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OZET

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum
BITKIiSINIiN FITOKiMYASAL iCERiIGININ BELIRLENMESi
VE BiYOLOJIK AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

VOLKAN AY

Yuksek Lisans Tezi, Erzincan Binali Yildirim Universitesi,

Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Ahmet ALTAY
IL.Damsman: Dog. Dr. Hiseyin AKSIT

2026, 87 sayfa

Bu c¢alismada, Erzincan ili, Refahiye ilgesi, Sakaltutan Dagi’ndan toplanan endemik
Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin biyolojik aktiviteleri ve fitokimyasal
icerigi arastirilmustir. Bitkinin toprak istii kistminin metanol maserasyonuyla ham ekstrakt
(HAE) elde edilmistir. HAE’nin antioksidan kapasitesi; toplam fenolik madde, toplam
flavonoid miktari, DPPHe radikal giderme aktivitesi ve demir indirgeyici antioksidan giic
(FRAP) yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid igerikleri
sirastyla 95,89+0,56 mg GAE/g ekstre ve 49,71+0,86 mg QE/g ekstre olarak belirlenmistir.
DPPHe giderme aktivitesine ait 1Cso degeri 55,15+1,29 pg/mL, FRAP degeri ise 107,20+0,12
mg TE/g ekstre olarak saptanmustir. Antidiyabetik potansiyel a-glukozidaz, anti-Alzheimer
potansiyel ise asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimleri (izerindeki
inhibitor etkileri tizerinden degerlendirilmistir. a-Glukozidaz, AChE ve BChE enzimleri i¢in
hesaplanan ICso degerleri sirasiyla 40,76+3,96 pg/mL, 46,20+3,10 pg/mL ve 53,31+2,20
pg/mL olarak bulunmustur. Sitotoksik aktivite insan akciger kanseri hiicre hattt (A549)
tizerinde MTT yontemi kullanilarak incelenmis ve ICso degeri 9,80 pg/mL olarak belirlenmistir.
Sekonder metabolitlerin izolasyonunda Sephadex LH-20 ve silika jel kolon kromatografileri ile
preparatif HPLC tekniklerinden yararlanilmistir. bilesikleri izole edilmistir. izole edilen

klorojenik asit, naringenin kalkon-4'-O-glukozid, luteolin ve 5,5"-biflavanon tlrevi naringenin-



7,7"-di-O-glukozid bilesiklerinin yapilar1 tek ve iki boyutlu niikkleer manyetik rezonans
spektroskopisi (*H NMR, 3C NMR, DEPT-90, DEPT-135, COSY, HSQC ve HMBC) ve kiitle
spektrometrisi verileri kullanilarak aydimnlatilmistir. Elde edilen bulgular, HAE’nin gii¢lii
antioksidan, enzim inhibitori ve sitotoksik aktiviteler sergiledigini, ayrica i¢erdigi fenolik ve
flavonoid bilesikler nedeniyle dogal biyoaktif ajanlarin gelistirilmesinde dnemli bir kaynak

olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum, saflastirma, sitotoksisite,

antioksidan, anti-Alzheimer, antidiyabet.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE PHYTOCHEMICAL CONTENT
AND INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES OF

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum

VOLKAN AY

Master’s Thesis, Erzincan Binali Yildirim University,
Institute of Science and Technology,
Department of Chemistry

Advisor: Prof. Dr. Ahmet ALTAY
Co-advisor: Dog. Dr. Huseyin AKSIT

2026, 87 pages

This thesis investigated the biological activities and phytochemical profile of the methanolic
extract obtained from the endemic plant Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum collected
from Sakaltutan Mountain in Refahiye, Erzincan, Turkiye. The aerial parts of the plant were
extracted by methanol maceration to obtain the crude extract (HAE). Antioxidant activity was
evaluated by determining total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC), DPPHe
radical scavenging activity, and ferric reducing antioxidant power (FRAP). The extract
exhibited a TPC 0f 95.89 + 0.56 mg GAE/g extract and a TFC 0f 49.71 + 0.86 mg QE/g extract.
The ICso value for DPPHe scavenging activity was 55.15 + 1.29 ug/mL, while the FRAP value
was 107.20 £ 0.12 mg TE/g extract. The antidiabetic and anti-Alzheimer potentials of HAE
were assessed through a-glucosidase, acetylcholinesterase (AChE), and butyrylcholinesterase
(BChE) inhibition assays, yielding ICso values of 40.76 + 3.96, 46.20 + 3.10, and 53.31 + 2.20
pa/mL, respectively. Cytotoxic activity against the A549 human lung carcinoma cell line was
determined by the MTT assay, with an ICso value of 9.80 pg/mL. Phytochemical investigations
using Sephadex LH-20 and silica gel column chromatography, followed by preparative HPLC,
resulted in the isolation of chlorogenic acid, naringenin chalcone-4'-O-glucoside, luteolin, and

naringenin-7,7"-di-O-glucoside. Structural elucidation was achieved using 1D/2D NMR and



HR-MS analyses. These findings indicate that HAE is a promising source of bioactive
compounds with significant antioxidant, enzyme inhibitory, and cytotoxic activities.
Keywords: Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum, Purification, Cytotoxicity,

Antioxidant, Anti-Alzheimer, Antidiabetic.
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1. GIRIS

Insanlik medeniyetinin baslangicindan bu yana doga, yalnizca temel gereksinimlerin
karsilandig1 bir saha degil, ayn1 zamanda hastaliklarin tedavisinde basvurulan en kokli ve
kapsamli sifa kaynagi olmustur. Bitkilerin sentezledigi karmagik kimyasal yapilar, asirlar
boyunca gelencksel tip pratiklerinin merkezinde yer almis; ginimizde ise modern ilag
arastirmalar1 i¢in vazgecilmez birer molekiiler taslak haline gelmistir. Teknolojik imkanlarin ve
analitik yontemlerin gelismesi, bitkisel dokularda gizli kalan bu degerli bilesenlerin yapisal
formiillerinin ¢6zlilmesine ve biyokimyasal etkilerinin bir zeminde kanitlanmasina olanak
saglamaktadir. Yerkiirenin biyolojik ¢esitliligini yansitan tibbi bitkiler, tirettikleri sekonder
metabolitler vasitasiyla canli sistemler lizerinde ¢ok yonlii etkiler meydana getirirler. Bahsi
gecen bu molekiiller, bitki biinyesinde yalnizca yapisal birer bilesen niteligi tasimayip, degisken
cevresel kosullara ve dis kaynakli stres faktorlerine karsi gelistirilen aktif birer biyokimyasal
yantt teskil etmektedir (Harborne, 1993). Sahip oldugu cografi konum sayesinde endemik bitki
tiirleri bakimindan cazibe niteligi tasiyan iilkemiz, heniiz literatiire kazandirilmamis pek ¢ok
biyoaktif maddeyi blinyesinde barindirmaktadir. Anadolu florasindaki bu potansiyelin bilimsel
yonden aydinlatilmasi, geleneksel birikimin evrensel tip verilerine doniistiiriilmesine imkan
tanimaktadir. Bilimsel eksende yiiriitiilen arastirmalar, doganin molekiiler mimarisini
anlamlandirmanin otesinde, gelecekte gelistirilecek yeni nesil tedavi yaklagimlar1 i¢in de

stratejik birer kesif zemini hazirlamaktadir.

1.1. Arastirmanin Amaci

Giliniimiizde, basta saglk sektorli olmak iizere insan ihtiyaglarina yonelik dogal kaynakli
iirlinlerin kullannminda ivme kazanan bir artis s6z konusudur. Bitkisel kaynakli biyoaktif
bilesiklerin yapi-fonksiyon iliskilerinin saptanmasi, modern biyokimya ve farmakognozi
calisgmalarinin temel eksenini olusturmaktadir. Sunulan bu tez ¢alismasi kapsaminda,
Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinden elde edilen metanol ekstresinin
biyolojik aktivite profili kapsamli bigimde irdelenmistir. Aragtirmanin temel hedefleri arasinda;
serbest radikallerin tetikledigi oksidatif stresi minimize ederek kronik rahatsizliklarin
onlenmesinde kritik rol oynayan antioksidan kapasitenin belirlenmesi yer almaktadir (Halliwell
ve Gutteridge, 2015). Ayrica, tokluk kan sekeri seviyesi kontroliinde stratejik dneme sahip
enzimlerin baskilanmasi lizerinden antidiyabetik potansiyel (Kwon ve ark., 2008) ve Alzheimer
hastaligmimn patolojisiyle iliskilendirilen enzimlerin inhibisyonu araciligiyla noéroprotektif
etkiler degerlendirilmistir (Ellman ve ark., 1961; Orhan ve ark., 2016). Calismanin bir diger

ayagmi ise, hiicre proliferasyonunu ve kontrolsiiz cogalmayr hedef alan sitotoksik aktivite



analizleri olusturmaktadir (Riss ve ark., 2016). Bahsi gecen siire¢ igerisinde ise biyoaktif
bilesiklerin izolasyonu ve saflastirilmasi; kromatografik ayirma yontemleri ile gelismis
spektroskopik analizlerin entegre edildigi ¢ok basamakli bir metadolojiyle gergeklestirilerek,

elde edilen verilerin biyolojik yanitlarla bagdastiriimasi hedeflenmistir (Sarker ve Nahar, 2012).

1.2. Arastirmanin Ozgiin Degeri ve Kapsam

Helichrysum cinsi, geleneksel halk tibbinda yaygin kullanimi ve barindirdigi zengin
fitokimyasal ¢esitlilik nedeniyle farmakognozide Oncelikli bir yere sahiptir. Mevcut literatiir
verileri, bu cinsin fenolik bilesikler, terpenoidler gibi sekonder metabolitlerce zengin oldugunu
kanitlamaktadir (Appendino ve ark., 2007; Lourens ve ark., 2008). S6z konusu biyoaktif
bilesenlerin, hiicresel diizeyde serbest radikal siiptiriicii 6zellikleri ve enzim inhibisyon
kapasiteleri, bitkinin terapotik degerini belirleyen temel unsurlar olarak degerlendirilmektedir.
Bu bilesenlerin sergiledigi antiinflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal gibi etkiler, bitkisel
kaynakli molekiillerin modern ilag gelistirme siireclerindeki biyouyumluluk avantajini 6n plana
cikarmaktadir (Czinner ve ark., 2001; Newman ve Cragg, 2020). Tiirkiye florasma 6zgi
endemik bir alt tiir olan Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum fizerine gergeklestirilen
bilimsel ¢aligmalarin literatiirde olduk¢a smirli diizeyde kalmasi, bu ¢alismayr 6zgin
kilmaktadir. Anadolu’nun bu yerel gen kaynagimin molekiiler diizeyde incelenmesi, hem bitki
sistematigine dair kimyasal verilerin tamamlanmas1 hem de heniiz tanimlanmamis biyoaktif
molekdllerin kesfedilmesi agisindan temel bir firsat sunmaktadir. Bu ¢alisma, s6z konusu cinsin
diger lyeleri lizerinde elde edilen gii¢lii biyoaktif verilerden hareketle, endemik bu alt tiiriin de
benzer sekilde zengin fitolojik igerige sahip oldugu varsayimi iizerine insa edilmistir. Bu
hipotez ¢ergevesinde arastirma, hedef taksonun sekonder metabolit profilini butundyle ortaya
koymay1 ve bitki ekstraktindan saf bilesiklerin elde edilmesini odak noktasi olarak belirlemistir.
Bitkisel dokulardan izole edilecek etkin maddelerin cok yonli biyoaktivite profillerinin
taranmasi, bu yerel endemik alt tiriin farmakolojik potansiyelini ilk kez bu kapsamda literatiire
kazandiracaktir. Boylelikle, bitkinin igerdigi major ve mindr fraksiyonlarin kimyasal zenginligi,
gelecekteki tibbi degerlendirmeler igin biyokimyasal bir referans teskil edecektir. Elde edilen
in vitro sonuglar, bitkinin farmakolojik degerini anlamlandirmak adina mutlak bir zemin
olustursa da; verilerin klinik platformlara taginabilmesi icin ileri diizey molekiiler arastirmalara
ve biyoyararlanim in vivo c¢ahismalarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu yoniiyle g¢alisma,
Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisi ilizerine yapilacak daha kapsamli
arastrmalar i¢in gerekli olan ilk sistematik veri setini sunarak literatiire somut bir katki

saglamay1 hedeflemektedir.



2. GENEL BILGILER VE KURAMSAL TEMELLER

Bu bolimde, arastirmanin temelini olusturan Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum
taksonunun botanik ve ekolojik zellikleri, bitkisel kaynakli sekonder metabolitlerin kimyasal
smiflandirilmasi ve bu bilesiklerin izolasyon, saflastirma islemlerinde kullanilan kromatografik

ve spektroskopik yontemlerin temel prensipleri ele alinacaktir.

2.1. Bitkinin Tanitilmasi

Helichrysum arenarium (L.) Moench subsp. erzincanicum P.H. Davis ve Kupicha, Asteraceae
(Compositae) familyasina ait, ¢cok yillik (perennial) ve tabanda odunsu, {ist kisimlarda ise otsu
yapida bir taksondur. Bitki, genellikle 20 cm ile 80 cm arasinda degisen boylara ulagsmakta olup,

yere yakin (asendan veya dik) gelisim gdsteren bir bliylime formuna sahiptir.

Tablo.1 Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum’un taksonomik hiyerarsisi

Hiyerarsik Basamak Takson

Alem (Regnum) Plantae

Bolum (Divisio) Tracheophyta

Sinif (Classis) Magnoliopsida

Takim (Ordo) Asterales

Aile (Familia) Asteraceae (Compositae)

Alt Aile (Subfamilia) Asteroideae

Oymak (Tribus) Gnaphalieae

Cins (Genus) Helichrysum Mill.

Tir (Species) Helichrysum arenarium (L.) Moench

) i Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum
Alt TUr (Subspecies) P.H. Davis ve Kupicha

2.1.1. Morfolojik karakteristikler

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum taksonunun gdévdesi ve yapraklari, tiim yiizeyi
kaplayan yogun, giimiigi-beyaz renkli, kecemsi tlylerle (tomentoz indumentum) karakterizedir.
Govde yapisi, yogun yan dallanma olusturacak sekilde dallanmis olup bu durum bitkiye
kompakt bir goriiniim kazandirir. Yapraklar dar, lineer formda olup yine yogun tily tabakasi ile

kaplhdir. Bu morfolojik 6zellikler, 6zellikle yiizey alanmi kaplayan trikomlar (tiiyler), tiiriin



yiiksek su kaybi ve yogun 151k siddeti gibi kurak ¢evre kosullarina adaptasyonunda kritik bir
fiziksel bariyer gorevi Ustlenmektedir. Taksonun dinya literattrtindeki ilk resmi tescilini ve
morfolojik sinirlarin1 somutlastirmak adina, Londra Doga Tarihi Miizesi arsivinde muhafaza
edilen orijinal izotip 6rnegi en temel referans materyali (Balls, 1934 ile Davis ve Kupicha, 1973)

olarak Sekil 1’de gosterilmistir.

FrORA OF TURKIEY IN AStA
Catt. B K. mane-1oas

Sekil 1. Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum miize arsivi
herbaryum 6rnegi
Dogal ortaminda Haziran ay1 civarinda cigeklenmeye baslayan takson, morfolojik floristik
caligmalarda kurutulmus olan herbaryum materyali olarak incelenmektedir (Sekil 1). Bitki
kurutulmus olsa dahi, ¢igek tablalarini saran koruyucu pullarin (involukrum brakteler) canli sar1
renginden ve yapisal biitiinliiglinden hi¢bir sey kaybetmemesi, bu endemik alt tiirin en dikkat
cekici ve aymrt edici taksonomik karakterlerinden biridir. Botanik literatirinde “scarious”
(parsdmenimsi/kuru-zarimsi) olarak tanimlanan bu brakteler, nem oraninin sifira yaklastigi
durumlarda bile formunu koruyarak ¢icek durumunu dis etkilerden korumaktadir (Davis, 1975;
Georgiadou ve ark., 1980). Sentromerik bir ¢igek tablasi {izerinde kiimelenen kapitulunlar,
taksonun generatif lireme basarisinda ve tozlagma biyolojisinde anahtar rol oynamaktadir.
Cinsin adin1 aldig1 ve halk arasinda "6lmez ¢igek" olarak bilinmesine yol agan bu kalic1 floral
morfoloji, taksonun kemotaksonomik kararlili§i ile de dogrudan iliskilidir. Ciceklenme
doneminin sonuna dogru olgunlasan aken tipi meyveler ve bunlarmn {lizerindeki papus (tily
demeti) yapilar1 ise, tiirlin riizgar vasitasiyla tohum dagilimini gerceklestirmesine olanak

taniyan diger dnemli morfolojik parametrelerdir (Davis, 1975). Yukarida bahsi gegen kuru



halde bile Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum’un olduk¢a canli goriindiigiine dair
ilgili bilgi, destekleyici olarak literatiirdeki ¢alismalarindan gorsel olarak (Kaya, 1722) teze

yansitilmaistir.

Sekil 2. Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum’un kurutulmus teshis 6érnegi

2.1.2. Yayihs ve ekolojik ozellikler

Helichrysum cinsi, diinya genelinde yaklasik 600 tiirle temsil edilen, genis bir cografi yayilisa
sahip taksonlardan biridir. Bu cinsin biyogesitliligi 6zellikle Giliney Afrika ve Akdeniz
havzasinda yogunlagsmustir. Tiirkiye florasi, bu cinsin ¢esitliligi agisindan stratejik bir merkez
konumundadir; tilkemizde bu cinse ait 30’un iizerinde takson bulunmakta olup, bu taksonlarin
yaklagik 20’si Tiirkiye’ye 6zgii (endemik) statiisiindedir. Calismanin konusunu olusturan
Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum, Dogu Anadolu bolgesine, 6zellikle Erzincan ve
yakin g¢evresine 0zgii dar yayilish bir endemik alt tiirdiir. Ekolojik tercihler bakimindan bu
takson; genellikle 1300 ile 2500 metre arasindaki yiiksek rakimlarda, kalkerli yamaclarda, taglik
alanlarda ve alpin step ekosistemlerinde gelisim gostermektedir. Literatiirde siklikga
vurgulandig lizere; yiiksek rakimli habitatlar beraberinde getirdigi diisiik nem, siddetli riizgar
ve yiiksek 151k yogunlugu gibi ekstrem cevresel faktorler, bitkilerde biyosentetik yolaklar1 aktif
hale getirerek sekonder metabolit iiretimini tesvik etmektedir (Gobbo-Neto ve Lopes, 2007).
Taksonun yetistigi Refahiye Sakaltutan Dag1 gibi yiiksek rakimli ve zorlu ekolojik kosullarin,
bitkinin fitokimyasal profilinin zenginlesmesinde ve biyoaktif bilesiklerin yiiksek
konsantrasyonlarda birikmesinde dogrudan belirleyici oldugu kabul edilmektedir. Bu stres
faktorleri, bitkinin sadece morfolojik olarak degil, biyokimyasal olarak da bulundugu cevreye
miikemmel bir adaptasyon saglamasina olanak tanir. Bu dogrultuda, zorlu bir habitata sahip bu
alt tiriin sekonder metabolit profilinin ve biyoaktif potansiyelinin belirlenmesi, literatiirdeki

verilerin tamamlanmasina katki saglayacaktir.



Tablo 2. Turkiye florasinda yayilis gosteren endemik Helichrysum taksonlari

Endemik Takson Adi

Genel Yavilis Alani

Bol hir
H. arenarium subsp. erzincanicum Dogu Anadolu (Erzincan)
H. arenarium subsp. rubicundum Dogu ve I¢ Anadolu
H. arenarium subsp. pallasii Dogu ve Kuzeydogu Anadolu
H. noeanum I¢ Anadolu (Ankara, Cankirr)
H. chionophilum I¢ ve Dogu Anadolu
H. heywoodianum I¢ Anadolu (Konya, Karaman)
H. siculum Guney Anadolu (Antalya, Mersin)
H. pamphylicum Bat1 ve Giiney Anadolu (Antalya)
H. unispicatum Dogu Anadolu (Van, Hakkarti)
H. orbicularifolium {\%;;t])?;)gu Anadolu (Sivas,
H. peshmenianum Guney Anadolu (Antalya, Isparta)
H. compactum Bat1 Anadolu (Aydm, izmir)
H. plicatum subsp. isauricum Giiney Anadolu (Toros Daglar)
H. plicatum subsp. pseudoplicatum Dogu Anadolu (Artvin, Erzurum)
H. pallasii var. vvedenskyi Dogu Anadolu Bolgesi
H. goulandriorum Marmara Bolgesi (Balikesir)
H. stoechas subsp. barrelieri Akdeniz Kiyilari
H. proteoides Dogu Anadolu (Hakkari)
H. kotschyi Guney ve Dogu Anadolu
H. oocephalum I¢ Anadolu Bolgesi (Kayseri)

Listelenen bu taksonlar (Tablo 2), Anadolu’nun farkli cografi alanlarina ve iklim 6zelliklerine
gore cesitlilik gosteren bir dagilim sergilemektedir. Gergeklestirilen literatiir taramalar1 ayrica
bitkilerin yetistigi farkli habitat kosullarma bagli olarak fitolojik igeriklerinin, biiyiik farkliliklar
gosterebildigini ortaya koymaktadir.

2.1.3. Geleneksel etnobotanik kullanim ve 6nemi

Helichrysum tiirleri, ¢i¢eklerinin kuruduktan sonra bile canli sar1 rengini korumasi nedeniyle
halk arasmda “Altm Otu” veya “Olmez Cigek™ isimleriyle bilinen koklii bir sifa kaynagidir.
Anadolu’nun pek ¢ok bdlgesinde oldugu gibi Erzincan yerelinde de bu bitkinin kurutulmus
cicekli dallari, geleneksel olarak suyla kaynatilarak (dekoksiyon) veya sicak suda demlenerek
(inflizyon) hazirlanan bir ¢ay seklinde tiiketilmektedir. Bu hazirlama yontemiyle elde edilen
stvinin, gliglii idrar soktiiriicli etkisi sayesinde Ozellikle bobrek kumlarmi doktiigii ve safra

kesesindeki taslarin viicuttan atilmasina yardimci oldugu kabul edilir. Ayn1 demleme usuliiyle



hazirlanan ¢ayin mideyi rahatlatict Gzellikleri nedeniyle yemeklerden sonra icilmesiyle
hazimsizligm giderildigi, mide yanmalarmmimn hafifletildigi ve gastrit sikayetlerini yatistirdigi
bilinmektedir. Bitkinin haricen kullaniminda ise ¢igeklerin zeytinyagi igerisinde bekletilmesiyle
elde edilen karigimlar veya hazirlanan lapalar, yara ve yaniklarin lizerine siiriilerek doku
yenilenmesini hizlandirmak ve iltihab1 gidermek amaciyla uzun yillardan beri kullanilmaktadir.
Giliniimiizde bu zengin etnobotanik birikim, cinsin ¢esitli bir¢ok tiiriine ait kuru cicek
topluluklariin paketlenerek “Altin Otu Cay1” adi altinda ticari bir iiriin olarak yaygin sekilde
satisa sunulmasma zemin hazirlamistir. Aktarlarda ve marketlerde “sifali bitki cay1” olarak
yayginlasan ticari potansiyel, bitkinin i¢erdigi sekonder metabolitlerin bilimsel yontemlerle

aydinlatilmas1 gerekliligini daha da arttirmaktadir.

2.2. Ekstraksiyon Teknikleri

Bitkisel materyallerde bulunan biyoaktif bilesenlerin analiz edilebilir hale getirilmesi siirecinde
atilan ilk adim ekstraksiyon islemidir. Bu yontem, bitki matrisi i¢erisinde hapsolmus olan hedef
sekonder metabolitlerin, uygun bir ¢oziicii sistemi araciliiyla dokulardan ayristirilarak sivi faza
aktarilmasi prensibine dayanir. Ekstraksiyonun temel amaci, karmasik bitki yapisindaki
istenmeyen maddeleri eleyerek, tizerinde Kkalitatif ve kantitatif ¢aligmalar yapilabilecek
konsantre bir Oziit elde etmektir. S6z konusu siire¢; bitki dokularmin mekanik olarak
pargalanmasi, ¢oziiciiniin hiicre bosluklarma niifus etmesi, hedef molekiillerin ¢6ziinerek hiicre
disma difiizyonu gibi karmagik basamaklardan olusur, Uygulanacak yontemin ve kullanilacak
¢Oziiciiniin se¢imi; izole edilmesi planlanan maddelerin polariteleri, molekiil agirliklar1 ve 1s1l

kararliliklar1 6zelliklerine gore dikkatle belirlenmektedir.

