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ONSOz

Tarihten gintumuize butin caglar duastunuldtiginde, bitkilerin
insanlarin yasaminda genis bir yer kapladigi gbértilmektedir.
Insanligin baslangicindan beri bitkiler basta besin olmak Ttizere
korunma, 1sinma ve savunma araci olarak kullanilmistir. Daha
sonralar1 bitkilerin hastaliklara da iyi geldigi kesfedilmistir ve

hastaliklardan korunmada ve tedavide de kullanilmaya baslanmaistir.

Tez konusu olarak sectigimiz Bidens turlerinin tulkemizde halk
arasinda kullanimina rastlanilmamis olmasina ragmen dlinyada
genis bir kullanima sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan literatir
calismalar1 sonucu Bidens turlerinin geleneksel kullaniminin
biyolojik aktivite testleriyle desteklendiginin go6rtilmis olmasi
ulkemizde de yetisen bu cinsle calismanin gerekliligini ortaya
cikarmistir. Turkiye’de yetisen Bidens cernua var. radiata, B. tripartita
ve B. frondosa taksonlar: Uizerinde ulkemizde yapilmis herhangi bir
calismaya rastlanmamaistir. Bu calisma ile B. cernua var. radiata, B.
tripartita ve B. frondosa ekstreleri Uizerinde antidiyabetik etki basta
olmak Uzere antioksidan ve asetilkolinesteraz inhibitér aktivitelerin
belirlenmesi, ekstrelerin enstrimental analizlerinin yapilarak s6z
konusu bitkilerin toprak ustd kisminda bulunan bazi kimyasal
bilesiklerin kalitatif ve kantitatif olarak tespit edilmesiyle bilim
diinyasina yeni veriler kazandirilmasi amaclanmistir. Bu arastirma
Turkiye’de yetisen bazi Bidens L. turleri Uzerinde yapilmis ilk

kapsaml calismadir.

Tez konumun secilmesinde, calismalarimin her asamasinda bilgi ve

tecruibelerinden faydalandigim, tez calismasi haricinde de hayatla



ilgili her konuda manevi destegini benden hi¢ bir zaman esirgemeyen
cok sevgili ve saygideger hocam Prof.Dr. M. Levent Altun’a 6ncelikle

sonsuz tesekkurlerimi sunarim.

Tez calismalarim boyunca ilgi ve yardimlariyla bana destek olan,
laboratuvarimizin tim olanaklarindan faydalanmami saglayan basta
Anabilim Dali Baskanimiz Prof.Dr. Gulcin Saltan olmak tuzere
Farmakognozi Anabilim Dal1 6gretim Uyelerine ve arastirma gorevlisi

arkadaslarima tesekklr ederim.

Antidiyabetik aktivite calismalarini birlikte yurtuttigimuz, tezimin
her asamasinda ilgi ve emegini esirgemeyen, beni dinleyen, her
zaman yeni fikirler veren degerli hocam Prof.Dr. Mustafa Aslan ve
birlikte calistigimiz cicegi burnunda docent, sevgili arkadasim

Doc.Dr. Niltiifer Orhan’a tesekkuiiri bir borg bilirim.

Antioksidan ve asetilkolinesteraz inhibitor aktivite caligsmalarini
birlikte yuruttigimuz, her zaman destegini hissettigim sevgili hocam
Prof.Dr. {lkay Erdogan Orhan ve arastirma goérevlisi sevgili arkadagim

Uzm.Ecz. F. Sezer Senol’a tesekklir ederim.

Kromatografi analizlerim  sirasinda LC-MS cihaziyla ilgili
yardimlarindan dolay: sevgili hocam Prof.Dr. Murat Kartal ve sevgili

arkadasim Yard.Doc¢. Dr. Sinem Aslan Erdem’e tesekkulir ederim.

Tez bitkilerimin teshisinde buytik emegi olmasinin yanisira

arkadasligini ve sohbetlerini de benden esirgemeyen her daim genc,



cok sevgili hocam Doc¢.Dr. Ayse Mine Gencler Ozkan’a tesekktirlerimi

sunariml.

