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. Projenin Tiirkge ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri

Tiirkiye’de Yetisen Bazn Heracleum Tiirlerinin Antienflamatuvar Etkilerinin
Degerlendirilmesi ve Antienflamatuvar Etkili Bilesiklerinin Arastirilmasi

Heracleum cinsi Kuzey yarimkiirede 6zellikle Avrasya'da yayilis gosteren Apiaceae familyasina ait
en genis cinslerden biridir. Bu cinse ait tiirler gida, baharat gibi kullanimlarinin yani sira halk
arasinda degisik amaglarla kullammi nedeniyle tibbi bitki olarak da 6neme sahiptirler. Cin
Geleneksel Tibbinda ve yetistigi bazi iilkelerde antienflamatuvar amagla kullanimlars kayitlhidir.
[Jlkemizde ise ishal, dizanteri, giines carpmast, infertilite, gastrointestinal rahatsizliklar, hemoroit,
astim, bronsit, romatizma, kanser, diyabet, yara, bas agris1 gibi gesitli amagclarla kullanildig:
bilinmektedir. Heracleum cinsi kimyasal olarak incelendiginde ugucu yag, flavonoit, fenilpropanoit,
iridoit, poliasetilen, yag asitleri gibi pek ¢ok farkl bilesik yanminda Apiaceae familyas: tiyelerinin
cogunda oldugu gibi kumarinler agisindan da oldukga zengin bir cinstir. Kumarinlerin de ¢ok sayida
biyolojik aktivitesi yaninda antienflamatuvar etki gosterdikleri ¢ok sayida bilimsel ¢aligma ile ortaya
konmustur. Bu proje ile halk arasinda farkhi kullammlari yaninda antienflamatuvar amacla ve
comatizmal hastaliklarin tedavisinde kullamlan, antienflamatuvar etkinlikleri bilinen kumarin
tiirevleri agisindan zengin Heracleum tiirlerinden tilkemizde yetisen biri endemik dort taksonun; /1.
sphondylium subsp. ternatum (Velen.), Brummit, H. sphondylium subsp. montanum (Schleich.
Gaudin) Briquet, F1. sphondylium subsp. cyclocarpum (C.Koch) Davis, H. paphlagonicum Czeczott
(endemik), antienflamatuvar aktiviteleri degerlendirilmis, aktiviteden sorumlu bilesik/bilesikler
tespit edilmistir. Bitkilerin kok ve toprak tistii kisimlarmdan hazirlanan diklorometan ve metanollii
ekstrelerin antienflamatuvar aktiviteleri karagenin nedenli penge ddemi, prostaglandin E2 (PGE2)
nedenli penge 6demi ve serotonin nedenli penge ddemi modelleri kullanilarak degerlendirilmistir.
H.sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometan ve metanollii ekstreleri en yliksek
aktiviteyl gostermistir. Biyolojik aktiviteyle yonlendirilmis fraksiyonlama teknigi kullanilarak en
yiiksek aktivtenin gozlendigi ekstrelerden etkili bilesiklerin izolasyonu amaciyla her iki ekstre de
ayr1 ayr kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmistir. Fraksiyonlarin antienflamatuvar etkisi
karagenin ve PGE2 nedenli penge 6demi modelleri ile test edilmistir. Ekstrelerin seratonin nedenli
pence 6demi modelinde anlaml bir aktivite gostermemesi nedeniyle fraksiyonlarin aktivitelerinin
degerlendirilmesinde bu model kullamlmamustir. Fraksiyonlardan en yliksek aktivite gosterenler
secilerek semi-preparatif yiiksek performansli sivi kromatografisi kullanilarak bes kumarin tiirevi
izole edilmistir. Bilesiklerin yapilar1 gesitli spektroskopik yontemler (NMR, MS) kullanilarak
aydinlatilmis  ve heraklenol-3"-0-f-glikozit, heraklenol, byakangelisin, byakangelisin-3"-O-f3-
glikozit ve meranzin hidrat III olarak tammlanmistir. Izole edilen bilesiklerin antienflamatuvar
etkileri ayni test modelleri kullanilarak test edilmis, heraklenol-3"-0-f-glikozit bilesigin her iki
antienflamatuvar aktivite test modelinde de kontrol grubuna gore dnemli dl¢iide etkili oldugu, aym
zamanda bilesigin etkisinin ekstrenin etkisinden daha yiiksek oldugu bulunmustur.
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Evaluation of Antiinflammatory Activity of Some Heracleum Species Growing in
Turkey and Investigation of Antiinflammatory Compounds

Heracleum is one of the widest genus belongs to Apiaceae family and distributed naturally in
northern hemisphere and especially in Eurasia. This genus species have importance as medicinal
plant due to their different utilization in folk medicines besides their usage as a spice and as a food.
Heracleum species are recorded for their anti-inflammatory usage in Traditional Chinese Medicine
and in some countries where they grow naturally. In Turkish folk medicine, they are used for
diarrhea, dysentery, sunstroke, infertility, gastrointestinal disorders, hemorrhoid, asthma, bronchitis,
rheumatism, cancer, diabetes, wound, headache. Earlier phytochemical studies have revealed that
Heracleum genus contains essential oil, flavonoid, phenylpropanoid, iridoid, polyacetylene, fatty
acid as well as coumarins, as in most of the Apiaceae family members. Many studies displayed the
anti-inflammatory activity of coumarins besides their numerous biological activities. In this study,
anti-inflammatory activities of four Heracleum taxa; H. sphondylium subsp. ternatum (Velen.),
Brummit, H. sphondylium subsp. montanum ( Schleicherex Gaudin) Briquet, /1. sphondylium subsp.
cyclocarpum (C.Koch) Davis, H. paphlagonicum Czeczott (endemic) which were used for anti-
inflammatory purposes and rheumatic disease in folk medicine and enriched in coumarin derivatives
were evaluated for their anti-inflammatory activities and active compound (s) responsible for the
activity were isolated. Antiinflammatory activities of dichloromethane and methanolic extracts of
Heracleum species roots and aerial parts were evaluated by using carrageenan-induced paw edema,
prostaglandin E2 (PGE2) induced paw edema, and serotonin-induced paw edema models. /1
sphondylium subsp. cyclocarpum toots, dichloromethane and methanolic extracts were determined
as the most bioactive extracts. Bioactivity-guided fractionation was used to reveal responsible
compounds for anti-inflammatory activity and active fractions were subjected to column
chromatography separately. Antiinflammatory activities of fractions were tested with carrageenan
and PGE2 induced paw edema test models. Serotonin induced paw edema model was not used for
evaluation of fractions anti-inflammatory activity by the reason of results for extracts were not found
to be remarkable. Five coumarin derivatives were isolated from the active fractions of extracts by
using semi-preparative high performance liquid chromatography,  subsequently. Structure
clucidations of the compounds were carried out by spectroscopic methods (NMR, MS) and the
compounds were identified as heraclenol, heraclenol-3"-O-f-glucoside, byakangelicin,
byakangelicin-3"-O-f-glucoside ve meranzin hydrate I11. The isolated compounds were tested for
their anti-inflammatory activity and heraclenol-3"-O-#-glucoside was found to inhibit the
carrageenan and PGE2 induced edema significantly as compared to the control group and the
activity of the compound have been found higher than the extracts,
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2. Amag¢ ve Kapsam

Proje halk arasinda farkli amaglar yaninda antienflamatuvar etkisi nedeniyle kullanimi olan ve Cin
Tibbinda antienflamatuvar ozellikleri nedeniyle hastaliklarin tedavisinde kullanmilan ve ayrica
antienflamatuvar etkileri bilinen kumarinler acisindan zengin Heracleum cinsine ait dort farkh
takson olan; Heracleum sphondylium subsp. ternatum (Velen.) Brummit, Heracleum sphondylium
subsp. montanum (SchleicherexGaudin) Briquet, Heracleum sphondylium subsp. cyclocarpum
(C.Koch) Davis, Heracleum paphlagonicum Czeczott toprak istli kisimlarmin ve koklerinin
antienflamatuvar etkilerinin in vivo yontemlerle aragtirilmasimi ve bu aktiviteden sorumlu olan
bilesiklerin BAYF (Biyolojik Aktiviteyle Yonlendirilmis Fraksiyonlama) yontemi kullanilarak izole
edilmesi ve bu maddelerin yapilarimin aydinlatilarak ortaya konmasim amaglamigtir.

g3 Materyal ve Yontem
Bitkisel Materyal

Bitkisel materyal olarak segilen H. sphondylium subsp. cyclocarpum, H. sphondylium subsp.
montanum, H. sphondylium subsp. ternatum, H. paphlagonicum Cizelge 1°de verilen lokalitelerden,
belirtilen tarihlerde toplandi. Herbaryum &rnekleri preslenerek kurutuldu. Ornekler Prof. Dr. Hayri
Duman ve Prof. Dr. Ahmet Duran tarafindan teshis edilerek Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryum’una (AEF) kaldinldi. Bitkilerin toprak tistii kisimlani ile kokleri ayrilarak dencysel
calismalarda kullanilmak iizere oda sicakhiginda kurutuldu ve toz edildi.

Cizelge 1. Heracleum tiirlerinin toplandig: lokaliteler

Bitki Lokalite Toplanma Herbaryum
tarihi numarasi

A8, Artvin-Murgul

Orman i¢i, 2136m

41°14'3" K

41933'6" D

A4, Karabiik-Yenice

Orman i¢i, dere kenari, 1000m

41°10'27.2964" K

32°20'47.1258" D

B4, Ankara-Kirikkale yolu

Dere kenari, 900m

39°56'8" K

33°1'18" D

A4, Cankiri-llgaz

Dere kenari, 1753m

41°4' 23" K

33°44' 19" D

H. sphondylium subsp. cyclocarpum Temmuz, 2018 AEF 28812

H. sphondylium subsp. montanum Haziran, 2018 AEF 28814

H. sphondylium subsp. fernatum Haziran, 2018 AEF 28809

H. paphlagonicum Haziran, 2018 AEF 28815

Deney Hayvanlan

Antienflamatuvar etki testlerinde kullanilan Balb-c erkek fareler (20-25 g) Kobay Deney Hayvanlari
Laboratuvari’ndan temin edildi ve aktivite calismalar1 Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda
yiiriitiildii (Etik kurul: Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari 408-.23.09.2019).

Deney ortamina uyum saglayabilmeleri igin en az 48 saat laboratuvar ortaminda bekletilen hayvanlar
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bu siire boyunca pelet yem ve su ile beslendi. Deneye baslamadan 24 saat 6nce su serbest birakilarak
vem kesildi. Her bir deney grubunda altisar hayvan kullanild.

Ydintem

Fitokimyasal Calismalar

Ekstraksiyon

Diklorometanh Ekstrelerin Hazirlanmasi

Bitkisel materyal diklorometanla oda sicakliginda 24 saat boyunca masere edildi. 24 saat sonunda 1
saat ultrasonik banyoda kanstirilarak pileli siizgeg kagidindan siiziildi.  Stiziilen ekstreler
rotavaporda diisiik basmg altinda 35-40 °C’de yogunlastirildi. Bu islem her materyal i¢in 5 giin
siiresince tekrar edildi. Ekstrelerin % verimleri hesapland: ve aktivite testleri igin ayrildi.

Metanollii Ekstrelerin Hazirlanmasi

Diklorometan ekstraksiyonunun tamamlanmasimn ardindan kalan bitkisel materyal kurutuldu ve
metanol ile 24 saatlik maserasyona birakildi. 24 saat sonunda 1 saat ultrasonik banyoda karistiridi.
Ekstreler pileli stizgeg kagidindan siiziilerek, bu iglem 5 giin boyunca tekrarlandi. Suiziintiiler
birlestirilerek diisiikk basing altinda 35-40 °C’de uguruldu. Elde edilen ham ekstreler liyofilize
edilerek suyundan kurtarildi. Ekstre verimleri hesaplanarak biyolojik aktivite testlerine tabi tutuldu.

IKromatografi Cahismalan
ince Tabaka Kromatografisi Uygulamalar

Ekstraksiyon ¢alismalari sonucunda elde edilen ekstreler silikajel 60 F254 (Merck, 1.05554) kaph
hazir plaklar tizerinde incelendi. Diklorometanli ekstrelerde ¢oziicti sistemi olarak n-
hekzan:etilasetat (8:2) kullanildi. Ekstrelerin uygulandig: plak ayni ¢6ziicii sistemi igerisinde iki kez
yiiriitiildii. Metanollii ekstreler igin ise etilasetat:metanol:su (80:13,5:10) sistemi mobil faz olarak
kullamildi. Plaklar 256 ve 366 nm UV 1s1ifn altinda incelendikten sonra, vanilin-silfirik asit
reaktifiyle muamele edilerek 110 °C'lik etiivde bekletildi ve lekeler tespit edildi.

H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinden hazirlanan diklorometan ve metanollii ekstrelerin
en iyi ayrildig ¢oziicii sistemini tespit edebilmek igin farkl ¢oziicii karisimlan denendi (Cizelge 2).

Cizelge 2. H sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinden hazirlanan diklorometan ve metanollii
ekstrelerinin incelenmesinde kullanilan ¢oziicti sistemleri

Diklorometanl ekstre icin kullamlan ¢oziicii sistemleri Metanollii ekstre i¢in kullanilan ¢oziicii sistemleri

Diklorometan:metanol (8:2) Etilasetat:metanol (5:5)
n-Hekzan:etilasetat (8:2) ~ [Etilasetat:metanol (6:4)
n-Hekzan:etilasetat (7:3) Etilasetat:metanol (7:3)
n-Hekzan:etilasetat (6:4) Etilasetat:metanol (8:2)

Etilasetat:metanol (9:1)
Etilasetat:metanol:su (100:13,5:10)
Etilasetat:metanol:su (90:13,5:10)
Etilasetat:metanol:su (80:13,5:10)
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Kolon kromatografisi uygulamalarindan elde edilen fraksiyonlarin ITK analizleri silikajel 60 normal
faz plaklar tizerinde gerceklestirildi. Diklorometan ekstresinden elde edilen fraksiyonlar igin n-
hekzan:etilasetat (8:2), n-hekzan:etilasetat (7:3), n-hekzan:ctilasetat (6:4) ve etilasetat:metanol:su
(80:13,5:10) ¢oziicii sistemleri kullamldi. Metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonlar ise
kloroform:metanol:su (65:25:4) ¢oziicii sisteminde yiiriitiillerek incelendi. Plaklar UV254 ve UV366
151k altinda incelendikten sonra vanilin-siilfirik asit reaktifi puskiirtiilerek 110 °C'lik etiivde lekeler
oozleninceye kadar 1sitma islemi uyguland.

izole edilen maddeler, izole edildikleri fraksiyonlar ile silikajel ITK plagina uygulanarak ekstrelerin
ITK analizlerinde kullanilan ¢oziicii sistemleri ile kontol edildi.