2.2.1. Maserasyon (Soguk ekstraksiyon)

Maserasyon, bitki materyalinin oda sicakliginda ve belirli zaman dilimlerinde ¢0zucu icerisinde
bekletilmesiyle gerceklestirilen bir ydntemdir. Islem, ¢oziiciiniin bitki dokularina sizarak hiicre
icerisindeki bilesenleri ¢zmesi ve olusan konsantrasyon farki sayesinde bu maddelerin dig
ortama yayilmasi mekanizmasiyla yiiriitiiliir. Bu esnada ortamin diizenli olarak karistirilmasi,
yiizeydeki doygunlugu kirarak diflizyon verimliligini maksimize eder. Is1 gerektirmeyen bir
islem oldugu i¢in 6zellikle termolabil (1s1ya duyarli) yapidaki sekonder metabolitlerin kimyasal
biitiinliiglinii korumada en giivenilir teknik olarak kabul edilmektedir. Literatiirde maserasyon,
bitki hiicrelerindeki hassas baglarin kopmasini engelleyen ve termal bozunma riskini
engelleyen temel “soguk ekstraksiyon™ metodu olarak tanimlanmaktadir. Islem sonunda stizme

ve presleme yoluyla elde edilen maserat, bitkinin biyoaktif profilini yansitan zengin bir icerik



sunar. Diigiik maliyeti ve farkli ¢oziicii sistemlerine olan yliksek adaptasyonu, bu yontemi

fitokimyasal arastirmalarin vazgecgilmez bir baglangic basamagi haline getirmistir.

2.2.2. Perkolasyon (Stizme yontemi)

Bu yontemde bitki materyali “perkolatdr” adi verilen 6zel bir siitun diizenegine yerlestirilir ve
¢OzUclnin yergekimi etkisiyle bu materyalin iizerinden yukaridan asagiya dogru siiziiliir.
Maserasyondan temel farki, ¢6ziiciiniin siirekli olarak yenilenmesi ve bu sayede bitki dokusu
ile ¢oziicli arasindaki derisim farkinin daima yiiksek kalmasidir. Stirekli olan akis, 6ziitleme
isleminin ¢ok daha hizli ve etkin bir sekilde tamamlanmasimi saglar. Genellikle bitkisel

materyalin tamamen tiiketilmesi hedeflendiginde tercih edilen bir yontemdir.

2.2.3. Soxhlet ekstraksiyonu (Sicak ekstraksiyon)

Surekli ve dongusel bir mekanizmaya sahip olan Soxhlet ekstraksiyonu, c¢dzicunin
buharlastirilip ardindan geri sogutucu vasitasiyla bitki materyali {lizerine damlatilmasi
prensibiyle c¢alisir. Sifon diizenegi sayesinde doygunluga ulasan ¢oziicii periyodik olarak
toplama balonuna geri doner. Yontemin baslica avantaji, kisitl miktarda ¢oziicii kullanarak
materyalin tekrar taze ¢dzicuyle muamele edilmesidir. Ancak termostabil (isiya dayanikli)

maddelerin ayriminda kullanilabilir olmasi, bu yontem i¢in daha fazla risk ve dikkat gerektirir.

2.2.4. Ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE)

Modern ekstraksiyon yontemleri arasinda 6ne ¢ikan bu teknik, yiiksek frekansl ses dalgalarmin
stvi ortamda olusturdugu mikroskobik kabarcik olusumu (kavitasyon) etkisinden faydalanir. Bu
fiziksel etki, bitki hiicresi ¢eperlerini mikroskobik dizeyde tahrip ederek ¢ozuctnun dokularak
cok daha hizli niifuz etmesini saglar. Geleneksel yontemlere kiyasla islem siiresini dakikalar
seviyesine indirmesi, daha az ¢oziicli gerektirmesi ve ¢evre dostu bir yaklagim sunmasi, bu

yontemin giincel arastirmalardaki popiilaritesini artirmustir.

2.3. Sekonder metabolitler

Bitkisel metabolizma; temel yasam dongiisiinii idame ettiren “primer” siirecler ile ¢evresel
adaptasyonu yoneten “sekonder” siire¢lerin bulundugu bir biitlindiir. Karbonhidrat, protein ve
yag asitlerinin sentezi gibi dogrudan biiyiime ve lireme faaliyetlerini kapsayan primer
metabolizmanin aksine; bitkiler, dig diinyadan gelen biyotik ve abiyotik baskilara karsi
koyabilmek adma sekonder metabolitler adi verilen 6zellesmis bilesikleri iiretme yetenegi
gelistirmislerdir. Bu ikincil bilesikler, bitkinin dogrudan fiziksel gelisimi i¢in birincil derecede

zorunlu olmasalar da; ekosistem igerisindeki stratejik varligi korumasi, rakip tiirlere karsi



kimyasal tistlinliik kurmasi (alelopati) ve zararl patojenlere karsi savunma kalkani olusturmasi
bakimindan hayati 6neme sahiptir. Sekonder metabolitler genellikle belirli taksonomik gruplara
ozgl olup, bitkinin ¢igek, yaprak veya kok gibi farkli dokularmnda 6zgiin yogunluklarda
depolanirlar. Temel metabolizma yollarindan tiiretilen bu karmasik yapilar, giincel literatiirde

biyosentetik kdkenlerine gore ii¢ ana kategoride siniflandirilmaktadir.

2.3.1. Terpenler (Terpenoidler)

Bitki alemindeki en genis kimyasal ¢esitlilige sahip grup olan terpenler, mevalonik asit (MVA)
ve metileritritol fosfat (MEP) yolaklar1 araciligiyla sentezlenirler. Bu sinifin yapisal
karakteristigi, bes karbonlu “izopren (Cs)” birimlerinin belirli bir hiyerarsiyle
polimerlesmesidir. Bitkilerde polinatorleri cezbetmekten, termal stresle miicadeleye ve recine
formunda fiziksel-kimyasal koruma saglamaya kadar ¢ok yonlii ekolojik gorevler Ustlenirler.
Terpen biyosentezi, bitki hiicresinin farkli birimlerinde es zamanli olarak yiiriitiilen c¢ok
katmanli bir siirectir. Sitoplazmada gerceklesen MVA yolag1 genellikle seskiterpenler ve
sterollerin 6nctl maddelerini Gretirken; kloroplastlarda aktif olan MEP yolagi, monoterpenler
ve diterpenlerin sentezinden sorumludur. Bu iki farkli biyosentetik kanalin varligi, bitkinin
cevresel degisimlere kars1 ¢ok daha hizli ve kendine has kimyasal tepkiler vermesine olanak
saglar. Ozellikle yiiksek sicaklik maruziyetinde bitki dokularindan salinan ucucu
monoterpenler, yaprak ylzeyinde bir mikro-iklim olusturarak termal kararlihig1 saglarken, daha
agr molekilli triterpenik saponinler ise hiicre zarinda olusturduklar1 porlar sayesinde

antifungal bir kalkan gorevi gordrler.

2.3.1.1. Terpenlerin siniflandirilmasi

Terpen sinifi bilesikler, biinyelerinde ihtiva ettikleri izopren iinitelerinin niceligine dayali olarak
sistematik bir tasnife tabi tutulurlar. Bu dogrultuda, tek bir bes karbonlu birimden meydana
gelen “hemiterpenler (Cs)” grubun en yalin iyelerini olustururken; iki adet birimin
birlesmesiyle sentezlenen “monoterpenler (C1o)”, bitkilerin ugucu yaglarindaki baskin koku ve
aroma profilini tayin eden temel bilesenleri kapsar. Ug izopren iinitesinin bir araya gelmesiyle
sekillenen “seskiterpenler (Cis)”, bitkisel savunma mekanizmalarinda fitoaleksin rolleriyle
(bitki savunma molekulleri) 6n plana ¢ikarken; bitki gelisimini regiile eden yapilarin iskelet
catism1 “diterpenler (Cz0)” kurmaktadir. Molekiiler mimarisi daha karmagik olan gruplar
incelendiginde ise; biyolojik zarlarin hassasiyetinde kritik 6neme sahip fitosteroller (Co7-Cao)
ile “triterpenler (Cao)”, bitki dokularina karakteristik renklerini veren ve fotosentetik sistemleri

destekleyen “karotenoidler (Cas0)” ve ¢ok sayida birimin biyopolimerizasyonu neticesinde



ortaya ¢ikan “politerpenler”, bu familyanin genis yapisal c¢esitliligini tamamlayan diger
unsurlardir. Farkli halkalagsma ve oksidasyon dereceleriyle modifiye olan bu bilesikler, bitki
aleminde olaganiistii bir fonksiyonel ¢esitlilik sergiler. Sahip olduklar1 bu yapisal zenginlik,
terpenoid yapili sekonder metabolitlerin tibbi ve farmakolojik calismalarda c¢ok yonlii
biyoaktiviteler gdstermesini saglamaktadir. Ozellikle bitkilerin abiyotik ve biyotik stres
faktorlerine karsi gelistirdigi hayati adaptasyon mekanizmalarinda rol oynayan bu metabolitler,
dogal savunma sisteminin temel taglarmi olusturur. Yapilarindaki bu fonksiyonel
modifikasyonlar, s6z konusu bilesikleri modern fitoterapi arastirmalarinda ve yeni nesil
terapdtik ajanlarin gelistirilmesinde vazgecilmez birer dogal kaynak haline getirmektedir.
Dolayisiyla, bu genis biyoaktif spektrum, dogal iiriin kimyasinda terpenoidlerin izolasyon ve

karakterizasyon ¢alismalarmi her donem giincel kilmaktadir.
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Sekil 3. Terpenoid yapitasi izopren ve tiireyen mentol molekiilii.

Terpenoidlerin kimyasal hiyerarsisi, mevalonik asit (MVA) ve metileritritol fosfat (MEP)
yolaklarm ortak {irlinii olan bes karbonlu yap1 taglarinin polimerizasyon derecesine baglidir.
Bu smifin biyosentetik matrisindeki en kii¢iik ve yalin birim, gaz halindeki en temel hemiterpen
(Cs) olan izopren molekiliidir. izopren, karmasik terpenoidlerin sentezindeki temel
"biyosentez tuglasin1" (monomer) temsil etmektedir. Bitki hiicresinde bu 6nciil Cs birimlerinin
bag-kuyruk (head-to-tail) kuralina gore birbirine baglanip halkalagsmasi, smnifin sistematik
olarak bir iist basamagini olusturur. Bu biyosentetik biiylimenin en karakteristik 6rnegi, iki
izopren biriminin (Cs + Cs) birlesmesiyle meydana gelen 10 karbonlu monoterpen yapisindaki
mentol bilesigidir (Sekil 3). Mentol, ham Cs tuglasinin bitki biinyesinde islenerek sivi, ugucu,
kokulu ve terapotik etkiye sahip fonksiyonel bir sekonder metabolit {irliniine doniistiigiinii

yapisal olarak somutlastirmaktadir.

2.3.2. Azotlu bilesikler
Yapilarinda bir veya daha fazla azot atomu barindiran bu grup, biyolojik aktivitesi ve toksik

potansiyeli en yiiksek sekonder metabolitleri biinyesinde barindirir. Cogunlukla lizin, tirozin ve
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triptofan gibi aminoasitlerin modifikasyonuyla iiretilen bu maddeler; otgul canlilara karsi
norotoksik etkiler gosterme ve tohumlar1 mikrobiyal saldirilardan muhafaza etme gibi savunma
stratejilerinde basrol oynarlar. Azotlu bilesiklerin biyosentezi, primer amino asit metabolizmasi
ile dogrudan iligkilidir ve bu siire¢ bitki hiicresinin farkli hiicresel birimlerinde oldukga sofistike
aglar iizerinden yuriitiiliir. Bitki, sinirli bir kaynak olan azotu bu bilesiklere aktararak aslinda
yuksek maliyetli ama oldukca etkili bir kimyasal silah deposu olusturur. Bu bilesikler sadece
edilgen bir savunma araci olmayip, ayni zamanda baz1 bitki tiirlerinde azot depolama formu

olarak da islev gorerek metabolik esneklik saglarlar.

2.3.2.1. Azotlu bilesiklerin siniflandirmasi

Bitkisel biinyedeki azotlu bilesikler, kimyasal iskeletlerine ve azot atomunun konumuna gore
sistematik bir tasnife tabi tutulmaktadir. Bu smifin en genis ve biyolojik agidan en aktif grubunu
temsil eden alkaloidler; ac1 tatlar1 ve toksik etkileri sayesinde otgul canlilar1 bitkiden uzak tutan,
hayvanlarin merkezi sinir sistemi {izerinde fel¢ edici veya beslenme istegini koreltici etkiler
gosteren etkin ekolojik savunma ajanlaridir. Bunun yani sira bu yapilar yliksek farmakolojik
aktiviteleri sayesinde agri kesici (morfin), uyarici (kafein) veya antitiimor 0zellikleri ile modern
tibbin merkezinde yer alirlar. Iskelet yapilarindaki azotun konumuna gére piridin, tropan, indol,

kinolin, izokinolin ve piirin gibi alt dallara ayrilarak genis bir kimyasal ¢esitlilik sergilerler.

\ \ \\\\\\\
/ CH
N = ’
Sekil 4. Azotlu bilesikler yapitasi piridin ve ondan tiireyen nikotin alkaloidi.

Yapilarinda azot atomu barindiran sekonder metabolitlerin ve 6zellikle alkaloidlerin biyolojik
aktivite potansiyeli, tasidiklar1 heterosiklik halka sistemlerinin mimarisiyle iliskilidir. Bu
gruptaki bilesiklerin en kiigiik yapisal kdkenini, halkanin i¢inde bir adet azot atomu (N)
bulunduran 6 {iyeli aromatik piridin halkas1 olusturmaktadir (Sekil 4). Piridin halkasi, dogada
bitkiler tarafindan tek basina nihai bir son iiriin olarak depolanmaz; ancak azotlu metabolitlerin
mutfaktaki en ilkel ve en yalin heterosiklik iskelet ¢ekirdegini temsil eder. Bitki hiicrelerinde
bu yalin heterosiklik ¢ekirdeklerin, amino asit metabolizmasindan gelen diger azotlu yapilarla
entegre edilmesi, biyoaktif alkaloidlerin senteziyle sonuglanir. Bu durumun en net sistematik

gostergesi ise piridin halkasmin yanma 5 iyeli bir pirolidin halkasmin kovalent olarak
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baglanmasiyla (Cs + Cs halka birlesmesi mantigiyla) olusan nikotin alkaloididir (Sekil 4).
Semadan anlagilacag: lizere piridin molekiilii azotlu bilesiklerin teorik baslangi¢ halkasini
modellerken, nikotin bu halkadan tiiretilmis, bitkinin savunma amaciyla bizzat sentezledigi,
yuksek farmakolojik aktiviteye sahip gercek bir sekonder metabolit basamagmi temsil
etmektedir.

2.3.3. Fenolik bilesikler

Bitkisel ikincil metabolitler icerisinde en yaygm dagilimi gosteren gruplardan biri olan fenolik
bilesikler, kimyasal olarak en az bir aromatik halkaya bagh bir veya daha fazla hidroksil grubu
(-OH) tagimalariyla tanimlanirlar. Bu maddeler, bitki biinyesinde temel olarak sikimik asit ve
malonik asit yolaklar1 lizerinden sentezlenerek oldukca karmasik biyosentetik aglar neticesinde
olusurlar. Fenolikler, bitkilerin hem gelisimsel siireglerinde hem de ¢evresel stres faktorlerine
kars1 verdikleri adaptif yanitlarda hayati fonksiyonlar iistlenirler. Ozellikle UV radyasyonunun
yikic1 etkilerine karsi dogal bir fitokimyasal filtre gorevi gorerek hiicresel yapilar1 oksidatif
hasardan muhafaza ederler. Bu bilesiklerin bitki savunma sistemindeki rolleri de oldukca
cesitlidir. Patojen saldiris1 veya fiziksel yaralanma durumunda konsantrasyonlari hizla artarak
antifungal ve antibakteriyel bariyerler meydana getirirler. Ayrica, bitki dokularina renk ve koku
vererek tozlastiricilarin cezbedilmesini saglarken, otcul canlilar i¢in de caydiric1 birer tat
faktorii olarak islev goriirler. Molekiiler diizeyde serbest radikalleri siipiirme yetenekleri, onlar1

bitki diinyasmin en etkin dogal antioksidan sistemlerinden biri haline getirmektedir.

2.3.3.1. Fenolik bilesiklerin siniflandirmasi

Fenolik bilesiklerin sistematik tasnifi, molekiiler yapilardaki karmasiklik diizeyine ve karbon
iskeletlerine gore sekillenmektedir. Basit yapili fenolik asitler (Cs-C1 Ve Cs-C3), bu genis
metabolit ailesinin temel yapi taslarin1 meydana getirirler. Bitkilerde en yaygin dagilim
goOsteren grup olan flavonoidler (Ce-Cs-Ce) ise, biinyelerindeki C halkasinin oksidasyon
seviyesine ve yapisal modifikasyonlarina goére farkl alt siniflara ayrilmaktadir. Bu genis
spektrum igerisinde kalkonlar, flavanonlar, flavonlar ve flavonoller gibi 6zellesmis kimyasal
birimler yer almaktadir. Ayrica, iki flavonoid iinitesinin birlesmesiyle olusan dimerik yapidaki
biflavonoidler, bu sinifin yapisal g¢esitliligini arttiran onemli unsurlardir. Bitkisel dokularda
savunma ve dayanikliliktan sorumlu olan diger gruplar incelendiginde; odunsu yapilarin
kararliligim1 saglayan lignanlar ile giiclii antifungal etkiler gosteren kondanse ve hidrolize
tanenler 6n plana ¢ikmaktadir. Bitkisel anatomide mekanik direngten sorumlu olan lignin ve

kinonlar da fenolik bilesiklerin biyolojik sistemlerdeki ¢ok yonlii islevlerini yansitan diger
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bilesenlerdir. S6z konusu bu fitokimyasal bilesenler, bitkilerin abiyotik ve biyotik stres
faktorlerine kars1 gelistirdigi hayati savunma mekanizmalarinin merkezinde yer almaktadir.
Hucresel duzeyde sergiledikleri gucli butuncil antioksidan kapasite, bu metabolitlerin
farmakolojik ve terapdtik degerini arttran en temel parametredir. Ozellikle Anadolu
florasindaki tibbi bitkilerin zengin sekonder metabolit profillerinin kalitatif ve kantitatif
yonleriyle aydinlatilmasi, modern fitokimya arastirmalarinin oncelikli hedefleri arasindadir.
Nitekim, bu zengin cografyaya ait bitki matrislerinin taranmasi, fenolik bilesiklerin sistematik
tasnifine yeni alt smiflar veya dimerik kombinasyonlar diizeyinde katki sunma potansiyeline
sahiptir. Sonug olarak, Anadolu'nun tibbi bitki mirasindan izole edilen bu saf bilesenler, dogal
tiriinler kimyasinda hem kemotaksonomik sinirlarim netlesmesini saglamakta hem de farmasotik

Ar-Ge caligmalari i¢in yiiksek saflikta model molekiiller sunmaktadir.
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Sekil 5. Fenolik bilesik olan fenol ve ondan tiireyen gallik asit molekli

Fenolik bilesiklerin sistematigi ve serbest radikalleri siipiirme yetenekleri, aromatik benzen
halkasi tizerindeki hidroksil (-OH) ve karboksilli asit (-COOH) gruplarinin konumuna dogrudan
bagimlhidir. Bu sinifin temelini olusturan en kii¢lik yapi, bir benzen halkasina tek bir hidroksil
grubunun baglanmasiyla olusan fenol cekirdegidir (Sekil 5). Fenol, yapisinda asit grubu
barindirmadig1 i¢in teknik olarak bir fenolik asit degildir ve bitkilerde bu ¢iplak haliyle
birikmez; ancak tiim dogal fenoliklerin en ham kimyasal c¢ekirdegidir. Bu ham aromatik
halkaya, sikimik asit yolagi vasitasiyla fonksiyonel gruplarin eklenmesi, sinifin gergek bir dogal
fenolik asit basamagina evrilmesini saglar. Bu sistematik doniisiimiin en stabil 6rnegi, fenol
halkasina bir karboksil grubu ve iki adet daha hidroksil grubunun eklenmesiyle tiireyen, Ce-Cs
iskelet yapisindaki gallik asit molekiiliidiir (Sekil 5). Gallik asit, tasidigi karboksil grubu
sayesinde gergek bir "fenolik asit" kimligi kazanmistir. Bu durum, bitki kimyasinda asitsiz ham
bir aromatik halkadan, dogada serbestce biriken ve laboratuvar analizlerinde evrensel standart
kabul edilen fonksiyonel bir fenolik asit yapisina gecisteki yapisal hiyerarsiyi net bir sekilde

gostermektedir.

13



Tablo 3. Bitkisel sekonder metabolitlerin biyosentetik ve yapisal matrisi

Biyosentetik Yapisal Birim /
Ana Sumf . Genisletilmis Alt Gruplar
Yolak Iskelet

Hemiterpen (Cs)
Monoterpen (Cio)
Seskiterpen (Cis)

MVA ve MEP  izopren (Cs) Diterpen (Czo)

Terpenler Yolaklar1 Birimleri Triterpen (Ca)
Steroller (C27-Cao)
Karotenoidler (Cao)
Politerpenler (Cy)
Alkaloidler (Piridin, Tropan, indol,
. . Heterosiklik Kinolin, Izoquinolin, Piirin)
Azotlu bilesikler 100" Azot(N)  Siyanojenik Glikozitler
Yapilari Glukozinolatlar
Non-protein amino asitler
Fenolik asitler (Ce-C1 ve Ce-C3)
Flavonoidler (Kalkon, Flavanon,
Flavon, Flavonol, zoflavon,
Biflavonoid, Antosiyanin)
Eenolikler Sikimik ve Aromatik Halka %L'gg}'ﬁ:ler
Malonik Asit ve -OH Gruplan | .
Lignanlar
Tanninler (Kondanse ve Hidrolize)
Lignin
Kinonlar
Ksantonlar

2.4. Biyolojik Aktiviteler

Diinyamiz, milyonlarca yillik evrimsel siirecte bitkiler tarafindan sentezlenen ve sayilar yiiz
binleri asan sekonder metabolitler vasitasiyla devasa bir biyomolekiler kutiiphaneye
dontismiistiir. Bitkisel organizmalarda gergeklesen bu sofistike biyokimyasal iiretim; yalnizca
ilgili thrtn abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karsi gelistirdigi adaptif bir savunma
mekanizmasi degil, ayn1 zamanda tiim canli sistemler i¢in paha bigilemez bir farmakolojik
kaynak niteligindedir. Diger tibbi bitki gruplarinda gézlemlendigi lizere, Anadolu florasinda
genis ve stratejik bir yayilis gosteren Helichrysum cinsi taksonlar1 da, biinyelerinde ihtiva
ettikleri zengin polifenolik bilesenler sayesinde biyolojik sistemler {lizerinde ¢ok boyutlu ve
sinerjik etkiler sergileme kapasitesine sahiptir. Bu bitkisel kaynaklarin sahip oldugu terapotik
(tedavi edici) potansiyel; diger fitokimyasal kaynaklarda oldugu gibi, izole edilen biyoaktif
bilesenlerin hiicresel yolaklar ilizerindeki diizenleyici etkilerinden ve molekiiler diizeyde

kurduklari spesifik etkilesimlerden ileri gelmektedir.
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2.4.1. Antioksidan aktivite ve toplam fitokimyasal igerik

Hiicresel metabolizma sirasinda yan iiriin olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller, proteinler,
lipidler ve niikleik asitler gibi hayati makromolekuller Gzerinde oksidatif hasara yol agarlar.
Bitkisel sekonder metabolitler, 6zellikle fenolik yapilar, bu reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
stabilize ederek oksidatif stresin tetikledigi kronik hastaliklarin onlenmesinde kritik birer
bariyer gorevi iistlenirler. Bu bilesiklerin antioksidan kapasiteleri, aromatik halkalar tizerindeki
hidroksil gruplarmin serbest radikal yapilarina hidrojen atomu veya elektron transfer etme
kabiliyetine dayanir. Bir 6ziitlin antioksidan profilini biitiinsel olarak ortaya koyabilmek i¢in
oncelikle biinyesindeki aktif bilesenlerin niceliginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla
literatiirde, gallik asit esdegeri lizerinden hesaplanan toplam fenolik madde tayini (TPC) ve
kuersetin esdegeri lizerinden yiiriitiilen toplam flavonoid madde tayini (TFC) analizleri temel
parametreler olarak kabul edilir. Oziitiin igerigine bagl olarak sergiledigi bu koruyucu etki,
farkli kimyasal mekanizmalar tizerinden tayin edilmektedir. Literatiirde en yaygm basvurulan
yontemler arasinda; serbest radikal siipiiriicii kapasiteyi olgcen DPPHe (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) ve ABTS testleri, 6zitln iyon indirgeme gucinli saptayan FRAP (Ferrik
Indirgeyici Antioksidan Gii¢) ve CUPRAC (Bakir indirgeyici Antioksidan Kapasite) analizleri
ile lipid peroksidasyonunu engelleme potansiyelini 6lcen B-karoten agartma ve ORAC (Oksijen

Radikali Absorbe Etme Kapasitesi) yontemleri yer almaktadir.

