T.C.
GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FARMAKOGNOZI ANABILIM DALI

XERANTHEMUM ANNUUM L. UZERINDE
FARMAKOGNOZiIK YONDEN ARASTIRMALAR

YUKSEK LISANS TEZI

Fulya GULYURDU

Tez Danismani
Prof. Dr. ilkay ORHAN

ANKARA
Nisan 2011



= =m .T'C' N -
GAZI UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitlisu

Farmakognozi Anabilim Dal Yuksek Lisans Programi
cercevesinde yuritiulmis olan bu galigma asagidaki juri tarafindan
Yuksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 27/04/2011

imza

Prof.Dr. '[urhan BAYKAL
Gazi Universitesi
Juri Bagkani

imza imza

Dog.Dr. i. irem TATLI GANKAYA Prof.Dr. lkay ORHAN
Hacettepe Universitesi Gazi Universitesi




iCINDEKILER

KABUL ve ONAY I
ICINDEKILER Il
SEKILLER LISTESI Vv
TABLOLAR LISTESI VI
RESIMLER LISTESI VIl
KISALTMALAR VIII
1. GIRIS ve AMAG 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1. Botanik Bolum 3
2.1.1. Asteraceae Familyasi 3
2.1.2. Xeranthemum Cinsinin Sistematikteki Yeri 5
2.1.3. Xeranthemum L. Cinsi 5
2.1.4. Xeranthemum annuum L. 6
2.2. Fitokimyasal Bolum 9
2.2.1. Yag Asitleri 9
2.2.2. Triterpen Turevi Bilesikler 10
2.2.3. Flavonoit Turevleri 12
2.2.4. Siyanojenik Bilesikler 13
2.2.5. Ugucu Yag Bilegenleri 13
2.3. Biyolojik Aktivite Bolimii 14
2.3.1. Anti-Helicobacter Aktivite 14
2.3.2. Antiproliferatif ve Sitotoksik Aktivite 14
3. GEREG ve YONTEM 16
3.1. Gereg 16
3.2. Yontemler 16
3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi 16
3.2.2. X. annuum Ekstrelerinde Kolinesteraz Enzim
inhibisyonu Tayini 17
3.2.2.1. Asetilkolinesteraz Enzim inhibisyonu 17

3.2.2.2. Biitirilkolinesteraz Enzim inhibisyonu 19



3.2.2.3. Tirozinaz Enzim inhibisyonu
3.2.3. X. annuum Ekstrelerinde Antioksidan Aktivite
Tayini
3.2.3.1. 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal
Supurucu Aktivite Tayini

3.2.3.2. N,N-dimetil-p-Fenilendiamin (DMPD) Radikal

Supuricu Aktivite Tayini
3.2.3.3. Superoksit (SO) Radikal Supurucu Aktivite
Tayini
3.2.3.4. Demir iyonu-Selasyon Etkinin Tayini
3.2.3.5. Demir-indirgeme Antioksidan Giiciiniin
(FRAP) Tayini
3.2.3.6. Fosfomolibdenyum-indirgeme Antioksidan
Gucundn (PRAP) Tayini
3.2.4. X. annuum Ekstrelerinde Fitokimyasal Analizler
3.2.4.1. Toplam Fenol Miktar Tayini
3.2.4.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini
3.2.4.3. Ekstrelerin ince Tabaka Kromatografisi
ile Analizi
4. BULGULAR
4.1. Ekstre Verimine Ait Bulgular
4.2. X. annuum Ekstrelerinin Kolinesteraz Enzim
inhibisyonuna Ait Bulgular
4.2 1. Asetilkolinesteraz Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular
4.2.2. Biitirilkolinesteraz Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular
4.2.3. Tirozinaz Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular
4.3. X. annuum Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Tayinine
Ait Bulgular
4.3.1. 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Stpuricu
Aktivite Tayinine Ait Bulgular

20

21

21

25

26
27
27
27
28

29
29
30

30
31
32

33
33



4.3.2. N,N-Dimetil-p-Fenilendiamin (DMPD) Radikal Supuruciu 34

Aktivite Tayinine Ait Bulgular

4.3.3. Super oksit (SO) Radikal Stpuricu Aktivite Tayinine Ait 35

Bulgular
4.3.4. Demir lyonu-Selasyon Etkinin Tayinine Ait Bulgular
4.3.5. Demir-indirgeme Antioksidan Giiciine Ait Bulgular
4.3.5. Demir-indirgeme Antioksidan Giiciine (FRAP) Ait
Bulgular
4.3.6. Fosfomolibdenyum-indirgeme Antioksidan Giiciine
(PRAP) Ait Bulgular
4.4. Toplam Fenol Miktar Tayini Bulgulari
4.5 Toplam Flavonoit Miktar Tayini Bulgulari
4.6. Ekstrelerin ince Tabaka Kromatografisi ile Analizine Ait
Bulgular
5. TARTISMA ve SONUC
6. OZET
7. SUMMARY
8. KAYNAKLAR
TESEKKUR
9. OZGEGMIS

36
37
37

38

39
40
41

44
49
50
51
54
55



SEKILLER LISTESI
Sekil 1: Ursolik asit
Sekil 2: Luteolin (A) ve kersetin (B)

11
12



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1: X. annuum tohum yaginda KAD ve GSK ydntemlerine
gore tespit edilen yag asitleri ve oranlari
Tablo 2: X. annuum’a ait ekstrelerin antiproliferatif etkisi
Tablo 3: X. annuum ¢igek ve kdk-govde orneklerinden elde
edilen ekstrelerin % verimleri (a/a)
Tablo 4: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
BChE inhibitor etkileri (% Inhibisyon+S.S.*)
Tablo 5: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
DPPH radikal stpurici etkileri (%inhibisyon+S.S.*)
Tablo 6: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
DMPD radikal stipUriicu etkileri (%Inhibisyon+S.S.*)
Tablo 7: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
demir iyonu-gelasyon etkileri (%$elasyontS.S.*)
Tablo 8: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
demir-indirgeme antioksidan gucu (Absorbans+S.S.*)
Tablo 9: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan gucu
(Absorbans+S.S.*)
Tablo 10: X. annuum ekstrelerinde toplam fenol miktarlari

Tablo 11: X. annuum ekstrelerinde toplam flavonoit miktarlari

10

15
29

31

33

34

36

37

38

39
40

VI



RESIMLER LISTESI

Resim 1: Xeranthemum annuum L. (tek cgicek)

Resim 2: Xeranthemum annuum L.
(Mardin-Batman arasi, Haziran-2009)

Resim 3: Xeranthemum annuum L. (genel gérinim)

Resim 4: Versamax ELISA mikroplak okuyucu

Resim 5: X. annuum’un kOk-govde kisimlarindan elde edilen
n-hekzan ekstresine ait ITK kromatogrami
(n-hekzan:kloroform - 90:10)

Resim 6: X. annuum’un gigek ve kdk-govde kisimlarindan elde
edilen kloroform ve etil asetat ekstrelerine ait ITK
kromatogrami (kloroform:metanol:su - 80:20:2)

Resim 7: X. annuum’un gigek ve kdk-govde kisimlarindan elde
edilen etanol ve su ekstrelerine ait ITK

kromatogrami (kloroform:metanol:su - 61:32:7)

30
41

42

43

VIl



KISALTMALAR
AB.D.
AChE:
BChE:
DMPD:
DMSO:
DPPH:
DTNB:
EDTA:
ELISA:
EtOAc:
EtOH:
FRAP:
GSK:
GK-KS:
ITK:
KAD:
L-DOPA:
NAPRALERT:
NBT:
PRAP:
SO:

SS:

uVv:

Amerika Birlesik Devletleri
Asetilkolinesteraz

Batirilkolinesteraz
N,N-Dimetil-p-fenilendiamin
Dimetilsulfoksit
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
5-5’-Ditiyo-bis (2-nitrobenzoik) asit
Etilendiamin tetraasetik asit
Enzyme-linked immunosorbent assay
Etil asetat

Etanol

Demir-indirgeme antioksidan gucu
Gaz-sivi kromatografisi

Gaz kromatografisi-kutle spektrometresi
ince tabaka kromatografisi

Karsi akim dagilimi

3,4-Dihidroksi-L- fenilalanin

Natural product alert

Nitroblue tetrazolium
Fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan gucu
Superoksit

Standart sapma

Ultraviyole

VIII



1. GIRIS ve AMAG

Bitkiler, eski c¢aglardan beri hem besin, hem de ilag
hammaddesi kaynagi olarak kullanilma iglevlerine bagl olarak insanlarin
dikkatini cekmigtir. Dinya Uzerindeki biyolojik cesitliligi meydana getiren
en onemli canli gruplarindan biri olan bitkiler aleminde genis arastirmalar
yurutilmektedir. Ozellikle ilag arastirmalarinda en zengin dogal kaynak
olan bitkiler, arastirma materyali olarak dnemli bir hedef teskil etmektedir.
Pek cok az gelismis ve gelismekte olan toplumun konvansiyonel ilaca
ulasma ve satin alma sansinin oldukga dusuk oldugu modern hayatta,
geleneksel tip ve folklorik bilgiye dayali tedavi sekilleri halen revagtadir.
Diger yandan mevcut bitki tlrlerinin 1/8inin de soyu tukenme tehditi
altinda oldugu bildiriimesine ragmen, NAPRALERT (Natural Product Alert)
veri tabanina gore; 10 yil dnce dinya Uzerinde bilinen bitki turlerinin henuz
%15'inin  fitokimyasi, sadece %5’inin ise biyolojik aktiviteleri

taranabilmistir.”

Asteraceae familyasina mensup bir tir olan ve ulkemizde
“6lmez ot, kagit otu” olarak bilinen Xeranthemum annuum L. Uzerinde
fitokimya ve biyolojik aktivite acgisindan yapilmis oldukga az sayida
calismanin mevcut olmasi, diger taraftan Tlrkiye'de yetisen X. annuum
ornegi Uzerinde ise henuz arastirma yapimamis olmasi nedeniyle,
“Xeranthemum annuum L. Uzerinde Farmakognozik Yonden Arastirmalar”
adll tezimizde, bu turin arastirma materyali olarak secilmesine karar

verilmistir.

Ancak, bitkinin dunyada ve ulkemizde halk arasinda herhangi
bir etnofarmakolojik amagla kullaniminin kayith olmamasi nedeniyle, bitki

Uzerinde vyapilan biyolojik aktivite calismalarinda kullanilacak deney



modellerinin sec¢iminde, tarafimizdan daha Onceden uygulanan enzim
inhibisyon testleri ile gesitli antioksidan aktivite testleri kullanilarak, bitkinin

ndroprotektif etkiye sahip olup olmadigi belirlenecektir.

