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1. OZET
Cirsium aytatchii Uzerinde Fitokimyasal Calismalar

Cirsium cinsi iilkemizde 3 seksiyona ait 66 tiir ile temsil edilmektedir ve bu
tirlerden 30’u endemiktir. C. aytatchii H. Duman & R.R. Mill ¢ok yillik, endemik bir

turdir .

Gilinlimiize kadar yapilan literatiir taramalarinda, Cirsium tiirlerinin antioksidan,
antibakteriyal, antifungal ve sitotoksisite iizerine sinirli sayida bilimsel ¢alismalarin
bulundugu saptanmistir. Giiniimiizde bitkisel droglara ilginin artmasi ve bu bitki
droglarinin ticari 6nemi disiinildigiinde, C. aytachii’nin fitokimyasal igeriginin
belirlenmesinin kimya, eczacilik ve tip bilimlerinde literatiire katki saglayacagi

distinilmiistiir.

C. aytachii tizerinde fitokimyasal g¢alismalarda, bitki toprakiistii kisimlarinin
metanol ekstresinden hareketle hazirlanan etil asetat altfraksiyonu {izerinde cesitli
kromatografik yontemler kullanilarak CAE-1 kodlu bilesik saflastirilmistir. *H-NMR
ve ¥C-NMR spektroskopik yontemleri ile CAE-1’in yapist flavon aglikonu yapisinda
olan luteolin olarak aydinlatilmistir. Bitkinin metanol ekstresinin tirozinaz,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri tizerine etkileri arastirilarak, bu
enzimler {izerinde inhibitor ya da aktivator etki gostermedigi saptanmistir. Ayrica,
bitkinin metanol ekstresinin fenolik bilesiklerinin parmakizi analizi Yiiksek Basing Sivi
Kromatografisi (YBSK) yontemi ile gerceklestirilmis ve parmakizi kromatogrami elde

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz enzimleri, Astraceae,
Cirsium, Cirsium aytatchii, Fitokimyasal ¢alismalar, Flavon, Tirozinaz enzimi, YBSK

Parmakizi Kromatogrami



2. SUMMARY
Phytochemical Studies on Cirsium aytatchii

Cirsium in Turkey is represented by 66 species in 3 sections and 30 taxon of these
species are endemic. Cirsium aytachii H. Duman & R.R. Mill is an endemic perennial

species.

Our studies on the literature to date revealed a limited number of studies of the
antioxidant, antibacterial, antifungal and cytotoxic properties of Cirsium species.
Because of the increasing interest in different natural drugs and their commercial
importance, determination of the phytochemical content of Cirsium aytachii may make
a significant contribution to chemistry, pharmacy, and medicine.

In the phytochemical studies on C. aytatchii, CAE-1 was purified using several
chromatographic techniques on the ethyl acetate subfraction obtained from methanolic
extract of the aerial parts of the plant. The structure of CAE-1 was elucidated as luteolin
belonging to flavon . The structure of the compound was elucidated using *H-NMR and
B3C-NMR spectroscopic methods. In addition, the methanolic extract of the plant was
investigated in terms of the effects on tyrosinase, acetylcholinesterase,
butyrylcholinesterase enzymes. It has been shown that methanolic extract has not any
activity on tyrosinase, acetylcholinesterase, and butyrylcholinesterase enzymes.
Fingerprint analysis and quantification of phenolic compounds of the methanolic extract
of the plant was performed using High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Fingerprint chromatogram of the methanolic extract has been obtained.

Key Words: Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase enzymes, Astraceae,
Cirsium, Cirsium aytatchii, Flavone, HPLC Fingerprint Chromatograms, Phytochemical
studies, Tyrosinase enzyme



3. GIRIS ve AMAC

Asteraceae familyasindan olan Cirsium Miller cinsinin, iilkemizde bulunan 31’1
endemik olan 63 tiiri tizerinde sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. (1, 2, 3) Ancak,
diinya tizerinde bu cinse ait tiirler lizerinde yapilmis olan bir¢ok fitokimyasal analiz ve

biyolojik aktivite ¢alismalart mevcuttur.

Halk arasinda genel olarak Kdygogerten ya da Koygogiiren olarak bilinen Cirsium
tiirleri, tilkemizin farkli yorelerinde Esek kangali ve Esek otu (Kirklareli), Hamurkesen
(Zonguldak), Kazankulpu (Erzurum-Kars), Kor Kenger (Tunceli), Su dikeni
(Kastamonu), Cahir (Sivas) gibi isimlerle de anilan bu tiirler tedavi amagh

kullanilmaktadir (4).

Cirsium tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal galismalar sonucunda, tiirlerde

lignanlar, fenolik asitler, flavonoitler, terpenik bilesikler saptanmistir (5).

Icerdikleri bu bilesiklerden 6tiirii halk arasinda kuvvet verici ve istah agic1 olarak
kullanimlar1 mevcuttur (6). Yapilmig biyolojik aktivite ¢alismalari ile bazi Cirsium
tirlerinin ekstrelerinin antimikrobiyal, sitotoksik, antioksidan (7, 8), antihemorajik,

antidepresan ve antihepatotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (9).

Bu ¢alismada, C. aytatchii’nin toprakistii kisimlarinin metanol ekstresi tizerinde
baz1 fitokimyasal ¢aligmalar yapilarak, ana bilesiklerin saflastirilmasi, saflagtirilan bu
bilesiklerin  yapilarinin  aydmlatilmasi  ve  metanol  ekstresinin  tirozinaz,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri tizerine etkilerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi (YBSK) yontemi ile fenolik

bilesiklerinin analizi gergeklestirilmesi hedeflenmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Botanik Bilgiler
4.1.1. Asteraceae Familyasi

Ulkemiz endemik bitki tiirleri agisindan oldukga zengin oldugu ve bu bakimdan
tilkemizde bulunan en zengin familyanin Asteraceae familyasi1 oldugu bilinmektedir
(10).

Asteraceae familyasi diinyada 1100 cins ve yaklasik 20000 tiir ile tilkemizde ise
134 cins ve 1209 tiir ile temsil edilmektedir, bu tiirlerin 447°si endemiktir (11-14).

