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1. GIRIS

Apiaceae familyasmin en zengin tiir icerigine sahip olan Eryngium L. cinsi,
Saniculoideae altfamilyasina aittir; Avrasya, Kuzey Afrika, Kuzey ve Giiney
Amerika ve Avustralya’da 317 taksonla temsil edilir (Worz, 1999; Worz ve Duman,
2004). Bu genis yayilisin sonucu olarak diinyanin pekc¢ok yerinde geleneksel
kullanima sahiptir. Tiirkiye’de de halk arasinda Eryngium campestre L., Eryngium
maritimum L. ve bunlara yakim diger tiirlerin kurutulmus cicekli dallar1 bogadikeni,
deveelmasi, devecidikeni, goz dikeni, tengeldikeni gibi isimlerle tanmir (Baytop,
1999). Cesitli tiirlerinin halk tibbinda binlerce yildir, bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir; kokleri daha ¢ok 0dem, siniizit, iiriner enfeksiyonlar,
enflamasyon, guatr, yilan veya akrep sokmasina karsi kullanilirken kok ve yapraklari
infertiliteye kars1 ve toprakiistii kisimlar1 da yara iyi edici, Oksiiriik kesici, idrar
artiricl, igtah agici, uyarict ve afrodizyak olarak kullamilmaktadir (Yesilada ve ark.,
1989; Baytop, 1999; Kiipeli ve ark., 2006). Eryngium campestre’nin koklerinin sulu
ekstresinin ise, Edremit-Balikesir bolgesinde akrep sokmalarinda dahilen kullanildig:

saptanmustir (Dog¢. Dr. Murat Kartal’m kisisel deneyimi)

Eryngium tiirleri iizerinde yapilan kimyasal caligmalarda toprakiistii kistmlarinda
saponinler, flavonoitler ve ucgucu yag; toprakalti kisimlarinda ise triterpenik
saponinler, monoterpenik glikozitler, fenolik bilesikler (flavonoitler, fenolik asitler),
kumarin tiirevi bilesikler, terpen aldehit esterleri, asetilenler, ucucu yag ve
oligosakkaritler bulundugu tespit edilmistir (Erdelmeier ve Sticher, 1985; Erdelmeier
ve Sticher, 1986; Hohmann ve ark., 1997; Kartal ve ark., 2005; PDR for Herbal
Medicines, 2004).

Ortacagda Kahire’de; recetelerin, Materia Medica ve doktor mektuplarinin
arastirilmasi ile Eryngium tiirlerinin yaprak, tohum ve koklerinin Genizah halki
tarafindan ereksiyon saglamada ve gaz giderici olarak kullanildig: belirlenmistir (Lev
ve Amar, 2008). Osmanli imparatorlugu zamaninda Sam ve cevresinde hemoroit ve
seksiiel hastaliklara, yaralara ve yaniklara kars1 ve agr1 giderici olarak kullanildig:

saptanmistir (Lev, 2002). Meksika’da bitkilerin antik zamanlardaki kullaniliglari



arastirllmis ve gecmisleri 2000 yil Oncesine dayanan iki farkli etnik grubun
farmakopelerinde Eryngium foetidum L. bitkisinin gastrointestinal rahatsizliklarin

tedavisinde kullanildig: tespit edilmistir (Leonti, 2003).

Tibbi bitkilerin, yeni ilaglarin bulunmasinda onemli potansiyel kaynaklar oldugu
giiniimiizde kullanilan bazi ilaclar ile kanitlanmustir. Bitkilerin biyoaktiviteleri ile
ilgili bilgiler, insanlarin yiizyillarca bu bitkileri kullanimlar1 sonucu olusan
deneyimlerin birikimi ile ortaya c¢ikmaktadir. Ancak giliniimiizde hizla ilerleyen
medeniyetlesme ve ormanlarin da hizla yok edilmeleri, etnofarmakolojik bilgilerin
de kaybolmasina neden olmaktadir (Sanz-Biset ve ark., 2009). Bu yiizden
etnofarmakolojik caligmalar giiniimiizde onem kazanmaktadir ve son zamanlarda
etnofarmakolojik calismalarda bir artis gozlenmistir. Bu calismalar sonucunda da
Eryngium tiirlerinin geleneksel olarak kullanimu ile ilgili son yillarda daha fazla
bilgiye ulasmak miimkiin olmustur (Castillo-Judrez ve ark., 2009; Sanz-Biset ve ark.,

2009; Andrade-Cetto, 2009; Prasad ve ark., 2009).

1.1. Genel Bilgiler

Tez calismamiza ait teorik bilgilerin verildigi bu boliimde; “Botanik Bilgiler” bashig:
altinda familya, cins ve tiirlerin morfolojik Ozellikleri ve yayilislar1 aciklanmis;
“Fitokimyasal Caligmalar” bashginda Eryngium tiirlerinde bulunan kimyasal
bilesikler verilmis; “Biyolojik Aktivite Calismalar1” kisminda Eryngium tiirleri
izerinde yapilan biyolojik aktivite ¢calismalar1 verilmistir; bunun yam swra Eryngium
tirlerinde bulunan sekonder metabolitlerden, c¢alisma konumuzu olusturmasi

nedeniyle saponinler hakkinda da bilgi verilmistir.



1.2. Botanik Bilgiler

1.2.1. Sistematikteki Yeri

Boliim : Spermatophyta

Altbolim : Angiospermae

Sinif : Dicotyledonae

Altsmmif : Dialypetaleae

Takim : Umbellales, Apiales, Umbelliflorae
Familya : Umbelliferae , Apiaceae

Alt familya : Saniculoideae

Cins : Eryngium L.

1.2.2. Apiaceae Familyasi

Apiaceae familyasi yaklagik 3000 tiirle temsil edilen cok biiyiik/genis bir familyadir.
Bu familya tibbi Ozellikleri olan ve geleneksel tipta kullanilan ¢ok sayida bitki
icermektedir. Familyaya 0zgii biyoaktif sekonder metabolitler olarak ucucu yaglar,
polifenoller, fenolik asitler, kumarinler (furano- ve piranokumarinler), saponinler,

alkaloitler ve poliasetilenler gosterilebilir (Bogucka-Kocka ve ark., 2008).

Apiaceae familyas1 bitkileri, tek yillik veya ¢ok yillik bitkilerden olusur; nadiren
calims1 bitkilerdir. Yapraklar alternan dizilisli, nadiren karsilikli veya sarmal
seklinde olabilir; genellikle stipulasiz, basitten ¢ok parcaliya degisen sekillerde
olabilir; saplar genellikle genis ve tabanda govdeyi sarmis sekildedir/kin seklindedir.
Cicek durumu genellikle bilesik umbelladir; nadiren basit umbella, bas¢ik veya ¢ok
indirgenmis simoz seklindedir. Brakte ve brakteoller bulunur veya bulunmaz.
Cigekler epigin; hermafrodit veya tek eseylidir (nadiren dioiktir). Sepal ya yoktur ya
da kiiciiktiir, genellikle diizensizdir. Petaller 5 tane, genellikle uglar1 ice kivrik
sekilde ikiye catallanmis; hepsi esit ebattadir veya dis petaller ictekilerden daha
biiyiiktiir. Petallerin rengi beyaz, sari, sarimsi-yesil, soluk mavi veya pembe olabilir.

Stamenler 5 tanedir. Karpel (1-)2; oviiller sarkik, her lokulusta 1 tane; stilus 2 adet;



genellikle genislemis tabanli. Meyve kuru; olgunlukta acilmayan, silindirik veya
genis bir ara bolge ile birbirinden ayrilmis, (1-)2 karpelden meydana gelmis,
sizokarp. Tiiysiiz veya tiiyli, pullu, kill1 veya dikenli; merikarplar genellikle karpofor
ad1 verilen bir sapla birbirine baglidir ve her bir merikarpta sirt kisminda 5 adet,
kosta ad1 verilen ¢ikint1 bulunur; bu ¢ikintilar bazen kanath veya ibiksi ¢ikmtilidir ve
valekulum adi verilen girintilerle birbirinden ayrilirlar. Merikarplarda vittae denen

recine kanallar1 hemen her zaman bulunur (Herrnstadt ve Heyn, 1972).

1.2.3. Eryngium L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Eryngium cinsi, Apiaceae familyasinda bulunan tiir agisindan en zengin cinstir. Ait
oldugu Saniculoidae altfamilyasindaki bitkilerin yaklasik dortte iicli Eryngium
cinsine ait tirlerden olusmaktadir (Calvino ve ark, 2008; http://rbg-
web2.rbge.org.uk/URC; 14.03.2009 erisim tarihi).

Bir, iki veya cok yillik tiiysiiz otsu bitkilerdir. Bazi tiirleri odunlasarak calimsi sekil
almistir. Baz1 tiirler yerde yayilmis sekildedir ve sadece birka¢ santimetre (cm)
uzunlugundadir; diger tiirler ise diktir ve boylar1 3 metreye (m) kadar ulasabilir.
Yaprak sekli ve damarlanmasi da cesitlilik gosterir. Yapraklar uzun sapl veya sapsiz
olabilir; yaprak sekli tamdan tamamen parcaliya kadar cesitlilik gosterir; yaprak
kenarlar1 da tam, dikenli veya sert tily seklinde olabilir. Ana damarlanma belirgindir;
pennat, palmat ya da paralel damarl olabilir. Cigcek durumlar1 genellikle dallanmaistir.
Dikenli brakteler tarafindan cevrilmis bir kapitulumda, sapsiz ¢igekler yogun bir
sekilde toplanmistir. Brakteoller tam veya ii¢ parcalidir; uclar1 baticidir; bazi tiirlerde
gosterisli bir sekle sahiptirler. Sepaller belirgin, sert. Petaller, beyazimsi, mavi veya
yesilimsi, sepallerden daha kisadir. Meyve az ¢ok ovoid; merikarplarin bir tarafi diiz
diger tarafi digbiikeydir; pul veya kabarcik seklinde c¢ikintilar tasir ya da tasimaz.
(Davis, 1972; Heywood, 1979; Calvifio ve ark, 2008).



Eryngium cinsi kendi icerisinde bu kadar ¢ok morfolojik cesitlik gostermesine
ragmen; kapitulum seklindeki ¢igek durumu ve herbir ¢icekte bulunan tek bir brakte

ile diger Apiaceae bitkilerinden kolayca ayrilir (Calvifio ve ark, 2008).

1.2.4. Eryngium Tiirlerinin Yayihsi

Eryngium cinsinin evrimsel gelisimine bakildiginda; bilim adamlar: tarafindan Yeni
Diinya‘da bulunan tiim tiirlerin Eski Diinya’da yetigen tiirlerin soyundan geldigi ve
cinsin giineybat1 Asya kaynakli oldugu kabul edilmektedir. Iliman iklimin hakim
oldugu tiim kitalarda yayilis gosterir; ancak tiirlerin zenginligi kuzey ve giiney
yarimkiire arasinda ve kendi i¢lerinde farklilik gosterir. Her iki yarim kiirede de 2
ana cesitlilik merkezi oldugu tespit edilmistir; bu merkezler: giiney yarimkiire icin
orta-bat1 Meksika ve orta-dogu Giiney Amerika (giiney Brezilya, kuzeydogu Arjantin
ve Uruguay); kuzey yarimkiire icinse bati Akdeniz ve giineybat1 Asya‘dir. Eryngium
tiirlerinin iicte ikisi Kuzey, Orta ve Giiney Amerika’da yayilis gosterir. Yayilis
gosterdigi bolgeler Iran, Afganistan, Pakistan, Dogu ve Bat1 Akdeniz bolgeleri,
Giiney, Dogu ve Orta Avrupa, Orta Avrupa’dan Sibirya’ya kadar olan bolge,
Karadeniz bolgesi, Ortadogu bolgesi, Giiney, Bat1 ve Orta Asya, Giiney ve Orta
Rusya’dan Orta Asya’ya kadar olan bolgeler, Kafkas bolgesi, Kuzey ve Bat1 Afrika,
Kuzey Amerika olarak 6zetlenebilir (Davis, 1972; Davis ve ark., 1988; Giiner ve
ark., 2000; Calvifio ve ark, 2008).

1.2.4.1. Tiirkiye’de Yetisen Eryngium Tiirleri

Eryngium cinsi Tiirkiye’de 24 tiir ve 2 alt tiir temsil edilmektedir. Bu tiirlerin adlar1

asagida belirtilmistir. Endemik tiirler () ile isaretlenmistir.

1- “Eryngium ilex Davis.
2- "Eryngium thorifolium Boiss.

3- Eryngium maritimum L.



4- Eryngium giganteum Bieb.

5- "Eryngium bornmuelleri Nab.

6- Eryngium falcatum Delar.

7- Eryngium planum L.

8- Eryngium caeruleum Bieb.

9- Eryngium creticum Lam.

10- “Eryngium bithynicum Boiss.

11- Eryngium pyramidale Boiss & Hausskn.

12- Eryngium palmito Boiss & Heldr.

13- Eryngium wanaturi Woron.

14- Eryngium bourgatii Gouan

15- Eryngium thyrsoideum Boiss.

16- E. glomeratum Lam.

17- Eryngium billardieri Delar.

18- "Eryngium kotschyi Boiss.

19- Eryngium campestre L.
e Eryngium campestre var. campestre
e  Eryngium campestre L. var. virens Link

20- *Eryngium pseudothoriifolium Contandr.

21- “Eryngium isauricum Contandr.

22- *Eryngium davisii Kit Tan & Yildiz.

23- *Eryngium polycephalum Hausskn.

24- “Eryngium trisectum A.Worz&H.Duman

(Davis, 1972; Davis ve ark., 1988; Giiner, 2000; W&rz ve Duman, 2004)



1.2.5. Tez Cahsmasinin Kapsaminda Bulunan Eryngium Tiirlerinin Botanik

Ozellikleri

1.2.5.1. Eryngium campestre L.

Bitki 15 - 60 cm boyunda, dik, ¢ok yillik, kok ve govdenin birlestigi yerde lifli,
beyaz veya sarimsi yesil renklidir. Govde genellikle tek, silindirik, dik, yaklasik
ortadan yaygin dallanmistir. Taban yapraklar1 kalici, iiggen-ovat, 10-25 x 10-18 cm
boyutlarinda, derimsi, genellikle yayik bipennatifit primer ii¢ parcadan meydana
gelmis. Loblar ve kanath rahis dikenli-dentat (gen¢ yapraklar basitten ii¢ parcaya
degisen sekillerde). Govde yapraklar1 daha kiiciik, orta ve iist yapraklar genis, hafif
ampleksikaul, taban kenar1 dikenli, ¢icek durumu yapraklar1 genellikle ii¢ parcalidir.
Cicek durumu sarimsi yesil veya bazen donuk mavimsi yesil renkli, genisce yayvan,
korimbus panikula seklinde; kapitula ¢ok sayida, oval kiiremsi, capt 7-13 mm.
Brakteler 5-6, linear-lanseolattan subulata kadar degisen sekillerde, batici, dik, tam
kenarli veya kenarlar1 birbirinden uzak kiiciik dikenlerle ¢evrili; kapitulumun 1,5-3
kat1 uzunlukta. Brakteoller tam kenarli, sepallerden daha uzundur. Sepaller lanseolat,
dikenli bir sekilde bitiyor ve bunlar gri-yesil petallerin iki kati kadar biiyiiktiir.
Merikarp lanseolat, belirgin akut pullarla kapli. Ciceklenme 7-9. aylar. Orman
acikliklari, tash yamaclar, bozulmus stepler, nadasa birakilmis tarlalar ve
kumullarda; deniz seviyesinden 1800 m’ye olan yiiksekliklerde yetisir. Bati, orta ve
giiney Avrupa, orta ve giiney Rusya, Kirim, kiizey Afrika, giiney bati Asya
Afganistan’a kadar olan bolgede dogal olarak yetismektedir (Davis, 1972; s. 303).

1.2.5.2. Eryngium creticum Lam.

Ince, tek yillik veya iki yillik bitkilerdir. Govde, orta kisimdan ya da daha altindan
dallanmaya bagslar, 20-60 cm boyundadir. D1s taban yapraklar ¢iceklenme zamaninda
solar; 2-3 x 2-2,5 cm boyutlarinda; akut, diken disli, ii¢ parcalidir. Govde yapraklari

sapsizdir; derin palmat pargalar ince dikensi pennatifit loblara ayrilmistir. Cicek



durumu donuk mavi-yesilden ametist rengine kadar degisir; yaygin panikulattir.
Kapitulum sayis1 40-(90)‘a kadar uzanir; kiiremsi sekildedir; 5-10 mm c¢apindadir;
15°ten fazla cicek icerir. Brakteler 5 adet; linear-subulat sekilde, batici, yaygin,
kapitulumun 2-4 kati uzunlukta; taban yakiminda seyrek kiiciik dikenciklidir.
Brakteollerin hepsi 3 sivri u¢ludur. Ciceklenme zamani 7-8(9). aylardir. Calimsi
diizliiklerde, alcak cali topluluklar1 arasinda, nadasa birakilmis tarlalarda ve
ekilmemis bos arazilerde, deniz seviyesinden 750 m’ye kadar yiiksekliklerde yetisir.
Balkanlarda, Kuzey Suriye’de Suriye Colii'nde, Kuzey Irak’ta, Kuzey Misir’da,
Dogu Akdeniz’de yayilig gosterir (Davis, 1972; s. 298).

1.2.5.3. Eryngium davisii Kit Tan & Yildiz

Cok yillik, tiiysiiz bir bitkidir. Tabanda siyahimsi kahverengi liflidir. Cicekli
govdeleri 1-2, 7-20 cm; sadece cicek durumlar1 dallanmustir; tabanda 2-3 mm
capinda, oluklu, saman saris1 renktedir. Taban ve alt gévde yapraklar1 kalici, saply,
derimsidir; lamina dairemsidir; 1,5-3 cm, 3-5 palmat parcali; herbir parca ii¢c parcali
veya dislidir; belirgin damarli ve dikenlidir. Yaprak sap1 (2-)3-4 cm, tam veya
dikenli-kanathdir. Orta kistmdaki govde yapraklar: benzer sekildedir ama saplari
daha kisadir (1-1,5 cm); kanathidir ve kenarlar1 dikenlidir. Govdenin {iist kismindaki
yapraklar, 2-4 cm, sapsiz, ii¢ parcali veya dislidir; lanseolat, uzun akuminattir. Cicek
durumu sik veya seyrek panikula seklindedir. Kapitulum 1-7 adet, kiire seklinde, 1-2
cm capindadir. Involukrumu olusturan brakteler sarimsi-yesil, 7-9 adet hemen hemen
esit, linear-lanseolat sekilde; (2-)3-5 cm, tabanda yaklasik 3 mm, 5-7 damarl,
kapitulumun 2-3 kati uzunluktadir; soluk yesil- mavi renklidir. Brakteoller tam,
linear, 5-7 mm, ciceklerle ayn1 boydadir. Sepaller lanseolat, yaklasitk 3 mm,
korolladan uzundur. Kalinlagmis bir orta damar ve dikenimsi uca sahiptir. Kenarlar1
dar, seffaftir. Korolla, 1,5-2 mm; mavimsi renktedir. Stilus digsariya dogru uzamustir.
Meyveler kisa oblong, pulsu ¢ikimtilarla kapli; meyvelerin iist yarisindaki tohumlar
daha cok sayida, daha uzun, akut; meyvelerin alt yarisindaki tohumlar daha kisa ve
obtustur. Ciceklenme zaman1 7-9. aylardir; kalkerli ve serpentin stepte, 950-2100 m

yiiksekliklerde yetisir. Endemik bir tiirdiir (Giiner ve ark., 2000).



1.2.5.4. Eryngium falcatum Delar.

Ince, ¢ok yillik bir bitkidir. Gvde 20-70 cm uzunlugunda, genellikle orta kisimin
biraz iistiinden dallanmaya baslar. Taban yapraklari, ¢iceklenme zamaninda solar;
kordat tabanli, dar-iiggensi sekildedir. Boyutlar1 genelde 2,5-6 x 1,5-4,5 cm’dir.
Derimsi, krenat-kilgiksizdir. GoOvde yapraklari neredeyse sapsiz, dikenli-kenarls,
oblong-linear, 3-5 parcalidir. Cicek durumu donuk mavi-yesil renkli, rasemozdan dar
panikulata degisen sekilde; kapitulum (1)-4-28 adet, yari-kiiremsi 8-15 mm capinda.
Brakteler linear, 5 adettir ve baticidir; kapitulumun 2-4 kati uzunluktadir; tabanda
geriye dogru kivrik, ince 2 adet diken tasir. Dig brakteoller ii¢ kisa pargali; ictekiler
tam veya li¢ kisa parcahidir. Cigceklenme zamani 7-9. aylardir. Tagh yamaglar, orman
acikliklari, makiliklerde; deniz seviyesinden 900 m’ye varan yiiksekliklerde yetisir.
Kuzey Suriye ve Dogu Akdeniz’de yayilis gosterir (Davis, 1972; 5.297).

1.2.5.5. Eryngium isauricum Contandr. & Quézel

Cok yillik, tabanda kalin, yogun liflidir. Govde kaln, serttir; 90-100 cm boylarinda,
uzunlugunun 2/3 kismu ¢igeklidir. Taban yapraklar1 derimsi, kalici, 10-20 cm’dir;
sapinin boyu 5-7 cm’dir; lamina ag seklinde damarli, palmat parmaksidir; 3-5
lobludur, loblar tamdir. 4-6 x 1,5-3,5 cm boyutlarinda, kenarlar1 kiiciik dikenli
diglidir. Orta ve iist govde yapraklari, govdeyi sarar, licgensi- akut sekildedir;
kenarlar1 kiiciik dikenli dislidir. Cigek durumu basak seklinde olup; 5-6 cm
biiytikliigiinde ve 50-70 c¢icekten olugsmustur. Her bir yaprak koltugundan 20-30 dal
cikar ve her dal 1(2-) kapitulum tasir. Kapitulum 12-15 mm capindadir. Brakteler 5-6
adet, subulattir; dikenlidir; 1-3 cm, en uzun olanlar1 tabanda, 0-4 yan diken tasir.
Brakteollerin hepsi tepede 3 sivri ucludur. Kalkerli/kirecli kayalarda, yaklagik 1300
m ylikseklikte yetisir. Endemik bir tiirdiir (Davis ve ark., 1988; s. 145).
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1.2.5.6. Eryngium kotschyi Boiss.

Sert, tabanda lifli, ¢cok yillik bir bitkidir. Govde birka¢ adet, orta kismin iistiinden
belirgin bir sekilde dallanmugtir. Taban yapraklar: kalicidir, derimsi, donuk mavi-
yesil renkli, yaprak sap1 ¢ogu zaman uca yakin dikenlidir; lamina genisce, kuneat-
orbikulardir. 6-13 cm uzunlugunda ve genisligindedir. Parcalidir; derin palmat
parcalar birbirinden uzak (3)5-7 adet uzamis derin pennat loblara ayrilmistir; biitiin
parcalar linear-lanseolat ve hemen hemen paralel damarli, batici, terminal loblar
lateral loblardan daha uzundur. Orta govde yapraklar1 benzer sekildedir; farkli olarak
kisa, dikenli kenarl, sarict bir sap tasirlar; ¢icek durumu yapraklart ¢cogunlukla 3
parcalhdir. Cicek durumu ametist renkli, hemen hemen yogun panikulat sekilde, sert;
kapitulum 8-20 adet, basik kiire seklinde, 10-23 mm capindadir. Brakteler 6-15 adet,
farkli uzunluklarda, geriye dogru kivrik gibi ve Eryngium billardieri’de oldugundan
daha genis ve serttir; dis kisimdakiler 5-7 damarli ve 1-4 cift seyrek, kalin dislidir.
Brakteoller tam, sepallerden daha uzundur. Merikarplar, ovat sekilli; obtustan akuta
degisen pullarla kaplhidir. Ciceklenme zamam 7-9. aylardir. Taghk yamaclarda ve
sedir ormanlarinin sinirlarinda, 1100-2250 m yiiksekliklerde yetisir. Endemik bir
bitkidir (Davis, 1972; s. 302).

1.2.5.7. Eryngium maritimum L.

Donuk mavi-yesil renkli, sert, cok yillik bir bitkidir. Govde 20-35 cm boyunda, kaln,
cizgili ve koseli, genisce dallanmistir. Taban yapraklar: kalicidir; kalin, derimsi,
dairemsidir; diken uclu, genis licgensi dislidir. Orta ve ilist govde yapraklar1 da
benzer sekildedir ancak neredeyse sapsizdir ve daha kiigiiktiir. Cigcek durumu donuk
mavi-yesil renkli, yaygm-panikulattir. Kapitulum 3-15 adet, ovat, 10-25 mm
capindadir. Brakteler 5 adet, yapraksi; ovat; genis, birkac adet genis diken uclu
dislidir; kapitulumun 1-2 kati uzunluktadir. Brakteollerin hepsi 3 sivri ucludur.
Ciceklenme zamani 6-8. aylardir. Deniz seviyesinde, kumda yetisir. Bat1 Avrupa,

Akdeniz ve Karadeniz’de yayilis gosterir (Davis, 1972; 5.302).



11

1.2.5.8. Eryngium trisectum A. Worz & H. Duman

Cok yillik, hemikriptofit bir bitkidir. Yesil renklidir; iist kistmlar1 kirmizidan leylak
renge dogrudur. 30-90 cm uzunlugunda; 15 mm capa kadar genisleyen lifli bir ana
koke sahiptir. Taban yapraklar1 uzun, yassi saphdir; saplar 15 cm boya kadar uzanir;
lamina 3-4(-5) parcali veya iki ek kii¢iik parca tasiyan, derin ii¢ parcali sekildedir;
herbir par¢a 1-3 mm genisligindedir; 300 mm’ye kadar boylanan bu parcalar, bitkiye
Graminae bitkilerine benzer bir goriintii verir; tamdir; dikensi veya batic1 degildir;
paralel damarhdir. Govde dik, tek veya 2 tane; hafif olukludur; beyazimsi, iist
kisimlarda hafif leylak renklidir. Govde sadece ¢icek durumunun basladigi yerden
dallanir. Bu dallarin tabaninda kuru yaprak kinlarinin olusturdugu kiime bulunur.
Govde yapraklar1 paralel damarli, govdenin alt kisminda 3 parcali; taban
yapraklarina benzer sekilde, diiz, sarici, saplidir. Gvdenin iist kisminda tam, linear-
lanseolat sekilde, sapsiz, tabana dogru genislemis ve bu taban kenarlar1 kiigiik
dikenlidir. Synflorescence’in alt dallarin1 tasiyan yapraklar, dallarin boyunu
asmayacak sekildedir. Kapitulum 8-15 adet, yari-kiire seklinde; synflorescence
dikasyum veya korimbus seklinde, yaygindir. Involukrum yapraklari, 10-20(-25) x 3-
4 mm; umbellanin 2-3 kati uzunlukta, her bir kapitulumda 5-6 adet, subulat;
kenarinda bir cift, nadiren daha c¢ok veya O diken taswr. Paralel damarli, batici,
genellikle ilave sekilde; tabanda uzun dikenlerin olusturdugu bir halka bulunur.
Brakteler tam, linear, genislemis bir orta damara ve beyaz, dar kenara sahiptir;
baticidir, yaklasik olarak cicegin uzunlugundadir. Sepaller ovattan oblonga degisen
sekillerde, akuminat, batici, bazen mukronat, kenar1 beyazdir. Petaller iceri dogru
kivrilmig, uzun bir lob tasir; renkleri beyazdan leylak rengine degisir; uglari 2-
tepelidir. Meyveler ovoit, yassi, uzun akuminattan subulata degisen sekillerde
cikintili kenarlara ve uca sahiptir. Ciceklenme zamani 8. aydir. Serpentin
yamaglarda, 1600-1700 m yiikseklikte yetisir. Endemik bir tiirdiir (W6rz ve Duman,
2004).
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1.3. Eryngium Tiirleri Uzerinde Daha Once Yapilan Cahismalar

1.3.1. Fitokimyasal Calismalar

Eryngium tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal caligmalarda toprakiistii kistmlarinda
saponinler, flavonoitler ve ucgucu yag; toprakalti kisimlarinda ise triterpenik
saponinler, monoterpenik glikozitler, fenolik bilesikler (flavonoitler, fenolik asitler),
kumarin tiirevi bilesikler, terpen aldehit esterleri, asetilenler, ucucu yag ve
oligosakkaritler bulundugu tespit edilmistir. (Erdelmeier ve Sticher, 1985;
Erdelmeier ve Sticher, 1986; Hohmann ve ark., 1997; Kartal ve ark., 2005; PDR for
Herbal Medicines, 2004).

