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1. GIRIS

Cirsium Mill. Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Amerika’da yayilis gosteren,
temsil ettigi 250°nin iizerindeki tiir sayisiyla Asteraceae familyasina ait en genis
cinslerden biridir (Arabaci ve ark., 2011; Yildiz ve ark., 2013). Cirsium cinsi
Tirkiye’de  49’u Epitrachys seksiyonuna, 17’si Cirsium seksiyonuna ve 1 tanesi
Cephalonoplos seksiyonuna ait 32’si endemik 67 tiir ile temsil edilmektedir (Duman
ve ark., 2017).

Dioscorides'e atifta bulunan Tournefort, “sismis damarlar” manasina gelen
Yunanca “khirsos” kelimesinden koken alan Cirsium tiirlerinin damar hastaliklarina
kars1 kullanildigim1 bildirmistir (Yildiz ve ark., 2016). Tiirkiye i¢in toplam tiir
sayistyla karsilastidiginda yiiksek endemizm oranina sahip olmasina ve uzun yillardir
etnofarmakolojik olarak kullaniliyor olmasina karsin, Cirsium tiirleri tizerinde sinirl

sayida farmakognozik arastirma vardir.

1.1. Cirsium Mill. Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

1.1.2. Bitkinin Sistematikteki Yeri

Alem: Plantae

Boliim: Spermatophyta
Alt Bolim: Angiospermae
Sinif: Dicotyledonae

Alt Simif: Dialypetalae
Takim: Asterales

Familya: Asteraceae

Cins: Cirsium (Davis ve Parris., 1975)



1.1.3. Asteraceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Bir yillik, iki yillik veya ¢ok yillik otsu bitkileri ile Asteraceae familyasi diinya
genelinde temsil ettigi 1600’{in {izerinde cins ve 23000 nin tizerinde tiir sayisi ile en
yaygin ¢igekli bitkiler familyasidir. Tiirkiye florasinda endemizm orani1 %38 olarak
belirtilen Asteraceae familyasi son eklemelerle beraber 1336 tir ile temsil
edilmektedir. Bu familya bitkilerinin dokularinda lateks denilen siitiimsii bir sivi
bulunur, bulunmadig1 da olur. Yapraklari nodyumlarda tek veya karsilikli dizilmis,
veya hepsi tabanda yer almaktadir; yaprak kenarlar1 diiz, disli, loblu veya derin
parcalidir. Cigekler, etli bir tabla iizerinde sapsiz dizilmis olup ¢ok sayidadirlar. Bu
nedenle ¢icek durumu bas seklindedir ve kapitulum adini alir. Kapitulumun altinda
birden ¢ok sayida sira olusturan brakte dairesi yer almaktadir. Cigekler iki eseyli,
sadece disi, sadece erkek veya notr’diir. Canak yapraklar, pulsu, kils1 veya tiiysii bir
yapt olan pappus seklindedir veya yoktur. Tag¢ yapraklar en azindan tabanda
birlesiktir; tiipsii, ¢ansi, dilsi sekilde veya iki dudaklidir. Erkek organlart 5 adet; sap
kisimlari serbest anter kisimlar1 birbirine birlesik veya nadiren serbesttir. Meyveleri
tek tohumlu “aken” dir (Aytag ve ark., 2015; Akyiiz., 2016; Duman ve ark., 2017;
Gao ve ark., 2010 ve Herman, 2000).

1.1.4. Cirsium Mill. Cinsinin Ozellikleri

Cok wyillik, iki yillik veya nadiren tek yillik otsu; nadiren iki evcikli; govde
dikenli-kanatli veya dikensiz, dallanmis veya dallanmamis bitkiler. Yapraklar
kenarlarinda dikenli, st yiizii setali ve dikencikli ya da degil, tamdan orta damara
kadar parcalanmis. Kapitula homogam, diskoid, tek ya da yogun olarak bir araya
toplanmis. Fillariler ¢ok sirali, kiremit benzeri dizilisli, basik ya da st kisminda
hemen hemen yayik, u¢ kisminda salgi kanalli ya da degil, bazen u¢ kismi ekli,
genellikle u¢ dikenli, kenar1 diizden dikencikliye kadar ya da diizensiz dar pargalara
ayrilmis. Cicek tablast uzun tiiylii. Cigekler iki eseyli ya da nadiren tek eseyli, tiipsii,
genellikle esit olmayan 5 parcali, beyazdan morumsu-kirmiziya kadar, bazen sarimsi

renkli; korolla tiipliniin tabani hafifce geniglemis. Polenler kiiremsi. Aken hemen



hemen dikdortgensi, basik, diiz, tiiysiiz, hemen hemen yarikiiremsi kisa g¢ikintili;

hilum yumurtamsi. Papus ¢ok sirali, yumusak uzun sik tiiylii, tabanda bir halka

seklinde birlesmis, diisiicii ya da hemen hemen kalici, en igteki tiiyler daha uzun,

¢ogu zaman skabroz ya da u¢ kisminda kalinlagmis; ¢ok nadiren tamamen skabroz

(Davis ve Parris., 1975 ve Yildz ve ark., 2016).

1.1.5. Tez Konusu Cirsium Mill. Tiirlerinin Tayin Anahtari

1.

11.

13.

14.

15.

16.

Ust yaprak yiizeyinde setalar (kiigiik killar) veya kiigiik dikenler bazen tiiylerle
kapli

A sect. Epitrachys

Ust yaprak yiizeyinde kiiciik kilsiz veya kiiciik dikensiz, siklikla tiiyliiye dogru
Korollanin genis kism1 ’2’sine kadar 5 esit olmayan pargali, bitkiler dioik degil,
kokler siirlinticii degil, meyvede papus korolladan daha uzun

B sect. Cirsium
Govde kanatgikli degil veya kanatgiklar 1 cm’den daha kisa

Yapraklar yukarida nadiren ags1 tliyliiden yogun tiiyliiye, iist yiizeydeki setalar
yakin

Yapraklar yukarida nadiren ags1 tiiyliiden tiiysiize kadar
D1s involukrum brakteleri keskin bir sekilde geri kivrik 1 mm kenar dikenli

Involukrum sarkik, dis ve orta involukrum brakteleri iist kisimda 1 mm
genisliginde
Orta involukrum braktelerinin dikenlerinin ucu zayiftan serte, 4 mm’den daha

fazla

Involukrum tiiysiizden ags: tiiyliiye, 20-30 mm uzunlugunda, orta involukrum

brakteleri 15-20 mm



13.

17.

19.

21.

26.

217.

28.

29.

sommieri

Di1s involukrum brakteleri keskin bir sekilde geri kivrik veya degil, 1 mm kenar

dikensiz

Involukrum dik

Orta involukrum brakteleri ugta 1 mm’den daha az genis ekli veya yok

Orta involukrum braktelerinin kenarlar1 dikenli 0,1 mm’den daha kisa veya yok
Involukrum yukaridaki gibi degil

Orta involukrum brakteleri en azindan {ist yarisinda ags: tiiylii veya tiiysiiz, daha

distakiler ortadakilerin uzunlugundan daha kisa
Involukrum 30 mm’den daha uzun

Orta involukrum braktelerinin u¢ dikeni zayif, 4-8 x 0,1 mm; yapraklar

pinnatisekt
cephalotes
Orta involukrum braktelerinin ug dikeni 3 mm’den daha fazla

Involukral yapraklar 3-7, involukrumdan daha uzun; involukra dar ovalden
silindirige; involukrum brakteleri 7-9 sirali, 4-6 mm u¢ dikenleri tasiyan orta

involukrum brakteleri 13-17 mm
nerimaniae
Orta involukrum braktelerinin u¢ dikeni 2,5 mm’ye kadar
Involukralar rasemus veya panikula; korolla mor
Involukral yapraklar esit veya involukradan daha uzun

Involukralar ovalden silindirige, 15-20x10-15; involukrum brakteleri 5-7 sirals,

orta involukrum brakteleri lineer-lanseolat, 10-14 mm (Bati Anadolu)



balikesirense
4. Involukral yapraklar bariz bir sekilde involukradan daha kisa

6. Involukralar ovalden silindirige; involukrum brakteleri 5-7 sirali, orta ve dis

involukrum brakteleri dik, orta involukrum brakteleri lineer-lanseolat
balikesirense

(Davis ve Parris., 1975; Duman ve ark., 2017 ve Yildiz ve ark., 2013).

1.1.6. Cahsilan Cirsium Mill. Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

1.1.6.1. Cirsium balikesirense Yildiz, Arabaci ve Dirmenci

Iki y1llik, 50-200 cm, gdvde kanatsiz, tabanda tek, iist kisimlarda tek ya da gok
dallanmis, oriimcek agsi tiiyliiden tomentosa kadar. Yapraklar otsu, iist yiizii dikenli-
strigoz, seta dik-yayik, tiysiliz; alt yilizii Oriimcek agsi-tomentoz tiiylii; taban
yapraklart (15-)20-30 x 5-13 cm (yaprak sap1 dahil), orta damara kadar pargali,
loblar 11 g¢ift, seritsi-mizraksi, 5-10 mm u¢ dikeni dahil 2-7 x 0,6-1 cm, sivri, lobun
kenarlar1 dikencikli-silli; orta gévde yapraklari 3-10 mm ug dikeni dahil 10-18 x 6-
13 cm, sapsiz, kulakgikli, oblong, 2/3’ten orta damara kadar pargali; loblar 5-11 ¢ift,
seritsi-mizraksi, iist gdvde yapraklari kiigiik, 5 x 10 cm’e kadar. Involukral yapraklar
5-7 adet, 5-40 mm, g¢ogunlukla involukrumdan uzun, nadiren kisa ya da esit.
Involukrumlar yumurtamsidan silindirik’e kadar, 15-20 x 10-15 mm. Fillariler
seyrek ortimcek agsi tiiyld, lineer-lanseolat, 5-7 sirali; ortadakiler 1-2 mm ug dikeni
dahil 10-14 mm, dik, kenar1 1 mm’den kisa skabrit. Korolla morumsu kirmizi, 22-27
mm, loblar 1/3 {ine kadar parcalanmis; stilus korolladan uzun; filament anterin
tabaninda tiiylli, anter 7-8 mm. Aken 4-5 mm, hafifce basik, soluk kahverengli.

Papus 14-18 mm, kirli beyaz.

Ciceklenme zamani: Temmuz-Eyliil.



Yetisme ortamu: Quercus cerris L., Pinus brutia Ten., P. nigra J.F. Arnold ve
yaprak doken orman agikliklarinda. 200-1000 m

Genel yayihsi: Endemik. Akdeniz elamani (Yildiz ve ark., 2013).

1.1.6.2. Cirsium nerimaniae Yildiz, Dirmenci ve Arabaci

Iki yillik, 100-150 cm, gdvde saglam, kanatsiz, iist kisimlarda dallanir, ¢izgili,
genellikle tabanda tek, seyrek oriimcek agsi tiiylii. Taban yapraklart bilinmiyor.
Govde yapraklar1 derimsi, tabandan uca dogru kiigtiliir, iist ylizii setal, tliysiiz; alt
ylizii orimeek agsi tiylii, 10-20 x 4-7 cm (5-12 mm ug¢ dikeni dahil), sapsiz,
kulakg¢ikl, dikdortgensi, orta damara kadar pargali; loblar 5-7 ¢ift, iki pargali,
ticgenimsi-mizraksi, u¢ dikeni 5-10 mm, diken saglam, lobun kenarlar1 dikencikli-
silli. involukral yapraklar 3-7 adet, 25-50 mm, genellikle involukrumdan uzun,
nadiren kisa. Involukrumlar dik, yumurtamsidan silindirik’e kadar, 20-25 x 15-20
mm. Fillariler tiiysiizden ¢ok az 6riimcek agsi tiiyliiye kadar, yumurtamsi-lanseolat,
7-9 sirali; ortadakiler 4-6 mm ug¢ dikeni dahil 13-17 mm, kenar1 1 mm’den kisa
skabrit. Korolla morumsu kirmizi, 22-27 mm, loblar 1/3 iine kadar pargalanmis;
filament anterin tabaninda tiiylii, anter 7-8 mm. Aken 4-5 mm, hafif¢ce basik, kirli

beyaz. Papus 18-21 mm, kirli beyaz.

Ciceklenme zamani: Temmuz-Eyliil.

Yetisme ortamm: Sarcopoterium spinosum Spach, Thymbra spicata L., Quercus
coccifera L., Satureja icarica P.H. Davis, Olea europaea L., ve Phyllaria laitfolia L.

tiirlerinden olusan frigana i¢inde. 100-150 m

Genel yayihsi: Endemik. Akdeniz elamani (Yildiz ve ark., 2013).



1.1.6.3. Cirsium sommieri Petr.

Cok yillik, 45-90 cm, tabanda ¢ok gdvdeli. Govde siklikla ince, yiikselici,
kanatsiz, ¢ok az driimcek ags1 tiiylii, genellikle seyrek dallanmis. Taban yapraklari,
4-5 cm’lik petiyol dahil 25-35 x 7-10 cm, oblong, aya 2/3’iine kadar boliinmiis {ist
yiizli tiiysiiz, seyrek dikencikli, alt yiizii 6riimcek agsi tiylii, gdvde yapraklari
yumurtamsi-oblong, 20 x 10 cm’ye kadar, sapsiz, 2/3’ten orta damara kadar pargali,
yanal loblar iki pargali, 1-3 disli, ii¢ koseli, 4-9 ¢ift, yanal ve terminal loblar dardan
kalina kadar 6-16 mm u¢ dikenli, iist yiizii dikencikli-strigoz, setalar 0.2-1.6 mm,
nadiren seyrek 7.5 mm dikenler var, tiiysliz; alt ylizii bazen ¢ok az, genellikle sik
ortimcek agsi tiiylii, yanal dallar 1-4, 1-7 kapitulumlu, involukral yapraklar 0-3,
geriye kivrik, involukrumdan kisa, nadiren esit. Involukrumlar sarkik, basik-
kiiremsiden genis-ters yumurtamsiya kadar, 20-30 x 15-30 mm. Fillariler tiiysiiz ya
da ¢ok az oriimcek agsi tiiylii, 8-9 seri; distakiler ve ortadakiler orta bolgesinde,
kenarinda ya da bazen i¢ yiiziinde azdan ¢oga kadar 0,6-2 mm kii¢iik dikenli, geriye
kivrik; ortadakiler distakilerden daha az kiiciik dikenli, 4-10 x 0,3 mm silindirik ug
dikeni dahil 15-20 mm; igtekiler dikenciksiz, bazen dik-yayik. Korolla morumsu
kirmizi, 22-28 mm. Papus 20-21 mm.

Ciceklenme Zamani: Temmuz- Eyliil.

Yetisme Ortami: Orman agikliklari, orman agikliklarinda bazaltik taslik alanlar, yol

kenarlari, stepik alanlar, tarim arazileri ve nemli alanlar, 1000-2500 m.

Genel yayihsi: Endemik. iran-Turan elemani (Davis ve Parris., 1975). .

1.1.6.4. Cirsium cephalotes Boiss.

Cok willik, 30-75 cm. Govde sert, bazen dallanmis, kanatsiz, oriimcek agsi
tiiylii. Ana govde yapraklari semi-ampleksikaul, dikdortgensi, orta damara kadar
pargali, yanal loblar iki pargali,disli, 4-8 pargali, dar bir sekilde liggensiden lanseolata

kadar, yanal ve terminal loblar ve 2-12 mm’ye kadar u¢ dikenli, st yiizii dikenli



strigoz 0,3-1,5 mm setali, genellikle 6riimcek agsi tiiyll, bazen istte yesilimsi yogun
tiyli. Yanal dallar 0-3, 1-3-kapitulali, daha st yapraklar 6-12, involukrat
involukruma esitten daha uzuna kadar. Involukrumlar dik, basik-kiiremsiden ters
yumurtamsi, 30-50 mm. Fillariler yogun oriimcek ags1 tiiylii, 8 seri; ortadakiler dik-
yayik yayik sivriye kadar 4-8 x 0,1 mm ug¢ dikeni tasiyan 23-29 mm. Korolla
pembemsi-mor,32-37 mm. Aken olgunlagsmamis. Papus 23-26 mm.

Ciceklenme zamani: Agustos-Eyliil.

Yetisme ortam: Kiregsiz yamaglarda nadiren ¢imenler arasinda, nadasa birakilmis

alanlarda, 1500-2450 m (Davis ve Parris., 1975 ve Duman ve ark., 2017).

1.2. Cirsium Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanihslar:

Cirsium kelimesi yunanca “sismis damarlar” anlamma gelen “khirsos”

kelimesinden tiiretilmis olup, halk arasinda damar hastaliklar1 tedavisinde

kullanilmaktadir (Y1ldiz ve ark., 2016).

Tirkiye’de halk arasinda “cakir dikeni, ¢arik kesen, esek dikeni, hamur kesen,
kavruhan, kangaldikeni, kazan kulpu, kilindor, korkenger, kdy gocerten ve su
dikeni” olarak bilinen Cirsium tiirlerinin kokleri infiizyon ya da dekoksiyon seklinde
hemoroit ve bazi i¢ hastaliklarinin tedavisinde; saplari ise taze olarak ya da infiizyon
seklinde Oksiiriik ve bronsit tedavisinde kullanilmaktadir (Deliorman-Orhan ve ark.,
2007 ve Sezik ve ark., 1997). Esek dikeni olarak bilinen Cirsium italicum’un
tohumlari ise ogiitiiliip, suyla kaynatilip sogutulduktan sonra her sabah a¢ karnina
icilerek anal fissiir tedavisinde kullanilmaktadir (Yesilada ve ark., 1999). Kangal
dikeni olarak bilinen Cirsium arvense’nin g¢igekleri inflizyon seklinde ya da taze

olarak peptik iilser tedavisinde kullanilmaktadir (Yesilada ve ark., 1995).

C. arvense Italya’da halk arasinda yaralarm tedavisinde hemostatik olarak
kullanilmakta olup yaraya dogrudan uygulanir ya da karaaga¢ kabugu ile birlikte

bandaj seklinde yaraya sarilarak uygulanir. Tiriin yapraklarinin dekoksiyonu



dispepsi tedavisinde kullanilmaktadir (Guarrera, 2005). C. arvense ve Cirsium
oleraceum’un herbasi geleneksel olarak diiiretik, hemostatik, anti-enflamatuvar ve

astrenjan etkili olarak kullanilmaktadir (Borawska ve ark., 2010).

Cirsium chanroenicum’un toprakiistii kisimlari detoksifikasyon amaciyla,

antipiretik olarak ve dolasim sistemi rahatsizliklarinda halk arasinda kullanilmaktadir

(Lim ve ark., 2008).

Hindistan’da halk arasinda Cirsium chinensis koklerinden elde edilen suyu
dikenli tel yaralanmalarinda, haricen iilserasyon ve apselerde antiseptik olarak
kullanilmaktadir. Siskinlik tedavisinde, koklerden hazirlanan dekoksiyonu giinde 2-3
kez oral olarak kullanilmaktadir (Sharma ve ark., 2001).

Japonya’da “yamagoba” olarak bilinen Cirsium dipsacolepis kokleri tursu
seklinde yenilmekte olup, et yemeklerinin yaninda lezzet vermesi amaciyla da
tilketilmektedir (Bracca ve Kaufman, 2008). Amerika’da C. dipsacolepis ve Cirsium
ochrocentrum kokleri, ve Cirsium pascuarense’nin yapraklarmin sulu ekstresi halk

arasinda antidiyabetik olarak kullanilmaktadir (Soumyanath, 2005).

Cirsium japonicum var. ussuriense’nin tiim kisimlar1 Kore’de halk arasinda
antienflamatuvar amacglh kullanilmakta olup toprakiistii kisimlari tonik, ditiretik
olarak, detoksifikasyon amaciyla ve dispepsi tedavisinde kullanilmaktadir (Park ve
ark., 1995 ve Park ve ark., 2004). Etnofarmakolojik verilere gore C. japonicum,
Dogu Asya iilkelerinde nutrasotik olarak, enflamasyon, travmatik kanama,
hipertansiyon, hepatit ve menapozla gelisen kemik erimesinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Rodriguez ve ark., 2018 ). C. japonicum halk arasinda ayrica

karaciger, uterus kanseri ve 16semi tedavisinde kullanilmaktadir (Yin ve ark., 2008).

Cirsium maritimum geleneksel olarak Japonya’da hemoptizi, bel soguklugu ve
yaniklarimin  tedavisinde kullanilmakta olup sebze ve tursu seklinde de

tiikketilmektedir (Nakasugi ve ark., 2003).



Cirsium rhinoceros halk arasinda 6dem tedavisinde, hemoroit ve kan

kusmasina kars1 kullanilmaktadir (Lee ve ark., 1966).

Cirsium rivulare Polonya’da halk arasinda anksiyolitik amach
kullanilmaktadir (Nazaruk ve Jakoniuk, 2005 ve Walesuik ve ark., 2010).

Kore’de geleneksel olarak Cirsium setidens diyabet, hemostaz, hematemez,
hematiiri, hemoroit ve hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir. Tiriin taze

yapraklar1 ve saplar1 A vitamini ve kalsiyum agisindan zengindir ve gida olarak

tilketilmektedir (Yoo ve ark., 2008; Lee ve ark., 2015).

Diger etnofarmakolojik arastirmalara gore Cirsium tiirleri Polonya’da halk
arasinda anksiyolitik, antiseptik ve diiiretik amach kullanilmaktadir (Kozyra ve
Glowniak, 2013).

Cirsium tiirlerinin herbasi Cin, Japonya ve Kore’de halk arasinda asir1 kanama
ve enflamatuvar rahatsizliklara karsi, ayrica hepatit, nefrit ve mastit tedavisinde
kullanilmaktadir (Han ve ark., 2018).

Cirsium tiirlerinin kokleri Japonya ve Cin farmakopesinde kayitli olup
geleneksel Cin tibbinda antihemorajik olarak kullanimi bulunmaktadir (Miyazawa ve
ark., 2003).

Cirsium tiirlerinin kokleri ya da biitiin kisimlar1 halk arasinda karaciger ve
bobrek enflamasyonununda, kanama tedavisinde ve bircok bagirsak rahatsizliginda
kullanilmaktadir (Jung ve ark., 2009). Cirsium tiirlerinin yaprak ve saplart halk
arasinda yenilebilmekte olup, ¢ay, salata ve ¢orbalara katilmaktadir (Ma ve ark.,
2018).
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1.3. Cirsium Tiirleri Uzerinede Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Cirsium tiirlerinde gerceklestirilen fitokimyasal c¢alismalara gore, bazi
Cirsium tiirlerinin flavon ve flavon glikoziti, flavonol ve flavonol glikoziti, flavanon
ve flavanon glikoziti, fenilpropanoit glikoziti, fenolik asit, lignan, megastigman

glikoziti, kumarin ve terpen grubu yapisinda bilesikler igerdigi tespit edilmistir.

1.3.1. Flavonoitler

Flavon yapisindaki apigenin, C. japonicum var. maackii’nin tim kisimlarinin
metanol ekstresinden ve toprakiistii kisimlarinin etanol ekstresinden hazirlanan
etilasetat alt fraksiyonundan, Cirsium nipponicum’un tiim kisimlarindan, Cirisum
palustre’nin ¢igeklerinden, C. rhinoceros’un toprakiistii kisimlarindan ve C.
rivulare’nin c¢igeklerinden hazirlanan metanol ekstresinden, Cirsium setosum’un
cigeklerinden, Cirsium sipyleum’un toprakiistii kisimlarinin aseton ekstresinden,
Cirsium syriacum’un herbasinin etanol ekstresinden ve Cirsium henryi’den izole
edilmistir ve ayrica yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) ¢alismalarinda
C. arvense, Cirsium oleraceum, C. palustre, C. rivulare ve Cirsium vulgare’nin
etilasetat ekstresinde, C. canum’un metanol ekstresinde ve C. japonicum var.
spinosissimum, C.japonicum var. ussuriense, Cirsium setidens, Cirsium pendulum ve
C. nipponicum’da apigenin varlig1 tespit edilmistir (Aboul-Ela ve ark., 2002; Boga
ve ark., 2014; Feng ve ark., 2012; Han ve ark., 2008; Jung ve ark., 2017; Kozyra ve
ark., 2015; Lee ve ark., 1994; Lee ve Lee, 2005; Nazaruk, 2009; Nazaruk ve Szoka,
2009; Nazaruk ve Gudej, 2003; Nguyen ve ark., 2011 ve Rodriguez ve ark., 2018).

Flavon glikoziti yapisindaki apigenin 7-O-p-glukopiranozit, C. palustre’nin
cigeklerinin metanol ekstresinden hazirlanan etil asetat alt fraksiyonundan, C.
palustre’nin yapraklarinin ve C. rivulare’nin ¢igeklerinin metanol ekstresinden,
Cirsium syriacum’un herbasinin etanol ekstresinden hareketle izole edilmistir. Bu
bilesik ayrica YPSK analizi ile Cirsium canum un ¢igeklerinin metanol ektresinde

tespit edilmistir; 6-hidroksiapigenin  7- O-p-glukopiranozit, C. palustre’nin
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yapraklarinin metanol ekstresinden; apigenin 7-O-g-glukuronit C. rivulare’nin
ciceklerinin metanol ekstresinden, C. japonicum var. maackii’nin tiim kisimlarinin
metanol ekstresinden ve C. japonicum’un toprakiistii kisimlarinin %70°lik etanol
ekstresinden hazirlanan su alt fraksiyonundan; apigenin 7-O-#-glukuronit metil esteri
ise C. japonicum’un toprakiistii kisimlarinin % 70°lik etanol ekstresinden hazirlanan
su alt fraksiyonundan hareketle izole edilmistir (Aboul-Ela ve ark., 2002; Jung ve
ark., 2017; Kozyra ve ark., 2015; Ma ve ark., 2018; Nazaruk, 2009; Nazaruk ve
Galicka, 2014 ve Nazaruk ve Gudej, 2003).

Hispidulin ise; C. japonicum’dan, C. japonicum var. maackii’nin toprakiistii
kisimlarmin  etanol  ekstresinin  etil asetat alt fraksiyonundan, Cirsium
oligophyllum’un yapraklarmin metanol ekstresinden, C. rivulare’nin g¢igeklerinin
metanol ekstresinden hareketle izole edilmistir (Iwashina ve ark., 1999; Lee ve ark.,
2017; Lu ve ark., 2009; Nazaruk ve Gudej, 2003 ve Rodriguez ve ark., 2018).
Hispidulin 7-O-f-neohesperidozit de, C. japonicum’un tiim kisimlarinin metanol
ekstresinden hareketle izole edilmis ve YPSK ¢alismalarinda Cirsium japonicum var.
spinosissimum, C. nipponicum, Cirsium pendulum ve C. setidens igeriginde tespit
edilmistir. Hispidulin 4'-O-g-glukopiranozit, Cirsium oligophyllum’un yapraklarinin
metanol ekstresinden; Hispidulin 7-O-glukopiranozit, C. palustre’nin ¢igeklerinin
metanol ekstresinin etil asetat alt fraksiyonundan hareketle izole edilmistir (Han ve
ark., 2018; lwashina ve ark., 1999; Lee ve ark., 1994; Nazaruk, 2009; Nguyen ve
ark., 2011 ve Park ve ark., 1995).

Flavon yapisindaki sorbifolin ise C. palustre’nin yapraklarinin metanol

ekstresinden hareketle izole edilmistir (Nazaruk ve ark., 2014).

Flavon yapisindaki sirsimaritin (sirsitakaogenin) C. rhinoceros’un tiim metanol
ekstresinden, C. japonicum var. maackii’nin toprakiistii kisimlarinin etanol
ektresinden hazirlanan etil asetat alt fraksiyonundan izole edilmistir (Lee ve ark.,
2017; Rodriguez ve ark., 2018 ve Yim ve ark., 2003). Flavon glikoziti yapisindaki
sirsimaritin 4’-O-p-glukopiranozit (sirsimarin, sirsitakaozit), C. japonicum var.

ussuriense’nin tim kisimlarmmin metanol ektresinden hazirlanan n-butanol alt
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fraksiyonundan, C. japonicum var. maackii’nin toprakiistii kisimlarinin etanol
ektresinden hazirlanan etil asetat alt fraksiyonundan ve C. rhinoceros’un metanol
ekstresinden hareketle izole edilmistir ve Cirsium lineare’nin toprakiistii
kisimlarinda HPLC ¢alismalariyla tespit edilmistir (Han ve ark., 2018; Jeong ve ark.,
2008; Lee ve ark., 2017; Park ve ark., 1995; Rodriguez ve ark., 2018 ve Yim ve ark.,
2003).

C. setidens’in tim kisimlarinin  metanol ekstresinin  n-butanol alt
fraksiyonundan setidenozit B izole edilmistir (Jeong ve ark., 2018). C. arvense’nin
tim kisimlarmin metanol ekstresinden hazirlanan kloroform alt fraksiyonundan, C.
henryi’den ve C. rhinoceros’m metanol ekstresinden hazirlanan hekzan alt
fraksiyonundan hareketle izole edilen flavon yapisindaki akasetinin, YPSK
caligmalar1 ile C. chanroenicum’da oldugu tespit edilmistir (Khan ve ark., 2011;
Jeong ve ark., 2008; Mao ve ark., 2016 ve Yim ve ark., 2003).

Flavon glikoziti yapisindaki akasetin  7-O-f-glukopiranozit, Cirsium
henryii’den; akasetin  7-O-g-rutinozit (linarin) ise Cirsium albescens nin
vapraklarindan, C. chanroenicum’un tiim kisimlarindan hazirlanan etilasetat
ekstresinden, C. henryi’den, Cirsium hosogawa nin yapraklarindan, C.
japonicum’un rizomlarindan, yapraklarindan ve toprakiistii kisminin %70’lik etanol
ekstresinden hazirlanan su alt fraksiyonundan, Cirsium kawakamii’nin
yapraklarindan, C. setosum’dan, Cirsium rhinoceros’in toprakiistii kisimlarinin
metanol ekstresinden, C. rivulare’nin ¢i¢eklerinden hazirlanan metanol ekstresinden
ve Cirsium ussuriense’den izole edilmistir ve YBSK c¢alismalarinda C. canum’un
ciceklerinin, C. japonicum’un toprakiistii kisimlarinin, C. setidens’in yapraklarinin
metanol ekstresinde ve C. setosum’da tespit edilmistir (Ganzera ve ark., 2005; Han
ve ark., 2008; Han ve ark., 2018; Hou ve ark., 2010; Kozyra ve ark., 2015; Lee ve
ark., 1994; Lim ve ark., 2008; Ma ve ark., 2018; Mao ve ark., 2016; Nazaruk ve
Gudej, 2003; Nugroho ve ark., 2011; Wu ve ark., 1981 ve Zhi ve ark., 2003).

Flavon yapisindaki pektolinarigenin C. chanroenicum’un toprakiisti

kisimlarmin etil asetat ektresinden, C. japonicum’un toprakiistii kisimlarinin %80
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etanol/%210 Hidroklorik asit (HCI) (4:1 v/v) ekstresinden hazirlanan kloroform alt
fraksiyonundan ve C. nipponicum un toprakiistii kisimlarinin metanol ekstresinden
izole edilmistir (Lee ve Lee, 2005; Lim ve ark., 2008; Lu ve ark., 2014 ve Lu ve ark.,
2016). Flavon glikoziti yapisindaki pektolinarigenin 7-O-f-glukopiranozit, C.
arvense’nin tiim kisimlarinin metanol ekstresinden hazirlanan kloroform alt
fraksiyonundan ve C. rhinoceros’un toprakiistii kisimlarinin metanol ekstresinden
hareketle izole edilmis olup (Khan ve ark.,, 2011 ve Lee ve ark. 1994);
pectolinarigenin  7-O-f-rutinozit (pektolinarin), C. chanroenicum’un toprakiistii
kisimlarinin etilasetat ekstresinden ve C. rhinoceros’un toprakiistii kisimlarinin
metanol ekstresinden hareketle izole edilmistir ve YPSK c¢alismalarinda C.
japonicum var. ussuriense’nin kok ve toprakiisti kisimlarmin, C. setidens’in
yapraklarinin, C. lineare, C. setidens, C. nipponicum ve C. pendulum igeriginde
tespit edilmistir (Ganzera ve ark., 2005; Jeong ve ark., 2008; Lee ve ark., 1994; Lim
ve ark., 2008; Nguyen ve ark., 2011 ve Nugroho ve ark., 2011).

Flavon yapisindaki luteolin, Cirsium albescens’in yapraklarindan, C.
arvense’nin tim kisimlarindan hazirlanan etil asetat ekstresinden, Cirsium
hosogawa’nin yapraklarindan, C.japonicum var. australe’nin yapraklarindan, C.
japonicum var. maackii’nin yapraklarinin metanol ekstresinden hareketle hazirlanan
etil asetat alt fraksiyonundan ve tiim kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinden,
C. kawakamii’nin yapraklarindan, C. palustrenin ¢icek ve yapraklarindan, C.
rivulare’nin ¢igeklerinden ve C. rhinoceros’un toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
metanol ekstresinden, Cirsium syriacum’un herbasindan hazirlanan etanol
ekstresinden ve C. vulgare’nin etil asetat ekstresinden hareketle izole edilmistir.
YPSK c¢alismalarinda C. arvense, C. oleraceum ve C. rivulare’in yapraklarinin etil
asetat ekstresinde, C. japonicum, C. japonicum var. spinosissimum, C. japonicum
var. ussuriense, C. nipponicum ve C. setidens’in toprakiistii kisimlarinin metanol
ekstresinde tespit edilmistir (Aboul-Ela ve ark., 2002; Dehjurian ve ark., 2018; Jung
ve ark., 2009; Jung ve ark., 2017; Khan ve ark., 2013; Lee ve ark., 1994; Liu ve ark.,
2013; Ganzera ve ark., 2005; Nazaruk ve Gudej, 2003; Nazaruk, 2009; Nazaruk ve
ark., 2009; Nazaruk ve Galicka, 2014; Nguyen ve ark., 2011; Wagle ve ark., 2018;
Wagle ve ark., 2019 ve Wu ve ark., 1981).
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Flavon glikoziti yapisindaki luteolin 5-O-f-glukopiranozit, C. japonicum var.
maackii’nin  yapraklarinin metanol ekstresinden hazirlanan etilasetat alt
fraksiyonundan ve tiim kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinden hareketle izole
edilmistir ve YPSK c¢alismalarinda C. japonicum var. ussuriense ve C. setidens’in
iceriginde tespit edilmistir (Jung ve ark., 2017; Nguyen ve ark., 2011 ve Wagle ve
ark., 2019).

Flavon glikoziti yapisindaki luteolin 7-O-f-glukopiranozit ise C. albescens,
C. hosogawa, C. japonicum var. australe ve Cirsium kawakamii’ nin yapraklarindan,
C. japonicum var. maackii’nin yapraklarinin metanol ekstresinden hazirlanan
etilasetat alt fraksiyonundan ve tiim kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinden
ve C. palustre’nin yapraklarinin metanol ekstresinden hareketle izole edilmistir ve
YPSK c¢alismalarinda C. japonicum var. spinosissimum, C. setidens ve C. pendulum
iceriginde tespit edilmistir. Luteolin 7-O-f-glukuronit ve luteolin 7-O-f-glukuronit
metil esteri ise C. japonicum’un tiim kisimlarmin %70’lik etanol ekstresinden
hareketle izole edilmistir (Kozyra ve ark., 2015; Ma ve ark., 2018; Nazaruk, 2009;
Nazaruk ve Galicka, 2014; Nguyen ve ark., 2011; Wagle ve ark., 2019 ve Wu ve
ark., 1981).

C. palustre’nin  yapraklarmin metanol ekstresinden hareketle flavon
yapisindaki pedalitin izole edilmistir (Nazaruk ve ark., 2014). C. oligophyllum’un
yapraklarinin  metanol ekstresinden hareketle nepetin ve nepetin  4'-O-f-
glukopiranozit izole edilmistir (Iwashina ve ark., 1999). Diosmetin C. japonicum’dan

izole edilmistir (Jiang ve ark., 2006).

Flavon yapisindaki trisin, C. palustre’nin ¢i¢eklerinin metanol ekstresinden
hazirlanan etilasetat alt fraksiyonundan, C. setosum’dan ve C. rivulare’nin
ciceklerinin metanol ekstresinden hareketle, flavon glikoziti trisin-7-O-p-
glukopiranozit, C. setosum’dan izole edilmistir (Han ve ark., 2008; Nazaruk, 2009;
Nazaruk ve Gudej., 2003).
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Sekil 1.1. Cirsium tiirlerindeki flavon bilesikleri ve flavon glikozitleri
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Sekil 1.1. Devam. Cirsium tiirlerindeki flavon bilesikleri ve flavon glikozitleri
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Sekil 1.1. Devam. Cirsium tiirlerindeki flavon bilesikleri ve flavon glikozitleri
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Sekil 1.1. Devam. Cirsium tiirlerindeki flavon bilesikleri ve flavon glikozitleri

C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare ve C. vulgare’nin
yapraklarinin etil asetat ekstresinde HPLC caligmalarinda kemferol tespit edilmistir.
Izokemferit, C. palustre’nin c¢igeklerinin metanol ekstresinin etil asetat alt
fraksiyonundan ve C. setosum’un gigeklerinden izole edilmistir. Flavonol glikoziti
yapisindaki kemferol 3-O-p-glukopiranozit (astragalin), C. canum ve C. palustre’nin
ciceklerinin metanol ekstresinin etil asetat alt fraksiyonundan ve C. sipyleum
toprakiistii kisimlarinin metanol ekstresinden; kemferol 3-O-a-ramnopiranozit
(afzelin), Cirsium syriacum’un herbasinin etanol ekstresinden, C. sipyleum’un
toprakiistii kisimlarinin metanol ekstresinden, Cirsium tenoreanum’un toprakiistii

kisimlarinin - metanol ekstresinden; rutin, Cirsium esculentum’dan, Cirsium
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hypoleucum’un toprakiistii kisimlarinin metanol ekstresinden hazirlanan n-butanol alt
fraksiyonundan, Cirsium segestum alkolik ekstresinden ve C. setosum’un
cigeklerinden hareketle izole edilmistir (Aboul-Ela ve ark., 2002; Boga ve ark., 2014;
Chen ve ark., 2010; Deliorman-Orhan ve ark., 2007; Feng ve ark., 2012; Kozyra ve
ark., 2015; Loizzo ve ark., 2004; Nazaruk, 2009; Statti ve ark., 1997; Zhou ve ark.,
2007).