In vitro néroprotektif etkinin belirlenmesinde test yontemleri
olarak; Alzheimer hastaliginin patolojisinde rol oynayan asetilkolinesteraz
(AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimleri ile Parkinson hastaliginin
patolojisinde yer alan tirozinaz enzim inhibisyonu uygulanacaktir. Diger
yandan, ndrodejenerasyonun meydana gelmesine sebep olan bir diger
etken de oksidatif hasar ve basta demir olmak Uzere, beyinde cesitli
metallerin birikimidir. Dolayisiyla, tez kapsaminda, bitkinin gicek ve kok-
gbvde kisimlarindan hazirlanan n-hekzanli, kloroformlu, etil asetatl,
etanolli ve sulu ekstrelerin AChE enzim inhibitdr aktivitesi ile
asetilkolinesterazin “kardes enzimi” olarak bilinen BChE enzim inhibitor
aktivitesi spektrofotometrik bir tarama yontemi olan Ellman ydntemi? ile
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) mikroplak okuyucuda
incelenecektir. Tirozinaz inhibisyonu da yine mikroplak yontemi ile tayin
edilecektir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri; radikal formasyonu temeline
dayanan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal supurucu aktivite, N,N-
dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) radikal supurtcu aktivite ve superoksit
(SO) radikal supurucu aktivite testleri ile metal-baglantili antioksidan
aktivite yoéntemleri olan demir iyonu-selasyon etki, demir-indirgeme
antioksidan gucu (FRAP) ve fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan

gucu (PRAP) yontemleri ile incelenmesi amaglanmaktadir.

Bitki ornegi Uzerinde yapilan fitokimyasal icerikli deneylerde
ise; hazirlanan ekstrelerde spektrofotometrik yontemle; gallik asit esdegeri
olarak toplam fenol miktar tayini ile kersetin esde@eri olarak toplam
flavonoit miktar tayini yapilacaktir. Ayrica, bitkinin ekstrelerin ince tabaka
kromatografisi (iITK) ile kimyasal profilleri hakkinda fikir edinilmeye

calisilacaktir.



2. GENEL BILGILER

Tez icerigindeki "Genel Bilgiler” kismi; ilk olarak Asteraceae
familyasi ile tez materyalini olusturan bitki tGrinin ait oldugu
Xeranthemum cinsinin ve Xeranthemum annuum L.'in sistematikteki yeri
ve botanik Ozellikleri hakkinda bilgi verildigi “Botanik Bolum” ile
baslamaktadir. Botanik bolumu, tirin genel olarak ihtiva ettigi bilesiklerin
bahsedildigi “Fitokimyasal Bolum” ile Xeranthemum L. cinsine ait turler
Uzerinde vyapilmis Dbiyolojik aktivite c¢alismalarinin  siniflandirilarak
derlendigi ve kronolojik siralamaya gore verildigi “Biyolojik Aktivite

Bolumu” takip etmektedir.

2.1. Botanik Bolim

2.1.1. Asteraceae Familyasi

Cogdunlukla otsu, ancak bir kismi da c¢alimsi veya agac¢
tipinde tek vyillik, iki yillik veya ¢ok yillik bitkileri kapsayan bir familyadlr.3
icinde 1000’e yakin cins ve 20.000’e yakin tiir barindirmasi sebebiyle en
zengin familyalardan biri olan Asteraceae, dnceden “Compositae” olarak
isimlendirilmistir.* Yapraklar genellikle alternan, karsilikli veya hepsi
tabanda dizilmigtir. Lamina tam, kenarlar disli, loblu veya pargali olabilir.
Cicekler kapitulum durumunda ve kapitulum tabaninda braktelerden
olusan bir involukrum bulunmaktadir.’ Cicekler bazen bir adet olup,
kapitulum bazen ikinci bir kapitulum gibi gorinen ve “psodosefalyum” adi
verilen gicek tepesine gomuk durumdadir. Erdisi veya tel eseyli olan
cicekler, aktinomorf veya zigomorftur. Reseptakulum genellikle giplak veya
tuylerle kaplanmistir. Kaliks bir papus halinde, bazen bir halka veya pul

seklinde, bazi turlerde de eksiktir. Korolla birlesik halde 5 petale sahip,



¢ogunlukla tip veya dil seklini almakla beraber, nadiren bilabiat haldedir.
Stamenler 4 veya 5 adet olup, filamentler serbest, anterler birlesik halde
bulunur. Ovaryum alt durumlu, 2 Kkarpelli ve bir ovallidir. Meyve;
tepesinde bir papus, bir kaliks artigi veya tepede bodyle bir kismi olmayan

bir aken tipindedir.

Ulkemizde 130’'un lzerinde cins ve 1200 civarinda tir ile

temsil edilen en genisg bitki familyalarindan biridir.

“Flora of Turkey” e gore; Asteraceae familyasi igerdigi cinsler

acisindan A-F arasinda olmak uzere, 6 alt gruba ayrllmaktadlr:3

1. Cigeklerin tumu dilsi (ligulat), dilsi petaller 5 disli, lateksli bitkiler Grup A
1. Ciceklerin tumia dilsi degdil, en azindan merkezde bulunanlar tlpsdu,
lateks tagsimayan bitkiler (Grup B’de Gundelia harig)
2. Yapraklar vel/veya filaryumlar dikenli, bazen batici (dikenler
bazen kancali halde) Grup B
2. Yapraklar ve filaryumlar dikensiz
3. Kapitulum sinsal, kenarlardaki cicekler genellikle 3-digli
(nadiren 5 veya fazla) dilsi petal tagir ve kesin olarak tabla
ciceklerinden uzundur
4. Dilsipetaller parlak sari-turuncu renklerde Grup C
4. Dilsi petaller beyaz, krem, pembe, kirmizi, mor veya mavi
renklerde Grup D
3. Kapitulumlar diskoit (tablamsi) veya diskiform, kenar cicekler
tubular, bazen uzamis, geniglemis veya i1sinsal, ancak genellikle
tsilindir bicimde veya ¢ok kuguk dilsi ve tabla cgigeklerinden daha

kisa



5. Reseptakulum paleas6z veya uzun taylu (tayler en az korolla
kadar uzun) Grup E
5. Reseptakulum ciplak veya c¢ogunlukla alveollerin kenarlar

siliat veya disli Grup F

X. annuum, Grup E altinda yer almaktadir.

2.1.2. Xeranthemum annuum L. TUrinUn Sistematikteki Yeri

Bolum: Spermatophyta

Sinif: Dicotyledonae

Alt sinif: Dialypetalae

Takim: Asterales

Familya: Asteraceae

Cins: Xeranthemum L.

Tar: Xeranthemum annuum L.

2.1.3. Xeranthemum L. Cinsi

Akdeniz bdlgesinden guneybati Asya'ya kadar uzanan
bélgede yayilis gdsteren tek yillik bir bitki cinsidir.® Yapraklar linear-eliptik,
tam ve sesildir. Kapitulum heterogamoéz, diskiform, ciplak dallarda tektir.
involukrum kampanulat-ovoit veya fusiform, filaryumlar pluriseriyat,
skariy6z, imbrikat, dis kismi kisa, i¢ kismi bariz sekilde daha uzun, isinsal
ve renklidir. Reseptakulum paleasoz olup, kenardaki gicekler verimsiz, esit
olmayan sekilde iki dudakli, i¢c kisimdakiler hermafrodit, tiupsiu ve 5-
lobludur. Filamentler serbesttir. Akenler oblong, asagisi ince, yukarisi

kesik sekildedir. Papus, 5 veya 10-15 aristat-ince puldan olugsmaktadir.



Xeranthemum L. cinsi Ulkemizde, asagida verilen 4 tar ile

temsil edilmektedir:®

-X. annuum L.

-X. cylindraceum Sm. in Sibth. & Sm.
-X. inapertum (L.) Miller

-X. longipapposum Fisch. & Mey

2.1.4. Xeranthemum annuum L. Turu

X. annuum Ulkemizde “6lmez ot, kagit otu”, Ingilizce’de ise
benzer anlama sahip “immortelle, everlasting flower” gibi isimlerle
bilinmektedir. Turkiye’nin yanisira Guney Avrupa, Kafkasya, Lubnan,
Suriye ve iran'da da yayilis gdsteren bu bitkinin sinonim adlari X
squarrosum Boiss., X. radiatum Lam., X. radiatum Lam. var. pictum Boiss.
olup, Mayis-Eyliil déneminde gigeklenmektedir (Resim 1-3).* Tek yillik,
dallanan, dikine buyuyen, 5 ile 60 cm arasinda uzayan bir bitkidir.
Yapraklar alternan, sesil, linear ve gigek baslari bir adettir. Petal benzeri
involukral brakteler yaygin, pembemsi, lila, bazen beyaz, tipsu cicekler
mor renklidir. involukrum glabréz, dig filaryumlar ovat-mukronat, i¢
kisimdakiler linear-eliptik, 1sinsal, beyazdan parlak pembe veya mora
degisen renklerde ve kalicidir.® Papus 5 pullu, akenden daha kisa veya

cok az uzundur.*®

X. annuum, guzel ve dayanikl cicekleri, bahge bitkisi ve
kesme cicek olarak da tercih edilmekte olup, Cek Cumhuriyeti ve Slovakya
gibi bazi ulkelerde nesli tikenme tehlikesi altinda olan bir turdir. iber

yarimadasi florasinda da bu tiir koruma altina alinmistir.”



Resim 1: Xeranthemum annuum L. (tek gicek)

(http://www.eol.org/pages/6261628 websitesinden alinmistir. Giris tarihi: 01.0cak.2011)

Resim 2: Xeranthemum annuum L. (Mardin-Batman arasi, Haziran-2009)

(Fotograf: Prof.Dr. ilkay Orhan)



Resim 3: Xeranthemum annuum L. (genel gérinim)

(http://az.wikipedia.org/wiki/%C5%9E%C9%99kil: Xeranthemum_annuum.JPG
websitesinden alinmistir. Girig tarihi: 01.0cak.2011)



2.2. Fitokimyasal Bolim

Literatur sayisinin  az olmasi  nedeniyle, sadece
Xeranthemum annuum L. turG degil, Xeranthemum L. cinsinin diger
turlerinin de kimyasal bilesiklerinden bahsedilecedi bu bodlimde; “Yag
Asitleri’, “Triterpen Turevi Bilesikler”, “Flavonoit Turevi Bilesikler”,
“Siyanojenik Bilesikler” ve “Ugucu Yag Bilesenleri” olmak tzere 5 alt bashk

halinde kronolojik siraya uygun olarak incelenecektir.

