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ONSOZ

Bu yuksek lisans tez calismasi ile Cynara scolymus L. (enginar) iceren,
sindirim gikayetleri ile karaciger ve safra rahatsizliklarinda kullanilan bitkisel
preparatlarin fitoesdegerlikleri arastinimistir. Arastirmalar; bitkiden etkili
bilesiklerin izole edilmesi, NMR spektroskopisi ile yapi tayini ve HPLC ile
miktar tayini calismalarini igermektedir.
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benimle sonuna kadar paylasan ablam Dr. Ecz. Ozlem BAHADIR’a sonsuz
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Uzm. Ecz. Alper GOKBULUT ile Uzm. Ecz. Mahmut ASKER’e ve ablam Dr.
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Calismam suresince destekleriyle yanimda olan arkadaslarim Uzm. Ecz.
Ali R. GULPINAR’a, Uzm. Ecz. U. Gokcen iCOZ’e ve Uzm. Ecz. Burgin
ERGENE'ye tesekkur ederim.
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Cynara scolymus L.



1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Papatyagiller (Compositae) familyasina ait Cynara L. cinsi Turkiye'de Uc,
Dunya’da sekiz tur ile temsil edilmektedir (Mericli ve Seyhan, 2006). Cynara
cinsi, yabani turler ve tibbi amaclar dogrultusunda kullanilmak icin kultlire
alinan turler olmak Gzere iki gruba ayrilabilir. Yabani tirlerden en énemlisi ve
en yaygin olani Cynara cardunculus L.tur. italya ve Sicilya basta olmak
uzere hemen hemen tim Akdeniz Ulkelerinde yetisir. C. cardunculus’un dc¢
varyetesi bulunur. Bunlar C. cardunculus var. sylvestris Lam, C. cardunculus
var. altilis DC. ve kulttrd yapilan tur olan C. cardunculus var. scolymus L.’tur
(Sonnante ve ark., 2007Db).

Cynara scolymus L. (enginar), ge¢cmisten gunimuze kadar 6zellikle Akdeniz
tipi beslenmede gida olarak, ayrica tedaviyi destekleyici veya tedavi amach
kullanilan, cesitli farmakope ve monograflarda kayitli olan bir bitkidir (Curadi
ve ark., 2007).

Enginarin gida olarak tuketilen kismi gigek tablasidir (Romani ve ark., 2006).
Cicek tablasi etli yapida olup kuguk brakte yapraklarinin bir araya toplanmasi
ile olusan topluluktur. Cicek tablasinin gida olarak yaygin bir kullanimi
olmakla beraber bitkinin tedavide kullanilan kismi govde ve yapraklaridir
(Aktay ve ark., 2000). Etkin maddeler 6zellikle yapraklarda yodunlagmistir.
Tibbi amagla kultire alinan enginarin yapraklari gévde heniiz olgunlagsmadan
toplanmaktadir; clinkl godvde olgunlagsmaya baslarken yapraklardaki etkili
madde miktari da azalmaya baslamaktadir. Bu nedenle Avrupa’da sebze ya
da tibbi olarak kullanilacak enginarlar farkli tarlalarda yetigtiriimektedir
(Mericli ve Seyhan, 1998).



Yapilan bir calismada erken ve gec¢ toplanan enginar braktelerindeki etkin
madde miktarlar incelenmis, ge¢ toplanan enginarlarda etkin madde
miktarlarinin azaldidi, antioksidan etkide dusus oldugu tespit edilmigstir
(Llorach ve ark., 2002).

Enginar yapraklarinin kimyasal bilegimiyle ilgili yapilan galigmalarda yiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile monokafeoilkinik asit (%0,48-
4,24) ve dikafeoilkinik asit tlrevi bilesikler (%0,03-0,52) izole edilmigtir
(Hausler ve ark., 2002; Comino ve ark., 2009). Fenolik yapida olan bu
bilesikler kafeik asit turevi bilesikler olarak adlandiriimaktadir. Enginar
yapraklarinda klorojenik asit, neoklorojenik asit, kriptoklorojenik asit ve
sinarin gibi kafeik asit turevleri; flavonoitler (%0,5) ve seskiterpen laktonlar
(%0-4) bulunmaktadir (Gruenwald ve ark., 2004). Bitki fenolik bilesiklerin yani
sira vlcutta kolesterol absorpsiyonunu 6nleyen fitosteroller ile tanen, seker,
nigasta ve intlin tasimaktadir (Hellwege ve ark., 1998; Joy ve Haber, 2007).

Bitkide major olarak bulunan kafeik asit tlrevilerinden en 6nemlileri sinarin
(1,3-dikafeoilkinik asit) ve klorojenik asittir (5-O-kafeoilkinik asit) (Llorach ve
ark., 2002). Flavonoitlerden sinarozit ve skolimozit; seskiterpen laktonlardan
da sinaropikrin 6nemli bilesiklerdendir (Curadi ve ark., 2007). Karaciger ve
safra rahatsizliklarinda en oOnemli etkiyi gOsteren bilesikler basta sinarin
olmak Uzere kafeik asit turevleri, flavonoitler ve seskiterpen laktonlardir
(Mericli ve Seyhan, 1998; Mauri ve Pietta, 2000).

Enginar yapraklar sindirim sikayetlerinde ve karaciger rahatsizliklarinda ¢ok
uzun yillardan bu yana kullaniimaktadir (Wittemer ve ark., 2005; Azzini ve
ark., 2007). Enginar yapraklarindan hazirlanan ekstreler hepatektomi
sonrasinda karaciger rejenerasyonunu hizlandirmakta (Miccadei ve ark.,
2008), safra olusumunu ve atilimini arttirmaktadir (Rodriguez ve ark., 2002;
Speroni ve ark., 2003). Bitki ayrica antioksidan, antispazmodik (Holtmann ve

ark., 2003; Lattanzio ve ark., 2009), antifungal, antimikrobiyal ve diluretik



etkilerinden dolayl da kullaniimaktadir (Zhu ve ark., 2004). Cesitli sindirim
sikayetlerinin tedavisinde ve kan kolesterol dizeyini dusirmede de enginar
yapraklarindan hazirlanan ekstrelerden yararlaniimaktadir (Fritsche ve ark.,
2002; Hausler ve ark., 2002; Moglia ve ark., 2008).

Enginar yapraklari, Anadolu’da infiizyon halinde (%2-3) istah acici, idrar ve
safra soOkturicu olarak kullaniimaktadir. Taze yapraklardan hazirlanan
ekstreler, bazen de bitkinin kokleri karaciger hastaliklarina karsi
kullaniimaktadir (Baytop,1999).

Enginar gigeklerinden hazirlanan ekstreler, Diinya’da pek cok Ulkede peynir
yapiminda kullaniimaya baslanmistir. Sutin yerini alan enginar, icerdigi
proteinaz enzimleri nedeniyle ¢oktirme ajani olarak degerlendiriimektedir
(Roserio ve ark., 2003; Llorente ve ark., 2004; Chazarra ve ark., 2007).

Cynara scolymus c¢esitli farmakope ve monograflarda yer almaktadir.
Almanya’da Saglik Bakanhgrnin bunyesinde bulunan bir komisyon olan
Komisyon E monograflarinda bitkinin yapraklari (Cynarae folium) kayithidir.
Monografta yapraklarin sindirim sistemi sikayetleri ile karaciger ve safra

rahatsizliklarinda kullanilabilecegi belirtiimektedir (Blumenthal ve ark.,1998).

C. scolymus Avrupa Farmakopesi ve ESCOP monograflarinda “Artichoke
leaf” ve “Cynarae folium” isimleri ile kayith bulunmaktadir (ESCOP, 2003;

European Pharmacopoeia, 2007).

“PDR for Herbal Medicines” isimli kaynakta “Artichoke” monografinda bitkinin
yaprak ve koklerinin tibbi amacgla kullanilabileceklerinden s6z edilmektedir.
Bitkinin yapraklarinin istah acgici oldugu, ayni zamanda karaciger ve safra
sikayetlerinde kullanildidi belirtiimektedir (Gruenwald ve ark., 2004).



Batun bu bilgiler 1g1ginda enginarin yuzyillar boyunca cesitli amaglarla
tuketildigini ve etkilerinin once geleneksel kullanimdan yola c¢ikilarak,
ilerleyen zamanlarda ise yapilan bilimsel c¢alismalarla kanitlandigini

gormekteyiz.

Gecgmisten gunumuze degisen teknoloji ve ileri teknikler sayesinde bitkilerde
bulunan etkin maddeleri izole etmekte, ardindan belirli standartlara uygun
hale getirerek bu etkin maddeleri kullanmaktayiz. Bu durumun en énemli
gOstergelerinden birisi de gunumuzde oldukga yaygin olarak kullanilan,
eczaneler ve marketlerde recgetesiz satilan tedaviyi destekleyici bitkisel
drtnlerdir. Bu drunler dlkemizde Tarim ve Koyigleri Bakanhgrndan satis izni
alarak piyasada satilmaktadir. Bilindigi gibi bu Urlnler, etkileri tam olarak
bilinen etkin maddeler Uzerinden standardizasyonlari yapildiktan sonra
kullanima sunulmahdir. Standardize urtnler bazi etkin maddeleri (etkiden
sorumlu) belirli miktarlarin altinda olmamak kosulu ile igermelidir. Enginar
yaprak ekstresi iceren drtinler genellikle sinarin (%2,5) ve klorojenik asit

(%15) Gzerinden standardize edilmektedir.

Calismamizin amaci Turkiye'deki C. scolymus igeren, sindirim gikayetleri ile
karaciger ve safra rahatsizliklarinda kullanilan bitkisel trunlerin igerdigi etkili
bilesik miktarlarinin, HPLC ile Kkarsilastirilarak standardizasyonlar ve

fitoesdegerlikleri konusunda yorum getirmektir.

1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Tarihge

Enginar uzun bir gegmise sahip olan bir bitkidir. YUzyillar éncesinden bu
yana bilinmekte ve tedavide kullaniimaktadir. Derin ge¢gmisi olan bir¢ok bitki

gibi enginar da mitolojideki yerini almistir. Yunan efsanesine gore; Cynara,



Zinari adasinda yagayan bir geng¢ kizdir. Tanri Zeus, erkek kardesi denizler
tanrisi Poseidon’u ziyarete giderken deniz kenarinda bu geng, guzel, 6lumlu
kadini fark etmis ve ona olan sevgisine karsilik kadini tanricalastirmistir.
Kadin da Zeusla birlikte Olympos Dagr'na gitmeye karar vermistir.
Olympos’ta yasayan Cynara annesini ve yasadigi yeri ¢cok 6zledigi icin bir
gun gizlice olumluler dunyasini ziyaret etmistir. Bunu o0grenen Zeus c¢ok
kizmig, bu davranigin tanrisaliga yakismadigini dasunup Cynara’yr bugin
enginar olarak bildigimiz dikenli bitkiye donustirmustir. Bitkiler dinyasindaki
en guzel cigeklerden birine sahip olan enginar, Zeus'un higmina ugramis
olan guzel Cynara’dir (Fitomed, 2009).

Enginarin ilk olarak Sicilya’da ortaya ¢iktigi varsayilmaktadir. Romali hekim-
eczaci-botanik¢i Theophrastus (M.O. 371-287) enginarin Sicilya ve italya’da
yetigtirildiginden bahsetmigtir (Lanteri ve ark., 2006). Enginar kultirundn ilk
kez |. ylizyllda italya’da bir yer olan o zamanki adiyla “Cinara” bélgesinde
yapildigr dusunulmektedir. Scolymus ismi de Antik Yunan'dan gelmektedir.
Eski Yunanca'da scolymus “dikenli” demektir. Bu agidan bakildiginda
“scolymus” diger Cynara turlerini de tarif etmektedir (Sonnante ve ark.,
2007a). Yunanlilar ve Romalilar eski yillardan beri enginari yiyecek olarak
tuketmislerdir. Yunanistan’da enginarin afrodizyak etkisiyle beraber erkek
cocuk sahibi olmayi sagladigi kabul edilmisti. Roma’da sirke ve bal ile
hazirlanmis enginar, zenginlerin tercih ettigi bir yemek olarak yillar boyunca
kullaniimistir. Roma imparatorlugu’nun  yikilmasindan sonra enginar
Avrupa’ya yayllmistir. Ardindan ingiltere’ye 1548 yilinda gelmis, 1600 yilinda
ispanyollar tarafindan Kaliforniya sahillerine taginmistir (Ugur, 2008; Erisim
tarihi: 08.07.2009). Avustralya kitasina yayilmasi 1788 yilini bulmustur
(Goubran ve ark., 2005). Gunumuzde enginar uretiminde 6nemli bir yere
sahip olan Arjantin’in enginarla tanigmasi XIX. yuzylla dayanmaktadir.
Arjantin’de kualtar 1980 yilindan sonra geligsmistir (Garcia ve Firpo, 2005).
Enginar yetistiriciligi 1900’10 yillardan sonra artis gostermistir. 1948 yilinda
Marilyn Monroe’nun enginar kralicesi secilmesinden sonra popularitesi artmig
olan enginar icin Kaliforniya’da 1959 yilindan gunimuze kadar devam eden



ve her yil tekrarlanan enginar festivali duzenlenmektedir (Ugur, 2008; Erigim
tarihi: 08.07.2009).

1.2.2. Botanik Ozellikler

1.2.2.1. Bitkinin Sistematikteki Yeri

Alem : Plantae
Bolum : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Alt Sinif : Asteridae
Takim : Asterales
Familya : Asteraceae

Alt Familya : Asteroidae
Cins : Cynara L.

1.2.2.2. Asteraceae (Compositae) Familyasinin Ozellikleri

Asteraceae (Compositae) familyasi yerylizunde 1000’e yakin cins ve 20000’e
yakin tar ile temsil edilmektedir. Yurdumuzda Asteraceae familyasina ait 133
kadar cins ve 1156 tur yetismektedir (Davis ve ark., 1988). Bitkilerin cogu tek
yillik, iki yilhk ya da ¢ok yillik otsu bitkilerdir (Davis, 1975). Cal ya da agac¢
formunda olanlarin sayisi azdir. Yapraklardan bazilar alternan ya da oppozit
dizilim gosterir veya hepsi tabandadir. Cicek durumu kapitulumdur; cicek
tabaninda braktelerden meydana gelmis bir involukrum bulunur. Durumdaki
cicekler erdisi ya da tek eseyli, aktinomorf veya zigomorftur. Ciceklerde
kaliks; papus, halka veya pul bicimindedir. Korolla bes petalli, simpetal, tip
biciminde veya dil seklinde uzanmigtir. Stamen bes tane ve singeneziktir.

Ovaryum alt durumlu, iki karpelden meydana gelmis tek ovullidir. Meyve tipi



akendir, tepesinde bazen bir papus bazen bir kaliks artigi bulunmaktadir
(Tanker ve ark., 2004).

1.2.2.3. Cynara Cinsinin Botanik Ozellikleri

Cok yillik bitkiler olan Cynara cinsi dikenli yapraklari ve yine dikenli gicek
durumlar ile karakterizedir. Goévde saglam yapili, dik olarak yukselmis,
boyuna yollu seyrek olarak dallara ayriimig, dikenli veya dikensiz olabilir.
Yapraklar alternan, genellikle kanatli orta damarla pinnatisekt (loblar
laminanin orta damarina kadar derin) olarak bdlinmus, dikenli veya
dikensizdir. Kapitulumdaki batlin cicekler ayni eseyde, genis, tek ve disk
biciminde, bir veya daha fazla basl korimbos bigimindedir. involukrum
(brakte halkasi) oval veya kureseldir. Cicekler mavi-mor ya da beyazimsi
renktedir (Davis, 1978).

1.2.2.4. Cynara scolymus’un Botanik Ozellikleri

Cynara scolymus iki metre ylUkseklige kadar erigebilmektedir. Cicekler mor
renkli ve birgodu bir arada, blyuk bir bas halinde toplanmistir. Cigek tablasi
genistir. Etrafini brakteler sarmigtir. Yapraklar; 40x15 cm boylarinda,
dallanmamis, kuguk sivri ucglu, seyrek tuyler altta olmak Uzere o6rumcek
agimsi yapidadir. Alt yapraklar pinnatisekt ovat, kalin loblu dentat; Ust
yapraklar basit ovat-lanseolat, dizensiz dentat yapidadir. Kapitulum 7-11 cm
(involukrumun yayilan kisimlari harig) basik kuremsidir. Brakteler her biri
tepeden baslkli ovat yapida, 5x3 cm boylarinda, sivri olmayan dikenli yapida
ve tepenin ortasinda bosluklu sekildedir. Dis papus tlyleri yaklasik 3-4 cm’dir
(Davis, 1978).



1.2.3. Cynara Turlerinin Dunya’daki Yayiligi

Cynara tirleri Giiney Amerika, Kanarya Adalari ve Akdeniz Ulkeleri'nde
dogal olarak yetismektedir (Davis, 1978; Gruenwald ve ark., 2004). Cynara
cinsi Dunya'da sekiz tur ile temsil edilmektedir. Turlerin en ¢ok yayilim
gosterdigi yerler Cizelge 1.1’de verilmistir. Yabani turler daha ¢ok Akdeniz
Ulkelerinde yayihm gdstermektedir. Cynara algarbiensis Cosson, Cynara
baetica Pau, Cynara humilis L. ve Cynara auranitica Post Akdeniz’in
batisinda; Cynara cornigera Lindley, Cynara cyrenaica Maire et Welller ve
Cynara syriaca Boiss Akdeniz'in dogusunda yayillim gdstermektedir. En
dnemli ve Avrupa’da en yaygin yabani tir Cynara cardunculus tiridir. iki alt
varyetesinden biri olan C. scolymus (enginar) kaltire alinmigtir (Sonnante ve
ark., 2007b).

Cizelge 1.1. Cynara tirleri ve yetistikleri bolgeler (Roserio ve ark., 2003)

Turler Anavatan

Cynara algarbiensis Cosson Giiney Portekiz ve Giineybati ispanya
Cynara auranitica Post Ortadogu Ulkeleri

Cynara baetica Pau Gliney ispanya ve Kuzey Fas

Cynara cardunculus L. Kuzey ve Glneybati Akdeniz Bolgesi
Cynara cornigera Lindley Yunanistan ve Kuzeydogdu Afrika

Cynara cyrenaica Maire et Weiller  Libya ve Yunanistan
Cynara humilis L. Portekiz, ispanya ve Kuzey Fas
Cynara syriaca Boiss Suriye ve Lubnan

Oldukga genis alanlara yayilmis enginarin Afrika’da Misir, Fas, Tunus;
Asya’da Cin, israil, Libnan, Birlesik Arap Emirlikleri, Turkiye; Guney
Amerika’da Arjantin, Brezilya, Sili; Kuzey Amerika’da Kaliforniya bagta olmak

Uzere birgok Ulkede kultird yapiimaktadir (Acquadro ve ark., 2005). Enginar



kiltirinin yaygin oldugu bélgeler Sekil 1.1'de g6sterilmistir. Ozellikle
Akdeniz Ulkeleri'nde enginar Uretimi oldukga yaygin olup italya ve ispanya
dinyanin en buylUk enginar Ureticisi konumundadirlar (Llorach ve ark., 2002;
Curadi ve ark., 2007). 2005 yilinda elde edilen FAO (Food and Agriculture
Organization) verilerine gére Dunya’daki enginar dretiminin %50’sini yillik
500000 tonla italya saglamaktadir. italya’yi, ispanya ve Fransa takip
etmektedir (Fratianni ve ark., 2007).

