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Tanacetum haussknechtii (BORNM.) GRIERSON UCUCU YAGININ
KIMYASAL, ENANTIOMERIK ve BIlYOLOJIK AKTIVITE ACISINDAN
ARASTIRILMASI

OZET

Tiirkiye’nin endemik bitkisi olan Tanacetum haussknechtii (Bornm.) Grierson
tizerinde kimyasal kompozisyon ve biyolojik aktivite aragtirmasi gergeklestirildi.

Bitkinin sap-yaprak, ¢igek ve kok kisimlarindan hidrodistilasyon yontemi ile ugucu
yaglari elde edilerek kompozisyonlar1 Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi ve
Gaz Kromatografisi-Alev Iyonlasma Dedektorii teknikleri ile arastirildi. Ana
bilesikler olarak sap-yaprak ve ¢igek ugucu yaglarinda borneol (%17.2, %20.5) ve
a-pinen (%14.5, %12.3), kok ugucu yaginda ise geranil izovalerat (%41.6) bulundu.

Yaglardaki o-pinen, B-pinen, sabinen, terpinen-4-ol, borneol, limonen, trans-
pinokarveol enantiomer bilesiklerin enantiomer oranlari siral kolonda tespit edildi.

Bitkinin toprakiistii kismindan Folch metodu ile sabit yag asitleri elde edilerek
kompozisyonlart gaz kromatografi yontemiyle arastirildi. Palmitik (%25.5),
linoleik (%17.6) ve linolenik (%25.4) asit ana bilesikler olarak saptandi.

Bitkinin farkli kisimlarindan metanol, etilasetat ve su kullanilarak maserasyon
yontemiyle elde edilen ekstrelerde toplam fenolik ve toplam flavonoit bilesiklerin
miktarlar1 spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Ugucu yag ve ekstrelerin in vitro deneylerde serbest radikal siipiirme ve lipit
peroksidasyonunu inhibe etme etkileri arastirilarak antioksidan aktiviteleri
degerlendirildi.

Ince Tabaka Kromatografisi-Otografi ve Ellman metotlariyla ucucu yag ve
ekstrelerin asetilkolinesteraz enzimi iizerine etkileri arastirildi.

Metanollii ekstreler ve ¢icek kismindan elde edilen etilasetath ekstrenin BHT ve
gallik Asit’e gore orta derecede antioksidan etkiye sahip oldugu tespit edildi, ancak
ucucu yaglar uygulanan deney sistemlerinde antioksidan etkili goriilmedi. AChE
enzim deneylerinde ise ekstreler zayif etkili goriliirken, ¢icek ugucu yagi
galantamin ile kiyaslandiginda orta derecede etkili oldugu saptandi.

Anahtar kelime: Tanacetum haussknechtii, ugucu yag, enantiomer, ekstre,
aktivite, GC/MS.



INVESTIGATION of Tanacetum haussknechtii (BORNM.) GRIERSON
ESSENTIAL OIL for CHEMICAL COMPOSITION, ENANTIOMERS and
BIOLOGICAL ACTIVITY

ABSTRACT

Chemical composition, enantiomeric distrubition and biological activity of
Turkey’s endemic plant Tanacetum haussknechtii (Bornm.) Grierson was done.

The essential oils were obtained by hydrodistillation of different parts of the plant
and analyzed by GC/MS and GC-FID techniques. Borneol (%17.2, %20.5) and -
pinene (%14.5, %12.3) were found to be the main compounds of the leaf-stem and
the flower oils, geranyl isovalerate (%41.6) was detected as main constituent of the
root oil.

Enantiomeric ratios of a-pinene, B-pinene, sabinene, terpinen-4-ol, borneol,
limonene, trans-pinocarveol was determined by using chiral columns.

Fatty acids were obtained with Folsch method from the plant aerial parts and
investigated by gas chromatographic techniques. Palmitic (%25.5), linoleic (%17.6)
and linolenic acids were found as the main fatty acids.

The methanol, ethyl acetate and water extracts were obtained from different parts
of the plant by maceration and the total phenolic and total flavonoid contents were
evaluated spectrophotometrically.

The essential oils and extracts were evaluated for antioxidant activity using free
radical scavenging activity and lipid peroxidation inhibition tests.

The efects of essential oils and extracts on AChE enzyme were investigated by
using TLC-autography and Ellman’s methods.

The methanolic extracts and the extract obtained with ethyl acetate from flowers
demonstrated moderate antioxidant activity on tests. Essential oils didn’t show any
significant activity. In AChE enzyme assays the flower oil showed moderate
neuroprotective properties, however the extracts were inactive.

Keywords: Tanacetum haussknechtii, essential oil, enantiomer, extract, activity,
GC/MS.
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GIRIS ve AMAC

Dogal iirlin preparatlarinin gelistirilmesi gida, kozmetik, ilag, organik tarim,
saglik ve hijyen flriinleri dahil olmak iizere bir¢ok iiretim alaninda onemli bir
konu haline gelmistir. Diinya saglik orgiitii (WHO) ‘ne gore diinyanin 2/3’si hala
cesitli hastaliklarin giderilmesinde geleneksel ilaglar kullanmaktadir. Bitkiler
alemi 300.000 tiirden fazla iiyesiyle bu dogal iiriinlerin ana kaynagidir. Ancak
bunun yaninda bu bitkilerin bircok kismi  Ozellikleri ve kimyasal
kompozisyonlariyla sanayide iiretilecek degerli iirtinlere fikir olusturabilecek iken
heniiz aragtirllmamistir (Baranauskiené ve ark., 2014; Zahid ve ark., 2015).

Ugucu yaglar giinden giine bilimsel arastirmalarin ve kimya endiistrisinin disina
tasarak giinliik hayatimiza kadar girmistir. Oyle ki modern tibbin ilerlemesi ve
sentetik ilaclarin gelismesiyle bir kenara biraktigimiz dogal ilaglar ¢ok eski
zamanlardan beri kullanilagelmistir. Geleneksel ilaglarin ¢ogu bitkisel kokenlidir.
Bunlarin arasinda ugucu yaglar en yaygin kullanilan dogal iiriinler olarak
bilinmektedir. Geleneksel Cin tibbinda ilaglarin aktif bilesenlerinin sadece bir
kismi aydinlatilmis olsa da ilaglarin veya preparatlarin ¢ogunun sicak suyla
hazirlanmas1 aktif bilesenlerden bazilarinin 1s1 etkisiyle suya gegcen ugucu yag
bilesenleri oldugunu isaret etmektedir. Diinya {izerinde degisik cografyalarda
yasayan bir¢ok kisi modern ilaglara tercihan iyi bilinen halk ilaglarin1 daha yaygin
bir sekilde kullanmaktadir. 19.y.y. sonlarinda baslayan ugucu yaglarin izolasyon
ve yapi tayini arastirmalart ugucu yaglarin igerdigi aromatik molekiiller iizerine
odaklanmistir. Ugucu yaglar, basta terpenoitler olmak iizere, fenolikler,
aromatikler, siklik ve asiklik bilesikler, siilfiir ve azotlu bilesiklerden olusur.
Ugucu yaglar1 bulunan terpenoitler 5 karbon igeren hemiterpenlerden 30 karbonlu
triterpenlere kadar farklilik gosterirler. Ugucu yagi olusturan bilesenlerin molekiil
agirliklar1 genel olarak 500 daltondan diisiiktiir ve 1-3 oksijen atomu igerebilir.
Oyle ki ucucu yaglar literatiirlerde aromatik ve ugucu bitki ekstresi olarak
tanimlansa da bir ¢cok ucucu yag kokusuz ve/veya ucucu olmayan triterpenler
igerebilir (Nakatsu ve ark., 2000).

Gilinlimiizde bir¢ok ugucu yagin biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilimsel olarak
saptanmistir. Bunlarin arasinda antioksidan, antienflamatuar, anti-kolinesteraz
aktiviteler sayilabilir (Bakkali ve ark., 2008). Ugucu yaglarin biyolojik
aktivitelerinin arastirilmasinin sebepleri arasinda piyasada bulunan sentetik veya
yari-sentetik ilaglarin yan etkileri, pahali olmalari, kanserojen, toksik, alerjen
olmalar1 sayilabilir. Diger taraftan elde edilen ucucu yagin dogal olmasi, yan
etkilerinin diisik veya olmamasi, ucuz olmasi ve yurdumuz topraklarinda
yetismesi sentetik ilaglara kars1 tercih edilme sebebidir.

Asteraceae, diinya Tlizerinde yaklasik 23,000 tiirii icerisinde barindiran bir
familyadir. Tirkiye florasinin biliylik bir kismi bu familya bitkilerinden
olusmaktadir. Tanacetum L. bu familya icerisindeki en biiyiik 3. cinstir ve diinya
capinda 160 tiire sahiptir. Tanacetum tiirleri Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve
Kuzey Amerika’ya yayilmistir. Tiirkiye’de bu 160 tiriin 46’s1 yetismektedir.
(Korkmaz ve ark., 2015; Grierson, 1965).

Tanacetum tiirleri de yillardir Diinya {izerinde geleneksel ydntemlerle bazi
hastaliklarin tedavisinde veya agrilariin giderilmesinde kullanilmaktadir. En
yaygin olarak Tanacetum vulgare L. bitkisinin antihelmintik ve Tanacetum



parthenium (L.) Schultz Bip. bitkisinin ates diisiiriicti kullanimlar1 6ne ¢iksa da
diger tirler sedatif, tonik, stomasik, ekspektoran, antiseptik, antibiyotik,
antioksidan, antienflamatuar etkili kullanimlar da goriilmiistiir (Géren ve ark.,
2002; Kumar ve Tyagi, 2013).

Tanacetum tiirleri Anadolu’da da yillardir halk ilaci olarak kullanilmaktadir.
Tanacetum argyrophyllum var. argyrophyllum (C. Koch) Tvzel. gogis
hastaliklari, antienflamatuar, soguk alginligi, antipiretik, Tanacetum balsamita L.
tonik, stimulan, antipiretik, bas agrisi, diiiretik, stomasik, safra kesesi
rahatsizliklar1, sikatrizan, Tanacetum ciliophyllum var ciliophyllum (Fisch. et
Mey.) Schultz gogiis hastaliklari, soguk alginligi, antipiretik, bobrek taslari,
Tanacetum parthenium stimulan, antipiretik, bas agrisi, ditiretik, stomasik, safra
kesesi taglari, Tanacetum punctatum (Desr.) Grierson, antienflamatuar etkili
dekoksiyon veya infiizyon seklinde harici veya dahili olarak kullanilagelmistir
(Altundag ve Ozturk, 2011).

Tanacetum tiirlerinin iizerinde yapilan fitokimyasal arastirma ve aydinlatmalar
sonucu  bitkilerin  kompozisyonlarinin  yogunlukla  seskiterpenoit  ve
flavonoitlerden olustugu tespit edilmistir. Cinsin ana bilesenleri olarak goriilen
seskiterpenoitler bitkilerin gosterdigi biyolojik aktivitenin sorumlusu olarak
goriilmektedir. Bazi tiirlerde flavonoitlerin ve bitkilerin ugucu yaglarimin da
biyolojik aktivite gosterdikleri goriilmiistiir (Goren ve ark., 2002).

Tanacetum haussknechtii (Bornm.) Grierson bitkisi iilkemizde dogal olarak
yetisen tiirlerden bir tanesidir. Tanacetum cinsi tizerine yapilan kapsamli kaynak
taramas1 sonucunda bu cinsin diger tiirleri iizerinde oldukca fazla ¢aligmalarin
yapildigi ve bitkilerin ¢esitli aktiviteler gosterdigi gorilmiistiir. Ancak T.
haussknechtii bitkisi tizerine herhangi bir bildiriye rastlanmamistir. Bu bakimdan
bitkinin igerdigi madde kompozisyonun aydinlatilmas: ve biyolojik aktivitesinin
ortaya konulma ihtiyaci bulunmaktadir.

Bu tez kapsaminda endemik Tanacetum haussknechtii bitkisinin ¢igek ve sap-
yaprak kisimlarindan ugucu yag ve sabit yag asitlerinin kompozisyonlarinin GC-
FID ve GC/MS teknikleri ile belirlenmesi, ugucu yagin kompozisyonundaki ana
bilesenlerin giral kolonda enantiomerik oranlarinin belirlenmesi amaglanmstir.
Ayrica bitkinin toprakiistii, ¢igek ve sap-yaprak kisimlarindan farkli polaritedeki
coziictiler ile elde edilen ekstrelerin i¢erdigi toplam fenolik ve flavonoit yapidaki
bilesik miktarlart tespit edilerek, ugucu yag ve ekstrelerin in-vitro sartlarda
biyolojik aktivitesinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bu amagla numunelerin
indirgeme kapasitesi, serbest radikal siipiirme, lipit peroksidasyonu ve AChE
enzimi inhibe etme etkileri arastirilacaktir. Tim bu calismalar Tanacetum
haussknechtii iizerinde ilk defa yapilacak olup, bilim diinyasina katki
saglayacaktir.



KAYNAK BILGIiSi
Asteraceae Familyasi

Familyadaki iiyelerinin bazilar siit iceren otsular, ¢alilar veya nadiren agag¢ veya
tirmanicilardir. Yaprak genellikle alternat veya karsilikli, nadiren dairesel, basit
veya bilesiktir. Cicekler kapitulum durumunda, kapitulumun g¢evresi bir¢ok serili
involukrum brakterleri ile Ortiilmiis, erdisi veya tek eseyli, 1sinsal veya zigamorf
simetrilidir. Kaliks genellikle papus halini almis veya hemen hemen yoktur.
Petaller 4-5 tane birlesiktir. Korolla 2 sekilde, tiipsii veya dilsi; tiipsii korolla ugta
belirgin 5 disli, dilsi korolla ise 3-5 disli veya disler belirgin degildir. 5 tane
stamen petallere bagl, filamentler serbest, anterler birlesiktir. 1 tane pistil
bulunur. Ovaryum alt durumlu, tek lokuluslu, 2 karpelli, tek oviil, anatroptur.
Plasentasyon bazaldir. Meyveleri aken tipte ve ucunda genellikle bir papus veya
kaliks kalintis1 tasir (Davis, 1965; Se¢men ve ark., 2008).

