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OZET

Tiirkiye’de yapilan etnobotanik ¢alismalarda, halk arasinda cesitli bitkilerin jinekolojik
rahatsizliklarda yaygin olarak kullanildigi kayithidir. Bu c¢aligmada, jinekolojik
rahatsizliklarda kullanildig: tespit edilen Anthemis austriaca Jacq., Cichorium intybus L.,
Melilotus officinalis (L.) Pall., Mentha longifolia (L.) Huds. ve Urtica dioica L. bitkilerinin
endometriyoz ve polikistik over sendromu (PKOS) iizerindeki etkinliklerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu baglamda, A. austriaca c¢icekleri ile C. intybus, M. officinalis, M.
longifolia ve U. dioica toprak {istii kisimlarindan sirasiyla n-hekzan, etil asetat (EtOAc) ve
metanol (MeOH) ekstreleri hazirlanmistir. Hazirlanan ekstrelerin etkinlikleri siganlarda
deneysel olarak olusturulan endometriyoz ve letrozol-nedenli PKOS modelleri uygulanarak
degerlendirilmistir. Olusturulan bu sican modellerinde, A. austriaca bitkisinden hazirlanan
ekstrelerin en yiiksek etkiyi gdstermesi nedeniyle bu bitki {izerinden “Biyolojik Aktivite ile
Yénlendirilen Fraksiyonlama ve Izolasyon (BAYF)” teknikleri kullanilarak calismalarin
yuriitiilmesine karar verilmistir. Endometriyoz sigan modelinde, aktivitesi en yiiksek ¢ikan
A. austriaca MeOH ekstresi RP-18 silika jel kolon kullanilmak suretiyle vakum sivi
kromatografisine tatbik edilmis ve fraksiyonlama iglemi yapilarak 4 ana fraksiyon [Fr. (1-
6); Fr. (7-13); Fr. (14-20); Fr. (21-29)] elde edilmistir. Elde edilen fraksiyonlardan Fr. (1-6)
ve (14-20)’nin endometriyoz sigan modelinde onemli derecede aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan izolasyon ¢alismalarinda Fr. (1-6)’dan 4-(3-D-glukopiranoziloksi)-
6-metil-2H-piran-2-on, en yiiksek aktivite gosteren Fr. (14-20)’den ise kersetin, apigenin-7-
O-(3"-asetil)-p-D-glukopiranozit, apigenin-7-O-(6"-asetil)-p-D-glukopiranozit, apigenin-7-
O-B-D-glukopiranozit ve kersetin-7-O-B-D-glukopiranozit izole edilmistir. Letrozol-nedenli
PKOS sigan modelinde, en yiiksek aktiviteyi A. austriaca n-hekzan ekstresinin gostermesi
nedeniyle bu ekstre iizerinde yapilan fitokimyasal c¢aligmalarda B-amirin palmitat,
taraksasterol ve taraksasterol asetat olmak lizere 3 adet triterpen yapisinda madde izole
edilmistir. Sonuglar A. austriaca bitkisinin endometriyoza karsi gosterdigi aktivitenin,
icerdigi flavonoitlerden; PKOS’a karsi gosterdigi  aktivitenin ise triterpenlerden
kaynaklandigini géstermistir.

Bilim Kodu : 1017

Anahtar Kelimeler : Farmakognozi, Etnofarmakoloji, Asteraceae, Anthemis austriaca,
Endometriyoz, PKOS, Flavonoit, Triterpen
Sayfa Adedi : 235
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ABSTRACT

There are numerous plants which are used for the treatment of gynecological disorders in
ethnobotanical studies conducted in Turkey. The present study aimed to investigate the effect
of Anthemis austriaca Jacg., Cichorium intybus L., Melilotus officinalis (L.) Pall., Mentha
longifolia (L.) Huds. and Urtica dioica L. on endometriosis and polycystic ovary syndrome
(PCOS). For this purpose, n-hexane, ethyl acetate (EtOAc) and methanol (MeOH) extracts
were prepared from the flowers of A. austriaca and the aerial parts of C. intybus, M.
officinalis, M. longifolia and U. dioica, successively. The effects of the prepared extracts
were evaluated by surgically-induced endometriosis and letrozole-induced PCOS rat
models. Since the extracts prepared from A. austriaca showed the highest activities in
endometriosis and PCOS rat models, it was decided to conduct bioactivity guided
fractionation technique on that plant. The MeOH extract, which had the highest activity in
endometriosis rat model, was applied to the vacuum liquid chromatography using RP-18 for
the fractionation. The obtained fractions were combined according to their thin layer
chromatography profiles in order to gain 4 main fractions [Fr. (1-6); Fr. (7-13); Fr. (14-20);
Fr. (21-29)]. When the activities of these fractions were evaluated in endometriosis rat
model, Frs. (1-6) and (14-20) were found to have statistically significant activity. Further, 4-
(B-D-glucopyranosyloxy)-6-methyl-2H-pyran-2-one was isolated from Fr. (1-6), quercetin,
apigenin-7-O-(3"-acetyl)-p-D-glucopyranoside, apigenin-7-O-(6"-acetyl)-p-D-
glucopyranoside, apigenin-7-O-B-D-glucopyranoside and quercetin-7-O-B-D-
glucopyranoside were isolated from Fr. (14-20) which had the highest activity among the
fractions. The n-hexane extract of A. austriaca was found to have the highest activity in
letrozole-induced PCOS rat model. Further phytochemical studies on the n-hexane extract,
B-amyrin palmitate, taraxasterol acetate and taraxasterol, which are triterpene derivatives,
were isolated from n-hexane extract of A. austriaca. Consequently, the efficacy of A.
austriaca against endometriosis could be due to its flavonoids, whereas its effect against
PCOS could be due to its triterpene derivatives.

Science Code : 1017

Key Words : Pharmacognosy, Ethnopharmacology, Asteraceae, Anthemis austriaca,
Endometriosis, PCOS, Flavonoid, Triterpene
Page Number : 235
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1. GIRIS

T1bbi bitkiler asirlardan beri halk tarafindan ilag, gida ya da baharat olarak kullanilmaktadir.
1900’1i yillarin basinda hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin %40°1 bitki odakl
olmasina ragmen, 1970’1i yillarda bu oran %5’ten daha diisiik bir seviyeye gerilemistir.
1990’11 yillardan sonra tibbi bitkilere olan ilginin artmasi sebebiyle bitkilerin kullanimi
tekrar ciddi oranda artmistir (Bayram, Kirici, Tansi, Yilmaz ve Kizil, 2010). Biyolojik
Cesitlilik Toplulugu Sekreteryasi tarafindan yazilan raporda 2000 yilinda tibbi bitkilerin
diinya pazarindaki yerinin 60 milyar dolar oldugu ifade edilmistir (Zhang, 2004).

Sentetik yollardan elde edilen ilaglarda hedeflenen etkinin beklenen diizeyde olmamasi ve
yan etkilerinin yiiksek olmasi nedeniyle giiniimiizde daha etkin ve giivenilir, kolay tolere
edilebilir ilag molekiillerinin gelistirilmesi amaciyla ¢ok sayida ¢alisma yiiriitiillmektedir. Bu
baglamda etnofarmakolojik bilgiler ve ¢esitli tedavi sistemleri, laboratuvardan klinige giden
yolda 6nemli bir basamak olarak yerini almaktadir. (Patwardhan, 2005). Bu amagla yapilan
calismalarda, halk arasinda hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkilerin etkinliklerinin

bilimsel olarak kanitlanmas1 ve etkiden sorumlu bilesik/lerin tespiti onem arz etmektedir.

Endometriyoz, endometriyal dokunun (gland ve stroma) uterin kavite disinda yerlesip
biiylimesi ile karakterize olan ve menstriial siklusu devam eden kadinlarin yaklasik
%10’unda goriilebilen bir hastaliktir (Mihalopoulos, 2007). Endometriyoz semptomlari
arasinda dismenore, disparoni, kronik pelvik agri ve infertilite yer alir (Ozler, Yaldiz ve
Degirmencioglu, 2010). Bu hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar, hastaligi tamamen
tedavi etmemekte, ancak semptomlarin ortadan kaldirilmasina yardimer olmaktadir. Bu
ilaclarin birakilmas1 durumunda ise semptomlar yeniden ortaya g¢ikabilmektedir (Bedaiwy,

Alfaraj, Yong ve Casper, 2017).

Polikistik over sendromu (PKOS), menstriial siklusu devam eden kadinlarda yaygin olarak
goriilen, ovaryum fonksiyon bozuklugu, artmis androjen iiretimi ve bozulmus gonadotropin
salinmas1 ile karakterize bir hastaliktir. Menstriial dengenin bozulmasi, killanma ve
sivilcelenme bu hastalikta siklikla karsilagilan problemlerdir. Cok yonlii bir hastalik olmasi
nedeniyle, tedavide tek bir ilag yerine kombine ilag tedavisi tercih edilmektedir (Kahn,
2008). Ancak fazla ila¢ kullanma gerekliligi ve medikal tedavisinin sadece semptomlari

gidermeye yonelik olmasi nedeniyle tedavi basaris1 sinirhi kalmaktadir.



Endometriyoz ve PKOS tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin sinirli etkinligi nedeniyle
tedaviye yonelik alternatif iirlinlerin ¢ikarilmasi glinlimiizde 6nem kazanmistir. Geleneksel
tip sistemlerinin ve halk ilaglarinin yeni ilag kesiflerinde 6nemli rol almasi sebebiyle, bu tez
kapsaminda iilkemizde halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan cesitli
bitkiler tizerinde biyoaktif molekiillerin izolasyonunda yaygin olarak kullanilan biyoaktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon (BAYF) ¢alismalarinin yapilmasi amaglanmistir.
Bu baglamda, segilen bitkilerin halk arasindaki kullanim sekli esas alinarak si¢anlarda
olusturulan endometriyoz ve PKOS modelleri iizerinde etkinliklerinin incelenmesi, aktif
c¢ikan ekstre/ler lizerinde izolasyon ¢alismalarinin yapilarak aktiviteden sorumlu bilesik/lerin

tespiti hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endometriyoz Nedir?

Endometriyoz, endometriyal dokunun uterus kavitesinin disinda bir yerde biiylimesi ile
karakterize olan kronik bir hastaliktir. Endometriyozda uterin hiicreler ovaryum, idrar kesesi,
serviks, rektum ile koltuk alt1 bolgesi gibi anormal bolgelere yerlesir ve gelisir. Olusan bu
endometriyal doku organizma tarafindan uterusta gelismis bir doku gibi algilanarak hormon
diizeylerinin bozulmasina yol agar. Kanama, enflamasyon, yara olusumu, adezyon,
deformasyon, infertilite ve ¢ok siddetli agri meydana gelir (Oyelowo, 2007a). Bu hastalikta
klasik olarak goriilen pelvik enflamasyon, sadece endometriyotik lezyon sebepli degil ayni
zamanda endometriyal dokunun uterus kavitesi disinda baska bir yerde biiyiimesini saglayan

bir faktor olarak ortaya cikar.

Endometriyoz genel olarak 3 sekilde siniflandirilir:

(1) Peritoneal endometriyoz: Pelvik periton ve ovaryum yiizeyinde olusan endometriyotik
implant.

(2) Endometriyoma: Endometrioit mukoza ile iliskili ovaryum kistleri.

(3) Rektovajinal endometriyotik nodiil: Rektum ve vajina arasina yerlesmis, fibromiiskiiler
doku ve adipoz doku ile biitiinlesmis endometriyotik dokudan olusan kati kitle (Florova,

Yarmolinskaya ve Potin, 2017).

2.1.1. Endometriyozun epidemiyolojisi

Endometriyozun epidemiyolojisinin belirlenmesi, hastaligin tanimi1 ve kontrol segimiyle
ilgili metodolojik problemlerden dolay: diger hastaliklarin gerisinde kalmistir. Fakat bu
kisitlamalara ragmen hastaligin epidemiyolojisiyle ilgili bilgiler son yillardaki ¢aligmalarla
biraz daha netlik kazanmistir. Endometriyozun goriilme sikligi teshise gore degisiklik
gostermektedir. Bugiine kadar tamamlanan epidemiyolojik calismalarda tubal ligasyon
gegciren kadinlarda goriilen asemptomatik endometriyoz orani yaklasik %4 olarak bulunmus,
ancak bu oranin %1’den %7’ye kadar degisiklik gosterdigi de rapor edilmistir. Primer
infertilite problemi yasayan kadinlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda, bu problemi yasayan

kadinlarda endometriyoz goriilme sikliginin %9-50 arasinda oldugu (Duignan, Jordan,



Coughlan ve Logan-Edwards, 1972; Hasson, 1976; Liston, Bradford, Downie ve Kerr, 1972;
Williams ve Pratt, 1977); ¢ok siddetli adet sancis1 goren adolesanlarda ise bu oranin %50
oldugu (Bullock, Massey ve Gambrell, 1974; Cramer ve Missmer, 2002; Goldstein,
deCholnoky, Emans ve Leventhal, 1980) belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar, siddetli adet
sancis1 yasayan adolesanlarin endometriyoza yatkinliginin daha fazla oldugunu ve erken
teshisin 6nem arz ettigini géstermistir. Bununla birlikte irklara gore endometriyoz goriilme

sikliginin uzak dogulu insanlarda daha fazla oldugu da rapor edilmistir (Cramer ve Missmer,

2002).

2.1.2. Endometriyozun olusumu

Endometriyoz patofizyolojisinde ¢esitli faktorler rol oynamakta ve bununla ilgili ¢esitli
hipotezler ortaya atilmaktadir. Bunlardan bir tanesi Mayer teorisi bir digeri ise klasik hipotez
olan Sampson teorisidir. Mayer teorisine gore endometriyoz, hormonal degisikliklerin etkisi
ile peritoneal hiicrelerin muellerian tip hiicrelere donilistimii sonucu olusur (Fujii, 1991).
Sampson teorisi ise endometriyozun olusumu ile ilgili en temel teori olup bugiin bile
gecerliligini koruyan implantasyon teorisidir (Sampson, 1927) (Sekil 2.1). Bu teoriye gore,
oviilasyon donemindeki kadinlarda menstriiasyon akisinin ters yonde olmast durumunda
canli endometriyal hiicreler periton ic¢ine dokiilir ve periton yiizeyindeki mezotel
monotabakaya baglanarak endometriyoz gelisir (Dunselman, Groothuis, de Goeij ve Evers,
2001). Peritoneal hiicrelerdeki hyaluronik asit ekspresyonu endometriyal hiicrelerin
peritoneal yiizeye adezyonunda 6nemli bir rol oynar (Dechaud, Witz, Montoya-Rodriguez,
Degraffenreid ve Schenken, 2001). Sitokin ekspresyonunun ve Otopik endometriyum
aktivitesinin artmasi, dokiilen endometriyal parcalarin peritoneal yiizeye adezyonunu

kolaylastirir (Tseng ve digerleri, 1996).



Fibrozis
Yara olugumu
Agn

Menstrital sividaki  endometrial

hiicreler peritoneal kaviteye ulagr

Endometrial
Hiicreler

Peritoneal

Kavite
Enflamatuvar ve immiin
hiicrelernn aktivasyonu ve Prostaglandin ve
infiltrasyonu gerceklegir astradiol salmir

o
© o

Bo
Peritoneal "
Kt o —)

Adhezyon Hiicre bityiimesi
favazyon Peritoneal )
Kavite Anjiyogenez
Antiapoptozis

Sekil 2.1. Sampson teorisine gére endometriyoz olusum semasi

Endometriyoz olusumunda rol oynayan programlanmig hiicre Olimii (apoptoz)
endometriyumun siklik yenilenmesinde olduk¢a 6nemli bir parametre olup yapilan
calismalarda otopik endometriyal apoptozun endometriyozlu kadinlarda azaldigi tespit

edilmistir (Meresman ve digerleri, 2000).

Bununla birlikte, intraperitoneal bolgenin anjiyojenik potansiyeli endometriyal lezyonlarin
olusum potansiyelini etkilemektedir (Donnez, Smoes, Gillerot, Casanas-Roux ve Nisolle,
1998; Taylor ve digerleri, 1997). Yapilan caligmalarda, endometriyotik implantlarin
cevresinde asirt damar agmin olustugu, artmis anjiyojeneze bagli olarak invazyonun da
arttig1, peritoneal kavitede asirt anjiyojenez varliginin endometriyoza yatkinlhigi artirdigi
belirlenmistir (Taylor ve Lebovic, 2014).

2.1.3. Endometriyozun teshisi

Endometriyozun semptomlari arasinda pelvik organlarda agri, dismenore, disparoni, agrili
oviilasyon, bel agris1 ve infertilite yer almaktadir. Endometriyoz teshisi i¢in asagidaki

belirtilerden birinin veya birkaginin hastanin ge¢misinde agik bir sekilde goriilmesi gerekir:

e Agnl bagirsak hareketleri
e Agrnl cinsel iliski



e infertilite

e Karinda sislik

e Konstipasyon

e Orta ya da ciddi diizeyde menstriial kramplar

e Siddetli menstriial kanamalar

Bununla birlikte endometriyoz teshisinde pelvik muayene sonrasinda da asagidaki

belirtilerin olmas1 gerekir:

e Agnli pelvik muayene ile birlikte kolay hareket etmeyen, kati uterus yapisi goriliir.
Uterosakral ligamentlerde elle tutulur nodiillere ve kistik yumurtaliga rastlanir.
¢ Spekulum muayenesi sirasinda mavi endometriyomalara, vajina ve servikste sigkinliklere

rastlanir.

Endometriyozun kesin teshisinde ya laparoskopi ya da manyetik rezonans goriintiileme
(MRG) yontemleri tercih edilir. Laparoskopik degerlendirmede, abdomende yapilarin daha
1yl goriintiilenmesini saglamak amaciyla siskinligin olusturulmasi karbondioksit gazi
verilerek yapilir. Bu siiregte goriilen yara dokusu, adezyon, ¢ikolata kisti ve toz yamk

lezyonlar endometriyozun varligini gosterir (Oyelowo, 2007a).

2.1.4. Endometriyoz tedavi yontemleri

Endometriyoz tedavisinde agrinin dindirilmesi ve infertilitenin giderilmesi amaciyla ilag ya
da cerrahi tedavi kullanilir. Ilag tedavisinde amag, endometriyotik implantlarin kiigiilmesine
yol agan hipodstrojenik durumun saglanmasi; cerrahi tedavide ise genellikle gozle gortilen
adezyon ve endometriyotik implantlarin lazer ya da elektrokoter yardimiyla yok edilmesidir
(Adamson ve Nelson, 1997; Barbieri ve Kistner, 1986; Cunningham, 1989).

Ilag tedavisi

Ilag tedavisi, genellikle 3-6 ay boyunca uygulanir. Androjen grubu ilaglar etkilerini
endometriyotik doku biiylimesini ve ovaryumda steroit {iretimini baskilayarak gosterirler.
Endometriyoz tedavisinde oral olarak uygulanan, zayif bir androjen olan danazol kisilerde

kilo alimi, ruhsal durum degisiklikleri, yagl sa¢ ve cilt, artmis LDL-C (diisiik dansiteli



lipoprotein kolesterol) ve azalmis HDL-C (yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol) gibi
androjenik yan etkilere sebep olmaktadir (Packard ve Shepherd, 1994). Son zamanlarda
endometriyoz tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir diger ilag grubu ise buserelin,
leuprolid asetat, nafarelin, goserelin gibi gonadotropin salgilayici hormon (GnSH)
agonistleridir. Intranazal yolla ya da enjekte edilerek uygulanan bu ilaclar da sicak basmast,
vajinal kuruluk, libido ve kemik dansitesinin azalmasi gibi hipodstrojenik semptomlara yol
acmaktadir (Dawood, 1994; Orwoll ve digerleri, 1994). Bununla birlikte yliksek dozlarda
projestinler (norethindron, medroksiprogesteron asetat) ile kullanimi smirli olan anti-
Ostrojenler (tamoksifen) ya da yiiksek doz oral kontraseptiflerin de tedavide kullanilmasi

miumkindiir.

Pelvik endometriyoz tedavisinde kullanilan fakat biiyiik endometriyomalar1 tedavi etmeyen
ilaclar ile danazol ve GnSH agonistlerinin 6 aylik tedavi sonunda pelvik agriy1 rahatlattig
klinik ¢aligmalarda belirlenmistir (Hornstein, Surrey, Weisberg ve Casino, 1998; Rolland ve
van der Heijden, 1990; Schenken, 1990). Basarili bir tedavi siirecine karsin semptomlarin,
hastaligin ciddiyetine bagl olarak kadinlarin %37-74’tlinde 5 yil iginde niiksettigi tespit
edilmistir (Barbieri, Evans ve Kistner, 1982; Hornstein ve digerleri, 1995; Waller ve Shaw,
1993).

Cerrahi tedavi

Cerrahi tedavi, endometriyal implantlarin lazer ya da elektrokoter yardimiyla yok edilmesi
seklinde yapilir. Fertilitenin problem olmadig1 ve endometriyozdan kaynaklanan yaralarin
fazla oldugu vakalarda histerektomi tercih edilir. Fertiliteyi diizenlemek amaciyla yapilan

lazer ameliyatlarinda basar1 sansinin %50 oldugu rapor edilmistir (Oyelowo, 2007a).

2.1.5. Endometriyoza karsi etkinligin belirlenmesinde kullanilan arastirma yontemleri

Endometriyoza karsi etkinligin belirlenmesinde ¢esitli in vitro ve in vivo yontemlerden

yararlanilmaktadir. Bu yontemlerin esaslar1 agagida siralanmugtir:
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In vitro yontemler

Tavuk kaorioallantoik membran modeli

Tavuk korioallantoik membran modeli, metastaz goriilen neoplastik kanserler {izerinde
caligma yapmak amaciyla gelistirilmistir (Armstrong, Quigley ve Sidebottom, 1982; Scher,
Haudenschild ve Klagsbrun, 1976). Endometriyoz olusturulmasina dayanan bu model

endometriyal hiicrelerin invazyonu ve anjiyojenez ile ilgilidir (Nap ve digerleri, 2005).

Bir¢ok yonden avantajli olmasina ragmen, endometriyotik lezyon gelisiminin immunojenik
yonlerini analiz etmek bu deney modelinde miimkiin degildir (Griffith, Rodgers ve

Schenken, 2010).

Amniyotik membran modeli

Hemidesmozom ile kollajen ve elastinden olusan damarsiz bir stroma yapisiyla kapli olan
bazal membrana amniyotik epitelin implantasyonu esasina dayanan bir yontemdir (van der

Linden, de Goeij, Dunselman, Erkens ve Evers, 1996).

Insan doku eksplant: ve tek tabaka hiicre kiiltiirii modelleri

Disperse edilmis endometriyum parcalarmin peritoneal eksplantlara tutunmasinin
saglanmasi ve tutunmus endometriyumun mikroskobik olarak incelenmesi esasina dayanan
bir yontemdir (Groothuis ve digerleri, 1999; Witz, Monotoya-Rodriguez ve Schenken,
1999).

Sitokinler

Endometriyozlu kadinlarin peritoneal sivilarinda interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-8, timor
nekroz faktor-a (TNF-a) ve monosit kemotaktik protein-1 gibi sitokinlerin seviyelerinin
artig1 nedeniyle, teshiste bu parametrelere in vitro yontemlerle bakilmasi son derece 6nem
arz etmektedir (Griffith ve digerleri, 2010; Oral, Olive ve Arici, 1996).



Invazyon modelleri

Proliferasyon, go¢ ve apoptoz olaylarinda rol alan endometriyotik lezyonlarin gelismesinde
invazyon onemli bir parametredir. (Bouhadir ve Mooney, 1998; O'Brien, Zegers ve Mostov,
2002). Malignan metastatik implantlarin invazif potansiyellerini degerlendirmek amaciyla
i¢ boyutlu invazyon modelleri kullanilmaktadir. Kanser ve endometriyoz arastirmalarinda
invazyon modeli olusturmak icin ekstraseliiler matriks proteini igeren fare sarkom
ekstresinden olusan matrigel kullanilarak heterotopik endometriyumun peritona tutunma
kapasitesi degerlendirilir (Kobayashi, 2000; Zeitvogel, Baumann ve Starzinski-Powitz,
2001).

In vivo yontemler

In vitro deney modellerinde yasanan biiyiik l¢iideki sinirlamalarindan dolay1, endometriyoz
patojenezinin mekanizmasinin aydinlatilmasinda ve test materyallerinin endometriyoz
tizerindeki  etkinliginin  degerlendirilmesinde  hayvan modellerinin  kullanilmasi
kagmilmazdir (Griimmer, 2012). Endometriyoz genel olarak insanlarda ve primatlarda
meydana geldigi ic¢in, endometriyoz modellerinde kemirgenler ya da primatlar

endometriyotik doku transplantasyonu amaciyla kullanilir.
Otolog kemirgen modelleri

Otolog kemirgen modelleri, endometriyal dokunun subkutan ya da intraperitoneal olarak
ayni hayvana transplantasyonu ile olusturulan modellerdir. Bu modeller ektopik
bolgelerdeki lezyonlarin implantasyon boyutunun ve burada meydana gelen histolojik ve
molekiiler degisikliklerin incelenmesinde, anjiyojenez ve antianjiyojenik ajanlarin

etkinliklerinin belirlenmesinde kullanilir (Griimmer, 2012).

Transplante edilen ektopik dokunun reddi bu modelde s6z konusu olmadigi icin genetik
acidan insan modeline benzerlik gosteren kemirgenler ile ¢aligsma yapilabilmektedir. Ancak
rodentlerde dogal olarak endometriyoz gelismedigi i¢in otolog rodent modelleri insanlardaki

modeli tam olarak yansitmamaktadir (Griimmer, 2012).
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Heterolog fare modelleri

Immiin sistemi baskilanmis farelere endometriyozlu kadinlardan alman endometriyal
dokunun transplantasyonu suretiyle ektopik bolgelerde olusturulan endometriyozun
makroskobik ve histolojik a¢idan incelenmesi esasina dayanan bir modeldir. Bu model,
genel olarak ektopik endometriyumun biiyiimesini ve implantasyonu engelleyen

antianjiyojenik bilesiklerin etkisini arastirmak amaciyla kullanilmaktadir.

Maliyet agisindan diisiik olmakla birlikte endometriyozda gelisen mekanizmalarin ve
terapotik ilaglarin etkilerinin in vivo ortamda incelenme sansini sunmasi nedeniyle oldukc¢a
avantajlt bir yontemdir. Ancak bu yontemde insan endometriyum dokusuna ihtiyag

duyulmast nedeniyle bu yontemin kullanimi1 kisitlidir (Griimmer, 2012).

Primat modelleri

Maymunlar iizerinde yapilan endometriyoz modelinin gerek olusum gerekse gelisim
acisindan insanlarda olusan endometriyoza benzerlik gostermesi nedeniyle, bu modelde
cogunlukla Asya kokenli olan Rhesus macaques ya da habes maymunu kullanilmaktadir.
Ancak, maymunlara endometriyumun intraperitoneal enjeksiyonu suretiyle olusturulan bu
model agir1 maliyet, etik kosullar ve primatlarin kullanimi iizerindeki kisitlayici faktorlerden

dolay1 ¢ok fazla tercih edilen bir yontem degildir (Griimmer, 2012).

2.1.6. Endometriyoz tedavisinde kullanilan dogal kaynaklar

Neto ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada Uncaria tomentosa (Willd. ex Roem. &
Schult.) DC. bitkisinden hazirlanan etanol ekstresinin 32 mg/kg/giin dozda sicanlarda
endometriyal implant hacimlerini gii¢lii oranda diisiirdiigii dolayisiyla bitkinin endometriyoz
tedavisinde tamamlayici bir {irlin olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Neto ve digerleri,
2011).

Deneysel olarak endometriyoz olusturulmus siganlarda Achillea biebersteinii Afan.
bitkisinin toprak {stii kisimlarindan hazirlanan etil asetat ekstresinin endometriyal implant
hacimlerini 6nemli 6l¢iide azalttig1 ve herhangi bir adezyona neden olmadig: belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore, etil asetat ekstresinin endometriyoz tedavisinde etkin bir rol



11

oynadig1 ve bu etkisinin de tagimis oldugu flavonoit aglikonlarindan ileri gelmis olabilecegi

rapor edilmistir (Demirel, Suntar, [lhan, Keles ve Kupeli Akkol, 2014).

Kiipeli Akkol ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, Alchemilla mollis (Buser)
Rothm. ve Alchemilla persica Rothm. bitkilerinin toprak tistii kisimlarindan ve koklerinden
hazirlanan %80°lik metanol ekstrelerinin si¢anlarda olusturulan endometriyoz modeli
tizerinde etkileri incelenmistir. Calisgmada, A. mollis toprak tistii kisimlarindan hazirlanan
ekstrenin endometriyal implant hacmini 101,35 mm®ten 11,87 mm®e; A. persica toprak
tisti kisimlarindan hazirlanan ekstrenin ise 103,30 mm®ten 42,56 mm®’e diisiirdiigii
belirlenmistir. Buna karsin her iki bitkinin de kdklerinden hazirlanan ekstreler ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir farkliliga neden olmadigi belirlenmistir (Kupeli Akkol ve

digerleri, 2015a).

Saltan ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, Viburnum opulus L. meyvelerinden
hazirlanan n-hekzan, etil asetat ve metanol ekstrelerinin etkinlikleri endometriyoz sigan
modeli tizerinde test edilmistir. Sonuglar, endometriyal implantlarda en fazla kii¢iilmenin
etil asetat ekstresi uygulanan grupta oldugunu géstermistir. Biyolojik aktivite calismalarinda
aktif oldugu belirlenen ekstrede etkili bilesigin tespiti amaciyla yapilan yiiksek performanslh
stvi kromatografisi (YPSK)’nde klorojenik asitin ana bilesik olarak bulundugu tespit
edilmistir (Saltan ve digerleri, 2016).

Ilhan ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada Hippophae rhamnoides L. ve Hypericum
perforatum L. yag karisiminin cerrahi olarak olusturulmus endometriyoz sigan modelinde,
yag karigimmin uygulandigi grupta endometriyal implantlarda adezyon skorlari,
endometriyal implant hacimleri ve peritoneal sivida sitokin seviyelerinin kontrol grubuna

kiyasla onemli Ol¢iide azaldigi rapor edilmistir (Ilhan ve digerleri, 2016).

Vitex negundo L. yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin siganlarda olusturulan
endometriyoz modelinde 300 mg/kg dozda endometriyal kist boyutunu 6nemli Olgiide

azalttig1 tespit edilmistir (Amuthan ve digerleri, 2015).
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2.2. Polikistik Over Sendromu (PKOS) Nedir?

PKOS; menstriial siklus ve insiilin duyarlilig: ile iliskili pek ¢cok semptom i¢in kullanilan
genel bir terim olup, dogurganlik caginda bulunan kadinlarda yaygin olarak goriilen,
killanma, obezite, menstriial diizensizlikler, infertilite ve akne ile karakterize hormonal bir

hastaliktir (Sekil 2.2) (Oyelowo, 2007D).

Polikistik over

Sekil 2.2. Polikistik over sendromu (Vinothkumar, 2017)

2.2.1. PKOS epidemiyolojisi

Dogurganlik ¢cagindaki kadinlarin %4-8’1ni etkileyen ve yaygin bir endokrinolojik bozukluk
olan PKOS’ta prevalans, teshis kriterlerine gore degisiklik gostermektedir (March ve
digerleri, 2010). Bunun yaninda PKOS aile dykiisii olan kadinlarda hastaligin goriilme riski
daha yiiksektir. Hastaligin aile dykiisiine bagli olmasi PKOS’un genetik bir hastalik oldugu
diisiincesini akla getirmektedir (Franks ve digerleri, 1997; Legro, Driscoll, Strauss, Fox ve
Dunaif, 1998).

PKOS prevalansi birgok durumla iligkilidir. Bunlardan bir tanesi asir1 kilodur ve obez
kadinlarin yaklasik %28,3’tinde PKOS goriilmektedir (Alvarez-Blasco, Botella-Carretero,
San Millan ve Escobar-Morreale, 2006). Bir diger durum ise epilepsidir. Epilepsi ile PKOS
arasindaki baglantinin arastirildig: bir calismada, epilepsili 50 kadinin 13’iine PKOS teshisi

konulmustur (Bilo ve digerleri, 2001). Bu durumun antiepileptik ilaglarin menstriial
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bozukluklara sebep olmasi ve serum testosteron diizeyini arttirmasindan kaynaklandigi 6ne
striilmistiir (Betts, Yarrow, Dutton, Greenhill ve Rolfe, 2003; Isojarvi, Laatikainen,

Pakarinen, Juntunen ve Myllyla, 1993).

Yukarida bahsedilen faktorlere ilaveten tip 1, tip 2 ve gestasyonel diyabet de PKOS
prevalansi ile iligkilidir. Escobar-Morreale ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, tip
1 diyabetli 85 kadinin 16’sma PKOS teshisi konuldugu rapor edilmistir (Escobar-Morreale
ve digerleri, 2000).

2.2.2. PKOS patojenezi

PKOS patojenezi su ana kadar bilimsel agidan tam olarak agiklanamamis olsa da
gonadotropin seviyesi, ovaryum ve adrenal steroitler ile genetik faktorlerdeki

anormalliklerin PKOS patojenezinde rol oynadig1 yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir (Kahn,

2008).