Kersetin C. japonicum’dan ve C. setosum’un toprakiistii kisimlarinin etanol
ekstresinden hareketle izole edilmistir ve C. arvense’nin toprakiistii kisimlarinin
metanol ekstresinde HPLC analiziyle tespit edilmistir. Kersetin 3-O-f-
galaktopiranozit (hiperin, hiperozit), C. tenoreanum’un toprakiistii kisimlarinin
metanol ekstresinden izole edilmis ve C. setidens’in yapraklarinda YPSK analiziyle
tespit edilmistir. Kersetin 3-O-4-rutinozit (nikotiflorin) C. hypoleucum’un toprakiistii
kisimlarmin metanol ekstresinden hazirlanan n-butanol alt fraksiyonundan izole
edilmistir (Dehjurian ve ark., 2018; Deliorman-Orhan ve ark., 2007; Jiang ve ark.,
2006; Loizzo ve ark., 2004 ve Nugroho ve ark., 2011).

C. setidens’in tim kistmlarinin  metanol ekstresinin  n-butanol alt

fraksiyonundan setidenozit A izole edilmistir (Jeong ve ark., 2018).

Kemferol izokemferit

Sekil 1.2. Cirsium tiirlerindeki flavonol bilesikleri ve flavonol glikozitleri
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Sekil 1.2. Devam. Cirsium tiirlerindeki flavonol bilesikleri ve flavonol glikozitleri
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Naringenin, Cirsium vallis-demonii’den; naringenin 7-O-f-glukopiranozit, C.
palustre’nin yapraklarinin metanol ekstresinden hareketle izole edilmistir (Nazaruk
ve Galicka, 2014 ve Statti ve ark., 1997). Eriyodiktiyol 7-O-g-glukopiranozit, C.

palustre’nin yapraklarinin metanol ekstresinden izole edilmistir (Nazaruk ve Galicka,

2014).
OH
T w
HO o o
= C
|
OH o

Naringenin Naringenin 7-O-g-glukopiranozit

OH
OH
OH
HO 0
HO o) (o)
OH |O
OH 0]

Eriyodiktiyol 7-O-g-glukopiranozit

OH

Sekil 1.3. Cirsium tiirlerindeki flavanon bileskleri ve flavanon glikozitleri

1.3.2. Fenilpropanoitler

Fenilpropanoit glikozitlerinden siringin, Cirsium japonicum’un rizomlarindan,
C. leucopsis’in toprakiistii kisimlariin aseton ekstresinden, C. rivulare’nin
koklerinin metanol ekstresinden ve Cirsium setidens’in toprakiistii kisimlarinin
metanol ekstresinin n-butanol alt fraksiyonundan izole edilmistir (Boga ve ark.,
2014; Jeong ve ark., 2018; Strawa ve ark., 2016 ve Zhi ve ark., 2003).
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Sekil 1.4. Cirsium tiirlerindeki fenilpropanoit glikoziti

1.3.3. Fenolik Asitler

Fenolik asitlerden p-hidroksibenzoik asit, C. sipyleum’un toprakiistii
kisimlariin aseton ekstresinden izole edilmis ve YPSK analizinde C. vulgare’nin
metanol ekstresinde tespit edilmistir. Protokatesik asit, C. henryi’nin koklerinden
izole edilmistir ve YPSK analizinde C. vulgare’nin metanol ekstresinde tespit
edilmistir. Gentisik asit, YPSK analizinde C. vulgare’nin metanol ekstresinde tespit
edilmistir. Vanilik asit, C. henryi’nin koklerinden ve C. sipyleum’un toprakiistii
kisimlarinin metanol ekstresinden izole edilmis ve YPSK analizinde C. vulgare’nin
metanol ekstresinde tespit edilmistir. Fenolik asitlerden gallik asit, YPSK analizinde
C. vulgare’nin metanol ekstresinde tespit edilmistir. p-Kumarik asit, Cirsium
japonicum’un rizomlarindan ve C. setosum’dan izole edilmistir ve YPSK analizinde
C. canum’un ¢igeklerinin n-butanol ekstresinde tespit edilmistir. Kafeik asit, C.
segestum 'dan ve C. setosum’dan izole edilmistir, YPSK analizinde C. vulgare ve C.
canum’un ¢igeklerinin metanol ekstresinde tespit edilmistir. (Boga ve ark., 2014; Cao
ve Chen, 2010; Han ve ark., 2008; Kozyra ve ark., 2015; Kozyra ve Glowniak, 2013;
Nugroho ve ark., 2011; Statti ve ark., 1997; Zhang ve ark.,2010 ve Zhi ve ark.,
2003).
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Sekil 1.5. Cirsium tiirlerindeki fenolik asitler
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Klorojenik asit, C. palustre’nin yapraklarimin metanol ekstresinden, C.
pendulum’un etanol ekstresinden ve C. segestum’dan izole edilmistir ve YPSK
analizinde C. canum’un ¢i¢eklerinin metanol ekstresinden hazirlalan etilasetat ve n-
butanol alt fraksiyonunda ve C. setidens’in yapraklarinda tespit edilmistir (Cao ve
Chen, 2010; Chen ve ark., 2007; Kozyra ve ark., 2015; Nazaruk ve Galicka, 2014 ve
Nugroho ve ark., 2011). C. setidens’in yapraklarinda 3,4-di-O-kafeoil kinik asit
YPSK analiziyle tespit edilmistir (Jeong ve ark., 2018 ve Nugroho ve ark., 2011).

1.3.4. Lignanlar

OH
H,CO OCH,; OH
O/ /
§O |
H,CO o OH
(¢]
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OCH,4
Arktigenin Balanofonin
H,CO. O
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O /A
o) HO OH

H,CO o ocH, e
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= 7
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H,CO
OCH,
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HO OH

Prebalanofonin

Sekil 1.6. Cirsium tiirlerindeki lignan tiirevi bilesikler
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YPSK c¢alismalarinda, C. arvense’nin metanol ekstresinde, lignan tiirevi
bilesiklerden arktiin, arktigenin, trakelozit ve trakelogenin tespit edilmistir
(Boldizsar ve ark., 2012 ve Szokol-Borsodi ark., 2012). C. eriophorum’un
meyvelerinin %80°lik metanol ekstresinden prebalanofonin ve balanofonin; C.
sipyleum’un toprakiistii kisimlarinin aseton ekstresinden balanofonin ve 1’-O-

metilbalanofonin izole edilmistir (Boga ve ark., 2014 ve S6lyomvary ve ark., 2015).

1.3.5. Terpenik Bilesikler

Triterpenik bilesiklerden asetil a-amirin, Cirsium vallis-demonii’den; a-
amirenon, C. setosum’un etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan; g-amirin,
C. canum, Cirsium carolinianum ve C. hypoleucum’dan ve C. setosum’un etanol
ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan; p-amirenon, C. setosum’un etanol
ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan; asetil g-amirin, C. vallis-demonii’den
izole edilmistir (Bohlmann ve Abraham, 1981; Li ve ark., 2012 ve Statti ve ark.,
1997).

Oleanolik asit C. segestum’un alkolik ekstresinden hareketle izole edilmistir
(Zhou ve ark., 2007).

Triterpenik bilesiklerden lupeol, Cirsium scabrum’un yapraklarinin metanol
ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan, C. setosum’un etanol ekstresinin petrol
eteri alt fraksiyonundan, C. canum, C. carolinianum, C. hypoleucum ve C. vallis-
demonii’den; Lupeol asetat, C. palustre’nin yapraklarinin metanol ekstresinden ve C.
setosum’un etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan; Lupenon, C.
setosum’un etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan; epilupeol asetat, C.
nipponicum’un toprakiistii kisimlarinin  metanol ekstresinden hareketle izole
edilmistir (Bohlmann ve Abraham, 1981; Sahli ve ark., 2017; Lee ve Lee, 2005; Li
ve. ark, 2012; Statti ve ark, 1997 ve Nazaruk ve Galicka, 2014).
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Triterpenik bilesiklerden taraksasterol, C. arvense’nin petrol eteri ekstresinden,
C. canum, C. carolinianum, Cirsium henryi, C. hypoleucum 'dan; taraksasterol asetat,
C. setosum’un etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan, C. arvense’nin
petrol eteri ekstresinden, C. henryi’nin yapraklarindan, C. sipyleum’un toprakiistii
kisimlarmin petrol eteri ekstresinden, C. scabrum’un yapraklarinin metanol
ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan; taraksasteron, C. setosum’un etanol
ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan; - taraksasterol, C. setosum’un etanol
ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan, C. oleraceum’dan ve C. henryi’den; w-
taraksasterol asetat, C. setosum’un etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan
ve - taraksasteron, C. setosum’un etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan;
izole edilmistir (Boga ve ark., 2014; Bohlmann ve Abraham, 1981; Chen ve ark.,
2007; Dutta ve Ray, 1972; Feng ve ark., 2012; Krzysztofik ve Ludwiczak, 1970; Li
ve ark., 2012; Mao ve ark., 2016; Peng-Cheng ve ark., 2019 ve Sahli ve ark., 2017).
Marsformoksit B C. setosum’un ectanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan
izole edilmistir (Li ve ark., 2012).

3,22a-dihidroksi-20-taraksasten-30-0ik asit; 3p-hidroksi-22-o0kso-20-
taraksasten-30-oik asit; 3-0kso-22a-hidroksi-20- taraksasten-30-oik asit; 34,194-
dihidroksi-20-taraksasten-30-oik asit; 20-taraksasten-34, 30-diol; 20-taraksasten-3/-
ol; 22-oksoo-20-taraksasten-34 30-diol; 22a-hidroksi-20-taraksasten-304 30-triol C.
setosum’un %9011k etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan izole edilmistir

(Luan ve ark., 2016 ve Peng-Cheng ve ark., 2019).
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Sekil 1.7. Cirsium tiirlerindeki triterpenik bilesikler
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Sekil 1.7. Devam. Cirsium tiirlerindeki triterpenik bilesikler
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Steroidal bilesiklerden f-Sitosterol, C. henryi’den, C. japonicum’un
rizomlarindan, C. nipponicum’un toprakistii kisimlarmin metanol ekstresinden,
Cirsium pendulum’un etanol ekstresinden, C. setosum’un ¢igeklerinden ve
toprakiistii kisimlarmin etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan, C.
sipyleum’un toprakiistii kisimlarinin petrol eteri ekstresinden ve C. rivulare’nin
koklerinin hekzan ekstresinden; f-sitosterol 3-O-g-glukopiranozit (daukosterol) C.
henryi’den, C. japonicum’un rizomlarindan, C. leucopsis’in toprakiistii kisimlarinin
aseton ekstresinden, C. palustre’nin yapraklarinin metanol ekstresinden, C.
setidens’in toprakiistii kisimlarinin diklorometan ekstresinden, C. rivulare’nin
koklerinin hekzan ekstresinden, C. setosum’dan ve C. vallis-demonii’den izole
edilmistir (Boga ve ark., 2014; Chen ve ark., 2007; Feng ve ark., 2012; Han ve ark.,
2008; Lee ve ark., 2002; Lee ve Lee, 2005; Mao ve ark., 2016; Nazaruk ve Galicka,
2014; Statti ve ark., 1997; Strawa ve ark., 2016; Sun ve ark., 2012 ve Zhi ve ark.,
2003).

Steroidal bilesiklerden stigmasterol, C. arvense’nin petrol eteri ekstresinden,
C. rivulare’nin koklerinin hekzan ekstresinden ve C. setosum’un toprakiistii
kisimlarinin etanol ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan; stigmasterol asetat, C.
arvense’nin petrol eteri ekstresinden;  Stigmasterol 3-O-glukopiranozit, C.
segestum’dan; a-spinasterol, C. pendulum’un etanol ekstresinden; Ergosta-4,24 (28)-
dien-3-on ve Stigmast-4-en-3-on, C. setosum’un toprakiistii kisimlarinin etanol
ekstresinin petrol eteri alt fraksiyonundan hareketle izole edilmistir (Cao ve Chen,
2010; Chen ve ark., 2007; Dutta ve ark., 1972; Strawa ve ark., 2016 ve Sun ve ark.,
2012).

HsC CHj
CHj3
CHj,
cHa H,C
HO
p-Sitosterol

Sekil 1.8. Cirsium tiirlerindeki steroidal bilesikler
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Sekil 1.8. Devam. Cirsium tiirlerindeki steroidal bilesikler
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Siperenil asetat ve Siperenal C.dipsacolepis’ten izole edilmistir (Takano ve

Kawaminami, 1988).

CH, 3

Sipirenal Spirenil asetat

Sekil 1.9. Cirsium tiirlerindeki seskiterpenler

1.3.6. Kumarinler

Kumarin halkas1 iceren bilesiklerden skopoletin, C. arvense’nin tim
kisimlarimin metanol ekstresinin kloroform alt fraksiyonundan ve C. rhinoceros’un
tim kisimlarinin metanol ekstresinin n-hekzan alt fraksiyonundan ve C. setidens’ten
izole edilmistir (Ahn ve ark., 2014; Khan ve ark., 2011 ve Yim ve ark., 2003).

H,CO

X
X

HO (©) ©)

Skopoletin

Sekil 1.10. Cirsium tiirlerindeki kumarin yapisindaki bilesikler
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1.3.7. Megastigman Glikozitleri

C. setosum’un toprakiistii kisimlarinin %95°lik etanol ekstresinin n-butanol alt
fraksiyonundan hareketle pnomonantozit ve ksyojiglikozit A bilesikleri izole

edilmistir (Jiang ve ark., 2013).
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° |
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o]
HO o} HO
HO o HO 0
Okt OH
Pnémonantozit Ksyojiglikozit A

Sekil 1.11. Cirsium tiirlerindeki megastigman glikozitleri

1.3.8. Yag Asitleri

Palmitik asit, C. japonicum’un rizomlarindan ve C. setidens’in toprakiistii
kisimlarindan; palmitik asit metil ester, C. palustre’nin yapraklarindan; linoleik asit,
C. sipyleum’dan izole edilmistir (Boga ve ark., 2014; Lee ve ark., 2002; Miyazawa
ve ark., 2003 ve Nazaruk ve Galicka, 2014).

1.3.9. Ucucu Yaglar

Cirsium tiirlerinden gergeklestirien ugucu yag analizlerinde C. rivulare, C.
palustre, C. japonicum ve C. setidens igeriginde limonen, a-pinen, S-pinen, kamfen,
pentadekanoik asit, palmitik asit, miristik asit, fitol, 6,10,14-trimetil-2-pentadekanon,
diepoksihekzadekan ve karyofilen alkol oldugu tespit edilmistir (Nazaruk ve ark.,
2012; Miyazawa ve ark., 2003 ve Choi, 2015).
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1.4. Cirsium Tiirlerindeki Biyolojik Aktivite Calismalari

Cirsium tiirlerinde gerceklestirilen biyolojik aktivite ¢aligmalarina gore, bazi
Cirsium tiirlerinin  antidepresan, antidiyabetik, entienflamatuvar, antikanser,
antimikrobiyal, antioksidan, hepatoptotektif ve antiobezite etkisinin oldugu ortaya

konmustur.

1.4.1. Antidepresan ve Bilissel Fonksiyonlar Uzerine EtKisi

C. japonicum un antidepresan etkisin arastirildigi bir ¢calismada, zorunlu yiizme
testiyle, 24 cm genisliginde ve 20 cm ¢apindaki silindirik bir tank 18 cm
yiiksekligine kadar su ile doldurularak tank igerisinde hayvanlarin yiizme, tirmanma
ve hareketsizlik gibi davramiglart belirli zaman araliklarinda incelenmis ve C.
japonicum'un etanol ekstresinin, 200 mg/kg ve 400 mg/kg dozlarda farelerin
hareketsiz kalma siiresini azalttigi dolayisiyla antidepresan etki sagladig
belirlenirken, acik alan testine gore ekstrenin psikomotor sistemi etkilemedigi

saptanmustir (Pena ve ark., 2014).

C. rivulare’nin ¢icek ve yapraklarmm metanol ekstresinin anksiyolitik ve
biligsel etkilerinin arastirildigi bir calismada sicanlarin hafizasin1 degerlendirmek icin
pasif sakinma ve nesne tanima testlerinden yararlamilmistir. Ayrica metanol
ekstresinin psikomotor etkilerinin degerlendirmesi i¢in agik alan ve anksiyolitik
etkisinin degerlendirmesi i¢in yiikseltilmis art1 labirent yardimci testlerinden
yararlanilmigtir. Yiikseltilmis art1 labirent testine gore ¢iceklerin metanol ekstresinin
anksiyolitik etkili oldugu, nesne tanima testi sonucuna gore de hafizayr
kuvvetlendirdigi gozlemlenmistir. Yapraklarinin metanol ekstresinin ise anksiyolitik
etki gosterdigi saptanirken, bilissel testlerde bir etki gézlenmemistir. Ayrica agik alan
testine gore ekstrelerin psikomotor sistemi etkilemedigi ortaya konmustur (Walasuik

ve ark., 2010)
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1.4.2. Antidiyabetik Etki

C. japonicum var. maackii’nin toprakiistii kisimlarindan etanol ekstresinin
kloroform, etil asetat ve n-biitanol alt fraksiyonlarinin aldoz rediiktaz enzimi
tizerinde, %50 inhbisyona neden olan inhibitér konsantrasyonu (1Csp) degerlerinin
strastyla 1,16, 0,21 ve 0,28 pg/mL oldugu ve alt fraksiyonlarin aldoz rediiktaz enzim
inhibitor etkisi sebebiyle diyabete bagli komplikasyonlarda kullanilabilecegi
degerlendirilmistir (Lee ve ark., 2017).

C. japonicum’un koklerinin su ektresinin antidiyabetik etkisinin aragtirildigi bir
caligmada, su ekstresinin 500 ug/mL konsantrasyonda a-glukozidaz enzimini % 32
oraninda inhibe ettigi ve bu inhbitor etkisi sebebiyle diyabet tedavisinde

kullanilabilirligi belirlenmistir (Yin ve ark., 2008).

C. japonicum var. maackii’nin yapraklarinin metanol ekstresinden hazirlanan
etil asetat alt fraksiyonunun a-glukozidaz enzimi i¢in 1Csy degeri 32.79 uM oldugu
belirlenen bir ¢alismada a-glukozidaz inhbitor etkisi sebebiyle diyabet tedavisinde

kullanilabilirlik potansiyeli oldugu tespit edilmistir (Wagle ve ark., 2019).

Alloksan ile indiiklenmis diyabetik farelerde C. pascuarense nin hekzan
ekstresinin 100, 150, ve 200 mg/kg dozlardaki intraperitonal uygulamasinin

hipoglisemik etki yarattig1 ortaya konmustur (Perez ve ark., 2001).

1.4.3. Anti-enflamatuvar Etki

C. chanroenicum’un metanol ve etil asetat ekstresinin lipopolisakkarit
fraksiyonun uygulandigi fare makrofaj benzeri hiicrelerde (RAW 264.7),
siklooksijenaz-2 (COX-2) aracili prostaglandin E2 (PGE;) ve 5-lipoksijenaz (5-
LOX) aracili 16kotrien sentezini azaltig1 tespit edilmistir. Bitkinin metanol ve etil

asetat ekstresi, 25 pg/ml konsanrasyonda, PGE; iiretimini sirasiyla, % 6,1 ve % 65
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ve lokotrien tiretimini % 13,1 ve % 35,4 azaltarak anti-enflamatuvar etki olusturdugu
tespit edilmistir (Lim ve ark., 2008).

C. japonicum var. ussuriense’nin toprakiistii kisimlarmm % 70’lik etanol
ekstresinin lipopolisakkarit fraksiyonu, uygulanan RAW 264.7 hiicrelerindeki PGE;
ve nitrik oksit (NO) sentezini azaltarak antienflamatuvar etki olusturdugu tespit
edilmistir (Lee ve ark., 2012).

C. japonicum’un yapraklarimin RAW 264.7 hiicrelerindeki NO iiretimini
yaklagik % 70 oraninda baskiliyarak anti-enflamatuvar etki olusturdugu tespit
edilmistir (Lee ve ark., 2008).

Fare peritonal makrofaj hiicrelerindeki timor nekroz faktori-a (TNF-a)
saliniminin inhibisyonunun degerlendirildigi bir ¢aligmada, C. setosum’un koklerinin
etanol ekstresinden hazirlanan petrol eteri alt fraksiyonundan izole edilen 22-o0xo-
20-taraxasten-34, 30-diol and 22a-hydroxy-20-taraxasten-304, 30-triol bilesiklerinin
ICso degerleri sirasiyla, 2,6 and 3,8 pmol/L olarak bulunmus ve her iki bilesigin de
anti-enflamatuvar etkili oldugu degerlendirilmistir (Peng-Cheng ve ark., 2019).

1.4.4. Antikanser Etki

C. japonicum’un toprakalti kisimlarinin etanol ekstresinden hareketle
hazirlanan etil asetat alt fraksiyonundan izole edilen flavon yapisindaki pektolinarin
ve 5,7-dihidroksi-6,4-O-dimetoksiflavon bilesiklerinin 50 mg/kg dozda, S-180 fare
sarkomu hiicrelerinde, % 55,77 ve H-22 fare hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde %
99,13 oraninda ¢ogalmalarin1 inhibe ederek antikanser aktivite gosterdigi

saptanmustir ( Liu ve ark., 2007).

C. japonicum’un toprakiistii ksimlarmin % 80 etanol: % 10 HCI (4:1, v/v)
ekstresinin kloroform alt fraksiyonundan izole edilen pektolinarigeninin, 25 uM

konsantrasyonda MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde antiproliperatif aktivite

36



gosterdigi ~ 3-(4,5)-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir  (MTT)
yontemiyle saptanmistir (Lu ve ark., 2014; Lu ve ark., 2016 ).

C. scabrum’un yapraklarindan hazirlanan metanol ekstresinin J774 kanser
hiicre hatlarininda ICsp degerinin 11.53 ug/ml oldugu ve saglikli hiicre hatlarinda ise
bu degerin 29.89 ug/ml oldugu saptanmistir, kanser hiicrelerindeki selektivite

faktoriiniin ise 2,6 oldugu degerlendirilmistir (Sahli ve ark., 2017).

C. setosum’un koklerinin etanol ekstresinden hazirlanan petrol eteri alt
fraksiyonundan izole edilen 22-okso-20-taraxasten-34, 30-diol ve 22a-hidroksi-20-
taraxasten-30p4, 30-triol bilesiklerinin, sirasiyla HCT-8 kolon kanser hiicre
hatalarindaki ICso degerleri 18,5 ve 8,9 umol/L; A2780 yumurtalik kanser hiicre
hatlarinda 4,7 ve 14,3 pmol/L oldugu MTT yontemiyle saptanmis ve triterpenoit
yapidaki bu bilesiklerin antikanser aktivitede oldugu degerlendirilmistir (Peng-Cheng
ve ark., 2019).

1.4.5. Antimikrobiyal Etki

C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare ve C. vulgare’nin kok ve
ciceklerinin metanol:su:trifloroasetik asit (50:50:0,1) karisimda iki giin siliren
maserasyonu  sonrasinda  ¢Oziliciiniin  yogunlastirilmasiyla hazirlanan  kuru
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesinin mikrodiliisyon yontemi ile incelendigi bir
caligmada, ekstrelerin minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerinin
Staphylococcus aureus i¢in 6,25-25 mg/mL araliginda, Bacillus subtilis igin 1,56-25
mg/mL ve Pseudomonas aeruginosa i¢in 12,5-25 mg/mL araliginda oldugu
belirlenmistir. Bitkilerin ¢iceklerinden hareketle hazirlanan ekstreleri daha etkili
olmakla birlikte tiim ekstrelerin, antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu da bu

calismada tespit edilmistir (Borawska ve ark., 2010).

C. canum’un ¢igeklerinin % 50 metanol, % 80 metanol ve % 100 metanolden

hareketle hazirlanan ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesinin mikrodiliisyon
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yontemi ile arastirildigi bir calismada ise, ekstrelerin MIK degerlerinin S. aureus igin
250-1000 pg/mL araliginda; degerlerinin S. aureus i¢in 500-1000 pg/mL araliginda;
B. subtilis i¢in 125-250 pg/mL ve Micrococcus luteus igin 500-1000 pg/mL oldugu
belirlenmistir. (Kozyra ve ark., 2015).

Agar disk diflizyon yontemiyle C. arvense’nin ve C. japonicum’un tim
kistmlarinin metanol ekstresinden hareketle hazirlanan hekzan, kloroform, etil asetat,
n-butanol ve aseton alt fraksiyonlarmin antibakteriyal ve antifungal etkilerinin
arastirildig bir calismada, C. arvense alt fraksiyonlarinin zon inhibisyon degerlerinin
Escherichia coli i¢in 9-19, Klebsiella pneumoniae i¢in 10-17, Pseudomonas
aeruginosa icin 10-18, S. aureus 14-19, Micrococcus luteus i¢in 13-20, Trichophyton
longifusus i¢in 10-18, Candida albicans ig¢in 12-19, Aspergillus flavus igin 14-17,
Microsporum canis ig¢in 16-19, Candida glaberata i¢in 15-20 ve Fusarium solani
icin 11-19 mm araliginda oldugu ve C. japonicum alt fraksiyonlarinin zon inhibisyon
degerlerinin Escherichia coli i¢in 10-18, Klebsiella pneumoniae igin 12-19,
Pseudomonas aeruginosa i¢in 14-18, S. aureus 12-20, Micrococcus luteus i¢in 11-
19, Trichophyton longifusus i¢in 12-17, Candida albicans i¢in 12-18, Aspergillus
flavus i¢in 13-19, Microsporum canis i¢in 12-17, Candida glaberata i¢in 13-20 ve
Fusarium solani i¢in 10-18 mm araliginda oldugu belirlenmistir. Siprofloksasin ve
ofloksasin antibiyotiklerinin pozitif kontrol olarak kullanildigi ¢alismada bitkilere ait
ekstrelerin antibakteriyal ve antifungal etkinligi tespit edilmistir (Khan ve ark.,
2014).

Mikrodiliisyon yontemiyle C. rivulare’nin yaprak ve ¢igeklerinin su, metanol
ve %70’1ik etanol ekstresinin antimikrobiyal etkisinin arastirildigi bir ¢alismada MIK
degerlerin, yaprak ve ¢igeklerinin metanol ekstreleri igin sirasiyla M. luteous igin
3,1-12,5 ve 6,2-12,5 mg/mL; S. aureus i¢in 6,2-25 ve 6,2-12,5 mg/ml; B. subtilis i¢in
6,2-25 ve 12,5-25 mg/mL; E. coli i¢in 12,5-50 ve 6,2-12,5 mg/ml; K. pneumoniae
igin 12,5-25 ve 6,2-25 mg/mL, P. aeruginosa i¢in 12,5-50 ve 6,2-50 mg/mL ve C.
albicans i¢in 25-50 ve 25-50 mg/mL araliginda oldugu belirlenmis olup Gram pozitif
bakterilere karsi en yiiksek antimikrobiyal aktivitenin bitkinin ¢igeklerinin su

ekstresinde oldugu saptanmistir (Nazaruk ve Jakoniuk, 2005).
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1.4.6. Antioksidan Etki

C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare ve C. vulgare’nin
yapraklarinin su ekstresinin antioksidan kapasitelerinin, troloks esdegeri antioksidan
kapasite yontemine gore 2,31-2,78 MmL™? araliinda oldugu tespit edilmistir
(Nazaruk ve ark., 2008).

Antioksidan aktivitenin arastirildigi bir baska calismada ise; 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) yontemine gére C. creticum’un tiim kisimlarinin maksimum
etkinin yarisin1 ortaya ¢ikan dozun degeri metanol ekstresi i¢in 0,24 mg/mL, etanol
ektresi igin 1,42 mg/mL, dietileter ektresi i¢in 1,71 mg/mL ve n-hekzan ekstresi igin
2,05 mg/mL oldugu dolayisiyla en yiiksek antioksidan kapasitenin metanol

ekstresine ait oldugu saptanmistir (Sabudak ve ark., 2017).

C. hypoleucum toprakiistii kisimlarinin ekstre ve fraksiyonlarinin elektron spin
rezonans spektrometresi ile siiperoksit radikali ve serbest radikal siipiiriicii etkileri
degerlendirilmistir. Bitkiye ait metanol, su ekstrelerinin, hekzan, kloroform, etil
asetat, n-butanol ve arta kalan su fraksiyonlariin DPPH radikali siipiiriicii etkisi
sirastyla % 30, 97, 60, 14, 18, 18, 40 oldugu saptanirken, siiperoksit dismutaz (SOD)
esdegeri siiperoksit radikali siipiiriicii etkisi 24018, 7101, 330, 34329, 92201, 62804
ve 4453 U/g oldugu tespit edilmistir (Deliorman-Orhan ve ark., 2007).

C. japonicum’un koklerinin su ve metanol ekstrelerinin antioksidan
kapasitesinin arastirildigi bir caligmada, DPPH yontemine gére ICso degerinin
strasiyla 533,94 ve 345,32 pg/mL oldugu ve hidroksil radikali siipiiriicii etkisinin ise
500 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla % 10 ve % 90 oldugu tespit edilmistir (Yin ve
ark., 2008).

C. nipponicum, C. lineare, C. pendulum, C. setidens’in tim kisimlarinin, C.
japonicum var. ussuriense nin toprakiisti ve toprakalti kisimlarmin ve C.

chanroenicum’un toprakiistii kisimlarinin  metanol ekstrelerinin  DPPH  ve
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peroksinitrit radikal siipiiricii kapasite yontemine gore antioksidan etkiye sahip
oldugu ve bu yontemlere gore 1Csy degerlerinin sirastyla 4,15-46,71 ve 1,28-9,09
ug/mL araliginda oldugu tespit edilmistir (Jeong ve ark., 2008).

1.4.7. Hepatoprotektif Etki

C. japonicum var. ussuriense’nin toprakiistii kisimlarinin metanol ekstresinin, 6
hafta boyunca % 10’luk etanol ¢ozeltisi verilerek karaciger hasari olusturulan
sicanlarda hepatoprotektif etkisinin incelendigi bir ¢alismada, bitkiye ait ekstrenin
250 ve 500 mg/kg dozda, karaciger hasar1 nedeniyle bozulan alkol dehidrogenaz,
aldehit dehidrogenaz ve glutatyon rediiktaz enzim diizeylerini diizelttigi ve ayrica
etanol ile indiiklenmis lipit peroksidasyonuna karst koruyucu etki gosterdigi tespit
edilmistir (Park ve ark., 2004).

Sicanlarda galaktozaminle olusturulan karaciger hasarina karsi, aspartat
transaminaz, alanin transaminaz, alkalin fosfataz ve laktat dehidrojenaz, glutatyon
rediiktaz ve SOD enzimlerinin diizeyleri belirlenerek hepotoprotektif etkinin
degerlendigirildigi bir ¢alismada, C. setidens’in toprakiistii kisimlarinin metanol
ekstresinin ve metanol ekstresinden hareketle hazirlanan n-butanol ve kloroform
ekstrelerinin, 100 ve 200 mg/kg dozlarda, karaciger hasar1 sonrasinda zarar gdren

serum enzim diizeylerini iyilestirdigi tespit edilmistir (Yoo ve ark., 2008).

HepG2 karaciger hiicrelerinde tersiyer-biitil hidroperoksit (t-BHP) kaynakli
oksidatif strese karst hepatoprotektif etkinin MTT yontemiyle incelendigi bir
caligmada ise; t-BHP’in reaktif oksijen tiirlerinin {retimini artirdigi ve hiicre
canliligini belirgin oranda disiirdiigii tespit edilmis, ve ayrica C. setidens 'in metanol
ekstresinin 10 ve 50 pg/ml konsantrasyonda, t-BHP kaynakli bu oksidatif hasara

kars1 koruyucu etkisinin oldugu saptanmistir (Jung ve ark., 2017).
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1.4.8. Antiobezite Etki

C. brevicaule’nin yapraklarmin % 5 ve % 10 konsantrasyondaki antiobezite
aktivitesinin yiiksek yagli diyet uygulamasi ile obezite olusturulan C57BL/6
farelerindeki etkisinin ve bitkinin yapraklarin1 n-hekzan, kloroform, etanol ve su
ekstrelerin ~ 3T3-L1  adiposit  hiicrelerindeki  antiadipojenik  aktivitesinin
degerlendirildigi bir ¢alisma yapilmistor. Bu ¢alismada C. brevicaule’nin farelerin
serum esterlesmemis yag asiti seviyelerini, subkutan beyaz yag dokusu hiicrelerini,
hepatik lipit seviyelerini azalttigi; karaciger yag asiti sentaz (FAS) ve 3-hidroksi-3-
metil-glutaril-KoA reduktaz (HMG-CoA) mRNA gen ekpresyon diizeylerini azaltigi
tespit edilmistir. Ayrica antiadipojenik aktivite tayinininde bitkinin yapraklarinin
hekzan ektresinin adiposit proliferasyonunu azalttigi, FAS genini baskiladigi ve oil

red o testi ile adiposit lipit seviyelerini azalttigi belirlenmistir (Inafuku vd., 2013).

C. oligophyllum % 30 sulu etanol ekstresinin ise 3T3-L1 adiposit

hiicrelerinde lipoliz uyarili antiadipojenik aktivite gosterdigi ispatlanmistir (Mori vd.,

2009).

C. setidens’in metanol ekstresinin 3T3-L1 adiposit hiicrelerindeki 3'-[1-
(fenilamino)-karbonil]-3,4-tetrazolyum]-bis) (4-metoksi-6-nitro) benzensiilfonik asit
hidrat (XTT) yontemiyle antiadipojenik aktivitesinin degerlendirildigi bir baska
calismada da, adiposit proliferasyonun azaldigi ve oil red o testiyle lipit seviyelerinde

% 80 oraninda azalma meydana geldigi tespit edilmistir (Lee vd., 2013).

C. setidens’in su ekstresinin yiiksek yagl diyet uygulamasi ile obezite
olusturulan C57BL/6 farelerindeki antiobezite etkisinin degerlendirildigi bir
arastirmada, ekstrenin 360 mg/kg dozda farelerin viicut agirliklarini belirgin sekilde
azaltt1g1, yag dokusu adiposit hiicrelerini daralttig1 ve serum trigliserit, total kolestrol
ve glukoz diizeylerini disiirdiigii tespit edilerek, bitkinin obezite tedavisinde

kullanilabilir oldugu sonucuna varilmistir (Lee ve ark., 2015).
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C. setidens’in metanol ekstresinin yiiksek yagli diyet uygulamasi ile obezite
olusturulan C57BL/6 farelerinde 25, 50, 100, 200 mg/kg dozlarinda antiobezite
etkisinin arastirilldigi bir baska c¢alismada, bitkiye ait ekstrenin farelerin viicut
agirliklarim1 azaltmasi, yag dokusu adiposit hiicrelerini daraltmasi ve proliferator
aktive reseptor-y (PPAR-y), CCAAT-arttirici-baglayict protein-o. (C/EBPa), sterol
diizenleyici element baglayici protein 1-c (SREBP-1c) ve FAS gen ekspresyon
diizeylerini azaltmasi1 nedeniyle obezite tedavisinde kullanilabilme potansiyelin

oldugu belirtilmistir (Cho ve ark., 2017).

1.5 Obezite Hakkinda Genel Bilgiler

Insan sagligim tehdit edecek sekilde anormal ya da asir1 yag birikimi olarak
tanimlanan obezite, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, diyabet, baz1 kanser tiirleri, kas ve
iskelet sistemi rahatsizlar1 gibi bircok hastaligin temelini olusturan, ciddi ve kiiresel

bir saglik problemidir (Aktar ve ark., 2017; Hruby ve Hu, 2014).

1.5.1 Goriillme Sikhg:

Yiiksek gelire sahip tlkelerde, 1970 ve 1980’11 yillarda hizla artis gdsteren
obezite, bu yillardan sonra orta ve diisiik gelirli iilkelerde de yayginlasmaya

baslayarak kiiresel bir saglik problemine doniismiistiir.

2008 yilinda diinya niifusunun 1,46 milyarim asir1 kilolu ve 502 milyonunu
obez bireyler olusturmakta olup (Swimburn ve ark., 2011), 2014 yilinda bu rakamlar
artis gostererek asir1 kilolu ve obez yetigkin sayist 2,1 milyar seviyesine ulagmistir.
Ayni1 yilda diinya ¢capinda meydana gelen Sliimlerin %5°1 obeziteyle iliskilendirilmis
olup obezitenin ciddi ekonomik kayiplara neden oldugu tespit edilmistir (Tremmel
ve ark., 2017). Diinya Saglik Orgiitii son verilerine gére diinya niifusunun % 13’i

obez, % 39’u ise asir1 kilolu bireylerden olugsmaktadir (Bonamichi ve ark., 2018).
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Obezitenin goriilme siklig1 yillara gére bu oranlarda artis gosterdigi takdirde,
2030 yilinda diinya niifusunun %38’ini asir1 kilolu ve %20’sini ise obez bireylerin
olusturacagi, dolayisiyla obezitenin, giderek artan oranlarda saglik problemlerine ve
ekonomik kayiplara yol agacagi ongorilmektedir (Hruby ve Hu, 2014; Tremmel ve
ark., 2017).

