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OZET

Ferulago tirleri, aromatik (kokulu) c¢icekli bitkiler familyalarindan biri olan Apiaceae
(=Umbelliferae) familyasina ait bitkilerdir. Ferulago ve yakin tiirleri <’Caksir’’, “’Cagsir’” otu
olarak bilinmektedir; halk arasinda sinir sistemini yatistirici, gaz soktiiriicii, kurt diistirlict ve
ayrica kokleri afrodizyak olarak kullanmilmaktadir. Uzerinde ¢alisilan Ferulago blancheana
Post, endemik bir tir olup Kahramanmaras Baskonus’ta yetismektedir (C6 Karesi). Ferulago
blancheana bilim diinyasina 1888 yilinda Boissier’in "Flora Orientalis Supplementum" adli
eserinde tanitilmigtir.

Diinyada ve Tirkiye’de bugine kadar Ferulago tiirlerinin daha ¢ok ugucu yaglar1 ve bazi
aktiviteleri lizerine ¢alisilmistir. Ferulago tiirlerinin izolasyon ve diger metabolitleri {izerine
yapilan c¢alismalar olduk¢a az olmakla beraber Ferulago blancheana sekonder
metabolitlerinin izolasyonu, antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri bakimindan ilk defa
tarafimizdan ¢alisilmaktadir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Ferulago blancheana bitkisinden sekiz adet bilesik izole
edilmistir. Ilk asamada Ferulago blancheana bitkisinin diklorometan ve etil asetat/metanol
ekstreleri hazirlandi. Bu ekstrelerin toplam fenolik miktarlari pirokatekole ve toplam flavonoit
miktarlar1 kersetine esdeger olarak tayin edildikten sonra antioksidan aktiviteleri lipid
peroksidasyonu inhibisyonu ve DPPH serbest radikal giderim yoOntemleri ile saptanmustir.
Ferulago blancheana bitkisinin diklorometan ve etil asetat/metanol ekstrelerinin ve bu
ekstrelerden elde edilen saf bilesiklerin antikolinesteraz aktiviteleri in vitro Ellman metodu ile
AChE ve BChE enzimlerine karsi belirlendi. Ekstrelerin baglica sekonder metabolitleri
kumarinler ve steroit yapidaki bilesikler izole edilip saflastirildi; bu bilesiklerin yapilari ¢esitli
spektroskopik (NMR, UV) yontemlerle belirlendi.

Anahtar  Kelimeler: Ferulago blancheana; furanokumarin; antioksidan aktivite;

antikolinesteraz aktivite; heraclenol; imperatorin

Bu calisma Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir.

Proje No: 9.2014/17
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SUMMARY

The Ferulago is an aromatic (fragrant) plant, which is a member of one of the flowering plant
families, the Apiaceae (=Umbelliferae). The Ferulago and its similar species is known as the
“giant fennel” (Caksir, Cagsir); it is used by people traditionally to soothe the nervous system,
relieve gas, get rid of worms, and its roots are separately used as an aphrodisiac. The
Ferulago blancheana Post which is currently being worked on, is an endemic species that
grows in Kahramanmaras Baskonus (Square C6). The Ferulago blancheana was first
introduced to the scientific world in Boisser’s work “Flora Orientalis Supplementum” which
was published in 1888.

Until today, in Turkey and the world, the Ferulago species have mostly been worked for their
volatile oils and some activities, in general. The Ferulago species, as well as having very little
work done in terms of its isolation and other metabolites, the Ferulago blancheana is being
worked on for the first time in terms of its volatile oil, isolation, and the use of secondary
metabolites.

In this thesis study, eight compounds have been isolated from Ferulago blancheana plant. In
the first stage, the Ferulago blancheana plant’s dichloromethane and ethyl acetate /methanol
extracts were prepared. After the total phenolics amount and the total flavanoids amount were
accounted to as equal to quercetin, and antioxidant activities were detected by inhibition of
lipid peroxidation and DPPH free radical scavenging methods. Dichloromethane and ethyl
acetate/methanol extracts of Ferulago blancheana and the anticholinesterase activities of the
pure compounds isolated were identified using the Ellman method against the AChE and
BChE enzymes. As the main secondary metabolites of the exracts coumarins, and five
furanocoumarin, and two steroids structure isolated and purified; their structures were

identified using spectroscopic (NMR, UV) methods.

Keywords: Ferulago blancheana; furanocoumarin; antioxidant activity; anticholinesterase

activity; heraclenol; imperatorin

This research was supported by the Scientific Research Unit of Bezmialem Vakif University.
Project No: 9.2014/17

XV



1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Tibbi bitkiler insanligin varolusundan bu yana halk arasinda ¢esitli biyolojik aktiviteleri
nedeniyle bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan materyallerdir, aktiviteleri sayesinde tedavi
amagli kullanilan bitkiler arasinda Ferulago tiirleri de yer almaktadir. Ferulago bitkileri tlr
farki gozetilmeksizin halk arasinda “gaksir otu” olarak bilinir ve kokleri afrodizyak olarak
kullanilir. Aromatik kokulu bitkileri kapsayan bir ¢igekli bitkiler familyasi olan Apiaceae
(Umbelliferae) familyasinda yer alan Ferulago W. Koch. cinsi diinyada 49 tur ile temsil
edilir. Bunlardan 34’i iilkemizde de yetigsmektedir. 19 tiir ise sadece ililkemizde yayilis
gostermektedir, yani endemiktir. Ferulago tirlerinin kimyasal yapis1 gerek yurt dis1 gerekse
yurt icindeki bazi calisma gruplar tarafindan incelenmektedir. Uzerinde ¢alisilan Ferulago
blancheana bitkisi Tlrkiye’ye endemik bir turdir. Ferulago turlerinin sekonder metabolitleri
baslica kumarinler olmak {izere fenolik bilesikler ve diger sekonder metabolitlerdir.

Bu tez ¢alismasinda daha once kimyasal olarak calisiilmamis endemik bir tiir olan Ferulago
blancheana bitkisi Kahramanmaras Baskonus’tan toplanarak toprakiistii kisimlarindan
diklorometan ve etil asetat /metanol ekstreleri hazirlanmus, igerdikleri sekonder metabolitler;
bergapten, 8-Methoxy-oxypeucedanin hydrate, heraclenol, imperatorin, byakangelicin,
isoscopoletin, stigmasterol ve RB-Sitosterol ¢esitli kromatografik yontemlerle (prep. TLC,
kolon kromatografisi) izole edildikten sonra saflastirilmistir. Saf bilesiklerin yapilari
spektroskopik yontemlerle (NMR, UV) aydilatilarak, bu bitkilerin gerek ekstreleri, gerekse
saf bilesikleri antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri igin in Vvitro incelenmistir.

Oksidasyonun, kanser ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi ve hatta yaslanma ile ilgili pek ¢ok
hastalik (Alzheimer vb. hafiza kaybi ve bunama ile birlikte seyreden) da 6nemli bir rol
oynadig1 bilinen bir gercektir. Tez ¢alismamda bir BAP projesi ¢ercevesinde arastirdigimiz
Ferulago tiiriiniin antioksidan ve antikolinesteraz etkili bilesiklerinin izolasyonu ve yap1
tayini g¢ercevesinde antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteden sorumlu bilesiklerini elde
etmeyi hedefledik. Elde edilen ekstre ve saf bilesiklerin incelenerek ila¢ olma

potansiyellerinin aragtirilmasi amaglanmis ve ¢aligmalar bu yonde gerceklestirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Botanik Bilgiler

2.1.1 TUriun Sistematikteki Yeri

Bolim . Spermatophyta

Alt bolim : Angiospermae

Sinif : Dicotyledone

Takim : Apiales (Umbellflorae)
Familya : Apiaceae (Umbelliferae)
Cins . Ferulago W. Koch

Tar : Ferulago blancheana Post

2.1.2 Apiaceae (Umbelliferae) Familyasi

Apiaceae familyas1 karakteristik 6zellikleriyle kolaylikla ayirtedilebilen 455 cins ve 3600-
3751 arasinda degisen tiire sahip genis bir familyadir [1]. Iliman yiiksek kesimlerde yaygin
olmasi ve tropikal enlemlerde nadiren bulunmasina ragmen familya iiyelerine diinyanin ¢ogu
yerinde rastlanilmaktadir, {i¢ alt familyaya ayrilmistir; Apioideae her iki yarikiirede de
bulunan en biyik alt familyadir, fakat Kuzey Yarikiire’de daha fazladir. Hydrocotyloideae ise
cogunlukla Giiney Yarikiire’de bulunmaktadir. Saniculoidaeae her iki yarikiirede de bulunur,
Giiney Yarikiire’de daha fazladir [2].

Apiaceae familyas: Tiirkiye’de 100 cinsle temsil edilen tiglincii biiyiik familyadir, tiir sayisi
acisindan ise 478 tiirle sekizinci sirada yer alir. Bu tiirlerin yaklasik %30’u endemiktir [3].

Bir, iki veya c¢ok yillik otsu nadiren yar1 ¢alimsi veya calimsi bitkilerdir, ayrica dikenli tiirler
de bulunmaktadir. Internodyumlarin ici bostur, stolonludurlar, bazen tirmamicidirlar.
Yapraklar tabanda rozet seklinde toplanmustir, alternan ve genellikle pargalidir (ternat veya
cok parcali pinnat) ve stipula yoktur. Bazi cinslerde tam olan yapraklar bulunur, paralel
damarlanma gdstermeleri nedeniyle monokotilleri andiranlar da vardir. Petiolleri genellikle
genistir ve tabanda okrea mevcuttur. Cigek durumu genellikle birlesik umbella nadiren basit
umbella (semsiye) goriiniimiindedir. Cigekler epigin, tek eseyli veya hermofrodittir. Sepaller

kiigiik veya eksik, petaller tepede geriye kivrik bes adettir. 5 adet stamen, ovaryum 2 bazen
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tek karpelli her gozde birer oviillii ve 2 stilus tagiyan genellikle renkli nektar tasiyan bir boliim
bulunur. Meyveleri kuru, olgunlukta iki merikarpa sahip, her merikarp genellikle 5 birincil
cikint1 (kosta), bazen bunlarin arasinda da 4 tane ikincil kosta bulunur. Cikintilarin arasinda,
cikintilarin kendisinde ya da tim meyvede regine veye salgt kanallari bulunur. Polenleri
bocekler yoluyla yayilir; umbellalarda distaki ¢icekler bazen sekil ve biiylikliikk yoniinden
farkli olabilirler, bu nedenle polenlemeyi saglayan bocekler igin ¢ekici olurlar [4].

Apiaceae familyas1 bitkilerinin ayirt edici taksonomik 6zellikleri sunlardir:

* Umbellalarin sayis1 ve uzunlugu

* Cigek rengi

» Govdenin alt kisminda kalan fibrilli kalintilar

* Meyve sekli, iizerindeki girinti (valekulum) ve ¢ikintilar (kosta) ve salgi kanallar

* Brakte ve brakteollerin sekli ve bulunup bulunmadiklari

* Yaprak boyutlari, yapraklarin parcalanig sekilleri, yaprak tabaninda bulunan okrea

Apiaceae familyast bitkileri tasidiklar1 recine, zamk, ugucu yag ve miisilaj karisimlari
nedeniyle genellikle kendilerine has bir kokuya sahiptirler. Bu karisimlar bitkinin 6zellikle
petiol, yaprak, meyve, govde ve koklerinde bulunan salgi kanallarinda yer almaktadir [5]. Bu
familyaya ait tilirler diinyanin g¢esitli bolgelerinde, sitoloji ve bitki kimyas1 alanlarinda yogun
bir sekilde calisilmaktadir. Bu familya, sekonder metabolitler bakimindan oldukca zengindir.
Familyanin birgok cinsinden, kumarin, flavonoit, asetilenik bilesikler, seskiterpen laktonlar ve
ucucu yaglar elde edilmekte ve bu bilesiklerden tibbi ve ekonomik acidan genis dlciide
yararlanilmaktadir [6,7]. Diinyada bugiine kadar yapilmig arastirmalar sonucunda, Apiaceae
familyasina ait ugucu yaglarda 760 adet farkli bilesigin mevcut oldugu bildirilmistir. Bu
bilesikler; monoterpenler, seskiterpenler, terpen aldehit esterleri, fenilpropan tiirevleri, non-
terpenik alifatik bilesikler, asetilenik bilesenler, fitaldehitler ve tiirevleri, kiikiirtlii bilesikler,
azot igeren bilesikler olarak gruplandirilmigtir [7,8]. Apiaceae familyasinda Aethusa cynapium
L., Cicuta virosa L. ve Conium maculatum L. gibi zehirli tirler bulunurken, Anethum
graveolens L., Apium graveolens Linn., Ammi visnaga (L.) Lam., Daucus carota L.,
Foeniculum vulgare Miller, Carum carvi L., Pastinaca sativa L., Coriandrum sativum L.,
Petroselinum crispum (Miller) A. W. Hill. Ve Pimpinella anisum L. gibi baz tiirleri tibbi
bitki, gida ve baharat olarak kullanilir. Apiaceae familyasi liyeleri diinyada ekonomik dneme

sahip bitki gruplarindandir. Ozellikle besin kaynagi ve hayvan yemi seklinde kullanilirlar.



Park ve bahgelerde siis bitkisi olarak kullanilan tiirleri mevcuttur. Icerdikleri ugucu yaglar,
alkaloidler ve regineler nedeniyle tipta ve kozmetikte yaygin kullanim alanlarina sahiptirler.
Apiaceae (Umbelliferae) familyasinda yer alan bitki tiirlerinin basta gastrointestinal sistem
olmak {izere koroner, solunum, dolasim ve {rogenital sistemler Uzerinde tedavi edici
etkilerinin oldugu bilinmektedir [1,8]. Ayrica bu etkilerinin yaninda antispazmodik,
afrodizyak, uyarici, sedatif ozelliklere sahip olduklari pek ¢ogunun da yaralar icin topikal
uygulamalarda; haslanma, yanma, bdcek sokmalari, 1siriklar ve deri dokiintiilerinde
kullanildiklart bilinmektedir. Bunlarin yanisira bu familya bitkilerinin kellik, higkirik ve
sigillere iyi geldigi, akil hastalar1 ve alkol bagimlilar1 {izerinde etkili oldugu tespit edilmistir
[9].

Tez konusu olan Ferulago blancheana’ nin dahil oldugu Apiaceae familyasina ait bazi

bitkilerin halk arasinda ilag olarak veya diger kullanim amaglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

*Ammi visnaga (Dis otu); drog koroner ve miyokardiyal sirkilasyon yetmezliginde pozitif
inotrop rol oynar. Duz kaslar Gzerinde antispazmodik etkilidir. Ammi visnaga’nin ana etkin
maddesinden (kellin, kimyasal sentezi yapilmaktadir) hazirlanan tablet ve enjeksiyon
formunda preparatlar vazodilator etkisinden dolayir anjina pektoris ve bronsiyal astimda
kullanilmaktadir. Drogdan elde edilen kellin, vitiligo gibi bazi cilt hastaliklarinin PUVA
tedavisinde oral ve topikal yoldan kullanilir [10]. Meyveleri asirlardir Tiirkiye’nin de iginde
bulundugu Yakin Dogu iilkelerinde mesane taglarini diisirmek i¢in kullanilmistir. Drog idrar
arttirici, Oksiirlik kesici, gaz soktiiriicli, tas ve kurt diisiiriicii etkilerinden dolayr da

kullanilmaktadir. Cigek durumu saplari ise kiirdan olarak kullanilir [11].

«Centella asiatica (Gotu kola); kurutulmus toprak iistii kisimlar1 yara, yanik ve gesitli cilt
hastaliklarinin tedavisi ile keloid ve hipertrofik yara izlerinin Onlenmesinde ve venoz
yetmezlikte etkilidir. Kiitanoz deri enfeksiyonlarinda, lepréz ilser tipi yaralarda ve ameliyat
sonras1 sikatrizasyon olusumunda topikal olarak kullanilir Centella asiatica’nin triterpen

fraksiyonunun vendz yetmezlik tizerine faydali oldugu belirlenmistir [10].

sDaucus carota ( Havug); Fructus Dauci carotae adi ile bilinen drog, Daucus carota subsp.
sativus tliriiniin olgun meyveleridir. Drog midevi, gaz soktiiriicii, idrar artirici, kurt diisiiriici,

adet getirici, gebeligi oOnleyici (Diyarbakir bolgesi) ve cinsel gilicii artirici olarak
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kullanilmaktadir. Ayrica yabani bitkilerin geng siirgiinleri de sebze olarak yenilmektedir [11].
Havug yapraklari, yiiksek miktarda igerdigi porfirinlerden dolayr gonadotropik hormonu
salgilatan hipofiz bezini stimlle etmektedir. Antihelmentik ve antimikrobiyal etkileri de
bulunmaktadir. Igerdigi pektinden dolayr konstipasyona neden olmaktadir. Ugucu yagi
bakterisidal etkilidir. Pediatriklerde tonsillit, beslenme bozukluklar1 ve hazimsizlikta bir gida
ajan olarak kullanilmaktadir. Geleneksel tipta idrar kesesi kum ve taslarina karsi, sistit,

idrarda {irik asit ve tiratlarin arttigi durumlarda kullanilmaktadir [10].

sFoeniculum vulgare (Rezene); bitkinin meyveleri midevi, gaz soktiiriicii ve siit arttirici;
yaprag1 yara iyi edici; kokii ise idrar arttirici olarak kullanilmaktadir. Meyvelerden hazirlanan
%?2’lik inflizyonu ozellikle siit ¢ocuklarinda gaz olusumunu Onlemek yoniinden etkilidir.
Ayrica bitkinin geng yaprakli gdvdeleri gida olarak tiiketilmektedir [11]. Ozellikle bebeklerde
ve kiiciik cocuklarda gaz ve kolik tarzindaki gastrointestinal agrilarda ¢ay1 halinde kullanilir.
Anetol ve fenkon sekretolitik etkiye sahiptir. Solunum sisteminin soguk alginligi, oksiiriik
gibi sikayetlerinde sekretolitik ve ekspektoran etkisi nedeniyle ¢ayr halinde kullanilir. Ayrica
rezene meyvesi karminatif ¢ay karigimlar icin ¢ok iyi bir tat diizelticidir [10]. Bunun yaninda

parfiimeri, ¢esnicilik, likor, sabun ve ekmek sanayiinde kullanimi mevcuttur [9].

