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OZET

Trachystemon orientalis Toprak Alt1 Kisimlarinda Fitokimyasal ve Biyolojik Aktivite

Cahsmalan

Halk arasinda “Kaldirak, Kaldirayak, Hodan, Ispit, Kaldirik, Kaldirik, Tamara, Zilbit
Balikotu, Aci Hodan ve Dogu Hodani1” isimleri ile bilinen ve Tiirkiye'de Trachystemon
cinsine (Boraginaceae) ait tek tiir olan Trachystemon orientalis, iilkemizde bazi yorelerde
gida ve tibbi bitki olarak kullanilmaktadir. T. orientalis’in antiviral, antioksidan,
antimikrobiyal, antidiyabetik, antimutajenik ve herbisidal aktivite gosterdigi yiiriitiilen

calismalarda kanitlanmustir.

Bu calismada, izolasyon g¢alismalar1 ¢esitli kromatografik yontemler kullanilarak T.
orientalis’in toprak alti kisimlarinin metanol ekstresinden hazirlanan alt ekstreler
(kloroform, etil asetat ve arta kalan su) lizerinde yiriitiilmistiir. T. orientalis ekstrelerinden
izole edilen bilesiklerin yapilar1 *H-NMR, BC-NMR, 2D-NMR (COSY, HMQC, HMBC)
ve MS yontemleri kullanilarak aydinlatilmigir. T. orientalis’in toprak alt1 kisimlarindan

rosmarinik asit, danshensu, globoidnan B ve rabdosiin olmak iizere 4 bilesik izole edilmistir.

T. orientalis’in toprak alt1 kisimlarindan elde edilen ekstreler ve izole edilen
bilesikler iizerinde biyolojik aktivite (antioksidan ve lipaz inhibitor aktivite) galigmalari
yapilmistir. Antioksidan aktivitesi belirlemek icin FRAP ve CUPRAC yontemleri
kullanilmistir.  Pankreatik lipaz inhibisyonu in vitro spektrofotometrik ydntemle
belirlenmistir. FRAP ve CUPRAC analizlerinde ekstreler arasinda etil asetat alt ekstresi en
yiiksek antioksidan aktiviteyi sergilemistir. Pankreatik lipaz enzim inhibisyonu ¢aligmalari,
arta kalan su alt ekstresinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. FRAP ve
CUPRAC analizlerinde izole edilen bilesikler arasinda rosmarinik asit en yiiksek antioksidan
aktivite gostermistir. Pankreatik lipaz enzim inhibisyonu c¢aligmalarinin sonucuna gore
rosmarinik asidin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu saptanmigtir. Sonugta, T. orientalis’in
toprak alti kisimlarinin ve izole edilen bilesiklerinin yiiksek antioksidan kapasitesi ve
pankreatik lipaz inhibitor aktivitesi nedeniyle obezite tedavisinde umut verici bir dogal {iriin

olabilir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, Boraginaceae, Fitokimya, Saflastirma, Trachystemon

orientalis
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ABSTRACT

Phytochemical and Biological Activity Studies on the Underground Parts of

Trachystemon orientalis

Trachystemon orientalis (Boraginaceae), which is the only species of Trachystemon
genus in Tirkiye, known by the names of "Kaldirak, Kaldirayak, Borage, Ispit, Kaldirik,
Kaldirik, Tamara, Zilbit Balikotu, Act Hodan and Dogu Hodani" has been used as a
medicinal plant. It has been proven in studies that the T. orientalis shows antiviral,

antioxidant, antimicrobial, antidiabetic, antimutagenic, and herbicidal activities.

In this study, isolation studies were carried out on subextracts (the chloroform, ethyl
acetate and remaining aqueous) prepared from the methanol extract of the underground parts
of T. orientalis using various chromatographic methods. The structures of the compounds
isolated from T. orientalis extracts were elucidated using *H-NMR, *C-NMR, 2D-NMR
(COSY, HMQC, HMBC) and MS methods. Four compounds, including rosmarinic acid,
danshensu, globoidnan B and rabdosiin, were isolated from the underground parts of T.

orientalis.

The biological activity (antioxidant and lipase inhibitor activity) studies were
conducted on the extracts and isolated compounds obtained from the underground parts of
T. orientalis. FRAP and CUPRAC assays were used to determine antioxidant activity.
Pancreatic lipase inhibition was determined by in vitro spectrophotometric method. In FRAP
and CUPRAC assays, the ethyl acetate subextract exhibited the highest antioxidant activity
among the extracts. Pancreatic lipase enzyme inhibition studies showed that the remaining
aqueous subextract had the highest activity. Among the isolated compounds in FRAP and
CUPRAC assays, rosmarinic acid showed the highest antioxidant activity. According to the
results of pancreatic lipase enzyme inhibition studies, rosmarinic acid was found to have the
highest activity. In conclusion, T. orientalis may be a promising natural product for the
treatment of obesity owing to the high antioxidant capacity and pancreatic lipase inhibitory
activity of its underground parts and isolated compounds.

Keywords: Antioxidant, Boraginaceae, Phytochemistry, Purification, Trachystemon

orientalis
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1. GIRIS ve AMAC
Trachystemon orientalis Boraginaceae familyasina ait bir tiirdiir. Bu tiir Tiirkiye
(Karadeniz Bolgesi), Dogu Bulgaristan ve Bati Kafkasya’da yetismektedir (1).

Trachystemon D. Don cinsini Tiirkiye’de temsil eden tek tiir T. orientalis’tir (2).

T. orientalis iilkemizde “Balikotu, Kaldirik, Kalduruk, Ispit” gibi farkli yo6resel
isimlerle adlandirilmaktadir ve Karadeniz bdlgesinde bitkinin ¢igekli, tomurcuklu gévdeleri

ve yapraklari sebze; kok ve petiollerinden tursu yapilarak tiikketilmektedir (2).

T. orientalis tiiylii, mavi-kirmizi ¢i¢ekli, 30-40 cm boyunda, rizomlu, ¢ok yillik otsu
bir bitkidir (3).

Bu tiir, tanen, ugucu yag, miisilaj, saponin, nitrat tuzlari, fenolik bilesikler, rezin,

antosiyaninler ve flavonoit icermektedir ve tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (4,5).

Halk arasinda diiiretik, ekspektoran, mukolitik, stidofirik, sindirim kolaylastirict ve
depresyona karsi kullanilmaktadir (3,6). Ayrica bogaz-bademcik iltihab1 i¢inde faydali
oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle sigara igenler i¢in iyi bir balgam soktiiriiciidiir (7). Bunun
yaninda bazi doku ekstrelerinin antimikrobiyal, antimutajenik ve antioksidan aktivite

gosterdigi bildirilmektedir (8).

T. orientalis benzer anatomik ve morfolojik yapis1 nedeniyle Borago officinalis tiirii
ile sik sik karistirilmaktadir. Yapilan anatomik ve morfolojik arastirmalarla bitki tiirlerinin

ayrimi net bir sekilde yapilabilmektedir (9).