1.3.1.1. Eryngium Tiirlerinden Elde Edilen Saponinler

Eryngium tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢caligmalar sonucu, triterpenik yapida
saponin icerdikleri belirlenmistir. izole edilen saponinlerin aglikonlar1 baslica
barringtogenol C, Al-barrigenol, R1-barrigenol veya kameliagenin A yapisindadir
(Sekil 1.1); bunlarin yaninda eringinol A, eringinol B, betulinik asit, oleanik asit
yapisinda aglikona sahip saponinler de izole edilmistir. Glikoziti olusturan seker
olarak da genellikle glukoz, glukuronik asit, ramnoz, ksiloz, galaktoz, arabinoz
tagirlar. Genellikle 21 ve 22. konumlarda ve bazen de 28. konumdan baslica asetik
asit, anjelik asit, dimetilakrilik asit ve tiglik asit; nadiren de izovaleryanik asit, n-
butirik asit ve metil biitirik asit ile ester teskil ettikleri tespit edilmistir. Saponinler
genellikle monodesmozidiktir; bidesmozidik olanlarda seker gruplar1 aglikona 3. ve
28. konumlardan baglanmistir (Hiller ve ark., 1974; Hiller ve ark., 1978; Kartal ve
ark., 2005; Kartal ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2008).
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HO
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z
Z
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Aglikon R, R,
Al-barrigenol OH H
R1-barrigenol OH OH

Barringtogenol C H OH

Sekil 1.1. Eryngium tiirleri saponinlerinde en sik rastlanan aglikonlar.

Eryngium giganteum bitkisinin yapraklarindan hazirlanan metanollii ekstreden
hareketle aglikonlar1 Giganteumgenin A, B, C, D, E, G, H, K, M ve N olarak
adlandirilan, triterpenik saponinler izole edilmistir. Izolasyon sonrasi saponin
hidroliz edilmis; aglikonlarm yap1 tayinleri yapilmis; baslica barringtogenol C ve R1-
barrigenol yapisinda oldugu belirlenmistir (Sekil 1.1). Seker olarak r-arabinoz, p-
galaktoz, p-glikoz, r-ramnoz, p-ksiloz ve bp-glukuronik asit tasidiklar1 tespit
edilmistir. Aglikonlarin ana iskeletleri tam olarak tespit edilmekle beraber,
analizlerin yapildig1 donemde olanaklarin kisithligi nedeniyle icerdikleri acil
stibstitiientlerinin (dimetilakrilik asit, anjelik asit veya tiglik asit - OCOC4H5) teshisi

kesin olarak yapilamamustir (Hiller ve ark., 1975").

Eryngium amethystinum L. lizerinde yapilan bir ¢caligmada, aglikonu barringtogenol
C, Rl-barrigenol, eringinol A ve Al-barrigenol yapisinda olan saponinler izole

edilmistir (Hiller ve ark., 1977).
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R,
/////R2
3
HO
Aglikon Rl RZ R3 R4 Rs

Giganteumgenin A | O-Anjeloil veya O-  OCOCH; CH,O0COCH; OH H

Tigloil ya da O-

Dimetilakriloil
Giganteumgenin B | O-Anjeloil veya O-  OCOCH; CH,0OH OH H

Tigloil ya da O-

Dimetilakriloil
Giganteumgenin C H H COOH H H
Giganteumgenin D OCOCH, OCOCH; CH,OH OH OCOCH;
Giganteumgenin E | O-Anjeloil veya O- OH CH,0OH OH H

Tigloil
Giganteumgenin G | O-Anjeloil veya O- OH CH,0OH OH OH
Tigloil
Giganteumgenin H OH OCOC,H, CH,OH OH OH
Giganteumgenin K OH OCOC,H, CH,0OH OH OH
Giganteumgenin M OH OH CH,0OH OH H
Giganteumgenin N OH OH CH,0OH OH OH
Hiller ve ark., 1975

Sekil 1.2. Eryngium giganteum’dan izole edilen saponin aglikonlar1

Hiller ve arkadaslar1 (1973), Eryngium planum toprakiistii kisstmlarindan triterpenik
yapida Eringinol A adli sapogenolii izole etmislerdir. Bilesigin yapisinin
aydmnlatilmasmda 'H-NMR ve Kiitle spektroskopisinden yararlanmislardir ve
sonugta bu bilesigin barringtogenol C aglikonunun metabolizasyon {iiriinii oldugunu

saptamiglardir.
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Eryngium planum bitkisinin kokleri ile yapilan bir caliymada koklerin %80’lik
metanol ile ekstresi elde edilmis ve elde edilen ekstre cesitli kromatografik
uygulamalara tabi tutulduktan sonra triterpenik saponinler izole edilmistir. Hidroliz
edildikten sonra aglikonun yapist UV spektroskopisi, 'H NMR spektroskopisi, IR
spektroskopisi, kiitle spektroskopisi, gaz kromatografisi yontemleri ile aydinlatilmis,
Al-barrigenol, R1-barrigenol yapisinda aglikonlar olarak tespit edilmislerdir (Sekil
1.3). Eryngiumgenin A ve Eryngiumgenin B bilesiklerinin siibstitiientleri ve
baglanma konumlar1 ayn1 olmasmna ragmen; iki bilesikte bulunan dimetilakriloil,
anjeloil ve tigloil gruplarinin oranlarini farkli oranlarda saptadiklar: i¢in (anjelik asit,
dimetilakrilik asit veya tiglik asit (Eryngiumgenin A icin 5:4:1); (Eryngiumgenin B
icin 5:3:1) ) iki ayr1 bilesik olarak belirtmislerdir (Hiller ve ark., 1970).

Aglikon R, R,

Eryngiumgenin A H O-Anjeloil veya
O-Tigloil ya da
Dimetilakriloil

Eryngiumgenin B H Izovaleryanil veya
Izobutiril ya da
n-butiril

Eryngiumgenin C OH O-Anjeloil veya O-
Tigloil ya da O-
Dimetilakriloil

Eryngiumgenin D OCOCH; O-Anjeloil veya O-
Tigloil ya da O-
Dimetilakriloil

Hiller ve ark., 1970

Sekil 1.3. Eryngium planum’dan izole edilen saponin aglikonlari
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Eryngium planum bitkisi lizerinde yapilan baska bir aragtirmada; yaprak ve kokleri
izerinde izolasyon caligmalar1 yapilmistir. Sonucta triterpenik saponinler izole
edilmis; hidroliz edildikten sonra sapogeninlerin yapisi kiitle spektroskopisi, 'H
NMR  spektroskopisi, gaz kromatografisi  yontemleriyle aydmlatilmistir.
Siibstitiientlerin konumlar1 veya hangi asitin baglandig1 kesin olarak saptanmamus;

olas1 konumlar seklinde belirtilmistir.

Eryngiumgenin E: Kamelliagenin A yapisinda, 16, 21 veya 28. konumlardan
ikisinde, asetik asit ve anjelik asit veya tiglik asit ile ester olusturan bir aglikondur

(Hiller ve ark., 1974; Hiller ve ark., 1975%).

Eryngiumgenin F: Barringtogenol C yapisinda; 21 konumunda anjelik asit veya
tiglik asit, 2200 konumunda asetik asit ile ester olusturan bir aglikon olarak tespit

edilmistir.

Eryngiumgenin G: Barringtogenol C yapisinda; 21B konumunda anjelik asit veya
tiglik asit, 2200 konumunda asetik asit ile ester olusturan, diester yapisinda bir

aglikondur.

Eryngiumgenin H: Barringtogenol C’ye bagli, 213 veya 2200 konumunda anjelik

asit veya tiglik asit ile ester olusturan, monoester yapisinda bir aglikondur.

Eryngiumgenin J: R1-Barrigenol’a bagli, 21 konumunda anjelik asit, tiglik asit, o-
metil biitirik asit veya izovaleryanik asit, 2200 konumunda ise asetik asit ile ester

olusturan, diester yapisinda bir aglikondur.

Eryngiumgenin K: R;-Barrigenol’a bagl, 21 konumunda anjelik asit veya tiglik

asit, 22a konumunda ise asetik asit ile olusturan diester yapida bir aglikondur.



17

Eryngiumgenin L: R;-Barrigenol’a bagl, 21p veya 220 konumunda anjelik asit,
tiglik asit, o-metil biitirik asit veya izovaleryanik asit ile ester olusturan, monoester

yapisinda bir aglikondur (Hiller ve ark., 1974).

Eryngium bromeliifolium Delar. yapraklar1 lizerinde yapilan izolasyon c¢aligmalari
sonucunda, oleanik asit yapisinda iki aglikon bulundugu tespit edilmistir. Oleanik
asit yapisi, bu calismadan ©nce sadece Eryngium incognitum Pavl.’dan izole
edilmistir. Oleanik asit tiirevi saponinlerin izole edildigi ikinci tiir Eryngium

bromeliifolium olarak kayitlara ge¢mistir (Hiller ve ark., 1973).

Eryngium bromeliifolium bitkisinin taze yapraklar1 lizerinde yapilan izolasyon
caligmalar1 sonucunda betulinik asit-3-O-B-glikozit adli triterpenik saponin izole

edilmistir (Hiller ve ark., 1976").

Eryngium maritimum bitkisinin ciceklenme zamaninda toplanip kurutulmusg
toprakiistii kisimlar1 saponin komplekslerinin izolasyonu i¢in kullanilmis ve farkli
saponinler izole edilmistir. Genellikle esterlesmis halde bulunduklari; Al barrigenol
ve Rj-barrigenol yapisinda aglikon; ester olusturan asit olarak da anjelik asit ve tiglik

asit tasidiklar tespit edilmistir (Hiller ve ark., 19762, Abu-Asaker, 2005).

Hiller ve arkadaslarmin (1978) yaptiklar1 baska bir c¢alismada; Eryngium
bromeliifolium bitkisinin taze yapraklarindan Saponin F olarak adlandirilan,
kimyasal okunusu 3-O-D-Glukopiranoziloleanolik asit—28-O-D-ksilopiranozit olan

triterpenik saponin izole etmislerdir.
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HO
OH

OH

OH Saponin F

Sekil 1.4. Saponin F.

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’nda Dog. Dr.
Murat Kartal’mn yiriitiictiliigiinii tistlendigi Mahmoud Abu Asaker’e ait “Eryngium
campestre L. var virens Link Uzerinde Farmakognozik Calismalar” adli tez
calismasinda 2 yeni triterpenik saponin izole edilmistir. Bitkinin koklerinden elde
edilen metanollii (MeOH) ekstre kuruluga kadar ucurulduktan sonra H,O — MeOH
(9:1) karistminda ¢6ziilmiistiir; daha sonra H,O ile doyurulmus n-biitanol (n-BuOH)
ile ekstre edilmistir. Elde edilen n-BuOH ekstresi silika jel kolon kromatografisi
yontemi 13 ana fraksiyona ayrilmis; ayrilan bu fraksiyonlardan da ters faz silika jel
orta basmgli sivi kromatografisi (MPLC) uygulamasi ile 3-O-f-D-glukopiranozil-
(1—2)-[a-L-ramnopiranozil-(1—4)]-4-D-glukurunopiranozil-22-O-anjeloil-R1-
barrigenol (1) ve 3-O-f-D-glukopiranozil-(1—2)-[a-L-ramnopiranozil-(1—4)]-f-D-
glukurunopiranozil-22-O-p, f-dimetilakriloil-Al-barrigenol ~ (2) adli triterpen
yapisinda bilesiklere ulasilmistir. izole edilen bilesiklerin yapilar1 baslica tek boyutlu
(1D) ['H-NMR, "*C-NMR,] ve ¢ift boyutlu (2D) ['H-'H COSY, TOCSY, NOESY,
HSQC VE HMBC] NMR teknikleri olmak iizere kiitle spektroskopisi [FAB-MS
(negative iyon modu) ve HR-ESI-MS (pozitif iyon modu)] yOntemleri ile
aydinlatilmistir. izole edilip yapis1 tayin edilen bilesiklerin formiilleri Sekil 1.5’te
gosterilmistir (Abu-Asaker, 2005; Kartal ve ark., 2005).
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Glukuronik asit

HOOC

O

Ramnoz HO
sHC o OH
HO, QO o
HO
HO H
OH

Anjeloil

(0]
2 H o 1 2\
(0]

4
5

3

4

Dimetilakriloil

Sekil 1.5. Eryngium campestre koklerinden izole edilen saponinler

Tez ¢aligmasinin haricinde izolasyon c¢alismalar1 devam ettirilmis; ayni bitkiden 5
tane daha yeni triterpenik saponin yapisinda madde izole edilmistir. izolasyon
caligmalarinda yine daha once elde edilen n-BuOH ekstresi kullanilmistir. Elde
edilen 13 ana fraksiyondan hareketle silika jel ve ters faz silika jel MPLC
uygulamalar1 ile 3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-f-D-glukurunopiranozil-22-O-p, f-
dimetilakriloil-Al-barrigenol D), 3-0-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-f-D-
glukurunopiranozil-22-0-anjeloil-R1-barrigenol (2), 3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-
f-D-glukurunopiranozil-21-0-asetil-22-0-anjeloil-R1-barrigenol ~ (3), 3-0-0-L-
ramnopiranozil-(1—2)-f-bD-glukurunopiranozil-21-0-asetil-22-O-p, f-dimetilakriloil-
R1-barrigenol (4), 3-O-a-i-ramnopiranozil-(1—2)-f-D-glukurunopiranozil-22-0O-
anjeloil-28-0-asetil-R1-barrigenol bilesikleri saf olarak izole edilmistir (Sekil 1.6).
Izole edilen bu 5 bilesigin yapilar1 baglica 1D ['H NMR, *C NMR,] ve 2D ['H-'H
COSY, TOCSY, NOESY, HSQC VE HMBC] NMR teknikleri olmak {iizere kiitle
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spektroskopisi [FAB-MS (negative iyon modu) ve HR-ESI-MS (pozitif iyon modu)]
yontemleri ile aydmlatilmistir (Kartal ve ark., 2006).

HOOC Glukugnik asit
O
H
O
Ramnoz
HC R R R
H} 2 1 Y 22\ 5 ’
H 1 H 3 OH
OH
le} 4
5
2 OH O\ﬁ)ﬁ\r OH
o) 4
5
O
3 N X OH
(0]
o) 4
O
1 5
O X 3
4 Y OH
fe) 4

Sekil 1.6. Eryngium campestre koklerinden izole edilen diger saponinler

Eryngium yuccifolium Michx. bitkisinin tiim kisimlar1 ile yapilan bir ¢alismada
bitkinin tiim kisimlar1 toz edilip %95°lik etanol ekstre edildikten sonra kuruluga
kadar ucurulmus; daha sonra metanol — su (1:1) karisiminda siispanse edilip sirasiyla
hekzan ve n-BuOH ile ekstre edilmistir. n-BuOH fraksiyonu once silika jel kolon
kromatografisine uygulanmistir; daha sonra bu uygulamadan elde edilen alt

fraksiyonlar preparatif HPLC, oktadesil-fonksiyonlu silikajel (ODS) kolon
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kromatografisi yontemlerine uygulanmis sonucta triterpenik saponin yapisinda olan
eringozit A (1), eringozit B (2), eringozit C (3), eringozit D (4), eringozit E (5),
eringozit F (6), eringozit G (7), eringozit H (8), eringozit I (9), eringozit J (10),
eringozit K (11), eringozit L (12) bilesikleri yeni bilesikler olarak; bilinen
bilesiklerden de 21p-anjeloiloksi-3B-[B-D-glukopiranozil-(1—2)]-[B-D-ksilopiranozil-
(1—3)]-B-p-glukurunopiranoziloksiolean-12-en-150, 160, 22a, 28-tetrol (13) ve
sanikulasaponin III (14) izole edilmistir. Izole edilen bilesiklerin yapilar1 1D ['H-
NMR, ""C-NMR,] ve 2D [DEPT, COSY, ROESY, HMQC VE HMBC] NMR
teknikleri olmak tizere kiitle spektroskopisi [HR-ESI-MS (pozitif iyon modu) ve HR-
MALDI-MS (pozitif iyon modu)] yontemleri ile aydmlatilmistir; yapis: aydinlatilan
bilesikler Sekil 1.7°de gosterilmistir (Zhang ve ark., 2008).

30

29
\\\\\\\
oY

Rs

"oR,
ORs
é '//////Rz
El
R7
(0) “,
O. I//////
ORs A 2
OH
HO
o_ O
OH
OH
ORg
Ry R, R; Ry Rs R¢ Ry Rg
1 H OH | H Glukoz H H CH,OH | Glukoz
2 H OH | H Glukoz H H CH,OH | Galaktoz
3 H =0 H Glukoz H H CH,OH | Glukoz
4 H OH | H H Glukoz H CH,OH | Glukoz
5 OH | OH | OH Anjeloil Ksiloz COOH
6 H OH | OH Anjeloil Ksiloz COOH
13 | OH | OH | O-Anjeloil | H Ksiloz COOH
7 OH | OH | O-Anjeloil | H Arabinoz | COOH
8 OH |OH | H Anjeloil Ksiloz COOH

9 OH |OH | H Anjeloil
10 | OH | OH | O-Anjeloil | Asetil
14 | OH | OH | O- Anjeloil | Asetil
1 | H OH | O- Anjeloil | Asetil
12 | H OH | O- Anjeloil | Asetil

Arabinoz | COOH
Ksiloz COOH
Arabinoz | COOH
Ksiloz COOH
Arabinoz | COOH

an] jas] jasijasijasijas]jan]jas]jasijas
an] jas] jasijasijasijas]jan]jas]jasijas

Sekil 1.7. Eryngium yuccifolium’dan izole edilen saponinler
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1.3.1.2. Eryngium Tiirlerinden Elde Edilen Saponin Disindaki Bilesikler

Zhang ve arkadaslar1 (2008); yukarida agiklandig1 gibi izole ettikleri saponinlerin
yanisira elde ettikleri n-BuOH ekstresinin silika jel kolon kromatografisi uygulamasi
ile yeni bir bilesik olan kemferol-3-0-(2-O-trans-p-metoksikumaroil-6-O-trans-p-
kumaroil)-B-D-glukopiranozit ve bilinen bir bilesik olan kemferol-3-O-(2,6-di-O-
trans-p-kumaroil)-B-D-glukopiranozit adli flavonoitleri izole etmislerdir. Silika jel
kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlardan hareketle bilinen bir fenolik
asit olan kafeik asit izole edilmistir. Yine fraksiyonlarin ODS kolona uygulanmasi ve
preparatif yiikksek basincli sivi kromatografisi (HPLC) uygulamalar1 sonucunda 3,4-
dihidroksifenil kafeat ve (4-B-D-glukopiranoziloksi)-3-hidroksifenil kafeat bilesikleri
dogada ilk kez izole edilmistir. izole edilen bilesiklerin yapilar1 1D ['H-NMR, "C-
NMR,] ve 2D [DEPT, COSY, HMQC VE HMBC] NMR teknikleri olmak iizere
kiitle spektroskopisi [HR-MALDI-MS (pozitif iyon modu)] yOntemleri ile

aydmlatilmastir.

Le Claire ve arkadaslarmin (2005) yaptig1 bir calismada Eryngium alpinum L.‘un
kokleri, diklorometan ile yagindan kurtarildiktan sonra % 50°lik etanol ile ekstre
edilmis, elde edilen ekstrenin MPLC’ye uygulanmasi ile klorojenik asit (1), R-(+)-
rozmarinik asit (2) ve R-(+)-3"-O-f-D-glukopiranozil rozmarinik asit (3) izole
edilmistir. Ayn1 caligmada farkli yerlerden saglanan Eryngium tiirlerinin R-(+)-
rozmarinik asit ve R-(+)-3"-O-f-D-glukopiranozil rozmarinik icerikleri HPLC ile
arastirilmistir. Sonuglar ¢izelge 1. de gosterilmistir; analizi yapilan tiirlerin hemen
hepsinin R-(+)-rozmarinik asit icerdigi gozlenirken; Eryngium falcatum, Eryngium
foetidum, Eryngium giganteum ve Eryngium ilicifolium bitkilerinin toprakalti
kisimlarinda  R-(+)-3"-O-f-D-glukopiranozil rozmarinik asite rastlanmamistir

(Cizelgel.1).
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Cizelgel.l. Eryngium tirlerinin koklerinin Rozmarinik asit ve R-(+)-3'-O-f-D-glikopiranozil
rozmarinik asit analiz sonuglari

Bitki adi (kaynag) Rozmarinik asit  R-(+)-3'"-O-f-D-glikopiranozil
rozmarinik asit

Eryngium agavifolium (Bot. Garden, + -

Bern)

Eryngium alpinum (Maran/Arosa) + +

Eryngium  alpinum  (Bot.  Garden + +

Porrentruy)

Eryngium alpinum (La Thomasia) + +

Eryngium alpinum (Bergiin) + +

Eryngium alpinum (Ardon) + +

Eryngium alpinum (Agroscope, Bruson) + +

Eryngium  alpinum  (Bot.  Garden, + +

Freiburg)

Eryngium alpinum (La Rambertia) + +

Eryngium alpinum (Schynige Platte) + +

Eryngium amethystinum (FND,

Morocco)

Eryngium amethystinum (Bot. Garden, + -

Ziirich)

Eryngium bourgatii (Bot. Garden, Bern) + +

Eryngium bourgatii (Pyrenees) + +

Eryngium campestre (Val d‘Aoste) + -

Eryngium campestre (Bot. Garden, + +

Ziirich)

Eryngium campestre (Bot. Garden, + +

Bern)

Eryngium campestre (Rouffach) + +

Eryngium campestre (Bot. Garden, - -

Reinach)

Eryngium campestre (FND, Morocco) + +

Eryngium  campestre  (Bot.Garden, + +

Freiburg)

Eryngium campestre (Sachsen Anhalt) - -

Eryngium falcatum (FND, Morocco) + -

Eryngium foetidum (FND, Vietnam) - -

Eryngium  giganteum (Bot. Garden, + -

Bern)

Eryngium  giganteum (Bot. Garden, + -

Basel)

Eryngium  giganteum (Bot. Garden, + -

Ziirich)

Eryngium ilicifolium (FND, Morocco) - -

Eryngium maritimum (FND, Morocco) + -

Eryngium maritimum (FND, Germany) + +

Eryngium maritimum (Bot. Garden, + +

Freiburg)

Eryngium yuccifolium (Bot. Garden, - -

Bern)
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Eryngium campestre bitkisinin toprakiistii kisimlar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada;
toprakiistii kisimlarda hazirlanan metanollii ekstre petrol eteri, etil asetat ve su ile
stvi-s1v1 ekstre edildikten sonra ekstreler iizerinde kolon kromatografisi, preparatif
ITK gibi kromatografik yontemler uygulanarak tilirozit, kemferol 3-O-B-D-glukozit-
7-0-a-L-ramnozit, rutin, kemferol, kersetin, izoramnetin, kafeik asit, klorojenik asit
ve mannitol yaninda; kemferol 3-O-B-D-(2'-Z-p-kumaroilglikozit) ve trans izomeri
karisim halinde izole edilmistir. cis izomerinin ilk kez bu bitkiden elde edildigi

bildirilmistir (Hohmann ve ark., 1997).

Eryngium bourgatti bitkisinin toprakalti1 ve toprakiistii kisimlar: iizerinde ayr1 ayri
yiiriitiilen izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda her iki kisitmdan da 6-pentenil-2-[2-okso-
biitin(3)-yliden]-tetrahidropiran adli asetilenik bilesik ile Apiaceae (Umbellifereae)
familyasinda yaygin olarak bulunan falkarinon adl bilesik izole edilmistir (Drake ve

Lam, 1972).

Eryngium campestre kokleri yagindan kurtarildiktan sonra kloroform ile ekstre
edilmis; elde edilen bu ekstre lizerinde yapilan cesitli kromatografik uygulamalar
sonucunda kumarin tiirevi olan aegelinol, agasyllin, grandi-vittin ve aegelinol

benzoat adli maddeleri izole etmislerdir (Erdelmeier ve Sticher, 1985).

Eryngium campestre bitkisinin koklerinden elde edilen metanollii ekstreden hareketle
yapilan izolasyon calismalar1 sonucunda 3-(B-D-glukopiranoziloksimetil)-2,4,4-
trimetil-2,5-siklohekzadien-1-on ve 3-(B-D-glukopiranoziloksimetil)-2,4,4-trimetil-2-
siklohekzen-1-on adli, siklohekzanon tipi monoterpenik glikozit yapisinda iki yeni

madde izole edilmistir (Erdelmeier ve Sticher, 1986).

Eryngium tiirlerinin ugucu yaglar1 lizerinde yapilan caligmalar ve ucucu yaglarin
major bilesenleri c¢izelge halinde verilmistir (Cizelgel.2). Tirkiye’de yetisen
Eryngium tiirleri lizerinde tarafimizca Eryngium maritimum bitkisinin toprakiistii
kisimlari ile yapilan ¢alisma haricinde baska bir caligmaya rastlanmamistir (Aslan ve

Kartal, 2006).



Cizelge 1.2. Eryngium tiirlerinden elde edilen ucucu yaglarin bilesenleri.
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Ucucu yagin
Bitki Ad elde edildigi Ana bilesikler Referans
kisim
a-pinen (%11,8), 2,3,6-
Yaprakli dallar | trimetilbenzaldehit (%24,7 ..
p (9%24.7), il
germakren D (%31,3) ami(m
Ermeium a-pinen (%25,6), 2,3,6- Vggég"
ﬂ"ly f. L Cicek durumu | trimetilbenzaldehit (%22,0),
ametiy st L. germakren D (%14,5)
a-pinen (%17,0), 2,3,6-
Meyve trimetilbenzaldehit (%16,9),
germakren D (%7,6)
Eryngium billardieri Toprakiistii o-muurolen (%.4 2.0), B-gurjunen Sefidkon
F. Delaroche Kastmlar (%17,0), 6-kadinen (%6,2), valensen | ve ark.,
) (%5,7) 2004
. Fillokladen (% 37,6),
Clcek durumu | 4 i oermakren (% 15,1) PaliPail
Eryngium bourgatii |y, 4 | Fillokladen (%20.4), y-muurolen 3;;1? .
Gouan P (%11,8), (E)-karyofillen (%10,1) 20051"
Kok y-muurolen (%15,4), fillokladen (%
15,0)
Ervneium buneei Tobrakiistii Kumin alkol (%535,3), terpinolen Morteza-
y gBoiss & kfs \mlar (%14,6), karvakrol (%38,9), limonen | Semnani,
) (%7,5) 2005
2,4,6-trimetilbenzaldehit (%50,8), a-
. pinen (%4,0), kristanetilasetat (%
Clgek durumu 14 ) "5 4 5-trimetilbenzaldehit
(%3,3) Do
Eryngium 2,4.6-trimetilbenzaldehit (%50), Pjia;flfm
corniculatum Lam. Yaprak + dallar | 2,4,5-trimetilbenzaldehit (%3,8) ve v
. 2007
a-pinen (%3.4)
2,4,6-trimetilbenzaldehit (%29,8),
Kokler fillokladen izomer (%13,0), (E)-
nerolidol (9,4) ve B-6desmol (%4,1)
. . 7-epi-selinen (%38,3), cis-p-gayen Brophy
Ery ”ﬁ”&i’éﬁ““sum Tifsriﬁl‘frm (%10,8), 2,3.6-trimetilbenzaldehit ve ark.,
) ) (%8.0), (E,E)-a-farnesen (%7,3) 2003
2,3,6-trimetilbenzaldehit (%5,5 ve Martins
Toprakiistii 23,7), (E)-2-dodekenal (%15.9 ve ve ark
kisimlar 37.,5), (E)-2-tetradekenal (%18,7 ve 2003"
Eryngium foetidum L. 25.3) — -
2,4,5-trimetilbenzaldehit (%27,7),
Toprakiistii (E)-2-dodekenal (%27,5), karotol Cardozo,
kisimlar (%8.8), 3-dodekenal (%5,2) 2004
Fillokladen izomer (%43,5), (E)-
Cicek durumu karyofillen (%15,2), valensen Lo
Eryngium glaciale (%11,5) Pala-Plj al
Boiss. Yaprak + dallar | Fillokladen izomer (%41,3) Vzeozz)rsz.,
Kékler Fillokladen izomer (%49,4), linalol

(%19,1)
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Toprakiistii Germakren D (%43,1-42,4), 9-
kisimlar muurolen-15-aldehit (%22,4-16,4) Pali-Pal
v-gayen (%40,2), 2,3,4- ve ark.,
Eryngium maritimum Kokler trimetilbenzaldehit (%24,5), 2005°
L germakren D (%10,6)
) spatulenol (%18,99), karyofillen Aslan ve
Toprakiistii oksit (%8,18), a-amorfen (%5,89), Kartal
kisimlar 1,5-epoksisalvial-4-(14)-en (%5,15 200 6’
ve salvial-4-(14)-enl-on (%5,00)
Bornil asetat (%20,8), B-selinen
Eryngium Yaprak (%13,8), o-selinen (%11,3), y- Brophy
andanifolium Cham, muurolen (%38,0) ve ark
p CSenlooht Oktanal (%11,5), p-selinen (%9,2), 5003
et sehiee Meyve B-elemen (%4,4)
. Spatulenol (%20,0), B-bizabolol
Eryngium rostratum Govde (%8,6), karyofilen oksit (%8,0) Brophy
Cav. y-terpinen (%4,5), o-muurolen ve ark.,
Meyve (%3.9) 2003
B-elemen (%16,0), bisiklogermakren Pal4-Padl
Eryngiu{n rosu{atum Toprakiistii (%12,5), 5-elemen (%7,0), (E)- ve ark.,
P.W. Michael ined. kisimlar karyofillen (%5,9) 2006
. B- karyofilen (%20,3), germakren D Brophy
. Eryngium . Kis yapraklar (%19,2), a-humulen (%8.,8) ve ark.,
vesiculaosum Labill.
2003
Germakren D (%18,3), terpinolen
Yaprak (%117,8), bisiklogermakren (%38,8),
a-pinen (%7,56) Palé-Pal
Eryngium yuccifolium Saplar Germakren D (%38,4), 5-amorfen ve ark
Michx. (%12,2), bisiklogermakren (%10,1) 20052"
Terpinolen (%25,8), trans-(E)-
Kokler bergamoten (%18,6), 2,3,6-

trimetilbenzaldehit (%13,9)
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1.3.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

Eryngium maritimum koklerinin antienflamatuvar aktiviteleri karagenin ile
olusturulan pence 6dem testi ve pamuk-pellet graniilloma testi ile arastirilmistir.
Uygulamalar intraperitonal (i.p.) yapilmustir. Oncelikle koklerden, % 30’luk
etanolden hareketle hidrofilik (polar) ve kloroformdan hareketle lipofilik (apolar)
ekstreler hazirlanmis ve test edilmistir. Hidrofilik ekstrenin 4 g kuru bitki
materyaline denk gelen 1248 mg/kg dozda karagenin ile olusturulan pengce 6demi
testinde anlamli aktivite gosterdigi belirlenmistir. Pamuk-pellet graniiloma testinde
aktivite saptanmamigtir. Aktivitesi yiiksek bulunan hidrofilik ekstre bir ileri diizeye
gotiiriilmiis; asidik, alkali ve notral fraksiyonlarina ayrilarak karagenin ile
olusturulan penge ddem testi uygulanmistir. Uygulama sonunda, alkali fraksiyonun
aktivitesi yliksek bulunmustur. Bunun {izerine alkali fraksiyon bir kez daha
fraksiyonlarma ayrilmis ve test yeniden uygulanmistir. Uygulama i.p. ve oral yoldan
ayr1 ayr1 yapilip degerlendirilmistir. Elde edilen fraksiyonlardan zayif alkali 6zellikte
olan fraksiyon (8 g kuru bitki materyaline denk gelen 93 mg/kg dozda) en yiiksek
aktiviteyi gostermistir. Pamuk-pellet graniiloma testinde etkiden sorumlu maddeler
kortikosteroitlerdir; bu da Eryngium maritimum koklerinin hidrofilik ekstresinde
gozlenen etkinin steroidal yapida olan maddelerle ilgili olmadigin1 gostermektedir

(Lisciani ve ark., 1984).