T
&5

stunsne

Sekil 1.1. Cynara scolymus kiiltiiriinin Diinya’daki dagilimi (Uretim miktarlar
coktan aza dogru yesil, sari ve kirmizi ile gdsterilmigtir)

1.2.4. Cynara Tdurlerinin Turkiye’deki Yayilisi

Yabani turlerden C. cardunculus Avrupa’da yayihim goOsteren bir bitki
olmasina karsihk yurdumuzda KkualtarG yapilmamakta, yalnizca Sinop
yoresinde yabani halde bulunmaktadir (Mericli ve Seyhan, 1998). Turkiye’'de
dogal olarak yetigsen tek tir Guney Anadolu’nun oldukc¢a dar bir kesiminde
yetisen Cynara syriaca’dir (Mericli ve Seyhan, 2006).

izmir, Bursa, Yalova ve gevresi basta olmak lizere Adana’ya kadar olan kiyi
bdlgelerimizde C. scolymus tirintn kaltart yaygindir. Kaltlra yapilan bu yerli
enginarlar Sakiz ve Bayrampasa olarak isimlendirilen enginar cesgitleridir
(Eser ve Ozen, 2005).
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1.3. Cynara Tiirleri Uzerinde Yapilan Galismalar

1.3.1. Fitokimyasal Caligmalar

Cynara scolymus basta Akdeniz tipi beslenmede olmak Uzere tUm dunyada
uzun yillardan bu yana gida olarak tuketilmekte ve geleneksel tedavide basta
karaciger ve safra rahatsizliklari olmak Uzere birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bitkide birgok farkli bilesik yer almasina karsin, yapilan
farmakolojik ¢alismalar dogrultusunda, etkiden sorumlu bilesiklerin kafeik asit
turevleri ve flavonoitler ile flavonoit glukozitleri oldugu dusundimektedir.
Biyolojik etki calismalari da daha ¢ok bu bilesikler Uzerine yogunlagsmistir
(Hausler ve ark., 2002). /n vitro ve in vivo c¢alismalarla enginarin
antikolesterol, antifungal, antibakteriyel, antikanser ve antioksidan etkileri de
kanitlanmistir (De Paolis ve ark., 2008). Antioksidan etkinin major fenolik
bilesiklerden kaynaklandigi; ayrica flavonoitlerin de sinerjik etkili olduklari
dusundlmektedir (Gil-lzquierdo ve ark., 2001; Ferracane ve ark., 2008).

Cynara scolymus Uzerinde yapilmis olan fitokimyasal ¢alismalar sonucunda
elde edilmis etkiden sorumlu bilesikler, kimyasal yapilarina gore
siniflandinimis olup fenolik bilesikler (kafeik asit tirevleri, flavonoitler) ve

terpenik bilesikler (seskiterpen laktonlar) bashklari altinda verilmigtir.

\ COOH

OH

HoOC OH
HO

OH OH OH

Kafeik Asit Kinik Asit
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1.3.1.1. Fenolik Bilesikler

COOH

OH

Cizelge 1.2. Cynara scolymus’tan izole edilen bazi fenolik bilesikler

Bilesik R
Gallik asit OH
Protokatesik asit H
COOR;

R,0

R3O0
Bilesik R1 R2 R3
Kafeik asit H H H
Feruoilkinik asit H Me H

(Sanchez-Rabaneda ve ark., 2003)



12

1.3.1.1.1. Kafeik Asit Turevleri

OR,
R= ©
HOOC OR4
HO
OH OR; ORy
Cizelge 1.3. Cynara scolymus’tan izole edilen kafeik asit tirevleri
Bilesik R1 R, Rs R4

Klorojenik asit (5-O-kafeoilkinik asit) H R H H
Kriptoklorojenik asit H H R H
Neoklorojenik asit H H H R
Psodoklorojenik asit (1-kafeoilkinik asit) R H H H
Sinarin (1,3-di-O-kafeoilkinik asit) R H H R
3,4-di-O-kafeoilkinik asit H H R R
1,5-di-O-kafeoilkinik asit R R H H
3,5-di-O-kafeoilkinik asit H R H R
4,5-di-O-kafeoilkinik asit H R R H

(Hausler ve ark., 2002; Clifford ve ark., 2008)
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OH

ﬁ / OH

o—cC
HOOC
OH
OH OH
Klorojenik asit
OH OH
HoOC OH
/ OH
c—o0 o—c¢
HO / || ||
O O
HO
Sinarin
OH
HOOC OH
cC—oO0 OH

o 7 |

HO
Psddoklorojenik asit

Sekil 1.2. Cynara scolymus’tan izole edilen major kafeik asit turevleri
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1.3.1.1.2. Flavonoitler

OH

OH 0]

Cizelge 1.4. Cynara scolymus'tan izole edilen flavonoitler

Bilesik R1 R>
Luteolin H OH
Luteolin-7-O-rutinozit (skolimozit) rut OH
Luteolin-7-O-glukopiranozit (sinarozit) glu OH
Apigenin H H
Apigenin-7-O-rutinozit rut H
Apigenin-7-O-glukopiranozit glu H

rut: rutinoz, glu: glukoz

(Mulinacci ve ark., 2004; Schitz ve ark., 2004)



HO

HOH,C

HO
HO

15

OH
O : O O Q
OH
HO
HO
OH OH o
Skolimozit
OH
0 o) o)
OH
OH
OH o)
Sinarozit

Sekil 1.3. Cynara scolymus’tan izole edilen bazi flavonoitler
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OH

OH O

Cizelge 1.5. Cynara scolymus’tan izole edilen diger bazi flavonoitler

Bilesik R
Narirutin rut
Naringenin H
Naringenin-7-O-glukopiranozit glu
Naringin Neohesperidozit

rut: rutinoz, glu: glukoz

(Sanchez-Rabaneda ve ark., 2003; Schutz ve ark., 2004)

1.3.1.2. Terpenik Bilesikler

Terpenik bilesikler, Asteraceae familyasina ait bitkilerin birgogunda fazla
miktarda rastlanan aci lezzette maddelerdir. Tasidiklari karbon atomu
sayllarina gére monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler ve sesterterpenler

olarak isimlendirilirler (Curadi ve ark., 2007).
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1.3.1.2.1. Seskiterpen Laktonlar

Enginarin karakteristik aci tadi, icerdigi seskiterpen laktonlardan ileri
gelmektedir. Seskiterpen laktonlar enginardaki aci maddeler olarak
adlandirilirlar. Act maddelerin %80’ini sinaropikrin olusturur. Enginar, icerdigi
seskiterpen laktonlar dolayisiyla sanayide likor eldesinde de kullanilir. Ayni
zamanda bitkiyi bdcek ve gesitli zararlilara karsi koruyan endojen olusumlar,

yine seskiterpen laktonlardir (Curadi ve ark., 2007).

Ekstreden biyolojik aktivite ile yonlendirilen fraksiyonlama ile Cynara
scolymus’tan izole edilen baslica seskiterpen laktonlar: sinaropikrin,
dehidrosinaropikrin, aguerin, sinaratriol, sinaraskolit, grosheimin ve

seskiterpen glukozitler sinaraskolozit A, B ve C'dir (Shimoda ve ark., 2003).



18

HO HIMMQOR

Cizelge 1.6. Cynara scolymus’tan izole edilen baglica seskiterpen laktonlar

Bilesik R

Sinaropikrin
OH

Aguerin

(Shimoda ve ark., 2003)
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S OH
o N
HO g OH
ool
RTIIT STTTNTE HO OH
(e}
(@]
Sinaraskolozit A
S OH
0 N
HO N OH
H i HO //OH
(@]
Sinaraskolozit B
S OH
0 N
o YL OH
T HO //OH

Sinaraskolozit C

Sekil 1.4. Cynara scolymus’tan izole edilen seskiterpen yapisinda baz bilesikler
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HO HmnoH 0 oy

T nn

o) o}
Sinaraskolit Grosheimin

HO

Tun

Sinaratriol

Sekil 1.4. Devam Cynara scolymus’tan izole edilen seskiterpen yapisinda
bazi bilegikler
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1.3.2. Biyolojik Etki Caligmalari

1.3.2.1. Kolesterol Dusurucu Etki

Enginarin yaprak ekstresinin ve icerdigi etkili bilesiklerin kolesterol duguricu
etkileri bulunmaktadir. Bu etki, sicanlardan izole edilmis hepatositler tizerinde
yapilan g¢alismalarla da ortaya konmustur. Bu galismalarda klorojenik asit,
sinarozit, luteolin ve kafeik asit turevlerinin, insulinin uyardigi HMG-CoA
(Hidroksimetil Glutaril Koenzim A) rediktaz enzimi tGzerindeki inhibitor etkileri
test edilmistir. HMG-CoA rediktaz, kolesterol biyosentezi tzerinde Kilit rol
oynayan bir enzim olup HMG-CoA'nin mevalonata donusumunu
katalizleyerek mevalonattan kolesterol olusumunu desteklemektedir. Enginar
yapraklarinda bulunan bilesikler HMG-CoA rediktaz Uzerinde inhibitor etki
gOstererek kolesterol olusumunu Onlemektedir (Fritsche ve ark., 2002;
Juzyszyn ve ark., 2008a). Yaprak ekstresinde bulunan sinarozit ve luteolin
HMG-CoA rediktaz enzimini kuvvetli bir sekilde inhibe ederken, klorojenik
asitin HMG-CoA reduktaz enzimi Uzerinde daha az etkili oldugu goéralmustar.
Bu sonuclar, enginar bilesiklerinin kolesterol biyosentezini dogrudan degil,
HMG-CoA rediktaz aktivasyon duzenleyici mekanizmalari inhibe ederek ve
inaktivasyon duzenleyici mekanizmalari stimule ederek dolayli olarak
azalttigini gostermektedir. Kolesterol biyosentez inhibisyonu Sekil 1.5'te
O0zetlenmektedir (Gebhardt, 1998).
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Asetil-CoA /
Aktivasyon
HMG-CoA / Mekanizmasi C\—

HMG-CoA
Rediiktaz

£ { ¢

Enginar
bilesikleri

 {{{{ ¢

V\ inaktivasyon /*_
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Sekil 1.5. Kolesterol biyosentezinde enginarda bulunan etkili bilegiklerin muhtemel
etki mekanizmalarini agiklayan yolak (Gebhardt, 1998)

Enginar yaprak ekstresinin '*C-asetat ile isaretlenmis sican karaciger
hicrelerinde kolesterol biyosentezini inhibe ettigi belirlenmigtir. Enginar
yaprak ekstresinin 0,007-0,1 mg/ml konsantrasyonunda %20 inhibisyon,
1 mg/ml konsantrasyonunda da %80 inhibisyon yaptigr gézlenmigtir. 50-100
pug/ml konsantrasyonda, sinarin ihmal edilebilir dlciide az etki gosterirken,
klorojenik asit %10-15, sinarozit %19-22, luteolin %51-63, sinarozit
B-glukozitle inkibe edildiginde %50-60 oraninda maksimum inhibisyon
gostermektedir. insan karaciger hiicrelerinde Iluteolinin etki orani %80’
gecmektedir. Buradan hareketle kolesterol sentezinin inhibisyonundan
sorumlu  bilesiklerin  luteolin  ve  glukozitleri  (sinarozit)  olduklari
dusunulmektedir. Buna kargilik insan karaciger hucrelerinde inhibisyon, eger
B-glukozidaz ile inkiibasyon olmaz ise ¢ok daha zayiftir. Bu durumun sebebi
sican hucrelerinde daha fazla endojen (-glukozidaz bulunmasi ile
aciklanabilir. B-glukozidaz, glukozitten (sinarozit), Iluteolin olugsumunu
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arttirmaktadir. Boylece luteolinin kolesterol biyosentezi Uzerinde inhibitor
etkiden sorumlu oldugu gorulmustur (Gebhardt, 2002).

Yapilan bir bagka calismada enginar yapraklarindan hazirlanan metanolll
ekstrelerin, oral yolla zeytinyagi verilmis farelerde 2 saat sonra meydana
gelen serum trigliserit seviyelerindeki yukselmeyi anlamli dlgude dusurdukleri
gOrulmustur (Shimoda ve ark., 2003).

Bir bagka calismada, intraven6z olarak verilen 100 mg/kg ve 200 mg/kg
dozda sinarinin tavsanlarin serum kolesterol seviyelerini %20 oraninda
dusurdugu tespit edilmigtir. Ayni calismada 30 mg/kg dozda, 70 gun sure ile
sinarin verilen siganlarin total serum lipit ve esterlesmis serum yag asitleri

seviyesindeki artisin anlamli olarak azaldigi gértulmastiur (ESCOP, 2003).

Yapilan klinik caligmalardan birinde serum LDL (dUsuk yogunluklu protein)’si
130 mg/dl ila 200 mg/dl, trigliserit miktari da 150 mg/dl ila 250 mg/dl arasinda
degisen 18 hiperlipidemili hastaya 20 gun sire ile sulu enginar yaprak
ekstresi verilmistir. Calisma sonunda hastalarin total kolesterol ve LDL-
kolesterol seviyelerinde dusls godzlenirken, trigliserit oraninin  arttig
g6zlenmistir. Hiperlipidemi hastalarinda endotel fonksiyonlarin bozulmus
olabileceginin gostergesi, ¢ozunebilir hucre molekulleri olan VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule-1), ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule-1) ve E-selektin miktarlarlarinin plazma icindeki seviyelerinin
artmasidir. Ayni galismanin sonunda ekstre grubundaki hastalarin plazma
¢ozunebilir hicre molekulu miktarlarinda dusus gozlenmis; ancak E-selektin
miktarinin degismedigi gorulmustur. Bu sonuglar enginar yaprak ekstresinin
aterosklerozisi olan hastalarda bozulan endotel fonksiyonlari Gzerinde olumlu

etkileri olabilecegini gdstermektedir (Lupattelli ve ark., 2004).

Yapilan ¢ift kor ve plasebo kontrolli bir klinik g¢alismada enginar
yapraklarindan hazirlanan  ekstrelerin  kolesterol dusurucu  etkileri
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gozlemlenmigstir. Yaglari 18 ila 75 arasinda degisen hiperlipidemili 75 eriskin
gonulli hastaya, ginde 1280 mg standardize enginar yaprak ekstresi 12
hafta streyle verilmigtir. Tedavi sonunda hastalarin kan deg@erleri dlguimus ve
istatistiksel olarak plazma kolesterol seviyelerinde anlamli bir dusis
gOzlenmigtir. Plasebo gruplarinda anlamli bir degisiklige rastlanmamigtir
(Bundy ve ark., 2008).

Englisch ve arkadaslar (2000) yaptiklari plasebo kontrollli bir ¢alismada ise
hiperlipoproteinemi teshisi konulmus 143 hastaya 6 hafta boyunca enginar
yaprak ekstresi vermiglerdir. Tedavi sonunda hastalarin total kolesterol ve
LDL degerleri Olgulmugtur. Total kolesterol seviyesinde %18,5; LDL
seviyesinde %22,9 oraninda azalma goérulmustur. Ayni ¢calismada 11 farkli
bitki torG kullanilmig ve serum Kkolesterol dizeylerinde en fazla dusisu

enginar ile kirmizi pirincin sagladiklari tespit edilmistir (Coon ve Ernst, 2003).

Heckers ve arkadaslar (2007), enginar yaprak ekstresinin kalitsal Tip lla
(n=15) veya Tip llb (n=2) hiperlipidemili hastalarin lipit seviyeleri Gzerindeki
etkisini arastirmislardir. Ug aylik calisma déneminin sonunda, dokuz hastaya
gunde bir kez 250 mg ve sekiz hastaya gunde U¢ kez 250’ser mg olmak
Uzere toplam 750 mg enginar yaprak ekstresi verilmigtir. Her bir doz
yemekten 15 dakika once verilmistir. 250 mg’lik tedavi grubunda ortalama
toplam kolesterol konsantrasyonu 381 mg/di'’den 375 mg/dl'ye diusmus ve
ortalama trigliserit konsantrasyonu 154 mg/dl'den 156 mg/dl'ye yikselmigtir.
750 mg’lik tedavi grubunda ortalama toplam kolesterol konsantrasyonu
372 mg/dl'den 382 mg/dl'ye yukselmig ve ortalama trigliserit konsantrasyonu
167 mg/dl'den 232 mg/dl'ye ylkselmistir. Sonuglarin herhangi biri istatistiksel
acgidan anlamli gikmamistir. Bu nedenle dért hastada enginar yaprak ekstresi
gunluk 1,5 gram kullanilmig ve ekstrenin kullanim suresi Ug¢ aydan alti aya
uzatilmigtir. Buna karsilik hastalarin kolesterol duzeylerinde herhangi bir
degisme olmamistir. Herhangi bir istenmeyen etki bildirilmemigtir. Sonuc¢

olarak, arastirmacilar enginar yaprak ekstresinin kalitsal Tip Il hiperlipidemisi
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olan hastalarin lipit seviyelerinde azaltici etkisinin olmadigini belirlemiglerdir
(Joy ve Haber, 2007).

1.3.2.2. Koleretik Etki

Yapilan bir galismada luteolin-7-glukozit, klorojenik asit ve sinarinin koleretik
etkileri arastinimistir. Sicanlardan izole edilmis karaciger Uzerinde yapilan
arastirmada luteolin-7-glukozitin koleretik etki gostermedigi; ancak sinarin ve
klorojenik asitin safra salgisint %10 ila %20 arasinda arttirdiklari géralmustur.
Ayni calismada flavonoitlerden Iluteolin ve 7-O-glukozitinin kolesterol

sentezinin inhibisyonunda etkili olduklari belirlenmigtir (Schitz ve ark, 2006).

Kurutulmus enginar yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrelerin, kulttre
alinmig sigan karacigerinin safra kanallarindaki safra salgisini arttirdigi
g6zlenmistir (ESCOP, 2003).

Siganlarda yapilan calismalarda, standardize yaprak ekstresinin safra asit
konsantrasyonunu arttirici etkisinin, koleretik bir ilag olan dehidrokolik asitten

daha gugclu oldugu tespit edilmistir (Rodriguez ve ark., 2002).