T. orientalis’in toprak alt1 kisimlar1 iizerinde sekonder metabolitlerinin izolasyonuna
yonelik daha dnce yapilan bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu ¢aligmada, bitkinin toprak alti
kisimlarindan hazirlanan farkli polaritedeki ekstrelerinden ana sekonder metabolitlerin izole
edilmesi, yapi tayini ile ekstreler ve saf bilesiklerin antioksidan ve pankreatik lipaz enzim
inhibitor aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Calismamizda T. orientalis’in toprak altt kisminin halk arasinda kullanim1 bilimsel
caligmalarla agiklanmak istenmistir. Saflastirilan bilesikler i¢inde rosmarinik asit
bulunmaktadir. Rosmarinik asidin pankreatik lipaz enzim inhibit6r aktivitesi bulundugu
kayithidir. Bu sebeple metanol ekstresi, alt ekstreler (kloroform alt ekstresi, etil asetat alt
ekstresi ve arta kalan su alt ekstresi) ve izole edilen bilesikler (rosmarinik asit, danshensu,
globoidnan B ve rabdosiin) tizerinde pankreatik lipaz enzim inhibisyon g¢aligmalar

yapilmasina karar verilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Boraginaceae Familyasinin Genel Ozellikler

Diinyanin kuzey ve giiney kesimlerinin iliman ve subtropikal boélgelerde yayilmis
olan bu familya; yillik, iki yillik veya ¢ok yillik bitkiler, nadiren ¢ali, agags1 ve nadiren
tirmanict tiirler igermektedir (1,10). Ulkemizde Boraginaceae familyas1 34 cins, 325 tiir, 16
alttiir, 16 varyete olmak {lizere 357 takson icermektedir. Endemizm oram1 % 42.2'dir.
Boraginaceae familyasinda bulunan en fazla tiir tasiyan cinsler sunlardir: Onosma (100
takson; yaklasik %50 endemizm), Alkanna (41 takson; %76 endemizm), Paracaryum (31
takson; yaklasik %60 endemizm), Myosotis (27 takson, %8 endemizm, Symphytum (23
takson; yaklasik %45 endemizm), Nonea (21 takson; yaklasik %30 endemizm) (11).

Boraginaceae familyasi ¢icekleri genellikle beyaz, mavi, pembe ya da sar1 renktedir
ve cogunlukla bocekler ile tozlagsmaktadir (12). Yapraklar basit, almasik, stipulasiz ve
genellikle sik tiiy Ortlisiine sahiptir. Cigek durumu kimoz, skorpid kimoz veya helizoid
kimoz seklinde ya da ¢icek durumu nadiren tirsustur. Kaliks birlesik, 5 loblu (nadiren 9 loblu
veya diizensiz disli), siklikla ¢icek agtiktan sonra biiyiimeye devam eder. Korolla 5 loblu,
aktinomorf veya nadiren zigomorf, genellikle belirgin tiiplii ve iist kism1 derin lobludur.
Korollanin bogaz kisminda ¢ogunlukla 5 uzant1 veya piiskiil ya da tiiylerden olusan bir bolge
bulunmaktadir veya piiriizsiiz ve tiiysiizdiir. Stamen 5 adet, ta¢ yapraga yapisik ve korolla
loblariyla almagiktik. Ovaryum st durumlu, 4 (nadiren 2) odacikli; stilus ginobazik, ¢ok
nadiren terminal, genellikle boliinmemis, stigma biitiin veya 2(-4) lobludur. Meyveler
genellikle 4 findikgik, kdrelme nedeniyle nadiren daha az sayida, mantarims: 2 merikarp
veya bir drupa; nutletler diiz ile piramitsi arasinda degisen ¢icegin disi lireme organlarin

tastyan tablanin uzantisi iizerinde meydana gelir (13).

Boraginaceae familyasindan bitkiler geleneksel olarak ates, astim, bobrek taslart ve

yara iyilesmesinin tedavisinde ve diiiretik olarak kullanilmaktadir (14).
2.1.2. Trachystemon D. Don Cinsinin Genel Ozellikleri

Trachystemon cinsi monotipik olup bu cinse ait tek tiiriin Trachystemon orientalis
(L.) G. Don oldugu bilinmektedir (15).

Cok yillik, dayanikli, seyrek dikenli, saglam rizomlari olan bitkilerdir. Cigek durumu
seyrek ve panikula seklinde olup cicekleri basini egerek acar. Kaliks fincan seklinde, 5



pargali, meyveye gectiginde bir miktar daha biiytir. Korolla morumsu-mavi, huni seklindedir
ve 5 dogrusal loba ayrilmistir. Bu 5 lobdan 2'si pulsu, altta ince tiiylii, tist kismi1 papillozdur.
5 stamene sahiptir. Filamentler pembe, tabanda tiiylii, korolla tiipliniin ortasina tutunmustur.

Findiks1 meyveler tabanda halkalidir (13).
2.1.3. T. orientalis (L.) G. Don’in Botanik Ozellikleri

Sinonimleri: T. orientalis D. Don, Nordmannia cordifolia Ledeb. ex  Nordm.,
Psilostemon orientalis DC., Daphnopsis cordifolia C.H.Wright & Dewar, Borago
constantinopolitana Hill, Borago cordifolia Moench, Borago inflata Salisb. ve Borago
orientalis L. (16).

Govdesi 60 cm’ye kadar uzanan, dik, az-¢ok dallanmis ¢ok yillik otsu rizomlu bir
bitkidir. Yapraklar seyrek hispit, sap1 10-25 cm uzunlugunda; taban yapraklari ovat-kordat,
akuminat ve 20x18 cm boyutlarinda; govde yapraklart panduriform, sapsiz ve
ampleksikauldur. Brakteler eliptik-lanseolattan oblanseolata kadar degisen sekilde sapsiz ve
akuttur. Kaliks ¢i¢ekli durumdayken 3-4 mm, meyvede ise 7 mm, loblar1 triangular, obtus
ve hispittir. Korollast 4-6 mm morumsu-mavi, loblart 6-8 mm; iist kism1 beyaz pullu, ¢cok
kisa, kiit ve emarginattir. Anterler ve stilus disar1 uzamistir. Kiigiik findiks1 meyve egik

ovoit, omurgali, rugoz-retikiilattir. Cigeklenme donemi mart-mayis aylaridir (13).

T. orientalis’in genel goriiniimii ve toprak altt kisimlari Fotograf 1 ve 2’de
verilmistir.

T. orientalis nemli, golgeli, dere kenarlarinda ve ormanlik alanlarda, 50-1000 m
yiiksekliklerde yetismektedir (13). T. orientalis ¢igekli bir tiir olmasina ragmen, rizomlari
tireme organi olarak kullanilmaktadir. Tir, 151k yogunlugunun az oldugu habitatlarda

bulunmakta ve bu nedenle yeterli miktarda tohum tiretememektedir (3).

Tiirkiye’de, Trachystemon cinsi tek tiir ile (T. orientalis) temsil edilmektedir. Bu
bitki tliri Tirkiye’de Karadeniz Boélgesi’nde yogun bir dagilim gostermekle birlikte
Marmara Bolgesi’nde de bulunmaktadir (2). Sekil 1°de Tiirkiye’de T. orientalis’in yaygin
bulundugu bolgeler gosterilmistir.



Sekil 1. Tiirkiye’de T. orientalis’in yaygin bulundugu bolgeler

Fotograf 1. T. orientalis’in genel goriiniimi



Fotograf 2. T. orientalis’in toprak alt1 kisimlart

2.1.4. Bitkinin Sistematikteki Yeri
T. orientalis’in bitki sistematigindeki yeri asagidaki gibidir (17).
Alem : Plantae
Bolim  : Tracheophyta
Sif : Magnoliopspida
Takim  : Boraginales
Familya : Boraginaceae
Cins : Trachystemon

Tiir : Trachystemon orientalis (L.) G. Don
2.1.5. Halk Arasinda Kullanihisi

Ulkemizde T. orientalis degisik yoresel isimlerle bilinmektedir. Trabzon’da Tamara;
Bolu’da Hodan, Galirek, Kaldirik ve Kalduruk; Artvin’de Burgi; Eregli ve Zonguldak’ta
Zilbit olarak ifade edilmektedir (18). Kaldirayak, Ispit, Kaldirik, Balikotu, Act Hodan ve
Dogu Hodani isimleri de halk arasinda kullanilmaktadir (19).