Yesilada ve arkadaslarinin (1989) yaptigi bir calismada Eryngium billardieri
bitkisinin tiim kisimlarindan elde edilen metanollii (MeOH) ekstrenin (150 mg/kg)
asetik asit ile olusturulan arttirillmis vaskiiler permeabiliteyi % 44 oraninda
diisiirdiigii saptanmistir. Bunun lizerine ileri fraksiyonlama asamalarina gegilerek
bitkinin toprakiistii ve toprakalti kisimlarindan elde edilen ekstreler, asetik asitle i.p.
olarak olusturulan arttirilmis vaskiiler permeabiliteye ve serotonin, bradikinin ve
karagenin ile olusturulan 6deme kars1 test edilmistir. Toprakiistii kistmlar 6nce petrol
eteriyle ekstre edilmis; artik daha sonra %80’lik metanol ile ekstre edilmistir. Elde
edilen metanollii ekstre yogunlastirildiktan sonra hekzan, kloroform (CHCls) ve suya

doyurulmus n-BuOH ile s1vi-s1vi ekstraksiyona tabi tutulmus elde edilen n-BuOH’lu
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ekstre MeOH’de ¢oziiliip ¢oktiirme amaciyla soguk eterle (Et;O) muamele edilmis
ve sonrasinda santrifiij edilerek ¢okelek ¢ozeltiden ayrilmistir. Toprakalt: kismlarin
ekstraksiyonu da ayni sekilde gerceklestirilmistir; tek fark olarak sivi-sivi
ekstraksiyonda CHCI; kullanilmamistir. Elde edilen ekstreler test edilmistir. Asetik
asit ile olusturulan artirilmis vaskiiler permeabiliteyi en yiiksek oranda koklerin
coktiiriilen n-BuOH ekstresinin inhibe ettigi saptanmistir. Bradikinin ile olusturulan
enflamasyon, serotonin ile olusturulan enflamasyon ve karagenin ile olusturulan
enflamasyon deneylerinde de sadece koklerden elde edilen ¢oktiiriilmiis n-BuOH
ekstresi anlamli bir aktivite gostermistir. Aktif fraksiyon, etken madde igerigi
acisindan test edilmis ve kopiirme 6zelligi gosterdigi, hemolitik 6zelliginin oldugu,
Liebermann-Burchard reaksiyonun da pozitif sonu¢ verdigi gozlenmistir. Bunun
yaninda fraksiyon Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile de analiz edilmis; antimon-
III-kloriir ve vanilin/fosforik asit reaktifleri ile lekeler gozlenmistir. Kan-jelatin
yontemi ile de pozitif reaksiyon vermesi bu fraksiyonun saponin karigimindan

olusmus olabilecegini gdstermektedir (Yesilada ve ark., 1989).

Séenz ve arkadaslar1 (1997) Fransiz Antilleri ve Panama’da halk arasinda kullanilan
Eryngium foetidum yapraklarindan elde edilen dekoksiyonun antienflamatuvar ve
analjezik aktivitesini arastirmiglardir. Antienflamatuvar aktivitenin
degerlendirilmesinde sicanlarda karagenin ile olusturulan pence ddem testi, 12-O-
tetradekanoilforbol asetat (TPA) ile olusturulan fare kulak ©6dem testi ve
miyeloperoksidaz enzim aktivitesi (MPO) testi kullanilmistir. Karagenin ile
olusturulan penge 6dem testinde ekstre ii¢ farkli dozda (250, 500, 750 mg/kg) oral
olarak uygulanmistir. TPA ile olusturulan fare kulak 6demi testinde topikal aktivite
iki farkli doz kullamilarak (3 ve 5 mg/kulak) degerlendirilmistir. Analjezik aktivite
asetik asit ile olusturulan abdominal kivranma testi (kimyasal stimiilasyon) ve sicak
levha testi (termal stimiilasyon) olmak iizere iki farkli yontemle degerlendirilmistir.
Sonugta karagenin ile olusturulan pence édem testinde 250 mg/kg dozda en yiiksek
antienflamatuvar aktivite saptanirken doz arttikca aktivitede azalma oldugu
saptanmustir. Ayrica gozlenen etkinin anlamli ama gecici oldugu belirtilmistir.
Topikal enflamasyon modelinde de (TPA ile olusturulan fare kulak 6demi) hafif

antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Analjezik aktivite Ol¢iimii
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asetik asit ile olusturulan kivranma testi ve sicak levha testi (Hot Plate) testleri ile
250, 500 ve 750 mg/kg dozlar kullanilarak yapilmistir. Sonucta her iki testle de
anlamlhi aktivite gozlenmis; en yliksek aktivitenin 500 mg/kg dozda goriildiigi

belirtilmistir.

Garcia ve arkadaslar1 (1999) Eryngium foetidum bitkisinin toprakiistii kistmlarindan
elde edilen hekzanli ekstrenin topikal antienflamatuvar aktivitesini arastirmislardir.
Oncalisma olarak Eryngium foetidum’un toprakiistii kisimlarindan hazirlanan
hekzanli ekstre {izerinde izolasyon c¢alismalar1 yapilmis ve o-kolesterol,
brassikasterol, kampesterol, stigmasterol, klerosterol, B-sitosterol, As- avenasterol,
As-24-stigmastadienol ve As-avenasterolden olustugu tespit edilen bir karigim izole
edilmistir. Bu karistmin major maddesi ayn1 yontemlerle stigmasterol (%95) olarak
tespit edilmistir. Fareler iizerinde yapilan ¢alismada TPA ile akut ve kronik olarak
olusturulan 6deme kars1 gosterdikleri aktivite test edilmistir. Akut TPA ile
olusturulan fare kulak 6dem testinde TPA sag kulaga 2,5 png dozda uygulanmis; sol
kulak kontrol olarak birakilmistir. Hekzan ekstresinin 1 ve 2 mg/kulak dozda olacak
sekilde asetonlu ekstresi; stigmasterolun ise 0,5 mg/kulak dozda olacak sekilde
asetonlu ¢ozeltisi uygulanmistir. Referans ila¢ olarak akut yontemde indometazin,
kronik yontemde ise deksametazon kullanilmistir. Sonugta akut enflamasyon
modelinde stigmasterol 0,5 mg/kulak dozda % 41 inhibisyon saglarken, hekzan
ekstresi 1 ve 2 mg/kulak dozlarda sirasiyla % 44 ve % 63 inhibisyon saglamistir.
Kronik enflamasyon modelinde stigmasterol % 40 inhibisyon saglarken, hekzan
ekstresi 1 ve 2 mg/kulak dozlarda sirasiyla % 43 ve %52 inhibisyon saglamistir.
Stigmasterol anlamli bir aktivite gdstermistir ancak ekstrede aktiviteden sorumlu tek
bir madde olmadigi, ekstre icerisinde bulunan bagka bilesiklerin de aktivitede rol
aldig1 belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada enflamasyonlu dokuda MPO aktivitesi de test
edilmistir. Akut yontemde MPO aktivitesi diisiiriiliirken, kronik yontemde enzimin
aktivitesinde anlamli oranda bir diisiis olmadig1 saptanmistir. Sonug olarak Eryngium
foetidum’un toprakiistii kisimlarindan elde edilen hekzanli ekstrenin, topikal

antienflamatuvar aktiviteye sahip dogal bir kaynak olabilecegi belirtilmistir.
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Halofilik bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerinin mikrodiliisyon yontemi ile
degerlendirildigi bir calismada Eryngium maritimum bitkisinin yapraklarimin apolar
(kloroformlu ekstre) ve polar (metanollii ekstre) ekstreleri iizerinde de calisiimistir.
Antimikrobiyal aktivitede Gram (+) (Staphylococcus aureus subsp. aureus,
Micrococcus luteus) ve gram (-) (Salmonella enteric subsp. arizonae, Salmonella
enteric subsp. montevideo, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas marginalis, Escherichia coli, Erwinia carotovora subsp. carotovora)
bakteriler ile maya olarak Candida albicans kullanilmistir. Sonugta apolar ekstrenin
polar ekstreye gore daha yiiksek oranda antimikrobiyal aktivite gosterdigi
saptanmustir. Ayn1 ¢alismada, yapraklarinin kloroformlu ve metanollii ekstrelerinin
total antioksidan kapasiteleri (fosfomolibdenum metodu ile) ve ABTS [2,2-azinobis-
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri test
edilmis ve anlamli oranda antioksidan aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir. Uc
bitkinin aktivitelerinin arastirildigi bu ¢alismada total fenolik madde miktar tayini de
“Folin-Ciocalteau (FC)” reaktifi yontemi ile tayin edilmistir. Analiz edilen 3 bitki
arasinda fenolik madde miktar1 en diisiik bitki Eryngium maritimum olarak
belirlenmistir; ancak antioksidan aktivitesi fenolik madde miktarinin az olmasina

ragmen yiiksek bulunmustur (Meot-Duros ve ark., 2008).

Bogucka-Kocka ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada (2008), Eryngium planum
bitkisinin meyvelerinin etanollii ekstresinin; ML-1—insan akut miyeloblastik 16semi,
J-45.01—insan akut T hiicre 16semi, EOL—insan eozinofilik 16semi, HL.-60—insan
(Kafkas) premiyelositik 16semi, 1301—insan T hiicresi 10semi lenfoblast, C-8166—
insan T hiicre 16semi, U-266B1—insan miyeloma, WICL—insan (Kafkas) normal B
hiicre, and H-9—insan T hiicre dizileri iizerine olan aktivitesi arastirilmistir. Sonugta;
1301 ve HL60 hiicre dizilerinin canli kalma oranlar1 sirasiyla %62 ve %355 olarak
bulunmustur, J45 hiicre dizilerinde canli kalma oran1 %9; Normal T hiicreleri (H9
hiicre dizisi) ve normal B hiicrelerinde (WICL hiicre dizisi) canlilik orani sirasiyla
%20 ve %8 olarak bulunmustur. Eryngium planum bitkisinin meyvelerinin etanolli
ekstresi ti¢ hiicre dizisinde kuvvetli apoptik aktivite gostermistir: J45, C1866 ve
U266°da sirasiyla % 66-96, % 89 ve %85. Hp ve WICL hiicre dizilerinde de benzer
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seviyede aktivitesinin oldugu goriilmiistiir: %82 ve %92. En diisiik aktivite HL60
(%49) ve ML-1 (%42) hiicre dizilerinde gdzlenmistir.

Eryngium foetidum bitkisinin metanollii ekstresinin anti-Helicobacter pylori
aktivitesinin arastirildigr bir calismada; bitkinin metanollii ekstresinin Helicobacter
pylori tizerine anlaml diizeyde aktivite gdstermedigi tespit edilmistir (Ndip ve ark.,

2007).

Sardunya/italya’da  geleneksel olarak kullanlan 11 bitkinin antioksidan
arastirmalarinin yapildig: bir calismada Eryngium campestre bitkisinin koklerinin de
antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Caligmada “Briggs Rauscher (BR)”
reaksiyonuna dayali antioksidan aktivite yontemi, ‘“Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC)” yontemine dayali antioksidan aktivite yontemi ve ‘2,2-difenil-
1,2-pikril hidrazil (DPPH)” yontemi aile antioksidan aktivite tayin yOntemleri
kullanilmigtir. Bitkinin kokleri her li¢ deneyde de anlamli oranda antioksidan aktivite
gostermistir. Antioksidan caligmanin yaninda total fenolik madde miktar tayini de FC
reaktifi kullanilarak yapilmistir. Sonucta diisiik antioksidan aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Dall’ Acqua ve ark., 2008).

Urdiin’de yetisen Eryngium creticum’un koklerinin sulu ekstresinin akrep zehirine
karg1 aktivitesi arastirilmistir. Calismada tavsan ve kobaylardan izole edilen trake ve
jejunum kullanilmistir. Hayvanlardan elde edilen trakeal diiz kas bantlari, 50 ml’lik
organ banyosunda akreplerden (Leiurus quinquestriatus) elde edilen 3 mg zehir ile
muamele edilmis boylece trakede maksimum kasilma olusturulmustur. Bitki ekstresi
eklenerek kasilmaya olan aktivitesi incelendiginde; bitkinin %10’luk sulu
cozeltisinden 0,5 ml eklendiginde kasilmayr %40-50 oraninda inhibe ettigi
saptanmustir. Jejunum kisimlarinmn normal hareketleri akrep zehiri eklenmesiyle
siddetli kasilmaya doniismiistiir. Eryngium creticum yukarida belirtilen
konsantrasyondaki sulu ekstresinin kobay jejunumuna 2 ml eklenmesiyle normal
hareketleri tamamen durmus ve tavsan jejunumuna 2,5 ml eklenmesiyle de bu

hareketlerde %65—70 oraninda azalma ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar bitkinin halk
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arasinda akrep sokmasina karsi kullanilisin1 destekler niteliktedir (Afifi ve ark.,

1990).

Bir baska calismada yine Urdiin kaynakli Eryngium creticum sulu ekstresi, kobaya
akrep (Leiurus quinquestriatus) zehiri ile kombine verildiginde; kobaym hayatta
kalma siiresini anlamli sekilde 20 dakikadan 8 saate kadar ¢ikarttigi saptanmistir
(Afifi ve ark., 1990).

Eryngium creticum bitkisi ile yapilan bagka bir ¢alismada taze ve kurutulmus yaprak
ve koklerin sulu ve etanollii ekstrelerinin aktiviteleri yilan ve akrep zehirlerine karsi
test edilmistir. Sulu ekstreler, oda sicakliginda karistirilarak (soguk ekstre) ve bes
dakika kaynatarak (sicak ekstre) iki farkli bicimde, %80 etanollii ekstre ise oda
sicakhiginda karistirilarak hazirlanmistir. Koklerin taze ve kuru ekstrelerinin her iki
zehiri %100 inhibe ettigi ve taze yaprak ekstresinin kuru olana gore daha yiiksek
inhibisyon gosterdigi saptanmustir. Yaprak ve koklerin etanollii ekstrelerinin zehiri
inhibe etmenin yani swra, daha yiiksek oranda eritrositleri hemoliz ettikleri de

belirlenmistir (Alkofahi ve ark., 1997).

Peru’da geleneksel tipta anti-malaryal olarak kullanilan bitkilerin aktivitelerinin
arastirildigr bir calismada Eryngium foetidum bitkisinin yapraklart Plasmodium
falciparum tzerinde in vitro test edilmistir ancak halk arasinda anti-malaryal
kullanimi olmasina ragmen anlamli bir aktivite gostermedigi saptanmistir (Roumy ve

ark., 2007).
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1.4. Saponinler

Saponinler, triterpen veya steroit yapisinda bir aglikon ve buna bagl bir, iki veya ii¢
seker zinciri tagtyan glikozit yapisinda; biyolojik ve farmakolojik olarak cok cesitli
aktivitelere sahip, bitkiler aleminde ¢ok genis yayilis gdsteren; deniz canlilarinda da
karsimiza c¢ikan sekonder metabolitlerdir (Lacaille-Dubois ve Wagner, 2000; Oleszek
ve Bialy, 2006). Tiim saponinler i¢in gecerli olmamakla beraber; genel olarak yiizey
aktif 6zellik gostermeleri, suda sabun benzeri kalic1 kopiik olusturmalari, hemolitik
aktivite gdstermeleri, ac1 bir tada sahip olmalar1 ve baliklara kars:1 toksik olmalari ile
karakterize edilirler. Suda kopiik olusturmalar1 nedeniyle, Latince sabun anlamina
gelen “sapo” kelimesinden yola cikilarak ‘“‘saponin” olarak adlandirilirlar. Saponin
iceren bitkiler Dogu iilkelerinde, yiizyillardir sabun olarak kullanilmislardir ve bu
durum onlara verilen isimlere de yansimistir: Sabunotu, soapwort (Saponaria
officinalis), soaproot (Chlorogalum pomeridianum), soapbark (Quillaja saponaria),
soapberry (Sapindus saponaria), soapnut (Sapindus mukurossi). Sabun olarak
kullanilislarinin yan1 swra halk tibbinda yiizyillardir yaygin kullanilisa sahiptirler.
Bunun sonucu olarak da bu bitkilerin bilesimlerinin belirlenmesi ve farmakolojik ve
biyolojik aktivitelerinin arastirilmasina yOnelik biiyiik bir ilgi olusmustur
(Hostettmann ve Marston, 2005; s.:1; Oleszek ve Bialy, 2006; Vincken ve ark.,
2007).

Saponinlerin aglikon kismi genin veya sapogenin olarak adlandirilir ve bu genin
kismimnin yapisina bagli olarak saponinler genel olarak triterpenik ve steroidal
saponinler olarak 2 smifa ayrilir (Oakenfull, 1981; Oleszek, 2002; Oleszek ve Bialy,
2006; Giiglii—Ustiindag ve Mazza, 2007; Vincken ve ark., 2007). Baz1 arastirmacilar;
saponinlerin siniflandirilmasma 3. smif olarak steroidal alkaloit glikozitlerini de
eklemektedir (Hostettmann ve Marston, 2005; s.:2; Kareru ve ark., 2008). Triterpenik
sapogeninlere 6rnek olarak B-amirin iskeleti; steroidal sapogeninlere ornek olarak da

kolestan iskeleti gosterilebilir (Sekil 1.7).
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Kolestan

B-Amirin (Steroidal)

(Triterpen)

Sekil 1.8. Saponinlerin sapogenin siniflarina 6rnekler

Saponinler, bir aglikon ve buna bagli seker birimlerinden olusurlar. Aglikon
normalde C—3 konumunda hidroksil tasir; bunun haricinde metal, hidroksimetil,
aldehit veya karboksil fonksiyon gruplarimi da icerebilir. Aglikona bagli seker
birimleri aglikona bir, iki veya {i¢ yerden bagl olabilir. Buna gore saponinler
monodesmozidik, bidesmozidik ya da tridesmozidik saponinler olarak adlandirilirlar.
Monodesmozidik saponinlerde seker zinciri aglikona C-3 konumundan baglanir.
Bidesmozidik saponinlerde seker zincirinin biri genellikle C-3 konumundan eterik
bagla baglanirken digeri; ya C-28 konumundan ester bag: (acil glikozit) ile baglanir
veya C-26 konumundan eter bagi ile baglanir (furostanol saponinleri). Bidesmozidik
saponinler kolayca monodesmozidik saponinlere doniisiirler. Tridesmozidik
saponinlere dogada ¢ok nadir rastlanir. Saponinlerin seker kismi diiz veya dallanmis
sekilde olabilir. Seker zincirleri; her ne kadar daha kisa ve dallanmamuis olanlarina da
rastlansa da; genel olarak 2-5 monosakkarit biriminden meydana gelirler
Monosakkarit olarak genellikle D-glukoz, D-galaktoz, D-glukuronik asit, D-
galakturonik asit, L-ramnoz, L-arabinoz, D-ksiloz ve D-fukoz bulunur. Triterpen
glikozitlerde uronik asitlere ve amino sekerlere de siklikla rastlanir. Glukoz,
arabinoz, glukuronik asit ve ksiloz aglikona direk olarak baglanmis olan sekerlerdir
(Hostettmann ve Marston, 2005; s.:3). Deniz canlilarindan elde edilen saponinlerde
seker zinciri genellikle 4-6 monosakkarit biriminden meydana gelir ve seker olarak
genellikle glukoz, 3-O-metil glukoz, kinovoz ve ksiloza siklikla rastlanir; ve bu seker

gruplar1 cogunlukla siilfat gruplar: tasimaktadirlar (Minale ve ark., 1996).
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1.4.1. Saponinlerin Biyosentezi

Triterpenik ve steroidal saponinlerin her ikisi de bitkide izopren biyosentez yolagi ile
sentezlenirler. Izopren biyosentez yolagi, bircok grup bilesigin olusma yolagidir.
Triterpenik ve steroidal saponinlerin prekiirsorii olan skualen; bu yolak sonucu
meydana gelir. izoprenden skualenin biyosentez yoluyla olusum semas1 Sekil 1.9.‘da
gosterilmistir. Skualen biyosentezinde baslangic maddesi asetik asittir; asetil
koenzim A (CoA)’ya doniisiir; bu da B-hidroksimetilglutaril CoA’y1 (HMG-CoA)
olusturur. HMG-CoA ‘nin, HMG-CoA rediiktaz enzimi (HMGR) ile rediiksiyonu ile
mevalonik asit olusur. Mevalonat kinaz (MK) enzimi ile, mevalonik asit fosforlanir
ve S-pirofosfomevalonik asit meydana gelir. Dekarboksilasyon ve yeniden
fosforlanma ile 5 karbonlu (C) izopentenil pirofosfat (IPP) meydana gelir. IPP de
izopentenil pirofosfat izomeraz enzimi ile izomeri olan dimetilallill pirofosfata
(DMAPP) doniisiir. IPP ve DMAPP, 10 C’lu bir yap1 olan geranil pirofosfati (GPP)
olusturmak iizere; GPP sentaz katalizorliigiinde birlesirler. GPP, bir molekiil IPP ile
FPP sentaz katalizorliigiinde kafa-kuyruk kondensasyonuyla birleserek, 15 C’lu
farnesil pirofosfat1 (FPP) olusturur. Skualen sentaz katalizorliigiinde iki tane FPP’1n
kafa-kafa kondensasyonu sonucunda da steroidal ve triterpenik bilesiklerin
prekiirsorii olan skualen meydana gelir (Rees ve Goodwin, 1972; Cheeke, 1989;
Robbers ve ark., 1996; Holstein ve Hohl, 2004; Hostettmann ve Marston, 2005; s.:4;
Vincken ve ark., 2007). Skualen, triterpen biyosentezinde ortak baslangic maddesi
olan oksidoskualene doniisiir. Oksidoskualenden hareketle katyonik ara iiriin olarak
karbokatyonlar meydana gelir. Bunlar da cesitli siklaz enzimleri ile siklizasyon
reaksiyonuna ugrarlar; reaksiyonu katalize eden enzimlerin farkliligi, farkli iskelet
yapisinda saponinlerin olugsmasini saglar. Oksidoskualenin saponinlere siklizasyonu;
“sandalye sandalye sandalye™ veya “sandalye bot sandalye™ konformasyonlar1 olarak
iki farkli sekilde olabilir. Buna baglh olarak da belirtilen ilk konformasyona gore
pentasiklik veya tetrasiklik yapida olan dammaran, tirukallan, lupan, hopan, oleanan,
taraksasteran, ursan tipi saponinler olusurken; ikinci konformasyona gore de
sikloartenan, lanostan veya kukurbitan tipi saponinler olusur. Sekil 1.10‘da

siklizasyon reaksiyonlar1 sonrasi olusan triterpenik ve steroidal ana yapilar
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gosterilmistir (Cheeke, 1989; Holstein ve Hohl, 2004; Hostettmann ve Marston,
2005; s.:4; Vincken ve ark., 2007).
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Sekil 1.10. Skualenden hareketle siklizasyon reaksiyonlar1 sonrasi olusan triterpenik ve steroidal

yapilar
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1.4.2. Saponinlerin Bitkiler Aleminde Yayihs1 ve Rolii

Saponinler bitkiler aleminde cok genis yayilis gosterirler. 100’den fazla bitki
familyasinda ve 500’den fazla cinste bulunduklar1 belirtilmistir (Hoagland ve ark.,
1996). Bitkilerde bulunan saponin miktar1 yetistigi toprak, bitkinin yasi, fizyolojik
durumu ve yetistigi cografyaya gore ¢esitlilik gosterir (Hostettman ve Marston, 2005,

s.:18).

Triterpenik saponinlere genellikle dikotil bitkilerde rastlanirken steroidal saponinlere
genellikle monokotil bitkiler iceren familyalarda rastlanir. Steroidal saponin igeren
monokotil bitkilerin familyalara Agavaceae, Alliaceae, Asparagaceae, Dioscoraceae,
Dracaenaceae, Liliaceae ve Taccaceae ornek olarak gosterilebilir. Dikotil bitkilerde
de steroidal saponinlere rastlanabilir ama bunlar istisnai durumlar olarak karsimiza
cikmaktadir. Steroidal saponin tasiyan dikotillere 6rnek olarak Solanaceae familyasi
bitkileri, Aspilia montevidensis (Asteraceae), Balanites aegyptiaca (Balanitaceae),
Trigonella foenum-graecum (Leguminosae) ve Tribulus terrestris (Zygophyllaceae)
gosterilebilir (Sparg ve ark., 2004; Wina ve ark., 2005). Triterpenik saponinlere
genellikle Fabaceae (Leguminosae), Araliaceae, Caryophyllaceae, Asteraceae,
Primulaceae ve Sapindaceae familyalarinda rastlanir (Hostettman ve Marston, 2005,
s.:20). Bagka bir istisnai durum olarak Avena cinsi bitkilerinde hem steroidal hem de

triterpenik saponinler bulunmustur (Osbourn, 2003).

Saponinlerde gerek sapogenin kismindaki fonksiyonlu gruplarin cesitliligi gerekse
seker birimlerinin bilesimi ve farkli baglanma yerleri; saponin yapilarinda ¢ok biiyiik
bir dogal cesitlilige yol agmaktadir. Hatta tek bir bitki tiirliniin farkli kistmlarinda
farkli yapilarda saponinlere rastlamak miimkiin olabilmektedir (Oleszek ve Bialy,
2006). Saponinlere bitkilerin farkli kisimlarinda rastlanir; yapilan caligmalarda
bitkilerin koklerinden, tuberlerinden govdesinden, kabuklarindan, yapraklarindan,
tohumlarindan ve meyvelerinden saponinlerin izole edildigi tespit edilmistir (Wina
ve ark., 2005; Vincken ve ark., 2007). Ornegin; Calendula officinalis (Asteraceae)
bitkisinin ciceklerinde saponin orant %3,57 iken koklede bu oran % 2,55tir.
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Ciceklerden izole edilen saponinde, oleanolik asite C-3 konumundan glukuronik asit
bagl iken; koklerden izole edilen saponinde ayni konumda glukoz bagli oldugu
tespit edilmistir. Panax ginseng (Araliaceae) bitkisinde de saponinler kok
sacaklarmda (% 6,1) en yiiksek oranda bulunurken daha sonra sirasiyla yapraklar (%
5,2), dallanmis/yan kokler (% 3.,5), ana kok (% 1,3), govde ve yaprak sapinda (%
0,77) bulunmustur (Hostettman ve Marston, 2005, s.:18).