Yaklagik 23.000 tiirle temsil edilen Asteraceae familyasi diinyanin en biiyiik
familyalarindan bir tanesidir (Korkmaz 2015). Compositae olarak da bilinen bu
biiyiilk familya damarli bitkilerden olusur. 1620 genus ve 12 alt familyay1
kapsamaktadir. Onemli bir kismi otsu bitkilerden olusmakta olup, sarmasik ve
agac formlar1 da bulunur (Kumar ve Tyagi, 2013).

Tanacetum L. Cinsi

Toplamda yaklasik 160 tire sahip olan Tanacetum cinsi Bati Asya’dan
Avrupa’ya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’da yayilis gostermektedir.
Tiirkiyede cinse ait 46 tiir bulunmaktadir (Korkmaz 2015). 200 metreye kadar
yayilis gostermekte olan Tanacetum tiirlerinin bir¢ogu giiclii kokuludur ve tek
yillik veya ¢ok yillik olabilirler (Kumar ve Tyagi, 2013; Davis, 1965).

Tanacetum haussknechtii (Bornm.) Grierson

Cok yillik otsu endemik bir bitki olan Tanacetum haussknechtii Orta Anadolu’da
Sivas-Tokat illeri civarinda yetismektedir. Bulundugu rakim 1700-1800 m olup
habitati kayalik yamaglardir. Sinonimleri Chrysanthemum haussknechtii (Bornm.)
Bornm. ve Pyrethrum haussknechtii Bornm. dir (http-1).



Kimyasal Boliim

Tanacetum Tiirleri Ucucu Yag Uzerine Yapilmig Arastirmalar

Bugiine kadar iilkemizde ve diinyada Tanacetum tiirlerinin ugucu yag ve
seskiterpen laktonlar1 iizerine bircok kimyasal aydinlatma ¢aligmasi rapor
edilmistir. Ugucu yag iizerine yapilmis ¢alismalar Cizelge 1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1. Tanacetum Tiirleri Ucucu Yaglar1 Uzerine Yapilmis Arastirmalar

Tiir

Ana Madde,%

Kaynak

T. argenteum (Lam.) Willd.

ssp. argenteum (L.) All. ve

T. argenteum (Lam.) Willd.

subsp. canum (C. Koch)
Grierson var. canum (C.
Koch) Grierson

a-Pinen (67.9, 53.6), B-pinen (4.8,
1.0), 1,8-sineol (2.2, 14.8)

(Ali ve ark., 2014)

T. argenteum ssp.
argenteum

a-Pinen (36.7), B-pinen (27.5), 1,8-
sineol (9.8)

(Polatoglu ve ark.,
2010c)

a-Pinen (27.9), 1,8-sineol (6.8)

(Bagci ve Kocak, 2010)

T. mucroniferum Hub. —
Mor. et Grierson

1,8-Sineol (21.9) ve kafur (6.4)

(Polatoglu ve ark.,
2012)

T. chiliophyllum (Fisch. et
Mey.) Schultz Bip. var.
monocephalum Grierson

Cigek ve sap: 1,8-sineol (8.3,2.5),
kafur (17.3, 10.4), kok:
hekzadekanoik asit (37.5)

(Polatoglu ve ark.,
2012c¢)

T. chiliophyllum (Fisch. Et
Mey.) Schultz Bip. var.
chiliophyllum (Fisch. Et
Mey.) Schultz

Kamfen (7.1), 1,8-sineol (17.1), kafur
(28.5)

(Bagci ve ark., 2008)

Kafur (19.7), 1,8-sineol (16.6),
borneol (15.4)

(Salamci ve ark., 2007)

Kafur (17.0)

(Bager ve ark., 2001)

T. densum (Lab.) Schultz
Bip. ssp. eginense
Heywood

Cigek, sap ve yaprak: kafur (30.9,
25.7, 27.7) ¢igek ve sap: kamfen
(10.6, 7.0), sap ve yaprak: borneol
(5.1,5.2)

(Polatoglu ve ark.,
2012b)




Cizelge 2. (devam) Tanacetum Tiirleri U¢ucu Yaglari1 Uzerine Yapilmis Arastirmalar

Tiir

Ana Madde,%

Kaynak

T. densum (Lab.) Schultz
Bip. ssp. amani Heywood

a-Pinen (9.7), B-pinen (27.2), 1,8-
sineol (13.1)

(Polatoglu ve ark.,
2010c)

1,8-Sineol (14.7), borneol (31.3),
endoborneol (21.0)

T. densum (Lab.) Schultz
Bip. ssp. laxum Grierson

a-Pinen (5.0), epi-
bisikloseskifellandren (31.4), a-
kadinol (7.0)

(Bagci, 2009)

T. densum (Lab.) Schultz
Bip. ssp. sivasicum Hub.-
Mor. et Grierson

Cigek ve sap: 1,8-sineol (21.1, 28.3),
kafur (19.2, 16.4) ve borneol (5.8,
6.4)

(Polatoglu ve ark.,
2009)

T. kotschyi (Boiss.)
Grierson

Cicek ve sap artemisia keton (54.6,
26.5), longiverbenon (9.2, 8.9) ve
artemisia alkohol (4.6, 5.2)

(Polatoglu ve ark.,
2011)

T. zahlbruckneri (Nab.)
GRIERSON

Germakren D (29.7) ve spatulenol
(12.0)

T. tabrisianum (Boiss.)
Sosn. et Takht

Cigek ve sap: 1,8-sineol (17.6, 22.5),
hekzadekanoik asit (10.3, 8.0)

(Polatoglu ve ark.,
2011)

Tanacetum argyrophyllum
(C. Koch) Tvzel. var.
argyrophyllum (C. Koch)
Tvzel.

cis-Tuyon (69.9)

(Akpulat ve ark., 2005)

Cigek: kafur (29.7, 1,8-sineol 8.4),
borneol (12.0), sap: kafur (26.6), 1,8-
sineol (17.5), borneol (15)

(Polatoglu ve ark.,
2010b)

T. parthenium (L.) Schultz
Bip. Varyeteleri

Kamfen (9.4), kafur (49.0), trans-
krsentanil asetat (22.1)

Kamfen (6.8), Kafur (60.8)

(Polatoglu ve ark.,
2010a)

Kafur (56.9), kamfen (12.7)

(Akpulat ve ark., 2005)

Kafur (28.0) ve krizantenil asetat
(30.0)

(Hendriks ve ark., 1996)




Cizelge 3. (devam) Tanacetum Tiirleri U¢ucu Yaglar1 Uzerine Yapilmis Arastirmalar

Tiir

Ana Madde,%

Kaynak

T. nitens (Boiss. et NOE)
Grierson

a-Pinen (4.6), 1,8-sineol (27.6)

(Bagci ve Kocak, 2010)

T. macrophyllum (Waldst.
et Kit.) Schultz Bip.

B-Odesmol (89.5)

(Javidnia ve ark., 2010)

B-Odesmol (21.4) ve cis-krizantenol
(12.0)

(Demirci ve Bager,
2007)

T. alyssifolium (Bornm.)
Grierson

Borneol (35.2), a-tuyon (24.6)

T. aucheranum (DC.)
Schultz Bip.

1,8-Sineol (23.8) , kafur (11.6)

(Salamci ve ark., 2007)

T. sorbifolium (Boiss.)
Grierson

Kafur (54.3)

(Ozer ve ark., 2006)

T. argyrophyllum var.
argyrophyllum

a-Tuyon (52.0)

T. argenteum ssp. canum
var. canum

Karyofillen oksit (13.0), a-Tuyon
(12.0)

T. praeteritum (Horwood)
Heywood ssp. praeteritum
(Horwood) Heywood

Borneol (28.0), 1,8-Sineol (12.0),
Bornil asetat (10.0)

T. praeteritum (Horwood)
Heywood ssp.
massicyticum Heywood

a-Tuyon (51.0), B-Tuyon (10.0)

(Goren ve ark., 2001)

T. armenum (DC.) Schultz
Bip.

Yaprak ve toprakiistii: 1,8-sineol
(31.0, 11.0), kafur (9.0, 27.0)

T. haradjanii (Rech. Fil.)
Grierson

Kafur (16.0)

T. balsamita L.

Karvon (52.0)

(Baser ve ark., 2001)




Cizelge 4. (devam) Tanacetum Tiirleri U¢ucu Yaglari1 Uzerine Yapilmis Arastirmalar

Tiir

Ana Madde,%

Kaynak

T. balsamita L. ssp.
balsamita L.

Karvon (51.0) ve B-tuyon (20.8)

(Yousefzadi ve ark.,
2009)

trans-Krizantenol (22.3) linalool oksit
(11.5), 1,8-sineol (2.7), kafur (7.5),
krizantenil asetat (19.7)

(Bagci ve ark., 2008)

T. punctatum (Desr.)
Grierson

trans-pB-Farnesen (30.6), karyofilen
oxit (26.1), B-karyofilen (21.1)

(Shafaghat, 2012)

T. audibertii (Req.) DC

Artemisia keton (39.8), trans-linalil
oxit asetat (32.0), 1,8-sineol (15.9)

(Maxia ve ark., 2015)

Tanacetum Tiirleri Uzerine Yapilmis Diger Fitokimyasal Calismalar

Tanacetum tiirleri sekonder metabolitlerini konu alan bir¢cok fitokimyasal
aydinlatma ¢aligmasi yapilmistir. Bu calismalar kapsaminda izole edilen sekonder
metabolitlerden Tanacetum tiirleri igerisinde en yaygimn olanlar1 Cizelge 2’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 5. Tanacetum Tiirlerinden izole Edilen Sekonder Metabolitler

izolen edilen Bilesik

Tiir

Kaynak

Dentatin A

T. argenteum ssp. flabellifolium

(Goren ve ark., 1996a)

T. vulgare

(Yunusov ve ark.,
1980)

T. chiliophyllum var. heimerlei

(Goren ve ark., 1994a)

I-epi-Ludovisin C

T. vulgare

(Sanz ve Marco, 1991)

T. densum ssp. eginense

(Goren ve Tahtasakal,
1994)

T. praeteritum ssp. praeteritum

(Goren, 1995)

Deasetil-B-siklopiretrosin

T. argenteum ssp. argenteum

(Goren ve ark., 1994b)

T. argenteum ssp. flabellifolium

(Goren ve ark., 1996a)

T. densum ssp. eginense

(Goren ve Tahtasakal,
1997)

T. ferulaceum

(Gonzalez ve ark.,
1990)




Cizelge 6. (devam) Tanacetum Tiirlerinden izole Edilen Sekonder Metabolitler

izolen edilen Bilesik

Tiir

Kaynak

Deasetil-B-siklopiretrosin

T. argyrophyllum var.
argyrophyllum

(Goren ve ark., 1990)

T. densum ssp. sivasicum

(Goren ve ark., 1992)

T. densum ssp. amani

(Goren ve ark., 1993)

T. chiliophyllum var. heimerlei

(Goren ve Tahtasakal,

1993)
. (Milbrodt ve ark.,
T. parthenium 1997)
Reynosin
ynost T. vulgare
- - (Goren ve ark., 2002)
T. praeteritum ssp. praeteritum

T. densum ssp. sivasicum (Goren ve ark., 1992)
Sivasinolit T. argenteum ssp. flabellifolium (Goren ve ark., 1996a)

T. argenteum ssp. canum var.canum

(Goren ve Tahtasakal,
1997)

1-a-Hidroperoksi-1-desokzo

T. densum ssp. sivasicum

(Goren ve ark., 1992)

T. chiliophyllum var. heimerlei

(Goren ve Tahtasakal,

krizanolit 1994)
T. densum ssp. eginense (Goren ve ark., 2002)
. (Bohlmann ve Zdero,
T. parthenium 1982)
Kostunolit T. vulgare (Nano ve ark., 1980)
T ferulaceum (Gonzalez ve ark.,
' 1990)
(Appendino ve ark.,
T. vulgare 1982)
. (Milbrodt ve ark.,
T. parthenium 1997)
T santolina (De Vivar ve Jimenez,
Santamarin ' 1965)
T. argenteum ssp. canum var. canum (ABDYASIMOV ve
-arg - : ark., 1980)

T. praeteritum ssp. praeteritum

(Goren ve Tahtasakal,
1997)

T. tanacetioides

(Goren, 1995)

Deasetillaurenobiolit

T. densum ssp. sivasicum

(Goren ve ark., 1992)

T. densum ssp. amani

(Goren ve ark., 1993)

T. chiliophyllum var. heimerlei

(Goren ve Tahtasakal,
1993)




Cizelge 7. (devam) Tanacetum Tiirlerinden izole Edilen Sekonder Metabolitler

izolen edilen Bilesik

Tiir

Kaynak

Deasetillaurenobiolit

T. densum ssp. eginense

(Goren ve Tahtasakal,
1994)

T. argenteum ssp. flabellifolium

(Goren ve ark., 1996a)

T. argenteum ssp. argenteum

(Goren ve ark., 1994b)

T. vulgare

(Sanz ve Marco, 1991)

T. parthenium

(Milbrodt ve ark.,
1997)

Partenolit T. densum ssp. amani (Begley ve ark., 1989)
T. argenteum ssp. flabellifolium (Goren ve ark., 1993)
(Goren ve Tahtasakal,
T. argenteum ssp.canum var. canum
1997)
T. densum ssp. sivasicum (Goren ve ark., 1992)
T. densum ssp. amani (Goren ve ark., 1993)
T. argenteum ssp. argenteum (Goren ve ark., 1994b)
Spisiformin . (Goren ve Tahtasakal,
T. densum ssp.eginense 1994)
T. argenteum ssp. flabellifolium (Goren ve ark., 1996a)
- . . (Goren ve Tahtasakal,
T. chiliophyllum var. heimerlei 1993)
T. vulgare (Sanz ve Marco, 1991)
- . . (Goren ve Tahtasakal,
T. chiliophyllum var. heimerlei 1993)
. (Goren ve Tahtasakal,
o T. densum ssp. eginense
Tamirin 1994)
T. argenteum ssp. flabellifolium (Goren ve ark., 1996a)
. (Mnatsakanyan ve
T. myricophyllum Revazova, 1973)
T. argyrophyllum (Goéren ve ark., 2002)
T. vulgare (Sanz ve Marco, 1991)
T. densum ssp. sivasicum (Goren ve ark., 2002)
T. argyrophyllum var. (Yunusov ve ark.,
argyrophyllum 1976a)
Tanasin