PKOS’un ana sebebi olarak goriilen hiperinsiilineminin insiilin direncinden kaynaklandig;
fonksiyonel hiperandrojenizmin ise insiilin ve liiteinlestirici hormon (LH) seviyelerindeki
artis ile ilgili oldugu rapor edilmistir. LH seviyelerindeki artigin yiliksek olan ve degismeyen
Ostrojen seviyesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Androjen, Gstrojen, insiilin ve LH
seviyelerinin yiiksek olmas1 durumunda hirsutizm, anoviilasyon ve glukoz metabolizmasinin
bozulmasi gibi istenmeyen sonuglar goriilmektedir (Sekil 2.3). Hiperandrojenizmin altinda
yatan bir diger mekanizma ise adrenal bezlerde ve ovaryumlarda androjen olusumunu
saglayan sitokrom P450 enzim aktivitesinin bozulmasidir. Bu durumda goriilen hirsutizmin
testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiinii saglayan 5-alfa rediiktaz enziminin fazlalig:
durumunda olustugu belirlenmistir (Plouffe, 2000). Hiperinsiilineminin ise ovaryumda yer
alan teka hiicrelerindeki insiilin diizenleyici molekiillerin insiiline duyarli olmasindan

kaynaklandig1 belirlenmistir (Zawadzki ve Dunaif, 1992).
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Sekil 2.3. PKOS patojenezi

Gonadotropin anormallikleri

LH salinimindaki artis ve folikiil uyarict hormon (FSH) salinimindaki azalma ile karakterize
olan PKOS’lu kadinlarin %55-75’inde LH:FSH oraninin arttigi yapilan g¢alismalarla
belirlenmistir. LH salinimindaki asir1 artig, dstradiol, progesteron ve androjen gibi steroit
kaynakli inhibisyona kars1 olusan hipotalamik refleksin bozulmasi ile iligkili bir durumdur.
PKOS’lu kadinlarda FSH salinim profili menstriial siklusun erken folikiiler fazindaki
kadinlarda goriilen duruma benzer bir profildedir. LH seviyesi ve salinimina gore ¢ok diisiik

olan FSH seviyesi ovaryumda asir1 androjen iiretimine sebep olur (Kahn, 2008).

Ovaryum ve adrenal steroit hormon anormallikleri

Ovaryum steroidojenezisinde meydana gelen anormallikler PKOS patojenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Yapilan caligmalarda, polikistik ovaryumlardan izole edilen tekal hiicrelerin
yiiksek miktarda androstenedion, 17a-hidroksiprogesteron ve progesteron salinimina sebep
olduklar1 ve PKOS’lu kadinlarda goriilen asir1 androjen {iretiminin tekal hiicrelerde steroit

iiretim yolaginda artmis aktiviteden kaynaklandigi belirlenmistir (Kahn, 2008).
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Menstriial siklusun folikiiler fazinda FSH’nin etkisiyle, androjenleri oosit hiicresinin
gelisiminde rol oynayarak Ostradiole ceviren graniiloza hiicrelerinde meydana gelen
bozukluklar da PKOS’a ve hiperandrojenizme sebep olmaktadir. Graniiloza hiicreleri
oOstradioliin iiretilmesinde rol oynayan en onemli kaynaktir ve oviilasyondan sonra bu
hiicreler LH’nin etkisiyle liitein hiicrelerine doniisiirek progesteron iiretimine baslar. Ancak
PKOS’ta gelisen yiiksek Ostradiol seviyeleri, FSH iiretimini engelleyerek anoviilasyona
sebep olur. Graniiloza hiicreleri liiteinize graniiloza hiicrelerine doniisemediginden
progesteron iiretimi gerceklesmez. Bu dongiiniin herhangi bir asamasinda gerceklesen
yavaglama ya da duraksama folikiiliin biiyliyiip catlamasina engel olur ve yumurtaliklarda
milimetrik kistlerin olusmasina yol acar. Bu olaylarin aylik olarak tekrarlamasi halinde her
iki ovaryumda milimetrik kistlerin sayisindaki artisa bagh olarak PKOS olusur (Aydos,
Oztemur ve Giir-Dedeoglu, 2016; Goodarzi ve Azziz, 2006).

Genetik faktorler

PKOS patojenezinde, genetik faktorlerin rol oynadigi pek ¢ok arastirma ile kanitlanmustir.
Prevalansin tek yumurta ikizlerinde %74, ¢ift yumurta ikizlerinde %60 ve kiz kardesler
arasinda %22 oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir. Androjen reseptor, seks hormonu
bagli globiilin, LH, LH reseptor, follistatin ve insiilin reseptor genleri ovaryumda meydana
gelen steroidojenez yolagina dahil olarak steroit hormon ve gonadotropin fonksiyonlari ile

insiilin sekresyonu ve aktivitesini etkilemektedir (Kahn, 2008).

2.2.3. PKOS etiyolojisi

Hipofiz bezi tarafindan salgilanan LH ve FSH hormonlarini takiben ovaryumlarda dstrojen
ve progesteron ile az miktarda da olsa testosteron salgilanir. Hipofiz bezinin asir1 aktivitesi
durumunda LH:FSH dengesindeki bozulmaya bagli olarak ovaryumda asir1 testosteron
salgilanmasi ve akabinde PKOS olusumu goriiliir. Bununla birlikte, insiilin seviyelerinin

yiilksek olmast da ovaryumlardan testosteron hormonunun salgilanmasini arttirir

(Vinothkumar, 2017).
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2.2.4. PKOS teshisi

Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii’niin yaymladig: rapora gore; PKOS teshisinde oligo ya da
anoviilasyona ek olarak hiperandrojenizm ile ilgili klinik/biyokimyasal verilerin gerekli
oldugu belirtilmistir. Rotterdam kriterinde ise belirtilen bu kriterlerin ikisinin de gériilmesi
ya da bu kriterlerden birine ilaveten polikistik ovaryumun ultrason goriintiisiiniin gerekli

oldugu rapor edilmistir (Cizelge 2.1) (Kahn, 2008).

Cizelge 2.1. PKOS ig¢in teshis kriterleri

Teshis kriteri Amerika Ulusal Saghk Rotterdam Kriteri (Teshis

Enstitiisii Kriteri icin 3 bulgudan 2’si gerekli)
Oligo/anoviilasyon + +/-
Hiperandrojenizm igin + +/-

Klinik ve/ya da
biyokimyasal bulgular
Polikistik ovaryumun - +/-
ultrason goriintiisii
+, teshis i¢in gerekli; -, teshis icin gerekli degil; +, teshis i¢in gerekli secenek

Ultrason muayenesinde goriilen polikistik ovaryumun boyutlari, 10 mm’den daha kiiciik
olup stromanin ortasinda biiylimiis 10 ya da daha fazla sayida periferal kistten olusur

(Adams, Polson ve Franks, 1986).

2.2.5. PKOS semptomlari

PKOS’lu kadinlarda goriilen semptomlar (Vinothkumar, 2017) asagida maddeler halinde

verilmistir:

e Akne

e Alopesi

e Amenore

e Depresyon

e Diyabet

e Diizensiz menstriial sikluslar
e Endometriyal kanserler

e Hirsutizm
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e infertilite

e Insiilin direnci

e Kardiyovaskiiler rahatsizliklar

e Lipit metabolizmasinda bozukluklar
e Obezite

e Uyku apnesi

2.2.6. PKOS tedavi yontemleri

Projestin ya da kombine Ostrojen/projestin tedavisi

Ostrojen ve projestin iceren kombine oral kontraseptifler, PKOS’lu adolesanlarda tedavide
ilk tercih edilen ilag grubudur. Bu tip oral kontraseptifler, LH salinimin1 ve androjen
iiretimini azaltarak etkilerini gostermektedirler. Androjen seviyesindeki azalma tedavinin ilk
aymnda ortaya c¢ikmaktadir. Ancak, oral kontraseptiflerin hipertansiyon ve vendz
tromboembolizme sebep olmalar1 nedeniyle, kombine oral kontraseptif kullanan 6zellikle
aile gegmisinde vendz tromboembolizm bulunan adolesanlarda hastalarin diizenli olarak yan

etki profili bakimindan takip edilmeleri gerekmektedir.

Ostrojen kullaniminin kontrendike oldugu aktif karaciger hastaligi, migren ve trombofilik
hastaliklarda sadece projestin tedavisi tercih edilmektedir. Ancak sadece projestin i¢eren oral
kontraseptiflerin kullanimi hirsutizm, akne ve diizensiz siklus tedavisinde etkili degildir

(Kahn, 2008).

Antiandrojenler

PKOS’ta siklikla goriilen hirsutizm durumunda antiandrojen bir madde olan spironolakton
tedavide tercih edilen bir ilactir. Seksiiel agidan aktif olan kadinlarda, etkili kontraseptif
ajanlarla birlikte recete edilmesi gereken spironolakton dilirez, bas agrisi, menstriial
diizensizlik ve hiperkalemiye neden olabilecegi i¢in ilacin kullanildig1 siire zarfinda
elektrolit ve bobrek fonksiyonlarinin periyodik olarak kontrol edilmesi gereklidir. Bobrek

yetmezligi ve hiperkalemi durumunda spironolakton kontrendikedir (Kahn, 2008).
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Insiilin duyarhiligini artirici ajanlar

Hepatik glukoneogenez yolagini etkileyen bir biguanit olan metformin, insiilin
reseptOrlerinin sayisini arttirarak serum insiilin ve androjen seviyesinin diismesine neden
olur. Yapilan ¢alismalarda da, metformin kullaniminin menstriial siklusu, fertiliteyi ve lipit
profilini diizenledigi belirlenmistir. Ancak FDA tarafindan insiilin duyarliligini artiric

ilaglarin PKOS tedavisinde kullanimi onaylanmamaktadir (Kahn, 2008).

2.2.7. PKOS’a kars etkinligin belirlenmesinde kullanilan arastirma yontemleri

Hiperandrojenizm-nedenli PKOS modelleri

PKOS’un ana sebeplerinden bir tanesi olan hiperandrojenizm nedeniyle, deney hayvanlari
iizerinde yapilan aktivite ¢calismalarinda ¢gogunlukla testosteron, dehidroepiandrotestosteron
ve dihidrotestosteron androjenik ajan olarak kullanilmaktadir. Androjenik ajanlarin
kullanim1 disinda, dozu ve deney hayvaninin hangi yasam siklusunda oldugu g6z 6niinde
bulundurulmak kaydiyla ostrojen uygulamasi da hiperandrojenizme neden oldugu igin

yaygin olarak kullanilmaktadir (Franks ve digerleri, 1997).

Transgenik PKOS fare modelleri

Transgenik farelerde kronik olarak gonadotropin seviyelerinin normalden fazla olmasi
nedeniyle bu tip farelerde goriilen hemorajik polikistik yapilar, PKOS’lu kadinlarda goriilen
folikiiler yap1 ile benzerlik gostermemektedir. Bu nedenle PKOS teshisi ve tedavisinde
kullanilacak tirtinlerin etkinliklerinin belirlenmesinde zorunlu olmadig: siirece transgenik
fareler ¢ok fazla tercih edilmemektedir (Kumar ve digerleri, 1999; Matzuk, DeMayo,
Hadsell ve Kumar, 2003; Risma ve digerleri, 1995; van Houten ve Visser, 2014).

Antiprogesteron-nedenli PKOS modelleri

Adrenal bezlerden salgilanan ve gonadotropin sekresyonunun, folikiiler gelisim ile
oviilasyonun diizenlenmesinde aktif rol oynayan progesteron, oviilasyondan sonra korpus
luteum tarafindan sentezlenir (Buffler ve Roser, 1974; Caligaris, Astrada ve Taleisnik, 1971;
Mori, Suzuki, Nishimura ve Kambegawa, 1977). Antiprogesteron-nedenli PKOS modeli,

asir1 testosteron salimmmina bagli olarak folikiiler bozunmanin ve anoviilasyonun
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olusturulmasi esasina dayanan bir yontemdir. Kemirgenlerde yapilan ¢aligmalarda RU486,
mifepriston gibi antiprogesteronlarin uygulanmasi durumunda, deneklerde PKOS’lu
kadinlarda goriilen progesteron konsantrasyonun azaldigi ve GnSH uyarilma sikligindaki
artisa bagli olarak LH saliniminin dolayisiyla ovaryumda testosteron sekresyonunun artigina
sebep olan LH/FSH oraninin arttig1 belirlenmistir (Sanchez-Criado, Bellido, Galiot, Lopez
ve Gaytan, 1990).

Letrozol-nedenli (Aromataz inhibitorii)) PKOS modelleri

Testosteron ve androstenedion hormonlarin1 dstradiol ve Gstrona ¢eviren aromataz enzimi
plasenta, ovaryum ve testislerde yogun olarak bulunmaktadir (Corbin, Trant, Walters ve
Conley, 1999). Letrozol-nedenli PKOS modeli, aromataz enzim inhibitorii etkiye sahip olan
letrozoliin  siganlarda uygulanmasi1 suretiyle ovaryumda androjenlerin  Ostrojene
doniisiimiiniin azaltilmas1 ve testosteron seviyesinin artisina, dstradiol liretiminin azalmasina
bagl olarak polikistik folikiillerin olusumu esasina dayanir (Corbin ve digerleri, 1999; Shi

ve Vine, 2012).

2.2.8. PKOS tedavisinde kullanilan dogal kaynaklar

Yapilarinda yiiksek oranda izoflavon ve lignan gibi fitodstrojenik yapili metabolitleri ihtiva
eden keten ve soya {irtinleri lizerinde yapilan ¢calismalarda, bu fitodstrojenlerin 6strojen ve
antiostrojenlere yapisal olarak benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Fitodstrojen igerigi zengin
olan soya ve keten iiriinlerini ¢ok fazla tiikketen Asya kitasinda yasayan kadinlarda, menstriial
siklusun uzun oldugu tespit edilmis ve fitodstrojenlerin menstriial siklusu etkiledigi
diistiniilerek PKOS tedavisinde etkili olabilecegi rapor edilmistir (Kasim-Karakas ve
Mishra, 2009; Phipps, Martini, Lampe, Slavin ve Kurzer, 1993; Tham, Gardner ve Haskell,
1998).

Lektin, fenol, sterol ve lignanlar agisindan zengin olan Urtica dioica L. bitkisi kdklerinden
hazirlanan ekstrelerin, seks hormon baglayici globiilinin reseptorlere baglanmasini inhibe
ettigi ve buna bagli olarak prostat hipertrofisinde tedavisinde kullanildig1r kaynaklarda
belirtilmistir. Bu bilgi 1s1ginda bitkinin koklerinin PKOS tedavisindeki etkinliginin

arastirtlmas1 amaciyla yapilan ¢esitli ¢aligmalarda, globiilinin testosterona baglanma
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yetenegini arttirdigi dolayisiyla testosteron diizeyini azaltarak etki gosterdigi rapor edilmistir

(Hryb, Khan, Romas ve Rosner, 1995; Schottner, Gansser ve Spiteller, 1997a, 1997b).

Sun ve digerleri tarafindan yapilan bir c¢alismada, Paenoia lactiflora Pall. bitkisinin
kurutulmus koklerinden elde edilen paeoniflorinin aromataz enzim aktivitesini arttirmak
suretiyle progesteron seviyesinin artmasina, androjen seviyesinin ise azalmasina neden

oldugu belirlenmistir (Sun ve digerleri, 2004).

Testosteronu dihidrotestosterona dontstiren 5-alfa rediiktaz enzimini inhibe etmesi
nedeniyle prostatik hipertrofi tedavisinde yaygin olarak kullanilan Seronea repens (Bartram)
J.K. Small bitkisi {izerinde yapilan ¢aligmalarda, PKOS’ta goriilen testosteron kaynakli
belirtileri bu bitkinin azalttig1 tespit edilmistir (Casner, 2006; Dimitrakov, 2006).

Kiipeli Akkol ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, Thuja occidentalis L. bitkisinden
elde edilen yagin ve ana bilegeni olan a-tuyonun PKOS iizerindeki etkinligi letrozol-nedenli
PKOS sigcan modeli kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar, T. occidentalis yagi ve a-tuyon
uygulamasinin siganlarda serum FSH, LH, testosteron, toplam kolesterol (TK), trigliserit
(TG), LDL-C, leptin ve glukoz seviyelerini azalttigini, dstradiol, progesteron ve HDL-C

seviyelerini ise onemli 6l¢iide arttirdigini gostermistir (Kupeli Akkol ve digerleri, 2015b).

Ulkemizde halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan Corylus avellana L. bitkisi
tizerinde yapilan bir ¢alismada, tohumlardan elde edilen yagin si¢anlarda olusturulan
letrozol-nedenli PKOS modelinde serum FSH, LH, testosteron, leptin ve glukoz seviyelerini
onemli Olglide disiirdiigli; Ostradiol, progesteron, HDL-C seviyelerini ise arttirdigi
belirlenmistir. Aktif bilesik/lerin belirlenmesi amaciyla yapilan YPSK’da a-tokoferol, y-
tokoferol, skualen, B-sitosterol, kampesterol ve stigmasteroliin yiiksek oranda oldugu ve
PKOS iizerindeki etkinligin bunlardan kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Demirel, Ilhan,

Suntar, Keles ve Kupeli Akkol, 2016).

2.3. Calisma Materyallerinin Geleneksel Kullanimi

Tirkiye’de “catlangag, catlangac siipilirgesi, ¢ukurotu, esek karakavugu, ham siitliivan,
talisk” gibi isimlerle bilinen Cichorium intybus L. bitkisinin kokleri kaynatilarak epilepsi

tedavisinde (Tabata ve digerleri, 1994); toprakiistii kisimlari ve koklerden hazirlanan
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dekoksiyon bobrek taslarini diisirmede, egzama ve hemoroit tedavisinde; taze kok ve
toprakiistii kisimlar1 kanser tedavisinde; yapraklart Anchusa kokleri ile yagda kavrularak
(Yesilada ve digerleri, 1999) ve toprak iistii kisimlarinin yakilmasi suretiyle elde edilen
kiillerden hazirlanan yag ile karisitirilarak hazirlanan merhem yara iyilestirici (Sezik ve
digerleri, 1991) amagla kullanilmaktadir. Bununla birlikte, C. intybus yapraklarinin halk
arasinda menopozal semptomlari tedavi etmek amaciyla, sicak basmasina ve sinirlilige kars,
koklerinin menstriial hastaliklara karsi1 (Kapahi, Srivastava ve Sarin, 1993; Ososki ve
digerleri, 2002), tiim bitkinin su ile kaynatilarak rahim hastaliklar1 ve enfeksiyonlarina karsi

(Glimiis, 1994; Miikemre, 2013) kullanildig: kayithdir.

Halk arasinda “sakar yonca, yonca, kokulu yonca” gibi isimlerle bilinen Melilotus officinalis
(L.) Pall. bitkisi, Tirkiye’de gesitli yorelerde gaz giderici, diiiretik, antienflamatuvar,
hepatoprotektif amaglarla kullanilmaktadir (Cakilcioglu, Khatun, Turkoglu ve Hayta, 2011;
Hamid ve Raina, 2014; Tita, Mogosanu ve Tita, 2009). M. officinalis toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon bdbrek taglarini diisiirmek amaciyla, tiim bitkiden
hazirlanan inflizyon agrili menstriiasyon, uykusuzluk ve yara iyilestirici amagla (Hamid ve
Raina, 2014), toprak iistii kistmlarindan hazirlanan infiizyon jinekolojik rahatsizliklarda
(Tita ve digerleri, 2009), kokleri Anadolu’da abortif amagla kullanilmaktadir (Sezik ve
digerleri, 2001). Ayrica Avrupa Ilag Ajans tarafindan yaymlanan raporda M. officinalis
bitkisinin halk arasinda uterus hastaliklarina kargi kullanildigi da bildirilmistir (EMEA,
2008).

Mentha longifolia (L.) Huds. bitkisi Anadolu’da halk arasinda “narpiz, yarpuz, nane, pune,
puni, deli nane, dere nanesi, su nanesi, yarpiz” gibi isimlerle bilinmektedir. Bitkinin toprak
istii kisimlar1 halk arasinda bag, mide, karin ile menstriial agrilarinda ve Oksiiriige karsi

kullanilmaktadir (Altundag ve Ozturk, 2011; Sezik ve digerleri, 1997).

Ulkemizde “isirgan, geznik, dicirgen, cizlagan” gibi isimlerle bilinen Urtica dioica L.
bitkisi, halk arasinda haricen romatizmal agrilari gidermede, infiizyonu kansere karsi,
dekoksiyonu mide agrilarinda, toprak tistii kisimlar1 emenagog olarak, tohumlar1 hemoroitte
ve jinekolojik enflamasyonlarda (Simsek, Aytekin, Yesilada ve Yildirimli, 2004), kokleri
bobrek tasglarini diisiirmek amaciyla (Honda ve digerleri, 1996; Sezik ve digerleri, 1997;
Sezik, Zor ve Yesilada., 1992; Yesilada ve digerleri, 1993), yapraklar1 menstriial siklusu

diizenlemek i¢in kullanilmaktadir (Altundag ve Ozturk, 2011; Kumar, Sharma, Manhas ve
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Bhatia, 2015; Mosaddegh, Naghibi, Moazzeni, Pirani ve Esmaeili, 2012; Uysal, Onar,
Karabacak ve Celik, 2010).

2.4. Botanik Bilgiler

2.4.1. Asteraceae (Compositae) familyasi

Tek yillik, iki yillik ya da ¢ok yillik bitkiler ya da bazen ¢al1 seklinde, lateks tagiyan dokuya
sahip ya da sahip degil. Yapraklar alternan, bazen karsilikli, stipulasiz (nadiren stipulali),
parcalanmamus, disli, loblu ya da parcalara ayrilmis bigimde. Bireysel ¢igekler genellikle
cok sayida (nadiren bir), sapsiz ve koruyucu bir involukrum ile ¢evrelenmis kapitulum
halinde. Kapitulum bazen ikincil bir kapitulum benzeri bas halinde. Reseptakulum ¢iplak ya
da pul seklini almis, uzun tiiylerle kapli. Cigekler epigin, ya tiimii hermafrodit ve protandr
ya da disi, erkek ya da eseysiz. Kaliks ovaryumun tepesinde, papus halinde, tiiyli, pullu, kil
veya diken seklinde uzantili, yumusak ya da sert tiiy, kilgik ya da sakal seklinde bir papus
ya da devam eden korona seklinde, papus bazen hi¢ yok. Korolla gamopetal, tiipsii, ipliksi,
dilsi ya da nadiren bilabiat, genelde 3- ya da 5- disli, nadiren korelmis. Stamenler (4~)5,
petale bagli, filamentler genelde serbest, anterler stilusun etrafinda silindir halinde, nadiren
serbest. Ovaryum alt durumlu ve 1 gozlii. Stilus genellikle {ist kisimda ikiye catalli, yuvarlak
cigeklerin stiluslar sik tiiylerle kapli. Meyve aken, genellikle kalici ya da dokiilen papuslarla
kapli (Grierson ve Yavin, 1975).

Asteraceae familyasina ait bitkiler “Flora of Turkey and The East Eagean Islands” da Grup
A-F olmak iizere 6 grupta toplanmaktadir. Bu gruplarin ayrimi i¢in verilen “Tayin Anahtar1”
su sekildedir:

1. Cigeklerin hepsi ligulat, diller 5-disli; siitlii bitkiler Grup A
1. Cigeklerin hepsi ligulat degil, en azindan merkezdekiler tiipsii; siit bulundurmayan bitkiler
2. Yapraklar ve/ya da brakteler dikenli ya da batici Grup B
2. Yapraklar ve/ya da brakteler dikenli degil

3. Kapitulum kollu, ugtaki gigekler genellikle 3- (nadiren 5- ya da fazla) disli dilsi gigekler,
acik bir sekilde orta ¢igeklerden daha uzun

4. Dilsi ¢icekler parlak sar1, turuncu Grup C

4. Dilsi ¢icekler beyaz, krem, pembe, kirmizi, mor ya da mavi Grup D
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3. Kapitulumdaki biitiin ¢i¢ekler tiipsii ve ayni sekil ve boyda ya da kapitulumun orta
cicekleri tilipsii, kenardakiler ipliksi ve orta ¢igekler ile ayn1 boyda veya daha kisa, kenar
cigekler tiipsii bazen uzamis, genislemis ve kollu fakat genellikle silindirik, ya da dilsi ve

orta cigeklerden daha uzun

5. Reseptakulum paleali ya da uzun tiiyli (tiiyler en az korolla kadar uzun) Grup E
5. Reseptakulum ¢iplak ya da cogunun uglart cukurlu ya da disli Grup F
Grup D

Kapitulum kollu; dilsi ¢igekler beyaz, pembe, kirmizi ya da mor; bitki dikenli degil
1. Reseptakulum paleali, palea ovat ya da dikdortgensi ya da daha dar, kilsi ve
reseptakulumun i¢ kisimlarinda var
2. Bitkiler skapuslu: yapraklar ovat, kordat, hepsi tabanda; cicekler kirmizi, igtekiler bilabiat
1-5 cm ya da daha uzun
94. Uechtritzia
2. Bitkiler yaprakli govdeye sahip; yapraklar ¢esitli sekillere sahip fakat ovat degil, kordat;
kenar ¢icekler beyaz, pembe ya da mor, orta ¢igekler genellikle sari, tiipsii ya da ¢ok az
bilabiat, 6 mm’den uzun degil
3. Yapraklarin hepsi karsilikli, basit; palea dar, kila benzer, diisiicii; tek yillik bataklik bitkisi
3. Eclipta
3. Yapraklar alternat, genellikle pinnatisekt, nadiren basit; palea ovat ya da dikdortgensi; tek
yillik ya da ¢ok yillik
4. Akenler sirttan yassilagsmis, ucta 2 kanatli ya da bariz damarh
5. Daha dis taraftaki akenler zarl ya da seffaf kanatlara sahip
6. Orta korolla tiip taban1 2 pargaya boliinmiis; yapraklar pinnatisekt, dista linear, solucan
seklinde, kisimlar birbirine yakin
45. Leucocyclus
6. Orta korolla tlip tabani pargalara boliinmemis, akenin 6n tarafina yapisik; yapraklar
pinnatisekt, dista dikdortgensi-ovat, kisimlar birbirine yakin degil
44. Anacyclus
5. D1s taraftaki akenler ya da tiim akenlerin kenarlar1 bariz damarli fakat kanath degil
7. Orta korollanin tiip taban1 torba gibi sismis ve akenin tepesini sarmis; akenler tepede
yassilasmis, yuvarlak, tagsiz; paleanin orta damari tepeye ulasmaz

46. Achillea
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7. Orta korollanin tiip tabani torba gibi siskin degil; akenin tepesi kisa korona ile kapli; palea
orta damari tepeden kiiclik sivri sert bir u¢ ya da uzanti olarak tagsmis
42. Anthemis
4. Akenler silindirik, koseli ya da bazisi bariz damar ya da kanat olmadan yassilagsmis
8. Orta korolla tiipleri 6n tarafta tabanda mahmuz seklinde uzamis, kismen yassilagmis, ince
cizgili, koronasiz aken
43. Chamaemelum
8. Orta korolla tiipleri yukarida degil; akenler silindirik, koseli ya da az yassilasmis, genelde
yuvarlak ya da tepede ¢ok kii¢lik korona, hi¢ olmazsa arka tarafta
42. Anthemis
1. Reseptakulum ¢iplak
9. Tiiylli papus mevcut
10. Dilsi ¢igekler kiiciik, neredeyse involukrumdan ¢ikmis
11. Papus 4 tiiylii ve 4 daha kiiciik pullara sahip; yapraklarin hepsi tabanda, rozetli; tek yillik
32. Bellium
11. Papus tiimiiyle tiiylii; yapraklarin hepsi tabanda degil; tek yillik ve ¢ok yillik
12. Yapraklar ¢cogunlukla gévdede; kapitulum ¢ogunlukla panikula; tek yilliklar genellikle
30 cm’den daha uzun
33. Conyza
12. Yapraklar cogunlukla tabanda; kapitulum yalniz ya da ¢ok az; ¢ok yilliklar 20 cm’den
daha uzun
31. Psychrogeton
10. Dilsi ¢icekler biiyiik, involukrumdan bariz bir sekilde ¢ikmis; iki yillik ya da ¢ok yillik
bitkiler, nadiren tek yillik
13. Kenar ¢igekler verimsiz, stiluslar1 yok
27. Galatella
13. Kenar ¢icekler verimli, stiluslart mevcut
14. Salgi tiiyleri var yapiskan; iki yillik; akenler papusun altinda aniden daralmis ve hemen
hemen gagali
30. Lachnophyllum
14. Salgi tiiyleri bazen var ama yapiskan degil; ¢ok yillik; akenler iistte degil
15. Kenar ¢igekler 1 disli, dilsi ¢igekler 1 mm’den daha genis; brakteler yaprak bigiminde
ya da zarimst

26. Aster
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15. Kenar ¢igekler 2-3 disli, dilsi ¢i¢eklerin genisligi 1 mm’den daha az; brakteler otsu,
nispeten dar
29. Erigeron
9. Papus yok, ya da tagsi, kulakgikli ya da paleali
16. Akenler 2 ¢esit; kenardakiler {i¢ yiizlii ya da 3 kanatl, ortadakiler yandan yassilagmis
49. Chrysanthemum
16. kenardakiler bazen koronali olmasina ragmen akenlerin hepsi benzer fakat ortadakiler
koronasiz
17. Akenler 2 adet bariz kenar damari tasir ve yandan yassilagmis; tek yillik ya da ¢ok yillik;
yapraklar genellikle rozetli
35. Bellis
17. Akenler 6n ve arkaya dogru yassilasmis ya da silindirik; damarlar 2°den fazla; yapraklar
cogunlukla govdede
18. Reseptakulum olgunlukta yar1 kiiremsi ya da konik bir hal alir; aken damarlari esit degil
19. Akenler bariz bir sekilde 6nde 3 damarli ve 6nde tepeye yakin 1-2 kirmizimsi-kahverengi
salgi tiiyii; tek yillik, iki yillik ya da ¢ok yillik
54. Tripleurospermum
19. Akenler zayif bir sekilde 6n yiizde 3-5 damar tasir fakat 6nde kirmizimsi-kahverengi
salg1 tliyii tasimaz; tek yillik
53. Matricaria
18. Reseptakulum diiz ya da olgunlukta disbiikey; akenler esit damarlara sahip
20. Yapraklar boliinmemis, testere disli ya da pinnatifit; akenler koyu ve 10 beyazimsi
damara sahip
50. Leucanthemum
20. Yapraklar genelde pinnatisekt, nadiren bolinmemis; akenler genellikle belli belirsiz 5-
10 damarli, damarlar ve akenler benzer renkli

51. Tanacetum

2.4.2. Anthemis cinsi

Tek yillik, iki y1llik ya da ¢ok yillik bitkiler, bazen yari ¢alimsi ya da kiigiik calilar, seyrek
ya da yogun yumusak ya da ipeksi tiiylerle kapli. Govde basit ya da dallanmis. Yapraklar
genellikle 1-3 pinnatisekt, nadiren basit; pinnat, pektinat ya da palmat sekilde loblara

boliinmiis. Kapitulum yalniz ve ¢iplak pedunkul tizerinde, kollu ya da tabla seklinde.
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Involukrum yari kiiremsi, topag seklinde ya da kisa silindirik; brakteler imbrikat, genellikle
3 siraly, ig tarafta genellikle daralmis ya da genis bir sekilde zarimsi uglu. Reseptakulum disa
biikiilmiis ya da konik; palea diiz-lanseolat, subulat ya da oblanseolat, zarimsi ya da
kikirdaksi, tepede akut, mukronat ya da akuminat genelde uzunlugu ortadaki ¢icekler kadar
ya da daha uzun. Kenar c¢icekler genellikle verimli; dilsi ¢i¢ekler beyaz ya da sari, nadiren
morumsu, korolla tlipsii bazen akenler lizerinde. Ortadaki ¢igekler tiipsii, 5 disli, sar1, nadiren
morumsu, korollalar bazen tabanda siskin. Akenler genellikle enine kesitte ters donmiis koni
seklinde, silindirik ya da kare seklinde. Ortadaki ¢igeklerde papus yok ya da akenin tepesinde
yuvarlak (Grierson ve Yavin, 1975).

Anthemis cinsine ait bitkiler “Flora of Turkey and The East Eagean Islands” da 3 seksiyon

ile temsil edilmekte olup bu seksiyonlarin ayrimi i¢in verilen “Tayin Anahtar1” su sekildedir:

1. Akenler enine kesitte silindirik ya da kare seklinde ya da sadece tepede az yassilagmuis,
yuvarlak, taca benzer ya da kulakgik seklinde; palea oblanseolat, linear-lanseolat ya da biz
seklinde; yapraklar 1-3 pinnatisekt, bazi cok yilliklarda nadiren basit, yaprak kisimlar pinnat
ya da {i¢ loba boliinmiis
2. Palea dikdortgenimsi ya da oblanseolat, aniden akut ya da akuminata doniigmiis; akenler
enine kesitte koseli ya da karemsi, genelde tepede kulakc¢ikli, bazen yuvarlagimsi; tek yillik
ya da ¢ok yillik
A. Anthemis
2. Palea dar sekilde linear-lanseolat ya da biz seklinde, boyu eninden 10-15 kat daha uzun;
akenler silindirik, tepe yuvarlak, loblu ya da kiiciik disli, sadece tek yillik
B. Maruta
1. Akenler 6n arka yonde yassilasmis ya da enine kesitte baklava seklinde, kenar uglar1 akut
ya da biz seklinde, tepede az derin tags1 yapi tagir; palea akuminat, nadiren akut ya da trunkat;
yapraklar 1-3 pinnatisekt, yapraklarin ilk kisimlar1 digli ya da tarak seklinde ticgen loblara
boliinmiis; tek yillik ve ¢ok yillik
C. Cota
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2.4.3. Anthemis austriaca Jacq. (Cota austriaca (Jacq.) Sch.Bip.)

Resim 2.1. Anthemis austriaca Jacq.