Saponinlere bitkilerde genellikle, fungal ve bakteriyel saldirilara ve boceklerin
saldirip parcalamalarina karsi savunmasiz olan dokularda rastlanir. Bu da bitki
savunma sisteminde kimyasal bariyer veya koruyucu olarak rol aldigini gosterir.
Ornegin avenasin kok uclarinda yiiksek miktarda; diger kisimlarinda is daha az
oranlarda bulunan bir saponindir ve zoosporik bir fungus olan Gaeumannomyces
graminis’1 kontrol etmede rol aldig: belirlenmistir. Saponinlerin kok yiizeyi ve koki
cevreleyen bolgedeki toprakta yer alan bakterileri de kontrol ettigi belirlenmistir
(Wina ve ark., 2005).

1.4.3. Saponinlerin Analizleri

Saponinlerin dogal kaynaklarda kalitatif ve kantitatif teshisleri i¢in farkli yontemler
uygulanmaktadir. Bunlardan bazilar1 fizyolojik ve biyolojik 06zelliklerinden
yararlanilarak yapilir [hemoliz etkisi, balik dldiiriicii (pissisidal) aktivite, antifungal
aktivite]; giiniimiizde bu yontemler yerini gravimetri, spektrofotometri, iTK, gaz
kromatografisi (GC) ve 0zellikle yiiksek basingli s1v1 kromatografisi (HPLC) vs. gibi
cesitli yontemlere birakmaistir.

Saponinlerin dogal kaynaklarda kalitatif ve kantitatif teshisleri icin hemoliz, balik
oldiiriicii (pissisidal) aktivite, gravimetri, spektrofotometri, ITK, gaz kromatografisi
GC, yiiksek basingh s1vi kromatografisi (HPLC) vs. gibi cesitli yontemler uygulanir.
Saponinlerin teshisinde ilk kullamilan yontemler agirhikli olarak gravimetri veya
klasik ozellikleri olan kopiirme, hemolitik aktivite, baliklar iizerine toksik etki gibi

fizyolojik veya biyolojik 0Ozelliklerine dayaniyordu. Giiniimiizde bu yOntemler
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kullanilmakla birlikte yerini ¢ogunlukla spektrofotometrik ve kromatografik (ITK,
GC, HPLC vs.) yontemlere birakmistir (Marston ve ark., 2000; Oleszek, 2002;
Hostettman ve Marston, 2005, s.:123).

Renk Reaksiyonlari

(1) Aromatik aldehitler. Anizaldehit, vanilin ve diger aromatik aldehitlerin
kuvvetli mineral asitler (Or., siilfiirik, fosforik, perklorik asit) icindeki
cozeltileri aglikonlar ile renkli {riinler meydana getirir. Reaksiyon
dehidrasyon reaksiyonu sonucu olusan doymamus metilen gruplarmin
aldehitler ile renkli kondensasyon iirtinleri vermesine dayanir.

(2) Lieberman-Burchard testi. Doymamis ve hidroksilli triterpenler ve steroidler
asetik asit anhidriti ve siilfiirik asit ile kirmizi, mavi veya yesil renk meydana
getirirler. Triterpenik saponinlerde daha cok pembe veya mor renk olusumu
gozlenirken steroidal yapilarda mavi-yesil renklenme goriiliir.

(3) Seryum (IV) siilfat veya demir (III) tuzlart ve siilfiirik asit gibi inorganik
asitler. Menekse-kirmizi renkli ¢ozeltiler meydana getirirler.

(4) Asetik asit anhidriti icindeki % 30’luk antimon (Ill) kloriir ¢ozeltisi: Bu
belirte¢, hidroksitriterpenler ve hidroksisteroidler ile renk reaksiyonlar1 verir.

(5) Nitrobenzen-metanol icindeki antimon (IIl) kloriir. Steroid glikozitlerin 5,6-
dehidro tiirevlerinin teshisinde kullanilir; oda sicakliginda kirmizi renk
olustururlar.

(6) Erlich reaktifi. Furostanol tiirevi saponinler i¢in spesifiktir; Erlich reaktifi ile

kirmizi renk verirler (Hostettman ve Marston, 2005, s.:123).

Hemoliz

Saponinlerin eritrositleri parcalama 6zelliginden yararlanilarak bitkilerde, droglarda
ve bitki ekstrelerinde saponin tespiti i¢in hemolitik yOntemler gelistirilmistir.
Saponinlerin hemolitik 6zellikleri genellikle eritrosit membraninda bulunan steroller
ile etkilesmelerine baglanmaktadir; bu etkilesme sonucunda membran pargalanir,

gecirgenligi artar ve sonucgta hemoglobin agiga cikar. Analiz yontemleri de
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cogunlukla; hemoliz sonucu agiga cikan bu hemoglobinin eritrosit siispansiyonunun
supernatant  absorbansinda meydana getirdigi degisime dayanir. Avrupa
Farmakopesi’nde belirtilen yontemde hemolitik aktivitenin 6l¢iimiinde birim olarak
hemolitik indeks (HI) kullanilir. 1 gram ham saponin veya bitki materyali tarafindan
hemoliz edilen % 2’lik (h/h) sigir kanmin mililitre cinsinden miktar1 HI olarak
tanimlanir. Referans olarak genellikle Gypsophila paniculata L. bitkisinden elde
edilen saponin karigimi (HI = 30 000) veya beyaz Saponin (Merck, HI = 15 000)
kullanilir. HI hesaplanirken asagidaki esitlik kullanilir:

a
HI = Hlsta X E

HIq = Standardin HI
a = Hemolizin tam olarak gergeklestigi en diisiikk konsantrasyondaki test ¢cozeltisi

b = Hemolizin tam olarak gerceklestigi en diisiik konsantrasyondaki standart Saponin

coOzeltisi

Hemolitik etki, aglikonda, o©zellikle D ve E halkalarinda polar siibstitiientler
(karboksil, hidroksil gruplar1) bulunup bulunmamasi ve seker gruplarmin dizilisine
bagl olarak degiskenlik gosterir. Monodesmozidik saponinler bidesmozidik olanlara
gore genellikle daha etkilidir. Aglikonda 16. konumda bulunan —OH siibstitiienti de
hemolitik aktiviteyi arttirmaktadir (Oleszek, 2002; Sparg ve ark., 2004; Hostettman
ve Marston, 2005, s.:125; Chan, 2007).

Ince Tabaka Kromatografisi

ITK ile saponinlerin hem kalitatif hem de kantitatif analizleri yapilabilir. Kantitatif
analizler ¢ok fazla kullanilmaz ama saponinlerin ITK ile kalitatif analizleri, her
tipteki saponinin arastirilmasimnda onemlidir. Kolon kromatografisinde elde edilen

fraksiyonlarin analizlerinde yardimci olan bir yontemdir. Ayn1 zamanda izole edilen
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bilesiklerin safligin1 belirlemede ve teshisini yapmakta kullanilir. Saponinler,
istinalar haricinde UV-254 ve UV-366 nm’de gozlenemezler. Hemolitik olarak aktif
olan saponinler, kan reaktifi ile kirmiz1 bir zeminde beyaz lekeler vererek gozlenirler.
Komarowsky reaktifi ile saridan pembeye tonlarda renkli lekeler verirler; vanilin-
stilfiirik asit reaktifi ve anizaldehit-siilfiirik asit reaktifi ile mavi, mavi-viyole bazen
de kirmuzi veya sari-kahverengi lekeler verirken, anizaldehit reaktifi ile UV-365
nm’de hafif mavi, viyole ve yesil renkli floresan renkli lekeler gozlenir. Saponinlerin
ITK ile teshisinde revelator olarak %350’lik siilfiirik asit reaktifi ve Liebermann-
Burchard reaktifi de kullanilir (Stahl, 1969; Wagner ve Bladt, 2001; Oleszek, 2002;
Hostettman ve Marston, 2005, s.:126).

ITK analizlerinde en sik kullamlan solvan sistemi kloroform-metanol-su
(65:35:10)’dur. Bunun disinda, 6zellikle uronik asit tiirevi ozlar igeren glikozitler
icin n-butanol-etanol-amonyak (7:2:5), cok polar karisimlar i¢in n-butanol-asetik
asit-su (4:1:5, iist faz) veya kloroform-metanol-asetik asit-su (60:32:12:8) sistemleri

kullanilabilir (Hostettman ve Marston, 2005, s.:127).

1.4.3.1. Saponinlerin Bitkisel Materyalden Izolasyonu

Saponinlerin  kendilerine has yapilar1 nedeniyle; izolasyonlari, yapilarmin
aydnlatilmas1 ve analizleri icin uzun ve karmasik tekniklere gerek duyulur.
Saponinlerin bitki materyalinden izolasyonlarindaki bir zorluk da bitki dokularinda
yapisal olarak birbirine ¢ok benzeyen maddelerin bir arada bulunmasi ve
saponinlerin ¢ogunun kromofor grup icermemesidir. Bu yiizden, uzun yillar boyunca
saponinlerin tam olarak karakterizasyonu; saponin igerigi ¢cok iyi bilinen bitkilerde
olsa dahi yapilamamustir. Ancak son zamanlarda tibbi bitkilere ilginin yeniden
artmasina, analitik yontemlerde goriilen dramatik gelismeler eklenmesiyle ¢ok sayida
yeni saponinlerin ortaya kondugu yayinlarda belirgin bir artis olmustur (Francis ve

ark., 2002).
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Saponinlerin bitkiden ekstraksiyon, izolasyon ve saflastirilmasi i¢in izlenebilecek

cesitli yollar vardir. Genel olarak bu islemler 3 asamadan meydana gelmektedir.

1. Bitki materyalinin uygun solvan ile ekstraksiyonu.

2. Ekstrenin vakum altinda yogunlastirilmasi; takibinde c¢oktiirme, sivi-sivi
ekstraksiyon veya vakum-sivi kromatografisi (VLC) yontemlerinden biri

kullanilarak kaba ayirimin yapilmasi.

3. Cesitli kromatografik yontemler kullanilarak [Kolon kromatografisi, orta
basingli sivi kromatografisi (MPLC)] saf maddelerin izolasyonu (Calis ve

Sticher, 1996).

Ekstraksiyon iglemi bitki materyalinin metanol, etanol veya bunlarm sulu karigimlar:
gibi polar bir solvanla gerceklestirilir. Metanol veya sulu metanol ile yapilan
ekstraksiyon en etkin ekstraksiyon yontemi olarak gdosterilmistir. Bitki materyali,
ekstraksiyon Oncesi veya ekstre elde edildikten sonra yagli maddelerinden
kurtarilabilir (genellikle petrol eteri kullanilir) (Calis ve Sticher, 1996; Hostettman ve
Marston, 2005, s.:144).

Ekstre vakum altinda yogunlastirildiktan sonra ¢oktiirme, sivi-sivi ekstraksiyon veya
vakum-sivi kromatografisi (VLC) yontemlerinden biri kullamilarak kaba ayirim
yapilir. Yogunlastirilan ekstre az bir miktar su igerisinde ¢oziildiikten sonra n-BuOH
ile sivi-siv1 ekstraksiyona uygulanirsa saponin igeren fraksiyon elde edilmis olur.
Boylece ileri asamalarda giiclilk olusturabilecek mono- ve disakkaritlerin
eliminasyonu gercgeklestirilir (Calis ve Sticher, 1996; Francis ve ark., 2002;

Avunduk, 2006).

Elde edilen ekstre veya fraksiyonlardan hareketle; silika jel ve ters faz silika jel kolon
kromatografisi, orta basmg¢lh sivi kromatografisi (MPLC) ile polimerik bir destek

maddesi iizerinden eliisyon (sefadeks) gibi kromatografik teknikler kullanilarak saf
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bilesiklerin  izolasyonu  gergeklestirilir. ~ Silika jel kolon kromatografisi
uygulamalarinda ayirim icin en ¢ok kullanilan solvan sistemi kloroform—metanol-su
karigimidir (Hostettman ve Marston, 2005, s.:147). Bu karisim izokratik olarak
uygulanabilecegi gibi [CHCI;-MeOH-H,0; 13:7:2, alt faz] (Gaidi ve ark., 2004);
gradient olarak da uygulanmasi miimkiindiir [CHCl3-MeOH-H,0; 70:30:3—32:25:5]
(Avunduk ve ark., 2008). Orta basinch sivi kromatografisi uygulamalarinda;
adsorban olarak silika jel ve solvan sistemi olarak CHCIl;-MeOH-H,O karisimlari
veya adsorban olarak ters faz silika jel ve solvan sistemi olarak metanol-su
karigimlar1 kullanilir (Hostettman ve Marston, 2005, s.:156-158). Saf bilesige
ulasabilmek i¢in genellikle bu yukarda bahsedilen yontemlerin adsorban veya mobil
faz1 degistirilerek bircok kez tekrarlanmalar1 gerekebilir. Bu asamalarda saponin
varhig1 ve kromatografik asamalarin degerlendirlmesi iTK ile yapilir (Francis ve ark.,

2002).

Saponinlerin  yapilarinin tayini asagida belirtilen ana sorunlar ¢oziilerek

gercgeklestirilir:

» Aglikonun ana yapisinin belirlenmesi

» Karbonhidrat kismimi olusturan monosakkaritlerin teshisi ve siralaniginin

belirlenmesi

» Monosakkarit birimlerinin birbirlerine nasil baglandiklarinin belirlenmesi

» Her bir monosakkaritin  glikozidik  bagr  olusturan  anomerik

konfigiirasyonunun belirlenmesi

» Karbonhidrat kisminin aglikondaki konumunun belirlenmesi (Hostettman ve

Marston, 2005, s.:175)
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Yap1 aydinlatma yontemlerinin kombine halde kullanilmasi sonuca ulagmak icin
izlenmesi gereken en uygun yoldur. Saponinlerin yap1 aydmlatma caligmalarinda
saponin, hidroliz ile daha kiigiik fragmanlarina ayrilarak (seker ve aglikon kismi
birbirinden ayrilarak); her bir fragman spektral yontemlerle arastirilabilir. Ancak
NMR ve Kkiitle spektrometrisinde goriilen gelismeler ile saponinlerin herhangi bir
degredasyona ugramadan da yapilarinin aydinlatilmasi miimkiin olmustur.
Giintimiizde bu iki teknik saponinlerin yapilarinin aydinlatilmasimda olmazsa olmaz
yontemlerdir. FAB-MS bilesigin molekiil agirligi ve bazi durumlarda seker siralanisi
ve sayist ile ilgili bilgi verirken; 1D ("H-NMR ve C-NMR) ve 2D-NMR (COSY,
HMQC, HMBC, TOCSY, NOESY, ROESY vb.) teknikleri ile aglikonun yapisi,
sekerlerin bag konumlari, sekerlerin molekiil ici yapilanmasi, ester asit siibstitiisyonu
varsa bunlarin baglanma konumlar1 belirlenir (Hostettman ve Marston, 2005, s.:199;

210).

1.4.4. Saponinlerin Biyolojik Aktiviteleri

Dogada genis bir yayilima sahip olmalari, fiziksel, kimyasal ve fizyolojik agidan
farkliliklar gostermeleri nedeniyle saponinlerle ilgili cok sayida biyolojik aktivite
arastirmalar1 yapilmis; yapilarindaki cesitliligin biyolojik 6zelliklerine de yansidigi
goriilmiistiir. Saponinlerin gosterdigi belirtilen biyolojik aktiviteler, alfabetik
siralamayla Cizelge 1.3.°de verilmistir. Gosterdikleri genis araliktaki biyolojik
aktivitelerine baglh olarak, saponin tasiyan droglar fitoterapide, geleneksel halk
tibbinda ve kozmetik endiistrisinde cesitli amacglarla kullanilmaktadirlar. Pekcok
bitkisel drogun ve halk tibbinda kullanilan bitkisel ilaclarin ana bilesenlerinin
saponinler oldugu diisiiniilmektedir ve droglarm gosterdigi farmakolojik etkilerin de
saponinlerden kaynaklandigi belirtilmistir. Saponinlerin ve polifenollerin Geleneksel
Cin Tibbinda kilit rol oynayan etken madde gruplar1 oldugu ve gozlenen biyolojik
aktivitelerin ¢cogundan bu iki gruptaki bilesiklerin sorumlu oldugu belirlenmistir
(Sener ve Tiirkoz, 1986; Sparg ve ark., 2004; Giiclii-Ustiindag ve Mazza, 2007).



Cizelge 1.3. Saponinlerin biyolojik aktiviteleri
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Biyolojik Aktivite Biyolojik Aktivite

Adaptojenik Antiviral

Adjuvan Kemopreventif

Analjezik aktivite Sitotoksik

Antiallerjik Diiiretik

Antiddem Mineral ve vitaminlerin absorbsiyonu
tizerine etki

Antieksudatif Hayvanlarin gelismesi (biiytimelerinin
azalmasi) ve liremesi ilizerine etki

Antifeedant Kavrama/Anlama davranisi iizerine etki

Antifungal Etanol ile olusturulan hafiza kaybi
tizerine etki

Antigenotoksik Morfin/nikotin ile olusturulan

hiperaktivite iizerine etki

Etanol absorbsiyonu iizerine
antihepatotoksik inhibitor etki

Ruminal fermantasyona olan etkileri

Antienflamatuvar Ekspektoran
Antimikrobiyal Hemolitik
Antimutajenik Hepatoprotektif
Antiobezite Hipokolesterolemik
Antioksidan Hipoglisemik
Antiparazitik Immunostimiilan etkiler
Antiflojistik Bagirsak mukoza hiicrelerinin
permeabilitesinde artig
Antiprotozoal Aktif besin transportunun inhibisyonu
Antipsoriatik Mollusisidal
Molluscicidal
Antipiretik Noroprotektif
Antispazmodik Yag absorbsiyonunda azalma

Antitrombotik (kanin pihtilasmasi
iizerine olan etki)

Ruminal amonyak konsantrasyonunda
azalma

Antitussif (Oksiiriigli dindirme veya

Domuzlarda 6lii dogumlarda azalma

onleme)
Antiiilser Karn sigkinligide
Ostrojenik Sedatif

Yapi-aktivite iliskileri géz oniinde bulundu

ruldugunda; saponinlerin yapilarinda acil

gruplart bulundurmalarinin aktivite i¢in Oonemli bir 6zellik oldugu belirtilmistir

(Lacaille-Dubois, 2000). Yapilan yapi-aktivite ¢calismalari ile 21 ve 22. konumlardan

acilasyonunun aktiviteyi arttirdigl; ayn1 konumdaki siibstitiisyonlarm kaldirilmasi ile

etkinin de ortadan kalktig1 saptanmistir (Chan, 2007).
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1.5. Amac¢

Yaptigimiz literatiir arastirmalar1  sonucunda Tiirkiye’de yetisen Eryngium
tiirlerinden sadece Eryngium billardieri iizerinde yapilan bir biyoaktivite caligmasina
rastlanmistir (Yesilada ve ark., 1989). Fitokimyasal calisma olarak da Kartal ve
arkadaslarinin ~ Eryngium campestre tizerinde yaptiklar1 izolasyon caligmalari
literatiirde yer almaktadir ( Kartal ve ark., 2005 ve 2006). Bitkinin Tiirkiye’de
geleneksel kullanilis1 g6z oniinde bulunduruldugunda biyoaktivite ¢caligmalarmin ve
fitokimyasal arastirilmalarin yapilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmiistiir. Ayrica
bugiine kadar yapilan aktivite caligmalarinda aktivite degerlendirmesi sadece ekstre
diizeyinde kalmis, aktiviteden sorumlu bilesik veya bilesiklerin saptanmasi

yapilmamustir.

Tez calismamizda Tiirkiye’de yetisen bazi Eryngium tiirlerinin antienflamatuvar ve
antinosiseptif aktivitelerinin degerlendirilmesi; aktivitesi yiliksek bulunan tiir /
tiirlerden hareketle biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ile aktiviteden sorumlu
madde veya maddelerin saf olarak elde edilmesi; yapilarmin aydinlatilmas: ve
biyoaktivite testleri ile aktivitelerinin belirlenmesi planlanmistir. Caligsmalarin,
Tiirkiye’de halk arasinda kullanilisi olan Eryngium campestre ve Eryngium
maritimum yaninda, endemik olan Eryngium davisii, Eryngium isauricum, Eryngium
kotschyi Boiss., Eryngium trisectum ile yine {lzerinde yapilan herhangi bir
biyoaktivite veya fitokimyasal calismaya rastlanmayan Eryngium falcatum tiirleri
lizerinde yapilmasi amaglanmistir. Arastirmalar sonucunda ulasilan bulgular,
incelenen tiirler iizerinde literatiirde veri bulunmamasi sebebiyle orjinal bulgu

niteliginde olacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Bitkisel Materyal

Materyal olarak 8 Eryngium tiirii toplanmistir. Golgede kurutulup toz edilmislerdir.
Toplanan bitki 6rnekleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda
(AEF) ve Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu’nda (GAZI) saklanmaktadir.
Asagida verilen tabloda bitkilerin toplanma yerleri, herbaryum numaralar1 ve

toplanma zamanlar: belirtilmistir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Toplanan bitkilerin toplanma yerleri ve herbaryum numaralar1
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Bitki Adi Toplanma Yeri V.e .Zamanl, Herbaryum
Toplayan kisiler Numarasi
. Balikesir, Edremit-Giire, 100 m;
Eryngium campestre L. 23.08.2003; Murat Kartal AEF 22964
Balikesir, Edremit-Giire,
Eryngium creticum Lam. Kavurmacilar koyii, 700 m; AEF 22967
31.08.2003; Murat Kartal
. e Konya, Bozkir, Koryalcin-Egriyol,
Ery nlgm’glic'll‘g;” Kit Serpentine step, 1900-2000 m; H.Duman 9134
anc Yrdiz 13.08.2003; Hayri Duman
. Burdur, Bucak, Camlar alt1
Eryngium falcatum Delar. lokasyonu, 800-850 m; 12.08.2003: AEF 22970
Ervneium isauricum Karaman, Ermenek-Hadim,
Ci nfan dr.&Quezel Glineyyurt-Tepebasi, 100-1050 m; H.Duman 9143
' 13.08.2003; Hayri Duman
Konya, Hadim, Hadim-Beysehir 3
Eryngium kotschyi Boiss. km, step, 1500 m; 13.08.2003; Hayri | H.Duman 9137
Duman
Konya, Hadim, Hadim-Beysehir 3
Eryngium kotschyi Boiss. km, step, 1500 m;08.2005; Sinem AEF 25381
Aslan, Yiiksel Kan
. .. Balikesir, Edremit-Altinoluk, deniz
Eryngium maritimum L. kenar1, 23.08.2003; Murat Kartal AEF 22963
. . Konya, Beysehir, Camlik, Kizildag,
Eryngium trisectum serpentine arazi, 1600-1700 m; H.Duman 9128

A . Worz&H.Duman

12.08.2003; Hayri Duman
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2.1.2. Kullamilan Cihaz ve Kimyasallar

1D ("H- ve C-NMR) ve 2D NMR spektroskopik analizleri ("H-'"H COSY, TOCSY,
HSQC, HMBC and NOESY) Sun 4 L-X bilgisayar sistemi ile donanimli Varian
INOVA 600 cihazi kullanilarak, 600 MHz frekansta kullanilarak UNITY-600
spektrometresi ile gerceklestirilmistir ('"H-NMR i¢in 600 MHz; >C-NMR icin 150
MHz). Metil, metilen ve metin karbonlar1t DEPT metodu ile saptanmistir. Kimyasal
kayma degerleri 6 (ppm) olarak verilmistir. NMR analizlerinde, ¢oziicii olarak
piridin-ds (6¢ 149,3; 135,8; 123,5) kulanilmistir. FAB-Kiitle spektroskopisi (negatif
iyon modu; gliserol matriksinde) JEOL SX 102 cihazt kullamilarak
gerceklestirilmistir. ITK analizleri Silika jel 60F,s; aluminyum ve cam plaklar
(Merck 5554 ve Silicycle TLG-R10011B-323) ve HPTLC (Merck 5628) kullanilarak
gerceklestirilmistir. [zolasyonlar MPLC sistemi kullanilarak [Master Flex L/S Digital
Economy Drive pompa ve Gilson Pompa M 305, Biichi kolon (46 x 1,5 ve 46 x 2,5
cm) ve Spectra/Chrom LC kolon (30 X 2,5 cm); adsorban olarak LiChroprep RP—18
(2540 pm) ve Silika jel 60 (0,063-0,200 mm Merck-1,07734)] gerceklestirilmistir.
Analizler yiiriitiillirken ara asamalarda liyofilizator, rotavapor (Biichi), Vortex

karistirici, Hassas terazi, Ustten kefeli terazi, UV lambast (Camag) kullanilmistir.

Analizlerin gergeklestirilmesinde kimyasal madde olarak p-hidroksibenzaldehit
(Acros), vanilin (Merck), metanol, etanol, diklorometan, kloroform, n-butanol, distile

su, hekzan, asetik asit, siilfiirik asit (Merck, Carlo Erba) kullanilmustir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Fitokimyasal Yontemler

2.2.1.1. Ekstraksiyon

Eryngium kotschyi bitkisinin toprakalti1 kismi toz edilip; 400 gram (g) tartilmistir.
Soxhlet cihazinda 2410 ml metanol ile ¢oziicii artik renk almayincaya kadar
ekstraksiyona devam edilmistir (17 saat). Elde edilen ekstre pilili siizge¢ kagidindan
sliziiliip, rotavaporda yogunlastirilmistir. Sonucta elde edilen ekstre miktar1 90.68
g’dir. Kuruluga kadar ucurulan ekstre 300 ml suda coziildiikkten sonra sirasiyla
hekzan (1100 ml), diklorometan (955 ml) ve suya doyurulmus n-BuOH (2800 ml) ile
sivi-sivi  ekstraksiyona tabi tutulmustur. Sivi-sivi ekstraksiyon ile elde edilen
fraksiyonlar; en son arta kalan sulu ekstre dahil olmak iizere rotavaporda
yogunlastirilmis ve tartilmistir [hekzan ekstresi 2,44 g; CH,Cl, ekstresi 1,3 g; n-
butanol (suya doyurulmus) 46,18 g; kalan sulu ekstre 30,32 g].

Ekstraksiyon ve sivi-sivi ekstraksiyon islemleri, saponinlerin genel ekstraksiyon
yontemlerinden yola cikilarak gergeklestirilmistir (Hostettman ve Marston, 2005; s.:
144).

2.2.1. ince Tabaka Kromatografisi (iTK)

Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrelerin degerlendirilmesinde; kolon
kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarin izlenmesinde/gdzlenmesinde,
normal faz silikajel kaph cam ve aluminyum plaklar kullamlarak ITK yontemi
uygulanmistir. Elde edilen saf maddelerin saflik kontrollerinde ise normal faz
silikajel kaplt HPTLC cam plaklar kullanilmugtir. ITK analizlerinde asagida belirtilen

solvan sistemleri kullanilmstir:
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Solvan sistemi 1: CHCIl; — MeOH - H,O (60:30:5)

Solvan sistemi 2: CHCl; — MeOH - H,0 (61:32:7)

Solvan sistemi 3: CHCl; — MeOH - H,0 (64:50:10)

Solvan sistemi 4: CHCI; — MeOH - H,O (65:35:10 / Altfaz)

Solvan sistemi 5: CHCIl; — MeOH - H,O — Asetik asit (AcOH) (60:32:7:1)
Solvan sistemi 6: CHCI; — MeOH — H,O — AcOH (62:34:4:0,5)

Revelator: Revelator olarak % 30°luk silfiirik asit, vanilin — siilfiirik asit ve
Komarowsky reaktifi kullanilmigtir. Her ii¢ revelator i¢in de plaklar siiriiklendikten
sonra kurutulmus; reaktif piiskiirtiildikten sonra 110° C’ta yaklasik 5 dakika

sitilarak lekeler belirlenmistir.

% 30’luk H,SO4: HoSO4’tin % 30°luk ¢ozeltisidir. Reaktif piiskiirtiiliir ve 110° C’ta
5-10 dakika 1sitilarak lekeler belirgin hale gelir.

Komarowsky reaktifi: % 2’lik MeOH’l1 4-hidroksibenzaldehit ile % 50’lik etanollii
H,SO,4 cozeltisinin 5:1 oranindaki karisimindan olusur. Reaktif piiskiirtiiliir; 110°
C’ta 5-10 dakika 1sitilir ve lekeler belirgin hale gelir.

Vanilin-siilfiirik asit: %1 etanollii vanilin (solusyon I) ve %10 etanollii siilfiirik asit
(solusyon II); dnce solusyon I, hemen ardindan solusyon II piiskiirtiiliir. 110° C’ta 5-

10 dakika sitilir ve lekeler belirgin hale gelir.