2.4.2. Antidiyabetik aktivite

Diabetes mellitus, kan sekerinin kontrolsiiz artisiyla karakterize edilen sistemik bir
metabolizma hastaligidir. Modern diyabet yonetiminde en etkili stratejilerden biri, karmagik
karbonhidratlarin glukoza parcalanma siirecini yavaslatarak yemek sonrasi kan sekerinin ani
yiikselmesini  (postprandiyal hiperglisemi) baskilamaktir. Bitkisel kaynakli sekonder
metabolitler, 6zellikle polifenolik yapilar, nisasta sindiriminde anahtar rol oynayan enzimlerin
aktif merkezlerine baglanarak bu yapilar1 inhibe edebilir ve ince bagirsaktaki glukoz emilimini
dengeleyebilirler. Literatiirde bu potansiyelin belirlenmesi amaciyla, karbonhidrat
metabolizmasinda kritik 6neme sahip olan a-glukozidaz ve a-amilaz enzimlerinin baskilanma
dereceleri 6lculmektedir. Bu amacla ydiritilen in-vitro calismalarda, enzimlerin substrati
parcalamasi sonucu olusan renkli iirlinlin spektrofotometrik olarak takip edildigi pNPG (p-
nitrofenil-a-D-glukopiranozit) yontemi (o-glukozidaz i¢in) ve DNS (3,5-dinitrosalisilik asit)
yontemi (a-amilaz i¢in) en yaygin bagvurulan metodolojilerdir. Bilimsel arastirmalarda bu
veriler lizerinden hesaplanan inhibisyon degerleri, standart antidiyabetik ajanlar ile dogrudan

kiyaslanarak bitkinin terapdtik degeri somutlagtirilmaktadir.
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2.4.3. Anti-Alzheimer aktivite (Antikolinesteraz Etki)

Norodejeneratif bir bozukluk olan Alzheimer hastaligiin temelinde, merkezi sinir sistemindeki
kolinerjik iletimin zayiflamasi yer almaktadir. Sinaps boslugundaki asetilkolin miktarmin
korunmasi, kognitif fonksiyonlarimn siirdiiriilebilirligi acisindan hayati 6nem tasir. Bu baglamda,
norotransmitterlerin yikimmdan sorumlu enzimlerin gegici olarak baskilanmasi, semptomatik
tedavinin ana eksenini olusturmaktadir. Bitkisel kaynakli flavonoidler ve fenolik asitler, bu
enzimlerin katalitik bolgeleriyle etkilesime girerek dogal inhibitorler olarak islev gorebilirler.
Streg igerisinde Ozellikle asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimlerinin
aktivitesinin durdurulmasi hedeflenir. Bu aktivitenin kantitatif 6lgiimiinde, literatiirde enzim-
substrat reaksiyonuna dayanan kolorimetrik Ellman Metodu en yaygin kullanilan teknik olarak

kabul edilmektedir.

2.4.4. Antikanser ve sitotoksik aktivite

Kanser, hiicrelerin kontrol mekanizmalarini yitirerek sinirsiz boliinme yetenegi kazanmasiyla
ortaya ¢ikan kompleks bir patolojik siiregtir. Dogal kaynakli bilesiklerin kanserli dokular
iizerindeki etkisi; hiicre dongiisiiniin belirli asamalarda durdurulmasi, programli hiicre
Olimiiniin (apoptoz) tetiklenmesi ve tiimor yayilimi i¢in gerekli sinyal yolaklarmin bloke
edilmesi tizerinden yiiriitiiliir. Bitkisel 6ziitlerin veya saf izolatlarin hiicre canlilig1 izerindeki
etkisini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerin basinda, hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgen
MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur] analizi gelmektedir. Bunun
yani sira literatiirde, daha yiiksek hassasiyet sunan XTT, SRB (Sulforhodamine B) ve hiicre zar1
hasarmi saptayan LDH (Laktat Dehidrogenaz) salimim testleri de sitotoksisite tayininde

basvurulan diger metodolojilerdir.

2.4.5. Diger biyolojik ve farmakolojik etkiler

Sekonder metabolitler, bitkinin dis diinyadaki biyotik tehditlere karsi gelistirdigi kimyasal
savunma hattinin temel bilesenleridir. Bu savunma mekanizmalarinin insan biyolojisindeki
karsilig1; patojen mikroorganizmalarin gelisimini durduran antimikrobiyal ve antifungal etkiler
olarak karsimiza ¢ikar. Ayrica, viicuttaki enflamatuar medyatdrleri baskilayarak doku hasarini
azaltan anti-inflamatuar (iltihap giderici) ve karacigerin detoksifikasyon kapasitesini
destekleyen hepatoprotektif dzellikler de biiyiik dnem tagir. Ozellikle Helichrysum cinsine 6zgu
taksonlarm sahip oldugu bu ¢ok yonlii fitokimyasal cesitlilik, modern tip, gida takviyesi ve

dermokozmetik endiistrisi i¢in siirdiiriilebilir bir hammadde kaynag1 sunmaktadir.

16



2.5. Izolasyon ve Saflastirma

Dogal kaynaklardan biyoaktif sekonder metabolitlerin elde edilmesi; karmasik bitki
matriksinden hedeflenen bilesiklerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve yapilarinin aydinlatilmasini
kapsayan ¢ok basamakli bir siirectir. Bu slrecte tercih edilen metodolojiler; bitki materyalinin
kimyasal kompozisyonuna, hedeflenen molekiillerin polaritesine, molekiil agirligina ve termal
stabilitesine bagli olarak stratejik bir bicimde degiskenlik gdstermektedir. Bu ¢alismada izlenen
izolasyon hiyerarsisi, ham Oziitin  kromatografik tekniklerle kademeli olarak
fraksiyonlanmasmdan, hedef bilesiklerin en yiiksek saflik diizeyinde elde edilmesine olanak

tantyan gelismis enstriimantal yontemlere kadar uzanan sistematik bir akisi1 temel almaktadir.

2.5.1. Kromatografik stiregler

Kromatografi, bir karisim igerisinde bulunan bilesenlerin, biri sabit digeri hareketli olan iki faz
arasindaki farkli dagilma veya tutunma egilimlerine dayanarak birbirlerinden ayrilmasi
prensibine dayanan temel bir ayirma teknigidir. Fitokimyasal caligmalarda kullanilan
kromatografik yontemlerde ayirma performansi, segilen sabit fazin kimyasal yapisina ve dolgu
maddesinin 6zelliklerine dogrudan baglidir. Bu siirecin 6n hazirlik ve optimizasyon asamasinda
basvurulan ince tabaka kromatografisi (TLC), numunenin polariteleri hakkinda hizli ve nitel bir
bilgi edinilmesini saglayarak izolasyonun gerceklestirilecegi sistemlere yol haritas1 tegskil
etmektedir. Kolon kromatografisi ¢atis1 altinda yiiriitiilen izolasyon ve saflastirma siireglerinde
kullanilan farkl sabit fazlar, molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerine gore spesifik ayrim
mekanizmalar1 sunmaktadir. Normal faz kromatografisinin temelini olusturan silika jel, polarite
farkina dayali bir ayirma gercgeklestirerek Ozellikle orta polaritedeki fenolik bilesiklerin
fraksiyonlanmasinda etkili sonuglar vermektedir. Molekiiler biiylikliige gore aymrma yapan
Sephadex LH-20 gibi sabit fazlar ise, 6zellikle polimerik yapidaki bilesiklerin molekiiler eleme
prensibiyle saflastirilmasinda tercih edilmektedir. Saflastirma siirecinin en kritik agamasini
olusturan preparatif HPLC (Prep-HPLC) ise, yapisal olarak birbirine ¢ok yakin olan bilesiklerin
miligram diizeyinde ve yiiksek saflikta izole edilmesini mimkiin kilmaktadir. Kolon
kromatografisi ve spektroskopi gibi tekniklerin birlesimini ifade eden tist diizey bir teknik

varyasyondur.

2.5.2. Yap1 aydinlatma
Izolasyon ve saflastirma islemleri neticesinde elde edilen saf izolatlarin molekiiler
mimarilerinin kesin olarak tanimlanabilmesi i¢in gelismis enstriimantal ve spektroskopik

yontemlerin entegrasyonu esastir. Bu silirecin baslangicinda siklikla yararlanilan yiiksek
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performansli sivi kromatografisi (HPLC), numunelerin kromatografik safliginin teyit
edilmesinde ve karakteristik retansiyon (alitkonma) zamanlarmmimn belirlenmesinde temel teskil
eden enstriimantal bir yontemdir. Molekiiler karakterizasyon ve yap1 tayininde kullanilan en
temel yontem olan Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR), atomlarin sayilarini,
uzaysal yonelimlerini ve birbirleriyle olan baglanma sekillerini belirleyerek kesin yapiy1
kanitlamaktadir. Bu dogrultuda, izole edilen bilesiklerin tespiti amaciyla dncelikle tek boyutlu
(1D) NMR tekniklerinden *H-NMR ve *C-NMR spektrumlar1 alinarak kimyasal kayma ()
degerleri belirlenmektedir. Molekiildeki karmasik baglanma diizenini ve uzun menzilli
etkilesimleri ¢c6zmek i¢in ise iki boyutlu (2D) COSY, HSQC ve HMBC spektrumlari es zamanli
olarak degerlendirilmektedir. Elde edilen tiim bu spektral verilerin literatiirdeki referans
degerlerle analitik olarak mukayese edilmesi, hedef molekiillerin yapisal olarak kesin bigimde

saptanarak formilize edilmesine olanak saglamustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum taksonunun fitokimyasal igerigini belirlemek ve
biyolojik aktivite potansiyelini ortaya koymak amaciyla yiiriitiilen deneysel stiregler; bitki
materyalinin toplanmasi, ekstraksiyonu, kromatografik yontemlerle (Sephadex LH-20, silika jel
kolon kromatografisi ve ITK) fraksiyonlanmasi, preparatif yiiksek performansli sivi
kromatografisi (Prep-HPLC) ile saflastirilmas1 ve niikleer manyetik rezonans (1D/2D NMR)
spektroskopisi ile yap1 tayini adimlarini kapsamaktadir. Elde edilen metanol (a-glukozidaz,
AChE ve BChE) ve sitotoksisite aktiviteleri Gizerinden degerlendirilmistir.

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Ekipmanlar

Tez calismas1 kapsaminda yiiriitiilen fitokimyasal izolasyon, kromatografik saflastirma, in vitro
enzimatik/antioksidan aktivite tayinleri ve yapisal karakterizasyon adimlarinda yararlanilan
tiim major enstriimantal cihazlar, yardimci ekipmanlar ve kromatografik sarf malzemeleri Tablo
4’te detaylandirilmistir. Analitik ve preparatif diizeydeki siireglerin yiiksek dogrulukla
gerceklestirilmesini saglayan bu sistemlerin dretici firma, marka ve teknik spesifikasyon

bilgileri hiyerarsik bir diizen icerisinde sunulmustur.

Tablo 4. Kullanilan Teknik Cihazlar ve Donanimlar

Sira  Arac/ Cihaz/ Sarf Marka/ Uretici  Model / Teknik Ozellik
No Malzemesi Ad1 Firma
1 Nukleer Manyetik Bruker Avance 500 MHz (*H-NMR: 500
Rezonans (NMR) Il MHz, ®¥*C-NMR: 125 MHz)
Spektrometresi (Tokat TOGU MERLAB)
2 Geri Doniisiimlii HPLC Shimadzu LC-20AR Pompa Sistemi /
(Recycle-HPLC) SPD-M20A Diod Dizilimli
Dedektor (DAD)
3 Otomatik Flash Buchi Reveleris X2 / Evaporatif
Kromatografi Isik Sagilmasi1 Dedektorlii
(ELSD)
4 Mikroplaka Thermo Scientific Multiscan Go
Spektrofotometresi (ELISA
Okuyucu)
5 Doner Buharlastiric Heidolph Hei-VAP Core / Laborota
(Rotavapor) 4000 (Hei-VAC Vario
Vakum Pompali)
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Sira

No

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Arag / Cihaz / Sarf
Malzemesi Adi
Liyofilizator (Dondurarak
Kurutucu)

Analitik Hassas Terazi
Dijital pH Metre
Laboratuvar Tipi Blender /
Ogiitiicii

ITK UV Lambasi

ITK Gelistirme Tanklar1

Kromatografi Cam
Kolonlar1 (Genis/Uzun)

Kromatografi Cam
Kolonlar1 (Dar/Kisa)

Analitik ve Preparatif
HPLC Kolonlar1

Kimyasal Madde Giivenlik
Dolabi

Laboratuvar Ceker Ocak
Sistemi

Siringa Ucu Filtrasyon

Sarflar1

Otomatik Pipet Setleri

Marka / Uretici
Firma

Christ
Shimadzu
Mettler Toledo
Waring
Commercial
Camag

Camag

Caliskan Cam
Teknik

Caliskan Cam
Teknik

Agilent

Tezsan

Waldner

Isolab

AXxygen

Model / Teknik Ozellik

Alpha 1-2 LD Plus

ATX224 (0.1 mg hassasiyet)
Seven Compact S210

Agir Hizmet Tipi
Parcgalayic1 Blender

UV Lamp 4 (254 nm ve 366
nm)

Diiz Tabanli Cam
Kromatografi Tanki
Borosilikat Cam, 29/32
Rodajli, 60 x 4 cm (Kaba
On Ayrim Igin)

Borosilikat Cam, 29/32
Rodajli, 40 x 3 cm (Saf
Madde izolasyonu igin)
Eclipse Plus C18 (4.6 x 250
mm, 5 um) / Prep-C18 (21.2
x 250 mm, 10 um)
Havalandirma/Emis Fanli
Giivenlikli Saklama Dolab1
Sinif I Giivenlikli Ceker
Ocak Duzenekleri

0.45 pm Gozenek Capli
PTFE ve Naylon Membran
Filtreler

Mikrolitre Ayarli Otomatik
Mikropipet Takimi

3.2. Biyolojik Aktivite Testlerinde Kullanilan Kimyasallar ve Standartlar

In vitro enzim inhibisyonu c¢aligmalarinda kullanilan asetilkolinesteraz (Electrophorus
electricus, %99), biitirilkolinesteraz (Equine serum, %99) ve a-glukozidaz (Saccharomyces
cerevisiae) enzimleri ile bu enzimlere ait reaksiyon substratlar1 ve ayiraglar1 olan asetilkolin
iyodir (ATCI), bitirilkolin iyoddr (BTCI), 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ve p-
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nitrofenil-a-D-glukopiranosid (pPNPG) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin
edilmistir. Enzim inhibisyon testlerinde pozitif kontrol (referans standart) olarak kullanilan
takrin (Tacrine hydrochloride, > %99) ve akarboz (Acarbose, > %95) ile antioksidan kapasite
tayinlerinde kiyaslama amaciyla kullanilan L-askorbik asit (> %99), butillenmis hidroksianizol
(BHA, > %98.5), butillenmis hidroksitoluon (BHT, > %99) ve Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid, %2100) yine Sigma-Aldrich firmasindan standart
saflikta tedarik edilmistir. Antioksidan reaksiyon diizeneklerinin, toplam fitokimyasal icerik
analizlerinin ve tampon sistemlerinin hazirlanmasinda rol oynayan 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radikali (DPPHe), Folin-Ciocalteu reaktifi, galik asit (anhidrus, > %98),
kuersetin (> %95), sodyum karbonat (Na2COs), aliiminyum kloriir (AlCls), demir(l11) klortr
(FeCls), 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ), sodyum asetat trihidrat, potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4) ve dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOs) bilesikleri ile analizlerde ¢oziicii faz olarak
islev goren analitik safliktaki dimetil siilfoksit (DMSO, > %99.9) Merck (Darmstadt, Germany)

ve Sigma-Aldrich firmalarindan temin edilmistir.

3.3. Kromatografik Ayrim, izolasyon ve Saflastirmada Kullanilan Maddeler

Kolon kromatografisi adimlarinda gergeklestirilen kaba ayrim islemlerinde sabit faz olarak
silika jel 60 (0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM, Merck) adsorbani kullanilirken,
polifenolik bilesenlerin ve flavonoid yapilarinin molekiiler biiytikliikleri ile polarite farklarina
gore hassas bir sekilde fraksiyonlandirilmasi amaciyla Sephadex LH-20 (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) jel filtrasyon dolgu materyalinden yararlanilmistir. Tiim bu siire¢ boyunca
yiiriitiilen eliiat takipleri, fraksiyon birlestirmeleri ve saflik kontrolleri aliiminyum plak {izerine
kapl silika jel 60 Fasa (Merck) analitik ince tabaka kromatografisi (TLC) plaklar1 {izerinden
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon basamaklarinda, silika jel ve Sephadex LH-20 kolon
elisyonlarinda ve TLC yiirlitme fazlarinda farkli polarite indekslerine sahip mobil faz
sistemlerini hazirlamak amaciyla analitik saflikta (analytical grade, > %99.5 — %99.8) metanol
(MeOH), n-hekzan, kloroform, etil asetat ve aseton ¢oziiciileri tercih edilmistir. ileri diizey
saflagtirma adimlarini olusturan analitik ve preparatif yiiksek performansli sivi kromatografisi
calismalarinda mobil fazin organik bileseni i¢in kromatografik saflikta metanol (HPLC grade,
>%99.9, Merck) temin edilmis, mobil fazin sulu bilesenini olusturan ultra saf su ise laboratuvar
tipi ultrapirifikasyon cihazindan (Milli-Q, 18.2 MQ-cm) analizler dncesinde taze olarak elde
edilmistir. Izole edilerek saflastirilan maddelerin yapi tayini ve karakterizasyon galismalarinda
yiiriitiilen NMR spektroskopisi analizlerinde ise ¢oziicii ve kilitleme fazi olarak tetrametilsilan

icerikli doteryumlanmig dimetil siilfoksit (DMSO-ds, > %99.8 D, Merck) kullanilmastir.
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3.4. Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite (MTT) Cahsmalarinda Kullamilan Maddeler
Antikanser ve sitotoksik aktivite degerlendirmelerinde biyolojik materyal olarak tercih edilen
A549 (insan akciger karsinomu) hiicre hattt ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) iizerinden lisansl olarak temin edilmistir. Hiicrelerin in vitro kosullarda
cogaltilmasi, pasajlanmasi ve idamesi amaciyla yiiriitiilen laboratuvar siireglerinde kullanilan
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) biiyiime medyumu, %10 oraninda eklenen Fetal
Sigir Serumu (FBS), %1 konsantrasyondaki penisilin-streptomisin antibiyotik karigimi, L-
glutamin aminoasit destegi, yapiskan hiicrelerin kiiltlir kaplarindan piiriizsiizce kaldirilmasini
saglayan %0.25'lik Tripsin-EDTA ¢d6zeltisi ve hiicre yikama basamaklarinda kullanilan pH:7.4
dengesindeki Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Gibco (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) firmasindan steril kosullarda tedarik edilmistir. Sitotoksisite dl¢limlerinde inkiibasyon
sonrast canli hiicre oraninin kolorimetrik olarak belirlenmesini saglayan hiicre canlilik reaktifi
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) tuzu ise Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) firmasindan saf toz formda elde edilmistir.

3.5. Ekstraksiyon Yoénteminin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, Helichrysum tiirlerinin fitokimyasal karakteristigini olusturan ve biyolojik
aktivitelerden sorumlu olan termolabil (1s1ya duyarli) yapidaki fenolik asitlerin ve flavonoid
glikozitlerinin kimyasal butlnligiini korumak temel Oncelik olarak belirlenmistir. Bu
baglamda, yiiksek sicaklik gerektiren Soxhlet veya geri sogutucu altinda kaynatma gibi
yontemlerin neden olabilecegi muhtemel oksidasyon, polimerizasyon veya yapisal bozunma
risklerini tamamen ortadan kaldirmak amaciyla maserasyon yontemi tercih edilmistir (Cannell,
1998). Literatiirde "soguk ekstraksiyon" olarak tanimlanan bu teknik, 1siya duyarli sekonder
metabolitlerin ekstraksiyon verimliligi ve yapisal korunumu acisindan en gilivenilir
metodolojilerden biri olarak kabul edilmektedir (Rice-Evans ve ark., 1997). Is1 gerektirmeyen
bu siirecin en Onemli avantaji, bitkisel materyaldeki ugucu bilesenlerin ve hassas fenolik
yapilarin termal degradasyona ugramadan ¢Oziicii fazina aktarilmasma olanak tanimasidir
(Harborne, 1998). Ayrica maserasyon siireci, bitki matrisindeki hiicre duvarlarinin ¢oziicii
(metanol) tarafindan yavasca sisirilmesi (imbibisyon) yoluyla, hedef molekiillerlerin ozmotik
basing farki sayesinde hiicre digina daha kontrollii ve saf bir sekilde difiizyonuna zemin
hazirlamaktadir (Stahl, 1969). Diisiik maliyetli olmas1 ve karmagik laboratuvar ekipmani
gerektirmeyen dogasi, fitokimyasal aragtrmalarm baslangig asamasinda  yliksek
tekrarlanabilirlik sunmas1 bakimindan kritik bir 6neme sahiptir (Snyder ve ark., 2010). Buna

karsin, maserasyon yonteminin modern tekniklere kiyasla bazi kisithiliklar1 da literatiirde
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detaylica vurgulanmaktadir. Yontemin en belirgin dezavantaji, ekstraksiyon dengesine ulagsma
stiresinin diger kinetik destekli tekniklere (ultrasonik veya mikrodalga destekli ekstraksiyon
gibi) oranla daha uzun olmasi ve genellikle 24 ile 72 saat arasinda degisen genis bir inkiibasyon
periyodu gerektirmesidir (Ganetsos ve Barker, 1993). Ayrica, bitki materyalinin ¢oziiciiyle
tamamen doygunluga ulasmasi ve kiitle transferinin kesintisiz devam edebilmesi icin yiksek
hacimlerde ¢oOziicii kullanimi gerekebilmektedir; bu durum ise ¢oziicliniin evaporasyon
asamasinda daha uzun siireli ve dikkatli bir islem yapilmasini zorunlu kilmaktadir (Snyder ve
ark., 2010). Sicak ekstraksiyon teknikleri hiicre duvarlarini parcalama konusunda fiziksel olarak
daha agresif bir mekanizmaya sahip olsa da maserasyonun bu konudaki sinirli kapasitesi,
calismanin temel amaci olan "yiiksek saflik ve yapisal korunum" ilkesi geregi tolere edilebilir
bir kisitlilik olarak degerlendirilmistir (Stahl, 1969). Netice itibariyla, HAE’den biyoaktif
bilesiklerin izolasyonu siirecinde, kantitatif verimden ziyade kalitatif molekiiler stabiliteyi ve
yapisal 6zgiinliigli onceleyen maserasyon tekniginin, ¢alismanin bilimsel hedefleriyle tam

uyum sagladigi tespit edilmistir.