*Pimpinella anisum (Anason, Mesirotu); Tiirkiye’de halk arasinda gaz soktiiriicii, istah agict,
stit arttiric1 ve uyku verici olarak kullanilmaktadir. Ekspektoran, hafif spazmolitik, karminatif
ve antibakteriyeldir. Dahilen hafif spazmli gastrointestinal sikayetler ve epigastrik siskinlik
gibi baz1 dispeptik rahatsizliklarin semptomatik tedavisinde ve iist solunum yolu
infeksiyonlarinda kullanilir. Kuvvetli 6zel bir kokusu ve baharli bir lezzeti vardir. Bazi
ickilerin yapiminda kullanilir. Anason esansi bir sinir sistemi uyaricisidir. Birgok ilacin i¢ine

koku verici olarak konulur [10].

sFerula elaochytris Korovin (Caksirotu); bu bitkinin kokleri toz edilip bal ile karistirildiktan
sonra cinsel giicli arttirict olarak kullanilmaktadir. Antakya bolgesinde bu drogun kisirliga
kars iyi geldigi ve bunun yapraklarini yiyen hayvanlarin ikiz dogurdugu iddia edilmektedir.
Ferula tiirlerinin yapraklari, kurutulduktan sonra “’Heliz’’ veya “’Helizan’’ ismi altinda,

Dogu Anadolu bolgesinde hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir. Yapraklar: suda haslanip



aciliklar1 giderildikten sonra, gida olarak kullanilir; yumurta ile pisirilerek tuketilir veya
tursusu yapilir [11].

Balikesir’in Edremit il¢esinde Ferulago trachycarpa olgun meyveleri toplanip kurutulduktan
sonra, Ogiitiiliip toz haline getirilerek kimyon otu ismiyle baharat olarak kullanilmaktadir
[1,8].

2.1.3 Ferulago W. Koch Cinsinin Genel Ozellikleri

Ferulago tiirleri c¢ogunlukla Akdeniz iilkelerinde yayilis gostermekle beraber, Kuzey
Yarikiire’de, Avrupa, Asya ve Afrika’da dagilmistir. Diinyada 49 tiirii yetismektedir.
Ulkemizde 34 tiirii vardir ve bunlardan 19 tanesi endemiktir, endemizmin bu kadar yiiksek

olusu Anadolu’nun Ferulago cinsinin gen merkezi oldugunu diigiindiirtmektedir [1].
Ulkemizde yetisen Ferulago tirleri ve bu tiirlerin endemik olanlar1 asagida belirtilmistir:

1- Ferulago galbanifera (Miller) W.Koch.

2- F. latiloba Schischkin (E)

3- F. sandrasica Pesmen & Quezel (E)

4- F. humilis Boiss. (E)

5- F. macrosciadia Boiss. & Bal. (E)

6- F. isaurica Pesmen (E)

7- F. autumnalis Thieb.

8- F. pauciradiata Boiss. (E)

9- F. aucheri Boiss.(E)

10- F. asparagifolia Boiss.

11- F. cassia Boiss.

12- F. amani Post

13- F. setifolia C. Koch

14- F. stellata Boiss.

15- F. bernardii L. Tomkovich & M. Pimenov

16- F. longistylis Boiss. (E)



17- F. platycarpa Boiss. & Bal. (E)
18- F. thirkeana (Boiss.) Boiss. (E)
19- F. sylvatica (Besser) Reichb.

20- F. syriaca Boiss.

21- F. mughlae Pegsmen (E)

22- F. macrocarpa (Fenzl) Boiss.
23- F. silaifolia (Boiss.) Boiss. (E)
24- F. confusa Velen.

25- F. angulata (Schlecht.) Boiss.
26- F. blancheana Post (E)

27- F. pachyloba (Fenzl) Boiss. (E)
28- F. trachycarpa Boiss.

29- F. bracteata Boiss. & Hausskn. (E)
30- F. antiochia Saya & Miski (E)
31- F. kurdica Post (E)

32- F. idaea Ozhatay & Akalin (E)
33- F. trojana Akalin & Pimenov (E)
34- F. glaerosa Kandemir & Hedge
(E) = Endemik tdrler [12].

Ik defa 1824°de Ferula’dan ayrilan Ferulago cinsinin deskripsiyonunu yapan Koch yeni cins
icin iki tiiri segmistir. Ferulago nodiflora (L.) Koch ve Ferulago thyrsiflora (Sibth. Et Smith)
Koch. Pimenov ve Tomkovich F. thirsiflora’y: lektotip olarak segmenin ilk deskripsiyona ve
nomenklatire daha uygun oldugunu diisiinmektedirler. Ferulago tiirlerinde ilk siniflandirmay1
E. Boisser yapmis ve cinsi 2 seksiyona ayirmistir. H. Pesmen Tiirkiye ve Dogu Ege Adalari
Florasi’'nda Tiirkiye’de yetisen Ferulago tiirlerini 2 seksiyonda incelemistir. Genel olarak
Ferulago tiirlerini ayirt edici Ozellikler; yaprak dis hatlarinin sekli, foliol loplarinin sekli,

¢icek durumu seklindedir [1].



Ferulago tiirleri koklerinde ve meyvelerinde ugucu yag-regine-zamk karisimindan olusmus
salgi maddeleri tasidiklarindan kendilerine 06zgii kokular1 vardir. Kullaniglar1 ve etkin
maddeleri halk arasinda ayni adla bilinen Ferula tirleri ile benzerdir. Ferula L., Ferulago W.
Koch, Prangos Lindley cinslerinin turleri genel olarak “’Caksirotu’’ adiyla tanmnirlar ve

kullanim amaglar1 aynidir.

Ferulago tiirlerinin sekonder metabolitleri baslica kumarinler olmak tizere fenolik bilesikler
ve diger sekonder metabolitlerdir. Eski caglardan beri Ferulago tiirleri, halk arasinda
sakinlestirici, tonik, sindirime yardimci, karminatif ve afrodizyak olarak kullanilmaktadir

[13].

2.1.4 Ferulago blancheana Post

F. blancheana uzun boylu, kuvvetli ¢ok yillik bitkilerdir. Govdesi 100-200 cm uzunlugunda,
oluklu ve kdoselidir. Yapraklar1 4-5 pinnat, 50-60 x 50-60 cm ve tiiysiizdiir; loplari linear-
filiform, (5-)10-35(-70) mm’dir. Cigek durumu thyrsoid-panikulat, 1sinlar 10-15 adet, 1-2(-4)
cm’dir. Brakteler triangular-lanseolat, membranimsi, 5-7 mm; pediseller 3-5 mm; brakteoller
3-6 mm’dir. Merikarplar eliptik, 9-13 x 5-7 mm, dorsal kostalar dar kanatli, lateral kanatlar 1

mm genisliginde; dorsal vittalar 12-14, komissural vittalar 6 adettir.

Tip 6rnegi C6 — Kahramanmaras Ahir Dagi’ndan toplanmistir. Sekil 2.1.°de F. blancheana’
nin Tirkiye’deki yayilisi goriilmektedir. Cigeklenme ddnemi Temmuz-Agustos olan F.
blancheana, alpin yamaclarda bulunur. Endemik bir tirddr ve sadece tip koleksiyonundan
bilinir. F. thyrsiflora’ya benzer fakat uzun yaprak loplariyla ve biiyiikk merikarplariyla bu
tirden ayrilir [14].

F. blancheana bilim diinyasina 1888 yilinda Boissier’in "Flora Orientalis

Supplementum” adl1 eserinde tanitilmustir.
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Sekil 2.1. F. blancheana’ nin Tirkiye’deki yayiligi [15].

2.2 Ferulago Tiirlerinin Halk Arasindaki Kullanilisi

Ferulago tiiriniin en ¢ok yetistigi yerlerden biri olan Anadolu’da, Ferulago ve yakin tiirleri
olan Ferula L., Cachyrs L., Glaucosciadium Burtt & Davis ve Prangos Lindl. tirleri fark
gbzetilmeden yoresel isimleri olan ‘Caksirotu’, ‘Caksir’ ya da ‘Cagsir’ olarak bilinir ve bu
bitkilerin kokleri halk arasinda afrodizyak olarak kullanilmaktadir [16].

F. trachycarpa Bozkir’da (Konya) kisnis, kuzukisnisi, kurtkulagi, kuzubasi, kuzukemirdi,
kuzukulagi isimleri ile taninmakta ve salata olarak yenmek iizere halk pazarlarinda
satilmaktadir [1-8].

*F. trojana’nin Canakkale’nin Can ilgesine baghh Alankdy’de ve Kumarlar Koéyi’nde
antihemoroidal olarak kullanildig: bilinmektedir [5].

*F. confusa Salgamlhi Koyii’nde (Tekirdag-Hayrabolu) sarigicek ismiyle taninmakta ve
antidepresif olarak ayrica da dil tutulmalarinda kullanilmaktadir [1].

*F. sylvatica’dan hazirlanan ¢ay Bulgaristan’da halk ilact olarak hemoroitlerin tedavisinde
kullanilmaktadir [1].

2.3 Ferulago Tiirleri ile Yapilan Kimyasal Arastirmalar

Hazirlik asamasinda yapilan literatiir taramalarinda ¢alisma konusunu olusturan Ferulago
cinsi ile ilgili bugiine kadar tilkemizde ve diinyada daha ¢ok ugucu yaglari ve bazi aktiviteleri
tizerine ¢aligildig1 goriilmiistiir. Tez konusu olan Ferulago blancheana iizerinde yapilmis ¢ok

az botanik ¢alisma olup, kimyasal ¢aligma ise hi¢ yapilmamistir. Ferulago turlerinin diger
11



sekonder metabolitleri lizerine yapilan ¢aligsmalar ise olduk¢a az sayidadir. Bu g¢alismalar

asagida belirtilmistir:

fran’in batisindan toplanan Ferulago carduchorum bitkisinden elde edilen ucucu yag ile
antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik, larvisidal aktivite g¢alismalart yapilmistir. Ugucu
yagda tespit edilen 43 bilesenin ¢ogunlugu monoterpenlerden olusmaktadir (84,63%).
Ferulago carduchorum ugucu yagi Candida albicans’a kars1 belirgin bir etki gostermistir.
Ayrica AChE’i inhibe ederek; T47D, HEP-G2 ve HT-29 hiicreleri tizerinde yuksek sitotoksik
etki gostermigtir [17].

Mart 2012 iran’da toplanan Ferulago angulata yapraklarinin heksan ekstresinin meme
kanserinden sorumlu hicrelerden biri olan MCF7 hicresi apoptozisi Uzerinde indukleyici
etkisi oldugu belirlenmistir. Ferulago angulata bitkisinden izole edilen polycerasoidinin;
mRNA’daki degisiklikler ve caspase aktivasyonu yoluyla meme kanseri hiicrelerinde

mitokondriyal bagimli apoptozisi indiikledigi tespit edilmistir [18].

Ferulago campestris ile yapilan bir ¢aligmada koklerinin etil asetat ekstresinden izole edilen
daucane esterleri, kumarinler ve fenoliklerin olas1 antiproliferatif etkileri arastirilmis, sonucta
bazi daucane esterlerinin insan tiimor hiicre hattina kars1 ortalama bir antiproliferatif aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Italya’dan toplanan bitkiden elde edilen daucane esteri DE-17
glikoprotein  Pg-p’nin yiksek seviyelerini eksprese ederek, secilen hiicre hatlarinda

antiproliferatif etkiyi indiiklemistir [19].

fran’da Chavir olarak bilinen Ferulago angulata yaprak ve ciceklerinin ekstresinin insan
adenokarsinoma mide hiicre hattt {izerindeki sitotoksik ve proapoptotik aktivitesi
arastiritlmistir. Antioksidan etkilerinden dolayr bu bitkinin ekstresinin kanser hiicreleri
Uzerinde apoptozis Ozellikleri indiikleyici kemopreventif ajan olmaya aday bir drog oldugu

sonucuna varilmistir [20].

Ferulago asparagifolia’dan ostenol (osthenol) ve prantsimgin kumarinleri ile ramnetin
(rhamnetin), izoramnetin (isorhamnetin) ve rutin flavonoidleri izole edilmistir. Bitkinin

etilasetat ekstresinin aegelinol, 3'-senesioylaegelinol (=grandivittin), 3'-angeloylaegelinol
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(=agasillin), prantsimgin, 8-metil prantsimgin ve umbelliferon icerdigi, metanol ekstresinin
ise; rutarin, klorojenik asid, 3,5-di-(E,E)-kaffeoilkuinik asid ve (-)-angelikoidenol-2-O-p-
apiofuranosil-(1—6)-p-glukopiranosid igerdigi tespit edilmistir [21].

Ispanya’dan toplanan Ferulago capillaris’in benzen ekstresinin; bergamotin, ostol (osthol),
izoimperatorin, (x)oksipeusedanin, alatol (=tert-O-metilprangol), (-)-pranferol, (x)-prangol,
prantsimgin, (+)-senesioylprangol, (-)-(2'S,3'R)-3'senecioyloksimarmesin, (+)-(2'S,3'R)-3'-
hidroksi prantsimgin, (+)-2"-senesioyloksimarmesin hekzan ekstresinin ise bergapten,
bergamotin, izoimperatorin, (%)-oksipeusedanin  (oxypeucedanin), 8-(1,1-dimetilallil)
bergaptol, (-)-prantsimgin, (-)-izovalerilmarmesin (isovalerylmarmesin) kumarinlerini igerdigi

belirlenmistir [22].

Sicilya’dan toplanan Ferulago campestris bitkisinin agasillin (agasyllin), grandivittin,
aegelinol benzoat ve felamidin kumarinlerini icerdigi tespit edilmistir [23]. izole edilen
aegelinol ve agasillin i¢in yapilan antibakteriyel test sonucunda 9 ATCC’ye kars1 aktif
olduklari belirlenmistir [24].

Ferulago subvelutina koklerinin etilasetat ekstresinden alti kumarin; ostol, oksipeusedanin,
ksantotoksin, isoimperatorin, oksipeusedanin hidrat, meranzin hidrat ve bir sterol beta-

sitosteril linoleat izole edilerek antioksidan aktivitelerine bakilmistir [25].

Turkiye’de Ferulago tiirleriyle yapilan fitokimyasal g¢alismalar olduk¢a azdir. Ferulago
aucheri ile yapilan ¢alismada; kloroform ekstresinin ostenol ve izoramnetin 3-galaktozit ve 6-
hidroksiapigenin 6-metil eter flavonoidleri, prantsimgin kumarinleri, 1-asetilhidrokinon 4-

galaktosit ve kuinol monoasetat aromatik bilesiklerini igerdigi belirtilmistir [26].

Ferulago isaurica’nin  4'-O-benzoyl rutaretin,  4'-O-3-metil-2-butenoil  rutaretin
furanokumarinleri ve prantsimgin, felamidin, bergapten, ksantotoksin (xanthotoxin) ve
izoimperatorin kumarinlerini icerdigi tespit edilmistir [27]. Yapilan diger bir arastirmada
Ferulago isaurica’nin felamedin (1.51) ve prantsimgin (1.17) miktarlar1 belirlenmistir [28].
Ayni ¢alismada Ferulago syriaca igin felamedin (1.68) ve prantsimgin (0.91) miktarlar1 da

belirlenmistir [28].
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Yapilan bir ¢alismada, Nevsehir’den toplanan Ferulago platycarpa metanol ekstresinin bir

furanokumarin olan prantsimgin (prantschimgin) igerdigi gortilmiistiir [29].
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Cizelge 2.1. Ferulago tiirleri ile yapilan ugucu yag ve aktivite caligmalari

Bitki Ad1 Yetistigi Yer | Ucucu Yag ve Ana Bilesenleri Ak?;\i’i‘;:eo“k
(2)-B-ocimene (43.3%); Sitotoksik
Ferulago carduchorum | Iran a-pinene (18.23%); Larvisidal, [17]
bornyl acetate (3.98%) Antimikrobiyal
. a-pinene (43.10%); Antioksidan,
Ferulago macedonica | Makedonya sabinene (22.78%) Antifungal [30]
limonene (30.9%);
Ferulago capillaris Portekiz a-pinene (35.8%); Antifungal [31]
R-fellandren (6%)
ocimene (30.5%); Antimikrobiyal
Ferulago sandrasica Turkiye carene-3 (27.4%); Antioksi dan}EBZ]
pinen (17.8%)
a-pinen; mirsen; . .
Ferulago campestris Italya y-terpinen; a-humulen Antl[r;?:;( robiyal
spatulenol; karyofillen
2,3,6-trimetilbenzaldehid
Ferulago asparagifolia |  Tirkiye (%38.9); [22]
mirsen (%18.2)
2,3,6-trimetilbenzaldehid
Ferulago asparagifolia | Tirkiye (%42); a-pinen (%11.4); [22]
trans chrysantenyl asetat (%5.2)
a-pinen (%17);
2,3,6-trimetil benzaldehid(%29);
g _ (2)-p-osimen (%16); Antimikrobiyal
Ferulago longistylis Turkiye sabinen (%0); [34]
mircen (%6);
bornil asetat (%4)
limonene (27%);
Ferulago subvelutina Iran a-fellandren (23.1%) [29]
a-pinen (13.3%)
a-fellandren (%24.2);
B- fellandren (%14.9);
Ferulago angulata fran Sg;r:ﬁgn(%)/i;fog) [35]
D-3-karen (6.7);
(2)- B-osimen (%5.8)
Ferulago isaurica a-pinen (31.5);
Turkiye limonen (%24.2); [36]
mirsen(%17)
Ferulago isaurica Tarkiye terpinolen (%42.1);
(meyve kismi) mirsen (%27) [36]
Ferulago syriaca o mirsen (%15.3);
oY Tarkiye 4,6-gua§/adien )(%10.7) [36]
a-pinen (%40.9);
Ferulago phialocarpa | Iran o- fellandren (%14.2); [37]

B- fellandren (%9.6)

15



2.4 Sekonder Metabolitler

Bitkilerde ve diger tiim canlilarda madde aligverisi ve doniisiimii, biyokimyasal reaksiyonlarla
molekiiler ve hiicresel diizeyden itibaren karmagik bir reaksiyon ag1 teskil ederek gerceklesir.
Temel yapi tas1 olarak islev gosteren basit molekiiller primer metabolizma, buradan hareketle
olusan molekiiller ise sekonder metabolizma faaliyetlerini gerceklestirir. Bitki, hayvan ve
insan gibi canlilarda ortak “primer (birincil) metabolit” olarak tanimlanan ve canlilik igin
gerekli olan yapi taslar1 niikleik asitler, proteinler, yaglar ve karbonhidratlardir. Primer
metabolitler organizma icin “olmazsa olmaz” 6zellikteki maddelerdir. Bitkilerin savunma
mekanizmasinda, dis etkilerden korunmasinda ve bitkiler arasindaki etkilesimin
saglanmasinda sekonder metabolitleri 6nemli rol oynarlar [38]. Sekonder metabolitlerin genel
ozelliklert;

» Sadece belirli bir cins/tiire 6zel olabilir, dolayisiyla cins/tiiriin biyokimyasal ¢esitliligi
siirlhidir,

* Molekiillerin yapisal tiirevleri ve stereokimyasal varyasyonlari ise ¢ok sayidadir,

* Biyosentez esnasinda belirli bir zaman ve miktarda olusur,

» Sentezlendikleri yerden farkli 6zellesmis organ, doku veya sistemlerde depolanir (6rn.:
lipofilik maddeler ve ugucu yaglar salgi ceplerinde bulunabilir) gerektigi takdirde ya
sentezlerde kullanilir ya da enerji gereksimini karsilar, seklinde 6zetlenebilir.