Familya bitkileri ¢cogunlukla tek, iki veya ¢ok yillik otsu, ¢alimsi, tirmanici veya
nadiren agagsi ¢alilardir. Yapraklar alternan veya bazen karsilikli dizilimli, stipulasiz
(nadiren stipulaya benzemektedir), yaprak ayasi tam, disli, loblu veya farkli par¢alanma
sekillerine sahiptir. Cigekler genellikle ¢ok sayida, nadiren tek, Sapsiz ve fillari
halkasindan olusan bir involukrum ile korunmus kapitulum iizerinde kiimelenmistir.
Reseptakulum ¢iplak, {izeri palea ile ortiili, uzun tiylidir. Cigekler alt durumlu, ya
hepsi hermafrodit ve erkek organlar disi organdan once olgunlasir ya da disi organ dnce
olgunlasir veya erkek organ verimsiz kalir. Kaliks, ovaryumun tepesinde, kilsi, pulsu
veya dallanmig tliylii bir yapidadir, bazen tamamen dokiiliir. Korolla birlesik petalli,
tubular, filiform, dilsi veya nadiren 2 dudakli, genellikle 3-5 disli, nadiren yoktur.
Stamenler 4(-5) petale bagli, filamentler genellikle serbest, anterler lateral olarak stilus
etrafinda bir halka olusturacak sekilde birlesmis, nadiren serbest, i¢ tarafa dogru agilir.
Ovaryum alt durumlu, tek lokuslu, stilus genellikle ikiye catallanmus, tily seklindeki
stiluslar, anterlerden polenleri alabilecek yapidadir. Meyva aken, papus kalici veya

diislicti, sapsiz veya gagalidir (2).
4.1.2. Cirsium Miller Cinsi

Tek, iki veya c¢ok yillik otsu, nadiren dioik bitkiler. Govde dikenli-kanatli veya
dikensiz, dallanmis veya dallanmamistir. Yaprak kenarlar1 dikenli, {ist ylizey tiiylii ve
kiiciik dikenli, kenarlar1 tam veya pinnatisekt. Kapitula homogam, tablamsi, tek veya
cok. Fillariler ¢ok sirali, kiremit seklinde dizilmis, iist kisimlarda yatik veya az ¢ok
yiizeye dik, u¢ kismimn hemen altinda salgi cebi var veya yok, bazen ek yapili, genellikle

ucta bir igne, kenarlan diiz-kiigtik dikenli veya ¢entiklidir. Reseptakulum uzun tiiylii.



Cicekler erdisi nadiren tek eseyli, tiip seklinde genellikle esit olmayan 5 parcali,
beyazdan mora kadar kadar, bazen sarimsi; korolla tiibiiniin taban1 hafifce genislemis.
Polen taneleri kiiremsidir. Akenler az ¢ok oblong, yassi, pliriizsiiz, ¢iplak, az cok
yarikiiremsi tiimsekg¢ikli, hilum oval, tabandan az yukarda. Papus ¢ok sirali, kus tiiyii
gibi yumusak, tabanda bir halka {izerinde bagli, kalict veya diisiicii, i¢ taraftaki tiiyler

daha uzun, ¢ogunlukla skabrit veya tepede kalinlasmis; ¢ok nadiren tamamen skabrittir
().
4.1.3. Cirsium aytatchii H. Duman & R.R. Mill

Cok yilliktir, 50-70 cm boyundadir ve ig seklinde kokleri bulunmaktadir. Govdesi
incedir; yesilimsiden az ¢ok morumsu kirmiziya degisen renktedir; 3-4 mm ¢apinda,
iistiinde dallanmis, oluklu, seyrek olarak oriimcek agina benzer sekilde ipliksi tiiylii
goriniimdiidir. Ortadaki govde yapraklar dikdortgensi sekilde; loplar, lamina orta
damarina kadar giden pinnat damarli yaprak seklindedir; yaklasik 10 cm uzunlugunda,
lateral loplart ikiye yarik, 5-9 ¢ift halinde, mizraksidan seritsi sekle kadar degisen
sekildedir; 10-25x3-6 mm, terminal loblar1 laterallerden daha uzundur, 40x6 mm’ye
kadar boyutlardadir; biitiin loblarda 4-7 mm uzunlugunda kalin dikenlidir, taban1 siskin
sert tilyli olup, tizerinde 0.5-1.5 mm uzunlugunda kils1 tiiyler bulunur veya tiiysiiz
olabilir; veya damarlarin alt yiizeyinde seyrek olarak oriimcek agina benzer sekilde
ipliksi tliylidiir. Yan dallar1 1-7, 1-3 kapitulumlu, en ist yapraklari 3-5 adet,
involukrumlu, kisa veya involukruma az c¢ok esittir. Involukrum diktir, genisce ters
yumurtamsidir, 20-25 mm boyutlarindadir. Brakteler tiiysiiz veya kenarlarinda seyrek
olarak 6rtimcek agina benzer sekilde ipliksi tiiyld, 10-11 sirali, tepedeki dikenleri 12- 13
mm uzunlugundadir; tepe dikeni biz seklindedir. Korolla morumsu-kirmizi renkte, 23-
24 mm’dir. Akenler yaklagik 5 mm biiyiikliigiindedir. Papus 17-18 mm’dir; kus tiiyl
gibi yumusak ince uzun sik tliylii veya kisa sert tiiylerden dolay: piiriizlii bir yapiya

sahiptir. 1350 m’de yetismektedir (29).
4.1.3.1. Cirsium Tiirlerinin isimlendirmesi

Halk arasinda genel olarak Kdygdcerten ya da Kdygdciiren olarak bilinen Cirisum
tiirleri, lilkemizin farkli yorelerinde Esek kangali ve Esek otu (Kirklareli), Hamurkesen
(Zonguldak), Kazankulpu (Erzurum-Kars), Kor Kenger (Tunceli), Su dikeni

(Kastamonu), Cahir (Sivas) gibi isimlerle de anilmaktadir (4).



4.1.3.2. Cirsium aytatchii’nin Yayilisi

Ulkemizde Kayseri ve civarinda yaygin olarak bulunmaktadir.

W e il

Sekil 1. Tiirkiye’de C. aytatchii’nin Yayilist

4.2. Cirsium Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Cirsium tiirleri lizerinde yapilmis olan fitokimyasal ¢aligmalar sonucu elde edilen

bazi kimyasal bilesikler gruplarina gore asagida belirtilmistir.



4.2.1. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Flavonoitler

4.2.1.1. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Flavon Bilesikleri

Apigenin Sirsimaritin
OCHg

OH O

OH O

OH O
Trisin Hispidulin

Sekil 2. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Flavon Bilesikleri



4.2.1.2. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Baz1 Flavonol Bilesikleri

Kemferol Kersetin

Sekil 3. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Flavonol Bilesikleri

4.2.1.3. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Flavanon Bilesikleri

Naringenin

Sekil 4. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Flavonon Bilesikleri



4.2.2. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Triterpenik Bilesikler

Asetil-a-Amirin B-Amirin

Oleanolik asit Lupeol

Taraksasterol

Marsformoksit B a-Amirenon p-Amirenon

Sekil 5. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Triterpenik Bilesikler



4.2.3. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Seskiterpenler

H

C
2

HiC,,
: g
o}
/& A
¥
H4C 0
Siperenil asetat Siperenal

Sekil 6. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Baz1 Seskiterpenler

4.2.4. Cirsium Tiirlerinde Kumarin Halkas: iceren Bilesikler

HaCO N

HO @) O
Skopoletin

Sekil 7. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Kumarin Halkasi Iceren Bilesikler