Tirkiye’de Karadeniz Bolgesi’nde bitkinin ¢icek, tomurcuklu gdvdeleri ve
yapraklar1 ayr1 ayr1 ya da birlikte sebze olarak siklikla kullanilmaktadir. Kaldirik bitkisinin
taze yapraklari ile yumurtali kaldirik kavurmasi, doviilmiis ceviz veya fasulye ile yemegi
yapilmaktadir. Yapraklarindan misir yarmasi ile sarma, cacik; yaprak saplarindan tursu

yapilmaktadir (20).



Bu tiir, ilkemizde baz1 yorelerde halk ilact olarak kullanilmaktadir. T. orientalis
ditiretik, ekspektoran, siidorifik olarak ve depresyona karst kullanildig1 bilinmektedir (21).
Govdesinin sindirim sistemi, koklerinin de inflamasyona kars1 kullanildigi kayithidir (22).
Taze koklerden hazirlanan dekoksiyonun, romatizma tedavisinde kullanildig: bildirilmistir
(23). 'Isirgan' (Urtica dioica; kokler), 'bogiirtlen' (Rubus sanctus; kokler), 'merocan' (Smilax
excelsa; kokler) ve 'kaldirik' (T. orientalis; kokler) igeren karigimin dekoksiyonu ile elde
edilen cay, meme kanseri, mide agris1 ve mide siskinligini tedavi etmek iizere dahilen

kullanimi kayitlidir (24).
2.2. Boraginaceae Familyas: Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Diinyada Boraginaceae familyasinin 154 cins ve 2500 tiir bulundugu; tilkemizde ise
34 cins, 325 tiir, 16 alttiir, 16 varyete olmak {izere toplam 357 takson ile temsil edildigi

kayithdir (11).

Boraginaceae familyasina ait tiirlerde sekonder metabolitler olarak alkaloitler
(0zellikle pirolizidin alkaloitleri), flavonoitler, naftokinonlar (alkannin/shikonin ve/veya
onlarin tlirevleri), fenolik asitler (rosmarinik, ferulik, protokatesik, klorojenik, kafeik, p-
kumarik asit), polifenoller, fitosteroller, hidrokarbon, aromatikler, yag asitleri ve

terpenoitler bulundugu bildirilmistir (25,26).

Boraginaceae familyasinin bitkileri pirolizidin alkaloitleri agisindan zengin oldugu
bilinmektedir. Bu alkaloitler, serbest nesinler (bazi heliotridin veya retronesin) veya serbest

bazlar ve bunlarin N-oksitlerinin bir karigimi olarak bulundugu gosterilmistir (27).

Boraginaceae familyasi tiirlerinde bulunan flavonitler ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
flavon (6rn.: apigenin, luteolin, trisetin), flavonol (galangin, kemferol, kersetin), flavanon
(pinosembrin, naringenin, eriodisitol) ve bunlarin glikozitlerinin bulundugu gosterilmistir
(28,29).

Boraginaceae familyasina ait bazi cinslerin (Onosma, Alkanna, Arnebia, Echium)

kokleri naftakinonlar agisindan zengindir. Naftakoninlar sikonin/alkanin ve tiirevleridir (30-
32).

Rosmarinik asit, kemotaksonomik bir belirte¢ gorevi goren Boraginaceae

familyasinin bitkilerinde yaygin olarak bulunur (33).

Boraginaceae familyasi iizerinde yapilan ¢alismalarda biyolojik aktiviteye sahip

bilesiklere ve yiiksek yag asidi miktarina sahip oldugunu gosterilmistir (34-36). Ayrica,
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tiirlerde y-Linolenik asit (GLA) ve Stearidonik asit (SDA) gibi baz1 ender bulunan yag
asitlerinin varlig1 Boraginaceae familyasini tibbi ve endistriyel olarak onemli ve degerli

kilmaktadir (37,38).
2.3. Boraginaceae Familyas1 Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Cahsmalar

Boraginaceae familyasinda antioksidan, antienflamatuvar, antimutajenik ve
antikanser aktiviteler gibi bir¢ok biyolojik aktivite gozlenmektedir; bu aktiviteler familyada

yaygin olan fenolik ve flavonoit bilesiklerin varligiyla iliskilendirilmistir (25).

Boraginacaec familyasina ait tiirlerin biyolojik aktivitesinin naftakinonlar,
flavonoitler, terpenoitler ve fenolik bilesikler gibi ¢esitli biyolojik olarak aktif bilesenler
kaynakli oldugu bildirilmistir (39,40).

Rosmarinik asidin antienflamatuvar (lipoksijenaz, siklooksijenaz inhibisyonu),
antimutajenik, antibakteriyel, antioksidan ve antiviral aktivite gibi ¢ok sayida biyolojik
aktiviteleri bulunmaktadir. Herpes simplex'in tedavisinde rosmarinik asit igeren
preparasyonlar bulunmakta ve kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik sektoriinde cilt bakiminda
antioksidan ve UVB giines 1sinlarindan koruyucu olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir.
Rosmarinik asidin diisiik toksisite profiliyle genel olarak giivenli oldugunun kabul edildigi
belirtilmelidir (33, 41).

Boraginaceae familyasinin bazi cinslerinde bulunan naftakinonlar; 6nemli yapisal
cesitliligi ve antimikrobiyal, antiviral, antiparaziter, antioksidan, antitrombotik ve yara
lyilestirme gibi genis farmakolojik aktivite spektrumlar1 nedeniyle ila¢ endiistrisinde iyi

bilinen organik bilesiklerdir (42).

Familyanin bitkilerinde bulunan pirolizidin alkaloitlerinin ¢ogunun pulmotoksik,
hemolitik, antimitotik, teratojenik, mutajenik ve kanserojenik etki gosterdigi gosterilmistir
(27).

Boraginaceae familyasindaki bazi cinslerinin igerdigi alkannin ve shikonin
bilesiklerinin antikanser, anti inflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan, antitrombotik ve yara

tyilesmesi gibi biyolojik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (30).
2.4. Trachystemon orientalis Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

T. orientalis lizerinde yapilan literatiir calismalar1 sonunda bu tiirlerin genotiplerine

gore degisen oranlarda antosiyanin tasidigr bildirilmistir. Ayrica tanen, ugucu yag, nitrat



tuzlari, miisilaj, saponin ve rezin i¢erdigi saptanmistir (21). Kaldirik bitkisinin allelopatik,
antiviral, antioksidan, antimikrobiyal, antifungal ve herbisidal aktivite gosterdigi yiiriitiilen
calismalarda belirlenmis bu etkinin, igeriginde bulunan fenolik bilesikler ve flavonoitlerden
kaynaklandig1 bulunmustur (2,43). T. orientalis’in, insan diyetinde iyi biyoaktif polifenol
kaynagi olarak kullanilabilecegi ve yiiksek konsantrasyonlarda toplam fenolik bilesikler,
flavonoitler ve antosiyaninlerin yani sira gii¢lii antioksidan aktiviteleri nedeniyle besin
takviyesi formiilasyonlari i¢in iyi bir segenek olabilecegi gosterilmistir (44). Ayrica, ucuz ve
kolay erisilebilir bir dogal antioksidan kaynagi olarak gida ve kozmetik endiistrisinde, daha
toksik sentetik antioksidanlara alternatif bir katki maddesi olarak T. orientalis ekstresinin

kullanilabilecegi belirtilmistir (45).