3.5.1 Ekstraksiyon islemi

Bu ¢alismada kullanilan Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitki materyali; Erzincan,
Refahiye, Sakaltutan Dagi lokalitesinden, 2000 metre iizeri rakimda ve ¢igeklenme déneminde
toplanmistir. Toplanan bitki Orneklerinin taksonomik teshisi farmasotik botanik literatiirii
dogrultusunda gerceklestirilmis olup, tezin bilimsel dogrulanabilirligini tescil etmek amaciyla
hazirlanan herbaryum &rnegi Erzincan Binali Yildirim Universitesi Herbaryumu biinyesinde
EBYU-0000044 herbaryum numarasi ile kayit altina alinarak muhafaza edilmistir. Laboratuvara
getirilen toprak {istii aksam (herba), iizerindeki toz ve camur kalintilarindan tamamen
arindirildiktan sonra, dogrudan gilines 151¢ma maruz kalmayacagi golge ve havadar bir alanda
kurutulmaya birakilmistir. Dort giin boyunca oda sicakliginda kurutularak kromatografik
islemlere hazir hale getirilen bitki materyali, mekanik olarak degirmende 6giitiilerek toz haline
getirilmistir. Parcalanan bitki dokularmm kuru agirligi analitik hassas terazide tam 400 gram
olarak Ol¢lilmiis ve metanol ile maserasyon islemine tabi tutulmustur. Bu amacla bitki tozu,
yaklasik 5 litre analitik safliktaki metanol ¢ozeltisinin igerisinde, 10 litrelik genis cam bir
kavanozda iki giin siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Cam kavanozun igerisindeki heterojen
karisim, ¢6ziicli ve doku arasindaki kiitle transfer hizin1 maksimize etmek amaciyla birkag saatte
bir periyodik olarak karistirilmistir. Siire sonunda siiziilerek kat1 fazdan ayrilan siiziintiideki
metanol, doner buharlastirict (rotavapor) yardimiyla diisiik basing altinda ve 40 °C'yi gegmeyen

sicaklikta tamamen evapore edilmistir. Bu islem sonucunda, Helichrysum arenarium subsp.
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erzincanicum ham metanol 6zitt (HAE) analitik terazi yardimiyla 20 gram olarak 6lglilmiistiir.
Nihai olarak HAE metanol, 400 gram baslangi¢ kuru bitki materyalinden %5 ekstraksiyon verimi
ile elde edilmis ve sonraki asamalarda yiiriitiilecek kromatografik saflastirma ile in-vitro biyolojik

aktivite adimlarinda kullanilmak iizere uygun soguk kosullarda saklanarak hazir hale getirilmistir.
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Sekil 6. Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum ekstrakti

3.6. Antioksidan Yontemler

Antioksidanlar, canli sistemlerde olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve serbest radikallerin
neden oldugu oksidatif hasar1 6nleyen veya geciktiren bilesiklerdir. Normal metabolik siiregler
sirasinda dogal olarak olusan bu reaktif tUrler, hiicresel bilesenlerle etkilesime girerek lipit
peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve DNA hasar1 son derece kritik problemlere sebep
olabilmektedir. Organizmanin antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldig1 durumlarda
ortaya c¢ikan oksidatif stres, basta ndrodejeneratif hastaliklar, kanser ve diyabet olmak iizere
birgok kronik hastaligin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2015;
Valko ve ark., 2007). Diger bakimdan, antioksidan bilesiklerin asir1 diizeyde alinmasi da redoks
dengesinin bozulmasina neden olabilmekte ve bazi durumlarda pro-oksidan etki gostererek
hicresel slrecleri olumsuz bicimde etkileyebilmektedir. Antioksidan savunma sistemi
enzimatik ve non-enzimatik bilesenlerden olusmakta olup, askorbik asit, tokoferoller ve bitkisel
fenolik bilesikler gibi eksojen antioksidanlar da sisteme disaridan destek saglamaktadir. Bu
nedenledir ki antioksidan kapasitenin dengeli bir sekilde degerlendirilmesi biyolojik sistemler
agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu ¢aligmada antioksidan aktivitenin belirlenmesi, metanol
ekstrakti  iizerinden  gergeklestirilmisti. Ham HAE’nin  antioksidan etkinliginin
degerlendirilmesinde toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde miktari, DPPHe

serbest radikal giderme kapasitesi ve ferrik iyonlarini indirgeme antioksidan glct (FRAP)
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analizleri tercih edilmistir. Nitekim litaratiirde, Helichrysum arenarium tiiriine ait ekstraktlarin
antioksidan aktivitelerinin mevcut olmasi karsilastirmali sonu¢ vermemiz agisindan énemlidir.
Ekstrakt {izerinden antioksidan testler agisindan da son derece uygun yontemlerdir. Bu
yaklagim, ekstraktin genel antioksidan kapasitesinin biitiinclil olarak degerlendirilmesine
olanak saglamaktadir (Prior ve ark., 2005; Rice-Evans ve ark., 1997). Ekstraktin fenolik
bilesikler bakimindan nicel degerlendirilmesi, bu bilesiklerin indirgeme davraniglarini esas alan
kolorimetrik bir yontem ile gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda olusan optik degisimlerin
spektrofotometrik olarak Olgiilmesiyle elde edilen veriler, referans madde olarak kullanilan
gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir. Bu analiz, ekstraktin fenolik ve flavonoid
bilesenler acisindan zenginligini ortaya koymak ve antioksidan kapasite ile olan iliskisini
degerlendirmek amaciyla kullanilmistir. Flavonoid icerigin belirlenmesinde ise bu yapilarin
belirli iyonlarla kompleks olusturma 6zelliginden yararlanilmistir. Olgiilen absorbans degerleri,
kuersetin standart ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisi ile karsilastirilmis ve
sonuglar kuersetin esdegeri (QE) olarak ifade edilmistir. Bu yontem, ekstraktin flavonoid
bilesenlerinin genel diizeyine iliskin bilgi saglamaktadir. Serbest radikal giderme kapasitesinin
degerlendirilmesinde kullanilan DPPHe yontemi, stabil bir serbest radikalin antioksidan
bilesikler tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Ekstraktin bu radikali notralize etme
yetenegi absorbans degisimleri lizerinden belirlenmis ve radikal siipiiriicii antioksidan aktivite
acisindan degerlendirilmistir (Brand-Williams ve ark., 1995). Ekstraktin indirgeme giiciinii
degerlendirmek amaciyla uygulanan ferrik indirgeme antioksidan giicii (FRAP) analizi, ferrik
iyonlarmin (Fe?*") ferro (Fe*") forma indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon sonucunda
olusan renk degisimi spektrofotometrik olarak izlenmis ve indirgeme kapasitesi antioksidan gtic
gostergesi olarak degerlendirilmistir (Benzie ve Strain, 1996). Tiim analizler kontrollii kosullar
altinda ve tekrarh Olgiimlerle gerceklestirilmis olup, elde edilen veriler ekstraktin antioksidan
potansiyelinin farkli mekanizmalar iizerinden biitlinciil olarak degerlendirilmesine olanak

tanimistir.

3.6.1 Toplam fenolik madde miktar1 (TPC)

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin toplam fenolik madde igerigi Folin-
Ciocalteu reaktifi kullanilarak spektrofotometrik yontemle belirlendi (Singleton ve Rossi, 1965;
Waterhouse, 2002). Bu amagla, metanol ekstraktinin 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan stok
¢Ozeltisinden 100 pL almarak 4.5 mL ultra saf su ile seyreltildi. Akabinde karigima 100 pL
Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda karigima %?2’lik NapCOs c¢ozeltisinden 300 pL ilave edildi. Elde edilen karisim
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vortekslenerek homojen hale getirildi ve 2 saat karanlikta inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
Ornegin absorbansi 760 nm dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak 6lgiildii. Elde edilen
toplam fenolik madde degerlerinin, bitkinin antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesinde ve
diger antioksidan analiz sonuglartyla iliskilendirilmesinde temel bir gosterge olarak
kullanilmast amaglanmigtir. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde, farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit standartlar1 kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi
esas alind1 ve sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE)/g ekstrakt cinsinden ifade edildi. Analiz
stirecinde gallik asit standartlari ile olusturulan kalibrasyon grafigi Sekil 7'de, Folin-Ciocalteu
reaksiyonu oncesindeki numune diizenegi Sekil 8'de gosterilmis olup; bu egriden hareketle

hesaplanan kantitatif toplam fenolik madde miktarlar1 bulgular boliimiinde verildi.

y =0,0009x + 0,0208
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Sekil 7. Gallik asit esdegerlik

Sekil 8. Toplam fenolik madde miktar1 6l¢giim 6ncesi pleyt goriintiisii

3.6.2 Toplam flavonoid madde miktar1 (TFC)

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinde flavonoid icerik, aliminyum klortr (AIClz)
reaktifi ile olusturulan renkli komplekslerin spektrofotometrik Slgiimleri temel alinarak belirlendi.
Bu iglem, aliminyum kloriir kolorimetrik yontemi kullanilarak dikkatle yiiriitiildii (Chang ve ark.,
2002; Dowd, 1959). Deneyde, metanol ekstraktindan 1 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan 100
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puL’lik numune, toplam hacmi 4.8 mL olacak sekilde metanol ile seyreltildi. Akabinde, karisima
100 pL 1 M NH4CH3COO (amonyum asetat) ¢ozeltisi ile esit hacimdeki %10’luk AICIs eklendi.

Hazirlanan ¢ozelti vortekslenerek karistirild: ve 45 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda 6rnegin absorbansi 415 nm dalga boyunda spektrofotometre ile tespit edildi. Toplam
flavonoid miktari, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kuersetin standartlar1 ile olusturulan
kalibrasyon egrisi ile hesaplandi ve elde edilen degerler, bitkinin potansiyel antioksidan kapasitesini
degerlendirmede temel bir gosterge olarak kullamildi. Analiz siirecinde kullanilan kuersetin
standardina ait kalibrasyon dogrusu Sekil 9'da, kolorimetrik reaksiyon neticesinde 6rneklerde

meydana gelen renk degisimleri ise Sekil 10'da gorsellestirilmistir.
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Sekil 9. Kuersetin esdegerlik

Sekil 10. Toplam fenolik madde miktar1 6l¢tim dncesi pleyt goriintiisii

3.6.3. Serbest radikal giderme DPPH"* aktivitesi
Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
serbest radikal giderme aktivitesi spektrofotometrik yontemle belirlendi (Blois, 1958; Brand-
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Williams ve ark., 1995). Bu amagla, metanol icerisinde 0.25 mM konsantrasyonda DPPH«
cozeltisi taze olarak hazirlandi. Metanol ile 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan ekstre
cozeltisinden belirli hacimlerde alinarak metanol ile 3 mL'ye tamamland1 ve lizerine 1 mL
DPPH- ¢ozeltisi eklendi. Nihai karisim vortekslenerek homojen hale getirildi ve 30 dakika
boyunca oda sicakliginda, karanlik bir ortamda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan, 6rnegin
absorbans degeri 517 nm dalga boyunda spektrofotometre ile tespit edildi. Tespit edilen
absorbans degerleri kullanilarak, radikal giderme aktivitesi yiizde (%) olarak hesaplandi ve
ekstrenin %50 inhibisyon sagladigi konsantrasyon degeri (ICso, g/mL) belirlendi. Bu veriler,
bitkinin serbest radikal giderme potansiyelini gostermekte olup, referans antioksidanlar
(Trolox, BHT ve BHA) ile karsilastirilarak etkinliginin nicel olarak degerlendirilmesine olanak

sagladi.

Trolox (Calibration)
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Sekil 11. Troloks standart

Sekil 12. Serbest radikal giderme 6l¢tim dncesi pleyt goruntist

3.6.4. Demir(l11) iyonu indirgeyici antioksidan gu¢ (FRAP) kapasite testi
Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin metanol ekstraktinin demir(IIT)

iyonlarin1 indirgeyici antioksidan giiciinin tespiti, potasyum ferrisiyanir metoduna gore

28



spektrofotometrik olarak belirlendi (Oyaizu, 1986). Bu amagla, 1 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanan ekstre ¢ozeltisinden 100 uL alindi ve lizerine 0.2 M fosfat tamponu (pH:6.6) ile
%1'lik KsFe(CN)e (potasyum ferrisiyanir) ¢ozeltisinden 1.25'er mL ilave edildi. Elde edilen
karisim 20 dakika boyunca 50 °C sicaklikta inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodunun ardindan
reaksiyonu durdurmak amaciyla karigima %10'luk TCA (trikloroasetik asit) ¢ozeltisinden 1.25
mL ve taze hazirlanan %0.1'lik FeCls (demir(l1l) kloriir) ¢ozeltisinden 0.25 mL sirasiyla
eklendi. Hazirlanan test karigiminin absorbans degeri 700 nm dalga boyunda spektrofotometre
kullanilarak oOlgtildii. Ekstrenin indirgeme kapasitesi, referans antioksidan olarak segilen
troloks'un farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi esas alinarak
hesaplandi ve sonuglar mg troloks'un esdegeri (TE)/g ekstrakt cinsinden ifade edildi. Elde
edilen veriler, bitkinin elektron bagislama kapasitesini ortaya koymaktadir. Referans
antioksidanlarla karsilastirildiginda ise etkinliginin nicel olarak degerlendirilmesine olanak

saglamaktadir.

Sekil 13. Demir 111 iyonu indirgeme 6lciim 6ncesi pleyt gorintisi

3.7. Antidiyabetik Yontemler

Diyabet, insulin sekresyonundaki (salgilanmasindaki) yetersizlik veya bu hormonun biyolojik
etkinligindeki defektler neticesinde ortaya ¢ikan, kronik hiperglisemi tablosuyla karakterize
sistemik bir metabolik disfonksiyondur. Klinik vakalarin biiyiik bir ¢gogunlugunu olusturan Tip
2 diyabet (T2DM), periferik dokularda gdzlenen insilin direnci ve pankreatik beta-hticrelerinin
fonksiyonel yetersizligi ile tanimlanmaktadir. Bu patolojik durumun kiiresel ¢aptaki artisi, yan
etki profili diisiik ve biyolojik etkinligi yiiksek yeni nesil antidiyabetik ajanlarin kesfini zorunlu
kilmistir. Karbonhidrat metabolizmasmin kontroliinde uygulanan en temel stratejilerden biri,
postprandiyal glukoz seviyelerini stabilize etmek amaciyla sindirim enzimlerinin katalitik

aktivitelerini baskilamaktir. Bu ¢alisgmada odaklanilan alfa-glukozidaz, ince bagirsak epitel
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hiicrelerinde kompleks karbonhidratlarin nihai glukoz birimlerine par¢alanmasmdan sorumlu
olan kritik bir enzimdir. Bu enzimin inhibe edilmesi, glukozun kan dolasimina gecis hizini
yavaglatarak postprandiyal hiperglisemi riskini minimize eder. Deneyde uygulanan inhibisyon
testi, enzimin dogal olmayan substrat1 p-nitrofenil-alfa-D-glukopiranosid (p-NPG) bilesigini
hidroliz etmesi sonucu ag¢iga ¢ikan sar1 renkli p-nitrofenol miktarinin tayinine dayanmaktadir.
Bitkisel ekstraktin enzim iizerindeki inhibitor potansiyeli, renk degisiminin spektrofotometrik

olarak izlenmesi ve kontrol grubuyla kiyaslanmas1 neticesinde kantitatif olarak saptanmaktadir.

3.7.1 Alfa-glukozidaz inhibisyon testi

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum metanol ekstraktinin (HAE) antidiyabetik
potansiyeli, p-nitrofenil-a-D-glukopiranosid (p-NPG) kolorimetrik enzim kinetigi metoduna
gore spektrofotometrik olarak belirlendi (Kwon ve ark., 2008). Deney kapsaminda, ilk olarak 1
mg HAE numunesi 200 pL dimetil stilfoksit (DMSO) ile tamamen ¢6zuldii ve saf su ile 1 mL'ye
tamamlanarak stok cozelti hazirlandi. Analiz reaksiyon karisimi; 200 pL fosfat tamponu
(pH:6.9), 50 pL p-NPG substrati, 20 uL a-glukozidaz enzimi, belirlenen konsantrasyonlarda
HAE numunesi ve toplam hacmi sabitleyecek miktarda saf su icerecek sekilde kurgulandi.
Ekstraktin konsantrasyona bagli inhibitor etkisini incelemek amaciyla, taze hazirlanan HAE
stok ¢Ozeltisinden sirastyla 20 pL, 40 puL, 60 uL, 80 uL ve 100 pL alinarak test edildi. Numune
miktarindaki bu artislar, reaksiyon ortamindaki saf su miktarindan es zamanlh olarak diistilerek
toplam hacim sabit tutuldu (6rnegin baslangic konsantrasyonu i¢in 710 pL saf su, 200 uL fosfat
tamponu, 50 pL p-NPG, 20 uL a-glukozidaz enzimi ve 20 pL HAE numunesi kullanildi). iki
tekrarl (duplike) olarak gerceklestirilen bu dl¢iimler, spektrofotometre cihazi vasitasiyla 405

nm dalga boyunda birer dakika streyle takip edilerek kinetik veriler halinde kaydedildi.
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Sekil 14. Akarboz Standart

3.8. Anti-Alzheimer Yontemleri
Alzheimer hastaligi, sinir hiicrelerinin zamanla kaybi ve sinaptik iletimin bozulmasi ile

karakterize, ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir. Klinik olarak hafiza kaybi, biligsel
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fonksiyonlarda gerileme ve davramigsal degisikliklerle kendini gostermektedir. Hastaligin
patogenezinde beyinde amiloid-B (AP) plaklarinin birikimi ve tau proteinlerinin anormal
hiperfosforilasyona ugrayarak norofibriler yumaklar (NFY) olusturmasi merkezi bir rol
oynamaktadir. Bununla birlikte kolinerjik sistemde meydana gelen bozulmalar ve asetilkolin
(ACh) diizeyindeki progresif azalma, hastaligin temel biyokimyasal mekanizmalar1 arasinda
yer almaktadir (DeTure ve Dickson, 2019; Lane ve ark., 2018). Alzheimer hastaliginin
semptomatik tedavisinde kullanilan baslica klinik yaklagimlardan biri, kolinerjik
norotransmisyonun  desteklenmesine  yonelik olarak asetilkolinesteraz (AChE) ve
bitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerinin kompetitif veya non-kompetitif olarak inhibisyonuna
dayanmaktadir. AChE, sinaptik aralikta bulunan asetilkolini hidroliz ederek kolinerjik iletimi
sonlandiran temel enzim olup, bu enzimin baskilanmasi sinaptik bosluktaki asetilkolin
konsantrasyonunun artmasina ve noronal iletimin giiglenmesine katki saglamaktadir. BChE ise
fizyolojik kosullarda daha smirli bir ndrotransmisyon roliine sahip olmakla birlikte, Alzheimer
hastaligimm 1ilerleyen evrelerinde aktivitesinin belirgin sekilde arttigt ve AChE’nin
fonksiyonunu kismen iistlendigi bilinmektedir. Bu nedenle, her iki enzimin eg zamanl olarak
inhibe edilmesi, hastalifin farkli evrelerinde ¢ok daha etkili bir terapotik yaklagim olarak
degerlendirilmektedir (Colovi¢ ve ark., 2013). Bu kapsamda gelistirilen AChE ve BChE
inhibitorlerine yonelik in vitro enzim inhibisyon testleri, potansiyel anti-Alzheimer ajanlarin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan temel tarama yontemleri arasinda yer almaktadir.
Literatiirde siklikca bagvurulan Ellman kolorimetrik metodunda enzim-substrat reaksiyonlari,
aday bitkisel ekstraktlarin varhiginda spektrofotometrik olarak izlenmekte ve enzim
aktivitesindeki kinetik degisim iizerinden inhibisyon yiizdeleri ile yar1 maksimum inhibisyon
konsantrasyonu (ICso) gibi etkinlik parametreleri kantitatif olarak hesaplanmaktadir (Ellman ve
ark., 1961). Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin yonetiminde donepezil, rivastigmin ve
galantamin gibi kolinesteraz inhibitorleri ile glutamaterjik sistem (izerine etki eden bir N-metil-
D-aspartat (NMDA) reseptor antagonisti olan memantin kullanilmaktadir. Bu ilaglar hastaligin
klinik semptomlarint gegici olarak hafifletmekte ancak nodrodejenerasyonun ilerlemesini
tamamen durduramamaktadir. Son yillarda amiloid-f hedefli monoklonal antikorlar
(adukanumab, lekanemab vb.) gibi hastalik modifiye edici tedavi yaklasimlari gelistirilmis olsa
da, bu biyolojik tedavilerin klinik etkinligi, maliyeti ve glivenilirlik profili halen tartisiimaktadir
(Yiannopoulou ve Papageorgiou, 2020). Bununla birlikte, Alzheimer patogenezinde
mitokondriyal disfonksiyon ve kronik oksidatif stresin tetikleyici birer faktér oldugu
bilinmektedir. Bu baglamda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve hiicre

hasarinin 6nemli bir endikatorii olan laktat dehidrogenaz (LDH) gibi enzimler, hiicresesel
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oksidatif dengenin ve noéronal hasarin degerlendirilmesinde kritik biyokimyasal belirtegler
olarak kabul edilmektedir. Bu enzimler dogrudan birer primer tedavi hedefi olmamakla birlikte,
test edilen sekonder metabolitlerin ve bitki ekstraktlarinin antioksidan savunma mekanizmalar1
Uzerindeki koruyucu etkilerinin incelenmesinde temel parametreler sunmaktadir (Butterfield ve
ark., 2002). Bu dogrultuda uygulanan kombine enzimatik testler, hem kolinerjik sistem
uzerindeki inhibitor etkilerin hem de hiicresel duzeydeki antioksidan profilin birlikte
degerlendirilmesine olanak saglayarak, bitki ekstraktlarmin ¢ok hedefli (multi-target)
potansiyel anti-Alzheimer ajanlari olarak karakterize edilmesinde anahtar bir arastirma stratejisi

sunmaktadir.

3.8.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon testi

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum metanol ekstraktinin (HAE) Alzheimer hastaligi
patolojisiyle iliskilendirilen asetilkolinesteraz (AChE) enzimi iizerindeki inhibitor potansiyeli,
Ellman kolorimetrik metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlendi (Ellman ve ark., 1961).
Deney kapsaminda, ilk olarak 1 mg HAE numunesi 200 pL dimetil stlfoksit (DMSO) ile
tamamen ¢0ziildii ve saf su ile 1 mL'ye tamamlanarak stok ¢6zelti hazirlandi. Analiz reaksiyon
karisimi; 100 uL fosfat tamponu (pH:8.0), 20 uL AChE enzimi, 50 uL DTNB [5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoik asit)] ayraci, 50 uL AChI (asetilkolin iyodiir) substrati, belirlenen
konsantrasyonlarda HAE numunesi ve toplam hacmi sabitleyecek miktarda saf su icerecek
sekilde kurgulandi. Ekstraktin konsantrasyona bagli inhibitor etkisini incelemek amaciyla, taze
hazirlanan HAE stok ¢ozeltisinden sirasiyla 20 puL, 40 uL, 60 pL, 80 uL ve 100 uL alinarak
test edildi. Numune miktarindaki bu artislar, reaksiyon ortamindaki saf su miktarindan es
zamanl olarak diisiilerek toplam hacim sabit tutuldu (6rnegin baslangi¢ konsantrasyonu i¢in
760 uL saf su, 100 pL fosfat tamponu, 20 uL AChE enzimi, 50 uL DTNB, 50 pL AChl ve 20
UL HAE numunesi kullanildi). iki tekrarli (duplike) olarak gerceklestirilen bu &lgiimler,
spektrofotometre cihazi vasitasiyla 412 nm dalga boyunda birer dakika siireyle takip edilerek
kinetik reaksiyon hizlar1 iizerinden hesaplandi. Elde edilen absorbans verileri dogrultusunda,
HAE numunesinin AChE enzim aktivitesini %50 oraninda baskiladig1 ICso degeri hesaplandi

ve pozitif kontrol olarak kullanilan takrin standard ile karsilastirild1.