10



4.2.5. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Steroidal Bilesikler

.\\“\\\

HO

p-Sitosterol Stigmasterol

a-spinasterol Ergosta-4,24 (28)-dien-3-on

Stigmast-4-en-3-on

Sekil 8. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Baz1 Steroidal Bilesikler
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4.2.6. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Fenolik Asitler

O OH
O, OH o
X OH
HO OH OCHg
HO
OH OH
Gallik asit Vanilik asit p-Kumarik asit
Oy OH o COOH
HO
OH N TOH
HO OH
- OH
Gentisik asit Kafeik asit Protokatesik asit
0 0
H3CO
wOH WOH
HO HO
Ferulik asit p-hidroksisinnamik asit
HO.  _cooH
O i
Ho" Y Yo HO
&H | NQH
OH O
OH
Klorojenik asit Fumarik asit

Sekil 9. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Baz1 Fenolik Asitler

4.2.7. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Baz1 Yag Asitleri

HO

Palmitik asit

Sekil 10. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi1 Yag Asitleri
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4.2.8. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Lignanlar

o] H,C—O
Glukoz Glukoz
(o] ~ 0 ~
Ho”™ @‘{QO He”™ @&QO
X0 O—CHg X0 O—CHjs
Trakelozit Arktiin
HO,
AN o]
/ -
G 0
e OH \
Ha” —2 >— ({QOH
o
o)
o) / O—CH3
o
HaC~ HsC 0
Balanofonin Trakelogenin
o]
o—;z :}—
-~ .
o O O_CH3
Arctigenin

Sekil 11. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Lignanlar

4.2.9. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Ugucu Yag Bilesikleri

Bazi Cirsium tiirlerinde bulunan ugucu yaglarin ana bilesenleri Tablo 1’de
gosterilmistir.

Cirsium tiirlerinde bulunan bazi kimyasal bilesikler Tablo 1’de gosterilmistir.
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Tablo 1. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Kimyasal Bilesikler

TUR BILESIK KAYNAK
Cirsium albescens Luteolin 16
Luteolin 17,18,19
Akasetin 20
Apigenin 18,19
Sirsimaritin (Sirsitakaogenin) 21
Pektolinarigenin 21
Kemferol 18
Taraksasterol 22
Cirisum arvense Stigmasterol 22
Kafeik asit 23
Klorojenik asit 23
Skopoletin 20
Arktiin 24
Arctigenin 24
Trakelozit 24
Linalol 25
Luteolin 26
o . Akasetin 26
Cirsium chanroencium ——
Apigenin 27
Pektolinarigenin 28
Cirsium echinus Lut_eolln 29
[-Sitosterol 29
Cirsium hosogawa Luteolin 18
Luteolin 30,31
Apigenin 32
Diosmetin 33
Hispidulin 32
Kersetin 33
[-Sitosterol 34
Stigmasterol 34
Cirsium japonicum p-Kumarik asit 32
Kafeik asit 32
Klorojenik asit 35,36
Palmitik asit 37
Trakelozit 32
Trakelogenin 24
Pentadekanoik asit 37
Miristik asit 37
Cirsium japonicum var. australe Luteolin 16
Cirsium japonicum var. spinosissimum Lut_eo||r_1 38
Apigenin 26,38
Luteolin 26,38
Cirsium japonicum var. ussuriense Akasetin 26
Apigenin 38
Cirsium kawakamii f. Variegatum Luteolin 18
Luteolin 26
Akasetin 26
Apigenin 26
Cirsium lineare Sirsilineol 39,40
Kersetin 41
[-Sitosterol 41
Stigmasterol 41
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Tablo 1. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Kimyasal Bilesikler (Devami)

Cirsium maackii Luteolin 42
Luteolin 26,38
Akasetin 26
Cirsium nipponicum Apigenin 26,38,43
Pektolinarigenin 43
Epilupeolasetat 43
[-Sitosterol 43
Luteolin 18,44
Apigenin 18,44
Kemferol 18
Kersetin 45
Cirsium oleraceum S-amirin 46,47
Lupeol 46,47
Taraksasterol 22
[-Sitosterol 46
Stigmasterol 46
Luteolin 18,48
Apigenin 18,48
Trisin 48
Cirsium palustre Kemferol 18
a-Pinen 49
fS-Pinen 49
Kamfen 49
Luteolin 26,38
Akasetin 26
. Apigenin 26,38
Cirsium pendulum F-Sitosterol 50
a-spinasterol 50
Klorojenik asit 50
Luteolin 27
Akasetin 51
Cirsium rhinoceros A_plgenlr)_ 27,52
Sirsimaritin 21
Pektolinarigenin 52
Skopoletin 51
Luteolin 18,53
Apigenin 18,53
Trisin 53
Hispidulin 53
Cirsium rivulare Kemferol 18
Limonen 49
a-Pinen 49
S-Pinen 49
Kamfen 49
Luteolin 26,38
Akasetin 26
Cirsium setidens Apigenin 26,38
Palmitik asit 54
Klorojenik asit 55
Luteolin 56,31
Cirsium setosum Akfiset'.n 57,58
Apigenin 56,59,60,61,62
Trisin 59
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Tablo 1. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Kimyasal Bilesikler (Devami)

S-amirin 63
Lupeol 63
Lupenon 63
Ergosta-4,24 (28)-dien-3-on 64
Stigmast-4-en-3-on 64
Klorojenik asit 56, 65
Cirsium setosum Marsformoksit B 63
Lupeol asetat 63
Taraksasterol 61,62,63
a-Amirenon 63
£ —Amirenon 63
[-Sitosterol 59,60,64
Stigmasterol 64
Kafeik asit 56,59
Luteolin 66,67
Cirsium syriacum Apigenin 66,67
Kemferol 67
[-Sitosterol 67
Luteolin 68
Apigenin 68
Cirsium vallis-demonii Naringenin 68
Asetil-a-amirin 68
Lupeol 68
Luteolin 18
Apigenin 18
Kemferol 18
Gallik asit 69
Cirsium vulgare Trakelozit - 70
Protokatesik asit 69
Kafeik asit 69
Gentisik asit 69
Vanilik asit 69
Balanofonin 70
Akasetin 71,72
Cirsium souliei Apigenin 71,72
[-Sitosterol 71,72
Cirsium japonicum var. takaoense Sirsimaritin 21
Baikalin 73,74
Oleanolik asit 74
Taraksasterol 75
Cirsium segetum [-Sitosterol 46
Stigmasterol 75
Kafeik asit 73
Klorojenik asit 73
Cirsium oligophyllum Hispidulin 32
S-amirin 76
Cirsium canum Lupeol 76
Taraksasterol 22
S-amirin 76
Cirsium carolinianum Lupeol 76
Taraksasterol 76
o S-amirin 76
Cirsium hypoleucum Lupeol 76
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Tablo 1. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Kimyasal Bilesikler (Devami)