1.5.2 Obezite ve Dislipidemi Tliskisi

Lipitlerin organizmada kullanimi, tasinmasi ve depolanmasi bir¢ok metabolik
stiregle ilgkilidir. Lipit iceren bir 6glinden sonra, trigliseritler bagirsak liimeninde
serbest yag asitlerine ve 2-monoagilgliserole doniistiiriilerek enterositlere pasif
difiizyon ya da spesifik tasiyicilarla alinmaktadir. Enterositlerde kolestrol, kolestrol
esterlerine doniisiirken, serbest yag asitleri ve 2-monoagilgliserol yeniden birleserek
trigliseritleri meydana getirirler. Sonrasinda kolestrol esterleri, trigliseritler,
fosfolipitler ve apolipoprotein B48 (Apo48) silomikronlar1 olustururlar.
Silomikronlar lenfatik sistem aracalifiyla salgilanirlar ve dolasima katilirlar (Klop ve

ark., 2013).

Silomikronlarin sentezine benzer sekilde gergeklesen ¢ok disiik dansiteli
lipoproteinlerin (VLDL) sentezi, karacigerde trigliseritler ve serbest yag asitlerden
hareketle  gerceklesmektedir.  Silomikronlarin  sentezinden  farkli  olarak
apolipoprotein olarak Apo B100 VLDL’nin yapisina katilmaktadir (Klop ve ark.,
2012).

Silomikron ve VLDL kalp, iskelet kas1 ve yag dokusu i¢in gerekli enerjinin
kullanim1 ve depolanmasi i¢in 6nemli olan serbest yag asitlerinin temel kaynagidir.
Trigliseritlerce zengin olan lipoproteinlerin yeterli oranda sentezi serbest yag

asitlerinin dolagima katilabilmesi i¢in gereklidir (Goldberg ve ark., 2009).

Lipoliz siireciyle lipoprotein lipaz aracilifiyla silomikronlar silomikron

kalintilarina doniistirken, VLDL daha yiiksek oranda kolestrol iceren ara dansiteli
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lipoproteine (IDL) donlismektedir. IDL’den benzer sekilde lipoprotein lipaz (LPL)
araciligiyla olusturulan diisiik dansiteli lipoprotein (LDL), IDL’e kiyasla daha
zengin kolestrol igerigine sahiptir ve LDL reseptorleri aracilifiyla karacigere
tasinmaktadir. LDL de hepatik lipazlar araciligiyla daha ileriye yikilabilir.
(Ramasamy, 2014).

Diger lipoproteinlerle karsilastirildiginda, daha yiiksek yogunluklu ve diisiik
boyutlu olan, farkli formlar1 bulunan yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) kolestroliin
karacigere tasinmasinda onemli rol oynamaktadir. HDL, homeostazin saglanmasinda

ve lipid metabolizmasinda etkin olarak islev gérmektedir (Zhou ve ark., 2015).

Dislipidemi obeziteyle iliskili olarak lipoproteinlerin asiri iretimi ya da
eksikligi sonucunda meydana gelen lipoprotein metabolizmasi1 bozuklugudur. LDL,
kolestrol, trigliseritlerin diizeylerinin artmast ve HDL diizeyinin azalmasi gibi
etkilerin ortaya c¢ikmasiyla olugmaktadir. Obeziteden kaynakli dislipidemide,
karacigere serbest yag asidinin iletiminin artisi, trigliseritlerin hepatik birikimine yol
acarak hipertrigliseridemi olusumuna neden olmaktadir. Trigliseritlerin karacigerdeki
artist, VLDL ve silomikronlar arasindaki lipoprotein lipaz rekabetine bagli olarak
silomikronlarin lipolizinin azaltirkken ve VLDL'in karacigerdeki sentezinin
artirmaktadir. Hipertrigliseridemi ayrica, kolestrol esteri tasiyici protein (KETP)
araciligiyla VLDL ile LDL ve HDL arasindaki trigliserit ve kolestrol ester transferini
artirmaktadir. Bu durum HDL-C konsantrasyonunun azalmasina ve LDL’nin
trigliserit igeriginin artmasina yol agmaktadir. Trigliserit bakimindan zengin LDL
parcaciklar lipazlar aracilifiyla daha ileriye yikilarak oksidatif 6zelligi nedeniyle
aterojenik etkili, yavas metobolize olan daha kiicik LDL parcaciklarina
dontigebilirler (Ahn ve Kim, 2011; Bays ve ark., 2013; Klop ve ark., 2013; Singh ve
ark., 2011).
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Sekil 1.12. Obezitedeki lipoprotein metabolizmas1 (HL: Hepatik Lipaz, KE:
Kolestrol Esteri, KETP: Kolestrol Ester Tasiyict Protein, SYA: Serbest Yag Asiti,
TG: Trigliserit) (Klop ve ark., 2013)

1.5.3 Obezite, Insiilin Direnci ve Enflamasyon iliskisi

Insiilin direnci, serum glukoz seviyesinin normal diizeyde olmasina karsin
insliline duyarli iskelet kasi, karaciger ve beyaz yag dokusu’nun insiiline ve
metabolik etkilerine kars1 daha az duyarli hale gelmesiyle baslamaktadir (Chen ve
ark., 2015). Insiilin direnci kontrol altina alimmadig1 takdirde glukoz toleransmin
bozulmasiyla Tip 2 diyabete neden olabilmektedir. Diyabet insiilin direncinin
goriildiigli  hiperinsiilinemi evresi, prediyabet ve diyabet olmak ii¢ evrede
incelenmektedir. Normal glukoz seviyesi ve yiiksek insiilin seviyesiyle karakterize
hiperinsiilinemi evresi kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi bir¢ok hastalikla dogrudan

iligkilidir (Sun ve ark., 2008; Yang ve ark., 2016).
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Bir¢ok hastalikla iligkilendirilen insiilin direnci insiilin sinyal yolagindaki bir
sorundan, mikrovaskiiler bir bozukluktan ya da enflamasyondan kaynaklanabilir.
Insiilin direnci i¢in obezitedeki temel risk faktdrii, asir1 beslenmeyle ortaya ¢ikan
kronik diisiik dereceli enflamasyonun insiilin duyarliligini1 azaltmasidir (Chen ve ark.,

2015; Gregor ve Hotamisligil, 2011).

Kilo almaya bagli olarak yag dokusu hiicreleri adipositlerde gozlemlenen
boyutsal artis sitokin ve kemokin salgilanmasina, bagisiklik hiicreleri
infiltrasyonuna, yag asiti metabolizmasinda degisikliklere neden olmaktadir.
Adipositlerdeki boyutsal artis, TNF-a, interlokin-15 (IL-15 ) ve IL-6 gibi
proenflamatuvar sitokinlerin artigina, leptin direncine, antienflamatuvar etkili
adiponektinin diizeyinin azalmasina, T hiicre infiltrasyonuna ve antienflamatuvar
ozellikli yag dokusu makrafojlarinin (M2), proenflamatuvar 6zellikli yag dokusu
makrafojlarma (M1) doniisimiine neden olmaktadir. Obeziteden kaynakli
adipositlerdeki lipit seviyesindeki artis; c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve niikleer
faktor kappa B (NF-xkB) sinyal yollaklarini aktive ederek benzer sekilde
proenflamatuvar sitokinlerin {iretimininin artisina yol agmaktadir. Tiim bu etkiler
obeziteden kaynakli enflamasyonu tetiklemektedir (Chawla ve ark., 2015; Esser ve

ark., 2014; McArdle ve ark., 2013; Samad ve Ruf, 2013).

Kronik enflamasyondan sorumlu temel proenflamatuvar sitokinlerden TNF-a
adipositlerdeki lipolizi ve insiilin reseptorii substrati-1 serin/treonin fosforilasyonunu
arttirarak insiilin direncine neden olmaktadir (Ilyas ve ark., 2017; Tahergorabi ve
Khazaei ark., 2013); IL-1p8, B hiicrelerinin insiilin duyarliligin1 azaltarak periferal
dokularda ve makrofajlarda insiilin sinyal yolagini1 olumsuz yonde etkileyerek insiilin

direncinin olusumuna katki saglarlar (Chen ve ark., 2015; Greenberg ve Obin, 2006).
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Sekil 1.13. Obezite, enflamasyon ve insiilin direnci iligkisi (Samad ve ark., 2013)

Makrofajlarin  fagositik kapasitesini azaltarak, interferon vy iiretimini
baskilayarak ve NF-kB sinyal yolagini inhibe ederek antienflamatuvar etki gosteren
adipokinlerden adiponektin, glikojenez ve lipojenezi azaltarak ve glukoz kullanimi
artirarak hepatik insiilin direncini iyilestirir (Dias ve ark., 2018; Ellulu ve ark., 2015).
Yag dokusundan salgilanan adipokinlerden leptinin istah1 baskilayict ve enerji
tiikketimini artiric1 etkinligi bulunmaktadir. Insiilin direncinin ilerleyisinde leptinin
rolli istah ve enerji homestaziyla dogrudan iliskilidir. Leptinin istah1 baskilayici
etkisine ragmen obez bireylerde leptin seviyesinin arttig1 gozlemlenmistir. Yapilan
aragtirmalar gostermistir ki, obeziteyle birlikte leptin seviyesi artmasina ragmen
leptinin etkili olamamasinin sebebi obeziteyle birlikte gelisen leptin direncidir (Chen

ve ark., 2015; Yadav ve ark., 2013).

47



1.5.4. Obezite Tedavisindeki Yaklasimlar

Diyabet, hipertansiyon, osteoartrit ve kardiyavaskiiler rahatsizliklar gibi bir ¢ok
rahatsizlikla dogrudan iliskili obezite, daha oOnce de belirtildigi gibi goriilme
sikliginda gozlenen diinya ¢apindaki hizli artis sebebiyle kiiresel bir saglik sorunu
haline doniismiistiir (Na ve ark., 2011; Kaila ve Raman, 2008). Kiiresel saglik
problemi olan obezitenin tedavisinde, diyet ve fiziksel aktivitenin artirilmasi gibi
temel tedavi yaklagimlarinin yanisira lipaz enzim inhibisyonu, istahin baskilanmasi,
enerji tiikketimin uyarilmasi, adiposit farklilagsmasinin inhibisyonu, antienflamatuvar
etki ve lipit metabolimazsinin diizenlenmesi gibi etkilere yonelik terapdtik

yaklasimlar bulunmaktadir (Lopez ve ark., 2002; Yun, 2010).

1.5.4.1. Lipaz Enzim Iinhibisyonu

Pankreatik lipaz, diyetle alinan triagilgliserolleri yag asiti ve
monoagilgliserollere donligiimiinli saglayan triagilgliserollerin absorbsiyonunda
anahtar bir enzimdir (Lowe, 2002). Diyetle alinan yaglarin emiliminin pankreatik
lipazlar araciligiyla gerceklesmesi sebebiyle pankreatik lipaz inhibisyonu obezite igin
onerilen terap6tik yaklagimlardan biridir (Birari ve Bhutani, 2007). Pankreatik lipaz
inhibitori olarak giiniimiizde obezite tedavisinde kullanilan orlistatin, steatore, diyare
siskinlik ve fekal inkontinans gibi gastrointestinal yan etkileri bulunmaktadir

(Bonamichi ve ark., 2018; Drew ve ark, 2007).

1.5.4.2. istahin Baskilanmasi

Istahin baskilanmas1 yoluyla viicut agirhiginin diizenlenmesi, birgok norolojik
ve hormonal siiregle iligkilidir. Serotonin, histamin, dopamin ve reseptdrlerinin
aktiviteleri doygunluk hissi ile yakindan iliskili olmasi bu duruma kanit olarak
gosterilebilir. Bu reseptorlere yonelik tedavi yaklasimlarindan obezite tedavisinde

faydalanilabilir (Chantre ve Lairon, 2002). Santral sinir sisteminde cesitli
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hipotalamik ndropeptitlerin diizeylerindeki veya istahla ilgili monoamin yapisindaki
ndrotransmitterlerin seviyelerindeki degisiklikler istahin baskilanmasina aracilik

edebileceginden obezite tedavisinde kullanilabilirler (Wynee ve ark., 2005).

1.5.4.3. Enerji Tiiketiminin Uyarilmasi

Asirt  yaglanma, besin alimi ile enerji tiiketimi arasindaki dengenin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Kahverengi yag dokusunda obezitedeki enerji
dengesini kontrol eden UCP1 geni aracilifiyla enerji tiiketiminin uyarilmasina

yonelik yaklagimlarindan obezite tedavisinde yararlanilabilir (Yun, 2010).

1.5.4.4. Adiposit Farklilasmasinin Inhibisyonu

Obezite, yag dokusu hiicreleri adipositlerin boyutsal ve sayisal olarak artisi ile
karakterizedir (Couillard ve ark., 2000). Adiposit sayisindaki artis preadipositlerin
olgun adipositlere doniistimiinii kapsayan adiposit farklilasma siireci ile iliskilidir
(Camp ve ark., 2002). Preadipositlerin olgun adipositlere farklilasmasinda bazi
anahtar transkripsiyon faktorleri sorumludur (Farmer, 2006). PPAR-y ve C/EBP-a.
anahtar transkripsiyon faktorlerinin gorev aldigi adipojenez siirecinin baskilanmasi
obezitenin tedavisinde ve Onlenmesinde terapdtik oneme sahiptir. (Feng ve ark.,
2016; Kang ve ark., 2013 ve Wang ve ark., 2017;). PPAR-y adipogenezis siireci i¢in
gereklidir ve bu siirecteki temel transkripsiyon faktoriidiir. PPAR-y eksikliginde
preadipositler olgun adipositlere farklilasamazlar (Rosen ve ark., 2000). PPAR-y,
adipogenezde yer alan diger hedef genlerin ekspresyonunu indiikler. PPAR-y ayrica,
PPAR-ynin uyarici bolgesi iizerinden baglanabilen C/EBP-o'nin ekspresyonunu
indiiklemektedir (Tontonoz ve ark., 2008). C/EBP-a, yag asidi baglayici protein 4
(@P2), LPL ve yag FAS gibi genlerin ekspresyonunu diizenleyerek adipositlerin
terminal farklilasmasinda rol oynamaktadir (Kim ve ark., 2012; Kim ve ark., 2015;
Moseti ve ark., 2016). Adipogenezisteki bir diger transkripsiyon faktorii, SREB-1c,
PPAR-y ve C/EBP-a ekspresyonunu uyarmaktadir. SREBP-1c¢ ayrica yag asidi
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metabolizmast i¢in olduk¢a Onemli, FAS ve LPL genlerinin ekspresyonunu
diizenleyerek adipogenezis siirecine katki saglar (Kim ve ark., 1996; Miserez ve ark.,

2002; Moseti ve ark., 2016; Stephens ve ark., 2012; Wang ve ark., 2017).

1.5.4.5. FAS Geninin Baskilanmasi

FAS asetil-koenzim A prekiirsorlerinden uzun zincirli yag asitlerinin
biyosentezini katalizleyen anahtar bir lipojenik enzimdir (Boizard ve ark., 1998).
Obezite FAS gen ekspresyonu artigina neden olmaktadir (Bluher ve ark., 2014). FAS
geninin baskilanmasi, istah1 ve lipogenezisi azaltarak obezitede potansiyel bir tedavi
yaklasimi olabilir (Jayarathne ve ark., 2017, Lin ve ark., 2006 ve Loftus ve ark.,
2000;).

1.5.4.6. Anti-enflamatuvar Yaklasim

Proenflamatuvar ve antienflamatuvar sitokin ve adipokinlerin salgilanmasiyla
ilgili sorunlardan kaynakli obeziteyle birlikte gelisen kronik diisiik dereceli
enflamasyon, insiilin direnci, kalp ve damar hastaliklari, solunum sistemi
bozukluklar1 ve kanserin gelisme riskini arttirir. Obezite ve obezite kaynakli insiilin
direncinin tedavisinde obezite kaynakli enflamasyonun giderilmesine yonelik
antienflamatuvar yaklasim etkili olabilir (Jayarathne ve ark., 2017, Sears, 2009 ve
Sears ve Ricordi, 2010).

Bu ¢alismanin amaci, C. balikesirense, C. nerimaniae, C. sommieri ve C.
cepholotes’in in vivo biyolojik aktivite ¢alismalarindaki histopatolojik ve
biyokimyasal analiz ¢aligmalari, adipojenez siirecindeki anahtar transkripsiyon
faktorlerinin ve FAS gen ekspresyon diizeylerinin belirlendigi PCR ¢alismalari, in
vitro lipaz enzim inhibisyonu rehberlendiginde gergeklestirilen biyolojik aktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama g¢aligmalar1 ve YPSK c¢alismalar1 araciliiyla bitkilerin

obezite tedavisindeki terapotik potansiyelini degerlendirmektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1.Bitki Materyali

2.1.1. Arazi Calismalar1

C. balikesirense’nin toprakiistii kisimlar1 Balikesir: Balikesir-Edremit arasi,
Balya yol ayrimindan Balya'ya dogru 4. km’den (200-300 m), 04.09.2017 tarihinde
toplanmistir. Ilgili tiiriin herbaryum ornegi “Dirmenci 4934 kayit numarasiyla

Balikesir Universitesi Necatibey Egitim Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir.

Sekil 2.1. C. balikesirense toplanma yerindeki genel goriintiisii, kapitulumu
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C. nerimaniae’nin  toprakiisti ~ kisimlar1  Canakkale:  Canakkale,
Gokgeada, Gokgeada-Kuzulimani aras1 3-4. Km’den (50-100 m) makili alanlardan,
05.09.2017 tarihinde toplanmistir (Dirmenci 4935). Ilgili tiiriin herbaryum o6rnegi
“Dirmenci 4935” kayit numarasiyla Balikesir Universitesi Necatibey Egitim

Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir.

Sekil 2.2. C. nerimaniae toplanma yerindeki genel goriintiisii, kapitulumu
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C. sommieri’nin toprakiistii kisimlar1 Giimiishane: Giimiishane, Glimiishane-
Kelkit arast 42-43. Km’den (1865 m, 40.25798 N 39.46346 E)’den 06.08.2017

tarihinde toplanmustir.

Mgili tiiriin herbaryum &rnedi “Dirmenci 4844 & Arabaci” kayit numarastyla

Balikesir Universitesi Necatibey Egitim Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadur.

Sekil 2.3. C. sommieri toplanma yerindeki genel goriiniisii, kapitulumu
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C. cephalotes’in toprakiistii kisimlar1 Bayburt: Bayburt-Askale arasi, Kop
Dagi1, Kopdagr sehitligi 1-2 km batisi’ndan (8115 ft., 40.02197 N 40.50446 E)
9.08.2017 tarihinde toplanmistir (Dirmenci 4904 & Arabaci).

lgili tiiriin herbaryum &rnegi “Dirmenci 4904 & Arabaci” kayit numarastyla

Balikesir Universitesi Necatibey Egitim Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir.

Sekil 2.4. C. cephalotes toplanma yerindeki genel goriintiisii, kapitulumu

2.1.2. Bitkilerin Teshisi, Kurutulmasi ve Ogiitiilmesi

Tiirlerin teshisleri Prof. Dr. Tuncay DIRMENCI ve Prof. Dr. Turan
ARABACT tarafindan gerceklestirlmistir.

Tirlerin ¢igekli toprakiistii kisimlar1 goélgede, hava akimi olan serin bir
bolgede kurutulduktan sonra, degirmende ogiitiilip toz haline getirilerek

ekstraksiyon igslemlerinde kullanilmistir.
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2.2. Invivo Antiobezite Aktivite Calismalari

2.2.1. Sicanlara Uygulanan Ekstrelerin Hazirlanmasi

Kurutulmus ve toz edilmis C. balikesirense’nin toprakiistii kistmlar1 (1020,0 Q)
calkalayicili su banyosunda 40°C’de metanol (2 L x 8 saat x 2 kez) ile ekstre edilmis
ve siiziilmiistiir. Siizlintiiler birlestirilerek 40°C’de evaporatdr yardimiyla kuruluga
kadar ugurulmustur. Elde edilen 62,8 g ham metanol ekstresinin 20,0 g’1 in vivo
biyolojik aktivite testleri i¢in, 42,8 g’1 Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli
Fraksiyonlama Calismalar1 (BAYF) i¢in kullanilmustir.

Kurutulmus ve toz edilmis C. nerimaniae’nin toprakiistii kisimlari (1107,0 g)
ic kisma ayrilarak (369,0 g) calkalayicili su banyosunda 40°C’de metanol (2 L x 8
saat x 2 kez) ile ekstre edilmis ve slziilmiistiir. Siiziintliler birlestirilerek 40°C’de
evaporator yardimiyla kuruluga kadar ugurulmustur. Elde edilen 101,4 g ham
metanol ekstresinin 20,0 g’1 in vivo biyolojik aktivite testleri i¢in, 81,1 g’1 BAYF igin

kullanilmastr.

Kurutulmus ve toz edilmis C. sommieri’nin toprakiistii kisimlar1 (1218,0 g) ti¢
kisma ayrilarak (406,0 g) calkalayicili su banyosunda 40°C’de metanol (2 L x 8 saat
x 2 kez) ile ekstre edilmis ve siiziilmiistiir. Siiziintiiler birlestirilerek 40°C’de
evaporatér yardimiyla kuruluga kadar ugurulmustur. Elde edilen 134,6 g ham
metanol ekstresinin 20,0 g’1 in vivo biyolojik aktivite testleri i¢in, 114,6 g’1

fitokimyasal analiz ¢alismalar1 i¢in ayrilmistir.

Kurutulmus ve toz edilmis Cirsium cephalotes (1110,0 g) ii¢ kisma ayrilarak
(370,0 g) calkalayicili su banyosunda 40°C’de metanol (2 L x 8 saat x 2 kez) ile
ekstre edilmis ve siiziilmiistiir. Siziintiiler birlestirilerek 40°C’de evaporator
yardimiyla kuruluga kadar ugurulmustur. Elde edilen 70,9 g ham metanol ekstresinin

20,0 g’1in vivo biyolojik aktivite testleri i¢in, 50,9 g’1 BAYF i¢in kullanilmistir.
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In vivo biyolojik aktivite testlerinde kullanilacak ekstre miktar1 sicanlarin
ortalama agirligr 250 g kabul edilerek hesaplandiktan sonra, ekstre 200 mg/kg doza

karsilik gelecek sekilde serum fizyolojik icerisinde ¢oziilmiistiir.

2.1.2. Siganlara Uygulanan Orlistat Karisimin Hazirlanmasi

In vivo biyolojik aktivite testlerinde kullanilacak orlistat miktari sicanlarin
ortalama agirligi 250 g kabul edilerek hesaplandiktan sonra, orlistat 5 mg/kg doza

karsilik gelecek sekilde serum fizyolojik igerisinde karistirilmistir.

2.2.3. In vivo Antiobezite Aktivite

2.2.3.1. Deney Hayvanlan

Deney sirasinda agirliklar1 200-270 g arasinda olan 56 adet Spraque Dawley
tipi erkek sicanlar kullanilmistir. Agirlik takibi haftalik periyotlar halinde yapilmistir.
Sicanlar 2242 °C, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik ortamda ve bireysel kafeslerde
barindirilmigtir. Tablo 2.1°de belirtildigi gibi, Sicanlar esit sayida, 7 diyet grubuna
ayrilmistir (n= 8). Ilgili ¢alisma KTU Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurul Baskanlig
2012259-274 sayili karariyla onaylanmistir (EK-1).

Cizelge 2.1. In vivo antiobezite aktivite deney ve kontrol gruplari

Deney ve kontrol gruplar: Hayvan
adedi
Grup | Standart Yem + Serum fizyolojik (SF;) 0,5 mL (Kontrol grubu) 8 adet
Grup Il Yiiksek Yagl Diyet Yemi + Serum fizyolojik (SF5) 0,5 MI (Negatif Kontrol Grubu) | 8 adet
Grup I Yiiksek Yagl Diyet Yemi + C. balikesirense metanol ekstresi (200 mg/kg) 8 adet
Grup IV | Yiiksek Yagh Diyet Yemi + C. nerimaniae metanol ekstresi (200 mg/kg) 8 adet
Grup V Yiiksek Yagh Diyet Yemi + C. sommieri metanol ekstresi (200 mg/kg) 8 adet
Grup VI Yiiksek Yagh Diyet Yemi + C. cephalotes metanol ekstresi (200 mg/kg) 8 adet
Grup VII | Yiksek Yagli Diyet Yemi + Orlistat (5 mg/kg) (Pozitif Kontol Grubu) 8 adet
Kullamlan toplam hayvan sayisi 56 adet
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8 haftalik deney siiresince hayvanlar temelde iki kisma ayrilmistir. Birinci grup
standart yemle beslenen saglikli sicanlardan, 2-7 gruplardakiler ise yiiksek yagh
diyet yemi (Dio Rodent Prufied Diet w/60% Energy From Fat-Blue, Katalog no:
58126 (58Y1), USA) ile beslenen siganlardan olusturulmustur. 1 haftalik adaptasyon
stiresi sonrasinda, Grup I ve Grup II’ye deney siiresince giinde bir kez intragastrik
gavaj ugulamasi ile diger gruplarda verilecek maddelerin hacmi ile esit miktarda
serum fizyolojik (SF) verilmistir. Diger yiiksek yagli diyet gruplarina 1 haftalik
adaptasyon siiresi sonrasinda 56 giinliik deney stiresince giinde bir kez Tablo 1°de
belirtilen dozlarda, SF’de coziilen ekstre ve orlistat ¢ozeltileri diger gruplarla esit
hacimde intragastrik gavaj uygulamasi ile verilmistir. 57. giinde deney

sonlandirilmustir.

2.2.3.2. Biyokimyasal Analiz Calismalari

8 haftalik siire sonunda siganlarin kanlar1 alinarak ve kan sekeri 6l¢lim cihazi
ile kan glukoz seviyesi dl¢lilmiistiir. Serum analizleri i¢in antikoagiilansiz tiipe alinan
kan ornekleri oda sicakliginda pihtilagsmasi beklendikten sonra 1000 g’de 10 dakika
santrifriijlenerek serumlar1 elde edilmis, elde edilen serum orneklerinde insiilin,
trigliserit, HDL, LDL, adiponektin, leptin, TNF-a, IL-15 ve lipaz diizeyleri

belirlenmistir.

Sican serumlarindaki insiilin (Catalog No: YHB1648Hu), trigliserit (Catalog
No: YLAO576RA), HDL (Catalog No: E-EL-R0504), LDL (Catalog No: E-EL-
R0579), adiponektin (Catalog No: E-EL-R0329), leptin (Catalog No: E-EL-R0582),
TNF-a (Catalog No: E-EL-R0019), IL-15 (Catalog No: E-EL-R0012) ve lipaz
(Catalog No: SH0121) diizeyleri ticari kitler kullanilarak belirlenmistir.
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2.2.3.3. Histopatolojik Analiz Calismalari

Deney gruplarina ait yag ve karaciger dokulari ¢evre dokulardan izole edilerek
cikartilmis ve %10’luk formaldehit soliisyonu icerisine konularak tespit edilmistir.
Tespit edilen dokular daha sonra Thermo Scientific Excelsior™ AS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA) otomatik doku takip cihazinda rutin histolojik doku
takip islemlerinden gecirilmistir. Takip islemi sonrasinda dokular HistoCore Arcadia
H ve HistoCore Arcadia C (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Germany)
gomme cihazinda parafin ig¢ine gomiilerek blok haline getirilmistir. Ardindan tam
otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 5 um kalinliginda kesitler
alinmig ve doku boyama cihazi ile hematoksilen eozin (Leica autostainer XL,

Minnesota, USA) ile boyanarak kapatilmistir.

Yag dokusu histopatolojik degerlendirmeleri DP 71 (Olympus, Tokyo, Japan)
kameral1 dijital fotograf makinasina sahip 1s1tk mikroskobunda (Olympus, BX51,
Japan) yapilmis ve tiim preparatlar Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging
Solution, Germany) software programi kullanilarak fotograflanarak adiposit ¢ap
Olgiimleri de yine aymi program ile gerceklestirilmistir. Karaciger dokusu
histopatolojik degerlendirmeleri ise AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany)
kameral1 dijital fotograf makinasina sahip 151k mikroskobunda (Carl Zeiss, Axioplan 2,
Jena, Germany) yapilmig ve tiim preparatlar AxioVision AC (Microscope Software for
Materials Microscopy&Industrial Applications, USA) software programi kullanilarak

fotograflanmis ve dijital ortama aktarilmistir.

2.2.3.4. statistiksel Analiz Calismalari

Sicanlarin haftalik agirliklari, haftalar arasi agirlik farki ve haftalar arast %
agirlik degisimine, biyokimyasal parametrelerine ait veriler ve adiposit cap1 degerleri
ortalamatstandart sapma olarak verilmis ve grafiklerle ifade edilmistir. Her grubun
ortalamalari alinarak normal dagilima uygunluklart Kolmogorov-Smirnov Testi ile
kontrol  edilmistir.  Degerlerinin  karsilastirilmasinda ~ Kruskal-Wallis  testi

kullanilmistir. Ikili grup karsilastirma icin ise Mann Whitney-U testi kullanilmustir.
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2.2.3.5. PCR Cahismalari

Sicanlardan alinan yag dokulart RNA later soliisyonunda analiz siirecine kadar
-80°C'de saklanmistir. Hiicrelerden RNA izolasyonu iireticinin ydnlendirmesi
dogrultusunda hazir kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Homojenize edilmis
dokulardan izole edilen RNA dan hareketle RT-PCR yontemi ile ¢cDNA elde
edilmistir. Elde edilen cDNA o&rnekleri kullanilarak ilgilenilen gen {iriinlerinin

ekspresyon diizeyleri Real-Time PCR (qRT-PCR) yontemiyle saptanmuistir.

2.2.3.5.1. qRT-PCR Protokolii

Dokularm RNA’s1 hiicrelerden izole edilmistir. Ilk dizi cDNA 6rnekleri, RNA
orneklerinden HyperScript  First-Strand  Synthesis kit kullanilarak revers
transkripsiyon yontemi ile sentezlenmistir. Elde edilen cDNAlarda PCR yontemi ile
PPAR-y, C/EBP-a anahtar transkripsiyon faktorleri, SREBP-1c ve FAS genlerinin
ekspresyon diizeyleri saptanmistir. Hazirlanan RNA  oOrneklerinden c¢DNA
sentezlendikten sonra qRT-PCR analizi Applied Biosystems® and StepOnePlus™
Real-Time PCR cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. qRT-PCR sonuglari
incelenerek istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Real-time PCR analizi i¢in bir
internal house keeping gen (f-aktin) kullanilmistir. RT-PCR tamamlandiktan sonra
sonuglar PCR sistemi icerisindeki software ile (comparative CT (AACT) metoduna

gore analizi edilmistir (Iwasa ve ark., 2014; Jang ve ark., 2017).

Cizelge 2.2. RT-PCR ¢aligsmalarindaki genlerin primer dizileri (5'—3’)

Gen Oncii primer Ters primer

[-Aktin GTCGTACCACTGGCATTGTG GCCATCTCCTGCTCAAAGTC
C/EBP-« AGACATCAAGCGCCTACATCG TGTAGGTGCATGGTGGTCTG
PPAR-y CCCTGGCAAACGATTTGTAT AATCCTTGGCCCTCTGAGAT
SREBP-1c GCGCTACCGGTCTTCTATCA TGCTGCCAAAAGACAAGGG
FAS GATCCTGGAACGAGAACAC GACTGTGGAACACGGTGGT
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2.3. Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama Calismalar:

Bu ¢alisma ile C. balikesirense, C. nerimanaie, C. sommieri ve C. cephalotes
tirlerinin antiobezite kapasitesinin arastirilmasi amacglanmistir. In vivo biyolojk
aktivite c¢alismalar ile arastirilan Cirsium tiirlerinin metanol ekstrelerinin obezite
tedavisindeki Onemi ortaya konmustur. Bu calismalarla elde edilen on bilgiler
1s18inda, aragtirmanin daha ileriye tasinmasi, antiobezite etkiden sorumlu bilesiklerin
kesfedilmesi veya olasi sinerjik etkinin arastirilmasi amaciyla BAYF yapilmasina
karar verilmistir. Obezite tedavisindeki temel yaklasimlardan biri lipaz enzim
inhbisyonudur. Bu yaklagimdan hareketle ve in vivo caligmalarda negatif kontrol
grubuyla kiyaslandiginda ekstre uygulanan gruplarin si¢an serum lipaz diizeylerinin
diisiik olmasi, BAYF’mn in vitro lipaz inhibitor etki ¢alismalari rehberliginde
yonlendirilmesine karar verilmistir. Bu kapsamda BAYF ile oncelikle tiirlere ait
metanol ekstrelerinin, etki gozlenen ekstrelerden hazirlanan alt fraksiyonlarin, etki
gozlenen alt fraksiyonlardan cesitli kromatografik yontemlerle elde edilen diger
fraksiyonlarin lipaz inhibitor etkisi arastirlarak en etkili bilesigin izolasyonu veya

olasi sinerjik etkinin arastirilmasi hedeflenmistir.

2.3.1. Lipaz Enzim Inhibisyonu Degerlendirme Calismalari

Cirsium tiirlerinin toprakiistii kisimlarinin metanol ekstreleri ve metanol
ekstrelerinden hareketle hazirlanan alt fraksiyonlar (kloroform, etil asetat ve arta
kalan su) ve alt fraksiyonlardan hareketle BAYF sonrasinda elde edilen diger
fraksiyonlar tampon ¢ozelti ile (0.1 M Tris-HCI tamponu, pH=8.0) ile
mikroplaklardaki son konsantrasyonlar1 25, 50, 100, 200 ve 400 ug/mL olacak
sekilde diliie edilmistir. Lipaz inhibisyon diizeyleri, substrat olarak p-nitro fenil
butirat (p-NPB) (CAS:2635-84-9) kullanildigi modifiye metodla gerceklestirilmistir
(Bustanji ve ark., 2011; Jo ve ark., 2017 ve Zhang ve ark., 2008). Lipaz inhibitor
etkili orlistat pozitif kontrol i¢in kullanilmistir. Orlistat tampon ¢ozelti ile (0.1 M
Tris-HCI tamponu, pH=8.0) mikroplaktaki son konsantrasyonlar1 6,25, 12,5, 25, 50
ve 100 pg/mL olacak sekilde diliie edilmistir. Orneklerin absorbans 6lgiimleri 96
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kuyucuklu  mikroplak kullanilarak, spektrofotometre (SpetrostarNano-BMG
LABTECH) yardimiyla gerceklestirilmistir.

Deney prosediirii, mikroplaklar A, B, C ve D seklinde kodlanarak
tasarlanmustir. Mikroplaklar, A, 90 uL enzim ¢ozeltisi [(Crude porcine PL type Il
(Sigma, EC 3.1.1.3))-(200 unit/mL)], 5 uL substrat ¢ozeltisi (10 mM p-NPB
asetonitril ¢ozeltisi); 5 uL tampon ¢ozeltisi (0.1 M Tris-HCI tamponu, pH=8.0); B,
90 uL enzim c¢ozeltisi [(Crude porcine PL type Il (Sigma, EC 3.1.1.3))-(200
unit/mL)], 10 uL tampon ¢ozeltisi (0.1 M Tris-HCI tamponu, pH=8.0); C, 90 uL
enzim ¢ozeltisi [(Crude porcine PL type Il (Sigma, EC 3.1.1.3))-(200 unit/mL)], 5
uL ornek ¢ozeltisi, 5 uL substrat ¢ozeltisi (10 mM p-NPB asetonitril ¢ozeltisi); D,
90 pL enzim ¢ozeltisi [(Crude porcine PL type Il (Sigma, EC 3.1.1.3)) -(200
unit/mL)], 5 uL ornek ¢ozeltisi, 5 pL tampon ¢ozeltisi (0.1 M Tris-HCI tamponu,
pH=8.0) iceriklerinde tasarlanmistir. Substrat ¢ozeltileri iceren kuyucuklara substrat
cozeltileri ilave edilmeden once her bir mikroplak 37 °C’de 15 dk inkiibatdrde
(Memmert) inkiibasyona birakilmigtir. Sonrasinda ilgili kuyucuklara substrat
cozeltileri ilave edilerek, her bir mikroplak yeniden 37 °C’de 15 dk inkiibasyona tabi
tutulmustur. Mikroplaklar spektrofotometreye yerlestirilerek, 6rnekler ve kontrol
numunesinin absorbanslart 405 nm dalga boyunda okunmustur. A, B, C ve D
seklinde kodlanan kuyucuklara ait absorbans degerleri asagida belirtilen formiilden
yararlanirak lipaz enzim inhibisyon degerleri hesaplanmigtir. Her bir 6rnege ait, her

bir konsantrasyon 3 paralel olarak ¢aligilmistir.

% Pankreatik Lipaz Inhibisyon= [[(A-B)-(C-D)]/(A-B)]*100

Deney sonucunda belirlenen % enzim inhibisyon degerleri ve ait oldugu
konsantrasyonun logaritmasi (ordinat ve absis) seklinde grafige gecirilerek ve
olusturulan grafik denkleminden 6rneklerin lipaz enzim {izerine olan ICsy degerleri
belirlenmistir. Calisilan doz araligi disinda 1Csp degerine sahip Ornekler, lipaz

inhibitor etkili olarak degerlendirilmemistir.
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2.3.2. Etkili Tiirlerde Alt Fraksiyonlarin Hazirlanmasi

Cirsium tiirlerinin izolasyon g¢aligsmalart igin daha 6nce belirtilen sekilde elde
edilen, ¢oziiciisii evaparatorde (Heidolph) yogunlastirilan ham metanol ekstresine
kismi fraksiyonlandirilma islemi uygulanarak, kloroform, etil asetat ve arta kalan su

alt fraksiyonlar1 elde edilmistir.

Bitkisel materyale ait metanol ekstreleri su:metanol (9:1) ¢6ziicli sisteminin
300 mL’sinde siispande edilmistir. Siispande karisim ayirma hunisinde kloroform
(300 mL x 3) partitisyona tabi tutulmus ve elde edilen kloroformlu fazlarin
¢Oziiclisinlin evaparatorde yogunlastirilmasiyla kloroform alt fraksiyonu elde
edilmistir. Arta kalan sulu kisma ise benzer sekilde etil asetat ile (300 mL x 3)
partitisyona tabi tutulmus ve elde edilen etil asetat fazlarin ¢oziiciisiiniin
evaparatorde yogunlastirilmasiyla etil asetat alt fraksiyonu elde edilmistir. Arta kalan
sulu kismin ¢oziiciisiiniin yogunlastirilmasiyla ise arta kalan su alt fraksiyonunun

eldesi gerceklestirlmistir.