T. densum ssp. amani

(Yunusov ve ark.,
1976b)

T. chiliophyllum var. heimerlei

(Goren ve ark., 1992)

T. argenteum ssp. canum var. canum

(Goren ve ark., 1993)




Cizelge 8. (devam) Tanacetum Tiirlerinden izole Edilen Sekonder Metabolitler

izolen edilen Bilesik

Tiir

Kaynak

T. praeteritum ssp. praeteritum

(Goren ve Tahtasakal,
1993)

(Goren ve Tahtasakal,

Tanagin T. densum ssp. eginense 1997)
- (Goren ve Tahtasakal,

T. argenteum ssp. flabellifolium 1994)
T. vulgare (Nano ve ark., 1980)
T. cinerariaefolium (Sanz ve Marco, 1991)
T. argyrophyllum var. (Géren ve ark., 1990)

argyrophyllum

T. densum ssp. sivasicum (Goren ve ark., 1992)
T. chiliophyllum var. heimerlei (Goren ‘;Zg;htasakal’

Tatridin A )

T. argenteum ssp. argenteum

(Goren ve ark., 1994b)

T. densum ssp. eginense

(Goren ve Tahtasakal,
1994)

T. argenteum ssp. flabellifolium

(Goren ve ark., 1996a)

T. ferulaceum

(Gonzalez ve ark., 1990)

T. ptarmicaeflorum

(Gonzalez ve ark., 1992)

Deasetiltulipinolid-1-$,10-

T. densum ssp. sivasicum

(Goren ve ark., 1992)

T. densum ssp. amani

(Goren ve ark., 1994b)

arepoet T. argenteum ssp. argenteum (Goren ve Tahtasakal,
-arg p-arg 1994)
T. parthenium (Begley ve ark., 1989)
. (Todorova ve Ognyanov,
Artekanin T. macrophillum 1985)
- (Yunusov ve Sidyakin,
T. parthenifolium 1983)
T. cilicium (Oksiiz, 1990)
) T. vulgare (Goren ve ark., 2002)
Kanin
T. parthenium (Begley ve ark., 1989)
T. macrophillum (Romo ve ark., 1970)
T vul (Adikhodzhaeva ve ark.,
. vulgare 1977)
Apigenin T. cinerariifolium (Sashida ve ark., 1983)

T. albipannosum

(Goren ve Jakupovic,
1990)
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Cizelge 9. (devam) Tanacetum Tiirlerinden izole Edilen Sekonder Metabolitler

izolen edilen Bilesik Tiir Kaynak
T. cinerariifolium (Sashida ve ark., 1983)
T vulgare (Adikhodzhaeva ve
Luteolin -Vuig ark., 1977)
(Stepanov ve Glyzin,
T. boreale 1980)
o (Stepanov ve ark.,
T. sibiricum 1981a)
. Goren ve Jakupovic,
Hispidulin T. albipannosum ( 1990) P
T. vulgare (Wollenweber ve ark.,
T. chiliophyllum 1989)
T vuloare (Adikhodzhaeva ve
-Vuig ark., 1977)
Kersetin ( I
Stepanov ve Glyzin,
T. boreale 1980)
T vuloare (Adikhodzhaeva ve
-Vuig ark., 1977)
Aksillarin ( I
Stepanov ve Glyzin,
T. boreale 1980)
. . I (Stepanov ve ark.,
Naringenin T. sibiricum 1981b)

Yapilan kapsamli kaynak taramasi sonucunda Tanacetum tiirleri ugucu yag
kompozisyonlarinda ana bilesikler olarak a-pinen, g-pinen, kamfen, sabinen,
limonen, y-terpinen, a-tuyen, a-fellandren, o-terpinen, p-simen, bornil asetat,
borneol, mirtenal, Kkrizantenil asetat, terpinen-4-ol, kafur, o-terpineol, timol,
karvakrol, pinokarvon, pB-karyofillen, (E)-g-farnesen, valensen, [-bisabolen,
verbenon, karyofillen oksit, tetradekan ve benzaldehit olarak bildirilmistir (Kumar
ve Tyagi, 2013). Ekstrelerde ise yogunlukla seskiterpenoitler ve flavonoitler
bulunmustur (Goéren ve ark., 2002; Abad ve ark., 1995). Ancak Tanacetum
haussknechtii bitkisinin ugucu yagi veya ekstresi iizerine yapilan bir fitokimyasal
aydinlatma calismasina rastlanmamustir.
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Biyolojik Aktivite

Anadolu’da halk ilact olarak kullanilan bitkilerin tespiti i¢in yapilan
arastirmalarda Tanacetum tiirlerinin kullanimina sik¢a rastlanmaktadir. Yoreye
gore bitkinin g¢esitli kisimlar1 farkli amagla kullanilmaktadir. Tiirkiyede halk ilaci
olarak kullanilan Tanacetum tiirleri pireotu, solucanotu, marsuvanotu,
giimiisdiigme, beviijan, bagayagragi, kiligotu, ¢eren ve sendel isimleriyle
taninmaktadir. Kaynak tarama sonucu Cizelge 3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 3. Tiirkiyede Tanacetum Tiirlerinin Halk flac1 Olarak Kullanim

Bitki Kistm Halk arasinda Kullan.lm Kaynak
Kullanim sekli
Tanacetum Akciger Harici-
argyrophyllum (C. rahatsizliklar, Dekoksiyon
Koch) Toprak iistii soguk algmhigs, .
Tvzel. var. antipiretik, . th'“'
argyrophyllum antienflamatuvar Infuzyon
(Sezik ve
Tonik, stimulan , ark. 1997)
antipiretik, bas '
Tanacetum balsamita . agrist, diiiretik, Dahili-
L Toprak isti stomasik, safra infi
: kesesi niuzyon
rahatsizliklari,
sikatrizan, apse
- Altunda
Tanacetum . . | Adet soktiiriicii ve Dahili- ( g
punctatum (Desr.) Toprak iistii antienflamatuvar infi ve Ozturk,
Grierson nfuzyon 2011)
Tanacetum Insektisit
coccineum subsp. Cicek antihelmintik Toz halinde
chamaemelifolium
Tanacetum . . .. .
cinerariifolium Cicek Insektisit Toz halinde
Kuvvet verici, ) (Baytop,
Tanacetum vulgare Toprak iistii stomasik ve Inflizyon 1984)
antihelmintik
Kuvvet verici,
Tanacetum stimulan,
Arthenium Cigek antipiretik, adet | Dekoksiyon
P diizensizlikleri,
insektisit

12




Cizelge 3. (devam) Tiirkiyede Tanacetum Tiirlerinin Halk flac1 Olarak Kullanim

Bitki Halk arasinda Kullanim

Kisim Kullamm sekli Kaynak

Ditiretik, gaz
Tanacetum balsamita Ciceli dallar sOktiirtict, safra
subsp. balsamitoides ¢ kesesi taglar1 ve
stomagik

Infiizyon

(Kaval ve ark.,
Tanacetum Akciger 2014)

chiliophyllum (Fisch. rahatsizliklari, -
& ; < - Dahili-

Kapitulum soguk algihigi, .

. Dekoksiyon
Meyer) Schultz var, bébrek tasi,
chiliophyllum antipiretik
Tanacetum cadmeum Toprakiistii Ulsere karsi Dekoksiyon —
Boiss.. Heywood ssp. Erol. 1999
cadmeum Meyve, K y - rol, )
- arin agrisi Infiizyon
Kapitulum

Tanacetum tiirleri {izerine yapilmis olan ¢alismalar ile bitkilerin bilimsel olarak
kanitlanmis biyolojik aktiviteleri Goren ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan
makalede genis olarak arastirllmig ve agiklanmigtir (Goren ve ark., 2002).
Tanacetum tiirlerinin kanitlanmis biyolojik aktiviteleri Cizelge 4’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4. Tanacetum Tiirlerinin Bilimsel Olarak Kanitlanmms Biyolojik Aktiviteleri

Biyolojik aktivite Bitki Aktif Kistm Kaynak
Dogrudan veya
T. parthenium ekstre (eter, (Maiden, 1909)
etanol)
Alerjen T vuloare Dogrudan veya (Guin, 1987; Mark ve
-Vuig ekstre (eter) ark., 1999)
T. cinerariaefolium Dogrudan (Mark ve ark., 1999)
T. corymbosum (Thomas, 1989c)
Ugucu yag veya
Antikoagulan T. macrophyllum ekstre (Thomas, 1989¢)
(kloroform, su)
T. cilicium (Thomas, 1989d)
s Ekstre (eter), .
Anthelmintik T. vulgare Ucucu yag (Kumar ve Tyagi, 2013)
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Cizelge 4. (devam) Tanacetum Tiirlerinin Bilimsel Olarak Kanitlanmis Biyolojik Aktiviteleri

Antienflamatuvar

(kloroform)

Biyolojik aktivite Bitki Aktif Kisim Kaynak
Ekstre (etanol) (Benoit ve ark., 1975)
Ekstre (Mordujovich-Buschiazzo
T. vulgare

ve ark., 1996)

Ekstre (aseton)

(Brown ve ark., 1997)

T. parthenium

Ekstre

(Makheja ve Bailey,
1982)

T. microphyllum

Ekstre
(diklorometan)

(Abad ve ark., 1993)

T. corymbosum

T. macrophyllum

Ekstre
(kloroform, su)

(Rodriguez ve ark., 1976)

T. ptarmiciflorum

T. niveum

Ekstre (aseton)

(Brown ve ark., 1997)

T. parthenium

Ekstre (etanol)

(Kalodera ve ark., 1996)

Ugucu yag (Kalodera ve ark., 1997)
T. vulgare Ugucu yag (Hethelyi ve ark., 1981)
. Seskiterpen
T. densum ssp. amani laktonlart (Goren ve ark., 1993)
Seskiterpen ..
T. argyrophyllum laktonlart (Goren ve ark., 2002)
TargopT | S (Giren v ank, 199
Antimikrobiyal
T. balsamita Ekstre (hekzan) (Kubo ve Kubo, 1995)
T. d_enSL_Jm ssp. Seskiterpen (Goren ve ark., 1992)
sivasicum laktonlar1
T. praeterlt_um spp. Seskiterpen (Goren ve ark., 1996b)
praeteritum laktonlar1
T. cilicium Ucgucu yag (Thomas, 1989d)
T. corymbosum Ucgucu Yag (Thomas, 1989a)
T. macrophyllum Ucgucu yag (Thomas, 1989b)
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Cizelge 4. (devam) Tanacetum Tiirlerinin Bilimsel Olarak Kanitlanmis Biyolojik Aktiviteleri

Biyolojik aktivite Bitki AKtif Kisim Kaynak
Antimikrobiyal T. indicum var. tuneful Seskiterpen (Goren ve ark., 2002)
laktonlar1
Ekstre .
T. vulgare (Kloroform) (Tournier ve ark., 1999)
Ulsere kars1
. Seskiterpen
T. microphyllum laktonlart (Abad ve ark., 1994)
T. parthenium Ekstre (Lee ve ark., 1971)
T. d_ensm_Jm spp. Seskiterpen (Goren ve ark., 1992)
sivasicum laktonlari
Sitotoksik Seskiterpen
T. argenteum laktonlar (Goren ve ark., 1994b)
T. praeterlt.um spp. Seskiterpen (Géren ve ark., 1996b)
praeteritum laktonlari
L . . . (Staudinger ve Ruzicka,
T. cierariaefolium Piretroitler 1924)
Insektisidal T. argenteum Seskiterpen (Goren ve ark., 1994b)
laktonlar1
T. vulgare Ugucu yag (Schearer, 1984)
Fitotoksik T. cierariaefolium Seskiterpen (Sashida ve ark., 1983)
laktonlar1
Taze ve
T. parthenium kurutulmus (Johnson ve ark., 1985)
yapraklar
T. parthenium
T. vulgare
Profilaktik T. corymbosum
T. poteriifolium Ekstre (etanol) (Marles ve ark., 1992)
T. siculum
T. sericeum
T. macrophyllum

15



Tanacetum tiirleri Diinyada ve Anadoluda ylizyillardir geleneksel halk ilaci olarak
cesitli rahatsizliklarin giderilmesinde kullanilmaktadir. Cinsin yaygin olarak
kullanilmas: bilimsel agidan kanitlanma ihtiyacini ortaya ¢ikarmustir. Bitkilerin
ekstre veya ugucu yaglari lizerinde yapilan ¢ok sayida in-vitro ve in-vivo biyolojik
aktivite c¢alismalar1 ile tiirlerin genis yelpazede etkilere sahip oldugunu
kanitlanmistir.

Tanacetum haussknechtii bitkisinin {izerine yapilmis herhangi bir fitokimyasal
aydinlatma olmadigi gibi literatiirde halk ilaci olarak kullanim veya bilimsel
olarak saptanmus bir biyolojik aktivite bildirisine rastlanmamustir.