Cirsium hypoleucum Taraksasterol 76
Cirsium dipsacolepis S!perenll asetat L
Siperenal 77
Cirsium esculentum p-Sitosterol 8
Klorojenik asit 78,79
p-Sitosterol 80
Vanilik asit 81
Cirsium henryi Protokatesik asit 81
p-hidroksisinnamik asit 80,81
Fumarik asit 80
Vanilik asit 82
p-Kumarik asit 82
Cirsium lanceolatum Ferulik asit 82
Kafeik asit 82
Protokatesik asit 82
Cirsium arisanense Fumarik asit 83
Cirsium kawakamii Fumarik asit 84
Cirsium wallichii Fumarik asit 84

4.3. Cirsium Tiirlerinin Kullamlsi ve Biyolojik Aktiviteleri

4.3.1. Cirsium Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanihs:

Ulkemizde Cirsium tiirlerinin halk arasinda kullanilis1 asagida belirtildigi gibidir;

e Govde kismi oksiiriik ve bronsit hastaliginin tedavisinde,

e Tohum ve koklerinin dekoksiyonu hemoroit agrilarinda,

e Cigekleri peptik iilser tedavisinde (85).

Cirsium tiirleri Kore’de halk arasinda kanama, karaciger ve bobrek iltihaplanmast,

karin ve bagirsak agrisi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (42). Cirsium

bitkisinin kokleri Japon ve Cin farmakopelerinde kanamayr durdurucu ajan olarak

kayithidir ve Cin tibbinda idrar soktiiriicti olarak kullanilmaktadir (37).

C. tenoreanum italya’da varisli damarlarin tedavisinde kullanilmaktadir (7).

Cirsium cinsinin bir¢ok tiirii kolagog olarak kullanilmaktadir (86).

C. rivulare Polonya’da geleneksel olarak anksiyeteye karsi kullanilmaktadir,

ayrica antimitotik 6zelligi oldugu da belirtilmektedir (87).

C. setidens Kore’de kanamayr durdurma, kan kusma, idrarda kan goriilmesi ve

hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (88).
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C. japonicum Cin’de halk arasinda romatoit artrit, kan kusma, akciger kanseri,
rahim kanseri, kan kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir, ayrica agiz kokusunun
tedavisi i¢in hazirlanan dis macununda kullanilan bitkiler arasindadir (79, 91). C.
japonicum dekoksiyonu iyi huylu prostatin gelisimi ile ilgili olarak idrarda kan
goriilmesinin tedavisinde kullanilmaktadir (92). Ayica, C. japonicum farkli bitkilerle
karisim halinde hazirlanmis dekoksiyonu, akut siniizit tedavisinde de kullanilmaktadir
(93). Japon farmakopesinde C. japonicum bitkisinin kanama ve iltihap tedavisinde

dahili ve harici kullanimi kayithidir (31).

C. japonicum var. ussuriense nin toprak tstii kismi dogu tibbinda tonik, midede
sindirimi kolaylastirc, iltihab1 Onleyici, panzehir, idrar soktiiriicii ve sinir agrisina karsi

kullanilmaktadir (9).

C. chanroenicum’un toprak tstii kisimlar1 Cin tibbinda detoksifikasyon igin, ates

diisliriicti olarak ve kan dolagimini artirmada kullanilmaktadir (28).

C. dipsacolepsis Japonya’da “yamagobo” olarak bilinmekte, kokleri yenilmekte,

salamurasi yapilmakta, giizel tadindan dolay1 etli yemeklerde kullanilmaktadir (94).

C. arisanense sulu ekstresi Tayvan’da halk arasinda karacigeri koruyucu olarak
kullanilmaktadir (95).

Cin farmakopesinde C. setosum, bitkilerinin kanama ve iltihap tedavisinde dahili
ve harici kullanimi kayithdir (31). C. setosum geleneksel Cin tibbinda kanamayi

durdurucu ve iltihap dnleyici olarak kullanilmaktadir (56). Ayrica, prostat tedavisi i¢in

kullanilmaktadir (96).
4.3.2 Cirsium Tiirleri Uzerinde Yapilmus Biyolojik Aktivite Calismalar:

Cirsium tiirleri {izerinde yapilmig bazi biyolojik aktivite c¢alismalar1 ile,
antioksidan (30, 97-98), antienflamatuvar (28), antidepresan (99-100), tiimor
hiicrelerinde apoptozis (101), lipolizi destekleyici (102),antiobezite (103) ve karaciger
koruyucu (95, 104-105) 6zellik gosteren tiirler bulundugu gézlenmistir.

Cirsium tiirlerinin kimyasal analizi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, flavonoit,
steroid, triterpen, alkaloit, poliasetilen, asetilen, hidrokarbon, seskiterpen lakton, fenolik
asit, lignan ve bazi1 diger maddelerin bulundugu rapor edilmistir. Yine bu tiirlerin

antienflamatuvar, antispazmotik, antibakterial, antimikrobial etkilere sahip oldugu
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belirtilmektedir (106). Cirsium tiirlerinden izole edilen pektolinarin’in sedatif etKisi

oldugu belirtilmektedir (55).

C. setidens’in antioksidan etkisi ile siganlarda karaciger hasarini 6nledigi (88); C.

japonicum var. ussuriense’nin hepatik lipit peroksidasyonunu azalttig1 gozlenmistir (9).

C. setosum ve C. japonicum flavonlarinin kanser hiicrelerini inhibe ettikleri (89);
C. japonicum tiiriiniin antioksidan ve antidiyabetik aktiviteye sahip oldugu saptanmigtir

(107).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Fitokimyasal Calismalar

5.1.1. Kullanilan Materyal, Alet ve Yontemler
5.1.1.1. Bitki Materyali

C. aytatchii’nin toprakdistii kisimlar1 Adana: Aladag, Gerdibi - Aladag aras1 2. km
(920 m, 13.08.2014, N37 54 516 E35 15 526)’den toplanmistir (Dirmenci 4248, Arabact
& Yazicy).

Tir teshisi Prof. Dr. Tuncay Dirmenci tarafindan yapilmistir. Bitkinin toprak tistii
cicekli kisimlar1 agik havada ve golgede kurutulup, laboratuvarda bir degirmen

yardimiyla toz edilmis ve ¢aligmamizda kullanilmistir.
5.1.1.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler
5.1.1.2.1. Coziiciiler

Etil asetat, metanol, n-hekzan, kloroform, su.
5.1.1.2.2. Kimyasal Kati Maddeler

Vanilin (Fluka)
5.1.1.2.3. Belirtec

Vanilin / H;SO4: Vanilin'in derisik siilfiirik  asit'teki % 1'lik  ¢ozeltisi.