2.2.1. Yaq Asitleri

Amerika Birlesik Devletleri’nde kulturd yapilan X. annuum
tohumlarindan petrol eteri kullanarak Soxhlet cihazi ile yaklasik %25
verime sahip sabit yag elde edilmis ve yag metil esterifikasyona tabi
tutularak metil esterleri hazirlanmistir.® Esterifiye edilen yag “karsi akim
dagihmi” (KAD) (counter current distribution, CCD) kromatografisine
uygulanmig ve yag asiti bilesimi hem KAD hem de gaz-sivi kromatografisi
(GSK) ile tespit edilmistir. Yagda palmitik, stearik, oleik asit, linoleik asit ve
linolenik asit gibi yag asitlerinin yani sira bazi ilging epoksi ve hidroksi
turevi yag asitlerinin varligina da ilk defa rastlanmistir. Bunlar; cis-5, cis-9,
cis-12-oktadekatrieonik asit; cis-9-L, 10-L-epoksioktadekanoik; cis-9-L, 10-
L-epoksi-cis-12-oktadesenoik (koronarik) asit ve cis-12-D, 13-D-epoksi-cis-
9-oktadesenoik (vernolik) asit olarak aydinlatiimig, ayrica iki hidroksi yag

asitinin karisiminin %11 oraninda yagda bulundugu saptanmistir.

Buna goére; yagda bulunan yag asitlerinin oranlari her iki
yonteme gore Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1: X. annuum tohum yaginda KAD ve GSK yontemlerine goére tespit

edilen yag asitleri ve oranlar®

Karbon:¢ifte bag Yag asiti oranlar (% a/a)
Yag asiti
sayisl KAD GSK
Palmitik asit C16:0 9 11
Stearik asit C18:0 3 4
Oleik asit C18:1 16 20
Linoleik asit C18:2 36 49
Linolenik asit C18:3 1 1
Bilinmeyen bir
N C19:2 5 6
yag asiti
Epoksi yag asiti C18:0 3 Eser miktarda
Epoksi yag asiti C18:1 10 5
Hidroksi yag
- C18:2 11 Tayin edilemedi
asiti
Toplam 94 96

2.2.2. Triterpen Turevi Bilesikler

1978 vyiinda, Serkerov ve Tairov tarafindan X

cylindricetum’dan bir triterpen alkol tlrevinin izolasyonu bildirilmistir.°

Rusya’dan 1978 yilinin Temmuz ayinda toplanan X. annuum
orneginden %70 etanol ile hazirlanan ekstreden hepsi a-amirin tlrevi
olmak Uzere, 4 adet triterpen tlurevi izole edilmis ve bunlardan birinin

kimyasal yapisi “ursolik asit” olarak aydinlatiimistir™® (Sekil 1).

10




Sekil 1: Ursolik asit

11



2.2.3. Flavonoit Turevleri

Rusya’dan 1978 yilinin Temmuz ayinda toplanan X. annuum
orneginden %70 etanol ile hazirlanan ekstrede, polifenolik yapiya sahip
olduklari tespit edilen 6 adet bilesikten, 2 tanesinin “luteolin” ve “kersetin”

adl flavonoit turevleri oldugu bulunmustur.™

OH

OH
HO 0
OH o)
(A)

OH

OH

HO 0
OH

OH O

(B)

Sekil 2: Luteolin (A) ve kersetin (B)

12



2.2.4. Siyanojenik Bilesikler

Huebel ve ark. tarafindan X. cylindraceum’un olgunlasmamis
akenlerinden “zierinksilozit” adi verilen yeni bir siyanojenik heterozit izole
edilmistir." Ayni tlrln yine meyvelerinden “sambunigrin, zierin, epilukumin
ve zierinksilozit” olmak Uzere 4 adet bilinen siyanojenik heterozit turevinin
yani sira, “zerantin” adli acil trisakkarit turevi yeni bir siyanojenik bilesik
daha izole edilmistir.’? X. cylindraceum’un olgunlagsmamis akenlerinden
meta konumunda hidroksil tasiyan mandelonitril tirevi bazi siyanojenik

heterozitler de elde edilmistir.™

Daha sonra Nahrstedt ve Schwind tarafindan yapilan bir
calismada;™ daha énce X. cylindraceum’un olgunlasmamis akenlerinden
izole edilen ve “2-B-D-glukopiranoziloksi-2S-[m-hidroksifenil]-asetonitril”
kimyasal yapisina sahip “zierin” adli siyanojenik heterozitin biyogenetik

preklrsorunin “fenilalanin” adli aminoasit oldugu tespit edilmistir.

2.2.5. Ucucu Yag Bilesenleri

Yunanistan’da yetisen X. annuum Orneginin toprakustu
kisimlarindan buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin bilegsimi gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi (GK-KS) ile analiz edilmistir."> Ugucu
yagda ¢ogunlugu monoterpen ve seskiterpen hidrokarbonlar olmak utzere
toplam 97 bilesen oldugu ve ana bilesenler olarak %15.2 oraninda f-pinen

ve %8.6 oraninda f-karyofillen bulundugu saptanmigtir.
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2.3. Biyolojik Aktivite Bolumu

Literatir arastirmalarimiza goére; Xeranthemum turleri igin
bildirilen herhangi bir etnofarmakolojik veri bulunmamaktadir. Sadece X.
annuum’un Sirbistan’da evlerde kullanmak Uzere slplrge yapiminda
kullanildigina dair bir etnobotanik bilgi yaylnlanmlgtlr.16 Dolayisiyla,
Xeranthemum turleri Uzerinde etnofarmakolojik kullanimina bagli herhangi
bir biyolojik aktivite calismasi bulunmamaktadir. Ancak yapilan biyolojik
aktivite calismalari da oldukga sinirli sayida olup, asagida verilen alt

basliklar halinde bahsedilecektir.

2.3.1. Anti-Helicobacter Aktivite

Stamatis ve ark. tarafindan Yunanistan’da yetisen 70 adet
bitkiden hareketle hazirlanan %70 metanolli ekstrelerinin antibakteriyel
etkisi, gastrik Ulsere sebep oldugu bilinen bir bakteri tlrl olan Helicobacter
pylor’nin 15 adet klinik izolatina karsi mikrodilisyon yéntemi kullanilarak
test edilmistir."” Bu bitkiler arasinda bulunan X. annuum’un toprakiistii

kisimlarindan hazirlanan ekstresinin etkili olmadigi tespit edilmistir.

2.3.2. Antiproliferatif ve Sitotoksik Aktivite

Macaristan’da yetigsen, aralarinda X. annuum’un da
bulundugu Asteraceae familyasina mensup 26 bitki tirinden hareketle
%50 metanol ile hazirlanan ekstreler fraksiyonlanarak, n-hekzan,
kloroform ve sulu-metanol fraksiyonlari elde edilmistir.'"® Daha sonra
ekstraksiyonda kullanilan bitki materyali kurutularak, su ile ekstre edilmig
ve sulu ekstreler de hazirlanmistir. Elde edilen ekstreler, antiproliferatif ve
sitotoksik  aktivitelerinin belirlenebilmesi icin HelLa (serviks
adenokarsinoma), MCF-7 (gégdus adenokarsinoma) ve A431 (deri

epidermoir karsinoma) olmak Uzere Ug¢ insan hicre paneline karsi in vitro
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olarak test edilmistir. X. annuum’un gicek-meyve, toprakustl kisimlari ve

koklerinden ayri ayri yukarida bahsedildigi sekilde hazirlanan ekstrelerde,

bu hlicre panellerine karsi denenmis ve Tablo 2‘de verilen sonuglar elde

edilmigtir.

Tablo 2: X. annuunr’a ait ekstrelerin antiproliferatif etkisi'®

X. annuum Antiproliferatif etki (%)
Ekstre tipi
Bitki kismi HelLa MCF-7 A431
n-Hekzan 10.24+1.86 1.58+1.62 14.61+£3.50
_ Kloroform 9.46+0.94 9.563+3.09 17.03+2.34
Cicek-meyve i
Sulu-metanol 6.97+1.41 7.86+2.89 9.09+3.44
Su 3.89+1.59 10.97+2.11 16.19+£3.33
n-Hekzan 2.32+1.86 7.26+£1.75 14.11£2.36
Toprakusti Kloroform 10.66+1.64 16.391£1.63 9.50+3.32
kKisimlar Sulu-metanol 9.61+1.47 18.80+2.39 14.92+3.35
Su 2.69+1.70 13.41+2.40 7.57+1.54
n-Hekzan 6.63+1.70 2.79+1.17 20.56+4.25
Kk Kloroform 17.66+1.29 24.87+2.26 25.47+2.31
(0}
Sulu-metanol 22 03+2.66 21.95+1.35 17.00+1.96
Su 2.58+1.98 21.74+1.00 15.31+4.34

Buna gore; en yuksek etkiyi bitkinin kdkine ait kloroformlu

ekstre A431 hicre paneline kargi (%25.47+2.31) gostermigtir. Ancak

ekstrelerde sitotoksik aktivite gozlenmemistir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg

Deneysel c¢alismalarimizda arastirma materyali olarak
belirlenen Xeranthemum annuum L. (Asteraceae), Mardin ve Batman illeri
arasinda yol kenarindan, 2009 yil Haziran ayinda toplanmigtir. Bitkinin
teshisi Prof.Dr. Hayri Duman (Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Bolumu, Ankara) tarafindan yapilmisgtir. Bitki Ornegi, Gazi

Universitesi, Eczacilik Fakiltesi Herbaryumu’nda muhafaza edilmektedir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Tez calismalarimizda kullanilan X. annuum bitkisinin gicekleri
ile kok-govde kismi ayrilarak, ayri ayri gblgede ve oda sicakhginda
kurutulmus, daha sonra toz edilmistir. Toz edilen X. annuum ¢igek (3.50 g)
ve kok-govde kisimlart (12.60 g) ornekleri dijital terazide (Shimadzu)
tartilarak, ekstraksiyon igin hazirlanmistir. Bitki kisimlari n-hekzan (Merck)
ile 3 gun sure ile ekstraksiyona tabi tutulmus, sure sonunda toplanan n-
hekzanli faz, algcak basin¢g altinda 45°C’de su banyosu kullanilarak

evaporatdrde (Buchi) yogunlastiriimis ve n-hekzan ekstresi elde edilmigtir.

Daha sonra kalan bitki kisimlari, sirasiyla kloroform (CHCI3),
etil asetat (EtOAc) ve etanol (%90) (EtOH) ile oda sicakliginda her solvan
icin yine 3’er gun slreyle olmak Uzere maserasyona tabi tutulmus, sure
sonunda filtre k&gidindan suzulen organik fazlar, evaporatorde kuruluga

kadar yogunlastiriimistir. Kalan bitki kisimlari, en son distile su ile 3 gun
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boyunca oda sicakliginda masere edilmig, suzilen sulu kisimlar, algak
basing altinda 40°C’de evaporatorde yogunlastinimis, yogunlastirilan
kisimlar -80°C’de dondurulmus ve daha sonra fakultemiz merkez

laboratuarinda bulunan liyofilizatorde liyofilize edilmistir.