Miktar tayini calismalarim sirasinda gece glindliz yardimima kosan,
calismalarimin her asamasinda destekleyen, hayatin getirdigi btitiin
iyi ve kotu seyleri birlikte karsiladigim, canim arkadasim Uzm.Ecz.
Burcin Ergene’ye ve ortak duygular paylastigim, ilgisini, bilgisini ve
sevgisini karsiliksiz sunan cok sevgili arkadasim Yard.Doc.Dr. Ozlem

Bahadir Acikara’ya tesekklirti bir borg¢ bilirim.

Buglinlere gelmemi saglayan, beni her zaman destekleyen, yanimda
olan canim aileme, hayatima sevgi ve mutluluk katan butin
arkadaslarima ve doktora calismalarimi basindan beri yakindan takip
eden, tez bitkilerimi bulmak ve toplamak icin batakliklarla bogusan,
gece yarilarina kadar benimle laboratuvarda calisan, tezimi yazdigim
stire boyunca benimle uykusuz kalan, akademik calismalarimin
buiytik destekcisi, hayat arkadasim, biricik esim Kutluhan Icéz’e

sonsuz sUkranlarimi sunarim.
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1.GIRIS

Diyabet diinyada her gecen giin daha fazla sayida insani olumsuz
etkileyen bir hastaliktir. Hiperglisemi pankreas beta hucrelerinden
instlin saliniminin yapilamamasi, disik duiizeyde olmasi1 ya da
insulin etkisinin azalmasi veya insulin reseptorlerinin cevapsizligi
sonucu meydana gelir. Kan glukoz seviyesini diizenleyen etkenler
arasindaki dengesizligin sonucunda karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmasinin yani sira sivi ve elektrolit diizeyinde de bozukluklar
belirir. Bunlarin sonucunda hiperglisemik durumdan ketoasidoit
komaya kadar varan acil, hayati tehdit eden durumlar yaninda
diyabetik noropati, retinopati, glomerulopati, enfeksiyonlara ve
ateroskleroza egilim gibi mortalite ve morbiditeyi arttiran kronik

tablolara yol acabilir (Sendogdu, 2004).

Diyabette oksidatif stres de bircok mekanizmaya bagli olarak artar.
Yapilan calismalar artan reaktif oksijen ve azot tlarevlerinin
olusumunun ve zayiflayan antioksidan savunmanin bu karmasik
mekanizmalarin temeli oldugunu gostermektedir. Diyabette oksidatif
stresin artisitna  neden  olan  mekanizmalar tam = olarak
aydinlatilamamistir. Ancak diyabetik hastalardaki yuiksek glukoz
dliizeyinin oksidatif hasara neden olan sUperoksit gibi serbest
radikallerin olusumunu artirmada en etkili neden oldugu

bilinmektedir (Sendogdu, 2004).

Alzheimer hastaligi yasa bagh olarak kognitif fonksiyonlarda ilerleyici
bozulma, glinlik yasamin temel aktivitelerini gerceklestirmede artan
yetersizlik ve kisilik o6zelliklerinde dalgalanmalar ile seyreden geri

déntisstiz noérodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer hastaliginin



fizyopatolojisi karmasiktir. Son on yilda Alzheimer hastalig
konusunda yapilan calismalarin c¢ogu hastaligin patogenezinde
oksidatif stres mekanizmalari ve bu mekanizmalarin énemi Uizerine
odaklanmistir. Alzheimer hastaliginin etiyolojisi ve patogenezinde
oksidatif stres ve serbest radikallerin rol oynadigina dair kanitlar
artmaktadir (Perry ve ark., 2002; Carreiras ve Marco, 2004; Chauhan
ve Chauhan, 2006).

Bilim insanlari, beyindeki noérotransmitter duzeylerinin Alzheimer
hastalig1 ile iliskili oldugunu bilmektedirler. Sinir uyarisinin néron
boyunca ilerlemesi sonucunda, aksondan asetilkolin (ACh) salinir.
Asetilkolin dinlenme halindeki htlicrede sinir iletisini yeniden
olusturmak icin sinaptik boslugu gecerek takip eden nérona baglanir.
Asetilkolini sinaptik araliktan uzaklastirmak icin asetilkolinesteraz
(AChE) enzimi noérotransmitteri hidroliz eder. Alzheimer hastaliginin
baslamas:i ile birlikte gerceklesen noéron ve akson kaybi daha dustk
diizeylerde ACh salinimina neden olur. Dustk konsantrasyondaki
noérotransmitter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliligini saglamak
daha gii¢ bir hal alir. ACh duizeylerini arttirmak i¢cin uygulanacak bir
yontem ise ACh’i yikan AChE enziminin baskilanmasidir. Calismalar,
AChE inhibisyonuna bagli ACh duzey artislarinin, Alzheimer
hastaliginin erken evrelerindeki kognitif yetmezligi iyilestirebilecegini
gostermistir. Zira, gintimtizde Alzheimer hastalarinin tedavisinde en
cok recete edilen ila¢ grubu AChE inhibitérleridir (Talesa, 2001;
Sahin, 2002).