Piiskiirtmeden sonra 110 °C'de 1s1tilir.

5.1.1.2.4. Coziicii Sistemleri
Kromatografik yontemlerde kullanilan ¢oziicii sistemleri;
Silika jel ince tabaka kromatografisi i¢in:

CHCI3:MeOH:H,0 (80:20:2)
CHCI3:MeOH:H,0 (70:30:3)
CHCI3:MeOH:H,0 (50:50:5)

Silika jel kolon kromatografisi i¢in:

CHCI3:MeOH:H,0 (90:10:1)
CHCl3:MeOH:H,0 (80:20:2)
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CHCI3:MeOH:H,0 (70:30:3)
CHCI3:MeOH:H,0 (50:50:5)
n-Hekzan:EtOAc (95:5-70:30)
Etil asetat

Sefadeks LH-20 kolon kromatagrafisi igin:

MeOH

Ters faz silika jel kolon kromatagrafisi i¢in:
H,0:MeOH (95:5-0:100)

Preparatif ince tabaka kromatografisi i¢in:

CHCl3:MeOH:H,0 (80:20:2)
CHCI3:MeOH:H,0 (70:30:3)

5.1.1.2.5. Adsorbanlar
Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar;

ITK: Normal faz silika jel (Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 Fs4, 0.2 mm,
20x20 cm, Merck 5554)

Preparatif ITK: Normal faz silika jel (Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 Fsy,
0.2 mm, 20x20 cm, Merck 5554)

Kolon Kromatografisi: Normal faz silika jel (Kieselgel 60, 0.040-0.063 mm
Merck 9385 ve Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm, Merck 7734)

Ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 25-40 um, Merck 9303)
Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich, LH-20-100

5.1.1.2.6. Aletler ve Cihazlar

Rotavapor : Heidolph WB Laborota 4000

UV Lambasi : Mineralight UVGL -58

Vakum Pompasi : Millipore Model No: WP6122050
Ultrasonik Banyo : Bandelin Sonorex RK 255 H

Terazi : Precisa XB 620M

Mantolu 1sitict : Barnstead Electrothermal EM5000/C
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Etliv : Memmert Typ: UM 500
Hassas Terazi : Scaltec SBA 31

Kolon : Isolab Germany

NMR Spektrometresi : Varian Mercury plus 400 MHz

5.1.1.3. Kromatografik Yontemler
5.1.1.3.1. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kromatografik ¢alismalarin siirdiiriilmesi sirasinda, normal faz silika jel kaph

hazir aluminyum plaklar kullanilmistir.

Tatbikler kilcallar yardimiyla plagin alt ucunun 1 cm yukarisindan ve 0.6 cm
araliklarla yapilmis; kromatografi tankina (29x27x10 cm veya 14x12x10 cm) konulan

plaklar oda sicakliginda 7-10 cm mesafe boyunca siirliklenmistir.

Lekeler UV / UV3es nm dalga boyunda UV lambasi altinda ve belirteg

kullanilarak belirlenmistir.
5.1.1.3.2. Kolon Kromatografisi (KK)

Kolon kromatografisi ¢alismalarimizda, adsorban olarak, normal faz silika jel, ters
faz silika jel ve Sefadeks LH-20 kullanilmistir. Coziicii yardimiyla veya kuru tatbik
yontemi ile numune tatbigi yapilmistir. Fraksiyonlar 6n fraksiyonlama isleminde 50'ser
mL, saflastirma asamalarinda ise 5-10 mL toplanmistir ve kontrolleri ITK ile
yapilmisgtir. Ayni Ry degerine sahip maddeleri iceren fraksiyonlar birlestirilerek

kuruluga kadar ugurulmustur.

5.1.2. Ekstraksiyon

Kurutulmus ve toz edilmis C. aytatchii (122 g) lizerine 1000 mL metanol
eklenerek 40 °C’lik su banyosunda, ¢alkalayicida 2 saat ekstre edilmis ve siiziilmiistiir.
Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra, siiziintiler birlestirilerek evaporator
yardimiyla kuruluga kadar ugurulmustur. Elde edilen 12,2 g ham metanol ekstresi 300
mL su:metanol (9:1) karisiminda siispande edilmistir. 1 L’lik ayirma hunisine alinan
siispansiyona sirastyla, kloroform (300 mL x 2 kez) ve etil asetat (300 mL x 2 kez)
eklenmis ve partitisyon gergeklestirilmistir. Elde edilen kloroform, etil asetat ve arta

kalan su fazlari, evaporatérde kuruluga kadar yogunlagtirilarak alt fraksiyonlar elde
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edilmistir. Bu islemler sonucunda klorofom ekstresi 2,8 g, etil asetat ekstresi 1,7 g ve

arta kalan su ekstresi 7,1 g olarak bulunmustur.
5.1.3. izolasyon Calismalar1
5.1.3.1. Etil Asetat Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalar:

Elde edilen 1,7 g etil asetat ekstresi 10 mL metanolde ¢oziilmiistiir. Sefadeks
kolona (2,5%x25) tatbik edilmistir. 15’er mL’lik 12 adet fraksiyon toplanmistir.

Fraksiyonlar, ITK’da kloroform:metanol:su (80:20:2) solvan sisteminde ¢alisiimistir.
5.1.3.1.1. CAE-1’in izolasyonu

ITK sonuglarma gore belirlenmis fraksiyonlara, preparatif ince tabaka
kromotagrafisi uygulanmistir. Solvan sistemi olarak kloroform:metanol:su (80:20:2)
kullanilmistir. Ayrilan bilesikler preparatif ITK yontemi ile plaktan kazinarak alinmistir.
Uygun ¢oziicii (metanol) kullanilarak c¢6ziinen bilesikler siiziilmiistiir. Siiziintiide
bulunan maddelerin safliklar1  kloroform:metanol:su  (80:20:2) solvan sistemi
kullanilarak ITK’da kontrol edilmistir. Cikan sonuglara gore saf olan bilesikler
evaporatdrde yogunlastirilarak miktar1 belirlenmistir. Preparatif ITK ile elde edilen saf
bilesige CAE-1 kodu verilmistir.
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Cirsium aytatchii Metanol ekstresi
Toprak {istii kismu Metanol 1 L x (122 g)
(122 g) <9

H20:MeOH (9:1),
Sirastyla kloroform ve
etil asetat ile partisyon

Kloroform fazi Etil asetat fazi Su fazi
(2.89) (1,79) (719

J

4 N
Sefadeks LH-20 KK
CHCI;:MeOH:H,0

(80:20:2)
J

4 N
Fraksiyon 5,6,7,8,9

\ J

4 ] N\

Preperatif ITK
CHCI3:MeOH:H20
(80:20:2)