Boylece, bitkinin hem ¢igek, hem de kok-govde kisimlarindan
5er ekstre olmak Uzere (n-hekzan, kloroform, etil asetat, etanol ve su)
olmak Uzere toplam 10 ekstre elde edilmisg, elde edilen ekstrelerin verimleri
hesaplanmig ve daha sonra aktivite deneylerinde kullaniimak Uzere
+4°C’de saklanmigtir. Turlere ait % ekstre verimleri (a/a) Tablo 3‘de

verilmektedir.

3.2.2. X. annuum Ekstrelerinde Kolinesteraz Enzim inhibisyonu Tayini

3.2.2.1. Asetilkolinesteraz Enzim inhibisyonu

Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitdr aktivite Ellman ve ark.
tarafindan gelistirilen, modifiye edilmis spektrofotometrik Ellman yontemi?
kullanilarak tayin edilmistir. Enzim kaynagi olarak elektrikli yilan balgi
AChE1  (Sigma, EC 3.1.1.7) kullanilirken, substrat olarak
asetiltiyokoliniyodur (Sigma, ABD), 5,5-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik)asit
(DTNB, Sigma, ABD) ise renklendirici madde olarak kullaniimistir.

Hazirlanan n-hekzan, kloroform, EtOAc, EtOH ve distile su
ekstreleri tartilarak etanolde (%75) ¢ozulmus ve orneklerden hareketle 25
pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml final konsantrasyonda olacak sekilde

dilisyonlari hazirlanmistir.
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Deney protokolline goére; 96 kuyucuklu mikroplaktaki butin
kuyucuklara ilk 6nce 140 ul 0.1 M fosfat tamponu ¢ok kanalli mikropipet
(Eppendorff) yardimi ile konulmustur. Mikroplagin ilk 4 ve son 8 kuyucugu
kontrol olarak ayrilmistir. Bu ayrilan kuyucuklara kontrol olarak kullanilan
etanol (20 pl) yine mikropipet (Eppendorff) yardimiyla eklenmistir.
Hazirlanmis olan érneklerden 20’ser pl, her 6érnek 6 paralel olacak sekilde
geriye kalan kuyucuklara ilave edilmistir. AChE enzim ¢ozeltisinden 20 pl
batin kuyucuklara eklendikten sonra mikroplaklar 10 dakika 25°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Stre sonunda mikroplaktaki tim kuyucuklara 10
pl DTNB ¢Ozeltisi, hemen arkasindan 10 pl 0.4 mM substrat ¢ozeltisinden
(asetiltiyokoliniyodlir)  eklenmistir.  Bdylece final konsantrasyonlar
baglangic konsantrasyonlarinin  1/10’una tekabll edecek sekilde

seyrelmistir.

Mikroplaklar 412 nm dalga boyunda 96 kuyucuklu enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) mikroplak okuyucuda (Versamax
tunable microplate reader, A.B.D.) okutulmustur. Ekstrelerin %AChE
inhibisyonlari asagida verilen formule gore hesaplanmig ve referans ilag
olarak galantamin ile mukayese edilmigtir. Her 6rnek 6 paralel olarak
calisiimis ve sonuglar 6 deneyden elde edilen %inhibisyonlarin

ortalamasitstandart sapma olarak verilmigtir.

%Iinhibisyon = 100 - [ (A1 /Az2) x 100 ]

A= Ornek ¢dzeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglar Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi

kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.2. Biitirilkolinesteraz Enzim inhibisyonu

Batirilkolinesteraz (BChE) inhibitér aktivite 6lciminde AChE
enzim inhibisyonu Olciminde (3.2.2.1.) kullanilan yontem ayni sekilde
uygulanmistir.? Ancak bu deneyde enzim kaynadi olarak at serum
batirilkolinesterazi (Sigma, EC 3.1.1.8), substrat olarak ise
batiriltiyokolinklorir (Sigma, A.B.D.) kullaniimistir. Renklendirici madde
olarak yine DTNB (Sigma, A.B.D.) uygulanmistir. Bdylece final
konsantrasyonlar baslangi¢ konsantrasyonlarinin 1/10’una tekabul edecek

sekilde seyrelmistir.

Ekstrelerin %BChE inhibisyonlari asagida verilen formule
gbre hesaplanmis ve sonuglar referans ila¢g olarak galantamin ile
mukayese edilmistir. Her ornek 6 paralel olarak caligiimis ve sonuglar 6
deneyden elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasitstandart sapma olarak

verilmistir.

%Inhibisyon = 100 - [ (A1/Az) x 100 ]

A= Ornek gozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglar Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi
kullanilarak degerlendirilmistir.

19



3.2.2.3. Tirozinaz Enzim inhibisyonu Tayini

Bitkinin ¢igek ve kok-govde kisimlarindan hazirlanan
ekstreler tartilarak dimetilstlfoksitde (DMSO) ¢oézilmus ve 62.5 ug/ml,
125 pg/ml ve 250 pg/ml final konsantrasyonda olacak sekilde dilisyonlari
hazirlanmistir. Ekstrelerin tirozinaz (EC 1.14.1.8.1, 30 U, mushroom
tyrosinase, Sigma) inhibisyon kapasitesi, Masuda ve ark. tarafindan
geligtirilen,  3,4-dihidroksi-L-fenilalanin’in  (L-DOPA) substrat olarak
kullanildigi modifiye dopakrom yontemi ile spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir.’® Referans olarak o-kojik asit'in (Sigma) kulanildigi deneyler, 96
kuyucuklu mikroplak kullanilarak ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax
tunable microplate reader, A.B.D.) gerceklestiriimigtir. Deney protokoline
gore; hazirlanan dilusyonlardan belli hacimde alinarak, daha dnceden her
birine fosfat tamponu (pH 6.8) eklenmis kuyucuklara ilave edilmigtir.
Bunun Uzerine esit miktarda enzim ¢ozeltisi ile L-DOPA ¢ozeltisi konulmusg
ve kontrol olarak DMSO kullaniimistir. Bdylece final konsantrasyonlar
baglangic konsantrasyonlarinin  1/15'ine tekabul edecek sekilde
seyrelmistir. inkiibasyon siresini takiben, 96 kuyucuklu mikroplaklar
ELISA cihazina yerlestirilerek, ornekler ve kontrolin absorbanslari 475 nm
dalga boyunda okunmus ve tirozinaz inhibisyonlari agagida verilen formule
gore hesaplanmigtir. Her 6rnek 6 paralel olarak g¢alisiimis ve sonuglar 6
deneyden elde edilen ortalama %inhibisyontstandart sapma olarak ifade
edilmigtir.

%Iinhibisyon = 100 - [ (A1 /A2) x 100 ]

A= Ornek ¢ozeltilerinin 475 nm dalga boyundaki absorbansi

A= Kontrol ¢Ozeltilerinin 475 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglar Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi

kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.2.3. X__ annuum Ekstrelerinde Antioksidan Aktivite Tayini

3.2.3.1. 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Stpurtcu Aktivite Tayini

Antioksidan aktivite tayini icin en g¢ok tercih edilen
yontemlerden biri DPPH (Sigma) radikal supurlcu aktivite tayinidir.
Deneyde kullanilan DPPH, serbest radikal olup, ortaklanmamigs bir
elektronu nedeniyle 517 nm dalga boyunda gucglu absorbsiyon verir.
Yoéntem Marsden S. Blois tarafindan bulunmus olup,20 ekstrelere Hatano

tarafindan modifiye edilmis sekli uygulanmistir.?’

Ekstreler, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarda, DPPH stok ¢ozeltisi ise 6x10° mol/l konsantrasyonda
olacak sekilde hazirlanmis ve etanolde (%75) ¢ozulmustur. Her drnekten
deney tuplerine, mikropipet yardimiyla belli bir miktarda alinarak Uzerlerine
2700 pl DPPH c¢ozeltisi eklenmis ve bdylece final konsantrasyonlar
bagslangic konsantrasyonlarinin  1/40’ina  tekabll edecek sekilde
seyrelmistir. Daha sonra tlpler oda sicakliginda, karanlikta 20 dakika
bekletilmistir. Stre sonunda 6rneklerin absorbansi 517 nm dalga boyunda
kor olarak kullanilan etanole kargi spektrofotometrede (Unico UV-Visible
spektrofotometre, A.B.D.) okunmustur. Orneklerin DPPH serbest
radikaline kargi %inhibisyonlari asagida verilen formule gore hesaplanmig
ve gallik asit referans olarak kullaniimistir. Her 6rnek 3 paralel olarak
calisiimigs ve sonuglar 3 deneyden elde edilen % inhibisyonun

ortalamasitstandart sapma olarak verilmistir.

%Inhibisyon = [( A1 —A2)/A{]x 100

A= DPPH stok ¢ozeltisinin 517 nm dalga boyundaki absorbansi

A, = Ornek ¢dzeltilerinin 517 nm dalga boyundaki absorbansi
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3.2.3.2. N,N-Dimetil-p-Fenilendiamin (DMPD) Radikal Supurici Aktivite
Tayini

Viyole-pembe renkli N,N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD)
radikalinin indirgenmesi esasina dayanan yontemde, ekstrelerin DMPD
radikal supuricu aktiviteleri Schlesier ve ark. tarafindan geligtirilen

ydnteme gore tayin edilmistir.2

Yoénteme gore; ekstreler 250 ug/ml, 500 ug/ml ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanmis ve etanolde (%75) ¢ozulmuagstur. Her
ornekten deney tuplerine, mikropipet yardimiyla belli bir miktarda alinarak
uzerlerine 100 mM DMPD, 0.1 M asetat tamponu (pH=5.25) ve 0.05 M
demir-ll-klorirden  olusan  c¢ozelti  eklenmistir. Boylece final
konsantrasyonlar baglangi¢ konsantrasyonlarinin 1/20’sine tekabul edecek
sekilde seyrelmistir. Orneklerin absorbansi 505 nm dalga boyunda kor
olarak kullanilan etanole karsi spektrofotometrede (Unico UV-Visible
spektrofotometre, A.B.D.) okunmustur. Orneklerin DMPD serbest
radikaline karsi %inhibisyonlari asagida verilen formule gore hesaplanmig
ve referans olarak kersetin kullaniimigtir. Her ornek 3 paralel olarak
calisiimis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen %inhibisyonun

ortalamasitstandart sapma olarak verilmistir.