Antioksidan Aktivite Arastirmalarinin Onemi

Reaktif oksijen tiirlerinin oksidatif stresin olugmasinda biiyiik bir rol oynadigi
bilinmektedir. Oksidatif stres kalp rahatsizliklari, seker hastaligi, inflamasyon,
dejeneratif rahatsizliklar, kanser, anemi ve damar tikaniklig1 gibi rahatsizliklar
tetikleyen bir unsurdur. Oksidatif stresi kontrol altina almak igin birgok sentetik
ilag tretilmistir. Ancak bu sentetik ilaclarin mali yiikiimliiliikkleri, erisilebilirlik
sorunlar1 ve 6zellikle yan etkileri oksidatif stresi 6nlemede engeller olarak ortaya
cikmigtir. Dogal antioksidanlar bir¢ok bitkisel kaynaktan elde edilmesi, yan
etkilerinin minimum diizeyde olmasi ve mali avantajiyla sentetik ilaglara karsi
onem kazanmistir. Bitkisel kaynakli antioksidan bilesikler serbest radikallerin
olusmasini engelleyerek veya olusmus radikalleri etkisiz hale getirerek oksidatif
stresten dolay1r ortaya c¢ikan rahatsizliklart azaltmaktadir. Reaktif oksijen
metabolitlerini siipiiren antioksidanlar inflamasyon onleyici, doku onarici ve yara
iyilestirici olarak kullanilmaktadir. Ornegin, apigenin, kersetin, luteolin, silimarin
gibi birgok sekonder metabolit, sahip olduklar1 antioksidan &zellikleriyle
inflamasyon prosesleri 6nlemektedir (Zahid ve ark., 2015; Cao ve ark., 1997;
Romanova ve ark., 2000). Antioksidan aktivitelerin saptanmasi i¢in degisik
yontemler kullanilmaktadir. Hidrojen atomu transferine dayanan ORAC (oksijen
radikali absorblama kapasitesi), TRAP ( toplam radikal yakalama parametresi),
krosin soldurma yontemi, IOU (inhibe edilmis oksijen harcama), linoleik asit
oksidasyonunu inhibe etme, LDL oksidasyonunu inhibe ve elektron transferine
dayanan TEAC (trolox’a esdeger antioksidan kapasite), FRAP (demir iyonu
indirgeme antioksidan parametresi), DPPH radikalini siipiirme etkisi, bakir(II)
indirgeme kapasitesi, FCR ile toplam fenolik madde miktar tayini antioksidan
aktivitenin belirlenmesindeki baslica yontemler olarak sayilabilir (Sekil 1) (Huang
ve ark., 2005).

Hidrojen transferi Elektron transferi

ROO'+AH — ROOH + A" |M(n)+e — AH*+M (n-1)
ROO'+LH — ROOH + L

Sekil 1. Antioksidan Etki Mekanizmalar

Son yedi yil icinde bitkisel kaynakli antioksidan maddelerin iizerine yapilmis
bilimsel aragtirmalarin sayisi gittik¢e artmaktadir (Sekil 2) (http-2).
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Sekil 2. Son 7 Igerisinde Antioksidan Aktivite Arastirmalaria Yapilan Atiflar
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Asetilkolinesteraz Enzimi Inhibisyonun Onemi

Norolojik rahatsizliklardan yasli populasyon birincil olarak etkilenmektedir.
Alzheimer hastaligt (AH) norodejenaratif bozukluktan kaynaklanan en yaygin
rahatsizliktir, hafiza ve biling kaybiyla karakterizedir. Diinyada goriilen 6liim
sebepleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar, inme ve kanserden sonra 4. Siraya
yikselmisgtir. AH 65 yas istii kisilerde olusan demansin %50-60 oraninda
sebebidir. ABD’de yaslhiliktan kaynakli norodejenarasyonun 2000 yilinda 25.5
milyon kisiye ulastigt saptanmistir ve 2050 yilinda bu saymin yaklasik 114
milyon kisi olacagi ongoriilmektedir. Gelismis iilkelerde saymin artmasi AH’n1
ana saglik, bakicilara ayrilan biitceyle birlikte, finansal bir sorun haline
getirmistir. AH’larinda asetilkolin (ACh) asetilkolinesteraz (AChE) enzimi
tarafindan hidrolize edilmesinin dnlenmesi tedavideki ana unsurdur. Geleneksel
olarak kullanilan bitkiler AChE inhibitorii olarak sentetiklere karsi iyi bir segenek
sunmaktadir. Amaryllidaceae (Nergisgiller) familyas1 bitkilerinden elde edilen
galantamin AH tedavisinde Onemli bir yere sahiptir. Galantamin Kkolinerjik
sinapslarda  AChE’1 inhibe ederek ACh’in islevini ger¢eklestirmesini
saglamaktadir. Galantamin Avrupa’da AH tedavisi i¢in lisansli olarak
kullanilmaktadir (Adewusi ve Steenkamp, 2011).

AH’nda AChE inhibitorlerinin  klinik uygulamalart 1980°’lerde Physostigma
venenosum L. bitkisinden elde edilen fizostigmin (ezerin) alkaloiti ile baslamustir.
Fizostigmin AH’nda kullanilan ilaglara (Exelon) model olusturmustur. Ulkemizde
de yetisen ve kardelen olarak bilinen Galanthus nivalis L.‘ten elde edilen
galantamin alkoloiti bir diger bitkisel kdkenli AChE inhibitoriidiir. Galantamin
hidrobromiir tuzu halinde Nivalin (Avusturya), Reminyl (ABD ve Avrupa)
isimleriyle ruhsatlandirilip Aricept ve Exelon gibi AChE inhibitorii olarak AH
tedavisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda kesfedilen bir diger AChE
inhibitori ise Huperzia serrata (Thunb.) Trev. bitkisinden izole edilen huperzin A
alkoloitidir. Huperzin A Cin’de faz-III asamasinda denenmekte olup, muhtemel
ila¢ aday1 olarak goriilmektedir (Orhan, 2008).

Son yedi yil iginde bitkisel kaynaklt AChE enzim inhibitorleri iizerine yapilmis
bilimsel aragtirmalarin sayisindaki artis Sekil 3’de gosterilmistir (http-2).
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Sekil 3. Son Yedi Y1l igerisinde AChE inhibisyonu Arastirmalarina Yapilan Atiflar
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Enantiomer Oranlarinin Belirlenmesinin Onemi

Siral bilesikler bitki ekstrelerinde sik sik rastlanan maddelerdir. Optik izomer
veya enantiomerler st iiste gelemeyen ayna tersi seklinde bulunurlar ve sadece
polarize 1s1k altinda farklilik gosterirler. Enantiomerik bilesiklerin (+) ve (-)
formlarimin temsili yapist Sekil 4°te gosterilmektedir. Enantiomerlerin kaynama
noktalari, erime noktasi, spektroskopik 6zellikler gibi fiziksel 6zellikleri aynidir.
Ancak, enantiomerler sahip olduklar1 farkli aroma ve tatlarla ugcucu yagin veya
ekstrenin ozelliklerini etkilerler. Ayrica linalool (Ozek ve ark., 2010), limonen ve
karvon enantiomerlerinde goriildiigii gibi (Tabanca ve ark., 2007) siral bilesikler
farkli toksisite ve farkli biyolojik aktivite degerlerine sahiptir.

Enantiomerik maddelerin oranlarinin aydinlatilmasi ugucu yaglarda yapilan tahsis
uygulamalarint  da ortaya c¢ikarmakta, yani bir parmak izi olarak
kullanilabilmektedir. Ornegin kaliteli bir bergamot yaginin ana bilesenleri saf (-)-
linalol ve (-)-linalil asetattir. Ancak ugucu yag verimini arttirmak icin yapilan
tagsisler yagin kimyasal kompozisyonunda diger enantiomerlerin goriilmesiyle
tespit edilebilmektedir (Tabanca ve ark., 2007).

N

Sekil 4. Enantiomerik Bilesiklerin (+) ve (-) Formlarinin Temsili Yapisi
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GEREC ve YONTEMLER
Bitkisel Materyal

Deneysel ¢alismalarda kullanilan Tanacetum haussknechtii (Bornm.) Grierson
bitkisi Sivas-Giiriin yolu tizerinde 16. Km.’de yol kenar1 39° 07 52,0” N, 37° 14’
33,2” 1545 m lokasyonundan 23.08.2015 tarihinde toplandi. Bitkinin tayini Dr.
Mehmet Tekin (Cumhuriyet Universitesi) tarafindan yapilmis olup ESSE Ne15011
numarasi ile Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda kayithdir
(Sekil 5). Toplanan bitkisel materyal direk giines 151g1 almayan havadar ortamda
kurutuldu. Bitkinin yayilis1 Sekil 6’da gosterilmistir.

Sekil 5. Bitkisel Materyalin Toplanmasi ve Herbaryum Ornegi
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Sekil 6. Tanacetum haussknechtii Bitkisinin Yayihs

Kimyasal Maddeler

1-Naftil asetat (Sigma-Ald., Almanya)
ABTS-2,2’-Azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit) (Sigma-Ald., Almanya)
AChE-Asetilkolinesteraz (Sigma-Ald., Almanya)

AICIs (Merck, Almanya)

Asetik asit (Sigma-Ald., Almanya)

Aseton (Panreae, Ispanya)

ATCI-Asetiltiyokolin iyodur (Sigma-Ald., Ingiltere)
BFs—Borontriflorid (Merck, Almanya)

BHT-Biitillenmis hidroksi toluen (Sigma-Ald., Almanya)
BSA-Bovin serum albiimin (Sigma-Ald., ABD)

CaCl; (Fluka, Almanya)

Dietil eter (J.T. Baker, Hollanda)

DMSO-Dimetil siilfoksit (Sigma-Ald., ABD)
DTNB-5-5’-Ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) (Sigma-Ald., ABD)
Etanol (Sigma-Ald., Almanya)

Etil asetat (Sigma-Ald., Almanya)

Fast Blue B Salt (Sigma-Ald., Almanya)
FCR-Folin-Ciocalteu reaktifi (Sigma-Ald., Isvicre)
Gallik asit (Sigma-Ald., Cin)

HCI (Sigma-Ald., Almanya)

n-Hekzan (Merck, Almanya)

K2S20g (Sigma-Ald., Almanya)

Kersetin (Sigma- Ald., Almanya)

20



Kloroform (Sigma-Ald., Fransa)

Linoleik asit (Sigma-Ald., ABD)

Metanol (Sigma-Ald., Polonya)

MgCl. (Sigma-Ald., Almanya)

Na>COsz (Merck, Almanya)

Na>S04 (Sigma-Ald., Almanya)

NaCl (Riedel de Haen, Almanya)

NaOH (Merck, Almanya)

Tris (Sigma-Ald., ABD)

Trolox (Sigma-Ald., Almanya)

Tween 20 (Merck, Almanya)

B-Karoten (Fluka, ABD)

Tip 1 ultra saf su

Cihaz ve Apareyler

Biotek Powerwave XS mikro-plak okuyucu
Clevenger (EP’ne uygun)

Ceker ocak

Etiiv, WTB Binder

GC/FID Agilent 6890N (SEM Ltd, Istanbul, Tiirkiye)
GC/MSD sistemi, Agilent 5975 (USA; SEM Ltd., Istanbul, Tiirkiye)
Hassas Terazi, Metler Toledo, NewClassic MS

ITK sistemi (HP-TLC)- CAMAG YP

Manyetik karistirici, IKO KS260

pH Metre, WTW series, InoLab, pH720

ITK Reaktif Piiskiirtiicii

Rotavapor sistemi, Heidolph Instrument, Laborota 4010-Digital
Santrifiij, Eppendorf, 5804

Spektrofotometre, Shimadzu, UV-PharmaSpec 1700
Ultrasonik su banyosu, EIma, S100H
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Ucucu Yag Eldesi

Kurutulmus bitkisel materyal sap-yaprak, c¢icek ve kok olarak 3 kisma ayrildiktan
sonra uygun boyutlara getirilerek Avrupa Farmakopesine uygun Clevenger
apareyinde 3 saat boyunca su distilasyonuna tabi tutulup ugucu yag: elde edildi
(Ph. Eur.) (Sekil 7).

Sekil 7. Ugucu Yag Eldesinde Kullamlan Su Distilasyon Apareyi

Sabit Yag Asitlerinin Eldesi

Kurutulmus bitkisel materyal uygun boyutlara getirilerek kloroform:MeOH? (2:1)
karigimiyla 24 saat maserasyona tabi tutuldu. Daha sonra siiziilerek 2 kez 30’ar
dakika ayn1 ¢oziicii karisimiyla tekrar masere edildi. Islem sonunda siiziintiiler
birlestirilerek ¢oziiciiniin yaris1 rotavaporda uzaklastirildi. Uzerine kalan hacim
kadar kloroform eklendi. Siiziintii 3 kez ayirma hunisinde 0.4%’lik CaCl
¢ozeltisiyle yikanarak lipitler disindaki Kirliliklerden (protein, karbonhidrat,
glikozit vb.) arindirildi. CaCl elektrolit olarak lipit disindaki birgok maddenin
¢oziinlirliiglini azaltir, kloroform ve sulu faz arasindaki emiilsiyon olusumunu
minimuma indirir. Islemin ardindan ekstre susuz Na,SOs‘tan gegirilerek su
kalintisindan arindirildi. Daha sonra kloroformlu kisim rotavaporda ugurularak
kuru ekstre elde edildi.

Sabit yag asitlerinin tuzlarini elde etmek icin kuru ekstre saponifikasyon islemine
tabi tutuldu. Ekstre KOH-H2O-MeOH (1:1:8) karisimiyla 1:10 oraninda ¢ziiliip,
geri doniistimli olarak 2 saat kaynatildi. Ardindan karisima 1-2 mL hekzan
eklenerek saponifike olmayan bilesenler uzaklastirildi. Ayirma hunisinde sulu faz
alinip %15°1lik HCI eklenerek (pH:2-3) tuzlardan serbest yag asitleri elde edildi.
Daha sonra yag asitleri dietil eter ile 3 kez ekstre edildi. Dietil eter rotavaporda
uzaklastirildi, kuru bakiye tartilarak serbest yag asitlerinin verimi kuru bitki

! Bitki dokusunda lipitler serbest ve proteinler ile bagl sekilde bulunmaktadir. Lipit ve protein
arasindaki bagi kirmak icin metanol gibi polar bir ¢oziicliye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple
ekstraksiyon icin kloroform ve metanol karisimi kullaniimistir.
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tizerinden %1.7 olarak hesaplandi (Folch ve ark., 1957). Elde edilen yag asitleri
Boron trifloriir reaktifi ile metilleme islemine tabi tutuldu (Godswill ve ark.,
2014). (Sekil 8 ve 9)

F o o

F F
| ~
F——B: CH;0H q}l R—C// _— R—c// {:3 HOH E}' /B/

J— \OH \OCH3 F
BF3:MeOH Kompleksi Yag asidi Metil ester

Sekil 8. Boron trifloriir Reaktifi ile Yag Asitlerinin Metil Esterlere Doniisme Reaksiyonu

Sekil 9. Yag Asitlerinin Dietil Eterli Fazda Toplanmasi

Ekstrelerin Elde Edilmesi

Kurutulmus bitkisel materyal (toprak iistii, sap-yaprak ve ¢igek) uygun boyuta
getirilerek metanol, etil asetat ve su ile masere edildi (48 saat) (Sekil 10). Islem
sonunda ekstreler siiziillerek ¢oziiciileri uzaklastirildi (metanol ve etil asetat
rotavaporda, su ise liyofilizatorde).