2.3.3. Etkili Turlerde BAYF

2.3.3.1. BAYF Tekniginde Kullanilan Kromatografik Yoéntemler Hakkinda
Bilgiler

2.3.3.1.1. Kolon Kromatografisi Uygulamalar:

[zolasyon calismalar: siiresince agik kolon kromatografisi uygulamalarindan
normal faz kolon kromatografisi, ters faz kolon kromatografisi ve sefadeks kolon

kromatografisi uygulamalarindan faydalanilmistir.
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Normal faz silika jel kolon kromatografisi

Miktar1 ayrimi1  gergeklestirilecek numunenin  miktarina ve ayrimin
gerceklestirilecegi kolon boyutlarina gore belirlenen uygun miktardaki silika jel
(0.04-0.063 mm, Cas No: 7631-86-9, Merck), ayrimi i¢in en uygun oldugu
diisiiniilen ¢oziicii ya da ¢oziicli sistemleriyle siispande edildikten sonra alt ucuna
pamuk yerlestirilen cam kolona aktarilmistir. Bir miktar daha siispande igin
kullanilan ¢oziicii ya da c¢oziici sistemi gegirilerek kolonda hava bosluklari
kalmamasi saglanmistir. Silika jelin kolonda sabitlendigine karar verildikten sonra

numune tatbik edilmistir.

Sefadeks Kolon Kromatografisi

Miktar1 numunenin miktarina ve ayrimin gerceklestirilecegi kolon boyutlarina
gore belirlenen uygun miktarda sefadeks (Sephadex LH-20, Sigma-GE 17-0090-01) ,
uygun miktardaki ¢oziicti (metanol) ile karistirilip bir siire bekletildikten sonra alt
ucuna pamuk yerlestirilen cam kolona aktarilmistir. Adsorban boyutunun kolonda
sabit kaldigina ve adsorbanin kolona yerlestigine karar verilinceye kadar baslangic
¢oziiclisii gecirilmeye devam edilmistir. Kolondaki ¢o6ziicli miktar1 adsorbanin

seviyesinin 1-2 mm yukarisindayken kolona numune tatbigine gegilmistir.

Ters faz silika jel kolon kromatoqgrafisi

Miktart numunenin miktarina ve ayirimin gerceklestirilecegi kolon boyutlarina
gore belirlenen uygun miktarda ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 25-40 um, Cas
No: 108688-10-4, Merck) yeterli miktarda su ile karigtirilarak bir siire bekletilmis ve
sonrasinda alt ucuna pamuk yerlestirilen cam kolona aktarilmistir. Adsorbanin
kolonda yerlesmesini ve suyun adsorban icerisinde dagilmasini saglamak amaciyla
vakum pompasi ile kolona negatif basing uygulanmistir. Kolonun dengeye ulastigina

karar verildikten sonra  ¢oziicii miktar1 adsorbanin seviyesinin 1-2 mm
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yukarisindayken kolona numune tatbigine gecilmistir. Ters faz silikajel kolon

uygulamasi siiresince vakum pompasi (Millipore) ile negatif basing saglanmaistir.

Numunenin Kolona Tatbik Edilmesi

Agik kolon kromatografisi uygulamalarinda numunelerin kolona tatbik

edilmesinde ¢oziicii yardimi ya da kuru tatbik yontemlerinden yararlanilmistir.

Coziicii yardimi ile tatbik yonteminden sefadeks ve ters faz silikajel kolon
kromatografisi uygulamalarinda yararlanilmistir. Uygun miktardaki numune
miimkiin olan en az miktarda, baslangi¢ eliisyon sistemine ve adsorbanin icerdigi
¢Oziicli ya da ¢oziicii sitemine uygun ¢oziicii/coziicli sisteminde ¢oziildiikten sonra
cam pipet yardimi ile kolona uygulanmigtir. Uygulama sirasinda adsorbanin {ist
yiizeyinin bozulmamasina dikkat edilmistir. Numune tatbigi sonrasinda baslangic

¢oziicli sisteminin gegirilmesi ile eliisyon siirdiiriilmiistiir.

Kuru tatbik yonteminden normal faz silika jel kolon kromatografisi
uygulamalarinda yararlanilmigtir. Numune uygun ¢oziiciide c¢oziildiikten sonra
miktari numunenin miktarina gore belirlenen uygun miktardaki silika jel (0,063-0,2
mm, Cas No: 7631-86-9, Merck) ile karistirilmistir ve kurutulduktan sonra kuru
haldeki numune ve silika jel karisimi, normal faz silikajel kolon uygulamasina uygun
sekilde hazirlanan ve dengeye ulastirilmis kolona aktarildiktan sonra, uygun ¢oziicii

sistemi ile eliisyona baslanmustir.

2.3.3.1.2. Ince Tabaka Kromatografisi Uygulamalari

Izolasyon calismalarinda elde edilen fraksiyonlarin Ince Tabaka
Kromatografisi (ITK) yontemiyle degerlendirilmesi icin, silika jel kapli hazir
aliminyum plaklardan (TLC Silica gel 60 F,s4, Merck) yararlanilmistir.
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Fraksiyonlar, cam pipet yardimiyla plaga uygun araliklarla tatbik edildikten
sonra uygun olan ¢dziicii sisteminin yer aldigi ¢oziicli tanklarinda stirliklenmistir.
ITK analizlerinde 7:2:1 v/v/v oranindaki etil asetat:metanol:su ¢oziicii sisteminden;
9:1, 8:2 ve 7:3 v/v oranlarindaki n-hekzan:etil asetat ¢oziicii sistemlerinden; 90:10:1,
80:20:2 ve 70:30:3 v/v/v oranlarindaki kloroform:metanol:su ¢oziicii sistemlerinden

yararlanilmistir.

Coziicti sistemlerinde siiriiklendikten sonra kurutulan plaklar, UV lamba
altinda 254 ve 366 nm dalga boyunda incelenmistir. Plaklara revelatér olarak %1
vanilin:H,SO, piskiirtiildiikten sonra sicaklik uygulamasi ile fraksiyonlarda

gozlemlenen lekeler degerlendirilmistir.

2.3.3.2. C. balikesirense Uzerinde Gerceklestirilen BAYF

BAYF sonucunda C. balikesirense nin alt fraksiyonlari lipaz inhibitor etki
acisindan degerlendirilmis ve en etkili alt fraksiyonun arta kalan su alt fraksiyonu

oldugu tespit edilmistir.

Arta kalan su fraksiyonu ii¢ kisma ayrilmis ve 13,9 g’1 suda siispande
edildikten sonra ters faz silika jel’in %100 su ile sartlandirilmis kolonuna (2x27 cm)
uygulanmigtir. Eliisyona 100 ml su ile baslanmis, daha sonra suyun azalan
oranlarinda (su:metanol 99:1— 0:100) gradient eliisyon siirdiiriilmistiir. 10’ar ml
toplanan 69 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar Ince Tabaka Kromatografisi
(ITK) plagina tatbik edilmis ve etil asetat:metanol:su (7:2:1) ¢oziicii sisteminde
stiriiklenmiglerdir. Benzer fraksiyonlarun birlestirilmesiyle olusturulan 11 alt
fraksiyon lipaz inhibitor etki agisindan degerlendirilmis ve en etkili fraksiyonun

CBS-RP Fr3s.36 seklinde kodlanan 35-36. fraksiyonun oldugu tespit edilmistir.

35-36. fraksiyonlar birlestirilmis ¢oziicii yogunlastirilmis (30,1 mg) ve en az
miktardaki metanolle ¢oziindiiriildiikten sonra Sefadex LH-20 kolona (2,5x15 cm)

tatbik edilmistir. Elisyon %100 metanolle yapilmis ve 15 fraksiyon toplanmustir.
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Fraksiyonlar ITK plagina tatbik edilmis ve etil asetat:metanol:su (7:2:1) ¢dziicii
sisteminde stirliklenmistir. Benzer fraksiyonlarun birlestirilmesiyle olusturulan 4 alt
fraksiyon lipaz inhibitor etki agisindan degerlendirilmis ve en etkili fraksiyonun
CBS-SE Fry.5 seklinde kodlanan 4-5. fraksiyonun oldugu tespit edilmistir. ITK de tek
leke verdigi tespit edilen bu fraksiyonlarin CBS-1 (12,3 mg) seklinde kodlanarak
yap1 aydinlatma c¢aligmalart igin spektroskopik analizinin gergeklestirilmesine karar

verilmistir.

2.3.3.2.1. C. balikesirense Uzerinde Gerceklestirilen Diger Izolasyon Calismalar

2.3.3.21.1 C. Dbalikesirense’nin Arta Kalan Su Alt Fraksiyonunda

Gergeklestirilen Diger Izolasyon Calismalar:

BAYF’da belirtildigi sekilde ters faz kolon kromatografisi uygulanan arta
kalan su fazimin 17-24. Fraksiyonlart CBS-RP Fri7.04 seklinde kodlanarak lipaz
inhibitor etkisi degerlendirilmis. 17-24. Fraksiyonlar birlestirilerek yogunlastirilmis
(45,1 mg) ve en az miktardaki metanolle ¢oziindiiriilerek Sefadex LH-20 kolona
(2,5x15 cm) uygulanmigtir. Elisyon %100 metanolle yapilmig ve 15 fraksiyon
toplanmistir. Fraksiyonlar ITK plagina tatbik edilmis ve etil asetat:metanol:su (7:2:1)
¢oziicli sisteminde siiriiklenmistir. ITK’de tek leke verdigi tespit edilen 3-4.
Fraksiyonlar birlestirilerek ¢6ziiclisii yogunlastirilmis ve CBS-2 (21,1 mg) seklinde
kodlanarak  yap1 aydinlatma c¢alismalar1 i¢in  spektroskopik  analizinin
gerceklestirilmesine karar verilmistir. CBS-2 seklinde kodlanan 3-4. fraksiyonlar

ayrica lipaz inhibitor etki agisindan degerlendirilmistir.

2.3.3.2.1.2 C. balikesirense’nin Kloroform Alt Fraksiyonunda Gergeklestirilen

Diger izolasyon Cahismalar1

Kloroform ekstresi (17,5 g), silika jel (90 g, 0.04-0.063 mm) ile %100 n-

hekzan ile siispande edilen kolon kromatografisine uygulanmistir. 17,5 g kloroform
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ekstresi en az miktardaki kloroformda ¢oziildiikten sonra 15 g silika jel (0.063-0.2
mm) ile karistirllmig ve kloroform tamamen uzaklasana kadar kurutulmustur. Kuru
haldeki silikajel ile karismis numune kolona tatbik edilerek artan polaritedeki n-
hekzan:etilasetat (100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 50:50, 0:100) ¢oziicii
sistemleriyle gradient eliisyonu gergeklestirilmistir. Baglangigtaki fraksiyonlar 50 ml
seklinde toplanmis ve sonrasinda 15 ml’lik tiiplere gegilerek, 93 fraksiyon elde
edilmistir. Fraksiyonlar ITK ile n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) c¢oziicii
sistemlerinde kontrol edilmistir. ITK de tek leke verdigi tespit edilen 64-65.
fraksiyonlar birlestirilerek ¢oziiciisii yogunlastirilmis ve CBK-1 (20,1 mg) seklinde
kodlanarak  yap1 aydmlatma ¢alismalart i¢in  spektroskopik  analizinin
gerceklestirilmesine karar verilmistir. CBK-1 seklinde kodlanan 64-65. fraksiyonlar

ayrica lipaz inhibitor etki acisindan degerlendirilmistir.
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C. balikesirense Toprakiistii Kisimlar: (1020,0 g)

6 L MeOH x 8 saat x 2

|

Metanol Ekstresi (62,8 g)
42,8 g Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama

Calismalar

20,0 g In vivo Biyolojik Akitivite Calismalar:

1) H,0:MeOH (9:1)
2) CHCI; Partitisyon
3) EtOAc Partitisyon

Kloroform Alt Fraksiyonu
(1759)

Silika jel KK
n-Hekzan: EtOAc
(100:0)—(0:100)

Fr. 64-65 (20,1 mg)
CBK-1

(13,9 9)

Arta Kalan Su Alt Fraksiyonu

Ters Faz Silika jel KK
H,O: MeOH
(100:0)—(0:100)

Fr. 17-24 (45,1 mg)

Fr. 35-36 (30,1 mg)

Sefadeks KK
MeOH

Sefadeks KK
MeOH

Fr.3-4 (21,1 mg)
CBS-2

Fr. 4-5 (12,3 mg)
CBS-1

Sekil 2.5. C. balikesirense izolasyon semasi
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2.3.3.3. C. nerimaniae Uzerinde Gergeklestirilen BAYF

BAYF sonucunda C. nerimaniae nin alt fraksiyonlari lipaz inhibitdr etki
acisindan degerlendirilmis ve en etkili alt fraksiyonun arta kalan su alt fraksiyonu

oldugu tespit edilmistir.

Arta kalan su fraksiyonu ii¢ kisma ayrilmis ve 12,7 g’1 suda siispande
edildikten sonra ters faz silika jel’in %100 su ile sartlandirilmis kolonuna (2x27 cm)
uygulanmistir. Elisyona 100 ml su ile baslanmis, daha sonra suyun azalan
oranlarinda (su:metanol 99:1— 0:100) gradient eliisyon siirdiiriilmiistiir. 10’ar ml
toplanan 67 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar ince Tabaka Kromatografisi
(ITK) plagina tatbik edilmis ve etil asetat:metanol:su (7:2:1) ¢dziicii sisteminde
stiriklenmiglerdir. Benzer fraksiyonlarun birlestirilmesiyle olusturulan 18 alt
fraksiyon lipaz inhibitor etki acisindan degerlendirilmis ve en etkili fraksiyonun
CNS-RP Frs7.55 seklinde kodlanan 57-58. fraksiyonun oldugu tespit edilmistir. ITK
de tek leke verdigi tespit edilen bu fraksiyonlarn CNS-1 (25,4 mg) seklinde
kodlanarak  yapt aydinlatma ¢alismalar1  i¢in  spektroskopik  analizinin

gerceklestirilmesine karar verilmistir.

2.3.3.3.1. C. nerimaniae Uzerinde Gerceklestirilen Diger izolasyon Cahsmalar:

2.3.3.3.1.1 C. nerimaniae’nin Arta Kalan Su Alt Fraksiyonunda Gergeklestirilen

Diger izolasyon Calismalari

BAYF’da belirtildigi sekilde ters faz kolon kromatografisi uygulanan arta
kalan su fazinin 54-55. fraksiyonlari CNS-RP Frss55 seklinde kodlanarak lipaz
inhibitor etkisi degerlendirilmis. ITK de tek leke verdigi tespit edilen 54-55.
fraksiyonlar birlestirilerek ¢oziiciisii yogunlastirilmis ve CNS-2 (42,2 mg) seklinde
kodlanarak  yapt aydmnlatma c¢aligmalar1 ig¢in  spektroskopik  analizinin

gerceklestirilmesine karar verilmistir.
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2.3.3.3.1.2 C. nerimaniae’nin Kloroform Alt Fraksiyonunda Gerg¢eklestirilen

Diger Izolasyon Calismalari

Kloroform ekstresi (24,0 g), 6n saflastirma igin silika jel (100 g, 0.04-0.063
mm) ile %100 n-hekzan ile siispande edilen kolon kromatografisine (5x20 cm)
uygulanmistir. Bu islem igin, 24,0 g kloroform ekstresi az miktardaki kloroformda
¢ozildiikten sonra 20 g silika jel (0.063-0.2 mm) ile karistirtlmis ve kloroform
tamamen uzaklasana kadar kurutulmustur. Kuru haldeki silikajel ile karismis numune
kolona tatbik edilerek artan polaritedeki n-hekzan:etil asetat (100:0, 95:5, 90:10,
85:15, 80:20, 70:30, 50:50, 0:100) ¢oziicii sistemleriyle gradient eliisyonu
gerceklestirilmistir. Baglangictaki fraksiyonlar 50 ml seklinde toplanmis ve
sonrasinda 15 ml’lik tiiplere gegcilerek, 57 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar ITK

ile n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) ¢oziicii sistemlerinde kontrol edilmistir.

43-44. fraksiyonlar birlestirilmis ve ¢oziiciisii ugurulmus. 1,6 g oldugu tespit
edilen fraksiyonlar en az miktardaki metanol ile ¢oziilerek sefadeks kolona (2,5x15)
tatbik edilmis ve eliisyon %100 metanol ile gerceklestirilmistir. Toplam 12 fraksiyon
toplanmistir. Fraksiyonlar ITK ile etil n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) ¢oziicii
sistemlerinde kontrol edilmis sonrasinda 3-5. fraksiyonlar (1,4 g) silika jel (40 g,
0.04-0.063 mm) ile hazirlanmis ve %100 n-hekzan siispande edilmis kolon
kromatografisine (2x30 cm) uygulanmistir. Bu islem i¢in, 1,4 g olan fraksiyon en az
miktardaki kloroformda ¢oziildiikten sonra 3 g silika jel (0.063-0.2 mm) ile
kanistirilmis ve kloroform tamamen uzaklasana kadar kurutulmustur. Kuru haldeki
numune kolona tatbik edilerek artan polaritedeki n-hekzan:etil asetat (100:0, 95:5,
90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 50:50, 0:100) ¢oziicii sistemleriyle gradientl1 eliisyon
gerceklestirilmistir. Fraksiyonlar 15 ml’lik tiiplerde, 51 fraksiyon elde edilmistir.
Fraksiyonlar ITK ile etil n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) ¢oziicii sistemlerinde
kontrol edilmistir. ITK’de tek leke verdigi tespit edilen 18-20. Fraksiyonlar
birlestirlerek ¢oziiciisii yogunlastirilmigs ve CNK-1 (15,1 mg) seklinde kodlanarak
yap1 aydinlatma c¢alismalart i¢in spektroskopik analizinin gergeklestirilmesine karar
verilmistir. CNK-1 seklinde kodlanan 18-20. fraksiyonlar ayrica lipaz inhibitor etki

acisindan degerlendirilmistir.
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C. nerimaniae Toprakiistii Kisimlari (1107,0 g)

6 L MeOH x 8 saat x 2 \L

Metanol Ekstresi (101,4 g)

81,1 g Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama
Calismalar:

20,0 g in vivo Biyolojik Akitivite Cahismalar:

1) H,0:MeOH (9:1)
2) CHCI; Partitisyon
3) EtOAc Partitisyon

v v

Kloroform Alt Fraksiyonu Arta Kalan Su Alt Fraksiyonu
(24,09) (12,7 g)
Silika jel KK Ters Faz Silika jel KK
n-Hekzan: EtOAc H,O: MeOH
(100:0)—(0:100) (100:0)—(0:100)

Fr. 43-44 (1,6 g)

Sefadeks KK Fr. 54-55 (42,2 mg) Fr. 57-58 (25,4 mg)
MeOH CNS-2 CNS-1
Fr.3-5(1,49)

Silika jel KK

n-Hekzan: EtOAc
(100:0)—(0:100)

Fr. 18-20 (15,1 mg)
CNK-1

Sekil 2.6. C. nerimaniae izolasyon semasi



2.3.3.4. C. sommieri Uzerinde Gergeklestirilen BAYF

BAYF sonucunda C. sommierinin alt fraksiyonlart lipaz inhibitoér etki
acisindan degerlendirilmis ve en etkili alt fraksiyonun kloroform alt fraksiyonu

oldugu tespit edilmistir.

Kloroform alt fraksiyonu (25,8 g) silika jelin (100 g, 0.04-0.063 mm) %2100 n-
hekzan silispande edilmesiyle hazirlanan kolon kromatografisine (5x20 cm)
uygulanmistir. Bu islem igin, 25,8 g kloroform ekstresi en az miktardaki kloroformda
¢oziildiikten sonra 20 g silika jel (0.063-0.2 mm) ile karistirilmis ve kloroform
tamamen uzaklasana kadar kurutulmustur. Kuru haldeki numune kolona tatbik
edilerek artan polaritedeki n-hekzan:etil asetat (100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20,
70:30, 50:50, 0:100) c¢ozicii sistemleri yardimiyla gradient eliisyon
gerceklestirilmistir. 15 ml’lik tiiplerde 119 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar
ITK ile etil n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) ¢bziicii sistemlerinde kontrol

edilmistir.

Benzer fraksiyonlarun birlestirilmesiyle olusturulan 4 alt fraksiyon lipaz
inhibitor etki agisindan degerlendirilmis ve en etkili fraksiyonlarin CSK-NP1 Frgg_109

seklinde kodlanan 86-109. fraksiyonlarinin oldugu tespit edilmistir.

86-109. fraksiyonlar (13,0 g) birlestirilerek silika jel (50 g, 0.04-0.063 mm)
ile hazirlanmig kolon kromatografisine uygulanmistir. Bu igslem igin, 13,0 g fraksiyon
en az miktardaki kloroformda ¢oziildiikten sonra 10 g silika jel (0.063-0.2 mm) ile
karistirllmis ve kloroform tamamen uzaklasana kadar kurutulmustur. Kuru haldeki
numune kolona tatbik edilerek artan polaritedeki n-hekzan:etil asetat (100:0, 95:5,
90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 50:50, 0:100) ¢oziicii sistemleri ile gradient eliiSyon
gerceklestirilmistir. 15 mL’lik tiiplerde 61 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar
ITK ile etil n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) ¢dziicii sistemlerinde kontrol
edilmistir. Benzer fraksiyonlarun birlestirilmesiyle olusturulan 12 alt fraksiyon lipaz
inhibitor etki agisindan degerlendirilmis ve en etkili fraksiyonun CSK-NP2 Fryg.30

seklinde kodlanan 29-30. fraksiyonlarin oldugu tespit edilmistir. ITK de tek leke
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verdigi tespit edilen 29-30 fraksiyonlarin ¢oziiciisii yogunlastirilmis ve CSK-1 (14,8
mg) seklinde kodlanarak yapi aydinlatma calismalari i¢in spektroskopik analizinin

gergeklestirilmesine karar verilmistir.

2.3.3.4.1. C. sommieri Uzerinde Gergeklestirilen Diger izolasyon Cahsmalar

2.3.3.4.1.1 C. sommieri’nin Klorofom Alt Fraksiyonunda Gergeklestirilen Diger

izolasyon Calismalan

BAYF’da belirtildigi sekilde iki farkli normal faz kolon kromatografisi
uygulanan kloroform alt fraksiyonunun 17-19. fraksiyonlarin ITK de tek leke verdigi
tespit edilmistir. 17-19. fraksiyonlarin ¢6ziiclisii yogunlastirilmis ve CSK-2 (14,2
mg) seklinde kodlanarak yapi aydinlatma caligmalari i¢in spektroskopik analizinin
gerceklestirilmesine karar verilmistir. 17-19. fraksiyonlar CSK-NP2 Fr7.19 seklinde

kodlanarak ayrica lipaz inhibitor etki agisindan degerlendirilmistir.
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C. sommieri Toprakiistii Kisimlari (1218,0 g)

6 L MeOH x 8 saat x 2 \L

Metanol Ekstresi (134,6 g)

114,6 g Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama
Calismalar:

20,0 g in vivo Biyolojik Akitivite Cahismalari

1) H,O:MeOH (9:1)
2) CHCI; Partitisyon
3) EtOAc Partitisyon 7

Kloroform Alt Fraksiyonu (25,8 g)

Silika jel KK
n-Hekzan: EtOAc
(100:0)—(0:100) |/
Fr. 86-109 (13,0 g)
Silika jel KK

n-Hekzan: EtOAc
(100:0)—(0:100)

Fr. 29-30 (14,8 mg) Fr. 17-19 (14,2 mg)
CSK-1 CSK-2

Sekil 2.7. C. sommieri izolasyon semasi



2.3.3.5. C. cephalotes Uzerinde Gergeklestirilen BAYF

BAYF sonucunda C. cephalotes’in alt fraksiyonlari lipaz inhibitor etki
acisindan degerlendirilmis ve en etkili alt fraksiyonun arta kalan etilasetat alt

fraksiyonu oldugu tespit edilmistir.

Etilasetat alt fraksiyonu (2,7 g) en az miktardaki metanol ile ¢oziilmiis ve
Sefadex LH-20 kolona (2,5x15) tatbik edilmistir. Eliisyon %100 metanolle yapilmis
ve 14 fraksiyon toplanmustir. Fraksiyonlar ITK plagina tatbik edilerek
kloroform:metanol:su (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3) ¢oziicii sisteminde kontrol
edilmislerdir. Benzer fraksiyonlarun birlestirilmesiyle olusturulan 4 alt fraksiyon
lipaz inhibitdr etki agisindan degerlendirilmis ve en etkili fraksiyonlarin CCE-SE Frg.

10 seklinde kodlanan 6-10. fraksiyonlarinin oldugu tespit edilmistir.

6-10 fraksiyonlar (618,0 mg) en az miktardaki suda siispanse edilerek ters faz
silika jel ile hazirlanmis kolona (2x27 cm) uygulanmistir. Eliisyona su:metanol
(90:10) ¢oziicii sitemiyle ile baslanmig, daha sonra metanoliin artan oranlarinda
(su:metanol 99:1— 0:100) gradient eliisyona devam edilmistir. 20’ser mL halinde

toplanan 25 fraksiyon elde edilmistir.

Fraksiyonlar ITK plagma tatbik edilerek kloroform:metanol:su (90:10:1,
80:20:2, 70:30:3) ¢oziicii sisteminde siirliklenmistir. Benzer fraksiyonlarun
birlestirilmesiyle olusturulan 6 alt fraksiyon lipaz inhibitor etki agisindan
degerlendirilmis ve en etkili fraksiyonlarin CCE-RP Fryg.23 seklinde kodlanan 20-23.
fraksiyonlarinin oldugu tespit edilmistir. ITK de tek leke verdigi tespit edilen bu
fraksiyonlarin CCE-1 (20,0 mg) seklinde kodlanarak yap1 aydinlatma ¢aligmalari igin

spektroskopik analizinin gerceklestirilmesine karar verilmistir.

75



2.3.3.5.1. C. cephalotes Uzerinde Gerceklestirilen Diger izolasyon Calismalar

2.3.3.5.1.1 C. cephalotes’in Etil Asetat Alt Fraksiyonunda Gergceklestirilen Diger

izolasyon Cahsmalar

BAYF’da belirtildigi sekilde sefadeks ve ters faz kolon kromatografisi
uygulanan etil asetat alt fraksiyonunun ters falan kolon kromatograsi sonrasinda elde
edilen 16-17. fraksiyonlar1 CCE-RP Frig.17 seklinde kodlanarak lipaz inhibitor etkisi
degerlendirilmis. ITK’de tek leke verdigi tespit edilen 16-17. fraksiyonlarin ¢oziiciisii
yogunlastirilmis ve CCE-2 (33,2 mg) seklinde kodlanarak yapi aydinlatma

calismalari i¢in spektroskopik analizinin ger¢eklestirilmesine karar verilmistir.

2.3.3.5.1.2 C. cephalotes’in Kloroform Alt Fraksiyonunda Gergeklestirilen Diger

izolasyon Cahsmalar:

Kloroform alt fraksiyonu (15,6 @), silika jel (100 g, 0.04-0.063 mm) ile
hazirlanmis kolon kromatografisine (5x20 cm) uygulanmistir. Bu islem i¢in, 15,6 g
kloroform alt fraksiyonu en az miktardaki kloroformda ¢6ziildiikten sonra 13 g silika
jel (0.063-0.2 mm) ile karigtirllmis ve kloroform tamamen uzaklasana kadar
kurutulmustur. Kuru haldeki numune kolona tatbik edilerek artan polaritedeki n-
hekzan:etil asetat (100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 50:50, 0:100) ¢oziicii
sistemleriyle gradient eliisyon gergeklestirilmistir. Baslangictaki fraksiyonlar 50 ml
seklinde toplanmis ve sonrasinda 15 mL’lik tiiplere gecilerek, 78 fraksiyon elde
edilmistir. Fraksiyonlar ITK ile etil n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) ¢dziicii
sistemlerinde kontrol edilmistir. ITK da tek leke verdigi tespit edilen 59-60 numarali
fraksiyonlarin ¢6ziiclisii yogunlastirilmis ve CCK-1 (16,1 mg) seklinde kodlanarak
yap1 aydinlatma calismalari i¢in spektroskopik analizinin gerceklestirilmesine karar
verilmistir. CCK-1 seklinde kodlanan 59-60. fraksiyonlar ayrica lipaz inhibitor etki

acisindan degerlendirilmistir.
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C. cephalotes Toprakiistii Kisimlar: (1110,0 g)

6 L MeOH x 8 saat x 2 ‘l’

Metanol Ekstresi (70,9 g)

50,9 g Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama
Calismalar

20,0 g in vivo Biyolojik Akitivite Cahsmalar

1) H,0:MeOH (9:1)
2) CHCI; Partitisyon
3) EtOAc Partitisyon

Kloroform Alt Fraksiyonu Etil Asetat Alt Fraksiyonu
(156 9) 279
Silika jel KK Sefadeks KK
n-Hekzan: EtOAc MeOH
(100:0)—(0:100)

Fr. 6-10 (618,0 mg)

Fr. 59-60 (16,1 mg)

H,O: MeOH

CCK-1 Ters Faz Silika jel KK

(100:0)—(0:100)

Fr. 16-17 (33,2 mg)
CCE-2

Fr. 20-23 (20,0 mg)
CCE-1

Sekil 2.8. C. cephalotes izolasyon semasi
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2.3.3.6. izole Edilen Bilesiklerin Yapilarmmin Tayini

Bilesiklerin yapilarmin tayinleri Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
(NMR) ve Kiitle Spektroskopisi (KS) ile gerceklestirilmistir. Bilesiklerin dotero
metanol (CD30D) ve doétero kloroform (CDCl3) ile hazirlanan ¢6zeltilerinin NMR
spektrumlar;, Karadeniz Teknik Universitesi Merkez Labortuvari’nda bulunan
Bruker Ascend 400 MHz NMR spektrometresi ile alinmistir. Metanol ve kloroform
igerisinde ¢Oziilen bilesiklerin kiitle spektrumlari, Waters Alliance ve Micromass ZQ

cihaz1 ile Recep Tayip Erdogan Universitesi’nde almmistir.

2.4. Calisilan Cirsium Tiirlerinin YPSK Analizi

Calisilan  Cirsium tirlerinin - YPSK analizi, tarafimizdan validasyonu

gergeklestirilen yeni yontemle gergeklestirilmistir (Korkmaz ve ark., 2019).

2.4.1 Standart ve Ornek Céozeltilerinin Hazirlanmasi

Gelistirilen YPSK yonteminde standart olarak literatiir taramalarinda Cirsium
tiirlerinde oldugu tespit edilen ve etkilerinden dolay1 obezite tedavisinde kullanilma
potansiyeli olan benzoik asit, p-OH benzoik asit, kersetin, kumarik asit, sinapik asit,
siringaldehit ve vanillik asit bilesikleri kullanilmistir. Standartlara ait stok ¢ozeltiler
(100 pg/mL) hazirlandiktan sonra YPSK analzi o6ncesi 0,45 pum boyutundaki
membran filtrelerden siiziilmiistiir. Kantitatif analizlerde kullanilmak iizere
kalibrasyon egrisi elde edilmesi i¢in, standartlara ait stok ¢o6zeltisi, bes farkli
konsantrasyon araliginda (5, 10, 25, 50, 100 pg/mL) seyreltilmistir. Calisilan
Cirsium tiirlerine ait metanol ekstreleri 10 mg/mL ekstre, konsantrasyonunda olacak
sekilde metanol (HPLC-Grade) ile hazirlanmis ve benzer sekilde YPSK analizi

oncesi 0,45 um boyutundaki membran filtrelerden siiziilmiistiir
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2.4.2. YPSK Analizi Sartlar

Zorbax marka C18 (150 x 4.6 mm, 5 pm) kolonunun kullanildigi YPSK
analizinde Shimadzu Corporation, LC 20AT, Kyoto, Japonya YPSK cihazindan
yararlanilmistir. YPSK yontemine ait akis hiz1 1,5 ml/dk ve enjeksiyon hacmi 20
puL’dir. Analiz igin, A ¢ozeltisi: %100 metanol ve B ¢ozeltisi: %2 asetik asit:su (pH
2,65) ¢oziicii sistemleri kullanilmis olup, 0-3. dakika 20:80 (A ¢ozeltisi:B ¢ozeltisi);
4-6. dakika 30:70 (A ¢ozeltisi:B ¢ozeltisi); 7-9. dakika 40:60 (A ¢ozeltisi:B
¢ozeltisi); 10-11. dakika 45:55 (A ¢ozeltisi:B ¢ozeltisi); 12-13. dakika 50:50 (A
¢ozeltisi:B ¢ozeltisi); 14-15. dakika 60:40 (A ¢ozeltisi:B ¢ozeltisi) ve 16. dakika
80:20 (A c¢ozeltisi:B ¢ozeltisi) oranlarindaki gradient eliisyon programi
uygulanmistir. DAD dedektorii ile 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270 ve 280

nmde Ol¢timler gerceklestirilmistir.

2.4.3. YPSK Yonteminin Validasyonu

ICH klavuzu dogrultusunda gelistirilen YPSK yonteminin validasyonu
dogruluk, dogrusallik, kesinlik, LOD, LOQ ve segicilik parametreleri iizerinden

gerceklestirilmistir.

Dogrulugun degerlendirilmesi i¢in standart karisimlara ait 5, 25 ve 50 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ozeltiler yukarida belirtilen YPSK analizi sartlarinda ii¢ kez
siriiklenmis ve bu siirliklenmeler sonrasinda hesaplanan miktarlar, beklenen
miktarlarla karsilastirilarak belirlenen % Geri doniisiim degerleri ortalama standart +
sapma olarak ifade edilmistir. Dogrusalligin degerlendirilmesi i¢in 5, 10, 25, 50 ve
100 ug/mL standart karisimi ¢ozeltileri i¢in yukarida belirtilen YPSK analizi sartlart
bes kez uygulanmis ve pik alanlar1 ve ilgili konsantrasyonlardan hareketle elde edilen
kalibrasyon grafiginin regresyon denklemi ve denkleme ait korelasyon katsayisi
belirlenmigtir. Algilama ve nicelik siirlarinin (LOD ve LOQ) belirlenmesi icin ise
sinyal/gliriiltii yontemi kullanilmistir. Kesinligin degerlendirilmesi i¢in giin i¢i ve

giinler arasi gerceklestirilen YPSK analizlerinin, alikonma siirelerinin ve % pik
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alanlarinin bagil standart sapma degerleri belirlenmistir. Pikler arasindaki ayirma

giicli degerlendirilerek de yontemin segiciligi belirlenmistir.

2.5. In vitro Sitotoksik Aktivite Tayini

2.5.1 Hiicre Kiiltiiri

3T3-L1 preadiposit hiicreleri (ATCC, CL-173; USA) kiiltiir besiyeri igerisinde
(DMEM, %10 FBS, 100 U/ml penisilin, 100 pg/mL streptomisin) 37 °C’de, %5
COg’li ortamda 2 giin inkiibe edilmistir. Hiicrelerin tutunma orani %80’e ulastiginda
besiyeri adipositlere farklilastirma besiyeri (DMEM, %10 FBS, 0.5 mM 3-izobiitil-1-
metil ksantin, 0,5 uM deksametazon, 1,7 pM insiilin) ile degistirilmis, 3 giin
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda besiyeri, farklilasma sonrasi besiyeri ile
(DMEM, %10 FBS, 1,7 uM insiilin) degistirilerek, 2 giin inkiibasyona birakilmistir.
Hiicrelerdeki degisim mikroskobik olarak degerlendirildikten sonra hiicreler %10
FBS igeren DMEM besiyerinde, 2 giin inkiibasyona birakilmistir (Du ve ark., 2016;
Inafuku ve ark., 2013; Kim ve ark., 2016; Lee ve ark., 2016 ve Schmida ve ark.,
2005).

2.5.2. Sitotoksik Aktivite

Tiirlerin metanol ekstrelerinin (50 pg/ ml, 100 pug/ ml) uygulandig: besiyerleri,
farklilasmis adiposit hiicrelerinde 72 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmas,
sitotoksik aktivite MTT yontemi ile degerlendirilmistir (Du ve ark., 2016; Inafuku ve
ark., 2013; Kim ve ark., 2016; Lee ve ark., 2016 ve Schmida ve ark., 2005). MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) bir tetrazolyum tuzu olup,
canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifiktir. Bu
yontemde, canli hiicrelerin mitokondrisinde yer alan siiksinat-dehidrogenaz enzimi,
MTT boyasinin tetrazolium halkasin1 pargalayarak suda ¢oziinmeyen formazan

tuzlart olusturmasi prensibine dayanir. MTT yOnteminin uygulamasi i¢in, hiicreler 4
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saat MTT boyasinda birakilmis ve her bir kuyucugun 570 nm’de absorbansi
dlciilmiistiir. Inhibitdr iermeyen besiyerlerine ait kontrol grubunun canlilik orani
%100 kabul edilerek, ektstrelerin sitotoksik  aktivitelerinin yiizde degerleri
belirlenmistir (Du ve ark., 2016; Inafuku ve ark., 2013; Kim ve ark., 2016 ve
Schmida ve ark., 2005).
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3. BULGULAR

3.1 In vivo Antiobezite Aktivite Caliymalarina Yonelik Bulgular

3.1.1. Agirhik, Agirhik Farki ve % Agirhk Degisimine Ait Bulgular

8 haftalik deney siiresi sonunda elde edilen verilere goree Grup Il (negatif

kontrol grubu) ile karsilastirildiginda, agirlik ortalamasindaki en biiyiik azalma

pozitif kontrol grubu olan Grup VII’de goézlenirken, Grup H1’iin, Grup IV’in, Grup

V’in ve Grup VI'nin da agirlik ortalamalarinin azaldigi gézlenmistir.