%inhibisyon = [( A1 — A2 )/ A] x 100

A1 = DMPD stok ¢dzeltisinin 505 nm dalga boyundaki absorbansi
A, = Ornek g¢ozeltilerinin 505 nm dalga boyundaki absorbansi

22



3.2.3.3. Siuperoksit (SO) Radikal Sipuriictu Aktivite Tayini

Superoksit (SO) radikalinin supurilmesi esasina dayanan
yontemde, ekstrelerin SO radikal supurtcu aktiviteleri Kerri ve ark.

tarafindan gelistirilen yonteme gore tayin edilmistir.

Yonteme gore; ekstreler 62.5 uyg/ml, 125 pg/ml ve 250 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanmis ve her Ornekten deney tuplerine,
mikropipet yardimiyla belli hacimlerde alinarak, tUzerine 0.1 ml nitroblue
tetrazolium (NBT) c¢ozeltisi ile 5 mM sodyum hidroksit kullanilarak
hazirlanan alkali DMSO’dan 1 ml ilave edilmistir. Bdylece final
konsantrasyonlar baslangi¢ konsantrasyonlarinin 1/4’Gine tekabll edecek

sekilde seyrelmistir.

Orneklerin absorbansi 560 nm dalga boyunda koér olarak
kullanilan DMSO’ya karsi spektrofotometrede (Unico UV-Visible
spektrofotometre, A.B.D.) okunmustur. Orneklerin SO radikaline karsi
%inhibisyonlari asagida verilen formlle gore hesaplanmis ve referans
olarak kersetin kullaniimigtir. Her 6rnek 3 paralel olarak calisiimis ve
sonuglar 3 deneyden elde edilen %inhibisyonun ortalamasitstandart

sapma olarak verilmigtir.

%Inhibisyon = [( A1 —A2)/A{]x 100

A1 = SO stok ¢ozeltisinin 560 nm dalga boyundaki absorbansi

A, = Ornek ¢dzeltilerinin 560 nm dalga boyundaki absorbansi
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3.2.3.4. Demir iyonu-Selasyon Etkinin Tayini

Ekstrelerin demir iyonu-selasyon etkilerinin tayin edilmesi
amaciyla; Dinish ve ark.’nin ydntemi uygulanmistir.?* Referans olarak
etilendiamin tetraasetik asit'in (EDTA) kullanildi§i deneylerde, ekstrelerden
250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda dilisyonlar etanol
(%75) ile ¢odzilerek hazirlanmigtir. Deneyde kullaniimak Gzere 2 mM
demir-ll-klortr ile 5 mM ferrozin ¢ozeltisi de hazirlanmistir. Yonteme gore;
her bir érnekten ve kontrol ¢ozeltisini hazirlamak igin ¢gdzucuden (etanol)
200 pl mikropipet ile alinarak deney tlplerine konulmustur. Uzerlerine 50
Ml demir-ll-klordr ve ardindan 200 pl ferrozin ¢dzeltisi eklenmigtir. Daha
sonra, son hacim 4000 pl olacak sekilde etanol (%75) ilave edilmigtir.
Boylece final konsantrasyonlar baglangi¢ konsantrasyonlarinin 1/20’sine

tekabul edecek sekilde seyrelmistir.

Karisim 10 dakika oda sicakhginda bekletiimis ve slre
sonunda absorbans 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Unico
UV-Visible spektrofotometre, AB.D.) OlcUlmustuar. Orneklerin
%inhibisyonlari asagida verilen formule gore hesaplanmigtir. Her ornek 3
paralel olarak c¢alisiilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen

%inhibisyonlarin ortalamasitstandart sapma olarak verilmistir.

%inhibisyon = [( A1 — A2 )/ A] x 100

A+ = Kontrol ¢6zeltisinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi

A, = Ornek ¢ozeltilerinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi
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3.2.3.5. Demir-indirgeme Antioksidan Giiciiniin (FRAP) Tayini

Ekstrelerin demir-indirgeme antioksidan gticu (ferric-reducing
antioxidant power, FRAP), Oyaizu’nun® ydntemine gore 250, 500 ve 1000
Mg/ml konsantrasyonlarda tayin edilmis ve referans olarak klorojenik asit

kullaniimistir.

Yoénteme gore; Orneklerden 1 ml alinarak, 2.5 ml fosfat
tamponu (pH 6.6) ve 2.5 ml potasyum ferrisiyanur ilave edilmis, elde
edilen karigsim 50°C’de 20 dakika inkubasyona birakilmigtir. Stre sonunda
2.5 ml %10 trikloroasetik asit (TCA, Sigma) eklenmistir. Karigim vorteks
araciligiyla homojen bir sekilde karistirildiktan sonra, iglerinden 2.5 ml
alinarak Uzerine distile su ve demir-lll-klortr eklenmigtir. Boylece final
konsantrasyonlar baglangi¢ konsantrasyonlarinin 1/20’sine tekabul edecek
sekilde seyrelmistir. Oda sicakliginda 30 dakika daha inkubasyona
birakildiktan sonra absorbanslar kor olarak kullanilan etanole karsi 700
nm dalga boyunda spektrofotometrede (Unico UV-visible
spektrofotometre, A.B.D.) okunmustur. Her ornek 3 paralel olarak
calisiimigs ve sonuglar 3 deneyden elde edilen absorbanslarin
ortalamasitstandart sapma olarak verilmigtir. Sonuglarin yoénteme gore
yorumlanmasi, artan absorbanslarin indirgeme guclnin arttigina isaret

etmesi seklindedir.
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3.2.3.6. Fosfomolibdenyum-indirgeme Antioksidan Giiciiniin (PRAP)
Tayini

Ekstrelerin fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan guicu
(phosphomolibdenum-reducing antioxidant power, PRAP), Falcioni ve
ark.’nin® yéntemine gére 250, 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda

tayin edilmis ve referans olarak kersetin kullaniimigtir.

Yonteme gore; orneklerden belli hacimde alinarak, tUzerlerine
%10 fosfomolibdik asit ¢ozeltisi ilave edilmis, elde edilen karisim 80°C’de
30 dakika inkibasyona birakiimistir. Boylece final konsantrasyonlar
baglangic  konsantrasyonlarinin  1/4’'ine tekablil edecek sekilde

seyrelmistir.

Sure sonunda absorbanslar kor olarak kullanilan etanole
karsi 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Unico UV-visible
spektrofotometre, A.B.D.) okunmustur. Her 6rnek 3 paralel galisiimis ve
sonuglar 3 deneyden elde edilen absorbanslarin ortalamasitstandart
sapma olarak verilmistir. Sonuglarin yonteme gore yorumlanmasi, artan

absorbanslarin indirgeme gucunun arttigina isaret etmesi seklindedir.
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3.2.4. X. annuum Ekstrelerinde Fitokimyasal Analizler

3.2.4.1. Toplam Fenol Miktar Tayini

Toplam fenol miktarini tayin etmek igin Singleton ve Rossi
tarafindan modifiye edilen Folin-Ciocalteau ydéntemi kullanilmistir.?” Bitki
ekstresi belli miktarda tartilip, etanolde (%75) ¢ozulmugstir. Daha sonra
her ornekten 20 pl alinip, Uzerine sirasiyla yontemde verilen miktarlarda
distile su, Folin-Ciocalteau reaktifi (Sigma) ve sodyum karbonat (Na,CO3)
cOzeltisi eklenmistir. Diger taraftan kalibrasyon egrisini olusturabilmek icin
50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/mi
konsantrasyonlarda gallik asit dilisyonlari hazirlanmig ve ornek yerine
gallik asit dilusyonlari konularak diger ¢ozeltiler aynen ilave edilmistir. TUm
cOzeltiler 40°C’'de 60 dakika inkubasyona birakiimistir. Slre sonunda
absorbanslar 765 nm dalga boyunda kor olarak kullanilan etanole karsi
spektrofotometrede  (Unico  UV-Visible spektrofotometre, A.B.D.)
okunmustur. Her érnek 3 paralel olarak galsiimistir. Ornegin ortalama
absorbansindan, gallik asit kalibrasyon c¢ozeltileri yardimiyla hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore, toplam fenol konsantrasyonu gallik asit esdegeri
olarak hesaplanmis ve ekstrenin toplam fenol miktari mg/g ekstretstandart

sapma olarak verilmigtir.

3.2.4.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Toplam flavonoit miktarini tayin etmek igin Woisky ve
Salatino’nun gelistirdigi aliminyum klortr (AICI3) kolorimetrik ydntemi
uygulanmistir.?® Bitki ekstresi belli miktarda tartilip, etanolde (%75)
¢Ozulmustlr. Daha sonra o6rnekten deney tuplerine belli hacimlerde
konularak, Uzerine sirasiyla yontemde verilen miktarlarda etanol (%75),
%10’luk AICI3, 1 M sodyum asetat ¢ozeltisi ve distile su eklenmistir. Diger
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taraftan kalibrasyon egrisini olusturabilmek i¢in 0.125 mg/ml, 0.25 mg/ml,
0.50 mg/ml, 1.0 mg/ml konsantrasyonlarda kersetin kalibrasyon c¢oézeltileri
hazirlanmis ve ornek yerine kersetin dilusyonlari konularak diger ¢ozeltiler
aynen ilave edilmistir. Karigimlar 30 dakika oda sicakliginda inkibasyona
birakilmistir. Sure sonunda absorbanslar 415 nm dalga boyunda kontrol
olarak kullanilan etanol'e karsi spektrofotometrede (Unico UV-Visible
spektrofotometre, A.B.D.) okunmustur. Her érnek 3 paralel deney halinde
calisiimistir.  Ornegin ortalama absorbansindan, kersetin kalibrasyon
¢Ozeltileri yardimiyla hazirlanan kalibrasyon egrisine gore, toplam flavonoit
konsantrasyonu kersetin esdegeri olarak hesaplanmig ve ekstrenin toplam

flavonoit miktari mg/g ekstretstandart sapma olarak verilmistir.

3.2.4.3. Ekstrelerin ince Tabaka Kromatografisi ile Analizi

X. annuum gicek ve kok-govde orneklerinden hareketle
hazirlanan n-hekzan, kloroform, etil asetat, etanol ve su ekstrelerinin
kimyasal profili, n-hekzan ekstresi icin hekzan:kloroform (90:10), diger
ekstreler igin ise kloroform:metanol:su (61:32:7) ve kloroform:metanol:su
(80:20:2) solvan sistemleri kullanilarak ince tabaka kromatografisi (ITK)
yontemi ile 254 ile 366 nm dalga boylarinda incelenmigtir. Daha sonra
plaklar vanilin/H,SO4 reaktifi ile revele edilerek 105°C’de bir sure

bekletiimis ve spotlarin renklenmesi saglanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstre Verimlerine Ait Bulgular

X. annuum gicek ve kok-govde orneklerinden hareketle

hazirlanan n-hekzanli, kloroformlu, etil asetatli, etanollii ve sulu ekstrelerin

% verimleri (a/a) Tablo 3‘te verilmektedir.