T. orientalis’in 6nemli besin maddelerine sahip oldugu, yapilan mineral analizleri
sonucunda oldukc¢a yiliksek miktarda potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum, sodyum,
bakir, manganez ve ¢inko i¢erdigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda, i¢eriginde bol miktarda C

vitamini ve protein bulunmustur (19).
2.5. Trachystemon orientalis Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalari

Yapilan ¢alismalar sonucunda, T. orientalis’in birgok biyolojik aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Kaldirik bitkisinin allelopatik, antiviral, antioksidan, antimikrobiyal
ve herbisidal aktivite gosterdigi yiiriitiilen ¢aligmalarda kanitlanmistir (2). T. orientalis
yaprag1 ve govde ekstrelerinin antidiyabetik aktivitesinin yani sira, potansiyel bir dogal
antimikrobiyal, antimutajenik ve antioksidan kaynagi olabilecegi belirlenmistir (8). Bagka
bir ¢aligmada ise T. orientalis’in govde, ¢icek ve yaprak kisimlarinin aseton ekstrelerinin
antioksidan aktivite gosterdigi ve ozellikle gdvdesinin kozmetik alaninda fotokoruyucu ve
yaslanma karsiti olarak etkili oldugu ortaya konulmustur (46). Ayrica, T. orientalis'in
asetilkolinesteraz inhibisyonu yapmadig1 saptanmistir (47). Yapilan bir in vitro ¢aligmada
ise, rizomlarinin endometriyal kanser hiicreleri {izerinde antikanser etkili oldugu

gosterilmistir (48).



3. GEREC ve YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Trachystemon orientalis 10.05.2019°da  Siimer Koyii’nden (Findikli/Rize)
toplanmustir ve teshisi Prof. Dr. Ufuk OZGEN tarafindan gergeklestirilmistir. Herbaryum
ornegi KATO Herbaryumu’nda (Karadeniz Teknik Universitesi Orman Fakiiltesi) muhafaza

edilmektedir (No. KATO 15486).

Calismamizda bitkinin agik havada ve golgede kurutulmus toprak alti kisimlar

(rizom ve kokleri) kullanilmigtir.

3.2. Kullanilan Materyal, Alet ve Yontemler

3.2.1. Coziiciiler

Etil asetat, kloroform, siilfiirik asit (Sigma-Aldrich), metanol (Riedel-de Haén), n-
hekzan (Isolab)

3.2.2. Kimyasal Kati Maddeler

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks), 2,4,6-tripiridil-S-
triazin (TPTZ), vanilin (Fluka Chemie GmbH), p-nitrofenil butirat (p-NPB), Tris-HCI
(Sigma-Aldrich)

3.2.3. Belirtegler

Vanilin/H2SO4: Vanilin’in derisik siilfiirik asit’teki %1°lik ¢6zeltisi. Puskiirtmeden

sonra 110 °C'de 1sitilir.

3.2.4. Adsorbanlar

Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Kromotagrafik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar

Yontem Adsorban
Kolon Kromatografisi e Merck 7734 (0.063-0.200 mm)
e LiChroprep RP-18, 25-40 um, Merck 9303
e Sefadeks (Katalog No: 17-0090-02, Sigma-Aldrich)

Ince Tabaka Kromatografisi e Hazir aluminyum plak, 20x20cm, Merck 5554
(TK)




3.2.5. Coziicii Sistemleri

Kromatografik caligsmalarda kullanilan ¢6ziicii sistemleri Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢oziicii sistemleri

Yontem Coziicii sistemi

Normal Faz Silika Jel Kolon n-Hekzan:EtOAc (100:0—0:100)
Kromatografisi (SK)

Ters Faz Silika Jel Kolon H20:MeOH (100:0—0:100)
Kromotografisi (TF-SK) MeOH

Sefadeks Kolon MeOH

Kromotografisi

Ince Tabaka Kromatografisi Kloroform alt ekstresi igin:

(ITK) e n-Hekzan:EtOAc (9:1, 8:2, 7:3,5:5)

Etil asetat alt ekstresi i¢in:

e CHCI3:MeOH:H20 (70:30:3)
e EtOAc:MeOH:H;0 (7:2:1)
Arta kalan su alt ekstresi i¢in:

e EtOAC:MeOH:H.0 (7:2:1)
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3.2.6. Aletler ve Cihazlar

Kromatografi ve biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan aletler ve cihazlar Tablo

3’te verilmistir.

Tablo 3. Kromatografi ve biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan aletler ve cihazlar

Cihaz

Marka

Doner Buharlastirict
Degirmen

UV Kabin

Vakum Pompasi
Ultrasonik Banyo
Terazi

Etiiv

Hassas Terazi

Kolon

Kromatografi Tank1
NMR Spektrometresi
Kiitle Spektrometresi
Spektrofotometre

pH metre

Inkiibator

Heidolph WB Laborota 4000
Ic-25B ogiitiicl

CAMAG

Millipore Model No: WP6122050
Soltec mod.2200 ETH

OHAUS Gold series SPJ 602
MMM Group-Ecocell LSIS-B2V/EC 111
OHAUS PA214C

Isolab Germany

Camag

Bruker AVANCE Il 400 MHz
Thermo TSQ Quantum Access Max
BMG Labtech Spectrostar Nano
OHARUS

Heidolph Unimax 1010

3.3. izolasyon Cahsmalarinda Kullanilan Kromatografik Yontemler
3.3.1. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Izolasyon caligmalari sirasinda fraksiyonlarin takibi ve saflik kontrolii icin hazir

aliminyum plaklar (normal faz silika jel kapli) kullanilmistir.

Oda sicakliginda kromatografi tankinda siiriiklenme mesafesi 7-10 c¢cm olarak
belirlenmistir. Lekeler UV lambasi altinda, UV2s4 veya UV3es nm dalga boyunda ve bilesigin

yapisina uygun revelator secilerek tespit edilmistir.
3.3.2. Kullanilan Kolonlarin Hazirlanmasi
3.3.2.1. Normal Faz Silika Jel Kolon Kromatografisi

Uygun miktarda silika jel (0.063-0.200 mm) gerekli miktarda ¢oziicii sistemi ile
karistirtlarak uygun Ozelliklerde cam kolona aktarilmistir. Adsorbanin sartlanmasi igin
belirlenen ¢oziicii sistemi kolondan gegirilmistir ve numune tatbigine hazirlamak tizere {ist

kisimda 2-3 mm ¢o6ziicii kalana kadar bekletilmistir.
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3.3.2.2. Sefadeks Kolon Kromatografisi

10-50 g sefadeks LH 20 uygun miktarda ¢oziicii (metanol) ile muamele edilerek
sisirildikten sonra uygun boyutlarda cam kolona aktarilmis ve baslangi¢ ¢oziiciisi ile
sartlandirilmistir.  Kolon sartlandirildiktan sonra numune metanolde ¢oziilerek

uygulanmustir.
3.3.2.3. Ters Faz Silika Jel Kolon Kromatografisi

Yeterli miktarda C18 silika jel metanol ile karistirilip, cam kolona aktarildiktan sonra
kolona negatif basing uygulayarak adsorbanin sartlandirilmasi i¢in kolondan su gegirilmistir.