1.3.2.3. Hepatoprotektif Etki

Yapilan bir galigmada enginardan izole edilen klorojenik asit, izoklorojenik
asit, sinarin, luteolin-7-glukozit ve Kkinik asitin izole edilmis sigan
hepatositlerinde CCl, (karbon tetraklortr) ile olusturulan harabiyet Gzerindeki
hepatoprotektif etkileri (karaciger koruyucu etki) incelenmigtir. Calisma
sonunda sadece sinarinin hepatoprotektif etki gosterdigi gorulmugtur (Adzet
ve ark., 1987).
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Speroni ve arkadaslari (2003) siganlar Uzerinde yaptiklari bir calismada
enginar yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin karaciger tzerindeki koruyucu
etkilerini incelemislerdir. Bu calismada sigan karacigerinde CCl; ile
olusturulan intoksikasyon ©Oncesinde enginar yaprak ekstresi ile
saglanabilecek karaciger Uizerinde koruyucu etki arastinimistir. CCl,’e maruz
birakilan siganlarin karaciger hucrelerinde endoplazmik retikulumda sisme,
blyuk koful olusumu ve mitokondriyal hasar gézlenmistir. Buna kargin CCl,’e
maruziyet oncesi enginar yaprak ekstresi verilen sigan grubunun karaciger
hicrelerinde endoplazmik retikulum ve mitokondride herhangi bir hasar
belirtisi gérilmemistir. Calisma sonucunda enginarin karaciger hicrelerinde
koruyucu ve rejenere edici etkinlige sahip oldugu tespit edilmigtir. Dokularda

meydana gelen degisimler Sekil 1.6'da ve Sekil 1.7°de verilmektedir.

Sekil 1.6. (A) Kontrol grubu sigcanlarin karaciger hcrelerinin mikroskoptaki
gorantist (Buyutme: x114). (B) CCls’e maruz birakilan sigcanlarin hasar gérmis
karaciger hucrelerinin mikroskoptaki gorintusu (Buyitme: x114) (Speroni ve ark.,
2003)
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Sekil 1.7. (A) CCly’e maruz birakilan siganlarin hasar gérmus karaciger hiicrelerinin
elektron mikroskobundaki goéruntist (Buyutme: x4000). (B) Koruyucu amagcla
2000 mg/kg enginar yaprak ekstresi verilen siganlarin karaciger hicrelerinin elektron
mikroskobundaki goriintist (Speroni ve ark., 2003)

Mehmetcik ve arkadaslan (2008) vyaptiklari bir g¢alismada CCl, ile
olusturulacak karaciger harabiyeti Oncesi enginarin karaciger koruyucu
etkilerini incelemiglerdir. Bu calismada dort farkh gruba ayrilan siganlardan
izole edilen karaciger hucreleri Uzerinde; plazma transaminaz aktivitesi, lipit
peroksidasyonuna yol acan malondialdehit (MDA) ve glutatyon seviyeleri
Olgulmusgtur. CCls’'e maruz birakilan gruptaki siganlarin intoksikasyon
sonrasinda karaciger enzimlerinde (plazma alanin transaminaz, plazma
aspartat transaminaz) ve malondialdehit olusumunda artis; glutatyon
seviyelerinde azalis gorulmuastir. Buna karsin CCl,’e maruziyet 6ncesi iki
hafta sureyle enginar yaprak ekstresi verilen grupta yer alan siganlardan elde
edilen karaciger enzim degerlerinde anlamh degisiklikler bulunmustur. Ekstre
grubundaki sigcanlarin karaciger enzimleri ve malondialdehit seviyelerinde
azalma, glutatyon peroksidaz dizeyinde artis gorulmustir. Boylelikle
enginarin karaciger uzerinde onemli bir koruyucu etkinligi oldugu sonucu bir
kez daha desteklenmistir (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. (1) Kontrol grubu siganlarin karaciger hucrelerinin mikroskoptaki
gobrantist. (2) Enginar yaprak ekstresi verilen siganlarin karaciger hicrelerinin
mikroskoptaki goruntist. (3) CCls’e maruz birakilan siganlarin hasar goérmis
karaciger hucrelerinin mikroskoptaki gorintisu. (4) Koruyucu amacla enginar yaprak
ekstresi verildikten sonra CCl,’e maruz birakilan siganlarin karaciger htcrelerinin
mikroskoptaki gorintisit (Mehmetgik ve ark., 2008)

Enginar yaprak ekstresinde bulunan polifenolik yapidaki maddelerin ve
flavonoitlerin, sigan karaciger kultirinde lipit peroksidasyonuna yol agan
malondialdehit olusumunu azalttiklari belirlenmistir  (Gebhardt, 1997).
Tersiyer butil hidroperoksit'e (t-BHP) maruz birakilmis siganlardan izole
edilmis karaciger hucreleri Uzerinde enginar yapraklarindan elde edilen sulu
ekstrelerin antioksidan ve hepatoprotektif etkileri incelenmigtir. Arastirma
sonucunda ekstre grubundaki siganlarda doza bagimh olarak hem MDA
olusumunun hem de laktat dehidrojenaz (LDH) miktarinin azaldigi
gorulmastir. Enginar sulu ekstresinde bulunan kafeik asit, klorojenik asit,

sinarin ve sinarozitin ECso (maksimum tepkinin %50’sine karsilik gelen
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konsantrasyon) degerleri 8,1 pg/ml; 12,5 pg/ml; 15,2 pg/ml ve 28 pg/mi
olarak ol¢ulmustir (Gebhardt ve Fausel, 1997).

Huber ve arkadaslar (2009), yaptiklari bir galismada enginar yapraklarindan
hazirlanan ekstrelerin, kronik Hepatit C Gzerindeki etkilerini arastirmislardir.
Bu calismada, alanin aminotransferaz duzeyleri normal Ust sininn 1,5
katindan fazla olan 17 kronik Hepatit C hastasina, 12 hafta boyunca enginar
yaprak ekstresi iceren bitkisel preparattan giinde 10 kapstil (sabah 3 kapsitil;
0gle 3 kapsul; aksam 4 kapsul) verilmistir. Bir kapstlde 320 mg kuru enginar
yaprak ekstresinin bulundugu preparattan, Uretici firma gunde en fazla 6
kapsul alinmasini uygun gordagunua belirtmistir. Buna karsilik enginar yaprak
ekstresinin toksisitesi dusuk oldugundan calisma sirasinda 10 kapsul
kullaniimistir. Bu sturecte hicbir istenmeyen etki gorilmedigi bildirilmigtir.
Calisma sonunda hastalarin alanin aminotransferaz duzeyleri dlgulmus ve
anlamli bir degisiklige rastlanmamistir. Sonug olarak, enginarin kronik Hepatit
C hastalarinda alanin aminotransferaz enzimi Uzerinde herhangi bir etkiye

sahip olmadigi belirtiimistir.

Lohr ve arkadaslan (2009), yaptiklar bir in vitro galismada, standardize
enginar yaprak ekstresinin, inkibe edilmis insan karaciger hucresinin
fizyolojisi Uzerindeki etkilerini incelemiglerdir. Karaciger hucreleri 48 saat
boyunca ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) plaklarinda
inkibasyona birakilmigtir. ELISA plaklarinin 96 kuyucuguna uygulanan
hidcrelerden yarisi 24. saatte alinmig, 10 pg/ml ve 100 pg/ml test
bilesenleriyle muamele edilmistir. Hucre proliferasyonu ELISA yontemi ile
kontrol edilmistir. Calisma sonucunda 100 pg/ml konsantrasyonda enginar
yaprak ekstresi ile inkiibe edilen hicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz
aktivitesinde anlamh bir artis tespit edilmigtir. Daha dusuk dozlarda etki
gOzlenmemigtir. Bu sonugclar enginar yaprak ekstrelerinde bulunan bilegiklerin

hiicre proliferasyonunda énemli rol Ustlendigini gostermektedir.
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1.3.2.4. Antioksidan Etki

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tirleri, basta kanser olmak Uzere birgok
hastalida sebep olan faktorlerin basinda yer almaktadir. Antioksidan etkili
bilesikleri iceren dogal ve sentetik Urtnlerin kullaniimasi, serbest radikallerin
olusturdugu hasarlari azaltmakta ya da onune gegmektedir (Cervellati ve
ark., 2002). Yapilan in vitro ve in vivo caligmalarda enginarin guglu
antioksidan etkili oldugu goérulmuastir. Enginarin; reaktif oksijen turlerinin
olusumunu azalttigi, LDL oksidasyonunu Onledigi, lipit peroksidasyonunu ve
protein oksidasyonunu engelledigi veya azalttigi ve glutatyon peroksidaz
seviyelerini arttirdig1 yapilan galigsmalarla tespit edilmistir (Mehmetgik ve ark.,
2008).

Yapilan bir galismada enginar yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrelerin
antioksidan etkileri incelenmistir. Total antioksidan etkiye, tum serbest
radikallerin hangi oranda suUpuUraldiklerinin  6lglulmesiyle ulasiimaktadir.
Serbest radikal sUpurictu etkinin  Rancimat deneyi ile odlguldugu bu
calismada, enginar yapraklarinda bulunan bilesiklerin antioksidan etkili
olduklari gorulmustur. En yuksek etkiyi luteolin ve klorojenik asit gostermistir.
Bu calismada ayrica luteolin-7-glukozit ve sinarinin de antioksidan etkili
olduklar tespit edilmistir. Bu etkiler a-tokoferol ile kiyaslandiginda ise a-

tokoferolln daha etkili oldugu belirlenmistir (Fritsche ve ark., 2002).

Enginar yapraklarinin ve baslarinin antioksidan etkileri Uzerine birgok
arastirma yapilmigtir. Yapilan ¢alismalarda sulu metanollli ekstrelerin in vivo
glutatyon peroksidaz seviyelerinde artig olusturdugu, in vitro LDL

oksidasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir (Jimenez-Escrig ve ark., 2003).

Bir baska calismada bitkinin yapraklarindan izole edilen sinarin, klorojenik
asit, luteolin-7-rutinozit ve luteolin-7-O-glukopiranozit (sinarozit) bilesiklerinin
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalini sipuricu etkileri test edilmis, en
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yuksek aktiviteyi sinarinin gosterdigi belirlenmigstir (Fritsche ve ark., 2002;
Wang ve ark., 2003).

Reaktif oksijen tirleri olarak bilinen hidroksil radikali, stperoksit anyon,
singlet oksijen ve lipit peroksitler birgok hastaligin olugsmasina neden
olmaktadir. Bu reaktif turler 6zellikle DNA ve RNA'yl hedef almaktadir (Pietta
ve ark., 1998; Ozturk ve ark., 2004). Enginar yapraklarindan hazirlanan
ekstrelerin ROS (Reaktif Oksijen Turleri) olusumunu azalttigi tespit edilmigstir
(Juzyszyn ve ark., 2008b). Yapilan bir calismada enginar yapraklarinin
etanolll ekstresinin (50 pg/ml) endotel hicrelerinde ROS dretimini %60, sulu
ekstresinin (50 pg/ml) %43 oraninda azalttigi belirlenmistir (Zapolska-Downar
ve ark., 2002).

Enginar bitkisi antioksidan bilesikler agisindan oldukga zengin bir kaynaktir.
Buradan yola c¢ikilarak yapilan bir galismada 3 hafta boyunca erkek siganlara
enginar yaprak ekstresi verilmigtir. Total antioksidan aktivite ve enzim
aktivitesi; DPPH ile serbest radikal supuricu etki, demir azaltici antioksidan
etki-FRAP (Ferric-Reducing Antioxidant Power), LDL oksidasyonunda bakir
katalizor inhibisyonu metotlari kullanilarak olgtlmustir. Calisma sonunda
enginar yaprak ekstresinin, oksidasyona sebep olan ajanlar Gzerinde anlamli
bir azaltici etki gosterdigi gorulmustur. Elde edilen bulgular 1g1ginda enginarin
reaktif oksijen tarlerinin olusumunu inhibe ederek etki ettigi disunilmektedir.
Bir gram kuru materyalin in vitro DPPH aktivitede ve FRAP degerleri
Uzerindeki etkisinin; 29,2 mg ila 62,6 mg C vitamini ile 77.9 mg ila 159 mg E
vitaminine esdeger oldugu bulunmustur. Yine bu galismadan elde edilen
veriler, enginarin plazmada Urik asit miktarini diger antioksidanlara nazaran
¢cok kisa slrede (4 dak) dusurmeye basladigini; ancak sire ilerledikce (30
dak) etkisinin diger antioksidanlara yakin oldugunu gostermigtir (Jimenez-
Escrig ve ark., 2003).
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Llorach ve arkadaslarnn (2002) ise vyaptiklari bir calismada enginar
yapraklarindan hazirlanan sulu, metanolli ve sulu-metanollii ekstrelerin
DPPH ve ABTS (2,2-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik  asit))
radikallerini sUpurict etkilerini inceleyerek antioksidan aktivite tayini
yapmiglardir. Her U¢ ekstrede de antioksidan aktivite goridlmustir. Buna
karsin metanolll ve sulu metanollu ekstrelerde daha yuksek etki gozlenmistir.

Bu durumun sebebinin metanol ve sulu metanol kullanilarak ekstre edilen
materyalden daha fazla fenolik bilesik c¢ekilmesine bagl oldugu
dusundlmektedir. Calismada linoleik asit peroksidasyonunun inhibisyonuna
da bakilmis ve enginardan hazirlanan ekstrelerin, sentetiklerle yarigir 6lgude
etkili olduklari goértlmustir. 1 mg enginar yaprak ekstresinin aktivitesi,
sentetik bir antioksidan olan BHA'nin (3-tert-butil-4-hidroksianisol) 250 pg’ina
esdeder bulunmus ve lipit peroksidasyonunu %80 oraninda azalttigi tespit
edilmistir (Llorach ve ark., 2002).

Bitkilerdeki total polifenoller ile bu maddelerin antioksidan etkileri arasinda bir
iliski bulunmaktadir. Polifenoller bitkilerin dis ortam kosullarina ve
mikroorganizmalara kargi geligtirdikleri savunma mekanizmasi ile olusan
artnlerdir. Sentetiklerle yarigir 6lgude antioksidan etkilidirler. Bu nedenle bazi
bitki ekstreleri sentetik antioksidanlara alternatif olarak kullaniimaktadir
(Alamanni ve Cossu, 2003). Yapilan bir calismada, farkh zamanlarda
toplanmis enginar numuneleri Gzerinde total polifenolik maddelerin miktari ve
antioksidan etkileri incelenmistir. Fenolik maddelerden oOzellikle klorojenik
asitin antioksidan etkiden sorumlu oldugu ve LDL oksidasyonunu inhibe ettigi
bilinmektedir. DPPH testi sonunda enginar braktelerinden hazirlanan %80
metanolli ekstrelerin, sentetiklerle yarisir Olgide antioksidan olduklari
gorulmustur. Calisma esnasinda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda,
erken toplanan enginarlarda daha fazla, ge¢ toplanan enginarlarda ise daha
az miktarda polifenolik madde oldugu tespit edilmistir. Bu nedenledir ki erken
toplanan materyallerden hazirlanan ekstrelerin antioksidan aktivitesi de daha

yuksek bulunmustur (Curadi ve ark., 2005).



33

1.3.2.5. Antimikrobiyal Etki

Mossi ve Echeverrigaray (1999), yaptiklari bir ¢alismada etanol ve
diklorometan ile hazirladiklari enginar yaprak ekstrelerinin  gesitli
mikroorganizmalar Uzerindeki antibakteriyel etkilerini incelemislerdir.
Diklorometan ekstresi 5 mg/ml konsantrasyonda Staphyloccus aureus,

Bacillus cereus ve Bacillus subtilis Gizerinde bakterisit etki gostermigtir.

Enginarin gdvde ve vyapraklarinin kloroformlu, etanolli ve etilasetatl
ekstrelerinin antimikrobiyal etkinlikleri agar difuzyon teknigi kullanilarak
incelenmis ve tum ekstrelerin, Candida albicans, Candida lusitaniae,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, Aspergillus
niger, Penicillium oxalicum, Mucor mucedo ve Cladosporium cucumerinum’a
kargl antifungal ve antibakteriyel etki gosterdikleri tespit edilmistir (Zhu ve
ark., 2005a).

Yapilan bir baska calismada enginarin toprak Ustl kismina ait gévde ile
yapraklarinin kloroformlu, etanolli ve etilasetath ekstreleri, disk difiizyon
teknigi kullanilarak incelenmigtir. Calismada yedi patojen bakteri (Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Agrobacterium tumefaciens, Micrococcus
luteus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas
aeruginosa); dort maya (Candida albicans, Candida lusitaniae,
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces carlsbergensis); dort kuf
mantari (Aspergillus niger, Penicillium oxalicum, Mucor mucedo ve
Cladosporium  cucumerinum)  kullanilmistir.  Tum  suglar  Gzerinde

antimikrobiyal etkinlik gézlenmistir (Zhu ve ark., 2005b).
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1.3.2.6. Antispazmodik Etki

Bu konuda yapilan bir ¢calismada enginar yaprak ekstresinden alinan cesitli
fraksiyonlarin, antispazmodik etkileri kobaylar (guinea pig) Uzerinde yapilan
deneylerle arastiriimistir. Fraksiyonlardan en Umit verici etkiyi diklorometan
fraksiyonu gostermigtir. Bu fraksiyonun 1Csp (The Half Maximal Inhibitory
Concentration) degeri 0,93 mg/ml'dir. Bu fraksiyonda seskiterpen lakton
yapisinda olan sinaropikrin (IC50,=0,065 mg/ml) etkiden sorumlu madde
olarak bulunmustur. Sinaropikrinin etkisi diklorometan fraksiyonunun 14 kati
olarak Ol¢lilmus ve papaverine esdeger etkinlikte oldugu goéralmuastur
(Emendorfer ve ark., 2005).

1.3.2.7. Antihipertansif Etki

Kan basincinin kontrolinde son derece 6nemli olan NO (Nitrik Oksit) guclu
bir vazodilator etkiye sahiptir. Damarlar icin olduk¢ca 6nemli olan NO, eNOS
(Endotelyal tip Nitrik Oksit Sentaz) ile dretilir. NO sentezinin NOS inhibitorleri
ile bloke edilmesi sonucunda periferik vazokonstriksiyon olusur ve bununla
birlikte kan basincinda artig gordlur. Yapilan bir ¢alismada enginar
yapraklarinin sulu ekstresi, etilasetat ve n-butanol karigimi ile fraksiyonlama
sonucu elde edilen bir alt organik faz ile sulu alt fazdan olusan bu Ug¢
ekstrenin eNOS aktivitesi test edilmigtir. Test, insan gobek bagi venlerinin
endotelyal hucrelerinden elde edilen hlcre dizisi Uzerinde gergeklestiriimistir.
Enginar yaprak ekstresi, eNOS aktivitesini arttirirken organik alt fraksiyonun
daha gugclu bir etki gosterdigi, sulu alt fraksiyonun ise etki gostermedigi
gorulmustur. Yine ayni ekstrelerle yapilan bir bagka c¢alismada da izole
edilmis sigan aort halkalarinin organik alt fraksiyon ile inkibasyonu sonunda
NO aracili vazodilator cevabin fazlalastigi tespit edilmistir. Etkiyi gosteren
orneklerdeki kafeoilkinik asit ve flavonoit miktarlarina bakildiginda organik alt
fraksiyonun oldukga zengin, sulu alt fraksiyonun ise fakir oldugu gorulmustur.
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Calismalarda luteolin ve sinarozitin eNOS aktivitesini arttirdigi tespit edilmigtir
(Li ve ark., 2004).