Kolon Kromatografisi Uygulamalar:

Antienflamatuvar etkiden sorumlu olabilecek bilesikleri izole etmek igin en yiiksek aktivitenin
poriildiigii ekstreler olan H. sphondylium subsp. cyclocarpum bitkisinin toprak altindan hazirlanan
diklorometan ve metanollii ekstreler ayr1 ayn kolon kromatografisine uygulandi. Adsorban olarak
silikajel 60 (230-400 mesh, 0.040-0.063 mm, Merck ASTM) kullanild1.

Diklorometanh Ekstrede Silikajel Kolon Uygulamalan

Silikajel 350 gram tartildi ve hekzanla karigtinilarak 5 x 80 cm biiyiikliigtinde kolona dolduruldu. A.
sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometanli ekstresi (14,4003 g) aym miktarda
silikajel ile kangtirilarak kurutuldu ve kolona kuru halde tatbik edildi. n-Hekzan:etilasetat (8:2)
coziicii sistemi ile eliisyona baslandi. 200-250 ml hacimde 121 fraksiyon toplandi. Sonrasinda
diklorometan:metanol (8:2) ¢dziicli sistemine gegilerek 200-250 ml hacimlerde 8 fraksiyon toplandi.
En son metanol ile eliisyon yapilarak toplam 140 fraksiyon elde edildi ve eliisyon bitirildi. Elde
edilen fraksiyonlar rotavaporda yogunlastirilarak ITK ve YPSK yontemleri ile kimyasal icerikleri
acisindan  kontrol edildi. Her iki kromatografik yontem ile elde edilen sonuglar birlikte
deperlendirilerek benzer kimyasal igerige sahip olan fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen
fraksiyonlar antienflamatuvar aktiviteleri i¢in test edildi.

Metanollii Ekstrede Silikajel Kolon Uygulamalar

Silikajel 350 gram tartildi ve etilasetatla karigtirilarak 5 x 80 cm biiyiikliigiinde kolona dolduruldu.
H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin metanollii ekstresi (21,0867 gr) aym miktarda
silikajel ile karigtrlarak kurutuldu ve kolona kuru halde tatbik edildi. Kolondan
etilasetat:metanol:su (80:13.5:10) ¢dziicii sistemi gegirilerek 200-250 ml hacimde 52 fraksiyon
toplandi. Ardindan kolon metanolle yikandi ve 9 metanollii fraksiyon toplandi. Elde edilen
fraksiyonlar rotavaporda yogunlastirnilarak ITK ve YPSK yontemleri ile kimyasal igerikleri
incelendi. Benzer kimyasal icerige sahip olan fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen fraksiyonlar
antienflamatuvar aktiviteleri igin test edildi.

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Uygulamalar

IAnalitik Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Uygulamalarn

Analitik YPSK analizleri Agilent 1260 G1315 DAD cihaz ile ACE 5 C18 (250 x 4,6 mm; 5 pl
partikiil bityiikligii) kolon kullanilarak yapild.

Hazirlanan ekstrelerin fitokimyasal igerikleri hakkinda 6n bilgi sahibi olabilmek i¢in Cizelge 3 ve
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Cizelge 4’te verilen analiz kogullari kullanilarak YPSK analizi yapildi. Kumarin, flavonoit ve
fenolik asit icerikleri kalitatif ve kantitatif olarak arastirildi. Kumarin standardi olarak angelisin,
bergapten, ksantotoksin, ostol, edulisin III, edulisin IV, umbelliferon, imperatorin, izoimperatorin,
deltoin, kolumbianetin, izoepoksipteriksin; flavonoit standardi olarak amentoflavon, apigenin,
apigenin-7-O-f-glikozit, hiperozit, izokersetin, kemferol, kersetin, luteolin, luteolin-7-0O-f-glikozit,
viteksin-2"-O-ramnozit; fenolik asitlerden ise ferulik, gallik, kafeik, kinik, sinapik, siringik, vanilik
asit kullamldi. Diklorometanli ekstrelerde kalitatif olarak tespit edilen ksantotoksin, imperatorin,
angelisin, bergapten ve ostol igin kantitatif analiz yapildi. Ksantotoksin, imperatorin, angelisin, ve
ostoliin 0,025; 0.05; 0,1; 0,25 ve 0,5 mg/ml; bergaptenin ise 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0.,1; 0,25 ve
0,5 mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanarak YPSK cihazina tiger kez enjekte edildi.
Furanokumarinlerin 254 nm; ostoliin 330 nm’deki pik alanlar1 konsatrasyonlarina karsi grafige
oecirilerek kalibrasyon grafikleri ve denklemleri elde edildi. Ekstreler 10 mg/ml konsantrasyonlarda
hazirlanarak 0,45 pm membran filtreden siiziildii ve YPSK cihazina liger kez enjekte edildi.

Tespit edilen standart maddelerin Limit of detection (LOD) ve Limit of quantitation (LOQ) degerleri
sinyal/giiriiltii oram sirasiyla 3 ve 10 olacak sekilde hesaplanarak {i¢ giin boyunca 6’sar kez cihaza
enjekte edildi.

Cizelge 3. Diklorometanl ekstrelerin YPSK analizlerinde kullamlan gradient eliisyon sistemi

Zaman (dk)* %0,2 o-fosforik asitMetanol (%) Akis Hizn (mL/dak) Kolon sicakhg (°C)
iceren bidistile su (%)

0 55 45 0,5 40°C

5 34,5 65.5 0,5 40°C

25 33,5 67,5 0,5 40°C

30 0 100 0,5 40°C

35 0 100 0,5 40°C

*post time: 5 dk

Cizelge 4. Metanollii ekstrelerin YPSK analizlerinde kullanilan gradient eliisyon sistemi

Zaman (dk)* %0,2 o-fosforik Asetonitril (%) Metanol (%) Akis Hiz1nKolon  sicakhii
asit iceren (mL/dak) 0
bidistile su (%)

0 90 10 0 1 40°C

35 0 100 0 1 40°C

35,01 0 0 100 1 40°C

40 0 0 100 1 40°C

*post time: 5 dk
Diklorometanli ekstreden elde edilen fraksiyonlar igin Cizelge 5: metanollii ekstreden elde edilen
fraksiyonlar igin Cizelge 6’da verilen analiz kosullari ile akis sistemleri kullanildi.
izole edilen maddelerin saf olup olmadigini anlayabilmek ve izole edildikleri fraksiyonlarla
karsilastirabilmek i¢in Cizelge 6°da verilen akig sistemi kullamlarak YPSK analizleri yapildi.

Semi-Preparatif Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Uygulamalan

Preparatif YPSK ¢aligmalari, Agilent 1260 G1315 DAD cihazi ile ACE 5 C18 (250 x 4,6 mm; 5 ul
partikiil biiyiikliigii) kolon kullanilarak yapilda.

Diklorometanh ekstrenin en aktif bulunan fraksiyonu 127-140 i¢in Cizelge 7; metanollii ekstrenin en
aktif bulunan fraksiyonu 1-10 i¢in Cizelge 8’de verilen akis sistemleri kullanildi. Semi-preparatif YPSK
calismalarinda kolon firimi kullamilmadi.
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(Cizelge 5. Diklorometanli ekstreye ait fraksiyonlarin YPSK analizlerinde kullanilan gradient eliisyon
sistemi

Zaman (dk)*  %0,2 o-fosforik Asetonitril (o)  Metanol (%) Akis HiziKolon  sicakhgy
asit iceren (mL/dak) °0)
bidistile su (%)

0 60 40 0 1 40°C

25 15 85 0 1 40°C

25,01 0 0 100 1 40°C

30 0 0 100 1 40°C

*post time: 5 dk

Cizelge 6. Metanollii ekstreye ait fraksiyonlarm YPSK analizlerinde kullanilan gradient eliisyon sistemi

Zaman (dk)* %0,2 o0- Asetenitril Metanol (%) Akis Hiz1Kolon
fosforik  asit(%) (mL/dak) sicakhgi (°C)
iceren bidistile
su (%)

0 90 10 0 1 40°C

20 40 60 0 1 40°C

20,01 0 0 100 1 40°C

25 0 0 100 1 40°C

*post time: 5 dk

Cizelge 7. Diklorometanl ekstrenin aktif fraksiyonu (127-140) i¢cin semi-preparatif YPSK
calismalarinda kullanilan gradient eliisyon sistemi

Zaman (dk)* Bidistile su (%) Asetonitril (%) Metanol (%) Akis Hizi (mL/dak)
0 90 10 0 1,5
20 47,5 52,5 0 1,5
20,01 0 0 100 1,5
26 0 0 100 1,5

*post-time: 4 dk

Cizelge 8. Metanollii ekstrenin aktif fraksiyonu (1-10) i¢in semi-preparatif YPSK ¢aligmalarinda
kullanilan gradient eliisyon sistemi

Zaman (dk)* Bidistile su (%) Asetonitril (%) Metanol (%) Akis Hizi (mL/dak)
0 70 0 30 1,5

5 47 0 53 1,5

5,01 47 0 53 1,2

11,00 443 0 55,7 1,2

11,01 0 100 0 1

12 0 100 0 1

12,01 0 0 100 1

18 0 0 100 1

*: post-time: 3 dk

izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini

Semi-preparatif YPSK ile izole edilen maddelerin yapi tayini i¢in KS, 'H-, *C- ve 2D NMR (HMBC,
COSY, TOCSY, HSQC) teknikleri kullanildi.
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Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Bilesiklerin détorometanol (MeOD) ve détorokloroform (CDCl3) iginde hazirlanan ¢ozeltilerinin 'H-
NMR ve *C-NMR ayrica HMBC. COSY., TOCSY. HSQC spektrumlari Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Merkez Laboratuvari II’de bulunan Varian Mercury 400, 400 MHz High Performance Digi
NMR Spektrometre cihazi kullanilarak alindi.

Kiitle Spektroskopisi

izole edilen bilesiklerin kiitleleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari II’de
bulunan Waters 2695 Allia Micromass ZQ marka Sivi kromatografisi (KS)-Kiitle spektrometresi cihazi
ile slgiildii. Ornekler metanol iginde ¢oziiliip, diliie edildikten sonra asagida verilen sartlar altinda
analizler yapildi.

SK/KS Sartlar

YPSK Sistemi : Waters Alliance
Kolon :C-18

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

Akis Hizi : 0,5mL/dak
Sicaklik :25°C

Enjeksiyon Hacmi : 10 pl

Antienflamatuvar Etki Cahsmalar

Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlamanin ilk basamaginda hazirlanan ekstrelerin aktiviteleri
karagenin, PGE2 ve serotonin nedenli arka penge ddemi modelleri kullanilarak test edildi. Sonuglar
karsilastirtlarak aktif ekstre/ekstreler tespit edildi. Serotonin nedenli enflamasyonda, ekstrelerde kayda
deger sonuglar elde edilmedigi i¢in, bu test fraksiyonlara ve izole edilen maddelere uygulanmadi. Test
edilen tiirler igerisinde H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometan ve metanollii
ckstrelerinin aktivitesinin en yiiksek oldugunun belirlenmesi sonucunda daha ileri ¢alismalar icin bu
ekstreler tercih edildi ve kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarin ayrica en yiiksek
aktivitenin gozlendigi fraksiyonlardan elde edilen saf maddelerin antienlamatuvar etki tayinleri
karagenin ve PGE2 nedenli enflamasyon modelleri kullamlarak yapildi.

Test Numunelerinin Hazirlanmasi

Ekstreler %0.5°1ik karboksimetil seliiloz (CMC) iginde siispanse edilerek farelere 100 mg/kg dozda
pastrik gavaj ile oral olarak uygulandi. Kontrol grubundaki farelere yalmzca %0,5’lik CMC uygulandi.
Referans madde olarak kullanilan indometazin (Nobel) %0.5°lik CMC iginde ¢oziilerek 10 mg/kg dozda
uygulandi. Test ¢ozeltileri ve referans maddenin uygulanmasindan sonra, karagenin, prostaglandin E2
ve serotonin ayr ayn uygulanarak enflamasyon olusturuldu.

Karagenin Nedenli Arka Pencge Odemi

50 mg karagenin (Sigma Co., No: C-1013) 2,5 ml serum fizyolojik igerisinde siispanse edildi.
Hayvanlarin sag arka ayaklarimin subplantar dokularina 25 ul karagenin soliisyonu, sol arka ayaklarinin
subplantar dokularina ise kontrol amagh serum fizyolojik soliisyonu enjekte edilerek 6dem olusturuldu.
Mikrometrik kumpas (Ozaki Co.. Tokyo, Japan) kullanilarak her bir ayagin sisme kalinligi 90 dakika
araliklarla 6 saat boyunca olgiildii. Sag ve sol penge kalinligi arasindaki fark enflamasyon seviyesi
olarak degerlendirildi. Her bir grubun ortalamas: karsilagtinlarak istatistiksel olarak analiz edildi (Toker
ve ark., 2004 ve Yesilada ve Kiipelt, 2002).
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Prostaglandin E2 Nedenli Arka Pence Odemi

5 ug PGE2 (Fluka Chemie AG, Art. 82475) 5 ul Tyrode’ ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildi. Hayvanlarin sag arka
ayaklarinin subplantar dokularma 5ul PGE2 ¢ozeltisi, sol arka ayaklarinin subplantar dokularima ise
kontrol amach 5 pl Tyrdoe® ¢ozeltisi enjekte edilerek 6dem olusturuldu. Sag ve sol ayaklardaki sigme
farklart mikrometrik kumpas kullanilarak 15 dakika araliklarla 75 dakika boyunca 6lgiildii. Test ve
kontrol gruplarn arasmdaki sisme farklari karsilagtirilarak analiz edildi (Kipeli ve Ereil, 2009 ve
Yesilada ve Kiipeli, 2007).

Serotonin Nedenli Arka Pence Odemi

S g serotonin kreatinin siilfat (Merck, Art. 7768) 5 pl Tyrode® ¢ozeltisinde ¢oziildi. Hayvanlarin sag
arka ayak subplantar dokularina 5 pl serotonin ¢dzeltisi, sol arka ayak subplantar dokularina ise 5 pl
Tyrode’ ¢ozeltisi uygulandi. Penge odemleri mikrometrik kumpas ile 6lgiilerek test ve kontrol

oruplarinin ortalamalari kargilagtirildi. Olgtimler 6 dakikada bir 30 dakika boyunca yapildi (Erdemoglu
ve ark., 2009 ve Kiipeli ve ark., 2002).

Deney Sonuclarmmn Istatistiksel Degerlendirilmesi

Deney sonuglarnin istatistiksel degerlendirmesi ANOVA testi ile yapildi. Standart hatalar *:p<0,05]
#%:p<0,01 ve ***:p:<0,001 olarak ifade edildi.