Bitkilerde bu ozelliklere sahip organik bilesenler ozellikle ilag yapiminda 6nemli bir yer
olusturmaktadir. Biyosentetik olusumlar1 géz oniine alindiginda sekonder metabolitleri ana
iskeletleri ve olusumlar: itibariyla terpenler, fenolik bilesikler ve flavonoitler ile alkaloitler
olmak Uzere 3 ana grupta smiflandirabilir [39]. Yasamsal faaliyetler igin gerekli olan primer
metabolitlerden (aminoasitler, basit karakterli lipitler ve yaglar, basit sekerler) enzimatik yollarla

sekonder metabolitler olusur. Primer ve sekonder metabolizma yollar1 Sekil 2. 2° de gdsterilmistir

[40].
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2.4.1 Steroitler

Hayvanlarda ve bitkilerde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Kalp glikozitleri, mide ve safra
asitleri, adrenal korteks hormonlar1 ve cinsiyet hormonlari steroit sinifi bilesikler olup; steroitlerin

karakteristik halka yapis1 siklopentanoperhidrofenantren halka sistemidir.

Sekil 2.3. Steroidin ana iskelet yapisi

Bitkisel steroitlerde genellikle, C-3'te OH, C-5'te gifte bag, C-17'de yan zincir bulunur.

C-3'teki OH grubu, halkadaki metil gruplariyla dik a¢1 yaparsa A ve B halkalari cis seklinde
birlesmislerdir. Bu konumdaki OH grubu dizlemin Gstundedir yani g seklindedir. OH grubu metil
gruplarina paralel ise A ve B halkalar1 trans yapida olup OH grubu « seklindedir. Yan zincirin
konfiglrasyonu ise steroitlerde genellikle g seklindedir. B ile C halkalar1 ve C ile D halkalari

genellikle trans birlesirler [41].

HO HO

[-Sitosterol Stigmasterol

Sekil 2.4. Bazi sterol yapilari
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2.4.2 Terpenler

Dogal tiriinlerin en biiylik sinifin1 olusturan terpenler genellikle uzun bitkilerin her bolgesinde
(cicek, tohum, yaprak, kok, gévde gibi), yabani otlarda, yosunlarda, alglerde ve likenlerde hatta
mikrobiyal orijinli bazi boceklerde bile bulunmaktadir [42]. Izopren molekiiliinden olusan

terpenler, karbon sayilarina gore siniflandirilmasi Cizelge 2.2°de belirtilmistir [43].

Cizelge 2.2. Terpenlerin Siniflandirilmasi

Karbon sayisina (n) gore terpenler:

n Adi Bulunusu

10 Monoterpen Ucgucu yaglar /

15 Seskiterpen Ucgucu yaglar, regineler

20 Diterpen Regineler, aci maddeler

25 Sesterterpenler Recineler, aci maddeler

30 Triterpenler Regineler, aci maddeler

40 Tetraterpenler Yesil dokular, kékler, meyveler

100 - Politerpenler Lateksler, kékler Izopren Molekiilii (C5Hg)

Sadece hidrokarbon igeren terpenler bulunabilecegi gibi oksijen i¢eren yani alkol, aldehit, keton
ve asit grubu tasiyan terpenler de ¢ok yaygindir. Oksijen iceren terpenler terpenoitler olarak da
adlandirilirlar [44].

Terpenoitler izopren birimlerinin sayisina gore smiflandirilmaktadirlar. Ruzicka’nin "izopren
Kuralina™ gore tiim terpenik bilesiklerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha

fazlasinin birlesmesiyle meydana gelmistir [45].
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2.4.2.1 Triterpenoitler (Cazo)

Alt1 izopren biriminden olusan karbon iskeletine sahip triterpenler, biyosentetik olarak 30C’lu
asiklik hidrokarbon squalenden elde edilen bilesiklerdir. Cogu alkol, aldehit veya karboksilik asit
tastyan siklik yapilardir. Yiksek erime noktasina sahip, renksiz, optikce aktif ve kimyasal
reaktifliginin kisithligindan yapi1 karakterizasyonu zor olan bilesiklerdir [47].

Triterpenler gercek triterpenler, saponinler, steroitler ve kardiyak glikozitler olmak (izere en az
dort gruba ayrilmaktadir. Bitln triterpenlerin izolasyonu igin temel ayirma teknikleri olarak
genelde kolon ve preparatif ince tabaka kromatografisi, GC ve GC-MS kullanilmaktadir. Yapilari
ise erime noktasi, optik gevirme, NMR, kiitle spektrumu, UV, IR ve X-ray gibi spektroskopik
teknikler ile aydinlatilir [47].

Ursolik asit; R=H, R1i=R2=Me, R3=H

Oleanolik asit; R=R1=H, R2=R3=Me

Virgatik asit; R=0, R1=H, R2=R3=Me
Sekil 2.6. Baz1 triterpen yapilari

2.4.3 Kumarinler

Piron halkasinin benzen halkasi ile kondenzasyon tepkimesi sonucu meydana gelen ve
benzopiranlar olarak bilinen heterosiklik bilesikler iki ana gruba ayrilmaktadir. Birinci grupta
yer alan bu heterosiklik yapiya “kumarin” (coumarin) adi verilmektedir [48]. Kumarinler bir

a-piron halkasinin benzen halkasina kondanse olmasiyla olusan bilesiklerdir.
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GAENS T
a-piron y-piron kumarin
Sekil 2.7. o- piron, y-piron ve kumarin bilesikleri.
8
9 o O
! 2
5 4

Sekil 2.8. Kumarin

Bir y-piron halkasinin benzen halkasina kondanse olmasiyla olusan bilesiklere

“kromon” (chromon) ad1 verilir ve bunlar ikinci grup heterosiklik yapidaki benzopiranlardir
[48].

Sekil 2.9. Kromon

Benzo a-piron grubunun ana bilesigi olan kumarinler serbest halde ilk kez 1822’de Vogel
tarafindan tonka baklas1 (Semen Tonka) adi verilen ve Giiney Amerika’da yetisen Fabaceae
familyasindan Dipteryx odorato (Coumarouna odorato) isimli agacin kurutulmus hos kokulu
tohumlarindan izole edilmis, 1868 yilinda da Perkin tarafindan sentezlenmistir. Elde edilen bu
bilesige bitkinin cins isminden esinlenilerek kumarin adi verilmistir. Kumarinler
Angiospermae boltimu dikotiledon bitkilerde serbest ya da heterozit olarak bulunur. Apiaceae,
Asteraceae, Fabaceae, Moraceae, Rosaceae, Rutaceae, Rubiaceae, Solanaceae ve
monokotillerden Gramineae (Poaceae) ve Orchidaceae familyalarinda kumarinlere
rastlanilmaktadir. Esas olarak yapraklarda sentezlenmesine ragmen, yiiksek miktarlarda
meyvede, daha sonra da kok ve govdede bulunmaktadir [2]. Cogunlukla Dipteryx odorato ve
diger Dipteryx gesitlerinden elde edilmekle birlikte Melilotus alba (Fabaceae), Hierochloe

odorata (Poaceae), Glycyrrhiza glabra (meyankdkii), tatli yonca ve lavanta gibi bitkilerde ve
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visne, cilek, seftali gibi meyvelerde de bulunmaktadir [2]. Bitkilerdeki rolleri korunma ile
ilgili olup bitkiye UV perdeleme etkisi, ¢gimlenme inhibisyonu ve antimikrobiyel 6zellikler
kazandirirlar. Yonca gibi bitkinin yenilebilen kismindaki kumarinler, memelilerde giiglii i¢
kanamalara sebep olabilirler. Bu kesif en sonunda rodentisitlerin (rat zehiri) gelisimine ve
ilgili bilesiklerin de inme tedavisinde ve 6nlenmesinde kullanimina yol agmistir. Ayn1 sekilde
Heracleum mantegazzianum (giant hogweed)’un yaprak dokusunda bulunan i1siga duyarli
bilesik olan 8-methoxypsoralen, deri veya uzun dalga ultraviyole (UV-A 320-380 nm)
radyasyonu temasi ile agiga ¢ikan fitofotodermatit (deri fototoksik inflamatuar erlipsiyonu)
hastaligia yol acar. Ayrica psoralen glinlimiizde basarili bir sekilde, agiz yoluyla tedavi ve
UV-A fototerapi tedavisi karisimiyla cesitli deri hastaliklarinin (egzema, sedef hastaligi)
tedavisinde kullanilmaktadir. Kumarinler ve kumarin tdrevleri antibiyotik, antikoagulan,
antikanser, antienflamatuar, ditretik, vazodilator, dermatolojik, hepatotoksik ve bakteriostatik
biyolojik aktiviteleri sebebiyle Ozellikle biyoloji ve tip alanindaki arastirmalara konu
olmaktadir. Bitkilerde serbest veya glikozitleri halinde yaygin olarak bulunan kumarinlerin in
Vivo olarak bir¢ok tiimor tiiriine karst etkili oldugu, bazilarmin anti-HIV aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir [49].

Kumarin kimyasal yapisindan dolayi, o-hidroksisinnamik asitten tlretilmis bir lakton
grubudur. Kumarin vanilyaya benzeyen giizel kokulu bir madde olup, 6¢zellikle parfimeride
ve pipo titiinleri ile Amerikan tipi tiitiinlerin kokulandirilmasinda kullanilmaktadir. Benzo a-
piron grubunun en yaygin smifi olan kumarinler, giiclii pigmentler olduklart i¢in renkli
bilesikler olarak oldukca yaygin kullanilmaktadirlar. Kumarinler aslinda floresans 6zellik
gosteren bilesikler degildirler. Ancak alkali ¢ozeltileri UV’de yesil renkte floresans verir. 7-
Hidroksi kumarinler, 6rnegin umbelliferon parlak mavi renkte floresan verirken, 6-Hidroksi
kumarinlerin derisik H2SOas disindaki ¢ozeltileri floresans vermez [50]. Kapali formiilii
CoHeO; olan kumarin bilesiginin molekiil agirligi 146.15 g/mol olup; parlak kristal yapili bir
bilesiktir, erime noktas1 68-70 °C’dir. Kloroform, dietileter, etanol ve yaglarda ¢oziiniirken
kaynar suda az, oda sicakligindaki suda ise ¢ok az miktarda ¢oziiniir [51].

Benzo a-piron grubunun en bilinen smifi olan kumarinler, giiglii pigmentler olduklar1 igin
renkli bilesikler olarak yaygm olarak kullanilmaktadirlar. Kumarinler laboratuvarda
sentezlendikten hemen sonra parfiim ve tatlandirici yapiminda kullanilmaya baslanmistir ve o

tarihten beri sanayide parfiimeri kimyasali olarak kullanilmaktadir [52].
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Kumarinlerin kimyasal yapist Strecker ve Fitting tarafindan aydimnlatilmis ve ilk kimyasal
sentezi 1868 yilinda Perkin reaksiyonu ile gergeklestirilmistir [48]. Kumarinler ilk &nce
benzoik asit tiirevi olarak adlandirilmiglarsa da Perkin’in o-hidroksi sinnamik asit ile salisil
aldehiti etkilestirmesi sonucu bir lakton halkasi oldugu tespit edilmistir. Kumarinler ve
tirevleri, kimyasal yapilarindan dolay:r o-hidroksi sinnamik asitin lakton turevleri olarak
adlandirilirken diger yandan; benzen ve 1,2 piron halkasimin etkilesimi sonucu olustugu da
sOylenebilir. Bu nedenle de kumarinler; oksijen igceren heterosiklik bilesiklerin bir tiiriidiir.
Kumarinler kumaron gibi diger heterosiklik bilesiklere de doniistiiriilmesi oldukga kolay olan
bilesiklerdir. Bitkilerden uygun ¢oziciilerle ekstraksiyon sonucu, farkli yontemler

uygulanarak izole edilirler [50].

Kumarinler baglica 6 sinifta incelenebilir [48]:

1. Benzen halkasi lizerinde siibstitiient tagtyan kumarinler

2. Piron halkas: lizerinde siibstitiient tagtyan kumarinler

3. Hem benzen, hem de piron halkasi lizerinde siibstitlient tasiyan kumarinler

4. Benzen halkasina halkal1 yapilarin kondanse olmasi ile meydana gelen kumarinler
5. Piron halkasina halkali yapilarin kondanse olmasi ile meydana gelen kumarinler

6. Dimer kumarinler

2.4.3.1 Benzen halkasi Uzerinde siibstitiient tasiyan kumarinler

Kumarinlerin benzen halkasia farkli siibstitiientlerin baglanmasi sonucu mono-, di-, tri- stibstittie
kumarinler meydana gelmektedir [53]. Mono-sibstitiie kumarinlere umbelliferon ve herniarin
verilebilir. Benzen halkasi tizerinde 2 tane siibstitiient tagiyan kumarinler di-stibstitlie kumarinler
olup, skopoletin ve eskuletin bu gruba 6rnek verilebilir. Genelde bitkilerden elde edilen tri-

stibstittie kumarinlere 6rnek fraksetin ise Fraxinus excelsior’dan izole edilmistir [54].

e

R=H 7-Hidroksikumarin (Umbelliferone)
R=CHj3 7-Metoksikumarin (Herniarin)

RO (@) (6]

Sekil 2.10. Mono-sibstitlie kumarinler
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RO N R=H 6,7-Dihidroksikumarin (Eskuletin)
m R=CH; 7-Hidroksi-6-Metoksikumarin (Skopoletin)
HO o (0]

Sekil 2.11. Di-siibstitlie kumarinler

H3;CO

7,8-Dihidroksi-6-metoksikumarin (Fraksetin)

HO o (e]

OH
Sekil 2.12. Tri-slibstitle kumarin

2.4.3.2 Piron halkasi iizerinde siibstitiient tasiyan kumarinler

Piron halkasinin 3. ve 4. pozisyonuna hidroksil, alifatik veya aromatik gruplarin baglanmasiyla
olusan kumarinlerdir [53]. Ozellikle 3 ya da 4 numarali karbon atomunda fenil grubu iceren

kumarinlerin antioksidan aktivite gosterdikleri bilinmektedir [55].

3-Fenilkumarin

Sekil 2.13. Piron halkasi mono-stibstitiie kumarin
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3-Metil-4-hidroksikumarin

CHs

OH

Sekil 2.14. Piron halkasi di-sibstitiie kumarin

2.4.3.3 Hem benzen, hem de piron halkasi iizerinde siibstitiient tagiyan kumarinler

Bu simnifta yer alan kumarinler florofor olarak kullanilirlar [53]. 4-Metilumbelliferon su
kaynaklarinda bakteriyel kontaminasyonun tespiti i¢in uygulanan testlerde fluoresans sinyal
olusturmasi amaciyla kullanilir. 7-Amino-4-metilkumarin peptid tlrevleri, proteaz enziminin

arastirilmasinda kullanilir.

HoN o o

7-Amino-4-metilkumarin
Z

CHj

CHj

Sekil 2.15. Benzen ve piron halkasi iizerinde siibstitiient tagiyan bazi kumarinler

2.4.3.4 Benzen halkasina halkal yapilarin kondenzasyonu ile meydana gelen kumarinler

Kumarinin benzen halkasina bes tiyeli furan halkasinin kondanse olmasiyla “furanokumarinler”
meydana gelir. Bu smifin birgok iiyesi lineer bir furanokumarin olan psoralenin veya onun daha
kararli agisal izomeri anjelisinin tirevidir [53].

Lineer Furanokumarin: Furan halkasi ile benzen halkasi ayni diizlemde bulunurlar.

Agisal (Angular) Furanokumarin: Furan halkasi ile benzen halkasi farkli diizlemde yer alirlar.

Y, e
Psoralen Angelicin

Sekil 2.16: Lineer ve angular furanokumarinler
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Kumarinin benzen halkasina bir piron halkasinin kondanse olmasiyla “piranokumarinler”

(0] 0] (o]
19991

Sekil 2.17. Ksantiletin

olusumaktadir.

Kumarinin benzen halkasmna bir benzen halkasinin kondanse olmasiyla “benzokumarinler”
meydana gelir [53]. Juncus acutus rizomlarindan etil asetat ile ekstrakte edilen bazi
benzokumarinler antifungal 6zellikleri bir mantar tiirii olan yesil algler iizerinde arastirilmis ve
yiiksek inhibitor etki gosterdikleri tespit edilmistir [56]. Ayrica bazi polisiklik kumarin

tirevlerinin kanser tedavisinde etkileri aragtirtlmaktadir [57].

o (0]

Sekil 2.18. 6,7-Benzokumarin
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2.4.3.5 Piron halkasi ile halkah yapilarin kondenzasyonu sonucu meydana gelen
kumarinler

Kumarinin piron halkasinin 3. ve 4. pozisyonundaki karbon atomlarina halkali yapilarin

kondenzasyonu sonucu olusan kumarin tirevleridir [53].