Tablo 3: X. annuum c¢icek ve kok-govde oOrneklerinden elde edilen

ekstrelerin %verimleri (a/a)

Bitki kismi Ekstre tipi %Verim (ala)
n-Hekzan 5.14
Kloroform 7.14
Cicek Etil asetat 1.14
Etanol 3.71
Su 14.29
n-Hekzan 2.06
Kloroform 1.75
Kbk-govde Etil asetat 0.32
Etanol 5.01
Su 15.89
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4.2. X. annuum Ekstrelerinin Kolinesteraz Enzim inhibisyonu Tayinine

Ait Bulgular

4.2 1. Asetilkolinesteraz Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular

Tez gereclerimizi tegkil eden X. annuum bitki kisimlarindan
elde edilen ekstrelerin ELISA mikroplak okuyucuda 25 ug/ml, 50 pg/ml ve
100 pg/ml final konsantrasyonlarda test edilerek (Resim 4), AChE’a karsi
inhibisyon olusturmadigi tespit edilmigtir.

Resim 4: Versamax ELISA mikroplak okuyucu

30



4.2 2. Biitirilkolinesteraz Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular

Tez gereclerimizi tegkil eden X. annuum bitki kisimlarindan
elde edilen ekstrelerin 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100  pg/ml final
konsantrasyonlarda BChE inhibisyonuna ait bulgular Tablo 4'te

verilmektedir.

Tablo 4: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin BChE
inhibitér etkileri (% Inhibisyon+S.S.*)

BChE’a karsi inhibisyon

Bitki kismi Ekstre tipi (%inhibisyonS.S.*)

25 ug/ml 50 pug/ml 100 pg/ml

n-Hekzan TE* TE TE
Kloroform 80.12+1.12 94.28+3.14 97.85+0.94
Cicek Etil asetat 72.66+0.43 85.09+1.02 89.00+2.24
Etanol 50.74+2.95 60.75+3.03 92.41+1.97
Su S 80.58+3.04 82.39+2.85
n-Hekzan - 4.34+1.59 67.54+3.59
Kloroform 33.27+2.05 77.67+2.67 87.62+3.01
Kok-gévde Etil asetat 79.71+£2.78 90.49+0.99 96.89+1.09
Etanol 64.36+3.12 82.63+2.95 90.47+1.98
Su 78.01+3.05 82.71+1.55 90.06+2.92

Galantamin (Referans) 89.95+0.87 (25 pg/ml)

* Standart Sapma, ** Test edilmedi, *** inhibisyon gézlenmedi

31



4.2.3. Tirozinaz Enzim inhibisyonu Tayinine Ait Bulgular

Tez gereglerimizi tegkil eden X. annuum bitki kisimlarindan
elde edilen ekstrelerin 62.5 pg/ml, 125 pg/ml ve 250 pg/ml final

konsantrasyonlarda tirozinaz enzimin inhibe etmedigi tespit edilmistir.
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4.3. X. annuum Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Tayinine Ait

Bulgular

4.3.1. 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Supurucu Aktivite

Tayininine Ait Bulqular

X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin 250
pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda DPPH radikal

supurucu etkilerine ait bulgular Tablo 5'te verilmektedir.

Tablo 5: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin DPPH

radikal stpuric etkileri (%Iinhibisyon+S.S.*)

DPPH radikal sipiiriicui aktivite

Bitki kismi Ekstre tipi L
(% Inhibisyon%S.S.*)
250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml
n-Hekzan TE** TE TE
Kloroform E - 1.33+0.21
Cicek Etil asetat 1.77+0.01 2.67+0.42 3.84+1.05
Etanol 2.81+£0.21 4.29+0.21 13.37+0.31
Su 3.031£0.52 3.331£0.11 19.58+3.66
n-Hekzan 1.40+0.31 2.51+0.01 2.74+0.93
Kloroform 1.92+0.01 2.67+0.02 2.66+0.42
Kok-gévde Etil asetat 5.62+0.21 7.3910.22 17.06+0.52
Etanol 11.45+1.97 28.44+1.77 77.33£1.99
Su 4.38+0.34 9.97+0.31 23.934+0.42
Gallik asit (Referans) 85.97+0.56 92.19+0.14 92.88+0.19

* Standart Sapma, ** Test edilmedi, *** Aktivite gézlenmedi

33



4.3.2. N,N-Dimetil-p-Fenilendiamin (DMPD) Radikal Supuricu Aktivite

Tayininine Ait Bulgular

X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin 250

pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda DMPD radikal

supdrtcu etkilerine ait bulgular Tablo 6’da verilmektedir.

Tablo 6: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin DMPD

radikal stpuric etkileri (%Iinhibisyon+S.S.*)

DMPD radikal supiiricii aktivite

Bitki kismi Ekstre tipi A
(% InhibisyontS.S.*)

250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml

n-Hekzan TE** TE TE
Kloroform 4.02+0.58 5.72+0.42 7.32+0.34

Cicek Etil asetat TE TE TE
Etanol 7.92+1.40 8.80+1.76 8.50+0.35
Su 3.74+1.37 3.85+0.09 7.70+2.45

n-Hekzan TE TE TE
Kloroform 2.98+0.23 2.97+0.28 6.88+1.32

Kok-govde Etil asetat TE TE TE
Etanol 30.64+0.91 37.40+1.81 39.05+0.25
Su 2.48+0.23 7.18+1.05 23.10+1.40
Kersetin (Referans) TE 18.03+0.52 41.54+0.71

* Standart Sapma, ** Test edilmedi
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4.3.3. Super oksit (SO) Radikal Siupuriictu Aktivite Tayininine Ait Bulgular

X. annuum cgicek ve kok-govde kisimlarindan elde edilen
ekstrelerin 62.5 pg/ml, 125 pg/ml ve 250 pg/ml konsantrasyonlarda SO
serbest radikal supurucu etkileri test edilmis ve sadece kok-govdeye ait
kloroformlu ekstrenin 625 pupg/ml, 1250 ug/ml ve 2500 pg/mi
konsantrasyonlarda, sirasiyla, %2.85+0.57, %10.691£0.64 ve %11.41+3.92
oraninda supurucu etki gosterdigi saptanmistir. Referans olarak kullanilan
kersetin’in, 1250 pg/ml konsantrasyonda %74.96+0.91 SO serbest radikal

supurucu etkiye sahip oldugu bulunmustur.
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4.3.4. Demir iyonu-Selasyon Etkinin Tayinine Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden X. annuum gicek ve kok-govde

kisimlarindan elde edilen ekstrelerin 250 ug/ml, 500 ug/ml ve 1000 pg/mi

konsantrasyonlarda tayin edilen demir iyonu-selasyon etkilerine ait

bulgular Tablo 7’de verilmektedir.

Tablo 7: X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin demir iyonu-

selasyon etkileri (%$elasyontS.S.*)

Demir iyonu-gelasyon aktivite

Bitki kismi Ekstre tipi
(%SelasyontS.S.*¥)

250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml

n-Hekzan TE** TE TE
Kloroform 39.91+1.92 50.34+1.59 67.80+5.77
Cicek Etil asetat 44.56+5.28 51.49+4 .48 58.05+3.21
Etanol 13.60+1.21 16.55+0.24 21.62+0.86
Su 37.53+1.12 41.27+0.99 65.06+2.86
n-Hekzan 45.03+3.99 57.15+3.53 72.79+0.33
Kloroform 48.6415.29 46.19+2.09 49.89+0.64
Kok-gévde Etil asetat 18.03+2.09 21.99+1.28 50.58+4.48
Etanol 8.17+0.64 13.83+0.67 13.38+0.64
Su 37.87+3.84  55.10£4.75
EDTA (Referans) TE 34.3611.22 54.67+1.09

* Standart Sapma, ** Test edilmedi, *** Aktivite gézlenmedi
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4.3.5. Demir-indirgeme Antioksidan Giiciine (FRAP) Ait Bulgular

Tez gereglerimizi tegkil eden X. annuum bitki kisimlarindan

elde edilen ekstrelerin 250 ug/ml,

500 pg/ml ve

1000 pg/ml

konsantrasyonlarda tayin edilen demir-indirgeme antioksidan gucune ait

bulgular Tablo 8‘de verilmektedir.

Tablo 8: X. annuum Dbitki

demir-indirgeme antioksidan gucu (Absorbans+S.S.*)

kisimlarindan elde edilen ekstrelerin

Demir-indirgeme antioksidan giicu

Bitki kismi Ekstre tipi
(AbsorbanstS.S.%)

250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml

n-Hekzan TE™ TE TE
Kloroform 0.1341£0.003 0.177+0.002  0.339+0.006
Cicek Etil asetat 0.131£0.001  0.200+0.009  0.312+0.077
Etanol 0.175£0.002 0.273+0.011  0.565+0.022
Su 0.1531£0.015 0.211+0.059 0.276+0.005
n-Hekzan 0.153£0.001  0.214+0.001  0.402+0.029
Kloroform 0.153+0.008 0.186+0.001  0.325+0.026
Kok-gévde Etil asetat 0.182+0.006  0.272+0.005 0.585+0.033
Etanol 0.2941+0.004 0.628+0.016  1.126+0.021
Su 0.1981£0.065 0.274+0.017 0.745+0.031
Klorojenik asit (Referans) 2.955+0.092 3.547+0.063 3.618%0.018

* Standart Sapma, ** Test edilmedi
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4.3.6. Fosfomolibdenyum-indirgeme Antioksidan Giiciine (PRAP) Ait

Bulgular

Tez gereglerimizi tegkil eden X. annuum bitki kisimlarindan

elde edilen ekstrelerin

250 pg/ml,

500 pg/ml ve

1000 pg/ml

konsantrasyonlarda tayin edilen fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan

glcune ait bulgular Tablo 9‘da verilmektedir.