4. Analiz ve Bulgular

Fitokimyasal Cahsmalara Ait Bulgular

Ekstraksiyon Cahsmalarina Ait Bulgular

H. sphondylium subsp. cyclocarpum, H. sphondylium subsp. montanum, H. sphondylium subsp.
rernatum, H. paphlagonicum kok ve toprak iistii kisimlarindan hazirlanan diklorometan ve metanollii
ckstrelerin verimleri Cizelge 9°da verilmistir.

Cizelge 9. Heracleum tiirlerinden elde edilen diklorometan ve metanollii ekstrelerin ytizde verimleri

Bitki Ad Kullanilan Diklorometanh  ekstre-% Metanollii ekstre-% verim
kisim verim (g/g) (g/g)
H. sphondylium subsp. ternatum K 3,90 : 8,69
T 4,39 537
H. sphondylium subsp. cyclocarpum K 4,18 6,21
T 2,28 7,54
H. sphondylium subsp. montanum K ) 1,35 7.17
T 3473 7,11
H. paphlagonicum K 202 6,30
T 2,12 9,51

K: Kok, T: Toprak usti

Ekstrelerin biyolojik aktivite testleri yapildiktan sonra en aktif ¢ikan ekstreler, H. sphondylium subsp.
cvelocarpum koklerinin diklorometan ve metanollii ekstreleri olarak belirlendi ve ¢aligmalara bu
ckstreler ile devam edildi. Izolasyon calismalarinda kullanilmak tizere H. sphondylium subsp.
cvelocarpum koklerinden, 225,64 g bitkisel materyalden hareketle 8.0583 g diklorometanli, 17.8045 g
metanollii ekstre hazirlandi.
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Rromatografi Cahsmalarina Ait Bulgular
ince Tabaka Kromatografisi Cahsmalarma Ait Bulgular

Ekstrelerin fitokimyasal icerikleri hakkinda bilgi sahibi olabilmek ve en iyi ayrmin gorldigii ¢oziicii
sistemini/sistemlerini saptayabilmek icin ITK ¢alismalari yapildi. Diklorometanli ekstreler igin 7+
hekzan:etilasetat (8:2) ¢oziici sistemi; metanollii ekstrelerin ise etilasetat:metanol:su (80:13,5:10)
coziicii sistemi ile elde edilen ITK kromatogramlari Sekil 1 ve 2°de gosterilmistir.

Sekil 1. Heracleum tiirlerinin diklorometanlh ekstrelerinin ITK uygulamalari. 254 nm ve 366 nm 151k ile
H»SO04-Vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonraki kromatogramlari. Swrastyla; H. paphlagonicum
kok ekstresi (1); H. paphlagonicum toprak istii ekstresi (3); H. sphondylium subsp. ternatum Kok
ckstresi (5); . sphondylium subsp. ternatum toprak tstii ekstresi (7); H. sphondylium subsp. montanim
kok ekstresi (9); H. sphondylium subsp. montanum toprak st ekstresi (11); H. sphondylium subsp.
cvelocarpum kok ekstresi (13); H. sphondylium subsp. cyclocarpum toprak istli ekstresi (15).
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Sekil 2. Heracleum tiirlerinin metanollii ekstrelerinin [TK uygulamalari. 254 nm ve 366 nm ik ile
H>SOs-Vanilin reaktifi ile mualeme edildikten sonraki kromatogramlar. Sirasiyla; H. paphlagonicum
kok ekstresi (2); H. paphlagonicum toprak istii ekstresi (4); H. sphondylium subsp. ternatum Kok|
ckstresi (6); H. sphondylium subsp. ternatum toprak tstii ekstresi (8); H. sphondylium subsp. montanum
kok ekstresi (10); H. sphondylium subsp. montanum toprak Ustli ekstresi (12): /1. sphondylium subsp.
cyclocarpum koK ekstresi (14); H. sphondylium subsp. cyclocarpum toprak ustii ekstresi (16).

Diklorometanh ekstrenin silikajel kolonda eliisyonundan elde edilen fraksiyonlar [TK plaklart iizerinde
i-hekzan:etilasetat (8:2), n-hekzan:etilasetat (7:3), n-hekzan:etilasetat (6:4) ve etilasetat:metanol:su
(80:13.5:10) ¢oziicii sistemleri ile analiz edildi. Diklorometanli ekstreye ait kromatogramlar $ekil 3
10’da gosterilmistir.
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Sekil 3. H  sphondylium subsp. cyclocarpum  koklerinin  diklorometanh  ekstresinin  kolon
kromatografisiyle elde edilen fraksiyonlarimin ITK kromatogramlart (Fraksiyon 1-20). Silikajel plaklar
iizerinde n-hekzan:etilasetat (8:2) ¢oziicii sistemiyle yiiriitiilerek UVass, UVage 151k altinda ve H2SO4
vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonra.
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Sckil 4. . sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometanli ekstresinin  kolon
lkromatografisiyle elde edilen fraksiyonlarimin ITK kromatogramlar (Fraksiyon 20-39). Silikajel plaklan
iizerinde n-hekzan:etilasetat (8:2) ¢oziicii sistemiyle yiiriitiilerek UVasa, UV3g6 151k altinda ve H2SO04-
vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonra
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Sekil 5. H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin  diklorometanh ekstresinin  kolon
kromatografisiyle elde edilen fraksiyonlarmin ITK kromatogramlari (Fraksiyon 39-58). Silikajel plaklar
iizerinde n-hekzan:etilasetat (7:3) ¢oziicii sistemiyle yiiriitillerek UV2ss, UV3es 151k altinda ve H2SOu-
vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonraki ITK kromatogramlari
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Sekil 6. H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin  diklorometanli ekstresinin  kolon
kromatografisiyle elde edilen fraksiyonlarimn ITK kromatogramlari (Fraksiyon 58-77). Silikajel plaklan
iizerinde n-hekzan:etilasetat (7:3) ¢oziicti sistemiyle yiiriitiilerek UVas4, UV3es 151k altinda ve H2SO4-
vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonra
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Sekil 7. H.  sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometanli ekstresinin  kolon
lkromatografisiyle elde edilen fraksiyonlarinin ITK kromatogramlari (Fraksiyon 77-96). Silikajel plaklan
iizerinde n-hekzan:etilasetat (7:3) ¢oziicti sistemiyle yiiriitiilerek UVasa, UV 151k altinda ve HaSO4-
vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonra.
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Sekil 8. /. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin - diklorometanli  ekstresinin  kolon
kromatografisiyle elde edilen fraksiyonlarinin ITK kromatogramlari (Fraksiyon 96-115). Silikajel
plaklar tizerinde n-hekzan:etilasetat (7:3) ¢oziicii sistemiyle yiiriitiillerek UVasa, UViee 151k alunda ve
H,SO4-vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonra
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Sekil 9. H.  sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin  diklorometanli  ckstresinin  kolon
kromatografisiyle elde edilen fraksiyonlarinin ITK kromatogramlari (Fraksiyon 115-134). Silikajel
plaklar tizerinde n-hekzan:etilasetat (6:4) ¢oziicti sistemiyle yiiriitiilerek UVass, UV3es 151k altinda ve|
H»SO4-vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonra
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Sekil 10. H.  sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometanli  ekstresinin  kolon
kromatografisiyle elde edilen fraksiyonlarimin 1TK kromatogramlari (Fraksiyon 124-140). Silikajel
plaklar iizerinde etilasetat:metanol:su (80:13.5:10) ¢oziicii sistemiyle yiiriitiilerek UVas4, UV 151k ve
H>SO4-vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonra

Metanollii ekstresinden elde edilen fraksiyonlar silikajel kapli plaklar tizerinde kloroform:metanol:su
(65:25:4) ¢oziicii sisteminde yiiriitiilerek incelendi. Kromatogramlar Sekil 11-13°de verilmistir.
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Sekil 11. H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin metanollii ekstresinin kolon kromatografisiyle
elde edilen fraksiyonlarmin ITK kromatogramlan (Fraksiyon 1-20). Silikajel plaklar iizerinde
kloroform:metanol:su  (65:25:4) ¢dziici sistemiyle yiiriitiilerek UVass, UVaee 151k ve H2SO4-vanilin
reaktifi ile muamele edildikten sonra.
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Sekil 12. H sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin metanollii ekstresinin kolon kromatografisiyle
elde edilen fraksiyonlariin ITK kromatogramlarn (Fraksiyon 20-39). Silikajel plaklar iizerinde
kloroform:metanol:su (65:25:4) ¢oziicii sistemiyle yiriitillerek UVass, UV3e6 151k ve HoSOs-vanilin
reaktifi ile muamele edildikten sonra.
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Sekil 13. H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin metanollii ekstresinin kolon kromatografisiyle
clde edilen fraksiyonlarmin ITK kromatogramlari (Fraksiyon 39-57). Silikajel plaklar iizerinde
kloroform:metanol:su  (65:25:4) ¢oziicii sistemiyle yiiriitiilerek UVazss, UVaee 151k ve H2SO4-vanilin
reaktifi ile muamele edildikten sonra.

izole edilen bilesikler ile bunlari igeren fraksiyonlara ait [TK kromatogramlar Sekil 14°te verilmigtir.
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Sekil 14. Izole edilen bilegikler ile bunlar igeren fraksiyonlara ait ITK kromatogramlari. Sirasiyla, C-1,
C-2. C-3, C-4. C-5. diklorometanl ekstrenin aktif fraksiyonu (127-140). metanollii ekstrenin aktil
fraksiyonu, Silikajel plaklar lizerinde etilasetat:metanol:su (80:13.5:10) ¢oziict sistemiyle yiriitiilerek
UVasa, UV 1851k ve HaSOs-vanilin reaktifi ile muamele edildikten sonraki ITK kromatogramlar
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Kolon Kromatografisi Uygulamalarma Ait Bulgular

Diklorometanh Ekstrenin Silikajel Kolon Uygulamalarma Ait Bulgular

H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinden hazirlanan diklorometanli ekstre 14.4003 g tartilarak
kolona uygulandi. n-Hekzan:etilasetat (8:2), diklorometan:metanol (8:2) ve %100 metanol ¢6ziicl
sistemleri ile eliie edilerek 140 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarm ITK ve YPSK analizleri sonucunda
benzer icerige sahip olanlar birlegtirilip tartild (Sekil 15).

1-13
(1,3861 g)
' 1422
(1,1058 g)
23-52
(1,7076 g)
5391
H. sphondylium subsp. (0,6282 g)
cyclocarpum 92-107 L
diklorometanh kék
0,1279 =
ekstresi (14,4003 g) 0,1279 g) i
.. (0,2233 g)
|— 124-126
(7.5851 g)

127-140
(1,0532 g)

Sekil 15. H sphondylium subsp. cyclocarpum diklorometanli kok ekstresinin silikajel kolon|
uygulamalari sonucu elde edilen fraksiyonlar

Metanollii Ekstrenin Silikajel Kolon Uygulamalarina Ait Bulgular
H, sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin metanollii ekstresi 21.0867 g olarak silikajel kolona

uygulandi. etilasetat:metanol:su (80:13,5:10) ve % metanol ile 61 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarin
iTK ve YPSK kromatogramlari incelenerek benzer fraksiyonlar birlestirildi ve tartild1 (Sekil 16).
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1-10
(4,6803 g)
11-24
H. sphondylium subsp.
cyclocarpam (2,7532 ¢)
metanolld kék
elstresi (21,0867 gr) 25-54
(5,6479 g)
55-61
(5,7257 g)

Sekil 16. H. sphondylium subsp. cyclocarpum metanollii kok ekstresinin silikajel kolon uygulamalari
sonucu elde edilen fraksiyonlar

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Uygulamalarina Ait Bulgular
Analitik Yiiksek Performans Svi Kromatoegrafisi Uygulamalarma Ait Bulgular

Diklorometanh ekstrelerin YPSK kromatogramlan ile tespit edilen maddelerin retansiyon zamanlar
Sekil 17-24’te verilmigtir.
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Sekil 17. H paphlagonicum diklorometanh kok ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 18. H. paphlagonicum diklorometanh toprak fistii ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 19. H. sphondylium subsp. fernatum diklorometanh kok ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 20. H sphondylium subsp. ternatum diklorometanh toprak ustil ekstresine ait YPSK|
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Sekil 21. H. sphondylium subsp. montanum diklorometanh kok ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 22. H. sphondylium subsp. montanum diklorometanl toprak (tistii ekstresine ait YPSK
kromatogrami
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Sekil 24. H. sphondylium subsp. cyclocarpum diklorometanli toprak dstii ekstresine ait YPSK
kromatogrami

H. paphlagonicum koklerinin diklorometanli ekstresinde angelisin ve bergapten; H. sphondylium subsp.,
ternatum koklerinin diklorometanli ekstresinde ksantotoksin ve bergapten; H. sphondylium subsp
montanum koklerinin diklorometanl ekstresinde ksantotoksin, angelisin ve bergapten; H. sphondylium
subsp. montanum toprak st kisumlarimin diklorometanli ekstresinde imperatorin ve bergapten; f.
sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin - diklorometanl  ekstresinde imperatorin, angelisin,
bergapten ve ostol tespit edildi ve kantitatif YPSK analizleri yapildi. Tespit edilen maddelere ait YPSK
kromatogrami Sekil 25°te verilmistir.
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Sekil 26. Ksantotoksin kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 27. Angelisin kalibrasyon grafigi ve denklemi

Sekil 25. Heracleum ekstrelerinde tespit edilen kumarinlerin YPSK kromatogramlarn

Tespit edilen kumarin tiirevlerine ait kalibrasyon grafikleri ve denklemleri $ekil 26-30"da verilmistir.
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Sekil 28. Bergapten kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 29. Imperatorin kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 30. Ostol kalibrasyon grafigi ve denklemi

Ekstrelerde maddelere ait pik alanlar1 kalibrasyon denklemlerinde yerine konularak her bir ekstredeki
maddelerin miktar1 hesaplandi. Madde miktarlari ile maddelerin LOD ve LOQ degerleri Cizelge 10°da
verilmistir,
Diklorometanli ekstrelerin kumarin icerikleri incelendifinde ksantotoksin, angelisin, bergapten,
imperatorin ve ostol varlig: goriildii. En yiiksek bergapten ve imperatorin icerigi H. sphondylium subsp.
cyelocarpum koklerinde (%0,49 mg/g ve %0.14 mg/g) tespit edildi. H. sphondylium subsp. cyclocarpum
koklerindeki ostol oram %0.05 mg/g olarak bulundu. H. sphondylium subsp. montanum kokleri en
yiiksek ksantotoksin igerigine (%0,06 mg/g), H. paphlagonicum kokleri ise en yiiksek angelisin|
icerigine (%0,04) sahip ekstreler olarak saptandi.
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Cizelge 10. Heracleum tirlerinde YPSK ile tespit edilen kumarin miktarlar

Bitki kisimlarindaki madde miktarlan (% mg/gr)

Ksantotoksin  Angelisin Bergapten Imperatorin Ostol
HPK - 0,0399+0,0001 0.0125+0.,0001 - -
HSTK  0,0361+0.0001 0.0089+0,0000 - -
HSMK  0,0586+0.0001 0.0380+0.0006 0.0010+0,0000 - -