Kumestan Aeterniyol

Sekil 2.19. Piron halkasina halkali yapilarin kondenzasyonu ile olusan kumarinler

2.4.3.6 Dimer kumarinler

Iki kumarinin piron halkalarinin 3. pozisyonundaki karbon atomlarinin birlesmesiyle degisik

yapilarda kumarin tiirevleri meydana gelmektedir [53].

HO o o AN o o o !
HCO = o/ 0 o Z S/ ‘
OH OH OH OH

Dafnoretin Bishidroksikumarin (Dikumarol)
Sekil 2.20. Dimer Kumarinler

2.4.4 Fenolik Bilesikler ve Flavonoitler

Fenolik bilesikler bir aromatik halka ve bu halkaya bagl bir ya da daha fazla sayida hidroksil
slibstitiienti igeren bir sekonder metabolit sinifidir. Bu smifin en genis grubunu flavonoitler
olusturmakla beraber fenilpropanoitler ve fenolik kinonlar da oldukca fazla sayida bitkilerde yer
alan fenolik bilesiklerdir. Bitkilerde bulunan ligninler, melaninler ve tanenler gibi polimerik
bilesenler de polifenolik bilesiklerdendir [58].

Zaman zaman fenolik Uniteler proteinler, alkaloitler ve terpenoitlerde de gortilmektedir.
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2.4.4.1 Fenoller ve fenolik asitler

Serbest fenoller ve fenolik asitler bitkilerden genellikle beraber izole edildikleri icin birlikte
anilmaktadirlar. Bitki dokularinin asit hidrolizi eterde ¢oziinen ¢ok sayida fenolik asit aciga
cikarir. p-Hidroksibenzoik asit, vanilik asit, protokatesuik asit, gentisik asit, sirinjik asit yaygin
olarak bulunan fenolik asitlere drnektir. Fenolik asitlere oranla daha nadir olarak bulunan serbest
fenollerden en ¢ok rastlanilan serbest fenol hidrokinondur. Katesol, orsinol, floroglusinol ve

pirogallol bitkilerde yaygin bulunmamakla beraber diger 6nemli serbest fenollerdendir [59].

OH
OH

HO OH

R OH
OH R
Hidrokinon R=H, Rezorsinol R=H, Katesol
R=CH,, Orsinol R=0H, Pirogallol

R=0OH, Floroglusinol

Sekil 2.21: Fenoller ve fenolik asitler
2.4.4.2 Fenilpropanoitler

Fenilpropanoitler aromatik halkaya (¢ karbonlu yan zincir baglanmasiyla meydana gelen
bilesikler olup, biyosentetik olarak aromatik aminoasit proteini olan fenilalaninden
tirevlendirilmektedirler. Yaygin olarak rastlanilan fenilpropanoitler hidroksisinnamik asitlerdir
(sinapik, kafeik, ferulik ve p-kumarik). Bununla beraber hidroksikumarinler, fenilpropenler ve

lignanlar diger 6nemli fenilpropanoitlerdir [60].

R H4CO,
HO C——=C—CO,H HO T:T—COZH
b Ll
R
R=H, p-Kumarik asit R=H, Ferulik asit
R=0H, Kafeik asit R=0CH3, Sinapik asit

Sekil 2.22. Hidroksisinnamik asitler
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HO o (o] 0] (0] (0]
PO gy

R=H, Umbelliferon Psoralen
R=0H, Eskuletin (Aesculetin)
R=0CH,3, Skopoletin
Sekil 2.23. Kumarinler
H3CO, 0,
y
H ( l
| o C——C=—=cCH,
HO c—Cc=—cH, l |
|| HooH
H H
HLCO
Ojenol (Eugenol) Miristisin (Myristicin)

Sekil 2.24. Lignanlar ve fenilpropenler

2.4.4.3 Flavonoitler

Bitki dokularinda genellikle karisim halinde bulunurlar. Simdiye kadar bitkilerden 4000 den fazla
flavonoit izole edilmis ve yapilart aydinlatilmistir [61]. Flavonoitlerin bitkilerde antioksidan,
enzim inhibitérii ve ayni zamanda 1sindan koruma gibi 6nemli Ozellikleri vardir [62].
Flavonoidlerin  antioksidatif, antienflamatuar, antimikrobiyal, antillserojen, antiviral,
antimutajenik ve antikarsinojenik etki gibi cok yonlu biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteler
gosterdikleri bilinmektedir [63]. UV isinlarindan koruma 6zelliklerine sahip olmalar1 sebebiyle
kozmetik triinlerde kullanilmaktadirlar.

Flavonoitler ¢ok genis bir grup olup ¢ok sayida sinifa ayrilmaktadir. Farkli iskelet yapisina sahip
flavonoitler Sekil 2.25” de gosterilmistir:
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Flavon Flavonol
O
0]
OH
[e]
[e]
Flavanon [zoflavon
b o
O,
X S
/ o)
Antosiyanidin Aurone
0]
OH
o
Kalkon Katesin

Sekil 2.25. Flavonoit iskeletleri
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2.5 Antioksidanlar

Serbest radikaller dig yoriingelerinde eslesmemis elektronu bulunan ve besinlerin oksijen
kullanarak enerjiye doniistimii sirasinda meydana gelen reaktif molekiillerdir. Bu tip
molekiiller eslesmemis elektronlari olmasindan dolayir olduk¢a reaktiftirler. Serbest radikaller
herhangi bir etkilesime girerek elektron alir veya verirler. Bu nedenle pozitif, negatif veya nétral
olabilirler. Reaktif oksijen turevi serbest radikaller proteinlere, lipitlere, karbonhidratlara ve DNA
gibi hiicre bilesenlerine zarar verebilirler.

Radikal reaksiyonlarmin sona erdirilmesi, radikal olusumunu sinirlandirmasi, olusan radikallerin
etkisiz hale getirilmesi ve hasarli molekiillerin ortadan kaldirilmasindan sorumlu molekuller ise
antioksidanlardir. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve ¢esitli antioksidan savunmalari arasindaki
dengesizlik oksidatif stres olarak tanimlanir [64].

Vicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve nikleik asitler oksidasyona
ugrayabilir ve canli organizma igin zararl olabilecek oksidasyon Urlnleri olustururlar [65]. Bu
durum “Oksidatif Stres” olarak ifade edilir [66]. Oksidatif stres; yaslanma, kanser, kalp
hastaliklari, diyabet ve diyabetin komplikasyonlari basta olmak tzere pek ¢ok patolojik tablonun
ve de yaslanmanin patogenezi ile yakin iliskidedir [67]. Serbest radikaller, oksijen molekulleri
yasam icin vazgec¢ilmez olmakla birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi

olarak bilinen ve son derece reaktif olan ara {iriinler olusur.

Reaktif oksijen ve azot turleri oksidatif stresin sorumlulari olup, radikalik ve radikalik
olmayan tdrleri icermektedir [68]. Radikalik oksijen turlerine, stiperoksit anyon (O3,
hidroksil (OH), peroksit (HOO") ve alkoksi (RO") radikalleri; azot tirlerine, azot monoksit
(NO) radikalleri ornektir. Radikalik olmayan oksijen tirlerine ise, hidrojen peroksit (H,0,),
ozon (Og3) ve singlet oksijen (O,); azot turlerine ise, nitroz asit (HNO,), nitrozil katyonu
(NO™) ve nitroksi anyonu (NO") érnek gosterilebilir [69]. Bu radikallerin yani sira tiyol
radikalleri (RS’) ve karbon merkezli radikaller de bulunmaktadir [70].
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Cizelge 2.3. Oksidatif strese neden olan reaktif oksijen ve azot turleri [65]

Reaktif Tiirler Radikaller |Formiilii| Nonradikaller | Formiilii

Stiperoksit (oD Hidrojen peroksit H,0;
Hidroksi OH Hipokloroz asit HOCT

Reaktif Oksijen
Tiirleri Peroksi ROO' | Hipobroméz asit | HOBr
(ROS) .
Alkoksi RO Ozon 0;
Hidroperoksi| HOO Singlet oksijen 'Ag'0O,
Nitrik oksit NO Nitroz asit HNO,
Azot dioksit | NOO | Nitrozil katyonu NO®
Nitroksi anyonu NO
Reaktif Azot Diazot tetraoksit N,O,
Tiirleri Peroksinitrit ONOO”
(RNS)
Peroksinitréz asit | ONOOH
Nitronyum NO,"
katyonu
Alkllpe_roksn ROONO
nitritler

Antioksidanlar insan vicudunda reaktif oksijen ¢esitlerinin verebilecegi zararlar1 yok ederler
ya da azaltirlar [71]. Antioksidan igerigi zengin olan sebze ve meyvelerin tiiketilmesi reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu doku hasarina bagli hastaliklardan insanlar1 korumaktadir [72-
73]. GUnlmuzde islenmis gidalarin bozunmasini onledigi ve raf Omriinii uzattigi igin
gidalarda katki maddesi olarak sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. BHA (Biitillenmis
hidroksi anisol), BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), PG (propil gallat) ve TBHQ (t-
batilhidrokinon) en fazla kullanilan sentetik antioksidan maddelerdir. Bununla beraber
sentetik antioksidanlar ve meydana gelen yan {iriinlerin ¢esitli kanser hastaliklarina neden
olduklari belirlenmistir [74-75]. Tiiketiciler bunlarin saglik agisindan giivenilirlikleri hakkinda
ciddi endiseler tasimaktadirlar. Ornegin BHT non-toksik olmasina ragmen, karacigerde C'YP-
450 enzim sistemine zarar verdigine dair calismalar mevcuttur. Farelere yiiksek dozlarda
verildiginde karacigerde hasara sebep oldugu goriilmiistiir. Baz1 aragtirmalar BHT gibi bazi
sentetik antioksidanlarin fazla alinmasi durumunda viicuttan atilamadigi ve adipoz dokuda
depolandigin1 gostermistir [76]. Bu sebeple dogal kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin
yerini tutabilecek yeni antioksidanlarin bulunmasi i¢in yapilan arastirmalar giderek 6nemli
hale gelmis ve bu alanda yapilan ¢alismalar hiz kazanmustir. Ticari amagla kullanilan en

onemli dogal antioksidanlar askorbik asit ve tokoferollerdir. Karotenoitler, fenolik bilesikler,
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flavonoitler, amino asitler ve enzimatik antioksidanlar (glukoz oksidaz, siperoksit dismutaz,

katalaz) diger dogal antioksidan kaynaklaridir [77].

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda dogal olarak meydana gelmektedir;
fenoller, flavonoitler, karotenoitler, vitaminler, glutatyon ve endojen metabolitleri igerirler.
Bitkisel kaynakli antioksidanlar serbest radikal gidericisi, peroksit pargalayicisi, singlet ve
triplet oksijen sondurdclsu, enzim inhibitorleri ve sinerjistler olarak fonksiyon gorurler [78].
Sebze ve meyveler de birgok antioksidan igerirler. Dogal antioksidan bilesikler; sebzelerde,
kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda, c¢iceklerde, koklerde ve
kabuklarda bol miktarda bulunmaktadir [79]. Bu nedenle bol miktarda sebze ve meyve
tiketimi hastaliklara yakalanma riskini azalttigi gibi, kanserde ve Oliim oraninda diisiis
meydana getirdigi belirtilmistir. En 6nemli dogal antioksidanlar arasinda tokoferoller,
karotenoidler, askorbik asit ve skualen sayilabilir. Askorbik asit, bitkilerde ve bazi
memelilerin karacigerinde glukozdan sentezlenir, bazi enzimlerde kofaktor olarak gorev
yapar. Bunlardan en 6nemlisi, kollagenin biyosentezinde yer alan prolinin hidroksiproline
enzimatik hidroksilasyonu gibi hidroksilasyon reaksiyonlarina katilmasidir. Askorbik asitin
en Gnemli Ozelligi indirgeyici bir molekiil olmasidir. Askorbik asit Fe*"’ii Fe*"ye
indirgeyebilir. In vivo olarak indirgeyici ozelliginden dolayi, bazi organik radikallerin
sondiiriilmesinde de 6nemli rolii vardir. Askorbik asit dopamin-g-hidroksilaz aktivitesi igin de

gereklidir.

Flavonoitler fenolik yapilarindan dolay: antioksidan 6zellik gostermektedirler, etkin bir

sekilde hiicreleri ve dokulari reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz etkilerinden korurlar.

2.5.1 Antioksidanlari Simiflandirilmasi

Antioksidanlarin gidalarda ve biyolojik yapilarda bulunan enzimatik ve enzimatik olmayan

cesitleri Sekil 2.26 gibi smiflandirilirlar:

34



ANTIOKSIDANLAR
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Sekil 2.26. Antioksidanlarin Siiflandirilmasi



2.5.2 Antioksidanlarim Etki Mekanizmalari
Antioksidanlar dort farkli sekilde etki ederler:

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma ya da daha az reaktif yeni bir
molekiile ¢evirme “toplayic1” etkidir. Antioksidan enzimler (SOD, katalaz) bu sekilde
fonksiyon gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme “bastiric1” etkidir. Askorbik asit (C Vitamini), a-
tokoferol (E Vitamini), flavonoitler (kersetin, katesin vb.) bastirici etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincir reaksiyonlarini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki “zincir kiric1” olarak adlandirilir. Hemoglobin, albumin gibi bilesiklerin
etki mekanizmalar1 bu sekildedir.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi “onarici” etkidir.

Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugu igin zincirleme reaksiyonu koparmalari
stirasinda kendileri yiikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle antioksidanlar yalniz sinirlt bir stire
yukseltgenebilen maddeyi koruyabilir ve belli bir noktadan sonra madde ortamda hig

antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye devam edecektir.

Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, yani hidrojen veya elektron dondr olarak indirgeme
potansiyelleri onlarin serbest radikal yutucu olarak gostermis olduklar1 potansiyel ile agiklanir

[75]. Bir antioksidanin aktivitesi su esaslara baglidir:

#Hidrojen veya elektron donér olarak gostermis oldugu reaktivite (rediiksiyon
potansiyeline bagli olan)

+Radikal siipiirme yetenegi

+Metal kelatlama potansiyeli

¢Diger antioksidanlarla olan iletisim sekli

2.5.3 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite tayininde kullanilan yontemler ise ikiye ayrilir:

1. Elektron transferine dayanan yontemler

2. Hidrojen atomu transferine dayanan yéntemler
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2.5.3.1 Elektron transferine dayanan yontemler

Antioksidan maddenin o6l¢iimii oksidan maddenin indirgenmesi sonucu olusan rengin
degisiminin Olgiilmesi ile yapilir. Renk degisiminin derecesi 6rnekteki antioksidan madde
konsantrasyonuna baglhidir [77].
Elektron transferine dayanan yontemler:
#DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest radikal giderim aktivitesi yontemi
#FRAP -ferric reducing antioxidant power- (Demir (I11) iyonu indirgeme antioksidan
gucd) yontemi
¢CUPRAC -cupric reducing antioxidant capacity- (Bakir II iyonu indirgeme
antioksidan kapasitesi) yontemi
¢TEAC/ABTS -Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi

2.5.3.2 Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler

Antioksidan ve substrat arasinda rekabete dayali reaksiyonlar olusur. Azotlu grup tasiyan

maddelerin bozunup peroksil radikalleri olusumu esasina dayanir [77].

Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler:
+Diisiik dansiteli lipoprotein otooksidasyonunun neden oldugu inhibisyon
+Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)
+Toplam radikal tutma parametresi (TRAP)
+Luminol yontemi
¢DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi
¢Fikoeritrin (PE) esash yontemler
+Krosin yontemi
¢TOSC (Toplam oksiradikal supurme kapasitesi) yontemi
Ayrica toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlarini belirlemek amaciyla kullanilan
yontemlerde antioksidan aktivite tayin yontemleri arasinda kabul edilmektedir:
#Folin Ciocalteu yontemi [80].
¢Aliminyum nitrat [81].
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2.6 Alzheimer Hastalig1 ve Nedenleri

Alzheimer hastaligi ilk kez 1906°da Alman psikiyatrist Aloist Alzheimer tarafindan diisiince
kontrolii, beynin hafiza ve konusma yetisi gibi fonksiyonlarin yer aldigi boliimde, karmasik
mesajlart milyonlarca sinir hiicresi arasinda tasiyan kimyasallarin (n6rotransmitter) diizeyinin
azalmasi ve sinir hiicrelerinin yok olmasi ile, normal diisiince ve hafiza yetilerinin kayboldugu
bir hastalik olarak tanimlanmistir. Alzheimer hastaliginin ortaya ¢ikigina dair ilk belirti
genellikle hafiza kaybidir. Hastalik daha sonra beynin 6grenme, bilgiyi degerlendirme,
mantikli hale getirme ve diger fonksiyonlarini da etkileyerek ilerleme gosterir [82]. Alzheimer
hastalig1; dejeneratif, norolojik bir hastalik olup amiloid B protein igeren senile plaklarinin
olusumu ve kolinerjik néromedyatdrlerin kaybolmasi olarak agiklanir[83]. Alzheimer hastaligi
olan kisilerde yapilan otopsilerin sonucuna goére; bu hastalarda karakteristik plak ve diigiim
olusumunun yaninda mitokondrial islev bozuklugu, iltihaplanma, astrogliyoz, mikrogliyal
aktiflenme, sinaptik hasar, ndron tahribati ve apoptosis bulgularina da rastlanmistir [84].
Baslangicta bu hafiza kaybini yaslilikla birlikte gelisen unutkanliktan ayirmak gii¢ olabilir.
Bununla beraber unutkanligi olanlar bu durumun farkindadir ve giinliik yasam aktiviteleri
minimal diizeyde etkilenir [85]. Yeni bilgilerin cabuk unutulmasi, yakin ge¢misi hatirlarken
zorlanmak ya da hatirlayamamak, buna karsilik uzak ge¢misi ¢ok iyi hatirlamak belirgin bir
ozelliktir. Alzheimer hastalarinda konusma bozuklugu sikga rastlanir, ciimle kurarken
zorlanirlar. Hastalik ilerledikce bellek problemleri artar. Zamanla 6zel bakim isleri bozulur ve

hasta yataga bagimli kalir [85-86].