Dik ya da yiikselen, ince tiiylerle kapli, tek yillik. Govde tabandan dallanmis, 20-45 cm.
Yapraklar 1,5-4,5 cm, cevresi dikdortgensi, 2-pinnatisekt, ilk kisimlar 4-5 pargali,
dikdortgensi, taraksi oblong-lanseolat loblara boliinmiis, 1,5-3 X 0,5 mm, akut. Kapitulum
1isinsal olarak yayilmis; pedunkul yukari dogru kallasmis. Involukrum 0,75-1,25 cm
genisliginde, distaki brakteler ovat, akuminat, icteki brakteler dikdortgensi ya da eliptik,
sikliklar kahverengimsi kirpikli. Reseptakulum yar1 kiire seklinde; palea dikdortgensi, daha
iistlerde ¢eyrek akuminat. Kenar ¢igekler 15-20 adet genelde verimsiz; dilsi ¢igek 0,5-1,25
cm. Orta korollalar 3,5 mm, fakat tabanda siskin degil. Akenler dikdortgensi, kama seklinde,
1,75-2 mm, her yanda 2-3 belirgin damarli ve yassilagsmis; korona biitiin ya da dalgal.
Cigeklenme donemi. 5-6 (Resim 2.1).

A. austriaca’nin Tirkive’deki vayilisi

A. austriaca bitkisine ait incelenen Herbaryumlar ve “Flora of Turkey”’de bulunan &rnekler
kareleme sistemine gore gruplandirilarak Cizelge 2.2 ve Sekil 2.2°deki haritada

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Kaynak verilere gore A. austriaca’nin Tirkiye’deki yayilist

KARE TOPLANDIGI YER, TARIH KAVIT BILGILERE [ SRBARYUM ieaynak

Al Bandirma, Tatlisu, 21.05.1976 Y. Akman 9232 (ANK)!

Al Tekirdag’m 15 km. dogusu D. 34703 . (1% ;ise)rson ve Yavin,
Al Canakkale, Erenkdy Sint. 1883:204 - (1(;959;50” ve Yavin,
A2 istanbul, Silivri ZBglngf Fitz & Spitz. (1%;i58)rson ve Yavin,
A3 Ankara, Nallthan, Culhalar mevki, 15.06.2010 E.G. Cakir 1370 (GAZI)! -

Ad z;éllseérallb Ig(;(;iéren, Sanatoryum Caddesi, G. Akaydin 149 (HUB)! -

Ad I(E%?Té%gmirli’ Cingeyli koyleri arasi, 900 m., AA. Dénmez (HUB)! )

Ad lzié.r(l)lzl.(fgggDelice, Samsun asfalt1 kenari, 700 m., AA. Dénmez 28926 (HUB)! )

A4 Ankara, Kecioren, Hacikadin vadisi D. 18806 . g(;;ig)rson Ve Yavin,
Ad fgn.lagri,gz?syas Daglar1, Ayas Beli alti, 1150 m., é:\]ﬁ(.mG;ri]el’SOh 3072 (ANK)! i

Ad g;lagrib g;buk, Ovacik-Saraycik koyleri arasi, E. Diindar 1422 (GAZI)! )

A4 Ankara, Beypazari, Kumkaya, 28.04.1986 N. Ozsoy 1008 (GAZI)! -

| e -

A4 Ankara, Cubuk, Cubuk 2 baraji, 18.05.1986 F. Demircioglu 1091 (GAZI)! -

A4 Ankara, Ayas, Ayasbeli, Akkaya tepe, 27.06.1986 M. Vural 4194 (GAZI)! -

A6 Sivas, Susehri Sorger 69-34-8! . (B; ig)rson ve Yavin,
A7 Giimiighane, Daltaban Sint. 1894:5912 - g;ig)rson ve Yavin,
A8 Rize, Rize Sahil Yolu A. Giiner 28927 (HUB)! -

B1 Izmir Bal. 1854:21 - g;ig)fson ve Yavin,
B2 Manisa, Akhisar ve Gordes aras1 Hub.-Mor. 17282 - g(g%;ise)rson ve Yavin,
B3 Konya, Sultan Daglari Sorger 68-45-1 . (1%?59;50“ ve Yavin,
B3 Eskisehir, Kiitahya yolu, 16.06.1968 A. Pamukguoglu 28932 (HUB)! -
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Cizelge 2.2. (devam) Kaynak verilere gore A. austriaca’nin Tiirkiye’deki yayilist

KARE TOPLANDIGI YER, TARIH KAYIT BILGILERI HERBARYUM eavnak
Eskisehir Karakiitiik Yangin Kulesi, 1700  A.J.C. Grierson 0 }
28 m., 30.06.1970 T. EKim =R
B4 Ankara, Beynam D. 13024b - (Grierson ve Yavin,
1975)
Ankara, Beytepe, Lojmanlar gevresi step, : q }
B4 29 05.1975 S. Erik 28925 (HUB)!
Ankara, Baskent Universitesi, Baglica
B4 Kampiisiiniin giineyi, Fen-Edebiyat D. Tore (HuB)! -
Fakiiltesinin Arkasi, 948 m., 30.05.2009
B5 Nevsehir, Urgiip Sorger 64-30-18 - (CITEsE e YR
1975)
Kayseri, Yahyali, Aladag-Cinko maden
B5 yatagindan Eskidut mevkiine, 2500 m., Demirkus 28928 (HUB)! -
05.07.1982
. . . D. Deliorman
B5 Karakegili-Kaman arasi, Sereflikoghisar i Giirbiiz T97D003 (GUEF)! -
ayrimi, 12.06.1997
M. Vural
B7 Tunceli, Pertek Orshan & Plitm. 47222 - (Grierson ve Yavin,
1975)
B7 Erzincan, ili¢, Yakuplu Koyii S. Yildirimh 28930 (HUB)! -
Cc2 Burdur, Tefenni Sorger 68-22-4 - (Grierson ve Yavin,
1975)
c3 g ek Sorger 67-5-29 ; g;'g)r SIS VAL,
C4 Konya, Karaman Sorger 66-36-9 - (Grierson ve Yavin,
1975)
N. Tanker
ca Konya, Ermenek, 15.06.1982 1 NN 12061 (AEF)! -
F. Ilisulu
T. Ozcan
Konya, Seydisehir maden ocaklar1, 1550 . ' B
C4 m.. 16.06.1981 H. Ocakverdi 1190 (ANK)!
. Holtz, Hanel & (Grierson ve Yavin,
€3 N, DI Kesercioglu 00621 - 1975)
C5 Nigde, Kamusli, Asar yaylast, 22.06.2007  M.U. Ozbek 2446 (GAZI)! -
c7 Sanlirfa, Diyarbakir yolu, kirag alanlar, NG e 28366 (HUB)! }
266 m.
Sanlurfa, Ceylanpinar, Beyazkule- . | R
c7 Virangehir arasi, 5 km sonra, 04.05.1995 N. Adigiizel 2340 (GAZI)!
C8 Batman, Bismil Yolu, 25.04.2009 S. Aslan 3187 (GAZI)! -
cs Mardin, Kiziltepe D. 28656 - (Grierson ve Yavin,

1975)

AEF: Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu; ANK: Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi

Herbaryumu; GAZI: Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu; HUB: Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi

Herbaryumu; (!): Tarafimizdan incelenen herbaryum Srneklerini gostermektedir.
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Sekil 2.4. A. austriaca’nin Tiirkiye’deki yayilist

| : Bitkilerin “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” ve incelenen herbaryum

kayitlarindaki toplanma yerleri

o : Caligma materyalimizin toplanma yeri

Cota seksiyonu

Cota seksiyonuna ait bitkiler “Flora of Turkey and The East Eagean Islands” da 16 tiir ile

temsil edilmektedir. Bu tiirlerin ayrimi i¢in verilen “Tayin Anahtar1” su sekildedir:

1. Cok yillik
2. Kenar ¢igekler yok
3. Sarimsi dik tiiyler ya da ipeksi tiiyli

3. Beyaz kisa sert tiiyler ya da ¢iplak

4. Palea ¢iceklerden 2-3 mm’den uzun

4. Palea cicekler kadar uzun

41. fulvida

42. oxylepis

36. tinctoria
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2. Kenar ¢igekler var
5. Involukrum 0,8-1,3 cm genislikte
6. Kapitulum yar kiiremsi; brakteler agik renkte uca sahip ya da sadece igtekiler kahverengi
uclu; Ic ve Orta Anadolu bitkileri

36. tinctoria
6. Kapitulum genisce can seklinde; dar koyu uglara sahip bir¢ok brakte; Giiney Anadolu
bitkileri

39. antitaurica

W

. Involukrum 1,5-2 cm genislikte

\‘

. Brakteler biitiin koyu uglara sahip; gévde genellikle dallanmamus, tek kapitulumlu

38. melanoloma
7. Brakteler acik renkte uca sahip ya da sadece igtekiler koyu uclu; huni seklinde dallanmis
37. triumfettii

[a—

. Tek yrllik

o0

. Yapraklarin ilk kisimlar1 pinnat ya da palmat sekilde seritsi-mizraksi loblara boliinmiis

Ne)

. Orta ve kenar ¢icekler pembemsi-agik mor; akenler 2 mm’den daha uzun

50. pestalozzae

Ne)

. Kenar cicekler beyaz, hafifce pembe, orta cicekler sari; akenler 2 mm’den daha kisa
49. halophila
8. Yapraklarin ilk kisimlari disli ya da tarak seklinde tiggen ya da ters mizraksi loblar halinde
10. Palea tepesi kiiciik sert bir ucla sonlanmis ya da sadece tepede akut
11. Govde dik, 20-60 cm uzunlugunda; palea kama seklinde, tepesi kesik ve iistii sert bir
Ucla sonlanmis; akenler belli belirsiz 4-5 damarl
47. palestina
11. Govde yatay, 5-20 cm uzunlugunda; palea ovat-eliptik, akut; akenler hemen hemen
purtzsiz
48. wiedemanniana
10. Palea (hi¢ olmazsa i¢ taraftakiler) akuminat, tepe taban kisminin 2 kat1 uzunlukta
12. Akenler her tarafta bariz 8-10 damarlt
13. Palea olgunlukta morumsu-kahverengi; bitki toprak iizerine yatik
46. melanolepis
13. Palea olgunlukta saman renginde; bitki dik
42. altissima

12. Akenler piiriizsiiz ya da her kenarda 1-3 damarh
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14. Paleanin akuminat tepesi taban kisminin 2 kat1 uzunlugunda

45. dipsacea
14. Paleanin akuminat tepesi taban kismi1 kadar ya da ¢eyregi uzunlugunda
15. Yapraklar ¢ogunlukla 3-pinnatisekt, loblar 2-8 mm uzunlugunda; palea tepesi hemen
hemen taban1 kadar

43. coelopoda

15. Yapraklar 2-pinnatisekt, loblar 1,5-3 mm uzunlugunda; palea tepesi taban kisminin
uzunlugu ile ayni

44. austriaca
Son siniflandirma sistemlerine (GBIF Secretariat, 2018; Stevens, 2001) gére Anthemis

austriaca’nin sistematikteki yeri asagidaki gibidir:

Alem : Plantae

Alt Alem X Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Simif : Magnoliopsida
Alt Simf : Asteridae

Ust Takim Asteranae
Takim X Asterales
Familya X Asteraceae
Oymak : Anthemideae
Cins : Anthemis

Tiir X Anthemis austriaca

2.5. Anthemis Tiirlerinin Kullanihs Amaclar: ve Biyolojik Etkileri

2.5.1. Anthemis tiirlerinin halk arasinda ve geleneksel tedavi sistemlerinde kullanilisi

Tiirkiye’de toplam 52 Anthemis tiiri yetismektedir (Grierson ve Yavin, 1975). Anthemis
tiirlerinin kullanilis1 ile ilgili yaymlanan genel kaynaklarda, I¢ Anadolu Bolgesi’nde,
Afyon’da Anthemis cretica L. ssp. tenuiloba (DC.) Grierson ve A. wiedemanniana Fisch et
Mey. cigeklerinden hazirlanan inflizyonun abdominal agrilarin tedavisinde (Honda ve
digerleri, 1996), A. cretica subsp. tenuiloba toprak iistii kisimlarindan hazirlanan oleatin

mide agrilarinda (Kultur, 2007); Ankara, Sivas ve Yozgat’ta A. tinctoria L. var. pallida DC.
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ile A. cretica L. subsp. anatolica (Boiss.) Grierson g¢igeklerinden hazirlanan infiizyonun
saglar1 giiclendirmek amaciyla, romatizma, soguk algmligi ve kalp rahatsizliklarinda
(Ozudogru, Akaydin, Erik ve Yesilada, 2011), Ankara’da A. armeniaca Freyn & Sint.
cigceklerinin bogaz agris1 ve iiriner sistem enfeksiyonlarinda (Giinbatan, Giirbiiz ve Gengler

Ozkan, 2016) kullamldig1 belirlenmistir.

Dogu Anadolu Boélgesi’nde Igdir yoresinde A. pseudocotula Boiss. ¢i¢eklerinden hazirlanan
inflizyonun mide agrilarinda (Sezik ve digerleri, 1997); Elaz1g yoresinde A. tinctoria L. var.
tinctoria ¢igeklerinden hazirlanan dekoksiyonun antispazmodik olarak ve diyabete karsi, A.
wiedemanniana Fisch. & Mey c¢igeklerinden hazirlanan dekoksiyon ve infiizyonun
antispazmodik, sedatif ve tiriner enflamasyonlarda (Cakilcioglu ve digerleri, 2011), Malatya
ve civarinda A. coelopoda Boiss. var. bourgae Boiss. toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
inflizyonun antihipertansif olarak, A. cretica subsp. anatolica ¢igeklerinden hazirlanan
dekoksiyonun antispazmodik olarak, A. tinctoria var. tinctoria ci¢cek ve yapraklarindan
hazirlanan infiizyonun ise Oksiirliik kesici olarak (Tetik, Civelek ve Cakilcioglu, 2013),
Bingdl yoresinde A. wiedemanniana dallarindan hazirlanan inflizyonun 6ksiiriik, diyabet ve
soguk alginliginda (Polat, Cakilcioglu ve Satil, 2013), Hakkari’de A. cotula toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonun soguk alginliginda ve sa¢ kaybina kars1 (Kaval,
Behcet ve Cakilcioglu, 2014), A. altissima L. bitkisinin tiim kisimlarindan hazirlanan
inflizyonun sarilik, dizanteri ve oksiiriik tedavisinde, A. nobilis L. ¢i¢eklerinden hazirlanan
inflizyonun idrar soktiiriicii olarak, A. pseudocotula Boiss. ¢igeklerinden hazirlanan
infiizyonun mide agrilarinda, A. wiedemannia ¢ig¢eklerinden hazirlanan dekoksiyonun ise

agri kesici olarak kullanildigi kayithidir (Altundag ve Ozturk, 2011).

Marmara Bolgesi’nde Kirklareli’de A. cretica L. subsp. anatolica toprak istii kisimlarinin
kaynatilarak buhar banyosu seklinde hemoroit ve Oksiiriikte (Kultur, 2007); Balikesir
civarinda A. cotula L. ¢i¢eklerinden hazirlanan infiizyonun sindirimi kolaylastirici, laksatif

olarak ve bronsitte (Tuzlaci ve Aymaz, 2001) kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda ¢aligsma materyali olarak belirlenen ve iilkemizde halk arasinda “akbabatga,
akbaba cigegi, akbasotu, kelemli, papatya” gibi isimlerle bilinen A. austriaca bitkisinin
ciceklerinden hazirlanan infiizyon ve dekoksiyonlar Afyon, Kiitahya ve Bilecik yoresinde
karin agrisi, hemoroit, ishal ve soguk alginliginda (Honda ve digerleri, 1996); Balikesir’de

ovaryum hastaliklarinda (Kaval ve digerleri, 2014; Tetik ve digerleri, 2013; Uysal ve
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digerleri, 2010); Ankara ve civarinda bitki biitiin halde hayvan yemi olarak (Simsek ve
digerleri, 2004); Malatya yoresinde ¢igek ve yapraklardan hazirlanan infiizyon ile
Hakkari’de tiim bitkiden hazirlanan dekoksiyon Oksiiriigii kesmek amaciyla (Kaval ve

digerleri, 2014; Tetik ve digerleri, 2013) kullanilmaktadir.

Anthemis tiirlerinin diinyada genis bir yayilis alan1 gostermesi nedeniyle diinyada farkli
bolgelerde, geleneksel ve halk tababetlerinde bu cinse ait bitkiler yaygin olarak halk arasinda
tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Bu kullanilislar yukarida bahsedilen iilkemizdeki

kullaniliglara benzer veya farkli olabilmektedir.

Hindistan’da A. cotula gigeklerinden hazirlanan dekoksiyon soguk alginligi, ates ve astim
tedavisinde, bitkinin yapraklarindan hazirlanan toz ise yaniklarin iizerine dokiilmek kaydiyla

enflamasyonu gidermek amaciyla kullanilmaktadir (Kumar ve digerleri, 2015).

Iran’da A. altissima bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan infiizyon hazimsizliklarda ve deri
beyazlatmada (Ghasemi Pirbalouti, Momeni ve Bahmani, 2013), A. austroiranica Rech.f.,
Aellen & Esfand. toprak iistii kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon ise kizamik tedavisinde

banyo suyu olarak kullanilmaktadir (Mosaddegh ve digerleri, 2012).

Italya’da A. cotula ve A. tinctoria ¢icekleri terletici olarak (Guarino, De Simone ve Santoro,
2008), Sirbistan’da A. ruthenica ¢igekleri antispazmodik olarak kullanilmaktadir (Popovic
ve digerleri, 2012).

2.6. Anthemis Tiirleri Uzerinde Yapilan Calismalar
2.6.1. Anthemis tiirleri iizerinde yapilmus fitokimyasal ¢alismalar

Anthemis tiirlerinin fitokimyasal icerigi iizerinde yapilan ¢alismalarda, bu cinse ait tiirlerin
seskiterpen laktonlar, linear seskiterpen laktonlar, kumarin ve asetofenon tiirevleri,
flavonoitler, siklohekzanon ve siklohekzenonlar ile steroit ve triterpen tiirevi sekonder
metabolitleri icerdigi belirlenmistir. Anthemis tiirleri {izerinde yapilan fitokimyasal
caligmalar madde gruplarina gore siniflandirilarak ¢izelgeler halinde sunulmustur (Cizelge

2.3-2.27).
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Seskiterpen laktonlar

O ()] ©)) (C))

Cizelge 2.3. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

Bilesik Tiir Kaynak
3p-hidroksikostunolit (1)

— Hajdu, Zupko, Rethy, Forgo ve
Krizanin (2) ruthenica | P Y, Forg

—— . Hohmann, 2010
Sivasinolit 6-O-anjelat (3)

rumelica | Hajdu ve digerleri, 2010; Todorova,

Tanasin (4) ihenica Trendafilova, Danova ve Dimitrov, 2011

0]
@ ) A3)

Cizelge 2.4. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

Bilesik Tiir Kaynak
lo,4B-Dihidroksi-11aH-guaia-2,10(14)-
dien-12,60-olit (1)

4a,9a-Diasetoksiguaia-2,1 (10), 11(13)- | rumelica Todorova ve digerleri, 2011
trien-12,6a-olit (2)
Hanfillin (3)
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(1)R=H

(2) R=0Ac
(3) R =0iBu
(4) R =O0Tig
(5) R=0Ang
(6) R=0H

(7Y)R; =R, =0Ac

(8) R; =0Ac; R, =0iBu
(9) R; =0H; R, =0OAc
(10) R; =OAc; R, =0OH
(11) R; = OAc; R, = OTig
(12) R; =H; R, =0Ac
(13) R; =0Ac;R,=H

Cizelge 2.5. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

Bilesik

Tiir

Kaynak

Doglanin (1)

Ludalbin (2)

8a-izobutirilloksidoglanin (3)

8a-tigloiloksi doglanin (4)

8a-angeloiloksidoglanin (5)

8a-hidroksidoglanin (6)

9a-asetoksi kumambrin A (7)

8-O-izobutiril-9a-

asetoksikumambrin B (8)

carpatica

Staneva, Todorova ve
Evstatieva, 2002

9a-hidroksi kumambrin A (9)

9a-asetoksikumambrin B (10)

carpatica,
cretica subsp. cretica

8-O-tigloil-9a-
asetoksikumambrin B (11)

Kumambrin A (12)

10a-hidroksi-9a-asetoksi-guaia-
3,11(13)-dien-12,6-olit (13)

carpatica

Staneva ve digerleri, 2002;

Vajs ve digerleri, 1999




@)

(DR}, Ry, Ry=H

(@) R,,R,=Ac,R;=H
(3)R,=Ac,R,=iBuy,R;=H
(4R, =Ac,R,=2-MeBu, R; =H
(5)R,=Ac,R,=iVal, R;=H
(6) R, =H, R, = Ac, R; = Ang
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Cizelge 2.6. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

Bilesik

Tiir

Kaynak

1)

(2)

(3)

alpestris

(4)

()

(6)

Bruno, Rosselli, Bondi, Gedris ve Herz, 2002

0y

2

3

Cizelge 2.7. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

Bilesik

Tiir

Kaynak

1-epi-tatridin B (1)

Deasetil-B-siklopiretrosin (2)

wiedemanniana

Tatridin A (3)

Celik ve digerleri, 2005
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Cizelge 2.8. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

cretica subsp.
cretica

Bilesik Tiir R R1 R2 | Kaynak
_ ) ) cretica subsp.
8,9 di-O-asetilantemolit B _ H OAc Ac
cretica
8-deoksi-9-O-asetilantemolit B carpatica OH |H Ac
_ _ cretica subsp.
8-O-asetilantemolit B _ H OAc H
cretica
carpatica Vajs ve
8-0O-izobutiril-9-O-asetilantemolit B Cretica subsp. OH | O-i-But | Ac digerler,
. . . . cretica . 1999
8-O-tigloil-9-O-asetilantemolit B OH | OTig Ac
8a-izobutiriloksi-antemolit A carpatica O-i-But | Ac
Antemolit A H H Ac
carpatica
Antemolit B OH |OH H




Cizelge 2.9. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar
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Bilesik Tiir R Ri1 R2 Rs Kaynak
20-hidro-peroksi-8-O- H OOH |i-But | OAc
isobutiril-9a-
asetoksikumambrin B
T _ Vajs ve
2B-hidroksiepiligustrin carpatica | OH H H
- — i digerleri,
8-O-izobutiril-9a- H H i-But | OAc
_ ) 2000
asetoksikumambrin B
9a-asetoksikumambrin A H H Ac OAc
Kumambrin-B H H H H
RO
0]
Cizelge 2.10. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar
Bilesik Tiir R |Ra R2 Kaynak
8a-izobutiriloksiantemolit C H | O-i-But | Ac
8a-Propioniloksiantemolit C H | OProp | Ac
8a-Tigloiloksiantemolit C carpatica H | OTig Ac
9-O-Deasetilantemolit D H | OAc H Vajs ve digerleri,
Antemolit C H |H Ac 2000
) cretica subsp.
Antemolit D ) H | OAc Ac
cretica
Antemolit F carpatica OH | O-i-But | Ac
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AcO

OAc

(1) (6)

(2)R=H; R{=0Ac; R, =H

(B)R=Ac; R; =0Ac; R, = Ac

@R=H;R;=H;R,=Ac

() R=Ac; Ry =H; R, =Ac

Cizelge 2.11. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

Bilesik Tiir Kaynak
(E)-10,10B-Epoksi-3p-asetoksi-6a-
hidroksigermakra-4,11(13)-dien-12, 8a-olit (1)
(4E,92)-1a,6a-Dihidroksi-3[3-
asetoksigermakra-4,9,11(13)-trien-12,8a-olit
(3p-asetoksideasetiltulirinol) (2)
(4E,92)-10, 60, 3B-triasetoksigermakra- carpatica | Vajs ve digerleri, 2000

4,9,11(13)-trien-12,8a-olit(3p-asetoksi-tulirinol
asetat) (3)

Tulirinol (4)

Tulirinol asetat (5)

1B, 10a-Epoksikamissonin (6)




()R =OH
(2) R = OAc

@G)R=H

@R =

T

Cizelge 2.12. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar
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Bilesik Tiir Kaynak

(1S*, 2R* 5R*, 6R*, 7S*, 8R*, 9R*, 10S*)-

2,9-diasetoksi-8,10-dihidroksiguaia-

3,11(13)-dien-6, 12-olit (1)

(1S*, 2R*, 5R*, 6R*, 7S*, 8R*, 9R*, 10S*)- Bruno, Bonoi, Vassallo,
aetnensis

10-hidroksi-2,8,9-triasetoksiguaia-3,11(13)-
dien-6,12-olit (2)

Hidruntinolit A (3)

Hidruntinolit B (4)

Gedris ve Herz, 1997
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Cizelge 2.13. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

Bilesik

Tiir

Kaynak

1B,2B-epoksi-3p,4a,10a-trihidroksi-
guayan-12,6a-olit (1)

3a-kloro-4p,10a-dihidroksi-1p,23-
epoksi-5a,7aH-guai-11(13)-en-12,6a-
olit (2)

Izotansiloit (3)

Kanin (4)

Tanapartolit (5)

wiedemanniana

Gonenc ve digerleri, 2011




OAc

)

3

(©)

Cizelge 2.14. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar
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Bilesik

Tiir

Kaynak

9a-asetoksipartenolit (1)

cretica subsp. petraea

Venditti ve digerleri, 2016

Dentatin A (2)

Desasetillaurenobiolit (3)

Melanolepin B (4)

Melanolepin C (5)

melanolepis

Saroglou, Karioti, Heilmann,
Kypriotakis ve Skaltsa, 2007

Partenolit (6)

cretica subsp. petraea

Venditti ve digerleri, 2016
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Cizelge 2.15. Anthemis tiirlerinden izole edilen seskiterpen laktonlar

Bilesik

Tiir

Kaynak

la,4a-dihidroksi-9a-asetoksiguaya-
10(14),2-dien-12,6a-olit (1)

4a-hidroksi-9a-asetoksi-guaya-
1(10),2-dien-12,6a-olit (2)

4a-hidroksi-9p-asetoksi-guaya-
1(10),2-dien-12,6a-olit (3)

4a-hidroksi-guaia-10(14),11(13)-
dien-12,6a-olit (4)

scrobicularis

Zaghloul, Yusufoglu, Salkini
ve Alam, 2014

8a-asetoksi-4a-hidroksiguaya-
1(10),2,11(13)-trien-12,6a-olit (5)

segetalis

Vuckovic ve digerleri, 2010

8a-asetoksi-4p-hidroksiguaya-
1(10),2,11(13)-trien-12,6a-olit (6)

Akillin (7)

Mikeliolit (8)

scrobicularis

Zaghloul ve digerleri, 2014




R, R, R, X
@ H H OH aCH; H
(1a) H H H aCH;, H
@ OH H CH,

3 H OH CH,

© H H H CH,
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Q)

®)

)
10)

H, aO-MeBut
H, aO-i-But

H,H

C))

5

Cizelge 2.16. A. austriaca bitkisinden izole edilen seskiterpen lakton ve asitler

Metil 8a-(2-metil butanoiloksi)-3-okso-4,11(13)-
guaiadien-12-oat (8)

Metil-a-izobutiriloksi-3-o0kso-4,11(13)-
guayadien-12-oat (9)

Metil pekuolat (10)

Bilesik Tiir Kaynak
10a-hidroksi-11p,13-dihidrokserantolit (1)
11p,13-dihidrokserantolit (1a)
la-hidroksikserantholit (2)
- - . Staneva, Trendafilova-
6a-hidroksikserantholit (3)
i i i Savkova, Todorova,
8a-hidroksikserantemolit (4)
Evstatieva ve Vitkova,
Kserantemolit (5)
_ 2004, Bohlmann,
Kserantolit (6) austriaca
Hummel ve Laser,
Metil 3,8-diokso-4,11(13)-guayadien-12-oat (7)
1968; Bohlmann ve

Zdero, 1971; Bohlmann
ve Hopf, 1973
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Linear seskiterpen laktonlar

0
o)
=
o)
(1) X = OOH, H
2)X=0
o)
o)
= =
X
(4) X =OH, H
(5)X=0

0
(0]
=z X
o) OH
3)
0]
O 0
=
0]

6

Cizelge 2.17. Anthemis tiirlerinden izole edilen linear seskiterpen laktonlar

Bilesik Tiir Kaynak
5-hidroperoksi-6,13-dehidro-
5,6-dihidroantekotuloit (1) Staneva, Todorova ve Evstatieva, 2005;
5-0kso-6,13-dehidro-5,6- Vuckovic ve digerleri, 2006a
dihidroantekotuloit (2)
i i : cotula
6-hidroksi-4,5-dehidro-5,6-
o ) Vuckovic ve digerleri, 2006a
dihidroantekotuloit (3)
. ) Staneva ve digerleri, 2005; Vuckovic ve
8-O-dihidroantekotuloit (4)
digerleri, 2006a
auriculata Karioti ve digerleri, 2009; Staneva ve
Antekotuloit (5) digerleri, 2005; Vuckovic ve digerleri,
cotula 2006a
Antekotuloit-5,6-o0ksit (6) cotula Vuckovic ve digerleri, 2006a




(1) R = OAc
(2)R=0H

Cizelge 2.18. Anthemis tiirlerinden izole edilen linear seskiterpen laktonlar
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Bilesik Tiir Kaynak
4-asetoksiantekotulit (1)
4-hidroksiantekotulit (2) auriculata | Karioti ve digerleri, 2009
Antekularin (3)
0 ) Y 0]
Y
0 o}
= . = X
X (0]
(1)X=0,Y=0,AZ (2) A°E @) X=H,H Y =CHy, H,ASE
3)A°z (5)X=0,Y =CH,

Cizelge 2.19. Anthemis tiirlerinden izole edilen linear seskiterpen laktonlar

Bilesik Tiir Kaynak

5-0kso0-6,7 Z-dehidro-5,6-

dihidroantekotuloit (1) cotula Staneva ve digerleri, 2005

6,7 E-dehidro-5,6-

dihidroantekotuloit (2) arvensis, Staneva ve digerleri, 2005; Vuckovic ve
6,7 Z-dehidro-5,6- cotula digerleri, 2006b

dihidroantekotuloit (3)

Anteindurolit A (4)

Anteindurolit B (5) cotula Staneva ve digerleri, 2005
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o) O O
o) o)
0o o)
© X
(0] 0 0]
X
X
1) (2) X=00H, CH;4 (4) X=00H, H
(3) X = OH, CH, (5) X=0H, H
(6) X=0Ac,H
(MHX=0

Cizelge 2.20. Anthemis tiirlerinden izole edilen linear seskiterpen laktonlar

Bilesik Tiir Kaynak

(1)
(2)
3)
4) arvensis Vuckovic ve digerleri, 2006b
()
(6)
()

Kumarinler

H3CO o.__0 HO 0.0
Ty O
@ )

Cizelge 2.21. Anthemis tiirlerinden izole edilen kumarinler

Bilesik Tiir Kaynak

4-metoksi kumarin (1) mirheydari Jassbi ve digerleri, 2016

7-hidroksi kumarin (2) cretica subsp. petraea Venditti ve digerleri, 2016




Asetofenonlar

@)

¢y

HO

()
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OR

o)
B3)R=H
(4) R = CH,4

Cizelge 2.22. Anthemis tiirlerinden izole edilen prenile asetofenonlar

Bilesik

Tiir

Kaynak

2,2-dimetil-6-asetilkromanon (1)

cotula

Vuckovic ve digerleri, 2006a

4'-hidroksi asetofenon (2)

cretica subsp.
petraea

Venditti ve digerleri, 2016

4-hidroksi-3-izovalerilasetofenon (3)

4-metoksi-3-izovalerilasetofenon (4)

cotula

Vuckovic ve digerleri, 2006a

Flavonoitler

Cizelge 2.23. Anthemis tiirlerinden izole edilen flavonoitler

Bilesik Tiir R:1 R2 R3 Ra Rs Kaynak
5-hidroksi-
3.,4'3,6,7- CH3z | OCH3 | CH3 | OCH3 | OCHjs
. . . Gonenc ve
pentametoksiflavon | wiedemanniana
- - digerleri, 2011
5-hidroksi-3',4',6,7-
] CHs3 | OCH3 | CH3 | OCH3 | H
tetrametoksiflavon
Apigenin H H H H H Vuckovic ve
o cotula digerleri,
Hispidulin H OCH;3 | H H H
2006a
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Cizelge 2.23. (devam) Anthemis tiirlerinden izole edilen flavonoitler

petraea

Bilesik Tiir R1 R2 Rs Ra Rs Kaynak
. . o 0-p-D- Papaioannou
Izokersetin tinctoria H H H OH . .. | ve digerleri,
glukopiranozil
2007
Kastisin wiedemanniana | CHz | OCHsz | CHs; | OH OCH3 G.?nenc.ve
digerleri, 2011
O-o-L- .
ramnopiranozi Papaloannou
Nikotiflorin tinctoria H H H H P ve digerleri,
I-(1—6)-B-D- 2007
glukopiranozil
N Collu ve
maritima digerleri,
Opatilin H OCHz | CH; | OCHz | H 2008; Gonenc
wiedemanniana ve digerleri,
2011
odontostephana Shokoohinia
Pektolinaringenin var. H OCHs3 | CHs | H H ve digerleri,
odontostephana 2015
O-a-L- .
ramnopiranozi Papaioannou
Rutin tinctoria H H H OH P ve digerleri,
-(1-6)--D- | 5007
glukopiranozil
. Collu ve
maritima - i
digerleri,
2008; Gonenc
odontostephana ve di:erleri
Salvigenin var. CH; | OCH; | CHs | H H 2011‘? ’
odontostephana Shokoohinia
wiedemannian ve digerleri,
edemanniana 2015
Santin rumelica H OCHz; | CH3 | H OH T.(idOI‘O\./a ve
digerleri, 2011
Hajdu ve
rumelica digerleri,
Sentaureidin ] H OCH3 | CH3 | OH OH 2010;
ruthenica
Todorova ve
digerleri, 2011
- . Hajdu ve
h H Hs | CHs | H H
Sentauridin ruthenica OCHs | CHs @) digerleri, 2010
NP . Collu ve
H H: |H | H H
Sirsimaritin maritima CHs | OCH;s digerleri, 2008
Tamariksetin cretica subsp. Y Y CHs | OH OH Venditti ve

digerleri, 2016




Siklohekzanon ve Siklohekzenonlar

OH
0 (0]
HOY ™ HO™ ™
T oH OH
X N
@ )
OH
o)
HO” ™
OH
|
HO
OH
“)

(&)

Cizelge 2.24. Anthemis tiirlerinden izole edilen siklohekzanon ve siklohekzenonlar
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Anteminon C (5)

Bilesik Tiir Kaynak
) ) odontostephana var.
1-hidroksidelobanon (1) Shokoohinia ve digerleri, 2015
odontostephana
Anteminon A (2) maritima Collu ve digerleri, 2008
. odontostephana var. - . .
Anteminon A (3) odontostephana Shokoohinia ve digerleri, 2015
Anteminon B (4) maritima Collu ve digerleri, 2008
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(O]

Cizelge 2.25. Anthemis tiirlerinden izole edilen steroit ve triterpen tiirevleri

Bilesik Tiir Kaynak
Pso ki 1(1 mirh ri . . .
sdotaraksasterol (1) Irheydari Jassbi ve digerleri, 2016;
raraksasterol (2 austriaca Saroglou ve digerleri, 2007;
araksastero i
melanolepis Staneva ve digerleri, 2004
mirheydari
Taraksasterol asetat (3) austriaca Staneva ve digerleri, 2004
) austriaca Jassbi ve digerleri, 2016;
[-sitosterol (4) _ '
mirheydari Staneva ve digerleri, 2004

Alkol tirevleri

HO
HO
w )</\)</
=

OH

0))

Cizelge 2.26. A. austriaca bitkisinden izole edilen alkol tiirevleri

Bilesik Tiir Kaynak
2,6-dimetil-1,7-oktadien-3,6-diol (1) )

E— i i austriaca Staneva ve digerleri, 2004
3,7-dimetilokta-1,5-dien-3,7-diol (2)




2.6.2. Anthemis tiirlerinin ucucu yaglari iizerinde yapilan ¢calismalar

Anthemis tiirleri lizerinde yapilan ugucu yag ¢alismalari Cizelge 2.27°de verilmistir.