HSMT - - 0.0047+0,0000 0,0238+0,0000 -

HSCK - 0,0218+0,0001 0,4982+0,0015 0,1411+0,0093 0,0522+0,0006
LOD 0,00079 0,00079 0,00044 0,00022 0,00559

LOQ 0.0024 0,0024 0,00147 0,00075 0,01863

HPK: H. paphlagonicum kok, HSTK: H. sphondylium subsp. ternatum kok, HSMK: H. sphondylium subsp. montanum Kok,
HSMT: H. sphondylium subsp. montanum toprak tstii, HSCK: H. sphondylium subsp. cyclocarpum kok

Metanollii ekstrelerin YPSK kromatogramlan Sekil 31-38’de verilmistir. Analizi yapilan flavonoit ve
fenolik asit tiirevlerine test edilen ekstrelerde rastlanmada.
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Sekil 31 H. pa Maqnmc um metanollu kok ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 32. H. paphlagonicum metanollli toprak {istii ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 33. H. sphondylium subsp. ternatum metanollii kok ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 34. H. sphondylium subsp. ternarum metanollii toprak iistii ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 35. H. sphondylium subsp. montanum metanollii k6k ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 36. H. sphondylzum subsp montanum metanollii toprak iistii ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sckil 37. H. sphondylium subsp. -:'_yclocwpum metanollii kok ekstresine ait YPSK kromatogrami
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Sekil 38. H. sphondylium subsp. cyclocarpum metanollii toprak Gstii ekstresine ait YPSK kromatogrami

Diklorometanli ekstrenin en yiiksek aktiviteye sahip 127-140 numarali fraksiyonuna ait YPSK
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tespit edilmigtir.

kromatogrami Sekil 39°da, metanollii ekstrenin aktivitesi en yiiksek fraksiyon grubu 1-10 numarali
fraksiyona ait YPSK kromatogramm Sekil 40°ta verilmistir, Kromatogramlarda ayrica izole edilen
bilesikler gdsterilmistir. iki fraksiyondan izole edilen bilegiklerin her iki fraksiyonda da bulundugu
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Sekil 39. Diklorometanh ekstrenin 127-140 numaral: fraksiyonuna ait YPSK kromatogrami
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Sekil 40. Metanolli ekstrenin 1-10 n

umaral fraksiyonuna ait YPSK kror;atograml

izole edilen maddelerin YPSK kromatogramlari ile UV spektrumlart Sekil 41-45°te gosterilmigtir.
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Sekil 41. C-1 bilesigine ait YPSK kromatogrami ve UV spektrumu

—TE O At R R e e e B R v

| — LT R A L T LG AL i N G R L L R

"Ni = mAU 7]
L i
: 2000 —:'\‘ .
1 K
20 1500 \'.\ 3 / \‘\I
roo0 4 v :
’ \ /
i ’.'
500 | — g Y
N\ \‘\.
g i : —
T ) T f0 ame  aip Is  ate  Hlw an
i
d 5 ﬁEL%ﬂ; L. .
— P i " ED ol
Sekil 42. C-2 bilesigzine ait YPSK kromatogrami ve UV spektrumu
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Sekil 43. C-3 bilesigine ait YPSK kromatogrami ve UV spektrumu
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Sekil 44. C-4 bilesigine ait YPSK kromatogramui ve UV spektrumu
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Sekil 45. C-5 bilesigine ait YPSK kromatogrami ve UV spektrumu

Semi-Preparatif Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Uygulamalarina Ait Bulgular

[, sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometanl ekstresine ait 127-140 numaraly
fraksiyondan semi-preparatif YPSK ile C-1 (20,97 mg), C-2 (22,02 mg) ve C-3 (11,68 mg) bilesikleri
izole edilmistir. Metanollii ekstrenin 1-10 numaral fraksiyonundan C-4 (48,56 mg) ve C-5 (15,13 mg)
bilesikleri izole edilmistir. C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 bilesiklerine ait izolasyon semasi Sekil 46’da
oosterilmistir.
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Kolon kromatografisi
Silikajel, n-
Diikfarometadia hekzancshilaseiat(8:2)
ekstraksiyon diklorometan:metanol
Heracleum sphondyiium : {8:2) metanol
subzp. cyclocarpum Diklorometanly Fr. 127-140
elctsre = S
Kok

Semi-preparatif YTOK, .

Asgtonitsilsu
Artik
Metanolle
ekstraksiyon c-2
(22,02 mg)
Metanolld ekizre
C-1
5 (20,97 mg)
Eolon kromatografisi
Silikajel, eiilaselatumatanelso
(80:13,5:10), metanct
c3
(11,68 mg)
Fr. 1-10
C-4
(48.56 mg)
Semi-preparatif YESK, .,
meianal-sy es
(15,13meg)

Sekil 46. H. sphondylium subsp. cyclocarpum kok ekstrelerinden izole edilen C-1, C-2, C-3, C-4 ve C-3
bilesiklerine ait izolasyon semasi
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Yap1 Tayini Cahsmalarina Ait Bulgular
(-1 Bilesiginin Yap1 Tayini
C-1 bilesigine ait kiitle spektrumu Sekil 47°da verilmistir. 'H ve °C NMR ile 2D NMR spektrumlari
Sekil 48-53’te verilmistir. C-1 bilesiginin 'H ve '*C NMR bulgularn Cizelge 11°de gosterilmistir.
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Sekil 47. C-1 bilesigine ait kiitle spektrumu
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Sekil 48. C-1 bilesigine ait 'H NMR spektrumu
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Sckil 49. C-1 bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Sekil 50. C-1 bilesigine ait HSQC spektrumu
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Sekil 51. C-1 bilesigine ait HMBC spektrumu
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Sekil 52. C-1 bilesigine ait COSY spektrumu
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Sekil 53. C-1 bilesigine ait TOCSY spektrumu
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Cizelge 11. C-1 bilesiginin 'H ve *C NMR bulgular

Kimyasal kayma Proton C o (ppm)
- - c-2 162,954
6,26 (1H, d, J= 10) H-3 C-3 115,168
7,90 (1H, d, J=9,6) H-4 C-4 146,936
7,44 (1H, s) H-5 C-5 115,168
- - C-6 128,115
- - C-7 149,482
- - C-8 133,334
- - C-9 144,605
- - C-10 118,115
7,77 (1H, 4, J=2) H-2' C-2' 148,720
6,84 (1H, d, J=2) H-3' C-3' 108,157
4,37 (1H, dd, J=8; 9,2); 4,67 (1H, dd, /=2,4; 10,4) H-1" C-1" 76,564
3,93 (1H, dd, J=2; 8) H-2" C-2" 77.829
- - C-3" 80,382
1,25 (3H, s) H-4" Cc-4" 24,933
1,25 (3H, s) H-5" C-5" 24,282
4,45 (1H, d, J= 8,0) H-1" c-1" 08.617
3,06 (1H, dd, J=8.,0; 9,2) H-2" c-2" 75,413
3,27 (1H, m) H-3™ C-3" 78,263
3,18 (1H, m) H-4"' Cc-4" 71,840
3,18 (1H, m) H-5"" C-5" 77,913
3,51 (1H, m), 3,71 (1H, dd, /=1,2; 11,2) H-6"" C-6" 62,970

C-1 bilesiginin 'H ve *C NMR spektrumlan incelendiginde (Cizelge 3.3.), 66,26 (1H, d, /= 10), 67,90
(1H, d, J= 9,6) ppm’lerde gozlenen karakteristik dubletler kumarin yapisin isaret etmistir. 162,954
ppm’de goézlenen karbon sinyali ise kumarin iskeletinin karbonil grubu i¢in karakteristik olup kumarin
yapisini dogrulamigtir. Bilesige ait diger aromatik protonlar 7,44 ppm’de singlet, 67,77 (J=2) ve 06,84
(J=2) ppm’de iki ayr1 dublet olarak gorilmiistir. 67,77 ve 56,84 protonlari ise kumarin halkasing
kondanse bir furan halkasmin varligim ortaya koymustur. Aromatik protonlann yani sira 94,37 (1H, dd,
J=8: 9.2); 64,67 (1H, dd, J=2,4; 10,4) ve 93,93 (1H, dd, J=2; 8) ppm’de aromatik olmayan proton
sinyalleri izlenmistir. 64,37 ve 04,67 ppm’lerde dubletin dubleti olarak goriilen proton sinyallerinin
kimyasal kaymalan goz 6niinde bulundurularak oksijen atomuna bagli -CH> grubuna ait oldugu
belirlenmis, HMBC spektrumunda §133,334 ppm’de gozlenen karbon sinyali ile etkilesimi oldugu
eoriilmiistiir. 63,06 ppm’de dubletin dubleti olarak gozlenen proton sinyalinin —CH> grubuna komsu
karbonda oldugu kimyasal kayma degeri ile anlasilmistir. 51,25 ppm’°de metil protonlarina ait iki singlet
gozlenmisti. HMBC verileri metil gruplarnin 680,382 ppm’deki karbona baglandigini gostermistir.
54,45 (1H, d, J= 8.0) sinyali f-konumundan bagli bir anomerik protonu isaret etmistir, HMBC
spektrumuna bakildiginda 698,617 karbonuna bagh bir ozun varhg anlasiimistir. '"H ve "*C NMR
bulgulari ozun glikoz oldugunu ortaya koymustur. Elde edilen bilgiler literatiir verileriyle (Niu ve ark..
0002) karsilagtirilarak C-1 bilesigi "heraklenol-3"-0-f-glikozit" olarak tayin edilmistir (Sekil 54).
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3
2
OH OH
Molekiil Adi Heraklenol-3"-0-f-glikozit
Molekiil Agirh 466
Molekiil Formiilii C22H26011
Ozelligi Sari, yagimsi

Sekil 54. C-1 bilesiginin yap: tayini bulgular

(-2 Bilesiginin Yap1 Tayini

C-2 bilesigine ait kiitle spektrumu ile 'H ve 'C NMR ile 2D NMR spektrumlar $ekil 55-61°de
verilmistir. '"H ve *C NMR bulgulan Cizelge 12°de sunulmustur. C-2 bilegiginin yapi tayini bulgular
Sekil 62°de gosterilmigtir.
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Sekil 56. C-2 bilesigine ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 57. C-2 bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Sekil 61. C-2 bilesigine ait TOCSY spektrumu

C-2 bilesiginin 'H ve *C NMR bulgular Cizelge 12°de gosterilmistir.
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Cizelge 12. C-2 bilesiginin 'H ve '*C NMR bulgulan

Kimyasal kayma Proton lc 6 (ppm)
- - C-2 163,842
6,12 (1H, d, J=9,2) H-3 C-3 113,226
7,76 (1H,d, J=9,2) H-4 C-4 146,546
7,38 (1H, d, J= 8,8) H-5 C-5 128,659
6.92 (1H, d, J= 8,8) H-6 C-6 109,177
- - C-7 162,679
- - C-8 117,294
- - C-9 154,885
- - C-10 114,510
2,83 (1H, dd, J=13,6; 2,4); 3,06 (1H, d, ~<10,4) [H-1' C-1' 26,269
3,68 (1H, dd, J=2,4; 10) H-2' C-2' 77,854
- - C-3' 81,600
1,29 (3H, s) H-4' C-4' 23,545
1,27 (3H, s) H-5' C-5' 23,404
4,45 (1H, d, J=7,6) H-1" C-1" 08,499
3,06 (1H, d, J=10) H-2" Cc-2" 75,534
3,25 (1H, m) (H-3" C-3" 78,311
3,18, (1H, m) H-4" C-4" 71,822
3,10 (1H, m) H-5" C-5" 77,968
3,57, (1H, dd, J=5,2; 12; 3,73, dd, J~1,2; 12) H-6" C-6" 62,939
3,83 (3H, s) 7-OCH3; 7-OCHs 56,913

C-2 bilesiginin 'H ve '*C NMR spektrumlan incelendiginde 21 C atomu igerdigi gortilmiigtiir. 5163,842
ppm’de gozlenen kumarin yapisinin karbonil grubuna ait karakteristik karbon sinyali ile 06,12 ve 67,76
ppm’lerde J=9,2 degeriyle gozlenen dubletler kumarin iskeletinin varligini ortaya koymustur. 07,38 ve
97,76 sinyalleri ise kumarin iskeletine ait diger aromatik protonlan isaret etmistir. 43,83 (3H, s) ppm’de
odzlenen metoksi sinyalinin HMBC spektrumunda 6162,679 ppm’deki karbon ile etkilestigi belirlenmis
ve metoksi grubunun iskelete 7. konumdan baglandigi anlasiimistir. Bir diger siibstitiisyonun ise iskelete
8 konumdan baglanan 26,269 sinyalinin temsil ettigi C-1" karbonu oldugunu, H-1" protonlarinin
HMBC spektrumunda §117,294 karbonuyla gosterdigi etkilesim ortaya koymustur. C-2 bilesiginin
TOCSY spektrumu incelendiginde 626,269 protonlarinin, 62,83 (1H, dd, J=13,6; 2,4) ve 03,06 (1H, d,
J=10,4), 577,854 protonuna komsu oldugu goriilmiistiir. 61,293 (3H, s) ve 61,271 (3H, s) sinyallerinin
temsil ettigi metil protonlan ile 2,83 (1H, dd, J=13,6; 2,4); 93,06 (1H, d, J=10,4); 63,68 (1H, dd, J=2.4;
10) sinyalleri iki oksijen atomu bagh alifatik butil grubunu gostermistir. 4.45 (1H, d, J=7,6) 0C 98.499
ppm’deki anomerik karbon sinyali seker tnitesinin varhgim ifade etmis, 'H ve "Csekerin glukoz
oldugunu dogrulamistir. Glukozun anomerik protonu 04,45 J=7,6 degeriyle  konumundan baglandigmn
gOstermistir. Literatiir verileri ile kargilagtirildginda C-2 bilesiginin 3'-O-$-glikozilmeranzin hidrat
oldugu ortaya ¢ikmistir ve meranzin hidrat III olarak isimlendirilmistir (Tian ve ark., 2019). C-2
bilesiginin yap: tayini bulgular Sekil 62°de verilmigtir.
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Molekiil Adx IMeranzin hidrat 111
Molekiil Agirhg 422

Molekiil Formiilii Caol122049

Ozelligi Sari. yagimsi

Sekil 62. C-2 bilesiginin yapi tayini bulgulari

C-3 Bilesiginin Yap: Tayini

C-3 bilesigine ait kiitle spektrumu ile 'H ve "C
verilmigtir.