2.2.1.2. Acik Kolon Kromatografisi

Acik kolon kromatografisinde adsorban olarak normal faz silikajel 60 (63-200 pum,
Merck) kullanmilmistir. Elile edilecek olan numune kolona Slurry yontemi ile
uygulanmustir; analizi yapilacak numune iizerine esit miktarda adsorban ilave

edilmis, homojen olana kadar havanda ezildikten sonra kolona uygulanmustir.
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2.2.1.3. Orta Basinch Sivi Kromatografisi (MPLC)

MPLC’de normal faz silikajel 60 (15-40 pm, Merck) ve ters faz silikajel [LiChroprep
RP-18 (25-40 pm, Merck)] kullanilmistir. Kolon olarak Biichi Borosilikat 3.3 kolon
(46 X 2,5cm; 46 X 1,5 cm ve 23 X 1,5 cm) ve Spectra/Chrom LC kolon (30 X 2,5
cm) pompa olarak Biichi C 615, Gilson Pump M 305 ve Master Flex L/S Digital

Economy Drive kullanilmustir.

Acik kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar; analjezik aktivite tayininine
tabi tutulduktan sonra aktivitesi yiiksek olarak belirlenen fraksiyonlardan saf madde
elde edebilmek amaciyla izolasyon caligmalarinda MPLC uygulanmistir. Ekstre
eliisyona baslanacak solvan sisteminde ¢oziildiikten sonra pastor pipeti ile kolona

uygulanmustir.

2.3. Izolasyon Cahsmalar

Eryngium kotschyi toprakaltt n-BuOH fraksiyonu silika jel ac¢ik kolon
kromatografisine  uygulanmustir.  Eliisyon, gradient sistem uygulanarak
gerceklestirilmistir (CH,Cl,:MeOH:H,O (80:20:2) — MeOH). Kolon kromatografisi
sonucu elde edilen fraksiyonlar ITK ile degerlendirilmis (solvan sistemi 2 ve 3;
vanilin-H,SO,4 reaktifi), benzer maddeleri igeren fraksiyonlar birlestirilmistir
(Cizelge 2.2). Sonugta 7 ana fraksiyon (Fr. 1-7) elde edilmistir. Fr. 1: 167,1
miligram (mg), Fr. 2: 14,4242 ¢, Fr. 3: 191,3 mg, Fr. 4: 3,2644 g, Fr. 5: 2,7257 g,
Fr. 6: 17,836 g, Fr. 7: 2,9546 g.
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Cizelge 2.2. Eryngium kotschyi kok n-BuOH fraksiyonu agik kolon kromatografisi analiz
kosullar1

Adsorban Silika jel 60

Diklorometan — Metanol — Su  80:20:2
Kloroform — Metanol — Su > 70:30:3
Kloroform — Metanol — Su > 50:50:5
Metanol

42 ¢

Solvan Sistemi

Uygulanan
Miktar

Ekstre iizerine esit miktarda adsorban ilave
edilmistir; karistm homojen olana kadar havanda
ezildikten sonra hazirlanmis olan ve iizerinde 1-2
Uygulama Sekli ml solvan bulunan kolona ilave edilmistir. Uzerini
kaplayacak sekilde silikajel ilave edildikten sonra
solvan sistemi iizerine eklenerek eliisyona

basglanmustir.
Toplama Hacmi 200 ml
Akis iz 5 ml/d

Analjezik aktivite sonuglarda aktivitesi yiiksek olarak bulunan fraksiyonlardan Fr.
5, ITK (solvan sistemi 2; % 30’luk siilfiirik asit) ile de degerlendirildiginde saponin
bakimindan zengin oldugu goriilmiis ve ters faz silikajel MPLC’ye uygulanmistir
(Cizelge 2.3). Toplanan fraksiyonlar ITK ile degerlendirilmis (solvan sistemi 2;
vanilin-H,SO,4 reaktifi); benzer bilesikleri iceren fraksiyonlar birlestirilmistir.
Birlestirilen fraksiyonlar arasindan Fr.5J (169,1 mg), Fr.5K (44 mg), Fr.5N (139

mg) saflastirma amaciyla ileri asamalarda kullanilmislardir.

Cizelge 2.3. Fr. 5 MPLC analiz kosullar

Adsorban Ters faz silika jel LiChroprep RP-18 (25-40pm,
Merck-109303)

Kolon Boyutu 30x2,5cm

Solvan Sistemi MeOH - H,0 (% 30-100)

Uygulanan Miktar | 2,7 g

Uygulama Sekli Ekstre eliisyona baslanacak solvan sisteminde
coziildikten sonra pastor pipeti ile kolona
uygulanmustir.

Toplama Hacmi 10 ml

Akis hizi 4 ml/d
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Fr.5J (169,1 mg), normal faz silika jel MPLC ile izokratik solvan sistemi
kullanilarak eliie edilmis (Cizelge 2.4); toplanan fraksiyonlar ITK (solvan sistemi 4
ve 6; Komarowsky reaktifi) ile degerlendirildikten sonra ana fraksiyon icindeki

major maddeleri iceren ve Fr.5J2 (62 mg) yeniden MPLC’ye uygulanmigstir.

Cizelge 2.4. Fr.5]J fraksiyonu MPLC analiz kosullar

Adsorban Silika jel 15-40 pm

Kolon Boyutu 46 x 1,5

Solvan Sistemi CHCl; — MeOH - H,0 (62 :34 : 4)

Uygulanan Miktar | 169,1 mg

Uygulama Sekli Ekstre eliisyona baslanacak solvan sisteminde ¢oziildiikten sonra
pastor pipeti ile kolona uygulanmistir.

Toplama Hacmi 2,5 ml

Akis hiz1 2,5 ml/dk

Fr. 5J2 (62,0 mg) fraksiyonu normal faz silika jel MPLC ile izokratik solvan sistemi
kullanilarak eliie edilmistir (CHCl3-MeOH-H,0, [65:35:10], alt faz). Fraksiyonlar
ITK ile degerlendirildikten sonra (solvan sistemi 4; Komarowsky reaktifi) major
bilesik tasiyan Fr. 5J2b (12,0 mg) saflastirma icin tekrar MPLC’ye uygulanmistir
(Cizelge 2.5). Eliisyon, ters faz silika jel MPLC sistemi ile gradient sistem (MeOH;
% 60-80) kullamlarak gerceklestirilmistir. ITK ile degerlendirilen (solvan sistemi 4;
Komarowsky reaktifi) fraksiyonlardan Fr.5 J2b2 [EK-3] (11,4 mg) kodlu fraksiyon
saf olarak elde edilmistir; maddenin safligt HPTLC ile kontrol edilmistir (solvan

sistemi 5; Komarowsky reaktifi).
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Cizelge 2.5. Fr. 5J2 ve Fr. 5J2b fraksiyonu MPLC analiz kosullar1

Fr. 5)2 Fr. 5J2b

Adsorban Silika jel 15-40 pm LiChroprep RP 18 25-40 pm

Kolon Boyutu 46x 1,5 cm 23x1,5cm

Solvan Sistemi CHCl; — MeOH - H,O | MeOH - H,0O (% 60 — % 70)
(65:35:10/ Alt faz)

Uygulanan Miktar | 62 mg 12 mg

Uygulama Sekli Ekstre eliisyona baslanacak solvan sisteminde coziildiikten
sonra pastor pipeti ile kolona uygulanmigtir.

Toplama Hacmi 2 ml 2,5 ml

Akis hiz1 2 ml/dk 3 ml/dk

Fr. SN (139 mg) fraksiyonu normal faz silika jel MPLC sistemi eliie edilmistir.
Izokratik solvan sistemi (CHCl;-MeOH-H,O; 62:34:4) kullamilmistir. Toplanan
fraksiyonlar ITK (solvan sistemi 6; Komarowsky reaktifi) ile degerlendirildikten
sonra 4 fraksiyon altinda birlestirilmistir. Birlestirilen fraksiyonlardan Fr. SN1’in
(92,1 mg) major bilesigi icerdigi tespit edilmis ve MPLC’ye uygulanmistir (Cizelge
2.6). Elisyon izokratik solvan sistemi (CHCl3-MeOH-H,O; 65:35:1041fa2)
kullanilarak gerceklestirilmistir. ITK (solvan sistemi 4; Komarowsky reaktifi) ile
degerlendirilen fraksiyonlardan major bilesigi tasiyan Fr. SN1a (53,3 mg) fraksiyonu
tekrar MPLC’ye uygulanmistir (Cizelge 2.6). Ters faz silika jel MPLC sistemine
uygulanan fraksiyon gradient solvan sistemi [MeOH-H,O (%50-90)] ile eliie
edilmis; toplanan fraksiyonlar ITK (solvan sistemi 4; Komarowsky reaktifi) ile
degerlendirilmis; Fr. SN1lal [EK-1] (5,5 mg) ve Fr. SN1a2 [EK-2] (16,2 mg)
fraksiyonlarimin saf oldugu tespit edilmistir. Bilesiklerin safligit HPTLC ile kontrol

edilmistir (solvan sistemi 5; Komarowsky reaktifi).
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Cizelge 2.6. Fr. SN, Fr. 5N1 ve Fr. SNla fraksiyonu MPLC analiz kosullar1

Fr. SN Fr. 5N1 Fr. 5Nla
Adsorban | Silika jel 15-40 um Silika jel 15-40 pm LiChroprep RP 18
25-40 pm
Kolon 46 x 1,5 cm 46x 1,5 cm 46x 1,5 cm
Boyutu
Solvan CHCl; — MeOH - H,O | CHCl; — MeOH - H,O | MeOH - H,O
Sistemi (62:34:4) (65 :35:10// alt faz) (% 50 — % 90)
Uygulanan | 139 mg 92,1 mg 53,3 mg
Miktar
Uygulama | Ekstre eliisyona baslanacak solvan sisteminde coziildiikten sonra pastor
Sekli pipeti ile kolona uygulanmistir.
Toplama 2 ml 2 ml 2,5 ml
Hacmi
Akis izt | 2 ml/dk 2 ml/dk 3 ml/dk

Fr. 7°den 500 mg tartilmus, silika jel MPLC’ye uygulanmistir. Hareketli faz olarak
CHC;-MeOH-H,0; (80:20:2—60:30:7) kullanilmistir (Cizelge 2.7). ITK (solvan
sistemi 4; Komarowsky reaktifi) ile degerlendirilen fraksiyonlardan Fr. 7D
fraksiyonu (37,8 mg) ters faz MPLC’ye [MeOH-H,O (%50-80)] uygulanmustir.
Fraksiyonlar ITK ile degerlendirilmis (solvan sistemi 4; Komarowsky reaktifi); Fr.
7D6 saf olarak elde edilmistir. Fr. 7E’den 20,1 mg tartilarak ters faz silika jel
MPLC’ye uygulanmistir (MeOH; % 40-70). Sonucta Fr. 7ES kodlu fraksiyonun saf
oldugu tespit edilmistir. Fr. 7E (16,6 mg) ve Fr. 7F (80,9 mg) fraksiyonlar:
birlestirilerek (Fr. 7E-F, 97,5 mg) tekrar ters faz MPLC’ye uygulanmistir (Cizelge
2.8). Gradient solvan sistemi ile eliie edilen [MeOH-H,O (%50-80)] fraksiyonlar
ITK (solvan sistemi 4; Komarowsky reaktifi) ile degerlendirilmis; 7EF8
fraksiyonunun saf oldugu tespit edilmistir. Saf olarak elde edilen bu ii¢ fraksiyonun
HPTLC ile birbirleri ile ayni olduklar1 (EK-4) saptanmustir. (solvan sistemi 5;
Komarowsky reaktifi).



Cizelge 2.7. Fr. 7 fraksiyonu MPLC analiz kosullar1

Adsorban Silika jel 15-40 ym

Kolon Boyutu | 46 x 2,5 cm

Solvan Sistemi | CHCI; — MeOH — H,;0 (80:20:2—60:30:7)

Uygulanan 500 mg

Miktar

Uygulama Ekstre eliisyona baslanacak solvan sisteminde

Sekli coziildiilkten sonra  pastor pipeti ile  kolona
uygulanmustir.

Toplama 3,5 ml

Hacmi

Akis hiz1 3,5 ml/dk

Cizelge 2.8. Fr. 7D, Fr. 7E ve Fr. 7F fraksiyonu MPLC analiz kosullar1

Fr. 7D Fr.7E Fr. 7F
Adsorban | LiChroprep RP 18 | LiChroprep RP 18 | LiChroprep RP 18
25-40 pm 25-40 pm 25-40 pm
Kolon 46x 1,5 cm 23x1,5cm 46x 1,5 cm
Boyutu
Solvan MeOH - H,O MeOH - H,O MeOH - H,O
Sistemi (% 50 — 80) (% 40 — % 70) (% 50 — 80)
Uygulanan | 37,8 mg 20,1 mg 97,5 mg
Miktar
Uygulama | Ekstre eliisyona baslanacak solvan sisteminde c¢oziildiikten sonra
Sekli pastor pipeti ile kolona uygulanmustir.
Toplama 2 ml 2 ml 2,5 ml
Hacmi
Akis hizi | 3 ml/dk 2 ml/dk 3 ml/dk
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2.4. Biyolojik Aktivite Cahismalarn

2.4.1. Hayvanlar

8 Eryngium cinsi lzerine uygulanan analjezik ve antienflamatuvar aktivite
deneylerinde Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Baskanligi Hayvan Uretim
Laboratuvarlarindan temin edilen 20-25 g agirhiginda Swiss-Albino erkek fareler
kullanilmistir. Hayvanlar deneylere baslamadan 2 giin Once test ortamina alinarak

adaptasyonlar1 saglanmustir. Her deney grubunda 6 hayvan kullanilmastir.

Eryngium kotschyi bitkisinin ekstre ve fraksiyonlarinin analjezik aktivite tayininde;
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 biriminden temin edilen, 25-35 gr
agrhiginda Swiss-Albino erkek fareler kullanilmustir. ilag uygulanan farelere
deneylerden sonra ikinci kez ila¢ tatbik edilmemistir ve fareler Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Hayvan Barmaginda

yasatilmaya devam edilmistir. Herbir deney grubunda 6 hayvan kullanilmistir.

2.4.2. Bitkilerden Analjezik ve Antienflamatuvar Aktivite Tayini icin Etanollii

ve Sulu Ekstre Hazirlanmasi

Bitkilerden 10 gram tartilmistir iizerlerine 200 ml %90’lik etanol ilave edilmistir; oda
sicakhiginda 12 saat masere edilmis; daha sonra siiziiliip ilizerlerine tekrar 200 ml
etanol ilave edilmis ve islem tekrar edilmistir. Elde edilen ekstreler siizgeg

kagidindan siiziildiikten sonra rotavaporda kuruluga kadar ucurulmustur.

Sulu ekstre hazirlamak i¢in iistteki iglem; etanol yerine distile su ilave edilerek aynen
uygulanmustir. Elde edilen ekstreler siizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra liyofilize

edilmistir.
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2.4.3. Kivranma Testi ile Antinosiseptif Aktivite Tayini (Writhing test)

8 Eryngium cinsinin toprakalti ve toprakiistii kisimlarinin antinosiseptif aktivitesinin
Olciimiinde nosiseptif aktiviteyi olusturmak icin distile su icinde % 2,5’lik p-
benzokinon kullanilmistir. i.p. enjeksiyonu takip eden 5 dakikadan sonra 15 dakika
boyunca kivranma refleksi sayilmistir. Her grupta 6 hayvan kullanilarak istatiksel

olarak anlaml karsilagtirmalarin yapilabilmesi hedeflenmistir.

Eryngium kotschyi bitkisinin ekstre ve fraksiyonlarinin antinosiseptif aktivitesinin
Olciimiinde nosiseptif etkiyi olusturmak i¢cin serum fizyolojik i¢inde %0,6’lik asetik
asit ¢ozeltisi kullanilmistir. 7.p. enjeksiyonu takip eden 5. dakikadan sonra 15 dakika
boyunca kivranma refleksi (writhing) sayilmistir. Her grupta 6 hayvan kullanilarak

istatiksel olarak anlamli karsilastirmalarin yapilabilmesi hedeflenmistir.

2.44. Sicak Levha Testi ile Antinosiseptif Aktivite Tayini
(Hotplate testi)

Termal agr1 modelinde hotplate testi secilmistir ve yiizey sicakligi 52°C olarak
belirlenmis bir “hotplate sistemi” kullanmilmistir. Sicakligi sabit tutan kontakt
termometre ile donamimli bu sistem sayesinde standart sicaklikta bir termal agri
modeli olusturulmustur. Farelerin arka ayaklarini c¢ekme, yalama veya sicrama
davranis1  agrimin  algilanmasi olarak  degerlendirilerek saniye cinsinden
kaydedilmistir. Tepki siiresinin uzamast agri algisinda azalma ve antinosiseptif
aktivitenin varhi@ina isaret eden bir durum olarak degerlendirilmistir. Hotplate
sistemindeki Olciimler 10’ar dakika arayla 80 dakika boyunca siirdiiriilmiistiir.
Farelerde 1sinin kalic1 bir doku hasar1 olusturmasini engellemek amaciyla cut-off
stiresi 30 saniye olarak belirlenmistir. Her grupta 6 hayvan kullanilarak istatiksel

olarak anlaml karsilagtirmalarin yapilabilmesi hedeflenmistir.
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2.4.5. Karagenin ile Olusturulan Odem Uzerindeki Antienflamatuvar Aktivite

Tayini

Karrageninle olusturulan inflamasyon modelinde deney; hayvanlarin sag ve sol
pengelerinin kalinliklar1 arasindaki farkin olgiimii ile gergeklestirilmistir. Olciim
kahnlik 6lcer kumpas kullanilarak yapilmistir. Odem olusturmak icin farelerin sag
arka ayak pencesinin tabanina, taze hazirlanmis serum fizyolojik i¢cinde 0,5 mg / 25ul
karragen siispansiyonu enjekte edilmistir. Kontrol olarak sol arka pengelere de 25 ul
serum fizyolojik enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasindaki 6 saat siiresince her 90
dakikada pence 6demi/pence kalinligi kalinlik 6lcer kumpas ile Olctilmiistiir. Her
grupta 6 hayvan kullanilarak istatiksel olarak anlamli karsilagtirmalarin yapilabilmesi

hedeflenmistir.

2.4.6. TPA ile Olusturulan Odem Uzerindeki Antienflamatuvar Aktivite Tayini

TPA ile olusturulan inflamasyon modelinde deney; hayvanlarin kulaklarinda 6dem
olusturulmas1 ve sag ve sol kulaklar arasindaki sisme farkinin Olclimii ile
gerceklestirilmistir. Odem olusturmak icin her bir hayvanm kulagina 20 pl % 70’lik
etanol ¢ozeltisi icerisinde ¢Oziilmiis 25 pg TPA otomatik pipet ile kulagin 6n ve arka
yiizeyine uygulanmustir. Sol kulak kontrol olarak kabul edilmis; sol kulaga da ayni
hacimde % 70’lik etanol ¢ozeltisi uygulanmistir. 4 saat sonra hayvanlar anestezi ile
Oldiiriilmiis; kulaklarmmdan 6 mm’lik disk olacak sekilde parca alinmistir. Sag ve sol
kulaklardan alinan parcalarin agirliklar1 arasindaki fark kulak kalinligindaki agirlik

olarak belirlenmistir.

2.4.7. Toksisite

Deneyler siiresince ve deneylerden sonraki 1 hafta boyunca hayvanlarda

gozlenebilecek 6liim veya diger komplikasyonlar izlenmistir.
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Antinosiseptif aktivite olarak degerlendirilen gozlemlerin norotoksik bir aktiviteden
veya lokomotor aktivitenin azaldigir bir durumdan kaynaklanma olasiligini ortadan
kaldirmak amaciyla “rotarod testi” uygulanmistir. Dakikada 12 tur donen bir rotarod
cubugu iizerinde farelerin kalma siireleri ve bu siirelerin deneyler sirasinda verilen
kimyasal ajanlara bagl olarak degisimi, lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi
amaciyla kaydedilmistir. Farelerin rotarod {izerinde kalma siiresinin kisalmasi

lokomotor aktivitenin azalmasi olarak degerlendirilmistir.

2.4.8. Verilerin Analizi:

Sonuglar 6 sayida deneyin ortalamasi + ortalamanin standart hatasi olarak ifade
edildi. Verilerin istatiksel analizi icin ANOVA ve Students-Newman-Keuls post-hoc
testleri kullamilmistir; istatiksel analiz, P<0.05, P<0.01, P<0.001 ve P<0.005
anlamlilik diizeylerinde degerlendirilmistir. Deney sonuclarmi gosteren grafikler icin

“Microsoft Office Excel” programi kullanilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

Eryngium kotschyi koklerinin metanol ile soxhlet cihazinda ekstraksiyonu
sonrasinda, metanoliin vakumda yogunlastirilmasiyla elde edilen ekstre hekzan,
diklorometan ve n-BuOH (suya doyurulmus) ile tiiketilmistir. Elde edilen
fraksiyonlarin antinosiseptif aktiviteleri test edilmis; anlamli aktivite gosteren n-
BuOH ekstresi silika jel kolon kromatografisine uygulanarak fraksiyonlama

yapilmistir (Sekil 3.1).

Elde edilen fraksiyonlar (Fr. 1-7) antinosiseptif aktiviteleri test edilmis ve anlamli
aktivite gosteren Fr. S’ten hareketle EK-1, EK-2 ve EK-3 kodu ile belirlenen ii¢
bilesik saf olarak elde edilmistir (Sekil 3.2).
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E. kotschyikok

400g

soxhlet apereyinde MeOH ile ekstraksiyon +

siiziintiiyli yogunlastirma _
= Ham MeOH ekstresi (90,68 g)

H,0 ile cozme (300 ml)

mad hekzan(11), CH,Cl;(11) ve n-BuOH(2,8 1) ile sivi-
sivi ekstraksiyon

n-BuOH (suya
doyurulmus)

(42,45g)

Kalan sulu ekstre
(30,32 g)

Hekzan Diklorometan
(2,448) (1,3g)

silika jel kolon kromatografisi
CH,Cl;:MeOH:H,0 (80:20:2) - MeOH

Fr.1(167,1mg) Fr.2(14,44g)

Fr.3(191,3mg) B e Fr.4(3,26g)

Fr.5(2,73g) Fr.6(17,848)

Fr.7(2,96 g)

Sekil 3.1. Eryngium kotschyi toprakalti kisimlart iizerinde yapilan ekstraksiyon ve acik
kolon kromatografisi ¢caligmalari.

*Biyoaktivite tayini sonucu anlamli aktivite gosteren fraksiyonlar . renkle
gosterilmiglerdir.
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Fr.5
27257 q

MPLC
Sabit faz: LiChroprep RP-18
Kolon boyutu: 2,5 x 30 cm
Solvan sistemi: MeOH(% 30-100)

Sabit faz: Silika jel
Kolon boyutu: 46 x 1,5 cm
Solvan sistemi: CHCl3- MeOH-H20

Fr.5J Fr. 5N
169,1 mg 139 mg
MPLC
MPLC

Sabit faz: Silika jel
Kolon boyutu: 46 x 1,5 cm
Solvan sistemi: CHCl-MeOH-H,0

(62:34:4) (62:34:4)
I
Fr. 5J2
62 mg Fr. 5N1
92,1 mg
MPLC
MPLC

Sabit faz: Silika jel
Kolon boyutu: 46 x 1,5 cm
Solvan sistemi: CHCl3- MeOH-H20

(65:35:10, alt faz)

Sabit faz: Silika jel
Kolon boyutu: 46 x 1,5 cm
Solvan sistemi: CHClz:-MeOH-H:0

(6535 1 Oaltfaz)

Fr.5J2b
12mg

MPLC
Sabit faz: LiChroprep RP-18
Kolon boyutu: 23 x 1,5cm
Solvan sistemi: MeOH(% 60-80)

Fr.5J2b2
(EK-3)
11,4 mg

Fr. 5N1a
53,3 mg

MPLC
Sabit faz: LiChroprep RP-18
Kolon boyutu: 46 x 1,5 cm
Solvan sistemi: MeOH(% 50-90)

Fr.5N1a2
EK-2
16,2 mg

Sekil 3.2. Eryngium kotschyi ‘nin toprakalti kisimlarindan yapilan izolasyon caligmalari.
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3.1.1. BILESIK EK-1

C47H74016 (Molekiil Agirligr = 894)

Negatif Iyon FAB-Kiitle spektroskopisi m/z : 893 [M-H]

'H-NMR (Piridin-ds, 600 MHz) : Cizelge 3.1, Spektrum 3.1

PBC-NMR (Piridin-ds, 150 MHz) : Cizelge 3.1, Spektrum 3.2

Bilesik renksiz, amorf, toz halde elde edilmistir (5,5 mg). Bilesigin ITK analizinde
giin 151¢1nda renksiz; Komarowsky reaktifi piiskiirtiiliip 1sitildiktan sonra soluk mor

renk vermesi saponin olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bilesigin FAB-Kiitle spektroskopisi ile elde edilen spektrumunda (negatif iyon
modu) gozlenen molekiiler iyon piki m/z 893 [M-H], molekiil agirhgmm 894
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oldugunu gostermektedir. Molekiilde gozlenen diger fragmanlardan m/z 747 [(M-
H)-146]", dezoksiheksoz grubu tasidiginm diisiindiirmiistiir (Spektrum 3.3).

Bilesigin '"H NMR spektrumunda (Spektrum 3.1, Cizelge 3.1); oy 0,73 (3H, s, H-25),
0,88 (3H, s, H-24), 0,97 (3H, s, H-29), 0,98 (3H, s, H-26), 1,14 (3H, s, H-23), 1,20
(3H, s, H-30), 1,78 (3H, s, H-27)‘da yedi metil; dg 3,50 ve 3,69 (2H, H-28)‘de bir
oksimetilen; oy 3,19 (1H, H-3), 4,19 (1H, H-15), 4,46 (1H, H-16), 6,00 (C-22)‘da
dort oksimetin grubu sinyalleri gozlenmistir. Bu sinyaller bilesigin Al-barrigenol

triterpen iskeletine sahip oldugunu diistindiirmiistiir.

HMBC spektrumunda oy 1,78 (H-27)‘de gozlenen sinyal d¢ 67,2 ile korelasyon
gostermistir. 6c 67,2 sinyali ile HSQC spektrumunda korelasyon gosteren proton dn
4,19 olarak tespit edilmistir. COSY spektrumunda oy 4,19 (1H) ve 4,46 (1H)
arasinda gozlenen capraz pik (Spektrum 3.4), C-15 ve C-16 konumlarinaki sekonder

alkol gruplarmin sinyalleri olarak belirlenmistir.

ou 0,97 (H-29)’de gozlenen proton sinyali, HMBC spektrumunda d¢ 24,8 (C-30),
31,6 (C-20), 41,1 (C-21), 41,4 (C-18) ve 46,8 (C-19) ile rezonans vermistir. Ayni
spektrumda oy 2,64 (H-21)‘lin 6c 71,4 ile korelasyon gostermistir; HSQC
spektrumunda d¢ 71,4 ile oy 6,00; o¢c 41,1 (C-21) ile 6y 1,91 ve 2,64 ile korelasyon
gostermistir; COSY spektrumunda oy 6,00 ile 6y 2,64 ile capraz pik vermesi 22.
konuma atfedilmesini saglamistir. 22. konumdaki sinyallerin diisiik alanda
gozlenmesi bir agilasyon olabilecegini gosterir (Kartal ve ark., 2005). 6y 1,82 ve
1,96’da gozlenen iki olefinik proton sinyali, oy 5,81°de gozlenen bir diger olefinik
proton sinyali ve COSY spektrumunda 6y 5,81 ile 1,96 arasinda gozlenen ¢apraz pik

anjelik asit varligina isaret etmektedir (Kartal ve ark., 2005).
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Spektrum 3.4. EK-1’in COSY spektrumu

HMBC spektrumunda oy 0,88 (H-24) ile d¢ 27,8 (C-23), 39,0 (C—+4), 55,1 (C-9),
88,9 (C-3); on 0,73 (H-25) ile 6c 36,6 (C-10), 38,6 (C-1), 46,8 (C-9), 55,1 (C-5)
arasinda belirlenen korelasyonlar ile NOESY spektrumunda gozlenen oy 3,19 (H-3)
ile 0,72 (H-5) ve 1,14 (H-23); 6g 0,98 (H-26) ile 4,19 (H-15) capraz pikler
yardimiyla molekiiliin ana yapisinin konfigiirasyonu tam olarak belirlenmis; aglikon

Al-barrigenol olarak tespit edilmistir.

Bilesigin '"H NMR spektrumunda oy 4,77 (1H, d, J=7,2 H-1"), ve 5,87 (1H, genis s,

H-1") anomerik proton sinyalleri ve bunlara karsilik HSQC spektrumunda belirlenen
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sirastyla 8¢ 106,3 (C-1'), ve 101,5 (C-1") anomerik karbon sinyalleri, bilesigin
diglikozidik oldugunu gostermistir. Seker molekiillerinin diger protonlari; tespit
edilen anomerik sinyallerden hareketle COSY, TOCSY, HSQC (Spektrum 3.5) ve
HMBC spektrumlarindan faydalanmilarak tanimlanmistir. Bu verilerin 1518inda
molekiilin  seker olarak B-glukurunopiranoz ve o-ramnopiranoz tasidigi
belirlenmistir. Glukuronik asitin anomerik protonun yiiksek bir etkilesme sabitine (J
= 7,2) sahip olmasi1 f-anomerik oldugunu gosterir; ramnozun anomerik protonunun
genis singlet olmas1 da a-konfigiirasyonunda olduguna isaret etmistir (Kartal ve ark.,

2005).

