprak iistii kisimlar1 sirasiyla petrol eteri, aseton
ve metanol ile ekstre edildi. Ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit miktarlar tayin
edildikten sonra B-karoten renk agilim, DPPH serbest radikali giderim, ABTS katyon
radikali giderim, siiperoksit anyon radikali giderim ve CUPRAC yontemleri ile
antioksidan aktiviteleri ve Ellman yontemi ile antikolinesteraz etkileri belirlendi. Ayrica
her iki bitkinin petrol eteri ekstrelerinin siitun kromatografisi ile ayrilmasi sonucu elde
edilen apolar fraksiyonlarin bilesimi GC/MS analizi ile tayin edildi. Tiim ekstrelerden
kromatografik yontemler kullanilarak elde edilen saf madddelerin yapilari
spektroskopik yontemlerle aydinlatildi. Miktar1 yeterli olan saf maddelerin antioksidan

ve antikolinesteraz aktiviteleri belirlendi.

Hem toplam fenolik icerik hem de toplam flavonoit igerik bakimindan C.
leucopsis aseton ekstresinin (CLA) ve C. sipyleum aseton ekstresinin (CSA) flavonoit

icerik bakimindan diger ekstrelerden daha zengin olduklar1 belirlendi.

B-karoten renk acilim yonteminde tiim konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 100
pg/mL) CLA en yliksek aktiviteyi gosterdi. DPPH serbest radikali giderim aktivitesinde
de CLA’ nin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bu yontemde tiim ekstrelerin

inhibisyonu %50’ nin altinda bulundu.

ABTS katyon radikali giderim ve siiperoksit anyon radikali giderim
aktivitelerinde tiim ekstreler %50’ nin altinda inhibisyon gosterirken adi gegen ilk
yontemde sadece CSM (C. sipyleum metanol ekstresi) 100 pg/mL’ de %58 inhibisyon,
ikinci yontemde ise sadece CLM (C. leucopsis metanol ekstresi) 100 pg/mL’ de %57
inhibisyon gosterdi. CUPRAC yonteminde hicbir ekstrenin aktif olmadigi belirlendi.
Antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde kullanilan bes yontem i¢inde sadece -karoten

renk acilim yonteminde tek bir ekstre (CLA) %80’ in {lizerinde aktivite gdsterdi.

Antikolinesteraz aktivite bakimindan hicbir ekstrenin aktif olmadig1 tespit edildi.
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C. leucopsis bitkisinin petrol eteri ekstresinden elde edilen apolar fraksiyonlarin
GC/MS analizi sonucu bilesimindeki 19 bilesenin yapilar1 belirlendi. Ayni sekilde C.
sipyleum bitkisinin petrol eteri ekstresinden elde edilen apolar fraksiyonlarin GC/MS

analizi ile 22 bileseni tayin edildi.

C. leucopsis bitkisinin petrol eteri ekstresinden taraksasterol (triterpen), aseton
ekstresinden B-sitosterol-3-O-B-D-glikopiranozit (steroit glikozit), cis-epoksikoniferil

alkol (lignan) ve syringin (lignan), metanol ekstresinden apigenin (flavon) elde edildi.

C. sipyleum bitkisinin petrol eteri ekstresinden taraksasterol asetat (triterpen),
taraksasterol (triterpen) ve B-sitosterol (steroit), aseton ekstresinden apigenin (flavon),
balanophonin (neolignan), p-hidroksibenzoik asit (fenolik bilesik) ve 1'-O-
metilbalanophonin (neolignan), metanol ekstresinden vanilik asit (fenolik bilesik),
kampferol-3-O-B-D-glikopiranozit  (flavonoit  glikozit) ve kampferol-3-O-a-L-

ramnopiranozit (flavonoit glikozit) elde edildi.

Sonug olarak her iki bitkiden tiimii bilinen iki triterpen, iki lignan, iki neolignan,
iki fenolik bilesik, iki flavonoit glikozit, bir flavon, bir steroit ve bir steroit glikozit

olmak {izere toplam 13 bilesik elde edildi.

Bu Dbilesiklerden cis-epoksikoniferil alkol, balanophonin ve 1'-O-
metilbalanophonin  Cirsium tlrlerinden 1ilk kez elde edildi. Ayrica 1'-O-

metilbalanophonin Asteraceae familyasindan ilk kez elde edildi.

B-karoten renk acilim yonteminde test edilen maddeler arasinda en iyi aktiviteye
sahip olan balanophonin 100 pg/mL konsantrasyonda %350’ nin altinda inhibisyon

gosterdi.

DPPH serbest radikali giderim aktivitesinde vanilik asit, standart olarak BHT’
den tiim konsantrasyonlarda daha yiiksek aktivite gosterdi. Test edilen maddeler

arasinda ikinci en iyi aktiviteye sahip olan madde ise balanophonin’ dir.

ABTS kayon radikali giderim aktivitesinde 10, 25 ve 50 pug/mL
konsantrasyonlarda en yiiksek aktiviteyi balanophonin gosterirken 100 pg/mL’ de
kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit ve balanophonin a-TOC’ den ¢ok az daha iyi bir
etki gosterdi. Kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit, balanophonin, vanilik asit ve 1'-O-
metilbalanophonin 100 pg/mL konsantrasyonda BHT’ den daha iyi bir etiki gosterdi.
Ayrica balanophonin 25 pg/mL’ de (+)-catechin kadar, 50 pg/mL’ de ise daha yiiksek
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bir etki gosterdi. 1'-O-Metilbalanophonin, vanilik asit ve kampferol-3-O-a-L-

ramnopiranozitin 100 pg/mL’ de (+)-catechin kadar etkiye sahip oldugu belirlendi.

Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesinde 10, 25 ve 50 pg/mL’ de vanilik

asit ve kampferol-3-O-a-L-ramnopiranozit gallik asitten daha yiiksek etki gosterdi.

CUPRAC yonteminde 100 pg/mL’ de vanilik asit en iyi aktiviteyi gosterdi, diger

maddelerin aktif olmadiklar1 belirlendi.

Antikolinesteraz aktivite bakimindan taraksasterol’ iin test edilen saf maddeler
arasinda en iyi asetil-(%55,49 inhibisyon) ve butiril-kolinesteraz (%72,55 inhibisyon)

enzim inhibitorii oldugu belirlendi.

Neolignan yapisindaki balanophonin antioksidan bakimindan kuvvetli etkiye
sahipken bu bilesigin metil tiirevi olan 1'-O-metilbalanophonin’ in ise aktif olmadigi
belirlendi. Buna karsilik antikolinesteraz etki bakimindan balanophonin aktif degilken,

metil tlirevinin orta diizeyde (%59,29 inhibisyon) etkili oldugu tespit edildi.

Taraksasterol ve taraksasterol asetat antioksidan bakimdan aktif degilken
taraksasterol’ iin, asetat tiirevine gore ¢ok daha yiiksek antikolinesteraz aktivite

gosterdigi saptandi.

Sonu¢ olarak hem antioksidan hem de antikolinesteraz etkili dogal aktif
bilesikler bulmak agisindan Cirsium tiirleri iizerinde yapilacak kimyasal ve biyolojik

calismalar faydali olacaktir.
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