NMR ile 2D NMR spektrumlari Sekil 63-69°da
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Sekil 63. C-3 bilesigine ait kiitle spektrumu
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Sekil 64. C-3 bilesigine ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 65. C-3 bilesigine ait ?°C NMR spektrumu
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Sekil 66. C-3 bilesigine ait HSQC spektrumu
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Sekil 68. C-3 bilesigine ait COSY spektrumu
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Sekil 69. C-3 bilesigine ait TOCSY spektrumu

C-3 bilesiginin 'H ve '>C NMR bulgulari Cizelge 13’te sunulmustur. 06,18 (1H, d, J= 10) sinyali
kumarin yapistmin H-3 protonunu, 48,13 (1H, d, J= 10) sinyali ise H-4 protonunu gostermistir, 07,72,
(1H, d, J=2) ve 67,12 (1H, d, J=2,4) protonlan ise diizlemsel furanokumarin yapisini isaret etmistir.
Metoksi grubuna ait §4.108 (3H, s) protonlart HMBC spektrumunda 9146,334 karbon sinyaliyle
etkilesmistir ve kumarin halkasina 5.konumdan bagli metoksi grubunun varlig1 ortaya konmustur. 64,51
(1H, dd, J=2.8; 10,4) ve 64,20 (1H, dd, J=8, 10,4) protonlar oksijen atomuna bagli bir -CH2 grubunu
postermisti. HMBC spektrumunda 9128,564 ppm’deki karbon sinyaliyle etkilesen —CHz protonlary
yapiun halkaya oksijen ile 8.konumdan baglandigini igaret etmistir. Dubletin dubleti olarak gizlenen
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53.92 (1H, dd, J=2.4; 7,6) protonunun kimyasal kayma degeri ve TOCSY etkilesimleri —CH> grubuna
bagli bir karbonda oldugu gdstermistir. 91,24 (3H, s) ve 61.24 (3H, s) ppm’de izlenen proton sinyalleri
ile HMBC etkilesimleri kuaterner karbona (880,397 ppm) bagli iki metil grubunun varligini
o$stermistir. Anomerik protona ait sinyal 04,45 (1H, d, J=7.6) ppm’de izlenmis ve 'H, 3C NMR|
bulgulari ile glikoz olarak tayin edilen ozun § konumundan baglandig1 ortaya konmustur. Bulgular C-
3'iin "byakangelisin-3"-O-f-glikozit" oldugunu gdstermistir ve literatiir verileriyle desteklenmistir
(Sekil 70) (Kim ve ark., 1992).

Cizelge 13. C-3 bilesiginin 'H ve *C NMR bulgular

Kimyasal kayma Proton C o (ppm)
- - C-2 162,270
6,18 (1H, d, = 10) -3 C-3 113,301
8,13 (1H, d, J/=10) [1-4 C-4 141,663
- - C-5 146,334
- - C-6 116,372
- - C-7 151,943
- - C-8 128,564
- - C-9 145,176
- - C-10 108,759
7,72 (1H, d, J=2) H-2' C-2' 147,188
7,12 (1H, d, J=2,4) H-3' C-3' 106,626
4,51 (1H, dd, /=2,8; 10,4); 4,20 (1H, dd, J=8, 10,4) H-1" Cc-1" 76,930
3,92 (1H, dd, J=2,4; 7,6) H-2" c-2" 77,814
- - C-3" 80,397
1,24 (3H, s) H-4" C-4" 24,221
1,24 (3H, s) H-5" C-5" 22,948
4,45 (1H, d, J=7,6) H-1" c-1" 08,594
3,05 (1H, dd, /=7,6; 9,2) H-2" c-2" 75,421
3,17 (1H, m) H-3" c-3" 78,271
3,17 (1H, m) H-4" c-4™ 71,862
3,17 (1H, m) H-5" C-5" 77,928
3,73 (1H, dd, J=20; 11,6); 3,52 (1H, dd, J=5,2; 12) H-6" C-6" 62,993
4,10 (3H, s) 5-OCH; 5-OCH; 61,606
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Molekiil Adr Byakangelisin-3"-0O-f-glikozit
Molekiil Agirhg 496

Molekiil Formiilii C23H2501

Ozelligi Sari. yagimsi

Sekil 70. C-3 bilegiginin yap: tayini bulgulari

IC-4 Bilesiginin Yap: Tayini

C-4 bilesigine ait kiitle spektrumu ile 'H ve *C NMR ile 2D NMR spektrumlari Sekil 71-77°de
verilmistir.
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Sekil 71. C-4 bilesigine ait kiitle spektrumu
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Sekil 72. C-4 bilesigine ait "H NMR spektrumu
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Sekil 73. C-4 bilesigine ait '*C NMR spektrumu
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Sekil 77. C-4 bilesigine ait TOCSY spektrumu

C-4 bilesiginin 'H ve '3C NMR bulgular Cizelge 14’te gosterilmistir.
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Cizelge 14. C-4 bilesiginin 'H ve *C NMR bulgulari

Kimyasal kayma Proton C o (ppm)
- - C-2 160,621
6,43 (1H, d, J=9,2) H-3 C-3 114,572
7,75 (1H, d, J=9,2) H-4 C-4 144,565
7,35 (1H, s) H-5 C-5 113,597
- - C-6 126,178
- - C-7 147,750
. - C-8 131,596
- C-9 143,041
- - C-10 116,886
7,68 (1H, d, J=2) H-2' C-2' 146,859
6,80 (1H, d, J=2,4) H-3' C-3' 106,853
4,73 (1H, dd, J=2,8; 10); 4,38 (1H, dd, /=8, 10)  [H-1" C-1" 75,602
3,87 (1H, dd, J=2,8; 8) H-2" C-2" 76,174
- H-3" C-3" 71,594
1,31 (3H, s) H-4" C-4" 26,452
1,27 (3H, s) H-5" C-5" 25,035

C-4 bilesiginin NMR bulgulan (Cizelge 3.6) incelendiginde C-1 bilesiginin aglikonuyla ¢ok benzer|
proton ve karbon sinyallerine sahip oldugu gorillmiistiir. 66,43 (1H, d, J= 9,2) ve 67,75 (1H, d, J=9,2)
karakteristik proton sinyalleri gii¢lii bir sekilde kumarin yapisin igaret etmistir. 6160,621 ppm’deki
karbonil yapisina ait sinyal kumarin iskeletini dogrulamistir. 67,68 ve 96,80 protonlari kumarin
iskeletine kondanse furan yapisim gostermistir. 61,31 (3H, s) ve 61,27 (3H, s) sinyalleri iki metil
grubunu ifade etmisg olup, 44,73 (1H, dd, J=2,8; 10); 04,38 (1H, dd, J=8, 10) sinyalleri kumarin
halkasina oksijen atomu ile baglanmig —CH; yapisim géstermistir. Komsu karbonunda ise 63,87 (1H, dd,
J=2.8: 8) proton sinyali goriilmiistiir. 571,594 karbon sinyali ile 61,31 (3H, s) ve 61,27 (3H, s) metil
protonu sinyalleri 63,87 protonunun karbonuna bagli bir izopropil grubunun varligini ortaya koymustur.
Bilesik heraklenol olarak tayin edilmis, literatiir verileriyle bu bulgular dogrulanmustir. (Niu ve ark.,
2002) (Sekil 78).

Molekiil Adi Heraklenol
Molekiil Agirhg 304
Molekiil Formiilii C16H1606
Ozelligi Sart, yagimsi

Sekil 78. C-4 bilesiginin yapi tayini bulgular
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C-5 Bilesiginin Yap: Tayini

C-5 bilesigine ait kiitle spektrumu Sekil 79°da verilmistir. 'H ve *C NMR ile 2D NMR spektrumlar:
Sekil 80-85°te verilmistir. C-1 bilesiginin 'H ve °C NMR bulgular1 Cizelge 15°te gosterilmistir.
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Sckil 79. C-5 bilesigine ait kiile spektrumu
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Sekil 80. C-5 bilesigine ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 81. C-5 bilesigine ait '*C NMR spektrumu
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Sekil 82. C-5 bilesiginin HSQC spektrumu
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Sekil 83. C-5 bilesiginin HMBC spektrumu
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Sekil 85. C-5 bilesiginin TOCSY spektrumu
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Cizelge 15. C-5 bilesiginin 'H ve "C NMR bulgular

Kimyasal kayma Proton C o (ppm)
- - C-2 162,715
6,25 (1H, d, = 9,8) H-3 C-3 113,093
8,2 (1H,d,J=10) H-4 C-4 141,498
- - C-5 146,089
- - C-6 116,190
- - C-7 151,686
- C-8 128,334
- - C-9 144,883
- - C-10 108,560
7,81 (1H, d, J=2,4) H-2' c-2' 146,993
7,20 (1H, d, J=2,4) H-3' C-3' 106,470
4,55 (1H, dd, J=2,4; 10,8); 4,26 (1H, dd, J=8; 10,4) {H-1" C-1" 75,602
3,87 (1H, dd, J=2,8; 8) H-2" c-2" 76,840
- H-3" C-3" 72,782
1,26 (3H, s) H-4" C-4" 26,738
1,21 (3H, s) H-5" Cc-5" 25,096
4,19 (3H, s) 5-OCH; 5-OCHj3 61.426

'H ve C NMR bulgularimn C-3 bilesiginin aglikonuyla gok benzer sinyaller gdsterdigi tespit
edilmistir. Kumarinin halkasinin 3 ve 4. konumdaki karakteristik proton sinyalleri sirasiyla 66,25 (1H, d,
J=9,8) ve 68,2 (1H, d, J= 10) olarak izlenmigtir. 162,71 ppm’deki karbonile ait sinyal de kumarin
yapisim isaret etmistir. 67,81 (1H, d, J=2,4) ve 67,20 (1H, d, J=2.4) protonlar1 kumarin halkasing
diizlemsel olarak kondanse olmus furan halkasim gdstermistir. Aromatik olmayan 0 4,55 (1H, dd, J=2,4,
10,8); ¢ ,26 (1H, dd, J=8; 10,4) protonlar1 kumarine oksijen ile bagli -CH> grubunu, 93,87 protonu ise
dubletin dubleti olarak izlenen sinyaliyle CH, gurubuna komsu protonu gostermistir. 072,782 karbonu
ve 51,26 (3H, s), 61,21 (3H, s) metil protonlar1 izopropil yapisini igaret etmis, HMBC bulgular1 ise 63,87
protonunun baglh oldugu 676,840 karbonundan baglandigimi gostermistir. 64,19 (3H, s) ve 61,426
ppm’deki sinyallerle izlenen metoksi grubunun HMBC etkilesmeleri ise kumarin halkasina 5.
konumdan baglandigim gostermistir. Bu verilere gore C-5 bilesigi "byakangelisin” olarak tayin
edilmistir ve Dingel ve ark. (2013) tarafindan H.platytenium’dan izole edilen byakangelisin verileriyle
karsilastirilarak dogrulanmistir (Sekil 86).

Antienflamatuvar Etki Calismalarina Ait Bulgular
Karagenin Nedenli Arka Pence Odemi Cahsmalarina Ait Bulgular

Heracleum tiirlerinin kok ve toprak iistii kisimlarindan hazirlanan diklorometan ve metanollii ekstrelerin
karagenin nedenli arka penge odemindeki etkileri Cizelge 16’da verilmistir. Ekstrelerin karagenin
nedenli arka penge 6demi tizerindeki etkilerine bakildiginda standart olarak kullanmlan indometazine en
yakin inhbisyonu gosteren ekstrelerin H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometan ve
metanollii ekstreleri oldugu goriilmistiir. Diklorometanl ekstre 6demi 180, 270 ve 360. dakikalarmn
sonunda sirastyla %40.5; %434 ve %43.,2 oraninda inhibe etmistir. Metanollii ekstre ise 270 ve 360
akika sonunda %32.6 ve %36.9 oraninda kontrol grubuna gore anlamh etki gostermistir. Her iki ekstre
de 90 dakika boyunca inhibisyon géstermemistir. H. sphondylium subsp. fernatum kokleri ise 360)
dakika sonunda kayda deger aktivite gdstermistir. Diklorometanl: ekstrenin inhibisyon yiizdesi %23.4
olarak olciiliirken, metanolli ekstrenin ise %25.4 olarak hesaplanmigtir. Test edilen diger ekstrelerin
karagenin nedenli arka penge 6demi tizerinde antienflamatuvar etkileri g6zlenmemistir. Standart olarak
kullamilan indometazinin aktivitesi ise 180. ve 360. dakikalar arasinda % 25.6-44.3 olarak bulunmustur.
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Molekiil Ads Byakangelisin
Molekiil Agirh@ 334

Molekiil Formiilii C17Hi1507
Ozelligi Sari, yagimsi

Sekil 86. C-5 bilesiginin yap: tayini bulgulan

H. sphondylium subsp. cyclocarpum koKlerinin diklorometan ve metanollii ekstrelerinin kolon
fraksiyonlarmi karagenin nedenli arka penge Odemindeki etkileri Cizelge 17°de gosterilmistir.
Diklorometanli ekstrenin 127-140 fraksiyonu ile metanollii ekstrenin 1-10 fraksiyonu en yiiksek
antienflamatuvar etkiyi gostermistir. Fr(1-10) 270 ve 360. dakikalarin sonunda ddemi %27.6 ve %31.9
oraninda inhibe etmistir. Fr(127-140) ise %26.1 ve %29.2 oraninda inhibisyon gostermistir. Metanollii
ckstrenin 11-24 fraksiyonu 360 dakikanin sonunda ddemi %28 inhibe etmisgtir. Indometazinin etkisi
412,8-44,3 arasinda olgiilmiistiir. Diger fraksiyonlarda ise kontrol grubuna gore anlamli aktivite
gozlenmemistir. H.  sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometan ve metanolli
ckstrelerinden izole edilen C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 bilesiklerinin karagenin nedenli arka penge ddemi
iizerindeki antienflamatuvar etkileri Cizelge 18’de verilmistir.

izole edilen bilesiklerin karagenin nedenli enflamasyon iizerindeki etkileri incelendiginde heraklenol-3"-
O-f-glikozitin en yiiksek etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Karagenin nedenli penge O6demini 270
dakikada %34.9 oranmnda inhibe etmistir. Bunu %29,6 inhibisyonla byakangelisin-3"-O-f-glikozit
izlemistir. Her iki bilesik de 270. dakikada indometazinden ytiksek aktivite gostermistir Izole edilen
diger maddeler ise karagenin nedenli penge &deminde kontrol grubuna gore anlamli aktivite
sergilememistir.
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Cizelge 16. Heracleum ekstrelerinin farelerde karagenin nedenli arka penge 6demi tizerine etkileri