Tablo 9: X. annuum bitki

kisimlarindan elde edilen ekstrelerin

fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan gucu (AbsorbanstS.S.*)

Fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan

Bitki kismi Ekstre tipi glici
(AbsorbanstS.S.%)

250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml

n-Hekzan TE™ TE TE
Kloroform 0.128+0.010 0.132+0.037 0.216+0.078

Cicek Etil asetat TE TE TE
Etanol 0.304£0.025 0.365+0.010 0.563+0.086
Su 0.138+0.015 0.142+0.021  0.165+0.018

n-Hekzan TE TE TE
Kloroform 0.126+0.006  0.135+0.016  0.171+0.042

Koék-govde Etil asetat TE TE TE
Etanol 0.399+0.042 0.465+0.015 0.904+0.208
Su 0.228+0.027 0.282+0.040 0.798+0.371
Kersetin (Referans) TE TE 0.819+0.001

* Standart Sapma, ** Test edilmedi
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4.4. Toplam Fenol Miktar Tayini Bulgulari

Tez gereglerimizi tegkil eden X. annuum bitki kisimlarindan
elde edilen ekstrelerde, Folin-Ciocalteau reaktifi kullanilarak, gallik asit
esdegderi (mg/g ekstre) olarak bulunan toplam fenol miktarlari Tablo 10’da

verilmektedir:

Tablo 10: X. annuum ekstrelerinde toplam fenol miktarlari

Toplam fenol miktarlarr*

Bitki kisimlan Ekstre tipi
(mg/g ekstrexS.S.*¥)
n-Hekzan TE***
Kloroform S
Cicek Etil asetat 14.36+£1.17
Etanol 71.271£0.01
Su 68.38+0.58
n-Hekzan 5.28+0.02
Kloroform 76.631£1.08
Kok-govde Etil asetat 46.52+3.00
Etanol 145.51+£3.67
Su 173.56+2.16

*kkk

* Gallik asit esdegeri, ** Standart sapma, *** Test edilmedi, Saptanmadi
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4.5. Toplam Flavonoit Miktar Tayini Bulgulari

X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerde, AICl3
yontemi kullanilarak kersetin esdegeri olarak (mg/g ekstre) olarak bulunan

toplam flavonoit miktarlari Tablo 11’de verilmektedir:

Tablo 11: X. annuum ekstrelerinde toplam flavonoit miktarlari

Toplam flavonoit

Bitki kisimlari Ekstre tipi miktarlarr®
(mg/g ekstrexS.S.*¥)
n-Hekzan TE**

Kloroform 9.16+2.98

Cicek Etil asetat 6.14+0.52
Etanol 14.55+£1.03
Su 12.36+0.26
n-Hekzan 25.08+4.12
Kloroform 62.23+1.68
Kok-gbvde Etil asetat 40.3616.99
Etanol 30.84+1.56
Su 10.37+0.02

*Kersetin esdegeri, ** Standart sapma, *** Test edilmedi



4.6. Ekstrelerin ince Tabaka Kromatografisi ile Analizine Ait Bulgular

X. annuum bitki kisimlarindan elde edilen ekstrelerin ITK
analizi sonucunda elde edilen kromatogramlarin 254 nm dalga boyunda ve
vanilin/H,SO4 reaktifi puskurtuldikten sonraki gérunumleri Resim 5-7’de

verilmektedir.

Resim 5: X. annuum’un kok-govde kisimlarindan elde edilen n-hekzan

ekstresine ait iTK kromatogrami (n-hekzan:kloroform - 90:10)
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Resim 6: X. annuum’un gicek ve kok-govde kisimlarindan elde edilen
kloroform ve etil asetat ekstrelerine ait ITK kromatogrami

(kloroform:metanol:su - 80:20:2)
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Resim 7: X. annuum’un gigek ve kok-govde kisimlarindan elde edilen
etanol ve su ekstrelerine ait iITK kromatogrami (kloroform:metanol:su -
61:32:7)
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5. TARTISMA ve SONUG

Tirkce'de “dlmez ot, kagit otu”, ingilizce’de ise “immortelle,
everlasting flower” olarak bilinen Xeranthemum annuum L., Asteraceae
familyasina mensup bir bitki tiriidir. Ulkemizde 4 tir ile temsil edilen
Xeranthemum L. cinsine® ait tiirler (izerinde fitokimyasal igerik ve biyolojik
aktivite agisindan bugune kadar yayinlanmig bilimsel bir galisma mevcut
deqildir. Diger Uulkelerde vyetisen X. annuum oOrnekleri Uzerinde de
fitokimyasal alanda yapilmis sadece u¢ adet bilimsel c¢alisma
bildirilmistir.®'%'® Bu nedenle tez materyali olarak segilen ve Mardin-
Batman illeri arasinda yol kenarlarindan toplanan X. annuum bitki 6rnegi,
‘cicek” ve “kok-govde” olmak Uzere 2 kisma ayriimistir. Kurutulup toz
edilen bitki kisimlarindan hareketle hazirlanan n-hekzan, kloroform, etil
asetat, etanol ve distile su ekstrelerinin néroprotektif etkisi, Alzheimer
hastaliinda rol oynayan asetilkolinesteraz (AChE), bdutirilkolinesteraz
(BChE) ile Parkinson hastaliginda yer alan tirozinaz enzimlerinin
inhibisyonu ve norodejenarasyonu meydana getiren faktorlerden biri olan
oksidatif hasar da g6z Onune alinarak antioksidan aktiviteleri temel

alinarak incelenmistir.

Ekstreler, AChE ve tirozinaz enzimlerine karsi test edilen
konsantrasyonlarda inhibitdr etki gostermemis, ancak BChE’a karsi ¢gicek
ekstreleri %50.74+2.95 ile %97.85+0.94 arasinda; kdk-govde ekstreleri ise
%4.34+1.59 ile %96.89+1.09 arasinda olmak Uzere, oldukgca ylUksek
inhibisyona yol agmiglardir (Tablo 4). Hatta 100 pug/ml konsantrasyonda
ekstrelerin ¢ogu, referans olarak kullanilan galantamin’in 25 ug/ml
konsantrasyondaki inhibisyon oranina (%89.95+0.87) esit veya daha
yuksek inhibitor etki sergilemislerdir. En yuksek BChE inhibitor etkiye 100
ug/ml’de bitkinin gicek kismina ait kloroformlu ekstresinin sahip oldugu
(%97.85+0.94) saptanmigstir (Tablo 4).
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Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ile ilgili sonug¢larimiz goz
onune alindiginda; kok-govde kismina ait etanol ekstresi hari¢ diger
ekstreler test edilen konsantrasyonlarda %25’in altinda 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal supurucu aktivite gostermistir (Tablo 5).E
yuksek DPPH radikal sUpuricu etkiye ise 1000 pug/ml konsantrasyonda

kok-govde etanol ekstresinin (%77.33+1.99) sahip oldugu bulunmustur.

Yaptigimiz literatur taramasi sonucunda, bitkilerin genellikle
N,N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) radikal sUpurtcu aktivite yonunden
diger antioksidan aktivite yontemlerine gore, ¢ok daha az incelendigi
gorulmagtur. Elde ettigimiz bulgulara gore; en yuksek DMPD radikal
supdrucl aktiviteye sahip ekstreler olarak; 1000 ug/ml konsantrasyonda
kok-gdvdeye ait etanol (%39.05+£0.25) ve su (%23.10+1.40) ekstreleri
belirlenmistir (Tablo 6). Digerleri ise %10’un altinda bir etkiye yol agcmistir.
Ancak kodk-govde etanol ekstresi, 1000 ug/ml'de referans olarak kullanilan

kersetin’e (%41.54+0.71) oldukga yakin etki gdstermigtir.

X. annuum ekstrelerinden sadece kok-govde kloroform
ekstresinin disuk oranda superoksit (SO) radikal stpurtcu etki gosterdigi
saptanmistir. Bu ekstrenin SO radikal supurucu etkisi 625, 1250 ve 2500
ug/ml  konsantrasyonlarda, sirasiyla %2.85+0.57, %10.69+0.64 ve
%11.41£3.92 olarak tayin edilmigtir. Diger ekstreler ise bu testte hig
aktivite gostermemistir.

Ekstrelerin demir iyonu-selasyon aktivite sonuglarina gore;
250, 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda gicek ekstreleri %13.60+1.21
ile %67.80+5.77; kok-govde ekstreleri ise %13.38+0.64 ve %72.79+0.33
arasinda aktivite gostermiglerdir (Tablo 7). Bu testte; 1000 ug/ml
konsantrasyonda gigek kismina ait kloroform, etil asetat ve su ekstreleri ile

kok-gbvde kismina ait n-hekzan ve su ekstrelerinin, referans olarak
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kullanilan etilendiamin tetraasetik asitden (EDTA) daha yuksek selasyon

yapici etkiye sahip olduklari tespit edilmistir.

Demir-indirgeme antioksidan gucune (FRAP) ait deneysel
bulgularimiza goére; referans olarak kullanilan klorojenik asit’e
(3.618+0.018) goére olduk¢a disuk olmasina ragmen, en yuksek etkiye
kok-gbvde kismina ait etanolli ekstrenin (1.126£0.021) yol actigi
bulunmustur (Tablo 8). Bu ekstreyi muteakiben, 2. ylksek etkiyi ise yine

kok-govde kismina ait sulu ekstre (0.745+£0.031) gostermistir.

Fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan gictu (PRAP)
deney modelinde; benzer sonuglar elde edilmis ve en yuksek etkiye sahip
iki ekstre olarak, yine kok-govde kismina ait etanol (0.904+0.208) ve su
(0.79810.371) ekstreleri saptanmistir (Tablo 9). Bu testte, 1000 pg/ml
konsantrasyonda kok-govde kismina ait etanollu ekstre, referans olarak

kullanilan kersetin’den de (0.819+0.001) daha iyi etki gostermistir.

Genellikle bitki ekstrelerinde fenolik maddelerin miktari ile
antioksidan aktiviteleri arasinda bir korelasyon oldugu bilinmektedir.
Sonuglarimiz géz 6ntne alindiginda; uygulanan antioksidan aktivite test
yontemlerinde en vyuksek aktiviteyi bitkinin kok-gdévde kisimlarindan
hazirlanan etanol ve su ekstrelerinin gosterdigi tespit edilmistir. TUm
ekstrelerin toplam fenol miktarlarinin gallik asit esdegeri olarak tayin
edilmesi sonucunda, en yuksek toplam fenol igerigine sahip ilk iki ekstre
olarak; yine kok-gévde kismina ait etanol (145.51+3.67 mg/g ekstre) ve su
(173.56+2.16 mg/g ekstre) ekstrelerinin oldugu goérilmus ve boylece
bulgularimiz arasinda bir korelasyon oldugu gozlenmistir (Tablo 10).
Ekstrelerde kersetin esdegeri olarak tayin edilen toplam flavonoit miktari
bulgularimiza gore; en yuksek toplam flavonoit iceren ekstreler ise kok-
gévde kisimlarina ait kloroform (62.23+1.68 mg/g ekstre) ve etil asetat
(40.3616.99 mg/g ekstre) ekstreleridir (Tablo 11). Kdk-gévde kismina ait

46



etanol ekstresi (30.8411.56 mg/g ekstre), toplam flavonoit miktar
agisindan 3. sirada yer alirken, su ekstresi (10.37+0.42 mg/g ekstre) 5.
sirada bulunmustur. Bu da, en yuksek antioksidan etkiye sahip olan kok-
govde etanol ve su ekstrelerinin, flavonoit yapisina sahip olmayan diger

fenolik bilegiklerce daha zengin olduguna igaret etmektedir.