3.8.2. Biitirilkolinesteraz Inhibisyon Testi
Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum metanol ekstraktmin (HAE) butirilkolinesteraz
(BChE) enzimi (zerindeki inhibitor aktivitesi, Ellman metodunun modifiye edilmesiyle

spektrofotometrik olarak belirlendi (Ellman ve ark., 1961). Bu amagla, 1 mg HAE numunesi
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200 pL DMSO ile ¢ozuldikten sonra saf su ile 1 mL'ye tamamlanarak stok g¢ozelti haline
getirildi. Reaksiyon ortami; 100 pL fosfat tamponu (pH:8.0), 20 uL BChE enzimi, 50 uL DTNB
ayrag1, 50 pL BChI (biitirilkolin iyodiir) substrati, artan konsantrasyonlarda HAE numunesi ve
reaksiyon hacmini dengeleyecek miktarda saf su ihtiva edecek sekilde hazirlandi. HAE
numunesi reaksiyon ortamina sirastyla 20 uL, 40 pL, 60 pL, 80 uL ve 100 pL hacimlerinde
tatbik edildi ve numune hacmindeki artiglar saf su miktarindan diisiilerek total hacim korundu
(6rnegin ilk konsantrasyon i¢in 760 uL saf su, 100 uL fosfat tamponu, 20 uL BChE enzimi, 50
pL DTNB, 50 puL BChl ve 20 pL HAE numunesi kullanildi). Analizler iki tekrarli olarak
yiiriitiildii; reaksiyon kinetigi spektrofotometre cihazinda 412 nm dalga boyunda bir dakika
boyunca izlenerek absorbans degisimleri not edildi. Elde edilen kinetik veriler kullanilarak,
HAE numunesinin BChE enzim aktivitesini %50 oraninda inhibe ettigi ICso degeri hesaplandi
ve referans inhibitor Takrin verileriyle kiyaslandi. Deney diizeneklerinin dogrulugunu ve
metodolojik hassasiyetini denetlemek amaciyla, pozitif kontrol olarak secilen takrin
standardinin her iki kolinesteraz enzimi lizerindeki inhibisyon kinetikleri es zamanli olarak
grafiklestirilmistir. Bu kapsamda, takrinin asetilkolinesteraz (AChE) enzimine kars1 gosterdigi
standart inhibisyon profili Sekil 15'te sunulurken, bitirilkolinesteraz (BChE) enzimi tzerindeki

konsantrasyona baglh aktivite degisimleri Sekil 16'da detaylandirilmistir.
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Sekil 15. Takrin AChE degerler
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Sekil 16. Takrin BChE degerler
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3.9. Antikanser Yontemleri

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonu (¢ogalmasi) ve apoptoz (programlanmis hiicre
6liimii) mekanizmalarinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan, diinya genelinde yiiksek mortaliteye
(6lim oranina) sahip heterojen (farkli gesitlilik gdsteren) bir hastalik grubudur. Bu nedenle,
etkili, secici ve diislik toksisiteye (zehirlilik diizeyine) sahip antikanser ajanlarinin gelistirilmesi
modern farmasdtik (eczacilik ve ilag) arastirmalarm temel hedeflerinden biridir (Sung ve ark.,
2021). Gincel klinik uygulamalarda kullanilan bir¢ok kemoterapotik (kanser tedavisinde
kullanilan kimyasal) ajan, ciddi sistemik yan etkiler ve tiimor hiicrelerinde direng gelisimi gibi
major (bliylik) smirliliklara sahiptir. Bu durum, kemopreventif (kanser olusumunu 6nleyici) ve
terapotik (tedavi edici) etki potansiyeline sahip dogal kaynakli bilesiklere yonelik arastirmalari
daha da onemli hale getirmistir. Bitkisel kaynaklar; yapilarindaki fenolik bilesikler,
flavonoidler, alkaloidler ve terpenoidler gibi biyolojik olarak aktif bircok sekonder metabolit
(ikincil triin) smifin1 ihtiva ettiginden, antikanser ilag kesfi siireglerinde vazgegilmez bir
kiitiiphane olusturmaktadir. Bitkisel ekstraktlarm (bitki 6ziitlerinin) antikanser potansiyelinin
degerlendirilmesi, bu kompleks yapidaki dogal karisimlarin kemoterapotik ve sitotoksik
(hiicreye toksik olan/hiicreyi 6ldiiren) etkinliklerinin ortaya konulmasina ve olasi aktif
fraksiyonlarin (alt gruplarin) belirlenmesine olanak saglar. Bu kapsamda yiiriitiilen preklinik
(klinik 6ncesi) ¢aligmalar, 6zellikle in vitro (laboratuvar ortaminda/yapay ortamda) MTT/MTS
temelli kolorimetrik (renk degisimine dayal1) sitotoksisite testleri kullanilarak ekstraktlarin
kanserli hiicre hatlarinin canlilig1 ve proliferasyonu iizerindeki inhibit6r (baskilayici) etkilerini
degerlendirmektedir. Bu testler, hiicre siklusu (hiicre dongiisii) ve apoptotik stire¢ler hakkinda
onemli On bilgiler sunmaktadir (Greenwell ve Rahman, 2015). Antikanser arastirmalarinda
temel amag; test edilen dogal ekstraktlarin kanser hiicrelerinin proliferasyon hizini baskilayip
baskilamadigini, morfolojik (yapisal ve sekilsel) biitiinlik Ttzerindeki etkilerini ve
programlanmis hiicre 6limii siireclerini aktive etme yetenegini belirlemektir. Bu in vitro
degerlendirmeler, ayn1 zamanda doz-yanit iliskilerinin matematiksel olarak ortaya konulmasina
ve gilivenli terapotik konsantrasyon araliklarinin saptanmasina imkan tanir. Hiicre
proliferasyonu, sitotoksisite oran1 ve apoptoz gibi parametreler, antikanser etkinliklerinin
kantitatif (nicel/sayisal) olarak degerlendirilmesinde temel gostergeler olarak kullanilmaktadir.
Antikanser ¢caligmalarinin mikrobiyolojik ve farmakolojik agidan en 6nemli boyutlarindan biri
ise "secicilik" (kanserli hiicreyi normal hiicreden ayirt edebilme) kavramudir. Ideal bir
antikanser ajaninin, saglikli normal hiicre hatlarina minimum diizeyde zarar verirken, yliksek
bir secicilikle yalnizca kanserli hiicreleri hedef almas1 beklenmektedir. Bu nedenle bitkisel

ekstraktlarm hem genel sitotoksik etkilerinin hem de tiimor hiicrelerine 6zgii biyolojik
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aktivitelerinin saglikli hiicre hatlariyla es zamanl karsilagtirilarak degerlendirilmesi kritik bir
Ooneme sahiptir. Hiicre canliligmin ve metabolik aktivitesinin belirlenmesinde preklinik
arastirmalarda en yaygm kullanilan mikroplaka temelli yontem, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromir (MTT) testidir (Mosmann, 1983). Bu mikro-kolorimetrik yontem,
canli hiicrelerin mitokondri i¢ zarnda bulunan siiksinat dehidrogenaz enzim aktivitesine
dayanmaktadir. Yontem kapsaminda sar1 renkli suda ¢oziiniir MTT tuzu, metabolik olarak aktif
ve canli hiicreler tarafindan hiicre zarindan sizmayan, suda ¢éziinmeyen mor renkli formazan
kristallerine indirgenir. Inkiibasyon periyodu sonunda uygun bir organik ¢dziicii (6rnegin
DMSO) ile ¢oziilen bu kristallerin olusturdugu renk yogunlugu, ortamdaki canli hiicre sayisi ile
dogru orantilidir. Bu renk degisimi spektrofotometrik olarak mikroplaka okuyucularda
Olgtilerek degerlendirilir. MTT testi; hizli, yiiksek tekrarlanabilirlige sahip ve duyarlilig: yiiksek
bir metot olmasi sebebiyle, ham bitki ekstraktlarinin erken asama antikanser potansiyelinin
taranmasinda diinya genelinde standart ve giivenilir bir altin yontem (en giivenilir referans

metot) olarak kabul edilmektedir.

3.9.1. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

Calismada, Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum metanol ekstraktmin (HAE) in vitro
sitotoksik aktivitesini degerlendirmek amaciyla A-549 (insan akciger kanseri) hiicre hatti
kullanilmistir. Hiicre hatlarinin kiiltiire edilmesi, pasajlanmasi ve korunmasi siirecleri
literatiirde tanimlanan standart protokoller takip edilerek gerceklestirilmistir (Freshney, 2015).
Hiicreler; hacimsel olarak %10 fotal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin (Pen-
Strep) antibiyotik ¢Ozeltisi ile desteklenmis Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
bliylime ortaminda, T-75 hiicre kiltlirii flasklar1 igerisinde yetistirilmistir. Kiiltiirlerin
devamliligi, %5 CO2 (karbondioksit) ve %95 bagil nem iceren inkiibatér ortaminda, 37 °C
sicaklikta sabit tutularak saglanmis; kontaminasyon riskini 6nlemek adina tiim aseptik islemler
Smif II biyogiivenlik kabininde yiiriitiilmiistiir. Hiicre pasajlamasi agamasinda, ters faz kontrast
mikroskobunda yapilan incelemelerde hiicre yogunlugunun yaklasik %80 konfluense (ylizey
doluluguna) ulastig: tespit edildiginde, flask i¢indeki eski besiyeri uzaklastirilmis ve hiicre
tabakas1 10 mL steril fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi ile yikanmistir. Hiicrelerin yiizeye
tutunmasini saglayan proteinleri hidroliz etmek amaciyla yiizeye 3 mL tripsin/EDTA ¢ozeltisi
ilave edilmis ve flask, enzim aktivitesi i¢cin inkiibatore yerlestirilmistir. Hiicrelerin flask
yuzeyinden tamamen ayrildigi mikroskobik olarak teyit edildikten sonra, tripsin enzimini
inaktive etmek amaciyla ortama 4 mL taze DMEM besiyeri eklenerek toplam 7 mL hacmindeki

hiicre siispansiyonu steril falcon tiiplerine aktarilmistir. Olas1 hiicre kayiplarmi 6nlemek
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amaciyla yapilan santrifiij isleminin ardindan stipernatant ({ist siv1) dikkatlice uzaklagtirilmis ve
dipte pellet halinde ¢oken hiicreler, 1 mL taze besiyeri ilavesiyle pipetleme yapilarak homojen
bir sekilde dagitilmistir. Hiicrelerin uzun siireli korunmasi amaciyla gerceklestirilen dondurma
isleminde, bu sekilde hazirlanan yogun hiicre slispansiyonuna kriyoprotektan (hiicre koruyucu)
olarak %10 oranina tekabiil edecek sekilde 50 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmis, karisim
kriyotiiplere paylastirilarak kademeli sogutma yontemiyle -80 °C derin dondurucuya
kaldirilmistir. Hiicre sayimi1 ve biiylime protokolii asamasinda ise, santrifiij sonrasinda toplam
hacmi 10 mL'ye tamamlanan hiicre slispansiyonundan taze olarak alinan 50 pL'lik 6rnek, esit
hacimde (50 pL) Trypan Blue (Trifor Mavisi) canlilik boyasi ile bir ependorf tiip i¢erisinde
karistirilmistir (Strober, 2015). Bu boyanmis karisimdan alinan 10 pL'lik sivi hemositometre
(Thoma lami1) odacigna yerlestirilmis ve mikroskop altinda sayilan canli hiicrelerin mL
basindaki yogunlugu; seyreltme faktorii (DF) ve hemositometre sabiti olan 10 iissii 4 (10000)

kullanilarak matematiksel olarak hesaplanmistir.

3.9.2. Hiicre Proliferasyon Testi (MTT Testi) Calismalar

Canli hiicrelerin mitokondri i¢ zarinda bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimlerinin, sar1 renkli
suda ¢Ozinur MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromir] tuzunu metabolik
streclerle indirgeyerek mor renkli ¢oziinmeyen formazan kristallerine doniistiirmesi esasina
dayanan bu mikro-kolorimetrik analizde islemler, standart in vitro sitotoksisite ve hiicre
proliferasyonu kilavuzlari takip edilerek yiirtitiilmiistiir (Mosmann, 1983; Riss ve ark., 2016).
Bir onceki agsamada hemositometre ile hiicre sayim1 ve yogunluk ayar1 gerceklestirilen A-549
hicre suspansiyonu, 96 kuyucuklu mikroplak icerisine, her bir kuyucukta 200 pL besiyeri
hacminde tam 10.000 hiicre bulunacak sekilde ekilmistir. Ekimi yapilan hiicrelerin plaka
tabanina ve ylizeye saglikli bir sekilde yapisip adapte olabilmeleri amaciyla, plakalar 37 °C
sicaklik ve %5 CO2 ayarli in vitro inkiibator ortaminda bir gece (16-18 saat) inkiibasyona
birakilmistir. Bu 6n inkiibasyon siiresinin tamamlanmasmin ardindan, plaka icerisindeki eski
biiylime ortami dikkatlice uzaklastirilmis ve kuyucuklar kalintilardan arindirilmak amaciyla
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) tampon ¢o6zeltisi ile yikanmistir. Deney
kapsamimda HAE ekstresi; in vitro sitotoksik doz-yanit profilini belirlemek amaciyla 6 farkli
konsantrasyonda (1, 10, 25, 50, 75 ve 100 pg/mL) taze olarak taranmustir. Her bir doz
uygulamasi deneysel varyasyonlar1 minimize etmek amaciyla iki tekrarli (duplike) olacak
sekilde kurgulanmis ve ilgili kuyucuklara 100 pL hacminde ilave edilmistir. Ekstrakt
maruziyetinin zaman bagmml sitotoksik ve antiproliferatif etkilerini kantitatif olarak tespit

edebilmek adina, hazirlanan plaklar 24 saatlik inkibasyon periyodu boyunca inkubat6rde
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tutulmustur. Belirlenen inkiibasyon siirelerinin bitiminde, kuyucuklardaki ajanli ortamlar
uzaklagtirilmis, her bir kuyucuk 100 uLL DPBS ile nazik¢e yikanmis ve iizerlerine 100 pL taze
DMEM besiyeri ile 50 pL aktivatorlu MTT solisyonu eklenerek mor formazan kristallerinin
birikmesi amaciyla 4 saat daha inkiibe edilmistir. Siire sonunda hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda
olusan ¢oztinmeyen mor renkli formazan kristalleri uygun organik ¢oziicii vasitasiyla ¢oziilmiis
ve olusan renk yogunlugunun absorbans degerleri, 570 nm dalga boyuna ayarlanmis bir
mikroplaka okuyucu spektrofotometre (ELISA okuyucu) cihazi ile 6lgiilmistiir. Elde edilen
sayisal optik yogunluk verileri {izerinden, test edilen HAE numunesinin A-549 kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu (¢ogalmasini) %50 oraninda baskiladigi yar1 maksimum inhibitor

konsantrasyonu ifade eden 1Csq degerleri matematiksel olarak hesaplamustir.

NADH ----» NAD *

Sekil 17. MTT tuzunun formazan kristaline doniisiim reaksiyonu

HAE’nin A549 insan akciger kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerini makroskopik
olarak kayit altmma almak amaciyla, deneysel agsamalar pleyt diizeyinde fotograflanmistir. Bu
kapsamda, hiicre hatlarina doza bagh farkli konsantrasyonlarda saf bilesiklerin uygulanmasini
(ilaclama) takiben inkibasyon surecindeki 96 kuyucuklu mikropleytin genel durumu

incelenmis (Sekil 18) ve ardindan MTT analizi protokoliine gecilmistir.

Sekil 18. flaglama sonras1 pleyt goriintiisi
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Analiz siurecinde, mikroplaka okuyucuda (ELISA) gergeklestirilecek spektrofotometrik
absorbans 0l¢limili 6ncesinde olusan doza bagl renk degisim profili pleyt {izerinde net bir

sekilde gozlenmistir (Sekil 19).

Sekil 19. ELISA 6l¢ciim 6ncesi pleyt gorunttsu

3.10. Saflastirma ve Analiz Yontemleri

Bitki materyali, maserasyon (oda sicaklifinda ¢oziicii ile 6ziitleme) yontemi ile uygun organik
¢oziicl igerisinde belirli stirelerde bekletilerek icerdigi biyoaktif sekonder metabolitlerin ¢oziicii
fazina alinmasi amaciyla ekstrakte edilmistir (Cannell, 1998). Elde edilen ham ekstraktin alt
fraksiyonlarina ayrilmasi; bilesiklerin sabit faz ile mobil faz arasmdaki dagilim ve adsorpsiyon
etkilesimlerine bagl olarak farkli hizlarda ilerlemesi prensibine dayanan kolon kromatografisi
yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu asamada, uygun eliisyon (yikama) gradiyent sistemleri
kullanilarak ham 6ziitteki bilesikler molekiil agirliklari, polariteleri ve kimyasal yapilarina gére
birbirlerinden ayrilmistir (Snyder ve ark., 2010). Elde edilen ham ekstrakt ile kolon
kromatografisinden toplanan fraksiyon bilesenlerinin kalitatif olarak izlenmesi, Rf (alikonma
faktorii) degerlerinin belirlenmesi ve kolon kromatografisi i¢in en uygun ¢oziicii sistemlerinin
saptanmas1 amaciyla ince tabaka kromatografisi (TLC) tekniginden yararlanilmistir. TLC
analiziyle fraksiyonlarin kimyasal icerikleri UV lambas1 (254 ve 365 nm) altinda ve uygun
belirtecler piiskiirtiilerek karsilastirilmig, benzer kromatografik profil gosteren fraksiyonlar
birlestirilerek sonraki saflastirma siiregleri yonlendirilmistir (Sarker ve ark., 2005). Kolon
kromatografisi adimlar1 sonucunda hedef bilesik bazinda yeterli saflik derecesine ulagamayan
fraksiyonlarin ileri diizeyde saflastirilmasi ve izole edilmesi amaciyla, preparatif yiiksek
performanslt sivi kromatografisi (preparatif HPLC) sistemi uygulanarak hedef sekonder
metabolitler yiiksek saflikta izole edilmistir (Marston, 2011). Ayrica, analitik yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) analizleri vasitastyla fraksiyonlarin ve nihai olarak izole

edilen saf bilesiklerin saflik yiizdeleri ile kromatografik parmak izi profilleri degerlendirilerek
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saflastirma siirecinin analitik etkinligi dogrulanmustir. Izole edilen sekonder metabolitlerin kesin
yapisal aydinlatilmasi ve stereo-kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla ileri diizey nukleer
manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi tekniklerinden yararlanilmistir (Silverstein ve ark.,
2014). Bu kapsamda, saf sekonder metabolitlerin temel hidrojen ve karbon iskeletlerinin
haritalandirilmasinda Tek Boyutlu (1D) *H-NMR (proton) ve *C-NMR (karbon) analizleri
gerceklestirilmig; molekiil yapisindaki karbon atomlarinin protonlanma derecelerine gore
smiflandirilmast (CH, CH, CHs) amaciyla *C DEPT-90 ve ¥C DEPT-135 modlari
uygulanmustir. Ozellikle sterik engeli yiiksek olan, dimerik, flavonoid veya glikozidik yapidaki
karmasik molekiillerin atomlar aras1 komsuluk, stereo-kimyasal yonelim ve kovalent bag baglant1
haritalarinin hatasiz olarak ¢ikarilmasi amaciyla Iki Boyutlu (2D) homoniikleer *H-'H COSY ile
heterontikleer tH-*C HSQC ve H-*C HMBC teknikleri korelasyonlu olarak kullanilmustir. Elde
edilen tiim bu ileri diizey 1D ve 2D NMR spektrum verileri literatiirdeki referans degerler ile
karsilastirilarak izole edilen bilesiklerin kimlikleri kesin olarak dogrulanmistir. Yapi tayininde
kullanilan ve analiz edilen tiim orijinal spektral grafikler detayli isimlendirmeleriyle birlikte

EKLER béliimiinde sunulmustur.

HAM EKSTRAKT

’ Sephadex LH-20 (MeOH) l
[ 129 Eldat l
’ 11 Ana Fraksiyon ‘
v ! ; ! v
V-H-11ZOLASYONU V-H-3 [ZOLASYONU V-H-2 IZOLASYONU V-H-4 iZOLASYONU
(AnaF2) (Ana F.4) (AnaF.7) (AnaF.9)
) ' ) )
l Tekrar Sephadex LH-20 (MeOH) ‘ | Tekrar Sephadex LH-20 (MeOH) l | Tekrar Sephadex LH-20 (MeOH) l I Tekrar Sephadex LH-20 (MeOH) I
] ) ] )
[ Alt fraksiyonlara ayrilds ‘ | 5 alt fraksiyona ayrildi ] | 51 eliiat tiip TLC ile incelendi l I 42 tiip TLC ile incelendi I
¥ ] ' '
1. fraksiyon (1-2. tipler, 68 tiip) | 4. fraksiyon (23-29, 57 tip) l | 6 alt fraksiyona ayrild I | 7 fraksiyonda toplandi |
Tuplerin dibi ve kenan ayrild { { *
i I Preparatif HPLC ] I 4. fraksiyon (22-31) l [ 3. fraksiyon (19-25, 50 mg) ]
Silika jel kolon ‘ ) T ¥
:50 Hekzan-Etil
(205050 Halcen:EtNasatat) | 8 tiip topland: l Kigiik boyutlu Sephadex kolonda Silika jel kolon
! q tekrar yiiritiildi (MeOH) (50:50 Hekzan-Etil asetat)
l ik saf bilesik elde edildi ] — —_— — ¥ ¥
Piklere gére toplanan tiiplerin 5.si -
7 ' 41 tOpte 1, 2, 3 numaral tipler | 32 elliat 4 alt fraksiyona aynid: |
evaporasyon ile kurutuldu R 3
\ = J saf bilesik profili gosterdi [3
9 M
i I 1. fraksiyon (1-6) topland ve tartidi |
] TLC kontrolii ile saf olarak elde edildi_] - =
Tupler birlestirilip kurutuldu ¥
Klorojenik Asit i | l TLC ile saf oldugu belirlendi l
ile dog 2m ]
(NMR ile dogrulandi) | 9 [ 3mg l I
! y | 5 |
Naringenin Kalkon-4'-O-Glukozi
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Sekil 20. Fitokimyasal izolasyon, saflastirma ve yap1 tayini siireclerine ait sema

Tez c¢aliymast kapsaminda uygulanan tiim bu ekstraksiyon, kaba fraksiyonlandirma,

kromatografik saflagtirma ve yapisal aydinlatma basamaklarma ait genel stratejik is akis1 sematik
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olarak 6zetlenmistir. Deneysel siire¢ boyunca takip edilen bu sistematik metodoloji, ham bitki
oziitiinden baglayarak saf hedef molekiillerin elde edilmesine ve karakterizasyonuna kadar olan

asamalarn biitiinselligini ortaya koymaktadir.