Numune Doz Sisme kalinlig (x102mm) £ OSH (% inhibisyon)
(mg/kg)
90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Konmel 462+54  535+59 601457  668+64
100
DCM 49,8 +4,7 59,4+52 643 +59 67,2+ 5,1
K 100
474 + 5,4 53,3+35,0 56.4 + 4,8
MEOH 475+53 (11.9) (113) (15,6)
H. paphlagonicum 100
488 +5.1 52,1452 59.5+4,9
¢ / 2 : .
DCM 489 £ 5.4 (8.8) (13.3) (10,9)
T 100
" 46,2+53 51,5454 588+48
MEOH 514455 (13.6) (143) (11.9)
M 100 421437 442439 481442 512439
25 (8.8) (17.4) (19.9) (23 4)*
K 100
McOH 485436 415‘&59? 3,9 4%.}6& 3.7 :(1-29584:;3.5
/1, sphondvlium (4, (295 g
subsp, rernatun 100 -
463446  523+50 y
DCM 55,742 (13.5) (12.9) 68,6+ 4.9
¥ 100
MeOH 480+ 28 54,3 + 3.2 61.4+3,1 694+ 3.5
_ 100
DCM 559+3,1 55.6+ 3.6 63.5+3.8 703 £3.5
2 100
MecOH 546450  591+55 5:'3)* e i
1. sphondylim (8,2 (14.7)
subsp. montanum 100
DCM 502+3,5 542438 65.3+£4.0 703 +£3.7
& 100
56,0 5.3 60,1 £3,9
MeOH 46,9 £ 3,1 57,8+52 (6.8) (10,0)
DeM i3l saqu3 W5E2 d3dide 442:4)
i : (24.3)* (27.8)% (33,8)**
K 100
413+ 4,1 40539 42,1 +4,2
MeOH 51.645.1 K3 f i3 i ) )
H. sphondylium (22.8) (32,6)* (36,9)*
subsp. cyclocarpum 100
DCM 53.5+34 559+ 3,1 64.6 £ 3,6 714 +3,9
L 100
MeOH 50,4 +3,9 552+34 60,2+ 3,9 68,5+4,2
indometazin 10 403+40 398+37 384+35 372+34
(12,8) (25,6)* (36,1)** (44,3)y***

(OSH: Ortalama standart hata
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Cizelge 17. Heracleum sphondylium subsp. cyclocarpum kok ekstrelerinden elde edilen fraksiyonlarin
farelerde karagenin nedenli arka penge 6demi tizerine etkileri

Doz Sisme kalinh (x102mm) £ OSH (%inhibisyon)
Numune (mg/kg)
90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Honirel 412+4,7 469442 53,645, 59,9+4.38
Fraksiyon 100
(1-13) 534139 « 59,7+3,8 65,8 +4,2 71,4+£5,3
Fraksiyon 100 . +
(14-22) 447+3.8 475+£35 550,;)_ 3.9 51257; Sl

Fraksiyon 100
{23-52) 54,1 £5.6 57,644 592:+4,6 61,2+4,1

Fraksiyon 100 _
H.  sphondylium subsp.(53'91 ) 523+ 3.2 53.8+3.7 556 +4.1 63,4147

cyvelocarpum  diklorometanh
kiik ekstresi

Fraksiyon 100

(92-107) 536+4,1 555+4.5 59,1 £4.,0 62,7+43
Fraksiyon 100 494435 441 39 516+34
N - 5 e S Sl » B o Righdi = o
(108-123) 40£3.2 (9,6) 7.7 (13,9)
Fraksiyon 100
/R 462+3,8 47,9+3,1 515432
(124-126) 435 £ (1.4) (10,6) (14.0)
Fraksiyon 100
43,1439 39.6+3,7 424£35
5 29435 o /
(127-140) 42943 (8.1) (26,1)* (29,2)**
F]m:‘g;w" 100 P 455435 388132 40,8 £ 3,6
L i (2.9) (27,6)* (31,9)*+
Fraksiyon 100 =
H. sphondylium .-;ubsp.“ 1-24) 73,1 j{llszji 3 :’2163? A ?;éfo-f*iﬁ
cvelocarpum metanolli Kok Riakiyon 100
ckstresi 450+ 45 473442 49,6 £3,8
(25-54) 435+49 (4.1 (11.8) (17,2)
Fsrgkgi]wn 100 34l 44,745 452+4,3 50,1 +44
(55-61) S (4.7) (15.7) (16,4)
indometazin 10 3.1 +£3.2 338+34 372+3,1 344+36
(24.,5)* (27,9)** (30,6)** (42,6)***

IOSH: Ortalama standart hata
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Cizelge 18. Heracleum sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinden izole edilen maddelerin farelerde
karagenin nedenli arka penge 6demi tizerine etkileri

Numune Doz Sisme kalinh@ (x102mm) £ OSH (%inhibisyon)
(mg/kg)
90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Kontrol 352+4,6 41,0+£49 48,6 £ 5,1 51,0142
Heraklenol-3"-O-f- 100 31,332 344+25 316124 33,8129
glikozit
(L (16,1) (34,9)** (33,7)**
Meranzin hidrat 111 100 29435 32,730 36,1 £3,7 39,4 +3.8
(16,4) (20,2) (25,7) (22,7)
Byakangelisin-3"-0-- 100 37,1+2,9 40,3 + 3,1 34,2138 37,1+£3,2
glikozit
(29,6)** 27,3)*
Heraklenol 100 30,6 5,7 36,3 +3,7 38,0+3,2 403+34
(13,1) (11,5) (21,8) (20,9
Byakangelisin 100 36,0+ 4,1 39,6£43 40,3£39 42,5£3,1
3.4 (17.1) (16,7
indometazin 10 242433 30,1 £3,1 358+3,2 31,6 £3,0
(31,3)** (26,6)* (26,3)* (38,0)**

(OSH: Ortalama standart hata

Prostaglandin E2 Nedenli Arka Penge Odemi Cahsmalarina Ait Bulgular

PGE?2 ile olusturulan &dem {izerindeki en yiiksek etki H. spondylium subsp. cyclocarpum koklerinde
o6zlenmistir. Diklorometanli kok ekstresi PGE?2 ile indiiklenen 6demi 30-60 dakikalar: arasinda inhibe
etmistir. En yiiksek aktiviteyi 45. dakika sonunda gdstermistir (%33,5). 75.dakika sonunda ise kayda
deger inhibisyon yapmamigtir. Metanollii ekstre 30-75 dakikalan arasinda %26,2-%35,7 oraninda
aktivite sergilemistir. Indometazinin anlamli inhbitr etkisi 30. dakikada baslamis 60. dakika sonunda
ise en yiiksek etkiyi gostermistir (%41,3). Esktrelerin PGE2 nedenli enflamasyondaki inhibisyonlari
Cizelge 19°da verilmistir. H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometanh ekstresinin
127-140 numaral1 fraksiyonu ile metanollii ekstresinin 1-10 numarali fraksiyonu PGE2 nedenli 6demde
en yiksek etkiyi sergilemistir. Fr(127-140) 60 ve 75. dakikalarda sirastyla %37,3 ve %26,9 inhibisyon
yaprmustir. Fr(1-10) ise 45, 60 ve 75. dakikalarda %31,2, %39.2 ve %34,3 oramnda etki gdstermistir.
Metanollii ekstrenin 11-24 numarali fraksiyonu yalmzca 60 dakika sonunda anlamli inhibisyon|
yapmustir (%27,5). Test edilen diger fraksiyonlarin aktiviteleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda kayda
deger bulunmamustir (Cizelge 20).

H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometan ve metanollii ekstrelerinden izole edilen
bilesiklerin PGE2 nedenli enflamasyondaki etkileri Cizelge 21°de verilmistir. Heraklenol-3"-O-f+
olikozit %25,3-38,6 araliginda inhibisyon yaparak en yiliksek aktiviteyi gostermistir. Bunu
byakangelisin-3"-O-p-glikozit izlemigtir. 30. dakikada %269 45. dakikada ise %27.4 inhibisyon
yapmustir. Bu iki bilesigin aktivitesi kontrol grubuna gére anlamli bulunmus, izole edilen difer maddeler
ise anlaml1 aktivite g&stermemistir.
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Cizelge 19. Heracleum ekstrelerinin farelerde PGE2 nedenli arka penge 6demi tizerine etkileri

Numune Doz Siyme kalmbp (x 10 mm)+ OSH (% inhibisyon)
(mgkg) 0 dk 15 dk 10 dk 45 dk 60 dk 75 dk
Kontrol 37212 16313 13,751 4 15.841.2 126513 02=11
o 100 39511 16,4212 209215 13.9=14 16.941.6 73=12
- : (11.8) (12,00 {15.5) (18.5)
MEOH 100 37212 16.6=1.4 198213 127216 5,714 77213
e 16.5) (19.6) (230 (16.3)
- paphiaganicim 100 2014 16,5216 25,5214 14419 10.751.8 14421 6
DCM y :
T {8.9) {15,1)
MEOH 100 3,9=10 16,1511 213219 133517 15.8<1 3 137516
1, ae.) (.5
beas 100 37210 16313 188514 10,4+1,0 9,550.6 74208
K 3 20.7) (34.2)* 24.6* (19,61
) = = 2 73=
H. sphondyiium subsp. MeOH 200 36=11 D ﬁi’# ;302’?;2’7 fiﬁo)f (0, ?1| ]
fernat e 100 21215 16410 24,716 138410 97213 76210
T - (12.7) (23,0) {17.4)
MeGH 100 11212 16.6:1.2 256517 17,7216 179215 11.9=17
— 100 42=16 13,1516 218216 188213 19.6:1.8 115212
i ) (8.0}
H sphondyliwn subsp. e 100 5.8=1,1 15,720,7 18,706 13,2207 16,8+0,8 8.920,6
montantan (3.7} {16.5} {16.3) {14.3) 3.3
DCM 100 42-13 16919 146£15 172=13 16,551.8 148+18
e MeOH 100 44=11 165514 25.9418 17.5:16 16,7+1.4 14,713
p— 100 35210 14811 16,408 10,5£0,9 87209 FA=1,1
N E (5.4) 9.2) 30,8)* (33,5 (30.9)** (22.8)
H. sphondytium subsp. NeOH 100 4,069 13681 17,540,8 11,2410 8,1:0,8 6,740.7
exclocarpum (16.6) (26,23* 29,1)* @5 21.2)*
DCM 100 20=18 164219 265514 18,619 18,5517 13.5:1.8
£ MeOH 100 2.1=1.1 165513 26,5517 182514 18,9519 153213
indometazin 10 3620.5 13911 15,2210 0,9-09 7.420,7 6.1=0,8
@7 ) 35,9y @13 (d13ye= (33,7

SH: Ortalama standart hata; K: Kok, T: Toprak iistii, DCM: Diklorometan, MeOH: Metanol

Numune Doz Sisme kalinhgi (x 10~“mm)+ OSH (% inhibisyon)
(mgflg) 7 dk 15 &k 30 dk ik 60 dk 75 dk
Kontro! 31+14 12.4=t6 20,1+1 0 18,9417 153213 10.8+1.2
Fraksivon 100 32410 13.7%12 2153+1.7 19.2+19 17.0£1.7 14,4113
(1-13)
Fraksivon 100 31412 14,2213 20,7114 21,7x1.1 194514 13,2412
(£4-22)
Fraksivon 106 33413 15,6213 209412 22.5%16 16.6%1.3 {17+11
(23-32)
K. sphondviim Fralcsivon 100 347 14,5215 226+1.9 20,415 18.8+1.2 12410
aubsp. evelocarpum (33-91)
diklerometanlt keék Fraksiyon 100 31+ 11,741 4 19.4£1.3 17.6%17 13.3£1.8 10,9+1.3
ekstresi {32-107y {3.6) {3.5) (6.9} {13.1)
Fraksiyon 100 33%14 12,9=1.9 20,8£1.5 162114 12,321,7 123414
(108-123) (14.3) (18.3)
Fraksiyon 100 31112 12,6481 19.6+1.1 16.9+1.2 154%12 11,2%13
(124-126) .5 (10,6) (12.4)
Fraksivon 106 32416 11.4+1.4 17,112 14.6+1.4 9,6+1,5 ToHE
(127140 (8.4 (14.9) (22.8) (73 (26.9)*
Fraksiyon 100 34419 10,6%18 16.9+1.1 13,041, 9,3+132
(1-10) 4.5 {15.9) (312 (29,2
H sphondulium Fraksivon 10G 332x18 10.8x1.7 178+1 4 133411 11141
subsp. ey¢locarpum {11-24) (12,93 {3.6) {19.0% (27,5
metanotli kdk Fraksiyou 100 32445 11.9%1.2 185116 15,113 12.2#1.1
e (25-54) (4,0) - (20,1) (20.3) ,
Fraksiyon 100 31213 15.7%1 5 18.2+12 17.7%1.0 11,6%1.6
(55-61) ©.5 (6.3)
Indometazin 16 3.4%11 10.1x83 15,3£1.7 12.8£1.2 3.4%11 6.8X0.9
(18.3) (23 (32.3)* (d5,3)2** (A7.0)%*+

OSH: Ortalama standart hata; K: Kok, T: Toprak uisti, DCM: Diklorometan, MeOH: Metanol

o

Cizelge 20. Heracleum sphondylium subsp. cyclocarpum kok ekstrelerinden elde edilen fraksiyonlarin
farelerde PGE2 nedenli arka penge 8demi tizerine etkileri
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Cizelge 21. Heracleum sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinden izole edilen maddelerin farelerde
PGE?2 nedenli arka penge 6demi iizerine etkileri

Numune Doz Sigme kalmh@ (x 10Zmm)* OSH (% inhibisyon)
(me/ke) 0dk 15 dk 30 dk 45 dk 60 dk 75 dk
Kontrol 3,320,9 11,218 19,3412 21.5+t.1 14,6410 8.240.8
Hezakienol-3-0-f- 100 FREST) 12,6213 13941 3 13,231,8 10.940,5 85405
glikozit @7.9* (38,6)~ (25,3)*
Mertanzin hidrat T 100 40212 155414 18,3211 18,1210 16,113 71209
(3,2 {13,8) (134
Brakangelisin3 -0 5 100 33510 10,1210 14,1412 15,6413 14114 74406
elikozit (26.9)% 7.4 3.4 (5.8}
Heraklenol 100 58511 13,111 15014 17,3411 12312 9,007
(22,3} (19,5 (15.8)
Byakangelisin 100 3.9%1.0 113%1.8 16,8413 18,4115 15.241 7 10,820.4
(12.9) ©.9
indometazin 0] 3.540,3 9.4+07 11410 11,5512 10.321.1 52403
(16,13 (40,9y+=* 46,5+ 9.5 (36,5)

(OSH: Ortalama standart hata
Serotonin Nedenli Arka Penge Odemi Calismalarmma Ait Bulgular

Serotonin nedenli arka penge ddeminde Heracleum ekstrelerinin kayda deger aktivitesi goriilmemistin
(Cizelge 22). Bu nedenle, bu test fraksiyonlara ve izole edilen maddelere uygulanmamstir.