Cizelge 2.27. Anthemis tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimi
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Tiir ad1 Kullanilan Madde . %. . Kaynak
kisim Bilesimi
_ Santolinatrien 44,2 Mert Gonenc,
ac!phylla var. H Metil kavikol 41 Fafal_ Erdogan,
aciphylla Demirci, Baser
a-Terpineol 3,2 ve Kivcak, 2012
Spatulenol 18,7
Karyofillen oksit 9,3
1-Eikozen 7
Sabinen 6,2
a-terpineol 26,4
FL glol:_JquI 9,2
n-trikozan 4,4 .
A Rezaee, Jaimand
. terpinen-4-ol 41
alt!ss!ma var. 1 8-sineol 38 ve Assareh, _
altissima — : 2006; Samadi ve
p-pinen 6.30 | digerleri, 2012
cis-krizantenil
5,36
asetat
Spatulenol 18,2
Karyofillen oksit 9,5
F Metil 8.0
hekzadekanoat '
Izokaryofillen 7,4
coelopoda var. H B-Pinen 45,2 Mert Gonenc ve
bourgae Santolinatrien 14,8 digerleri, 2012
B-pinen 14,6
cretica ssp. argaea H o-pinen 14,3 Albay ve
' Borneol 10,6 digerleri, 2009
-akorenol 6,5
B-Karyofillen 20,3
cretica subsp. pontica H Azulen 14,9 Kilic,_ Kocak ve
' Spatulenol 6,0 Bagci, 2011
Germakren D 5,8
Spatulenol 21,7
marschalliana ssp. H Humulen epoksit 11 | 5,9 Albay ve
pectinata B-pinen 4,8 digerleri, 2009
a-bisabolol 4,6
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Cizelge 2.27. (devam) Anthemis tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimi

Tiir ad Kullanilan Madde . %. . Kaynak
kisim Bilesimi
1,8-Sineol 39,4
Kafur 2.4 Kilic ve
pseudocotula H Artemisiaketon 5,7 digerleri, 2011
Filifolen 5,2 ’
a-Terpineol 4,7
Elemol 15,8
a-Kopaen 8,6
FL Elemisin 7,9
triumfettii subsp. Humulen oksit 80 Rezaee ve
triumfettii a-Kopaen-8-ol 7.6 Jaimand, 2008
B-Odesmol 7,2 '
F a-Fenken 5,0
Ledol 4,2
Elemol 4,0
Linalool 12,8
1,8-sineol 8,5 Kivcak ve
wiedemanniana H Hgkzadekanoik 6,1 digerleri, 2007
asit ’
Krizantenon 57

H: Toprak {tstii kisim; FL: Cigek; F: Yaprak

2.6.3. Anthemis tiirleri iizerinde yapilan biyolojik aktivite calismalar

Anti-enflamatuvar aktivite

A. aciphylla var. aciphylla Boiss. bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanol ve
seskiterpen lakton ekstrelerinin antienflamatuvar aktivitesi, siganlarda karragen-nedenli arka
ayak 0demi ve pamuk pelet graniiloma olusumu yontemleri kullanilarak arastirilmistir.
Karragen-nedenli arka ayak 6demi modelinde, ekstrelerin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda
intraperitoneal yolla uygulanmasi durumunda her iki ekstrenin de doza bagli olarak anti-
enflamatuvar etki gosterdigi belirlenmistir. Pamuk pelet graniiloma olugumu yonteminde ise
etanol ve seskiterpen lakton ekstrelerinin aymi dozlarda oral olarak uygulanmasi ile
granliloma doku olusumunu 6nemli derecede azalttig1 tespit edilmistir (Baltaci, Kolatan,

Yilmaz ve Kivcak, 2011).

A. scrobicularis Yavin bitkisinin anti-enflamatuvar etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada,

toprak tistii kisimlardan hazirlanan metanol ekstresinin karragen-nedenli arka ayak ddemi
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modelinde 250 mg/kg dozda %45, 500 mg/kg dozda ise %63 oraninda anti-enflamatuvar
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Yusufoglu, Alam, Salkini ve Zaghloul, 2014).

Antimikrobivyal aktivite

A. xylopoda O. Schwarz bitkisinin yaprak ve c¢iceklerinden elde edilen ugucu yaglarin
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus faecalis, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens ve Proteus
vulgaris suslarma karsi antimikrobiyal etkisi disk diflizyon yontemi kullanilarak
arastirtlmistir. Calismada, ¢igeklerden elde edilen ugucu yagin B. subtilis, E. coli ve C.
albicans, C. krusei ve C. tropicalis tiirlerine kars1 orta derecede; B. cereus, S. aureus, S.
faecalis, S. typhimurium, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. fluorescens ve P. vulgaris’e karsi
gliclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Yapraklardan elde edilen ugucu
yagn ise B. cereus, S. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. vulgaris ve
Candida tiirlerine kars1 orta derece antimikrobiyal aktivite gosterirken, B. subtilis, S. aureus,
P. fluorescens ve S. typhimurium gibi bakterilere karsi giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Yapilan fitokimyasal analizlerde yaprak ve ¢iceklerden elde edilen

ucucu yaglarda borneol ana bilesen olarak tespit edilmistir (Uzel, Guvensen ve Cetin, 2004).

Kivcak ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. wiedemanniana toprak iistii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin B. cereus, B. subtilis, Enterococcus faecalis, S.
aureus, Stapylococcus epidermidis, E. coli, P. aeroginosa ve S. tyhimurium bakterileri

iizerinde gli¢lii bakteriostatik etki gosterdigi belirlenmistir (Kivcak ve digerleri, 2007).

A. marschalliana ssp. pectinata (Boiss.) Grierson ve A. cretica ssp. argaea (Boiss. et Bal.)
Grierson bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin Yersinia pseudotuberculosis ve B. cereus
bakterileri lizerinde orta derecede antibakteriyel aktivite gosterdikleri tespit edilmistir

(Albay ve digerleri, 2009).

A. altissima (L.) var. altissima ¢igeklerinden elde edilen ugucu yagin ve ana iki bilesiginin
(o-terpineol, B-pinen) antibakteriyel aktiviteleri, Gram (+) bakterilerden olan B. subtilis, S.
aureus ve S. epidermidis ile Gram (-) bakterilerden olan E. coli, P. aeruginosa ve K.

pneumoniae tizerinde mikrodiliisyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma
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sonuglari, ugucu yagin genis spektrumlu antibakteriyel aktivite gosterdigini ve a-terpineoliin
B-pinenden daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu géstermistir (Samadi ve
digerleri, 2012).

Karioti ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. auriculata Boiss toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan etil asetat ekstresinden izole edilen 4-hidroksi antekotulit isimli
linear seskiterpen laktonun Trypanosoma brucei rhodesiense, T. cruzi ve Leishmania
donovani parazitlerine karsi yiiksek oranda oldiiriicti etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Karioti ve digerleri, 2009).

De Mieri ve digerleri tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, A. nobilis ¢i¢eklerinden
hazirlanan diklorometan ekstresinden izole edilen furanonobilin isimli seskiterpen laktonun
T. brucei rhodesiense ve L. donovani iizerinde 6nemli 6l¢iide antiprotozoal aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir (De Mieri, Monteleone, Ismajili, Kaiser ve Hamburger, 2017).

Antioksidan aktivite

A. tinctoria L. subsp. tinctoria var. pallida DC. toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanol
ekstrenin ve bu ekstreden izole edilen maddelerin antioksidan etkinligi 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) metodu ile test edilmistir. Calismada, ekstrenin 0,1 mM
konsantrasyonda %98,6 oraninda antioksidan etki gosterdigi ve etkiden sorumlu maddenin
yapilan kromatografik analizlerde konduritol F-1-O-(6'-O-E-p-kafeoil)-p-D-glukopiranozit

oldugu belirlenmistir (Papaioannou ve digerleri, 2007).

Albayrak ve Aksoy tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. cretica subsp. argaea (Boiss. &
Balansa) Grierson ve A. fumariifolia Boiss. toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanol
ekstrelerinin  fosfomolibden, DPPH ve B-karoten-linoleik asit testleri iizerinde giiclii

antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir (Albayrak ve Aksoy, 2013).

A. deserti Boiss. bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan sulu metanollii ekstrenin
antioksidan kapasitesi DPPH radikal siipiiriicii etki, demir selasyon aktivite, siiperoksit
anyon siipuriicii etki, total antioksidan kapasite ve lipit peroksidasyon inhibisyonu testleri

kullanilarak degerlendirilmistir. Hazirlanan ekstrenin test edilen tiim yontemlerde giiclii
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antioksidan etki gosterdigi, ayrica fenolik madde igerigi degerlendirmesinde ekstrenin

yiiksek fenol icerigine sahip oldugu belirlenmistir (Shahat, Ibrahim ve Elsaid, 2014).

Lipoksijenaz inhibitor aktivitesi

A. tinctoria subsp. tinctoria var. pallida toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanol
ekstrenin lipoksijenaz inhibitor aktivitesi soya fasiilyesi lipoksijenazi lizerinde denenmis ve
ekstrenin lipoksijenaz enzimini konsantrasyona bagli olarak 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi

tespit edilmistir (Papaioannou ve digerleri, 2007).

Hepatoprotektif aktivite

A. scrobicularis toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin hepatoprotektif
etkisi sicanlarda karbon tetrakloriir-nedenli karaciger hasar1 modelinde incelenmistir.
(Calisma sonuglar1 ekstrenin serum alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz ve gama
glutamil transpeptidaz seviyelerini onemli olgiide azalttigini gostermistir (Yusufoglu ve

digerleri, 2014).

Sitotoksik aktivite

Collu ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢aligmada, A. maritima L. yapraklarindan izole
edilen ii¢ siklohekzanon ve siklohekzenon tiirevi bilesigin sitotoksik aktivitesi insan kanser
hiicre hatlar1 iizerinde test edilmistir. Sonuglar immiin sistem ile ilgili tiim hiicre hatlarinda
(HL-60, U-937 ve Jurkat T) anteminon A ve C’nin gosterdigi sitotoksik aktivitenin
anteminon B’ye gore daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, en yiiksek etki
HL-60 (16semi) hiicreleri lizerinde anteminon C (IC50=3,2+0,6 uM) ile saglanmistir (Collu
ve digerleri, 2008).

A. auriculata bitkisinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan etil asetat ekstresinden izole
edilen 4-hidroksi antekotulit’in 3,62 pg/mL ICso degeriyle L6 hiicre hattinda en yiiksek
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Karioti ve digerleri, 2009).

Zaghloul ve digerleri tarafindan yapilan bir caligmada, A. scrobicularis bitkisinin toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan kloroform ekstresinden izole edilen 4a-hidroksi-guaya-

10(14),11(13)-dien-12,6a-olit ve mikeliolit bilesiklerinin HCT 116, HepG-2 ve MCF-7
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hiicre hatlar tizerinde 6nemli derecede sitotoksik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmigtir

(Zaghloul ve digerleri, 2014).

Jassbi ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. mirheydari Iranshahr. bitkisinden
hazirlanan diklorometan ve metanol ekstrelerinin sitotoksik aktivitesi 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromit kolorimetrik yontemi kullanilarak insan kanser hiicre
hatlarina (LS180, MCF-7 ve MOLT-4) karsi1 test edilmistir. Sonuglar diklorometan
ekstresinin LS180 (ICso: 30,8+6,7 pg/mL), MCF-7 (ICso: 25,2+6,5 pg/mL) ve MOLT-4
(ICso: 8,6+1,1 pug/mL) hiicre hatlarina karsi 6nemli 6lgiide sitotoksik aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Diklorometan ekstresinden ¢esitli kromatografik yontemler
kullanilarak izole edilen taraksasterol ve psddotaraksasterol karisiminin MOLT-4 hiicre hatt1
iizerine gosterdigi sitotoksik aktivitenin diklorometan ekstresinin gostermis oldugu

sitotoksik aktiviteden daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Jassbi ve digerleri, 2016).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Bitki materyali
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Etnobotanik kayitlarda halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanildig: belirlenen

Anthemis austriaca Jacq., Cichorium intybus L., Melilotus officinalis (L.) Pall., Mentha

longifolia (L.) Huds. ve Urtica dioica L. bitkilerinin toplanma yeri, tarihleri, teshislerini

yapan arastirmacilar ve herbaryum kayitlari ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Caligilan bitkiler ile ilgili bilgiler

o ) Toplanma Toplandig Herbaryum
Bitki Familya . . Teshis Eden
Yeri Tarih Numarasi
Ankara-
Anthemis Aksaray Yolu Ars. Gor. Dr.
] Asteraceae 29.06.2014 . GUEF3418
austriaca Jacqg. Tuz goli Ufuk OZBEK*
cevresi
) . Polatli-Yunak )
Cichorium Prof. Dr. Hayri
) Asteraceae  Yolu 30. km 21.06.2014 GUEF3427
intybus L. DUMAN**
yol kenar1
Melilotus Ankara-Bolu )
o Prof. Dr. Hayri
officinalis (L.) | Fabaceae Yolu 60. km 06.07.2013 GUEF3420
DUMAN**
Pall. yol kenarlar1
Ankara-Bala
Yolu Beynam
Mentha )
L . Kavsagi ve Prof. Dr. Hayri
longifolia (L.) Lamiaceae 05.07.2015 GUEF3475
Beynam DUMAN**
Huds.
ormant yol
kenarlari
Urtica dioica ) Kizilcahamam Prof. Dr. Hayri
Urticaceae 06.07.2013 GUEF3419
L. Belpinar koyii DUMAN**

*: Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Elemam

**; Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Fitokimyasal analizler ve biyolojik aktivite deneylerinde kullanilan cihazlara ait bilgiler

asagida verilmistir:

Fraksiyon kollektorii:
Mikrometre
Mikroplaka okuyucu
Mikroskop

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Cihaz

Rotavapor

Santrifiij cihaza

Ucus zamanh Kkiitle spektrometresi

Spectrum Labs CF-2
Insize IP-65

VersaMax Mikroplaka Okuyucu

Leica CME

Buchi Rotavapor R-210
Jouan MR-1822

3.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler

Kimyasal ve biyolojik aktivite deneylerinde kullanilan madde ve solvanlar ve bunlarin temin

edildigi firmalar Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Deneylerde kullanilan madde ve solvanlar

Madde/Solvan Temin edildigi firma

Buserelin asetat Receptal®

Cerrahi iplik Lactasorb PGLA®, Orhan Boz, Tiirkiye
Détoro DMSO Sigma Aldrich 2206-27-1

Dotoro kloroform
Dotoro metanol
EDTA

Etil asetat
Formaldehit

FSH olciim kiti
Glutatyon

Glutatyon rediiktaz
HDL-C dl¢iim kiti
Hidrojen peroksit
IL-6 olciim kiti

ITK plag

Karboksi metil seliiloz
Ketamin hidrokloriir
Kloroform

Ksantin oksidaz
Ksilazin hidrokloriir

Fisher Scientific 865-49-6

Fisher Scientific 811-98-3

Sigma Aldrich 60-00-4

Fisher Scientific 141-78-6

Merck 67-56-1

LifeSpan Biosciences®-LS-F6305
Sigma Aldrich 70-18-8

Sigma Aldrich 9001-48-3
Siemens, Dimension, Flex reagent cartridge (DF48A)
Merck 107209
BioSource®-MBS701221
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich 9000-11-7
Alfamine (%10)

Fisher Scientific 67-66-3, 64-17-5
Sigma Aldrich 9002-17-9
Alfazyne (%2)

Bruker Ascend 400 ve 500 MHz

LC-QTOF-MS Agilent G6550A
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61

Madde/Solvan

Temin edildigi firma

LDL-C él¢iim kiti
Leptin olciim kiti
Letrozol

LH olciim kiti
Malondialdehit
Metanol

NADPH

n-Butanol

n-Hekzan

Ostradiol dlciim kiti
Piridin

Progesteron él¢iim kiti
RP-18 silika jel

Silika jel

Sodyum dodesil siilfat
Sodyum hidroksit
Stilfiirik asit
Stiperoksit dismutaz
t-biitil hidroperoksit
Testosteron ol¢iim kiti

Spinreact (Kat. No: 41023)
BioVendor Kat. No: RD291001200R
Letrasan (Deva)

LifeSpan Biosciences®-LS-F27508
Sigma Aldrich 122-31-6

Fisher Scientific 67-56-1

Sigma Aldrich 2646-71-1

Sigma Aldrich 71-36-3

Fisher Scientific 110-54-3
BioVendor®- RTCO09R

Merck 110-86-1

LifeSpan Biosciences®-LS-F6394
Sorbtech 7631-86-9

Sorbtech 40930-25

Sigma Aldrich 151-21-3

Merck 1310-73-2

Sigma-Aldrich 7664-93-9

Sigma Aldrich 9054-89-1

Sigma Aldrich 75-91-2

LifeSpan Biosciences®-LS-F7047

TG olgiim kiti Siemens, Dimension, Flex reagent cartridge (DF69A)
Tiyobarbiitirik asit Sigma Aldrich 504-17-6
TK ol¢iim kiti Siemens, Dimension, Flex reagent cartridge (DF27)
TNF-a ol¢iim kiti Cusabio®-CSB-E11987r
Vanilin Sigma-Aldrich 121-33-5
VEGF él¢iim kiti Cusabio®-CSB-E04757r

3.2. Yontem

3.2.1. Kimyasal ¢calismalar

Ekstraksiyon

On denemeler icin ekstrelerin hazirlanmasi

Toz edilen bitki materyallerinden 100’er g tartilarak sirasiyla 2’ser L n-hekzan, etil asetat
(EtOAc) ve metanol (MeOH) ile 5 giin boyunca ekstre edildikten sonra siiziildii ve elde
edilen ekstreler kendi aralarinda birlestirilerek rotavaporda 40 °C’de algak basing altinda
yogunlastirildi. Son olarak ekstreler vakumlu desikatore konularak, tamamen kurumalari

saglandi. Elde edilen ekstrelerin verim ve miktarlar1 Cizelge 3.3 te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Elde edilen ekstrelerin verimleri

Bitki Kullanilan kisim Ekstre Verim (%)
n-Hekzan 7,6
A. austriaca Cicek Etil asetat 12,5
Metanol 19,6
n-Hekzan 6,3
C. intybus Toprak tstii kisim Etil asetat 11,7
Metanol 16,5
n-Hekzan 5,7
M. officinalis Toprak tstii kisim Etil asetat 11,2
Metanol 18,4
n-Hekzan 6,3
M. longifolia Toprak st kisim Etil asetat 3,9
Metanol 10,1
n-Hekzan 1,5
U. dioica Toprak tsti kisim Etil asetat 5,2
Metanol 10,4

A. austriaca ¢iceklerinden hazirlanan MeOH ekstresinin  siganlarda olusturulan
endometriyoz modelinde, n-hekzan ekstresinin ise PKOS modeli iizerinde en yiiksek
aktiviteyi gostermeleri nedeniyle tez kapsaminda c¢aligmalarin bu ekstreler {izerinde

yiiriitilmesine karar verilmistir.
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A. austriaca ciceklerinden hazirlanan MeOH ekstresinden ters faz (RP-18) silika jel vakum

s1v1 ve silika jel kolon kromatografisi teknikleri kullanilarak aktif bilesiklerin izolasyonu

A. austriaca gigeklerinden hazirlanan MeOH ekstresinin endometriyoz sigan modelinde en
yiiksek aktiviteyi gostermesi nedeniyle aktiviteden sorumlu bilesik/lerin belirlenmesi

amaciyla izolasyon c¢aligsmalari yapilmstir.

Calismalarimizda normal faz, silika jel kapl aliiminyum tabaka hazir plaklar kullanilmigtir.

Plak Ozellikleri : Kieselgel 60 F2s4 0,2 mm; Merck; Art.5735
Solvan Sistemi : Etil asetat: Kloroform:Metanol: Su (15:8:4:1)
Revelator : Vanilin-H2SO4 Reaktifi (t°C)

Plaklar UV lambasi altinda 254 ve 366 nm dalga boylarinda incelenmistir.

EtOAc:CHCl;:MeOH:H,0 EtOAc:CHCl;:MeOH:H,0
A (15:8:4:1) B (15:8:4:1)

Hekzan EtOAc MeOH Hekzan EtOAc¢ MeOH

Resim 3.1. A. austriaca gigeklerinden elde edilen ekstrelerin ITK profili
(A: Giin 15181, B: 254 nm)
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Hekzan:CHCl;
A (1:1)

Hekzan:CHCl;
(1:1)

Hekzan EtOAc MeOH

Hekzan EtOAc MeOH

Resim 3.2. A. austriaca ¢iceklerinden elde edilen ekstrelerin ITK profili
(A: Giin 15181, B: 254 nm)

CHCl,

Hekzan EtOAc MeOH Hekzan EtOAc¢ MeOH

Resim 3.3. A. austriaca gigeklerinden elde edilen ekstrelerin ITK profili
(A: Giin 15181, B: 254 nm)
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A. austriaca MeOH ekstresinin ince tabaka kromatografisi (ITK) profiline gére (Resim 3.1)
polar bilesikler yoniinden zengin olmasi nedeniyle bu ekstrenin RP-18 silika jel vakum siv1
kromatografisi ile fraksiyonlanmasina karar verilmistir. Kullanilan kolon sisteminin

ozellikleri asagidaki gibidir:

Kullanilan kolon sistemi

Kolon Boyutlari :7x20cm

Adsorban : RP-18 Silika jel 40-75 um, 60A°
Solvan Sistemi : H2O:MeOH (100:0— 0:100)
Akis Hizi : 50 mL/dk

Materyal : 20 g MeOH ekstresi

Fraksiyonlarin toplanmasi

Cizelge 3.4. RP-18 kolonda kullanilan solvan sistemi

Su MeOH Fraksiyon miktari Fraksiyon adedi
100 0 2L 2
90 10 1L 2
80 20 1L 2
70 30 2L 4
60 40 2L 4
50 50 2L 4
40 60 2L 4
30 70 2L 2
20 80 2L 2
10 90 1L 1
0 100 1L 1
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Resim 3.4. Vakum s1vi kromatografisi

RP-18 kolonun hazirlanmasi

800 g RP-18 silika jel yeterli miktarda MeOH ile karistirilarak siispansiyon haline getirildi
ve cam kolona dolduruldu. Daha sonra vakum uygulanarak RP-18 silika jelin kolona tam
olarak yerlesmesi sagland1 (Resim 3.4). Bu islemin ardindan kolondan 2 L su ve 2 L MeOH
gegirilerek kolon sartlandi.

20 g numune 40 g RP-18 silika jel ile homojen bir sekilde karistirilarak kolona tatbik edildi.
Kolondan alinan fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi. ITK analizleri sonucunda ayn1 madde
gruplarini igerdigi tespit edilen fraksiyonlar birlestirildi ve Fr. (1-6), Fr. (7-13), Fr. (14-20)
ve Fr. (21-29) olmak iizere 4 fraksiyon elde edildi. Elde edilen fraksiyonlar iizerinde
biyolojik aktivite ve fitokimyasal ¢alismalarin yapilabilmesi i¢in yeterli miktar elde edilene
kadar ayni1 islem birkag kez daha tekrarlandi. Yapilan biyolojik aktivite deneylerinde Fr. (1-
6) ve Fr. (14-20) fraksiyonlarmin yiiksek aktivite gosterdigi tespit edildi. Fr. (1-6)’nin
yapilan ITK analizinde saf oldugu belirlendi ve bu fraksiyonda yap1 tayinine gegildi. Diger
aktif fraksiyon olan Fr. (14-20)’nin igerdigi maddelerin belirlenmesi amaciyla silika jel

kolon kromatografisi teknigi kullanildi.
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Kullanilan kolon sisteminin 6zellikleri asagidaki gibidir:

Kullanilan kolon sistemi

Kolon Boyutlari :3x70cm

Adsorban : Silika jel (40-63 um, 60A°)

Solvan Sistemi : EtOAC:CHCI3:MeOH:H20 (15:8:4:1)
Akis Hizi : 3 mL/dk

Materyal : 3,5 g [Fr. (14-20)]

Silika jel kolonun hazirlanmast

70 g silika jel yeterli miktarda kloroform ile karistirilarak slispansiyon haline getirildi ve
cam kolona hava boslugu kalmayacak sekilde kolon kenarlarindan yavasga vurularak

dolduruldu. Kolondaki adsorbanin iyice yerlesmesi i¢in kolon agzi kapatilarak 12 saat
bekletildi.

3,5 g numune 1 g silika jel ile homojen bir sekilde katistirilarak kolona tatbik edildi.
Kolondan alman fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi. Bu fraksiyondan 5 adet saf madde izole

edildi.

MeOH ekstresinin fraksiyonlanma ve etkili bilesiklerinin izolasyon semasi Sekil 3.1°de

verilmistir.



A. austriaca

MeOH ekstresi

RP-18 Silika jel
(40-75 um, 60A°)

H,0:MeOH

(100:0) (90:10) (80:20) Fr. (1-6)

4,989, % 24,9

H,0:MeOH
(70:30) (60:40) | - (7_13)

(20 9)

N

—_—

—

[ 4,449, % 22,2

H,O0:MeOH

(50:50) (40:60) Fr. (14-20)

5,58 g, % 27,9

H,0:MeOH
(30:70) (0:100) | Fr. (21-29)

l 3,789, % 18,9

Biyolojik aktivite deneylerinde aktif ¢ikan fraksiyonlar

Bivolojik aktivite denevlerinde etkisiz ¢ikan fraksivonlar

— Eildli fraksivonlardan izole edilen bilesikler

Sekil 3.1. A. austriaca MeOH ekstresinden ters faz silika jel vakum siv1 ve silika jel kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar/bilesikler

Kristalizasyon

Silika jel (40-63 um, 60A°)
EtOACc:CHCI3:MeOH:H,0
(15:8:4:1)

20 mg

AA-2
9mg

18 mg

AA-4
25 mg

AA-5
68 mg

AA-6
11 mg

89
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A. austriaca n-hekzan ekstresinden silika jel kolon kromatografisi teknigi kullanilarak aktif

bilesiklerin izolasyonu

A. austriaca ¢igeklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinin letrozol-nedenli PKOS si¢an
modelinde yiliksek aktivite gostermesi nedeniyle aktiviteden sorumlu bilesik/lerin

belirlenmesi amaciyla izolasyon ¢aligmalari yapilmistir.

Calismalarimizda normal faz, silika jel kapl aliiminyum tabaka hazir plaklar kullanilmistir.

Plak Ozellikleri : Kieselgel 60 F2s4 0,2 mm; Merck; Art.5735
Solvan Sistemi : Hekzan:CHCl3 (5:5)
Revelator : Vanilin-H2SO4 Reaktifi (t°C)

Plaklar UV lambasi altinda 254 ve 366 nm dalga boylarinda incelenmistir.
A. austriaca n-hekzan ekstresinin ITK profilinde (Resim 3.2 ve 3.3) apolar bilesikler
yoniinden zengin olmasi nedeniyle bu ekstrenin silika jel kolon kromatografisi ile

fraksiyonlanmasina karar verilmistir. Kullanilan kolon sisteminin ozellikleri asagidaki

gibidir:

Kullanilan kolon sistemi

Kolon Boyutlari :5x30cm

Adsorban : Silika jel (40-63 pm, 60A°)
Solvan Sistemi : Hekzan:CHClIs (10:0 — 0:10)
Akis Hizi : 30 mL/dk

Materyal : 5,97 g n-hekzan ekstresi
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Silika jel kolonun hazirlanmasi

50 g silika jel yeterli miktarda kloroform ile karigtirilarak siispansiyon haline getirildi ve
cam kolona hava boslugu kalmayacak sekilde kolon kenarlarindan yavasca vurularak
dolduruldu. Kolondaki adsorbanin iyice yerlesmesi i¢in kolon agzi kapatilarak 12 saat

bekletildi. Bu islemin ardindan kolondan 1 L n-hekzan gegirilerek kolon sartlandi.

5,97 g numune 3 g silika jel ile homojen bir sekilde karistirilarak kolona tatbik edildi.
Kolondan alinan fraksiyonlar iITK ile kontrol edildi. ITK analizleri sonucunda ayn1 madde
gruplarini igerdigi tespit edilen fraksiyonlar birlestirildi ve Fr. (1-34), Fr. (35-73) ve Fr. (74-
98) olmak tizere 3 fraksiyon elde edildi. Elde edilen fraksiyonlar tizerinde biyolojik aktivite
ve fitokimyasal ¢aligmalarin yapilabilmesi i¢in yeterli miktar elde edilene kadar ayni islem

birkag kez daha tekrarlandi.

Yapilan biyolojik aktivite deneylerinde Fr. (35-73)’lin yiiksek aktivite gostermesi nedeniyle
bu fraksiyondan silika jel kolon kromatografisi teknigi kullanilarak ayirma islemlerinin

stirdiiriilmesine karar verildi. Analizdeki kromatografik sartlar agagida sunulmustur.

Kullanilan kolon sistemi

Kolon Boyutlari :3x30cm

Adsorban : Silika jel (40-63 pm, 60A°)
Solvan Sistemi : Hekzan:CHClIs (10:0 — 0:10)
Akis Hizi : 3 mL/dk

Materyal 39 [Fr. (35-73)]

3 g Fr. (35-73), 1 g silika jel ile homojen bir sekilde karigtirilarak kolona tatbik edildi.
Kolondan alinan fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi ve 3 adet saf madde izole edildi. A.
austriaca n-hekzan ekstresinin fraksiyonlanma ve etkili bilesiklerinin izolasyon semasi Sekil

3.2°de verilmistir.



‘ Fr. (1-34)
1,029,% 17,1

Silika jel (40-63 pm, 60A°) Silika jel (40-63 wm, 60A° )

AA-8
29,2 mg

AA-9

A. austriaca Hekzan:CHCls (10:0— 0:10) Hekzan:CHCIs (10:0 — 0:10)
hekzan ekstresi Fr. (35-73)
(5,97 9) 1,98 g, % 33,2

. Fr.(74-98) ‘
0,96 g, % 16,1
i —> Biyolojik aktivite deneylerinde aktif ¢ikan fraksiyonlar

’ — Biyolojik aktivite deneylerinde etkisiz ¢ikan fraksiyonlar

- — > Bikili fraksiyonlardan izole edilen bilegikler

Sekil 3.2. A. austriaca n-hekzan ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar/bilesikler

97,1 mg

AA-10
61,6 mg

XX

1.
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3.2.2. Yapi tayini calismalari

NMR Spektrumlari

NMR spektrumlarmin alinmasi i¢in Bruker Ascend 400 ve 500 MHz NMR cihazlari

kullanilmistir. Standart olarak tetrametilsilan kullanilmustir.

Sivi Kromatografisi- Ucus Zamanli Kiitle Spektrometresi (LC-TOF-MS)

Izole edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari i¢in pozitif iyon elektrosprey iyonizasyon (ESI+)

teknikleri kullanilmistir. Analizdeki kromatografik sartlar asagida sunulmustur.

Cihaz

Kolon

Mobil faz
Enjeksiyon hacmi
Akis hizi

Dalga boyu
Analiz siiresi

Yazilim

: Waters LCT Premier XE UPLC/MS-TOF (Ultra performansli sivi

kromatografisi)

: Aquity BEH C18 (2,1 x 100 mm 1,7 puM)

: Formik asit igeren (%0,1) asetonitril:su (1:90) gradient
120 uL

: 0,25 mL/dk

254 nm

:5dk

: MassLynx 4.1

LC-OTOF-MS: Agilent G6550A

Izole edilen bilesiklerin QTOF-MS spektrumlarinin alinmasi igin ESI+ teknikleri

kullanilmastir.