3.10.1. Fraksiyonlandirma ve saflastirma

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinden elde edilen ham metanol ekstresinin
saflastirilmasina yonelik olarak gergeklestirilecek kolon kromatografisi islemi igin, oncelikle
uygun sabit fazin belirlenmesi gerekmistir. Bu kapsamda 6n denemeler gergeklestirilmis, her bir
sabit faz igin 1 g ekstrakt kullanilarak ayr1 ayri kolon kromatografisi uygulanmistir. Denemelerde
Sephadex, silika jel ve C18 sabit fazlar1 kullanilmig ve tiim kolonlar metanol ile eliie edilmistir.
Gergeklestirilen bu 6n ¢alismalar neticesinde, silika jel ve C18 sabit fazlarinda yeterli ayrim ve
verim elde edilememistir. Buna karsilik, Sephadex kullanilarak yapilan kolonda daha belirgin bir
ayrim gozlenmistir. Bu nedenle bitki saflagtrma islemlerinde Sephadex sabit fazi tercih
edilmistir. Belirlenen uygun kosullar dogrultusunda toplam 16 gram ham metanol ekstresi
Sephadex kolonda dort ayr1 yiikleme halinde kromatografiye tabi tutulmustur. Her bir kolon, ilk
Sephadex denemesinde oldugu gibi bes saniyede bir damla olacak sekilde ayarlanmistir. Tiim
fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi (TLC) yardimiyla ayrilmis ve 6n denemeye uygun
bicimde yeniden 11 fraksiyon olarak birlestirilmislerdir. Elde edilen 11 ana fraksiyon, TLC ile
hazirlanmis olan hareketli faz sistemleri ile yiiriitiilmiistiir. Bunlar polar bilesikler i¢in etil asetat-
asit karigimi-metanol (7-2-1,5, v/v/v) iken apolar bilesiklerin yiiriitiilmesi amaciyla hekzan-etil
asetat (6-4 ve 7-3, v/v) olarak hazirlanmustir (Aksit, 2018). Asit karigiminin igerigi ise 250 mL
icin; 11 ml formik asit, 10 ml asetik asit, 26 ml saf su, 203 ml etil asetat olarak belirlenmistir. Elde
edilen 11 ana fraksiyon; Fraksiyon 1 (tlp 1), Fraksiyon 2 tiip (2), Fraksiyon 3 (tup 3-7), Fraksiyon
4 (thp 8-23), Fraksiyon 5 (tlp 24-45), Fraksiyon 6 (tlp 46-57), Fraksiyon 7 (tlip 58-66), Fraksiyon
8: (tlp 67-77), Fraksiyon 9 (tup 78-88), Fraksiyon 10 (tup 89-107) ve Fraksiyon 11 (tip 108-
129) olarak belirlenmistir. Bu iglemler sirasinda HAE’nin ve ana fraksiyonlarmm HPLC
goriintiileri alinmugtir. Ana fraksiyon lizerinden yapilan saflastirma islemleri basitlestirilmis
anlatim olmasi sebebiyle Sekil 20°de (Saflastirma islem akisi adi altinda) sistematik olarak

diizenlenerek aktarilmistir.

3.10.1.1. ik fraksiyonlandirma ve sonrasinda uygulanan islemler
Ana fraksiyonlar iizerinden gergeklestirilen kromatografik siireglerde, fitokimyasal
karmasiklig1 daha diisiik olan ve daha az bilesen iceren eliiatlar {izerine yogunlagilmistir. Sabit

faz ilizerinde eliisyon gergeklestirilirken, kolon yataginda renk ayrigmasi daha keskin gdzlenen
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bantlarm, Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) analizlerinde de daha az sayida ve net ayrilmis
bilesik profili verdigi tespit edilmistir. Bu durum, kaba ayrim safhasinda elde edilen ilk
fraksiyonlarin hem kolon tizerindeki gorsel renk profillerini hem de bu fraksiyonlardan alian

orneklerin analitik TLC tlizerindeki karakteristik lekelerini dogrudan yansitmaktadir.

Sekil 21. TLC plaka 6rnek gorintisu

Sekil 22. Sefadeks kolon yuritme gorintusu

Elde edilen eliiatlarin ileri diizey saflastrma adimlar1 i¢in seg¢ilmesinde, icerdikleri bilesen
sayist ve toplam madde miktarlar1 temel kriter olarak baz alinmistir. Karsilastirmali analitik
TLC kontrollerine tabi tutulan eliiatlarin zenginlestirilmesi ve saflagtirilmas1 amaciyla sonraki
asamalarda farkli kromatografik stratejiler izlenmistir. Bu dogrultuda, eliiatlarin fiziksel ayrim
stireclerindeki renk ve faz degisimleri izlenerek, keskin renk ayrimi gosteren hedef
fraksiyonlarin jel filtrasyon kromatografisi (Sephadex LH-20) ile molekuler buyukliklerine
gore ayrilmasmna veya preparatif TLC wuygulamalar1 i¢in Onciil numuneler olarak
degerlendirilmesine karar verilmistir. GOrsellerle desteklenen surecte secimler ve yirdtilen

islemler istendigi sekilde yansitilmistir. Siire¢ boyunca numunelerin 6rnek TLC goriintuleri,

41



fiziki ayrim siire¢ gOriintlisii ve yiriitiillen Ornek kolon goriintiisii sekillerdeki gibidir.
Uygulanan bu ardisik ayirma stratejileri, karmasik bitki matriksindeki mindr bilesenlerin dahi
yiiksek verimle ve bozunuma ugramadan izole edilmesine olanak tanimistir. Nihayetinde, her
bir kromatografik adimm gorsel ve analitik verilerle dogrulanmasi, izolasyon protokoliiniin

tekrarlanabilirligini ve glivenilirligini en iist diizeye ¢ikarmistir.

Sekil 23. Eliiatlarda fiziki ayrim 6rnek gorintisu

Sekil 24. TLC plaka saflik kontrol érnek gorintisi

3.10.2. Saflastirma Basamaklarn ve Uygulamalari
Saflagtirma basamaklar1 Sekil 20 (Fitokimyasal izolasyon, saflagtirma ve yapi tayini siireclerine
ait genel is akis semasi) Uzerinde genel hatlariyla verilmistir. Akabinde sistematik bigimde

uygulanan saflagtirma islemleri yeniden tablo halinde, derlenerek Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo.5 Saflagtirma islem akisi

Asama Uygulama ve Gozlem

Hazirhk Sephadex LH-20 kolon yiritmelerinde toplanan eliat sayilar1 129’dur ve TLC ile kontrol

edilerek 11 ana fraksiyona boliinmiistiir.

Ana fraksiyon 2 tekrar Sephadex LH-20 kolonda ydrituldiu (metanol), ardindan TLC islemlerini

V-H-1 takiben alt fraksiyonlara ayrildi. Bu fraksiyonlardan 1. fraksiyon sisesi 1-2. tlplerini icerir (68

tlp icinde). Tuplerin dibi ve kenarlari olarak fiziksel ayrim yapildiktan sonra bu fraksiyon, silika

Izolasyonu o kolonda 20 mg olarak yuritaldi (50-50 hekzan-etil asetat), nihayetinde ilk saf bilesik 5,5 mg

olarak elde edildi. NMR profilleri degerlendirilerek, bilesigin klorojenik asit oldugu dogrulandi.
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Asama

V-H-3

izolasyonu

V-H-2

izolasyonu

V-H-4

izolasyonu

Uygulama ve Gozlem

Ana fraksiyon 4 tekrar Sephadex LH-20 kolonda yir(ttldi (metanol), ardindan TLC islemlerini
takiben 5 alt fraksiyona ayrildi. Bu fraksiyonlarin 4. sii 57 tiip igerisinde 23-29 olarak alind1.
Sonrasinda preparatif HPLC islemine tabi tutuldu ve bu islem sonucunda 8 adet tiip toplandi.
Godzlenen piklere gore toplanan bu tiiplerin 5. si evaporasyon ile kurutuldu. Kontrol amagh TLC
islemine tabi tutularak 2 mg olarak saf bir gekilde elde edildi. NMR spektroskopi profilleri
degerlendirilerek ilgili bilesigin naringenin kalkon-4'-O-glukozid oldugunu dogrulandi.

Ana fraksiyon 7 Uizerinden tekrar Sephadex LH-20 kolon uygulamasi gergeklesti. (metanol). Elde
edilen 51 eliat tupun TLC profilleri belirlenmis ve 6 alt fraksiyona boliinmiistiir. Bu
fraksiyonlarin 4. sii olan (22-31) fraksiyonu, daha kigcuk boyutlu sefadeks kolonda bir kez daha
yuratildu (metanol). Ardindan TLC gézlemleriyle beraber elde edilen 41 tipte 1,2,3 numaral
tiplerin TLC profili bilesigin saf oldugunu gosterdi. Birlestirilen bu tiipler tartilarak 3 mg saf
madde elde edildi. NMR analiz profillerine gore 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid

oldugu saptanarak yapisal aydinlatilmasi saglandi.

Ana fraksiyon 9 tizerinden kolonda Sephadex LH-20 uygulamasi gergeklestirildi (metanol). Elde
edilen 42 tip TLC gozlemlerine gore 7 fraksiyonda toplandi. Bu fraksiyonlarin 3. Sii (19-25) 50
mg olarak silika jel kolonda tekrar ylritildi (50-50 hekzan-etil asetat). Elde edilen 32 ellat 4
alt fraksiyona ayrildi ve bu fraksiyonlardan 1.si (1-6) toplanarak tartildi. Numune 5 mg olarak
tespit edildi ve TLC profili ise saf oldugunu gosterdi. NMR spektroskopi profilleri
degerlendirildiginde, luteolin maddesi oldugu tespit edilmistir.

Sekil 25. Saflastirilan numunelerin fiziksel goriiniimleri ve kristal/toz formlar1

Yurutilen izolasyon ve saflastirma siiregleri neticesinde elde edilen saf bilesikler (V-H-1, V-
H-2, V-H-3 ve V-H-4), kromatografik olarak safliklar1 TLC ve preparatif HPLC yontemleriyle

kanitlandiktan sonra, enstriimantal analizler i¢in ¢dziicli ugurma islemlerine tabi tutulmus ve

fiziksel formlar1 gézlenmistir. Klorojenik asit (V-H-1) amorf Kirli beyaz renkte, naringenin
kalkon-4'-O-glukozid (V-H-3) ve luteolin (V-H-4) flavonoid iskeletine 6zgii karakteristik agik

sari/parlak sar1 tonlarinda kristalize toz formda izole edilmistir. Tezin en 6zgiin fitokimyasal

kesfi olan ve literatiirde bu takson icin ilk kez saf halde tescillenen dimerik yapili 5-5"
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biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid (V-H-2) ise yogun mikrokristalin sar1 renkli amorf
bir ¢okelti halinde elde edilmistir. izole edilen bu saf maddelerin havayla temas ederek nem
almasini engellemek, fotokimyasal bozunmalarin (151k hassasiyeti) oniine gegmek ve yapisal
biitiinliikklerini maksimum diizeyde korumak amaciyla numuneler, 6nceden hassas terazi ile
darast alinmig 1.5 mL'lik inert eppendorf tiiplerine aktarilmistir. NMR spektroskopisi analizi
icin gerceklestirilecek transfer ve gonderim siirecinde, tiip kapaklarmin sarsmnt1 veya basing
farkindan dolay1 kendiliginden agilmasini ve olast numune kayiplarini kesin olarak énlemek
adina, tiim eppendorf tiiplerinin agiz kisimlar1 parafilm (Parafilm M®) yardimiyla sikica
sartlarak hermetik (hava sizdirmaz) sekilde miihlirlenmistir. Maddelerin sahip oldugu bu
yiliksek kromatografik saflik derecesi ve kontrolli muhafaza sartlari, bir sonraki asamada
gerceklestirilen ileri 1D ve 2D NMR spektroskopisi analizlerinde piirtizsiiz, yiiksek
sinyal/gurultii oranina sahip ve herhangi bir kirlilik/girisim sinyali igermeyen spektral verilerin

elde edilmesini dogrudan saglamistir.
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4. BULGULAR

Bu bolumde, Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinden elde edilen metanol
ekstraktinin (HAE) laboratuvar ortaminda (in vitro) gerceklestirilen farkli biyolojik aktivite test
sonuglar1 ile kromatografik yontemlerle izole edilen saf sekonder metabolitlerin ileri
spektroskopik analizler (NMR) vasitasiyla belirlenen kimyasal yapi aydinlatma verileri

sunulmustur.

4.1 Antioksidan Calisma Bulgulan

HAE numunesinin biitlinciil antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla yiiriitiilen toplam
fenolik madde miktar1 (TPC), toplam flavonoid madde miktar1 (TFC), DPPHe serbest radikal
giderme ve ferrik indirgeme antioksidan giici (FRAP) analizlerinden elde edilen nicel veriler

referans standartlarin baremleriyle karsilastirmali olarak Tablo 7'de sunulmustur.

Tablo 6. HAE’nin antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesine yonelik gergeklestirilen

TPC, TFC, DPPHe ve FRAP analizlerinden elde edilen sonuglar

TPC TFC DPPHe FRAP
Numune mg GAE g* mg QE g* ICso (ug mL™) mg TE g*

Extract Extract Extract
H. arenarium subsp. 95.89 + 0.56 49,71 +0.86 55.15+1.29 107.20+0.12
erzincanicum
Troloks - - 8.50 £0.77
BHA - - 8.04 £0.69 338.57 £0.31
BHT - - 10.70+£0.73 257.80 £ 1.24
Askorbik asit - - 9.91£0.87 394.17 £0.98

Tablo 6 incelendiginde, HAE'nin toplam fenolik madde igeriginin 95.89 + 0.56 mg GAE/g
ekstrakt, toplam flavonoid igeriginin ise 49.71 + 0.86 mg QE/g ekstrakt diizeyinde oldugu
saptanmustir. Ekstraktin serbest radikal siiplirme aktivitesini gosteren DPPHe I1Cso degeri 55.15
+ 1.29 pg/mL olarak hesaplanirken, ferrik indirgeme giicii (FRAP) 107.20 + 0.12 mg TE/g
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ekstrakt olarak bulunmustur. Bu veriler, HAE'in polifenolik bilesenler agisindan zengin bir
matrise ve gii¢lii bir elektron bagislama yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Ekstraktin
konsantrasyona bagli serbest radikal giderme performansma ait kinetik yonelim Sekil 25

izerinde gosterilmistir.

9—BHA —@—TROLOX —@ASCORBICACID —@—BHT —@— H. arenarium subsp. erzincanicum
100

,,.——&—*’_77' 0 ¢
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Sekil 26. HAE ve standart antioksdanlarin ylizde serbest radikal giderimi

4.2. Antidiyabet ve Anti-Alzheimer Cahsma Bulgulan

HAE’nin karbonhidrat metabolizmasi ve kolinerjik sistem iizerindeki inhibitor etkileri; alfa-
glukozidaz, asetilkolinesteraz (AChE) ve bitirilkolinesteraz (BChE) enzim modellemeleri
iizerinden kantitatif olarak incelenmistir. Hesaplanan ICsp ve regresyon katsayis1 (R?) degerleri,

standart inhibitorler olan Takrin ve Akarboz ile kiyaslamali olarak Tablo 7'de verilmistir.

Tablo.7 HAE ve standart inhibitorlerin AChE, BChE ve a-glukozidaz enzimlerine karsi

gosterdikleri inhibitor aktivitelere ait ICso degerleri

0-Glukozidaz ICso R? AChOE ICso R? BChE ICso
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

inhibitor

Numune 40.76 £ 3.96 0.9807 46.2+3.10 0.9864 53.31+2.20 0.9278

Takrin — — 233+035 09922 291+0.34 0.9791

Akarboz 3.57 +0.67 0.9940 - - — _
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HAE’nin karbonhidrat metabolizmasi ve kolinerjik sistem iizerindeki inhibitor etkileri; alfa-
glukozidaz, asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzim modellemeleri
iizerinden kantitatif olarak incelenmistir. Hesaplanan ICso ve regresyon katsayisi (R?) degerleri,
standart inhibitorler olan Takrin ve Akarboz ile kiyaslamali olarak Tablo 7'de verilmistir. Bu
veriler dogrultusunda, HAE nin test edilen tiim enzim sistemleri tizerinde konsantrasyona bagli
ve yiiksek korelasyonlu (R?> 0.92) bir inhibisyon profili sergiledigi saptannustir. Ekstraktin
alfa-glukozidaz enzimini baskilama giicii (ICso: 40.76 + 3.96 pg/mL) olarak hesaplanirken,
norodejeneratif sireclerin hedefi olan AChE ve BChE enzimleri zerindeki ICso degerleri
sirastyla 46.20 + 3.10 ug/mL ve 53.31 + 2.20 pg/mL olarak saptanmustir. Elde edilen bu kinetik
veriler, ekstraktin alfa-glukozidaz enzimini kolinesteraz enzim grubuna kiyasla daha diistik bir
ICs0 degeri ile daha spesifik ve giiclii bir afiniteyle baskiladigini ortaya koymaktadir. Bu
dogrultuda, HAE’nin postprandiyal hiperglisemi kontroliindeki etkinligini gosteren ve doza
bagimli olarak kararl bir artis trendi sergileyen alfa-glukozidaz enzim inhibisyon egrisi Sekil

26'da bagimsiz bir grafik halinde sunulmustur.
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Sekil 27. HAE nin doz-bagiml a-glukozidaz inhibisyonu

Ilgili inhibisyon grafiklerinden elde edilen veriler yardimiyla, ekstraktin enzimlere kars
sergiledigi inhibisyon tiirleri ve afinite dereceleri matematiksel olarak hesaplanmistir. Bu
dogrultuda, egrilerin egimlerinden yararlanilarak Vmaks Ve Km gibi temel kinetik sabitler her bir
enzim sistemi i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir. Ekstraktin karbonhidrat hidrolizinden sorumlu enzim

tizerindeki bu spesifik baskilama performansinin yani sira, merkezi sinir sistemindeki kolinerjik
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iletimi destekleme potansiyelini modelleyen AChE ve BChE enzim sistemlerine ait

karsilastirmali kinetik inhibisyon profilleri ise Sekil 28 ve Sekil 29 {izerinde detaylandirilmistir.

y = 1000015
R2=10.983
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3
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Sekil 28. HAE nin doz-bagimli AChE inhibisyonu
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Sekil 29. HAE nin doz-bagimli BChE inhibisyonu

4.3. Antikanser Calisma Bulgularn

HAE’nin A-549 insan akciger kanseri hiicre hatt1 lizerinde 24 saatlik maruziyet esliginde
yuritulen MTT sitotoksisite analizine ait absorbans, proliferasyon yiizdesi ve inhibisyon

oranlar1 degerleri Tablo 8'de gosterilmistir.

Tablo.8 HAE nin A-549 hiicre hatt1 Uzerindeki sitotoksik etki verileri

Konsantrasyon (ug/mL) Ortalama ABS Proliferasyon (%) Inhz::/f;yon
1 1,1045 60,42 39,58
10 0,8075 44,17 55,83
25 0,5780 31,62 68,38
50 0,5180 28,34 71,66
75 0,4120 22,54 77,46
100 0,3190 17,45 82,55
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Tablo 8 verilerinden net bir sekilde anlasildig: tizere, HAE ekstrakti artan konsantrasyonlarda
A-549 kanser hiicrelerinin metabolik aktivitesini ve canliligin1 doza bagimli olarak belirgin bir
sekilde baskilamaktadir. Hiicre kiiltiir ortaminda 1 pg/mL konsantrasyonda %39.58 diizeyinde
seyreden hiicresel inhibisyon orani, dozun kademeli olarak artirilmasiyla beraber en yiiksek
uygulama sinir1 olan 100 pg/mL konsantrasyonda %82.55 seviyesine ulasmistir. HAE nin A-
549 kanserli hiicre popiilasyonunun %50'sini ortadan kaldirdig: sitotoksik aktivite esigi (ICso
degeri) 9.80 pg/mL olarak hesaplanmistir. Kanser hiicrelerinin maruz birakildigi dozlar
neticesinde meydana gelen morfolojik deformasyonlar, kirtlimlar ve apoptoz kaynakli canlilik

kayiplari, Sekil 30 (A549 Canli Hiicre) ve Sekil 31 (A549 Olii Hiicre)’de gosterilmistir.

Sekil 30. A549 canli hiicre mikroskop gorintdsu

Sekil 31. A549 610 hiicre mikroskop gorintusi

4.4 Saflastirma Cahsmalarimn Bulgulan

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum ham metanol ekstraktinin fitokimyasal bilesen
haritasini ¢ikarmak ve kromatografik adimlara yon vermek amaciyla gergeklestirilen analitik
HPLC kromatogram profili Sekil 31'de sunulmustur. Ham metanol ekstresinin (HAE) 6ne ¢ikan

major tepe noktalar1 ile mindr piklerinin saflagtirilmasi amaciyla yiiriitiilen ters faz preparatif
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HPLC adimlarinda, sarirenkli ¢igek ekstrelerinin karakteristik kemotaksonomik marker bilesigi
olan naringenin kalkon-4'-O-glukozid (V-H-3) numunesinin enjeksiyon oOncesi karisik
fraksiyon profili ile saflagtirma sonrasi elde edilen yiiksek safliktaki nihai kromatogram

profilleri sirasiyla Sekil 32 ve Sekil 33'de sunulmustur.
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Sekil 32. HAE’ nin HPLC profili
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Sekil 33. HAE’ nin Preparatif HPLC uygulama oncesi profili
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Preparatif HPLC isleminin saflastirma iizerine etkisi tartisilmaz diizeydedir. Once Sekil 33
sonra nihai olarak safsizligin temizlenmis hali olan Sekil 34 gostergeleri. Preparatif HPLC
calismalari, mobil faz olarak metanol-su ¢oziicii sisteminde, dakikada 5 mL’lik bir akis hizinda
yiriitilmiis olup; eliisyon profili %5 metanol konsantrasyonundan baslatilarak 32 dakikalik
periyot sonunda kademeli olarak %100 metanol oranina ulasacak sekilde bir gradyen programi

cergevesinde optimize edilmistir.
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Sekil 34. HAE’ nin Preparatif HPLC uygulama sonrasi profili

Ardisik kolon kromatografisi ve preparatif HPLC adimlar1 neticesinde bitki matrisinden saf
olarak ayristirilan 4 spesifik sekonder metabolitin agik kimyasal mimarileri ile tek ve iki boyutlu
(1D/2D) 500 MHz NMR spektroskopisi analizlerinden elde edilen karakteristik proton (*H) ve
karbon (**C) sinyal kirilimlar1 asagidaki sekilleri de verilerek listelenmektedir.

Numune V-H-1 (Klorojenik Asit): Sekil 35'te kimyasal yapis1 verilen, beyaz amorf toz formunda
izole edilen V-H-1 kodlu numunenin kimyasal formili CisH1809 olup, DMSO-ds c¢Oziicusii
icerisinde alman 'H-NMR ve ®C-NMR spektral analizlerinden elde edilen deneysel sinyal
degerleri su sekildedir: 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 9.61 (1H, br s, OH), 9.18 (1H, br s,
OH), 7.42 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7"), 7.02 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2"), 6.98 (1H, dd, J = 8.2, 2.0
Hz, H-6"), 6.75 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5"), 6.14 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8"), 5.06 (1H, ddd, J = 9.2,
9.2, 4.3 Hz, H-3), 3.91 (1H, m, H-5), 3.55 (1H, dd, J = 9.2, 3.1 Hz, H-4), 1.75-2.05 (4H, m, H-
2 ve H-6). ¥C NMR (125 MHz, DMSO-dg): § 175.1 (C-7), 165.9 (C-9'), 148.5 (C-4'), 145.7
(C-3), 145.0(C-7"), 125.7 (C-1"), 121.3 (C-6"), 115.9 (C-5'), 114.9 (C-2"), 114.4 (C-8"), 73.6 (C-
1), 71.0 (C-4), 70.5 (C-3), 68.2 (C-5), 37.3 (C-6), 36.4 (C-2).
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Sekil 35. Klorojenik asit yapisi (Numune V-H-1)

Numune V-H-4 (Luteolin): Sekil 36’da kimyasal yapisi sematize edilen, agik sar1 renkli
kristalize formda izole edilen V-H-4 kodlu flavonoid yapili bilesigin kimyasal formiilii
CisH1006 olup, spektroskopik NMR verileri asagida listelenmistir: *H NMR (500 MHz,
DMSO-dg): 6 12.98 (1H, br s, 5-OH), 10.79 (1H, br s, 7-OH), 9.92 (1H, br s, 4'-OH), 9.39 (1H,
brs, 3-OH), 7.42 (1H, dd, J = 8.3, 2.3 Hz, H-6"), 7.40 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-2"), 6.90 (1H, d, J
= 8.3 Hz, H-5), 6.67 (1H, s, H-3), 6.44 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), 6.19 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6).
13C NMR (125 MHz, DMSO-dg): & 181.7 (C-4), 164.2 (C-7), 163.9 (C-2), 161.5 (C-5), 157.3
(C-9), 149.7 (C-4", 145.8 (C-3)), 121.5 (C-1"), 119.0 (C-6, 116.1 (C-5, 113.9 (C-2'), 103.7
(C-10), 102.9 (C-3), 98.9 (C-6), 93.9 (C-8).