Sekil 10. Bitkisel Materyalin Farkh Céziiciilerle Maserasyonu
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Ucucu Yagim ve Sabit Yag Asitlerinin Kimyasal Kompozisyonunun
Aydinlatilmasi

Ugucu yaglarin ve sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonlar1t GC-FID ve
GC/MS teknikleriyle aydinlatildi (Sekil 11). Her iki analiz i¢in de HP-Innowax
FSC kolonu (60 m x 0.25 um, 0.25 um film kalinlig1, Agilent, Walt & Jennings
Scientific, Wilmington, DE, USA) ve tastyici gaz olarak helyum gazi kullanildi.
Firin 60 °C’de 10 dakika kaldiktan sonra 220 °C’ye dakikada 4 °C ile ¢ikip, 220
°C’de 10 dakika kalip, 240 °C’ye dakikada 1 °C ile ¢ikmak iizere programlandi.
Split oran1 40:1 olarak segildi. Alev iyonlasma detektorii ve enjektor 250 “C’de
tutuldu. Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle menzili 35-450 m/z sec¢ildi. Maddelerin
tanimlanmasinda tutunma zamanlari ve kiitle spektrumlar standartlara ve literatiir
bilgilerine paralel olarak degerlendirildi. Wiley GC/MS Library (Wiley, New
York, NY, USA), MassFinder software 4.0 (Dr. Hochmuth Scientific Consulting,
Hamburg), Adams Library, NIST Library ve Baser Library of Essential Oil
Constituents kaynak olarak kullanildi. Madde miktarlarin belirlenmesinde alev
iyonlagsma dedektoriinden elde edilen piklerin yiizde alanlari kullanilda.

Sekil 11. GC/MS ve GC-FID Sistemi

Enantiomerik Oranlarin Belirlenmesi

Tanacetum hausknechtii sap-yaprak ve ¢icek ugucu yaglarinin kimyasal
kompozisyonunda yer alan enantiomerik bilesiklerin oranlari siral kolonda analiz
edilerek saptandi. o-Pinen, B-pinen, sabinen, limonen, terpinen 4-ol ve trans-
pinokarveol enantiomerik bilesiklerinin ayrimi igin gelistirilen farkli gaz
kromatografik analiz sartlar1 Cizelge 5-8’de verilmistir. Enantiomerik maddelerin
tamimlanma ¢alismalart mevcut kiitle spektrum kiitiiphanelerindeki (Wiley
GC/MS Library, MassFinder software 3.0, Adams Library, NIST Library ve 6zel
“Baser Ugucu Yag Bilesikleri Kiitiiphanesi” spektrumlarinin karsilastirilmasi ile
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gerceklestirildi. Bilesiklerin miktar hesaplamalar1 i¢in GC-FID integrasyon
alanlar1 dikkate alindi.

Cizelge 5. a-Pinen’in Gaz Kromatografi Analiz Sartlar

a-Pinen
Kolon Lipodex-G
Tasiyic1 Gaz He (5mL/dk)
Ort.Akis Hiza 77.985 cm/sn

Sicakhik Program

50 dk 35 °C’de; 40 °C/dk ile 180 °C’ye; 11.375 dk 180
°C’de; Toplam: 65 dk

Enjeksiyon modu Split (40:1)
Enjeksiyon sicakhgi 250 °C
Spektrum enerjisi 70 eV
Kiitle Arahgi m/z 35-450

GC detektorii

FID 250 °C’de

Cizelge 6. B-Pinen, Sabinen ve Limonen’nin Gaz Kromatografi Analiz Sartlar

B-Pinen Sabinen | Limonen
Kolon Rt™-B-DEXse
Tasiyic1 Gaz He (2 mL/dk)
Ort.Akis Hiza 32.693 cm/sn
Sicakhik Program 1 dk 40 °C’de; 2 °C/dk ile 200 °C’ye; Toplam: 81 dk
Enjeksiyon modu Split (40:1)
Enjeksiyon sicakhgi 250 °C
Spektrum enerjisi 70 eV
Kiitle Arah@ m/z 35-450
GC detektorii FID 250 °C’de
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Cizelge 7. Terpinen-4-ol ve Borneol’iin Gaz Kromatografi Analiz Sartlar

Terpinen-4-ol Borneol
Kolon Rt™-B-DEXse
Tasiyic1 Gaz He (5mL/dK)
Ort.Akis Hizi 63.943 cm/sn
Sicaklik Programi 0 dk 40 °C’de; 2 °C/dk ile 200 °C’ye; Toplam: 80 dk
Enjeksiyon modu Spit (40:1)
Enjeksiyon sicakhigi 250 °C
Spektrum enerjisi 70 eV
Kiitle Arahg m/z 35-450
GC detektorii FID 250 °C’de

Cizelge 8. trans-Pinokarveol’iin Gaz Kromatografi Analiz Sartlari

trans-Pinokarveol

Kolon Rt™-B-DEXse

Tasiyic1 Gaz He (7 mL/dk)

Ort.Akis Hizi 63.943 cm/sn

Sicaklik Programi 10 dk 35 °C’de; 2 °C/dk ile 130 °C’ye; 57.5 dk 130 °C’de;
40 °C/dk ile 230 °C’ye; 2.5 dk 230 °C’de; Toplam: 120
dak

Enjeksiyon modu Spit (40:1)

Enjeksiyon sicakhigi 250 °C

Spektrum enerjisi 70 eV

Kiitle Arahg: m/z 35-450

GC detektorii FID 250 °C’de
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Biyolojik Aktivite Calismalari

Deney asamalarinda kullanilacak numunler 10 mg/mL olmak {izere metanolde
coziilerek hazirlandi. Sulu ekstrelerin ¢oziiniirlik sorunundan dolay: iizerine
DMSO eklendi, son konsantrasyonlar 9.2 mg/mL olarak ayarlandi.

ABTS’ serbest radikalini siipiirme etkisi

36 mg (7 mM) ABTS ve 6.6 mg (2.5 mM) K>S,0g tartilip 10 mL suda ¢ozeltisi
hazirlandi. Daha sonra 16 saat boyunca karanlik ortamda reaktifin aktif hale
gelmesi i¢in beklendi. Potasyum persulfat etkisi ile ABTS oksitlenir ve aktif
ABTS"" radikal katyon olusur. Hazirlanan stok ¢ozelti karanlik serin ortamda
kapag1 kapatilarak muhafaza edildi (Sekil 12). Daha sonra bu stok ¢ozeltiden 1 ml
alinarak spektrofotometrede 734 nm’de absorbansi 0.700-0.800 arasinda olana
kadar absolii etanol ile seyreltildi. Standart olarak Trolox ¢ozeltileri (mM) 3; 2; 1;
0.5; 0.25; 0.125 konstantrasyonlarinda hazirland1 (absolii etanolde). 10 uL Trolox
cozeltisi 990 uL ABTS ile karistirilarak 734 nm’de 30 dakika sonra absorbansi
olgiildii. Trolox i¢in linear dogru denklemi elde edildi. Bu dogru denklemi
kullanilarak numunelerin 30. dakikada ortaya koydugu inhibisyon etkileri ile
Trolox’a esdeger antioksidan siipiiriicii etki hesaplandi (Papandreou ve ark., 2006;
Obobn ve ark., 2005; El Rayess ve ark., 2014; Apak ve ark., 2007).

HO:S

=0 e [0

\

H,CHy H CHgC CHZCHg H;CH;C

Sekil 12. ABTS, Potasyum Persulfat ve Antioksidan Arasindaki Tepkime

B-Karoten soldurma yontemi

Ugucu yag ve ekstrelerin toplam antioksidan aktivitesi lipit peroksidasyonunu
inhibe etme etkisine gore tespit edildi. Bu amagla B-karoten soldurma yontemi
kullanildi. Deney i¢in 1.2 mL B-karoten ¢ozeltisi (1 mg/mL kloroform iginde) ve
igerisinde 1200 mg Tween 20 ve 120 mg linoleik asit bir balonda karistirildi.
Rotavapor ve azot gazi kullanilarak kloroform tamamen uzaklastirildiktan sonra
balona 300 mL tip 1 ultra saf su eklendi. Tiim islemler sirasinda B-karoten 151k
etkisinden korundu. Igerisinde 10 uL numune veya standart (BHT, 1 mg/mL)
bulunan deney tiiplerine 2 mL B-karoten emiilsiyonu eklendi. Bu karisimdan 300
ul alinarak 96 kuyucuklu mikroplaga aktarildi. Mikroplak okuyucu 50 “C’de 0.
dakikadan baglamak iizere her 15 dakikada bir 470 nm dalga boyunda Sl¢iim
alacak sekilde programlandi (kinetik 6l¢iim). Sonucglar 3x5 tekrar {izerinden
asagida verilen formiile gore hesaplandi (Marco, 1968; Kosar ve ark., 2008).

%AA = [1 - (AbSOnumune - AbleOnumune) - (Absokontrol - (Abslzokontrol) x 100
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Asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu
ITK-otografi-metodu

Marston tarafindan AChE enzimi inhibisyonun hizlica belirlenmesi ig¢in

gelistirilen ITK metodu kullanilarak ugucu yag ve ekstrelerin etkileri arastirildi
(Marston ve ark., 2002).

Deneyin yapilisi:

Uygulama yapilacak ITK plagi uygun boyutta kesilerek aseton ile yikandi ve
kurutuldu, olasi kirliliklerden arindirildi. Plaga her numuneden 3 farkli miktarda
(ekstreler 0.1, 0.02, 0.005, ugucu yaglar 0.4, 0.1, 0.04 mg) spot seklinde uygulandi
ve ¢Oziicli azot altinda uzaklastirildi. Spotlar kuruduktan sonra 2 mL 3.33 U/mL
enzim soliisyonu ITK-piiskiirtiicii ile plaga uygulandi. ITK plagi daha 6nceden
olusturulan 37 C’de nemli bir ortamda (etiivde) 20 dakika boyunca inkiibe edildi.
Aktivitenin tespiti i¢in nemli plaga kullanimdan hemen 6nce hazirlanmis 1-naftil
asetat ve Fast Blue B Salt (1:4) karisimi piiskiirtiildii (4 mL). Aktif numuneler mor
zemin lizerinde olusan renksiz alanlardan saptandi (30 dk igerisinde) (Marston ve
ark., 2002). Deneyde gergeklesen reaksiyon Sekil 13’de gosterilmistir.

0-COCH5 OH
AChE CH;COOH
Naftil asetat o—Naftol 0 H3CO 7
OCH;,

Fast Blue B Salt

HCO

OH OH
N=N O O NzN
OCH;

Azo boya (Mor)

Sekil 13. ITK-Otografide Kullamilan Renk Reaksiyonu

Realktiflerin hazirlanmasi

AChE: 0.67 mg AChE (500 U) 50 mL tampon A c¢ozeltisi (pH=8.0) iginde
¢oziildii ve 1’er mL’lik alikvot olarak cryo tiiplere paylastirildi. Her biri i¢in 10
U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu. Alikvotlar daha sonra kullanilmak iizere
derin dondurucuda (-80 °C) bekletildi. Stok ¢ozeltiden 660 uL alinarak 2 mL’ye
tampon B ¢ozeltisi ile son konsantrasyon 3.33 U/mL olacak sekilde tamamlandi.
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Naftil asetat: 2.5 mg 1-naftil asetat tartilip 1.0 mL absolii etanolde ¢6ziildii(Taze
hazirlanmali).

Fast Blue B salt: 10.0 mg Fast Blue B Salt tartiip 4 mL ultra saf suda
¢oOziildii(Taze hazirlanmali).

Tampon A:1.514 gr Tris tartilip 250 mL ultra saf suda ¢oziildii. pH degeri (8.0)
derisik HCl ile ayarlandi.

Tampon B: 25 mg BSA tartilip 25 mL tampon A igerisinde ¢oziildii.
Galantamine: Maddenin 2 mg/mL ¢6zeltisi metanolde hazirlandi

Ellman metodu

96-kuyucuklu plak igerisine 25 uL numune (ugucu yag/ekstre/standart madde), 50
uL B tamponu ve 25 uL asetilkolinesteraz enzimi ¢6zeltisi eklenerek 15 dakika 25
°C‘de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi kuyucuklara 125 uL Ellman reaktifi
DTNB (3.0 mM) ilave edildi. Son olarak 25 uL substrat Asetiltiyokolin iyodiir
(ATCI) (15 mM) eklendi. Substratin eklenmesini takiben 15. dakikada 412 nm
dalga boyunda absorbans degerleri kaydedildi. Deneyin kontrolii olarak numune
yerine numunenin ¢oziildigi ¢ozici eklendi. Numuneden gelen rengi elimine
etmek ic¢in ayrica “blank” testi yapildi (tampon+numune+substrat). Deney 3x3
tekrar yapildi ve kontrole gore numunelerin asetilkolinesteraz enzimini inhibe
etme etkileri yiizde inhibisyon olarak hesaplandi (Ali-Shtayeh ve ark., 2014;
Adsersen ve ark., 2006). Deneyde gerceklesen reaksiyon Sekil 14°de
gosterilmistir.
(Kontrol — Kontrolygni) — (Numune — Numunepgnk)

% Inh = 100
soln Kontrol — Kontrolygnk ¥

Realktiflerin hazirlanmast

AChE: 0.67 mg AChE (500 U) 50 mL tampon A ¢6zeltisi (pH:8.0) i¢inde ¢oziildii
ve 1’er mL’lik alikvot olarak cryo tiiplere paylastirildi. Her biri i¢in 10 U/mL’lik
konsantrasyon saglanmis oldu. Alikvotlar daha sonra kullanilmak tizere derin
dondurucuda (-80 C) bekletildi. Stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak iizerine 44.5 mL A
tamponu eklendi. Boylece 0.22 U/mL konsantrasyonda enzim ¢ozeltisi elde edildi.