Cizelge 3.1. Gruplarin haftalara gore agirlik ortalamalar:

Ortalama agirhk (g) £ SS
GRUP | GRUP Il | GRUP Il | GRUP IV GRUPV | GRUPVI | GRUPVII
0. HAFTA| 2301 233,2 2233 2359 231,0 224,4 2248
+10,30 +15,03 +9,26 +7,21 +15,38 +9,12 + 6,24
1. HAFTA| 2459 267,1 256,1 268,3 263,2 255,9 254,8
+10,72 +16,67 +9,83 +6,21 + 14,52 +10,69 +8,29
2. HAFTA| 259,6 291,0 271,7 283,6 280,5 269,2 266,5
+10,73 +17,21 +9,55 +5.22 +13,56 +10,01 +8,62
3. HAFTA| 2721 312,3 284,8 296,2 294,0 279,8 2734
+10,41 + 18,39 +9,47 +6,08 +14,13 + 8,78 +8,78
4. HAFTA| 2845 3314 296,7 304,9 306,4 289,0 273,7
+10,53 + 19,69 + 8,06 +7,70 +16,01 +7,83 +10,38
5.HAFTA| 2959 349,6 309,0 309,2 316,4 297,7 276,8
+10,77 +19,70 + 8,56 +5,17 + 18,10 +7,02 +10,84
6. HAFTA| 3057 365,9 319,0 315,2 323,3 302,4 280,5
+10,84 +19,76 + 10,54 +7,32 + 19,68 +6,10 + 11,01
7.HAFTA| 3140 381,7 321,8 319,7 328,7 304,9 282,9
+ 10,68 + 18,81 + 10,09 + 7,66 +19,93 +6,30 + 11,64
8. HAFTA| 3213 396,4 325,6 324,4 333,8 308,9 2849
+ 10,69 + 19,14 +9,43 +9,77 +20,55 +6,38 +12,10

Grup I: Standart Yem + Serum fizyolojik (SF;) 0,5 mL (Kontrol grubu); Grup II: Yiiksek Yagl Diyet
Yemi + Serum fizyolojik (SF,) 0,5 M1 (Negatif Kontrol Grubu); Grup III: Yiiksek Yagh Diyet Yemi
+ C. balikesirense metanol ekstresi (200 mg/kg); Grup IV: Yiiksek Yagh Diyet Yemi + C.
nerimaniae metanol ekstresi (200 mg/kg); Grup V: Yiiksek Yaglh Diyet Yemi + C. sommieri
metanol ekstresi (200 mg/kg); Grup VI: Yiiksek Yagl Diyet Yemi + C. cephalotes metanol ekstresi
(200 mg/kg); Grup VII: Yiiksek Yagl Diyet Yemi + Orlistat (5 mg/kg) (Pozitif Kontol Grubu)
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Agirlik ortalamasi verilerine gore 8 haftalik deney siiresi sonunda Grup |
(Kontrol Grubu)’in ortalama agirligin 321,3 g, Grup II (Obezite Grubu)’nin 396,4 g
ve Grup VII (Pozitif Kontrol Grubu)’nin 284,9 g oldugu tespit edilmistir. Tirlerin
metanol ekstrelerinin etkisinin incelendigi Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI’nin
ortalama agirliklari ise sirasiyla 325,6, 324,4, 333,8 ve 308,9 g olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Gruplarin haftalara gore agirlik ortalamalarinin sematik gosterimi (Grup I
Standart Yem + Serum fizyolojik 0,5 mL; Grup II: Yiiksek Yagli Diyet Yemi + Serum
fizyolojik 0,5 mL; Grup III: Yiiksek Yagli Diyet Yemi + C. balikesirense metanol ekstresi
(200 mg/kg); Grup IV: Yiiksek Yagh Diyet Yemi + C. nerimaniae metanol ekstresi (200
mg/kg); Grup V: Yiiksek Yagh Diyet Yemi + C. sommieri metanol ekstresi (200 mg/kg);
Grup VI: Yiiksek Yagh Diyet Yemi + C. cephalotes metanol ekstresi (200 mg/kg); Grup
VII: Yiiksek Yagli Diyet Yemi + Orlistat (5 mg/kg))

Agirhik farki verilerine gore Grup DI’in aldigi toplam agirlik miktarinin
ortalamas1 91,16 g, Grup II'nin 163,25 g, Grup VII'nin 60,11 oldugu tespit
edilmigstir. Tirlerin toprakiisti kisimlarmi metanol ekstrelerinin  etkisinin

incelendigi Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI i¢in bu degerlerin sirasiyla
102,24, 88,48, 102,84 ve 84,51 g oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Gruplarin haftalara gore aldiklar1 agirlik miktarinin sematik gosterimi

% Agirlik degisimi verileri haftalara gore degerlendirildiginde Grup VII i¢in en
diisiik 0,17 olan % agirlik degisimi 4. haftada, Grup I1l, Grup IV ve Grup VI igin bu
degerler sirasiyla %1,26, % 1,90 ve 1,15 oranlarinda 7. haftada, Grup V i¢in % 2,24

olan bu deger ise 8. haftada gézlemlenmistir.
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Sekil 3.3. Gruplarin haftalara gore % agirlik degisiminin sematik gosterimi
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8 haftalik deney siiresi sonunda gruplar gorsel olarak degerlendirildiginde de

obezite grubuna gore diger gruplara ait siganlarin daha zayif oldugu degerlendirildi.

\ Vi Vil

Sekil 3.4. 8 haftalik deney siiresi sonunda gruplara ait genel goriintii
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Benzer sekilde deney siiresi sonrasinda karin i¢i yag dokusunun genel
goriintlisii degerlendirildiginde obezite grubunun diger gruplarla kiyaslandiginda

daha yiiksek oranda karin i¢i yag igerdigi gozlemlendi.

Sekil 3.5. 8 haftalik deney siiresi sonunda gruplara ait karin i¢i yag dokusu genel
goruntiisu

Veriler 1s18inda kontrol grubu, negatif kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda
pozitif kontrol grubundan daha disiik oranda olmakla beraber tiirlerin metanol

ekstrelerine ait gruplarin viicut agirlhigini azalttigi tespit edilmistir.

3.1.2. Biyokimyasal Analiz Calismalarina Yonelik Bulgular

Obeziteyle birlikte geligsebilen dislipideminin degerlendirilmesi amaciyla
biyokimyasal parametrelerden sican serum HDL, LDL ve trigliserit diizeyleri
belirlenmistir. Ayrica yag dokusundan salgilan obeziteyle iligkilli adiponektin ve
leptin diizeyleri de degerlendirilmisitr. Negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda

(Grup 1) tiirlerin metanol ekstresine ve pozitif kontrole ait gruplarda serum LDL,
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trigliserit, leptin seviyeleri azalirken, HDL ve adiponektin diizeylerinde artis

gozlenmistir.

Cizelge 3.2. Gruplara ait baz1 biyokimyasal parametrelerin degerleri

HDL LDL Trigliserit Adiponektin Leptin

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (ng/mL) (ng/dL)
Grup | 90.49 +3.21 47.65 £ 1.56 73.87+5.12 9.07 £1.17 1.70 £ 0.09
Grup Il 64.2 6 +4.82 55.60 +3.17 124.86 + 6.56 5.11+0.98 4.09+ 0.21
Grup I 76.92 +5.36 40.31 +£3.19 94.05 +7.19 6.94 +1.99 2.32+0.82
Grup IV 69.32£3.92 29.72 £4.27 89.72 £6.18 9.14 +0.86 2.74 +£0.91
Grup V 68.41 £2.78 34,79 +£3.37 97.71 £3.89 543 +£0.38 3.24+ 0.45
Grup VI 9497 +£4.18 49.20 £2.82 104.50 + 6.48 9.76 +1.86 2.59+0.69
Grup VII 86.59 +2.83 44.03 +4.27 82.88 £4.69 9.34 £2.01 1.93+ 0.71

Obeziteyle iligkili kronik enflamasyonun degerlendirilmesi amaciyla siganlarin

serum TNF-a ve IL-1p diizeyleri belirlenmistir. Ticari kitlerle belirlenen, si¢anlarin

serum TNF-a diizeyleri degerlendirildiginde, C. nerimaniae metanol ekstresi

uygulanan (Grup V) ve C. sommieri metanol ekstresi uygulanan (Grup V) gruplarda

daha belirgin olmakla birlikte tiim gruplardaki serum TNF-o diizeyinin negatif

kontrol grubuyla (Grup Il) kiyaslandiginda daha diisiik oranda oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 3.6. Sican serum TNF-a diizeylerinin sematik gosterimi
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Ticari kitlerle belirlenen, sicanlarin serum IL-1f diizeyleri incelendiginde, C.

balikesirense metanol ekstresi uygulanan (Grup IllI) ve C. nerimaniae metanol

ekstresi uygulan (Grup IV) gruplarda daha belirgin olmakla birlikte tiim gruplardaki

serum IL-15 diizeyinin negatif kontrol grubuyla (Grup Il) kiyaslandiginda daha

diisiik oranda oldugu degerlendirilmistir.
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Sekil 3.7. Sican serum IL-1f diizeylerinin sematik gosterimi

Obeziteyle iliskili insiilin direncinin belirlenmesi amaciyla sicanlarin kan

glukoz diizeyleri ve serum insiilin diizeyleri degerlendirilmistir. Glukoz o6l¢tim

cihaziyla belirlenen kan glukoz seviyelerinde Grup I (158,6 mg/dl = 4,03); Grup Il
(158,5 mg/dl + 8,41); Grup III (158,3 mg/dl + 8,06 ); Grup IV (158,0 mg/dl + 8,32 );
Grup V (159,1 mg/dl + 8,68); Grup VI (157,4 mg/dl = 6,92) ve Grup VII (157,0

mg/dl + 6,94) arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
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Sekil 3.8. Sican serum insiilin diizeylerinin sematik gosterimi

Ticari  kitlerle  belirlenen, sicanlarin ~ serum  insiilin  diizeyleri

degerlendirildiginde, orlistat uygulanan (Grup VII) ve C. cephalotes metanol ekstresi

uygulanan (Grup VI) gruplarda daha belirgin olmakla birlikte tiim gruplardaki serum

insiilin diizeyinin negatif kontrol grubuyla (Grup Il) kiyaslandiginda daha disiik

seviyede oldugu degerlendirilmistir.
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Sekil 3.9. Sican serum lipaz diizeyleri
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Ticari kitlerle belirlenen, siganlarin serum lipaz diizeyleri karsilastirildiginda,
orlistat uygulamasi (Grup VII) gergeklestirilen grupta ¢ok daha belirgin olmakla
birlikte tiirlerin metanol ekstresinin uygulandigi gruplarda serum lipaz enzim
diizeyinin negatif kontrol grubuyla (Grup Il) kiyaslandiginda daha diisiik oranda
oldugu degerlendirilmistir.

3.1.3. Histopatolojik Analiz Calismalarma Yonelik Bulgular

Siganlarin yag dokusu iizerindeki histopatolojik analiz ¢alismalar1 ile
adipositlerin boyutsal olarak degerlendirilmis ve obeziteyle iliskili adiposit cap1

degerleri belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Gruplara ait adiposit ¢cap1 degerleri

Adiposit Capi (um) £ SS

Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V Grup VI Grup VII

22.88+1.04 | 29.37£0.89 | 26.49+0.68 | 25.99+0.68 | 25.83+0.77 | 26.03+0.95 26.61+ 0.88

Negatif kontrol grubu (Grupll) ile karsilastirildiginda ekstrelere ve pozitif
kontrole ait gruplarda adiposit ¢ap1 degerleri azalmistir. Mikroskopik goriintiilerde de
Grup II’ye ait adiposit ¢aplarinda artis gozlenmis, diger gruplar da ise kontrol
grubuyla kiyaslandiginda adiposit caplarinda artis gozlenirken, Grup II ile

karsilastirildiginda adiposit ¢cap1 daha az olan adiposit hiicreleri ¢ogunluktadir.
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Sekil 3.10. Gruplarin adipositlerinin histopatolojik incelemesi (Adiposit (yildiz),
adiposit nukleusu (ok bas1), kan damar1 (koseli ¢ift ayirag); H&E, X400)
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Ek olarak diger gruplardan farkli olarak Grup II'de mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve dejenere adiposit doku patolojik bulgularina rastlanmistir.

Sekil 3.11. Grup Il adipositlerinin histopatolojik incelemesi (Adiposit (sag ok),
mononiikleer hiicre infiltrasonu (yildiz), dejenere adiposit doku (dort-nokta yildiz),
Mast hiicreleri (yukar1 ok); H&E, X200)

Sekil 3.12. Gruplarin karaciger dokularinin histopatalojik incelemesi, (Hepatosit
(centikli sol ok), sinilizoid (sola biikiili ok), portal triad (PT), Hepatoselliiler
balonlasma (ok basi), siniizoidal dilatasyon (sag ok), santral ven (SV),
makrovezikiiler steatozis/makrovezikiiler lipit damlaciklar1 (yildiz), mikrovezikiiler
lipit dejenerasyonu (koseli ¢ift ayirag); makrovezikiiler steatozis/makrovezikiiler lipit
damlaciklar (y1ldiz), mononiiklear hiicre infiltrasyonu (sol ok); H&E, X100.
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Sekil 3.12. Devami. Gruplarin karaciger dokularinin histopatalojik incelemesi,
(Hepatosit (centikli sol ok), siniizoid (sola biikiilii ok), portal triad (PT),
Hepatoselliiler balonlagsma (ok basi), siniizoidal dilatasyon (sag ok), santral ven (SV),
makrovezikiiler steatozis/makrovezikiiler lipit damlaciklari (yildiz), mikrovezikiiler
lipit dejenerasyonu (kdseli ¢ift ayirag); makrovezikiiler steatozis/makrovezikiiler lipit
damlaciklar1 (y1ldiz), mononiiklear hiicre infiltrasyonu (sol ok); H&E, X100.

Gruplarin karaciger dokusu histopatolojik incelemelerinde, negatif kontrol
grubu olan Grup II’de, siniizoidal dilatasyon ve hemoraji, makrovezikiiler steatozis
ve makrovezikiiler lipit damlaciklari, hepatoselliiler balonlagma, mononiiklear hiicre
infiltrasyonu ve mikrovezikiiler lipit dejenerasyonu bulgularina; Grup VI’da,
sinilizoidal dilatasyon ve hemoraji, makrovezikiiler steatozis ve makrovezikiiler lipit
damlaciklar1 bulgularma; Grup III, IV, V ve pozitif kontrol grubu Grup VII’de

siniizoidal dilatasyon bulgusuna rastlanmstir.
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3.1.4. Istatistiksel Analiz Calismalarina Yénelik Bulgular

Gruplarin agirhik verileri, biyokimyasal parametreleri ve adiposit c¢ap1
degerlerinin istatistiksel analizlerden Kolmogorov-Smirnov Testi ile yapilan
gruplarin normal dagilima gosterdikleri tespit edilmistir. Kruskal-Wallis testi ile
yapilan analizlerde ise p degeri < 0,01 olarak belirlenmis ve gruplar arasinda
istatiksel acidan anlamlilik oldugu tespit edilmistir. Ikili grup karsilastirma igin ise
Mann Whitney-U testi kullanilmis, kontrol, negatif kontrol ve pozitif kontrol
gruplariyla diger gruplarin ikili karsilastirilmalarinda p degeri < 0,05 olarak

belirlenmis ve ikili grup karsilastirilmalarinda istatistiksel agidan anlamlilik oldugu

tespit edilmistir.

3.1.5. PCR Cahsmalarina Yonelik Bulgular

Tiirlerin metanol ekstrelerinin uygulandig: siganlarin yag dokularinda, qRT-
PCR yontemiyle belirlenen PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1c ve FAS gen

ekspresyonlari iizerindeki ekstrelerin etkileri asagidaki sekilde ifade edilmistir.

Gen Ekspresyon Diizeyleri

1

C/EBP PPAR FAS SREB

BGrup | Grup Il ®Grup Il ®Grup IV Grup V Grup VI EGrup VII

Sekil 3.13. Gruplarin yag dokusu gen ekspresyon diizeyleri
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Neagatif kontrol grubuyla (Grup Il) karsilastirildiginda tiirlerin metanol
ekstrelerinin uygulandigi gruplarda yag dokusu PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1c ve

FAS gen ekpresyon diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir.

3.2. BAYF’na Yonelik Bulgular

3.2.1. Lipaz Enzim Inhibisyonu Degerlendirme Calismalarina Yonelik Bulgular

3.2.1.1. Tiirlerin Metanol Ekstreleri ve Alt Fraksiyonlarnmn Lipaz Enzim

Inhibisyonu Degerlendirme Calismalarina Yonelik Bulgular

In vitro lipaz enzim inhbisyon c¢aligmalari sonrasinda metanol ekstresi,
metanol ekstresinden hareketle hazirlanan alt fraksiyonlara (kloroform, etil asetat ve
arta kalan su) ve pozitif kontrol olarak kullanilan orlistata ait lipaz enzimi iizerine
belirlenen 1Csy diizeyleri Cizelge 3.4°te belirtilmistir. Orlistata ait % enzim
inhibisyon degerleri ve ait oldugu konsantrasyonun logaritmasi seklinde olusturulan

grafigin dogrusal oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Orlistatin % enzim inhibisyon degerleri ve ait oldugu konsantrasyonun
logaritmasi seklinde olusturulan grafigi

95



Elde edilen verilere gore C. balikesirense’nin toprakiistii kisimlarinin metanol
ektresinde (CBM), kloroform alt fraksiyonunda (CBK) ve arta kalan su alt
fraksiyonunda (CBS) lipaz enzim inhibitér etki go6zlenirken, etil asetat alt
fraksiyonunda (CBE) lipaz enzim inhibitér etki gozlemlenmemistir. C.
nerimaniae’nin toprakiistii kisimlarinin metanol ektresinde (CNM), kloroform alt
fraksiyonunda (CNK) ve arta kalan su alt fraksiyonunda (CNS) lipaz enzim inhibitor
etki gozlenirken, etil asetat alt fraksiyonunda (CNE) lipaz enzim inhibitor etki
gbzlemlenmemistir. C. sommierii’nin toprakiistii kisimlarinin metanol ektresinde
(CSM) ve kloroform alt fraksiyonunda (CSK) lipaz enzim inhibitor etki gozlenirken,
arta kalan su alt fraksiyonunda (CSS) ve etil asetat alt fraksiyonunda (CSE) lipaz
enzim inhibitor etki gézlemlenmemistir. C. cephalotes’in toprakiistii kisimlarinin
metanol ektresinde (CCM), kloroform alt fraksiyonunda (CCK) ve etil asetat alt
fraksiyonunda (CCE) lipaz enzim inhibitér etki gozlenirken, arta kalan su alt

fraksiyonunda (CCS) lipaz enzim inhibitor etki gozlemlenmemistir.

Cizelge 3.4. Tiirlerin ekstre ve alt fraksiyonlarinin lipaz enzimi {izerine belirlenen
ICsp diizeyleri

Lipaz Enzim inhibisyonu Lipaz Enzim Inhibisyonu
(1Cs (ng/mL) £ SS) (ICs (ng/mL) = SS)

CBM 309,03 + 4,26 CSM 315,72 £ 3,49
CBK 190,54 + 2,12 CSK 177,82 £2,77
CBS 161,97 £2,44 CSS

CBE - CSE

CNM 325,39 +£2,99 CCM 323,59 + 6,99
CNK 234,42 +3,39 CCK 208,92 + 5,81
CNS 173,78 + 3,85 CCS

CNE - CCE 181,97 +£2,03
Orlistat 14,42 +0,4556
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3.2.1.2. C. balikesirense Lipaz Enzim Inhibisyonu Degerlendirme Cahsmalarina

Yonelik Bulgular

C. balikesirense’nin BAYF’1n en yiiksek aktivitenin gozlemlendigi arta kalan
su alt fraksiyonu tizerinden yonlendirilmesine karar verilmistir. Bu alt fraksiyona ters
faz kolon kromatografisi uygulamasi sonrasinda elde edilen 69 fraksiyondan benzer
karakterde olanlari, ITK incelemelerinden sonra birlestirilmistir. Birlestirmelerden

sonra elde edilen 11 fraksiyon lipaz inhbitor etki agisindan degerlendirilmistir.

Cizelge 3.5. CBS ters faz kolon kromatograifisi sonrasindan elde edilen
fraksiyonlarin lipaz enzimi tizerine belirlenen ICsq diizeyleri

Lipaz Enzim inhibisyonu Lipaz Enzim inhibisyonu
(1Cs (ng/mL) + SS) (ICs (ng/mL) + SS)

CBS-RP Fry.g - CBS-RP Frgs.36 156,76 +2,8483
CBS-RP Fry.4 = CBS-RP Frs7.42 350,08 + 6,3799
CBS-RP Fris 46 - CBS-RP Fryss;

CBS-RP Fri7.24 187,62 £5,7471 CBS-RP Frs3.69

CBS-RP Frys.3; - CBS-RP Frgy.69

CBS-RP Fraz.34 211,14 +6,0910

BAYF’1n, ters faz kolon kromatografisi sonrasinda elde edilen fraksiyonlardan
en yliksek lipaz inhibitor etki gézlenen CBS-RP Frss.36 seklinde kodlanan 35-36.
fraksiyonlar1 iizerinden yonlendirilmesine karar verilmistir. Ilgili fraksiyonlara
sefadeks kolon kromatografisi uygulanmis ve 15 alt fraksiyon elde edilmistir. ITK
incelemelerinden sonra benzer olan fraksiyonlar birlestirilmis ve elde edilen 4 alt

fraksiyon lipaz inhbitor etki agisindan degerlendirilmistir.

Cizelge 3.6. CBS-RP Fr3s5.35 sefadeks kolon kromatografisi sonrasindan elde edilen
fraksiyonlarin lipaz enzimi lizerine belirlenen ICsg diizeyleri

Lipaz Enzim inhibisyonu Lipaz Enzim inhibisyonu
(ICso (ng/mL) £ SS) (1Cso (ng/mL) £ SS)
CBS-SE Fry3 - CBS-SE Frgg 163,04 + 4,6460
CBS-SE Frys 114,81 + 3,3881 CBS-SE Fryg.gs
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En yiiksek lipaz inhibitor etki gosteren fraksiyon CBS-SE Frys ‘in ITK
analizinde tek leke verdigi gozlemlenmis ve CBS-1 seklinde kodlanarak

spektroskopik analizinin gerceklestirilmesine karar verilmistir.

C. balikesirense’nin diger izolasyon calismalar1 sonrasinda ITK analizlerinde
tek leke verdigi gozlemlenen CBS-2 ve CBK-1 kodu verilen iki bilesigin
spektroskopik analizinin gergeklestirilmesine karar verilmistir. Yapi aydinlatma
calismalar1 sonrasinda simidahurinin (CBS-2) ve w-taraksasterol (CBK-1) oldugu
tespit edilmis ve lipaz inhibitor etki agisindan degerlendirilmis ve inhibitor etkileri

ise sirastyla 257,04 ug/ml + 2,3341 ve 124,25 ug/ml + 1,1932 olarak belirlenmistir.

3.2.1.3. C. nerimaniae Lipaz Enzim Inhibisyonu Degerlendirme Calismalarina

Yonelik Bulgular

C. nerimaniae’nin BAYF’m en yiiksek aktivitenin gozlemlendigi arta kalan su
alt fraksiyonu lizerinden yonlendirilmesine karar verilmistir. Bu alt fraksiyona ters
faz kolon kromatografisi uygulamasi sonrasinda elde edilen 67 fraksiyondan benzer
karakterde olanlari, ITK incelemelerinden sonra birlestirilmistir. Birlestirmelerden

sonra elde edilen 18 fraksiyon lipaz inhbitér etki agisindan degerlendirilmistir.

Cizelge 3.7. CNS ters faz kolon kromatograifisi sonrasindan elde edilen
fraksiyonlarin lipaz enzimi tizerine belirlenen ICsq diizeyleri

Lipaz Enzim inhibisyonu

(1Cso (ng/mL) £ SS)

Lipaz Enzim inhibisyonu

(1Cso (ng/mL) + SS)

CNS-RP Fry; - CNS-RP Frsg.4
CNS-RP Frg.s, 258,28 + 1,0581 CNS-RP Fry4 -
CNS-RP Frys47 288,40 + 8,5973 CNS-RP Frs.47 -

CNS-RP Fryg 251,52 +£2,3287 CNS-RP Fryg.5; -

CNS-RP Frig.p 283,86 + 7,0657 CNS-RP Frs;.53 286,01 + 6,2403
CNS-RP Fry3.08 - CNS-RP Frsy.55 233,86 +5,7920
CNS-RP Frag.3; 251,18 +6,9271 CNS-RP Frsg 222,84 +2,0332
CNS-RP Fra;.3 342,67 +£7,4781 CNS-RP Frs;.5g 147,91 +5,4187

CNS-RP Frss.3;

CNS-RP Frag.g;
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En yiiksek lipaz inhbitor etki CNS-RP Frs7.5’in ITK analizinde tek leke verdigi
gozlemlenmis ve CNS-1 seklinde kodlanarak spektroskopik —analizinin

gergeklestirilmesine karar verilmistir.

C. nerimaniae’nin diger izolasyon ¢alismalar1 sonrasinda ve ITK analizlerinde
tek leke verdigi gozlemlenen CNS-2 ve CNK-1 kodu verilen iki bilesigin
spektroskopik analizinin gergeklestirilmesine karar verilmistir. Yapi aydinlatma
calismalar1 sonrasinda astragalin (CNS-2) ve y-taraksasterol (CNK-1) oldugu tespit
edilmis ve lipaz inhibitor etki agisindan degerlendirilmis ve inhibitor etkileri sirasiyla

233,86 pg/ml + 5,7920 ve 124,25 pg/ml + 1,1932 olarak belirlenmistir.

3.2.1.4. C. sommieri Lipaz Enzim Inhibisyonu Degerlendirme Cahsmalarina

Yonelik Bulgular

C. sommieri’nin BAYF’ mn en yiiksek aktivitenin gozlemlendigi klorofom alt
fraksiyonu iizerinden yonlendirilmesine karar verilmistir. Bu alt fraksiyona on
ayirma islemi i¢in normal faz kolon kromatografisi uygulamasi sonrasinda elde
edilen 119 fraksiyondan benzer karakterde olanlari, ITK incelemelerinden sonra
birlestirilmistir. Birlestirmelerden sonra elde edilen 4 temel fraksiyon lipaz inhbitor

etki agisindan degerlendirilmistir.

Cizelge 3.8. CSK normal faz kolon kromatografisi sonrasindan elde edilen
fraksiyonlarin lipaz enzimi tizerine belirlenen ICs diizeyleri

Lipaz Enzim inhibisyonu Lipaz Enzim inhibisyonu
(ICso (ng/mL) £ SS) (ICs0 (ng/mL) % SS)
CSK-NP1 Fryg; - CSK-NP1 Frgs.109 138,39 + 2,3607
CSK-NP1 Frgg.gs - CSK-NP1 Fryjo.119 392,32 +3,4819

BAYF’in, normal faz kolon kromatografisi sonrasinda elde edilen
fraksiyonlardan en yiiksek lipaz inhibitor etki gozlenen CSK-NP1 Frgg 199 seklinde
kodlanan 86-109. fraksiyonlar iizerinden yonlendirilmesine karar verilmistir. ilgili

fraksiyonlara farkli kosullardaki ikinci bir normal faz kolon kromatografisi
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uygulanmis ve 61 alt fraksiyon elde edilmistir. iITK incelemelerinden sonra benzer
olan fraksiyonlar birlestirilmis ve elde edilen 12 alt fraksiyon lipaz inhibitor etki

acisindan degerlendirilmistir.

Cizelge 3.9. CSK-NP1 Frgs.109 normal faz kolon kromatografisi sonrasindan elde
edilen fraksiyonlarin lipaz enzimi tizerine belirlenen ICsg diizeyleri

Lipaz Enzim inhibisyonu

(ICs (ng/mL)  SS)

Lipaz Enzim Inhibisyonu

(ICso (ng/mL)  SS)

CSK-NP2 Fry.19

CSK-NP2 Fryg.30

124,25 +1,1912

CSK-NP2 Frig.14 272,45 + 4,6530 CSK-NP2 Fr3;.3; 155,88 + 2,4746
CSK-NP2 Frys.46 249,80 + 5,4689 CSK-NP2 Fras 36 -
CSK-NP2 Fry7.49 167,94 + 1,3239 CSK-NP2 Frz7.45 -
CSK-NP2 Fry.z5 198,43 + 3,4689 CSK-NP2 Frys.s5 -
CSK-NP2 Frys.o5 186,74 + 5,5545 CSK-NP2 Frss.g; -

En yiiksek lipaz inhbitor etki gdsteren CSK-NP2 Fryg 30’un ITK analizinde tek
leke verdigi gozlemlenmis ve CSK-1 seklinde kodlanarak spektroskopik analizinin

gerceklestirilmesine karar verilmistir.

C. sommieri’nin izolasyon ¢alismalar1 sonrasinda ve ITK analizlerinde tek leke
verdigi gozlemlenen CSK-2 kodu verilen farkli bir bilesigin spektroskopik analizinin
gerceklestirilmesine karar verilmistir. Yapi aydinlatma ¢alismalar1 sonrasinda lupeol
oldugu tespit edilmis ve lipaz inhibitor etki agisindan degerlendirilmis ve inhibitor

etkisi 167,94 pg/ml + 1,3239 olarak belirlenmistir.

3.2.1.5. C. cephalotes Lipaz Enzim Inhibisyonu Degerlendirme Calismalarina

Yonelik Bulgular

C. cephalotes’in BAYF’in en yiiksek aktivitenin goézlemlendigi etil asetat alt
fraksiyonu tizerinden yonlendirilmesine karar verilmistir. Bu alt fraksiyona sefadeks

kolon kromatografisi uygulamasi sonrasinda elde edilen 14 fraksiyondan benzer
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karakterde olanlari, ITK incelemelerinden sonra birlestirilmistir. Birlestirmelerden

sonra elde edilen 4 fraksiyon lipaz inhbitor etki agisindan degerlendirilmistir.

Cizelge 3.10. CCE sefadeks kolon kromatograifisi sonrasindan elde edilen
fraksiyonlarin lipaz enzimi tizerine belirlenen I1Csq diizeyleri

Lipaz Enzim Inhibisyonu Lipaz Enzim Inhibisyonu
(ICso (ng/mL) % SS) (ICs0 (ug/mL) + SS)
CCE-SE Fry, - CCE-SE Frgq9 215,44 + 4,0786
CCE-SE Fr35 348,40 + 11,0629 CCE-SE Fryy.14 310,13 £ 5,4271

BAYF' i, sefadeks kolon kromatografisi sonrasinda elde edilen
fraksiyonlardan en yiiksek lipaz inhibitdr etki gozlenen CCE-SE Frg.10 seklinde
kodlanan 6-10. fraksiyonlar: iizerinden yonlendirilmesine karar verilmistir. Ilgili
fraksiyonlara ters faz kolon kromatografisi uygulanmis ve 25 alt fraksiyon elde
edilmistir. ITK incelemelerinden sonra benzer olan fraksiyonlar birlestirilmis ve elde

edilen 6 alt fraksiyon lipaz inhbitor etki agisindan degerlendirilmistir.

Cizelge 3.11. CCE-SE Frg.19’dan ters faz kolon kromatograifisi sonrasindan elde
edilen fraksiyonlarin lipaz enzimi iizerine belirlenen ICsg diizeyleri

Lipaz Enzim inhibisyonu Lipaz Enzim inhibisyonu
(ICso (ug/mL) % SS) (ICso (ng/mL) % SS)
CCE-RP Fry.3 - CCE-RP Fryg g 186,20 + 6,9924
CCE-RP Fryg.5 - CCE-RP Fryg.0; 108,03 + 5,2456
CCE-RP Fryg.7 147,91 +5,4187 CCE-RP Fry.z5

En yiiksek lipaz inhibitér etkinin gozlemlendigi fraksiyon CCE-RP Frag.23’iin
ITK analizinde tek leke verdigi gozlemlenmis ve CCE-1 seklinde kodlanarak

spektroskopik analizinin gerceklestirilmesine karar verilmistir.

C. cephalotes’nin diger izolasyon galismalar1 sonrasinda ITK analizlerinde tek
leke verdigi gozlemlenen CCE-2 ve CCK-1 kodu verilen iki bilesigin spektroskopik
analizinin gergeklestirilmesine karar verilmistir. Yap1 aydinlatma calismalari

sonrasinda afzelin (CCE-2) ve y-taraksasterol(CCK-1) ayrica lipaz inhibitor etki
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acisindan degerlendirilmis ve inhibitor etkileri sirasiyla 147,91 pg/ml + 5,4187 ve
124,25 pg/ml £+ 1,1932 olarak belirlenmistir.

3.2.2. Lipaz Enzim Inhibisyonu Uzerine Etkili Tiirlerde Izolasyon

Calhismalarina Yonelik Bulgular

3.2.2.1. ITK Bulgulan

3.2.2.1.1. C. balikesirense iTK Bulgulari

BAYF kapsaminda arta kalan su alt fraksiyonundan ters faz kolon
kromatografisi sonrasinda elde edilen CBS-RP Frss.35 fraksiyonuna Sefadex LH-20
kolon uygulamasi ile elde edilen en yiiksek lipaz inhibitér etkinin gozlendigi ITK de
tek leke verdigi tespit edilen CBS-SE Fry.s fraksiyonundan CBS-1 seklinde kodlanan
bilesik izole edilmistir. Bitki tizerinde gerceklestirilen diger izolasyon caligmalari
kapsaminda da daha once belirtildigi gibi arta kalan su alt fraksiyonundan CBS-2;
kloroform alt fraksiyonundan CBK-1 kodlu bilesikler izole edilmistir.

141516 17 1819 20 21 22 2324 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Sekil 3.15. BAYF igin se¢ilen CBS-RP Frss.35°1 iceren etil asetat:metanol:su (7:2:1)
solvan sistemindeki ITK gériintiisii
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CBS-1 bilesiginin ITK analizinde reaktif kullanmadan énce UV 54 nm'de soniik
zon seklinde, UV3gs nm'de mavi floresans, Vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirttikkten
sonra mavi, 110°C’de 1-2 dk 1sitilinca mavi-mor renkli oldugu goriilmiistiir. CBS-1
bilesigi sekil 3.16’da belirtilen etil asetat:metanol:su (7:2:1) solvan sisteminde
gerceklestirilen ITK’inde yer alan 4-5. fraksiyonlarin birlestirilmesiyle elde

edilmistir.

1 23 45 678 91011121314 15

Sekil 3.16. CBS-1’in yer aldig1 etil asetat:metanol:su (7:2:1) solvan sistemindeki
ITK goriintiisii

Arta kalan su alt fraksiyonundan ters faz kolon kromatografisi sonrasinda elde
edilen CBS-RP Fri7.24 fraksiyonuna Sefadex LH-20 kolon uygulamasi ile 3-4.
fraksiyondan elde edilen CBS-2 bilesiginin ITK analizinde reaktif kullanmadan dnce
UV3s54 nm'de soniik zon seklinde, UV3g6 Nm'de mavi floresans, %1°lik vanilin/H,SO4
reaktifi piiskiirttiikten sonra 110°C’de 1-2 dk 1sitilinca sar1 renkli oldugu
goriilmiistiir. CBS-2 bilesigine ait etilasetat:metanol:su (7:2:1) solvan sistemindeki 3-

4. fraksiyonlarm ITK goriintiisii sekil 3.17°de belirtilmistir.
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1 23 456 7 8 9 101112 1314 15

Sekil 3.17. CBS-2’in yer aldig: etil asetat:metanol:su (7:2:1) solvan sistemindeki
ITK gériintiisii

Kloroform alt fraksiyonundan normal faz kolon kromatografisi uygulamasi ile
64-65. fraksiyondan elde edilen CBK-1 bilesiginin bulundugu fraksiyon ITK
analizlerinde revelator piskiirtmeden 6nce giin 1s1ginda, UVs4 nm'de ve UVsge
nm'de renksizdir. Vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirttiikkten sonra 110°C’de 1-2 dk
isitilinca pembe/mor renk gozlemlenmistir. Kloroform alt fraksiyonundan izole
edilen CBK-1 bilesigine ait n-hekzan-etil asetat (8:2) solvan sistemindeki 64-65.
fraksiyonlarin ITK goriintiisii sekil 3.19°da belirtilmistir.
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A

Sekil 3.18. CBK-1’in yer aldig1 n-hekzan-etil asetat (8:2) solvan sistemindeki ITK
goruntiisu

3.2.2.1.2. C. nerimaniae ITK Bulgular

BAYF kapsaminda arta kalan su alt fraksiyonundan ters faz kolon
kromatografisi sonrasinda elde edilen CNS-RP Frsy.55 fraksiyonunun en yiiksek lipaz
inhibitdr etkinin gdzlendigi ITK de tek leke verdigi tespit edilen CNS-1 seklinde
kodlanan izole bilesik oldugu belirlenmistir. Bitki tizerinde gergeklestirilen diger
izolasyon calismalar1 kapsaminda da daha once belirtildigi gibi arta kalan su alt
fraksiyonundan CNS-RP Frs7.sg fraksiyonunu ifade eden CNS-2; kloroform alt
fraksiyonundan ise CNK-1 kodlu bilesikler izole edilmistir.