Kolon dengeye geldikten sonra numune kolona uygulanmistir.
3.3.3. Numunenin Kolona Tatbik Edilmesi
3.3.3.1. Coziicii Kullamilarak Tatbik

Karigim miimkiin olan en az dl¢iide segilen ¢oziicii veya ¢oziicli sisteminde ¢oziiliip
kolona uygulanmistir. Adsorban yiizeyinin diiz kalmasina dikkat edilerek mobil faz olarak

kullanilacak ¢6ziicii yavasca eklenmistir.
3.3.3.2. Kuru Tatbik

Normal faz silika jel kullanilan kolonlara uygulanan karisimlar i¢in tercih edilmistir.
Karisim uygun ¢oziiciide ¢oziiliip gerekli miktarda silika jel ile karistirilip sonrasinda ¢6ziicii
yogunlastirilmistir. Hazirlanan kurutulmus karigim hazir halde bulunan kolona ilave edilerek

uygun ¢0ziicii sistemi ile muamele edilmistir.
3.4. Ekstraksiyon

T. orientalis’in agik havada ve golgede kurutulmus toprak alt1 kisimlari (250 g) toz
edilip oda sicakliginda 1.5 L metanol ile ¢alkalayicida iki kez ekstre edilmistir. Ekstraksiyon
sonucunda siizge¢ kagidindan siiziilen metanol ekstreleri birlestirilip 40 °C’de doner
buharlastiricida kuruluga kadar yogunlastirilmistir. 6.5 g metanol ekstresi (TOK-M) elde
edilmistir. Elde edilen metanol ekstresi 300 mL H20:MeOH 90:10 ile homojen bir karigim
olana kadar calkalanmistir ve sonrasinda kloroform ile ekstre edilmistir. Kloroform fazi
rotavaporda diisiik basingta kuruluga kadar yogunlastirilmis ve 0.6 g kloroform alt ekstresi
(TOK-K) elde dilmistir. Arta kalan su fazi etil asetatla ekstre edilmistir. Etil asetat faz1 doner
buharlastiricida yogunlastirilarak 0.25 g etil asetat alt ekstresi (TOK-EAC) elde edilmistir.
Arta kalan su faz1 yogunlastirilarak 5.5 g arta kalan su alt ekstresi (TOK-S) elde edilmistir.
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3.5. izolasyon Cahsmalar
3.5.1. Kloroform Alt Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalari

TOK-K (0.5 g) kloroformla ¢oziilerek 5 g silika jel ile karistirilmistir. Daha sonra
40 g silika jel ile hazirlanmis kolon kromatografisine uygulanmistir. Karisimdaki farkl
polaritedeki maddelerin ayrilmasi i¢in, eliisyon artan polaritede n-hekzan:etil asetat (100:0,
95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 50:50, 0:100) ¢oziicl sistemleriyle siirdiirilmistir. Her
biri 12 mL olacak sekilde 50 fraksiyon toplanmistir. Fraksiyonlar iTK ile kontrol edilmistir,
¢oziicii sistemi olarak farkli oranda n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 1:1) kullanilmis ancak

ekstreden major bilesik elde edilememistir.
3.5.2. Etil Asetat Alt Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalar

TOK-EAC (0.2 g) Sefadeks kolona tatbik edilmis ve metanol kullanilarak ayirim
gerceklestirilmistir. 8 mL'lik 21 fraksiyon toplannustir. ITK profilleri incelenerek 13-17.
fraksiyonlar birlestirilmis ve Bilesik 1 (150 mg) elde edilmistir.

3.5.3. Arta Kalan Su Alt Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalari

TOK-S (5.0 g) az miktarda suda ¢oziilerek ters faz kolon kromatografisine tatbik
edilmistir. Ardindan eliisyona 100 mL su ile baslanmis ve H.O:MeOH (100:0—0:100)
karisimi kullanilarak ayirim gergeklestirilmistir. 20 mL'lik 110 fraksiyon toplanmigtir. iITK
profilleri ¢oziicii sistemi olarak kullanilan EtOAc:MeOH:H2O (7:2:1) karisimi ile
incelenmis ve benzer profile sahip fraksiyonlar bir araya getirilmistir. Fraksiyon 5-6
birlestirilip yogunlastirildiktan sonra (38 mg) metanolde ¢6ziindiiriilerek Sefadeks kolona
uygulanmustir. Eliisyon %100 metanolle yiiriitiilmistiir. Sonugta 30 fraksiyon toplanmis ve

22-26. fraksiyonlar birlestirilmis ve yogunlastirilmistir (13.3 mg, Bilesik 2).

Fraksiyon 10-12 birlestirilmis, yogunlastirilip metanolde ¢6ziilerek Sefadeks kolona
tatbik edilmistir. Metanolle yapilan ayirim sonunda 5-8. fraksiyonlar birlestirilmis ve
yogunlastirilmistir (10 mg, Bilesik 3). Fraksiyon 41 yogunlastirilmis ve Bilesik 4 (15 mg)
elde edilmistir (Sekil 2).
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T. orientalis’in Toprakalti Kisimlar: (250 g)
| Metanol L5Lx2

Metanol Ekstresi (5.0 g)

1.H,O:Metanol (9:1)
2.Swrasivla kloroform ve etil asetatla partisyvon

! |

Kloroform Alt Etil Asetat Alt Arta Kalan Su Alt Ekstresi
Ekstresi (0.5 g) Ekstresi (0.2 g) (509
Silika jel KK Ters Faz Silika Jel KK
l n-Hekzan etil asetat l f:;:doe;lg LH20XE H,0:MeOH (100:0—» 0:100)
(100:0—0:100) 3

l l l

Major bilesik izole Fr. 13-17 (150 mg)

edilemedi Fr. 5-6 (38 mg) Fr. 10-12 (25.2 mg) Fr. 41 (15 mg)
l Sefadeks LH 20 l Sefadeks LH 20 l
l KK (MeOH) KK (MeOH)
BILESIK 1 Fr. 22-26 (13.3 mg) Fr. 5-8 (10 mg) BILESIK 4
(150 mg) l l (15 mg)
BILESIK 2 BILESIK 3
- (13.3mg) (10 mg)

Sekil 2. T. orientalis {izerinde yapilan izolasyon ¢alismalari



3.6. Antioksidan Aktivite

Antioksidan aktivite kapasitelerini belirlemek tizere T. orientalis’in toprak alti
kisimlarindan hazirlanan ekstreleri (TOK-M, TOK-K, TOK-EAC ve TOK-S) ve izole edilen
bilesikler (1-4) iizerinde Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) ve Cu (II) Iyonu
Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) tayini calismalari yapilmistir.

3.6.1. Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

FRAP metodu, antioksidan madde varliginda, Fe(III)-TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-S-
triazin) kompleksinin indirgenmesi ile meydana gelen Fe(ll)-TPTZ kompleksinin (mavi

renkli) 595 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanir (49).
3.6.2. Cu (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Bu metot, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu Cu(II)-N¢’nin,
antioksidan ozellikte madde varliginda meydana gelen bakir(I)-neokuproin (Cu(l)-Nc)’in

450 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanir (50).
3.7. Pankreatik Lipaz Enzim Inhibisyonu

Pankreatik lipaz enzim inhibisyonu, substrat olarak p-nitro fenil butirat’in

kullanildigi modifiye bir yontemle yapilmistir (51).