J
r )
Fraksiyon 5,6
\ S
4 N
CAE-1
(8,6 mg)
\ J

Sekil 12. C. aytatchii Uzerinde Yapilan izolasyon Caligmalar

5.1.4. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Fenolik Bilesiklerin Analizi
Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart maddelerin ayr1 ayri stok ¢ozeltileri (100 ppm) hazirlanmis ve 0.45 um
membran filtreden siiziilmiistiir. Ayrica biitiin standart ¢ozeltilerin karigimiyla bir stok
¢ozelti daha hazirlanmigtir (100 ppm). Kalibrasyon egrisi elde etmek i¢in, standartlarin

karisiminin stok ¢ozeltisi 5-100 ppm konsantrasyon araliginda seyreltilmistir. Standart
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bilesikler olarak, 13 fenolik bilesik, gallik asit, protokatesik asit, protokatekuikaldehit,
p-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, vanilin, siringaldehit, p-

kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, benzoik asit kullanilmistir.
YBSK Calisma Sartlari

Modifiye edilmis bir yontem kullanilarak, 13 fenolik bilesigin ve metanol
ekstresinin parmakizi kromatogramlar1 alinmis ve metanol ekstresinde bulunan fenolik

bilesikler ve miktarlar: tayin edilmistir.
C. aytatchii Metanol Ekstresinin YBSK Calismalari icin Hazirlanmasi

C. aytatchii’nin kurutulmus ve toz edilmis toprakiistii kismi 12 saat metanolde oda
sicakliginda ekstre edilmis, siizilmiis ve vakum altinda yogunlastirilmistir. Ekstre

YBSK grade metanolde (10 mg/mL) ¢6ziilmiis, 0.45 um membrandan siiziilmiistiir.
Kromatografik Analiz Kosullari

Metanol ekstresinde fenolik bilesiklerin YBSK analizi Tablo 2’de belirtilen

sartlarda incelenmistir.

Tablo 2. YBSK Analiz Sartlari

Kolon C18 kolon (15 cm x 4.6 mm, 5 pm)
Kolon sicakhg: 25°C
Dalga Boyu 270 nm

Enjeksiyon Hacmi |20 pL

Analiz Siiresi 41 dk

Akis Hizi 1.2 mL/dk

Eliisyon Tipi Gradient Eliisyon

_ A B
Mobil Faz %0.5 (v/v) asetik asit ( su/asetonitril (50:50) ) %2 (v/v) asetik asit (su)
Tablo 3. Gradient Eliisyon Basamaklari
Mobil Faz (A) Mobil Faz (B) Zaman (dk)

%5 %95 0
%65 %35 41
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5.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
5.2.1. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu/Aktivasyonu

Ekstrelerin tirozinaz inhibisyon/aktivasyon kapasitesi, Likhitwitayawuid ve
Sritularak tarafindan modifiye edilen, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA) ’in
substrat olarak kullanildigr yontem ile spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. 10
mg/mL konsantrasyonda hazirlanan metanol ekstresi potasyum fosfat tamponu (pH=
6,8) ile 25, 50, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde diliisyonlari
hazirlanmistir (108). inhibisyon icin Pozitif kontrol olarak alfa-kojik asit, aktivasyon
i¢in pozitif kontrol olarak 8-metoksipsoralen’in farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100
ve 500 pg/mL) diliisyonlar: hazirlanarak kullanilmistir. Orneklerin dlgiimleri 96-
kuyucuklu mikroplak kullanilarak, ELISA okuyucuda gerceklestirilmistir. Deney

protokolii A, B, C ve D karisimlar1 olarak hazirlanmastir.

A: 120 pL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 pL tirozinaz soliisyonu (46 {init/ mL)

B: 160 uL fosfat tamponu (pH 6.8)

C: 80 uL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 uL tirozinaz soliisyonu (46 init/ mL), 40
uL 6rnek soliisyonu;

D: 120 uL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 puL 6rnek soliisyonu eklenmistir.

Karigimlar 23 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildiktan sonra her bir karisima 40 pL
L-DOPA ¢ozeltisi konulmus ve tekrar 23 °C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda mikroplaklar ELISA cihazina yerlestirilerek, drnekler ve kontrol
numunesinin absorbanslart 490 nm dalga boyunda okunarak, ilgili kuyucuklara ait
absorbanslar formiilde yerlerine yazilarak hesaplanmistir. Her 6rnek 4 paralel olarak
calisilmis ve sonuglar 4 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin / %aktivasyonlarinin

ortalamasi + standart sapma olarak hesaplanmustir (109).

%Inhibisyon = [ [ (A-B)- (C-D) ]/ (A-B) ] x100
%Aktivasyon = [ [ (A-B)- (C-D) ]/ (A-B) ] x100
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5.2.2. Metanol Ekstresinin Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz Enzimi Uzerine
Etkilerinin Arastirilmasi

Ellman Yontemi: Her iki enzim inhibisyon g¢alismasi bazi modifikasyonlar
yapilarak yine Ellman metodu kullanilarak yapilmistir. 96 kuyucuklu plakalar
kullanilarak ekstrelerin yar1 yariya seyreltilerek hazirlanan konsantrasyonlar1 her bir
kuyucuga 25 pL eklenmistir. Uzerine 15 mM, 25 pL ATCI veya biitiriltiyokolin iyodiir
(BTCI)’iin sudaki ¢ozeltileri ve 3 mM, 125 uL DTNB’nin tamponda hazirlanmig
¢ozeltisi ve bunu takiben 50 pL tampon her bir kuyucuga eklenmistir. Bu karigimin 405
nm’de her 45 sn’de bir toplam 3 kez olmak lizere absorbans degerleri Olgiilmiistiir.
Ardindan her bir kuyucuga 25 pL 0.2 U/mL konsantrasyonda Tris HCl tamponunda
hazirlanmis asetilkolinesteraz veya biitirilkolinesteraz ¢ozeltileri eklenmistir. Absorbans
degerleri yine her 45 sn’de bir, toplam 5 kez olmak iizere Ol¢iilmiis ve % inhibisyon

degerleri hesaplanmaistir (63).

Kolinesteraz inhibitér aktivite Ellman’s yontemi kullanilarak 96 kuyucuklu

mikroplakalarda 6l¢iilmiistiir (63).