Diyabetin kognitif becerilerin azalmasinda da énemli bir etken oldugu
dustnulmektedir. Diyabetik hastalarda diyabeti olmayanlara gore
Alzheimer hastaligina yakalanma riskinin %65 daha fazla oldugu
bulunmustur (Arvanitakis ve ark, 2004). Son 15 yilda yapilan

calismalarda o6zellikle Tip 2 diyabet’in zihinsel bozukluk ve demans



riskini artirdigt bulunmustur. Nedeni kesin olarak bilinmemekle
birlikte 25 arastirmanin sistematik incelenmesinde bu durum
belirlenmistir. Diyabetin damar sisteminde yaptigi harabiyetin
demansa yol actigl ileri stirtilmektedir. Diyabetlilerde demans gelisme
riski, diyabeti olmayanlara gore 1,6 kere daha fazladir. Ayrica diyabet
varligi demanslilarin 6émrint kisaltmaktadir. Diyabet esliginde
yuksek tansiyon da varsa bu stre daha da kisalmaktadir (Selekler,

20009).

Bidens turleri geleneksel tipta enflamasyon, romatizma, diyabet,
enterit, faranjit gibi pek c¢ok hastaliga karsi kullanilmaktadir
(Alarcon-Aguilara ve ark., 1998; Chang ve ark., 2001; Wang ve ark.,
2003). Bidens turlerinin diyabette kullanimi ile ilgili detayl bilgiler
biyolojik aktiviteleri ile ilgili literatlir calismalarinin 6zetlendigi
kisimda verilmistir. Baz1 Bidens tlrleri tizerinde kimyasal icerik ve
biyolojik aktivite calismalar1 yapilmis olmasina ragmen, Turkiye’de
yetisen Bidens cernua var. radiata, B. tripartita ve B. frondosa
taksonlar: lizerinde bu konularla ilgili tilkemizde yapilmis herhangi

bir calismaya rastlanmamaistir.

Bu bilgilerin 1s181nda Ulkemizde yetisen Bidens taksonlarindan B.
cernua var. radiata, B. tripartita ve B. frondosa ekstreleri Uizerinde
antidiyabetik etki basta olmak tizere antioksidan ve asetilkolinesteraz
inhibitdr aktivitelerin belirlenmesi, ekstrelerin analizlerinin yapilarak
HPLC profillerinin olusturulmasi ve standart maddeler ile ITK ve
HPLC analizleri yapilarak s6z konusu bitkilerin toprak tstti kisminda
bulunan bazi kimyasal bilesiklerin kalitatif ve kantitatif olarak tespit
edilmesiyle bilim dinyasmna yeni  veriler kazandirilmasi

amaclanmistir.



1.1. Seker Hastaligi1-Diabetes Mellitus

“Diabetes” kelimesi Yunanca koékenlidir. Akip gitme, sizma, bosalma
anlamina gelmektedir. “Mellitus” ise mellit kelimesinden tlUremis,
seker, karamel anlamindadir. “Diabetes mellitus” seker sizdiran
demektir. Eski zamanlarda hastaligin teshisi idrarda seker
aranmasiyla yapildigindan bu sekilde adlandirnilmistir (Yeniglin,

1995).

Pankreas hem peptit yapida hormonlar olan insulin, glukagon ve
somatostatini salgilayan bir endokrin bez, hem de sindirim
enzimlerini salgilayan bir ekzokrin bezdir. Peptit hormonlar
Langerhans adaciklarindaki hticrelerden salgilanir. B- veya B
huicreleri instlini, az veya A hucreleri glukagonu, a: veya D huicreleri
somatostatini salgilar. Bu hormonlar metabolik aktiviteyi dtizenler ve
kan glukoz konsantrasyonunun sabit tutulmasini saglar (Mycek ve

ark., 1997).