Cihaz

Kolon

Kolon sicakhigi
Enjeksiyon hacmi
Akis hizi

Analiz siiresi

Mobil faz

. Agilent G6550A

: Poroshell 120 EC C18 kolon (3 x 50 mm)
:35°C

1 uL

: 0,4 mL/dk

115 dk

- Bilesimi ve uygulanan gradient Cizelge 3.5’te verildigi gibidir.



Cizelge 3.5. LC-QTOF-MS hareketli faz bilesimi ve uygulanan gradient
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Zaman (dk) Su (%) Asetonitril (%)
0,5 80 20
4,0 30 70
6,0 5 95
10,0 5 95
10,10 80 20
12,0 80 20

Cihaz kaynak parametreleri asagida verildigi gibidir:

Gaz Sicakhigr (°C) : 290
Gaz Akis1 (L/dk) 114
Piiskiirtec (psig) - 35
Dis (Kilif) Gaz Sicakhigr - 350
Dis (Kilif) Gaz Akisi 111

3.2.3. Biyolojik aktivite calismalar:

Deney Protokoli

Deney hayvanlart

Deneylerde Kobay firmas1 Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvari’ndan temin
edilen 200-250 g agirhiginda Wistar albino disi siganlar kullanildi. Hayvanlarin ortama
adapte olabilmesi icin deneye baslamadan Once laboratuvar sartlarinda en az ii¢ giin
bekletildi. Bu bekleme siiresince hayvanlar standart pellet yem ve su ile beslenerek 21-24
°C’deki oda sicakliginda, %40-45 nem ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik uygulamasi
yapilan laboratuvarda barindirildilar. Deneylerde her grupta alt1 hayvan kullanildi.

Test Numunelerinin Hazirlanmasi

Biyolojik aktivite deney modellerinde, test numuneleri %0,5’lik sodyum karboksimetil
seliiloz (CMC) ¢ozeltisi icerisinde, gerekli durumlarda ultrasonik banyo yardimiyla siispanse
edilerek deney hayvanlarina 6zel mide gavaji vasitasiyla oral yolla 100 mg/kg dozda

uygulandi. Kontrol grubu hayvanlarina ise sadece test numunelerinin hazirlanmasinda



74

kullanilan %0.5’1ik CMC verildi. Endometriyoz deney modelinde test numuneleri 4 hafta

boyunca, PKOS modelinde ise 45 giin boyunca si¢anlara uygulandi.

Referans madde

Referans madde olarak kullanilan buserelin asetat, deney siiresi boyunca siganlara 20 mg/kg

dozda haftada bir kere olmak kaydiyla subkiitan olarak uygulandi.

In vivo aktivite deneyleri

Endometriyoz si¢an modeli

Endometriyoz sican modeli Vernon ve Wilson (1985) yontemine gore yapilmistir.

Proostrus donemindeki siganlar intraperitonal yolla 1 mL ketamin hidrokloriir (50 mg/mL)
ve 1 mL ksilazin hidrokloriir (20 mg/mL) uygulamasi ile anesteziye alindi. Anestezi
altindaki siganlarin abdomenleri tiras edildikten sonra iyot ¢ozeltisi ile dezenfekte edildi.
Abdomene bistiiri ile 3 cm’lik insizyon yapildiktan sonra subkutan ve kas tabakalari
ayrilarak abdomen agildi. Sag uterus kismi ¢ikarildi ve 15 mm’lik bir par¢a alindi. Bu parca
boyuna agilarak endometriyum tabakasi miyometriumdan ayrildi. Alinan endometriyal doku
parcast ayni siganin abdominal duvarina dikildi. Abdomenin kas tabakalar1 ipek iplikle
kapatildi. {lk operasyondan 28 giin sonra ikinci operasyon yapilarak endometriyotik doku
bolgeleri ve adezyonlar degerlendirildi. Endometriyal implantlarin (Resim 3.5) boyutlart

yiikseklik, en ve boy olarak mikrometre ile 6l¢iilerek hesaplandi.

28 glin sonra

Resim 3.5. Endometriyotik implant goriintiisii
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Elipsoit hacmi hesaplamak amaciyla “n/6 x en x boy x yiikseklik” formiilii kullanild:
(Altintas, Kokcu, Tosun, Cetinkaya ve Kandemir, 2008).

Intraabdominal adezyon (Resim 3.6) skorlar1 asagida verilen Blauer’in skorlama sistemine

gore degerlendirildi (Blauer ve Collins, 1988).

0: Adezyon yok

1: Ince adezyonlar

2: Bir bolgede kalin adezyon
3: Yayilmis kalin adezyon

4: i¢ organlar1 da igine alan adezyon

Resim 3.6. Adezyon olusmus endometriyotik implant

(EL: Endometriyotik implant; B: Bagirsak)
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Abdomen ayni prosediirle kapatildiktan sonra kontrol grubu siganlarina %0,5 CMC, tedavi
grubu si¢anlarina hazirlanan ekstreler ve fraksiyonlar 28 giin boyunca uygulandi. Referans
grubuna ise buserelin asetat haftada bir kez subkiitan olarak uygulandi. Tedavi sonrasinda
siganlar yiliksek doz anestezik uygulamasi ile 6ldiiriildii ve endometriyotik doku boyutlari ile
adezyonlar tekrar degerlendirilerek dnceki bulgularla karsilastirildi. Daha sonra bu dokular
histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formaldehitte sabitlendi (Kupeli Akkol ve digerleri,
2015a).

PKOS Si¢an Modeli

Nonsteroidal aromataz inhibitorii olan letrozoliin dstrojen salinimini inhibe etmesi ile gelisen
PKOS’un belirlenmesi amaciyla ¢alismamizda Sasikala ve Shamila tarafindan gelistirilen
PKOS si¢an modeli kullanilmistir (Sasikala ve Shamila, 2009).

Siganlarda PKOS olusturmak amaciyla, %0,5 CMC iginde ¢oziilen letrozol 21 giin boyunca
ginde 1 mg/kg dozda gastrik gavaj vasitasiyla uyguland1 (Kafali, Iriadam, Ozardali ve
Demir, 2004; Rezvanfar ve digerleri, 2012). PKOS olusumunu takiben kontrol grubundaki
sicanlara 2 mL %0,5 CMC ¢ozeltisi, tedavi grubundaki siganlara %0,5 CMC ¢ozeltisi i¢inde
stispanse edilerek hazirlanan ekstreler ve fraksiyonlar gastrik gavaj vasitasiyla 100 mg/kg
dozda 45 giin boyunca uygulandi. Referans grubuna ise haftada bir kere 20 mg dozda
subkiitan olarak buserelin asetat uygulandi. Son uygulamadan 24 saat sonra sicanlar
oldirildii ve kalplerinden kan Ornekleri alinarak FSH, LH, 0stradiol, testosteron,
progesteron, total kolesterol, lipit, leptin, glukoz seviyeleri ile antioksidan aktivite
parametrelerinin incelenmesi amaciyla -20°C’de dondurularak saklandi (Kupeli Akkol ve
digerleri, 2015b).

In vitro aktivite deneyleri

Peritoneal sivida sitokin seviyelerinin 6lgtimii

Endometriyoz deney modelinde, sicanlarda ikinci operasyonun gerceklestirilmesi sirasinda
ve siganlar oldiiriildiikten sonra olmak iizere iki kez peritoneal sivi alinarak vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), IL-6 ve TNF-a seviyeleri olgiildii (Kupeli Akkol ve
digerleri, 2015a).
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Peritoneal sivida VEGF, 1L-6 ve TNF-a seviyelerinin ol¢timii

Peritoneal sivida VEGF, IL-6 ve TNF-a seviyeleri ELISA Kkitler kullanilarak ol¢tildii.
Reajanlar, ornekler ve standartlar iiretici talimatlarina gére hazirlandi. 100 pL standart ve
test numunesi 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna konuldu ve 37 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakildi. Daha sonra her kuyucuktan sivilar ¢ikarildi ve kuyucuklara 100 pL
biotin antikor ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresinin
ardindan kuyucuklar 3 kez yikama ¢d6zeltisi ile yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan
sonra kuyucuklar bosaltild1 ve her kuyucuga 100 puL yaban turpu peroksidazi (HRP)-avidin
ilave edilerek tekrar 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Kuyucuklar bosaltilarak 5 kez
yikama ¢ozeltisi ile yikandi. Daha sonra 90 pL 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) substrati
eklendi ve 37 °C’de 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Son olarak 50 pL
durdurma ¢ozeltisi ilave edilip 450 nm’de ELISA mikroplak okuyucu ile okuma yapildi.

Serum parametrelerinin 6l¢timii

PKOS deney modelinde siganlar dldiiriildiikten sonra gogiis kafesleri agildi ve kalpten alinan
kan ornekleri tizerinde FSH, LH, ostradiol, testosteron, progesteron, lipit, leptin, glukoz
seviyeleri ile antioksidan aktivite parametreleri asagida yazilan deneysel prosediirler

uygulanarak incelendi (Kupeli Akkol ve digerleri, 2015b).

Bu amagla, alinan kan 6rneklerinden 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum ve
plazmalar elde edildi. Plazma ve serumlar 1,5 mL’lik ependorf tiiplere konularak dlgimler

yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Serum FSH, testosteron ve progesteron seviyelerinin 6l¢iimii

Serum FSH, testosteron ve progesteron seviyeleri ELISA kitler kullanilarak ol¢iildii.
Reajanlar, 6rnekler, standartlar ve kor, iiretici talimatlarina gore hazirlandi. 50 pL standart
ve test numunesi 96 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna konuldu ve hemen ardindan 50
pL reajan A eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Kuyucuklardan sivilar ¢ikarildi
ve yikama ¢6zeltisi ile kuyucuklar 3 kez yikandi. Ardindan 100 pL reajan B ilave edildi ve
37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklar

bosaltildi ve yikama ¢ozeltisi ile 5 kez yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra her
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kuyucuga 90 pL TMB substrat ¢ozeltisi ilave edildi ve tekrar 37 °C’de 20 dakika
inkiibasyona birakildi. Son olarak 50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek 450 nm’de okuma

yapildi.

Serum LH seviyesinin ol¢iimii

Serum LH seviyeleri, Sandwich ELISA kit kullanilarak o6l¢iildii. Reajanlar, ornekler
standartlar ve kor (fosfat tamponu) iiretici talimatlarina gore hazirlandi. Kor ¢ozeltinin
hazirlanmas1 amaciyla 50 pL fosfat tamponu kuyucuga konularak iizerine 5 pL denge
¢ozeltisi ilave edildi. Ornek ve standartlardan 50 uL kuyucuklara konuldu ve ardindan kor
hari¢ tiim kuyucuklara 100 pL HRP konjugat1 ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Kuyucuklar bosaltildi ve yikama c¢ozeltisi ile 5 kez yikandi. Ardindan 50 puL
substrat A ve 50 puL substrat B ilave edildi ve 37 ° C’de 15 dakika inkiibe edildi. Son olarak
50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek 450 nm’de okuma yapildi.

Serum ostradiol seviyesinin 6l¢timii

Serum 6stradiol seviyeleri, ELISA kit kullanilarak 6l¢iildii. Reajanlar, 6rnekler ve standartlar
tiretici talimatlarina gore hazirlandi. 75 pL standart ve test numunesi kuyucuklara konuldu
ve 50 pL inkiibasyon tamponu ilave edildi. 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan
sonra 50 uL enzim konjugati ilave edilerek 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siirecinden sonra kuyucuklar bosaltilarak yikama ¢ozeltisi ile 4 kez yikandh.
Daha sonra 200 pL substrat ¢ozeltisi ilave edildi ve 30 dakika boyunca karanlikta inkiibe
edildi. Son olarak 50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edilip 450 nm’de okuma yapildi.

TK seviyesinin 6l¢iimii

Kolesterol esterlerinin kolesterol esteraz enzimi etkisiyle serbest kolesterol ve yag asitlerine
doniismesi ve olusan kolesteroliin kolesterol oksidaz enziminin etkisiyle kolest-4-en-3-on
ile H202’ye pargalanarak N, N dietilanilin-HCI/4-aminoantipirin (DEA-HCI/AAP) HRP
varliginda okside olan DEA-HCI/AAP’yi olusturmasi ve olugsan rengin 540 nm

absorbansinin 6l¢giilmesi esasina dayanan bir yontemdir (Bacak, 2010).
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Serum TK diizeyleri, Dimension RL Max otoanalizor cihazi kullanilarak Afyon Kocatepe
Universitesi (AKU) Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinda &lgiildii. Bu deneyde, ¢ok

renkli ug¢ nokta teknigi kullanilarak TK seviyesi mg/dL cinsinden hesaplandi.
TG tayini

Lipoprotein lipaz enzimi aracilifiyla trigliseritlerden aciga ¢ikan gliseroliin, gliserol kinaz
ile fosoforilasyonu sonucu olusan gliserol-3-fosfatin gliserol-3-fosfat oksidaz enzimi ile
okside olarak dihidroksiaseton fosfat ve hidrojen peroksite doniismesi ve bundan 4-
klorofenol ile H202 varliginda kuinoniminin olusmasi, olusan rengin 510 ve 700 nm’de

absorbansinin dl¢lilmesi esasina dayanan bir yontemdir (Bacak, 2010).

Serum TG diizeyleri, Dimension RL Max otoanalizdr cihazi kullanilarak AKU Tip Fakiiltesi
Biyokimya laboratuvarinda 6lgiildii. Bu deneyde, bikromatik ug¢ nokta teknigi kullanilarak
TG seviyesi mg/dL cinsinden hesaplandi.

HDL-C tayini

Esterlesmemis kolestroliin N, N-bis (4-sulfobiitil)-m-toluidin-disodyum (DSBmT) ile
reaksiyonu sonucunda ag¢iga ¢ikan renksiz riiniiniin kolestrol esteraz enzimi ile renkli
bilesige donistiiriilmesi ile olusan HDL-C miktarinin Olglilmesi esasina dayanan bir

yontemdir (Bacak, 2010).

Serum HDL-C diizeyleri, Dimension RL Max otoanalizér cihazi kullanilarak AKU Tip
Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinda olgtildii. Bu deneyde, HDL-C seviyesi mg/dL

cinsinden hesaplandi.
LDL-C tayini

Cok diisiik dansiteli lipoprotein, HDL ve silomikronlarin belirli kosullar altinda pargalanarak
LDL-C’ye doniistiiriilmesi ve bundan enzim ve surfaktanlar yardimi ile renkli bilesiklerin

olusturularak absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanan bir yontemdir (Bacak, 2010).

Serum LDL-C diizeyleri, Hitachi Moduler otoanalizoér cihazi kullamlarak AKU Tip
Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinda 6l¢iildii. LDL-C diizeyi mg/dL cinsinden 6l¢iildii.
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Plazma leptin diizeyinin 6l¢iilmesi

Plazma leptin diizeyleri ELISA kit kullanilarak 6l¢iildii. Reajanlar, 6rnekler ve standartlar
iiretici talimatlarma gore hazirland1 ve kuyucuklara 100 pL ilave edilerek 1 saat inkiibe
edildi. Kuyucuklar bosaltilarak yikama ¢ozeltisi ile yikandi. Yikama isleminden sonra
kuyucuklara 100 pL biotinle isaretlenmis antikor ¢dzeltisi eklendi ve 1 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikandiktan sonra iizerine 100 pL streptavidin-HRP
konjugat1 eklenerek 30 dakika inkiibe edildi ve yikandi. Yikamadan sonra 100 uL substrat
cozeltisi ilave edilerek 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak 100 pL durdurma ¢ozeltisi ilave

edilerek 450 nm’de okuma yapildu.

Antioksidan parametrelerin degerlendirilmesi

Serum malondialdehit (MDA) diizeyinin tayini

Aerobik sartlarda ornek ile tiyobarbitiirik asitin (TBA) pH 3,40’ta 90-95 °C sicaklikta
inkiibasyonu sonrasinda meydana gelen ve lipit peroksidasyonunun ikincil {iriinii olan
MDA’nin TBA ile pembe renkteki kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan bu renk
siddeti ile ortamda bulunan MDA konsantrasyonu dogru orantilidir. MDA diizeyi 532 nm’de
spektrofotometrik olarak oOlciilerek hesaplanir (Giingor, 2013; Ohkawa, Ohishi ve Yagi,
1979).

Standart ve ve test numunelerinden 100 pL tiiplere alindi ve tizerlerine 200 pL %8,1°1ik
sodyum dodesil siilfat, 1500 pL %20’lik asetik asit, 1500 pL %0,6’lik tiyobarbiitirik asit
ilave edilip karistirildi. Daha sonra kor tiipiine 800 pL, standart ve test numunesi tiiplerine
700 pL distile su ilave edilerek 90 °C sicaklikta 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresinin ardindan her tiipe 1000 pL distile su ve 5000 pL n-butanol/piridin ¢6zeltisi ilave
edildi. Ornekler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, iistteki kisim almarak 532 nm’de

spektrofotometrik olarak absorbanst okundu.

Serum siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini

SOD, siiperoksit radikalinin H20, ve molekiiler oksijene doniisiim reaksiyonunu
katalizleyen bir enzimdir. SOD aktivite tayini belirlenirken kullanilan yontemin esast,

ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-
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iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorit (INT) ile kirmizi renkli formazan
boyasini olusturmasidir. Bu deneyde, test numunesinin i¢inde bulunan SOD, siiperoksit
radikallerini ortamdan uzaklastirarak formazan reaksiyonunun inhibisyonuna neden olur.
505 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiilen kirmizi rengin siddeti SOD yoklugunda olusan
renge gore daha azdir (Fridovich, 1974; Giingor, 2013).

Standart ve test numunelerinden 25’er pL tiiplere alindi. Kor olarak belirlenen tiipe 25 pL
0,01 M fosfat tamponu konuldu. Daha sonra tiim tiiplere 850 pL substrat karisimi ilave edilip
iyice karistirildi ve 125 pL ksantin oksidaz ilave edilerek tekrar karistirildi. 30 saniye sonra
kor, standart ve test numunuelerinin 505 nm dalga boyunda baslangi¢ absorbanslart (A1)
okundu. 3 dakika sonra son absorbanslar1 (A2) tekrar okundu. Calisma korii SOD igermedigi
icin inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul edildi ve degeri %100 olarak alindi. SOD

aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi.

AA/dakika ornek=A>-A1/3 dakika

% inhibisyon = 100 - AA/dakika &rnek x 100
AA/dakika ¢alisma korii

Standartlardan yapilan 6l¢limler sonucunda yatay eksene SOD (U/mL), diisey eksene %
inhibisyon degerleri gelecek sekilde standart egrisi hazirlanmis ve bu egri kullanilarak

orneklerin SOD 6l¢iim degerleri U/mL olarak hesaplanmistir.

Substrat karigimimin hazirlanigi: 0,0007 g 0.05 mM ksantin ve 0,0012 g INT alindi ve N-
siklohekzil-3-aminopropanesiilfonik asit (CAPS) tamponu ile 100 mL ye tamamlandi.

CAPS tamponu hazirlamigi: 1,1065 g 50 mM CAPS, 0,035 g EDTA ve 11,1 uL doymusg
sodyum hidroksit karigtirilip distile su ile 100 mL ye tamamlandi.

Serum katalaz (CAT) aktivite tayini

Katalaz enzimi H2O2’nin su ve oksijene doniisiimiinii katalize eder. H>O2’nin CAT
tarafindan gerceklestirilen yikim hizi, olusan H2O2’nin 230 nm’de absorbansinin

spektrofotometrik olarak dl¢limii esasina dayanir (Beutler, 1976; Gilingdr, 2013).
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Deney tiiplerine 50’ser uL. 1M Tris-HCI, 5mM Na:EDTA tamponu konularak pH’s1 8.0°e
ayarlandi. Uzerine 900 pL 1mM hidrojen peroksit ile 30 pL distile su ilave edildi ve 37
°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan standart ve test
numunelerinden 20’ser pL tiiplere konuldu. 37 °C’de 230 nm’de 0., 150. ve 300. saniyelerde

absorbans degerleri dlgtilerek CAT aktivitesi asagidaki formiile gore hesapladi:

CAT Aktivitesi (U/mL)=AA x 50
0,071

AA : Absorbans degisimi

Serum glutatyon peroksidaz (GPx) tayini

GPx, H20: tarafindan indirgenmis glutatyonun (GSH) yiikseltgenmis glutatyona (GSSG)
oksidayonunu katalize eder. GPx aktivitesi, NADPH’in NADP+’ya oksitlenmesi sirasindaki
absorbans farkinin 340 nm’de okunmasi ile dl¢iiliir (Beutler, 1976; Giingor, 2013).

Deney tiiplerine 100°er uL 1M tris tamponu, 20 pL 0,1M GSH, 100 pL 10 U/L glutatyon
rediiktaz ile 10 pL standart ve test numuneleri ilave edildi. Uzerinde 100 pL 2mM NADPH,
670 uL distile su ilave eklenerek 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan 10 pL t-biitil hidroperoksit ilave edildi. Daha sonra 37 °C’de, 340 nm dalga
boyunda olusan tepkimenin absorbans degisikligi 5 dakika boyunca dakikada bir kere
oOlgiilerek dakikadaki degisim hesaplandi. GPx aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi:

GPx aktivitesi (U/mL)=AA/dakika x 100
6,22

Histopatolojik Incelemeler

Histopatolojk incelemeler i¢in endometriyotik implantlar ve uterus dokularindan alinan
ornekler %10’luk formaldehit ¢ozeltisi igerisinde tespit edilerek rutin doku takibine alindi
ve parafinde bloklandi. Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki kesitler hematoksilen-
eozin (HE) boyasi ile boyanarak 151k mikroskobunda (Olympus CX41 bagli Kameram®

Dijital Image Analiz Sistemi) incelendi. Endometriyotik implant dokularinda endometriyal
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glandlarin sayis1 ve biiyiikliigii incelenirken, PKOS dokularinda kistik folikiillerin sayisi,

korpus luteum ve germinal epitel durumlari incelendi.

3.2.4. istatistiksel analiz

[statistiksel analizlerde GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA, USA) programi kullanildi.
Tiim parametrelerde ANOVA testi yapildi ve ardindan Dunnett testi uygulandi.

Kontrol ve referans grubu ile karsilastirilan deney sonuglarindaki istatistiksel belirginlik

asagidaki sekillerle ifade edildi:

* 1p<0,05;,** :p<0,01;, ***:p<0,001
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Deney Bulgulari
4.1.1. Yap: tayini

Endometriyoz ve PKOS sigan modelleri iizerinde etkili oldugu belirlenen Anthemis
austriaca cigeklerinden elde edilen ekstre ve fraksiyonlar iizerinde ¢esitli kromatografik
yontemler kullanilarak etkiden sorumlu oldugu diisiliniilen bilesiklerin izolasyonu
yapilmistir. izole edilen bilesiklerin yapis1 gesitli spektroskopik yontemler (*H-NMR, 13C-
NMR, DEPT-135, COSY, HSQC, HMBC) kullanilarak aydinlatilmistir.

Izole edilen tiim bilesiklerin Tiirk¢e isimleri ve Ingilizce karsiliklar1 literatiir takibini

kolaylastirmas1 amaciyla asagida liste halinde verilmistir.

Bilesik Tiirkce Ingilizce

AA-1 4-(B-D-glukopiranoziloksi)-6-metil - 4-(B-D-glucopyranosyloxy)-6-
methyl-2H-piran-2-on 2H-pyran-2-one

AA-2 Kersetin Quercetin

AA-3 Apigenin-7-O-(3"-asetil)-B-D- Apigenin-7-0O-(3"-acetyl)-p-D-
glukopiranozit glucopyranoside

AA-4 Apigenin-7-O-(6"-asetil)-B-D- Apigenin-7-O-(6"-acetyl)-B-D-
glukopiranozit glucopyranoside

AA-5 Apigenin-7-O-B-D- Apigenin-7-O-B-D-
glukopiranozit glucopyranoside

AA-6 Kersetin-7-O-B-D- Quercetin-7-O-B-D-
glukopiranozit glucopyranoside

AA-7 [-sitosterol 3-O-B-D-glukopiranozit [-sitosterol 3-O-B-D-
glukopiranozit glucopyranoside

AA-8 B-amirin palmitat B-amyrin palmitate

AA-9 Taraksasterol asetat Taraxasterol acetate

AA-10

Taraksasterol

Taraxasterol
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[AA-1] 4-(B-D-glukopiranoziloksi)-6-metil-2H-piran-2-on

4-(B-D-glukopiranoziloksi)-6-metil-2H-piran-2-on
C12H1608 (Mol. Ag. : 288)

Renksiz amorf toz

IH-NMR (400 MHz, CDsOD) Sekil 4.1, Cizelge 4.1
13C-NMR (100 MHz, CDs0D) Sekil 4.2, Cizelge 4.1
HSQC (500 MHz, CDsOD) Sekil 4.3

HMBC (500 MHz, CDs0D) Sekil 4.4 ve 4.5
ESI-MS (m/z) Sekil 4.6

AA-1 bilesigi renksiz, amorf toz halde elde edilmis ve 'H-NMR, 3C-NMR, HSQC ve
HMBC spektrumlar1 degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii Ci12H160g olarak
belirlenmistir. AA-1 bilesigine ait *H-NMR spektrumunda § 6,12 ppm’de ve § 5,69 ppm’de
iki adet yarilma sabiti 2,1 Hz olan dublet rezonans gozlenmistir (Sekil 4.1). Bu durum yapida
birbirlerine goére meta konumunda olan iki proton oldugunu diisiindiirmiistiir. Proton
spektrumda 6 2,25 ppm’de 3H integrale sahip rezonansin varhigi yapida metil grubunun
varligint gostermektedir. 6 5,04 (1H, d, J=7,3 Hz) ppm’de dublet varhigi ve HSQC
spektrumunda bu protonun 8¢ 100,8 ppm ile korelasyon gdstermesi ayn1 zamanda *H-NMR
spektrumunda o 3,88 (1H, dd, J=12,1; 2,2 Hz) ve & 3,69 (1H, dd, J=12,1; 5,5 Hz) olmak
lizere iki rezonansin varligi ve bu rezonanslarin HSQC spektrumunda & 62,2 ile korelasyon
gdstermesi yapida B-D-glukopiranozit varligii isaret etmistir (Sekil 4.2 ve 4.3). 3C-

NMR’da & 160-170 ppm’lerde rezonanslar goriilmesi bilesigin aromatik yapida oldugunu
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gostermektedir (Sekil 4.2). HMBC spektrumunda metil grubunun 6 164,8 ve 6 101,5 ppm
ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yaninda f-D-glukopiranozitin anomerik
protonunun & 171,5 ppm ile korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.4 ve 4.5). Ayrica
ESI-MS verilerine gore bilesigin molekiil agirligi 289,0909 m/z [M+H]" (C12H170s) olarak
belirlenmistir (Sekil 4.6). Elde edilen veriler literatiir bulgulart (Gafner, Wolfender,
Hostettmann, Stoeckli-Evans ve Mavi, 1998) ile karsilastirildiginda bilesigin 4-(p-D-

glukopiranoziloksi)-6-metil-2H-piran-2-on oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. AA-1 bilesiginin *H-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri (CDsOD, H:
400 MHz, 13C: 100 MHz )

C/H atom &c (ppm) &1 (ppm) /J

2 (C=0) 167,5 k

3(CH) 91,7 5,69 (1H, d, J=2,1 Hz)

4 (C) 1715 k

5 (CH) 101,5 6,13 (1H, d, J=2,1 Hz)

6 (C) 164,8 k

7 (CHs) 19,7 2,25 (3H, s)

1" (CH) 100,8 5,04 (1H, d, J=7,3 Hz)

2" (CH) 77,6 3,49 (1H, m)

3" (CH) 74,3 3,44 (1H, m)

4" (CH) 70,9 3,38 (1H, m)

5" (CH) 78,5 3,49 (1H, m)

6" (CH2) 62,2 3,88 (1H, dd, J=12,1; 2,2 Hz)
6"'8 (CH2) 62,2 3,69 (1H, dd, J=12,1; 5,5 Hz)

k: kuaterner
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Sekil 4.5. AA-1 bilesiginin HMBC korelasyonlari

G.U. Eczacilik Fakultesi Merkez Laboratuvari
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Sekil 4.6. AA-1 bilesiginin ESI-MS spektrumu
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[AA-2] Kersetin

OH O

Kersetin
C1sH1007 (Mol. Ag. : 302)

Sar renkli toz

IH-NMR (500 MHz, CDsOD) Sekil 4.7, Cizelge 4.2
13C-NMR (125 MHz, CDs0D) Sekil 4.8, Cizelge 4.2
HSQC (500MHz, CDsOD) Sekil 4.9

HMBC (500 MHz, CDs0D) Sekil 4.10 ve 4.11
EI-MS (m/2) Sekil 4.12

AA-2 bilesigi renksiz, amorf toz halde elde edilmis ve 'H-NMR, 3C-NMR, HSQC ve
HMBC spektrumlar1 degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii CisH1007 olarak
belirlenmistir. AA-2 bilesigine ait *H-NMR spektrumunda (Sekil 4.7) aromatik bolgede 7,73
(1H, d, J=2,0 Hz), 7,63 (1H, dd, J=8,4; 2,0 Hz) ve 6,88 (1H, d, J=8,4 Hz) ppm’deki
rezonanslar ile ABX sistemin varlig1 ve *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.8) 15 karbon
olmas1 bilesigin flavonoit yapisinda bir bilesik oldugunu diisiindiirmiistiir. Aromatik
bolgedeki ABX sistemin varligi ve 6 6,38 (1H, d, J=2,0 Hz) ve 6,17 (1H, d, J=2,0 Hz)
ppm’de iki adet dublet rezonansin varligi ile bu flavonoitin kersetin tiirevi oldugu sonucuna
vartlmistir. HSQC ve HMBC spektrum verileri ile tiim proton ve karbonlar atanmistir (Sekil
4.9-4.11). Ayrica QTOF-MS/MS verilerine gore bilesigin molekiil agirligi 303,0523 m/z
[M+H]" (C15sH1107) olarak belirlenmistir (Sekil 4.12). Elde edilen sonuglar literatiir bulgulari
(Kyriakou ve digerleri, 2012) ile kiyaslanmasiyla bilesigin kersetin oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. AA-2 bilesiginin 'H-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri (CDsOD, H:

500 MHz, 13C: 125 MHz)

C/H &c (ppm) SH (ppm)

2 (C) 1479 k

3(C) 137,3 K

4 (C=0) 177,3 k

5 (C) 162,5 k

6 (CH) 99,2 6,17 (1H, d, J=2,0 Hz)
7(C) 165,6 K

8 (CH) 94,4 6,38 (1H, d, J=2,0 Hz)
9 (C) 158,2 k

10 (C) 104,5 K

1'(C) 124,1 k

2' (CH) 115,9 7,73 (1H, d, J=2,0 Hz)
3' (C) 146,2 K

4' (C) 148,8 K

5' (CH) 116,2 6,88 (1H, d, J=8,4 Hz)
6' (CH) 121,6 7,63 (1H, dd, J=8,4; 2,0 Hz)

k: kuaterner
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Sekil 4.11. AA-2 bilesiginin HMBC korelasyonlari
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Sekil 4.12. AA-2 bilesigine ait QTOF-MS/MS spektrumu
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[AA-31 Apigenin-7-O-(3"-asetil)-B-D-glukopiranozit

OH

OH @)

Apigenin-7-0-(3"-asetil)-p-D-glukopiranozit

C23H22011 (Mol. Ag. : 474)

Sar1 renkli toz

IH-NMR (400 MHz, CD30D) Sekil 4.13, Cizelge 4.3
13C-NMR (100 MHz, CDs0D) Cizelge 4.3

HSQC (400 MHz, CDs0OD) Sekil 4.14

COSY (400 MHz, CDz0D) Sekil 4.15

HMBC (400 MHz, CDz0D) Sekil 4.16 ve 4.17
ESI-MS (m/z) Sekil 4.18

AA-3 bilesigi sar1 renkli toz halde elde edilmis ve *H-NMR, **C-NMR, HSQC ve HMBC
spektrumlar1 degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii C23H22011 olarak belirlenmistir.
AA-3 bilesigine ait 'H-NMR spektrumunda aromatik bolgede rezonanslarm olmasi (Sekil
4.13), ®°C-NMR spektrumunda 23 karbon olmasi ve ¢ok sayida oksijen bagli karbon
atomunun bulunmasi bilesigin flavonoit yapisinda bir bilesik oldugunu diistindiirmiistiir
(Cizelge 4.3). Aromatik bolgede 6 7,87 (2H, d, J=7,5 Hz) ve 6 6,92 (2H, d, J=7,5 Hz)
rezonanslari ile AB sistemin varligi, 6 6,81 (1H, d, J=2,1 Hz) ve 6,48 (1H, d, J=2,1 Hz)
ppm’de iki adet dublet varlig1 ve & 6,65 ppm’de 1H integral degerinde bir adet singlet
rezonansin varligi ile bu flavonoitin apigenin tiirevi oldugu sonucuna varilmistir. 8 5,17
ppm’de 7,9 Hz’lik yarilma sabitindeki anomerik proton ve bu protonun HSQC
spektrumunda (Sekil 4.14) 101,3 ppm ile korelasyon gostermesi, ayrica 3,94 (1H, dd,
J=12,0; 2,1 Hz) ve 3,75 (1H, dd, J=12,0; 4,2 Hz) ppm’de iki adet dublet dublet rezonansin
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varlig1 ve bu rezonanslarin HSQC spektrumunda 62,1 ppm ile korelasyon gostermesi yapida
B-D-glukopiranozit varligini diisiindiirmiistiir. Fakat bu bilesikte klasik flavonoitlerden farkli
olarak *H-NMR spektrumunda anomerik proton yakminda & 5,09 (1H, m) ppm’de rezonans
varlig1 tespit edilmistir. Bu rezonansin ve anomerik protonun COSY spektrumunda ayni
proton ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bu korelasyon da 6 5,09 (1H, m) ppm’deki
bu rezonansin 3-D-glukopiranozitin 3" konumuna ait oldugunu diistindiirmistiir (Sekil 4.15).
Bu rezonanslar disinda & 2,15 ppm’de integrali 3H (CHzs) olan bir rezonans varlig1 ve *C-
NMR’da flavonoit halkasinin 4. konumuna ait rezonans haricinde 172,5 ppm’de (C=0)
rezonansin goriilmesi yapida asetil varligini kanitlamaktadir. Ayrica HMBC spektrumunda
metil grubunun 172,5 ppm ile korelasyonu asetil varligin1 dogrulamistir (Sekil 4.16 ve 4.17).
Yapida apigenin, B-D-glukopiranozit ve asetil gruplarinin varligt NMR spektrum verileri ile
kanmitlanmistir. HMBC spektrumunda B-D-glukopiranozit anomerik protonunun 164,2 ppm
ile korelasyonu B-D-glukopiranozitin apigenin halkasina 7. konumdan bagli oldugunu
gostermistir. B-D-glukopiranozitin 3" konumunun HMBC spektrumunda asetil karbonili ile
korelasyon gostermesi asetil grubunun da B-D-glukopiranozitin 3" konumundan bagh
oldugunu gostermistir (Sekil 4.16 ve 4.17). Ayrica ESI-MS verilerine gore bilesigin molekiil
agirhg 475,1245 m/z [M+H]* (C23H23011) olarak belirlenmistir (Sekil 4.18). Elde edilen
veriler literatlir bulgulant (Xie, Wang ve Shi, 2014) ile karsilastirildiginda bilesigin
apigenin-7-O-(3'-asetil)-p-D-glukopiranozit oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. AA-3 bilesiginin 'H-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri (CDsOD, *H:
400 MHz, 13C: 100 MHz )

C/H &c (ppm) 8n (ppm) /J

2(C) 166,5 k

3 (CH) 104,1 6,65 (1H, s)

4 (C=0) 183,6 k

5(C) 163,4 k

6 (CH) 101,2 6,48 (1H, d, J=2,1 Hz)
7(C) 164,2 k

8 (CH) 96,1 6,81 (1H, d, J=2,1 Hz)
9 (C) 158,7 k

10 (C) 107,2 k

1' (C) 123,0 k

2',6' (CH) 129,6 7,87 (2H, d, J=7,5 Hz)
3',5' (CH) 1171 6,92 (2H, d, J=7,5 Hz)
4' (C) 162,8 k

1" (CH) 101,3 5,18 (1H, d, J=7,9 Hz)
2" (CH) 73,0 3,63 (1H, m)

3" (CH) 78,7 5,09 (1H, m)

4" (CH) 69,4 3,59 (1H, m)

5" (CH) 78,1 3,64 (1H, m)

6" (CH2) 62,1 3,94 (1H, dd, J=12,0; 2,1 Hz)
6"'s (CH2) 62,1 3,75 (1H, dd, J=12,0; 4,2 Hz)
Asetil

C=0 172,5 k

CHs 21,1 2,15 (3H, s)

k: kuaterner
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Sekil 4.13. AA-3 bilesiginin *H-NMR spektrumu



' hA w [
|, 6" g 3 3" || | CHs
| 2 3,5 | |.||8 || |6 1" i J.‘\I/ \ ||| 'I ahll | .l' \J‘ |K
__J LHHHWMJ UnJl L 2" M i S

= 0 L 20
__gi -
s | »
- Y »

= 0
6 % - A—d o0
4 = c 70

== +/ J

9
3"! @ )5 20
= | -
o) = 100
= o v
3,5 %’ @ L110
" 6._-%'_% @ 120
. - ’ 120
=

Sekil 4.14. AA-3 bilesiginin HSQC spektrumu

S0T



2!1 6!