Alzheimer hastalarinda beynin neokorteks ve hipokampus gibi yuksek mental
fonksiyonlarindan sorumlu bolgelerinde beyin hiicreleri {izerinde patolojik kiremsi protein
birikintileri (plak) veya liflerin (fibriller) olustugu tespit edilmistir. Bu artitk madde
yigilmasina beta-A4 proteini (42 aminoasitten olusur) ve APP proteininin (amyloid precursor
protein) sebep oldugu belirtilmistir. Beyindeki beta-A4 ve APP proteinleri “amiloidler” olarak
adlandirilmaktadir. Amiloidler beyin hucreleri arasindaki haberlesmeyi engelleyerek beyin

hicrelerinin zamanla 6lmesine neden olurlar [87].

APP, saglikli noéronlar tarafindan dretilmekte olup normal proteinlerdir. APP’nin
tanimlanmasiyla viicudumuzun en az ii¢ ¢esit enzim irettigi ortaya ¢ikmistir. Bunlar alfa, beta
ve gama salgilar1 olarak adlandirilir. Alfadan farkli olarak beta ve gama enzimleri beraber

hareket ederek, adina beta amiloid (A-beta) denilen daha kisa daha yapiskan bir protein
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uretirler. Beta amiloidler néronlarin etrafindaki sivinin iginde birikerek plakalar olustururlar
[87].

Alzheimer hastalarinda beta amiloid (A-beta) tiretimi saglikli bir birey ile ayni olup sorun beta
amiloidlerin disar1 atilmasinda yasanmaktadir. Normalde beta amiloidler hiicrenin digina
ciktig1 zaman erir, ancak bazen erimesi miimkiin olmayan ve adina “fibril” denilen birikintiler
olustururlar [88]. Bu fibriller birbirine yapisarak plakalar1 meydana getirir. Her insan
yaslandik¢a plaka iiretmektedir. Gergek sorun bu plakalarin iltihaplanma ile sonuglanan
reaksiyonlart tetiklemesidir. Beyin enfeksiyonlarla savasirken serbest radikal denilen toksik

ajanlar uUretmektedir. Bu fibriller de benzer reaksiyonlara zemin hazirlarlar [87].

Oksidatif stresin hiicre tahribatiyla sonuglanan biyomolekiillerin oksitlenmesine neden oldugu
bilinmektedir [83]. Toksik beta amiloidlerin yavas yavas birikimi, siirekli oksidatif stres ve
benzeri olaylarla birlestiginde ndronlarda yapisal bozukluk olusumuna sebep olmaktadir. Bu
stireg; fonksiyonel aksakliklara, kavramsal ve davranigsal bozukluklara ve hatta 6liime neden
olabilmektedir. Beyindeki beta amiloid birikimini hizlandiran patofizyolojik durumlar

Alzheimer riskini arttirmaktadir [85].

Sonug olarak; oksidatif stres Alzheimer hastaliginin ilk basamaklarindan biri olup, hastalikta

patojenik bir rol oynamaktadir [87].

Beyinde néronlar arasinda veya bir noron ile bagka bir (tiir) hiicre arasinda iletisimi saglayan
kimyasallara “norotransmitter” denilmektedir. Sinir sistemi boyunca sinirsel sinyaller bu

kimyasal tastyicilar araciligiyla iletilir. Temel olarak iki ndrotransmitter madde bulunur:

1) Asetilkolin nérotransmitter: Dokulardaki bilgiyi ve ya baska sinirlerdeki bilgiyi tagiyan
asetilkolin gdrevini yaptiktan sonra asetilkolin esteraz isimli enzim tarafindan pargalanir.
Bir sonraki bilgi aktarimi i¢in yeniden asetilkolin iiretilmelidir. Alzheimer hastalarinda
yeterince asetilkolin  Uretilememektedir. Asetilkolini parcalamakla goérevli olan
asetilkolinesteraz enziminin frenlenmesi ile Alzheimer hastaliginin ilerlemeyecegi

diistiniilmektedir [89].

2) Glutamat norotransmitter: Sinir hiicrelerinde % 70 oraninda bulunmaktadir. Gorevi;
ogrenme ve hafiza ile ilgilidir. Alzheimer hastalarinda glutamat g¢ok asir1 sekilde
salgilanmakta ve bu durum sinir hucrelerinin tahrip olmasina sebep olmaktadir. Glutamat
salgilanmast frenlenirse Sinir hiicrelerinin  6liimiiniin  yavaslayacagi ve Alzheimer

hastasinin saglik durumunun kétiilesmeyecegi diistiniilmektedir [89].
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Alzheimer hastaliginda kullanilan iki 6nemli tedavi segenegi “kolinesteraz inhibitorler” ve

“N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir”:

Kolinesteraz inhibitorleri bellek ve diistince ile ilgili bir nérotransmitter olan asetilkolinin

parcalanmasini engellemeye yardimci olmaktadirlar [85].

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri ise ogrenme ve bellek fonksiyonlar
acisindan  Onem  tasiyan  bir  transmitter olan  glumat’t  diizenleyici  etki

gosterirler [85].

Alzheimer hastalarinda karsilagilan en 6nemli biyokimyasal degisiklik hipokampiis ve beyin
korteksindeki asetilkolin (ACh) seviyesinin azalmasidir. Alzheimer hastaliginin tedavisi igin
asetilkolinin hidrolizinden sorumlu olan asetilkolinesteraz enziminin (AChE) inhibisyonu
yontemi en ¢ok kabul goren yaklagimdir [85]. Bu yaklasim g6z 6niinde bulundurularak anti-
Alzheimer aktivite testleri asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu

odakli gerceklestirilmistir.
Anti-Alzheimer aktivite testlerinde Ellman metodu kullanilmaktadir.

2.6.1 AChE ve BChE

Vicutta asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) olmak Uzere iki tane
kolinesteraz enzimi vardir [85]. Normal eriskin beyninde AChE yaygin olarak bulunurken,
BChE sinirli miktarlarda bulunmaktadir [90]. Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen tiim
dokularda bulunurken, butirikolinesteraz enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi,
karaciger ve plazmada bulunmaktadir [85]. Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin %80'inden
AChE, geriye kalan %20 sinden BChE'nin sorumlu oldugu disiiniilmektedir. AChE'nin
kolinerjik iletimdeki rolu oldukga iyi bilinmekle beraber BChE'nin roll yeterince
anlagilamamustir. Normal beyinde sinaptik asetilkolin hidrolizinin esas olarak AChE
tarafindan yapildigi, BChE'nin buna ¢ok az katkisinin oldugu kabul edildiginden [85], bu
calisgmada Ellman metodu ile gergeklestirilen antikolinesteraz aktivite testleri; hem
asetilkolinesteraz  hem de butirilkolinesteraz  enzimlerinin inhibisyonu incelenerek

gergeklestirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bitkisel Materyal

Ferulago blancheana Post C6 Kahramanmaras, Baskonus yaylasi yangin kulesi gevresi, 1800
metre’den, 06.07.2011 tarihinde, Serpil Demirci & Tuba Kusman tarafindan toplandi ve
Prof. Dr. Emine Akalin tarafindan teshis edildi (Herbaryum No: ISTE 97800).

3.2 Ekstrelerin Hazirlanisi

Bitkinin toprak iistii kismi1 golgede kurutulduktan sonra kiiclik parcalara ayrildi. Kiigiik
parcalara ayrilan Ferulago blancheana’nin (422,7 g) 6ncelikle oda sicakliginda diklorometan
ile ekstraksiyonu (3giinx2) yapildi. Daha sonra diklorometan ile tiiketilen bitkilerin oda
sicakliginda etil asetat/metanol ekstraksiyonu (3giinx2) yapildi. Rotaevaporatorde ¢oziiclleri
ucurulduktan sonra ekstreler elde edildi.
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Sekil 3.1. Ferulago blancheana bitkisinin diklorometan ve etil asetat/metanol ekstrelerinin hazirlanmasi ve
fraksiyonlandirilmasi



3.3 Kimyasal Maddeler, Coztictler ve Cozeltiler

3.3.1 Kimyasal Maddeler ve Cozlculer

e Merck 1.07734.1000 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm)
e Merck 1.05554.0001 TLC Silica gel 60 Fs4

¢ Sigma-Aldrich metanol

e Sigma-Aldrich aseton

e Sigma-Aldrich etanol

¢ Sigma-Aldrich etil asetat

e Merck petrol eteri

e Riedel-de Haen diklorometan

¢ Riedel-de Haen kloroform

e Aldrich Chemistry Serium (1V) sulfat

e Sigma-Aldrich DTNB(5,5’-Dithiobis (2-Nitro-benzoik asit))
¢ Sigma-Aldrich Folin Ciocalteu reaktifi

¢ Sigma-Aldrich a-Tokoferol

e Merck BHT (Biitillenmishidroksi toluen)

e Fluka BHA (Biitillenmighidroksi anisol)

e Sigma-Aldrich - karoten

¢ Sigma-Aldrich Tween-40

¢ Sigma-Aldrich Linoleik asit

e Sigma-Aldrich pirokatekol

¢ Sigma-Aldrich Kersetin

¢ Riedel-de Haen sodyum karbonat

¢ Merck sodyumbikarbonat

e Carlo Erba aliminyum nitrat nonahidrat

e Merck potasyum asetat(susuz)

¢ Sigma-Aldrich DPPH(2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil)
¢ Sigma-Aldrich asetiltiyokolin iyodur

¢ Sigma-Aldrich butiriltiyokolin iyodur

¢ Sigma-Aldrich asetilkolinesteraz

¢ Sigma-Aldrich butirilkolinesteraz

¢ Sigma-Aldrich sodyum bifosfat dihidrat

e Sigma-Aldrich sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
¢ Sigma-Aldrich galantamin hidrobromr
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3.3.2 Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.2.1 Toplam fenolik miktar tayininde kullamilan ¢0zeltiler

% 2’lik Sodyum karbonat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 g Na,CO3 50 mL’lik balon jojeye

koyuldu, deiyonize su ile ¢ozlldlkten sonra yine deiyonize su ile hacmine tamamlanda.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSQO,): Satin alindig
sekliyle kullanilmistir.

3.3.2.2 Toplam flavonoit miktar tayininde kullanmilan ¢ozeltiler

% 10’luk Aliiminyum nitrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,76 g Al(NOs)3.9H,0 10 mL’lik
balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziilerek balonun hacmine tamamlandi.

Boylece %10’luk aliiminyum nitrat ¢ozeltisi hazirlandi.

1 M Potasyum asetat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,98150 g CH3;COOK 10 mL’lik balon
jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢6zuldikten sonra deiyonize su ile balonun

hacmine tamamlanda.

3.3.2.3 Antioksidan aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

0,1 mM DPPH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil alkolde

¢Oziilerek hazirlanmustir.

0,1 mM p-Karoten cozeltisinin hazirlanmasi: 0,2 mg S-karoten 1 mL kloroformda ¢ozuldu.
20 pg linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform rotaevaporatorde
ucurulduktan sonra 50 mL oksijen gazi ile doyurulmus destile su ilave edilerek kuvvetlice

karistirildi.

3.3.2.4 Antikolinesteraz aktivite tayininde kullanilan cozeltiler

0,1 M HyPO4 Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1,56 g H,PO, tartilip, 100 mL distile suda
¢ozalda.

0,1 M HPO,* Cozeltisinin Hazirlanmasi: 3,556 g H,PO,> tartilip, 200 mL distile suda

¢ozalda.

0,1 M pH=8 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 94,7 mL HPO, ve 5,3 mL H,PO4*

¢ozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.
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0,1 M pH=7 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 3,9 mL H,PO, ve 6,1 mL HPO,”

¢Ozeltilerinden alindiktan sonra 10 mL distile su eklenerek hazirlandi.

DTNB Cozeltisinin Hazirlanmasi: 16 mg DTNB 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ve 7,5 mg
NaHCO3; 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra iki ¢ozelti karistirilir. Hazirlanan
bu cozelti karisgimi, 2 mL pH=7 tampon ¢Ozeltisi ile 4 mL’ye tamamlanir. Kullanma

asamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢0zeltisi ilave edildi.

Acl: 32,8 mg Acl alinarak, 8 mL deiyonize su eklendikten sonra kullanma asamasinda 8 mL

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

Bul: 4 mg Bul alinarak, 8 mL deiyonize su eklendikten sonra kullanma agsamasinda 8 mL

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

AChE Enzimleri: 1,17 mg (498,3498 U) AChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon
cOzeltisinde cozilerek ve 1’er mL’lik bes bolime ayrildi. Boylece her biri i¢in 99,66996
U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu. 1 mL’lik stoklarda 125 pL’lik 8 esit bolime ayrildi.
Her bir 125 pL’lik 6rnekte 0,02925 mg enzim bulunur. 125 pL’lik enzim ¢ozeltisine 460 pL
pH=8 tampon ¢o6zeltisi eklendi (0,021297 U/uL). Toplamda 585 uL olan ¢ozelti 25 pL’lik 23
kiigiik siselere dolduruldu ve daha sonra kullanilmak tizere derin dondurucuda bekletildi. Stok
¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle 2150 pL’ye tamamland: (2,476 x10™
U/uL).

BChE Enzimleri: 1 mg (11,4 U) BChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢o6zeltisinde
¢cozildi (2,28 U/mL). Bu cozeltiden 300 pL’lik stoklar olusturularak kiigiik siselere
dolduruldu ve daha sonra kullanilmak iizere derin dondurucuda bekletildi (0,00228 U/uL).
Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 1850 pL pH=8 tampon ¢dzeltisinden eklenerek kullanima

hazir hale getirildi.

3.3.2.5 Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

a.Kersetin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

25,8 mg kersetin 25 mL etil alkolde ¢ozulerek 1000 ppm’lik konsantrasyonda kersetin
¢Ozeltisi hazirlandi.

b. Pirokatekol ¢ozeltisinin hazirlanmasi
10 mg pirokatekol 100 mL su ile ¢oztilerek 100 ppm’lik pirokatekol ¢ozeltisi

hazirlandi.
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c. BHT (2,6-di-t-butil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg BHT 10 mL etanol igide ¢ozulerek 1000 ppm’lik BHT ¢ozeltisi hazirlandi.
d. BHA (2,6-di-t-bUtil-1-hidroksianisole) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg BHA 10 mL etanol iginde ¢6ztilerek 1000 ppm’lik BHA ¢0zeltisi hazirlandi.

€. a-Tokoferol ¢ozeltisinin hazirlanmasi
%97’lik 10,31 mg a-tokoferol 10 mL etanolde c¢ozilerek 1000 ppm’lik a-tokoferol
¢Ozeltisi hazirlandi.

f. Galantamin hidrobromtr ¢ézeltisinin hazirlanmasi
4 mg galantamin hidrobromir 1 mL etil alkolde ¢6zilerek 4000 ppm’lik

konsantrasyonda galantamin ¢6zeltisi hazirlandi.

3.3.2.6 Ince tabaka kromatografisinde kullanilan belirte¢ cozeltisi

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

tabaka plaklarina piiskiirte¢ kullanilarak piiskiirtiildd.

3.4 Cihazlar ve Geregler

*Eliza Reader Molecular Devices Spectro Max340 PC

*Hassas terazi (Ohaus Adventurer-Pro)

*Manyetik Karistiric1 ve Isitict (IKA RCT basic hot plate)

*Etiiv (Ecocell)

*pH-metre (WTW Inolab pH 720)

*Vortex IKA MS3 basic

*UV kabin ve lamba (Camag)

*Niikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR): Saf bilesiklerin *H NMR analizleri 600
MHz ve 400 MHz, *C NMR analizleri 150 MHz ve 100 MHz Varian ID-6508 invers
problu NMR spektrometrelerinde yapilmistir.

*Doner Buharlastiric: (Rota Evaporatér, Biichi ve Heidolph)

*Ultrasonik Banyo (Fisher Scientific FB 15051)

*Otomatik tekli ve ¢oklu pipetler (0,5-10 pL, 20-200 pL, 100-1000 uL, 1000-5000 uL)
(Eppendorf) , *Azot Tupu
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3.5 Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Icerik Miktar Tayinleri
3.5.1 Toplam Fenolik Miktar Tayini

Numunelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak standart olan
pirokatekole esdeger olarak belirlenmektedir. Toplam fenolik ayiraci olarak bilinen Folin-
Ciocalteu ayiract (FCR) bazli yontem, 6rnegin indirgeme kapasitesini 6l¢mektedir. FC reaktifi
sadece fenolik bilesenleri degil, bircok fenolik yapida olmayan bilesenleri de indirgeme
yetenegi vardir [88]. Bu yontemde kullanilan CuSOj, (bakir(Il) siilfat) alkali ortamda protein
veya antioksidanla kompleks yapar. Folin fenol reaktifi (fosfo molibdik fosfotungstik asit)
eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir. Protein veya antioksidanla Cu(Il)’nin
reaksiyonundan agiga ¢ikan Cu(I) olasilikla molibdatotungstat ayiracini heteropoli mavisine
indirger ve rengi saridan maviye doniigiir. Reaksiyon tamamlaninca 750 nm’de &rnek

absorbanslari 6l¢iiliir.

3 mg olarak tartilan maddelerin etanolde 1000 ppm’lik ¢ozeltileri hazirlandi. 1000 ppm olarak
hazirlanan pirokatekol ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150,175uL alinarak hacimleri
etanolle 200 pL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu karisimlara su, FCR reaktifi ve 3 dk sonra
%2’lik Na,COj3 cozeltisinden ilave edildi. Karisimlar 2 saat siiresince oda sicakliginda
calkaland1 ve Orneklerin absorbanslari 760 nm’de okundu. Ekstrelerin toplam fenolik
igerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi.

Her bir 6rnekten ii¢ paralel 6l¢iim yapildi.

OH

OH

Pirokatekol

Sekil 3.2. Standart olan pirokatekol bilesiginin agik yapisi
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3.5.2 Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Toplam flavonoit igeriklerinin belirlenmesi ydnteminde, numunelerin toplam flavonoit
miktarlar1 kersetine esdeger olarak aliminyum nitrat yontemi ile belirlendi. Standart flavonoit

bilesik olarak kersetin kullanilmaktadir.

Kersetin

Sekil 3.3. Standart ve kuvvetli bir antioksidan olan kersetinin agik yapisi

3 mg olarak tartilan maddelerin etanolde 1000 ppm’lik ¢ozeltileri hazirlanarak, her bir
ornekten 100 uL alinarak hacimleri % 80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Standart olarak
kullanilan kersetinin 1000 ppm’lik ¢6zeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 pL alinarak
hacimleri % 80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Bu karisimlara 100 uL 1M potasyum
asetat eklendikten hemen sonra 100 uL %10’luk aliminyum nitrat ¢0zeltisinden ilave edilerek

karisimlar 40 dk oda sicakliginda bekletildi ve 415 nm’de absorbanslari okundu.