Tim o6rnekler tampon ¢ozelti (0.1 M Tris-HCI tamponu, pH= 8.0) ile farkl
konsantrasyonlarda (12.5, 25, 50, 100 ve 200 pg/mL); standart olarak kullanilan orlistat ise
tampon ¢ozelti ile degisen konsantrasyonlarda (6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 pg/mL)
hazirlanmistir. Her 6rnek i¢in mikroplak 3 negatif kontrol kuyucugu (A), 3 negatif kontrol
korti kuyucugu (B), 3 numune kuyucugu (C) ve 3 kor kuyucugu (D) igerecek sekilde
hazirlanmistir. A ve B kuyucuklarina 5 pLL tampon, C ve D kuyucuklarina 5 pL test ¢ozeltisi
pipetlenmistir. Tiim kuyucuklara 90 pL lipaz enzim ¢ozeltisi (200 U/mL) pipetlenmis ve 37
°C, 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, A ve C kuyucuklarina substrat ¢ozeltsi
(5 uL, 10 mM p-nitro fenil butirat asetonitril ¢dzeltisi), B ve D kuyucuklarina 5 pLL tampon
pipetlenmistir. Daha sonra, mikroplak 37 °C, 10 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan 405 nm’de absorbanslar spektrofotometre ile okunmustur ve % inhibisyon
degerleri agsagidaki formiilden faydalanilarak hesaplanmistir.

(A-B)—-(C-D)

%Pankreatik Lipaz Inhibisyonu = ) x 100 (Esitlik 1)
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4. BULGULAR

Yapilan ¢aligma sonucunda 4 bilesik elde edilmistir. TOK-EAC’den Bilesik 1,
TOK-S’den Bilesik 2, Bilesik 3 ve Bilesik 4 izole edilmistir. Yapilan yap1 tayinleri sonucu
Bilesik 1’in fenolik asit yapisinda rosmarinik asit; Bilesik 2, Bilesik 3 ve Bilesik 4’iin
sirastyla fenolik asit yapisinda danshensu, arilnaftalen lignan yapisinda globoidnan B ve

rabdosiin oldugu belirlenmistir.

4.1. Rosmarinik Asit

OH

Sekil 3. Rosmarinik asit (C1sH160s, 360 g/mol)

Rosmarinik asidin *H-NMR ve *C-NMR spektral verileri Tablo 4 ve 5’te verilmistir.

Tablo 4. Rosmarinik asit *H-NMR (CD3;0D, 400 MHz) spektral degerleri
H oH (ppm), (J, Hz)

2 7.07 (d, 1H, J= 2.1 Hz)

5 6.80 (d, 1H, J=8.2 Hz)

6 6.97 (dd, 1H, J= 8.2, 2.1 Hz)
7 7.57 (d, 1H, J=15.9 Hz)

8 6.29 (d, 1H, J= 15.9 Hz)

2 6.78 (d, 1H, J= 2.0 Hz)

5 6.72 (d, 1H, J= 8.0 Hz)

6 6.64 (dd, 1H, J= 8.1, 2.1 Hz)
7'a 3.12 (dd, 1H, J= 14.3, 4.4 Hz)
7 3.03 (dd, 1H, J=14.3, 8.3 Hz)
8’ 5.21 (dd, 1H, J= 8.3, 4.3 Hz)

16



Tablo 5. Rosmarinik asitin *C-NMR (CDs0D, 100 MHz) spektral degerleri

C dc (ppm)
1 127.8
2 115.4
3 147.9
4 149.8
5 116.6
6 123.3
7 146.9
8 1145
9 168.6
1’ 129.4
2! 117.7
3’ 146.3
4! 1454
5' 116.4
6’ 121.9
7a 38.0
7b 38.0
8’ 74.8
9' 173.7

Bulgular, literatiirler ile desteklenerek maddenin rosmarinik asit oldugu
bulunmustur (52, 53).
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4.2. Danshensu

Sekil 7. Danshensu (CoH100s, 198 g/mol)

Danshensu *H-NMR ve *C-NMR spektral degerleri Tablo 6 ve 7°de verilmistir.

Tablo 6. Danshensu *H-NMR (CDsOD, 400 MHz) spektral degerleri

H oH (ppm), (3, Hz)

2 6.63 (d, 1H, J= 1.5 Hz)

5 6.58 (d, 1H, J= 8.0 Hz)

6 6.49 (dd, 1H, J= 8.0, 2.0 Hz)
2/ 4.14 (dd, 1H, J= 7.6, 4.1 Hz)
3'a 2.86 (dd, 1H, J=14.0, 3.8 Hz)
3'b 2.65 (dd, 1H, J=13.9, 7.9 Hz)
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Tablo 7. Danshensu **C-NMR (CDsOD, 100 MHz) spektral degerleri

c dc (ppm)
1 130.7
2 117.8
3 146.1
4 145.1
5 116.3
6 122.1
1’ 178.3
2! 73.5
3'a 41.3
3b 413

Bu spektral degerler literatiirlerdeki 3-(3,4-dihidroksifenil)-2-hidroksipropionik
asit (Danshensu) igin kayithi degerlere uygunluk gostermektedir (54, 55).
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4.3. Globoidnan B

Sekil 14. Globoidnan B (C27H22012, 538 g/mol)

Globoidnan B’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektral degerleri Tablo 8 ve 9°da verilmistir.

Tablo 8. Globoidnan B nin *H-NMR (CD30D, 400 MHz) spektral degerleri

H oH (ppm), (3, Hz)

1 4.32 (s, 1H)

2 3.74 (s, 1H)

4 7.49 (s, 1H)

5 6.71 (s, 1H)

8 6.57-6.48 (m, 3H)

2’ 6.66 (d, 1H, J= 1.5 Hz)
5’ 6.57-6.48 (m, 3H)

6’ 6.45 (s, 1H)

7’ 2.97-2.84 (m, 2H)

8’ 4.94 (s, 1H)

2" 6.39 (d, 1H, J= 1.8 Hz)
5" 6.57-6.48 (m, 3H)

6" 6.31 (dd, 1H, J= 8.2, 1.9 Hz)
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Tablo 9. Globoidnan B’nin *C-NMR (CDs0D, 100 MHz) spektral degerleri

C dc (ppm)
1 47.1
2 51.0
3 125.3
4 138.9
4a 125.6
5 117.2
6 147.5
7 143.8
8 117.3
8a 132.2
9 169.2
10 1775
1 131.2
o 118.0
3! 144.9
4 143.4
5 116.5
6' 122.2
7 38.2
8’ 775
9’ 177.3
1" 138.1
2" 115.9
3" 144.9
4" 144.2
5" 116.5
6" 119.9

'H-NMR, ¥C-NMR, COSY, HSQC ile birlikte HMBC spektrumlarindaki kimyasal
kayma degerleri ve korelasyonlar literatiirler ile desteklenerek maddenin Globoidnan B

oldugu bulunmustur (56, 57).
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4.4. Rabdosiin

Sekil 21. Rabdosiin (CssH30016, 718 g/mol)

Rabdosiin’in *H-NMR ve *C-NMR spektral degerleri Tablo 10 ve 11°de verilmistir.