A bivnaddatalo b i A
F2 B
(ppm) 39
5 =28
= &
&28
4]
&
&9

st IR e o NG RN e RN e T Ty T
o
(@)
0= .
O
@; /‘}Q
<
o i
i) &
(=2}
o &

90 SR s g e SR
F1 (ppm)
Spektrum 3.5. EK-1 bilesiginin HSQC spektrumu
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Glikozidik baglanma noktalar1 ve sekerin aglikona baglanma noktas1t HMBC ve
NOESY spektrumlar1 yardimiyla tespit edilmistir. HMBC spektrumunda oy 4,77 (H—
1") ve d¢ 88,9 (C-3) arasinda gozlenen korelasyon ve NOESY spektrumunda oy 4,77
(H-1") ile 6y 3,19 (H-3) arasinda gozlenen capraz pik aglikonun glikozidik baglanma
noktasmi gostermistir. Bu sekerin diger proton sinyallerine bakildiginda diisiik
alanda sinyal gozlenmesi sebebiyle C—4' konumundan glikozidasyona ugradigi
anlagilmig, HMBC spektrumunda 6y 5,87 (H-1") ve d¢ 80,0 (C—4') arasinda
gozlenen korelasyonla da bu dogrulanmis; sekerlerin birbirleri ile baglantis1 (1—4)
olarak saptanmistir. Dogada goriilme sikliklara bagl olarak glukuronik asitin D,

ramnozun L formunda olabilecegi sonucuna varilmaistir.

EK-1 bilesiginin 'H-NMR, “C-NMR, COSY, HSQC, HMBC, NOESY, TOCSY,
DEPT ve FAB-Kiitle spektrumundan elde edilen bulgular birlikte
degerlendirildiginde bilesigin C47H74016 kapali formiiliine sahip oldugu (molekiil
agirhgt = 894) tespit edilmis; yapist 3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—4)-f-D-

glukurunopiranozil-22-0O-anjeloil-Al-barrigenol olarak aydinlatilmistir.

—> HMBC; H—C

s COSY

Sekil 3.3. EK-1 bilesiginin HMBC ve COSY korelasyonlar1
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Cizelge 3.1. EK-1 bilesiginin *C (150 MHz), 'H (600 MHz) NMR ve DEPT spektroskopik
degerleri (piridin-ds).

Aglikon

C/H

DEPT

CH,
CH,

CH

CH
CH,
CH,

CH

CH,
CH

CH
CH

CH
CH,

CH,
CH

CH;
CH;
CH;
CH;
CH;
CH,

CH;
CH;

dc ppm

38,6
26,1

88,9

39,0
55,1
17,2
36,2
41,1
46,8

36,6
23,7
124,7

143,9
47,4
67,2
74,1
44.8
41,4
46,8

31,6
41,1
71,4
27,8
16,7
15,4
17,2
21,0
62,5

33,1
24,8

EK-1

oy ppm,
J (Hz)

0,69 1,28
1,69 2,07

3,19
genis d
0,72
0,98 1,05
1,89 1,99

1,60

1,75 1,82
5,54
genis s
4,19
4,46
2,95

1,26 2,77

1,91 2,64
6,00 m
1,14
0,88
0,73
0,98

1,78
3,50 3,69
d, (11,7)
0,97

1,20

Seker/Acil
Grubu
C/H

Glukuronik asit
1 ’

2!

3!
4’
5!
6!
Ramnoz
1!!

2”
3”
4”

5”
6”

Anjelik asit (sz)
1 *

DEPT

CH
CH
CH
CH
CH
C

CH
CH
CH
CH

CH
CH;

CH

CH;
CH;

dc ppm

106,3
75,2

76,1
80,0
78,3
175,9

101,5

71,6
71,7
73,2

69,7
18,0

167,9
129,0
136,5

15,5
20,6

oy ppm,
J (Hz)

4,77d,
(7.2)
4,02

4,11
4,51
4,38

5,87
genis s
4,87
4,54
4,15

4,89
1,51

5,81,d,
(7,0)
1,96
1,82
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3.1.2. BILESIK EK-2

C47H74016 (Molekiil Agirligr = 894)

Negatif Iyon FAB-Kiitle spektroskopisi m/z : 893 [M-H]

'H-NMR (Piridin-ds, 600 MHz) : Cizelge 3.2, Spektrum 3.6

PBC-NMR (Piridin-ds, 150 MHz) : Cizelge 3.2

Bilesik renksiz, amorf, toz halde elde edilmistir (16,2 mg). Bilesigin ITK analizinde
giinisiginda renksiz; Komarowsky reaktifi piiskiirtiiliip 1sitildiktan sonra soluk mor

renk vermesi saponin olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bilesigin FAB-Kiitle spektroskopisi ile elde edilen spektrumda (negatif iyon modu)
gozlenen molekiiler iyon piki m/z 893 [M-H], molekiil agirhiginm 894 oldugunu
gostermektedir. Molekiilde gozlenen diger fragmanlardan m/z 747 [(M-H)-146]

fragmani, dezoksiheksoz grubu tasidigini diisiindiirmiistiir (Kartal ve ark., 2005).

Bilesigin '"H-NMR spektrumunda (Cizelge 3.2 ; Spektrum 3.6); dy 0,73 (3H, s, H-
25), 0,88 (3H, s, H-24), 0,97 (3H, s, H-29), 0,98 (3H, s, H-26), 1,14 (3H, s, H-23),
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1,20 (3H, s, H-30), 1,75 (3H, s, H-27)‘da yedi metil; 6y 3,50 ve 3,69 (2H, H-28)‘de
bir oksimetilen; oy 3,19 (1H, H-3), 4,20 (1H, H-15), 4,46 (1H, H-16), 6,05 (C-22)‘te

dort oksimetin grubu sinyalleri gdzlenmistir.

HMBC spektrumunda oy 1,75 (H-27)‘de gozlenen sinyal d¢ 67,2 ile korelasyon
gostermistir. 6c 67,2 sinyali ile HSQC spektrumunda korelasyon gosteren proton oy
4,20 olarak tespit edilmistir. COSY spektrumunda oy 4,20 (1H) ve 4,46 (1H)
arasinda gozlenen capraz pik, bu protonlarin sirasiyla H-15 ve H-16 konumlarmaki
sekonder alkol gruplarmin sinyalleri olarak belirlenmistir. 6y 4, 46 (H-16), HSQC’de
dc 74,5 ile korelasyon gostermistir. Hidroksil tasiyan karbonlar genelde 60-80 ppm
arasinda rezonans verirler (Agrawal ve Jain, 1992) ; bu bilgi 15 ve 16 konumlarda

tayin edilen sinyalleri dogrulamaktadir.

ou 0,97 (H-29)’de gozlenen proton sinyali, HMBC spektrumunda d¢ 24,8 (C-30),
31,6 (C-20), 41,1 (C-21), 41,4 (C-18) ve 46,8 (C-19) ile rezonans vermistir. Ayni
spektrumda oy 2,64 (H-21) ‘lin d¢ 72,4 ile korelasyon gostermesi, bu karbon
sinyalinin C-22 konumuna ait oldugunu gostermistir. HSQC ile H-22 oy 6,05 olarak
belirlenmis; bu sinyalin de HMBC spektrumunda 6c 74,5 (C-16) ile korelasyon
gostermesi konumunu dogrulamistir. H-22 protonu diisiik alanda rezonans vermistir;
bu da C-22 konumunda bir agilasyon olabilecegini diisiindiirmiistiir. “C-NMR
spektrumunda gozlenen 6¢ 167,9 sinyali karbonil grubu varligimi teyit etmekte;
beraberinde goriilen d¢ 117,0 ve 155,7 sinyalleri ve HMBC spektrumunda bu karbon
sinyalleriyle korelasyon gosteren iki olefinik metil sinyali 6y 1,60 ve 2,11 yapida B,
B-dimetil akrilik asit bulundugunu gostermektedir (Kartal ve ark., 2005). Bilesigin
'H-NMR ve ""C-NMR spektrumlari incelendiginde gozlenen yedi metil sinyali; ¢
124,77 ve 143,9°da gozlenen tipik karbon sinyalleri ile oy 5,54’te gozlenen olefinik
proton sinyali molekiiliin olean-12-en triterpen tipinde oldugunu gostermistir (Gowri

ve ark., 2009).

HMBC spektrumunda oy 0,88 (H-24) ile d¢ 27,8 (C-23), 39,0 (C—+4), 55,1 (C-9),
88,9 (C-3); on 0,73 (H-25) ile 6c 36,6 (C-10), 38,6 (C-1), 46,8 (C-9), 55,1 (C-5)
arasinda belirlenen korelasyonlar ile NOESY spektrumunda gézlenen 6y 3,19 (H-3)
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ile 0,72 (H-5) ve 1,14 (H-23); 6u 0,98 (H-26) ile 4,20 (H-15) capraz pikler
yardimiyla molekiiliin ana yapisinin konfigiirasyonu tam olarak belirlenmis; aglikon

Al-barrigenol olarak tespit edilmistir.

23

Sekil 3.4. EK-2 bilesiginin HMBC korelasyonlar1
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Cizelge 3.2. EK-2 bilesiginin “C (150 MHz), 'H (600 MHz) NMR ve DEPT spektroskopik
degerleri (piridin-ds).

Aglikon

C/H

[ SN

DEPT

CH,
CH,

CH

CH
CH,
CH,

CH

CH,
CH

CH

CH
CH,

CH,
CH

CH;
CH;
CH;
CH;
CH;
CH,
CH;
CH;

Ooc ppm

38,6
26,1

88,9
39,0
55,1
17,2
36,2
41,1
46,8

36,6
23,7
124,7
143,9
47,4
67,2
74,5

44.8
41,4
46,8
31,6
41,1
72,4
27,8
16,7
15,4
17,2
20,9
62,6
33,1
24.8

EK-2

oy ppm,
J (Hz)
0,69 1,28
1,69 2,07

3,19
0,72
0,98 1,05
1,89 1,99

1,60
1,75 1,82
5,54,
4,20
4,46

2,95

1,26 2,77
1,91 2,64
6,05 m
1,14
0,38

0,73

0,98

1,75

3,55 3,70
0,97

1,20

Seker/Acil
Grubu
C/H

Glukuronik asit
1 ’

2!
3!
4’
5!
6!
Ramnoz
1!!

2”
3”
4”
5”
6”

B,B-dimetilakrilik
asit (sz)

%

* %

*

(&) T SRS i NS

DEPT

CH

CH
CH
CH
CH
C

CH

CH
CH
CH
CH
CH;

CH

CH;
CH;

Ooc ppm

106,3

75,2
76,1
80,0
78,3
175,9

101,5

71,6
71,7
73,2
69,7
18,0

167,9
117,0
155,7
20,6
26,7

Oy ppm
J (Hz)

4,77
d, (7,2)
4,02
4,11
4,51
438

5,87
genis s
4,87
4,54
4,15
4,89
1,51

5,54
1,89
1,60
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Spektrum 3.7. EK-2 bilesiginin HSQC spektrumu
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EK-2 bilesiginin anomerik sinyalleri EK-1 ile karsilastirildiginda aymi seker
gruplarmi tasidiklar: saptanmustir. Bilesigin 'H-NMR spektrumunda 8y 4,77 (1H, d,
J=7,2 H-1") ve 5,87 (1H, genis s, H-1"") anomerik proton sinyalleri ve bunlara
karsilik HSQC spektrumunda belirlenen sirasiyla d¢ 106,3 (C-1"), ve 101,5 (C-1")
anomerik karbon sinyalleri, bilesigin diglikozidik oldugunu gdstermistir. Seker
molekiillerinin diger protonlari; tespit edilen anomerik sinyallerden hareketle COSY,
TOCSY, HSQC ve HMBC spektrumlarindan faydalanilarak tanimlanmistir ve EK-1
ile ayn1 siralanista oldugu saptanmistir. HMBC spektrumunda 6y 4,77 (H-1") ve d¢
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88,9 (C-3) ile oy 5,87 (H-1") ve do¢c 80,0 (C—4') arasinda gozlenen korelasyon
glikozidik baglanma noktalarimi agiklamistir (Spektrum 3.8). Bu verilerin 15181inda ve
EK-1 verileri ile de karsilastirma yapilarak, seker molekiilleri f-D-glukuronik asit ve

o-L-ramnoz olarak belirlenmistir.
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Spektrum 3.8. EK-2 bilesiginin HMBC spektrumu

EK-2 bilesiginin '"H-NMR ve “C-NMR, COSY, HSQC, HMBC, NOESY, TOCSY,
DEPT ve FAB-Kiitle spektrumundan elde edilen bulgular birlikte
degerlendirildiginde bilesigin C47H74016 kapali formiiliine sahip oldugu (molekiil
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agirhign = 894) tespit edilmis; yapist 3-O-o-L-ramnopiranozil-(1—4)-f-D-
glukurunopiranozil-22-O-p, f-dimetilakriloil-A1-barrigenol olarak aydinlatilmigtir.
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Spektrum 3.9. EK-2 bilesiginin TOCSY spektrumu
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3.1.3. BILESIK EK-3

30 29

w e

2

Cs4Hg4O03 (Molekiil Agirligi = 1100)

Negatif Iyon FAB-Kiitle spektroskopisi m/z : 1099 [M-H]

'H-NMR (Piridin-ds, 600 MHz) : Cizelge 3.3; Spektrum 3.10

BC-NMR (Piridin-ds, 150 MHz) : Cizelge 3.3

Bilesik renksiz, amorf, toz halde elde edilmistir (11,4 mg). Bilesigin ITK analizinde
giinisi@inda renksiz; Komarowsky reaktifi piiskiirtiiliip 1sitildiktan sonra fugya-pembe

renk vermesi saponin olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bilesigin FAB-Kiitle spektroskopisi ile elde edilen spektrumda (negatif iyon modu)
gozlenen molekiiler iyon piki m/z 1099 [M-H]’, molekiil agirhigmin 1100 oldugunu
gostermektedir. Molekiilde gozlenen diger fragmanlardan m/z 1057 [(M-H)-42]
Fragman asetil grubu tasidigimi diistindiirmiistiir. m/z 937 [(M-H)-162] Fragmani
terminal bir heksoz tastyabilecegini gostermistir. m/z 895 [(M-H)-204]" Fragmani
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molekiilden bir asetil ve bir heksoz iyonlarinin ayrilmasiyla meydana gelmis olabilir.
Fragmanlar goz oniine alindiginda bilesigin iki adet terminal heksoz icerebilecegi

diistiniilmiistiir.

Bilesigin 'H-NMR spektrumunda (Spektrum 3.10, Cizelge 3.3); 8y 0,75 (3H, s, H-
25), 0,89 (3H, s, H-29), 0,91 (3H, s, H-26), 1,02 (3H, s, H-24), 1,07 (3H, s, H-30),
1,13 (3H, s, H-23), 1,21 (3H, s, H-27)‘da yedi metil; 6y 4,51 ve 4,74 (2H, H-28)‘de
bir oksimetilen; oy 3,21 (1H, dd, J=11,4; 4,2 Hz, H-3), 5,53 (1H,d, J=10,48 H-22),
5,99 (1H, d, J=10,48, H-21)da ii¢ oksimetin ve dy 5,42 (1H, H-12) bir etilen grubu

sinyalleri gozlenmistir. Bu sinyaller bilesigin oleanan yapisinda olabilecegini

diistindiirtmiistiir.

22

1\

| | Sk J Jl\b i\fk/ U J

9 8 2 6 5 4 ‘ 3 é 1

Spektrum 3.10. EK-3 bilesiginin 'H-NMR spektrumu

HMBC spektrumunda 6y 0,89 (H-29) ve 1,07 (H-30) protonlar1 d¢ 45,2 ve 75,8 ile
korelasyon gostermistir. oc 75,8 karbon sinyaline ait proton sinyali HSQC
spektrumundan 8y 5,99 (1H) olarak tespit edilmistir. COSY spektrumunda oy 5,99
(1H) ve 5,53 (1H) arasinda gozlenen capraz pik, bu iki sinyalin C-21 ve C-22
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konumlarinda; 6¢ 45,2 sinyalinin de C-19 konumunda bulundugunu gostermistir.
Ayrica C-21 ve C-22 konumlarindaki protonlarmn diisiik alanda sinyal vermesi;
acillenmis olabileceklerini diisiindiirtmiistiir. oy 4,51 gozlenen metilenik sinyalin
HMBC spektrumunda d¢ 73,1 (C-22) ve 209,2 ile; diger metilenik sinyal olan dy
4,74’tin de d¢ 73,1 (C-22), 47,2 (C-18) ile korelasyon vermesi ve bu sinyallerin 28.
konuma ait oldugunu gostermistir. Ayrica sinyallerin yine diisiik alanda gozlenmesi,
bu konumdan bir acilasyon olabilecegini diisiindiirmiistiir. Triterpenik yap1 ve ozlara
ait sinyaller disinda kalan proton ve karbon rezonanslari, yapida ii¢ adet asetil grubu
olabilecegini gostermistir. BC-NMR spektrumunda J¢ 170,6’da iki sinyal, 171,2 ve
209,2’de gozlenen sinyaller dort adet karbonil grubuna isaret etmektedir. dc 209,2
sinyali HMBC spektrumunda oy 1,88 (H-15), 2,79 (H-15) ve 4,51 (H-28) ile
korelasyon gostermistir. Bu ylizden 209,2’da goriilen karbon sinyali C-16 konumuna
atfedilmistir. HMBC spektrumunda 6y 2,03 (3H, s) ile d¢ 170,6; 6 2,07 (3H, s) ile
d¢ 170,6 ve 6i 2,08 (3H, s) ve d¢ 171,2 arasinda goriinen korelasyonlar ii¢ tane asetil
grubunun varligmi gostermektedir. oy 5,99 (H-21) ile 6¢ 170,6 arasinda HMBC
spektrumunda gozlenen korelasyon asetil gruplarindan birinin C-21 konumuna baglh
oldugunu gostermistir. Diger iki asetil grubunun da yukarda diisiik alanda sinyal
verdigi belirtilmis olan, C-22 ve C-28 konumlarindan aglikona bagh oldugu
saptanmustir (Spektrum 3.12).

Sekil 3.5. EK-3 bilesiginin HMBC korelasyonlar1
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Spektrum 3.11. EK-3 bilesiginin HSQC spektrumu

HMBC spektrumunda oy 1,02 (H-24) ile d¢ 26,2 (C-2), 27,7 (C-23), 39,2 (C-4),
55,2 (C-5), 89,1 (C=-3); on 0,75 (H-25) ile o¢ 36,3 (C-10), 38,4 (C-1), 46,2 (C-9),
55,2 (C-5); 8u 0,91 (H-26) ile &¢ 32,1 (C-7), 40,0 (C-8), 46,2 (C-9), 48,7 (C-14) ve
ou 1,21 (H-27) ile ¢ 40,0 (C=8), 44,4 (C-15), 48,7 (C-14) arasinda belirlenen

korelasyonlar ile molekiiliin ana yapisinin konfigiirasyonu tam olarak belirlenmistir.
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Spektrum 3.12. EK-3 bilesiginin HMBC spektrumu

Bilesigin '"H-NMR spektrumunda oy 4,76 (H-1"), 4,96 (1H, d, J= 7,86 Hz, H-1"") ve
5,28 (1H, d, J= 7,62 Hz, H-1") anomerik proton sinyalleri ve bunlara karsilik HSQC
spektrumunda belirlenen sirasiyla ¢ 104,6 (C-1), 104,7 (C-1"") ve 104,8 (C-1")
anomerik karbon sinyalleri, bilesigin triglikozidik oldugunu gostermislerdir. HMBC
spektrumunda oy 4,76 (H-1') ve ¢ 89,1 (C-3) arasinda gozlenen korelasyon ve
NOESY spektrumunda oy 4,76 (H-1') ile 8y 3,21 (H-3) arasinda bulunan capraz pik
aglikonun glikozidik baglanma noktasim1 gostermistir. Bu sekerin karbon
rezonanslari incelendiginde d¢ 81,6 (C-2") ve 69,7 (C-6') konumlarindaki hidroksil

gruplarmin glikozidasyona ugradig: belirlenmistir. Diger iki ozun baglanma noktalar1
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HMBC ile belirlenmistir. Buna gore; 6y 4,97 (H-1"") anomerik protonun 6¢ 69,7 (C—
6) konumundan (1—6), oy 5,28 (H"”) anomerik protonun 9Jc 81,6 (C-2)
konumundan (1—2) glikozidasyona ugradig1 anlasilmistir (Spektrum 3.13).

Seker molekiillerinin diger protonlari; tespit edilen anomerik sinyallerden hareketle
COSY, TOCSY, HSQC ve HMBC spektrumlarindan faydalanilarak tanimlanmustir.

Sonugcta seker zincirinin ii¢ adet S-glukozdan olustugu anlagilmistir.
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Spektrum 3.13. EK-3 bilesiginin HMBC spektrumu
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Spektrum 3.14. EK-3 bilesiginin DEPT spektrumu

EK-3 bilesiginin 'H-NMR, C-NMR, COSY, HSQC, HMBC, NOESY, TOCSY,
DEPT ve FAB-Kiitle spektroskopilerinden elde edilen bulgular birlikte
degerlendirildiginde bilesigin CssHg4O,3 kapali formiiliine sahip oldugu (molekiil
agirhgt = 1100) tespit edilmis; yapist 3-O-f-D-glukopiranozil-(1—2)-[S-D-
glukopiranozil-(1—6)]-#-D-glukopiranozil-21-O-asetil-22-O-asetil-28-O-asetil-34,
21p, 22a, 28-tetrahidroksiolean-12-en-16-okso olarak aydinlatilmistir.



Aglikon
C/H

1
2

w

17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
30

90

Cizelge 3.3. EK-3 bilesiginin ">C (150 MHz), 'H (600 MHz) NMR ve DEPT spektroskopik
degerleri (piridin-ds).

DEPT

CH,
CH,
CH

CH
CH,
CH,

CH

CH

CH;
CH;
CH;
CH;
CH;
CH,
CH;
CH;

EK-3
oc oy ppm
ppm J (Hz)
38,4 0,91 1,47
26,2 1,85 2,27
89,1 3,21 dd
(11,4; 4,2)
39,2 --
55,2 0,59
17,9 1,16 1,36
32,1 1,02 1,25
40,0 --
46,2 1,42
36,3 --
23,5 1,76 1,85
126,5 5,42
138,0 --
48,7 --
44,4 1,88 2,79
209,2 -
56,8 --
47,2 3,04
452 1,32 1,90
35,9 --
75,8 5,99d
(10,48)
73,1 5,53d
(10,48)
27,7 1,13 s
16,4 1,028
15,2 0,75 s
16,6 0,91s
26,6 1,21s
67,8 4,51 4,74
28,8 0,89 s
18,9 1,07 s

Seker/Acil Grubu
C/H

Glukoz
1
2!

3!
4'
5!
6!
Glukoz
1”

2”
3”
4”
5”
6”
Glukoz
1 "

2!”
3”!
4!”
5!”
6!”

Asetik asit (Cyy)

170,6

20,4

Asetik asit (Cy,)
171,2

20,3

Asetik asit (Cyg)
170,6

20,7

DEPT dc Oy ppm
ppm J (Hz)
CH 104,6 4,76
CH 81,6 4,14
CH 77,6 4,19
CH 71,2 4,04
CH 76,3 3,99
CH, 69,7 4,19 4,79
CH 104,7 4,96d
(7,86)
CH 76,1 3,94
CH 77,6 4,13
CH 71,3 4,03
CH 77,8 3,85
CH, 62,3 4,39 443
CH 104,8 5,28d
(7,62)
CH 76,3 3,99
CH 77,4 4,12
CH 71,2 4,00
CH, 77,8 3,84
62,2 4,19 4,26
2,07 s
2,08 s
2,03 s



Aktivitesi yiiksek bulunan Fr. 7°den hareketle de EK-4 kodu ile belirlenen bilesik
saf olarak elde edilmistir (Sekil 3.3).

Fr.7
500 mg

MPLC
Sabit faz: Silika jel
Kolon boyutu: 46 x 2,5 cm
Solvan sistemi: CHCl3-MeOH-H20

(80:20:2— 60:30:7)
Fr.7D Fr.TE Fr. 7F
37,8 mg 36,7 mg 809 mg
Fr.7E ’
16,6 mg
Fr.7E
20,1 mg Fr. 7EF
I 97,5mg
MPLC
Sabit faz: LiChroprep RP-18
Kolon boyutu: 23 x 1,5cm
Solvan sistemi: MeOH(% 40-70)
MPLC
MPLC Sabit faz: LiChroprep RP-18
Sabit faz: LiChroprep RP-18 Kolon boyutu: 46 x 1,5cm
Kolon boyutu: 46 x 1,5 cm Solvan sistemi: MeOH(% 50-80)

Solvan sistemi: MeOH(% 50-80)

Fr.7EF8
(EK-4)
12,9 mg

Sekil 3.6. Eryngium kotschyi ‘nin toprakalti kisimlarindan yapilan izolasyon caligmalari.
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3.1.4. BILESIK EK-4

C52H82021 (Molekiil Aglﬂlgl = 1042)

Negatif Iyon FAB-Kiitle spektroskopisi m/z : 1041 [M-H]

'H-NMR (Piridin-ds, 600 MHz) : Cizelge 3.4, Spektrum 3.16

PBC-NMR (Piridin-ds, 150 MHz) : Cizelge 3.4

Bilesik renksiz, amorf, toz halde elde edilmistir (26,5 mg). Bilesigin ITK analizinde
giinisi@inda renksiz; Komarowsky reaktifi piiskiirtiiliip 1sit1ldiktan sonra mor-gri renk

vermesi saponin olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bilesigin FAB-Kiitle spektroskopisi ile elde edilen spektrumda (negatif iyon modu)
gozlenen molekiiler iyon piki m/z 1041 [M-H]’, molekiil agirhigmin 1042 oldugunu
gostermektedir. Molekiilde gozlenen diger fagmantasyonlardan m/z 909 [(M-H)-
132] ve m/z 879 [(M-H)-162], sirasiyla molekiilden bir adet terminal pentozil ve bir
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adet terminal heksoz gruplarmin eliminasyonunu gostermektedir (Spektrum 3.15)

(Kartal ve ark., 2005; Sautor ve ark., 2007).

963535 183

;541

10202 1108 1200 1300

Spektrum 3.15. EK-4 bilesiginin FAB-Kiitle spektrumu

Bilesigin '"H-NMR spektrumunda (Cizelge 3.4 ; Spektrum 3.16); dy 0,74 (3H, s, H-
25), 0,97 (3H, s, H-29), 0,98 (3H, s, H-26), 1,04 (3H, s, H-24), 1,16 (3H, s, H-23),
1,19 (3H, s, H-30), 1,76 (3H, s, H-27)‘da yedi metil; 6y 3,54 ve 3,68 (2H, H-28)‘de
bir oksimetilen, oy 3,17 (1H, H-3), 4,22 (1H, H-15), 4,44 (1H, H-16), 6,04 (1H, H-
22)‘te dort oksimetin ve oy 5,46 (1H, H-12) bir etilen grubu sinyalleri gézlenmistir.
Bu sinyaller aglikonun Al-barrigenol iskeletine sahip bir triterpen oldugunu

diistindiirtmiistiir.



94

4%

W

T S T T
LT s e e e e
9 8 7 6 5

Ju b

LJ%J_M_JMJL_J

Spektrum 3.16. EK-4 bilesiginin 'H-NMR spektrumu

NOESY spektrumunda, oy 4,44 (H-16) ile oy 3,54, 3,70 (H-28) ve 4,22 (H-15)
arasinda gozlenen capraz pikler C-15 ve C-16’daki iki sekonder alkol grubunun
konumlarim1  belirleyici sinyallerdir (Spektrum 3.17). Bu durum HMBC
spektrumunda, oy 1,76 (H-27) ile oc 67,1 (C-15) arasindaki bagmti ile de

dogrulanmustir.



95

Qo e

0

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 e
F1 (ppm)

Spektrum 3.17. EK-4 bilesiginin NOESY spektrumu

HMBC spektrumunda dy 0,97 (H-29) ve 1,19 (H-30) protonlarinin ¢ 41,2 ve d¢ 46,7
ile korelasyon gostermesi C-21 ve C-19 konumlarinda iki metilen grubu oldugunu
gostermistir. COSY spektrumunda dy 6,05 (1H, H-22) ve 2,66 (C-21) arasinda
gozlenen capraz pik, bu sinyalin C-22 konumunda olduguna isaret etmektedir.
HSQC’de bu sinyale karsilik gelen karbon (¢ 72,3; C-22) sinyalinin de HMBC

spektrumunda 6y 3,70 (H-28) ile korelasyon vermesi konumu dogrulamaktadir.