3.6 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
3.6.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
radikalinin stpdric etkilerini 6lgmeye dayanan bir yontemdir. Bu radikal hidrojen donérlerle
etkilestiginde hidrazine indirgenir. Mor renkli DPPH radikali 517 nm’de maksimum
absorpsiyon vermektedir. DPPH ¢ozeltisine antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta diisiis
meydana gelir ve antioksidanlarin varligiyla rengi mordan sariya doner, bu yoOntem
antioksidanlarin siipirme kabiliyetlerini degerlendiren basit ve gegerli yontemdir. Bununla
beraber bazi bilesenlerin (karotenoitler) 517 nm’de DPPH ile gakisik spektrum vermesi
analizin yorumunu gii¢lestirir. Ayrica ¢ogu sterik engellemeden dolayr DPPH ile yavas
tepkimeye girer. Bu yilizden yontem; DPPH ile tepkimeye giren antioksidanlarin antioksidan

kapasitesi hakkinda dogru bir degerlendirme vermez. Bunlara ek olarak DPPH’1n rengi; 151k,

48



hava oksijeni, nem ve pH’a fazla duyarli oldugundan tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesi

zordur. [89].
Tepkime mekanizmasi asagidaki gibidir.
DPPH' + Antioksidan-H — DPPH-H + A’

DPPH serbest radikali kullanilarak bitki ekstrelerinin ve saf maddelerin serbest radikal
giderim  aktiviteleri  belirlendi. 50 pg ile 500 pg arasinda  degisen
konsantrasyonlardaki 1’er mL drnek iceren érneklerin tizerine DPPH ¢ozeltisinden 4 mL ilave
edildi. Kontrol olarak 1 mL etanol kullanildi. Oda sicakliginda karanlikta 30 dakika
inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 &lgiildii. Orneklerin absorbans degerleri
kontrole kars1 degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi:

A — A
DPPH Giderim Aktivitesi (%inhibisyon) = ( koo ””“") % 100
kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Agmek Ornegin absorbansidir.

Reaksiyon karigiminin diigiikk absorbsiyon gostermesi serbest radikal giderim aktivitesinin

yiiksek oldugunu belirtir.

3.6.2 p-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (lipid peroksidasyon inhibisyonu aktivitesi)

Toplam antioksidan aktivite olarak da adlandirilan yontem, linoleik asit oksidasyonundan ileri
gelen konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun 6lctlmesine yoneliktir. f-Karotenin
renginin acilmasma dayanan bir yontemdir. Antioksidan maddenin varliginda olusan
bozunma iiriinleri antioksidan tiir tarafindan temizlendiginden veya bu tepkimenin olusumu

engellendiginden f-karotenin alkol igindeki ¢ozeltisinin sar1 rengi degismeden kalacaktir.

Linoleik asit + (O,-H,0) + S-karoten — Konjuge dienler ve diger bozunma iirtinleri

l

f-karoten— renk acilimi

Linoleik asit + (O,-H,0) + S-karoten + antioksidan madde — rengin korunmasi
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3.7 Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemleri
3.7.1 Ellman Yoéntemi

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivite testleri Ellman metodu olarak
bilinen spektrofotometrik yontem esas alinarak Olguldi. Enzim olarak elektrik baligindan
(Electrophorus electricus, Ee-AChE) elde edilen asetilkolinesteraz ve at serumundan (Equus
caballus, Ec-BChE) elde edilen butirilkolinesteraz enzimleri, substrat olarak asetilkolin
iyodur ve batirilkolin iyodr, aktivitenin 6l¢limii i¢in sar1 renkli 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB) kullanild1. Sirastyla asetilkolin iyodiir veya biitirilkolin iyodiiriin enzimatik
hidrolizi ile agiga ¢ikan tiyokolinin DTNB ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen sari
renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit anyonu 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
izlendi. Kontrol olarak etanol, standart olarak ise Galanthus bitkisinden elde edilen alkaloid

yapida olan galantamin kullanildu.

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gére % inhibisyon olarak asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplandi:

Yinhibisyon = (M) % 100

A omtrol

(A= Absorbans)

3.8 Istatistiksel Hesaplamalar

Aktivite sonuclarinda elde edilen veriler 3 paralel testin ortalama + standart sapmasi olarak
verildi. Sonuclar Student-t testine gore % 95 giiven sinirlart iginde bulundu. Konsantrasyon
ile absorbanslar arasinda 6l¢ii egrileri ¢izildi ve ilgili regresyon denklemleri bulundu. En
kiiciik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon analizi e8im, intersept ve

korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle yapildi.

3.9 Kromatografik Ydntemler

Maddeler karigiminin bir hareketli faz yardimiyla, bir sabit faz iizerinden gegirilerek
bilesenlerine ayrilmasi islemi kromatografi olarak adlandirilir. Kromatografik ayirim; karigim
olusturan bilesenlerden her birinin sabit fazda tutunma ve hareketli faz ile siiriiklenme

egilimlerinin birbirinden farkli olmasi ilkesine dayanmaktadir. Bilesenlerin her biri
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kromatografik sistemde farkli hizlarla ilerler ve birbirinden ayrilirlar. Kromatografik yontem
ilk kez 1850’li yillarda Runge, 1890’1 yillarda Reed ve 1900’lii yillarda Amerikali petrol
kimyacis1 D. T. Day tarafindan gelistirilmis olmasina ragmen, ‘kromatografinin babas1’
tinvan1 Polonyal1 botanik¢i M. S. Tswett icin kullanilmaktadir. Tswett 1906 yilinda bir cam
boru igine doldurulan adsorbanlar tizerinden bitki ekstraktlarini gegirmis ve klorofil, ksantofil,
karoten gibi pigmentlerin kolonun farkli yerlerinde renkli halkalar halinde ilerledigini
gbozlemlemistir. Bu sebeple renklerin grafigi ya da renklerin ayrilmasi anlamina gelen

kromatografi terimi giiniimiize kadar kullanilagelmistir.

Bu tez calismast sirasinda hazirlanan ekstrelerin  fraksiyonlandirilmasi igin  kolon
kromatografisi, benzer fraksiyonlar1 birlestirmek ve saf madde elde etmek igin ince tabaka

kromatografisi teknikleri kullanilmistir [90].

Ince tabaka kromatografisinde, aliiminyum (izerine silikagel kapli hazir plaklar (20 x 20 cm)
ve cam plaklar (20 x 20 ; 20 x 10) kullanildi. Cam plaklar1 hazirlamada adsorban olarak
Silikagel GFgs4 kullanildi. Ekstrelerin kolon kromatografisi ile ayrilmasiyla elde edilen
fraksiyonlarin karsilastirilmasinda ince tabaka kromatografisi plaklar1 kullanildi. Maddeleri

saflagtirmak icin preperatif ince tabaka kromatografisinden yararlanildi.

3.9.1 Kolon Kromatografisi

Ekstrelerin fraksiyonlandirilmasi ve bu fraksiyonlardan saf madde izolasyonu igin kolon
kromatografisinden yararlanilmigtir. Madde miktarina bagli olarak farkli genislik ve
uzunluklarda cam kolonlar, kolon dolgu maddesi olarak silikajel (Merck 1.07734) kullanild:.
Ekstreler az miktarda uygun cozucude ¢Ozulerek adsorban ile karigtirildi. Karigim oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra toz kivamina getirilen karisim dibine az
miktarda pamuk yerlestirilmis, ekstre miktarina uygun olarak secilmis ve boyunun 2/3
oraninda silikajel ile doldurulmus kolonun {ist kismina dolduruldu. Bu islem sonucunda
adsorban ve lizerine doldurulan maddenin st ylizeyinin diizglin olmasina dikkat edildi.
ElGsyona (bilesiklerin kolon boyunca ilerlemesi) apolar bir ¢ozuicu olan % 100 petrol eteri ile
basland1 ve sirasiyla diklorometan, aseton ve metanol ile polarite arttirilarak eliisyona devam
edildi, sonunda % 100 metanol ile eliisyon tamamlandi. Bilesiklerin renkli olmasi1 durumunda
ise bu bilesikler renkli halkalar halinde kolonda gozlenip, farkli erlenlerde toplandi.
Maddelerin renkli olmamasi durumunda ise; bilesenleri saf halde elde edebilmek igin erlen

olabildigince sik araliklarla (100’er ml’lik erlenlerde) degistirildi. Benzer fraksiyonlar ince

o1



tabaka kromatografisi yardimiyla birlestirildikten sonra saflastirma i¢in preparatif ince tabaka
kromatografisi veya daha kuciik boyuttaki kolonlar (adsorban silikajel) kullanildi.

3.9.2 Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), arkas1 aluminyum kapli hazir silikagel plaklardan (20 x
20 cm) (Merck 1.05554) ve cam plaklardan (20 x 20 ; 20 x 10) yararlanildi. Cam plaklari
hazirlamada adsorban olarak Silikagel 60 GF254 (Merck 1.07730) kullanildi. Tatbik edilen
maddelerin uygun ¢06zicu sistemleriyle ilerlemesi saglandi. Coziicii ile yiriitme isleminin
ardindan ortaya ¢ikan lekeler UV 1s1k altinda isaretlendikten sonra 6zel bir belirte¢ olan serik
stilfat belirteci ile etiivde 105°C’de 5 dakika bekletilerek belirgin lekeler gozlenmesi saglandi.
Ince tabaka kromatografisinde maddelere 6zgii Rf degerleri sayesinde farkli maddeler ayirt
edilebildi.

Ayrica maddeleri saflastirmak i¢in preperatif ince tabaka kromatografisinden yararlanildi.
Once uygun ¢oziicti sistemleri belirlendi. Bu yontemde igindeki bilesikleri ayr1 ayr1 izole
etmek istedigimiz madde; plaklara baglangic c¢izgisi boyunca diizgiin bir sekilde tatbik
edildikten sonra maddelerin ayrilmasina olanak verecek uygun polariteye sahip daha énceden
belirledigimiz ¢Ozlict sistemi belirlenerek yirutildi. UV 1sik altinda birbirinden ayrilmig
cizgiler halinde maddeler tespit edilerek, ayr1 ayri erlenlere alindiktan sonra uygun

cozictlerle maddeler saf halde geri kazanildu.

3.10 Spektroskopik Yontemler

3.10.1 NMR Spektroskopisi

Bu c¢alismada; kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin 'H NMR, BC NMR, APT,
spektrumlar alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS) ve ¢oziicti olarak ddterokloroform
(CDCls), déterometanol (CD3;OD) kullanildi. Saf bilesiklerin *H NMR analizleri 600 MHz ve
400 MHz, *C NMR analizleri 150 MHz ve 100 MHz Varian 1D-6508 invers problu NMR
spektrometrelerinde UME-TUBITAK *ta yapilmustir.
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4. DENEYSEL BOLUM

4.1 Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit I¢eriklerinin Belirlenmesi
4.1.1 Toplam Fenolik Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak pirokatekole esdeger
olarak belirlendi [80]. 3 mg olarak tartilan maddelerin etanolde 1000 ppm’lik ¢ozeltileri
hazirlandi. 1000 ppm olarak hazirlanan pirokatekol ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150,
175 pL alinarak hacimleri etanolle 200 pL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu karisimlara su, FCR
reaktifi ve 3 dk sonra %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisinden ilave edildi. Karisimlar 2 saat stresince
oda sicakliginda calkalandi ve drneklerin absorbanslart 760 nm’de okundu. Ekstrelerin toplam
fenolik igerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak

belirlendi. Her bir 6rnekten ii¢ paralel 6l¢iim yapildi.

Absorbans = 0,0148 pirokatekol (ug) + 0,0225 (R* = 0,9953)

0.3+ y = 0,0321x - 0,0457 R*=0,0902
0,25 -
0.2

0,154

Absorbans

0,05

[ 2 3 5
0,05 4 1 3 4

Konsantrasyen (ppm)

Sekil 4.1. Pirokatekoliin 6l¢ii grafigi

4.1.2 Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat yontemi ile belirlendi [81]. Orneklerden 100 uL almarak hacimleri % 80’lik
etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Kersetinin 1000 ppm’lik ¢0zeltisinden 25, 50, 75, 100, 125,
150, 175 pL alinarak hacimleri % 80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Bu karisimlara 100
uL 1M potasyum asetat eklendikten hemen sonra 100 pL %210’luk aluminyum nitrat
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cozeltisinden ilave edildi. Karisimlar 40 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 415 nm’de

absorbanslar1 okundu.
Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 standart kersetin grafiginden elde edilen

asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten ti¢ paralel 6l¢iim yapildi.

Absorbans = 0,1574 kersetin (ug)— 0,1239 (R* = 0,9968)

y = 0,0375x - 00008 RY = D0,0004

- Pt =
P T

0.6 4
0.4 1
0.2 1

Absorbans

[ o] (=]
!

10 il 30 40 50

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.2. Kersetinin 6l¢ii grafigi

4.2 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
4.2.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesinin Belirlenmesi

Antioksidanlar radikallere proton vererek absorbsiyonu azaltirlar. Ekstreler, fraksiyonlar ve
saf maddelerin serbest radikali giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanilarak
belirlendi. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 517 nm’de karakteristik absorbsiyonu olan
kararli serbest bir radikaldir. DPPH’in 517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki azalmayla
orantili olacak sekilde antioksidan aktivitenin varligi nitel ve nicel olarak belirlendi.
Orneklerin 50 pg ile 500 pg arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1 mL ornek iceren
orneklerin tzerine DPPH c¢Ozeltisinden 4 mL ilave edildi. Kontrol olarak 1 mL etanol
kullanildi. Oda sicakliginda karanlikta 30 dk inkubasyondan sonra 517 nm’de absorbanslari
dl¢iildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. Serbest radikal giderim

aktivitesi agsagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:
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A — A,
DPPH Giderim Aktivitesi (%inhibisyon) = ( kontrol "””-‘") X 100
Aknﬂtrnl

Axontrol kontroliin absorbansi, Agmek Ornegin absorbansi

4.2.2 Lipid Peroksidasyon Inhibisyonu Aktivitesinin Belirlenmesi

Toplam antioksidan aktivite olarak da adlandirilan bu yontemde, standart olarak kullanilan a-
Toc, BHT, BHA kersetin ve 6rnek ¢ozeltilerinin (zerine, son konsantrasyon 10, 25, 50, 100
ug/mL olacak sekilde, 4 mL f-karoten cozeltisi ilave edildi. Emulsiyon, test tlplerine ilave
edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangic absorbanslar1 490 nm’de o6l¢iildii.
Kontrol olarak etanol kullanildi. Tiipler 50°C’de inkiibasyona birakildi ve kontrol olarak
kullanilan tlipteki p-Karotenin rengi kayboluncaya kadar (yaklasik 120 dk) inkiibasyona
devam edildi. Absorbans yine 490 nm’de 6lg¢lldl. f-Karoten renk agilim orani (R), asagidaki

esitlige gore hesaplandi:

R =

h‘ =
=R

In: dogal logaritma, a: baslangi¢ absorbansi, b: inkiibasyondan sonraki
absorbans, t: inkiibasyon siresi (dk).
Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

R kontrol Rl’:ifuek

AA (% inhibisyon) = ( ) X 100

Rkn-m:rni

Riontrol kontroliin renginin agilma hizt ve Rgrek Ornegin renginin agilma hizidir.
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4.3 Antikolinesteraz Aktivite Tayini Yontemi

4.3.1 AChE Aktivite Testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi icin enzim olarak asetilkolinesteraz enzimi, substrat
olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Reaksiyon sematik olarak Sekil 4.3” te

gosterilmektedir:

CH
U\ AChE | + ©
Hac——N s CHs = g U\ © 2H 1

HO HaC——N e +
2 [e] CH3

CH3

CHs
Asetiltiyokolin iyodir Tiyokolin fagtat

SCHzCHzN(C Hz)3

SR e

Tiyokolin DTNB 5-Tiyo-2-nitrobenzoat 2-Nitrobenzoat-5-merkaptotiokolin

Sekil 4.3. Asetilkolinesteraz inhibisyon reaksiyonunun isleyis mekanizmasi

Sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de spektrofotometrede

Olctlmektedir.
Reaktiflerin Hazirlanisi

o DTNB: 16 mg DTNB 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢6zildd, 7,5 mg NaHCO3 1 mL
fosfat tamponunda (pH=7) ¢oziildii ve iki ¢ozelti karistirildi. Daha sonra 2 ml pH=7

tamponu ile hacmi 4 mL’ye tamamlandi. Kullanmadan 6nce 4 mL pH=8 tamponu eklendi.

. Substrat: 32,8 mg asetilkolin iyodir 8 mL deiyonize suda ¢6zuldi. Kullanmadan 6nce

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

° Enzim Cozeltisi: 0,2 mg asetilkolinesteraz enzimi 3 mL fosfat tamponunda (pH=8)

cozillerek hazirlandi.
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4.3.2 AChE % Inhibisyon Testi

° Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), bilesiklerin etanol
icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢dzeltisinden

20 pL konuldu.

° Bu soluisyon 10 dakika stre ile 25°C de inkibe edildi.
° 10 dakika sonra 20 pLL DTNB reaktifi ve substrat (20 pL) her bir kuyucuga ilave
edildi.

° Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans
okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programimnin yardimi ile

absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak aktivite gdsteren bilesikler tespit edildi.

° Aktivite gosteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM dan 0,125 mM’a kadar
seyreltilmis c¢ozeltileri hazirlanarak 1Csp degerleri de ayni islemler tekrarlanarak

hesaplandi.

4.3.3 BChE Aktivite Testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi igin enzim olarak butirilkolinesteraz

enzimi substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir.

Reaktiflerin Hazirlanisi

° DTNB: 16 mg DTNB 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢6zildi, 7,5 mg NaHCO3 1
mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢O6zuldu ve iki ¢ozelti karigtirildi. Daha sonra 2 mL pH=7
tamponu ile hacmi 4 mL’ye tamamlandi. Kullanmadan 6nce 4 mL pH=8 tamponu

eklendi.