T T —T L L | T —
g0 78 76 F4 72 FO0O 68 66 6.4

Sekil 4.15. AA-3 bilesiginin COSY spektrumu

T ¥ T ¥ T - T ¥ T ¥ T ¥ T v T N T ¥
6.2 6.0 5.](5 56, 5.4 52 50 48 46
2 (oom)

————
4.2 4.0

2.8

——
2.6

—
Z.4 3

2

90T



Sekil 4.16. AA-3 bilesiginin HMBC spektrumu
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OH

CHs
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Sekil 4.17. AA-3 bilesiginin HMBC korelasyonlari
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Sekil 4.18. AA-3 bilesiginin ESI-MS spektrumu
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[AA-4] Apigenin-7-O-(6"-asetil)-B-D-glukopiranozit

Apigenin-7-O-(6"-asetil)-B-D-glukopiranozit
C23H22011 (Mol. Ag. : 474)

Sar1 renkli kristal

IH-NMR (400 MHz, CD30D) Sekil 4.19, Cizelge 4.4
13C-NMR (100 MHz, CDs0D) Sekil 4.20, Cizelge 4.4

COSY (400 MHz, CD30D) Sekil 4.21

HSQC (400 MHz, CD30D) Sekil 4.22

HMBC (400 MHz, CDz0D) Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25
ESI-MS (m/2) Sekil 4.26

AA-4bilesigi sar1 renkli kristal halde elde edilmis ve 'H-NMR, BC-NMR, COSY, HSQC ve
HMBC spektrumlart degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiili C23H22011 olarak
belirlenmistir. AA-4 bilesigine ait 'H-NMR spektrumunda aromatik bdlgede rezonanslarin
olmasi (Sekil 4.19), *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.20) 23 karbon olmas1 ve ¢ok sayida
oksijen bagli karbon atomunun bulunmasi bilesigin flavonoit yapisinda bir bilesik oldugunu
diistindiirmiistiir. Aromatik bolgede 6 7,85 (2H, d, J=8,9 Hz) ve 6,92 (2H, d, J=8,9 Hz)
ppm’de AB sistemin varligi, 6 6,75 (1H, d, J=2,1 Hz) ve 6,48 (1H, d, J=2,1 Hz) ppm’de iki
adet dublet varligi ve 6 6,63 ppm’de 1H integral degerinde bir adet singlet rezonansin varligi
ile bu flavonoitin apigenin tiirevi oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica & 7,85 (2H, d, J=8,9
Hz) ve 6,92 (2H, d, J=8,9 Hz) rezonanslarinin COSY spektrumunda da birbirleri ile etkilesim
gosterdikleri saptanmistir (Sekil 4.21). Yarilma sabitlerine bakildiginda bu rezonanslarin
birbirine gore orta komsulugunda olan 2 protona ait oldugu tespit edilmistir. 6 5,04 ppm’de
7,3 Hz’lik yarilma sabitindeki anomerik proton ve bu protonun HSQC spektrumunda 101,5
ppm ile korelasyon gostermesi, ayrica 4,46 (1H, dd, J=11,9; 2,1 Hz) ve 3,49 (1H, dd, J=11,9;
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4,7 Hz) ppm’de iki adet dublet dublet rezonansin varligi ve bu rezonanslarin HSQC
spektrumunda 64,8 ppm ile korelasyon gdstermesi yapida B-D-glukopiranozit varligini
diisiindiirmiistiir (Sekil 4.22). Fakat bu bilesikte f-D-glukopiranozitin 6" konumlarmin *H ve
13C-NMR’da diisiik alana kaydig1 tespit edilmistir. Bu durum da B-D-glukopiranozitin 6.
konumuna elektrofilik bir grup bagl oldugunu gdstermektedir. Bu rezonanslar disinda H-
NMR’da 2,06 ppm’de integrali 3H (CHs) olan rezonans varhigi ve *C-NMR’da flavonoit
halkasimin 4. konumuna ait rezonans haricinde 172,7 ppm’de (C=0O) rezonans goriilmesi
yapida asetil varligii diistiindiirmiistiir. Ayrica HMBC spektrumunda metil grubunun 172,7
ppm ile korelasyonu asetil varligimi dogrulamistir (Sekil 4.23). Yapida apigenin, B-D-
glukopiranozit ve asetil gruplarinin varligt NMR spektrum verileri ile kanitlanmigtir. HMBC
spektrumunda B-D-glukopiranozitin anomerik protonunun 164,6 ppm ile korelasyonu
apigenin halkasina 7. konumdan bagli oldugunu gostermistir (Sekil 4.24). B-D-
glukopiranozitin 6" konumunun HMBC spektrumunda asetil karbonili ile korelasyon
gostermesi asetil grubunun da B-D-glukopiranozitin 6" konumundan bagli oldugunu
gostermistir (Sekil 4.23 ve 4.25). Ayrica ESI-MS verilerine gore bilesigin molekiil agirlig
475,1208 m/z [M+H]" (C23H23011) olarak belirlenmistir (Sekil 4.26). Elde edilen sonuglar
literatiir bulgular1 (Svehlikova ve digerleri, 2004) ile karsilastirildiginda bilesigin apigenin-
7-O-(6""-asetil)-p-D-glukopiranozit oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. AA-4 bilesiginin 'H-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri (CDsOD, H:
400 MHz, 13C: 100 MHz)

C/H &c (ppm) S+ (ppm) /J

2(C) 166,8 k

3 (CH) 104,1 6,63 (1H, s)

4 (C=0) 184,0 k

5 (C) 162,9 k

6 (CH) 101,1 6,48 (1H, d, J=2,1 Hz)
7(C) 164,6 k

8 (CH) 96,2 6,75 (1H, d, J=2,1 Hz)
9 (C) 158,8 k

10 (C) 107,1 k

1' (C) 122,9 k

2',6' (CH) 129,6 7,85 (2H, d, J=8,9 Hz)
3", 5" (CH) 117,1 6,92 (2H, d, J=8,9 Hz)
4' (C) 163,1 k

1" (CH) 101,5 5,04 (1H, d, J=7,4 Hz)
2" (CH) 747 3,50 (1H, m)

3" (CH) 77,7 3,51 (1H, m)

4" (CH) 71,6 3,39 (1H, m)

5" (CH) 75,6 3,77 (1H, m)

6" (CH2) 64,8 4,46 (1H, dd, J=11,9; 2,1 Hz)
6"'s (CH2) 64,8 3,49 (1H, dd, J=11,9; 4,7 Hz)
Asetil

C=0 172,7 k

CHs 20,8 2,06 (3H, s)

k: kuaterner
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Sekil 4.25. AA-4 bilesiginin HMBC korelasyonlari

G.U. Eczacilik Fakultesi Merkez Laboratuvari
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Sekil 4.26. AA-4 bilesiginin ESI-MS spektrumu
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[AA-5] Apigenin-7-O-B-D-glukopiranozit

Apigenin-7-O-B-D-glukopiranozit
C21H20010 (Mol. Ag. : 432)

Sar1 renkli toz

IH-NMR (400 MHz, DMSO) Sekil 4.27, Cizelge 4.5
13C-NMR (100 MHz, DMSO) Sekil 4.28, Cizelge 4.5
13C-NMR DEPT-135 (100 MHz, DMSO) | Sekil 4.29

HSQC (400 MHz, DMSO) Sekil 4.30

HMBC (400 MHz, DMSO) Sekil 4.31 ve 4.32
ESI-MS (m/z) Sekil 4.33

AA-5bilesigi sar1 renkli toz halde elde edilmis ve *H-NMR, *C-NMR, DEPT-135, HSQC
ve HMBC spektrumlar1 degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii C21H20010 olarak
belirlenmistir. AA-5 bilesigine ait 'H-NMR spektrumunda aromatik bdlgede rezonanslarin
olmasi (Sekil 4.27), *C-NMR spektrumunda 21 karbon olmasi bilesigin flavonoit yapisinda
bir bilesik oldugunu diisiindiirmiistiir (Sekil 4.28). tH-NMR spektrumunda aromatik bolgede
67,95 (2H, d, J=8,8 Hz) ve 6,94 (2H, d, J=8,8 Hz) ppm’de AB sistemin varligi, 6 6,83 (1H,
d, J=2,1 Hz) ve 6,44 (1H, d, J=2,1 Hz) ppm’de iki adet dublet varligi ve & 6,86 ppm’de bir
adet singlet rezonansin varligi ile bu flavonoitin apigenin tiirevi oldugu sonucuna varilmistir.
Ayrica 06 7,95 ve 6,94 ppm’deki rezonanslarin 8,8 Hz’lik yarilma sabitine sahip olmalari
birbirlerine gére orto konumunda oldugunu goéstermektedir. & 5,07 ppm’de 7,2 Hz’lik
yarilma sabitindeki anomerik proton ve bu protonun HSQC spektrumunda 99,5 ppm ile
korelasyon gostermesi, ayrica 3,72 (1H, dd, J=10,9; 2,8 Hz) ve 3,49 (1H, dd, J=10,9; 5,6
Hz) ppm’de iki adet dublet dublet rezonansin varligt ve bu rezonanslarin HSQC

spektrumunda 60,6 ppm ile korelasyon gostermesi yapida B-D-glukopiranozit varligini
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diistindiirmistiir (Sekil 4.30). Ayrica DEPT-135 spektrumunda & 60,6 ppm rezonansinin
CH: oldugunun goriilmesi yapidaki B-D-glukopiranozit varligini kanitlamistir (Sekil 4.29).
Yapida apigenin ve B-D-glukopiranozit varligi belirlendikten sonra HMBC spektrumu
incelenerek P-D-glukopiranozitin apigeninin hangi konumunda yer aldigi belirlenmeye
calisilmistir. HMBC spektrumuna bakildiginda B-D-glukopiranozit anomerik protonunun
163,0 ppm ile korelasyon gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.31 ve 4.32). Boylece B-D-
glukopiranozitin apigenin halkasinin 7. konumundan bagli oldugu sonucuna varilmistir.
Ayrica ESI-MS verilerine gore bilesigin molekiil agirligi 433,1129 m/z [M+H]" (C21H21010)
olarak belirlenmistir (Sekil 4.33). Bu verilerin literatiir bulgular1 (Li, Jiang ve Shi, 2009) ile
kiyaslanmasiyla bilesigin apigenin-7-O-f-D-glukopiranozit oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. AA-5 bilesiginin *H-NMR ve 3C-NMR spektroskopik degerleri (DMSO, H:
400 MHz, 13C: 100 MHz)

C/H &c (ppm) 8H (ppm) /J
2 (C) 164,3 k
3(CH) 103,1 6,86 (1H, s)
4 (C=0) 182,0 k
5 (C) 161,4 k
6 (CH) 99,5 6,44 (1H, d, J=2,1 Hz)
7 (C) 163,0 k
8 (CH) 94,9 6,83 (1H, d, J=2,1 Hz)
9 (C) 157,0 k
10 (C) 105,4 k
1'(C) 121,1 K
2',6' (CH) 128,6 7,95 (2H, d, J=8,8 Hz)
3',5' (CH) 116,0 6,94 (2H, d, J=8,8 Hz)
4' (C) 161,1 K
1" (CH) 99,5 5,07 (1H, d, J=7,2 Hz)
2" (CH) 731
3" (CH) 76,5
3,44-3,15
4" (CH) 69,6
5" (CH) 77,2
6" (CH2) 60,6 3,72 (1H, dd, J=10,9; 2,8 Hz)
6"g (CH2) 60,6 3,49 (1H, dd, J=10,9; 5,6 Hz)

k: kuaterner
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Sekil 4.27. AA-5 bilesigine ait H-NMR spektrumu



;1300
1200
1100
;1000
;900
200

—7F00

800 800
600 500
(5] = — = =1
-+ 2 - = L — EE o
= - 400 = o & = 400
o T S L ) =
2 7 5| 4" 9 200 10 3 6 8' 200
-0 M«w—o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
165 164 163 162 161 EED 9 158 157 156 155 106 104 102 (100 98 96 5S4
1 (ppm 1 (ppm)
[¥=] =1
oo =
L =
|
— — —_ =
2 03 = — =X L=2] [
& + 5 B2 = 3,5 o= [
— w3 = - o ! — o L e
! ~ Vs = = ' = ©
T [ L] L] [ ] iy
i 2 y 6 | ! E gj cll'\ 5n _'::" FJ “}3 %
1| ¢ i——" 1 2"| |
4 Il 4II 6||
|
I L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 425 120 115 110 105 100 S5 20 F5  FO 60
oo

Sekil 4.28. AA-5 bilesigine ait *C-NMR spektrumu
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Sekil 4.30. AA-5 bilesigine ait HSQC spektrumu
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Sekil 4.31. AA-5 bilesigine ait HMBC spektrumu
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Sekil 4.32. AA-5 bilesiginin HMBC korelasyonlari

G.U. Eczacilik Fakultesi Merkez Laboratuvari
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Sekil 4.33. AA-5 bilesiginin ESI-MS spektrumu
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[AA-6] Kersetin-7-O-B-D-glukopiranozit

Kersetin-7-O-p-D-glukopiranozit
C21H20012 (Mol. Ag. : 464)

Sar1 renkli toz

IH-NMR (400 MHz, CDs0OD) Sekil 4.34, Cizelge 4.6
13C-NMR (400 MHz, CDz0D) Cizelge 4.6

COSY (400 MHz, CDs0D) Sekil 4.35

HSQC (400 MHz, CDsOD) Sekil 4.36

HMBC (400 MHz, CDs0D) Sekil 4.37 ve 4.38
ESI-MS (m/2) Sekil 4.39

AA-6 bilesigi sar1 renkli toz halde elde edilmis ve IH-NMR, ¥C-NMR, COSY, HSQC ve
HMBC spektrumlar1 degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii C21H20012 olarak
belirlenmistir. AA-6 bilesigine ait *H-NMR spektrumunda (Sekil 4.34) aromatik bdlgede
rezonanslarin olmasi, 3C-NMR spektrumunda 21 karbon olmasi bilesigin flavonoit
yapisinda bir bilesik oldugunu diisiindiirmiistiir. H-NMR spektrumda aromatik bolgede &
7,75 (1H, d, J=2,0 Hz), 7,64 (1H, dd, J=7,8; 2,0 Hz) ve 6,87 (1H, d, J=7,8 Hz) ppm’deki
rezonanslar ile ABX sistemin varligi ve ¢ 6,72 (1H, d, J=2,0 Hz) ve 6,44 (1H, d, J=2,0 Hz)
ppm’de iki adet genis singlet varlig1 ile bu flavonoitin kersetin tiirevi oldugu sonucuna
varilmistir. ABX sistem protonlari ve flavonoit halkasinin 6 ve 8 konumuna ait rezonanslarin
korelasyonu COSY spektrumu ile dogrulanmistir (Sekil 4.35). & 5,07 ppm’de 7,7 Hz’lik
yarilma sabitindeki anomerik proton ve bu protonun HSQC spektrumunda 101,6 ppm ile
korelasyon gostermesi ayrica & 3,94 (1H, dd, J=11,8; 1,9 Hz) ve 6 3,73 (1H, dd, J=11,8; 5,6

Hz) ppm’de iki adet dublet dublet rezonansin varligi ve bu rezonanslarin HSQC
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spektrumunda 62,4 ppm ile korelasyon gdstermesi yapida B-D-glukopiranozit varligini
diistindirmiistir (Sekil 4.36). Yapida kersetin ve [-D-glukopiranozit varligt NMR
spektrumlarindan elde edilen veriler ile kanitlanmistir. B-D-glukopiranozitin kersetinin hangi
konumundan bagli oldugunun tespiti i¢in HMBC spektrumunda anomerik protonun
korelasyonlar1 incelenmis ve 164,4 ppm ile korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.37
ve 4.38). Bu da B-D-glukopiranozitin kersetin halkasinin 7. konumundan bagli oldugunu
diistindiirmustiir. Ayrica ESI-MS verilerine gore bilesigin molekiil agirlhigi 465,1094 m/z
[M+H]* (C21H21012) olarak belirlenmistir (Sekil 4.39). Elde edilen sonuglar literatiir
bulgulart (Legault ve digerleri, 2011) ile karsilastirildiginda bilesigin kersetin-7-O-p-D-
glukopiranozit oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. AA-6 bilesiginin 'H-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri (CDsOD, *H:
400 MHz, 13C: 100 MHz)

C/H &c (ppm) 8H (ppm) /J
2 (C) 148,2 k
3(C) 136,5 k
4 (C=0) 1773 k
5(C) 161,5 k
6 (CH) 100,2 6,44 (1H, d, J=2,0 Hz)
7(C) 164,4 k
8 (CH) 95,5 6,72 (1H, d, J=2,0 Hz)
9(C) 156,2 k
10 (C) 105,9 k
1' (C) 1240 k
2' (CH) 116,2 7,75 (1H, d, J=2,0 Hz)
3' (C) 146,2 k
4' (C) 148,7 K
5' (CH) 116,2 6,87 (1H, d, J=7,8 Hz)
6' (CH) 1219 7,64 (1H, dd, J=7,8; 2,0 Hz)
1" (CH) 101,6 5,07 (1H, d, J=7,7 Hz)
2" (CH) 74,7
3" (CH) 77,8
3,56-3,36
4" (CH) 713
5" (CH) 78,3
6"a(CH2) 62,4 3,94 (1H, dd, J=11,8; 1,9 Hz)
6"s (CH2) 62,4 3,73 (1H, dd, J=11,8; 5,6 Hz)

k: kuaterner
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Sekil 4.38. AA-6 bilesiginin HMBC korelasyonlari
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[AA-7] B-sitosterol 3-O-B-D-glukopiranozit

B-sitosterol 3-O-B-D-glukopiranozit
CssHeoOs (Mol. Ag. : 576)
Beyaz renkli toz

IH-NMR (400 MHz, CDCI3:CDsOD (1:1)) | Sekil 4.40 ve 4.41, Cizelge 4.7

13C-NMR (100 MHz, CDCl3:CDsOD (1:1)) | Sekil 4.42 ve 4.43, Cizelge 4.7

HSQC (400 MHz, CDCls:CD3sOD (1:1)) Sekil 4.44

HMBC (400 MHz, CDCls:CDsOD (1:1)) | Sekil 4.45

AA-7 bilesigi beyaz renkli toz halde elde edilmis ve H-NMR, *C-NMR ve DEPT 135
spektrumlar1 degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii C3sHgoOg olarak belirlenmistir.
AA-7 bilesiginin 'H, ®*C-NMR ve DEPT-135 verilerine bakilarak bilesikteki 35 karbonun
15’1 CH, 11’1 CHz, 6’s1 CHs, 3’ii kuaterner karbon atomu oldugu belirlenmistir. Bilesigin
'H-NMR spektrumunda § 4,64’te dublet gézlenen anomerik proton sinyali (J=7,8 Hz, H-1)
yapida seker molekiiliiniin bulundugunu ortaya koymustur (Sekil 4.40). 'H-NMR
spektrumunda 6 metil sinyali gdzlenmistir (Sekil 4.41). *C-NMR spektrumunda 141,0 ve
122,5 ppm’de rezonanslarin varligi halkada ¢ifte bagin varligini isaret etmektedir (Sekil 4.42
ve 4.43). HSQC spektrumu yardimu ile ¢ifte bag protonlarina ait ve seker protonlarina ait
karbonlar belirlenmistir (Sekil 4.44). HMBC spektrumunda & 79,6’daki C-3 sinyali ile
anomerik proton arasindaki etkilesim B-D-glukopiranozitin C-3 oldugunu gostermistir (Sekil

4.45). Elde edilen veriler literatiir bulgular1 (Kojima, Sato, Hatano ve Ogura, 1990; Rai ve
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digerleri, 2006) ile karsilastirildiginda bilesigin p-sitosterol 3-O-B-D-glukopiranozit
yapisinda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7. AA-7 bilesiginin

'H-NMR ve

13C-NMR  spektroskopik

(CDCl5:CDsOD (1:1), 'H: 400 MHz, 3C: 100 MHz)

degerleri

C/H 8¢ (ppm) 8+ (ppm) / J

1 (CHy) 37,9 -

2 (CH2) 30,1 -

3 (CH) 79,6 -

4 (CH2) 40,4 -

5 (C) 141,0 k

6 (CH) 1225 5,60 (1H, gs)

7 (CH2) 32,5 -

8 (CH) 31,6 -

9 (CH) 50,3 -

10 (C) 37,3 k

11 (CH2) 21,6 -

12 (CH2) 39,2 -

13 (C) 42,9 k

14 (CH) 57,4 ]

15 (CH2) 24,8 -

16 (CH2) 28,8 -

17 (CH) 56,7 -

18 (CHa) 12,2 0,93 (3H, s)

19 (CHa) 19,7 1,26 (3H, s)

20 (CH) 36,7 -

21 (CHs) 19,1 1,17 (3H, d, J=6,36 Hz)
22 (CH2) 34,5 -

23 (CH2) 26,6 -

24 (CH) 46,5 -

25 (CH) 29,7 -

26 (CHa) 19,3 1,05 (3H, d)

27 (CHa) 20,1 1,07 (3H, d)

28 (CH2) 23,6 -

29 (CHs) 12,2 1,09 (3H, 1)

1' (CH) 101,8 4,64 (1H, d, J=7,8 Hz)
2' (CH) 74,2 3,45 (1H, 1)

3' (CH) 77,2 3,63 (1H, m)

4' (CH) 70,9 3,62 (1H, m)

5' (CH) 76,7 3,52 (1H, m)

6'a (CH2) 62,3 4,10 (1H, dd, J=12,0; 2,5 Hz)
6's (CH2) 62,3 3,96 (1H, dd, J=12,0; 5,1 Hz)

k: kuaterner; gs: genis singlet
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[AA-8] B-amirin palmitat
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B-amirin palmitat
C4eHgoO2 (Mol. Ag.: 665)
Beyaz renkli toz

IH-NMR (400 MHz, CDCl5)

Sekil 4.46, Cizelge 4.8

13C-NMR (100 MHz, CDCls)

Sekil 4.47 ve 4.48, Cizelge 4.8

13C-NMR DEPT-135 (100MHz, CDCls)

Sekil 4.49

AA-8 bilesigi beyaz renkli toz halde elde edilmis ve *H-NMR, *C-NMR ve DEPT 135

spektrumlari1 degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii C46HgoO2 olarak belirlenmistir.

13C-NMR spektrumunda 29,6 ppm’de uzun bir rezonansin olmast molekiilde uzun zincirli

alifatik bir grubun bagh oldugunu diisiindiirmiistiir. AA-8 bilesiginin H, *C-NMR ve

DEPT-135 verileri literatiir bulgular1 (Abed, Sirat ve Zulkifli, 2015; Yu Yan ve Wu Wang,

2017) ile karsilagtirildiginda bilesigin -amirin palmitat yapisinda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.8. AA-8 bilesiginin *H-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri (CDCls, H:
400 MHz, 3C: 100 MHz)

C/H 8¢ (ppm) 8+ (ppm) /1J

1 (CHy) 38,4 -

2 (CH2) 22,8 -

3 (CH) 81,1 4,50 (1H, dd, J=8,1; 7,9 Hz)
4 (C) 37,9 k

5 (CH) 55,4 -

6 (CH2) 18,4 -

7 (CH2) 32,7 -

8 (C) 40,0 k

9 (CH) 47,4 -

10 (C) 37,0 k

11 (CH2) 23,7 -

12 (CH) 121,8 5,18 (1H, t, J=3,7 Hz)
13 (C) 1454 k

14 (C) 41,9 k

15 (CH2) 27,1 -

16 (CH2) 26,3 -

17 (C) 32,6 k

18 (CH) 47,7 -

19 (CH2) 46,9 -

20 (C) 31,2 k

21 (CH2) 34,9 -

22 (CH2) 37,3 -

23 (CHs) 28,2 0,82-0,87 (3H, s)
24 (CHa) 16,8 0,82-0,87 (3H, s)
25 (CHa) 15,7 0,82-0,87 (3H, s)
26 (CHa) 17,0 0,97 (3H,3)

27 (CHa) 26,1 -

28 (CH3) 28,5 0,82-0,87 (3H, s)
29 (CHs) 33,5 0,82-0,87 (3H, s)
30 (CHs) 23,8 0,820,87 (3H, s)
1' (C=0) 171,2 k

2' (CH2) 34,9 2,29 (2H, dd, J=7,3; 6,8 Hz)
3' (CH2) 25,8

4'-13' (CH2) 29,5-29,9

14' (CH>) 32,1

15' (CH2) 23,7

16' (CHs) 14,3

k: kuaterner
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[AA-9] Taraksasterol asetat

30

21

22

28
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24

N
[

Taraksasterol asetat
Ca2H5202 (Mol. Ag.: 468)

Beyaz renkli toz

IH-NMR (400 MHz, CDCls)

Sekil 4.50 ve 4.51, Cizelge 4.9

13C-NMR (100 MHz, CDCls)

Sekil 4.52 ve 4.53, Cizelge 4.9

13C-NMR DEPT-135 (100MHz, CDCls)

Sekil 4.54

AA-9 bilesigi beyaz renkli toz halde elde edilmis ve *H-NMR, *C-NMR ve DEPT-135
spektrumlar1 degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii C32Hs202 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.50 ve 4.51). AA-9 kodlu bilesige ait olan 3C-NMR spektrumu incelendiginde bu
bilesige ait 32 adet karbonun bulundugu belirlenmistir. 32 karbonun 6 tanesinin CH, 11
tanesinin CHo, 8 tanesinin CHzs, 7 tanesinin ise kuaterner karbon atomu oldugu belirlenmistir.
Elde edilen bu veriler bilesigin triterpen yapisinda bir bilesik oldugunu diisiindiirmiistiir. 13C-
NMR spektrumunda goézlenen 107,3 ve 154,8 ppm’deki rezonanslar halka dis1 ¢ifte bag
varhigim1 gostermektedir. NMR verileri bilesigin taraksasterol tiirevi bir bilesik oldugunu
diisiindiirmiistiir, fakat bilesigin 32 karbona sahip olmas1 ve 3 C-NMR’da 171,2 ppm’de bir
karbonil grubunun varligi ve CHs sayisinin taraksasterolden bir fazla olmasi sebebiyle
bilesigin taraksasterol asetat oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.52- 4.54). Ayrica 'H-NMR

spektrumunda 3. konum protonunun 3,20’den 4,48 ppm’e kaymasi 3. konuma bagli bir asetil
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grubu oldugunu diisiindiirmiistiir. AA-9 bilesiginin 'H, ®*C-NMR ve DEPT-135 verileri
literatiir bulgular1 (Khalilov ve digerleri, 2003) ile karsilastirildiginda bilesigin

taraksasterol asetat yapisinda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.9. AA-9 bilesiginin *H-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri (CDCls, H:

400 MHz, 13C: 400 MHz)

C/H 8¢ (ppm) 8+ (ppm) /1J
1 (CHy) 38,4 -

2 (CH2) 23,8 -

3 (CH) 81,1 4,48 (1H, dd, J=10,8; 4,3 Hz)
4 (C) 38,0 k

5 (CH) 58,6 -

6 (CH2) 18,3 -

7 (CH2) 34,2 -

8 (C) 41,1 k

9 (CH) 50,6 -

10 (C) 37,2 k

11 (CH2) 21,6

12 (CH2) 25,8 -

13 (CH) 39,5 -

14 (C) 42,2 k

15 (CH2) 26,3 -

16 (CH2) 38,6 -

17 (C) 34,7 k

18 (CH) 48,8 -

19 (CH) 39,3 -

20 (C) 154,8 k

21 (CH2) 26,8 -

22 (CH2) 39,0 -

23 (CHs) 28,1 0,86 (3H,5)
24 (CHa) 16,0 0,86 (3H, s)
25 (CHa) 16,5 0,87 (3H, s)
26 (CHa) 16,6 1,02 (3H,3)
27 (CHa) 14,9 0,92 (3H, s)
28 (CH3) 19,6 0,86 (3H, s)
29 (CHs) 25,6 1,01 (3H, d, J=6,76 Hz)
30 (CH2) 107,3 4,60 (2H, m)
1' (C=0) 171,2 k

2' (CHs) 21,5 2,04 (3H, s)

k: kuaterner
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[AA-10] Taraksasterol

30

21

22

28

ISETTITD

|

24 23

Taraksasterol
C30Hs500 (Mol. Ag.: 426)

Beyaz renkli toz

'H-NMR (500 MHz, CDCls) Sekil 4.55 ve 4.56, Cizelge 4.10
13C-NMR (125 MHz, CDCls) Sekil 4.57 ve 4.58, Cizelge 4.10
13C-NMR DEPT-135 (125 MHz, CDCls) Sekil 4.59

AA-10 bilesigi beyaz renkli toz halde elde edilmis ve *H-NMR (Sekil 4.55 ve 4.56), *C-
NMR ve DEPT-135 spektrumlart degerlendirildiginde bilesigin molekiil formiilii C30Hs00
olarak belirlenmistir. AA-10 kodlu bilesige ait olan *C-NMR spektrumu incelendiginde bu
bilesige ait 30 adet karbonun bulundugu belirlenmistir. 30 karbonun 6 tanesinin CH, 11
tanesinin CHy, 7 tanesinin CHa, 6 tanesinin ise kuaterner karbon atomu oldugu belirlenmistir.
Elde edilen bu veriler bilesigin triterpen yapisinda bir bilesik oldugunu diistindiirmiistiir
(Sekil 4.57-4.59). 3C-NMR spektrumunda gozlenen 107,3 ve 154,8 ppm’deki rezonanslar
halka dis1 ¢ifte bag varligin1 gostermektedir. AA-10 bilesiginin *H, 3C-NMR ve DEPT-135
verilerine literatiir bulgulariyla (Ma ve digerleri, 2017) karsilastirildiginda bilesigin

taraksasterol yapisinda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.10. AA-10 bilesiginin *H-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri (CDCls, *H:
500 MHz, 13C: 125 MHz)

C/H 8¢ (ppm) 8+ (ppm) / J
1 (CHy) 38,4 -

2 (CH2) 26,8 -

3 (CH) 79,2 3,20 (1H, dd, J=11,0; 4,0 Hz)
4 (C) 39,0 k

5 (CH) 55,5 -

6 (CH2) 18,4 -

7 (CH2) 34,2 -

8 (C) 41,0 k

9 (CH) 50,6 -

10 (C) 37,3 k

11 (CH2) 21,6 -

12 (CH2) 25,8 -

13 (CH) 39,5 -

14 (C) 42,2 k

15 (CH2) 26,3 -

16 (CH2) 38,9 -

17 (C) 34,7 k

18 (CH) 48,8 -

19 (CH) 39,3 -

20 (C) 154,8 k

21 (CH2) 27,5 -

22 (CH2) 39,0 -

23 (CHs) 28,1 0,97 (3H,5)
24 (CHa) 15,5 0,76 (3H, s)
25 (CHa) 16,0 0,85 (3H, s)
26 (CHa) 16,4 1,01 (3H,s)
27 (CHa) 14,9 0,93 (3H, s)
28 (CH3) 19,6 0,85 (3H, s)
29 (CHs) 25,6 1,01 (3H, d, J=6,75 Hz)
30 (CH2) 107,3 4,61 (2H, m)

k: kuaterner
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4.2. Biyolojik Aktivite Deney Bulgular:

Tiirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan bazi bitkilerden

hazirlanan ekstrelerin ve daha ileri ¢alismalarin yiiriitilmesi amaci ile segilen A. austriaca

bitkisinden elde edilen fraksiyonlarin endometriyoz ve PKOS si¢can modelleri tizerindeki

etkileri ¢izelge ve sekiller halinde sunulmustur (Cizelge 4.11-4.20 ve Sekil 4.60-4.61).