NOESY spektrumunda oy 3,17 (H-3) ile 0,74 (H-1) ve 1,16 (H-23) arasinda gozlenen
capraz pikler (Spektrum 3.18); HMBC spektrumunda oy 0,74 (H-25) ile ¢ 46,8 (H-
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9); ou 1,04 (H-24) ile 6c 55,3 (C-5), 89,7 (C-3), 39,2 (C-4), 27,6 (C-23), 26,2 (C-2);
ou 1,76 (H-27) ile o¢ 145,6 (C-13) arasinda gozlenen korelasyonlar ile birlikte tiim
veriler goz Oniinde bulunduruldugunda Al-barrigenol ana yapisinin tam olarak
konfigiirasyonu dogrulanmaktadir (Kartal ve ark., 2005, Kartal ve ark, 2006; Zhang
ve ark, 2008). C-22 konumundaki, diisiik alanda g6zlenen oy 6,05 (H-22) sinyalinin,
NOESY spektrumunda oy 1,19 (H-30) ile verdigi capraz pik de konumunu
dogrulamaktadir (Spektrum 3.18); sinyalin diisiik alana kaymasi, acillendigini
diistindiirtmiistiir. Triterpenik yap1 ve ozlara ait sinyaller disinda kalan proton ve
karbon rezonanslari, yapida bir agilasyon olabilecegini gostermistir. iki vinilik metil
grubu oy 1,82 (3H) ve 1,95 (3H)* te sinyal vermistir ve 1,95, COSY spektrumunda
Ou 5,82 (1H) olefinik protonu ile capraz pik gostermistir; ayni zamanda her iki proton
da HMBC spektrumunda d¢ 129,0 ve 137,0 ile korelasyon gostermistir. Bu veriler C-
22 konumunda anjeloil grubu varligimi gostermektedir (Kartal ve ark., 2005; Zhang

ve Li., 2007).
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Spektrum 3.18. EK-4 bilesiginin NOESY spektrumu
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Bilesigin '"H NMR spektrumunda 6y 4,79 (1H, d, J= 7,14 Hz, H-1"), 5,17 (1H, d, J=
7,39 Hz, H-1"") ve 5,40 (1H, H-1")‘ta gozlenen ii¢ adet anomerik proton sinyali
molekiiliin triglikozidik oldugunu gostermektedir (Spektrum 3.19). HSQC
spektrumunda bu sinyallere karsilik sirastyla ¢ 104,7 (C-17), 104,3 (C-1"") ve 103,8
(C-1") anomerik karbon sinyalleriyle korelasyon gostermislerdir. Seker
molekiillerinin diger protonlari; tespit edilen anomerik sinyallerden hareketle COSY,
TOCSY, HSQC ve HMBC spektrumlarindan faydalanilarak tanimlanmistir. Bu
verilerin 151¢mmda molekiiliin seker olarak B-glukurunopiranoz (C’; H'), B-

galaktopiranoz (C"; H") ve a-arabinopiranoz (C"’; H"") tasidigi tespit edilmistir.
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Spektrum 3.19. EK-4 bilesiginin HSQC spektrumu




98

HMBC spektrumunda 6y 4,79 (H-1") ve d¢ 89,7 (C-3) arasinda gozlenen korelasyona
ek olarak NOESY spektrumunda oy 4,79 (H-1') ile oy 3,17 (H-3) arasinda da bir
korelasyon gozlenmistir. Bu da aglikonun C-3 konumundan glukuronik asit ile
glikozidasyona ugradigint gostermektedir. Diger bir anomerik proton (galaktoz) du
5,40 (H-1"); HMBC spektrumunda 6¢ 78,8 (C-2') ile korelasyon vermistir. NOESY
spektrumunda ise 6y 5,17 (H-1"") ile oy 4,22 (H-3') arasinda belirlenen korelasyon ile
de galaktozun glukuronik asite (1—2) konumundan baglandigmi gostermistir.
Arabinoza ait olan anomerik protonun, 6y 5,17 (H-1"") NOESY spektrumunda 4,22
(H-3") ile verdigi korelasyon, glukuronik asite (1—3) konumdan baglandigini
gostermistir. Boylece tiim glikozidik baglanma noktalar1 belirlenmistir. Galaktoz ve
arabinoz terminal ozlardir; glukuronik asit ise aglikon ile glikozidik bagi
olusturmustur. Sonuclar literatiir verileriyle karsilastirilarak dogrulanmistir (Kartal

ve ark., 2005; Elbandy ve ark., 2007).

EK-4 bilesiginin 'H ve "°C, 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC, NOESY, TOCSY) ve
FAB-Kiitle spektrumundan elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde
bilesigin Cs;Hg>0O,; kapali formiiliine sahip oldugu (molekiil agirligr = 1042) tespit
edilmis; yapist 3-O-f-D-galaktopiranozil-(1—2)-[a-L-arabinopiranozil-(1—3)]-4-D-

glukurunopiranozil-22-0O-anjeloil-A1-barrigenol olarak aydinlatilmistir.

—» HMBC; H—C

Sekil 3.7. EK-4 bilesiginin HMBC spektrumu
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Spektrum 3.20. EK-4 bilesiginin HMBC spektrumu
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Cizelge 3.4. EK-4 bilesiginin °C (150 MHz), 'H (600 MHz) NMR ve DEPT spektroskopik
degerleri (piridin-ds).

Aglikon
C/H

1

AU AW (8]

BN |

10
11

12
13
14
15
16

17
18
19

20
21

22
23
24
25
26
27
28

29
30

DEPT
CH,
CH,
CH

CH
CH,

CH,

CH
CH,

CH

CH
CH

CH
CH,

CH,

CH

CH;
CH;
CH;
CH;
CH;
CH,

CH;
CH;

Oc ppm Oy ppm

38,8
26,2

89,7
39,2
55,3
18,5

36,3

40,6
46,8
36,6
23,7

124,8
145,6
47,4
67,1
74,5

44.8
41,3
46,7

36,3
41,2

72,3
27,6
16,5
15,5
17,2
21,0
62,4

33,1
24,8

J (Hz)
0,74
1,28
1,76
2,11
3,17
0,68
1,19
1,23
1,91
1,99
1,58
1,73
1,76
5,46 m

422
4,44

2,93
1,24
2,78
1,91
2,66
6,04 m
1,16 s
1,04 s
0,74 s
0,98 s
1,76 s
3,54,
3,70
0,97 s
1,19 s

Seker/Asit
Grubu
C/H

Glukuronik Asit

1!

2!
3’
4’
5'

6'

T-Galaktoz
1"
2”
3"

4”

5"

6”
T-Arabinoz
1”7

2'"
3”7
4'"

5 444
Anjelik asit

(0 I "N SR

DEPT o&cppm oy ppm

CH

CH
CH
CH
CH

CH
CH
CH

CH
CH
CH,

CH
CH
CH
CH

CH,

CH
CH;
CH;

104,7

78,8
85,4
71,5
78,8

170,7

103,8
72,3
74,6

69,4
76,3
62,4

104,3

73,1
74,0
67,1

67,0

166,8
129,0
137,0
15,5
20,5

J (Hz)

4,79d
(7.1)
4,33
4,22
4,20
4,34

5,40
4,32
4,03

4,40
3,82
427, 4,42

517d
(7,4)
4,34
3,99
4,32

3,67, 4,23

5,82
1,95
1,82
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3.2. Biyolojik Aktivite Deneylerine Ait Bulgular

Sekiz Eryngium tiiriiniin toprakalt1 ve toprakiistii kistmlarindan hazirlanan sulu ve

etanollii ekstrelerin verimleri Cizelge 3.5’te de belirtilmistir.

Cizelge 3.5. Eryngium tiirlerinden elde edilen sulu ve etanollii ekstrelerin % verimleri.

Bitki Adi EtOH’11 ekstre (% a/a) | H,O’lu ekstre (% a/a)
Eryngium campestre L. 10.8 (TA) 31.6 (T[})

5.6 (TU) 12.4 (TU)

. . 3.8 (TA) 7.3 (TA)

Eryngium creticum Lam.

5.1(TU) 15.4 (T0)

6.6 (TA) 16.9 (TA)
Eryngium davisii Kit Tan&Yildiz

4.8 (TU) 15.4(TU)

10.6 (TA) 28.7 (TA)
Eryngium falcatum Delar.

5.7 (TU) 11.4 (TU)

5.1(TA) 9.5 (TA)
Eryngium isairicum Contandr.&Quezel

6.6 (TU) 16.1 (TU)

3.4 (TA) 11.6 (TA)
Eryngium kotschyi Boiss.

5.1(TU) 19.7 (TU)

16.1 (TA) 38.3(TA)
Eryngium maritimum L.

10.3 (TU) 18.3 (TU)

12.6 (TA) 16.2 (TA)
Eryngium trisectum A.-Worz&H.Duman

4.3 (TU) 18.5 (TU)

(TA: toprakalt1 kisimlar, TU: toprakiistii kistmlar)
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3.2.1. Kivranma Testi ile Antinosiseptif Aktivite Tayini

Sekiz Eryngium tiiriiniin toprakalt1 ve toprakiistii kisimlarinin etanol ve sulu
ekstrelerinin kivranma testi ile antinosiseptif aktivite sonuglari tablo ve siitun grafigi

seklinde gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. Eryngium tiirlerinin etanollii ekstrelerinin p-benzokinon ile olusturulan kivranma
refleksi tizerine etkisi

. Kivranma refleks | Inhibisyon Ulserasyon

Materyal Kullanilan Kisim | Doz (mg/kg) sayist = SEM oran1 (%) orant®
Kontrol 49.5+6.1 0/6
Eryngium TU 200 25527 48.5%* 0/6
campestre

TA 200 28.7+1.9 42.0%* 0/6
Eryngium TU 200 343437 30.7 0/6
creticum

TA 200 23.6+3.6 52.3%%* 0/6
Eryngium davisii | TU 200 30.1+£4.0 39.2* 0/6

TA 200 29.7+2.6 40.0%* 0/6
Eryngium TU 200 427434 13.7 0/6
falcatum

TA 200 40.6+34 17.9 0/6
Eryngium TU 200 20.842.0 57,95 26
wsauricum

TA 200 29.8+2.7 39.8%* 0/6
Eryngium kotschyi | TU 200 293124 40.8** 0/6

TA 200 237122 52.1%%* 0/6
Eryngium TU 200 21921 55,8 0/6
maritimum

TA 200 25.8+2.7 47.9%* 0/6
Eryngium TU 200 29.1+2.2 41.2%% 1/6
trisectum

TA 200 23.3+29 52.9%%% 0/6
ASA 100 25.3+3.7 48.9%* 4/6

200 20.7+2.3 58.2%%:* 5/6

*: p<0.03, ¥#: p<0.01; ***: p<0.001 kontrole gore anlamh. TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalti kisimlar;
SEM: ortalama standart hata. *: hasara ugramis mide sayisi. ASA: Asetilsalisilik asit
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Sekil 3.8. Eryngium tiirlerinin etanollii ekstrelerinin p-benzokinon ile olusturulan kivranma refleksi
lizerine etkisinin siitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.01; ***: p<0.001 kontrole gore
anlamli. TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalti kisimlar; SEM: ortalama standart hata. *: hasara

ugramis mide sayis1. ASA: Asetilsalisilik asit
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Cizelge 3.7. Eryngium tiirlerinin sulu ekstrelerinin p-benzokinon ile olusturulan kivranma
refleksi tizerine etkisi

Materyal Kullanilan Kisim | Doz (mg/kg) SK;\;Ir:??aS'rEelaeks I()r:gint)lis(gl/sn grlzﬁlrf syon
Kontrol 49.5+6.1 0/6
Eryngium campestre | TU 200 46.5+49 6.1 0/6
TA 200 39.6+4.0 20.0 0/6
Eryngium creticum | TU 200 359+59 27.5 1/6
TA 200 483+4.2 24 0/6
Eryngium davisii TU 200 345+33 30.3 0/6
TA 200 535+ 44 - 0/6
Eryngium falcatum | TU 200 484+29 2.2 0/6
TA 200 471+3.0 48 0/6
Eryngium isairicum | TU 200 40.3+34 18.6 1/6
TA 200 432+ 4.1 12.7 0/6
Eryngium kotschyi TU 200 242126 51,1 0/6
TA 200 347+38 29.9 0/6
Eryngium maritimum | TU 200 251+19 49.3* 0/6
TA 200 454+28 8.3 0/6
Eryngium trisectum | TU 200 35.7+46 27.9 2/6
TA 200 412+55 16.8 1/6
ASA 100 253+3.7 48.9** 4/6
200 20.7+23 58.2** 5/6

*: p<0.05, **: p<0.01; ***: p<0.001 kontrole gore anlaml1. TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalt: kistmlar;
SEM: ortalama standart hata. *: hasara ugramis mide sayisi. ASA: Asetilsalisilik asit
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BT0 BTA

Sekil 3.9. Eryngium tiirlerinin sulu ekstrelerinin p-benzokinon ile olusturulan kivranma refleksi
tizerine etkisinin stitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.01; ***: p<0.001 kontrole gore
anlamli. TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalt: kisimlar; SEM: ortalama standart hata. *: hasara
ugramis mide sayis1. ASA: Asetilsalisilik asit

3.2.2. Karagenin ile Olusturulan Odem Uzerindeki Antienflamatuvar Aktivite

Tayini

Sekiz Eryngium tiiriiniin toprakalt1 ve toprakiistii kisimlarinin etanol ve sulu

ekstrelerinin karagenin ile olusturulan 6dem {iizerine antienflamatuvar aktiviteleri

tablo ve sekillerle gosterilmistir.
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Cizelge 3.8. Eryngium tiirlerinin sulu ekstrelerinin karagenin ile olusturulan 6dem iizerindeki
antienflamatuvar aktivite sonuglari.

Mateyal Sisme Kalini@i (x10-2mm) + SEM (% inhibisyon)
Kullanilan Kisim | Doz mg/kg
90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Kontrol 435+6.0 |498+64 |57.2+59 |63.2+58
Eryngium campestre | TU 200 515+33 |56.5+34 |61.3+30 |66.3+£33
402147 |445+45 [502+£39 |542+43
TA 200 (7.6) 106)  |(122 |(42)
. . - 413140 |452+42 [495+42 |523+36
Eryngium creticum TU 200 (5.1) 9.2) (13.5) (17.2)
55.0£32 |57.8+40
TA 200 457137 |51.3+£34 (3.8) (8.5)
Eryngium davisii | TU 200 452+39 |50.7+38 fff)i 39 f%i 38
TA 200 466148 |527+46 [56.8+4.7 ?2147)1_ 42
Eryngium falcatum TU 200 473156 |53.9+£56 [609+6.2 |655+53
552+37 |57.5+48
TA 200 470+39 |50.8+3.9 (3.5) ©.0)
Eryngium isauricum | TU 200 469+44 |518+46 |57.8+54 ?21 g) 48
56.5+6.2 |59.3+49
TA 200 451159 |522+56 (1.2) 6.2)
. . - 30.3+41 |320+39 |350+36 [358+34
Eryngium kotschyi TU 200 (30.3) (36.7) (38.8)" (43.4)"
36.1£55 |409+51 |453+£56 [47.9%43
TA 200 70 |79 @8 |42
. o - 352+37 |375+36 |38.7+£47 [41.2£39
Eryngium maritimum | TU 200 (19.1) (24.7) (32.3) (34.8)"
TA 200 525+6.8 |589+64 |63.0+£59 [65.7£55
. . - 402+48 |43.8+48 [482+52 |520+49
Eryngium trisectum | TU 200 (8.0) (12.0) (15.7) (17.7)
420+44 |46.3+48 [50.2+46 |558+46
TA 200 (3.4) (7.0 122 |1
indometazin 10 282+25 |1287+23 |1320+20 [325%22
(352 | (@24 | @41y | (48.6)

*: p<0.05, ¥*: p<0.01; ***: p<0.001 kontrole gore anlamh. TU: toprakiistii kistmlar; TA: toprakaltt
kisimlar; SEM: ortalama standart hata
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Sekil 3.10. Eryngium tiirlerinin sulu ekstrelerinin karagenin ile olusturulan 6dem {izerindeki
antienflamatuvar aktivite sonuglarinin siitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.01; ***:
p<0.001 kontrole gore anlamli. TU: toprakiistii kistmlar; TA: toprakaltt kistmlar; SEM: ortalama
standart hata



Cizelge 3.9. Eryngium tiirlerinin etanollii ekstrelerinin karagenin ile olusturulan 6dem

tizerindeki antienflamatuvar aktivite sonuglari

Materyal Sisme Kalinligi (x102mm) + SEM (% inhibisyon)
Kullanilan Kisim | Doz mg/kg
90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Kontrol 435+6.0 |49.8+64 |57.2+59 |63.2+58
. - 30.3+28 [357+23 [403+£32 |427+39
Eryngium campestre | TU 200 (30.3) (28.3) (20.5) (32.4)"
TA 200 322+48 [350+4.8 |36.8+38 |386+33
(25.9) (29.7) (35.7)* (38.9)**
. . - 36.6+50 [40.3+4.7 |453+43 |488+45
Eryngium creticum TU 200 (15.9) (19.1) (20.8) (22.8)
TA 200 31.5+32 [335+32 |358+29 |[402+29
(27.6) (32.7) (37.4)* (36.4)**
. o - 372147 (408148 |448+£52 |48.7+49
Eryngium davisii TU 200 (14.5) (18.1) 21.7) (229)
344+51 (369135 |41.1+41 |442£35
TA 200 209) |59  |@81) (25.4)
. - 401+£39 |456+50 [51.2+51 (532144
Eryngium falcatum TU 200 (7.8) (68.4) (10.5) (15.8)
40.7+£55 |451+£56 (48.6+57 |[51.3+4.1
TA 200 (6.4) 0.4) (15.0) (18.8)
T - 258+33 [268+3.1 [29.8+28 |328+28
Eryngium isauricum | TU 200 (40.7)° (46.2)° (47.9) (48.1)
TA 200 324+41 (363142 |41.7£40 |475£32
(25.6) (26.7) (27.1) (26.4)
. ; - 369+74 (386173 [41.5+£56 (412131
Eryngium kotschyi TU 200 (15.2) (22.5) (27.4) (34.8)"*
TA 200 28.8+31 [325+23 |36.7£25 |376+26
(33.8)* (34.7)* (35.8)* (40.5)**
. ” - 31.6+49 [350+4.2 |351+£39 |36.1£33
Eryngium maritimum | TU 200 (27.4) (29.7) (38.6)° (429
358+43 (393148 |420+£58 |435+57
TA 200 arn et | es) (31.2)
. . - 334+62 (384156 42756 |41.6+33
Eryngium trisectum | TU 200 (23.2) (22.9) (25.3) (34.2)"*
TA 200 324+77 [357+62 |37.8+£38 |[39.3+£57
(25.9) (28.3) (33.9) (37.8)**
indometazin 10 282+25 [28.7+23 |320+20 |325+22
(35.2)* (42.4)** (44.1) (48.6)**

*: p<0.05, **: p<0.01; ***: p<0.001 kontrole gore anlamli.
TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalti kistmlar; SEM: ortalama standart hata

109



110

BTA B TU

J

.

Sekil 3.11. Eryngium tiirlerinin etanollii ekstrelerinin karagenin ile olusturulan 6dem iizerindeki

antienflamatuvar aktivite sonuglarimn siitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.01; ***:
p<0.001 kontrole gore anlamli. TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalt kisimlar; SEM: ortalama

standart hata
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3.2.3. TPA ile Olusturulan Odem Uzerindeki Antienflamatuvar Aktivite Tayini

Sekiz Eryngium tiiriiniin toprakalt1 ve toprakiistii kisimlarinin etanol ve sulu

ekstrelerinin antienflamatuvar aktiviteleri tablo ve sekillerle gosterilmistir.

Cizelge 3.10. Eryngium tiirlerinin etanollii ekstrelerinin TPA ile olusturulan 6dem tizerindeki
antienflamatuvar aktivite sonuglari

Materyal Kullanian Doz (mg/kulak) Odem agrgi (mg) £ % inhibisyon
Kisim SEM
Kontrol 211+£18
Eryngium campestre TU 05 16.3+1.4 227
TA 0.5 13.7+15 35.1
Eryngium creticum TU 0.5 23.9+12
TA 0.5 145+15 31.3
Eryngium davisii TU 0.5 179+18 15.2
TA 0.5 16.9+1.3 19.9
Eryngium falcatum TU 0.5 241+16
TA 0.5 248120
Eryngium isauricum TU 0.5 11.6+0.9 45.0*
TA 0.5 175117 17.1
Eryngium kotschyi TU 0.5 147+15 30.3
TA 0.5 129+12 38.9¢
Eryngium maritimum TU 0.5 8.7+04 58.8%*
TA 0.5 14.1+1.1 33.2
Eryngium trisectum TU 0.5 15.7+18 25.6
TA 0.5 124+ 04 41.2%
indometazin 1 7.3+04 65.4+*

*: p<0.05, *#*: p<0.01; ***: p<0.001 kontrole gore anlaml1.
TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalt1 kistmlar; SEM: ortalama standart hata



112

BTA BETU

J

.

Sekil 3.12. Eryngium tirlerinin etanollii ekstrelerinin TPA ile olusturulan 6dem iizerindeki
antienflamatuvar aktivite sonuglarmn siitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, *#: p<0.01; ***:
p<0.001 kontrole gore anlamli. TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalt kisimlar; SEM: ortalama

standart hata
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Cizelge 3.11. Eryngium tiirlerinin sulu ekstrelerinin TPA ile olusturulan 6dem iizerindeki

antienflamatuvar aktivite sonuglari

Materyal Kullanian Doz (mg/kulak) Odem aGrlg: (mg) * % inhibisyon
Kisim SEM

Kontrol 211+£18

Eryngium campestre TU 05 21.9+17
TA 0.5 223+33

Eryngium creticum TU 0.5 19.8+17 6.2
TA 0.5 253+25

Eryngium davisii TU 05 240119
TA 0.5 2712+28

Eryngium falcatum TU 0.5 33.3+26
TA 0.5 269+32

Eryngium isauricum TU 0.5 255+1.0
TA 0.5 28.3+33

Eryngium kotschyi TU 0.5 125+ 1.0 40.8*
TA 0.5 239+45

Eryngium maritimum TU 0.5 132+ 14 37.4
TA 0.5 21+22

Eryngium trisectum TU 0.5 235+15
TA 0.5 21+17

Indometazin 1 7.3+04 65.4**

*: p<0.05, *#*: p<0.01; ***: p<0.001 kontrole gore anlaml1.

TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalti kistmlar; SEM: ortalama standart hata
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Sekil 3.13. Eryngium tiirlerinin sulu ekstrelerinin TPA ile olusturulan 6dem iizerindeki
antienflamatuvar aktivite sonuglarinin siitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.01; ***:
p<0.001 kontrole gore anlamli. TU: toprakiistii kisimlar; TA: toprakalt: kisimlar; SEM: ortalama
standart hata

3.2.4. Eryngium kotschyi TA MeOH Ekstresinin Sivi-sivi Ekstraksiyonu ile Elde

Edilen Fraksiyonlarin Antinosiseptif Aktivite Tayini

Eryngium kotschyi bitkisinin TA kisimlarindan elde edilen MeOH’lii ekstre
yogunlastirildiktan sonra bir miktar suda ¢oziiliip sirasiyla hekzan, CH,Cl, ve n-
BuOH (suya doyurulmus) ile sivi-sivi ekstre edilmistir. Elde edilen ekstreler
tizerinde, aktif fraksiyonunu/fraksiyonlarmi saptamak amaciyla kivranma testi ve
sicak levha testi ile antinosiseptif aktiviteleri test edilmistir. Sonuglar tablo ve siitun

grafigi seklinde gosterilmistir.
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3.2.4.1. Eryngium kotschyi TA Ekstrelerinin Kivranma Testi ile Antinosiseptif
Aktivite Tayini

Cizelge 3.12. Eryngium kotschyi TA ekstrelerinin asetik asit ile olusturulan kivranma
refleksi tizerine aktivitesi

Doz Inhibisyon

Materyal (mg/kg) Kivranma refleks sayis1 £ SEM orani (% )
Kontrol % 0,6 (h/h) |32,67+2,23

Hekzan 200 29,17 £0,87 10,71
Diklorometan 200 14,83 + 1,82%* 54,61
n-Butanol 200 19,17 £ 2,41 %% 41,32
Sulu 200 16,17 £2,21%* 50,51
ASA 200 18,17 £ 1,14%* 49,71

*: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama standart hata; kontrol olarak asetik asitin
%0,6” h/h’lik ¢ozeltisi kullanilmistir. ASA: Asetilsalisilik asit

{ N
Kontrol M Hekzan ™M Diklorometan ™ n-Butanol B Sulu ASA
40 1
35 o -[
30 1
25 1
20 o * %k * %k
sk T
15 -
10 1
5 -
0 T T T T T
Kontrol Hekzan Diklorometan n-Butanol Sulu ASA
. J

Sekil 3.14. Eryngium kotschyi TA ekstrelerinin asetik asit ile olusturulan kivranma refleksi tizerine
aktivitesinin siitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama
standart hata; kontrol olarak asetik asitin %0,6’ h/h’lik ¢6zeltisi kullanilmistir. ASA: Asetilsalisilik asit
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3.2.4.2. Eryngium kotschyi TA Ekstrelerinin Sicak Levha Testi ile Antinosiseptif
Aktivite Tayini

Cizelge 3.13. Eryngium kotschyi TA ekstrelerinin sicak levha testindeki antinosiseptif
aktivite sonuglart

Materyal ](2:1); /kg) Ayak ¢ekme siiresi (s) = SEM
Kontrol - 8,33 £0,67

Hekzan 200 9,00 £0,63

Diklorometan 200 10,67 £ 1,31

n-Butanol 200 18,83 +1,81*

Sulu 200 16,17 £2,09

Morfin 10 30 £ 0%*

*: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama standart hata

Kontrol B Hekzan MDiklorometan MBn-Butanol ™ Sulu Morfin
35 «

30 4 -
25 4

20 4

%
*
15 4
10 4
T
5 o
0 T T T T T

Kontrol Hekzan Diklorometan n-Butanol Sulu Morfin

. J

Sekil 3.15. Eryngium kotschyi ekstrelerinin sicak levha testindeki antinosiseptif aktivite sonug¢larinin
stitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.03, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama standart hata
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3.25. n-BuOH Silika Jel Kolon Kromatografisinden Elde Edilen

Fraksiyonlarinin Antinosiseptif Aktivite Tayini

3.2.5.1. n-BuOH Fraksiyonlarinin Kivranma Testi ile Antinosiseptif Aktivite

Tayini

Cizelge 3.14. n-BuOH fraksiyonlarinin asetik asit ile olusturulan kivranma refleksi iizerine

aktivitesi
Materyal | Doz (mg/kg) | Kivranma refleks sayis1 + SEM | Inhibisyon oran1 (%)
Kontrol % 0,6 32,67 12,23
Fr.1 200 19,60 £ 1,75%*
40,01
Fr. 2 200 18,83 + 1,25**
42,36
Fr.3 200 20,83 £1,62%*
36,24
Fr. 4 200 28,17 £2,41
13,77
Fr.5 200 21,00 £2,25%*
35,72
Fr. 6 200 26,17 £1,08
19,90
Fr.7 200 20,33 £ 0,99**
37,77
ASA 200 18,17+t 1,14
44,38

*: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama standart hata; kontrol olarak
asetik asitin %0,6’ h/h’lik ¢ozeltisi kullamlmistir. ASA: Asetilsalisilik asit
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Kontrol ®Fr.1 ®mFr.2 ®mF.3 ®mF.4 ®F.5 ®F.6 HEFr.7 = ASA
40 +
35 o '|'
30 A1
25 o - **
20 1
1
15 o
10 1
5 o
0 T T T T T T T T
Kontrol Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5 Fr.6 Fr.7 ASA
. J

Sekil 3.16. n-BuOH fraksiyonlarinin asetik asit ile olugturulan kivranma refleksi iizerine aktivitesinin
stitun grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gére anlamli. SEM: ortalama standart hata;
kontrol olarak asetik asitin %0,6’ h/h’lik ¢ozeltisi kullanilmistir. ASA: Asetilsalisilik asit

3.2.5.2. n-BuOH Fraksiyonlarinin Sicak Levha Testi ile Antinosiseptif Aktivite

Tayini

Cizelge 3.15. n-BuOH fraksiyonlarinin sicak levha testindeki antinosiseptif aktivite sonuglar1

Materyal | Doz (mg/kg) | Ayak ¢ekme siiresi (s) £ SEM
Kontrol - 8,33 £ 0,67

Fr.1 200 13,00 £ 1,51*

Fr.2 200 12,83 £2,09*

Fr.3 200 13,67 £1,78*

Fr. 4 200 13,33 £2,11*

Fr.5 200 19,67 £ 1,12%*

Fr. 6 200 19,5 £ 1,65**

Fr.7 200 20,67 + 2,59
Morfin 10 30 + O**

*: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama standart hata
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Kontrol ®Fr.1 ®WFr.2 MF.3 MWFr.4 EFr.5 MF.6 WF.7 Morfin
35 1
30 L -
25 1 -
20 1
15 ; )
10 1
T
5 L
0 r r r r v r r r
Kontrol Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5 Fr.6 Fr.7 Morfin
.