. Substrat: 4 mg butirilkolin iyodir 8 mL deiyonize suda ¢6zildi. Kullanmadan 6nce 8

ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 ml’ye tamamlandx.

o Enzim Cozeltisi: 0,2 mg butirilkolinesteraz enzimi 1,8 mL fosfat tamponunda (pH=8)

cozllerek hazirlandi.
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4.3.4 BChE % Inhibisyon Testi

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), bilesiklerin etanol
icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL. ve enzim ¢ozeltisinden

20 pL konuldu.
Bu sollisyon 10 dakika sire ile 25°C de inkiibe edildi
10 dakika sonra 20 uL. DTNB reaktifi ve substrat (20 puL) herbir kuyucuga ilave edildi.

Standart olarak galantamin kullanildi.
Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans
okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programinin yardimm ile

absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler tespit edildi.

Aktivite gosteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM’dan 0,125 mM’a kadar seyreltilmig
cozeltileri  hazirlanarak  ICsp  degerleri de aym1  islemler  tekrarlanarak

hesaplandi.

4.4 Ferulago blancheana Bitkisinin izolasyon ve Saflastirma Cahsmalari

4.4.1 Ferulago blancheana Bitkisinin Diklorometan Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi

Ferulago blancheana bitkisinin toprak ustl kisimlarinin tamami goélgede kurutulduktan sonra

kiiglik pargalara ayrildi. Kii¢iikk pargalara ayrilan bitki (422,79) oda sicakliginda (¢ kez

diklorometan ile masere edildi. Rotaevaporatorde ¢oziicusi ugurulduktan sonra diklorometan

ekstresi elde edildi. Elde edilen diklorometan ekstresi (18,9413g) kurutulduktan sonra

silikajelin adsorban olarak kullanildigi bir kolon flizerinden fraksiyonlandirildi. Eliisyon

sistemine apolar bir ¢ozuci olan %100 petrol eteri ile baslanmis ve polarite belli oranda

arttirtlarak sirasiyla diklorometan, aseton ve %100 metanole kadar devam edilerek 91

fraksiyona ulasilmistir. ITK sonuglarina gére benzer fraksiyonlar birlestirilmistir.
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4.4.2 Ferulago blancheana Bitkisinin Etil Asetat/Metanol Ekstresinin
Fraksiyonlandirilmasi

Bitkinin diklorometan ile tliketilmesinin ardindan yine ii¢ kez etil asetat/metanol ile
tiketilmesiyle elde edilen ekstre (25.0679g) adsorban maddesi silikajel olan bir kolonda
fraksiyonlarina ayrildi. Bu islem sirasinda ¢0ziict sistemi olarak %2100 diklorometan ve
ardindan sirasiyla artan polaritede aseton ve metanol ilave edilmistir. Her bir ¢6zicu
sistemiyle toplamda 95 fraksiyon elde edilmis, iTK ile kontrol edilerek benzerlik gdsteren
fraksiyonlar birlestirilmistir. Bu fraksiyonlardan preparatif ince tabaka kromatografisi ve
kristallendirme ile elde edilen saf maddelerin yapi tayinleri spektroskopik yontemler

kullanilarak belirlenmistir.
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5. BULGULAR

Bu tez c¢alismasinda, Ferulago blancheana bitkisinin toprak Gstl kisimlari kurutulup toz
edildi ve diklorometan ile tliketilerek diklorometan ekstresi elde edildi. Ttketilen bitki bu kez
etil asetat/metanol (1:1) karisimi ile tiiketilerek etil asetat/metanol ekstresi elde edildi.
Antioksidan aktivite tayinleri ise baslica iki yontem DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
ve p-karoten renk acilim yontemleriyle incelendi. Antikolinesteraz aktivite tayinleri ise
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolin esteraz (BChE) enzimlerine kars1 Ellman metodu ile
yapildi. Ayrica tiim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 da sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi. Ferulago blancheana‘dan elde edilen
diklorometan ve etil asetat/metanol ekstrelerinin tasidig1 sekonder metabolitler kromatografik
yontemlerle (kolon kromatografisi, ITK) izole edilerek saflastirilan bilesiklerin yapilar1t NMR

spektroskopisi yontemiyle belirlendi.
5.1 Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktar Sonuclar

Tum ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla pirokatekol ve

kersetine esdeger olarak belirlendi.

Cizelge 5.1. Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktar sonuglari

Toplam Fenolik Miktari Toplam Flavonoit Miktari

Ekstreler (ng pirokatekol esdeger)/mg | (ng quercetin esdeger)/mg
Ekstre Ekstre
Ferulago blancheana 42,98+0,84 19,66+0,47
diklorometan ekstresi
Ferulago blancheana
etil asetat/metanol 46,4+0,14 19,53+0,71

ekstresi

5.2 Ekstrelerin Antioksidan ve Antikolinesteraz Aktivite Sonuclar:
5.2.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Sonuc¢lari

Ferulago blancheana‘dan elde edilen diklorometan ve etil asetat/metanol ekstrelerinin DPPH
serbest radikal giderim aktivitesi dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) tayin
edildi. Standart olarak kullanilan BHT, BHA ve a-tokoferole gore aktivite karsilagtirmalari
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yapildi. Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi % inhibisyon olarak Cizelge 5.2

de verilmistir.

Cizelge 5.2. Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuclari

Ekstreler 100 pg/mL
Ferulago blancheana 0,15 +0,88
diklorometan ekstresi
Ferulago blancheana _etll 45,49 0,82
asetat/metanol ekstresi
BHA* 91,37+0,06
o-Toc* 91,62+0,25
*standart
100
90
80
70
§ 60
2 5o
< M 100 pg/mL
= 40
S
30
20
10
0 T T T
FBD FBM BHA* a-Toc*

Sekil 5.1. Ferulago blancheana bitkisinin Diklorometan ve Etil asetat/MeOH ekstrelerinin DPPH serbest radikal
giderim aktivite sonuglari

F. blancheana bitkisinin diklorometan ekstresi aktif degilken, etil asetat/metanol ekstresi orta

derecede inhibisyon gostermistir.
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5.2.2 Lipid Peroksidasyon Inhibisyon (8-karoten renk acihm) Testi Sonuclar:

Ferulago blancheana‘dan elde edilen diklorometan ve etil asetat/metanol ekstrelerinin toplam
antioksidan aktiviteleri f-karoten renk agilim yontemine gore dort farkli konsantrasyonda (10,
25, 50, 100 pg/mL) incelendi. Antioksidan aktivite sonuglarinin karsilastirmasinda standart
olarak BHT ve BHA kullanildu.

Cizelge 5.3. Ekstrelerin lipid peroksidasyon % inhibisyon sonuglari

Ekstreler 100 pg/mL
Ferulago blancheana
diklorometan ekstresi

Ferulago blancheana etil -
asetat/metanol ekstresi

BHT*
BHA* 99,43+0,36

91,15+0,73

*standart

Sonug olarak her iki ekstre anlamli lipid peroksidasyonu inhibisyonu gostermemistir.

5.2.3 Antikolinesteraz Aktivite Sonuglar:

F.blancheana bitkisinin toprak tstu diklorometan ve etil asetat/metanol ekstrelerinin AChE

ve BChE % inhibisyon degerleri Cizelge 5.4” de verilmistir.

Cizelge 5.4. Ekstrelerin asetilkolinesteraz aktivite sonuglari (% inhibisyon)

Ekstreler 200 pg/mL
Ferulago blancheana
diklorometan ekstresi 46,920,12
Ferulago blancheana _etll 56.7840,21
asetat/metanol ekstresi
Galantamin* 90,7+£0,59

*standart
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100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

200 pg/mL

FBD FBM Galantamin

W 200 pg/mL

Sekil 5.2. Ferulago blancheana bitkisinin Diklorometan ve Etil asetat/MeOH ekstrelerinin asetilkolinesteraz

aktiviteleri

Her iki ekstrede orta derecede asetilkolinesterazi inhibe etmistir.

Cizelge 5.5. Ekstrelerin butirilkolinesteraz aktivite sonuglari (% inhibisyon)

Ekstreler 200 pg/mL
Ferulago blancheana 15,15+0,23
diklorometan ekstresi
Ferulago blancheana gtll 31,00 + 2,58
asetat/metanol ekstresi
Galantamin* 91,59 +1,12
*standart
200 pg/mL
100
90
80
70
60
>0 m 200 pg/mL
40
30
20
10
1l
FBD FBM Galantamin

Sekil 5.3. Ferulago blancheana bitkisinin Diklorometan ve Etil asetat/MeOH ekstrelerinin butirilkolinesteraz

aktiviteleri
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Her iki ekstre butirilkolinesteraza kars1 daha diisiik olmakla birlikte, asetilkolinesteraza benzer

aktivite géstermislerdir.

5.3 Elde Edilen Saf Bilesiklerin Yapi Tayinleri

Ferulago blancheana‘dan izole edilen saf bilesikler asagida verilmektedir;

« Bergapten

¢ 8-Methoxy-oxypeucedanin hydrate

e Heraclenol

e Imperatorin

¢ Byakangelicin
e Isoscopoletin
e Stigmasterol

e (-Sitosterol

Cizelge 5.6. Saf bilesikler ve miktarlar

Saf Bilesikler

izole Edilen Saf

Bilesik Miktar:

Bergapten 3,2mg
8-Methoxy-oxypeucedanin

hydrate 2bmg
Heraclenol 3,1mg
Imperatorin 2,3mg
Byakangelicin 3,0mg
Isoscopoletin 1,9mg
Stigmasterol 7,4mg
k-Sitosterol 3,4mg
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5.3.1 Saf Bilesiklerin Yap1 Tayinleri
5.3.1.1 FBD 20-4-1-1 = Bergapten = 5-Metoksipsoralen

Bilesik renksiz igne seklinde kristaller halinde elde edilmistir. Silikajel plakta UV 1sik altinda
(254 nm) parlak mavi renkli olarak goriinen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde
105°C’de yakildiginda sar1 renkte gozlendi. Kumarinlerin UV 1s1k altinda parlak mavi renkte

izlenmesi nedeniyle bu bilesigin kumarin olabilecegi diisiiniildii.

Sekil 5.4. Bergapten

Bilesigin 'H NMR spektrumunda 6,28 ppm ve 8,16 ppm’de 9,3 Hz’lik dubletler halinde
gdzlenen sinyaller bu yapinin kumarin olabilecegi izlenimini arttirmistir. Ayrica bilesige ait
B3C- NMR spektrumu incelendiginde 161,0 ppm’de izlenen ve konjuge karbonil karbonuna ait
olabilecegine isaret eden karbon sinyali kumarin yapisini dogrulamistir. Bilesige ait (g
aromatik proton sinyali 7,15 ppm’de singlet ve 7,60 ve 7,24 ppm’lerde 2,4 Hz’lik dubletler
olarak izlenmistir. 4,27 ppm’de ise singlet olarak gozlenen ¢ protonluk sinyal ise molekilde
bir metoksi grubunun varligini ortaya Koymustur. Basit bir kumarin halkasina bu ii¢ proton ve
bir metoksi grubu yerlestirilemeyeceginden ve iki dublet sinyalinin J degerlerinin 2,3 Hz
olmas1 yapiya bir furan halkasinin kondanse olabilecegini diislindiirmiistiir. Yapidaki metoksi
grubunun biyogenetik olarak C-5 ya da C-8 den hangisine yerlesmis olabilecegi bilesigin
NMR verileri ile arastirildi. Literatiir verileri de yapmin bergapten oldugunu dogrulamistir

[7]1
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Cizelge 5.7. Bergapten bilesigi *H ve **C NMR verileri (CDCl; ppm)

Pozisyon 'H (8, JI=Hz) BC ()
2 _ 161,40
3 6,28(d, J= 9,3 Hz) 112,50
4 8,16(d, J=10,0 Hz) 139,20
5 _ 149,57
6 _ 112,51
7 158,32
8 7,15,s 93,85
9 _ 152,71
10 _ 106,02
2’ 7,60(d, J=2,4 Hz) 144,53
3 7,24(d, J=2,4 Hz) 105,02
(Cs-OCHs) 4,27,s 60,08

5.3.1.2 FBD 47-2-3 = 8-Methoxy-oxypeucedanin hydrate

Bilesik seffaf renkli igne kristaller seklinde elde edildi. Silikajel plakta UV lamba altinda 254

nm’de sar1 renkte gozlenen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de

yakildiginda kahverengi bir renk aldi.
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OCH,4

Sekil 5.5. 8-Methoxy-oxypeucedanin hydrate

'H NMR spektrumunda 8,14 ve 6,30 ppm’de 10,0 Hz’lik dubletler halinde gdzlenen sinyaller
yapinin kumarin oldugunu agik¢a gostermistir. Diger bir dublet ¢ifti ise 7,64 ve 7,02 ppm’de
karakteristik 2,4 Hz’lik etkilesim sabiti vermesi kumarin halkasina bir furan halkasinin
kondanse oldugunu gostermistir. 4,20 ppm’de bir OCHj3 grubuna isaret eden ii¢ protonluk
singlet sinyali ve buna karsilik gelen karbon sinyali de 60 ppm’de izlenmistir. Aromatik
sinyallerin disinda ayrica 4,60 ve 4,27 ppm’deki kimyasal kaymalariyla oksijene komsu
oldugu anlagilan AB ¢ifti protonlari, dubletin dubleti olarak 10,0 Hz’lik geminal
etkilesimlerinin yani sira daha kii¢iik J degerli visinal etkilesim gostermislerdir. 3,83
ppm’deki dubletin dubleti olarak izlenen protonun J degerlerinin de bu daha kiigiik etkilesim
sabitleriyle ayni olmast AB protonlar ile visinal (komsu) oldugunu gostermistir. CHp
grubuna karsilik gelen bu AB protonlarimin kumarin halkasina oksijen tizerinden bagli oldugu
belirgindir, aksi halde daha Ust alanda rezonansa gelmeleri gerekirdi. >*C NMR (BB ve APT)
spektrumunda oksijenli karbonlarmn izlendigi 55-80 ppm arasinda 77,3 ppm’de CHO
grubunun karbonu izlenirken, bir 3,83 ppm’e karsilik gelen karbon ise 76 ppm’de izlenmistir.
Ayrica bir oksijenli katerner karbon atomu 77,0 ppm’de ve iki metil karbonu ise 26,71
ppm’de izlenmistir. 'H NMR’da bu metil gruplart 1,28 ve 1,32 ppm’de izlenmistir. 3,46
ppm’de izlenen singletin bir OH pikine ait oldugu disiiniilmiis olup, bu hidroksilin de metil
gruplar1 ile ayni karbon atomuna bagli oldugu saptanmugtir. Tiim spektral veriler benzer
kumarinlerle karsilastirildiginda  bilesigin =~ 8-Methoxy-oxypeucedanin hydrate oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 5.8. 8-Methoxy-oxypeucedanin hydrate bilesigi "H NMR verileri (CDCl; ppm)

Pozisyon 'H (6, J=Hz)
3 6,30 (d, J=10,0 Hz)
4 8,14 (d, J=10,0 Hz)
5 —
8 —
2’ 7,64 (d, J=2,4 Hz)
3’ 7,02 (d, J=2,4 H2)
17, 4,60 (dd, J=2,40 ve 10,0 Hz)
17 4,27 (dd, J=7,60 Hz ve 9,90 Hz)
2" 3,83 (dd, J=2,30 Hz ve 7,60 Hz)
37 3,46, s (OH)
4” —
5 1,32, s, 3H
6”’ 1,28, s, 3H
(Cg-OCHg) 4,20, S, 3H

5.3.1.3 FBD 47-1-2-3 (=FBD 47-2-4= FBM 12-13-14-3)= Heraclenol

3 5 104
6 \3
¥ 2
! O~ ~0O

Sekil 5.6. Heraclenol
Bilesik renksiz igne seklinde kristaller halinde elde edilmistir. UV 1sik altinda

(366 nm) parlak sar1 renkli olarak goriinen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde
105°C’de yakildiginda kahverengi renkte gozlendi. Kumarinlerin UV 151k altinda parlak sari

renkte izlenmesi nedeniyle bu bilesigin kumarin olabilecegi diisiiniildii.

Bilesigin 'H NMR spektrumunda 6,39 ppm ve 7,78 ppm’de 9,4 Hz’lik dubletler halinde
gozlenen sinyaller bu yapinin kumarin olabilecegi izlenimini vermistir. Bilesige ait Ug
aromatik proton sinyali 7,40 ppm’de singlet ve 7,71 ve 6,84 ppm’lerde 2,4 Hz’lik dubletler

olarak izlenmistir. Aromatik sinyallerin disinda ayrica 4,76 ve 4,42 ppm’deki kimyasal
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kaymalariyla oksijene komsu oldugu anlasilan AB ¢ifti protonlari, dubletin dubleti olarak

10,0 Hz’lik geminal etkilesimlerinin yani sira daha kiiciik J degerli visinal etkilesim

gostermiglerdir. 3,87 ppm’deki dubletin dubleti olarak izlenen protonun J degerlerinin de bu

daha kiigiik etkilesim sabitleriyle ayni olmasit AB protonlar: ile visinal (komsu) oldugunu

gostermistir. CHjy grubuna karsilik gelen bu AB protonlarmin kumarin halkasina oksijen

tizerinden bagli oldugu belirgindir. Metil gruplart 1,30 ve 1,34 ppm’de singlet olarak

izlenmistir.

Tiim spektral veriler benzer kumarinlerle karsilastirildiginda bilesigin heraclenol oldugunu

belirtmistir. Literatiir verileri de bunu dogrulamustir. [7].

Cizelge 5.9. Heraclenol bilesigi *H NMR verileri (CDCl; ppm)

Pozisyon 'H (5, J=Hz)

3 6,39 (d, J=9,4 Hz)

4 7,78 (d, J=9,4 Hz)

5 7,40

8 -

2" 7,71 (d, J=2,4 H2)

3 6,84 (d, J=1,7 H)
17, 4,76 (dd, J=2,90 ve 10,0 Hz)
17y 4,42 (dd, J=7,70 Hz ve 10,0 Hz)
2”7 3,87 (dd, J=2,40 Hz ve 7,70 Hz)
3,’ —

4 1,34,s, 3H

5" 1,30, s, 3H
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5.3.1.4 FBD-20-4-2= Imperatorin

Sekil 5.7. Imperatorin

Bilesik renksiz igne seklinde kristaller halinde elde edilmistir. UV 1sik altinda
(366 nm) parlak sar1 renkli olarak goriinen bilesik, serik siilfat belirteci puskiirtiiliip etiivde
105°C’de yakildiginda kahverengi renkte gozlendi. Kumarinlerin UV 1s1k altinda parlak sar1

renkte izlenmesi nedeniyle bu bilesigin kumarin olabilecegi diisuinildu.