57-58. fraksiyona ait CNS-1 bilesiginin ITK analizinde reaktif kullanmadan
once UVy54 nm'de soniik zon seklinde, UV3zes nm'de bordo, vanilin/H,SO, reaktif
piiskiirttiikten sonra 110 °C’de 1sitilinca sar1 olmas1 maddenin flavonoit olabilecegini
gdstermistir. 54-55. Fraksiyona ait CNS-2 bilesigi de benzer sekilde ITK analizinde
UV, nm'de soniik zon seklinde, UV3g6 NM'de bordo, %1°lik vanilin/H,SO, reaktif

piiskiirttiikten sonra 110 °C’de 1sitilinca sar1 renkli oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 3.19. CNS-1 ve CNS-2’nin yer aldig

48 49 50 51 52 5354 55 56 57 5859

sistemindeki ITK goriintiisii

etil asetat:metanol:su (7:2:1) solvan

18-20. fraksiyona ait CNK-1 bilesiginin ITK analizlerinde revelatdr

piskiirtmeden oOnce giin 1s18inda, UVyss nm'de ve UVses nm'de renksizdir.

Vanilin/H,SO4 reaktifi piiskiirttiikten sonra 110°C’de 1-2 dk 1sitilinca pembe/mor

renk gozlemlenmistir.

» OW..-,
™ a8

~

8§ 910 1112 1314 15 16 1718 19 20 21 22 23

Sekil 3.20. CNK-1’in yer aldig1 n-hekzan-etil asetat (8:2) solvan sistemindeki ITK

goruntisi
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3.2.2.1.3. C. sommieri iTK Bulgular

BAYF kapsaminda kloroform alt fraksiyonundan normal faz kolon
kromatografisi sonrasinda elde edilen CSK-NP1 Frgsi09 fraksiyonuna sartlari
degistirilen ikinci bir normal faz kolon kromatografisi uygulamasi ile en yliksek lipaz
inhibitdr etkinin gozlendigi ITK’de tek leke verdigi tespit edilen CSK-1 seklinde
kodlanan bilesik izole edilmistir. Bitki tizerinde gergeklestirilen diger izolasyon

calismalar1 kapsaminda kloroform alt fraksiyonundan CSK-2 bilesigi izole edilmistir.

s =

SRERR568358588 858383585882 00222822

Sekil 3.21. BAYF igin se¢ilen CSK-NP1 Frgs 109’1 iceren n-hekzan: etil asetat (8:2)
solvan sistemindeki ITK goriintiisii

CSK-1, bilesiginin bulundugu 29-30. fraksiyon ITK analizlerinde revelator
piskiirtmeden oOnce giin 1s18inda, UVyss nm'de ve UVses nm'de renksizdir.
Vanilin/H,SO4 reaktifi piiskiirttiikten sonra 110°C’de 1-2 dk 1sitilinca pembe/mor
renk gdzlemlenmisti. CSK-2, bilesigini igeren 17-19. fraksiyonlarim ITK
analizlerinde UVz4 nm'de ve UVgg nm'de renksiz oldugu tespit edilmistir.
Vanilin/H,SO4 reaktifi piiskiirttiikten sonra 110°C’de 1-2 dk 1sitilinca mor renk

gbzlemlenmistir.
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Sekil 3.22. CSK-1 ve CSK-2’nin yer aldigi n-hekzan: etil asetat (8:2) solvan
sistemindeki ITK goriintiisii

3.2.2.1.4. C. cephalotes ITK Bulgular:

BAYF kapsaminda etil asetat alt fraksiyonundan sefadeks kolon kromatografisi
sonrasinda elde edilen CCE-SE Frg.39 fraksiyonuna ters faz kolon uygulamasi ile en
yiiksek lipaz inhibitor etkinin gozlendigi ITK de tek leke verdigi tespit edilen CCE-1
seklinde kodlanan bilesik izole edilmistir. Bitki {izerinde gergeklestirilen diger
izolasyon ¢aligmalar1 kapsaminda da daha oOnce belirtildigi gibi etil asetat alt
fraksiyonundan CCE-2; kloroform alt fraksiyonundan CCK-1 kodlu bilesikler izole

edilmistir.
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Sekil 3.23. BAYF ic¢in segilen CCE-SE Frgi0’u igeren kloroform:metanol:su
(80:20:2) solvan sistemindeki ITK goriintiisii

CCE-1 bilesigini iceren 20-23. fraksiyonlarm ITK analizlerinde belirteg
piiskiirtmeden 6nce giin 1518inda sar1 renkli, UVj54 nm'de soniik zon seklinde, UV3gs
nm'de koyu mor renkli lekeler seklinde ve Vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirtiiliip
isitildiginda  sar1 renkli olarak gozlenmistir. CCE-2 bilesigini igeren 16-17.
fraksiyonun ITK analizinde reaktif kullanmadan once UVj;s; nm'de soniik zon
seklinde, UV3g6 Nm'de koyu mor, %1°lik vanilin/H,SO4 reaktif piiskiirttiikten sonra

110°C’de 1sit1linca sar1 olmas1 maddenin flavonoit olabilecegini gdstermistir.
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Sekil 3.24. CCE-1 ve CCE-2’nin yer aldig1 kloroform:metanol:su (80:20:2) solvan
sistemindeki ITK goriintiisii

CCK-1, bilesiginin bulundugu 59-60. fraksiyonlarmm ITK analizlerinde
revelator piiskiirtmeden once giin 1s18inda, UV254 nm'de ve UV366 nm'de
renksizdir. %1°lik vanilin/H2SO4 reaktifi piiskiirttiikten sonra 110°C’de 1-2 dk

1sitilinca pembe/mor renk gozlemlenmistir.

31 323334 35 36 373839 40 414243 44 454647 48 4950 51 5253 54 5556 5758 59 60

Sekil 3.25. CCK-1’in yer aldig1 n-hekzan-etil asetat (8:2) solvan sistemindeki ITK
goruntiisu
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3.2.2.2. Spektroskopik Bulgular

3.2.2.2.1. C. balikesirense BAYF Spektroskopik Bulgular

Spektroskopik (*H-NMR, *C-NMR ve KS) yontemler kullanilarak, C.
balikesirense 'nin toprak iistii kisminin arta kalan su alt fraksiyonundan saflastirilan,
CBS-1 ve CBS-2 olarak kodlanan, fenilpropanoit ve fenolik glikozit yapisindaki iki
bilesigin sirasiyla siringin ve simidahurinin, kloroform alt fraksiyonunundan elde

edilen triterpenik yapili maddenin y-taraksasterol (CBK-1) oldugu belirlenmistir.

3.2.2.2.1.1 CBS-1 Bilesigine Yonelik Spektroskopik Bulgular

OH b
X OH
HO e
HO O
OH
O
H3C/
Molekiil Adi Siringin
Molekiil Formiilii | Cy7H,,0q
Molekiil Agirhg 372 g/mol

Sekil 3.26. CBS-1 bilesiginin yapisina ait bulgular

Fenilpropanoit yapsindaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde, C17H2409
molekiil formiiliine sahip bilesigin m/z: 371.05 [M-H]" piki gdzlemlenmistir.
Bilesigin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda 6=6.77 ppm’deki singlet
karakterindeki sinyalin H-2' ve H-6" protonlarina, 6=6.57 ppm’deki dublet
karakterindeki sinyalin H-3 protonuna, ©6=6.35 ppm’deki dubletin tripleti
karakterindeki sinyalin H-2 protonuna, 6=4.25 ppm'deki dublet karakterinde goriilen
sinyalin ise H-1 protonuna, &=3.88 ppm’deki singlet karakterindeki sinyalin metoksi

protonlarina ait oldugu tespit edilmistir. 5=4.89 ppm’de goriilen sinyalin glukozun
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anomerik protonuna,

karakterindeki sinyallerin sirasiyla H-6a" ve H-6b"

6=3.68 ppm ve 0=3.80 ppm’deki

dubletin  dubleti
protonlarina, 6=3.23-3.44

ppm’deki multiplet sinyaller ise glukozun diger protonlarina (H-2", H-3", H-4" ve H-

5") aittir. *C-NMR spektrumunda gozlenen 17 sinyalden 103.9 ppm’de gelen sinyal

glukoz’un anomerik karbonuna, 62.2, 128.6 ve 129.9 ppm’de gelen sinyaller sirasiyla

C1, C2 ve C3 karbonlarina aittir. CSB-1’e ait spektral degerler, literatiirlerle de

karsilastirildiginda siringin yapisi ile uyumludur (Cis ve ark., 2002, Gohari ve ark.,
2009 ve Krishnan ve ark., 2014).

Cizelge 3.12. CBS-1 bilesiginin literatiirle karsilastiriimali 'H-NMR ve ®C-NMR
spektral degerleri (Cis ve ark., 2002, Gohari ve ark., 2009 ve Krishnan ve ark., 2014)

C/H CBS-1 (Siringin)
s'H (CBS-1) | H (Lit.1) st H (Lit.2) s¥C (CBS-1) | 33C (Lit.1) |**C (Lit.3)
1 4.25(d, J=5.5 |4.21(dd, J;=5.6 |4.21 (dd, J,=5.6 | 62.2 64.0 63.4
Hz) Hz, 1.5 Hz) Hz, J,-1.2 Hz)
2 6.35 (dt, 6.32 (dt, 6.35 (dt, 128.6 130.5 130.3
J;=15.8 Hz, |J;=15.8 Hz, J,=15.8 Hz,
J,-5.6 Hz,) J,-5.6 Hz) J,-5.6 Hz)
3 6.57 (d, 6.55 (d, J=6.59 (d, J=1129.9 131.7 131.6
J=16.0 Hz) 15.8 Hz) 10.9 Hz)
1 133.8 136.3
2' 6.77 () 6.74 (5) 6.76 (5) 104.0 105.9 104.8
3 152.9 154.7 154.4
4 134.4 135.7
5' 152.9 154.7 154.4
6' 6.77 (s) 6.74 (s) 6.76 (s) 104.0 105.9 104.8
OCH,;-3' | 3.88 (s) 3.85 (s) 3.87 (s) 55.6 57.4 57.0
OCH,-5' | 3.88 (s) 3.85 (s) 3.87 (s) 55.6 57.4 57.0
1" 4.89 (d, 4.86(d, J=7.6|4.85(d, J=7.5|103.9 105.8 106.0
J=7.5Hz) Hz) Hz)
2" 3.32-3.44 (m) |3.47 (dd,J;= |3.33(m) 743 76.0 71.0-78.7
9.5, J,-7.6 Hz)
3" 3.32-3.44 (m) | 3.40 (m) 3.43 (m) 76.4 78.1 71.0-78.7
4" 3.32-3.44 (m) | 3.40 (m) 3.50 (m) 69.9 716 71.0-78.7
5" 3,23 (m) 3.20 (m) 3.23 (m) 77.0 78.6 71.0-78.7
6a" 3.68 (dd, 3.65 (dd, 3.69 (dd, 61.1 63.0 62.2
Ji=12.0Hz, | 3,=12.0 Hz, J1=12.0 Hz,
J»=5.1 Hz) J,-5.2 Hz) J,-5.2 Hz)
6b" 3.80 (dd, 3.77 (dd, 3.81 (dd, 61.1 63.0 62.2
Ji=12.0Hz, |J;=12.0 Hz, J,=12.0 Hz,
J,=2.2 H2) J,-2.3 Hz) J,-2.4 Hz)
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Sekil 3.27. CBS-1 Bilesiginin ‘H-NMR Spektrumu (CDsOD, 400 MHz)
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Sekil 3.28. CBS-1 Bilesiginin **C-NMR Spektrumu (CD;0D, 100 MHz)
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3.2.2.2.1.2. CBS-2 Bilesigine Yonelik Spektroskopik Bulgular

OH

OH

HO
HO (o)

OH
OH

Molekiil Adi Simadahurinin

Molekiil Formiilii | C14H200s

Molekiil Agirhig1 | 316 g/mol

Sekil 2.30. CBS-2 bilesiginin yapisina ait bulgular

Fenolik glikozit yapisindaki bilesgin kiitle spektrumu incelendiginde, C14H200g
molekiil formiiliine sahip bilesigin, m/z: 315.11 [M-H]" temel piki gézlemlenmistir.

Bilesigin *H-NMR spektrumuna bakildiginda aromatik halkaya ait =7.10
ppm’deki sinyalin H-6 protonuna ve 6=6.79 ppm’deki sinyalin H-3 ve H-4
protonlarma ait oldugu tespit edilmistir. 8=2.73 ppm’deki triplet karakterindeki
sinyalin H-7 protonlarina, 6=3.73 ppm'deki triplet karakterindeki sinyalin ise H-8
protonlarina ait oldugu tespit edilmistir. =4.78 ppm’deki dublet seklinde goriilen
sinyalin glukozun anomerik protonu olan H-1' protonuna, 6=3.21-3.88 ppm’deki
sinyallerin ise glukozun diger protonlarina (H-2', H-3', H-4', H-5' ve H-6") ait oldugu
tespit edilmistir.

13C-NMR spektrumunda 14 adet sinyal gdzlenmistir. Bu sinyallerden 102.9
ppm’de gelen sinyal glukoz un anomerik karbonuna aittir. 38.1 ve 63.0 ppm’de gelen

sinyaller ise sirastyla C7 ve C8 karbonlarma aittir. CBS-2’nin NMR ve Kkiitle
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spekturumlarinin spektral degerleri, literatiirlerle de karsilastirldiginda simidahurinin

yapist i¢in uyumluluk géstermektedir (Abdel ve ark., 2008 ve Sugiyama ve ark., 1992).

Cizelge 2.13. CBS-2 bilesiginin literatiirle karsilastiriimali *H-NMR ve ¥C-NMR

spektral degerleri (Abdel ve ark., 2008 ve Sugiyama ve ark., 1992)

C/H CBS-2 (Simidahurinin)
*TH (CBS-1) TH (Lit.1) #13C (CBS-2)  |%C (Lit.1) #13C (Lit.2)

1 145.3 146.8 145.3
2 145.2 146.6 148.4
3 [6.79(m) 6.75(d, J=8.1Hz) |1155 117.0 117.7
4 6.79 (m) 6.77 (d, J=8.1Hz) |123.8 125.2 121.4
5 130.7 1321 136.4
6 [7.10(s) 7.07 (d, J=1.8 Hz) |118.1 119.6 119.4
7 2.73 (t,J=7.0 Hz) 2.71 (t,J=6.9Hz) |[38.1 39.6 39.7
8 3.73 (t,J=7.1 Hz) 3.70 (t, J=6.9Hz) [63.0 64.4 64.3
1 478 (d,J=7.3Hz) |4.75(d,J=7.7Hz) |102.9 104.5 104.8
2" 13.21-3.88(m) 735 75.0 74.9
3" 13.21-3.88(m) 76.9 78.4 77.7
4" [3.21-3.88 (m) 70.0 714 714
5 [3.21-3.88 (m) 76.2 775 783
6" 3.21-3.88 (m) 61.1 62.5 62.5
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3.2.2.2.1.3. CBK-1 Bilesigine Yonelik Spektrsokopik Bulgular

CH;

HO

~
\\
~
~

H,C  CH,

Molekiil Ad1 w-taraksasterol

Molekiil Formiilii | C3yH5,0

Molekiil Agirhig 426 g/mol

Sekil 3.34. CBK-1 bilesiginin yapisina ait bulgular

Triterpenik yapidaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde, C3oHs0O molekiil
formiiliine sahip bilesigin, m/z: 423.40 [M-3H]" piki gozlemlenmistir. CBK-1
bilesiginin *H-NMR spektrumlar1 incelendiginde, 8=5.28 ppm’de goriilen dublet ve
6=3.23 ppm’de goriilen dubletin dubleti sinyalleri sirasiyla H-21 ve H-3’¢ atfedilmistir.
6=1.00 ppm (H-23), 0.79 ppm (H-24), 0.87 ppm (H-25), 1.06 ppm (H-26), 0.97 ppm
(H-27), 0.76 ppm (H-28), 1.01 ppm (H-29) ve 1.65 ppm (H-30) sinyalleri ise metil

gruplarina aittir.

BBC-NMR spektrumlart incelendiginde, 28.0 (C-23) ppm, 15.4 (C-24) ppm, 16.3
(C-25) ppm, 16.1 (C-26) ppm, 14.8 (C-27) ppm, 17.7 (C-28) ppm, 22.6 (C-29) ppm,
21.7 (C-30) ppm’de gelen sinyallerin metil gruplarina ait oldugu tespit edilmistir. 79.0
ppm’de gelen sinyal C-3’e aittir. 139.9 (C-20) ppm ve 118.9 (C-21) ppm gozlenen

sinyaller ise y-taraksasterol bilesigi i¢in karakteristiktir.
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CBK-1’¢ ait NMR ve kiitle spektrumlarindaki spektral degerler, literatiirlerle de

karsilagtirildiginda w-taraksasterol igin uyumluluk gostermektedir (Li ve ark., 2012,
Reynolds ve ark., 1986, ve Zitterl-Eglseer ve ark., 1997).

Cizelge 3.14. CBK-1 bilesiginin literatiirle karsilastirilmali 'H-NMR ve “*C-NMR
spektral degerleri (Li ve ark., 2012, Reynolds ve ark., 1986, ve Zitterl-Eglseer ve ark.,

1997)
CH CBK-1 (y- Taraksasterol)

s'H (CBK-1) sl H (Lit.1) oL H (Lit.2) 13C (CBK-1) |#BC (Lit.1) |3C (Lit.3)
1 ]0.95-1.76 (m) 1.73 (d), 0.95 (t) |38.8 38.8 38.5
2 |0.95-1.76 (m) 1.64 (d), 1.58 (q) | 27.4 274 27.0

3.23(dd, J;=11.2  |3.21(dd, J;=11.3
3 | Hz J,=5.0 Hz) Hz, J,=5.1 Hz) 3.19 (dd) 79.0 79.0 78.1
4 38.9 38.9 38.5
5 |0.95-1.76 (m) 0.70 (d) 55.3 55.3 55.0
6 |0.95-1.76 (m) 1.52 (d), 1.38 (q) |18.3 18.3 17.9

1.41 (m), 1.37

7 |0.95-1.76 (m) (m) 34.2 34.3 33.9
8 41.1 41.1 41.1
9 [0.95-1.76 (m) 1.30 (d) 50.4 50.5 50.4
10 37.1 37.1 36.7
11 | 0.95-1.76 (m) 1.58 (d), 1.26 () |21.6 216 21.1
12 |0.95-1.76 (m) 1.62 (d), 1.23 (q) |27.6 277 27.2
13 | 0.95-1.76 (m) 1.61 (t) 39.2 39.2 38.8
14 42.2 42.1 41.8
15 | 0.95-1.76 (m) 1.78 (t), .01 (d) |27.0 27.1 26.4
16 | 0.95-1.76 (m) 1.31(d), .21 (t) |36.7 36.7 36.5
17 34.4 34.4 34.0
18 | 0.95-1.76 (m) 1.04 (t) 48.7 48.7 48.4
19 |0.95-1.76 (m) 1.57 (m) 36.3 36.3 35.9
20 139.9 139.9 139.4
21 |5.28(d,J=6.6 Hz) |5.26 (bd, J=6.5Hz) |5.25 (d) 118.9 118.9 1185
22 |0.95-1.76 (m) 1.72 (d), 1.56 (d) |42.3 42.4 41.9
23 [1.00(s) 0.98 (5) 0.98 (5) 28.0 28.0 27.7
24 10.79 () 0.77 (5) 0.78 (5) 15.4 15.4 15.1
25 |0.87(s) 0.85 (5) 0.86 (5) 16.3 16.3 15.9
26 |1.06 (s) 1.05 (s) 1.04 (s) 16.1 16.1 15.7
27 10.97 (s) 0.95 (s) 0.95 (s) 14.8 148 14.4
28 |0.76 (s) 0.74 (5) 0.73 (5) 17.7 17.7 17.3
29 |1.01 (bs) 0.99 (d, J=6.5) 0.99 (d) 22.6 22.6 22.1
30 [1.65(s) 1.63 (s) 1.64 (s) 21.7 216 21.2

122



A

_/g_ -
\ j |
\

0.01 0.01
,

- - Do NO™=L OMOGOOM OO
CH w @ m S DT NEWDNYIDO™0
30 8 L SRRE 855385 86RES
s [ [T-R1-] NN ETEEE_-—_-O oo
H.C 20 | ‘1— e i
3 e
IEN1;: %31
H o,
12 ' s 22
1 3 7
] H 29 ‘ 23
CH, CH,
1 i’ S ¥ et 16 27
N /5\8/5\15/ 26—‘ 25
H ‘ - 24
l ‘ | $H; P e ﬁFzs
- = //. -
Ho?” \\4\/ = T B £28s
Ry w o [
o I
H,C (e | L3
f |

15 10 5

Sekil 3.35. CBK-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz)

[ppm]



LEGLFL -
SLMPSLE
SES09L —
60ZE9L -
COZLLL
90881 —

GLEO'LE )
1999°LE
1695

90¥0°LE
LL6ELT
E¥9LT T
020082 *

2

—

——e
9WECFE .
9L6EVE 7 as! !

r (=]
vizeog o O &
11029E =
oL
GIGIBE 4
6128°8E -
6L1Z6E -

cE90°LY —

158LTY -
GIEETY

S
C;-Iq
P

5

|

-
™
A

E
!

A
'3/
H3

14
C
27

C
2
H

H,
12
1/ ™~
CH,
6
-

{
8

N
-

H
6

|

3

<898k

CH

25

PN ey

8CLY0S —

098255 — / T

40 30 20 10 [ppm]

50

Sekil 3.36. CBK-1 bilesiginin **C-NMR spektrumu (CDCls, 100 MHz)

124



GZl

ﬁ "g‘- = ] [—]
E 2 BE8H 2
o < Sasn 5
(] - & P b D [Ty]
a2 - [ i e =4 [ro]
I I |
CH
30
H.C 20
’ ”Nr// ~m
CH
H 28 ! 17
7 ' /18\' e
1n T~ ‘ 7
cm, | amy | M|
1 i?‘ N P 16
3/ \\m/:\s/: \15/
H CH,
3 5 7 e
wo?” u = e
S \ H
H,C CH
13 2 3
u,
- y b
3 § < 7
| |
1 | )
T T T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 [ppm]

Sekil 3.37. CBK-1 bilesiginin **C-NMR spektrumu (CDCls, 100 MHz)




9¢1

255.19
100

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
21215

40

35

3039204

- 241,12

20 227.27

15 17323

10

12899 157:41 188.98

283.33

325.40
311.47

367.54
38147 [M_3H]+
r 423.40 439.15 473.38 493.33
I AV I AT AW \
350 400 450 500
m/z

523.91

550

567.38 5gpg1 619.53 637.52

600 650

683.51

Sekil 3.38. CBK-1 bilesiginin kiitle spektrumu




3.2.2.2.2. C. nerimaniae BAYF Spektroskopik Bulgular:

Spektroskopik (*H-NMR, *C-NMR ve KS) yontemler kullanilarak, C.
nerimaniae 'nin toprakiisti kisminin arta kalan su alt fraksiyonundan saflastirilan,
CNS-1 ve CNS-2 seklinde kodlanan flavonol glikoziti yapisinda iki bilesigin
sirastyla  afzelin ve astragalin, kloroform alt fraksiyonunundan elde edilen

triterpenik yapili bir bilesigin ise y-taraksasterol (CNK-1) oldugu belirlenmistir.

3.2.2.2.2.1. CNS-1 Bilesigine Yonelik Spektrsokopik Bulgular

OH
HO (e}
[ ]
OH o} o CH;,
OH
OH OH

Molekiil Ad1 Afzelin

Molekiil Formiilii | Cy;H5,04g

Molekiil Agirhg 432 g/mol

Sekil 3.39. CNS-1 bilesigine ait yapisal bulgular

Flavonol glikoziti yapisindaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde,
C21H20010 430.96 [M-H]*
gozlemlenmistir. Bilesigin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda 6=7.79 ppm’deki

molekiil formiiline sahip bilesigin, m/z: piki
dublet karakterindeki sinyalin H-2' ve H-6’protonlarina, 6=6.96 ppm’deki dublet
karakterindeki sinyalin H-3' ve H-5' protonlarina, 6=6.22 ve 6=6.38 ppm’deki
dublet karakterindeki sinyallerin ise sirasiyla H-6 ve H-8 protonlarina ait oldugu
tespit edilmistir. 5.40 ppm’deki sinyal ramnozun anomerik protonu olan H1"
protonuna, 6=0.94 ppm’deki sinyal ramnozun metil grubuna ait olan H6"

protonlarina aittir. 3.41-4.24 ppm’deki sinyaller ise ramnozun diger protonlarina (H-
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2", H-3", H-4" ve H-5") aittir. *C-NMR spektrumunda incelendiginde 21 adet sinyal

gozlenmistir. 21 adet sinyalden 15’1 flavonol iskeletine aittir. 6 adet karbon sinyali

ise ramnoza aittir ve bu sinyallerden 102.1 ppm’de gelen sinyal ramnoz’un anomerik

karbonuna atfedilmistir. 16.3 ppm’de gelen sinyal ise ramnozun metil grubuna isaret

etmektedir. CNS-1 bilesigine ait NMR ve kiitle spektroskopik bulgular literatiirlerle

de karsilastirildiginda afzelin i¢in uyumluluk gostermektedir (Lee ve ark., 2014;
Sianturi ve ark., 2015 ve Zhang ve ark., 2014).

Cizelge 3.15. CNS-1 bilesiginin literatiirle karsilastirilmali 'H-NMR ve ®C-NMR
spektral degerleri (Lee ve ark., 2014 ve Zhang ve ark., 2014)

CH CNS-1 (Afzelin)
' H (CNS-1) st H (Lit.1) 13C (CNS-1) sB3C (Lit.1) 13C (Lit.2)
2 157.2 158.6 157.0
3 134.8 136.2 134.7
4 178.2 179.4 178.2
5 161.8 163.2 161.8
6 |6.22(d,J=14Hz) [6.19(d,J=24Hz) |[98.4 100.1 99.1
7 164.5 166.6 164.7
8 |6.40(d,J=16Hz) [6.36(d,J=2.2Hz) |[93.4 94.9 94.2
9 157.9 159.2 157.7
10 104.5 105.7 104.6
1 121.2 1226 121.0
2" |7.79(d,J=86Hz) |7.76(d,J=8.8Hz) |1305 131.9 131.1
3 16.96(d, J=86Hz) |[6.93(d,J=89Hz) |115.1 1165 1151
4 160.2 161.6 160.5
5 |6.96(d,J=8.6Hz) |6.93(d,J=8.9Hz) |115.1 1165 115.9
6 |7.79(d,J=86Hz) |7.76(d,J=88Hz) |130.5 131.9 131.1
1" |5.40 (bs) 5.36 (d, J=2.2Hz) |102.1 1035 102.3
4.21 (dd, J;= 1.7 Hz, 72.1
2" |3,41-4,24 (m) J,=34Hz) 70.5 70.6
3" |3,41-4,24 (m) 3,71(m) 70.7 72.1 711
4" | 3,41-4,24 (m) 3,60 (m) 718 73.1 716
5" |3,41-4,24 (m) 3,47 (m) 70.6 72.0 70.8
6" |0.94(d,J=5.0) 0.91 (d, J=5.6) 16.3 17.7 17.9
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3.2.2.2.2.2. CNS-2 Bilesigine Yonelik Spektroskopik Bulgular

OH

OH

Molekiil Adi Astragalin

Molekiil Formiilii | Cy;H»001;

Molekiil Agirhig: 448 g/mol

Sekil 3.43. CNS-2 bilesigine ait yapisal bulgular

Flavonol glikoziti yapisindaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde,
C21H20011 molekiil formiiliine sahip bilesigin m/z: 447.31 [M-H]* piki gozlemlenmistir.
Bilesigin "H-NMR spektrumuna bakildiginda 6=8.07 ppm’deki dublet karakterindeki
sinyalin H-2' ve H-6' protonlarina, 6=6.90 ppm’deki dublet karakterindeki sinyalin H-3'
ve H-5' protonlarina, 6=6.22 ve 6=6.41 ppm’deki dublet karakterindeki sinyallerin ise
sirasiyla H-6 ve H-8 protonlarina ait oldugu tespit edilmistir. =5.28 ppm’deki sinyal
glukozun anomerik protonu olan H1" protonuna, 6=3.20-3.89 ppm araligindaki sinyaller

ise glukozun diger protonlarina (H-2", H-3", H-4" ve H-5") aittir.

BC-NMR spektrumunda incelendiginde 21 adet sinyal gdzlenmistir. 21 adet
sinyalden 15’1 flavonol iskeletine aittir. 6 adet karbon sinyali ise glukoza aittir ve bu
sinyallerden 102.6 ppm’de gelen sinyal glukozun anomerik karbonuna atfedilmistir.
CNS-2 bilesigine ait NMR ve kiitle spektrumlarindaki spektral degerler literatiirlerle de

karsilastirildiginda astragalin i¢in uyumluluk gostermektedir (Seo ve ark., 2016 ve Wei
ve ark., 2011).
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Cizelge 3.16. CNS-2 bilesiginin literatiirle karsilagtirilmali *H-NMR ve “C-NMR

spektral degerleri (Seo ve ark., 2016 ve Wei ve ark., 2011)

CH CNS-2 (Astragalin)
' H (CNS-2) sl H (Lit.1) 3C (CNS-2) | 3C (Lit.2) 3¢ (Lit.1)
2 157.1 158.0 156.7
3 134.0 135.3 133.7
4 178.1 179.2 177.9
5 161.7 162.7 161.7
6 6.22 (d, J= 1.9 Hz) 6.19 (d, J=2.0 Hz) 98.5 99.8 99.1
7 164.6 165.7 164.6
8 6.41 (d, J=1.9 Hz) 6.37 (d, J=2.0 Hz) 93.4 94.8 94.1
9 157.6 158.8 156.8
10 104.3 105.6 104.5
1 121.4 122.5 121.4
2' 8.07 (d, J=8.8 Hz) 8.05 (d, J=9.2 Hz) 130.9 132.1 131.3
3 6.90 (d, J=8.8 Hz) 6.89 (d, J=9.2 Hz) 114.7 1159 115.6
4 160.2 161.2 160.4
5' 6.90 (d, J= 8.8 Hz) 6.89 (d, J=9.2 Hz) 114.7 1159 115.6
6" 8.07 (d, J=8.8 Hz) 8.05 (d, J=9.2 Hz) 130.9 132.1 131.3
1 5.28 (d,J=7.2 Hz) 5.21(d,J=7.6 Hz) 102.6 104.0 101.3
3.43 (dd, J;= 8.4 Hz, 4.7
2" |3.20-3.89 (m) J,=7.6Hz) 743 75.6
3" 3.20-3.89 (m) 3.43 (overlapped) 76.6 78.0 76.9
4" 3.20-3.89 (m) 3.43 (overlapped) 69.9 71.2 70.4
5" 3.20-3.89 (m) 3.21 (m) 77.0 78.2 77.9
3.69 (dd, J;= 12.0 Hz, 61.3
J,=24Hz )
3.53 (dd, J;= 12.0 Hz,
6" 3.20-3.89 (m) J,=5.6Hz ) 61.2 62.4
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3.2.2.2.2.3. CNK-1 Bilesigine Yonelik Spektrsokopik Bulgular

CH;

HO

~
\\
~
~

H,C  CH,

Molekiil Ady y-taraksasterol

Molekiil Formiilii | C3oHs,0

Molekiil Agirhg 426 g/mol

Sekil 3.47. CNK-1 bilesigine ait yapisal bulgular

Triterpenik yapidaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde, C3oHs0O molekiil
formiiliine sahip bilesigin, m/z: 423.12 [M-3H]* piki gozlemlenmistir. ‘H-NMR
spektrumlart incelendiginde, 6=3.13 ppm’deki dubletin dubleti ve &=5.18 ppm’de
goriilen genis dublet ve sinyaller sirasiyla H-3 ve H-21’e atfedilmistir. 6=0.90 ppm (H-
23), 0.69 ppm (H-24), 0.77 ppm (H-25), 0.96 ppm (H-26), 0.87 ppm (H-27), 0.66 ppm
(H-28), 0.90 ppm (H-29) ve 1.55 ppm (H-30) sinyalleri metil gruplarina aittir.

BCc-NMR spektrumlari incelendiginde, 28.0 (C-23) ppm, 15.4 (C-24) ppm, 16.3
(C-25) ppm, 16.1 (C-26) ppm, 14.8 (C-27) ppm, 17.7 (C-28) ppm, 22.6 (C-29) ppm,
21.7 (C-30) ppm’de gelen sinyallerin metil gruplarina ait oldugu tespit edilmistir. 79.0
ppm’de gelen sinyal C-3’e aittir. 139.9 ppm’deki C-20 sinyali ve 118.9 ppm’deki C-21
sinyali w-taraksasterol igin karakteristiktir. CNK-1 bilesigine ait NMR ve Kkiitle
spektrumlarindaki spektral degerler literatiirlerle de karsilastirildiginda y-taraksasterol
icin uygunluk gostermektedir (Li ve ark., 2012, Reynolds ve ark., 1986, ve Zitterl-
Eglseer ve ark., 1997).
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Cizelge 3.17. CNK-1 bilesiginin literatiirle karsilagtiriimali *"H-NMR ve “C-NMR
spektral degerleri (Li ve ark., 2012, Reynolds ve ark., 1986, ve Zitterl-Eglseer ve ark.,

1997)
CH CNK-1 (- Taraksasterol)
sl H (CNK-1) olH (Lit.1) |®'H (Lit.2) 3C (CNK-1) |*3C (Lit.1) [*C (Lit.3)
1 ]0.86-1.66 (m) 1.73(d), 0.95(t) |38.8 38.8 38.5
2 |0.86-1.66 (m) 1.64 (d), 1.58 (q) |27.4 274 27.0
3.21 (dd,
3.13 (dd, J;:=5.0 Hz, |J;=5.1 Hz,
3 |J,=11.0 Hz) J,=11.3 Hz) |3.19 (dd) 79.0 79.0 78.1
4 38.9 38.9 38.5
5 |0.86-1.66 (m) 0.70 (d) 55.3 55.3 55.0
6 |0.86-1.66 (m) 1.52(d), 1.38(q) |18.3 18.3 17.9
7 |0.86-1.66 (m) 1.41 (m), 1.37 (m) |34.2 34.3 33.9
8 41.1 41.1 41.1
9 |0.86-1.66 (m) 1.30 (d) 50.4 50.5 50.4
10 37.1 37.1 36.7
11 | 0.86-1.66 (m) 1.58 (d), 1.26 (q) |21.6 21.6 21.1
12 |0.86-1.66 (m) 1.62 (d), 1.23(q) |27.6 27.7 27.2
13 | 0.86-1.66 (m) 1.61 (t) 39.2 39.2 38.8
14 42.2 42.1 41.8
15 |0.86-1.66 (m) 1.78 (t), .01 (d) | 27.0 27.1 26.4
16 | 0.86-1.66 (m) 1.31(d), 1.21 (t) | 36.7 36.7 36.5
17 34.4 34.4 34.0
18 |0.86-1.66 (m) 1.04 (t) 48.7 48.7 48.4
19 |0.86-1.66 (m) 1.57 (m) 36.3 36.3 35.9
20 139.9 139.9 139.4
5.26 (bd,
21 |5.18(d, J=6.7 Hz) J=6.5 Hz) 5.25 (d) 118.9 118.9 1185
22 |0.86-1.66 (m) 1.72 (d), 1.56 (d) |42.3 42.4 41.9
23 10.90 (s) 0.98 (5) 0.98 (s) 28.0 28.0 27.7
24 10.69 (s) 0.77 (5) 0.78 (s) 15.4 15.4 15.1
25 |0.77 (s) 0.85 (5) 0.86 (5) 16.3 16.3 15.9
26 |0.96 (s) 1.05 (s) 1.04 (s) 16.1 16.1 15.7
27 |0.87(s) 0.95 (5) 0.95 (5) 14.8 14.8 14.4
28 | 0.66 (s) 0.74 (5) 0.73 (5) 17.7 17.7 17.3
0.99 (d,
29 |0.90 (bs) J=6.5) 0.99 (d) 22.6 22.6 22.1
30 |1.55(s) 1.63 (s) 1.64 (s) 217 21.6 21.2
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3.2.2.2.3. C. sommieri BAYF Spektroskopik Bulgular

Spektroskopik (*H-NMR, “C-NMR ve KS) yontemler kullamlarak, C.
sommieri’nin toprak usti kisminin Kloroform alt fraksiyonunundan elde edilen
CSK-1 ve CSK-2 olarak kodlanan triterpenik yapili iki maddenin sirasiyla -
taraksasterol ve lupeol oldugu belirlenmistir.