Asetilkolinesteraz Enzim Inhibisyonu: Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor
aktivite Ellman ve ark. tarafindan gelistirilen, modifiye edilmis spektrofotometrik
Ellman yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Enzim kaynagi olarak elektrikli yilan
baligi AChE’1 kullanilirken, substrat olarak asetiltiyokoliniyodiir, 5,5’-Ditiyo-bis(2-
nitrobenzoik)asit ise renklendirici madde olarak kullanilmistir. Hazirlanan metanol
ekstreleri tartilarak etanolde (% 75) ¢6ziilmiis ve orneklerden hareketle 25, 50, 100 ve
200 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde diliisyonlar1 hazirlanmistir. Deney
protokoliine gore; 96 kuyucuklu mikroplaktaki biitiin kuyucuklara ilk énce 140 pL 0.1
M fosfat tamponu ¢ok kanalli mikropipet (Eppendorff) yardimi ile konulmustur.
Mikroplagmn ilk 4 ve son 8 kuyucugu kontrol olarak ayrilmistir. Bu ayrilan kuyucuklara
kontrol olarak kullanilan etanol (20 pL) yine mikropipet (Eppendorff) yardimiyla
eklenmistir. Hazirlanmis olan 6rneklerden 20’ser uL, her drnek 4 paralel olacak sekilde
geriye kalan kuyucuklara ilave edilmistir. AChE enzim ¢6zeltisinden 20 uL biitiin
kuyucuklara eklendikten sonra mikroplaklar 10 dakika 25°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda, mikroplaktaki tiim kuyucuklara 10 pL. DTNB ¢o6zeltisi,
hemen arkasindan 10 pL 0.4 mM substrat ¢ozeltisinden (asetiltiyokoliniyodiir)

eklenmistir. Mikroplaklar 412 nm dalga boyunda 96 kuyucuklu enzyme-linked
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immunosorbent assay (ELISA) mikroplak okuyucuda okutulmustir. Orneklerin %AChE
inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gore hesaplanmis ve referans olarak galantamin
ile karsilastirilmistir. Her 6rnek 4 paralel ¢alisilacak ve sonuglar 4 deneyden elde edilen

%inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir.

%Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]
Al= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A2= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglarin degerlendirilmesinde Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi

kullanilmastir.
Biitirilkolinesteraz Enzim Inhibisyonu

AChE enzim inhibisyonu 6l¢iimiinde verilen yontem aynen uygulanmistir. Enzim
kaynag1 olarak at serum biitirilkolinesterazi, substrat olarak ise biitiriltiyokolinkloriir

kullanilmistir. Renklendirici madde olarak DTNB uygulanmustir.

Orneklerin %BChE inhibisyonlar: asagida verilen formiile gére hesaplanmis ve
referans olarak galantamin ile karsilastirilmistir. Her 6rnek 4 paralel olarak calisilmis ve

sonuglar 4 deneyden elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak

verilmistir.

%Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]
Al= Ornek ¢odzeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A2= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglarin degerlendirilmesinde Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi

kullanilmastir.
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6. BULGULAR

C. aytatchii’nin toprak iistii kismimin etil asetat fraksiyonundan *H-NMR ve **C-
NMR spektroskopik yontemleri kullanilarak CAE-1 flavon aglikonu yapisinda, luteolin

olarak aydinlatilmistir.
6.1. Fitokimyasal Calismalar
6.1.1. izolasyon Cahsmalar1

6.1.1.1. Luteolin

Sekil 13. Luteolin

Bilesigin ITK analizinde, giin 1s1ginda CAE-1 bilesiginin (8,6 mg) sar1 renkli
oldugu goriilmiistiir. UVys4 nm'de soniik zon seklinde, UVggs nm'de koyu mor,
vanilin/H,SO, reaktif piiskiirttiikten sonra 110 °C’de 1sitilinca sar1 olmasi maddenin

flavonoit olabilecegini gosterir.

Bilesigin 'H-NMR spektrumuna (Sekil 14) bakildiginda 7.36 ppm’de goriilen
sinyal (2H, bs) H-2' ve H-6' protonlarina; 6.89 ppm’de goriilen sinyal (1H, d, J=7.2)
H-5' protonuna; 6.52 (1H, s), 6.41 (1H, d, J= 2.0) ve 6.18 (1H, d, J= 2.0) ppm'de
goriilen sinyaller de sirasiyla, H-3, H-8 ve H-6 protonlarina ait oldugu tespit edilmistir.
6.52 (1H, s) ppm'de singlet olarak goriilen sinyal molekiiliimiiziin flavon oldugunu

gostermektedir.

B3C-NMR spektrumunda, 98.3 ppm ve 95.9 ppm’de goriilen sinyaller C-6 ve C-
8’e atfedilmigstir. C-3” ve C-4’ konumunda iki OH grubu bulunmasi nedeniyle bu karbon

atomlarina ait sinyaller (sirasiyla, 145.9, 149.3 ppm) asag1 alanda gelmistir (Sekil 15).
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Tablo 4 ve Tablo 5’de verilen spektral degerler literatiirlerdeki luteolin igin kayitli

degerlere uygunluk gostermektedir (110- 111)

Tablo 4. Luteolin (CAE-1)'in *H-NMR Spektral Degerleri

H o (ppm)

H-3 6.52 (1H, s)
H-6 6.18 (1H, d, J=2.0)
H-8 6.41 (1H, d, J=2.0)
H-2've H-6' 7.36 (2H, bs)
H-5' 6.89 (2H, d, J=7.2)

Tablo 5. Luteolin (CAE-1)'in *C-NMR Spektral Degerleri

C/H dc (ppm)
2 164.9
3 102.3
4 182.3
5 158.8
6 98.3
7 164.9
8 95.9
9 157.3
10 104.1
1 122.2
2’ 112.7
3 145.9
4 149.3
5 1154
6’ 118.8

30



(ZHIN 00v ‘a0®aD) nwnieds YNN-H; UL(T-3vD) uljoanT T IM3S

wdd 0 z v 9 8 (1}4 Z1 vI

PR NN BN S S U U S ST N ST U TN U SN U T U NN ST NN U NN SN NN U AU N U U SN SN A N N N AU NN NN BN N U NN A A S AT A AU AT S AN AR A A AU AT AN A AR

31



(ZHW 00T ‘d0®a) NWNIPRAS YINN-Og; UL (T-I¥D) Ulj0aINT "ST IMPS

32



6.1.2. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Fenolik Bilesiklerin Tayini

Bir maddenin fenolik yapist o maddenin antioksidan etkisinin bir gostergesi
olabilir. C. aytatchii’in fenolik yapis1t YBSK ile belirlenmistir (112). 13 standarda gore
yapilan analizin sonucu ana fenolik bilesik, benzoik asit olarak tespit edilmistir.