4.2.1. Endometriyoz sican modeli deney sonuclar:

Adezyon skorlarinin degerlendirilmesi

Halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan bazi bitkilerden hazirlanan

ekstrelerin ve daha ileri ¢alismalarin yiiriitiillmesi amaci ile segilen A. austriaca bitkisinden

elde edilen fraksiyonlarin si¢anlarda olusturulan endometriyotik implantlardaki adezyon

skorlari ¢izelgeler halinde verilmistir (Cizelge 4.11 ve 4.12).

Cizelge 4.11. Tirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin
sicanlarda olusturulan endometriyotik implantlardaki adezyon skorlari

Doz Adezyon skorlar1 = S.H. Adezyon
Gruplar Ekstre tipi (mg/kg) Tedavi Tedavi skorlarinda
oncesi sonrasi azalma (%)
Kontrol CMC - 3,24+0,7 3,5+0,6 -
Anthemis n-Hekzan 2,8+0,7 2,0+04 28,6
] EtOAc 2,9+0,8 1,4 + 0,5% 51,7
austriaca | o 3,140,7  1L,1£03** 64,5
. . n-Hekzan 34+0,9 2,5+0,6 26,4
;’;’I’)‘:;’"m EtOAc 31406  23+06 25,8
MeOH 2,9+04 1,3+£05%% 552
, n-Hekzan 33+0,9 2.6+0,8 21,2
ﬁ;;i’:fzz;fs EtOAc 100 [32+0,7  22£07 31,3
MeOH 2,9+1,1 1,8+1,1 37,9
n-Hekzan 2,7+0,8 22+0,6 18,5
Mentha
o | EtOAc 33+0,4 25409 242
longifolia | \ 1 om 31408  1,9+04 38,7
] n-Hekzan 2,8+0,6 2,4+0,9 14,3
Urtica
o EtOAc 2,609 1,8+0,8 30,8
dioica MeOH 20+0,6  1,6+04* 448
Referans | Buserelin asetat 20 3,0£0,8 0,0 £0,0%** 100

*:p<0,05; **:

p <0,01; ***:p <0,001; S. H.: Standart Hata
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Cizelge 4.12. A. austriaca bitkisinin ¢i¢eklerinden hazirlanan MeOH ekstresinden elde
edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan endometriyotik implantlardaki

adezyon skorlari

Doz Adezyon skorlar1 £+ S.H. Adezyon
Gruplar (ma/kg) Tedavi Tedavi skorlarinda
oncesi sonrasi azalma (%0o)
Kontrol (CMC) - 35+13 3,8+0,8 -
Fr. (1-6) 2,9+0,7 1,9 £ 0,7* 34,5
Fr. (7-13) 100 35+0.8 33+1,0 5,7
Fr. (14-20) 3,1+£0,9 1,0 £ 0,2%* 67,7
Fr. (21-29) 3,5+0,7 3,3+0,5 5,7
Referans 20 2,6 0,7 0,0 £ 0,0%** 100

*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001; S. H.: Standart Hata

Endometriyotik implant hacimlerinin degerlendirilmesi

Halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan bazi bitkilerden hazirlanan

ekstrelerin ve daha ileri ¢alismalarin yiiriitiilmesi amaci ile segilen A. austriaca bitkisinden

elde edilen fraksiyonlarin sicanlarda olusturulan endometriyotik implant hacimleri iizerine

etkisi sekiller halinde verilmistir (Sekil 4.60 ve 4.61).
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Sekil 4.60. Tirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin siganlarda olusturulan endometriyotik implant hacimleri
iizerine etkileri

(AA: Anthemis austriaca; Ci: Cichorium intybus; MO: Melilotus officinalis; ML: Mentha longifolia; UD: Urtica dioica)
*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p<0,001; S.H.: Standart Hata
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*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001; S. H.: Standart Hata

691



170

Sitokin sevivelerinin degerlendirilmesi

Halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan bazi bitkilerden hazirlanan
ekstrelerin ve daha ileri ¢alismalarin yiiriitiillmesi amaci ile segilen A. austriaca bitkisinden
elde edilen fraksiyonlarin peritoneal sitokin seviyeleri lizerine etkisi ¢izelgeler halinde

verilmistir (Cizelge 4.13 ve 4.14).



Cizelge 4.13. Tirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin siganlarda olusturulan endometriyoz modelinde
peritoneal sivilardaki sitokin seviyeleri

Peritoneal TNF-a seviyesi  Peritoneal VEGF seviyesi Peritoneal IL-6 seviyesi
. Doz (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Gruplar Ekstre tipi (mg/kg) Tedavi Tedavi Tedavi Tedavi Tedavi Tedavi
oncesi sonrasi oncesi sonrasi oncesi sonrasi

Kontrol CMC - 9,4+3,1 89+20 23.8+54 26,1 +£7,2 51,4+10,2 50,3 +8,7
Anthemis n-Hekzan 89+23 7,6+ 1.9 22.8+7,1 20,9 +£10,1 58,6+152 53,1+143
austriaca EtOAC 9,5+1,4 53+1,4* 24,1 £8,5 152+4,7% 52,7+£9,6 42,2 +£9,0%

MeOH 13,7+42 3,8+0,7%* 284+74 16,3+7,6* 544+146 30,1 +£93**
Cichorium n-Hekzan 84+19 6,8 £2,1 254+£10,6 21,7+6,1 59,0173 54,4+128
intybus EtOAC 104+£26 83+1,6 29,0 £9,9 19,8 £8,3 549+13,6 50,8113

MeOH 9,7+3,1 4,8 +1,1%* 21,6 £8,2 13,5+3,1* 56,5+15,1 39,3 +10,5*%
Melilotus n-Hekzan 9,3+£2,7 85+24 22,5+7,1 19,2 +7,2 514+11,4 462+114
officinali EtOAC 100 11,2+3,8 84+25 26,7+9,3 19,7+11,0 56,3+10,9 47,8+9,3

MeOH 10,1 £2,5 5,2+0,9* 28,1 £8,2 17,4 +43% 535+158 42,5+8,1%
Mentha n-Hekzan 9,4+2,9 85+1,3 31,5+9,1 252+11,3  51,6+143 484 +11,2
longifolia EtOAC 14,1+3,8 122+1,2 25,8 £8.,3 18,4+9,9 59,1+£18,8 55,6+ 10,9

MeOH 9,8 +2,7 7,3+£2,4 273+94 23,9+94 60,4+ 14,1 51,8 +13,6
Urtica n-Hekzan 8,8+1,3 7,6 3,1 30,7+ 11,2 29,1 +£9,6 55,7+19,2 53,6 £149
dioica EtOAC 13,9+4,1 103+34 26,1 £8,7 24,6 +7,7 52,5+15,0 54,2+1338

MeOH 85+1,5 4,4 +0,9%* 274+10,8 149+4,6* 53,3+9.8 41,7 £ 14,5*
Referans Buserelin asetat 20 9,1+£0,9 2,4 +£0,6%** 20,1 £6,8 9,9 +1,5%** 502+11,3 24,3 +£9,8%**

*:p<0,05;**:p<0,01; ***: p<0,001; S. H.: Standart Hata

TLT



Cizelge 4.14. A. austriaca bitkisinin ¢i¢eklerinden hazirlanan MeOH ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan endometriyoz
modelinde peritoneal sivilardaki sitokin seviyeleri

Peritoneal TNF-a seviyesi Peritoneal VEGF seviyesi Peritoneal IL-6 seviyesi

Gruolar Doz (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
P (mg/kg) Tedavi Tedavi Tedavi Tedavi Tedavi Tedavi
oncesi sonrasi oncesi sonrasi oncesi sonrasi

Kontrol (CMC) - 9,9+2,6 10,4 +3,5 26,2+ 6,7 28,2+ 4,6 52,7+13,1 55,4+11,8
Fr. (1-6) 94+35 6,4+2,3 28,4+8,5 16,1 + 4,1* 57,5+ 134 44,7 +9,1%
Fr. (7-13) 100 10,1 £2,1 9,7+2,4 26,6 7,9 26,8 +9,3 584+12,6 56,1 +£11,5
Fr. (14-20) 13,7+ 3,2 5,7 +1,3*% 27,9+ 6,5 14,8 £5,2* 55,9+9,8 38,0 £ 7,4%*
Fr. (21-29) 12,6 + 5,4 13,9+52 223+96 21,8+ 8,1 50,1 +10,4  52,4+8)5
Referans 20 12,9 + 4,1 2,0 + 0,5%%%* 25,7+7.8 10,2 +£0,7%%%  53.6+97 20,7 +5,6%**

*:p<0,05 **:p<0,01; ***:p<0,001; S. H.: Standart Hata

(AR}



Resim 4.1. A. austriaca gi¢eklerinden hazirlanan MeOH ekstresi ve bundan vakum sivi kromatografisi ile elde edilen Fr. (1-6) ve Fr. (14-20)’nin
tedavi sonrasi endometriyotik implant goriintiileri

[(A): Kontrol grubu; (B): MeOH ekstresi grubu; (C): Fr. (1-6); (D) Fr. (14-20); (E): Referans grubu (Buserelin asetat)]
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4.2.2. PKOS sican modeli deney sonug¢lari

Serum gonadotropin ve steroit seviyeleri

Halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan bazi bitkilerden hazirlanan
ekstrelerin ve daha ileri ¢alismalarin yiiriitiillmesi amaci ile segilen A. austriaca bitkisinden
elde edilen fraksiyonlarin PKOS sican modelindeki serum gonadotropin ve steroit seviyeleri

cizelge halinde verilmistir (Cizelge 4.15 ve 4.16).



Cizelge 4.15. Tiirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin siganlarda olusturulan PKOS modelinde serum
gonadotropin ve steroit seviyeleri

Gruplar Ekstre tipi Doz FSH LH Ostradiol Progesteron Testosteron
(mg/kg) (ng/mL) (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) (ng/dL)
Kontrol | CMC - 116,7 = 6,1 10,4 2,1 3.8+0,7 9.6+1.2 243.8+ 10,2
Anthemis n-Hekzan 70,8 £5,1%* 4,2 +0,8* 9,5+ 0,4%* 24,3 +1,4%* 81,4 £6,3%*
Tustriaca EtOAc 100,2 + 7,4 8,1+273 4,0=+1,1 15,8 +3,4 193,1 £9,6
MeOH 1054+53 8,6+1,4 4,2+0,9 12,4+£2,6 214,1 £ 12,3
. . n-Hekzan 75,4 + 4,6 3,7 £ 0,6%* 7,9 +0,8* 20,5 +£1,9% 105,3 £9,6%*
Cichorium
imtybus EtOAc 92,6 +7,8 9.4+0,9 58+0,8 11,4+1,6 2257+ 13,6
MeOH 81,4+42 T4+13 6,3+0,9 14,4+2,8 1584+ 17,3
n-Hekzan 111,9+ 8,7 9,8+2,4 45+1,3 11,5+£3,5 203,4+ 153
Melilotus
officinalis EtOAc 100 102,7+5,5 10,7+1,8 5,6+0,6 12,1 +2,7 182,8 +£25,9
MeOH 94,2+49 8,6£0,5 5,8+0,7 16,3+ 1,9 133,7+ 16,1
n-Hekzan 88,5+ 7,1 74+13 3,9+0,7 17,1 £2,8 164,2 + 18,9
?j:;;lo‘;ia EtOAc 96,4 + 6,8 79+ 1,0 4,1 40,8 14,7+ 1,9 179,7 + 14,4
MeOH 91,9+5,4 72+12 3,8+0,6 13,2+ 1,5 183,6 £ 10,8
Urtica n-Hekzan 72,4 £ 4,8%* 4,8 +0,3* 8,6 £ 0,8%* 22,6 £ 1,5%* 94,2 +£9,9%*
o EtOAc 91,6 +7,9 7.9+09 6,1 £0,5 13,6 £ 3,9 1635+ 11,5
MeOH 93,8+ 8,4 8,8+ 1,4 53+0,9 12,7+2,8 206,8 +29,4
Referans | Buserelin asetat 20 65,3 £3,7%* 3,3 +£0,4%* 12,6 + 0,4** 27,5 £1,6%* 63,4 £ 5,1%**

FSH: Folikiil stimiile edici hormon; LH: Liiteinlestirici hormon
*:p<0,05 **:p<0,01; ***:p<0,001; S. H.: Standart Hata

ST



Cizelge 4.16. A. austriaca bitkisinin ¢i¢eklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan PKOS
modelinde serum gonadotropin ve steroit seviyeleri

Gruplar Doz FSH LH Ostradiol Progesteron Testosteron
(mg/kg) (ng/mL) (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) (ng/dL)
Kontrol (CMC) - 1289+ 11,3 16,2 +4,1 59+18 12,6 £29 294,5+ 21,6
Fr. (1-34) 114,0+9,8 14,7+ 29 6,3+15 12,1+1,8 276,2 + 18,0
Fr. (35-73) 100 74,6 + 7,3** 6,1 £0,4** 13,9 £1,2** 33,8 +£3,4** 95,3 + 11,7**
Fr. (74-98) 118,0+ 17,6 13,4 +3,2 7,1£1,4 15,7£1,6 250,3 + 34,2
Referans 20 70,2 + 4,1%* 4,8 + 0,5%* 18,3 £ 0,6** 42,3 +2,1%** 71,8 + 6,3%**

FSH: Folikiil stimiile edici hormon; LH: Liiteinlestirici hormon
*:p<0,05 **:p<0,01; ***:p<0,001; S. H.: Standart Hata

9.1
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Serum TK, TG, HDL-C, LDL-C, leptin ve glukoz seviyeleri

Halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan bazi bitkilerden hazirlanan
ekstrelerin ve daha ileri ¢alismalarin yiiriitiilmesi amaci ile segilen A. austriaca bitkisinden
elde edilen fraksiyonlarin PKOS si¢gan modelindeki serum TK, TG, HDL-C, LDL-C, leptin
ve glukoz seviyeleri ¢izelge halinde verilmistir (Cizelge 4.17 ve 4.18).



Cizelge 4.17. Tirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin siganlarda olusturulan PKOS modelinde serum TK,

TG, HDL-C, LDL-C, leptin ve glukoz seviyeleri

Gruplar Ekstre tipi Doz TK TG HDL-C LDL-C Leptin Glukoz
(mg/kg) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (pg/mL) (mg/dL)
Kontrol CMC i 506+92  1084+183 508=7.5  312=84 8154849 171.1%147
rthemis | "Hekzan 32,1 £83%%  78,6£93% SI1%6,1%* 222+4,7% 417,6 74,6 91,6+ 9,3+
| EtOA 484+69  1063=156 61491  238+49 7732+1012 1625+211
MeOH 453+97  102,1+£142 573+87 26457 693.6+1217 1540+ 12,6
cichorium | A-Hekzan 40,7£6,1% 850=11,3% 729+78% 257+83 366, +69.4% 1005 8,1+
ntybus EtOAC 474109 975+134  605+82  286+69 5873+1532 160, £ 152
MeOH 421+113 1049158 65261  268+9.6 6214+1428 134,1+12,8
. n-Hekzan 482+54  927+99  615+84  249+68 7253+1349 1497+ 13.4
(';:E'C':ﬁgjlfs EtOAC 100 439+127 1013132 537462  277+73  671,9+941 1589+112
MeOH 41,6+98  1074+163 63,8+10,1 293+79  490,5+593 1461+ 156
7-Elekzan 452104 945=118 67469 24860 5153+1824 1274+103
:\:ﬁgmia EtOAC 463+68 894147  63.0+56 29471 7914+1263 1191+118
MeOH 414+117 882+98  594+74 314+106 60171072 1289+ 143
Urtica n-Hekzan 36,1 £6,6 938=104  70,6%63% 21,2+68% 4523 +83,6° 1039 10,2%
o EtOAC 459+124  103,7=155 623119 285+58 6389+1134 1281124
MeOH 492+88  962+127  558+81  259+44  7912+79.8 1472+153
Referans | Buserelin asetat 20 272 £43%%  T49+7,1%%  83,9:53% 17,1£3,8%% 3352 +462%% 80,8+ 4,15

TK: Toplam Kkolesterol; TG: Trigliserit; HDL-C: Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol; LDL-C: Diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol

*:p<0,05;**:p<0,01; ***: p<0,001; S. H.: Standart Hata

8.1



Cizelge 4.18. A. austriaca bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan PKOS
modelinde serum TK, TG, HDL-C, LDL-C, leptin ve glukoz seviyeleri

Grunlar Doz TK TG HDL-C LDL-C Leptin Glukoz

P (ma/kg) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (pg/mL) (mg/dL)
Kontrol (CMC) - 63,9 £ 8,6 1279 + 14,1 56,3+ 11,8 36,9+9,7 738,6 +115,3 195,4 + 19,6
Fr. (1-34) 54,3+6,9 113,4+123 58,8+7,6 342+7,2 7053+ 946  1732+212
Fr. (35-73) 100 33,8 £ 5,1** 86,9 +9,3* 89,4 + 4, 7% 21,3 + 4,2% 463,7 + 74,6* 98,3 + 6,7**
Fr. (7498 58,9+ 117 11,892 52,6+8,4 337484 7254£1045  1639+174
Referans 20 30,6 + 4,3** 79,6 + 5,2%* 95,1 +7,8*%* 18,6 £2,9%*  303,1 +38,7*** 89,6 + 4,3***

TK: Toplam kolesterol; TG: Trigliserit; HDL-C: Yiksek dansiteli lipoprotein kolesterol; LDL-C: Diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol

*:p<0,05 **:p<0,01; ***:p<0,001; S. H.: Standart Hata

6.1
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Antioksidan parametrelerin degerlendirilmesi

Halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan bazi bitkilerden hazirlanan
ekstrelerin ve daha ileri ¢alismalarin yiiriitiillmesi amaci ile segilen A. austriaca bitkisinden
elde edilen fraksiyonlarin PKOS sigan modelindeki serum MDA, SOD, CAT ve GPx
seviyeleri ¢izelge halinde verilmistir (Cizelge 4.19 ve 4.20).



Cizelge 4.19. Tirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin si¢anlarda olusturulan PKOS modelinde serum MDA,
SOD, CAT ve GPx seviyeleri

Gruplar Ekstre tipi Doz MDA SOD CAT GPx
(mg/kg) (nmol/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
Kontrol CcMC - 4,6 +0,7 653,6 + 37,1 53+2.1 136,9 + 12,4
Anthemis n-Hekzan 1,9 + 0,6%* 1157,3 + 20,5%* 8,1+1,5% 127,6 + 15,8
austriaca EtOAC 35+1,2 724,8 +24,4 57+1,8 114,1 +£10,3
MeOH 41+1,6 701,7 £40,2 49+1,2 139.4 + 18,1
o n-Hekzan 2.8 +0,8* 1014,1 + 25,3* 6,5+ 1,1 109,2 + 17,6
Cichorium
intybus EtOAC 42 +0,9 818,9 +27.1 58+27 1485+ 21,6
MeOH 3,0+1,4 978,6 + 31,4 6,119 1213+ 14,2
. n-Hekzan 49+1,7 772,4 £ 36,8 5714 105.4 £ 15,3
2:;!:?}21?5 EtOAC 100 44+2.5 7413 £372 54+2.8 122,74 138
MeOH 3,715 915,8 +28.7 6,7+13 1142+ 16,4
n-Hekzan 32+1,2 885,9 £ 23,1 7.4+2,6 101,1 £12,3
:\gﬁgitro"’:ia EtOAC 42+1,1 6742 + 44,8 50+ 13 1357+ 152
MeOH 3,1+1,8 953,1 £ 36,4 72+2,1 104,6 £+ 11,9
Urtica n-Hekzan 2,4 + 0,6% 1096,2 + 18,6* 7.8 +1,3% 111,3+10.8
dioica EtOAC 3614 931,7 + 30,9 63+1,7 1272+ 18,4
MeOH 3,3+1,2 783,1 £49,7 58+24 131,6 £ 13,7
Referans Buserelin asetat 20 1.4 +0,3*%* 1241,5 £ 15,6** 9,2 +1,1%* 93,5+8,2

MDA: Malondialdehit; SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT: Katalaz; GPx: Glutatyon peroksidaz
*:p<0,05;**:p<0,01; ***: p<0,001; S. H.: Standart Hata
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Cizelge 4.20. A. austriaca bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan PKOS
modelinde serum MDA, SOD, CAT ve GPx seviyeleri

Gruvlar Doz MDA SOD CAT GPx

P (mg/kg) (nmol/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
Kontrol (CMC) - 6,1 +1,1 716,8 + 48,4 6,8+1,9 126,4 + 18,8
Fr. (1-34) 53+0,8 762,9 +43,6 7,2+1,6 1169 £12,8
Fr. (35-73) 100 3,1 +£0,5* 1149,9 + 37,6** 9,5+1,3* 104,9 + 15,7
Fr. (74-98) 59+14 748,9 + 27,8 7,0£24 1239+11/4
Referans 20 1,1 +0,2%* 1362,3 + 29,3%%* 13,8 £ 1,0%* 118,8 10,2

TK: Toplam Kkolesterol; TG: Trigliserit; HDL-C

*:p<0,05;**:p<0,01; ***:p<0,001; S. H.: Standart Hata

: Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol; LDL-C: Diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol

¢81
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Resim 4.3. PKOS sican modelinde sicanlardan alinan vajinal smir 6rneklerinden kontrol
grubu (A) ve A. austriaca n-hekzan ekstresi (B) ile tedavi edilen gruba ait
mikroskobik vajinal smir goriintiileri
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4.2.3. Histopatolojik inceleme sonuclari

Endometriyoz sican modeli histopatolojik inceleme sonuclari

Halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan A. austriaca gigeklerinden elde
edilen n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin uygulandigi gruplardaki histopatolojik
inceleme sonuglar1 Resim 4.4’te, MeOH ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin uygulandigi

gruplardaki histopatolojik inceleme sonuglar1 Resim 4.5°te verilmistir.
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Resim 4.4. A. austriaca bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan ekstrelerin uygulandigi gruplara
ait histopatolojik inceleme sonuglari

(A) Kontrol; (B) n-Hekzan ekstresi; (C) EtOAc ekstresi; (D) MeOH ekstresi; (E) Referans
(Buserelin asetat)

F: fibroblast, G: endometriyal gland, MCI: mononiikleer hiicre infiltrasyonu, S: stroma, K:
kollajen, DK: dejenere kollajen, DG: dejenere endometriyal gland, DF: dejenere fonksiyonel
tabaka, DM: dejenere kas
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Resim 4.5. A. austriaca bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan MeOH ekstresinden elde edilen
fraksiyonlarin uygulandig1 gruplara ait histopatolojik inceleme sonuglari

(A) Kontrol; (B) Fr. (1-6); (C) Fr. (7-13); (D) Fr. (14-20); (E) Fr. (21-29); (F) Referans (Buserelin
asetat)

F: fibroblast, G: endometriyal gland, MCI: mononiikleer hiicre infiltrasyonu, S: stroma, K:
kollajen, DK: dejenere kollajen, DG: dejenere endometriyal gland, DK: dejenere kollajen, DF:
dejenere fonksiyonel tabaka, DM: dejenere kas, DE: dejenere endometriyal epitel
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Cizelge 4.21. Endometriyoz sican modelinde A. austriaca bitkisinin ¢i¢eklerinden
hazirlanan ekstrelerin ve MeOH ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin

uygulandig1 gruplara ait iyilesme siireci

Gruplar EG DEG MCI S
Kontrol +++ - ++ F++
n-Hekzan ekstresi ++ - + —
EtOAC ekstresi ++ - + +
MeOH ekstresi - ++ + -
Referans - 4+ - 3
Kontrol +++ - +++ +++
Fr. A - + - _
Fr.B +++ - + t
Fr.C - ++ - _
Fr.D ++ - + ++
Referans - F++ _ N

EG: Endometriyal gland; DEG: Dejenere endometriyal gland;

infiltrasyonu

(+): Az; (++): Orta; (+++): Fazla

S: Stroma; MCI:

Mononiikleer hiicre
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PKOS sican modeli histopatlojik inceleme sonuclari

Halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan A. austriaca gigeklerinden elde
edilen n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin uygulandigi gruplardaki histopatolojik
inceleme sonuglart  Resim 4.6’da, n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin

uygulandig1 gruplardaki histopatolojik inceleme sonuglari Resim 4.7°de verilmistir.
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Resim 4.6. A. austriaca bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan ekstrelerin uygulandigi gruplara
ait histopatolojik inceleme sonuglari

(A) Kontrol; (B) n-Hekzan ekstresi; (C) EtOAc ekstresi; (D) MeOH ekstresi; (E) Referans
(Buserelin asetat)

FK: folikiiler kist, KLD: korpus luteum dejenerasyonu, PRF: primordial folikiil, PF: primer
folikiil, PFR: primer folikiil rejenerasyonu, C: kollajen, KLR: korpus luteum rejenerasyonu, M:
medulla, KD: kan damarlari, MCI: mononiikleer hiicre infiltrasyonu, GER: germinal epitel, T:
Tunica albuginea
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Resim 4.7. A. austriaca bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinden elde
edilen fraksiyonlarin uygulandigi gruplara ait histopatolojik inceleme sonuglari

(A) Kontrol; (B) Fr. (1-34); (C) Fr. (35-73); (D) Fr. (74-98); (E) Referans (Buserelin asetat)
FK: folikiiler kist, KLD: korpus luteum dejenerasyonu, PF: primer folikiil, PFR: primer folikiil

rejenerasyonu, KLR: korpus luteum rejenerasyonu, KD: kan damarlari, GER: germinal epitel,
T: Tunica albuginea, C: Kollajen
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Cizelge 4.22. PKOS sigan modelinde A. austriaca bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan
ekstrelerin ve n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin uygulandigi

gruplara ait iyilesme siireci

Gruplar FK KLR KLD GER PF
Kontrol +++ - 4+ - N

n-Hekzan ekstresi | - ++ - - +

EtOAC ekstresi ++ + + _ ;

MeOH ekstresi +++ - - - -

Referans - +++ - +++ ++

Kontrol +++ - F++ - B

Fr. A +++ - +++ _ _

Fr.B - ++ - - ++

Fr.C +++ - - - -

Referans - +++ - +++ +

EG: Endometriyal gland; DEG: Dejenere endometriyal gland; S: Stroma; MCI: Mononiikleer hiicre

infiltrasyonu

(+): Az; (++): Orta; (+++): Fazla
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5. TARTISMA

Ektopik endometriyal dokunun uterus kavitesi disinda baska bir yere implantasyonu olarak
tanimlanan endometriyoz, dogurganlik ¢agindaki kadinlarin yaklagik %10-15’inde, infertil
kadinlarin ise %30’unda goriilen bir hastaliktir (Asghari, Valizadeh, Aghebati-Maleki, Nouri
ve Yousefi, 2018; Defrere ve digerleri, 2008). Endometriyozda bas agrisi, yorgunluk, derin
pelvik agri1, agrili menstriiasyon, agrili cinsel iliski ve gastrointestinal problemler siklikla
goriilmektedir (Kold, Hansen, Vedsted-Hansen ve Forman, 2012). Bu hastaligin tedavisinde
kullanilan ilaglar, hastaligi tamamen tedavi etmemekte ancak semptomlarin ortadan
kalkmasma yardimci olmaktadir. Bu ilaglarin birakilmasi durumunda ise semptomlar

yeniden ortaya ¢ikabilmektedir (Bedaiwy ve digerleri, 2017).

Polikistik over sendromu (PKOS), menstriial siklusu devam eden kadinlarda yaygin olarak
goriilen, ovaryum fonksiyon bozuklugu, artmis androjen iiretimi ve bozulmus gonadotropin
salinmasi ile karakterize bir hastaliktir. Menstriial dengenin bozulmasi, killanma ve
sivilcelenme bu hastalikta siklikla karsilagilan problemlerdir. Cok yonlii bir hastalik olmasi
nedeniyle, tedavide tek bir ilag yerine kombine ilag tedavisi tercih edilmektedir (Kahn,
2008). Ancak fazla ila¢ kullanma gerekliligi ve medikal tedavinin sadece semptomlari

gidermeye yonelik olmasi nedeniyle tedavi basarist sinirli kalmaktadir.

Endometriyoz ve PKOS tedavisinde kullanilan mevcut ilaglarin etkilerinin yetersiz kalmasi
nedeniyle tedaviye yonelik alternatif iiriinlerin ¢ikarilmasi giiniimiizde dnem kazanmistir.
Tiirkiye’de ve diinyada halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanilan bitkiler ile
ilgili zengin bir bilgi birikimi bulunmaktadir (Baytop, 1999; Sezik ve digerleri, 2001; Ososki
ve digerleri, 2002; Tuzlaci, 2006; Tita ve digerleri, 2009; Uysal ve digerleri, 2010; Yesil,
2007; Yesilada ve digerleri, 1999).

Calismamizda, halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanildig: tespit edilen A.
austriaca, C. intybus, M. officinalis, M. longifolia, U. dioica bitkilerinin aktiviteleri
sicanlarda olusturulan endometriyoz ve PKOS modellerinde degerlendirilmistir. Yapilan
aktivite caligmalarinda A. austriaca bitkisinin en yiiksek etkiye sahip oldugu, bunu U. dioica,
C. intybus ve M. officinalis bitkilerinden hazirlanan MeOH ekstrelerinin takip ettigi

belirlenmistir (Cizelge 4.10 ve 4.12, Sekil 4.54). Bundan sonraki asamada, ¢alismalarimiz
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en yiiksek aktiviteyi gosteren A. austriaca bitkisi lizerinde BAYF teknigi uygulanarak

yiirlitilmistiir.

Endometriyoza karsi etkinligin degerlendirilmesi amaciyla deneysel olarak olusturulmus
sican modeli kullanmilmistir. Bu modelde test materyalleri 4 hafta boyunca sicanlara
uygulanmigtir. Bu siire sonunda tiim siganlar Oldiiriilmiis ve adezyon skorlari,
endometriyotik  implant hacimleri ve periton sivilarinda sitokin  seviyeleri
degerlendirilmistir. A. austriaca bitkisinden hazirlanan n-hekzan ekstresinin adezyon
olusumunu %28,6 oraninda azaltmasina ragmen bu degerin kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iyilesmeyi gostermedigi belirlenmistir.
Buna karsin, MeOH ekstresinin adezyon olusumunu %64,5, EtOAc ekstresinin ise %51,7
oraninda azalttig1 ve sonuglarin istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.10). Etkiden sorumlu bilesik/lerin tespiti amaciyla aktif ¢ikan MeOH ekstresi RP-18 silika
jel kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmis ve Fr. (1-6), Fr. (7-13), Fr. (14-20) ile Fr. (21-
29) olmak {iizere 4 fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlardan Fr. (1-6)’nin adezyon
olusumunu %34,5; Fr. (14-20)nin %67,7 diisiirdiigii tespit edilmistir. Istatiksel
degerlendirmelerde Fr. (1-6) ve Fr. (14-20) ile tedavi edilen gruplarin sonuglar1 kontrol grubu
sonuglar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu; Fr. (7-13) ve
Fr. (21-29) ile tedavi edilen gruplarin sonuglarinda ise herhangi bir anlamli farkin olmadig

tespit edilmistir (Cizelge 4.12).