Ekstrelerin ITK analizi sonucunda ise; kok-govde kismina ait
n-hekzan ekstresinin nonpolar bilesiklerce zengin oldugu gorulmuagtur
(Resim 5). X. annuum tohumlarinda daha énce yapilan bir calismada da,
palmitik ve stearik asit gibi doymus yag asitleri ile oleik, linoleik ve linolenik
asit gibi doymamig yag asitlerinin yani sira, bazi epoksi ve hidroksi yag

asitlerinin mevcudiyeti bildirilmistir.®

Cicek ve kok-gdovde kisimlarina ait kloroform ve etil asetat
ekstrelerinin ITK kromatograminda ise, bu 4 ekstrede de ortak olan ve
vanilin/H,SO4 reaktifi ile revele edildikten sonra mor renkli hale gelen en
az 3 bilesige ait bantlar tespit edilmistir (Resim 6). Bilegiklere ait bantlarin
mor renkli olmasi, bize bu maddelerin terpenik yapida olabilecegini
dustundurmastur. Bu tirden daha énce de, basta ursolik asit olmak lGzere
baz triterpen tiirevlerinin izolasyonu bildirilmistir.>'® Ayrica, bu ekstrelerin
ITK profilinde gorilen sari renkli bantlar, flavonoit tirevlerinin varligina da
isaret etmektedir. ClUnkl vanilin/H,SO4 reaktifi ile flavonoitler sari renklerini
muhafaza etmektedirler. Nitekim, bitkiden kersetin ve luteolin adli flavonoit

tirevleri daha 6énce izole edilmistir.™

Bitkinin ¢icek ve kok-govde kisimlarinin etanol ve su
ekstrelerinin ITK kromatogramlarinda da, bu 4 ekstrede ortak olan majér
bir bilesigin oldugu gézlenmigtir. Bilesigin vanilin/H,SO4 reaktifi ile revele
edildikten sonra sari renk alip, bir sire sonra kahverengiye donmesi
(Resim 7) ve Rf degerinin ITK plaginda start gizgisine yakin olmasi gibi

nedenlerle, bu bilesigin fenolik bir bilesik olabilecegi disunulmektedir.

47



Diger yandan, daha énce X. annuum’dan izole edilen ve
major bir bilesik olan ursolik asit'in, bizim ekstrelerimizde de
bulunabilecegi ihtimal dahilindedir. Ayrica, 2011 yilinda yayinlanan bir
calismada, Micromeria cilicica’dan izole edilen ursolik asit'in AChE’a karsi
inhibitor etki gostermemesine ragmen, BChE'I inhibe etme 06zelliginin
oldugu bildirilmistir.>® Bu bulgu, bizim ekstrelerimizde de ursolik asit'in,
ekstrenin BChE inhibe edici etkisinden sorumlu olabilecedi veya
inhibisyona katkida bulunan Dbilesiklerden biri oldugu olasihigini
dusundurebilir. Ancak, Kore'de yetisen Origanum majorana’nin yuksek
AChE inhibitdér etkisinden sorumlu bilesikleri aydinlatmak igin yapilan
fraksiyonlama sonucunda da; inhibitdér etkiden sorumlu bilesik olarak
ursolik asit belirlenmistir.?*® Bu sonug, ursolik asitin aslinda her iki
kolinesteraz enzimini de degisen oranlarda inhibe edebildigine isaret

etmektedir.

Elde ettigimiz bulgularin genel bir degerlendirmesi yapilirsa;
X. annuum’un kok-gévde kismina ait etanol ve su ekstrelerinin hem
yuksek BChE inhibitdr etki, hem de en ylksek antioksidan aktiviteyi
gOstermesi nedeniyle, néroprotektif etki agisindan ileri asamada ¢alismaya
deger oldugu sonucuna variimistir. Bu iki ekstrede de ortak olan major bir
bilesigin oldugu da ITK kromatograminda net olarak gérilmektedir (Resim
6). Bundan sonraki asamada, galismalarimiza X. annuum’un kok-govde
kisimlarina ait etanol ve su ekstrelerinin aktiviteden sorumlu bilesik veya

bilegiklerinin aydinlatiimasi seklinde devam edilmesi planlanmaktadir.

Tez calismamiz, Turkiye'de yetisen X. annuum L. bitkisi
Uzerinde vyapilmis ilk biyolojik aktivite ve fitokimyasal c¢alismayi
kapsamaktadir. Bilimsel literatirde ise bitki, bahsigecen enzim
inhibisyonlari ve antioksidan aktiviteleri yonunden ik defa tez

calismalarimiz dahilinde incelenmistir.
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6. OZET

XERANTHEMUM ANNUUM L. UZERINDE FARMAKOGNOZIK YONDEN
ARASTIRMALAR

Giilyurdu, Fulya
Yiiksek Lisans Tezi, Farmakognozi Anabilim Dali
Tez Danigmani: ilkay Erdogan Orhan
ANKARA / Nisan-2011

Xeranthemum annuum L. (Asteraceae), Ulkemizde “6lmez ot,
kagit otu”, ingilizce’de ise “immortelle, everlasting flower” isimleriyle bilinen
bir bitki turudur. Tez g¢alismalarimizda, X. annuum’un gicek ve kdk-govde
kisimlarindan hazirlanan degisik polaritedeki ekstrelerin ndéroprotektif
etkisi, asetilkolinesteraz (AChE), butirilkolinesteraz (BChE) ve tirozinaz
enzim inhibitor aktiviteleri ile 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), N,N-dimetil-
p-fenilendiamin (DMPD) ve superoksit (SO) radikal sUpuricu aktivite,
demir iyonu-selasyon etki, demir-indirgeme antioksidan guci (FRAP) ve
fosfomolibdenyum-indirgeme antioksidan gucu (PRAP) yodntemleri ile
antioksidan aktivitesi kullanilarak tayin edilmigtir. Ayrica toplam fenol ve
flavonoit miktarlari spektrofotometrik olarak hesaplanmis ve ince tabaka
kromatografisi ile ekstrelerin fitokimyasal profilleri incelenmistir. Elde
ettigimiz bulgulara gore; ekstreler AChE ve tirozinaz’a karsi etkisiz iken, en
yuksek BChE inhibitor ve antioksidan aktiviteye kok-govde etanol ve su
ekstrelerinin sahip oldugu bulunmustur. Bu tez, Turkiye'de yetisen X.
annuum Uzerinde biyolojik aktivite ve fitokimyasal icerik agisindan yapilmis

ilk galismay teskil etmektedir.

Anahtar kelimeler: Xeranthemum annuum, Asteraceae, Noroprotektif

etki, Kolinesteraz inhibisyonu, Tirozinaz inhibisyonu, Antioksidan aktivite
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7. SUMMARY

PHARMACOGNOSTIC RESEARCHES ON
XERANTHEMUM ANNUUM L.
Glilyurdu, Fulya
Graduate Degree, Pharmacognosy Department
Thesis Advisor: llkay Erdogan Orhan
ANKARA / April-2011

Xeranthemum annuum L. (Asteraceae) is a plant species
known as “6lmez ot, kagit otu” in our country and “immortelle, everlasting
flower” in English. In our thesis studies, neuroprotective effect of the
extracts in various polarities prepared from the flower and root-stem parts
of X. annuum was established using acetylcholinesterase (AChE),
butyrylcholinesterase (BChE), and tyrosinase inhibitory activities as well
as 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), N,N-dimethyl-p-phenylendiamine
(DMPD), and superoxide (SO) radical scavenging activity, ferric ion-
chelating effect, ferric-reducing antioxidant power (FRAP), and
phosphomolibdenum-reducing antioxidant power (PRAP) methods.
Besides, total phenol and flavonoid contents were calculated
spectrophotometrically and phytochemical profiles of the extracts were
investigated by thin layer chromatography. According to data we obtained,
while the extracts were inactive against AChE and tyrosinase, the ethanol
and water extracts of the root-stem parts of the plant were found to
possess the highest BChE inhibitory and antioxidant activity. This thesis
has constituted the first study on X. annuum growing in Turkey in terms of

biological activity and phytochemical content.

Key words: Xeranthemum annuum, Asteraceae, Neuroprotective effect,

Cholinesterase inhibition, Tyrosinase inhibition, Antioxidant activity
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TESEKKUR
Yuksek lisans c¢alismalarim sirasinda engin bilgi ve
gorusleriyle calismalarimi en dogru ve basarili bir gekilde yurutmemi
saglayan; manevi olarak da destegini ve anlayigini Uzerimden
esirgemeyen c¢ok degerli hocam Sayin Prof.Dr. ilkay ORHAN’a cok

tesekkur ederim.

Calismalarnm suresince ilgi ve desteklerini gordigim
Gazi Universitesi, Eczacilik Fakultesi Dekani ve Anabilim Dali Baskani
Sayin Prof.Dr. Turhan BAYKAL’a, laboratuar calismalarim sirasinda
kiymetli vakitlerini benim icin harcayan Ars.Gér. Sayin Uzm.Ecz. Fatma
Sezer SENOL’a ve Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi

Anabilim Dalr’'nin diger 6gretim Uyeleri ve yardimcilarina tegekkur ederim.

Fitokimyasal analiz ¢aligmalarim sirasinda yardimlarini
esirgemeyen Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiltesi, Farmasotik
Botanik Anabilim Dali 6gretim Uyesi Sayin Dog.Dr. I. irem TATLI
CANKAYA'ya, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi ilag-
Kozmetik Arastirma Mudurligu personeli Sayin Bil.Uzm. Kim. Soner

BAY’a katkilarindan dolayi tesekkur ederim.

Bu g¢alismam sirasinda fikilerinden yararlandigim, sevgi
ve anlayislariyla bana sonsuz destek olan babam Bil.Uzm. Sayin Turkkan
GULYURDU ile matematik ogretmeni annem Sayin Perihan
GULYURDU’na tesekkdirlerimi bir borg biliyorum.

Tez c¢alismalarim sirasinda anlayis, hosgori ve
sabirlarini eksik etmeyen Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagskanligi
llag-Kozmetik Arastirma Mudiri Sayin Bil. Uzm. Birsel Subasi’na, Midir
Yardimcilari Sayin Nur Bolikbagl ile Sayin Siddika Kalem’e ve

laboratuvar sefim sayin M. Filiz YURTSEVER’e tesekkurlerimi sunarim.
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