1.3.2.8. Sindirim Sistemi Uzerine Etki

Goni ve arkadaslar (2005) tarafindan yapilan bir galismada enginar yaprak
ekstresinin kolon bakteriyel enzimlerinin metabolik aktiviteleri tzerine etkileri
incelenmistir. Bu amagla sigan kér bagirsag: kullanilmistir. Ug hafta boyunca
138,2 mg/kg enginar yaprak ekstresi verilen siganlarin kor bagirsak
duvarinda hipertrofi ve bagirsak iceriginde artigla birlikte enzim aktivitesinde
yukselme go6zlenmigtir. Bulgular enginarin sindirilemeyen kisimlarinin

bagirsak sagligi uzerinde olumlu etkileri olabilecegini dusundurmustur.

irritabl kolon sendromu; kas agrisi, bagirsak hareketlerindeki diizensizlik
veya bulanti, gaz, konstipasyon ya da diyare ile karakterize olan bir
hastaliktir. Asiri duyarlilik, anormal kasiimalar, badirsaktaki duzensizliklerin
yani sira beslenme ve stres de hastalik sebepleri arasinda gosterilmektedir
(Videlock ve Chang, 2007). Alimanya’da yapilan bir calismada gesitli sindirim
sikayetleri olan 553 hastaya 6 hafta boyunca standardize edilmis enginar
yaprak ekstresi verilmis ve farkli sindirim gsikayetlerindeki degisiklikler
incelenmigtir. Calisma sonunda yapilan istatistiksel degerlendirmeler isiginda
kas agrilarinda %75,6; abdominal kramplarda %77,6; karinda siskinlikte
%65,5; mide gazinda %66,4 ve kabizlikta da %70,6 oraninda anlamh
dususgler saptanmistir (Walker ve ark., 2001).

Yapilan bir klinik calismada standardize enginar yaprak ekstrelerinin,
hazimsizlik gikayeti olan saglikli gonullulerdeki irritabl kolon sendromu
semptomlari Uzerindeki etkileri incelenmistir. 208 gonulliye 2 ay boyunca
randomize olarak ginde 320 mg ya da 640 mg standardize enginar yaprak
ekstresi verilmistir. Tedaviden sonra hastalarda irritabl kolon sendromu

insidansinda %26,4; Nepean Dispepsi indeksi (NDI) total semptom skorunda
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%41 oraninda anlamli bir digus gorulmuagstur. Hastalarin bagirsak hareketleri
normale donmus, degisken diyare/konstipasyon sikayetleri azalmigtir (Bundy
ve ark., 2004).

Sindirim sikayetleri olan 247 hastada yapilan 6 haftalik cift koér, plasebo
kontrolli bir bagka calismada, 129 hastaya 320 mg yaprak ekstresi iceren
preparatlar gunde 3 kez 2 kapsul olarak verilmigtir. 115 hastaya da plasebo
uygulanmugtir. lyilesme kriterleri olarak, NDI hayat kalitesi ve total semptom
skorlari deg@erlendiriimistir. 6 haftalik tedavi sonunda ekstre grubundaki
hastalarin sindirim sikayetlerindeki azalma, kontrol grubuna gore anlamli

derecede yuksek bulunmustur (Holtmann ve ark., 2003).

Yapilan baska bir ¢alismada ise 454 dispepsi hastasi iki gruba ayriimis;
I. gruba 2 ay sureyle giinde 320 mg, Il. gruba yine 2 ay sureyle giunde 640
mg enginar yaprak ekstresi verilmistir. Calisma sonunda iyilesme kriteri
olarak, NDI hayat kalitesi ve total semptom skorlari degerlendiriimigtir.
8 haftalik tedavi sonunda her iki ekstre grubundaki hastalarda total dispepsi

skorunda %40’lik bir azalma gdézlenmigtir (Marakis ve ark., 2002).

Sindirim sikayetlerinin yani sira mide ve bagirsak florasindaki duzensizlikler
de son yillarda oldukca fazla istenmeyen etkileri bulunan antibiyotiklerin
kullanimina bagh olarak artis gostermistir. Gastrointestinal mikrofloradaki
duzensizlikleri kontrol altina almak amaciyla alternatif tedavi metotlari 6nem
kazanmistir. Yapilan c¢alismalar enginar yapraklarindan hazirlanan sulu
ekstrelerin mide ve bagirsak florasinin duzenlenmesinde dikkate deger
etkilerinin oldugunu gostermigtir (Abdo ve ark., 2007).



37

1.3.2.9. Diger Etkiler

Standardize yaprak ekstrelerinin alkol tiketimi sonrasinda meydana gelen ve
“aksamdan kalma” diye nitelendirilen semptomlar Uzerindeki etkileri
incelenmigtir. Bu amagla 15 gonudllude yapilan plasebo kontrolli bir
calismada kisilere 320 mg standardize yaprak ekstresi iceren preparattan
ginde 3 kapsil verilmistir. Calisma sonucunda standardize enginar yaprak
ekstresinin alkol tiketimine baglh olarak gelisen bas agrisi, susuzluk, kas
agrisi, uykusuzluk ve mide bulantisi gibi semptomlarin 6nlenmesinde

herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Pittler ve ark., 2003).

Enginar indlin icerigi acisindan da degerlendirimektedir.  indlin;
sindirilemeyen ve 0zellikle Compositae familyasina ait bitkilerde daha fazla
bulunan bir karbonhidrattir. indlinin  sindirilememesinin  nedeni diger
karbonhidratlarda oldugu gibi glukozun a-1,2 baglariyla degil; 8-2,1 baglariyla
baglanmis olmasidir. inilin, bagirsakta bulunan bakteriler tarafindan
fermentasyona ugratilarak yararli etkilerini géstermektedir. indlin, kalsiyum ve
magnezyum absorpsiyonunu arttirirken kolesterolii diisiirmektedir. indlinin
etkinligi polimerizasyon derecesi (DP,) ile Olgulmektedir. Polimerizasyon
derecesi ne kadar yiksekse etkinlik de o oranda fazladir. Ayni miktarlarda ve
ayni sartlarda hindiba, kara hindiba ve enginar Gzerinde yapilan ¢alismada
enginardaki intlinin polimerizasyon derecesinin daha yuksek oldugu tespit
edilmigtir. Hindiba, karahindiba ve enginardaki inulinlerin DP, degerleri
sirasiyla 12, 25 ve 46 olarak bulunmustur (Lopez-Molina ve ark., 2005).

Enginar Uzerinde yapilan g¢alismalar sonucunda elde edilen bulgularin
artmasiyla, enginardan besin 6gesi disinda farkl amaglar dogrultusunda da
yararlanilabilece@i gorulmustir. Enginar, polifenol oksidaz enzimi agisindan
oldukca zengin bir kaynaktir (Lopez-Molina ve ark., 2003b). Polifenol
oksidaz, bakir iceren ve monofenollerin polifenollere hidroksilasyonunu
katalizleyen bir enzimdir (Espin ve ark., 1997; Aydemir, 2004; Dogan ve ark.,
2005). Polifenol oksidaz enzimi insanlar igin toksik, hatta kanserojen etkileri
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olan fenolleri yukseltgeyerek polifenolleri olusturur. Polifenoller ise
antioksidan etkili bilesiklerdir (Llorach ve ark., 2002). Enginarin tagidigi dogal
enzimler olan peroksidaz ve polifenol oksidaz (tirozinaz) enzimlerinin,
insanlar icin toksik etki goOsteren =zararl fenollerin uzaklastirimasinda
kullanilabilecegi dusunulmus ve bu amagcla bir ¢alisma yapilmistir. Lopez-
Molina ve arkadaglari (2003a) yaptiklari galismada fenol kaynagi olarak
klorofenol ve L-dopa kullanmiglar ve substratlari su ile 25°C’de aerobik
kosullarda inkibasyona birakmiglardir. Fenol iceren sularn enginar
ekstreleriyle muamele etmisler, boylelikle uzaklasgtirilan, yani polifenollere
donusen fenol miktarlarini bulmuslardir. Calisma sonunda enginardan
hazirlanan basit ekstrelerin, fenollerin  %90’in1 uzaklastirdigini tespit

etmislerdir.

1.3.3. Farmakokinetik Calismalar

Enginar yaprak ekstresi oral vyolla kullanildiginda, kanda ve Urede
hidroksisinnamik asit metabolitlerine rastlanmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda
kanda sadece kafeik asite rastlanmigtir. Wittemer ve arkadaslari, yaptiklari
bir calismada kafeoilkinik asitlerden olusan baska metabolitlere de
ulasmiglardir. Oral yolla enginar yaprak ekstresi alan kisilerden alinan kan ve
idrar o6rneklerinde HPLC ile yapilan analizler sonucunda kafeik asit,
dihidrokafeik asit, ferulik asit, dihidroferulik asit ve izoferulik asit
metabolitlerinin bulundugunu belirlemislerdir. Bu metabolitlerin, enginar
yapraklarinda bulunan kafeoilkinik asitlerden iki metabolik yolakla olustuklari
dusunulmektedir (Sekil 1.9) (Wittemer ve Veit, 2003; Wittemer ve ark., 2005).
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Sekil 1.9. Kafeoilkinik asitler ve metabolitleri (Wittemer ve ark., 2005)

Sinarinin farmakokinetik o6zelliklerini incelemek igin yapilan bir ¢alismada
siganlara intravendz (i.v.) olarak sinarin verilmis ve HPLC kullanilarak
kandaki durumu zamana karsi gozlemlenmistir. Calisma sirasinda,
hayvanlardan sinarin verilmeden ©Once ve sinarin verildikten sonra kan
alinmig ve kan Orneklerine ait HPLC kromatogramlari incelenmigtir. Sinarin
hayvanlara verildikten 5 dakika sonra dolagsimda timuyle yer almistir. Belirli
zaman araliklarinda kan alinarak sinarinin kandaki konsantrasyonu
izlenmistir. Sinarinin eliminasyon yari dmrunun ¢ok dusuk oldugu goérulmus,
ayni zamanda c¢ok kisa bir slirede karaciger fonksiyonlarinda artis
g6zlenmistir. Bu gelismeler arastirmacilara, sinarinin oral yolla alindiginda ilk
gegcis eliminasyonuna ugramasi ihtimalini disundUrmustir. Eger Oyle ise
(enginar preparatlari oral yolla alindigindan) biyoyararlanimin daha dusuk
olacagini belirtmislerdir (Alonso ve ark., 2006).
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1.3.4. Toksisite Caligsmalari

Sulu alkollii enginar yaprak ekstresinin erkek sicanlarda oral LDsy degeri
2000 mg/kg, intraperitonal LD;o degeri 1000 mg/kg olarak hesaplanmistir.
Sulu ekstresinin oral LD4o degeri 2000 mg/kg, intraperitonal LDso degeri 265
mg/kg olarak bulunmustur (ESCOP, 2003).

Sinarinin farelerdeki LDso degeri 1900 mg/kg vucut agirligidir. Siganlardaki
intraperitonal LDsy degeri 800 mg/kg, tavsanlarda ise 100 mg/kg olarak
Olcilmus ve toksik etki gozlenmemistir. 40 gun boyunca siganlara
intraperitonal olarak gunde 50-400 mg/kg sinarin, tavsanlara da 30 gin
boyunca intraperitonal yolla ginde 50 mg/kg sinarin verildiginde toksik etki
gozlenmemigtir (ESCOP, 2003).

Enginarin insanlardaki toksisitesi ile ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir
(Blumenthal ve ark.,1998).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Bitkisel Materyal

Bu calismada bitkisel materyal olarak Konya Selguk Universitesi Ziraat
Fakultesi Tibbi Bitkiler Ciftligi'nde kultiri yapilan Cynara scolymus L.
(enginar) yapraklari kullanildi. Yapraklar toplandiktan sonra usulliine uygun
olarak kurutuldu ve hazirlanan &rnekler Ankara Universitesi Eczacilik
Fakdiltesi Herbaryumu’'na (AEF 24775) kaldinldi. Herbaryum 6rneklerine ait
resim Sekil 2.1’de verilmistir.



Sekil 2.1. Cynara scolymus L.
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HPLC ile kalite kontrol calismalarinda kullaniimak Gzere, ¢esitli firmalara ait
enginar yaprak ekstresi iceren bitkisel drtinler (BU) eczanelerden ve

piyasadan temin edildi. Bitkisel Grtnlerin igerikleri asagida veriimektedir.

BU 1: Cynara scolymus (yaprak) + Silybum marianum (tohum)
BU 2: Cynara scolymus (yaprak)
BU 3: Cynara scolymus (yaprak) + Silybum marianum (tohum)
BU 4: Cynara scolymus (yaprak)
BU 5: Cynara scolymus (yaprak) + Silybum marianum (tohum)
BU 6: Cynara scolymus (yaprak)

2.1.2. Kimyasal Maddeler, Cihazlar ve Gerecler

Cozuculer

Etilasetat Riedel-de Haen
Kloroform Riedel-de Haen
Metanol Merck
n-Butanol Merck

Hekzan Riedel-de Haen
Sualfurik asit Merck

Glasiyal asetik asit Atabay Kimya
Formik asit Aklar Kimya
Fosforik asit Merck

Asetonitril Merck
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Standart Maddeler

Klorojenik asit Sigma C3878
Luteolin Sigma L9283
Naringenin Sigma N5893
Apigenin Serva 13700

Adsorbanlar

Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar

Yontem Adsorban
ince Tabaka Kromatografisi Silika jel 60 Fos4

(ITK) (Merck, 1. 05554 20x20 hazir kaph plak)
Kolon Kromatografisi Silika jel 60

(KK) (70-230 mesh, 0.063-0.200 mm,

Merck 1.07734.1000 ASTM)

Revelator

Vanilin/H,SO4 (Vanilin’in derisik sulfurik asit igcindeki %1’lik ¢ozeltisi)
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Cozicu Sistemleri

Kromatografik c¢alismalarda kullanilan ¢6zici sistemleri Cizelge 2.1'de

verilmigtir.

Cizelge 2.1. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢6zicl sistemleri

Cozucu Uygulama Alani
Kloroform KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (95:5) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (90:10) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (85:15) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (82,5:17,5) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (80:20) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (75:25) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (70:30) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (60:40) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (50:50) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (40:60) KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol (20:80) KK (Silika jel)
Metanol KK (Silika jel)
Kloroform:Metanol:Su (61:32:7) iTK
Metanol:Su (70:30) iTK
Etilasetat:Metanol:Glasiyal asetik asit:Formik asit K
(90:25:10:10)
Etilasetat:Glasiyal asetik asit:Formik asit:Su Tk
(100:11:11:26)
Etilasetat:Metanol:Su (100:13,5:10) iTK
Etilasetat:Metanol:Su (100:25:10) iTK
Etilasetat:Metanol:Su:Formik asit (100:25:10:5) iTK
Etilasetat:Metanol:Su:Formik asit (100:15:10:5) iTK
Fosforik asit:Su (0,5:99,5) HPLC
Fosforik asit:Su (0,2:99,8) HPLC
Asetonitril HPLC




Kullanilan Cihazlar

HPLC Sistemi

UV Lambasi

Kitle Spektrometresi
NMR Spektrometresi

Liyofilizator

Spray Dryer
Evaporator
Kromatografi Tanki
Terazi

Ultrasonik Banyo
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Agilent 1100 G1315 DAD

Camag

Waters 2695 Allia Micromass ZQ
Varian Mercury 400, 400 MHz High
Performance Digi

Christ Gamma 2-16 LSC

Buchi B290 Mini Spray Dryer
Buchi, Buchi RE 111, Heidolf 5111
Camag (Cam kuvet, 22 x 23 x 8)
Ohaus Adventurer Pro

Julabo USR-3
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2.2.YOntem

2.2.1. Fitokimyasal Caligmalar

2.2.1.1. Ekstraksiyon Calismalari

izolasyon ¢alismalarina baglamadan énce en uygun ekstraksiyon yontemine
karar vermek amaciyla farkh ekstraksiyon teknikleri denendi. Elde edilen
toplam kuru ekstre miktarlari tartilarak verimler hesaplandi. En verimli

ekstraksiyon yontemi segildi.

2.2.1.1.1. Perkolasyon

Kurutulmus ve toz edilmis enginar yapraklarindan 20 g tartildi ve perkolatore
usuline uygun olarak dolduruldu. Yapraklarin tzerine metanol:su (70:30)
konularak 1slanmasi saglandiktan sonra perkolatérde 24 saat boyunca
maserasyona birakildi. 24 saatin sonunda perkolatorden ¢ozicu gecirilerek
ekstre toplandi. Bu igleme ekstre renksiz gelene kadar devam edildi. Pilili
suzge¢ kagidindan slzulen ekstre rotavaporda kuruluga kadar uguruldu.
Balon icerigi ultrasonik banyoda su ile alindiktan sonra ekstre donduruldu ve

liyofilize edildi. Kurutulan ekstre tartilarak verim hesaplandi.

2.2.1.1.2. Hareketli Maserasyon

Kurutulmus ve toz edilmis enginar yapraklarindan 20 g tartildi ve metanol:su
(70:30) ile 3 gun sureyle oda sicakliginda mekanik karistiricida ekstre edildi.
Her giin ¢c6zlcu sistemi yenilenerek verim arttirildi. Pilili sizge¢ kagidindan

suzllen ekstre rotavaporda kuruluga kadar uguruldu. Balon igerigi ultrasonik
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banyoda su ile alindiktan sonra ekstre donduruldu ve liyofilize edildi.
Kurutulan ekstre tartilarak verim hesaplandi.

2.2.1.1.3. Soxhlet Ekstraksiyonu

Kurutulmus ve toz edilmis enginar yapraklarindan 20 g tartilarak selllozdan
yapilmis kartusa dolduruldu. Soxhlet ekstraktérinde geri geviren sogutucu
altinda 8 saat sureyle metanol:su (70:30) ile ekstre edildi. Pilili stizgeg
kagidindan suzulen ekstre rotavaporda kuruluga kadar uguruldu. Balon
icerigi ultrasonik banyoda su ile alindiktan sonra ekstre donduruldu ve

liyofilize edildi. Kurutulan ekstre tartilarak verim hesaplandi.

2.2.1.2. Metanol-Su Ekstresinin Hazirlanmasi

On galismalarda en yiiksek verime sahip olan ekstraksiyon yonteminin
hareketli maserasyon oldugu tespit edildi. Bu dogrultuda izolasyon

caligmalari igin total ekstrenin ayni yontemle hazirlanmasina karar verildi.