Bilesigin '"H NMR spektrumunda 6,37 ppm ve 7,76 ppm’de 9,3 Hz’lik dubletler halinde
gozlenen sinyaller bu yapmin kumarin olabilecegi izlenimini vermistir. Bilesige ait U¢
aromatik proton sinyali 7,36 ppm’de singlet ve 7,69 ve 6,81 ppm’lerde 2,4 Hz’lik dubletler
olarak izlenmistir. Ayrica aromatik sinyallerin disinda 5,01 ppm’deki iki hidrojenlik dubletin
ve 5,6 ppm’deki tripletin kimyasal kaymalariyla oksijene komsu oldugu anlagilmigtir. 1.72 ve
1,74 ppm’de ¢ikan ii¢ protonluk metil sinyallerinin ise kimyasal kaymalar1 sebebiyle cifte

baga komsu oldugu anlasilmistir.

izelge 5.10. Imperatorin bilesigi verileri 3, Ppm
izelge 5.10. 1 in bilesigi *H NMR verileri CDCl;,

Pozisyon 'H (6, J=Hz)
3 6,37 (d, J=9.3 Hz)
4 7,76 (d, 3=10,0 Hz)
5 7,36, S
8 -
2 7,69 (d, J=2.3 H2)
3 6,81 (d, J=2,4 Hz)
1" 5,01 ppm, d, 2H, J=7,1 Hz
2 5,6 ppm, t, 1H
3” -
4 1,72,s, 3H
5 1,74,s, 3H
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5.3.1.5 FBM-12-13-14-3 = Byakangelicin

Bilesik acik sar1 renkte kati halinde/renksiz kristal halinde elde edildi. Silikajel plakta UV
lamba altinda 254 nm’de kahve mavisi renginde gozlenen bilesik, serik siilfat belirteci
puskurtiliip etiivde 105°C’de yakildiginda kahverengi gozlendi. UV 1s1k altindaki mavi rengi

nedeniyle izole edilen bu bilesigin de bir kumarin olabilecegi diisiiniildii.

Sekil 5.8. Byakangelicin

Bilesigin *H NMR spektrumunda (CDCls) kumarin halkasinin H-3 ve H-4’iine karsilik gelen
8,11 ve 6,28 ppm’de izlenen 10,0 Hz’lik karakteristik dubletlerinin izlenmesi yapinin bir
kumarin olabilecegini kuvvetle isaret etmistir. Ayrica bilesige ait "*C- NMR spektrumu
incelendiginde 160,16 ppm’de izlenen katerner karbon sinyali kumarin yapisin1 dogrulamustir.
Spektrumdaki diger bir dublet ¢iftinin ise 7,01 ve 7,63 ppm’de 2,3 Hz’lik etkilesim vermesi
de yapiya bir furan halkasmin kondense oldugunu gdstermistir. Bilesigin APT teknigiyle
alman *C NMR spektrumlart yapinin 17 karbon tasidiginit ve bu karbonlardan 5’inin CH,
1’inin CH,, 1’inin OCHj, 2’sinin CH3 ve 8’inin katerner karbondan ibaret oldugu
saptanmustir. Oksijenli karbonlarin izlendigi 55-80 ppm arasinda 76,1 ppm’de CH,O
grubunun karbonu izlenirken, bir 3,86 ppm’e karsilik gelen karbon ise 76 ppm’de izlenmistir.
Ayrica bir oksijenli katerner karbon atomu 75,95 ppm’de ve iki metil karbonu ise 26,71
ppm’de izlenmistir. 'H NMR’da bu metil gruplart 1,27 ve 1,31 ppm’de izlenmistir. Tiim
spektral veriler benzer kumarinlerle karsilastirildiginda bilesigin byakangelicin oldugu

belirlenmistir. [7].
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Cizelge 5.11. Byakangelicin bilesigi *H ve *C NMR verileri (CDCI5)

Pozisyon 'H (J =H2) B¢
2 ~ 160,16
3 6.28 (d, J=10,0 H2) 112,86
4 8,11(d, J=10,0 Hz) 139,47
5 B 143,93
6 ~ 114,46
7 B 150,16
8 ~ 126,05
9 ~ 144,88
10 B 107,44

> 7.63 (d, 3=2.3 Hz) 4

3 7,01 (d, 3=2.3 H) ~
(Cs-OCHy) 4,18, s, 3H 60,71

4,59 (dd, J=2,9 ve
17-CH, 4,26 %gé? JH:ngz ve g0
10,5 Hz)

2"-CH 3,86 (g% ﬂz)&o ve 75,95
3"-Cqg ~ 71,51
4”-CHs 131, s, 3H 2671
5"-CHs 1,27, s, 3H 2671
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5.3.1.6 FBD-23-24-5-1= Isoscopoletin

HO 5 4
103
2

HzCO 0 0

Sekil 5.9. Isoscopoletin

Beyaz renkli kat1 toz olarak elde edilen bilesik UV 1s1k altinda (254 nm) parlak mavi renkli
olarak goriilmiis, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda agik pembe
renkte gozlenmistir. Kumarinlerin UV 151k altinda parlak mavi renkte izlenmesi nedeniyle

izole edilen bu bilesigin kumarin olabilecegi diistliniildii.

Bilesigin *H NMR spektrumunda 7,67 ppm ve 6,31 ppm’de izlenen J = 9,4 Hz’lik dubletler
yapmin kumarin olabilecegi izlenimini kuvvetlendirmistir. Bilesige ait iki aromatik proton
sinyali 7,84 ppm ve 6,86 ppm’de singletler halinde izlenmistir.
Aromatik sinyaller disinda 3,98 ppm’de izlenen ii¢ protonluk singlet sinyali de yapida bir
metoksi varligini isaret etmistir. Basit bir kumarin halkasina metoksi grubu disinda herhangi
bir gruba ait pik olmayis1 ve aromatik sinyallerin singlet ¢ikmasi sebebiyle yapida bir

hidroksil substituentinin varligini1 diistindiirmiistiir.

Cizelge 5.12. Isoscopoletin bilesigi "H NMR verileri (CDCl;)

Pozisyon 'H (5, J=Hz)
3 6,31 (d, J=9,4 Hz)
4 7,67 (d, 1= 9,4 Hz)
5 6,86, s
8 7,84,s
OCHz3 3,98, s
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5.3.1.7 FBD -21-DCM-1 = Stigmasterol

Sekil 5.10. Stigmasterol bilesigi

Bilesik beyaz kati halinde elde edildi. Silikajel plakta UV lamba altinda (254 nm) goriilmeyen
bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda mavi-mor bir renk
aldi.

'H NMR spektrumunda proton sinyalleri f-sitosterol ile ok biiyiik benzerlikler gostermistir,
hatta metil proton sinyallerinin tamamen ayn1 ppm lerde izlenmesi bu bilesiginde bir steroit
olduguna isaret etmistir. Bir hidroksil grubu tasiyan C-3’iin proton sinyali benzer sekilde 3.53
ppm de izlenmistir. C-5 ve C-6 arasindaki ¢ifte bagin varlig1 5.34 ppm’de izlenen olefinik
proton sinyali ile belirlenmistir. Bu ¢ifte bagin yanisira yapida ikinci bir ¢ifte bagin varligi o
5.05 (dd, J =16 ve 5 Hz) ve 5.16 (dd, J = 16 ve 7 Hz) de izlenen sinyaller ile anlasilmistir. Bu
olefinik protonlarin komsu protonlarla olan etkilesimi ve birbirleriyle olan 16 Hz’lik trans
etkilesimi goz oniine alindiginda A® stigmastan iskeleti tizerinde bu bagin yerlesebilecegi
yerin sadece yan zincirdeki A% konumunda olabilecegi anlasilmigtir. Sonu¢ olarak bu

steroidin stigmasterol (stigmasta-5,22-dien-3-ol) oldugu kesinlik kazanmuistir.
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5.3.1.8 FBD -22-1-4-1 = #-Sitosterol

Sekil 5. 11. S-Sitosterol bilesigi

Beyaz renkli katt madde olarak elde edilen bilesik silikajel plakta UV lamba altinda (254 nm)
goriilmemesine ragmen, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda énce

mavi sonra kahverengi bir renk aldi.

Bilesigin "H NMR spektrumunda 3.53 ppm’de izlenen multiplet sinyali bize yapida oksijen
tasiyan bir siibstituente komsu protona ait olabilecegini gosterdi. 5.35 ppm’de gozlenen
multipletimsi dublet sinyali ise olefinik bir proton olarak yorumlandi. 1-2 ppm arasindaki
metilen zarfinin yanisira metil piklerinin multiplisiteleri yapmin bir steroid olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Alnan "H-NMR spektrumunda 6 metil sinyalinin ¢ikis sekli (2 singlet, 3
dublet ve 1 tripletten ibaret) ise; ¢ 0.68 (3H, s, Me-18), 0.81 (3H, d, J=6,64 Hz, Me-27), 0.83
(3H, d, J=7.03 Hz, Me-26), 0.85 (3H, t, J=7,81 Hz, Me-29), 0.92 (3H, d, J=6.25 Hz, Me-21) ve
1.01"de (3H, s, Me-19) izlenen metil sinyalleri bilesigin 29 C’lu stigmasten yapisina sahip
oldugunu ispatlamistir. Biyojenetik olarak ve karakteristik boliinme sekli dikkate alindiginda
OH grubunun C-3’e yerlesmesi, tim spektral veriler ve fiziksel dzelliklerine dayanarak bu

bilesigin yapisinin f-Sitosterol oldugunu kanitlamistir.
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5.4 izole Saf Bilesiklerin Antioksidan ve Antikolinesteraz Aktivite Sonuclar

5.4.1 DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Sonuclari

Izole

saf bilesiklerinin DPPH

serbest radikal giderimi

aktivitesi

Cizelge 5.14’de

gosterilmistir. Elde edilen byakangelicin miktar1 DPPH serbest radikal giderimi aktivitesi

bakilabilmesi i¢in yeterli olmadigindan aktivite yapilamamuistir.

Cizelge 5.13. izole saf bilesiklerin DPPH serbest radikal giderimi aktivite sonugclari

DPPH Serbest Radikal Giderimi (% Inhibisyon) Aktivitesi

Saf Bilesikler 10pg/mL | 25pug/mL | 50pg/mL | 100pg/mL
Bergapten 3,15+0,64 | 0,79+0,11 - -
8-Methoxy-oxypeucedanin hydrate | 1,85+0,23 | 0,93+0,30 - 2,07+£0,51
Heraclenol - - 0,07+0,02 | 0,50+0,13
Imperatorin - 1,04+0,32 | 0,50+0,18 | 1,80+0,15
Isoscopoletin - 0,08+0,06 | 0,23+0,02 | 0,55+0,07
Stigmasterol 0,37£0,22 - - -
p-Sitosterol 0,77+0,31 | 0,85+0,25 | 0,77+0,41 | 0,23+0,06
*BHA 49,92+0,23 | 77,66+0,67 | 89,89+0,54 | 91,37+0,06
*a-Toc 31,77+0,46 | 68,73+0,2 |90,21+0,25 | 91,62+0,45
*standart
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Sekil 5.12. izole saf bilesiklerin DPPH serbest radikal giderimi aktivitesi

5.4.2 p-Karoten-Linoleik Asit (Lipid Peroksidasyon % Inhibisyon) Toplam Antioksidan

Aktivitesi Sonuclari

Cizelge 5.14. izole saf maddelerin lipid peroksidasyon (% inhibisyon) aktiviteleri sonuglari

Saf Maddeler 10pg/mL 25pg/mL 50pg/mL 100pg/mL
Bergapten 29,52+0.66 | 37,74+0.45 | 46,39+0.28 | 49,36+0.37
8-Methoxy-oxypeucedanin

hydrate 42,12+0.59 | 43,11+0.75 | 44,41+0.62 | 44,99+0.18
Heraclenol 29,38+0,55 | 29,38+0,55 | 32,83+0,66 | 49,36+0.46
Imperatorin 21,80+0.43 | 23,95+0.23 | 25,28+0.33 | 49,77+0.36
Byakangelicin 4212 +£2.56 | 43.11+234 (4441 +221| 4499 +2.22
Isoscopoletin - - 25,31+0,88 | 54,39+0.28
Stigmasterol - - 14,12+2,48 | 57,48+0.11
p-Sitosterol 34,17£1,72 | 39,29+1,72 | 47,07+0,66 | 55,17+0.32
*BHA 64,11+0,65 | 86,69+0,54 | 89,35+0,27 | 91,15+0,73
*BHT 44,67+0,25 | 78,76+0,61 | 97,66+0,84 | 99,43+0,36

*standart
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B-karoten-linoleik asit

120

% inhibisyon

W 10ug/mL
W 25ug/mL
m 50ug/mL

W 100pg/mL

Sekil 5.13. Saf maddelerin g-karoten renk a¢ilim yontemi ile lipid peroksidasyon aktiviteleri

Bu yontemlerde 10, 25, 50, 100 pg/mL konsantrasyonlarda 3 paralel ¢alisma

yapildi. a-TOC, BHA ve BHT standart olarak kullanildi.
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6. SONUC ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda Apiaceae familyasina ait endemik Ferulago blancheana bitkisinden
hazirlanan  ekstrelerin  sekonder metabolitlerinin  izolasyonu, antioksidan ve

antikolinesteraz aktivitelerinin incelenmesi amag¢lanmustir.

Ferulago tiirleri iizerindeki arastirmalar oldukg¢a azdir ve daha ziyade onlarin ugucu yag
ve aktiviteleri ile ilgilidir, fakat smirli sayida da olsa diinyada Ferulago tirlerinin
sekonder metabolitleri (zerine arastirmalar vardir. Bununla beraber Turkiye’de
Ferulago tiirlerinin sekonder metabolitlerinin izolasyonu ve yapi tayini iizerine hig

aragtirma yoktur, sadece bazi aktivite ve ugucu yag ¢aligmalari bulunmaktadir.

Yapilan c¢aligmalara gore bu cinsin sekonder metabolitlerinin baglica kumarinler,
steroitler ve diger fenolik bilesiklerden ibaret oldugu anlasilmistir. Apiaceae
(Umbelliferae) familyasina ait sekonder metabolitlerle yapilan aktivite g¢alismalari
sonucunda bir¢ok sekonder metabolitin antibakteriyel aktivite basta olmak iizere
antioksidan ve antikolinesteraz aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu dogrultuda
calismalarimiz  saf bilesiklerin izole edilmesinin ardindan antioksidan ve

antikolinesteraz aktivitelerinin tayin edilmesi siirecini takip etmistir.

Izolasyon islemine ekstrelerin kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirilmas: ile
baslanmig, fraksiyonlarn preparatif ince tabaka kromatografisiyle saflastirilmasi ile
devam edilmistir. Elde edilen bilesiklerin saflig1 6ncelikle ince tabaka kromatografisi ile

kontrol edildikten sonra saf bilesiklerin spektral analizleri (NMR) yapildu.

Bu tez c¢alismasinda Ferulago blancheana bitkisinden biri kumarin yapisinda
1soscopoletin, diger besi furanokumarin yapida bergapten, byakangelicin, heraclenol, 8-
methoXxy-oxypeucedanin hydrate ve imperatorin ve steroit yapida ise stigmasterol ile f3-

sitositerol elde edilmistir. Furanokumarinlerin yapilart NMR teknigi ile belirlenmistir.

Hazirlanan diklorometan ve etil asetat/metanol ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar
pirokatekole, toplam flavonoit miktarlar kersetine esdeger olarak tayin edildikten sonra
antioksidan aktiviteleri B-karoten renk agilim yontemi ve DPPH serbest radikal giderim
yontemi ile belirlenmistir. Bu iki antioksidan aktivite testi sonucunda diklorometan
ekstresi hemen hemen hi¢ aktivite gostermemesine ragmen, etil asetat/metanol ekstresi

DPPH serbest radikal giderim aktivitesini orta derecede gostermistir. Ancak p-Karoten
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renk acilim yontemi ile lipid peroksidasyon inhibisyonunu ise gosterememistir. Daha
sonra ekstrelerden izole edilen saf bilesiklerin antioksidan aktiviteleri de bu iki yontem
ile tayin edilmistir. Bu bilesiklerin diisiik derecede DPPH serbest radikal giderim
aktivitesine sahip olduklar1 belirlenmistir, furokumarinlerin yapisinda serbest radikal
stiptiriicii gruplarin olmayist bunun nedeni olarak diigiiniilebilir. Buna karsin, B-karoten
renk agilim yontemi ile incelenen tiim bilesikler lipid peroksidasyonunu orta derecede

inhibe etmislerdir.

Hazirlanan diklorometan ve etil asetat/metanol ekstrelerinin ve bu ekstrelerden elde
edilen saf bilesiklerin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman metodu ile in vitro olarak
tayin edilmistir. Izole edilen bilesikler genelde orta/iyi derecede antikolinesteraz aktivite
gostermiglerdir. Test edilen steroitlerden stigmasterol ve R-sitosterol ve
furanokumarinlerden ise bergapten, imperatorin, isoscopoletin ve heraclenol iyi
derecede AChE inhibisyonu gostermistir. BChE enzimi inhibisyonunda ise imperatorin
ve 8-methoxy-oxypeucedanin hydrate bilesiklerinin iyi derecede aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Her iki antikolinesteraz aktivite testi sonucunda imperatorin bilesigi en

aktif bilesik olarak izlenmistir.

Sonug olarak son yillarda grubumuzun da dahil oldugu bazi ¢alismalarda, kumarinlerin
kayda deger antikolinesteraz aktivitelerinin bildirilmesi, kumarin tagima potansiyeline
sahip bitkilerden antikolinesteraz bilesiklerin izole edilebilecegi ve hatta daha aktif
furanokumarin  tlrevlerinin ~ sentezlenmesi ile yeni potansiyel ilaglarin

kesfedilebilecegini gdstermektedir.
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