Endometriyoz sigan modelinde degerlendirilen bir baska parametre olan endometriyotik
implant hacimleri olusan implantlarin eni, boyu ve yiiksekligi 6lgiilerek hesaplanmistir. A.
austriaca n-hekzan ekstresinin implant hacimini %8,1 diisiirdiigii ancak bu sonucun kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmadigi (Sekil 4.60), buna karsin
MeOH ekstresinin implant hacmini %53,1; EtOAc ekstresinin ise %28,1 (Resim 4.1)
diistirdiigii tespit edilmistir (Cizelge 5.1). MeOH ekstresinden elde edilen fraksiyonlardan
Fr. (1-6) uygulanan grupta endometriyotik implant hacminin %27,2, Fr. (14-20) uygulanan
grupta ise endometriyotik implant hacminin %41,4 oraninda diistiigii belirlenmistir (Cizelge
5.2). Fr. (7-13) ve Fr. (21-29) ile tedavi edilen gruplarin endometriyotik implant hacimleri
ile kontrol grubunun sonuglart karsilagtirildiginda herhangi bir anlaml fark olmadig: da

tespit edilmistir (Sekil 4.61).
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Enflamatuvar sitokinler, endometriyozlu hastalarin periton sivilarinda rol alan 6nemli
faktorlerdir (Gazvani ve Templeton, 2002; Harada, Iwabe ve Terakawa, 2001; Oral ve
digerleri, 1996). Proenflamatuvar bir sitokin olan TNF-a, endometriyozda enflamatuvar
faktorlerin peritoneal kaviteye gogciiniin hizlanmasinda ve peritonda bolgesel kan
damarlarinin  gegirgenliginin artmasinda rol oynayarak peritoneal enflamasyonu
artirmaktadir (Asghari ve digerleri, 2018). Bununla birlikte yapilan pek ¢ok ¢aligmada, TNF-
a seviyesindeki artisa bagl olarak adezif hiicrelerin sayisinin (Mackay, Loetscher, Stueber,
Gehr ve Lesslauer, 1993) ve endometriyotik stromal hiicrelerin proliferasyonunun arttigi da

(Iwabe ve digerleri, 2000) tespit edilmistir.

Endometriyoz patojenezinde rol oynayan bir diger sitokin ise IL-6’dir. IL-6, hem
proenflamatuvar sitokin hem de anti-enflamatuvar myokin olarak davranan bifazik immiin
bir molekiildiir. Bu sitokin iizerinde yapilan ¢alismalarda, IL-6’nin endometriyal hiicrelerin
implantasyonunda biiyiik rol oynadigi (Harada ve digerleri, 2001) ve endometriyozlu
kadinlarin periton sivisinda seviyelerinin 6nemli 6l¢iide arttigi (Wu ve Ho, 2003) rapor

edilmistir.

Endometriyozda anjiyojenez olusumunda rol alan ve damarsal gegirgenlik faktorii olarak da
bilinen VEGF, heparin bagl bir glikoproteindir (Charnock-Jones ve digerleri, 1993; Smith,
1998; Wu ve Ho, 2003). Yapilan ¢alismalarda, endometriyozlu hastalarda peritonda belirgin
bir damar ag1 olusumu nedeniyle periton sivisinda VEGF seviyesinin arttig1 belirlenmistir

(McLaren ve digerleri, 1996).

Calismamizda A. austriaca n-hekzan ekstresinin, TNF-a, IL-6 ve VEGF seviyelerini
azalttig1 ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark
olmadig tespit edilmistir. Buna karsin, A. austriaca MeOH ekstresinin peritoneal TNF-a
seviyesini %72,3; VEGF seviyesini %42,6; IL-6 seviyesini %44,7; EtOAc ekstresinin ise
peritoneal TNF-a seviyesini %44,2; VEGF seviyesini %36,9; IL-6 seviyesini %19,9
oraninda disiirdiigii belirlenmistir (Cizelge 4.13 ve Cizelge 5.1). A. austriaca MeOH
ekstresinden elde edilen fraksiyonlar arasinda sitokin seviyeleri iizerinde en etkili bulunan
fraksiyon Fr. (14-20) olarak belirlenmistir. Bu fraksiyonun peritoneal TNF-a seviyesini
%58,4; VEGF seviyesini %46,9; IL-6 seviyesini ise %32 oraninda disiirdiigii tespit
edilmistir (Cizelge 4.14 ve Cizelge 5.2). Sonuglar A. austriaca bitkisinin endometriyozda

artan sitokin seviyelerini diisiirerek tedaviye katki sagladigini gostermistir.



Cizelge 5.1. Tiirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan baz bitkilerin siganlarda olusturulan endometriyoz modelinde
endometriyotik implant hacimlerindeki ve peritoneal sivilardaki sitokin seviyelerindeki % azalma
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Gruplar Ekstre tipi Endometriyotik implant ~ TNF-a seviyesindeki VEGF seviyesindeki  1L-6 seviyesindeki
hacimlerindeki azalma (%b) azalma (%) azalma (%) azalma (%0o)

Kontrol - 5,3 - 2,1
n-Hekzan 8,1 14,6 8,3 9,4

A. austriaca EtOAC 28,1 44,2 36,9 19,9
MeOH 53,1 72,3 42,6 44,7
n-Hekzan 16,1 19,0 14,6 7,8

C. intybus EtOAC 18,5 20,2 31,7 7,5
MeOH 42,1 50,5 37,5 30,4
n-Hekzan 8,0 8,6 14,7 10,1

M. officinalis EtOAC 16,6 25,0 26,2 15,1
MeOH 33,6 48,5 38,1 20,6
n-Hekzan 20,0 9,6 20,0 6,2

M. longifolia EtOAC 23,2 13,5 28,7 59
MeOH 16,7 25,5 12,5 14,2
n-Hekzan 17,5 13,6 5,2 3,8

U. dioica EtOAC 17,5 25,9 5,7 -
MeOH 47,2 48,2 45,6 21,8

Referans 74,2 73,6 50,7 51,6

% Azalma oranlar1 tedavi dncesi ve tedavi sonrasi degerler esas alinarak hesaplanmistir.



Cizelge 5.2. A. austriaca bitkisinin gigeklerinden hazirlanan MeOH ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan endometriyoz
modelinde endometriyotik implant hacimlerindeki ve peritoneal sivilardaki sitokin seviyelerindeki % azalma

Gruplar Endometriyotik implant TNF-a seviyesindeki VEGF seviyesindeki IL-6 seviyesindeki
hacmindeki azalma (%) azalma (%0) azalma (%0) azalma (%0)

Kontrol - - - -

Fr. (1-6) 27,2 31,9 43,3 22.3

Fr. (7-13) 3,2 3,9 - 3,9

Fr. (14-20) 41,4 58,4 46,9 32,0

Fr. (21-29) 9,5 - 2,2 -
Referans 70,9 84,5 60,3 61,4

% Azalma oranlar1 tedavi dncesi ve tedavi sonrasi degerler esas alinarak hesaplanmistir.
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Calisma materyallerinin, endometriyoz tizerindeki aktivitelerinin hiicresel ve yapisal
diizeyde degerlendirilmesine katki saglamasi nedeniyle bu ¢alismada histopatolojik analizler
de yapilmistir. Hematoksilen-cozin ile boyanmis endometriyotik implant dokular1 11k
mikroskobu altinda incelenmistir. Histopatolojik incelemelerde kontrol gruplarinda ¢ok
sayida endometriyal gland, stroma, mononiikleer hiicre infiltrasyonuna rastlanirken, A.
austiaca MeOH ekstresi ile Fr. (1-6) ve Fr. (14-20) fraksiyonlariin uygulandig1 gruplarda
endometriyal gland sayisinda ve mononiikleer hiicre infiltrasyonunda azalmanin ve dejenere

endometriyal glandlarin oldugu belirlenmistir (Resim 4.4 ve 4.5, Cizelge 4.21).

Etkiden sorumlu bilesik/lerin izolasyonu amaciyla, endometriyoz sigan modelinde kuvvetli
aktivite gosteren A. austriaca MeOH ekstresinden elde edilen Fr. (1-6) ve Fr. (14-20)
fraksiyonlar1 ile orta derecede aktivite gosteren EtOAC ekstresi iizerinde izolasyon
calismalar yiiriitiilmiistiir. Izolasyon calismalar1 sonucunda MeOH ekstresinden 4-(B-D-
glukopiranoziloksi)-6-metil-2H-piran-2-on, apigenin-7-O-(3'"-asetil)-p-D-
glukopiranozit, apigenin-7-O-(6""-asetil)-p-D-glukopiranozit, apigenin-7-O-p-D-
glukopiranozit, kersetin-7-O-B-D-glukopiranozit ve kersetin; EtOAc ekstresinden ise
steroit yapisinda olan p-sitosterol 3-O-B-D-glukopiranozit izole edilmistir. Yapilan
literatiir taramalarinda A. austriaca bitkisi tizerinde simdiye kadar yapilmis sadece bir adet
izolasyon c¢alismasmin bulundugu ve bu calismalarda terpenik ve steroit yapidaki
maddelerin yapilarimin belirlendigi tespit edilmistir (Staneva ve digerleri, 2004).
Calismamizda izole edilen maddeler bu tiir i¢in ilk kez rapor edilmis olup “apigenin-7-O-
B-D-glukopiranozit” en iyi aktivite gosteren Fr. (14-20)’nin ana bilesigi olarak
belirlenmistir. Guzelmeric, Vovk ve Yesilada (2015) tarafindan A. austriaca bitkisi tizerinde
yapilan yiiksek performansl ince tabaka kromatografisi ¢alismasinda, bu bitkinin yiiksek
miktarda apigenin-7-O-B-D-glukopiranozit icerdigi rapor edilmistir. Bu baglamda elde

edilen veriler ile ¢alisma sonuglarimizin birbiri ile uyumluluk gosterdigi tespit edilmistir.

Endometriyozda flavonoitlerin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik herhangi bir
caligma bulunmamasina karsin, bu bilesiklerin 6strojen reseptorleri iizerine etkileri ile ilgili
pek ¢ok arastirma literatiirde kayitlidir (Collins-Burow ve digerleri, 2012; Collins-Burow,
Burow, Duong ve McLachlan, 2000; Huang, Fang, Wang ve Wong, 2010). Collins-Burow
ve digerleri (2000) tarafindan yapilan bir ¢calismada flavonoitlerin dstrojenik aktivitelerinin
yaninda énemli dl¢iide antidstrojenik aktiviteye de sahip olduklari, hatta apigenin, luteolin

ve kemferit gibi flavonoitlerin antidstrojenik aktivitelerinin Ostrojenik aktivitelerinden daha
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fazla oldugu belirlenmistir (Collins-Burow ve digerleri, 2000). Endometriyoz ve 6strojen
seviyesi arasindaki baglantinin arastirildigi calismalarda, Gstrojen seviyesindeki artigin
endometriyal lezyonlarin biiyiimesine neden oldugu, 6strojen seviyesindeki baskilanmanin
ise lezyonlarin iyilesmesini sagladigi rapor edilmistir (Kitawaki ve digerleri, 2002). Bedaiwy
ve digerleri tarafindan yapilan benzer bir calismada da endometriyotik implantlarin
canliligini siirdiirebilmesi i¢in 6strojeni kullandiklar1 belirlenmistir (Bedaiwy ve digerleri,
2017). Tarafimizdan yapilan aktivite ve izolasyon ¢alismalari sonucunda A. austriaca
bitkisinin endometriyoza karsi etkinligi kanitlanmis ve en aktif fraksiyonundan 3 adet
apigenin tiirevi ve 2 adet kersetin tiirevi olmak tizere 5 farkli flavonoit ana bilesikler olarak
izole edilmistir. Yapilan aktivite ¢alismalar1 goz ontinde bulunduruldugunda, A. austriaca
MeOH ekstresinin flavonoit bakimindan zengin fraksiyonunun, endometriyoza karsi
etkinliginin flavonoitlerin sahip oldugu antidstrojenik aktiviteden kaynaklandig

distnilmistir.

Leyva-Lopez, Gutierrez-Grijalva, Ambriz-Perez ve Heredia (2016) tarafindan yapilan bir
caligmada apigenin ve kersetinin TNF-a ve IL-6 ekspresyonunu yiiksek oranda inhibe ettigi
rapor edilmistir. Apigenin ve kersetinin VEGF seviyelerindeki etkileri {izerine yapilan
caligmalarda, bu flavonoitlerin VEGF nin aktivasyonunu ve farelerde anjiyojenezi inhibe
ettigi belirlenmistir (Li ve digerleri, 2015; Liu ve digerleri, 2005). Yapilan ¢alismalar g6z
oniine alindiginda, ¢alismamizda A. austriaca MeOH ekstresinin endometriyoza karsi
gosterdigi yliksek aktivitede, apigenin ve kersetinin antiostrojenik etkinliklerinin yaninda

sitokinler tizerindeki inhibitdr etkinliginin de katki sagladig1 diistiniilm{istiir.

Calismamizda sicanlarda olusturulan endometriyoz modelinde A. austriaca MeOH
ekstresinin yaninda EtOAc ekstresinin de orta derecede aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu ekstreden ana madde olarak izole edilen B-sitosterol glikozit bilesiginin
yapilan daha Onceki ¢aligmalarda, immunomodiilator etkinlige sahip oldugu (Bouic ve
Lamprecht, 1999; Fraile ve digerleri, 2012), Choi ve digerleri (2012) tarafindan yapilan bir
calismada ise lipopolisakkarit ile uyarilmis fare makrofajlarinda nitrik oksit tiretimini ve IL-
6 aktivitesini azaltarak anti-enflamatuvar aktivite gosterdgi belirlenmistir (Choi ve digerleri,
2012). Literatiir bilgileri de g6z Oniine alindiginda, A. austriaca EtOAc ekstresinin
endometriyoza karst gostermis oldugu orta derecedeki aktivitenin igerdigi B-sitosterol
glikozit Dbilesiginin  sahip oldugu immunomodiilatér oOzelliginden kaynaklandigi

diistinilmiistir.
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Tez kapsaminda, test materyallerinin PKOS’a kars1 etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla
sicanlarda letrozol-nedenli PKOS modeli uygulanmistir. Bu modelde, letrozol uygulamasi
ile PKOS olusturulan siganlara 45 giin boyunca test numuneleri uygulanmis ve deney
sonunda si¢anlardan alinan kan drneklerinde serum gonadotropin, steroit, lipit, leptin, glukoz

ve antioksidan aktivite parametreleri degerlendirilmistir.

Dokularin alinmasi esnasinda yapilan makroskobik incelemelerde, kontrol grubundaki
siganlarin uterus ve adipoz dokularimin biiylidiigii belirlenmistir (Resim 4.2). Bununla
birlikte sicanlardan alinan uterus dokulari {izerinde yapilan histopatolojik incelemelerde,
kontrol grubunda ¢ok sayida folikiiler kist ve korpus luteum dejenerasyonu goriiliirken; A.
austriaca n-hekzan ekstresi uygulanan grupta korpus luteum rejenerasyonu ve ¢ok sayida
primer folikiil olusumu go6zlenmistir. Referans madde grubunda ise primer folikiil
rejenerasyonu ve germinal epitel varlig tespit edilmistir (Resim 4.6). n-Hekzan ekstresinden
elde edilen fraksiyonlarin uygulandig1 gruplardaki histopatolojik incelemelerde Fr. (35-73)
uygulanan grupta primer folikiil olusumu ve korpus luteum rejenerasyonu goriiliirken, diger
fraksiyonlarin uygulandig1 gruplarda ise ¢ok sayida folikiiler kist goriintiisiine rastlanmistir

(Resim 4.7).

Ostrus sikluslarini kontrol etmek amaciyla siganlardan alman smir drneklerinde yapilan
mikroskobik incelemelerde, kontrol grubundaki siganlarda diizensiz ve siirekli dstrusa sahip
hiicrelerin varlig1 tespit edilirken A. austriaca bitkisinden hazirlanan n-hekzan ekstresi
uygulanan gruptaki siganlarda diizenli &strusa sahip hiicrelerin oldugu belirlenmistir (Resim
4.3).

PKOS patojenezinde ¢ok 6nemli bir role sahip olan hiperandrojenizm durumunda, GnSH-
LH sekresyonuna bagl olarak ovaryum steroitlerinin negatif geri bildirimini inhibe etmek
suretiyle LH saliniminda artig gergeklesir (Ropelato ve digerleri, 2009). LH seviyesinin
artisina sebep olan bir diger sebep ise progesteron, Ostrojen ve androjen hormonlarinin
hipotalamus, hipofiz ve ovaryum arasindaki geri bildirim mekanizmasini bozmasidir (Kahn,
2008; Pastor, Griffin-Korf, Aloi, Evans ve Marshall, 1998; Ropelato ve digerleri, 2009).
Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda PKOS’ta 6stradiol seviyelerinin anoviilasyona bagl

olarak diistligii belirlenmistir (Laven, Imani, Eijkemans ve Fauser, 2002).
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Calismamizda, A. austriaca n-hekzan ekstresinin serum FSH seviyesini %39,3; LH
seviyesini %59,6; testosteron seviyesini %66,6 oraninda azalttigi; Ostradiol seviyesini
%150,0; progesteron seviyesini ise %159,4 oraninda artirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.15
ve Cizelge 5.3). A. austriaca n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlardan serum
gonadotropin ve steroit seviyeleri tizerinde en etkili bulunan fraksiyon Fr. (35-73) olarak
belirlenmistir. Bu fraksiyonun serum FSH seviyesini %42,1; LH seviyesini %62,3;
testosteron seviyesini % 67,6 oraninda azalttig1; 6stradiol seviyesini % 135,6; progesteron

seviyesini ise %168,3 oraninda artirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.16 ve Cizelge 5.4).



Cizelge 5.3. Tiirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin sicanlarda olusturulan PKOS modelinde serum
gonadotropin ve steroit seviyelerindeki % azalis ve % artis

FSH LH Ostradiol Progesteron Testosteron
Gruplar Ekstre tipi seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki
azalma (%0o) azalma (%) artma (%) artma (%) azalma (%0o)
n-Hekzan 39,3 59,6 150,0 159,4 66,6
A. austriaca EtOAC 14,1 22,1 5,3 64,6 20,8
MeOH 9,7 17,3 10,5 29,2 12,2
n-Hekzan 354 64,4 107,9 113,5 56,8
C. intybus EtOACc 20,7 9,6 52,6 18,8 7,4
MeOH 30,2 28,8 65,8 50 35,2
n-Hekzan 4,1 5,8 18,4 19,8 16,6
M. officinalis | EtOAc 11,9 - 47,4 26,0 25,0
MeOH 19,3 17,3 52,6 69,8 45,2
n-Hekzan 24,2 28,8 2,6 78,1 32,6
M. longifolia | EtOAC 17,4 24,0 79 53,1 26,3
MeOH 21,3 30,8 0,0 37,5 24,7
n-Hekzan 37,9 53,8 126,3 135,4 61,4
U. dioica EtOAC 21,5 24,0 60,5 41,7 32,9
MeOH 19,6 15,4 39,5 32,3 15,2
Referans 44,0 68,3 231,6 186,5 73,9

% Artis ve azalis kontrol grubu degerleri esas alinarak hesaplanmistir.
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Cizelge 5.4. A. austriaca bitkisinin ¢i¢eklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan PKOS
modelinde serum gonadotropin ve steroit seviyelerindeki % azalis ve % artis

FSH seviyesindeki LH seviyesindeki Ostradiol Progesteron Testosteron
Gruplar azalma azalma seviyesindeki artma  seviyesindeki artma  seviyesindeki azalma
(%) (%) (%) (%) (%)
Fr. (1-34) 11,6 9,3 6,8 - 6,2
Fr. (35-73) 42,1 62,3 135,6 168,3 67,6
Fr. (74-98) 8,5 17,3 20,3 24,6 15,0
Referans 45,5 70,4 210,2 235,7 75,6

% Artis ve azalis kontrol grubu degerleri esas alinarak hesaplanmustir.

€0¢
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PKOS’lu kadinlarda yapilan klinik ¢alismalarda, TK, TG, LDL-C, glukoz ve leptin
seviyelerinin 6nemli dlgilide arttigi, HDL-C seviyesinin ise azaldig1 tespit edilmistir (Kim ve
Choi, 2013; Wild, 2012). Menstriial siklusta hipotalamus-hipofiz-ovaryum geri bildirim
mekanizmasina bagli olarak graniiloza hiicrelerinde, oositlerde ve ilk satha embriyolarda
leptin mRNA’s1 ve protein liretiminde meydana gelen artig, leptin konsantrasyonunda artisa
neden olur. Bununla birlikte, dstrojen, progesteron, androjen ve insiilin seviyeleri de leptin
diizeyine etki eden 6nemli unsurlardir (Chakrabarti, 2013). Ayn1 zamanda insiilin, kandaki

FSH seviyesinin diizenlenmesinde de 6nemli rol oynamaktadir (Sudha ve digerleri, 2000).

Calismamizda A. austriaca n-hekzan ekstresinin TK seviyesini %36,6; TG seviyesini
%27,5; LDL-C seviyesini %28,8; glukoz seviyesini %46,5; plazma leptin seviyesini %48,8
oraninda azalttig1; serum HDL-C seviyesini ise %59,6 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir
(Cizelge 4.17 ve Cizelge 5.5). A. austriaca n-hekzan ekstresinden elde edilen
fraksiyonlardan serum TK, TG, HDL-C, LDL-C, leptin ve glukoz seviyeleri {izerinde en
etkili bulunan fraksiyon Fr. (35-73) olarak belirlenmistir. Bu fraksiyon TK seviyesini %
47,1; TG seviyesini %32,1; LDL-C seviyesini % 42,3; glukoz seviyesini %49,7; plazma
leptin seviyesini %37,2 oraninda azalttigi; serum HDL-C seviyesini ise %58,8 oraninda

artirdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.18 ve Cizelge 5.6).



Cizelge 5.5. Tiirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin siganlarda olusturulan PKOS modelinde serum lipit,
leptin ve glukoz seviyelerindeki % azalis ve % artis

TK TG HDL-C LDL-C Leptin Glukoz
Gruplar Ekstre tipi seviyesindeki  seviyesindeki  seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki
azalma (%) azalma (%) artma (%) azalma (%) azalma (%) azalma (%)
n-Hekzan 36,6 27,5 59,6 28,8 48,8 46,5
A. austriaca EtOAc 4,3 1,9 20,9 23,7 5,2 50
MeOH 10,5 58 12,8 15,4 14,9 9,9
n-Hekzan 19,6 21,6 43,5 17,6 55,0 41,2
C. intybus EtOAc 6,3 10,1 19,1 8,3 27,9 6,4
MeOH 16,8 3,2 28,3 14,1 23,8 21,6
n-Hekzan 4,7 14,5 21,1 20,2 11,0 12,5
M. officinalis | EtOAc 13,2 6,5 5,7 11,2 17,6 7,1
MeOH 17,8 0,9 25,6 6,1 39,8 14,6
n-Hekzan 10,7 12,8 32,7 20,5 36,8 25,5
M. longifolia | EtOAC 8,5 17,5 24,0 58 2,9 30,4
MeOH 18,2 18,6 16,9 - 26,2 24,7
n-Hekzan 28,7 13,5 38,9 32,1 44,5 39,3
U. dioica EtOAC 9,3 4,3 22,6 8,7 21,6 25,1
MeOH 2,8 11,3 9,8 16,9 2,9 13,9
Referans 46,2 30,9 65,2 45,2 58,9 52,8

% Artis ve azalis kontrol grubu degerleri esas alinarak hesaplanmaistir.

S0¢



Cizelge 5.6. A. austriaca bitkisinin ¢i¢eklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan PKOS
modelinde serum lipit, leptin ve glukoz seviyelerindeki % azalis ve % artis

90¢

TK TG HDL-C LDL-C Leptin Glukoz
Gruplar seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki seviyesindeki
azalma (%) azalma (%0o) artma (%) azalma (%) azalma (%0o) azalma (%0o)
Fr. (1-34) 15,0 11,3 4.4 7,3 4,5 11,4
Fr. (35-73) 47,1 32,1 58,8 42,3 37,2 49,7
Fr. (74-98) 7,8 12,6 - 8,7 1,8 16,1
Referans 52,1 37,8 68,9 49,6 58,9 54,1

% Artig ve azalis kontrol grubu degerleri esas alinarak hesaplanmistir.
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PKOS’lu kadinlarda gelisen abdominal yaglanma, asir1 androjen ve insiilin direnci oksidatif
stresi tetikleyen Onemli unsurlardir. Oksidatif stresin artmasi ve antioksidan seviyelerinin
azalmasi bu tlir hastalarda kardiyovaskiiler hastalik, insiilin direnci, hipertansiyon, obezite
ve dislipidemi gibi durumlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Amini, Tehranian,
Movahedin, Ramezani Tehrani ve Ziaee, 2015). Reaktif oksijen tiirevleri lipit
hidroperoksidazlar, konjuge dienler, MDA ve okside biyomolekiillerin olusumuna neden
olarak proteinlerde, membranlarda ve genlerde asir1 lipit peroksidasyonuna neden
olmaktadir (Kucukkurt, Ince, Fidan ve Ozdemir, 2008). Membran lipit peroksidasyonuna
bagli olarak gelisen MDA seviyesindeki artis serbest radikal hasarinin gostergesi olarak
kabul edilmektedir (Keles ve digerleri, 2012). Oksidasyon parametreleri arasinda yer alan
SOD, dokulart siiperoksit radikallerin zararli etkisinden koruyarak; CAT ise hidrojen
peroksiti su ve oksijene doniistiirerek hiicrelerdeki lipitleri, proteinleri ve DNA’y1 koruyarak

antioksidan etkinlik gosterir (Kyle, Miccadei, Nakae ve Farber, 1987).

Calismamizda, siganlardan alinan kan 6rneklerinde yapilan antioksidan aktivite tayininde,
A. austriaca n-hekzan ekstresinin MDA seviyesini %58,7 oraninda azalttigi, serum SOD
aktivitesini %77,1; CAT aktivitesini ise %52,8 oraninda artirdigi belirlenmistir (Cizelge 4.19
ve Cizelge 5.7). A. austriaca n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlardan serum MDA,
SOD, CAT ve GPx seviyeleri tizerinde Fr. (35-73) fraksiyonu en etkili fraksiyon olarak
belirlenmistir. Bu fraksiyonun MDA seviyesini %49,2 oraninda azalttigi; serum SOD
aktivitesini % 60,4; CAT aktivitesini ise %39,7 oraninda artirdig tespit edilmistir (Cizelge
420 ve Cizelge 5.8). Calisma sonuglari, A. austriaca n-hekzan ekstresinin lipit
peroksidasyonu engelleyerek ve internal antioksidan savunma mekanizmalarini

gliclendirerek PKOS tedavisine katki sagladigin1 gostermistir.



Cizelge 5.7. Tiirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklarda kullanilan bazi bitkilerin siganlarda olusturulan PKOS modelinde serum MDA,
SOD, CAT ve GPx seviyelerindeki % degisim
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Gruplar Ekstre tipi MDA seviyesindeki SOD aktivitesindeki CAT aktivitesindeki
azalma (%) artma (%) artma (%)

n-Hekzan 58,7 77,1 52,8

A. austriaca EtOAc 23,9 10,9 7,5
MeOH 10,9 7,4 -
n-Hekzan 39,1 55,2 22,6

C. intybus EtOAc 8,7 25,3 9,4
MeOH 34,8 49,7 15,1
n-Hekzan - 18,2 7,5

M. officinalis EtOAc 4,3 13,4 1,9
MeOH 19,6 40,1 26,4
n-Hekzan 30,4 35,5 39,6

M. longifolia EtOAC 8,7 3,2 11,3
MeOH 32,6 45,8 35,8
n-Hekzan 47,8 67,7 47,2

U. dioica EtOAc 21,7 42,5 18,9
MeOH 28,3 19,8 9,4

Referans 69,6 89,9 73,6

% Artis ve azalis kontrol grubu degerleri esas alinarak hesaplanmaistir.



Cizelge 5.8. A. austriaca bitkisinin ¢i¢eklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin siganlarda olusturulan PKOS

modelinde serum MDA, SOD, CAT ve GPx seviyelerindeki % degisim

Gruplar MDA seviyesindeki azalma SOD aktivitesindeki artma CAT aktivitesindeki artma
(%) (%) (%)

Fr. (1-34) 13,1 6,4 23,5

Fr. (35-73) 49,2 60,4 39,7

Fr. (74-98) 3,3 4,5 2,9

Referans 81,9 90,1 102,9

% Artis ve azalis kontrol grubu degerleri esas alinarak hesaplanmaistir.

60¢
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Etkiden sorumlu bilesik/lerin izolasyonu amaciyla, letrozol-nedenli PKOS si¢can modelinde
kuvvetli aktivite gosteren A. austriaca n-hekzan ekstresi {lizerinde izolasyon ¢aligmalari
yiiriitiilmiistiir. Izolasyon ¢alismalarinda ekstre bilesiminde ana maddeler olarak bulunan ve
triterpenik yapida olan B-amirin palmitat, taraksasterol asetat ve taraksasterol bilesikleri
izole edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda, A. austriaca bitkisinden taraksasterol asetat
ve taraksasterol bilesiklerinin daha onceden izole edildigi belirlenmistir (Staneva ve
digerleri, 2004). B-amirin palmitat bilesigi ise A. austriaca bitkisinden ilk kez bu tez

calismasinda izole edilmistir.

Triterpen tiirevi maddelerin PKOS iizerindeki etki mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu baglamda, triterpen yapisindaki maddelerin
PKOS iizerindeki olas1 etki mekanizmasi arastirilmistir. Hsu, Hsieh, Kuo ve Huang (2011)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Momordica charantia L. bitkisinden izole edilen triterpen
yapisindaki bilesiklerin a ve B 0strojen reseptorlerine yiiksek oranda afinite gosterdigi tespit
edilmistir. Ruhlen, Sun ve Sauter (2008) tarafindan yapilan bir diger ¢calismada, Cimicifuga
racemosa (L.) Nutt. bitkisinden elde edilen triterpen yapisindaki bilesikleri i¢eren ekstrenin
giiclii Ostrojenik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Kupeli Akkol ve digerleri (2015b)
tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, Thuja occidentalis L. bitkisinin terpenoit, steroit,
flavonoit ve polisakkarit tiirevi bilesikler bakimindan zengin oldugu ve bu bilesiklerin serum
FSH, LH seviyelerini diizenleyerek jinekolojik hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegi
tespit edilmistir (Kupeli Akkol ve digerleri, 2015b). Bununla birlikte, terpen yapisindaki
bilesiklerin Ostrojen ve progesteron hormonlar1 arasindaki dengeyi saglayarak menstriial
periyotlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 da yapilan ¢aligmalarda rapor edilmistir
(Deb, Dubey, Jain, Pandian ve Rout, 2007; Dhiman, Bhan, Lal, Dhimman ve Singla, 2012;
Naser, Bodinet, Tegtmeier ve Lindequest, 2005). Calismamizda literatiir bilgileri de g6z
Oniline alindiginda, A. austriaca bitkisinin ¢i¢eklerinden hazirlanan n-hekzan ekstresinin
PKOS’a kars1 gostermis oldugu aktivitenin bilesimindeki triterpen tiirevi bilesiklerden

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’de halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanildig: tespit edilen bitkilerin
endometriyoz ve PKOS iizerindeki etkilerinin arastirildigi tarama g¢alismalar1 sonucunda
Anthemis austriaca bitkisi ¢alisma materyali olarak se¢ilmistir. Anthemis cinsi tizerinde pek
cok calisma yapilmasma karsin bu cinsin endometriyoz, PKOS ya da diger jinekolojik
rahatsizliklar ~ tizerindeki  etkinliginin  degerlendirildigi  herhangi  bir calisma

bulunmamaktadir.

Calismamizda A. austriaca ¢iceklerinden n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstreleri hazirlanmis
ve bu ekstrelerin deneysel olarak olusturulmus endometriyoz ve letrozol-nedenli PKOS
sican modelleri tizerindeki etkinlikleri degerlendirilmistir. Endometriyoz sican modelinde,
A. austriaca EtOAc ve MeOH ekstrelerinin yiiksek etkiye sahip olmalari nedeniyle bu
ekstreler iizerinde biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama teknigi kullanilarak
etkiden sorumlu bilesik/ler izole edilmistir. Izolasyon calismalar1 sonucunda MeOH
ekstresinden  4-(B-D-glukopiranoziloksi)-6-metil-2H-piran-2-on,  apigenin-7-O-(3"'-
asetil)-p-D-glukopiranozit, apigenin-7-O-(6""-asetil)-p-D-glukopiranozit, apigenin-7-O-
B-D-glukopiranozit, kersetin-7-O-B-D-glukopiranozit ve kersetin; EtOAc ekstresinden
ise steroit yapisinda olan B-sitosterol 3-O-B-D-glukopiranozit izole edilmistir. Izole edilen
bilesiklerin yapilart ve literatiir taramalar1 gdz 6nlinde bulunduruldugunda, A. austriaca
bitkisinin endometriyoz tedavisinde gostermis oldugu etkinin igerdigi flavonoit ve

sterollerden kaynaklandigi belirlenmistir.

Letrozol-nedenli PKOS sigan modelinde, A. austriaca gigeklerinden hazirlanan n-hekzan
ekstresinin aktif olmasi nedeniyle etkiden sorumlu bilesik/lerin izolasyonu amaciyla yapilan
caligmalarda, bu ekstreden ana maddeler olarak triterpenik yapida olan g-amirin palmitat,
taraksasterol asetat ve taraksasterol bilesikleri izole edilmistir. Siganlardan alinan doku
ve kan Orneklerinde yapilan biyokimyasal analizlerde, n-hekzan ekstresinin serum
gonadotropin, steroit, glukoz, lipit seviyelerini ve antioksidan parametreleri diizenleyerek
PKOS tedavisinde etkili oldugu sonucuna varilmigtir. Yapilan literatiir taramalar1 g6z
oniinde bulunduruldugunda, A. austriaca bitkisinin PKOS’a kars1 gostermis oldugu etkinin

tasidigi triterpen tiirevi bilesiklerden kaynaklandig tespit edilmistir.
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Yapilan bu ¢alisma ile iilkemizde genis yayilis gdsteren ve yapilan etnobotanik ¢aligmalarda,
halk arasinda jinekolojik rahatsizliklara karsi kullanildigi belirlenen A. austriaca
ciceklerinin endometriyoz ve PKOS semptomlarinin giderilmesindeki etkinligi bilimsel

platformda kanitlanmistir.
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