OH

HO O
OH

OH 0o

Sekil 36. Luteolin yapis1 (Numune V-H-4)
Numune V-H-2 (5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid): izolasyon ve saflastirma
caligmalar1 neticesinde elde edilen dimerik yapidaki biflavonoid glikozit bilesiginin (Sekil 37)

Kimyasal Formiilii C42H42020 0lup, spektral NMR analiz sinyal verileri su sekildedir: *H NMR
(500 MHz, DMSO-de): 6 12.12 (2H, s, 5, 5"-OH), 7.32 (4H, d, J = 8.5 Hz, H-2', 6', 2", 6™),
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6.78 (4H, d, J = 8.5 Hz, H-3', 5, 3", 5"), 6.14 (2H, s, H-6, 6"), 5.42 (2H, dd, J = 12.8, 3.0 Hz,
H-2, 2"), 4.96 (2H, d, J = 7.5 Hz, Glc-H-1), 3.15-3.85 (12H, m, Glukoz protonlar1), 3.26 (2H,
dd, J =17.1, 12.8 Hz, H-3ax, 3"ax), 2.73 (2H, dd, J = 17.1, 3.0 Hz, H-3eq, 3"eq). *C NMR
(125 MHz, DMSO-dg): 6 197.2 (C-4, 4"), 166.8 (C-7, 7"), 163.5 (C-5, 5"), 162.1 (C-9, 9"),
158.3 (C-4', 4™), 128.9 (C-1', 1™), 128.5 (C-2', 6', 2™, 6"), 115.7 (C-3', 5/, 3", 5"), 105.1 (C-5,
5' koprisu), 103.2 (C-10, 10", 100.1 (Glc-C-1), 95.8 (C-6, 6"), 78.8 (C-2, 2"), 77.2 (Glc-C-5),
76.4 (Glc-C-3), 73.2 (Glc-C-2), 69.8 (Glc-C-4), 60.8 (Glc-C-6), 42.1 (C-3, 3").

CH,OH

O
OH

OH

HO

HO

HO
Sekil 37. 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid yapis1 (Numune V-H-2)

Numune V-H-3 (naringenin kalkon-4'-O-glukozid): Sekil 38'de ac¢ik molekiiler mimarisi
gosterilen, sar1 amorf toz formundaki kalkon glikoziti yapili V-H-3 numunesinin Kimyasal
Formiilii C21H22010 olup, NMR analizinden elde edilen karakteristik pik kirilimlar1 asagida
verilmistir: 'H NMR (500 MHz, DMSO-de): & 13.91 (1H, s, 2-OH), 10.15 (1H, br s, 4-OH),
7.91 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-B), 7.63 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-2, 6), 7.60 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-a),
6.81 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-3, 5), 6.18 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-3'), 5.92 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-5"),
4.88 (1H, d, J = 7.4 Hz, Glc-H-1), 3.15-3.85 (6H, m, Glukoz protonlar1). *C NMR (125 MHz,
DMSO-dg): 6 191.8 (C=0), 166.4 (C-2'), 164.7 (C-4"), 162.9 (C-6"), 160.5 (C-4), 142.6 (C-p),
131.2 (C-2, 6), 126.1 (C-1), 123.8 (C-a), 116.4 (C-3, 5), 105.8 (C-1"), 100.1 (Glc-C-1), 96.5 (C-
3, 91.8 (C-5"), 77.4 (Glc-C-5), 76.8 (Glc-C-3), 73.5 (Glc-C-2), 69.9 (Glc-C-4), 60.9 (Glc-C-
6).

Numunelere ait tespit edilen bilesiklerin gorsel hale getirilmesi ilgili NMR spektrumlarinin

degerlendirilmesi slreciyle olusturulmustur. Kimyasal yapist belirlenen tim numunelere ait
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¢izimler ; V-H-1, V-H-4, V-H-2, V-H-3 olarak, ChamDraw adli kimyasal yap1 dizayn programi

ile olusturulmus ve teze aktarimstir.
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Sekil 38. Naringenin kalkon-4'-O-glukozid yapis1 (Numune V-H-3)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢aligmasinda, Anadolu florasinin endemik ve farmasotik agidan kiymetli bir iiyesi olan
Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin hem fitokimyasal zenginligi hem de ¢ok
yonlu terap6tik (tedavi edici) potansiyeli ilk kez kapsamli bir sekilde arastirilmigtir. Calismanin
deneysel kurgusu iki ana temel iizerine oturtulmustur: ilk asamada, bitkinin toprak iistii
kisimlarindan (herba) elde edilen metanol ekstraktinin (HAE) biyoaktivite profili; antioksidan,
antidiyabetik  (alfa-glukozidaz  inhibisyonu), anti-Alzheimer (asetilkolinesteraz  ve
batirilkolinesteraz inhibisyonu) ve antikanser (sitotoksisite) test modelleriyle ortaya
konulmustur. Bu testlerin ve deney metodolojilerinin uluslararast gecerliligini dogrulamak
amaciyla paralel olarak yiiriitilen referans standartlar ile HAE'nin deneysel biyoaktivite
degerleri dogrudan karsilastirmali olarak tescil edilmistir. Bu dogrultuda; DPPHe serbest radikal
giderme testinde 55.15 * 1.29 pug/mL (1Cso) diizeyinde gucli bir radikal stiptrme profili ¢izen
HAE 'nin, saf ve molekiiler diizeydeki ticari antioksidan standartlar olan troloks (8.50 + 0.77
pg/mL), BHA (8.04 £ 0.69 pg/mL), BHT (10.70 + 0.73 pg/mL) ve askorbik asit (9.91 £ 0.87
pMg/mL) egrilerine ham bir ekstrakt bazinda oldukga yaklasan ve tatmin edici bir performans
sergiledigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, postprandiyal hiperglisemi (yemek sonrasi kan sekeri
yukselmesi) kontrolu igin taranan alfa-glukozidaz inhibisyon testinde HAE, 40.76 + 3.96
pa/mL (1Cso) degeri ile saf farmasotik standart akarboz ilacinin (3.57 £ 0.67 pug/mL) sergiledigi
inhibisyon egrisine kars1 dikkate deger bir etkinlik diizeyi yakalamistir. Norodejeneratif
stire¢lerin baskilanmasi ekseninde yiiriitiilen antikolinesteraz testlerinde HAE'nin AChE ve
BChE enzim sistemlerine ait ICso degerleri sirastyla 46.20 £ 3.10 pg/mL ve 53.31 £+ 2.20 pug/mL
olarak saptanmis; bu mikrogram diizeyindeki kararli inhibisyon yetenegi, pozitif kontrol olarak
kullanilan saf takrin standardinin (AChE: 2.33 = 0.15 pg/mL, BChE: 2.91 + 0.21 pg/mL)
referans baremleriyle karsilastirildiginda ham bir bitki 6ziitii i¢in son derece kuvvetli ve umut
vaat eden bir terapotik spektrumu dogrulamistir. Tiim bu aktivite parametrelerinin yani sira,
insan akciger karsinomasi (A549) hiicre hattina kars1 yiiriitiilen antikanser (sitotoksisite) test
modelinde HAE'nin sergiledigi 9.80 pg/mL'lik (ICso) aktivite degeri; Amerikan Uluslararasi
Kanser Enstitiisii (NCI) protokollerinde ham bitki ekstraktlarinin gii¢lii antikanser ajan olarak
kabul edilebilmesi i¢in sart kosulan 20 pg/mL'lik uluslararasi aktivite limitinin oldukg¢a altinda
kalarak, bu limit degerden yaklasik iki kat daha gii¢lii bir antitimoér etkinlik sinirma ulasildig:
tescillemistir. Caligmanin ikinci ve en 6zgilin boyutunu ise, biyoaktivite gosteren bu ham
ekstraktin igerisindeki major ve mindr sekonder metabolitlerin izole edilerek kimyasal
yapilarinin netlestirilmesi ve bu yapilarin fitokimyasal literatiirdeki varlik haritasmin

¢ikarilmasi olusturmaktadir. Kromatografik ayirma materyal ve yontemleri (sefadeks LH-20,
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silika jel kolon kromatografisi ve preparatif HPLC) entegre edilerek bitki matrisinden
saflastirilan 4 spesifik molekiiliin literatiir ge¢misi incelendiginde, bu taksonun ne denli 6zgiin
bir metabolik havuz sundugu somutlagmaktadir: Kromatografik siiregler neticesinde
saflastirilan Klorojenik Asit (V-H-1) ve luteolin (V-H-4) bilesikleri, Helichrysum cinsine ait
literaturdeki pek ¢ok ana turde (6rn. Helichrysum plicatum, Helichrysum italicum) yaygin
olarak akiimiile oldugu bilinen, cinsin genel antioksidan ve polifenolik karakteristigini temsil
eden major bilesenler (Albayrak ve ark., 2010; Czinner ve ark., 2002) olarak tescillenmistir.
Buna karsilik, bir diger 6nemli bilesen olan naringenin kalkon-4'-O-glukozid (izosalipurpozit)
(V-H-3) ise literatiir verilerinde, cins genelinde yaygin olmayip, literatiirde sadece Helichrysum
arenarium ana tiirtiniin ve belirli sar1 ¢igekli taksonlarin ¢igek ekstrelerinde karakterize edilmis,
kemotaksonomik agidan glcli bir kemotip belirteci (marker) molekil (Sakar ve ark., 2005;
Czinner ve ark., 2001) olarak tanimlanmistir. Tez ¢aligmasimin fitokimyasal agidan en kiymetli
bulgusu olan 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid (V-H-2) ise, sahip oldugu spesifik
diglukozid ikame modeli ve dimerik simetrisiyle, literatirde ne Helichrysum cinsinde ne de
diger yakin flora ¢alismalarinda daha 6nce saf halde rapor edilmemis, literatiir adina tamamen

bakir, ilk kez bu tez kapsaminda tescillenen en 6zgiin fitokimyasal kesif kimligini tagimaktadir.

5.1 Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid icerigi

Bitkisel ekstraktlarin biyolojik aktivite potansiyelleri, biinyelerinde barmdirdiklar1 sekonder
metabolit profiliyle, 6zellikle de fenolik ve flavonoid bilesiklerin kalitatif ve kantitatif
dagilimiyla dogrudan iliskilidir. Bu ¢alisma kapsaminda, HAE'nin toplam fenolik madde icerigi
95.89 + 0.56 mg GAE/g ekstrakt, toplam flavonoid madde igerigi ise 49.71 + 0.86 mg QE/g
ckstrakt olarak tayin edilmistir. Bu degerler, cinsin genel karakteristik Ozellikleri dikkate
almdiginda literatiirde "iyi ve yiliksek" fitokimyasal zenginlik sinifina dahil edilmektedir.
Literatiir incelendiginde, Helichrysum tdrlerinin fitokimyasal havuzunun genetik varyasyonlar,
cografi lokalite ve iklimsel kosullara bagh olarak oldukc¢a degiskenlik gdsterdigi net bir sekilde
izlenebilmektedir. Benzer bir takson grubu iizerinde yiiriitiilen c¢aligmada, Helichrysum
arenarium subsp. aucheri'nin toplam fenolik igerigi 115.76 mg GAE/g, toplam flavonoid igerigi
ise 36.41 mg QE/g olarak rapor edilmistir (Albayrak ve ark., 2010). Bu ¢alismada elde edilen
bulgularla kiyaslandiginda, HAE'nin toplam fenolik igeriginin bahsedilen literatiir verisinden
bir miktar diigiik oldugu goriilmektedir; buna kargm toplam flavonoid igeriginin (49.71 mg
QE/g) soz konusu bu yakm alt tiire kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek seyretmesi dikkat
cekicidir. Ote yandan, cinsin farmasétik acidan sikca taranan bir diger farkli ana tiirii olan

Helichrysum stoechas uzerinde yurttilen fitokimyasal aragtirmalarda, toplam fenolik madde

56



miktarinin 124.50 mg GAE/g gibi oldukga yiiksek bir iist smira ulastigi, buna karsm toplam
flavonoid akumulasyonunun (birikiminin) 31.20 mg QE/g ile daha sinirli bir diizeyde kaldig1
tescillenmistir (Lesjak ve ark., 2019). Bu iki farkli literatiir spektrumu arasinda bir
degerlendirme yapildiginda, tez konusu endemik alt tiiriin (subsp. erzincanicum) hem fenolik
hem de flavonoid havuzunu dengeli bir oranda yiiksek tutarak optimize bir fitokimyasal matris
sergiledigi somutlasmaktadir. Cinsin literatiirdeki daha smirli ve diisiik aktivite gosteren diger
popiilasyonlar1 incelendiginde ise bitkinin kimyasal {stiinliigli daha net anlasilmaktadir.
Ornegin, Helichrysum arenarium infloresanslar1 iizerinde yiiriitiilen bir Avrupa popiilasyonu
calismasmda, ham metanol ekstraktlarinin toplam fenolik icerigi 42.15 mg GAE/g, toplam
flavonoid yiikii ise 21.30 mg QE/g olarak rapor edilmis ve bu ¢alismada elde edilen kantitatif
baremlerin neredeyse yarisina yakin seviyelerde kaldigi tescillenmistir (Czinner ve ark., 2023).
Benzer sekilde, Tiirkiye florasina ait bes farkli Helichrysum tdrinin (Helichrysum armenium,
Helichrysum plicatum, Helichrysum graveolens, Helichrysum compactum ve Helichrysum
arenarium) metanol ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktarlarinin 32.40 ile 58.10 mg
GAE/g; flavonoid birikimlerinin ise 14.50 ile 28.40 mg QE/g gibi ¢ok daha dar ve smirli
diizeylerde kalabildigi bildirilmistir (Tepe ve ark., 2005). Toplam 4 farkli bagimsiz literatur
verisi Uzerinden kurulan bu nicel fitokimyasal terazi gostermektedir ki; Erzincan, Refahiye,
Sakaltutan Dag1 lokalitesinin sahip oldugu yiliksek rakim, gilines radyasyonu ve kuraklik gibi
sert abiyotik stres faktorleri, bitkiyi 6zellikle flavonoid sentez mekanizmalarini yukari regiile
etmeye zorlamustir. Flavonoidlerin, serbest radikal yakalama, enzim inhibisyon ve antitiméral
mekanizmalardaki major rolleri g6z 6niine oldugunda, HAE'nin sonraki b6 liimlerde deginilecek
olan dstiin biyoaktivite performansmin dogrudan bu dengeli ve konsantre flavonoid

zenginliginden kaynaklandigi bilimsel olarak dogrulanmaktadir.

5.2. Antioksidan Aktivite

Helichrysum cinsi iyeleri, etnobotanik kayitlarindaki yaygm kullanimlar1 ve endiistriyel
fitoterapdtik potansiyelleri bakimindan giicli dogal antioksidan kaynaklar1 olarak
bilinmektedir. HAE'nin radikal siipiiriicii kapasitesini dogrulamak amaciyla yiiriitiilen DPPHe
serbest radikali giderme testinde, ekstraktin ICsp degeri 55.15 + 1.29 pg/mL olarak
belirlenmistir. Bu deger, herhangi bir 6n saflagtirma veya sivi-sivi boliistiirme (partisyon)
islemine tabi tutulmamig ham bir bitki 6ziitii icin genel literatiir sinirlar1 dahilinde oldukca
dikkate deger ve kararl bir radikal siipiirme potansiyeline isaret etmektedir. Literatiirde yer alan
diger ¢alismalarla mukayese edildiginde HAE'nin; Helichrysum pallasii yaprak metanol

ekstraktlar1 i¢in rapor edilen ve oldukga yiiksek bir bareme isaret eden ICso: 148.30 + 3.12
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ug/mL diizeyindeki zayif radikal giderme performansina kiyasla yaklagik 3 kat daha iistiin bir
antioksidan etkinlik sergiledigi saptanmistir (Isik ve ark., 2023). Ote yandan, Tiirkiye florasinin
en yaygin taksonlarindan biri olan Helichrysum plicatum’un ham metanol ekstrakti tizerinde
yiriitiilen ardigik sivi-sivi boliistiirme basamaklarinda; biyoaktiviteyi maskeleyen lipofilik
mumlar, sabit yaglar ve klorofil gibi ballast (hedef dis1 atik) maddelerin kromatografik
sistemden uzaklastirilmasiyla elde edilen ve polar fenolik bilesiklerce zenginlestirilmis n-
butanol subfraksiyonu icin bildirilen ICso: 40.50 ng/mL degeri ile bir kiyaslama yapildiginda
(Tepe ve ark., 2005), HAE'nin herhangi bir arindirma islemi gdrmemesine ragmen bu
temizlenmis major fraksiyonun giiclii radikal siipiirme kapasitesine son derece yakin ve
rekabetgi bir performans sergiledigi gorilmektedir. Bununla birlikte literatiirde, Helichrysum
arenarium (L.) Moench ekstraktlar1 i¢in ICso: 16.60 pg/mL diizeyinde oldukca ileri seviyede
ve konsantre DPPHe. radikal siiptirme degerleri de rapor edilmistir (Yasar ve ark., 2026). Genis
bir spektruma yayilan bu ti¢ farkli nicel literatiir verisi ekseninde bir degerlendirme
yapildiginda, HAE'nin ulastig1 ICso: 55.15 pug/mL bulgusunun, literatiir genelinde orta-yiiksek
kuvvette, son derece dengeli bir radikal giderme yetenegini temsil ettigi somutlasmaktadir.
Ekstraktm demir iyonu indirgeme giiciinii belirlemek adina yiiriitiilen FRAP analizinde HAE,
107.20 £ 0.12 mg TE/g ekstrakt degerine ulasarak yiiksek diizeyde bir elektron transfer
kapasitesi ortaya koymustur. Literatiirde Helichrysum arenarium ana tarQ igin ydratilen iki
farkli ¢alismanin metodolojik kurgular1 ile bu tez calismasinda elde edilen veriler mukayese
edilerek degerlendirildiginde dikkat cekici kemotaksonomik sonuglar ortaya c¢ikmaktadir.
Organ ayrimi gozetilerek (govde, yaprak ve ¢igek aksamlar1 ayrilarak) yiiriitiilen aragtirmada
FRAP bulgularinin, bitkinin lignifiye olmus (odunsulagsmis) govde dokusunda 302.08 pmol
TE/g (yaklasik 75.60 mg TE/g) seviyesinden, sekonder metabolit sentez ve akiimiilasyon alani
olarak kabul edilen yaprak dokularinda 966.54 umol TE/g (yaklasik 241.80 mg TE/g) sinirina
kadar genis bir baremde degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir (Albayrak ve ark., 2010). Tim
toprak {istii kisimlarmm bir biitiin halinde temsil edildigi HAE'nin bulgusu (107.20 mg TE/g,
yaklagik 428.30 umol TE/g) incelendiginde, bu organ dagilim smirlarinin tam ortasinda, ilgili
ana tlre gore son derece kararli ve biyolojik olarak dengeli bir antioksidan havuz paralelligi
sergiledigi net bir sekilde izlenebilmektedir. Ote yandan, bitkiyi organlarina ayirmadan, gévde,
yaprak ve ¢icek aksamlarini bir biitiin halinde kurutup tiimden ekstraksiyon prosediiriine tabi
tutan ve bu tezin deneysel metodolojisiyle dogrudan ortiisen bir diger aragtrmada ise
Helichrysum arenarium metanol 6ziiniin FRAP degeri 54.25 + 0.68 mg TE/g ekstrakt olarak
rapor edilmistir (Stanojevi¢ ve ark., 2009). Dogrudan ayni ¢alisma modeli iizerinden yiiriitiilen

bu tiimden ekstraksiyon verisiyle kiyaslandiginda, incelenen alt tiirin (subsp. erzincanicum)
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ham 6ztlinun, ana tardn literatirde yer alan bu genel kapasitesi karsisinda yaklasik iki kat daha
tistlin bir elektron indirgeme performansina ulagtigi goriilmistiir. Ham ekstrakt lehine ortaya
c¢ikan bu belirgin aktivite Ustiinliigli; Refahiye Sakaltutan Dagi popiilasyonu biinyesinde
sentezlenen polar fenolik bilesenler ile flavonoid matrisinin birbirlerinin antioksidan
kapasitelerini destekleyici yonde bir sinerjistik etkilesim kurmasindan ve ham ekstrakt
havuzunun antioksidan aktivite agisindan son derece dengeli ve kararli bir sekonder metabolit

dagilimina sahip olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

5.3. Antidiyabetik Aktivite

Bitkisel ekstraktlarin postprandiyal hiperglisemiyi kontrol etmedeki rolleri, karbonhidrat
hidrolizinden sorumlu major enzim sistemlerinden biri olan alfa-glukozidazin inhibe edilme
kapasitesiyle dogrudan iliskilidir. Yiriitiilen inhibisyon testlerinde, Helichrysum arenarium
subsp. erzincanicum (HAE) alfa-glukozidaz enzimini baskilama giicii ICso: 40.76 £ 3.96 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu bulgu, herhangi bir ileri fraksiyonlama veya
kromatografik saflastirma basamagi gormemis ham bir bitki 6ziitii adina, s6z konusu hidrolitik
enzim lizerinde oldukca dikkate deger bir terapétik potansiyele isaret etmektedir. Cinsin
literatiirdeki diger tiyelerine ait veriler incelendiginde, Helichrysum pallasii icin rapor edilen
ICs0: 0.51 mg/mL (510 pg/mL) baremi, HAE'nin sergiledigi inhibisyon yeteneginin ilgili tiire
kiyasla yaklasik 12 kat daha kuvvetli oldugunu ortaya koymaktadir (Isik ve ark., 2023). Tiirkiye
florasina ait bir diger 6nemli takson olan Helichrysum plicatum'un ham &zltleri Gzerinde
gerceklestirilen calismalarda ise, alfa-glukozidaz baskilama degerinin ICso: 112.40 + 4.15
Mg/mL diizeyinde kalarak daha sinirli bir etkililik sergiledigi bildirilmistir (Sakar ve ark., 2021).
Buna karsin literatiir genelinde, cinsin ¢ok daha keskin enzim afinitesi gosteren u¢ siir
popiilasyonlar1 da mevcuttur. Nitekim endemik bir Akdeniz taksonu olan Helichrysum
chasmolycium metanol ekstraktlarinin alfa-glukozidaz enzim inhibisyon potansiyeli ICso: 22.10
+ 1.15 pg/mL gibi ileri bir kuvvette rapor edilmistir (Karakaya ve ark., 2019). S6z konusu
ekstrem aktivite limitiyle mukayese edildiginde, ham HAE'nin sergiledigi performansin bu sinir
degerin bir miktar gerisinde kaldigi goriilmektedir. Taranan genel literatiir spektrumunun
biitiinii dikkate alindiginda; incelenen alt tiiriin ham 6ziitiiniin, u¢ taksonlar haricindeki pek ¢ok
yakim flora liyesine karst net bir kimyasal istiinlik kurdugu ve karbonhidrat sindirimini

yavaglatici gli¢lii bir etki barindirdigi somutlagmaktadir.
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5.4. Anti-Alzheimer Aktivite