Cynara scolymus’un kurutulmus yapraklarindan 750 g alinarak, 15 litre
metanol:su (70:30) ile oda sicakliginda 5 gun slreyle mekanik karistirici
yardimiyla ekstraksiyon gergeklestirildi. Coztcu sistemi her gun yenilenerek
verim arttirildi. Elde edilen ekstre, pilili sizge¢ kagidindan suzuldikten sonra
rotavaporda yogunlastirildi. Balon igerigi ultrasonik banyoda su ile alindiktan
sonra ekstre donduruldu ve liyofilize edildi. Kurutulan ekstre tartilarak verim

hesaplandi.
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2.2.1.3. Metanol-Su Ekstresinin Fraksiyonlandiriimasi

Enginar yapraklarindan elde edilen ekstre tamamen kurutulduktan sonra etkili
bilesikleri elde etmek amaciyla izolasyon galismalarina gecildi. isleme ilk
olarak sivi-sivi ekstraksiyonu ile baglandi. 50 g kuru ekstre 500 ml distile
suda ¢oOzuldi ve ayirma hunisine alinarak Uzerine sirasiyla; n-hekzan
(3x500 ml), kloroform (4x500 ml), etilasetat (4x500 ml) ve n-butanol
(4x500 ml) eklenerek esktraksiyon gergeklestirildi. n-Butanol ile
fraksiyonlandirmada, n-butanol dncelikle su ile doyuruldu. Partisyon igleminin
sonunda sulu ekstre ile birlikte toplam begs fraksiyon elde edildi. Elde edilen
hekzan, kloroform, etilasetat ve n-butanolli ekstreler dusuk sicaklik ve
basingta yogunlastirilarak, sulu ekstre ise liyofilize edilerek kurutuldu ve
tartildi. Cynara scolymus bitkisinin yapraklarindan elde edilen sulu metanolli
ekstrenin sivi-sivi ekstraksiyon ile fraksiyonlandirilmasi islemine ait sema

Sekil 2.2°de verilmigtir.
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Cynara scolymus

Mekanik karistirici
Metanol:Su (70:30)

Sulu Metanollu Ekstre

+
Distile su
l Cozildi
+
n-Hekzan
v
A_:tlk Hekzanlh Ekstre
Kloroform
Artik Kloroformlu Ekstre
+
Etilasetat
v v
Artik Etilasetath Ekstre
+
n-Butanol
A 4 v
Sulu Ekstre n-Butanollt Ekstre

Sekil 2.2. Cynara scolymus’un sulu-metanolll yaprak ekstresinin sivi-sivi
ekstraksiyonla fraksiyonlandirma semasi



51

2.2.2. Kromatografik Caligmalar

2.2.2.1. ince Tabaka Kromatografisi

Cynara scolymus’un vyapraklarindan farkli ekstraksiyon yontemleriyle
hazirlanan sulu-metanollii ekstrelerin ITK analizleri, denenen sistemlerden en
uygunu olan ¢Ozucu sistemi 2 ile yapildi. Sivi-sivi ekstraksiyondan elde
edilen fraksiyonlarin ITK analizleri de asadida belirtilen ¢dziicti sistemleri

kullanilarak incelendi.

Adsorban : Silika jel 60 F2s4 (Merck, 1. 05554 20x20) hazir kapli
plak

COzicu Sistemi 1 : Metanol:Su (70:30)

Cozucu Sistemi 2 : Kloroform:Metanol:Su (61:32:7)

Cozucu Sistemi 3 : Etilasetat:Glasiyal asetik asit:Formik asit:Su
(100:11:11:26)

Cozucu Sistemi 4 : Etilasetat:Metanol:Su (100:13,5:10)

Cozucu Sistemi 5 : Etilasetat:Metanol:Glasiyal asetik asit:Formik asit
(90:25:10:10)

Revelator - Vanilin’in sulfurik asit icindeki %1’lik ¢ozeltisi
(Vanilin/H,S0O4)

Enginar yapraklarinin sulu-metanollt ekstresinden sivi-sivi ekstraksiyonu ile
elde edilen fraksiyonlar ise Silika jel 60 Fzs4 (Merck, 1.05554 20x20) kapli
hazir plaklar Uzerinde, her bir fraksiyon igin ayri olarak Cizelge 2.2'de
belirtilen ¢ozucu sistemleri kullanilarak incelendi. Bilesiklere ait lekeler
Vanilin/H,SO4, reaktifi ile 1sitma sonucunda belirlendi.
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Cizelge 2.2. Cynara scolymus’un sulu-metanollu ekstresinden sivi-sivi
ekstraksiyonu ile elde edilen fraksiyonlarin ITK analizi i¢in kullanilan

¢Ozicu sistemleri

Fraksiyon

Kullanilan ITK Coéziici Sistemleri

n-Hekzan Fraksiyonu

n-Hekzan:Etilasetat (9:1)
n-Hekzan:Etilasetat (8:2)

Kloroform Fraksiyonu

n-Hekzan:Etilasetat (9:1)

Kloroform:Metanol (7:3)

Etilasetat Fraksiyonu

Etilasetat:Metanol:Su (100:13,5:10)
Kloroform:Metanol:Su (61:32:7)
Etilasetat:Glasiyal asetik asit:Formik asit:Su (100:11:11:26)

n-Butanol Fraksiyonu

Etilasetat:Metanol:Su (100:13,5:10)
Kloroform:Metanol:Su (61:32:7)
Etilasetat:Glasiyal asetik asit:Formik asit:Su (100:11:11:26)
Kloroform:Metanol:Glasiyal asetik asit:Formik asit
(90:25:10:10)

Sulu Fraksiyon

Etilasetat:Metanol:su (100:13,5:10)
Kloroform:Metanol:Su (61:32:7)
Etilasetat:Glasiyal asetik asit:Formik asit:Su (100:11:11:26)
Kloroform:Metanol:Glasiyal asetik asit:Formik asit
(90:25:10:10)

Cynara scolymus’un n-butanolli ekstresinden izole edilen bilesikler ise,
Silika jel 60 Fus4 (Merck, 1. 05554 20x20) hazir kaph plaklar Gzerinde

etilasetat:glasiyal asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26) ¢6ziicu sisteminde

incelendikten sonra lekeler Vanilin/H,SO,4 reaktifi ile 1sitma sunucunda

g0Ozlendi.
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2.2.2.2. Kolon Kromatografisi

Etkiden sorumlu olabilecek bilesik/bilegikleri izole etmek amaciyla, n-
butanolli ekstrenin kullaniimasina karar verildi. Bu amacla izolasyon

calismalarina oncelikle kolon kromatografisi yontemiyle baslandi.

2.2.2.2.1. Kolonun Hazirlanmasi

Adsorban olarak Silika jel 60 (70-230 mesh, 0.063-0.200 mm, Merck
1.07734.1000 ASTM) kullanildi. 120 g silika jel tartilarak, 5 cm ¢apinda ve
67 cm boyundaki cam kolona kloroform ile karistirildiktan sonra hava
kabarcigl kalmayacak sekilde dolduruldu ve daha sonra ayrimi yapilacak n-

butanolll ekstre uygulandi.

2.2.2.2.2. Ekstrenin Kolona Uygulanmasi

n-Butanollii ekstrenin kolona uygulanmasi kuru tatbik (Slurry) metoduna gore
yapildi. Bu amagla n-butanollii ekstre tam olarak tartildiktan sonra (5 g) bir
kapsulde n-butanol igerisinde tamamen ¢6zuldu ve agirligr kadar silika jel 60
(5 g) ile karnistinldi. Kurumasi igin geker ocak altina birakildi. Tamamen
kurutulduktan sonra silika jele emdiriimis ekstre kolona tatbik edildi. Ekstrenin
ust kismina bir miktar daha silika jel ilave edilerek ekstrenin kolonda
havalanmasi  engellendi.  Elusyon iglemiyle, n-butanolli  ekstre
fraksiyonlandiriimaya baslandi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kolon kromatografisi galigmasina ait bir resim

2.2.2.2.3. n-Butanollii Ekstrenin Fraksiyonlandirilmasi

Elisyon iglemine kloroform ile baslandi ve Cizelge 2.3'te belirtildigi sekilde
kloroform:metanol’in giderek artan polaritedeki karisimlari ile devam edildi.
Son olarak saf metanol ile yikanarak iglem sonlandirildi. Fraksiyonlar
100 mllik hacimlerde toplandi ve toplam 155 fraksiyon elde edildi. Elde
edilen fraksiyonlar ITK ve HPLC ile incelenerek R; (Retention factor)

degerleri ayni olan fraksiyonlar birlestirildi.
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Cizelge 2.3. Butanolli ekstrenin fraksiyonlandiriimasinda kullanilan ¢dzticli oranlari

Sistem No Coziuciu Oranlari

1 Kloroform

2 Kloroform:Metanol (95:5)
3 Kloroform:Metanol (90:10)
4 Kloroform:Metanol (85:15)
5 Kloroform:Metanol (82,5:17,5)
6 Kloroform:Metanol (80:20)
7 Kloroform:Metanol (75:25)
8 Kloroform:Metanol (70:30)
9 Kloroform:Metanol (60:40)
10 Kloroform:Metanol (50:50)
11 Kloroform:Metanol (40:60)
12 Kloroform:Metanol (20:80)
13 Metanol

On temizleme isleminden sonra fraksiyonlarin igerdikleri bilesikleri
saflagstirmak amaciyla, preparatif ince tabaka kromatografisi ve

kristallendirme gibi yontemlerden yararlanildi.

2.2.2.3. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarda bulunan bilesikleri
saflastirmak amaciyla, diger bir kromatografik yontem olan preparatif ince
tabaka kromatografisinden yararlanildi. Silika jel 60 Fus4 (Merck 1.05744,
20x20, 0.5 mm) kaplanmis hazir plaklar tGzerinde Cizelge 2.4'te belirtilen

¢ozucu sistemleri kullanilarak temizleme iglemi gergeklestirildi.
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Cizelge 2.4. Preparatif ince tabaka kromatografisinde kullanilan ¢ézlicu sistemleri

Sistem No Cozuci Sistemi

Etilasetat:Metanol:Su (100:13,5:10)

Etilasetat:Metanol:Su (100:25:10)

1
2
3 Etilasetat:Metanol:Su:Formik asit (100:25:10:5)
4 Etilasetat:Metanol:Su:Formik asit (100:15:10:5)

Etilasetat:Glasiyal asetik asit:Formik asit:Su
(100:11:11:26)

Lekelerin belirlenmesi igin plaklar, aluminyum folyo ile kapatilip, kenardan
yalnizca 1 cm’lik bir bolge agik birakildi ve bu kisma Vanilin/H,SO, reaktifi
uygulandi. Belirlenen lekeler kazinarak maddeler toplandi ve metanol
icerisinde ultrasonik banyoda 15 dakika birakilip stzuldi. Sizme islemi silika
jeli gecirmeyecek capta porlara sahip stizge¢ kagidindan (S&S Filter paper
circles, 125 mm, 589% blue ribbon) yapildi. Siiziintiler rotavaporda

yogunlastirilarak, HPLC ile safliklari kontrol edildi.

2.2.3. izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini

Kolon ve preparatif ince tabaka kromatografisi yardimiyla birbirinden ayrilan
bilesikler kristallendirme ya da kromatografik yontemlerle saflastirildi ve her

bir bilesigin yapisi asagida belirtilen spektroskopik yontemlerle tayin edildi.

2.2.3.1. NMR Spektroskopisi

Bilegiklerin MeOD ve DMSO (Dimetil sulfoksit) icinde hazirlanan ¢dzeltilerinin
'H-NMR ve C-NMR spektrumlari Ankara Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Merkez Laboratuvari I’de bulunan Varian Mercury 400, 400 MHz High

Performance Digi NMR Spektrometre cihazi kullanilarak alindi.
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2.2.3.2. Kitle Spektroskopisi

izole edilen bilesiklerin kiitleleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Merkez Laboratuvari [I’'de bulunan Waters 2695 Allia Micromass ZQ marka
LC/MS cihazi ile 6lculdu. Ornekler metanol igcinde ¢ozulup, diltie edildikten
sonra asagida verilen sartlar altinda 2 pl enjekte edilerek analizler yapildi.

LC/MS Sartlari

HPLC Sistemi : Waters Alliance
Kolon :C 18

Hareketli Faz A : Metanol:Su (50:50)
Hareketli Faz B . Asetonitril

Akis Hizi : 0,5 ml/dak
Sicaklik : 25°C

Enjeksiyon Hacmi : 2 ul

2.2.3.3. UV Spektroskopisi

Bilesiklerin metanol ve DMSO iginde hazirlanan ¢ozeltilerinin farkli dalga
boylarinda UV spektrumlari Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nde
bulunan Agilent 1100 G1315 DAD cihazi kullanilarak alindi.

2.2.4. HPLC ile Kalite Kontrol Caligmalari

HPLC ile kalite kontrol galigmalarinin yapilabilmesi igin standart maddelerden
stok cozeltiler; bitkisel materyalden numune ¢ozeltileri; fitoesdegerlik kontrolu
yapilacak olan piyasadan temin edilmis bitkisel trlnlerden analiz ¢ozeltileri
hazirlandi. Klorojenik asit ya da sinarin Uzerinden standardize oldugu
bildirilen bitkisel Urlnlerdeki etkin madde miktarlarini tespit etmek igin
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standartlara ait kalibrasyon egrileri ¢izildi ve bitkisel Urtnlerdeki etkin
maddelerin miktar tayini G¢ paralel 6lcimle yapildi.

2.2.4.1. Analiz YOntemi

Calismamizda Cynara scolymus yapraklarindan hazirlanan sulu-metanolli
total ekstrenin, sivi-sivi ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin, kolon
kromatografisi sonrasinda n-butanolli  ekstreden fraksiyonlandirilan
fraksiyonlarin, saflastirma islemi sirasinda ITK analizleri dogrultusunda
birlestiriimis fraksiyonlarin, izole edilen bilesiklerin, standart madde ve kalite
kontroll yapilacak bitkisel GrGnlerin analizleri HPLC ile yapildi. Analiz
sirasinda C 18 ters faz kolon kullanildi. Avrupa Farmakopesi monografinda
yer alan HPLC yonteminden ve literatir yontemlerinden yararlanildi. Bu
yontemler pik ayriminin iyi oldugu sekilde modifiye edilerek analizler
gerceklestirildi. Analizler, maksimum UV absorpsiyonunun gerceklestigi
270 nm ve 330 nm'de yapildi. Cozucl sistemi olarak fosforik asit:su
(0,2:99,8) (A), asetonitril (B) kullanildi. Analizlerde kullanilan gradient eltisyon
sistemi Cizelge 2.5’te verilmistir.

2.2.4.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Naringenin ve izole edilen klorojenik asit (CS-2) ile sinarozit (CS-1) standart
maddelerinden 10’ar mg tartildi. 10 ml’lik balon jojede bir miktar metanol:su
(70:30) ile ultrasonik banyoda ¢o6zuldu. Cozeltiler metanol:su (70:30) ile 10
ml'ye tamamlandi. Stok c¢ozeltiden (10 mg/10 ml) diluisyon yolu ile farkli
konsantrasyonlarda 0,625 pg/ml; 1,25 pg/ml; 2,5 pg/ml; 5 pg/ml; 10 pg/mi;
50 pg/ml; 100 pg/ml olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Luteolinden 5 mg tartildi. 100 ml'lik balon jojede bir miktar metanol:su (70:30)
ile ultrasonik banyoda c¢oOzuldi. Co6zelti metanol:su (70:30) ile 100 mlye
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tamamlandi. 50 pg/ml stok ¢ozelti hazirlanmis oldu. Stok ¢ozeltiden dillisyon
yolu ile farkh konsantrasyonlarda 0,625 pg/ml; 1,25 pg/ml; 2,5 pg/ml;
5 ug/ml; 10 pg/ml olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Apigeninden 10 mg tartildi. 100 ml’lik balon jojede bir miktar metanol:su
(70:30) ile ultrasonik banyoda c¢ozuldu. Coézelti metanol:su (70:30) ile 100
ml'ye tamamlandi. 100 pg/ml stok ¢ozelti hazirlanmig oldu. Stok ¢ozeltiden
dilisyon yolu ile farkh konsantrasyonlarda 0,625 pg/ml; 1,25  upg/ml;
2,5 pg/ml; 5 pg/ml; 10 pg/ml; 50 pg/ml olacak sekilde standart ¢ozeltiler

hazirlandi.

2.2.4.3. Numune Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bitkisel materyal olarak kullanilan Cynara scolymus’un kurutulmus ve toz
edilmis yapraklarindan 300 mg tartildi. Metanol:su (70:30) karisimi ile
manyetik karnigtincida 15 saat sdreyle c¢ozicu sistemi yenilenerek
ekstraksiyon yapildi. Stzulerek balon jojeye alinan suzuntd %70 metanol ile

100 ml'ye tamamlandi.

2.2.4.4. Bitkisel Uruin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Piyasadan temin edilen ve enginar yaprak ekstresi iceren 6 adet bitkisel
arindn kalite kontrol analizi icin HPLC ydnteminden yararlanildi. Bitkisel
ardnlerin her birinden 5 adet kapsul alinip icleri bosaltildi. Havanda
karistirildiktan sonra, her birinden 300’er mg tartildi. Bir miktar %70 metanol
ilave edilerek ultrasonik banyoda etkili bilesiklerin ¢ozinmesi saglandi.
Cozelti 0,45 uym capindaki membran filtreden suzllerek balon jojede %70

metanol ile 100 ml'ye tamamlandi.
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Cizelge 2.5. HPLC analizlerinde kullanilan gradient ellisyon sistemi

Zaman (dak) Hareketli Faz A (%)  Hareketli Faz B (%)  Akis Hizi (ml/dak)

0 94 6 1,2
20 70 30 1,2
25 70 30 1,2

2.2.4.5. HPLC $Sartlan

HPLC Sistemi : Agilent 1100 Series G1315 DAD

Kolon : Supelcosil (250 x 4,6 mm; 5 ym partiktl bayUkIugu)
Hareketli Faz A : %0,2 Fosforik asit iceren su

Hareketli Faz B : Asetonitril

Akis Tipi : Gradient Elisyon

Akis Hizi : 1,2 ml/dak

Sicakhk : 25°C

Enjeksiyon Hacmi : 10 pl
Dalga Boyu : 270 nm, 330 nm

2.2.5. Spray Dryer Calismalari

Enginar yapraklarindan kuru ekstre elde etmek igin spray dryer ile galisildi.
Metanol, etanol ve su ile ayri ayri hazirlanan ekstreler ile kuru ekstre elde
etme calismalarina baglandi. Bu agsamada amag en iyi kalitede tozun hangi
¢cozicu ile yapilan ekstraksiyon sonucunda elde edildigini gormekti. Her
denemede alinan veriler bir sonraki analiz igin degerlendirildi. Her analizde

yalnizca bir parametre degistirilerek en iyi kalitede toz elde edilmeye c¢alisildi.
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ilk denemelerin ardindan sulu ekstrelerden daha iyi sonug alindigi gériild,

kalite ve verim arttirma galismalarina sulu ekstrelerle devam edildi.