Tampon A ve tampon B: ITK-otografi metodunda agiklanan sekilde hazirland.

Tampon C: 0.29 gr NaCl ve 0.2 gr MgCl2.6H20 tartilarak 50 mL A tamponu
igerisinde ¢oziildii.

DTNB: 60 mg madde tartildi ve 50 mL tampon C igerisinde ¢oziilerek 3 mM’lik
¢Ozeltisi hazirlandi.

ATCI: 43 mg substrat tartildi ve 10 mL ultra saf su igerisinde ¢oziilerek 15
mM’lik ¢ozeltisi hazirlandi.

Galantamin: Maddenin 0.1 mg/mL ¢6zeltisi metanolde hazirlandi.
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Sekil 14. Ellman Metodunda Gerg¢eklesen Renk Reaksiyonu

Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerdeki toplam fenol miktari mg Gallik Asit’e esdeger olarak Folin-
Ciocalteu reaktifi yontemiyle tayin edildi. 50 uL numune {izerine, 3.9 mL saf su
ve 750 uL Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi. 1-8 dakika beklendikten sonra 750 uL
%20’lik Na2COs ¢ozeltisi ilave edilip, 2 saat 25 °C’de inkiibasyona birakildi
(Sekil 15). Siire sonunda 760 nm’de absorbans olgiimleri alinarak Gallik Asit
kalibrasyon egrisiyle karsilastirildi. Sonuglar 3x3 tekrar {izerinden hesaplandi
(Singleton ve ark., 1999; Kosar ve ark., 2008).

Sekil 15. Toplam Fenol Miktar Tayini
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Realktiflerin hazirlanmasi

Na2COs: 20 gr Sodyum karbonat tartilip 100 mL suda ¢6ziildii

Gallik asit: Maddenin 1 mg/mL lik konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanip 0.8, 0.6,
0.4, 0.2, 0.1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyrelti.

Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerdeki toplam flavonoit miktar1 Kersetin’e esdeger miktarlar iizerinden
AICI3 reaktifi kullanilarak tayin edildi. 200 uL numune {izerine sirasiyla 200 uL
AICl3 ¢ozeltisi ve 4.6 ml absolii etanol eklendi. 40 dakika 25 °C’de inkiibasyonun
ardindan 415 nm’de absorbans degerleri kaydedildi. Numunelerin bos (“blank™)
deneyleri olarak AICl3 yerine 1 damla asetik asit (%15°1lik) kullanildi. Kersetin’in
kalibrasyon egrisi ayni sartlarda hesaplanarak ekstreler ile karsilastirildi (Sekil
16). Deney 3x3 tekrar yapilarak toplam flavonoit miktarlart hesaplandi
(Miliauskas ve ark., 2004; Kosar ve ark., 2008).

Sekil 16. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Reaktiflerin Hazirlanmast

AICl3: 2 gr madde tartilip 100 mL suda ¢ozildi.

Kersetin: Maddenin 1 mg/mL lik konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanip 0.8, 0.6,
0.4, 0.2, 0.1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyrelti.
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BULGULAR
Ucucu Yagn Ozellikleri

Tanacetum haussknechtii bitkisinin degisik kisimlarinin Clevenger apareyinde
hidrodistilasyonu sonucunda agik sar1 renkli ve hos kokulu ugucu yaglari elde
edildi (Sekil 17). Ugucu yag verimi kuru bitki iizerinden sap-yaprak, ¢igcek ve kok
icin %0.09 (a/a), %0.08 (a/a) ve %0.05 (a/a) olarak hesaplandi.

Sekil 17. T. haussknechtii Bitkisinden Clevenger Apareyinde Ucucu Yagimin Elde Edilmesi

Ucucu Yag Kimyasal Kompozisyonu

Tanacetum haussknechtii sap-yaprak, ¢igek ve kok ugucu yaglarmm kimyasal
kompozisyonu gaz kromatografi teknigi ile arastirildi. Bilesenlerin kalitatif analizi
GC/MS, kantitatif analizi i¢cin GC-FID sonuglar1 kullanildi. Cizelge 9’da
bilesenlerin HP-Inowax kolondan ¢ikis sirasina gore listelenmistir. Sap-yaprak,
cicek ve kok kisimlarindan elde edilen wugucu yaglarin kimyasal
kompozisyonlarini sirasiyla %92.0, %91.4 ve %93.8’ini temsil eden 60, 56, 36
bilesik tanimlandi. Ugucu yaglarin kromatografik profilleri Sekil 18-20’de
gosterilmistir.

Cizelge 9. Tanacetum haussknechtii Ugucu Yaglarmin Kimyasal Kompozisyonu

%
No. RTI Bilesik
A B C
1. 1032 | o-Pinen 145 12.3 2.4
2. 1043 | Santolinatrien 1.7 7.4 0.5
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Cizelge 9 (devam). Tanacetum haussknechtii U¢ucu Yaglarimin Kimyasal Kompozisyonu

] %
No. RTI Bilesik

A B C
3. 1072 | a-Fenken - - 0.6
4. 1076 | Kamfen 1.3 2.8 e
5. 1118 | B-Pinen 7.2 6.4 0.7
6. 1132 | Sabinen 1.0 1.1 -
7. 1174 | Mirsen - 0.4 -
8. 1203 | Limonen e 0.9 -
9. 1213 | 1,8-Sineol 3.6 3.1 -
10. 1246 | (2)-B-Osimen e - -
11. 1280 | p-Simen e - -
12. 1285 | Izoamil izovalerat - 0.6 -
13. 1474 | trans-Sabinen hidrat 0.6 - -
14. 1482 | Longipinen 0.6 0.7 -
15. 1497 | a-Kopaen 0.7 1.0 -
16. 1499 | a-Kamfolen aldehit 0.6 - -
17. 1532 | Kafur 0.7 0.8 -
18. 1541 | Benzaldehit - e -
19. 1544 | a-Gurjunen e 0.2 -
20. 1548 | 1-Okten-3-il 3-metilbutirat - - 0.6
21. 1553 | Linalol e 0.4 -
22. 1556 | cis-Sabinen hidrat E - -
23. 1586 | Pinokarvon 0.3 - -
24. 1590 | Bornil asetat - - e
25. 1604 | Timol metil eter (= Metil timol) - - 1.0
26. 1604 | Izobornil asetat - - 0.9
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Cizelge 9 (devam). Tanacetum haussknechtii U¢ucu Yaglarimin Kimyasal Kompozisyonu

] %
No. RTI Bilesik

A B C
27. 1611 | Terpinen-4-ol e 0.6 -
28. 1612 | B-Karyofillen 0.9 0.6 -
29. 1664 | 1-Nonanol - - e
30. 1668 | (2)-B-Farnesen 11 11 0.2
31. 1670 | trans-Pinokarveol e - -
32. 1684 | trans-Krisantemol - 0.8 -
33. 1695 | (E)-B-Farnesen - e -
34. 1704 | y-Muurolen - 4.5 -
35. 1706 | a-Terpineol 24 14 0.6
36. 1709 | o-Terpinil asetat 24 14 -
37. 1719 | Borneol 17.2 20.5 2.2
38. 1726 | Germakren D 7.4 - -
39. 1733 | y-Amorfen - - 0.6
40. 1740 | a-Muurolen e - -
41, 1742 | Geranial e - -
42, 1743 | Eremofilen - 0.3 -
43. 1755 | Bisiklogermakren 1.3 0.7 -
44, 1756 | 1-Heptadesen (=Hekzahidroaplotaksen) - - 0.3
45, 1773 | 3-Kadinen 0.6 0.9 -
46. 1776 | y-Kadinen - e -
47, 1783 | B-Seskifellandren - 0.2 -
48. 1786 | Neril propionat - - 1.9
49. 1805 | a-Kamfolen alkol 18 0.8 -
50. 1808 | Nerol - - 1.8
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Cizelge 9 (devam). Tanacetum haussknechtii U¢ucu Yaglarimin Kimyasal Kompozisyonu

] %

No. RTI Bilesik

A B C
51. 1830 | 2,6-Dimetil-3(E),5(E),7-oktatrien-2-ol e - 1.2
52. 1845 | trans-Karveol 0.5 - -
53. 1871 | Neril izovalerat - - 8.6
54, 1878 | 2,5-Dimetoksi-p-simen - - 0.8
55. 1893 | Geranil izovalerat 0.5 - 41.6
56. 1900 | epi-Kubebol 14 0.6 0.8
57. 1904 | Geranil 2-metil butirat e - -
58. 1932 | Izoamilbenzoat - 0.7 -
59. 1957 Kubebol 3.9 14 0.9
60. 1986 | Fenil etil butirat - 0.6 -
61. 1988 | 2-Feniletil-2-metil butirat - e -
62. 2008 | Karyofillen oksit 0.5 0.3 -
63. 2030 | Metil 6jenol 0.6 0.5 -
64. 2037 | Salvial-4(14)-en-1-on e - -
65. 2069 | 1(10),5-Germakradien-4-B-ol 0.6 - -

(= Germakren D-4-ol)

606. 2080 Kubenol 0.1 0.1 -
67. 2081 | 1,10-di-epi-Kubenol 0.4 - -
68. 2088 | 1-epi-Kubenol - 0.3 -
69. 2089 | Epikubebol izomer 0.1 - -
70. 2104 | Viridiflorol e - -
71. 2131 | 1-oH-Himakhal-4-en-1B-ol 33 25 15
72. 2144 | Spatulenol 0.6 0.4 4.3
73. 2161 | Tamimlanmayan bilesik™* 2.6 25 -
74. 2187 | T-Kadinol 0.4 0.2 -
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Cizelge 9 (devam). Tanacetum haussknechtii U¢ucu Yaglarimin Kimyasal Kompozisyonu

_ %
No. RTi Bilesik
A B C
75. 2204 | Eremoligenol - - 3.9
76. 2209 | T-Muurolol 0.7 0.5 -
7. 2219 | §-Kadinol ( =oa-Muurolol; Torreyol) - 0.2 -
78. 2232 | a-Bisabolol 0.3 - -
79. 2234 | 2-Himakhalen-7-ol 2.3 15 1.0
80. 2247 | trans-o-Bergamotol - - e
81. 2255 | a-Kadinol - 0.9 1.8
82. 2257 | B-Odesmol 2.7 0.8 -
83. 2277 | Torilenol - - e
84. 2289 | Alismol (=Guaia-6,10(14)-dien-4-B-ol) 0.7 - 9.3
85. 2290 | (E)-B-Atlanton - - 25
86. 2300 | Trikosan - 2.0 -
87. 2304 | a-Siperon - - 0.3
88. 2356 | (2)-9-Trikosen - - 0.2
89. 2368 | Odesma-4(15),7-dien-1-B-ol 0.2 - 0.4
90. 2380 | 10-Hidroksi kalamen 0.2 - -
91. 2467 | Aristolon 0.2 - -
92. 2500 | Pentakosan - 0.9 -
93. 2655 | Benzil benzoat - 0.4 -
94, 2700 | Heptakosan - 0.3 -
95. 2733 | Fenil etil benzoat - 0.3 -
96. 2781 | Geranil geraniol 0.7 04 -
97. 2900 | Nonakosan 0.3 0.5 -
98. 2931 | Hekzadekanoik asit 0.2 0.7 0.4
Toplam | 92.0 91.4 93.8

A: Sap-yaprak, B: Cicek, C: Kok; RTI: Relatif Tutunma Indisi; e: %0.1’in altindaki bilesikler; *

Tanimlanmayan bilesik: EI-MS, 70 eV, C1sH240. (Sekil 21)
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Sekil 18. T. haussknechtii Sap+Yaprak U¢ucu Yagimin Gaz Kromatografik Profili
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Sekil 19. T. haussknechtii Ci¢cek Ucucu Yagimin Gaz Kromatografik Profili
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Sekil 20. T. haussknechtii Kok Ugucu Yaginin Gaz Kromatografik Profili

Ugucu yaglarin i¢inde tespit edilen bilesikler mono- ve seskiterpenler olarak 2 ana
grup altinda smiflandirildi. Ug ugucu yagin igerisindeki major gruplarin dagilimi

Cizelge 10°da gosterilmistir.