Norodejeneratif siireglerin yavaglatilmasi ve kognitif (biligsel) fonksiyonlarm korunmasinda,
kolinerjik sistemdeki major hidrolitik enzimler olan asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesterazin  (BChE) inhibe edilmesi temel tedavi stratejilerinden birini
olugturmaktadir. Yiriitiilen kolinesteraz enzim inhibisyon testlerinde, Helichrysum arenarium
subsp. erzincanicum ham 6ziitiiniin AChE ve BChE enzim kollarma ait ICso degerleri sirasiyla
46.20 = 3.10 pg/mL ve 53.31 £ 2.20 ug/mL olarak saptanmustir. Elde edilen mikrogram
seviyesindeki bu inhibisyon yetenegi, herhangi bir 6n temizleme basamagi gérmemis ham bir
bitki matrisi adina son derece kararl ve giiglii bir afiniteye isaret etmektedir. Cinsin yakin flora
tyeleriyle mukayese yapildiginda, Helichrysum pallasii {izerinde gerceklestirilen
arastirmalarda asetilkolinesteraz inhibisyonunun 1.49 mg/mL (1490 pg/mL), biitirilkolinesteraz
inhibisyonunun ise 1.98 mg/mL (1980 pg/mL) gibi oldukca zayif baremlerde kaldig:
goriillmektedir (Istk ve ark., 2023). Iki alt tiiriin bulgular1 karsilastirildiginda, HAE'nin
kolinesteraz hidroliz zincirini bloke etmede yaklasik 30 kattan daha istiin bir enzim afinitesi
sergiledigi anlasilmaktadir. Benzer sekilde, farmasotik potansiyeli yiiksek bir diger takson olan
Helichrysum graveolens metanol ekstraktlarinin AChE (ICso: 89.10 + 2.45 pg/mL) ve BChE
(I1Cs0: 104.70 £ 3.60 pg/mL) inhibisyon limitleri incelendiginde de incelenen alt tiir lehine iki
kata yakm bir etkinlik iistiinliigii tescillenmektedir (Oztiirk ve ark., 2024). Cinsin Tiirkiye
florasindaki en yaygin temsilcilerinden biri olan Helichrysum plicatum ham ekstrelerinin AChE
baskilama performansini (ICso: 94.20 + 3.12 ug/mL) rapor eden paralel ¢alismalar da HAE'nin
enzim afinitesindeki bu belirgin {istiinliigli fitokimyasal agidan desteklemektedir (Sakar ve ark.,
2021). Akdeniz florasinda genis yayihim gosteren Helichrysum italicum cicek metanol
Ozltlerinin kolinesteraz sistemleri tizerindeki baskilama giicii incelendiginde ise AChE enzim
afinitesinin 1Cso: 135.20 + 5.10 pg/mL sinirinda kaldig: bildirilmistir (Mancini ve ark., 2022).
Buna karsin, Dogu Anadolu florasmnin bir diger karakteristik {iyesi olan Helichrysum armenium
ham ekstrelerinin BChE inhibisyon performansini inceleyen arastirmalarda, ICso: 35.10 + 1.12
pg/mL gibi son derece keskin sinir degerler rapor edilmistir (Karakaya ve ark., 2020). Ayrica,
Helichrysum arenarium (L.) Moench ana tiiriiniin farkli popiilasyonlar: iizerinde yiiriitiilen
taramalarda BChE enzim kolu igin 1Cso: 28.40 pg/mL diizeyinde oldukga ileri seviyede ug
aktivite baremlerine de rastlanmaktadwr (Yasar ve ark., 2026). Literatirde yer alan ve
Helichrysum plicatum varyetelerinin kromatografik olarak armndirilmis aktif etil asetat ile n-
biitanol fraksiyonlar i¢in tescil edilen 20-25 pg/mL diizeyindeki ekstrem sinir degerler dikkate
alindigida; bizim bitkimizin hi¢bir 6n temizleme, sivi-sivi boliistiirme veya fraksiyonlama

islemine tabi tutulmamig tamamen kaba ham metanol ekstraktinin (HAE) AChE Uzerinde 46.20
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pg/mL gibi radikal bir barem yakalamasi, taksonun barindirdigi dogal polifenolik matrisin ne
denli giiclii bir enzim afinitesine sahip oldugunu somutlastirmaktadir. Nicel literatiir
spektrumunun biitiinii genel bir projeksiyonla degerlendirildiginde; incelenen endemik alt
tiirlin, ekstrem sinir popiilasyonlar1 hari¢ tutuldugunda genel literatiiriin ¢ok tizerinde, hem
AChE hem de BChE kollar1 iizerinde ¢ift yonlii (dual), dengeli ve yiiksek afiniteli bir
antikolinesteraz profili ¢izdigi, bitki matrisinin nérodejeneratif enzim mekanizmalari {izerinde
son derece kararl bir baskilama etkisi barindirarak farmasotik agidan ileri diizeyde bir terapotik

potansiyele sahip oldugu gorulmektedir.

5.5. Antikanser Aktivite

Literatiir verileri tarandiginda, Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum taksonunun
herhangi bir kanser hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini inceleyen bir calismaya
rastlanmamais olup, bu 6zglin veri literatiire ilk kez bu tez calismasiyla kazandirilmistir. Dahasi,
Helichrysum arenarium ana tiiriiniin insan akciger karsinomasi (A549) hiicre hatt1 iizerindeki
sitotoksik etkisine dair de literatiirde biiyiik bir bosluk bulunmaktadir. Deney metodolojisinde
standardizasyonun saglanmasi ve hiicresel 6liim oranlarinin dogrulugu adina, herhangi bir bitki
ekstrakti igermeyen ve canliligi %100 kabul edilen negatif kontrol (kor) grubu referans
alinmistir. HAE, test edilen A549 akciger kanseri hiicre hattinda 9.80 ug/mL (ICsg) dlizeyinde
guclu bir sitotoksik etki sergilemistir. Ekstraktin artan konsantrasyonlarda hiicre canliligini
doza bagmmli olarak belirgin bir sekilde baskiladig1 (1 pg/mL konsantrasyonda %39.58 olan
inhibisyon oraninin, en yiiksek deneysel doz olan 100 pg/mL ile %82.55 seviyesine ulagmustir.
Uluslararast Kanser Enstitiisii (NCI) protokollerine gore, ham bitki ekstraktlar1 i¢in 20
pg/mL'nin altindaki ICso degerleri dogrudan "gliclii sitotoksik etki" smifina dahil edildiginden,
bitkimizin ¢ok diisiik dozlarda dahi yiiksek bir antitimoral kapasite ortaya koydugu
somutlagsmaktadir. Literatiirde, ayn1 cinsin bir diger endemik iiyesi olan Helichrysum
pamphylicum metanol ekstraktinin A549 akciger kanseri hiicre hatti lizerindeki sitotoksik
aktivitesinin arastirildig bir ¢alismada, ICso degeri 42.50 png/mL olarak rapor edilmistir (Ertiirk
ve ark., 2021). HAE sahip oldugu ICsg degeriyle bu endemik taksona kiyasla yaklasik 4.5 kat
daha giiclii bir antikanser etkinlige sahip olmustur. Benzer sekilde, diinyada farmasotik agidan
en populer taksonlardan biri olan Helichrysum italicum 6zdtlerinin in vitro sitotoksisite
spektrumlar1 incelendiginde, A549 akciger karsinomas: hattina karsi sergilenen ICso
degerlerinin; sekonder metabolitce zengin ¢icek metanol ekstraktlari i¢in 25.00 pg/mL, inert
yiikleri barindiran apolar (petrol eteri/hekzan) gdvde/yaprak fraksiyonlari i¢in ise 75.00 pg/mL
gibi daha zayif ve orta diizeydeki smnirlarda kaldigi rapor edilmistir (Rossi ve ark., 2024).
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Dogrudan Helichrysum cinsi iizerinden yiiriitiilen bu giincel aragtirmalarin organ ve polarite
varyasyonlar1 diisliniildigiinde, Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum’un tim toprak
iistli aksamini temsil eden ham metanol ekstraktinin (9.80 pg/mL), literatiirdeki bu popiiler
muadilinin saf ¢i¢ek ekstresine karsi bile belirgin bir oranda iistiin antikanser aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Fitokimya ve farmakognozi literatiirde, ham ekstraktlarin i¢erisinde yer
alan klorofil, sekerler, yag asitleri ve amorf mumlar gibi inert yiiklerin biyoaktiviteyi
baskilayabildigi (seyrelttigi) bilinmektedir. Bu dogrultuda, Helichrysum turlerinin s6z konusu
inert bilesenlerden sivi-sivi  partisyon veya kolon kromatografisiyle arindirilarak
zenginlestirilmis deneysel fraksiyon calismalar1 incelendiginde metabolik gii¢ farklar1 net bir
sekilde izlenebilmektedir. Literatiirde, polifenolik ve fenolik asitce zenginlestirilen
Helichrysum fraksiyonlarinin HT-29 ve HCT-116 (kolon karsinomasi) hatlarinda 12.15 pg/mL
ve 15.80 pg/mL bandinda sitotoksisite sergiledigi bildirilmistir (Malbasa ve ark., 2022). Bu
noktada, suni olarak konsantre edilmis ve arindirilmis bu fraksiyonlarin dahi ulastigi aktivite
esikleri diisiiniildiiglinde; bizim bitkimizin hi¢bir 6n temizleme veya arindirma islemine tabi
tutulmamig tamamen ham metanol ekstraktiim (HAE)}-solid A549 hattinda 9.80 ng/mL gibi cok
daha baskin bir giic sergilemesi, taksonun barmndirdigr dogal sinerjistik etkinligin ne kadar
radikal oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, cinsin genel antitlimoral spektrumunu
ve farkli hiicre hatlarinda elde edilen spesifik siir degerleri incelemek, elde ettigimiz bulgunun
tedavi edici derinligini anlamak a¢isindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Literatiirde, ana takson
olan Helichrysum arenarium’un farkli kanser hiicre hatlarinda (A549 harig) spesifik sitotoksik
geemisi incelendiginde de dikkat ¢ekici literatiir verileri mevcuttur. Literatiirde, Helichrysum
arenarium cicek 0zutlerinin HeLa (insan rahim agzi kanseri) hiicre hattina kars1 18.40 ug/mL
(ICs0) diizeyinde giiglii bir sitotoksisite sergiledigi; K562 (kronik miyeloid 16semi) hiicre
hattinda ise 34.12 pg/mL (ICso) degeri ile orta-guclii dizeyde bir antiproliferatif etkinlik ortaya
koydugu rapor edilmistir (Sieniawska ve ark., 2016). Kendi ¢alismamizda solid bir akciger
tiimorii modeli olan A549 hattina karsi elde ettigimiz 9.80 pg/mL'lik yiiksek skor, ana taksonun
literatlirde diger kanser hatlarinda gdsterdigi bu spesifik sinir degerlerden de belirgin dlgiide
daha giicliidiir. Bu durum, Refahiye Sakaltutan Dagi lokalitesinden toplanan endemik alt
tiriimiiziin fitokimyasal havuzunun, akciger karsinomasi basta olmak tizere genel antitiimoral
selektivite acisindan ne kadar yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu desteklemektedir. Ote
yandan literatirde, Helichrysum zivojinii ekstraktlarinin sitotoksisitesinin arastirildigi genis
kapsamli bir ¢alismada, belirli solid ve hematolojik tiimor hatlarinda 5.00 pg/mL seviyelerine
kadar inen oldukga gugcli sonuglar da bildirilmistir (Mati¢ ve ark., 2013). Ancak

unutulmamalidir ki, solid bir timdr modeli olan A549 (akciger) hiicrelerinin ayni ekstrakta veya
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ilaca kars1 gosterdikleri proliferasyon ve apoptoz yanitlari, hiicresel reseptdr yapilari ile sinyal
yolaklar1 sebebiyle diger tiimor hatlarma kiyasla ¢ok biiyiik oranda farklilik gostermektedir.
Nitekim, bu ¢aligmada elde ettigimiz MTT testinin 20 pg/mL smirinin ¢ok altinda kalan bu
giiclii antikanser sonucu, karsilastirma agisindan son derece yliksek bir hususiyet icermekte ve
bitkimizin potansiyel antikanser aktiviteye sahip oldugunu ve ileri diizey test asamalarina
gecmesi i¢in giicli bir aday teskil ettigini ortaya koymaktadir. Bu sinerjinin kaynagini
molekiiler diizeyde anlayabilmek ve ham ekstraktin sergiledigi bu radikal etkiyi
yorumlayabilmek adina, sonraki boliim kapsaminda bitki matrisimizden ileri saflastirma
admmlariyla izole ettigimiz sekonder metabolitlerin literatiirdeki bagimsiz in-vitro sitotoksisite
haritalarin1 incelemek kritik bir vizyon sunmaktadir. Cins Uyelerinden fitolojik olarak izole
edilen saf luteolin flavonoidinin A549 akciger kanseri hiicre hatti lizerindeki saf (izolat) 1Csg
degerinin 4.80 pg/mL ile 7.20 pg/mL sinirlar1 arasinda mekik dokudugu; bir diger major bilesen
olan saf klorojenik asit izolatinin ise farkli solid tiimor modellerinde 11.30 pg/mL diizeyinde
apoptozu tetikledigi literatiirde tescillenmistir (Kaur ve ark., 2023). Izolatlarimizdan olan
naringenin kalkon-4'-O-Glukozid yapisinin ise literatiirde "izosalipurpozit" 6zel adiyla bilinen
muadilleri tizerinde yapilan bagimsiz in vitro MTT ¢alismalarinda; MCF-7 (meme), HepG2
(karaciger) ve HCT-116 (kolon) karsinomasi hiicre hatlarinda 15.40 ile 32.10 pg/mL arasindaki
ICs0 degerleriyle hiicre igi kaspaz-3/9 aktivasyonunu tetikleyerek dogrudan apoptozu
indiikledigi saptanmistir (Zhu ve ark., 2021). Tez ¢alismamiz kapsaminda ilk kez saf olarak
saflastirilan bir diger 6zgiin bilesigimiz 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid ise,
literatiirde bu spesifik diglukozid kombinasyonuyla dogrudan herhangi bir in vitro antikanser
veya sitotoksisite caligmasina heniiz tabi tutulmamis olup, literatiir adina tamamen bakir ve
Ozgiin bir ileri calisma hedefidir. Bununla birlikte, s6z konusu bilesigin ana karkasini ve
cekirdek yapisini olusturan benzer naringenin dimerleri ile biflavonoid analoglarinin genel
kemoterapotik gegmisi incelendiginde, gelecekteki biyolojik aktivite testlerimizin planlanmasi
acisindan oldukca giiclii referanslar gdze carpmaktadir. Literatiirde, benzer biflavonoid ve
dimerik fenolik yapilarin, timor hiicrelerinin kemoterap6tik ajanlara kars gelistirdigi coklu ilag
direncini (MDR) ve P-glycoprotein (P-gp) disa akim pompalarini NCI-H460/R (direncli
akciger) ve Caco-2 (kolon) hatlarinda 22.80 ile 48.50 pg/mL bandinda (ICso) bloke edebildigi
tescillenmistir (Efthimiou ve ark., 2020). Dolayisiyla, tamamen ham ekstraktimizin {HAE}
selid AS549 akciger hattinda gosterdigi 9.80 pg/mL'lik tepe performansin; biinyesinde
kesfettigimiz Klorojenik asit (V-H-1), 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid (V-H-2),
naringenin kalkon-4'-O-glukozid (V-H-3) ve luteolin (V-H-4) bilesenlerinin literatiirde

antikanser potansiyelleri ayr1 ayri ya da benzer iskeletler lizerinden kanitlanmis o giiclii
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dinamiklerinin yarattig1 dogal bir sinerjiden kaynaklandig1 agik¢a 6ngdriilmektedir. Bu durum,
Ozellikle literatiirde antikanser aktivitesi heniiz hi¢ denenmemis olan V-H-2 kodlu 6zgin
dimerik izolatimiz basta olmak {izere tiim bu saf sekonder metabolitlerimizin, ileri asamalarda

dogrudan kanser yolaklarinda test edilmesi igin ¢ok giiclii bir terapotik gerekge olugturmaktadir.

5.6. izolasyon ve Yapisal Aydinlatma

Calismanin en Ozgilin ve ileri fitokimyasal boyutunu, biyoaktivite gdsteren ham metanol
ekstraktmin igerisindeki major ve mindr sekonder metabolitlerin kromatografik yontemlerle
saflagtirilmast ve ileri enstriimantal analiz teknikleriyle yapisal olarak aydnlatilmas:
olusturmaktadir. Bu dogrultuda, Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum ham 6zutu
(HAE), molekiiler eleme ve adsorpsiyon prensiplerine dayali Sephadex LH-20 ve silika jel
kolon kromatografisi basamaklarma tabi tutulmus, ardindan elde edilen fraksiyonlar preparatif
yiiksek performansli sivi kromatografisi (prep-HPLC) sistemiyle nihai olarak saflastiriimistir.
Yiiriitillen bu ardisik kromatografik siiregler neticesinde, yiiksek saflik derecelerinde toplam 4
spesifik sekonder metabolit izole edilerek karakterize edilmistir. Saflastirilan bilesiklerin
yapisal analizleri; tek ve iki boyutlu niikleer manyetik rezonans (1D/2D NMR: 'H, 13C, DEPT-
90, DEPT-135, COSY, HSQC, HMBC) spektroskopisi ve ylksek cozinurlikli kitle
spektrometrisinden faydalanarak, herhangi bir deneysel hataya yer birakmayacak 0lglide
kesinlestirilmistir. Saflastirilan molekiillerin fitokimyasal literatiirdeki varlik haritas1i ve
taksonomik dagilimlar1 incelendiginde, elde edilen bulgularin tezin 6zgiinliigiinii destekleyen
giiclii birer kemotaksonomik kanit sundugu goriilmektedir. Nitekim kromatografik siirecler
neticesinde saflastirilan klorojenik asit (V-H-1) ve luteolin (V-H-4) bilesikleri, Helichrysum
cinsine ait literaturdeki pek ¢ok ana tirde (6rn. Helichrysum plicatum, Helichrysum italicum)
yaygin olarak akiimiile oldugu bilinen, cinsin genel antioksidan ve polifenolik karakteristigini
temsil eden major bilesenler olarak tescillenmistir (Sakar ve ark., 2021; Mancini ve ark., 2022).
Buna karsilik, bir diger 6nemli bilesen olan naringenin kalkon-4'-O-glukozid (izosalipurpozit)
(V-H-3) ise literatiir verilerinde cins genelinde yaygin bir dagilim sergilemeyip, morfolojik ve
fitokimyasal agidan yakin olan Helichrysum arenarium ana tiirliniin ve belirli sar1 ¢igekli
taksonlarin ¢igek ekstrelerinde karakterize edilmis, kemotaksonomik agidan gii¢lii bir kemotip
belirteci (marker) molekiil olarak tanimlanmaktadir (Czinner ve ark., 2001). Tez ¢alismasinin
fitokimyasal agidan en kiymetli ve stratejik bulgusu olan 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-
O-glukozid (V-H-2) ise, sahip oldugu spesifik diglukozid ikame modeli ve dimerik simetrisiyle,
literaturde ne Helichrysum cinsinde ne de diger yakin flora ¢alismalarinda daha 6nce saf halde

rapor edilmemis, literatiir adina tamamen bakir, ilk kez bu tez kapsaminda tescillenen en 6zgiin
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fitokimyasal bilesen kimligini tagimaktadir. Literatiirde Helichrysum tiirlerinde apigenin veya
naringenin tabanli monomerik glikozidlerin sentezi yaygin olarak rapor edilse de (Karakaya ve
ark., 2020), C-C (5-5") kopriisiiyle birbirine baglanmis bu dimerik flavon iskeletinin her iki
kanadinda da yer alan yerel glukozilasyon modeli taksonomik olarak sadece bu endemik alt tiire
(subsp. erzincanicum) 6zgii radikal bir metabolik modifikasyona isaret etmektedir. Elde edilen
tim bu 6zgun fitokimyasal karakterizasyon verileri; tezin énceki bolimlerinde (B6lim 5.2, 5.3
ve 5.4) tartisilan yiilksek ham ekstrakt biyoaktivite sonuglarinin molekiiler diizeydeki temel

gerekgelerini ve bitki matrisinin sahip oldugu farmasotik giicii net bir sekilde aydinlatmaktadir.
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6. ONERILER

Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin fitokimyasal profili ve biyolojik
aktiviteleri lizerine gergeklestirilen bu ilk sistematik ¢aligma, gelecekte yiiriitiilecek arastirmalar
icin 6nemli bir bilimsel zemin sunmaktadir. Bu kapsamda oncelikle, tez calismasinda yiiksek
diizeyde tespit edilen antikanser, antidiyabetik ve antikolinesteraz etkilerin biyokimyasal arka
planin1 tam olarak aydinlatabilmek adina; kaspaz aktivasyonlar1 ve gen ekspresyonlar1 gibi
hiicresel sinyal yolaklarini dogrudan hedef alan ileri molekiiler mekanizma arastirmalari
planlanabilir ve elde edecek veriler in-vivo hayvan modelleriyle desteklenebilir. Bahsi gecen bu
biyolojik etkilerin molekiiler diizeydeki asil kaynaklarimi saptayabilmek amacriyla, literatiirde ilk
kez bu galigmayla saf halde tescillenen 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid (V-H-2)
bilesiginin antioksidan, antidiyabetik, antikanser ve ndroprotektif etkileri de dahil olmak iizere
genis bir spektrumda payi arastirilabilir; bu dogrultuda molekiiliin 6zellikle tiimor hiicrelerinde
¢oklu ilag direncini (MDR) kirict potansiyeli ve kognitif (bilissel) fonksiyonlar1 destekleyici
etkileri bagimsiz ileri projeler kapsaminda kapsamlica taranabilir. S6z konusu fitokimyasal
zenginligin smirlarmi daha da genisletmek adma, bitkinin toprak {istli aksamindan farkl
polaritelere sahip ¢oziicii sistemleri ve modern kinetik ekstraksiyon teknikleri kullanilarak yeni
fraksiyonlar elde edilebilmesi ve bdylece biyoaktivitenin hangi major fraksiyonda yogunlagtig
"aktivite rehberli izolasyon" protokolleriyle haritalandirilabilmesi mumkandir. Son olarak,
bitkinin halihazirda ¢ay formuyla ticari pazarda yer aldig1 ve endiistriyel bir katma deger {tirettigi
gerceginden hareketle, gelecekteki ¢alismalarda bu mevcut kullanimin bir adim 6tesine gegilmesi
hedeflenebilir. Bu dogrultuda, bitkinin tescillenen zengin biyoaktif icerigi; standardize edilmis
kuru toz ekstraktlarm, katma degeri daha yiiksek yeni nesil fitoterapdtik iiriin formiilasyonlarmin
veya modern bitkisel ilag hammaddelerinin gelistirilmesine yonelik ileri Ar-Ge faaliyetlerine

dOniistiiriilebilir.
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Ek 7. 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid 1D *H NMR spektrum 1
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Ek 10. 5-5" biflavonoid naringenin 7,7"-di-O-glukozid 1D 3C DEPT-90 NMR spektrum 4
(DMSO-ds)
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OZGECMIS

Volkan Ay, lisans 6grenimini 2018—2022 yillar1 arasinda Erzincan Binali Y1ldirim Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde basariyla tamamlamistir. Lisans egitimi slirecinde
Erzincan Belediyesi Atik Su Aritma Tesisi biinyesinde stajyer kimyager olarak gorev alarak
endiistriyel analiz ve kalite kontrol siire¢lerinde deneyim kazanmustir. Ayni1 yil, Erzincan Binali
Yildirim Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali’'nda yiiksek lisans
O0grenimine baslamistir. Lisansiistii 6grenimi boyunca tibbi ve aromatik bitkilerden biyoaktif
sekonder metabolitlerin izolasyonu, kromatografik saflastirma yontemleri, ileri spektroskopik
tekniklerle yapisal aydinlatma konularinda uzmanlasmistir. Ayn1 zamanda kanser, diyabet ve
norodejeneratif hastalik modellerine yonelik ¢ok yonli in-vitro biyolojik aktivite ve hicre
kiiltlirii diizenegi optimizasyonlar1 gerceklestirmistir. Yazar, endemik bitki florasi lizerinde
tescilledigi 6zgiin fitokimyasal kesifleri barindiran yiiksek lisans tez ¢alismasini tamamlama

asamasindadir.
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