Sulu ekstreler ile yapilan birgok denemenin sonunda istenen kalitede kuru toz
elde edilemeyince gesitli ¢ézum yollari arandi. Bunun igin dncelikle bitkinin
kimyasal igerigi goz Onune alindi. Bitkide bulunan ve analizi olumsuz
etkileyen bazi maddeler elimine edilirse daha saglikli sonug alinabilecegi
dusundldu. Bu amagcla yapraklara petrol eteriyle 6n ekstraksiyon uygulandi.
Soxhlet ekstraktorii yardimiyla 8 saat slreyle ekstraksiyon gergeklestirildi.
Ardindan manyetik karigtiricida 3 saat sureyle su ile ekstraksiyon yapildi.
Buna benzer 6n ekstraksiyon calismalarinda da istenen kalitede toz elde
edilemeyince kaydirici maddelerden yararlanilmasina karar verildi ve bu

amacla laktoz kullanildi.

Yapilan galigmalarin neticesinde o6n ekstraksiyon iglemi uygulamanin ve

kaydirici kullaniminin gerekli oldugu sonucuna varildi.

Sonu¢ olarak analiz icin 10 g enginar vyaprag: tartildi. Soxhlet
ekstraksiyonuyla petrol eteri kullanilarak 8 saat ekstraksiyon gergeklestirildi.
Ardindan manyetik karigtiricida 3 saat su ile ekstraksiyon yapildi. Elde edilen

100 ml sulu ekstreye 2 g laktoz ilave edilip spray dryer’a uygulandi.

Spray Dryer Sartlari

Cihaz : Blchi B290 Mini Spray Dryer
Dahili Sicaklik :100°C
Aspiratdr Durumu : %100

Pompa Ayari (Basing) : %40 (12 ml/dak)

Nozzle Akis Hizi Orani  : 25 (nozzle skalasinda)



62

3. BULGULAR

3.1. Fitokimyasal Caligmalara Ait Bulgular

3.1.1. Ekstraksiyon Caligmalarina Ait Bulgular

Total ekstre hazirlama yontemine karar verebilmek amaciyla denenmis farkh
ekstraksiyon teknikleri sonucunda elde edilen ekstre verimleri Cizelge 3.1'de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Cynara scolymus yapraklarina uygulanan farkli ekstraksiyon
yontemlerine ait ekstrelerin verimleri

Yéntem Ekstre Miktan () Verim (%)

Perkolasyon 4,9247 g 24
Hareketli Maserasyon 54811 g 27
Soxhlet Ekstraksiyonu 2,4516 g 12

3.1.2. Metanol-Su Ekstresine Ait Bulgular

Cynara scolymus’un yapraklarindan (750 g) metanol:su (70:30) ile hareketli
maserasyon yontemi kullanilarak hazirlanan total ekstrenin miktari 199,37 g;

verimi ise %26,58 olarak bulundu.
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3.1.3. Metanol-Su Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasina Ait Bulgular

Cynara scolymus’un yapraklarindan hazirlanan sulu metanolli ekstreden
elde edilen n-hekzan, kloroform, etilasetat, n-butanol ve sulu fraksiyonlarin

miktarlari Sekil 3.1°de verilmistir.

Cynara scolymus

Sulu Metanolli Ekstre (50 g)

|

n-Hekzan

A 4 A 4

Kloroform

|
l l

Etilasetat | Kloroformlu Ekstre (0,6450 g)

|
1 l

n-Butanol Etilasetath Ekstre (0,6750 Q)

v v

Hekzanh Ekstre (0,6068 g)

Sulu Ekstre (41,30449) n-Butanollt Ekstre (5,0947 g)

Sekil 3.1. Cynara scolymus’tan sulu metanolllii ekstraksiyonla elde edilen ekstrenin
fraksiyonlandirilmasi sonucu elde edilen ekstreler ve miktarlari
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3.2. Kromatografik Bulgular

3.2.1. ince Tabaka Kromatografisi Bulgulari

Cynara scolymus yapraklarindan farkli ekstraksiyon teknikleriyle hazirlanan
ekstreler izerinde iTK incelemeleri yapildi. Ayrimin iyi oldugu ¢6ziicii sistemi
2'deki ITK sonuglari Sekil 3.2'de sirasiyla Perkolasyon (1), Hareketli
Maserasyon (2) ve Soxhlet Ekstraksiyonu (3) seklinde numaralandirilarak

gOsterilmisgtir.

Sekil 3.2. Cynara scolymus'’tan farkli ekstraksiyon teknikleri ile hazirlanan
ekstrelerin ¢o6zicu sistemi 2'de Vanilin/H,SO, ile muamele sonrasi ITK
kromatogramlari
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Cynara scolymus’un sulu metanolll ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin
ITK analizi yapildi. Fraksiyonlarin ¢dziicii sistemi 2, 3, 4 ve 5 ile yapilan iTK
sonuglari Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da sirasiyla n-hekzanli
fraksiyon (1), kloroformlu fraksiyon (2), etilasetatli fraksiyon (3), n-butanolli

fraksiyon (4) ve sulu fraksiyon (5) seklinde numaralandirilarak gosterilmistir.

2345|lll

Sekil 3.3. Cynara scolymus’un sulu metanollli ekstresinden elde edilen
fraksiyonlarin ¢oziicl sistemi 2'de sirasiyla gun isiginda, UV 254 nm'de,
UV 366 nm'de ve Vanilin/H,SO, ile muamele sonrasi ITK kromatogramlari

12345...

Sekil 3.4. Cynara scolymus’un sulu metanollt ekstresinden elde edilen
fraksiyonlarin ¢ozlicu sistemi 3'te sirasiyla gun isiginda, UV 254 nm'de,
UV 366 nm’de ve Vanilin/H,SO, ile muamele sonrasi ITK kromatogramlari
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Sekil 3.5. Cynara scolymus’un sulu metanollt ekstresinden elde edilen
fraksiyonlarin ¢ozlicu sistemi 4'te sirasiyla guin isiginda, UV 254 nm'de,
UV 366 nm’de ve Vanilin/H,SO, ile muamele sonrasi ITK kromatogramlari

12345...

Sekil 3.6. Cynara scolymus’un sulu metanolll ekstresinden elde edilen
fraksiyonlarin ¢ozlicu sistemi S'te sirasiyla guin isiginda, UV 254 nm'de,
UV 366 nm’de ve Vanilin/H,SO, ile muamele sonrasi ITK kromatogramlari

3.2.2. Kolon Kromatografisi Bulgular

Cynara scolymus yapraklarindan oda sicakliginda hazirlanan sulu metanolli
ekstreden elde edilen n-butanol fraksiyonundan kolon kromatografisi ile elde
edilen fraksiyonlar ve ellisyon icin kullanilan ¢ézlculerin oranlar Cizelge

3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kolon kromatografisinde elde edilen fraksiyonlar
ve kullanilan ¢ézlcl oranlari

Fraksiyon Co6zucl Oranlan
1-9 Kloroform
10-18 Kloroform:Metanol (95:5)
19-38 Kloroform:Metanol (90:10)
39-62 Kloroform:Metanol (85:15)
63-77 Kloroform:Metanol (82,5:17,5)
78-88 Kloroform:Metanol (80:20)
89-99 Kloroform:Metanol (75:25)
100-107 Kloroform:Metanol (70:30)
108-120 Kloroform:Metanol (60:40)
121-132 Kloroform:Metanol (50:50)
133-141 Kloroform:Metanol (40:60)
142-149 Kloroform:Metanol (20:80)
150-155 Metanol

3.2.3. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi Bulgulari

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin igerdikleri bilesikler ITK ve
HPLC ile incelendikten sonra ayni bilesikleri iceren fraksiyonlar birlestirildi.
Birlestirmeden sonra elde edilen fraksiyonlar preparatif ince tabaka
kromatografisi ile Bolum 2.2.2.3te anlatildigi sekilde temizlenerek
saflastirlldi, CS-1 ve CS-2 olarak kodlandirilan bilesikler izole edildi (Sekil
3.7; Sekil 3.8).



CYNARA SCOLYMUS

Oda sicakliginda metanol:su ile
karistirict yardimiyla ekstre edildi

Sulu Metanoll( Ekstre

Suda ¢ozuldi

n-Hekzan Kloroform Etilasetat n-Butanol Su

Kolon Kromatografisi, Kloroform:Metanol

89

1-19 2223 | || 2720 ||| 36-38 ||| 41-42 ||| 4855 64-95 107-138
2021 | | 2426 | | 30-35 | | 39-40 | | 43-47 ||| 5663 96-106 || | 139-155
Cs-1 CS-2

Sekil 3.7. Sivi-sivi ekstraksiyon ve kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin sematik gosterimi
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Fraksiyon 1-19 (236,7 mg)

l
Fraksiyon 20-21 (32 mg)
Fraksiyon 22-23 (46,9 mg)
Fraksiyon 24-26 (79,8 mg)
l
Fraksiyon 27-29 (69,4 mg)
Fraksiyon 30-35 (157,3 mg)
l
Fraksiyon 36-38 (68,2 mq)

Fraksiyon 39-40 (66,6 mQ)

Fraksiyon 41-42 (75,9 mg)

Fraksiyon 43-47 (167 mg)

|

Fraksiyon 48-55 (177,7 mg)

l

Fraksiyon 56-63 (212,5 mg)

l

Fraksiyon 64-95 (901,8 mg)

v

CS-1

v

CS-1

Fraksiyon 96-106 (415,1 mg)

Fraksiyon 107-138 (698,5 mg) » | CS-2

Fraksiyon 139-155 (237,2 mg)

Sekil 3.8. n-Butanollil fraksiyondan kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar
ve izole edilen maddeler
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3.3. izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini Bulgulari

3.3.1. CS-1 Bilesiginin Yapi Tayini

Cynara scolymus

l

Sulu Metanollt Ekstre

|

n-Butanollil Fraksiyon

Kloroform:Metanol (85:15)

Kolon Kromatografisi '

43-47. Fraksiyon
48-55. Fraksiyon

Preparatif ITK
Etilasetat:Metanol:Su:Formik asit
100:15:10:5

CSs-1
(55 mg)

Sekil 3.9. CS-1 bilesiginin izolasyon semasi



Default file o ' B
CS-2 272 (4.566) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+
o 449.42 6.52e6
449.60
r"
%_
342 52 450.28
279.42 201.64 450.50
208.20 _
| 8%085941 229.35 306.06 5 08
: 83.
1 9.
| 22 57 22650 [366-88 384.30 a4 45450 503.60 548.90
0 MM MMM Lhwmm[mmmww wumlmmmbm

| 250 275 300 325 350 375 400 425 45 525 550

m/z

Sekil 3.10. CS-1 bilesiginin ES MS spektrumu

TL



CS-2_20Nov2009

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: CS-2_20Nov2009
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Temp. 22.0 C / 295.1 K
Mercury-400BB "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.992 gec

Width 6402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1l, 400.1759697 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 50 sec

Sekil 3.11. CS-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu

cL



C8=-2_20Nov2009-09:20:34

Archive directory: fexport/home/vnmrl /vnmrsys/data
SEample directory: CS-2_20Mov2009-09:20:34
File: CARBON

Pulse Segquence: s2pul

Solvent: DMSO
Temp. 22.0 € / 295.1 K
Mercury-400BE "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degreecs

Acg. time 1.199 seac

Width 25125.6 H=z

5000 repetiticna

OBSERVE (13, 100.6243868 MH=z
DECOUPLE H1l, 400.1779559 MH=z
Power 37 4B

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line breoadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 49 sac

1 r
| " L o b b i 1
II||I]|FIIIljlllllIIII]|||I|rlli|f||l|l|l|||l|||IJII|I1IIll|lI!IIII|I|I|[ll||1IIll||I|IL|I'I'I]'IIII|IiII|lIiI||h|||Il|l|l|l||ll

220 200 is80 160 140 120 100 80 60 40 20 0 Ppm

Sekil 3.12. CS-1 bilesiginin **C-NMR spektrumu

€L



Formuli
HOH,C 0
OH
HO
HO
Molekiil Adi
Molekiil Agirhgi

Molektl Formuli

Ozelligi

74

. Luteolin-7-glukopiranozit (Sinarozit)
: ESMS [M]*, m/z 449,2
: C21H20011

: Sari amorf toz

Cizelge 3.3. CS-1 bilesiginin *H ve *C-NMR bulgulari

Kimyasal Kayma Proton C atomu o (ppm)
- - C-1 -
- - C-2 164,4
6,75 (1H, s) H-3 C-3 103,0
- - C-4 181,8
- - C-5 161,0
6,45 (1H, d; J = 2) H-6 C-6 99,7
C-7 162,8
6,79 (1H, d; J=2) H-8 C-8 94,6
C-9 156,8
- C-10 105,2
C-r 121,2
7,42 (1H,d; J=2) H-2" C-2 113,4
C-3 145,7
Cc-4 149,9
6,90 (1H, d; J =8) H-5 C-5 115,8
7,46 (1H, dd; J =2;8) | H-6" C-6" 119,0
c-1" 99,4
5,08 (1H, d; J=6,6) | glukoz c-2" 72,9
3,16-3,72 (m) protonlari C-3" 76,3
c-4" 69,4
C-5" 77,0
C-6" 60,4
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Sari renkli, amorf toz gérinimunde olan CS-1'in UVs4'te agik sari, UV3g6'da
koyu sari renk verdigi gozlenmigtir. Vanilin/sulfurik asit reaktifi ile 105°C’de
Isitilinca sari turuncu renk gézlenmis, rengin zamanla kahverengiye donmesi
bilesigin flavonoit olabilecegini disunduirmustir. Bilesigin metanolde alinan
UV spektrumunda (Sekil 3.13) flavonoit yapisinin sinnamoil sistemi (Bant |
350 nm) ve benzoil sistemi (Bant Il 254 nm, 270 nm sh) icin iki absorpsiyon
bandi gézlenmektedir. 254 nm’de gorilen bdlinme ise 3° ve 4° konumlarinda
oksijen fonksiyonlu grubunun olabilecegini dustndurmustir. Bilesigin DMSO
icinde alinan *H-NMR spektrumunda & 13.0’da goriilen genislemis singlet, C-
5 konumundaki hidroksil grubunun varhigini dogrulamaktadir. Ayni zamanda
7,46 [(1H, dd; J = 2; 8)]; 7,42 [(1H, d; J = 2)] ppm’lerde gorulen sinyallerin H-
6" ve H-2" aromatik protonlarina ait oldugu dusunulmastir. Luteolin tipi bu
protonlar 3" ve 4" disubstitle benzen halkasi igin karakteristik oldugundan
bilesigin bu konumlarinda siibstitiient tasidigina karar verilmistir. *H-NMR ve
13C-NMR spektrumlari yardimi ile tespit edilen rezonanslar literatiir verileri ile
kargilastirildiginda aglikonun luteolin oldugu, MS spektrumunda molekuler
iyon pikinin 449’da ¢ikmasi nedeni ile de bilesigin luteolin-7-glukopiranozit
oldugu dogrulanmistir (Wang ve ark., 2003).

*DAD1, 16.121 (1800 mAU, - ) Ref=17.914 of 078-0901.D

1600

800

L e B e AL A A e e e e e B L e B e T LA A B e B R
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 3.13. CS-1 bilesigine ait UV spektrumu
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3.3.2. CS-2 Bilesiginin Yapi Tayini

Cynara scolymus

l

Sulu Metanollt Ekstre

|

n-Butanolli Fraksiyon

Kolon Kromatografisi

Kloroform:Metanol (70:30)

107-138.

Fraksiyon
Preparatif ITK
Etilasetat:Metanol:Su:Formik asit
100:15:10:5
CS-2
(78,5 mg)

Sekil 3.14. CS-2 bilesiginin izolasyon semasi



Default file —‘
CS-4 217 (4.347) 2: Scan ES-
100~ 353.60 2.88e6
353.74
353.88
G/DJ
169.49 560.74
438.91
191.32 353 46
.191.53 T
354.30
238. 41249 311.62 375.79 579.78
55 ‘ 586.00631.63
o0 I |i1 I !i | Ll | I B 'H’IL_L] .J»ii-. miz
150 200 o 300 350 400 450 500 550 600 650

LL

Sekil 3.15. CS-2 bilesiginin ES MS spektrumu



DE-d I Naod 0150418

Archive Alrectoryl FSEpeED s s Cmmrees fdets
Sarpls directoryr CO-4_23Twmol0d6-15 BH1LlE
Filas FROTOM

Fulse Seqoencet slpal

Herrurr=-{0MD “maroucrydlo”

Falax. dalmy 1.000 sec
Falam 4.0 degrees

Bog. tdms L8Rl aao

wavh S40Z.0 Be

§ repsbitions
amtEeyE  Ei, AE0.1THENL Mm
ORTR FROCROETRG
T wizs 1IT4E
Togal tlss 9 mdou 3T mec

i

L

- 7 E -1 & 3

ekil 3.16. -2 bilesiginin "H-NMR spektrumu
Sekil 3.16. CS-2 bilesiginin * k

2

8.



CS8-4_22Dec2009-15:15:55

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: CS-4_22Dec2009-15:15:55
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CD30OD
Temp. 21.0 C / 294.1 K
Mercury-400BB ™mercury400"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

3000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6242237 MHz
DECOUPLE H1l, 400.1776317 MH=z
Power 37 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 54 min, 28 sec

LIS LI L L L L L L I L B | LG UL (LI L L L L L L ISR LN L L L L N B L L [rrrorroT

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 o] ppm

Sekil 3.17. CS-2 bilesiginin **C-NMR spektrumu

6.
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Formuli

Molekiil Adi . Klorojenik asit
Molekiil Agirhgi : ESMS [M], m/z 353,60
Molekil Formaula : C16H1809

Ozelligi : Beyaz amorf toz

Cizelge 3.4. CS-2 bilesiginin *H ve *C-NMR bulgular

Kimyasal Kayma Proton C atomu o (ppm)
- - C-1 126,5
7,04 (d; J = 2) H-2 C-2 114,0
- - C-3 145,9
- - C-4 148,3
6,77 (d; J = 8) H-5 C-5 115,2
6,95 (dd; J=2;8,4) | H-6 C-6 121,8
7,55 (d; J = 15,6) H-7 C-7 145,6
6,26 (d; J = 15,6) H-8 C-8 114,0
- - C-9 167,4
- - C-1 74,9
2,05 (2H, d, J = 8) H-2’ C-2 37,0
4,16 (d, J= 3,0) H-3’ C-3 70,0
3,72 (dd; J = 3,2; 8,4) | H-4 C-4 72,2
5,32 (m) H-5" C-5 70,7
2,15 (1H, d, J=11,3) | H-6 C-6 37,5
2,23 (1H, d, J = 11,5)

- - C-7 175,8
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Beyaz renkli, amorf toz goriinimtnde olan CS-2'nin UV spektrumu fenolik
yaply! gdstermektedir (Sekil 3.18). Bilesigin détoro metanolde alinan *H-NMR
spektrumunda gozlenen & 7,04 [d; J = 2], 6,95 [dd; J =2; 8,4], 6,77 [d; J = 8]
sinyalleri trisibstitlie benzen halkasinin varligini gdstermektedir. & 7,55 ve
6,26'da gdzlenen dubletler olefinik protonlari; **C-NMR spektrumunda
gorulen & 168,6'daki sinyal ise bir karboksil grubunun varligini igaret
etmektedir ki bu bulgular birlegtirildiginde kafeik asitin varligi ortaya
konmaktadir. Diger taraftan **C-NMR spektrumunda & 177,02'de goézlenen
sinyal bir baska karboksil grubunun varhigini gostermektedir. *H-NMR
spektrumunda & 2,05 [2H, d, J= 8], 2,15 [1H, d, J= 11,3] ve 2,23
[1H, d, J= 11,5] de gorulen U¢ metin protonu ve & 3,72 [dd; J = 3,2; 8,4], 4,16
[d, J=3,0 ] ve 5,32 [m] sinyallerinin ise kinik asit pargasina ait oldugu tespit
edildi. Bu sinyalleri *C-NMR spektrumunda g6zlenen & 37,0; 37,5; 74,3; 70,7
ve 72,7 sinyallerinin de destekledigi goruldi. MS spektrumunda ise m/z 354

olarak gorulmektedir.