Cizelge 10. Tanacetum haussknechtii Ugucu Yaglarindaki Ana Gruplarm Dagilim

Grup A, % B, % C, %
Monoterpen hidrokarbonlar 28.1 32.7 4.2
Oksijenli monoterpenler 28.3 28.9 7.6
Seskiterpen hidrokarbonlar 13.3 10.5 0.8
Oksijenli seskiterpenler 18.4 11.0 80.3
Diger 3.9 8.3 0.9

*A: Sap-yaprak, B: Cigek, C: Kok
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Sekil 21. Tanacetum hauskknechtii Sap-Yaprak ve Cicek Ucucu Yaglarinda Tanimlanmayan
Bilesigin Kiitle Spektrumu

Enantiomer Madde Oranlar:

Tanacetum haussknechtii sap-yaprak ve ¢igek ugucu yaglarinin kimyasal
kompozisyonunda yer alan ana bilesiklerin enantiomerik oranlari siral kolon
kullanilarak gaz kromatografi teknigi ile arastirildi. Bilesiklerin kalitatif analizi
GC/MS, Kkantitatif analizi i¢in GC-FID sonuglar1 kullanildi. Enantiomerlerin
ayrimlarin gosteren GC kromatogramlar1 ve spektrum bilgileri Sekil 22-28°de
verilmistir.
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Sekil 22. Tanacetum haussknechtii a-Pinen Enantiomerlerinin Siral Kolondaki Ayrimi ve
Kiitle Spektrumu. a: Sap-Yaprak Yagi; b: Cicek Ucucu Yagi
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Sekil 23. Tanacetum haussknechtii B-Pinen Enantiomerlerinin Siral Kolondaki Ayrim ve
Kiitle Spektrumu. a: Sap-Yaprak Yagy; b: Cicek Ucucu Yagi
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Sekil 24. Tanacetum haussknechtii Sabinen Enantiomerlerinin Siral Kolondaki Ayrim ve
Kiitle Spektrumu. a: Sap-Yaprak Yagi; b: Cicek Ucucu Yagi
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Sekil 25. Tanacetum haussknechtii Limonen Enantiomerlerinin Siral Kolondaki Ayrim ve
Kiitle Spektrumu. a: Sap-Yaprak Yagi; b: Cicek Ucucu Yagi
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Sekil 26. Tanacetum haussknechtii Terpinen-4-ol Enantiomerlerinin Siral Kolondaki Ayrimi
ve Kiitle Spektrumu. a: Sap-Yaprak Yagi; b: Cicek Ucucu Yag
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Sekil 27. Tanacetum haussknechtii Borneol Enantiomerlerinin Siral Kolondaki Ayrinm ve
Kiitle Spektrumu. a: Sap-Yaprak Yagi; b: Cicek Ucucu Yagi
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Sekil 28. Tanacetum haussknechtii trans-Pinokarveol Enantiomerlerinin Siral Kolondaki
Ayrim ve Kiitle Spektrumu. a: Sap-Yaprak Yags; b: Cicek Ucucu Yagi

42



Metillenmis Sabit Yag Asitleri Kimyasal Kompozisyonu

Tanacetum haussknechtii bitkisinden elde edilen sabit yag asitleri metil
esterlerinin kimyasal kompozisyonu GC-FID ve GC/MS teknikleriyle arastirildi.
Cizelge 11°’de bilesiklerin HP-Inowax kolondan ¢ikis sirasina gore listesi
verilmistir. Yag asitlerinin kimyasal kompozisyonun % 99.2’sini olusturan 18
bilesik tespit edildi. Yag asitlerinin kromatografik profili Sekil 29°da
gosterilmistir.

Cizelge 11. T. haussknechtii Sabit Yag Asitlerinin Kompozisyonu

No RTi Bilesik %
1. 1018 | Metil 2-metil-butirat 0.7
2. 1024 | Metil 3-metil-butirat (=Metil izovalerat) 14
3. 1197 | Metil hekzanoat e
4, 1199 | Metil tiglat (=E-Metil 2-metilen butanoik asit) e
5. 1588 | a-Kamfolenik asit metilester 1.6
6. 1779 | Metilfenil asetat 0.9
7. 1810 | Metil dodekanoat (=Metil laurat) 1.0
8. 2021 | Metil tetradekanoat (=Metil miristat) 3.6
9. 2124 | Metil pentadekanoat 0.8
10. 2151 | Metil nonan-1,9-dioat (= Metil azelat) 2.2
11. 2226 | Metil hekzadekanoat (=Metil palmitat) 25.5
12, 2431 | Metil oktadekanoat (=Metil stearat) 4.1
13. 2456 | (2)-9-Metil oktadekanoat (=Metil oleat) 5.9
14, 2509 | (Z,2)-9,12-Metil oktadekadienoat (=Metil linoleat) 17.6
15. 2583 | Metil linolenat 254
16. 2644 | Metil eikosanoat (=Metil arasidat) 21
17. 2845 | Metil behenat (=Metil dokosanoat) 2.1
18. 3050 | Metil tetrakosanoat 4.3
Toplam | 99.2

RTI: Relatif Tutunma indisi; e: %0.1’in altindaki maddeler

43



7TS00
Ecl="-1
5500
S000
sS500
S5000
as00
4000
=500
=000
=s00
f=tatatal

1500

Losdn ‘u l|.|l||.ll

639)

(14)

L

(15)

[

= T T T T T T T T T T
10.00 15.00 20.00 25.00 Z0.00 35.0040.00 45.0050.00 55.00 60.0065.00 70.00 75.00

Sekil 29. Tanacetum haussknechtii Sabit Yag Asitleri Gaz Kromatografik Profili

Ekstrelerin Ozellikleri

Tanacetum haussknechtii toprakiistii, sap-yaprak ve c¢i¢cek kisimlari metanol,
etilasetat ve su ile masere edilerek ekstreleri elde edildi. Ekstrelerin verimleri kuru
bitkisel materyal tizerinden hesaplanarak Cizelge 12°de verilmistir.

Cizelge 12. Tanacetum haussknechtii Farkh Kisimlardan Elde Edilen Ekstrelerin Verimleri

Verim, %
Bitki kismi
Metanol Etilasetat Su
Toprakiistii 8.92 3.3 104
Sap+yaprak 6.2 2.3 5.7
Cicek 8.4 2.6 5.44
*g ekstre / 100 g bitki
Toplam Fenol Miktar:

Ekstrelerin icerdikleri toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
spekrofotometrik yontemle tayin edildi. Cizelge 13’de ekstrelerin toplam fenol
miktarlar1 gallik asit’e esdeger olarak verilmistir. Hesaplamalarda kullanilan
gallik asidin kalibrasyon egrisi ve egri denklemi Sekil 30°da gosterilmistir.
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Cizelge 13. Tanacetum haussknechtii Ekstrelerinin icerdigi Gallik Asite Esdeger Toplam

Fenol Miktar:

GAE
Bitki kism Metanollii Etilasetath Sulu
ekstre ekstre ekstre
Toprakiistii 34.14 16.59 5.94
+ + +
SH 0.70 0.01 0.07
Sap+yaprak 36.00 14.78 6.90
+ + +
SH 0.46 0.23 0.19
Cicek 34.82 33.40 16.61
+ + +
SH 0.26 0.35 0.30
*GAE: mg/g Gallik asit’e esdeger fenol miktart
3
25 y =2,3503x + 0,0347
R?2=0,9922 %
2
1,5
1
0,5
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Sekil 30. Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

Toplam Flavonoit Miktari

Tanacetum haussknechtii ekstrelerinin igerdikleri toplam flavonoit miktarlart
spektrofotometrik olarak AICIs reaktifi ile tayin edildi. Cizelge 14°de ekstrelerin

icerdigi toplam flavonoit

miktar1 Kersetin’e esdeger

olarak verilmistir.

Hesaplamalarda kullanilan kersetin’in Kalibrasyon egrisi ve egri denklemi Sekil

31°de gosterilmistir.
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Cizelge 14. Tanacetum haussknechtii Ekstrelerinin icerdigi Kersetine Esdeger Toplam
Flavonoit Miktarlar:

KE
Bitki kismi Metanollii Etilasetath Sulu
ekstre ekstre ekstre
Toprakiistii 12.82 12.47 5.59
+ + +
SH 0.02 0.08 0.14
Sap-+yaprak 10.00 10.65 5.99
+ + +
SH 0.54 0.06 0.29
Cicek 18.39 30.44 6.51
+ + +
SH 0.27 0.56 0.36

*KE: mg/g Kersetin’e esdeger flavonoit miktari
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Sekil 31. Kersetin Kalibrasyon Egrisi

Antioksidan Aktivite
ABTS radikalini siipiirme etkisi

Tanacetum haussknechtii ucucu yag ve ekstrelerinin antioksidan etkisi serbest
ABTS® radikalini siipiirme etkisine gore spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Numunelerin antioksidan etkileri Trolox’un (standart madde) ABTS® radikalini
siptirme etkisi ile karsilastirilarak saptandi. Numunelerin Trolox’a esdeger
antioksidan kapasiteleri Cizelge 15’te verilmistir. Hesaplamalarda kullanilan
Trolox maddesinin kalibrasyon egrisi ve egri denklemi Sekil 32’de gosterilmistir.
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Cizelge 15. Tanacetum haussknechtii Ugucu Yag ve Ekstrelerinin Trolox’a Esdeger
Antioksidan Kapasitesi

TEAK, mM
Bitki kism Ucucu yag Metanollii Etilasetath Sulu GA BHT
ekstre ekstre ekstre
Toprakiistii 2.688 1.785 0.684 2.898 2713
- + + + + +
SH 0.160 0.021 0.029 0.004 0.055
Sap-+yaprak 0.024 2.640 1.626 0.735
+ + + +
SH 0.005 0.053 0.029 0.063
Cigek 0.100 2.583 2.642 1.581
+ + + +
SH 0.007 0.136 0.107 0.217

*Tim numuneler %1°lik, BHT %0.1°1ik, Gallik asit %0.01°lik konsantrasyonda

120
100 - = +
R2=0,994
80 S
60
40
20

Sekil 32. Trolox Kalibrasyon Egrisi

B-Karoten soldurma giicii

Ugucu yag ve ekstrelerin -karoten-linoleik asit oksidasyonunu inhibe etme etkisi
B-karoten’in reaksiyon sonunda solma derecesine gore saptandi. Numunelerin ve
stardart maddenin (BHT) yiizde antioksidan aktivite degerleri istatiksel olarak
hesaplanarak Cizelge 16’da verilmistir.
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Cizelge 16. Tanacetum haussknechtii Ucucu Yag ve Ekstrelerinin B-Karoten-Linoleik Asit
Deneyinde Yiizde Antioksidan Aktivitesi

%AA
Bitki kismu Ucucu yag Metanollii Etilasetath Sulu  BHT*
ekstre ekstre ekstre
Toprakiistii 44.36 24.45 9.54 58.45
+ + + +
SH 4.68 2.89 8.83 6.26
Sap-+yaprak AD 46.89 42.22 14.65
+ + +
SH 4.65 2.27 3.35
Cicek AD 49.95 53.68 43.90
+ + +
SH 4.35 5.19 4.83

AD: Aktif degil; *Tim numuneler %1°lik, BHT %0.1’lik konsantrasyonda

Asetilkolinesteraz Enzim Inhibisyonu

Tanacetum haussknechtii u¢ucu yag ve ekstrelerin antiasetilkolinesteraz etkisi
ITK-otografi ve Ellman yontemleriyle arastirildi. Degerlendirmenin birinci
asamasinda ITK-otografi yontemiyle tiim numunelerin “dot-blot” teknigine
benzer sekilde AChE enzimi {izerine etkisi genel olarak tarandi (Sekil 33).

Sekil 33. Tanacetum haussknechtii Ucucu Yag ve Ekstrelerinin ITK-otografi Yoéntemi ile
AChE Enzimi Inhibisyon Etkisinin Taranmasi (1. Asama)

Etki gosteren numuneler degerlendirmenin 2. agamasina segildi ve 3 farkh
miktarda ITK plagmna uygulanarak tarama islemine devam edildi. Sulu ekstreler
deneyin ilk asamasinda etki gostermediginden dolayr elimine edildi. Ugucu
yaglar, metanollii ve etil asetatli ekstreler 2. asama degerlendirilmeye tabi tutuldu
(Sekil 34).
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Sekil 34. Tanacetum haussknechtii Ucucu Yag ve Ekstrelerinin ITK-otografi Yontemi ile
AChE Enzimi inhibisyon Etkisinin Taranmasi (Asama 2). A: Sap+Yaprak Ucucu Yagi; B
Cicek Ucucu yagi; C: Metanollii toprakiistii; D: Etilasetath toprakiistii; E: Metanollii
saptyaprak; F: Etilasetath sap+yaprak; G: Metanollii cicek; H: Etilasetath cicek;
K:Galantamin; A ve B 0.4 mg-0.2 mg-0.04 mg, C-D-E-F-G-H 0.1 mg-0.02 mg-0.005 mg, K
0.05 mg-0.0025 mg, L 5 pL. MeOH

ITK-otografi deneyinde ucucu yaglar, metanollii ve etilasetatli ekstreler AChE
enzimini inhibe eden numuneler olarak tespit edildi. Daha sonra bu numunelerin
aktivitesi Ellman metodu ile spektrofotometrik olarak saptandi (Sekil 35).
Numunelerin AChE enzimini inhibe etme etkileri yiizde inhibisyon olarak
hesaplandi ve Cizelge 17°de verildi.
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Sekil 35. Tanacetum haussknechtii Ucucu Yag ve Ekstrelerinin Ellman Metodu ile AChE
Enzimi inhibisyon Etkisinin Tespiti. A: Sap+Yaprak Ucucu yag, B: Cicek Ucucu yagi, C:
Metanollii toprakiistii, D: Etilasetath toprakiistii, E: Metanollii sap+yaprak, F: Etilasetath
saptyaprak, G: Metanollii cicek, H: Etilasetath cicek, K: Galantamin, M: Kontrol, Z: Koér
(“blank”). Numuneler 10 mg/mL, Galantamin 1mg/mL
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Cizelge 17. Yiizde Asetilkolinesteraz Enzim inihibisyonu

inhibisyon, %
Ucgucu yag Metanol Etilasetat Galantamin
Toprakiistii 19.2 23.1 100.0
+ + +
SH 2.0 1.2 4.4
Sap+yaprak 28.7 20.6 34.9
+ + +
SH 2.5 3.3 3.7
Cigek 51.2 194 37.1
+ + +
SH 2.5 1.2 3.1

*Numuneler %1, Galantamin (standart) %0.1 konsantrasyonda uygulandi
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TARTISMA

Tanacetum haussknechtii bitkisinin degisik kisimlarindan elde edilen ugucu
yaglarin gaz-kromatografik analiz sonucunda tespit edilen bilesikleri dort ana
grup altinda toplayabiliriz: oksijenli ve oksijensiz mono- Ve seskiterpenler.
Yaglarin igerisindeki ana gruplarin dagilimi Sekil 36°da gosterilmistir.

A B C

W ¢

m Monoterpen  m Oksijenli Monoterpen  m Seskiterpen Oksijenli Seskiterpen  m Diger

_—

Sekil 36. Tanacetum haussknechtii Ugucu Yaglarindaki Ana Madde Gruplarinin Dagihmi. A:
Sap-yaprak; B: Cicek; C: Kok

Kimyasal kompozisyonlarmin sap-yaprak (% 56.9), cicek (% 61.1) ve kok (%
64.8) ugucu yaginin monoterpen bilesiklerce zengin oldugu tespit edildi.
Seskiterpen grubu bilesikler sap-yaprak, ¢icek ve kok ugucu yaglarinda sirasiyla
% 31.2, % 19.9 ve % 27.5 olarak saptandi.