Cizelge 22. Heracleum ekstrelerinin farelerde serotonin nedenli arka penge 6demi lizerine etkileri

Numntune Doz Sigate kalinhg (x 10 mm)= OSH (% inhibisyon)
(mg/kg) 0dk 6 dkc 12dk 18 dk 24dk 30 dk
Kontrol 2209 08211 157214 20,213 755213
100 1305 16,1=0,7 12,9512 18,1=1,1 25.8+1.2
N (18 (10.4)
MEOH 100 1909 16,8511 15.8=14 25,7216 298215
H. paphiagonicun DCM 100 1,6=0,8 123212 15,8211 22,812 =1 28.5+87
T 100 4.8=1.1 116513 170=11 189515 20,6210 170512
MEOH (6.4) (10.0)
100 4707 10.1=1.4 142215 183217 192516 26,0211
- ©.6 0.9 (162}
‘ — 100 35207 0,221,1 15,4212 16,6214 18.9=1,1 20,8510
H. sphondviium subsp 6.1} (14.61 (17.8) 3 (18.4)
fepnatim v 100 1908 99217 149215 19,51 .4 28.5x1.7
T - {5.13 3.5
MeOH 100 53214 110513 17,7214 22,5583 26313
DCM 100 16203 10,8209 16,1213 21,7512 730513 36.9=1.2
K ron 100 54=13 121516 18312 RERTT ) 252:13 270411
H. sphondylium subsp. = — — - = —= -
oy s gy 100 5.0=1.1 93513 13,6512 18.821.1 243215 25.651,5
T (3.5 {13.4) (6,93
MeOH 100 13206 11,5209 16,9212 113214 251215 26814
5 100 44=0.7 0.020.8 13.2=1.1 175212 200213 229211
= 2 (13.3) (13.9) (12.7) £10.21
B sphondviium subsp. . 100 51212 166514 14,73‘:1,3 }3,41171 18,8215 22,5513
cyclocarpuin 57 {3.9) (17.9) (11.8)
DCM 100 4.120.7 10881 179+16 274518 250=1.4 276214
T “heon 100 $.1=0,3 152209 16,3213 21,312 268:13 283215
indometazin 10 3.920.4 71206 10,91,1 15,4309 16,2207 18,8404
on (26,57 (30,6)** (23.8)* (29,3)** (26,2)**

(OSH: Ortalama standart hata; K: Kok, T: Toprak iistii, DCM: Diklorometan, MeOH: Metanol

5. Sonuc ve Oneriler

insanlar caglar boyunca, g¢esitli hastaliklarin  tedavisinde bitkilerin iyilestirici  etkisinden
faydalanmglardir. Bitkiler insanlik tarihi boyunca gerek gida gerekse ilag olarak kullamlarak hastaliklary
Gnlemede ve tedavi etmede basarili olmuslardir. Tibbi bitkilerle ilgili yazih kayitlar Stiimerlere kadar
uzanmakla beraber arkeolojik kayitlar tibbi bitki kullaniminin daha eskilere dayandigini gostermektedir
(Raskin ve ark., 2002). Bitkiler yiizyillarca etki mekanizmalar1 ve etkili bilesiklerine dair herhangi bir
bilgi olmaksizin yalmzca gézleme dayali olarak tedavi amaciyla kullanilmistir. Bilimsel ¢aligmalarin
ilerlemesiyle bitkilerin tedavi edici etkilerinin nereden kaynaklandigi konusu aragtinnlmaya baglanmig ve
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tedavi amaciyla kullamlan bitkilerden etkili bilesikler izole edilmistir. Bitkisel kaynakli bilesikler 19.
yy.’dan beri klinikte yer almaktadir. Giintimiize kadar kesfedilen dogal ilaglar insan saghginda hayati rol
oynamis, sentetik ilaglarla zorlu bir rekabete girmis olmasina ragmen giivenlik ve etkinlik profilleri
nedeniyle tercih edilen ilaglar olmuslardir (Veeresham, 2012). Bitki esktrelerinin biyolojik
aktivitelerinin ve fitokimyasal igeriklerinin taranmasi gesitli hastahiklarin tedavisinde kullanilabilecek
yeni ilaglarm kesfi igin olduk¢a 6nemlidir (Ergene ve ark., 2000).

Son yillarda daha fazla insanin bitkisel tibbi {irtin kullanimina yonelmesiyle Diinyada da bitkisel ilaglara
olan ilgi yeniden canlanmigtir. Gelismekte olan iilkelerden insanlarin %80°i tibbi bitkilerden elde edilen
bilesikleri igeren geleneksel tedavileri kullanmaktadir (Dash ve ark., 2007).

Tez konusu olarak secilen Heracleum cinsi "Hogweed" ya da "tavsancil otu” olarak bilinmekte Kuzey
Y arimkiire’de 6zellikle Avrasya'da yayilis gostermekle birlikte Diinya’da 125 tiir, ilkemizde ise 18 tiir
ve 23 taksonla temsil edilmektedir (Bahadori ve ark., 2016). Cin gelencksel tibbinda ve yetistigi bazi
iilkelerde antienflamatuvar amagla kullammi dikkat ¢ekmektedir. Bunun yam sira gok sayida farkl
amaglarla geleneksel kullanimu bildirilmistir. H. sphondylium kok ve toprak iistii kisimlar1 Avrupa, Asya
ve Kuzey Amerika'da yara iyilestirici olarak, ayrica diyare, dizanteri ve menstrual hastaliklarda
kullanilmaktadir. H. austriacum subsp. austriacum beyaz gigekleri ise Ronesans déneminde Avrupa’da
epilepsiyi tedavi etmek i¢in kullamlmistir (Usjak ve ark., 2018 ve Uysal ve ark.. 2019). Heracleum
tiirlerinin bas agrisi, romatoid artrit, dis agnsi, ates, deri hastaliklari, sirt agrisi gibi enflamasyonla
iligkili olabilecek hastaliklarin tedavisinde kullammlar: bildirilmistir. (Amiri ve Joharchi, 2013; Arnold
ve ark., 2015; Bae ve ark., 2012; Hosseinzadeh ve ark., 2019; Jaric ve ark., 2015; John ve ark., 2007,
Karimi ve Ito, 2012; Kim ve ark., 2019; Rastogi ve ark., 2007 ve Vitalini ve ark., 2015).

Heracleum tiirlerinin fitokimyasal igerikleri incelendiginde ise zengin kumarin igerigine sahip olduklar
bzellikle iyi furanokumarin kaynaklar oldugu gorilmektedir (Hosseinzadeh ve ark., 2019). Heracleum
insine ait bitkilerin halk arasmndaki kullammlarinim yani sira zengin kumarin igerikleri ile kumarin
bilesiklerinin kanitlanmis antienflamatuvar aktiviteleri de tez konusunun ¢ikis noktas: olmustur.

Bu calismada Tiirkiye'de yetisen dort Heracleum taksonunun, H. paphlagonicum, H. sphondylium
subsp. ternatum, H. sphondylium subsp. montanum, H. sphondylium subsp. cylocarpum, kok ve toprak|
iistii kisimlarindan hazirlanan diklorometanli ve metanollii ekstrelerin antienflamatuvar etkisi
degerlendirilmis, etkiden sorumlu olabilecek bilesiklere ulasabilmek amaciyla biyolojik akftivite
yonlendirmeli fraksiyonlama yapilmistir. Segilen tiirlerden hazirlanan ekstrelerin antienflamatuvar
aktivite tayininde karagenin nedenli arka penge 6demi, PGE2 nedenli arka penge 6demi ve serotonin
nedenli arka pence odemi testleri kullamlmustir. H. sphondylium subsp. cylocarpum koklerinin
diklorometanl ekstresi karagenin nedenli penge demini %10,2-15,35 metanollii ekstresi ise %3.,9-17.9
araliginda inhibe ederek en yiiksek aktiviteyi gostermistir, PGE2 nedenli enflamasyonda ise her iki
ckstrenin inhibisyon kapasitesi %5,4-35,7 araliginda bulunmustur. Karagenin testinde kontrol grubuna
oire anlamli etkinin 180. dakikadan sonra goriilmesi, ekstre ve fraksiyonlarin serotonin tizerinden degil
arasidonik asit yolaklari ile etki gosterdigini dustindiirmustiir. Serotonin ile olusturulan enflamasyonda
etki goriilmemesi bu hipotezi dogrulamistir. Bu nedenle biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
amaciyla aktivite yonlendirmeli izolasyona karagenin ve PGE2 nedenli penge ddemi testleriyle devam
edilmistir. En yiiksek aktiviteyi gosteren iki ekstre ayri ayr kolon kromatografisine uygulanarak
fraksiyonlanmustir. Elde edilen fraksiyonlar kromatografik yontemlerle degerlendirilerek, benzer igerige
sahip olanlar birlestirilmistir. Fraksiyonlarin aktiviteleri karagenin ve PGE?2 nedenli édem {izerinde test
cdilerek en aktif fraksiyonlar diklorometanli ekstrenin 127-140 numarali fraksiyonu ile metanollii
ekstrenin 1-10 numarali fraksiyonu olarak bulunmustur. Semi-preparatif YPSK kullanilarak 127-140
numarali fraksiyondan furanokumarin heterozitleri, heraklenol-3"-O-f-glikozit, byakangelisin 3"-()-f3-
olikozit ile 7-metoksi kumarin glikoziti meranzin hidrat III; 1-10 numaralt fraksiyondan isg
furanokumarin aglikonlar1 olan heraklenol ve byakangelisin izole edilmistir. Izole edilen bilesiklerin
antienflamatuvar etkileri test edilmis. heraklenol ve byakangelisin heterozitlerinde kontrol grubuna gore
anlamli aktivite gdzlenmistir. Heraklenol-3"-O-f-glikozit karagenin nedenli arka penge 6deminde
0433.7-34.9: PGE2 nedenli arka penge 6deminde %25.3-38,6 oraninda inhibisyon meydana getirmistir.
Byakangelisin 3"-O-p-glikozitin ise inhibisyon yiizdesi karagenin ve PGE2 nedenli enflamasyon igin
sirastyla %27.3-29,6 ve %26,9-27.4 olarak hesaplannmugtir.
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Literatiir verileri incelendipinde farkh Heracleum tiirleri iizerinde yapilan antienflamatuvar aktivite
calismalarina rastlanmistir. Liu ve ark., (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada H. candicans, H.
moellendorffii, H rapula, ve H. stenopterum koklerinin COX-1 ve 5-LOX’u kayda deger olarak inhibe
ettigi gosterilmistir. H. moellendorffii kokleri in vitro olarak NO ve PGE2 iiretimini inhibe etmistir.
(Park ve ark., 2017). H.moellendorffii yapraklarindan izole edilen dehidrogeijerin ise LPS nedenli
enflamasyonda NO, iNOS, COX-2 ve proenflamatuvar sitokin iiretimini azaltmistir (Bae ve ark., 2012).
H. persicum meyvelerinin ugucu yag: ile sulu-alkollii ekstresi karagenin nedenli penge ddeminde
anlamli inhibisyon gostermistir (Hajhashemi ve ark., 2009). H.rigens tohum ve koklerinin metanollil
ckstresi ise sicanlarda karagenin nedenli pence ddemini doza bagli olarak inhibe etmistir (Jagannath ve
ark., 2012).

Calismamizda izole edilen bilesiklere bakildiginda, heraklenoliin Heracleum tiirlerinde oldukea yaygin
oldugu gorillmiistiir. H. canascens (Razdan ve ark., 1982), H. brunonis (Khetwal ve Pathak, 1987), H.
rapula (Niu ve ark., 2002), H. yunngningense (Taniguchi ve ark., 2005), H. candicans (Nakamori ve
ark., 2008), H. dissectum (Gao ve ark., 2019) kokleri ile H. platytaenium toprak istii kisimlarindan
(Erdogan Orhan ve ark., 2016) izole edilmistir. Heraklenol-3"-O-f-glikozit ise H. dissectum (Zhang ve
ark., 2020) ile H. rapula koklerinde (Niu ve ark., 2002) bulunmustur. Byakangelisin, H. platytaenium ile
H. dissectum tiirlerinin toprak iistii kisimlarindan (Erdogan Orhan ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2017b)
ve H. nepalense koklerinden (Bose ve ark., 2007) izole edilmistir. Byakangelisin 3"-O--glikozit ve
meranzin hidrat III ise 6nceki ¢alismalarda Heracleum tiirlerinde tespit edilmemisgtir.
Heraklenol-3"-O-S-glikozit, byakangelisin 3"-O-f-glikozit, meranzin hidrat IIl ile heraklenol vg
byakangelisin  bilesiklerine Apiaceae ve Rutaceae familyalarnda siklikla rastlandifi yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Heraklenol aglikonunun Ruta montana L. (Rutaceac) toprak iistii
kisimlarindan (Kabouche ve ark., 2003); Phebalium aff. tuberculosum (Rutaceae) yapraklarindan (Roux
ve ark., 2006), Citrus junos Tanaka (Apiaceae) tohumlarindan (Song ve ark., 2019), Clausena lansium
(Lour.) Skeels (Rutaceac) (Maneerat ve ark., 2010) ve Rhadinothamnus rudis subsp. amblycarpus
(Rutaceae) dallarindan (Girard ve ark., 2005), Selinum cryptotaenium Boiss. (Apiaceae) koklerinden
(Rao ve ark., 2006), Angelica lucida L. (Apiaceae) (Widelski ve ark., 2009) ve Pastinaca sativa L. s.1.
(Apiaceae) meyvelerinden (Kviesis ve ark., 2019) izole edildigi bildirilmistir. Prangos pabularic
Lindley (Apiaceae) kok, gigek ve tohumlarindan ise heraklenol ve heraklenol-3"-O-f-glikozit izole
edilmistir (Sharma ve ark., 2013). Heraklenol-3"-O-f-glikozit ayrica Angelica dahurica ve Angelicd
archangelica subsp. litoralis koklerinden izole edilmistir (Kwon ve Kim, 1992 ve Thastrup ve
Lemmich, 1983).

Byakangelisin Angelica dahuricac Bentham et Hooker (Apiaceae) koklerinden (Piao ve ark., 2004),
Pastinaca sativa meyvelerinden (Kviesis ve ark., 2019) ve Murraya koenigii (L) Spreng (Rutaceac)
tohumlarindan (Adebajo ve Reisch, 2000) izole edilmistir. Byakangelisin 3"-O-f-glikozit ise Angelica
dahurica ve Angelica archangelica subsp. litoralis kéklerinden (Kim ve ark., 1992 ve Thastrup ve|
Lemmich, 1983) izole edilmistir ve izolasyonuna dair bagka bir ¢alisma bulunmamgtir.