Bu sonuglar ve literatlr verileri 1s1ginda CS-2 bilesiginin yapisi klorojenik asit
olarak aydinlatildi (Saracgoglu ve ark., 2000; Durist ve ark., 2001; Jin ve ark,
2005).

*DADL, 9.658 (108 mAU, - ) Ref=17.911 of 065-0101.D
mAU 7
1007,
80 —|
60 \
40—
20 |
0 |
I —
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 3.18. CS-2 bilesigine ait UV spektrumu
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3.4. HPLC ile Kalite Kontrol Caligmalarina Ait Bulgular

3.4.1. Standart Co6zeltiler ile Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi

Cynara scolymus’tan CS-1 (luteolin-7-glukopiranozit) (sinarozit) ve CS-2 (5-
kafeoilkinik asit) (klorojenik asit) bilesikleri izole edildi. izole edilen CS-1,
CS-2 bilesiklerinin ve standart madde olarak kullanilan apigenin, luteolin,
naringenin ve klorojenik asitin, yaprakta ve enginar yaprak ekstresi iceren
bitkisel Uriinlerde HPLC ile kalite kontrol analizleri yapildi. izole edilen
bilesiklerin ve standart maddelerin bitkisel Grtnlerdeki miktar tayini icin
kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Standart maddelerin farkh
konsantrasyonlarina karsi (x ekseni, ug/ml), her bir konsantrasyondaki pik
alanlari bulunarak (y ekseni) kalibrasyon egrileri gizildi. Her bir bilesik icin
kalibrasyon araliginin belirlenmesinde bilesiklerin  bitkisel Grunlerdeki

konsantrasyonlari dikkate alindi.

izole edilen klorojenik asit ve sinarozit ile naringeninin kalibrasyon grafikleri
icin Bolim 2.2.4.2'de hazirlanigi verilen 1 mg/ml konsantrasyondaki stok
cOzeltiler seyreltilerek 0,625 pg/ml; 1,25 pg/ml; 2,5 upg/ml; 5 pg/ml;
10 pg/ml; 50 pg/ml; 100 pg/ml konsantrasyonlarinda enjeksiyonlar yapildi.
Bilesiklere ait kalibrasyon egrileri, denklemler ve regresyon katsayilari (r%)
Sekil 3.19, Sekil 3.20 ve Sekil 3.21'de verilmistir.

Luteolin ve apigenin icin Bolim 2.2.4.2'de hazirlanisi verilen stok c¢ozelti
seyreltilerek 0,625 pg/ml; 1,25 pg/ml; 2,5 pg/ml; 5 pg/ml; 10 pg/ml; 50 pg/mi;
100 pg/ml konsantrasyonlarinda enjeksiyonlar yapildi. Bilesiklere ait
kalibrasyon egrileri, denklemler ve regresyon katsayilari () Sekil 3.22 ve

3.23'te verilmistir.
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2500 -
y =23,4482x - 0,0788
5000 r2=1,0000
_ 1500
c
8
< 1000
=<
o
500
0 T T T T 1
20 40 60 80 100
Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 3.19. Klorojenik asit’e (CS-2) ait kalibrasyon egrisi
1
600 y = 15,9752x + 4,1049
1400 rz=0,9999
1200
1000
c
S 800
<
X~ 600
o
400
200
O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.20. Sinarozit'e (CS-1) ait kalibrasyon egrisi
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Pik Alani

1600
1400
1200
1000
800
600
400

200

y = 15,2152x + 11,4756
r2=0,9999

0 20 40 60 80

Konsantrasyon (ug/ml)

100

Sekil 3.21. Naringenin’e ait kalibrasyon egrisi

Pik Alani

1400

1200

1000

800

600

400

200

y =25,7188x + 13,9521

T rz2=0,9993

0 10 20 30 40

Konsantrasyon (pg/ml)

50

60

Sekil 3.22. Luteolin’e ait kalibrasyon egrisi
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4000 -
| y = 37,2282x - 3,4449
3500 r2 = 0,9999

3000
2500
2000
1500

Pik Alani

1000

500

0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.23. Apigenin’e ait kalibrasyon egrisi

Bitkisel drunlerde standart maddelerin  var olup olmadigi,, HPLC
kromatogramlarindaki piklerin alikonma zamanlari ve UV spektrumlari
kargilastirilarak kontrol edilmistir. Standartlara, bitkisel materyale ve bitkisel

drtinlere ait HPLC kromatogramlari Sekil 3.24-Sekil 3.41 arasinda verilmistir.

HPLC kromatogramlarinda farkli firmalara ait bitkisel Griinler BU 1, BU 2,

BU 3, BU 4, BU 5 ve BU 6 kisaltmalariyla verilmistir.
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DAD1 C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN10\069-0501.D)

mAU 2
®
2000
1750
1500
1250
1000
750
500
2507 cam & K g
4 amn (=} (=] ©
Lamo - o o
N — — -~
0
———

0 5 10 15 20 min|
Sekil 3.24. Klorojenik asit'e (CS-2) ait HPLC kromatogrami
DADL C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN10\075-0601.D)
mAU | %
120-| &
100;
80;
60;
40;
20
I : 3 L
0 ]ﬁ‘wﬁ 2 n
Y R T T P N T T " P

Sekil 3.25. Sinarozit'’e (CS-1) ait HPLC kromatogrami
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DAD1 C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN14\005-0501.D)

2
c
3121

250
200
150
100

50|

0.441

%ﬁﬁ:@ﬂé

min

Sekil 3.26. Luteolin’e ait HPLC kromatogrami

DAD1 C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN14\010-1001.D)

mAU g
400
350
300
250
200
150
100
50{ o e >
@ @t ©
19 %0 ~
40 SN Lal
0 v
] I I I T T
0 5 10 15 20 25 min

Sekil 3.27. Naringenin’e ait HPLC kromatogrami
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DAD1 C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN15\025-0501.D)

mAU 4 3?
250
200
150+
100+
50+
] 2
1 0 o —
1 q % %)
1o ‘W ‘N
L Y
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 min|

Sekil 3.28. Apigenin’e ait HPLC kromatogrami
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*DAD1, 9.658 (108 mAU, - ) Ref=17.911 of 065-0101.D
mAU -
100 —
80 —|
60 - /\ﬁ
40—
20
0 |
— — — — — — — ——]
200 225 250 275 300 325 350 375 nm
Sekil 3.29. Klorojenik asit'e (CS-2) ait UV spektrumu
*DAD1, 16.121 (1800 mAU, - ) Ref=17.914 of 078-0901.D
mAU;
1600 o
1400 -
1200 {
1000 -
800 -
600
400 *;
200 -
0 T I
200 225 250 275 325 375 nm
Sekil 3.30. Sinarozit'e (CS-1) ait UV spektrumu
*DADI1, 23.122 (566 MAU,Apx) Ref=17.909 of 005-0501.D
mAU
500
400
300
200 \\/
100 -
0+ —— e e ‘
200 225 250 275 300 350 375 nm

Sekil 3.31. Luteolin’e ait UV spektrumu
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*DAD1, 25.816 (1460 mAU, - ) Ref=17.910 of 008-0801.D

: \

— — ‘ — ‘ — —
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 3.32. Naringenin’e ait UV spektrumu

*DADL, 27.048 (416 mMAU,Apx) Ref=17.908 of 025-0501.D

:

350

w

o

o
|

N

a

o
L

N
(@]
o

L

150
100 -

[é)]
o O
i

— T ‘ — — T —
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 3.33. Apigenin’e ait UV spektrumu
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DADL1 C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN10\092-1801.D)

mAU S
4 o

q

100+

17.501

80—

60—+

15.562

40
] [}
20 §
4 «©@0 (3]
ﬁ 23 21 EN 3
0 %
7‘ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 25 5 75 10 12.5 15 17.5 20 22,5 min

Sekil 3.34. Cynara scolymus’tan %70 metanol ile hazirlanan yaprak ekstresine ait
HPLC kromatogrami

DADL1 C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN14\011-1101.D)

mAU | &

1 H

50| b
40+
30

0 5 10 15 20 25 min|

Sekil 3.35. BU 1’e ait HPLC kromatogrami




92

DADL1 C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN14\012-1201.D)

mAU ] 2
1 : o 0
I~

32 i =
1o o N
2,

1,

0

-1

-2

-34

-4

T S L S S S N S LA

0 5 10 15 20 25 min

Sekil 3.36. BU 2'ye ait HPLC kromatogrami

DADI C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN14\013-1301.D)

2
c
27

2069
0~

40—

Sekil 3.37. BU 3’e ait HPLC kromatogrami
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330,16 Ref=off (SERKAN10\088-1401.D)

DADI C, Sig

Sekil 3.39. BU 5’e ait HPLC kromatogrami
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DADI C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN14\016-1601.D)

o N

ol b
0.463

——6925 754615

Sekil 3.40. BU 6'ya ait HPLC kromatogrami

DAD1 C, Sig=330,16 Ref=off (SERKAN14\017-1701.D)

q T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 min

Sekil 3.41. Spray dryer ile kurutulan enginar yaprak ekstresine ait HPLC
kromatogrami
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Bitkisel materyal (yaprak), bitkisel Urtnler ve spray dryer ile kurutulan

ekstreye ait kromatogramlarda, miktar tayini yapilan bilegiklerin alikonma

zamanlari Cizelge 3.5’te verilmigtir.

Cizelge 3.5. Bilegiklere ait alikonma zamanlari

Alikonma Zamanlarni

Bitkisel Klorojenik | Sinarozit | Luteolin | Naringenin | Apigenin
Uriin asit (CS-2) | (CS-1)
BU1 9,582 16,142 TE 25,645 TE
BU 2 9,582 TE TE TE 27,075
BU 3 9,591 16,141 23,109 25,641 27,073
BU 4 9,593 16,169 22,973 TE TE
BU 5 9,565 16,141 23,105 25,647 TE
BU 6 9,584 TE TE TE TE
Spray Dryer
ile kurutulan 9,575 TE TE TE 27,036
ekstre
Bitkisel 9,604 16,164 | 22,843 TE TE
Materyal

TE: Tespit edilemedi
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3.4.2. Bitkisel Materyalde, Bitkisel Urlinlerde ve Spray Dryer ile
Kurutulan Ekstrede Klorojenik Asit (CS-2), Sinarozit (CS-1), Luteolin,
Naringenin ve Apigenin Miktar Tayinine Ait Hesaplamalar

Bitkisel materyal, bitkisel drtinler ve spray dryer ile kurutulan ekstrenin HPLC
analizleri icin Bolum 2.2.4.4’te verilen sekilde analiz ¢ozeltileri hazirlandi ve
enjeksiyonlari gergeklestirildi. Bitkisel materyale, bitkisel drtnlere ve spray
dryer ile kurutulan ekstreye ait kromatogramlarda bulunan bilegiklerin pik
alanlari  kalibrasyon denklemlerinde yerine konularak, bilesiklerin
konsantrasyonlari hesaplandi. Bulunan degerler seyreltme faktorleriyle
carpilarak bir kapsuldeki standart madde miktarlari mg olarak hesaplandi.
Hesaplamalara ait 6rnek asagida verilmis olup 6rnek hesaplama BU 1'de

bulunan klorojenik asit Uzerinden gergeklestirilmistir.

BU 1'de klorojenik asit miktar tayinine ait 6rnek hesaplama:

Klorojenik asit i¢in kalibrasyon denklemi:

y=23,4482x - 0,0788; pik alani: 367,1401

367,1401=23,4482x - 0,0788

x= 15,6609 pg/ml (0,01566 mg/ml)

1 kapsil (300 mg); 300 mg/100 ml'de; 0,01566 mg/ml klorojenik asit
bulundu.

Bir kapsuldeki klorojenik asit miktarini bulabilmek i¢in 0,01566 mg/ml
seyreltme faktoruyle carpildi.

0,01566 mg/ml x 100 ml = 1,566 mg

BU 1'in bir kapsuliinde 1,566 mg (%0,52) klorojenik asit bulunmaktadir.
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Sayfa 96'da verilen O0rnek hesaplamaya gore bitkisel Grinlerdeki, bitkisel

materyaldeki ve spray dryer ile kurutulan ekstredeki klorojenik asit (CS-2),

sinarozit (CS-1), luteolin, naringenin ve apigenin miktarlari tayin edildi.

Hesaplanan miktarlar ve yuzdeleri Cizelge 3.6, Cizelge 3.7, Cizelge 3.8 ve

Cizelge 3.9'da verilmistir.

Cizelge 3.6. Temin edilen bitkisel Grtinlerde hesaplanan etkili bilesik miktarlar

(mg/kapsul) £+ standart hata

Bitkisel Klorojenik Sinarozit Luteolin Naringenin | Apigenin

Urun asit (CS-2) (CS-1)

BU 1 1,57+0,002 | 0,3740,003 TE 0,39+0,002 TE

BU 2 0,06+0,001 TE TE TE 0,10+0,001
BU 3 0,05+0,000 | 0,05+0,001 | 0,17+0,001 | 4,42+0,034 | 0,10+0,001
BU 4 6,98+0,006 | 0,10+0,001 | 0,21+0,002 TE TE
BUS5 0,89+0,001 | 0,57+0,012 | 0,27+0,002 | 6,66+0,013 TE

BU 6 0,09+0,000 TE TE TE TE

TE: Tespit edilemedi

Cizelge 3.7. Spray dryer ile kurutulan ekstre ve Cynara scolymus yapraklarinda
hesaplanan etkili bilegik miktarlari (mg/300 mq) * standart hata

Bitkisel Klorojenik | Sinarozit Luteolin Naringenin | Apigenin
Urln asit (CS-2) (Cs-1)
Spray Dryer
ile kurutulan | 0,06+0,001 TE TE TE 0,60+0,115
ekstre
Bitkisel | 3 19+0,007 | 1,21+0,002 | 0,100,022 TE TE
Materyal

TE: Tespit edilemedi
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Cizelge 3.8. Temin edilen bitkisel trlnlerde hesaplanan etkili bilesik ylizdesi (%)

Bitkisel Klorojenik Sinarozit Luteolin Naringenin | Apigenin

Urun asit (CS-2) (CS-1)

BU 1 0,52 0,12 TE 0,13 TE
BU 2 0,02 TE TE TE 0,03
BU 3 0,02 0,02 0,06 1,47 0,03
BU 4 2,33 0,03 0,07 TE TE
BUS5 0,30 0,19 0,09 2,22 TE
BU 6 0,03 TE TE TE TE

TE: Tespit edilemedi

Cizelge 3.9. Spray dryer ile kurutulan ekstre ve Cynara scolymus yapraklarinda
hesaplanan etkili bilesik ylzdesi (%)

Bitkisel Klorojenik Sinarozit Luteolin Naringenin | Apigenin
Urdn asit (CS-2) (Cs-1)
Spray Dryer
ile kurutulan 0,02 TE TE TE 0,2
ekstre
Bitkisel 1,06 0,4 0,03 TE TE
Materyal

TE: Tespit edilemedi

3.5. Spray Dryer Caligmalarina Ait Bulgular

Bolum 2.2.5'te anlatildigi Uzere spray dryer ¢alismalarinda farkli denemeler

sonunda birgok veri elde edildi. Bu veriler 1s1ginda yapilan ¢alisma sonunda

elde edilen kuru ekstre tartildi ve sonug 3,23 g olarak bulundu. iki gram

laktozun da ekstrede yer aldigi dusundldugunde elde edilen enginar yaprak

ekstresinin miktari 1,23 g olarak hesaplandi. Bu analiz %12,3 verimle

gerceklesmistir.
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4. TARTISMA

Calismamizda bitkisel materyal olarak Konya Selguk Universitesi Ziraat
Fakultesi Tibbi Bitkiler Ciftligi'nde kulture alinan Cynara scolymus L.

(enginar) yapraklarindan yararlaniimistir.

Bitkisel materyal olarak yararlanilan enginar yapraklarinda klorojenik asit
miktari %1,06 olarak hesaplanmistir. Avrupa Farmakopesi'nde yer alan
monografta ofisinal olarak kullanilacak bitkilerin klorojenik asit igeriginin en az
%0,8 olmasi gerektigi belirtimektedir (European Pharmacopoeia, 2007).
Kullandigimiz bitkisel materyalin bu kosula uygunluk gosterdigi elde edilen

veriler ile tespit edilmistir (Cizelge 3.9).

Enginar ¢ok uzun yillardan bu yana geleneksel tedavide sindirim sikayetleri
ve karaciger rahatsizliklarinda kullaniimaktadir (Wittemer ve ark., 2005;
Azzini ve ark., 2007). Enginar Guney Avrupa, Kuzey Afrika ve Kanarya
Adalarr’ni icine alan Akdeniz Ulkeleri’'nde dogal olarak yetismekle beraber,
bitkinin kultiri de yapilmaktadir (Sonnante ve ark., 2007b). Ulkemizde

enginar kultard kiyi bolgelerimizde yaygindir.

Enginarda bulunan etkili bilesikler daha ¢ok yapraklarda yogunlasmistir. Bu
nedenle tedavide, bitkisel preparatlarin, cesitli ilaglarin ve standardize
ekstrelerin hazirlanmasinda kullanilan kisim bitkinin yapraklandir (Merigli ve
Seyhan, 1998).