Tablo 10. Rabdosiin *H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektral degerleri

H oH(ppm), (J, Hz)

1 4.04 (s, 1H)

2 3.84 (d, 1H, J= 2.0 Hz)
4 7.52 (s, 1H)

5 6.71 (s, 1H)

8 6.28 (t, 2H, J= 8.6 Hz)
2 6.50 (s, 1H)

5' 6.57 (d, 1H, J= 8.1 Hz)
6 6.28 (t, 1H, J= 8.6 Hz)
2" 6.52 (s, 1H)

5" 6.63-6.59 (m, 3H)

6" 6.45 (d, 2H, J= 8.0 Hz)
7" 2.92-2.74 (m, 4H)

8" 4.98 (t, 1H, J= 5.8 Hz)
2" 6.63-6.59 (m, 3H)

5" 6.63-6.59 (m, 3H)

6" 6.45 (d, 2H, J= 8.0 Hz)
7" 2.92-2.74 (m, 4H)

8" Sinyal ortiismesi
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Tablo 11. Rabdosiin *C-NMR (CD3;OD, 100 MHz) spektral degerleri

C oc (ppm)
1 46.7
2 50.0
3 122.2
4 141.3
da 124.9
5 117.9
6 145.2
7 149.2
8 117.6
8a 129.4
9 168.1
10 173.8
1’ 136.7
2! 117.4
3 145.3
4' 146.0
5' 115.9
6' 120.1
1" 129.6
24 117.4
3" 146.3
4" 145.0
5" 116.4
6" 121.7
7" 38.0
8" 75.8
9" 173.6
1" 131.5
2" 116.6
3" 146.2
4" 145.6
5" 117.5
6" 122.2
7" 38.0
8" 75.4
9" 173.7
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H-NMR, BC-NMR, COSY, HSQC ile birlikte HMBC spektrumlarindaki kimyasal
kayma degerleri ve korelasyonlar literatiirler ile desteklenerek maddenin Rabdosiin oldugu

bulunmustur (57, 58).
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4.5. FRAP ve CUPRAC Tayini Sonuclar:

Numunelerin antioksidan kapasitesi standart madde olarak kullanilan Troloks ile
karsilastirilarak TEAC (uM) olarak ifade edilmistir. izole edilen bilesiklerin antioksidan
aktiviteleri ekstrelerin aktivitesine gore daha yiiksek oldugu gbzlenmistir. Rosmarinik asit
her iki analizde de en yiiksek aktiviteyi gostermistir (FRAP: 1260.273 + 4.499, CUPRAC:
608.250 = 1.195 uM TE/g). Ekstreler arasinda TOK-EAC en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

T. orientalis e ait ekstrelerin ve izole edilen bilesiklerin antioksidan aktivite tayini

sonuglar1 Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. T. orientalis’e ait ekstrelerin ve izole edilen bilesiklerin antioksidan aktivite tayini

sonugclari

Numuneler CUPRAC" FRAP™
TOK-M 442972 +7.378 677.545 £ 1.285
TOK-S 354.083 £ 6.191 770.273 £ 3.857
TOK-EAC 583.06 = 5.882 794.818 £+ 8.999
TOK-K 65.472 +£4.317 52.394 + 5.143
Rosmarinik asit 608.250 + 1.195 1260.273 4.499
Danshensu 221.306 + 0.851 919.364 £ 7.071
Globoidnan B 478.389 +£1.264 813.909 +2.571
Rabdosiin 483.667 £ 1.534 1041.182 + 8.357

*: CUPRAC degeri bakir indirgeyici antioksidan giictinii (uM Troloks esdegeri/gram),**: FRAP

degeri demir indirgeyici antioksidan giiciinii (uM Troloks esdegeri/gram) gosterir.
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Sekil 28. CUPRAC tayininde kullanilan Troloks’a ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 29. T. orientalis tiiriine ait ekstrelerin ve izole edilen bilesiklerin CUPRAC tayini
sonuglarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 31. T. orientalis tiiriine ait ekstrelerin ve izole edilen bilesiklerin FRAP tayini
sonuglariin karsilastirilmasi

4.6. Pankreatik Lipaz Enzim Inhibisyonu Sonuglari

T. orientalis kok ekstrelerinin ve izole edilen bilesiklerin ve standart olarak
kullanilan orlistat’in lipaz enzim inhibisyon sonuglari ICso degeri seklinde verilmistir (Tablo
13). Pankreatik lipaz inhibisyonuyla ilgili grafikler Sekil 32°de verilmistir. Orlistat’in ICsg
degeri 17.581 =+ 0.714 pg/mL olarak bulunmustur. Ekstrelerin ve izole edilen bilesiklerin
pankreatik lipaz inhibitor aktivitelerinin orlistattan daha zayif oldugu belirlenmistir. Ayrica

TOK-S ve TOK-EAC'nin, diger ekstrelere ve izole edilmis bilesiklere gore daha yiiksek
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aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (sirasiyla, 1Cso= 38.131 + 0.720, 38.841 + 1.359
png/mL). Rosmarinik asit, diger bilesiklerle karsilastirildiginda en ytiksek aktiviteyi (ICso =
49.421 + 1.448 ng/mL) gostermistir.

Tablo 13. T. orientalis’e ait ekstrelerinin ve izole edilen bilesiklerin pankreatik lipaz enzim
inhibisyonu sonuglari

Test Bilesikleri Lipaz Enzim Inhibisyonu (ICs (ug/mL) + SS*)
TOK-M 54.370 + 0.937
TOK-S 38.131 +0.720
TOK-EAC 38.841 +1.359
TOK-K -

Rosmarinik asit

49.421 + 1.448

Danshensu 65.160 + 4.443
Globoidnan B 79.881 +3.435
Rabdosiin 56.801 +2.052
Orlistat 17.581+0.714

*: Standart sapma, -: Aktivite tespit edilememistir.
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Sekil 32. Pankreatik lipaz enzim inhibisyonu ile ilgili grafikler
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada TOK-M'den hazirlanan alt ekstreler iizerinde izolasyon ¢alismalari
yapilmistir. Izolasyon ¢alismalari sonucunda TOK-EAC'den rosmarinik asit, TOK-S’den
danshensu, globoidnan B ve rabdosiin izole edilmistir. Literatiir verilerine gore T.
orientalis’in toprak alt1 kisimlarinda daha 6nce yapilmis herhangi bir izolasyon ¢alismasina
rastlanmamustir. Yapilan bir ¢alismada bitkinin koklerinde rosmarinik asit bulundugu HPLC

ile belirlenmistir (59).

Literatiirdeki verilere gore Boraginaceae familyas: bitkilerinde rosmarinik asit,
danshensu, globoidnan B ve rabdosiin’in bulundugu bildirilmistir. Symphytum officinale'nin
koklerinden rosmarinik asit, globoidnan B ve rabdosiin; Cordia americana'nin
yapraklarindan ise rosmarinik asit ve danshensu izole edilmistir (40,60). Symphytum
officinale’nin toprak tstii kisimlar1 ve kokleri ile Symphytum ibericum'un yapraklari ve
koklerinde rosmarinik asit, danshensu, globoidnan B ve rabdosiin’in bulundugu LC-
HRMS/MS ile tespit edilmistir (61, 62).

Rosmarinik asit, kafeik asit ve danshensu’nun esterifikasyonu ile olusan bir
polifenolik bilesiktir. Boraginaceae familyasinin bitkilerinde yaygin olarak bulunur (63).
Rosmarinik  asidin  antioksidan,  antimikrobiyal, = immiinomodiilator, analjezik,
antiinflamatuvar, antiviral, antikanser ve antidiyabet aktiviteler gosterdigi bildirilmistir (64).
Katesol ve laktik asitten olusan danshensu [3-(3,4-dihidroksi-fenil) laktik asit],
kardiyovaskiiler hastaliklarda (6rnegin, miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon, ateroskleroz,
hipertansiyon), serebral lezyonlarda ve bozukluklarda (6rnegin, iskemi, biligsel gerileme ve
anksiyete) ve diger saglik problemlerinde (6rnegin, tromboz, timor olusumu, pankreatit)
terapotik etkiler gdstermektedir (65). Ik defa 2014°te Origanum glandulosum’dan izole
edilen globoidnan B’nin antiinflamatuvar, antioksidan ve sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlenmistir (56,62,66). Lignan iskeletine bagl bir kafeik asit tetrameri olan rabdosiin’in
anti-HIV, antialerjik, hiyaliironidaz ve B-heksosaminidaz inhibitér aktiviteler gosterdigi
bildirilmistir (58).