3.2.2.2.3.1. CSK-1 Bilesigine Yonelik Spektrsokopik Bulgular

CH;

HO

~
\\
~
~

H,C  CH,

Molekiil Adi w-taraksasterol

Molekiil Formiilii | C3yH5,0

Molekiil Agirhg 426 g/mol

Sekil 3.52. CSK-1 bilesigine ait yapisal bulgular

Triterpenik yapidaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde, CsoHs500
molekiil formiiliine sahip bilesigin, m/z: 427.32 [M+H]" piki gézlemlenmistir.
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Cizelge 3.18. CSK-1 bilesiginin literatiirle karsilagtirilmali *H-NMR ve “C-NMR
spektral degerleri (Li ve ark., 2012, Reynolds ve ark., 1986, ve Zitterl-Eglseer ve

ark., 1997).
CSK-1 (w- Taraksasterol)
CH| s'H (CSK-1) |3'H (Lit.1) o' H (Lit.2) 3C (CSK-1) | 8C (Lit.1) |*°C (Lit.3)
1 |0.86-1.66 (m) 1.73(d), 0.95 () |388 38.8 385
2 |0.86-1.66 (m) 1.64 (d),158(q) |27.4 274 27.0
3.13 (dd, 3.21 (dd,
Ji=11.3 Hz, J;=11.3 Hz,
3 [J,=5.0 Hz) J,=5.1 Hz) 3.19 (dd) 79.1 79.0 78.1
4 38.9 38.9 38.5
5 |0.86-1.66 (m) 0.70 (d) 55.3 55.3 55.0
6 |0.86-1.66 (m) 1.52 (d), 1.38 (q) 183 18.3 179
7 |0.86-1.66 (m) 1.41 (m), 1.37 (m) | 34.2 34.3 33.9
8 411 41.1 41.1
9 |0.86-1.66 (m) 1.30 (d) 50.4 50.5 50.4
10 37.1 37.1 36.7
11 |0.86-1.66 (m) 1.58 (d), 1.26 (q) 21.6 216 211
12 | 0.86-1.66 (m) 1.62(d), 1.23(q) | 27.6 27.7 27.2
13 | 0.86-1.66 (m) 1.61 (t) 39.2 39.2 38.8
14 42.2 42.1 41.8
15 |0.86-1.66 (m) 1.78 (t), 1.01 (d) 27.0 27.1 26.4
16 |0.86-1.66 (m) 1.31 (d), 1.21 (t) 36.7 36.7 36.5
17 34.4 34.4 34.0
18 |0.86-1.66 (m) 1.04 (t) 48.7 48.7 48.4
19 |0.86-1.66 (m) 1.57 (m) 36.3 36.3 35.9
20 139.9 139.9 139.4
5.18 (d, J=6.6 |5.26 (bd, J=6.5
21 | Hz) Hz) 5.25 (d) 118.9 118.9 118.5
22 |0.86-1.66 (m) 1.72 (d), 1.56 (d) 42.3 42.4 41.9
23 10.90 () 0.98 (5) 0.98 (s) 28.0 28.0 277
24 | 0.69 (5) 0.77 (s) 0.78 (s) 15.4 154 15.1
25 |0.77 (5) 0.85 (s) 0.86 (s) 16.3 16.3 15.9
26 | 0.96 (5) 1.05 (s) 1.04 (s) 16.1 16.1 15.7
27 1087 () 0.95 (s) 0.95 (5) 14.8 14.8 14.4
28 | 0.66 (5) 0.74 (s) 0.73 (5) 17.7 17.7 17.3
0.99 (d, J=6.5
29 |0.91 (bs) Hz) 0.99 (d) 22.6 22.6 221
30 |1.55(s) 1.63 (s) 1.64 (s) 21.7 216 21.2
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'"H-NMR spektrumlar1 incelendiginde, 8=5.18 ppm’de goriilen genis dublet
sinyal ve 6=3.13 ppm’de goriilen dubletin dubleti seklindeki sinyaller sirasiyla H-21
ve H-3’e atfedilmistir. 3=0.90 ppm (H-23), 0.69 ppm (H-24), 0.77 ppm (H-25), 0.96
ppm (H-26), 0.87 ppm (H-27), 0.66 ppm (H-28), 0.91 ppm (H-29) ve 1.55 ppm (H-

30) sinyalleri metil gruplarina aittir.

BC-NMR spektrumlari incelendiginde, 28.0 (C-23) ppm, 15.4 (C-24) ppm,
16.3 (C-25) ppm, 16.1 (C-26) ppm, 14.8 (C-27) ppm, 17.7 (C-28) ppm, 22.6 (C-29)
ppm, 21.7 (C-30) ppm’de gelen sinyallerin metil grubunu isaret etmektedir. 79.1
ppm’de gelen sinyal C-3’e aittir. 139.9 (C-20) ppm ve 118.9 (C-21) ppm gelen
sinyaller ise y-taraksasterol i¢in karakteristiktir.

CSK-1 bilesigine ait NMR ve kiitle spektrumlarindaki spektral degerler,
literatiirlerle de karsilastirildiginda y-taraksasterol i¢in uygunluk gostermektedir (Li

ve ark., 2012, Reynolds ve ark., 1986, ve Zitterl-Eglseer ve ark., 1997).
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3.2.2.2.3.2. CSK-2 Bilesigine Yonelik Spektrsokopik Bulgular

H,C—

CHj,
////
7

7.

HO

Molekiil Ad1 Lupeol

Molekiil Formiilii | C3,Hs00

Molekiil Agirhg1 | 426 g/mol

Sekil 3.57. CSK-2 bilesigine ait yapisal bulgular

Triterpenik yapidaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde, CsoHs00
molekiil formiiline sahip bilesigin, m/z: 425.51 [M-H]" piki gozlemlenmistir. *H-
NMR spektrumlari incelendiginde §=2.40 ppm’deki bir proton boyutunda sekstet
sinyal lupeol’lin 19. konumdaki proton sinyali i¢in karakteristiktir. Lupeol’tin 3.
konumdaki protonu ise 6=3.21 ppm’de dubletin dubleti seklinde sinyal vermektedir.
29. konumdaki olefinik protonlar ise 6=4.59 ppm ve &=4.71 ppm’de sinyal
vermektedir. 21. konumda bulunan protonlardan biri =1.93 ppm’de multiplet sinyal
vermektedir. 6=0.99 ppm (H-23), 0.78 ppm (H-24), 0.85 ppm (H-25), 1.05 ppm (H-
26), 0.96 ppm (H-27), 0.81 ppm (H-28) ve 1.70 ppm (H-30) sinyalleri ise metil

gruplarina aittir.

BC-NMR spektrumlart incelendiginde, 28.0 (C-23) ppm, 15.4 (C-24) ppm,
16.1 (C-25) ppm, 16.0 (C-26) ppm, 14.6 (C-27) ppm, 18.0 (C-28) ppm ve 19.3 (C-
30) ppm’de gelen sinyallerin metil grubuna; 109.4 (C-29) ppm ve 151.0 (C-20)
ppm’de gelen sinyaller ise ekzometilen grubuna atfedilmistir. CSK-2 bilesigine ait

NMR ve kitle spektrumlarindaki spektral degerler, literatiirlerle de
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karsilastirildiginda lupeol yapisi ig¢in uyumlu oldugu tespit edilmistir (Abdullahi ve

ark., 2013; Aratanechemuge ve ark., ve ark., 2004; Benabdelaziz ve ark., 2014 ve
Silva ve ark., 2018).

Cizelge 3.19. CSK-2 bilesiginin literatiirle karsilastirilmali 'H-NMR ve ®C-NMR
Spektral Degerleri (Aratanechemuge ve ark., 2004; Benabdelaziz ve ark., 2014 ve

Silva ve ark., 2018)

C/H CSK-2 (Lupeol)
o'H (CSK-2) |#H (Lit.1) ol H (Lit.2) 13C (CSK-2) |#8C (Lit.2) |**C (Lit.3)
0.90 (m, H-1b) |0.92 (m, H-1b)
1 0,69-1,68 (m) |1.65 (m, H-1a) | 1.69 (m, H-1a) |38.7 38.2 38.1
1.59 (m, H-2b) | 1.06 (m, H-2b)
2 0,69-1,68 (m) | 1.67 (m, H-2a) |1.61 (m, H-2a) |27.4 25.3 274
3.21 (dd, 3.20 (dd, 3.35 (dd,
Ji=11.2 Hz, J;=5.03 Hz, J;=12.5 Hz,
3 J,=4.9 Hz) J,=11.5 Hz) J,=5.0 Hz) 79.0 79.1 79.1
4 38.9 38.9 38.7
0.73 (dd,
J;=10.0 Hz,
5 0,69-1,68 (m) | 0.68 (m) J,=2.5 Hz) 55.3 55.5 55.3
1.40 (m, H-6b) | 1.45 (m, H-6b)
6 0,69-1,68 (m) |1.50 (m, H-6a) | 1.55 (m, H-6a) |18.3 185 18.3
1.32 (m, H-7b)
7 0,69-1,68 (m) | 1.42 (m, H-7a) | 1.43 (m) 34.3 345 34.3
8 40.8 41.0 40.9
9 0,69-1,68 (m) | 1.29 (m) 1.35 (m) 50.4 50.6 50.5
10 37.2 37.3 37.2
1.20 (m, H-11b)| 1.25 (m, H-11h)
11 |0,69-1,68 (m) |1.40 (m, H-11a)| 1.48 (m, H-11a) | 20.9 21.1 21.0
1.07 (m, H-12b)| 1.12 (m, H-12h)
12 |0,69-1,68 (m) |1.68 (m, H-12a)|1.72 (m, H-12a) | 25.1 275 25.2
13 |0,69-1,68 (m) |1.68 (m) 1.70 (m) 38.0 39.0 38.9
14 42.8 43.0 42.9
1.00 (m, H-15b)| 1.06 (m, H-15h)
15 |0,69-1,68 (m) |1.68 (m, H-15a)|1.61 (m, H-15a) | 27.4 276 275
1.37 (m, H-16b)
16  |0,69-1,68 (m) |1.48 (m, H-16a) | 1.51 (m) 35.6 35.8 35.6
17 43.0 43.2 43.0
18  |0,69-1,68 (m) |1.37 (m) 1.41 (m) 48.3 48.5 48.3
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Cizelge 3.19. Devam. CSK-2 bilesiginin literatiirle karsilastiriimali *H-NMR ve *3C-
NMR Spektral Degerleri (Aratanechemuge ve ark., 2004; Benabdelaziz ve ark., 2014
ve Silva ve ark., 2018)

C/H | Lupeol

s'H (CSK-2) |3 H (Lit.1) sl H (Lit.2) 3C (CSK-2) |3C (Lit.1) |%C (Lit.3)

2.38 (ddd,

2.40 (sextet, J;=11.0 Hz, 2.42 (td,

J;=11.0 Hz, J,=11.0 Hz, J;=10.0 Hz,
19 | J,=5.8Hz) J5=5.6 Hz) J,=5.0 Hz) 48.0 48.1 48.0
20 151.0 151.1 151.1

1.34 (m, H-21b)| 1.37 (m, H-21b){ 1.31 (m, H-21b)
21 |1.93 (m, H-21a)| 1.92 (m, H-21a) | 1.97 (m, H-21a)| 29.8 30.0 29.9

1.19 (m, H-22b)| 1.25 (m, H-22b) 40.0
22 {0,69-1,68 (m) |1.37 (m, H-22a)| 1.43 (m, H-22a) | 40.0 40.2
23 [0.99 (s) 0.97 (5) 1.02 (s) 28.0 28.2 28.0
24 0.78(5) 0.76 (s) 0.81 (s) 15.4 15.6 15.4
25 |0.85(s) 0.83 () 0.86 (5) 16.1 16.3 16.1
26 |1.05(9) 1.03 (s) 1.07 (s) 16.0 16.2 16.0
27 | 0.96 (s) 0.94 (s) 1.00 (s) 14.6 14.7 14.6
28 |0.81 () 0.79 (s) 0.84 (5) 18.0 18.2 18.0
4.62 (29b, d, 109.3
J=0.3 Hz)

4.59 (29b, bs) | 4.54(29b,bs) | 4 75 (294 g,
29 | 4.71(29a,bs) |4.67 (29a,bs) |J=0.3 Hz) 109.6 109.5
30 | 1.70(s) 1.68 (s) 1.69 (s) 19.3 195 19.3
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3.2.2.2.4. C. cephalotes Spektroskobik Bulgular

Spektroskopik (*H-NMR, *C-NMR ve KS) yontemler kullanilarak, C.
cephalotes in toprak ustii kisminin etil asetat alt fraksiyonundan saflastirilan, CCE-1
olarak kodlanan flavon yapisindaki bilesigin apigenin ve CCE-2 olarak kodlanan
flavonol glikoziti yapisindaki Dbilesigin afzelin  oldugu ve Kkloroform alt
fraksiyonunundan elde edilen triterpen yapisindaki bilesigin ise w-taraksasterol
(CCK-1) oldugu belirlenmistir.

3.2.2.2.4.1. CCE-1 Bilesigine Yonelik Spektrsokopik Bulgular

OH

HO O

OH

Molekiil Adi Apigenin

Molekiil Formiili | Cy5H14O5

Molekiil Agirhg 270 g/mol

Sekil 3.62. CCE-1 bilesigine ait yapisal bulgular

Flavon vyapisindaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde, Ci5H100s
molekiil formiiliine sahip bilesigin, m/z: 269.07 [M-H]" temel piki gdzlemlenmistir.
Bilesigin "H-NMR spektrumuna bakildiginda 5=7.88 ppm’deki dublet karakterindeki
sinyalin H-2' ve H-6'protonlarina, 6=6.95 ppm’deki dublet karakterindeki sinyalin
H-3' ve H-5' protonlarina, 6=6.48 ve 6=6.23 ppm’deki dublet karakterindeki
sinyallerin ise sirasiyla H-8 ve H-6 protonlarina ait oldugu tespit edilmistir. 5=6.62

ppm’deki singlet karakterindeki sinyal ise apigeninin H3 protonuna atfedilmistir.
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BC-NMR spektrumunda incelendiginde gdzlemlenen 15 adet sinyalin ve 102.4

ppm’de gelen C3 karbonuna atfedilen sinyalin varligi bilesigin flavon iskeleti

igerdigini gostermektedir. CCE-1 bilesigine ait NMR ve kiitle spektroskopik

bulgular: literatiirlerle de karsilastirildiginda flavon yapisindaki apigenin igin

uyumluluk gostermektedir (Fajriah ve ark., 2016 ve Silva ve ark., 2015).

Cizelge 3.20. CCE-1 bilesiginin literatiirle karsilagtirilmali IH-NMR ve 13C-NMR
spektral degerleri (Fajriah ve ark., 2016 ve Silva ve ark., 2015)

CH CCE-1 (Apigenin)
s'H (CCE-1) sl H (Lit.1) +1%C (CCE-1) sB3C (Lit.1) B3¢ (Lit.2)

2 164.8 166.3 163.7
3 |6.62(s) 6.60 (s) 102.4 102.9 102.8
4 182.5 183.9 181.7
5 161.8 163.2 161.3
6 [6.23(d,J=2.1Hz) |6.21(d,J=2.1Hz) |98.8 100.2 98.7

7 165.0 166.1 164.6
8 |6.48(d,J=2.1Hz) |6.46(d,J=2.1Hz) |93.7 95.0 9.1

9 158.0 159.5 157.4
10 103.7 105.3 103.6
1 121.8 123.3 121.2
2 |7.88(d,J=88Hz) |7.85(d,J=8.9Hz) |128.0 129.6 1285
3 |6.95(d,J=88Hz) |6.93(d,J=8.9Hz) |115.6 117.1 116.0
4 161.4 162.7 161.5
5 |6.95(d, J=88Hz) [6.93(d,J=89Hz) |115.6 1171 116.0
6 |7.88(d,J=88Hz) |7.85(d,J=89Hz) |128.0 1296 1285
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3.2.2.2.4.2. CCE-2 Bilesigine Yonelik Spektroskopik Bulgular

OH
HO (e}
[ 7
OH 0 CH,
OH
OH OH

Molekiil Adx Afzelin
Molekiil Formiilii | Cy1H20019
Molekiil Agirhg 432 g/mol

Sekil 2.66. CCE-2 bilesigine ait yapisal bulgular

Flavonol glikoziti yapisindaki bilesign kiitle spekturumu incelendiginde, C2:H20010
molekiil formiiliine sahip bilesigin m/z: 431.24 [M-H]" temel piki gozlemlenmistir.
Bilesigin *H-NMR spektrumuna bakildiginda §=7.79 ppm’deki dublet karakterindeki
sinyalin H-2' ve H-6' protonlarina, 6=6.96 ppm’deki dublet karakterindeki sinyalin H-3'
ve H-5' protonlarina, 6=6.40 ve 6=6.22 ppm’deki dublet karakterindeki sinyallerin ise
sirastyla H-8 ve H-6 protonlarina ait oldugu tespit edilmistir. =5.40 ppm’deki sinyal
ramnozun anomerik protonu olan H1" protonuna, 6=0.94 ppm’deki sinyal ramnozun
metil grubuna isaret eden H6" protonlarina aittir. =4,24 ppm’deki dubletin dubleti
karakterindeki sinyal ramnozun H-2" protonuna, 6=3.42-3.91 ppm araligindaki sinyaller

ise ramnozun diger protonlarina (H-3", H-4" ve H-5") aittir.

13C-NMR spektrumunda incelendiginde 21 adet sinyal gozlenmistir. 21 adet
sinyalden 15’1 flavonol iskeletine aittir. 6 adet karbon sinyali ise ramnoza aittir ve bu
sinyallerden 102.1 ppm’de gelen sinyal ramnoz’un anomerik karbonuna atfedilmistir.

16.3 ppm’de gelen sinyal ise ramnozun metil grubuna isaret etmektedir.
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CCE-2 bilesigine ait NMR ve kiitle spektrumlarinin spektral degerleri,

literatiirlerle de karsilastirildiginda afzelin i¢in uyumluluk géstermektedir (Lee ve ark.,
2014; Sianturi ve ark., 2015 ve Zhang ve ark., 2014).

Cizelge 3.21. CCE-2 bilesiginin literatiirle karsilastirilmali 1TH-NMR ve 13C-NMR
spektral degerleri (Lee ve ark., 2014 ve Zhang ve ark., 2014)

C/H | Afzelin
' H (CCE-2) oL H (Lit.1) sB3C (CCE-2) |*°C (Lit.1) 3C (Lit.2)
2 157.1 158.6 157.0
3 134.8 136.2 134.7
4 178.2 179.4 178.2
5 161.8 163.2 161.8
6 [6.22(d,J=2.1Hz) |6.19(d,J=2.4 Hz) 98.4 100.1 99.1
7 164.5 166.6 164.7
8 |6.40(d,J=2.1Hz) |6.36(d,J=2.2Hz) 93.4 94.9 94.2
9 157.9 159.2 157.7
10 104.5 105.7 104.6
1 121.2 122.6 121.0
2" |7.79(d,J=88Hz) |7.76(d,J=8.8 Hz) 130.5 131.9 131.1
3 |6.96(d,J=88Hz) |6.93(d,J=8.9Hz) 115.1 116.5 115.1
4 160.2 161.6 160.5
5 |6.96(d,J=8.8Hz) |6.93(d,J=8.9 Hz) 115.1 116.5 115.9
6 |7.79(d,J=88Hz) |7.76(d, J=8.8 Hz) 130.5 131.9 131.1
1" |5.40(d,J=15Hz) |5.36(d,J=22Hz) 102.1 103.5 102.3
4,24 (dd, ;= 1.7 Hz, |4.21 (dd, J,= 1.7 Hz, J,= 72.1
2" |J,=32Hz) 3.4 Hz) 70.5 70.6
3" |3,42-3,91 (m) 3,71(m) 70.7 72.1 71.1
4" |3,42-391 (m) 3,60 (m) 71.8 73.1 71.6
5" | 3,42-3,91 (m) 3,47 (m) 70.6 72.0 70.8
6" |0.94(d,J=55) 0.91 (d, J="5.6) 16.3 17.7 17.9
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3.2.2.2.4.3. CCK-1 Bilesigine Yonelik Spektrsokopik Bulgular

CH;

HO

~
\\
~
~

H,C C

I
[

Molekiil Ady y-taraksasterol

Molekiil Formiilii | C3yH500

Molekiil Agirhg 426 g/mol

Sekil 3.70. CCK-1 bilesigine ait yapisal bulgular

Triterpenik yapisindaki bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde, CszoHs0O
molekiil formiiliine sahip bilesigin, m/z: 427.12 [M+H]" piki gdzlemlenmistir. CCK-1
bilesiginin "H-NMR spektrumu degerlendirildiginde, =5.18 ppm’de goriilen dublet ve
6=3.13 ppm’de goriilen dubletin dubleti sinyalleri sirasiyla H-21 ile H-3’e atfedilmistir.
6=0.92 ppm (H-23), 0.69 ppm (H-24), 0.77 ppm (H-25), 0.96 ppm (H-26), 0.87 ppm
(H-27), 0.66 ppm (H-28), 0.92 ppm (H-29) ve 1.55 ppm (H-30) sinyalleri metil

gruplarina aittir.

BC-NMR spektrumu degerlendirildiginde ise 28.0 (C-23) ppm, 15.4 (C-24) ppm,
16.3 (C-25) ppm, 16.1 (C-26) ppm, 14.7 (C-27) ppm, 17.7 (C-28) ppm, 22.6 (C-29)
ppm, 21.7 (C-30) ppm’de gelen sinyallerin metil gruplarina ait oldugu tespit edilmistir.
79.1 ppm’de gelen sinyal C-3’e aittir. 139.9 (C-20) ppm ve 118.9 (C-21) ppm’de gelen
sinyaller ise y-taraksasterol’e 6zgii sinyallerdir. CCK-1 bilesigine ait NMR ve Kkiitle
spektrumlarindaki spektral degerler literatiirlerle de karsilastirildiginda y-taraksasterol
icin uyumluluk gostermektedir (Li ve ark., 2012, Reynolds ve ark., 1986, ve Zitterl-
Eglseer ve ark., 1997).
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Cizelge 3.22. CCK-1 bilesiginin literatiirle karsilastirilmali *H-NMR ve “C-NMR
spektral degerleri (Li ve ark., 2012, Reynolds ve ark., 1986, ve Zitterl-Eglseer ve ark.,

1997)
C/H | w- Taraksasterol

s'H (CCK-1) sl H (Lit.1) oL H (Lit.2) 13C (CCK-1) [#%C (Lit.1) |3BC (Lit.3)
1 0.83-1.66 (M) 1.73 (d), 0.95 () |38.8 38.8 38.5
2 0.83-1.66 (M) 1.64 (d), 1.58 (q) |27.4 27.4 27.0

3.13 (dd, J,;=11.3 |3.21 (dd, J,;=11.3
3 Hz, J,=5.1Hz) |Hz,J,=5.1Hz) |3.19 (dd) 79.1 79.0 78.1
4 38.9 38.9 38.5
5 0.83-1.66 (m) 0.70 (d) 55.3 55.3 55.0
6 0.83-1.66 (m) 1.52 (d), 1.38(q) |18.3 18.3 17.9
7 0.83-1.66 (m) 1.41 (m), 1.37 (m) |34.2 343 33.9
8 41.1 41.1 41.1
9 0.83-1.66 (M) 1.30 (d) 50.4 50.5 50.4
10 37.1 37.1 36.7
11 |0.83-1.66 (m) 1.58 (d), 1.26 (q) |21.6 21.6 211
12 |0.83-1.66 (m) 1.62 (d), 1.23(q) |27.6 27.7 27.2
13 |0.83-1.66 (m) 1.61 (t) 39.2 39.2 38.8
14 42.2 42.1 41.8
15  |0.83-1.66 (m) 1.78 (t),1.01(d) |27.0 27.1 26.4
16 | 0.83-1.66 (m) 1.31(d), 1.21 (t) | 36.7 36.7 36.5
17 34.4 34.4 34.0
18 | 0.83-1.66 (m) 1.04 (t) 48.7 48.7 48.4
19 | 0.83-1.66 (m) 1.57 (m) 36.3 36.3 35.9
20 139.9 139.9 139.4

5.18 (d, J=6.6 5.26 (bd, J=6.5)
21 |Hz) 5.25 (d) 118.9 118.9 118.5
22 |0.83-1.66 (m) 1.72 (d), 1.56 (d) |42.3 42.4 41.9
23 10.92() 0.98 (5) 0.98 (5) 28.0 28.0 27.7
24 | 0.69 (5) 0.77 (s) 0.78 () 15.4 15.4 15.1
25 [0.77(s) 0.85 (5) 0.86 (5) 16.3 16.3 15.9
26 [0.96 (s) 1.05 (s) 1.04 (s) 16.1 16.1 15.7
27 0.87(s) 0.95 (5) 0.95 (5) 147 14.8 14.4
28 | 0.66 (s) 0.74 (s) 0.73 (s) 17.7 17.7 173
29 [0.92 (bs) 0.99 (d, J=6.5) | 0.99 (d) 22.6 22.6 221
30  [1.55(s) 1.63 (s) 1.64 (5) 21.7 21.6 212
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3.3. YPSK Calismalarina Yonelik Bulgular

Calismada tayini yapilan standartlar, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit,
siringaldehit, kumarik asit, sinapik asit, benzoik asit ve kersetin’dir. Bu 7 adet
bilesigin kolonda ayrimini saglamak i¢in ¢esitli denemeler yapilmis ve uygun
gradient program belirlenmistir. Belirtilen fenolik maddeler yiliksek resoliisyonla

ayrilmistir (Sekil 2).

300+
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Sekil 3.75. Standartlarimin YPSK kromatogrami. Piklerin tanimlanmasi: 1. p-OH
benzoik asit, 2. vanilik asit, 3. siringaldehit, 4. kumarik asit, 5. sinapik asit, 6.
benzoik asit, 7. kersetin

3.3.1. YPSK Yontem Validasyonuna Yonelik Bulgular

Olusturulan ve validasyonu gergeklestirilen metodun dogrusallik parametresine
ait %95-100 kabul edilebilir korelasyon katsayisi degerleri ilgili metotta 0,9985-
0,9998 olarak bulunmustur (Cizelge 3.23). Kesinlik parametresi i¢in alikonma
zamanlart ve % Alana yonelik bagil standart sapma (%BSS) degerlerinin 2’nin
altinda olmasi bu parametre acisindan da yontemin uygunlugunu gostermektedir
(Cizelge 3.24). Dogruluk parametresinin tekrarlanabilirlik agisindan % Geri

Kazanimin standart sapma degerleri 1,97’ nin altinda bulunmustur (Cizelge 3.24).
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Cizelge 3.23. Standartlarin alikonma zamanlar1 ve YPSK yontemine ait bazi
validasyon parametrelerinin degerleri

Alkonma LoD LOO
F_e nqllk Zamam Standart Denklemi Korelasyon
bilesikler ) Katsayisi (r) (ng/ml) (ng/ml)
(dakika)
1 E;i?H Benzoik 4 419 y=56,637x + 70148 0,9998 0,05 0,17
2 Vanilik Asit 5,102 y = 38,008 + 25387  0,9994 0,08 0,26
3 Siringaldehit 6,383 y=15237x +18310  0,9985 0,20 0,66
4 Kumarik Asit 7,437 y =44,407x — 7600,9 0,999 0,07 0,22
5 Sinapik asit 7,947 y=12,877x— 22062  0,9998 0,25 0,78
6 Benzoik asit 9,588 y=14,099x — 934,87  0,9998 0,23 0,71
7 Kersetin 14,720 y=37,337x-35711  0,9998 0,09 0,27

Cizelge 3.24. YPSK yontemine ait bazi validasyon parametrelerinin degerleri

RT Kesinlik 9% Alan Kesinlik 9% Geri kazanim
(% BSS) (% BSS) (ort = SS)

Fenolik .. Giinler . .. Giinler

bilesikler Giin ici arast Giin ici arast 5 ug/mL 25 ug/mL 50 ug/mL
1 géi?H Benzokk 14 0,18 0,62 0,79 101,040,76  99,9+0,56  99,5+0,52
2 Vanilik Asit 0,12 0,21 0,51 0,82 100,7+0,27 100,2+1,04 102,1+2,05
3 Siringaldehit 0,05 0,16 0,44 0,50 100,2+1,04 102,6+1,41 99,6£1,75
4 Kumarik Asit 0,02 0,04 0,26 0,78 99,33+1,97 102,9+1,03 99,5+0,21
5 Sinapik asit 0,16 0,41 0,65 0,98 102,33+1,95 98,9+0,98 98,3+0,15
6 Benzoik asit 0,05 0,10 0,36 0,64 102,2+0,21 98,8+0,57 98,24+0,92
7 Kersetin 0,02 0,07 0,27 1,19 98,9+0,46 99,7+0,69 100,4+0,5
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3.3.1. Cirsium Tiirlerin YPSK Analizleri

Cirsium tiirlerinden hareketle hazirlanan 6rnek ¢ozeltileri ayn1 metotla 3 kez

siiriklenmis ve kalibrasyon grafiginden yararlanilarak ilgili standartlar agisindan

tiirlerin kantitatif analizleri gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.25. Cirsium tiirlerinin fenolik bilesikler ve benzoik asit igerikleri

p-OH Vanilik Kumarik Sinapik Benzoik
Tiir Ad Benzoik Asit Siringaldehit  Asit Asit Asit Kersetin
Asit
mg/g ekstre
C. balikesirense 125 - 2 - . . i
C.nerimaniae 191 1523 - - d . )
C. sommieri - - F - - - 2,29
C. cephalotes 4,69 6,18 - _ ) i 286

C. balikesirense metanol ektresinin YPSK ¢alismasi sonucunda gergeklestirilen

kantitatif analizinde 1,25 mg/g p-OH benzoik asit igerdigi tespit edilmistir.
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Sekil 3.76. C. balikesirense metanol ekstresi YPSK Kromatogrami
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C. nerimaniae metanol ektresinin YPSK c¢aligsmasi sonucunda gergeklestirilen
kantitatif analizinde 1,91 mg/g p-OH benzoik asit ve 15,23 mg/g vanilik asit igerdigi

tespit edilmistir.
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Sekil 3.77. C. nerimaniae metanol ekstresi YPSK Kromatogrami

C. sommieri metanol ektresinin YPSK ¢alismasi sonucunda gergeklestirilen

kantitatif analizinde 2,29 mg/g kersetin icerdigi tespit edilmistir.
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Sekil 3.78. C. sommieri metanol ekstresi YPSK Kromatogrami
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C. cephalotes metanol ektresinin YPSK ¢alismasi sonucunda gergeklestirilen
kantitatif analizinde 4,69 mg/g p-OH benzoik asit, 6,18 mg/g valinik asit ve 2,86
mg/g kersetin igerdigi tespit edilmistir.

Sekil 3.79. C. cephalotes metanol ekstresi YPSK Kromatogrami

3.4. In vitro Sitotoksik Aktivite Calismalaria Yonelik Bulgular

3.4.1 C. balikesirense’nin Adipositlerdeki Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Cirsium balikesirense i¢cin MTT yontemiyle adiposit hiicrelerinde belirlenen
sitotksik aktivite tayinleri asagidaki grafiklerle belirtilmistir. C. balikesirense

metanol ektresinde anlaml bir sitotoksik etki gdzlenmemistir.
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Kontrol CBM (50 pg/ml) CBM (100 pg/ml)
mSeri 1 100 99,94 96,56

Sekil 3.80. C. balikesirense metanol ekstresi (CBM) sitotoksik aktivite degerleri

3.4.2 C. nerimaniae’nin Adipositlerdeki Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

C. nerimaniae igin MTT yontemiyle adiposit hiicrelerinde belirlenen
sitotoksik aktivite tayinleri asagidaki grafiklerle belirtilmistir. C. nerimaniae

metanol ektresinde anlaml bir sitotoksik etki gdzlenmemistir.
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m Seri 1 100 96,50 96,18

Sekil 3.81. C. nerimaniae metanol ekstresi (CNM) sitotoksik aktivite degerleri
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3.4.3 C. sommieri’nin Adipositlerdeki Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

C. sommieri igin MTT yontemiyle adiposit hiicrelerinde belirlenen sitotoksik
aktivite tayinleri asagidaki grafiklerle belirtilmistir. C. sommierii metanol ektresinde

anlamli bir sitotoksik etki gézlenmemistir.
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Kontrol CSM (50 pg/ml) CSM (100 pg/ml)
mSeri 1 100 96,69 95,21

Sekil 3.82. C. sommieri metanol ekstresi (CSM) sitotoksik aktivite degerler

3.4.4 C. cephalotes’in Adipositlerdeki Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

C. cephalotes i¢cin MTT yontemiyle adiposit hiicrelerinde belirlenen
sitotoksik aktivite tayinleri agagidaki grafiklerle belirtilmistir. C. cephalotes metanol

ekstresinde anlamli bir sitotoksik etki gdzlenmemistir.
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mSeri 1 100 98,79 96,84

Sekil 3.83. C. cephalotes metanol ekstresi (CCM) sitotoksik aktivite degerleri
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4. TARTISMA

Obezite goriilme sikligr hizla artis gosteren, diinya ¢apinda ciddi ve kronik bir
saglik problemidir. Koti beslenme aligkanliklari, hareketsiz yasam tarzi,
sosyoekonomik etkiler gibi ¢evresel faktorler ve bazi genetik bozukluklar sonucunda
olusabilen obezite, viicutta anormal ya da asir1 yag birikimi olarak tanimlanmaktadir.
Obezite dogrudan veya dolayli olarak insan sagligini tehdit eden birgok rahatsizlikla
iliskilidir. Obezite ile iliskili Tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve alkolsiiz
yaglh karaciger hastalig1 gibi bir¢cok hastalifa bagli komplikasyonlar hizla artmaya
devam etmektedir (Aktar ve ark., 2017; Kopelman ve ark., 2000; McArdle ve ark.,
2013 ve Mokhad ve ark., 2003).

Dogal kaynakli firiinler lipit absorbsiyonunu azaltmak, enerji tiiketimini
artirmak, adipositlerin  farklilasmasin1  ve ¢ogalmasimi azaltmak, lipojenezi
baskilamak gibi birgok mekanizmayla antiobezite etki olusturmaktadirlar. Bununla
birlikte, giivenli ve etkili antiobezite ilaglarin gelistirilmesinde biiylik 6neme sahip
dogal kaynakli tirinlerin obezite tedavisindeki potansiyeli konusundaki c¢aligmalar

tam olarak amacina ulasamamustir (Patra ve ark., 2015 ve Yun ve ark., 2010).

Tez kapsaminda Cirsium balikesirense, C. nerimaniae, C. sommieri ve C.
cephalotes metanol ekstrelerinin obezite tedavisindeki potansiyeli arastirilmistir. Bu
kapsamda antiobezite etkinin belirlenmesi i¢in yiiriittiigiimiiz yiiksek yaglh diyetle
obezite olusturulan siganlar iizerinde gerceklestirilen in vivo deneyler siklikla
kullanilmaktadir (Lee ve ark., 2015; Patra ve ark., 2015; Thompson ve ark., 1999).
Tez caligmalari, 8 haftalik deney siiresi sonunda calisilan bitkilerin metanol
ekstrelerinin ve pozitif kontrol olarak kullanilan orlistat uygulamasinin, obezite
olusturulan negatif kontrol grubuyla kiyaslandiginda sicanlarin viicut agirligimi

azaltarak obeziteye karsi etkili oldugunu gostermistir.

Obezite, yag dokusu hiicreleri adipositlerinin boyutsal ve sayisal olarak artisi
ile karakterizedir (Couillard ve ark., 2000). In vivo biyolojik aktivite ¢aligmalari

kapsaminda yag dokusunda gerceklestirilen histopatolojik analizlerin sonucunda
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incelenen Cirsium tiirlerinin metanol ekstreleri ve orlistat grubu karsilastirildiginda
adiposit c¢aplarinda azalma meydana getirmesi, bu tiirlerin yag dokusundaki

antiobezite etkisini ortaya koymustur.

Obezitenin karacigerdeki lipit ve enerji metabolizmasinda yarattigi
degisiklikler karacigerde baz1 histopatolojik degisimlere neden olmaktadir.
Obeziteyle beraber artan hepataselliler yag damlaciklari, mikrovezikiiler ve
makrovezikiiler vakuollerin olusumu ile beraber steatoz tablosu ortaya ¢ikmaktadir.
Histopatolojik tablonun ilerleyisiyle olusan mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve
hepatositlerdeki balonlagsma gibi bulgular ise siroza giden bir siirece neden
olmaktadir (Goodman, 2014 ve Sonsuz, 2007). In vivo biyolojik aktivite
caligmalarindaki karaciger dokularindaki histopatolojik analizlerde, obezite
olusturulan grupta steatoz ve sonrasinda gelisen mononiiklear hiicre infiltrasyonu,
hepatoselliiler balonlasma ve mikrovezikiiler lipit dejenerasyonu gibi obeziteden
kaynakli bulgulara rastlanmistir. Pozitif kontrol grubunun ve ekstrelere ait gruplarin,
yiiksek yagli diyet sonrasinda gelisen histapotolojik degisimleri negatif kontrol
grubuyla kiyaslandiginda daha iyiye gittigi goriilmiistir.

Obezite plazma trigliserit, total kolesterol, LDL seviyelerinde artisa, HDL
seviyesinde ise azalmaya neden olmaktadir (Després ve ark., 1989 ve Ozdogan ve
ark., 2015). Leptin ve adiponektin yag dokusundan salgilanan, istahin
diizenlenmesinde, enerji harcanmasinda, glukoz ve lipit metabolizmasinin
diizenlenmesinde metabolik ve endokrin fonksiyonu olan iki énemli hormondur
(Erhartd ve ark., 2014). Obezitede leptin direnci olusumu sebebiyle leptin diizeyi
artarken, adiponektin diizeyi azalmaktadir (Daniel ve ark., 2013 ve Inafuku ve ark.,
2013). In vivo biyolojik aktivite ¢alismalar1 kapsamindaki si¢an serumlarinda
yaptigimiz biyokimyasal incelemeler sonucunda, obez grup ile karsilastirildiginda
calisilan Cirsium tiirlerinin metanol ekstreleri ve orlistat uygulamasi serum LDL,
trigliserit ve leptin seviyelerini azaltirken, HDL ve adiponektin diizeylerinde
arttirdigr gozlenmistir. Bu durum bitkilerin, obeziteden kaynakli dislipidemiyi
iyilestirici yonde etki ettigi, leptin ve adiponektin seviyelerindeki diizenleyici

etkisinden dolay1 da leptin direncinden ve adiponektin diizeyinin azalmasindan
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kaynakli obezitedeki olumsuz etkilerin azaltilabilecegi yoniinde

degerlendirilmektedir.