Meranzin hidrat III'in aglikonu olan meranzin hidrat dogal olarak ilk defa Magydaris tomentosd
ciceklerinden izole edilene kadar meranzinin sentetik izomeri olarak tanimnmugtir (Li ve ark., 2019).
Meranzin hidrat; Apiaceae familyasinda Angelica biserratammn (R.H. Shan & C.Q. Yuan) C.Q. Yuan &
R.H. Shan kok ve rizomlarindan (Ma ve ark., 2019), Phellolophium madagascariense Baker
yapraklarindan (Riviere ve ark., 2006), Prangos ferulace (L.) Lindl, Prangos hulusii S. G. Senol, H.
Yildirim & O. Segmen ve Ferulago subvelutina Rech. F. koklerinden (Abyshev ve ark., 1974; Naseri ve
ark., 2013 ve Tan ve ark., 2017); Cnidium monnieri Cusson meyvelerinden (Shin ve ark., 2011); Sesel]
tortuosum L.B.S. Eur. toprak tistii kisimlarindan (Ceccherelli ve ark.. 1989); Rutaceae familyasinda ise
Citrus aurantium var. amara L. meyvelerinin kurutulmus kabuklarindan izole edilmistir (Sarker ve ark.,
D008). Apiaceac ve Rutaceae familyalari disinda Ficus hirta Vahl koklerinden izole edildigi
bildirilmistir (Zheng ve ark., 2013). Meranzin hidrat glukoziti olan meranzin hidrat III bilesigi ise
giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda yalmzca Citrus grandis (L.) Osbeck meyvelerinde ve C.
laurantium var. amara flavedosunda bulunmustur (Mchale ve ark., 1987 ve Tian ve ark., 2019).
Fitokimyasal ¢aligmalarin yam sira izole edilen bilesiklerin gesitli aktiviteleri goriilmistiir. Heraklenol-
3"-()-f-glikozit HePG2 8 (karaciger) hiicre serilerinde zayif (Zhang ve ark.. 2020), NCI-H322 (akciger)
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hiicre dizilerinde ise standarttan yiiksek aktivite sergilerken aglikonu olan heraklenol ise A431
(epidermoid) igin anlamli sitotoksitite ortaya ¢ikarmustir (Farooq ve ark., 2014).

Kumarinlerin sitokinler {iizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada heraklenol 10 pg/ml
konsantrasyonda, I1L-4, IL-1B ve TNF-o salimmlarini standart olarak kullanilan prednizolona (0,3
ng/ml) karsi %2,6; %17.3 ve %66.7 oraninda inhibe etmistir (Tada ve ark., 2002). Bagka bir ¢aligmada,
TPA nedenli kulak &deminde 0.1-1 mg/kulak dozda, %23,1-75.7 arabiginda inhibisyon yaptigi
bulunmustur. Antienflamatuvar etkisinin doza bagh oldugu bildirilmistir (Garcia-Argaez ve ark., 2000).

Diyabetik siganlar {izerinde yapilan bir ¢alismada byakangelisinin sekere bagl katarakti ve diyabetik
noropatiyi iyilestirdigi bildirilmistir (Shin ve ark, 1998). Interlokin I1L-1B ile indiiklenen fare]
kondrositlerinde yapilan bir ¢alismada, byakangelisin IL-1B-aracili iNOS, COX-2, TNF-a ve IL-6
ckspresyonunu inhibe etmis, kolajen ve agrekan ekspresyonunu artirmigtir. Bu bulgular byakangelisinin
osteoartrit tedavisi ve profilaksisinde kuvvetli bir aday oldugunu gostermistir (Zhang ve ark., 2020). Bir
baska calismada byakangelisinin kB aktivasyonunu inhibe ederek sitokin salmmin engelledigi
bulunmustur (Li ve Wu, 2017).

Aterosklerotik fareler ile yapilan bir ¢alismada meranzin hidrat antiaterosklerotik etki gdstermis, ayrica
ateroskleroza eslik eden depresyon parametrelerinde iyilesme saglamistir (Li ve ark., 2019). Ex vivo bir
calismada meranzin hidratin protrombin zamammi diisiirerck antikoagiilan etki gosterdigi bulunmustun
(Roselli ve ark., 2006). C. grandis kabuklarindan izole edilen meranzin hidrat ksilen nedenli kulak
kepgesi 6demini 3 mg/kg dozda %19,5; 1.5 mg/kg dozda %17.9 oraninda azaltmistir. Karagenin nedenli
enflamasyonu ise 1,5 ve 3 mg/kg dozlarda sirasiyla %37.8 ve %47,6 oraninda inhibe etmistir. in vitro
testlerde 5 ug/ml konsantrasyonda IL-1B, PGE2 ve TNF-o tiretimini azaltmustir (Zhao ve ark.. 2019).
Bir bagka calismada ise galaktozamin nedenli karaciger toksisitesine karsi kuvvetli koruyucu etki
oosterdigi ortaya konmustur (Tian ve ark., 2019). C. monnieri meyvelerinden izole edilen meranzin|
hidratin insan notrofillerinde fMet-Leu-Phe/sitokalazin B (fMLP/CB) indiiklii superoksit iiretimini ve
elastaz salimmini inhibe ettigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2014). Limnocitrus littoralis (Miq.) Swingle
yapraklarindan izole edilen meranzin hidrat izomeri meranzinin in silico molekiiler modelleme
calismalarmda COX-2'yi doza bagh olarak COX-1"1 ise doza bagl olmadan inhibe ettigi bildirilmistir.
COX-1 tizerindeki etkisi ise COX-2"den diisiik bulunmustur (Do ve ark., 2007).

Calismamizda, BAYF ile izolasyonun yam sira hazirlanan ekstrelerin kumarin, flavonoit ve fenolik asit
icerikleri de YPSK yontemi kullanilarak incelenmistir. Bitki ekstrelerinin yapilan analiz kosullarinda
standart madde olarak kullanilan flavonoit ve fenolik asitleri igermedigi goriiliirken, kumarinlerden
yalnizca ksantotoksin, imperatorin, angelisin, bergapten ve ostol tespit edilmistir. H. sphondylium subsp.
cvelocarpum kokleri yiiksek bergapten igerigi (%00,49) ile dikkat gekerken 7-metoksi kumarin tiirevi
olan ostol (%0,05) de yalmzca bu ekstrede saptanmustir. Ksantotoksin H. sphondylium subsp. ternatum
ve H. sphondylium subsp. montanum koklerinde tespit edilmis; H.paphlagonicum, H. sphondylium
subsp. montanum ve H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin angelisin igerigi ise birbirine yakin
bulunmustur (sirastyla; %0,04: %0,04 ve %0,02). Imperatorin sadece H. sphondylium subsp. montanum
toprak iistii ekstresi ve H. sphondylium subsp. cyclocarpum kok ckstresinde tespit edilmistir.

Heracleum tirlerinin kokleri ve toprak iistii kisimlarindan hazirlanan 16 farkh ekstre ile bagladifimiz ve
en yiiksek antienflamatuvar aktivite goriilen ekstre/fraksiyonu takip ederck ylrtttigtimuz bu izolasyon
calismasi bizi heraklenol-3"-O-f-glikozit bilesifine ulagtirmugtir, Bilesigin aktivitesinin ekstrelerden
yiiksek bulunmasi, aym zamanda aktif fraksiyonlardan izole edilen diger bilesiklerin de kumarin
yapisinda olmas1 Heracleum tiirlerinin geleneksel kullanimdaki antienflamatuvar etkisinin biiyiik
olasilikla kumarin tiirevi bilesiklerden kaynaklandigin géstermektedir.

6. Gelecege iliskin Ongoriilen Katkilar

Sentetik ilaglara gore daha az yan etkiye sahip olmalari ya da yan etkiye sahip olmamalar1 nedeniyle
ubbi  bitkiler siklikla tercih edilmekte ancak olasi yan etkileri yeterince gz Oniinde
bulundurulmamaktadir, Heracleum tirleri sergiledikleri farmakolojik aktivitelerle olduk¢a umut verici
olsa da insan saghpi iizerinde olumsuz etkilerinin olabilecegi de bilinmektedir. Ozellikle bergapten,




EK-11 Sonug Raporu Formati

imperatorin, ksantotoksin gibi fototoksik furanokumarinlerin epidermal dokuya niifuz ederek giines
1s131yla aktive olduklar, enflamasyonu ve hiicre zari hasarim tetikledigi bildirilmigtir (Bahadori ve ark;
2016; Maggi ve ark.,2014).

Bu calismada Heracleum tiirlerinin halk arasindaki antienflamatuvar kullanimlari ve zengin kumarin
iceriklerinden yola ¢ikilarak segilen ve daha dnce detayli bilimsel ¢alismalarin yapilmadigi dort
Heracleum taksonunun antienflamatuvar etkileri in vivo olarak test edilmistir. En yiiksek aktiviteyi
oosteren H. sphondylium subsp. cyclocarpum koklerinin diklorometan ve metanollii ekstrelerinden
biyolojik aktiviteyle yonlendirilmis fraksiyonlama yontemi izlenerek bes kumarin tiirevi bilesik izole
edilmis ve yapilar heraklenol-3"-O-g-glikozit, heraklenol, byakangelisin, byakangelisin-3"-O-f-glikozif
ve meranzin hidrat TII olarak spektroskopik yéntemler kullamlarak tayin edilmistir. Izole edilen
bilesiklerin antienflamatuvar etkileri degerlendirilmis ve en yiiksek aktivite heraklenol-3"-O-f-glikozit
bilesiginde goriillmiistiir. fzole edilen bilegikler ile ekstrelerin sergiledikleri inhibisyon degerleri
karsilagtirilastirildiginda heraklenol-3"-O-f-glikozitin  bitki ~ckstrelerinden daha yitksek aktivite
oosterdigi tespit edilmistir. Aglikonlar ise anlaml bir aktivite géstermemistir.

Heracleum tiirlerinin  antienflamatuvar etkisinin degerlendirilerek, etkiden sorumlu bilegiklerin
izolasyonunu amaglayan bagka bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica byakangelisin 3"-O-§-glikozit ve
meranzin hidrat I bilesikleri Heracleum tiirlerinden ilk defa bu calisma ile izole edilmig ve
tanimlanmistir. Segilen taksonlarn kok ve toprak iistii kisimlarinin kumarin igerigi analiz edilmis ve
tespit edilen kumarin tiirevlerinin miktar tayini ilk kez bu ¢aligma ile yapilmistr. Yapilan caligmalarda
heraklenol ve byakangelisin aglikonlarimn antienflamatuvar etkisi gosterilmig ancak heterozit formlan
ile gerceklestirilen antienflamatuvar etki ¢alismasina rastlanmamistir. Bu nedenle gliclii aktivite]
posteren heraklenol-3"-0-f-glikozit bilesigl ve bu bilesik iizerinden hazirlanacak standardize ekstrelerin
daha detayl ¢aligilarak etki mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmas: 6nem tasimaktadir.

7. Saglanan Altyap: Olanaklar ile Varsa Gergeklestirilen Projeler

8. Saglanan Altyapr Olanaklarmin Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarindaki
Katkilan
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10, Ekler

a. Mali Bilango ve Ag¢iklamalari

Proje kapsaminda istenen malzemelerin tamamu tek seferde alinmigtir. Tim
malzemeler tiiketim iiriiniidiir ve deneysel ¢alismalar sirasinda kullanilmustir.

1- Balb-C/Kby fare (erkek): in vivo deneylerde kullanild.

2- metanol: Ekstraksiyon ve kromatografi ¢alismalarinda kullanildi.
3- asetonitril: YPSK analizlerinde ¢oziicii olarak kullanildi.

4- vial-vida kapak N9: YPSK numulerini hazirlamada kullanildi.

5- siringa filtre-PTFE: YPSK cihazina enjekte edilecek numuneleri siizmek igin
kullanildi.

6- Diklorometan: Ekstraksiyon islemleri ve ITK ¢aligmalarinda kullamld.
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7-1TK Silikajel Alummyum plak: ITK ¢alismalarinda kullamlds.

8- ITK Silikajel 60 RP-18 Aluminyum plak: ITK ¢aligmalarinda kullanildi.

9- Pipet ucu mavi: Kiigiik hacimli sivilarin aktariminda kullanmidi.

10- Pipet ucu sar1: Kiigiik hacimli sivilarin aktariminda kullanildi.

11- siringa-sokiilebilir igneli-seri RN-igne tipi A-25 pl: Numunelerin hayvanlara

tatbiki i¢in kullanildi.

12- siringa-sokiilebilir igneli-seri RN-igne tipi A-50 pl: Numunelerin

tatbiki i¢in kullanildi.

hayvanlara

Tiikiye e Vetien Ban Heradaum Tirlerinin Antienfamatvar Etierinin Deel | 2080237002 | Devam Edyor

23w Yadmoly | kP Gdeists Cdwelde vt Domalr | Db Fapder Bapdom
: Formrlan Swanan
Froze Sikcesi Biglangiy Sosneginde orofz kabid edien: kay! e edien, kata! edldikeen sn2 kabaf ecilen siamia: goserlic
a0 a0 000 0% 300 i
Toglam 000 40000 000 00 000 000 40O 0@ S 00 0w
2 .:___:_," . u b a3 an B 2408 o ot
Topkam P 1" SR 1 N 1 000 0% 240F 0M 00 00 0m
Miktar | Olcii Kullanila | Kala |Birim |[KDV dabhil
Giderin aciklamasi 1 birimi |n n Fiyat1 |tutan
1 Balb-C/Kby fare (erkek) 556 Adet 556 0 47,2 26.243.20
Methanol 99,9% for liquid
2 chromatography (2.5 1t) 30 Sise 30 0 94.4 2.832,00
Acetonitrile %99.9
gradient grade for liquid
3 chromatography (2.5 1t) 10 Sise 10 0 233,64 (2.336,40
Vial-vida kapak-N9-1,5ml-
11,6*32mm-seffaf (1
4 paket=100 adet) 2 paket 2 0 158,12 |316,24
siringa filtre-PTFE-
5 0.20/25 (1paket=100 adet) |2 paket 2 0 708 1.416,00
Dichlorometane %99 (2.5
6 1t) 5 Sise 5 0 159,3 |796,5
TLC silicagel 60, 25
Aluminium sheet , F254
7 (25 adet) 4 Adet 4 0 518.4 [2.073,60
TLC silicagel 60, RP-19
F254S 20 Alumnium sheet 1.489,
8 (20 adet) 2 Adet 2 0 32 2.978,64
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Pipet ucu-mavi-1000pl

9 | (1paket=500 adet) 1 paket 0 40,12 |40,12
Pipet ucu-sar1-200pl

10 | (1paket=1000 adet) | paket 0 29,5 295
siringa-sokiilebilir  igneli-

11 |seri RN-igne tipi A-25 ul |1 Adet 0 401,2 [401,2
siringa-sokiilebilir  igneli-

12 |seri RN-igne tipi A-50 pl |1 Adet 0 497,96 |497.96
Sozlesmeden arta kalan

13 |tutar 1 Adet 1 38,64 |38,64

40.000,00

b. Makine ve Techizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimina Dair Agiklamalar

¢. Teknik ve Bilimsel Ayrintilar

d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapr ve Yonlendirilmis Projeler icin

uygulanmaz)

e. Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

Projeler icin uygulanmaz)

(Altyapr  ve Yonlendirilmis