Sap-yaprak ugucu yaginda ana bilesik olarak a-pinen (% 14.5), borneol (% 7.4)
ve B-pinen (%7 .2), ¢igek ugucu yaginda ise borneol (% 20.5), a-pinen (% 12.3),
santolinatrien (% 7.4) ve B-pinen (% 6.4) saptandi. K6k ugucu yaginin ana
bilesenleri ise oksijenli monoterpen (ester halinde) geranil isovalerat (% 41.6) ve
neril isovalerat (% 8.6) olarak tespit edildi. Bununla birlikte oksijenli seskiterpen
alismol (% 9.3) kok ugucu yaginin ana bilesiklerinin arasindadir. T. haussknechtii
ugucu yaglarinda tespit edilen ana bilesiklerin formiilleri Sekil 37°de verilmistir.
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Sekil 37. Tanacetum haussknechtii Ugucu Yaglarinda Bulunan Ana Bilesikler

T. haussknechtii bitkisinin ugucu yaglarinin ana bilesigi olarak tespit edilen
borneol bir¢ok Tanacetum tiirleri i¢inde rapor edilmistir: T. densum ssp. eginense,
T. argyrophyllum var. argyrophyllum, T. densum ssp. amani, T. densum ssp.
sivasicum, T. alyssifolium ve T. chiliophyllym var. chiliophyllum (Polatoglu ve
ark., 2012b; Polatoglu ve ark., 2010b; Polatoglu ve ark., 2010c; Polatoglu ve ark.,
2009; Kandemir ve ark., 2008; Polatoglu ve ark., 2012a).

o-Pinen bilesigi bircok Tanacetum tiirleri ugucu yaglarinda da bulunmustur: T.
argenteum ssp. argenteum, T. argenteum ssp. canum var canum, T. densum ssp.
amani, T. nitens, T. densum ssp. laxum (Ali ve ark., 2014; Polatoglu ve ark.,
2010c; Bagci ve Kocak, 2010; Bagci, 2009).

T. hausknechtii kok yaginda ana bilesik olarak tespit edilen geranil isovalerat daha
once T. chiliophyllum var. monocephaplum kok yaginda da (% 5.3) bulunmustur
(Polatoglu ve ark., 2012c).

T. haussknechtii sap-yaprak ugucu yaginin ana bilesiklerinden biri olan germakren

D daha o6nce T. zahlbruckneri ugucu yagi i¢inde bildirilmistir (Polatoglu ve ark.,
2011).

T. haussknechtii ucucu yaglarmin siral kolonda analizi sonucunda enantiomerik
bilesiklerin oranlari tespit edildi. Yaglarin igerisinde [-pinen ve sabinen
bilesiklerinin (-) enantiomerlerinin daha yiiksek oranda bulundugu saptandi.
Borneol ise neredeyse saf (-) formunda bulundu. Terpinen-4-ol sap-yaprak ve
cicek yaglarinin her ikisinde de (+) formunda baskin olarak bulundu. Limonen ve
trans-pinokarveol bilesiklerinin enantiomerleri sap-yaprak ve ¢igek yaglarinda o-
pinen’in enantiomerleri ise sadece ¢i¢ek ugucu yaginda hemen hemen rasemat
formunda tespit edildi (Cizelge 18).
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Cizelge 18. Tanacetum haussknechtii Ugucu Yaglarimin i¢erdigi Enantiomerik Maddelerin

Oranlari
Enantiomer Yaprak-Sap Cicek
Oran, % Oran, %

(1R)-(+)-a-Pinen 35 56
(1S)-(-)-a-Pinen 65 44
(1R)-(+)-B-Pinen 21 14
(1S)-(-)-B-Pinen 79 86
(1S,5S)-(-)-Sabinen 64 64
(1R,5R)-(+)-Sabinen 36 36
(4R)-(+)-Limonen 53 47
(4S)-(-)-Limonen 47 53
(4R)-(+)-Terpinen-4-ol 70 63
(4S)-(-)-Terpinen-4-ol 30 37
(1R,2S,4R)-(+)-Borneol 0.3 -
(1S,2R,45)-(-)-Borneol 99.7 100
(1S,3R,5S)-(+)-trans-Pinokarveol 50 42
(1R,3S,5R)-(-)-trans-Pinokarveol 50 58

Daha 6nce Tanacetum ucgucu yaglarindaki enantiomerler iizerine ¢ok az sayida
calisma rapor edilmistir. Bu ¢aligsmalarda kafur, linalol ve a-pinen’in enantiomer
oranlart bildirilmistir. T. argenteum ssp. flabellifolium ugucu yagininda (-)-o-
pinen % 86 olarak tespit edilmistir (Tabanca ve ark., 2007; Baser ve ark., 2001).

Sabit yag asit analizleri sonucunda toplam kompozisyonun % 99.2’sini olusturan
18 sabit yag asiti saptanmis olup ana bilesikler olarak metil palmitat (% 25.5),
metil linolenat (% 25.4) ve metil linoleat (% 17.6) tespit edildi. Ana bilesiklerin
formiilleri Sekil 38’de gosterilmistir.
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Sekil 38. Tanacetum haussknechtii Sabit Yag Asitleri Kompozisyonunun Ana Bilesikleri

Toplam fenolik ayiraci olarak bilinen Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) bazli
yontem, Ornegin indirgeme kapasitesini tayin etmektedir. Ekstrelerde bulunan
fenolik bilesikler FCR igerisindeki molibdenyum elementi ile alkali ortamda
elektron transfer reaksiyonuna girerek oksitlenir, metal ise rediiklenir:

Mo(V1)+ e — Mo(V)

T. haussknechtii degisik kisimlarindan farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile elde edilen
ekstrelerde en yiiksek toplam fenolik bilesik miktar1 (% 34-36) metanollii ekstrede
tespit edildi. Sulu ekstreler fenolik bilesikler acisindan zayif bulundu (% 5-6)
(Sekil 39).
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Sekil 39. Tanacetum haussknechtii Degisik Organlardaki Toplam Fenol Bilesiklerinin
Dagilim

Ekstrelerde bulunan flavonoit yapidaki bilesiklerin miktar1 AICls ile olusturdugu
renkli kompleks bilesenlerin UV alanindaki (415 nm) absorbanslari olgiilerek
kersetine esdeger olarak hesaplandi. T. haussknechtii degisik kisimlarindaki
toplam flavonoit bilesiklerinin dagilimi  Sekil 40’da gésterilmistir. Tim
organlardan etilasetat ile elde edilen ekstrelerin flavonoit miktar1 agisindan en
zengin oldugu saptandi. Bununla birlikte ¢iceklerin diger organlara gore daha
yiiksek miktarda flavonoit i¢erdigi goriildii.
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Sekil 40. Tanacetum haussknechtii Degisik Organlardaki Toplam Flavonoit Bilesiklerinin
Dagilim

T. haussknechtii ugucu yag ve ekstrelerin ABTS® serbest radikalini siipiirme etkisi
Trolox’un etkisine esdeger olarak hesaplandi. Ugucu yaglarin bu test igerisinde
kayda deger etkiye sahip olmadigi goriildii (% 1°’lik konsantrasyonda). Ancak
ekstreler arasinda metanolli ekstrelerin ve c¢icek kismindan etilasetat ile elde
edilen ekstrenin belirgin bir etki ortaya koydugu gézlemlendi (Sekil 41).
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Sekil 41. Tanacetum haussknechtii Ugucu Yag ve Ekstrelerinin ABTS® Radikalini Siipiirme
Etkisi

T. haussknectii ugucu yag ve ekstrelerinin lipit peroksidasyonunu inhibe etme
etkisi B-karoten’in solmasini engelleme giiciine gore degerlendirildi. Antioksidan
aktivite karsilastirmalarinda standart olarak BHT kullanildi. Ugucu yaglarin %
1’lik konsantrasyonda linoleik asidin peroksidasyonunu inhibe etme etkisinin
olmadig1 gozlemlendi. Ancak ¢igek kismindan elde edilen tiim ekstrelerin en
giiclii sekilde lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi saptandi. Bununla birlikte
metanol ile elde edilen diger ekstrelerinde iyi bir antioksidan ajan oldugu bu testte
goriilmektedir (Sekil 42).

70
60
50

Etilasetat Metanol

pit

o

3

o

2

=
o o

B Toprakisti M Sap-yaprak M Cigek BHT

Sekil 42. Tanacetum haussknechtii Ekstrelerinin B-karoten-linoleik Asit Oksidaysonunda
Yiizde Antioksidan Aktiviteleri

Ekstrelerde bulunan toplam fenol miktarlarinin  numunelerin  gosterdigi
antioksidan etkiler ile karsilastirilmasi, aradaki korelasyonu ortaya koymaktadir.
Toplam fenol miktar1 arttik¢a ekstrelerin ABTS® serbest radikalini siipiirme etkisi
ve lipit peroksidasyonunu inhibe etme etkisi de artmakta oldugu goriilmektedir
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(Sekil 43-44). Ortaya ¢ikan bu korelasyon antioksidan etkilerden fenolik yapidaki
bilesiklerin sorumlu oldugunu isaret etmektedir.

OSu OEtilasetat CIMetanol
//—.

Toprakiistii Sap-Yaprak Cigek

Sekil 43. Ekstrelerdeki Toplam Fenol Miktarlar1 ve Antioksidan Aktivite Arasindaki
Korelasyon (B-Karoten-linoleik Asit Testi)
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Sekil 44. Ekstrelerdeki Toplam Fenol Miktarlar1 ve Antioksidan Aktivite Arasindaki
Korelasyon (TEAK Testi)

Ekstrelerde bulunan toplam flavonoit miktarlarinin antioksidan etkiler ile
karsilastirildiginda aralarinda bir korelasyonun olmadigi belirlendi (Sekil 45-46).
T. haussknechtii ekstrelerinin gdsterdigi antioksidan etkilerden sadece flavonoit
yapidaki bilesiklerin degil, fenolik yapidaki diger bilesiklerin de katkisi oldugu
distiniilmektedir.
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Sekil 45. Ekstrelerdeki Toplam Flavonoit Miktarlar: ile Antioksidan Aktivite Arasindaki
iliski (B-Karoten-linoleik Asit Testi)
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Sekil 46. Ekstrelerdeki Toplam Flavonoit Miktarlar1 ve Antioksidan Aktivite Arasindaki
iliski (TEAK Testi)

T. haussknechtii ugucu yag ve ekstrelerinin asetilkolinesteraz enzimini inhibe
etme etkileri ITK-otografi ve Ellman metodu olmak {izere iki asamada
degerlendirildi. Enzimi inhibe etme karsilastirmalarinda galantamin hidrobromiir
(Lycoris spp. kaynakli) standart olarak kullanildi. Deneyin ilk asamas1 olan ITK-
otografi sisteminde sulu ekstrelerin uygulanan miktarlarda AChE enzimini inhibe
etmedigi gozlemlendi. Bu yiizden deneyin ikinci asamasina sadece etki gdsteren
numuneler ile devam edildi ve yilizde inhibisyon degerleri saptandi. Teste tabii
tutulan numuneler arasinda ¢i¢ek kismindan elde edilen ugucu yag ve etilasetatl
ekstrenin digerlerine gore AChE enzimini daha etkin sekilde inhibe ettigi goriildii
(Sekil 47).
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Sekil 47. Tanacetum haussknechtii Ugucu Yag ve Ekstrelerinin Ellman Metodunda AChE
inhibisyonlari
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SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada Tiirkiyenin endemik bitkisi olan Tanacetum haussknechtii degisik
kisimlarindan ugucu yag, sabit yag asitleri ve ekstreler elde edilerek verimleri
tespit edildi.

Ugucu yag ve yag asitlerinin kompozisyonlar1 gaz kromatografik teknikler ile
aydinlatildi. Sap-yaprak ve ¢i¢cek ugucu yag kimyasal kompozisyonunda borneol
ve a-pinen, kok ugucu yaginda ise geranil izovalerat ana bilesikler olarak
bulundu.

Yaglardaki baz1 enantiomer bilesiklerin enantiomer oranlari tespit edildi.

Yag asitlerinin analizi sonucunda palmitik, linolenik ve linoleik asit ana bilesikler
olarak saptandi.

Farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile T. haussknechtii bitkisinin farkli kisimlarindan
elde edilen ekstreler iizerinde gallik asite esdeger toplam fenolik bilesik ve
kersetine esdeger toplam flavonoit bilesiklerin miktar tayinleri gerceklestirildi.

Bitkinin ugucu yag ve ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi, lipid
peroksidasyonunu inhibisyon etkisine ve Trolox’a esdeger ABTS serbest
radikalini stiplirme giiciine gére degerlendirildi. Karsilastirmali analiz sonucunda
tiim metanollii ekstreler ve cicek kismindan elde edilen etilasetatli ekstrenin her
iki test sisteminde de orta derecede antioksidan etkiye sahip oldugu, ancak ugucu
yaglarin aktivite sergilemedigi goriildii.

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi ve toplam fenol miktarlari arasindaki iliskiden
dolay1 bu etkilerden fenolik yapidaki bilesiklerin sorumlu olabilecegi
distiniilmektedir.

Bitkinin ugucu yag ve ekstrelerinin noroprotektif 6zellikleri AChE enzimini
inhibe etme etkisine gore degerlendirildi. Cigek ucucu yaginin nispeten anti-
AChE aktivite gosterdigi saptandi. Etilasetatli ekstrenin digerlerine gore AChE
enzimini daha etkin sekilde inhibe ettigi goriildii.

Tanacetum haussknechtii ugucu yaglarinin antioksidan aktiviteye sahip
olmamasina karsin, ¢icek yaginin AChE enzimine karsi etkili olmasi bitkinin
noroprotektif ajan olarak kullanilmasi konusunda daha detayli aragtirmalara tabii
tutulmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Arastirma kapsaminda endemik Tanacetum haussknechtii bitkisinin ugucu
bilesenleri ile sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonlari, enantiomerik
bilesiklerin oranlar1, tasidigi toplam fenol ve flavonoit miktarlari, serbest radikal
stiplirme, lipit peroksidasyonunu inhibe etme ve anti-AChE etkileri ilk kez rapor
edildi.
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