Sekil 3.17. n-BuOH fraksiyonlarinin sicak levha testindeki antinosiseptif aktivite sonuglarinin siitun
grafigi seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama standart hata

3.2.6. EK-4 Bilesiginin Sicak Levha Testi ile Antinosiseptif Aktivite Tayini

Cizelge 3.16. EK-4 bilesiginin sicak levha testindeki antinosiseptif aktivite sonucu

Materyal | Doz (mg/kg) | Ayak ¢ekme siiresi (s) = SEM

Kontrol - 8,33 £0,67
EK-4 200 14,33 £ 0,33*
Morfin 10 30 £ 0

*: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama standart hata
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Sekil 3.18. EK-4 bilesiginin sicak levha testindeki antinosiseptif aktivite sonucunun siitun grafigi
seklinde gosterimi. *: p<0.05, **: p<0.005 kontrole gore anlamli. SEM: ortalama standart hata
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4. TARTISMA

Eryngium tiirleri Tiirkiye’de ve diinyada geleneksel kullanimda yer bulan bitkilerdir.
Anadolu’da Eryngium campestre bitkisinin toprakiistii kistmlar1 ve kokleri oksiiriik
kesici, idrar arttirici, istah acici, afrodizyak, akrep sokmasina karsi; Eryngium
billardieri bitkisinin gen¢ gdvdesi kabugu soyulduktan sonra yiyecek olarak ve yara
iyi edici olarak kullanilir (Yesilada ve ark., 1989; Baytop, 1999). Eryngium
maritimum Akdeniz iilkelerinde, solunum sistemi hastaliklarinda, 6dem giderici ve
agri kesici olarak (Lisciani ve ark., 1984; Gonzales-Tejero ve ark., 2008); Eryngium
creticum Urdiin’de halk arasinda akrep sokmalarina kars1 kullamlir (Afifi ve ark.,

1990).

Calisma konusu olarak secilen tiirlerden Eryngium maritimum ve Eryngium
campestre’nin Tiirkiye’de ve diinyada cesitli bolgelerde; Eryngium creticum
Urdiin’de halk arasinda kullamilislar1 olan tiirlerdendir. Diger tiirlerden Eryngium
falcatum disinda olanlar endemiktir. Bu tiirlerden Eryngium davisii, Eryngium
isauricum, Eryngium kotschyi ve Eryngium trisectum’dur; yaptigimiz literatiir
arastirmalar1 sonucunda bu dort tiir ve Eryngium falcatum ile ilgili herhangi bir
fitokimyasal veya biyolojik aktivite calismasina rastlanmamistir. Eryngium
maritimum ve Eryngium campestre Tirkiye’de ve diinyada; Eryngium creticum ise
diinyada halk arasinda kullaniliglar1 olan bitkilerdir; bu bitkilerin halk arasindaki
kullaniglarin1 degerlendirmek ve dogrulamak igin, az sayida biyolojik aktivite
caligmalarina (antienflamatuvar aktivite, analjezik aktivite, akrep ve yilan sokmasina
kars1 etki calismalart) rastlanmistir (Lisciani ve ark., 1984; Meot-Duros ve ark.,

2008; Dall’ Acqua ve ark., 2008).

Calismamizda Tiirkiye’de yetisen sekiz Eryngium tiiriiniin (Eryngium campestre,
Eryngium creticum, Eryngium davisii, Eryngium falcatum, Eryngium isauricum,
Eryngium kotschyi, Eryngium maritimum, Eryngium trisectum) koklerinin ve
toprakiistii kistmlarinin analjezik ve antienflamatuvar Ozellikleri arastirilarak

aktivitesi en yiiksek olan tiirden hareketle bu etkiyi saglayan bilesik/bilesiklerin
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tespit edilmesi amaclanmigtir. Bu sayede halk arasindaki kullanilislar1 da bilimsel
olarak dogrulanacaktir. Cesitli arastirmacilar tarafindan giiniimiize kadar yapilan
caligmalarda, bitkide bulunan triterpenik saponinlerin aktiviteden sorumlu etken
madde grubu oldugu tespit edildigi icin (Yesilada ve ark., 1989) calismalarin
triterpenik ~ saponinlerin  izolasyonuna yoOnelik olmasi da hedeflenmistir.
Calismamizda ilk olarak 8 bitkinin toprakalti ve iistii kisimlar1 ile Ongalisma

niteliginde bir tarama yapilmistir.

Farelerde karagenin ile olusturulan pence ddem testinde sekiz tiiriin toprakalt1 ve
toprakiistii kistmlarinin sulu ve etanollii ekstreleri kullanilmistir. Deney sonuglart
degerlendirildiginde 8 tiiriin de toprakalti ve toprakiistii kisimlarinin etanollii
ekstrelerinin belirgin antienflamatuvar aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Eryngium
isauricum toprakiistii kistmlarinin etanollii ekstresi en yiiksek aktiviteyi (% 48,1
inhibisyon) gosterirken Eryngium kotschyi toprakiistii kisimlarinin sulu ekstresi (%
43,4), Eryngium maritimum toprakalti kisimlarimin etanollii ekstresi (% 42,9) ve
Eryngium kotschyi toprakalti kisimlarmin etanollii ekstresi (% 40,5) bunu takip
etmektedir. Sulu ekstrelerde en yiiksek aktivite Eryngium kotschyi toprakiistii
kisimlarinda gozlenirken; Eryngium campestre toprakiistii, Eryngium falcatum
toprakiistii ve Eryngium maritimum kok ekstrelerinde antienflamatuvar aktiviteye
rastlanmamustir. Eryngium kotschyi bitkisinin tiim ekstrelerinin anlamli aktivite

gostermesi dikkat cekmektedir.

TPA ile olusturulan fare kulak 6dem testinde Eryngium maritimum toprakiistii
kisimlar1 (% 58.8) inhibisyon orani en yiiksek aktiviteyi gostermistir; bunu Eryngium
isauricum toprakiistii kistmlarinin etanollii ekstresi (% 45,0), Eryngium trisectum
toprakalti kisimlar1 etanol ekstresi (% 41,2), Eryngium kotschyi toprakiistii
kistmlarinin sulu ekstresi (% 40,8) ile Eryngium kotschyi toprakalti kisimlarinin
etanollii ekstresi (% 38,9) takip etmektedir. Eryngium falcatum’un hicbir ekstresinde
aktivite gozlenmemistir. Eryngium campestre’nin toprakalti kisimlarindan elde
edilen ekstrelerde, Eryngium creticum’un toprakiistii kistmlarinin sulu ve toprakalt
kistmlarinin etanollii ekstresi, Eryngium davisii’nin ve Eryngium isauricum ve

Eryngium trisectum’un sulu ekstreleri ile Eryngium kotschyi ve Eryngium



123

maritimum’un toprakalt: kisimlarinin sulu ekstreleri hari¢ diger ii¢ ekstrelerinde

anlamli aktivite gdzlenmistir.

Lisciani ve arkadaglarinin (1984) bir calismasinda Eryngium maritimum’un
toprakalt1 kisimlarindan hazirlanan hidrofilik ekstre, 4 g kuru bitki materyaline denk
gelen 1248 mg/kg dozda, Wistar ratlar iizerinde karagenin ile olusturulan penge
O0demi testinde anlaml diizeyde antienflamatuvar aktivite gosterirken, pamuk pellet
granuloma testinde inaktif bulunmustur. Pamuk pellet granuloma testinde aktiviteden
steroidal yapida bilesikler sorumludur; bu yiizden aktivitenin steroidal yapida
olmayan bilesiklerden ileri gelebilecegi  belirtilmistir.  Hidrofilik  ekstre
fraksiyonlanmis ve bu fraksiyonlardan zayif alkali 6zellikte olan fraksiyonun (i.p. 8 g
kuru bitki materyaline denk gelen 93 mg/kg dozda ve oral uygulamada 186 mg/kg
dozda) en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir (i.p. uygulamada %47; oral
uygulamada % 35 inhibisyon); i.p. uygulamada oral uygulamaya gore daha yiiksek
aktivite gozlendigi de belirtilmistir. Aktiviteden sorumlu maddeler teshis edilememis
ancak koklerin igeriginde bulunan triterpenik saponinlerin veya flavonoitlerin
aktiviteden sorumlu olabilecegi belirtilmistir. Caliymamizda karagenin ile
olusturulan pence O6demi testi fareler iizerinde denenmistir; bu ylizden tam bir
karsilastrma yapmak miimkiin degildir ancak her iki c¢alismada da anlaml
antienflamatuvar  aktivite = gozlenmistir. Sonuglar bu anlamda paralellik

gostermektedir.

Bir baska calismada, Eryngium foetidum yapraklarindan elde edilen dekoksiyonun
sicanlarda karagenin ile olusturulan pence 6dem testinde 250, 500 ve 750 mg/kg
dozlarda anlamli ve doza bagiml antienflamatuvar aktivite gosterdigi belirlenmistir.
TPA ile olusturulan fare kulak 6dem testinde hafif antienflamatuvar aktivite
gozlenmistir. Calismamizda, Eryngium kotschyi ve Eryngium maritimum’un
toprakiistii kisimlarinda anlamli oranda aktivite gézlenirken diger ekstrelerde az veya
cok aktivite gozlenmis ya da hi¢c gdzlenmemistir. Bu calismada topikal uygulama
ile aktivite degerlendirilirken; calismamizda ayni1 deney oral uygulama ile
gerceklestirilmistir; uygulama sekli ve doz farkli oldugu i¢in iki calisma

kargilastirilmamistir (Sdenz ve ark., 1997).
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Yesilada ve arkadaslar1 (1989) tarafindan yapilan bir calismada, Eryngium billardieri
koklerinin fraksiyonlanmasi ile elde edilen n-BuOH ekstresinin ¢oktiiriilen kisminin
serotonin, bradikinin ve karagenin ile olusturulan pence ddem testlerinde anlamli
antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugunu, bu fraksiyonun saponin karigimindan
olustugunu saptanmistir. Antienflamatuvar aktivitenin icerdigi saponinlerden

kaynaklanabilecegi de belirtilmistir.

Calismamizda yapilan biyoaktivite deneyleri biitiin olarak degerlendirildiginde
istatiksel olarak en anlamli aktivite Eryngium kotschyi ve Eryngium maritimum
tiirlerinde gozlenmistir. TPA ile olusturulan 6dem testi ile tiim ekstreler aktivite
yoniinden zayif ozellik gostermislerdir. Karagenin ile olusturulan pence 6dem testi
sonuclarma bakildiginda hemen tiim ekstrelerde aktivite gdzlenmistir ancak istatiksel

olarak anlamli cevaplar birka¢ taneyi gegcmemistir.

p-Benzokinon ile olusturulan kivranma testinde bir ekstre hari¢ diger tiim ekstreler
aktivite gostermislerdir; istatiksel agidan da etanollii ekstrelerin hemen hepsi anlamli
diizeyde aktif bulunmustur; sulu ekstrelerde ise sadece iki ekstre anlamli diizeyde

aktivite gostermistir.

Biitiin olarak bakildiginda 8 tiir arasinda aktivitesi en yiiksek 2 tiir goze
carpmaktadir: Eryngium kotschyi ve Eryngium maritimum; bu iki tiir arasinda
kiyaslama yapilirsa Eryngium kotschyi’nin sonuclar1 daha yiiksektir; bu yiizden
izolasyon calismalarinda bu tiiriin kullanilmasma karar verilmistir. Eryngium
tiirlerinin major madde grubu olarak saponin tasimasi sebebiyle, Eryngium kotschyi
toprakiistii ve toprakalt1 kisimlar1 ITK ile degerlendirildiginde toprakalt1 kisimlarin
saponince zengin bulunurken toprakiistii kisimlarda c¢ok az saponin oldugu
gozlenmistir. Onceki calismalarda biyoaktiviteden, bitkide bulunan saponinlerin
sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Yesilada ve ark., 1989; Lisciani ve ark., 1984). Bu
sonuglar 151¢mda izolasyon c¢aligmalarina toprakalt: kisimlarla devam edilmesine
karar verilmistir. Bitkinin toprak alt1 ve toprakiistii kisimlar1 kendi arasinda
degerlendirildiginde biri hari¢ tiim deneylerde aktivite gozlenmistir. Toprakiistii

kisimlarin genelde sulu ekstreleri istatiksel olarak anlamli sonuclar ortaya koyarken;
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toprakalti kisimlarin ise etanollii ekstreleri istatiksel olarak anlamli aktivite
gostermistir. Bu da toprakiistii ve toprakalti kisimlarda aktiviteden sorumlu etken

madde gruplarinin birbirinden farkl olabilecegini diisiindiirmektedir.

Eryngium kotschyi bitkisinin toprakalti kisimlarmin MeOH ekstresinin sivi-sivi
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin antinosiseptif aktivitesi sicak levha ve
kivranma testleri ile gerceklestirilmistir. Sicak levha testinde n-BuOH, su,
diklorometan ve hekzan ekstrelerinin hepsinin antinosiseptif aktivitelerinin oldugu ve
bunlar arasinda en etkin ekstrenin n-BuOH ekstresi oldugu (P<0,05) saptanmuigtir.
Kivranma testinde n-BuOH, su, diklorometan ve hekzan ekstrelerinin hepsinin
antinosiseptif aktivitelerinin oldugu ve bunlar arasinda en zayif aktiviteyi hekzan
ekstresinin gosterdigi saptanmistir. n-BuOH, su ve diklorometan ekstreleri ise

kontrole gore anlamli (P<0,005) antinosiseptif aktivite gostermislerdir.

n-BuOH ekstresinin silika jel kolon kromatografisi sonucu elde edilen 7 ayri
fraksiyonun incelemesinde sicak levha testinde, Fr. 5, Fr. 6 ve Fr. 7’ nin digerlerine
gore antinosiseptif aktivite agisindan daha aktif oldugu, kontrole gore en belirgin
farkm Fr. 7°de oldugu (P<0,005) saptanmustir. Kivranma testinde ise Fr. 4 ve Fr. 6
disindakilerin daha yiiksek ve birbirlerine oldukca yakin antinosiseptif aktivite
gosterdikleri saptanmustir (P<0,005). Fr. 7°den elde edilen EK-4 kodlu bilesigin
antinosiseptif aktivitesi sicak levha testi ile belirlenmistir. Bu bilesigin aktivitesi ana
ekstre olan n-BuOH ve Fr. 7’ye gore daha diisiik bulunmustur. Bu sonuglar 15181nda,
n-BuOH ekstresinde ve Fr. 7°de gozlenen antinosiseptif aktivitenin tek bir maddeden
degil, birden fazla ~maddenin sinerjistik  aktivitesinin  birlesiminden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Eryngium tirlerinin fitokimyasal icerigi ile ilgili yapilan arastirmalarin; bitkinin
baslica toprakalt1 ve daha sonra toprakiistii kisimlarinda gergeklestirilen, triterpenik
saponin izolasyonu iizerinde yogunlastigi saptanmustir (Hiller ve ark., 1970; Hiller ve
ark., 1974; Hiller ve ark., 1978; Abu-Asaker, 2005; Kartal ve ark., 2006; Zhang ve
ark., 2008). Kronolojik ag¢idan; fitokimyasal ¢alismalar daha ¢ok 1970’1 yillarda

yapilmistir; 1980 ve 1990°’l1 yilarda saponinler iizerinde fitokimyasal caligmalara
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rastlanmazken; 2005 yilindan sonra da birka¢ ¢alismaya rastlanmistir. Ayrica 1970’11
yillarda yapilan arastirmalarin ¢ogunda, saponinlerin yapilarinin kompleks olmasi ve
yap1 aydmlatilmasmda kullanilan metotlarin yetersiz olmasi nedeniyle; aglikonlarin
ozellikle acil siibstitiientleri tam olarak belirlenememis; birbirinin izomeri olan

aciller olasi siibstitiientler olarak gosterilmistir.

Triterpenik saponinlerden sonra en fazla ugucu yaglari iizerinde yapilan ¢calismalara
rastlanmustir; ¢aligmalar genellikle bir tiiriin birbirinden farkli kisimlarindan elde
edilen ucucu yaglarin bilesimlerinin karsilastirmast seklindedir (Pald-Paul ve ark.,
2007; Flamini ve ark., 2008); sadece toprakiistii kisimlarindan veya yapraklardan
elde edilen ugucu yaglarin bilesimlerinin saptandigi c¢alismalar da bulunmaktadir

(Brophy ve ark., 2003; Aslan ve Kartal, 2006).

Eryngium kotschyi tizerinde yapmis oldugumuz izolasyon calismalar1 sonucunda
triterpenik saponin yapisinda dort bilesik izole edilmistir. Bilesiklerin i¢iiniin (EK-1,
EK-2 ve EK-4) Al-barrigenol ana yapisina sahip oldugu saptanmistir. EK-4 bilesigi
ise ana yapi olarak benzemekle birlikte 15. konumda hidroksil tasimamast ve 16.
konumda keton grubu tasimas: ile digerlerinden ayrdmustir. Yaptigimiz literatiir
aragtirmalar1 sonucunda Hiller ve arkadaslarnin (1970; 1976%), Eryngium tiirleri
tizerinde yaptiklari izolasyon caliymalarinda Al-barrigenol yapisinda aglikonlar izole
ettikleri saptanmig; ancak yapi tayinleri aglikon diizeyinde kalmis, herhangi bir
saponin tayinine rastlanmamistir. Kartal ve arkadaslar1 (2006) Eryngium
campestre’nin koklerinden Al-barrigenol yapisinda bilesikler izole etmislerdir. EK-2
bilesiginin aglikonu, Kartal ve arkadaslarinin (2006) izole ettigi bilesiklerden biri ile
aynidir; seker olarak da iki bilesigin ayni sekerleri tasidiklar1 saptanmustir; ancak
sekerlerin birbirlerine baglanma konumlarmimn farkli oldugu goriilmiistiir. EK-2
bilesigindeki seker grubu “a-L-ramnopiranozil (1—4)-4-D-glukurunopiranozil” iken

3

Kartal ve arkadaslarinin izole ettigi saponinin seker grubu “a-L-ramnopiranozil-
(1—2)-p-p-glukurunopiranozil’dir. Eryngium yuccifolium bitkisinden Al-barrigenol
yapisinda ve 22. konumda anjeloil tasiyan eringinozit H ve I olarak adlandirilan
saponinler izole edilmistir. EK-1 ve EK-4 bilesikleri ayn1 aglikon yapisindadirlar;

ancak glikoziti olusturan seker gruplarmin farkli olmasi ile bu bilesikler
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birbirlerinden ayrilmaktadir. Bilesiklerin yapilar1 baslica 1D (‘"H-NMR ve *C-NMR)
ve 2D ('H-'"H COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, HMBC) NMR spektroskopisi ve
FAB Kiitle spektrospisi teknikleri ile aydmlatilmigtir.



128

5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Tiirkiye’de yetisen sekiz Eryngium tiiriiniin toprakalt1 ve toprakiistii
kisimlarinin antienflamatuvar aktiviteleri karagenin ile olusturulan pence ddemi testi
ve TPA ile olusturulan fare kulak O0demi testi; antinosiseptif aktiviteleri fareler
izerinde p-benzokinon ile olusturulan kivranma testi ile arastirilmis; sonugta biitiin

tiirlerin az veya cok aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

Aktivite deneylerinde en belirgin aktiviteyi gosterdigi tespit edilen iki tiirden
Eryngium kotschyi, biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ile izolasyon
caligmalarinda kullanilmak iizere secilmistir. Sonucta triterpenik yapida dort adet
saponin izole edilmistir. izole edilen bilesikler saflastirilarak spektroskopik
yontemlerle yapilari belirlenmigtir. 3-0-a-L-ramnopiranozil-(1—4)-f-D-
glukurunopiranozil-22-0O-anjeloil-Al-barrigenol (EK-1), 3-0-a-L-ramnopiranozil-
(1—4)-p-p-glukurunopiranozil-22-O-p, f-dimetilakriloil-A1-barrigenol (EK-2), 3-O-
f-D-glukopiranozil-(1—2)-[f-D-glukopiranozil-(1—6)]-f-D-glukopiranozil-21-O-

asetil-22-0O-asetil-28-0-asetil-34, 215, 220, 28-tetrahidroksiolean-12-en-16-okso
(EK-3) ve 3-0-p-Dp-galaktopiranozil-(1—2)-[a-L-arabinopiranozil-(1—3)]-f-
glukurunopiranozil-22-O-anjeloil-Al-barrigenol (EK-4) olarak aydinlatilmistir. Bu

bilesikler ilk kez tarafimizca izole edilip adlandirilmigtir.

Izole edilen saf maddelerin biri hari¢, miktarlar1 yetersiz oldugundan biyolojik
aktivite caligmalar1 tamamlanamamistir. EK-4 kodlu 3-O-f-D-galaktopiranozil-
(1—2)-[a-L-arabinopiranozil-(1—3)]-f-glukurunopiranozil-22-O-anjeloil-A1-

barrigenol bilesigi, deney grubunda 3 hayvan ile calisilarak sicak levha testi ile
aktivitesi test edilmis; sonugta orta derecede antinosiseptif aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonug, aktiviteden sorumlu bagka bilesikler oldugunu

gostermektedir.

Sonuglar halk arasinda kullanillan Eryngium campestre ve Eryngium maritimum

bitkilerinin bu aktivitelerini dogrular niteliktedir.
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Bundan sonraki asamalarda re-izolasyon yapilarak bilesiklerin tekrar izole edilmesi
ve aktiviteden sorumlu diger bilesiklerin arastirilmasi hedeflenmistir. Halk arasinda
kullanilis1 olan ve aktivite deneylerinde en belirgin aktiviteyi gosterdigi saptanan
diger tir olan Eryngium maritimum’un da biyolojik aktivite yOnlendirmeli
fraksiyonlama ile aktiviteden sorumlu bilesikleri tespit edilebilir. Bu tespitler ileride
yeni ilaglarin gelistirilmesinde ve sentetik ila¢ etken maddelerine model

olusturabilecek molekiillerin kesfi i¢in yol gosterici olabilecektir.
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OZET

Tiirkiye’de Yetisen Baz Eryngium L. Tiirleri Uzerinde Farmakognozik

Arastirmalar

Eryngium L., Apiaceae familyasinin en fazla tiire sahip cinsi olup diinyada genis
yayilis gosterir ve halk arasinda antienflamatuvar, 6dem giderici, agr1 kesici, akrep
ve yilan sokmalarina karsi kullanilir. Anadolu’da da benzer kullaniliglara sahiptir.
Calismamizda Eryngium campestre L., Eryngium creticum Lam., Eryngium davisii
Kit Tan&Yildiz, Eryngium falcatum Delar., Eryngium isauricum Contandr.&Quezel,
Eryngium kotschyi Boiss., Eryngium maritimum L. ve Eryngium trisectum A.Worz
& H.Duman tiirlerinin toprakalt1 ve toprakiistii kisimlarindan sulu ve etanollii
ekstreler hazirlanmig; bunlarin antienflamatuvar aktiviteleri karagenin ile olusturulan
pence 6demi testi ve TPA ile olusturulan fare kulak odemi testi kullanilarak;
antinosiseptif aktiviteleri ise fareler iizerinde p-benzokinon ile olusturulan kivranma
testi kullanilarak arastirilmistir. Eryngium kotschyi tiirii her iki aktivite acisindan en
yiikksek aktivite gosteren tiir olarak saptanmistir. Bitkinin toprakalti kisimlarindan
hazirlanan metanollii ekstre hekzan, diklorometan ve n-butanol (su ile doyurulmus)
ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutulduktan sonra c¢oziiciileri ugurulan ekstreler
tizerinde asetik asit ile olusturulan kivranma testi ve sicak levha testi antinosiseptif
aktivite tayini icin uygulanmig; n-butanol ekstresinin anlamli aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Izolasyon ¢aligmalarma n-butanol fraksiyonu ile devam edilmis;
normal faz silika jel kolon kromatografisi ile ana fraksiyonlarmna ayrilmis ve bu
fraksiyonlarin da aktiviteleri test edilmistir. Yiiksek aktivite gosteren fraksiyonlar,
cesitli kromatografik asamalara (normal faz silika jel MPLC, RP-18 silika jel MPLC)
uygulandiktan sonra triterpenik yapida olan dort bilesik izole edilmistir. Yapilari
baslica 1D (‘"H-NMR ve C-NMR) ve 2D (‘H-'"H COSY, TOCSY, NOESY, HSQC,
HMBC) NMR spektroskopisi ve FAB Kiitle spektrospisi teknikleri ile
aydinlatilmistir. izole edilen dort bilesik yeni bilesikler olup yapilar1 3-O-a-L-
ramnopiranozil-(1—4)-f-bD-glukurunopiranozil-22-0-anjeloil-A1-barrigenol, 3-O0-a-
L-ramnopiranozil-(1—4)--D-glukurunopiranozil-22-O-p, f-dimetilakriloil- A1-
barrigenol, 3-0-f-p-glukopiranozil-(1—2)-[f-D-glukopiranozil-(1—6)]-4-D-
glukopiranozil-21-0-asetil-22-0-asetil-28-0O-asetil-34, 215, 22a, 28-
tetrahidroksiolean-12-en-16-okso ve 3-0-f-p-galaktopiranozil-(1—2)-[a-L-
arabinopiranozil-(1—3)]-f-glukurunopiranozil-22-O-anjeloil- Al-barrigenol ~ olarak
tayin edilmistir. Elde edilen bilesiklerin miktarlar1 az oldugundan sadece 3-O-f-D-
galaktopiranozil-(1—2)-[a-L-arabinopiranozil-(1—3)]-f-glukurunopiranozil-22-O-
anjeloil-Al-barrigenol’un sicak levha testi ile antinosiseptif aktivitesi arastirilmais;
sonucta anlamli ama orta derecede antinosiseptif aktiviteye sahip oldugu
saptanmugtir.

Anahtar sozciikler: Eryngium , Apiaceae (Umbelliferae), saponin, antinosiseptif
aktivite, antienflamatuvar aktivite, izolasyon.
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SUMMARY

Pharmacognostic Studies on some Eryngium L. Species Growing in Turkey

The genus Eryngium L. is a cosmopolitan and the most species-rich genus of
Apiaceae. It is used by local people as antiinflammatory, antioedema and against
pain, scorpion and snake bites. It is also used in Anatolia in similar ways. In our
study, the ethanolic and water extracts prepared from the aerial and underground
parts of eight Eryngium species (Eryngium campestre L., Eryngium creticum Lam.,
Eryngium davisii Kit Tan&Yildiz, Eryngium falcatum Delar., Eryngium isauricum
Contandr.&Quezel, Eryngium kotschyi Boiss., Eryngium maritimum L. and
Eryngium trisectum A.Wo6rz & H.Duman) were examined antinociceptive activity
using p-benzoquinone-induced writhing test and for their anti-inflammatory activity
by using carrageenan-induced hind paw oedema and TPA-induced ear oedema tests
which were employed on mice. Eryngium kotschyi was found to exhibit higher
activity in both tests. The methanolic extract prepared from this plant’s underground
parts, was partitioned with hexane, dichloromethane and n-butanol (water saturated)
respectively; after evaporating the solvents, the crude extracts were applied to acetic
acid induced writhing test and hot plate test in order to evaluate their antinociceptive
activity. The n-butanol extract was found to possess significant activity, after which
isolation studies continued with this fraction. Main fractionation was carried out
using normal phase silica gel column chromatography; obtained subfractions were
tested again to establish the active fractions. The fractions which showed high
activity were subjected to multiple chromatographic steps (normal phase silica gel
MPLC and RP-18 MPLC) in order to isolate four triterpenoid saponins. Their
structures were elucidated mainly by 1D ("H-NMR and "C-NMR) and 2D (‘H-'H
COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, HMBC) NMR spectroscopy and FAB-Mass
spectroscopy. Their structures were determined as 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—4)-
[-D-glucurunopyranosyl-22-0-angeloyl-Al-barrigenol;  3-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—4)-p-D-glucurunopyranosyl-22-0O-p, f-dimethylacryloyl-Al-barrigenol; 3-O-f-D-
glucopyranosyl-(1—2)-[f-D-glucopyranosyl-(1—6)]-f-D-glucopyranosyl-21-O-
acetyl-22-0-acetyl-28-O-acetyl-3f, 218, 22a, 28-tetrahydroxyolean-12-ene-16-0xo
and 3-0-f-p-galactopyranosyl-(1—2)-[a-L-arabinopyranosyl-(1—3)]-f-D-
glucurunopyranosyl-22-O-angeloyl-Al-barrigenol which they were all found to be
structurally new. Since amount of the compounds was not sufficent, only 3-O-f-D-
galactopyranosyl-(1—2)-[a-L-arabinopyranosyl-(1—3)]-f-D-glucurunopyranosyl-22-
O-angeloyl-Al-barrigenol was examined for its antinociceptive activity by hot plate
test. As a result, it was found to possess a moderate antinociceptive activity.

Key words: Eryngium, Apiaceae (Umbellifereae), saponin, antinociceptive activity,
anti-inflammatory activity, isolation.
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