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyip bu maddelerin
meydana getirdigi hasarlar1 Onleyerek detoksifikasyonunu saglamak iizere viicutta gorev
alan maddelerdir. Antioksidanlar serbest radikalleri temizleyip hiicre hasarini engellerler
(67). Domates (Lycopercium esculantum), kayist (Prunus armeniaca), elma (Malus

domestica), ¢ay (Camellia sinensis), tiziim (Vitis vinifera), sarimsak (Allium sativum), kiraz
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(Prunus avium), sogan (Allium cepa), incir (Ficus carica) antioksidan i¢eren bitki tiirlerine
ornek verilebilir (68).

Pankreatik lipaz, bagirsaktaki diyet yaginin pargalanmasindan sorumludur. Bu diyet
yaglar1 parcalandiktan sonra bagirsak tarafindan emilir. Bu yiizden pankreatik lipaz diyet
triagilgliserollerinin monaoagilgliserollere sindirimi i¢in 6nemli bir enzimdir. Bagirsakta
emilen yag miktar1 pankreatik lipazlarin inhibisyonuyla azalacagindan pankreatik lipaz
inhibitorleri obezite i¢in umut vadeden tedavi yaklasimlari arasindadir (69). Orlistat,
sistemik olmayan, potent bir gastrik ve panreatik lipaz inhibitériidiir. Amerikan Gida ve Ilag

Dairesi (FDA) tarafindan onayli anti-obezite amaciyla kullanilan bir ilagtir (70).

Bu calismada, T. orientalis toprak alti kisimlarindan hazirlanan TOK-M, TOK-K,
TOK-EAC, TOK-S'nin ve izole edilen bilesiklerin pankreatik lipaz inhibisyonu ve
antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. Pankreatik lipaz inhibisyon deneyinin
sonuglarina gore ekstrelerin ve bilesiklerin orlistattan daha az aktif oldugu ve TOK-S'nin en
yiiksek lipaz inhibitor aktiviteyi gosterdigi ortaya ¢cikmistir. TOK-EAC nin, TOK-S'ye yakin
bir ICso degerine sahip oldugu belirlenmistir. Tiim izole edilen bilesiklerin lipaz enzimini
inhibe ettigi ve rosmarinik asidin diger bilesiklere gore daha etkili oldugu saptanmistir. Bu
aktivite sonuglari, alt ekstrelerden izole edilen ve diger bilesiklerin sinerjik etkisinden
kaynaklaniyor olabilir. Rosmarinus officinalis ekstresinin ve rosmarinik asit dahil fenolik
bilesiklerinin pankreatik lipaz inhibisyonunun degerlendirildigi in vitro ¢caligmada ekstrenin
ICso degeri 13.8 pg/mL, rosmarinik asidin 1Cso degeri ise 125.2 pg/mL olarak bulunmustur.
Ekstrenin etkisinin rosmarinik asit ve diger fenolik asitlerin sinerjistik etkisinden
kaynaklanabilecegi one siirilmiistiir (71). Baska bir ¢alismada, rosmarinik asidin yiiksek
lipaz inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir (ICso= 62.8+2.7 uM) ve bu arastirmadaki
bulgular1 desteklemektedir (72).

Bu ¢alismada, antioksidan aktivite sonuglarina gore TOK-EAC’nin diger ekstrelere
gore daha yiiksek aktivite gosterdigi ve TOK-S’nin, TOK-EAC'ye yakin antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Rosmarinik asidin en yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugu gdzlenmistir. Izole edilen bilesiklerin, TOK-EAC ve TOK-S’nin yiiksek
antioksidan aktivitelerinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada, T.
orientalis'in toprak istii kisimlarindan ve koklerinden hazirlanan ekstrelerin yiiksek
antioksidan aktivitesi igerigindeki rosmarinik aside baglanmistir (59). Rosmarinik asidin

serbest radikal stipiiriicli 6zellige sahip oldugu ve oksidatif reaktif oksijen tiirlerine kars1
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etkili oldugu gosterilmistir (64). Bir ¢alismada danshensu'nun serbest hidroksil radikalleri,
stiperoksit anyon radikalleri, DPPH ve ABTS radikallerini C vitaminine kiyasla daha yiiksek
radikal siipiiriicti aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (73). Rosmarinik asit, globoidnan B
ve rabdosiin gibi bilesikler agisindan zengin Symphytum officinale kok ekstrelerinin ve
Symphytum anatolicum'un toprak istii kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin igerdikleri
fenolik asitler nedeniyle yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi rapor edilmistir (62,74).
Rabdosiin, rosmarinik asidin bir dimeridir; disodyum tuzu ise yakin zamanda Boraginaceae
familyasinin baska bir bitkisi olan Alkanna sfikasiana'dan izole edilen yeni bir bilesiktir.
Potansiyel sitotoksik ve antiviral aktiviteler agisindan incelenmistir (33). Rabdosiin’in
antioksidan aktivitesinin globoidnan B ve rosmarinik asitten daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (40). Fenolik bilesiklerin radikal siipiiriicii, metal selatér ve hidrojen dondr
ozellikler gosterdigi bilinmektedir (75). T. orientalis’in igerdigi fenolik bilesikler sayesinde

yiiksek antioksidan ve antilipaz aktivite gosterdigi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, ¢alismamizda T. orientalis’in toprak alti kismindan 4 bilesik izole
edilmistir. izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilar1 IH-NMR, ¥C-NMR, 2D-NMR ve MS
spektral yontemleri kullanilarak aydimnlatilmistir. Metanol ekstrelerinden hazirlanan etil
asetat alt ekstresinden rosmarinik asit, arta kalan su alt ekstresinden danshensu, globoidnan
B ve rabdosiin izole edilmistir. CUPRAC ve FRAP yontemleriyle yapilan antioksidan
aktivite tayinine gore rosmarinik asidin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu, ekstreler arasinda
ise TOK-EAC’nin daha etkili oldugu belirlenmistir. Pankreatik lipaz inhibisyon sonuglarina
gore ekstrelerin ve izole edilen bilesiklerin aktivitelerinin orlistata gore zayif oldugu
gozlenmistir. TOK-S ve TOK-EAC’nin birbirine yakin ve en yiiksek lipaz inhibitor
aktiviteleri gosterdigi, rosmarinik asidin diger izole edilen bilesiklere gore daha etkili oldugu

belirlenmistir.

Bu ¢alismanin sonucuna gore T. orientalis’in ve izole edilen bilesiklerinin yiiksek
antioksidan ve pankreatik lipaz inhibitor aktivitesi nedeniyle obezite ve obezite kaynakli
komplikasyonlarin tedavisinde umut verici bir dogal terapotik olabilecegi sonucuna
varilmigtir. Tez ¢alismamizin sonuglari, T. orientalis 'in terapotik potansiyelini belirlemek

amaciyla yapilacak ileri caligmalar igin yol gdsterici olabilir.
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