Kantitatif analiz ¢aligmalarinda benzoik asit miktar1 0,64 mg/g (MeOH Ekstresi) olarak

bulunmustur.

mAU

125

(%]

100+ 6

0 |

|
; | '

Sekil 16. Fenolik Standartlarin YBSK Kromatogramlari. Gallik asit (1), protokatesik
asit (2), protokatekuik aldehit (3), p-OH benzoik asit (4), klorojenik asit (5),
vanilik asit (6), Kafeik asit (7), Vanilin (8), Siringaldehit (9), p-kumarik asit
(10), ferulik asit (11), sinapik asit (12) ve benzoik asit (13).
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ve

Tablo 6. YBSK Metod Parametreleri

Allkonma zamani

Regresyon Kolerasyon Lineer arahk LOD LOQ
Or(::!z;na y AT denklemi katsayisi (R) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Gallik asit 7,317 0,605 0,044 Y=46685x-33209 0,9935 2,5-25 1,783 5,404
Protokatesik asit 10,515 0,505 0,531 Y=39214x-27944 0,9984 2,5-25 1,205 3,652
Protokatesik aldehit 13,534 0,595 0,080 Y=46438x+6147,1 0,9968 2,5-20 1,337 4,0524
p-OH Benzoik asit 15,076 0,743 0,112 Y=39080x-10794 0,9974 2,5-100 3,945 11,957
Klorojenik Asit 15,750 0,702 0,110 Y=9208,8x-399,4 0,9930 2,5-50 4,068 12,328
Vanillik Asit 17,825 0,528 0,094 Y=49369x-631102 0,9980 2,5-50 1,175 3,561
Kafeik Asit 19,036 0,640 0,121 Y=27764x-9126,7 0,9973 2,5-100 5,122 15,523
Vanillin 23,076 0,456 0,105 Y=38753x-1671,6 0,9976 2,5-100 3,768 11,418
Siringaldehit 25,631 0,423 0,108 Y=13655x-2503,5 0,9982 2,5-20 0,866 2,624
p-Kumarik Asit 26,840 0,661 0,177 Y=53747x-39534 0,9955 2,5-25 1,634 4,861
Ferulik Asit 30,297 0,445 0,134 Y=81674x-55584 0,9975 2,5-25 1,427 4,325
Sinapik Asit 31,023 0,400 0,124 Y=63367x-44638 0,9997 2,5-100 1,651 5,006
Benzoik Asit 33,870 0,434 0,147 Y=6422x-11532 0,9967 5-100 3,194 9,679
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Sekil 17. C. aytatchii Metanol Ekstresi Fenolik Bilesiklerin YBSK Kromatogrami

6.2. Biyolojik Aktivite Calismalar:
6.2.1. Metanol Ekstresinin Tirozinaz Enzimi Uzerine Etkisi

Yapilan deneysel caligma sonunda, metanol ekstresinin tirozinaz enzimi {izerine

etkisi olmadig1 gdzlenmistir.

6.2.2. Metanol Ekstresinin Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzimleri
Uzerine Etkisi

Yapilan deneysel caligma sonunda, metanol ekstresinin asetilkolinesteraz ve

biitirilkolinesteraz enzimleri tizerine etkisi olmadig1 gozlenmistir.
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7. TARTISMA ve SONUCLAR

Asteraceae familyasindan olan Cirsium Miller cinsinin, iilkemizde bulunan 31’1
endemik olan 63 tiirii tizerinde sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir (1-3). Ancak, diinya
lizerinde bu cinse ait tiirler {izerinde yapilmis olan bir¢ok fitokimyasal analiz ve

biyolojik aktivite ¢aligmalar1 bulunmaktadir.

Cirsium tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal calismalar sonucunda, tiirlerde

lignanlar, fenolik asitler, flavonoitler, terpenik bilesikler saptanmuistir.

Bu ¢alisma, iilkemiz i¢in endemik bir tiir olan C. aytatchii tizerinde yapilacak ilk
kimyasal calisma niteligi tasimaktadir ve C. aytatchii’nin toprakiistii kisimlarinda
bulunan ana bilesiklerin saflastirilmas1 ve saflastirilan bu bilesiklerin yapilarinin

aydinlatilmas1 amaglanmastir.

Literatiir taramalar1 sonunda, Cirsium tiirleri lizerinde bugiine kadar ¢ok sayida

fitokimyasal ve biyolojik aktivite calismalari yapildigi goriilmiistiir.

Cirsium tiirleri tizerinde yapilmis bazi biyolojik aktivite ¢aligmalari sonunda,
antioksidan (30, 97, 98), antienflamatuvar (28), antidepresan (99-100) tiimor
hiicrelerinde apoptozis (101), lipolizi destekleyici (102),antiobezite (103) ve karaciger
koruyucu (95, 104-105) 6zellik gosteren tiirler bulundugu gozlenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan C. aytatchii’nin toprakiistii kisimlar1 Adana: Aladag,
Gerdibi - Aladag arasi 2. km (920 m, 13.08.2014, N37 54 516 E35 15 526)’den
toplanmistir. Bitkinin toprakiistii kisimlar1 golgede kurutularak ve degirmende toz
edilmigtir. Toz edilmis materyal, metanol ile ekstre edilmistir. Metanol ekstresi
su:metanol (9:1) karisiminda siispande edilmis ve, sirastyla, kloroform ve etil asetat ile,
1 litrelik ayirma hunisinde partitisyon gerceklestirilmistir. Etil asetat altfraksiyonundan,

kromatografik yontemler yardimiyla CAE-1 saflagtirilmistir.

C. aytatchii’nin ana bilesiklerinin saflastiriimasinda ITK, kolon kromatografisi ve
jel permeasyon kromatografisi teknikleri kullanilmistir. Maddelerin saf olarak elde

edilmesinde preparatif ITK calismalar1 da gerceklestirilmistir.

Saf madde iizerinde *H-NMR ve *C-NMR spektroskopik yontemleri kullanilarak
yap1 tayini c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu yontemler sonucunda NMR

spektrumlarinin alinmasinda 400 MHz NMR cihazindan yararlanilmistir.
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'H-NMR ve *C-NMR spektroskopik yontemleri kullamlarak CAE-1’in yapisi

flavon aglikonu yapisinda, luteolin olarak aydinlatilmistir.
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8. SONUCLAR

1.

Bu c¢aligmada C. aytatchii bitkisinin toprakiistii kismi {izerinde izolasyon
caligmalar1 gergeklestrilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda etil asetat fraksiyonundan flavon aglikonu
yapisinda olan luteolin izole edilmistir. Elde edilen bilesigrin kimyasal yap1
tayinleri spektroskopik yontemlerle gerceklestirilmistir. Bu amagla NMR
(Niikleer Manyetik Rezonans) spektrokopisinden yararlanilmistir. 'H-NMR
ve BC-NMR spektrumlar1 alinmastir.

Bitkiden elde edilen metanol ekstresi, metanol ekstresinden hareketle elde
edilen kloroform, etil asetat ve arta kalan su fraksiyonlar1 {izerinde bazi
biyolojik aktivite caligmalar1 yapilmis ve aktivite varligi gézlenmemistir.
Bitkiden elde edilen metanol ekstresi tizerinde 13 fenolik bilesik standart
alimarak yapilan yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi analizi sonucu ana
fenolik bilesik, benzoik asit olarak tespit edilmistir. Kantitatif analiz
caligmalarinda benzoik asit miktar1 0,64mg/g (MeOH Ekstresi) olarak

bulunmustur.
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