Insiilin direnci ve bozulmus insiilin sekresyonu, Tip 2 diyabet ve bozulmus
glukoz toleransindaki temel patojenezdir. Insiilin direnci diyabetik hastalarda kan
sekeri diizeyi anormallikleri ortaya ¢ikmadan once gelisebilir. Tip 2 diyabet siireci
hiperinsiilinemi, prediyabet ve diyabet olmak {iizere ii¢ farkli evreden olugmaktadir.
Insiilin direnci normalden, bozulmus ve diyabetik glukoz toleransina gegiste temel
faktordiir. Pankreatik beta hiicreleri yeterli insiilini iirettiginde kan sekeri normal
olarak muhafaza edilebilmektedir. Bununla birlikte, beta hiicreleri insiilin direncini
telafi edecek yeterli insiilini tiretemediginde, kan sekeri seviyesi kaginilmaz olarak
yiikselmektedir (Chen ve ark., 2015; Group, 2000; Kim ve Reaven, 2008; Sun ve
ark., 2008 ve Yang ve ark., 2016). Bu nedenle obeziteden kaynakli olasi insiilin
direncinin degerlendirilmesi amaciyla, in vivo biyolojik aktivite c¢aligmalari
kapsaminda biyokimyasal parametrelerden siganlarin kan glukoz ve serum insiilin
seviyeleri de incelenmistir. Analizler sonucunda negatif kontrol, kontrol, tiirlerin
metanol eksterelerinin ve orlistanin uygulandigt hayvan gruplarinin glukoz
diizeylerinde anlamli bir fark gozlemlenmezken, kontrol grubuyla kiyaslandiginda
obez grubun serum insiilin diizeylerinin anlamli oranda arttig1 degerlendirilmistir. Bu
durum yiiksek yagli diyet uygulamasi ile obezite olusturulan grubun ayni zamanda
diyabetin hiperinsiilinemi evresinde olabilecegi goriisiinii dogurmustur. Bitkilerin
metanol ekstreleri ve orlistat uygulamasi gerceklestirilen gruplar ile obez grup
karsilastirildiginda serum insiilin diizeylerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Bu durum incelenen bitkilerin obeziteden kaynakli olasi insiilin direncini

tyilestirebilecegi yorumunu dogurmustur.

Obezite, insiilin direncinin olugsmasima neden olan kronik inflamasyonla
iliskilidir. Bozulan lipid metabolizmasi, dolasimdaki serbest yag asitlerini artirir ve
bu durum enflamatuvar sinyal yolaginin baslamasina neden olur. Enflamatuvar
sinyalin olusmasiyla IL-6, TNF-a ve IL-14 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin
salgilanmasiin artis1 patolojik durumu siddetlendirerek insiilin sinyal yolaginin
bozulmasina neden olur. Benzer sekilde yag dokusunun fonksiyonunun bozulmasi

karaciger ve iskelet kasindaki glukoz hemostazina zarar verir ve bu durum sistemik
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insiilin direncinin olusmasi ve sonrasinda Tip 2 diyabet ile sonuglanir. Bu nedenle
antienflamatuvar tedavi yaklasimlar1 obezite ve obeziteyle iliskili hastaliklarda etkili
olabilme potansiyeline sahiptir (Chawla ve ark., 2015 ve McArdle ve ark., 2013).
Obez farelerde TNF-a’nin antikorlarla etkisizlestirilmesi sonucu insiilin direncinde
diizelme gozlenmistir (Ryden ve ark., 2007). IL-15 reseptorii antagonistleri Tip 2
diyabetli hastalarda glisemiyi ve £ hiicrelerindeki insiilin sekresyonunu iyilestirmistir
(Larsen ve ark., 2007). Bu yaklasimdan hareketle in vivo biyoaktivite ¢aligmalari
kapsaminda, gruplarin serum TNF-a ve IL-1f belirlenmis ve incelenen tiirlerin
metanol ekstreleri ve orlistat uygulamasi gergeklestirilen gruplarda, obez grupla
karsilastirildiginda serum TNF-a ve IL-1f diizeylerinin daha diisiik seviyede oldugu
belirlenmistir. Bu durum bitkilerin sahip oldugu potansiyel antienflamatuvar etkinin,

obeziteden kaynakli insiilin direncini azaltabilecegini diistindiirmiistiir.

Yag dokusu gelisimi sirasinda, ii¢ ana transkripsiyon faktorii PPAR-y, C/EBP-
o ve SREBP-lc gorev almaktadir (Patra ve ark., 2015). Asetil-CoA
prekiirsorlerinden uzun zincirli yag asitlerinin biyosentezini katalizleyen anahtar bir
lipojenik enzim olan FAS’m gen ekspresyonu obeziteyle birlikte artmaktadir
(Bluher., 2014 ve Boizard., 1998). Sozii edilen transkripsiyon faktorlerinin ve FAS
gen ekspresyonunun baskilanamasi antiobezite etki olusturmaktadir (Loftus ve ark.,
2000 ve Yun ve ark., 2010). RT-PCR ¢aligmalari ile, Cirsium tiirlerinin metanol
ekstrelerinin sigan yag dokusundaki ilgili gen ekspresyon diizeyleri degerlendirilmis
ve adipojenezdeki bazi anahtar transkripsiyon faktorlerinden PPAR-y, C/EBP-q,
SREBP-1c ve ayrica FAS gen ekspresyon diizeylerinin azalttigi tespit edilmistir.

Konuya farkli bir mekanizma agisindan yaklasildiginda; pankreatik lipaz,
pankreastan sentezlenen ve salinan, trigliseritlerinin sindirimini katalize eden,
lipolitik bir enzimdir. Triagilgliserollerin absorbsiyonunda ve triagilgliserollerin yag
asidi ve monoagilgliserollere hidrolizinde 6nemli bir role sahiptir (Lowe., 2002).
Obezitede besin maddelerinin sindirim ve emilim inhibitdrleri, gastrointestinal
mekanizmayla enerji alimini azaltan Onemli tedavi stratejilerindendir. Obeziteye
kars1 etkili bilesiklerin gelistirilmesinde diyetle alinan lipitlerin sindiriminin ve
absorbsyonunun inhibisyonunu saglayan pankreatik lipaz inhibitorlerinden

faydalanilmaktadir (Seyedan ve ark., 2015). Sigan serum lipaz diizeylerine yonelik
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gerceklestirilen tez kapsamindaki diger bir ¢alismada, obez grubun kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda lipaz seviyesinin yiiksek oldugu ve tiirlerin metanol ekstreleri
uygulamasinin, negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda, orlistat uygulmasina
oranla daha diisiik seviyede olmakla birlikte serum lipaz seviyesini azalttig1 tespit

edilmistir.

In vivo biyolojik aktivite caligmalar ile incelenen Cirsium tiirlerinin metanol
ekstrelerinin obezite tedavisindeki 6nemine yonelik 6n bilgiler 1s18inda, arastirmanin
daha ileriye tasinmasi, antiobezite etkiden sorumlu bilesiklerin kesfedilmesi veya
olasi sinerjik etkinin arastirilmasi amaciyla BAYF gergeklestirilmistir. BAYF, in
vivo c¢alismalarda negatif kontrol grubuyla kiyaslandiginda ekstre uygulanan
gruplarin sican serum lipaz diizeylerinin diisiik diizeyde olmasi 6n bilgisiyle de
desteklenerek, obezite tedavisindeki temel yaklasimlardan biri olan lipaz enzim
inhbisyonuna yonelik in vitro ¢alismalar rehberliginde gergeklestirilmistir. BAYF
kapsaminda in vitro caligmalarla tlirlerin lipaz enzimi {izerindeki etkinligini
belirlenmis, incelenen tiim tiirlerin metanol ekstrelerinin ve bazi alt fraksiyonlarinin
lipaz enzim inhbitor etkileri saptanarak lipaz inhibitor etkisi ortaya konmustur. Etkili
alt fraksiyonlardan Ince Tabaka Kromatografisi, Normal Faz Kolon Kromatografisi,
Ters Faz Kolon Kromatografisi ve Sefadeks Kolon Kromatografisi gibi
kromatografik  yontemler kullanilarak i1zolasyon c¢alismalar1  siirdiiriilmiis
kromatografik yontemlerle elde edilen her bir fraksiyon igin lipaz inhibitor etki

degerlendirlmistir.

C. balikesirense {iizerinde gerceklestirilen BAYF ile lipaz inhibitor etki
yoniinden en etkili alt fraksiyonun arta kalan su alt fraksiyonu oldugu tespit
edilmistir. Bu alt fraksiyondan hareketle siirdiirilen BAYF calismalan ile izole
edilen ve spektroskopik yontemlerle yapist aydinlatilan fenil propanoit yapisindaki
siringinin bu tiir i¢in en yiiksek lipaz inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Arta kalan su alt fraksiyonunda siirdiiriilen diger izolasyon ¢alismalarinda ise fenolik
glikozit yapisinda simadahurinin bilesigi izole edilmistir. Arta kalan su alt
fraksiyonundan daha diisiik olmakla birlikte lipaz inhibitor etki gdzlenen kloroform

alt fraksiyonundan ise triterpenoit yapisindaki w-taraksasterol izole edilmistir.
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C. nerimaniae tizerinde gergeklestirilen BAYF ile lipaz inhibitor etki yoniinden
en etkili alt fraksiyonun arta kalan su alt fraksiyonu oldugu tespit edilmistir. Bu alt
fraksiyondan hareketle siirdiiriilen BAYF calismalar1 ile izole edilen ve
spektroskopik yontemlerle yapisi aydinlatilan flavonol glikoziti yapisindaki afzelinin
bu tiir i¢in en yiiksek lipaz inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Arta kalan su
alt fraksiyonunda siirdiiriilen diger izolasyon calismalarinda ise flavonol glikoziti
yapisindaki astragalin bilesigi izole edilmistir. Arta kalan su alt fraksiyonundan
daha diisiik olmakla birlikte lipaz inhibitor etki gozlenen kloroform alt
fraksiyonundan ise C. balikesirense’ye benzer sekilde triterpenoit yapisindaki w-

taraksasterol izole edilmistir.

C. sommieri tlizerinde gergeklestirilen BAYF ile lipaz inhibitor etki yoniinden
tek etkili alt fraksiyonun kloroform alt fraksiyonu oldugu tespit edilmistir. Bu alt
fraksiyondan hareketle siirdiirilen BAYF c¢alismalar1 ile izole edilen ve
spektroskopik  yontemlerle yapisi aydinlatilan triterpenoit yapisindaki -
taraksasteroliin bu tiir i¢in en yiiksek lipaz inhibitor etkiye sahip oldugu
belirlenmigtir.  Kloroform alt fraksiyonunda siirdiiriilen diger izolasyon

caligmalarinda ise triterpenoit yapisindaki bir diger bilesik lupeol izole edilmistir.

C. cephalotes tizerinde gergeklestirilen BAYF ile lipaz inhibitor etki yoniinden
en etkili alt fraksiyonun etil asetat alt fraksiyonu oldugu tespit edilmistir. Bu alt
fraksiyondan hareketle siirdiiriilen BAYF c¢alismalar1 ile izole edilen ve
spektroskopik yontemlerle yapist aydinlatilan flavon yapisindaki apigeninin bu tiir
icin en yiiksek lipaz inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Etil asetat alt
fraksiyonunda siirdiiriilen diger izolasyon c¢alismalarinda ise flavonol glikoziti
yapisindaki afzelin bilesigi izole edilmistir. Etil asetat fraksiyonundan daha diisiik
olmakla birlikte lipaz inhibitor etki gozlenen kloroform alt fraksiyonundan ise
incelenen diger tiirlerle benzer sekilde triterpenoit yapisindaki w-taraksasterol izole

edilmistir.

izole edilen bilesiklerin her biri yukarida da bahsedildigi gibi lipaz inhibitdr
etki agisindan degerlendirilmis ve bu bilesikler icerisinde en yliksek lipaz inhibitor

etkili bilesigin apigenin oldugu tespit edilmistir.
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Cirsium tiirleri {izerinden daha 6nce gergeklestirilen fitokimyasal ¢alismalarda
w-taraksasterolin, C. henryi, C. olearaceum ve C. setosum’dan; lupeoliin, C.
scabrum, C. setosum, C. canum, C. carolinianum, C. hypoleucum ve C. vallis-
demonii’den; apigeninin C. japonicum var. maackii, C. nipponicum, C. palustre, C.
rhinoceros, C. rivulare, C. setosum, C. sipyleum, C. syriacum ve C. henryi’den;
astragalinin, C. canum, C. palustre ve C. sipyleum’dan; afzelinin C. syriacum, C.
sipyleum ve C. tenoreanum’dan; siringinin, Cirsium japonicum, C. leucopsis, C.
rivulare ve C. setidens’ten izole edildigi ortaya konmustur (Aboul-Ela ve ark., 2002;
Boga ve ark., 2014; Chen ve ark., 2007; Chen ve ark., 2010; Deliorman-Orhan ve
ark., 2007; Feng ve ark., 2012; Feng ve ark., 2012; Han ve ark., 2008; Jeong ve ark.,
2018; Jung ve ark., 2017; Lee ve ark., 1994; Lee ve Lee, 2005; Lee ve Lee, 2005; Li
ve. ark, 2012; Loizzo ve ark., 2004; Mao ve ark., 2016; Nazaruk ve Galicka, 2014;
Nazaruk ve Gudej, 2003; Nazaruk, 2009; Nazaruk, 2009; Sahli ve ark., 2017; Statti
ve ark, 1997;Strawa ve ark., 2016; Zhi ve ark., 2003 ve Zhou ve ark., 2007). BAYF
calismalar1 ile saflastirilan simidahurinin ise Cirsium cinsinden ilk kez izole

edilmistir.

C. sommieri’nin metanol ekstresinden hareketle hazirlanan kloroform alt
fraksiyonundan izole edilen lupeol, antiartritik, antimikrobiyal, antiprotozal,
antikanser, antidiyabetik, kardiyoprotektif, antienflamatuvar, cilt koruyucu,
hepatoprotektif ve noroprotektif etkilidir. In vivo ve in vitro arastirmalar sonucunda
lupeoliin, protein tirozin fosfotaz 14, o-amilaz ve a-glukozidaz inbitér etki gibi
mekanizmalarla antidiyabetik etki gosterdigi ispatlanmustir. In vivo ¢aligsmalarda ise
lupeol trigliserit ve kolestrol seviyelerini azaltarak dislipidemi tablosunu iyilestirmis
ve kardiyoprotektif etki saglamistir. Lupeoliin antienflamatuvar etkisinin arastirildigi
fareler lizerinde yapilan bir ¢caligmada da 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA)
indiiklii enflamasyonda, miyeloperoksidaz diizeylerini diisiirmiis bdylece hiicre
infiltrasyonunun azalmasiyla antienflamatuvar etkinin olusmasina neden olmustur.
Yapilan bagka bir ¢alismada ise lupeol, lipopolisakkarit indiiklii makrofajlarda TNF-
a ve IL-1f proenflamatuvar sitokin diizeylerini azaltarak antienflamatuvar yanitin
olusmasina neden olmustur. Oral lupeol uygulamasi, artritik farelerde CD4 ve

CD8+T hiicrelerinde ve sitokinlerin seviyelerinde anlamli diisiise neden olarak
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antienflamatuvar yanit olusturmustur. Sonug olarak, lupeol enflamasyonla iligkili
TNF-a, IL-15, PGE2, miyeloperoksidaz, makrofajlar ve T lenfositleri araciligiyla
antienflamatuvar etki olusturmaktadir (Patil., 2018; Saleem ve ark., 2009 ve Siddique
ve Saleem., 2011).

C. balikesirense, C.nerimaniae, C.sommieri ve C. cephalotes’in metanol
ekstresinden hareketle hazirlanan kloroform alt fraksiyonundan izole edilen -
taraksterol’tin  TPA indiiklii enflamasyonda antienflamatuvar etki gosterdigi

saptanmustir (Akihisa ve ark., 1996).

C. balikesirense’nin metanol ekstresinden hareketle hazirlanan arta kalan su alt
fraksiyonundan izole edilen siringin antioksidan, noroprotektif, antiiilser,
antidiyabetik ve antienflamatuvar etkilere sahiptir. Siringin karragen indikli
sicanlarda, penge 6demi seviyesini azaltarak antienflamatuvar yanitin olusmasina
neden olmustur. Siringin ayrica lipoksijenaz indiikliit RAW264.7 hiicrelerinde TNF-a
tiretimini ve CDS8+T ¢ogalmasin1 inhibe ederek immunomodiilator etkinin
olusmasina neden olmustur. Streptozotosin indiiklii diabetik si¢anlarda siringin
glukoz kullanimini artirarak ve kan glukoz seviyelerini diisiirerek antidiyabetik etki
olusturmustur. Siringin ayni1 zamanda kalp hipertrofisinin ilerlemesini azaltarak bu

yonde terapotik bir etki olusturmaktadir (Li ve ark., 2017 ve US ve ark., 2015).

C. balikesirense’nin metanol ekstresinden hareketle hazirlanan arta kalan su alt
fraksiyonundan ise simidahurinin izole edilmistir. Simidahurinin temel iskeletini
olusturan hidroksitrozol, siganlarda karragen indiiklii enflamasyonda enflamasyon ve
agriy1 azaltmistir. Antienflamatuvar etkisinin proenflamatuvar sitokinlerin tiretimini
baskilayarak gergeklestirdigi ispatlanmistir. Hidroksitrozol iskeletinin
antienflamatuvar etkisinin yanisira kardiyoprotektif etkiye de sahip oldugu

kanitlanmistir (Aydar ve ark., 2017 ve Wu ve ark., 2018).

C. cephalotes’in metanol ekstresinden hareketle hazirlanan etil asetat alt
fraksiyonundan izole edilen apigenin de antikanser, antitiimor, antioksidan, antiviral,
antienflamatuvar, antidiyabetik, antiobezite ve kardiyoprotektif etkilere sahiptir.

Apigenin ayrica Alzheimer ve Parkinson’da da terapdtik potansiyele sahiptir.
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Apigenin a-glukozidaz inbitor etkisi nedeniyle, insiilin sekresyonunu artirarak ve
reaktif oksijen radikallerinin hiicresel hasarimi nétralize ederek antidiyabetik etki
olusturmaktadir. Apigenin nitrikoksit {iretimini azaltmakta olup COX inhibisyonuna
katki saglamaktadir. Apigenin COX-2 aktivasyonunu saglayan NF-kB yolagini
inhibe ederek ayni zamanda TNF-a gibi enflamasyondan sorumlu bazi stokinlerin
diizeyini azaltmaktadir. Apigeninin enflamasyon siirecindeki bu etkileri
antienflamatuvar etki olusturmasiyla sonuglanmaktadir. Apigenin anjiyotensin
dontistiiriici enzim inhbitorii etkisiyle kan basincini diistirmektedir. Apigenin
hipertansif si¢anlarda kalp hipertrofisini ve anormal miyokardiyal glukolipit
metabobolizmasini iyilestirmistir. Benzer sekilde kardiyomiyopatinin indiiklendigi
diyabetik farelerde kardiyoprotektif etki olusturmustur (Ali ve ark., 2017; Salehi ve
ark., 2019 ve Zhou ve ark., 2017). Apigenin lipaz inhibitor ve antiadipojenik etkileri
ile de obezite tedavisinde terapéotik potansiyele sahiptir (Guo ve ark., 2016 ve Ono
ve Fujimori., 2011).

C. nerimaniae’nin metanol ekstresinden hareketle hazirlanan arta kalan su alt
fraksiyonundan ve C. cephalotes’in metanol ekstresinden hareketle hazirlanan etil
asetat alt fraksiyonundan izole edilen afzelin, a-amilaz ve a-glukozidaz inbitor etkisi
sebebiyle antidiyabetik etkiye sahiptir (Torres-Naranjo ve ark., 2016). Afzelin
nitrikoksit {liretimini azaltarak ve NF-xB yolagini inhibe ederek antienflamatuvar
etki olusturmaktadir (Rho ve ark., 2011). Afzelin sahip oldugu lipaz inhbitor etkisi
ile obeziteye kars1 etki olusturmaktadir (Ado ve ark., 2013).

C. nerimaniae’nin metanol ekstresinden hareketle hazirlanan arta kalan su alt
fraksiyonundan izole edilen astragalin, antienflamatuvar, antioksidan, noroprotektif,
antikanser, antidiyabetik, antililser, antiobezite, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif
etkiye sahiptir. Astragalin, afzelinle benzer sekilde NF-xB yolagini inhibe ederek
antienflamatuvar etki olusturmaktadir. Astragalin, kardiyak hasarli sicanlarda
intraseliiler oksidatif stres ve apopitozisi azaltarak kardiyoprotektif etki
olusturmustur. Astragalin adiposit farklilagsmasini azaltarak ve hipolipidemik etki
saglayarak antiobezite etki olusturmaktadir (Riaz ve ark., 2018; Wang ve ark., 2015
ve Zang ve ark., 2015).

188



Tez kapsaminda Cirsium tiirlerinin metanol ekstrelerinin fitokimyasal profili
YPSK ile incelenmis olup, benzoik asit, p-OH benzoik asit, kersetin, kumarik asit,
sinapik asit, siringaldehit ve vanillik asit bilesiklerinin kantitatif tayinleri
gerceklestirilmistir.  Vanilik asit yiiksek yaglh diyetle beslenen  siganlarda
inflamasyon olusuma karsi protektif etki gosterirken, insiilin direncine bagh
hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve hiperlipidemiye kars1 iyilestirici etki saglamistir
(Chang ve ark., 2015). p-Kumarik asit ve sinapik asit obez farelerdeTNF-a. gibi pro-
inflamatuvar adipokinlerin diizeyini azaltarak ve adiponektin gibi anti-enflamatuvar
sitokinlerin seviyesini artirarak obeziteyi ve obeziteye bagli komplikasyonlari
azaltmistir (Alam ve ark., 2016). Siringaldehit diyabetik siganlarda kaslarda GLUT-4
tastyict ve mRNA seviyelerini artirarak hiperglisemiyi azaltmistir (Kuo ve ark.,
2014). Benzoik asit tiirevi bilesikler streptozotosin indiiklii diyabetik si¢anlarda
plazma insiilin, glukoz, LDL ve trigliserit seviyelerini normal seviyelere ulasmasini
saglayarak lipit metabolizmasinda ve diyabetik tabloda diizelme saglamistir
(Gayathri ve Kannabiran., 2009). Kersetin lipit seviyelerini diigiiriicii ve glukoz
hemostazini iyilesetirici etkisiyle diyabet ve obezite tedavisinde kullanilabilme
potansiyeline sahiptir (Arias ve ark., 2014). Antiobezite tedavisinde kullanilabilirligi
acisindan Dbelirlenen standartlardan p-OH benzoik asit, C. balikesirense, C.
nerimaniae ve C. cephalotes metanol ekstrelerinde; vanilik asit C. nerimaniae ve C.
cephalotes metanol ekstrelerinde; kersetin, C. sommieri ve C. cephalotes metanol

ekstrelerinde tespit edilmistir.

Cirsium ismi yunanca “sismis damarlar” anlamindaki ‘khirsos” isminden
tiretilmistir. Tournefort, Dioscorides’e atifta bulunarak, Cirsium tiirlerinin damar
hastaliklarinin tedavisinde kullanildigin1 belirtmektedir (Yildiz ve ark., 2016).
Cirsium cinsi, uzun yillardir halk arasinda obeziteyle iliskilendirilebilir
antienflamatuvar, ditiretik ve venoaktif etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir (Lee ve
ark., 2015; Thompson ve ark., 1999).

Tez bulgulann degerlendirildiginde, Cirsium tiirlerinin  viicut agirligini
azaltarak, obeziteyle iliskili biyokimyasal parametreleri iyilestirerek ve adiposit
caplarinda azalma meydana getirerek, adipojenez siirecindeki bazi anahtar

transkripsiyon faktorlerinin ve FAS gen ekspresyonlarini azaltarak obeziteye karsi
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etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica lipaz inhibitor etki tarama g¢alismalariyla
gerceklestirilen BAYF sonucunda izole edilen ve lipaz inhibitor etkisi belirlenen
yukarida bahsedilen bilesiklerin de gii¢lii antienflamatuvar aktivitelerinin yanisira

andiyabetik ve kardiyoprotektif etkileri bulunmaktadir.

Cirsium tiirlerinin halk arasindaki geleneksel kullanimlariyla da uyumlu olarak,
tez kapsamindaki tiirlerin obeziteye karsi etkisinin olasi mekanizmalari, tezde
bahsedilen birbiriyle yakindan iliskili etkiler ile dogrudan ya da dolayli olarak
iliskilendirilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez calismasi ile Cirsium balikesirense, C. nerimaniae, C. sommieri ve C.
cephalotes toprakiistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin yiiksek yagl
diyetle beslenen siganlardaki antiobezite aktivitesi degerlendirilmis ve obeziteye
kars1 etkili oldugu belirlenmistir. Biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde ise
ektstrelerin obeziteden kaynakli dislipidemiyi iyilestirdigi gozlenmistir. Ekstrelerin
insiilin direnci ile karakterize insiilin diizeyleri ve Tiimor Nekroz Faktor-a (TNF-a),
Interlokin 1 Beta (IL-18) proenflamatuvar sitokinlerinin diizeyleri {izerindeki
etkinligini belirlenmis ve tiirlerin TNF-a ve IL-15 seviyelerini azaltarak
antienflamatuvar etkinli oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte obez grupta glukoz
seviyesi normal diizeydeyken, insiilin diizeyinde gozlenen artis obez grubun
diyabetin hiperinsiilinemi evresinde oldugunu gdstermistir. Cirsium tiirlerine ait
gruplarin obez grupla kiyaslanmasi sonucu insiilin seviyesinin azaldig1 ve olasi
inslilin direncini azalttigr sonucuna ulasilmistir. Sican yag dokularindaki PPAR-y,
C/EBP-a ve SREBP-lc¢ anahtar transkripsiyon faktorlerinin ve FAS gen
ekspresyonlari iizerindeki etkileri de degerlendirmis olup RT-PCR ¢alismalariyla
bahsedilen genlerin diizeylerini azalttig1 tespit edilmistir. MTT yoOntemiyle
adipositlerdeki sitotoksik etki belirlenmis ve incelenen tiirlerin metanol ekstrelerinin

adipositlerde anlamli bir sitotoksik etki gdstermedigi tespit edilmistir.

In vitro lipaz inhibitér caligsmalartyla yonlendirilen BAYF kapsaminda
triterpenoit yapisindaki lupeol ve y-taraksasterol; fenolik glikozit yapisinda siringin
ve simidahurinin; flavon yapisinda apigenin; flavonol glikoziti yapisinda afzelin ve
astragalin izole edilmistir. BAYF kapsaminda en yiiksek lipaz inhbitor etki gosteren

bilesigin apigenin oldugu tespit edilmistir.

Proje sonucunda elde edilen veriler ile incelenen tiirlerin obezite ve
komplikasyonlarinin tedavisindeki terapotik potansiyeli ile bu potansiyelin altinda
yatan  olasi  temel  mekanizmalar  aydmlatilmistir.  Bundan  sonraki

gerceklestirilebilecek klinik ¢aligmalar ve toksikolojik analizlerle, tez kapsamindaki

191



Cirsium tiirlerinin kiiresel bir saglik problemi olan obezite tedavisindeki terapotik
etkinligi daha ileri noktaya tasinabilir. Disiplinleraras: isbirlikleriyle ileri
formiilasyon ve standardizasyon calismalariyla da tiirlerin antiobezite tedavisindeki

kullanilislarinin daha etkin ve giivenilir olmasi i¢in arastirmalar yapilabilir.
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OZET

Baz Cirsium Mill. (Asteraceae) Tiirleri Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Bu ¢alismada, kiiresel 6l¢ekte ciddi saglik problemlerine ve ekonomik kayiplara neden
olan obezitenin tedavisinde bazi Cirsium tiirlerinin fitokimyasal ve biyolojik aktivite
caligmalari ile terapotik degerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Cirsium tiirleri iilkemizde 32’si endemik olmak {izere 67 tiir ve 79 takson ile temsil
edilmektedir ve uzun yillardir iilkemizde ve tiim diinyada geleneksel olarak kullanilmaktadir.
Antienflamatuvar, diliretik ve venoaktif amacglh geleneksel kullanimlari olmasi bitkilerin
obezitede etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu ¢alisma {i¢i endemik, dort Cirsium tiirii
(C. balikesirense, C. nerimaniae, C. sommieri ve C. cephalotes) iizerinde gerceklestirilmisir.

Calisma kapsaminda, saglikli siganlarda ve yiiksek yagl diyet ile obezite olusturulan
siganlarda bazi Cirsium tiirlerinin toprakiistii kisimlarmin kKuru metanol ekstrelerinin
antiobezite etkisi degerlendirmis, bu etkinin olasi mekanizmalar1 ortaya konmus, biyolojik
aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama g¢aligmalar1t ve YPSK analizi gerceklestirilmistir. In
Vivo ¢alismalar sonunda, antiobezite etkiyi degerlendirmek igin, siganlarin her hafta viicut
agirliklart Olgiilmiis, ayrica biyokimyasal ve histopatolojik analizler gerceklestirilmistir.
Antiobezite etkinin olasi mekanizmalarinin arastirilmasi i¢in, RT-PCR analizi ile sican yag
dokularinda, adipojenezdeki bazi anahtar transkripsiyon faktorlerinin ve yag asidi sentaz
geninin gen ekspresyon diizeyleri belirlenmis, ayrica lipaz enzimi diizeyleri, obezitedeki
insiilin direnci ile karakterize olan insiilin ve bazi proenflamatuvar sitokinlerin diizeyleri
degerlendirilmistir. Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama g¢alismalari ise in vitro
lipaz enzim inhibitor etki rehberliginde gergeklestirilmistir. Cirsium tiirlerinin ham metanol
ekstrelerinin lipaz inhibitor etkisinin ortaya konmasi ile, metanol ekstresinden hareketle
hazirlanan kloroform, etil asetat ve arta kalan su alt fraksiyonlarin ve lipaz inhbitor etkili
alt fraksiyonlardan kromatografik ¢aligmalar sonunda elde edilen diger fraksiyonlarin lipaz
enzim inhbisyonlar1 degerlendirilmistir. Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
calismalar1 sonucunda elde edilen bilesikler cesitli kromatografik yontemler (ince Tabaka
Kromatografisi, Normal Faz Silika Jel kolon kromatografisi, Ters Faz Silika Jel Kolon
Kromatografisi, Sefadeks Kolon Kromatografisi) kullanilarak saflagtirnlmistir. Saf
bilesiklerin yapilari, gesitli spektroskopik teknikler ("H NMR, **C NMR ve KS) kullanilarak
belirlenmistir. YPSK c¢alismalari ile tiirlerdeki antiobezite etkili baz1 bilesiklarin kantitatif
tayini gergeklestirilmistir.

In vivo antiobezite aktivite ¢alismalar1 sonucunda, ekstrelerin ve pozitif kontrol
olarak kullanilan orlistatin si¢anlarin viicut agirligimi azaltigi tespit edilmistir. Negatif
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ekstreler ve pozitif kontrole ait gruplarda serum LDL,
trigliserit, leptin seviyeleri azalirken, HDL ve adiponektin diizeylerinde artis gbzlenmistir.
Yag dokusunda yapilan histopatolojik c¢alismalarda ekstreler ve orlistat adiposit ¢aplarinda
azalma meydana getirmistir. Sigan yag dokularinda gergeklestirilen RT-PCR c¢aligmalari
sonucunda, Cirsium tiirlerinin, adipojenezdeki bazi anahtar transkripsiyon faktorleri (PPAR-
v, C / EBP-a, SREBP-1c) ve yag asiti sentaz geni (FAS) diizeylerini azalttif1 tespit
edilmistir. Biyokimyasal ¢alismalar sonucunda ilgili tiirlerin serum lipaz ve TNF-a, IL-15
seviyelerini azalttig1 belirlenmistir.

Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama caligmalar1 sonucunda, antiobezite

etkili tiirlerden C. balikesirense’den fenil propanoit (siringin), fenolik glikozit
(simidahurinin) ve triterpenoit (y-taraksasterol) yapisinda; C. nerimaniae’den, flavonol
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glikoziti (astragalin ve afzelin) ve triterpenoit (w-taraksasterol) yapisinda; C. sommieri’den
triterpenoit (lupeol ve y-taraksasterol) yapisinda; C. cephalotes’den flavon (apigenin),
flavonol glikoziti (afzelin) ve triterpenoit (w-taraksasterol) yapisinda bilesikler izole
edilmistir. Saflastirilan bilesiklerden apigeninin en yiiksek lipaz inhbitor etkiye sahip oldugu
degerlendirilmistir. YPSK analizi ¢aligmalar1 sonucunda, tiirlerde p-OH benzoik asit, vanilik
asit ve kersetin tespit edilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde, projede yer alan Cirsium tiirlerinin toprakiistii
kisimlarinin metanol ekstrelerinin obeziteye karsi etkili oldugunu géstermistir. Bu nedenle
geleneksel kullanimi ile uyumlu olarak Cirsium tiirleri obezite ve komplikasyonlari igin
potansiyel dogal ilag kaynagi olabilecegi Ongoriillmektedir. Bununla birlikte, Cirsium
tiirlerinin bu kiiresel saglik problemi i¢in terapdtik amagli kullanimu igin, ileri aragtirmalar ve
klinik ¢alismalar gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antiobezite etki, Asteraceae, Biyoaktivite Yo6nlendirmeli
Fraksiyonlama, Cirsium, YPSK.
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SUMMARY

Pharmacognosic Studies on Some Cirsium Mill. (Asteraceae) species

The aim of this study is to research therapeutic value of some Cirsium species for the
treatment of obesity which is cause of serious health problems and economic cost, globally.

Cirsium (Asteraceae) genus is represented by 67 species (79 taxon, 32 endemic) in
Turkey and have been used traditionally in Turkey and in the world. Among of traditional
uses, anti-inflamatory, diuretics and venoactive effect may be related with potential usage of
the plant for treatment of the obesity. 4 Cirsium species which of them 3 are endemic (C.
balikesirense, C. nerimaniae, C. sommieri and C. cephalotes) were selected for the studies.

In the scope the study, antiobesity effect of the methanolic extracts of the aerial parts
of some Cirsium species in normal and High Fat Diet Feed induced obese rats was
investigated, the possible mechanisms of antiobesity activity were clarified, biological
activity guided fractionation studies from the active species were carried out and HPLC
analysis were performed. To interpret antiobesity activity, body weights of the rats was
measured per week, also biochemial and histopathological analysis were carried out at the
end of in vivo studies. To reveal the possible mechanisms of antiobesity activity, the gen
expression level of some key transcription factors in adipogenesis and fatty acid synthase via
RT-PCR analysis were detected, the levels of lipase enzyme were determined and levels of
insulin and some proinflammatory cytokines related insulin resistance were detected.
Biological activity guided fractionation studies were performed via in vitro lipase enzyme
inhibition effect guidance. Chloroform, ethyl acetate and remaining water fraction were
obtained from effective crude methanol extracts. Effcective subfractions and fractions
obtained from chromatographic analysis were evaluated according to lipase enyzme
inhibition. Active compounds were purified using various chromatographic methods (Thin
Layer Chromatography, Normal Phase Silica Gel column chromatography, Reverse Phase
Silica Gel Column Chromatography, Sephadex Column Chromatography) in chloroform,
ethyl acetate and remaining water subfractions. The structures of the pure compounds were
determined by various spectroscopic mthods (*H NMR, *C NMR and MS). Quantitative
determination of some compounds possessed antiobesity effect were carried out via HPLC
analysis.

Oral administration of the extracts and positive control orlistat reduced body weight.
Morever, the treatments were resulted in increased serum HDL, adiponectin and decreased
in LDL, TG and leptin. Also, the treatments were resulted in decreased in adipocytes size.
According to RT-PCR analysis, Cirsium species were reduced the levels of key transcription
factors in adipogenesis (PPAR-y, C / EBP-o SREBP-1c) and FAS. Biochemical studies were
showed that the species were decreased the levels of lipase, TNF-a and IL-15.

As a results of biological activity guided fractionation studies, a phenyl propanoid
(syringin), a phenolic glycoside (cimidahurinin) and a triterpenoid (y-taraxasterol) were
isolated from C. balikesirense. Two flavonol glycosides (astragalin and afzelin) and a
triterpenoids (y-taraxasterol) were isolated from C. nerimaniae. Two triterpenoids (lupeol
and w-taraxasterol) were isolated from C. sommieri. A flavon (apigenin), a flavonol
glycosides (afzelin) and a triterpenoids (y-taraxasterol) were isolated from C. cephalotes.
Apigenin were found to have the most potent inhibitory activity on lipase enyzme. As a
results of HPLC analysis, p-OH benzoic acid, vanillic acid and quercetin were determined
for the species.
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Consequently, the methanolic extracts of the aerial parts of some Cirsium species were
effective for obesity. Cirsium species may be natural source for the treatment of obesity and
its complications accordance with traditional uses. However, further investigations and
clinical trials are required for therapeutic effect of Cirsium species for the global health
problem.

Keywords: Antiobesity Effect, Asteraceae, Biological Activity Guided Fractionation,
Cirsium, HPLC
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2-Projeler
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ve Biyolojik Aktivite Calismalarn, TUBITAK Projesi, 116Z475, Bursiyer,
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2016
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12. Aethionema diastrophis’in Yiksek Basm¢li Sivi Kromatografisi HPLC ile
Karakterizasyonu ve Biyolojik Degerinin Incelenmesi, BAP 02, THD-2016-
5581, Arastirmaci, 2016

2-Seminer

1. Kozmetik Preparatlardaki Dogal Uriinler (Yiiksek Lisans Semineri, 2013)
2. Cirsium Tiirleri Uzerindeki Fitokimyasal ve Biyolojik Aktivite Calismalari
(Doktora Semineri, 2017)

VI1II-Diger Bilgiler

1-Sertifika, Egitim ve Kurslar

1. Egiticilerin Egitimi Sertifikas1, Karadeniz Teknik Universitesi, 2018

2. Uygulamali Hiicre Kiiltiirii ve Toksisite Analizi Kursu, Atlas Biyoteknoloji,
2016

3. Akademik Diizeyde Arastirma Projesi Hazirlama Egitimi, Karadeniz Teknik
Universitesi, 2015

4, Bitki Islahinda Mutasyon ve llgili Biyoteknolojik Teknikler Egitimi, Tiirkiye
Atom Enerjisi Kurumu, 2015

5. Biyolojik Aktivite Calistay1, Farmakognozi ve Fitoterapi Dernegi, 2015

6. Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1, Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu, 2013

2-Katkida Bulunan Bilimsel Toplantilar

1. XXII. Bitkisel ilag Hammaddeleri Toplantis1, Diizenleme Komitesi Uyesi, 2016
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