Enginar yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin biyolojik etkisinden kafeoilkinik
asitlerin ve flavonoitlerin sorumlu oldugu dusunulmektedir (Fritsche ve ark.,
2002). Kafeoilkinik asitlerden klorojenik asit, sinarin; flavonoitlerden sinarozit,
skolimozit, luteolin, apigenin ve glukozitleri ile seskiterpen laktonlar etkili

bilesiklerin en dnemlileridir.
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Calismamizda ilk olarak total ekstre hazirlamak amaciyla farkli ekstraksiyon
yontemleri denenmistir. Bu yOntemler arasindan en yuksek verime sahip
yontemin hareketli maserasyon oldugu tespit edilmis olup (Cizelge 3.1) bu
bulguyu destekleyen literattir verileri de mevcuttur (Sanchez-Rabaneda ve
ark., 2003; Schiitz ve ark., 2006). Ardindan total ekstreden hareketle etkili
bilesikleri izole etmek amaciyla sivi-sivi ekstraksiyon yapilmistir (Sekil 3.1).
Farkl fraksiyonlarin profilleri ITK ve HPLC ile kontrol ediimis ve etkili
bilesikleri bu fazda igerdigi dusunulen n-butanol fraksiyonu ile izolasyon
caligmalarina gecilmistir. Bu secimi destekleyen literatr verileri de mevcuttur
(Wang ve ark., 2003).

izolasyon calismalari, silika jel ile hazirlanan acgik kolonda gradient eliisyon
akis tipi kullanilarak gergeklestiriimistir (Cizelge 3.2). Toplanan fraksiyonlar
ITK ve HPLC ile incelenmis, ayni profile sahip fraksiyonlar birlestirilmistir
(Sekil 3.7). Etkili bilesiklerin saf olarak elde edilebilmesi igin preparatif
ITK’dan vyararlanilmis, CS-1 ve CS-2 kodlu bilesikler izole edilmistir
(Sekil 3.8). izole edilen bilesiklerin safliklari HPLC ile farkli dalga boylarinda
kontrol edilmis ve yapilari NMR spektroskopisi ile luteolin-7-glukopiranozit
(sinarozit) (CS-1) ve 5-kafeoilkinik asit (klorojenik asit) (CS-2) olarak tayin
edilmigtir. Elde edilen sonuglar literatir verileriyle desteklenmektedir
(Saracgogdlu ve ark., 2000; Durust ve ark., 1999; Jin ve ark, 2005).

Sari renkli, amorf toz gérinimunde olan CS-1'in UVs4’te agik sari, UV3g6'da
koyu sari renk verdigi gozlenmigtir. Vanilin/sulfurik asit reaktifi ile 105°C’de
Isitilinca sari turuncu renk gézlenmis, rengin zamanla kahverengiye donmesi
bilesigin flavonoit olabilecegini dustndurmustir. Bilesigin DMSO iginde
alinan 1H-NMR spektrumunda & 13.0’dadgilen genislemis singlet, C -5
konumundaki hidroksil grubunun varligini dogrulamaktadir. Ayni zamanda
7,46 [(1H, dd; J = 2; 8)]; 7,42 [(1H, d; J = 2)] ppm’lerde gorilen sinyallerin H-
6"~ ve H-2" aromatik protonlarina ait oldugu dusunulmastir. Luteolin tipi bu
protonlar 3" ve 4" disUbstitle benzen halkasi igin karakteristik oldugundan

bilesigin bu konumlarinda substitlent tagidigina karar verilmigtir. 1H-NMR ve
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13C-NMR spektrumlari yardimi ile tespit edilen rezonanslar literatur verileri
ile kargilastinldiginda aglikonun luteolin oldugu, MS spektrumunda molekuler
iyon pikinin 449’da ¢ikmasi nedeni ile de bilesigin luteolin-7-glukopiranozit

oldugu dogrulanmistir (Wang ve ark., 2003).

Beyaz renkli, amorf toz goriinimtnde olan CS-2’'nin UV spektrumu fenolik
yaply! gdstermektedir (Sekil 3.18). Bilesigin détoro metanolde alinan *H-NMR
spektrumunda gozlenen & 7,04 [d; J = 2], 6,95 [dd; J =2; 8,4], 6,77 [d; J = 8]
sinyalleri trisibstitlie benzen halkasinin varligini gdstermektedir. & 7,55 ve
6,26'da gdzlenen dubletler olefinik protonlari; **C-NMR spektrumunda
gorulen & 168,6'daki sinyal ise bir karboksil grubunun varligini igaret
etmektedir. Diger taraftan *C-NMR spektrumunda & 177,02'de gdzlenen
sinyal bir bagska karboksil grubunun varligini gostermektedir. ‘H-NMR
spektrumunda © 2,05 [2H, d, J= 8], 2,15 [1H, d, J= 11,3] ve 2,23
[1H, d, J= 11,5] de gorlulen G¢ metin protonu ve & 3,72 [dd; J = 3,2; 8,4], 4,16
[d, J=3,0 ] ve 5,32 [m] sinyallerinin ise kinik asit pargasina ait oldugu tespit
edildi. MS spektrumunda ise m/z 354 olarak gortulmektedir. Bu sonuclar ve
literatlr verileri 1s1ginda CS-2 bilesiginin yapisi klorojenik asit olarak
aydinlatildi (Saragoglu ve ark., 2000; Durust ve ark., 2001; Jin ve ark, 2005).

Ulkemizde cicek tablasi gida olarak tiiketilen enginarin yapraklari
degerlendirimemektedir (Aktay ve ark., 2000). Calismamizda enginarin
kullanim alaninin genigletiimesine katkida bulunmak amaciyla enginar
yapraklarindan spray dryer ile kuru ekstre elde edilmeye calisiimistir. Pilot
Olcekte elde edilen veriler (B6lim 3.5) sanayi boyutunda uretime katki
saglayacak niteliktedir. Bu ¢alisma esnasinda bitkiden spray dryer ile kuru
ekstre elde etme denemelerinde bir takim gugllklerle karsilagiimigtir.
Ornegin; hazirlanan sulu ekstrelerden elde edilen toz yeterince kurumamis
ve cihazin cam aksamlarina yapisarak eldesini olanaksiz kilmigtir. Bu
durumun asilabilmesi i¢in nonpolar ¢ozuciler ile 6n ekstraksiyon ve kaydirici
kullanimi gibi ¢esitli ¢ézum yollari denenmis ve sonug¢ alinmistir. Kaydirici

olarak laktoz, sukroz ve mikrokristal seluloz kullanilabilmektedir (Imtiaz-Ul-
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Islam ve Langrish, 2009). 100 ml sulu ¢6zeltiden kuru ekstre eldesinde 2 g
laktoz kullanilmig; calisma sonunda 3,23 g kuru ekstre elde edilmigtir.
Boylelikle 1,23 grami enginar yaprak ekstresi olan numunede verim %12,3
olarak tespit edilmigtir. Elde edilen bu veriler, ileride yapilacak verim arttirma

calismalarina isik tutacaktir.

Bitkisel UrUnlerin birbirleri ile etkinlik ve guvenilirik agisindan egsdeger
oldugunu gostermek igin yapilan, temelinde miktar tayini ve kromatografik
parmakizi (fingerprint) yonteminin oldugu kalite kontrol c¢alismalarina

“Fitoesdegerlik calismalari” adi verilmektedir (Liang ve ark., 2004).

Kalite kontrol galigmalar elimizdeki mevcut luteolin, naringenin, apigenin
standartlarinin ve numuneden izole edilen sinarozit (CS-1) ile klorojenik asit
(CS-2)'in maksimum pik alani gosterdigi dalga boyu ve HPLC ydnteminin
esas Ozellikleri dikkate alinarak yurutulmuastar. Sinarozit (CS-1), klorojenik
asit (CS-2), luteolin ve apigenin standartlarinin makimum pik alani verdikleri
dalga boyu 330 nm, naringenin standardinin maksimum pik alani verdigi
dalga boyu 270 nm olarak belirlenmigtir. Bu sonuglar literatir bilgileriyle
uyumludur (Schitz ve ark., 2004).

izole edilen bilesikler ve standart maddelerin belirli konsantrasyonlarina karsi
okunan pik alani degerleri grafiklere gegcirilmistir. Elde edilen kalibrasyon
dogrularina ait r* degerlerinin yiiksek olmasi okunan pik alanlarindan bulunan
konsantrasyon degerlerinin glvenilir sonuglar oldugunu gdstermektedir (Sekil
3,19; Sekil 3.20; Sekil 3.21; Sekil 3.22; Sekil 3.23).

Elde edilen kalibrasyon denklemlerinden hareketle piyasadan temin edilen
alti adet bitkisel Grintn, spray dryer ile kurutulan ekstrenin ve bitkisel
materyalin kalite kontrol ¢alismalari miktar tayini esas alinarak yuruttlmustur.
Bitkisel urUnlerin kalite kontrollerinin, farmakolojik olarak aktif oldugu

dugunulen bir ya da iki bilesen Uzerinden yapilmasi yaygin bir yontemdir.
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Buna karsilik bu durum bazi problemleri icermektedir. Ornegin; bitkisel
urtnlerin etkileri tzerinde, igerisinde bulunan major bilegiklerin yani sira diger
bilesiklerin sinerjik etkilesimi de rol oynayabilmektedir. Bu nedenle
calismamizda; piyasadan temin edilen bitkisel Urdnler, spray dryer ile
kurutulan ekstre ve bitkisel materyaldeki ana etkiden sorumlu oldugu
dusundlen klorojenik asitin yani sira sinerjik etkili oldugu dusunulen bazi

flavonoitlerin de miktari arastiriimigtir (Cizelge 3.8; Cizelge 3.9).

Cizelge 3.8'de goruldugu uzere Tarim ve Koyigleri Bakanhigrnin izni ile
uretilen veya ithal edilen alti adet bitkisel Grindn icerdigi klorojenik asit
miktarlarinin yalnizca BU 4'te %2 civarinda oldugu, diger bitkisel Griinlerde
%0,5'ten daha az oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak klorojenik asit
miktarinin en yiksek olarak bulundugu BU 4’Un etiketinde %10 oldugu
bildirilen klorojenik asit miktari bizim g¢alismamizda %?2,33 olarak
hesaplanmigtir. BU 1'in etiketinde de riiniin klorojenik ait olarak en az %5
kafeoilkinik asit icerdigi bildirilmistir. Yapilan analizler sonucunda BU 1’'deki

klorojenik asit miktari da %0,52 olarak hesaplanmigtir.

Spray dryer ile kurutulan ekstredeki klorojenik asit miktarinin ise bazi bitkisel
artnler ile ayni degerde oldugu gorulmustur. Verim arttirma calismalari

iyilestikce elde edilen etkin madde miktarlarinda artis beklenmektedir.
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5. SONUG VE ONERILER

Yuzyillardan bu yana kullanilan enginar ve vyapraklarinin etkinligi ve
glvenirliligi yapilan calismalar ile kanitlanmistir. istenen etkinin saglanmasi
icin tedaviye yardimci standardize ekstrelerin etkin madde miktarlari belli

degerlerin Uzerinde olmalidir.

Bu calismada Tiirkiye’de Tarim ve Koy isleri Bakanhgrndan satis ve lretim
izni alarak eczane ve marketlerde satilan ve standardize enginar yaprak
ekstresi iceren alti adet bitkisel Grtintn kalite kontroli HPLC-DAD yodntemi ile
klorojenik asit ve flavonoit miktarlari belirlenerek yapilmistir. Analizler
sonucunda kiyaslanan bitkisel drlnler fitoesdegerlikleri  agisindan

degerlendirilmistir.

Calisma sirasinda izole edilen luteolin-7-glukopiranozit (sinarozit) (CS-1) ve
5-kafeoilkinik asit (klorojenik asit) (CS-2) bilesikleri standart olarak
kullaniimistir. Calisma sonucunda, bitkisel Grinlerde analizi yapilan etkin
maddelerin miktarlarinin ¢ok dusuk oldugu, hatta bazi bitkisel Grinlerde
HPLC ile tayin edilemedikleri, standart maddelerin gahitliginde tespit
edilmisgtir. Tahsisat ya da kullanilan ekstraksiyon ydntemlerindeki
farkhliklardan kaynaklanan nedenlerden o6tard bu sonuglarin  dogddugu

dusunulmektedir.

ilac kapsaminda bulunmayan ve gida destegi olarak pazarda yer alan
urtnlerin standart olarak belirlenen degerlere uymadiklar halde tedavi
amaciyla kullanildiklari disundldiginde, saglik agisindan bazi problemleri
de beraberinde getirecekleri asikardir. Bu gibi nedenler g6z o&nunde
bulunduruldugunda tibbi amagla kullanilacak bitkisel Granlerin  saghk
otoriteleri tarafindan ruhsatlandirilip satiglarina izin verilmesi oldukgca énemli

ve gereklidir.
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Bitkisel UrUnlerin hazirlanmasinda farkli teknikler kullaniimaktadir. Spray
dryer ile sulu ekstreleri puskurterek kurutma islemi bu yodtemlerden bir
tanesidir. Cesitli parametreler (sicaklik, basing, akis hizi) degistirilerek
gergeklestirilen analizler sonucunda kuru ekstre elde edilmis; ancak ekstre
miktar1 arzu edilen duzeyde olmamistir. Elde edilen kuru ekstrelerde, HPLC
ile miktar tayini sonucunda standardizasyon c¢aligmalarinin yapildigi
bilesiklerden olan klorojenik asit miktarinin disuk oldugu gorulmustar.
Verimin ise istenilen 6lcide olmamasi daha fazla c¢alismanin gerektigini

dusundurmektedir.

Verim arttirma c¢alismalar basariya ulastiginda pilot Olgekte elde edilen
verilerin sanayide degerlendiriimesi hem enginar yapraklarinin kullanim
alaninin genislemesi hem de standardize ekstrelerin yurt iginde uygun
farmasotik sekilde hazirlanarak piyasaya surilmesi agisindan onemlidir. Bu
sonug ulke ekonomisine katkiyr da beraberinde getirecektir.

Bu calismamiz guncel olmasinin yani sira Turkiye piyasasinda bulunan ve
enginar yaprak ekstresi iceren Urinlerin guvenirliliklerinin ortaya konmasi
acisindan da o6nem tasimaktadir. Elde edilen sonuglar enginar
yapraklarindan hareketle uUlke ekonomisine katkida bulunabilecek
standardize ekstrelerin  hazirlanabilecegini gostermekte olup ileriki

calismalara da 1sik tutacak niteliktedir.
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OZET

Turkiye’de Bulunan Karaciger ve Sindirim Sistemi Hastaliklarinda
Kullanilan Cynara  scolymus L. (enginar) Preparatlarinin
Standardizasyonunun ve Fitoegsdegerliginin Kontroli

Bu tez calismasinda bitkisel materyal olarak Compositae familyasina ait
Cynara scolymus’un (enginar) yapraklarindan yararlaniimistir. Enginar,
Guney Amerika ve Akdeniz Ulkelerinde dogal olarak yetisen ve dinyanin
bircok bélgesinde Kkultiirii  yapilan bir bitkidir. Ulkemizde de Kkiyi
bdlgelerimizde enginar kilttrt yapilmaktadir.

Bu calismada oncelikle farkli ekstraksiyon teknikleri denenmis ve en yuksek
verime ulasilan hareketli maserasyon ile ekstraksiyon yapilmasina karar
verilmigtir. Metanol:su (70:30) ile yapilan ekstraksiyonu sirasiyla hekzan,
kloroform, etilasetat ile sivi-sivi ekstraksiyon takip etmis ve etkili bilesikler
acisindan zengin oldugu iTK ile saptanan n-butanol fraksiyonu ile izolasyon
calismalarina gecilmistir. Kolon kromatografisi ile toplanan fraksiyonlar, iTK
ve HPLC ile kontrol edilmis, izole edilen bilesikler preparatif ITK ve
kristallendirme teknikleri ile saflastiriimistir. Bitkiden CS-1 kodlu luteolin-7-
glukopiranozit (sinarozit) ve CS-2 kodlu 5-kafeoilkinik asit (klorojenik asit)
bilesikleri izole edilmistir.

Calismada ayrica standardize ekstre hazirlanmasinda kullanilan spray dryer
ile sulu enginar ekstrelerinden hareketle standardize kuru ekstre elde
edilmeye cahlsilimigtir. Bu amagla farkli parametreler denenmis ve sonug¢
alinmigtir. Verim arttirma calismalari ve elde edilen ekstrenin kalitesini
arttirmaya yonelik ¢calismalar devam etmektedir.

Tez calismamizda, farkli Uretici firmalara ait Cynara scolymus yaprak ekstresi
iceren alti adet bitkisel Orin Uzerinde analizler gergeklestiriimistir. Bu
drtnlerdeki sinarozit, luteolin, apigenin, naringenin ve Kklorojenik asitin
HPLC-DAD ile miktar tayinleri yapilmis ve fitoesdegerlikleri
degerlendirilmigtir. Kalite kontrol ¢caligmalari sirasinda bitkiden izole edilen
sinarozit ve klorojenik asit de standart madde olarak kullaniimistir.

Calisma sonucunda incelenen bitkisel Urunlerin bir kisminda yukarida
belirtilen bilesiklerin tamamina rastlanmamis, bazilarinda da bu bilesiklerin
bir kapsuldeki miktarlarinin olmasi gereken degerlerin altinda oldugu tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cynara scolymus, Fitoesdegerlik, HPLC, izolasyon,
Spray dryer
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SUMMARY

Controls of Standardization and Phytoequivalence of Cynara
scolymus L. (artichoke) Preparations Used for Liver and Digestive
Disorders in Turkey

Leaves of Cynara scolymus (artichoke), a member of the Compositae family,
were used in this thesis study as the herbal material. Artichoke is a plant
indigenous to South American and Mediterranean countries and is also
cultured in many other regions throughout the world. Artichoke is cultured in
the coastal regions of our country.

In this study, several extraction techniques were tested initially, and it was
decided to use dynamic maceration for extraction, since it produced the
highest yield. Following extraction with methanol:water (70:30), further fluid:
fluid extractions with hexane, chloroform and ethylacetate were studied,
respectively, followed by isolation phase using n-butanol, which was detected
to highly contain active substances by TLC. Fractions collected with column
chromatography were checked with TLC and HPLC and the isolated
compounds were purified using preparative TLC and crystallization
techniques. The compounds CS-1 coded luteolin-7-glucopyranoside
(cynaroside) and CS-2 coded 5-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid) were
isolated from the plant.

In this study, further attempts were made to obtain standardized dry extract
from the aqueous artichoke extracts by using the spray dryer utilized in
preparing the standardized extract. Different parameters were tested for this
purpose with success. Studies to increase the yield and to improve the
quality of the extract obtained are ongoing.

Analyses on six herbal products containing Cynara scolymus leaf extract
from different manufacturers were carried out as a part of this thesis study.
Cynaroside, luteolin, apigenin, naringenin and chlorogenic acid were assayed
using HPLC-DAD and their phytoequivalence was evaluated. Cynaroside and
chlorogenic acid isolated from the plant were used as standard substances
during quality control analyses.

Each of the above-mentioned compounds could not be detected in some of
the herbal products studied, while in some products, these compounds were
present but with amounts less than required to be contained in a capsule.

Key Words: Cynara scolymus, HPLC, Isolation, Phytoequivalence, Spray
dryer
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