Diyabet hiperglisemi ile seyreden yaygin bir metabolik bozukluktur.
Tip 1 (insulin bagimli) ve Tip 2 (instlin bagimh olmayan) olmak tizere
iki sekilde siniflandirilmaktadir. Tip 1 diyabette insulin yetersizligi
veya yoklugu s6z konusudur. Tip 2 diyabet ise insulin direncinin
degisimi, insulin saliniminin azalmasi ya da artmis glukoz Uretimi ile

stiregelen daha karmasik bir bozukluktur (Powers, 2012).

Tip 2 diyabet ntifusun artisina, toplumlarin yaslanmasina, obezitenin
ve hareketsiz hayat tarzinin artmasina paralel olarak gértilme siklig:
hizla artan, uygun sekilde tedavi edilmediginde ise morbidite ve
mortalite artisitna neden olan bir hastaliktir. Erken tani ve yeterli

tedavi ile hastalarin hayat kalitesi yukseltilebilir, var olan



komplikasyonlarin gelismesi yavaslatilabilir, hatta bazi hastalarda

6nlenmesi mumkun olabilir (Ayvaz ve Kan, 2010).

Tip 1 ve Tip 2 disinda, gebelik diyabeti ve diger spesifik tipler olarak
adlandirilan; pankreastaki [} hucrelerinde mutasyonlarla genetik
hasar olusmasi, insulin etkinliginde meydana gelen bozukluklar,
pankreasin ekzokrin bez kistik fibrozis,

gorevini pankreatit,

hemokromatozis gibi hastaliklar nedeniyle yerine getirememesi,
endokrin

asit, -

akromegali,

hastaliklar,

Cushing sendromu, hipertiroidizm gibi

glukokortikoitler, rodentisitler, nikotinik
adrenerjik agonistler, hidantoin, a- interferon gibi kimyasal maddeler
ve ilaclara maruz kalma, konjenital rubella, Cytomegalovirus gibi
enfeksiyon etkenleri, Wolfram sendromu, Down sendromu, Turner
sendromu gibi genetik bozukluklar da diyabete neden olmaktadair.

(Expert Comittee, 1997; Powers, 2012).

Cizelge 1.1. Tip 1 ve Tip 2 diyabetin karsilastirilmas: (Mycek ve ark., 1997)

Insiiline Bagiml1 Diyabet Insiiline Bagimli Olmayan

(Tip 1) Diyabet
(Tip2)
Baslangic Yasi Genellikle ¢cocukluk veya Genellikle 35 yasin iistiinde
pubertede
Hastaligin baslangicinda |  Genellikle idealin altinda Genellikle obezite eslik eder

beslenme durumu

viicut agirhigi

Goriilme sikligi

Tiim diyabetiklerin % 10-
20’si

Tiim diyabetiklerin % 80-
90’1

Genetik yatkinlik

Orta

Giicli

Yetersiz salgi veya hi¢ salgi
olmamasi

B hiicreleri hasari
oldugundan insiilin iiretimi
yoktur

B hiicreleri yeterli insiilin
salgilayamazlar insiilin
direnci; diger bilinmeyen
defektler




1.1.1. Diyabetin Epidemiyolojisi

Diyabet diinya genelinde yillar icinde dramatik bir atig géstermistir.
1985 yilinda 30 milyon civarinda oldugu tahmin edilen diyabetli
sayist 2010 yilina gelindiginde 285 milyona ulasmistir. Bu sayinin
2030 yilina kadar 438 milyona ulasabilecegi dusunulmektedir.
Dunya capinda her iki tip diyabette de artis goértilmekle birlikte,
cagimizda obezitenin artisi1 nedeniyle Tip 2 diyabet bulgusunda daha
hizli bir artis meydana gelmektedir. Diyabet 6lime sebebiyet veren
major hastaliklardan biridir fakat diyabet nedenli 6limlerin yeterince
kayit altina alinmadigi dustnulmektedir. 2007 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerinde diyabet 6lim nedeni olarak 7. sirada iken,
2010 yih itibariyle dinyada 5. sirada oldugu ve 4 milyon kisinin

6limuinden sorumlu oldugu belirtilmektedir (Powers, 2012).

1.1.2. Diyabet Teshisi ve Risk Faktorleri

Diyabet politiri, polidipsi ve kilo kayb1 gibi klasik belirtilerin yaninda,

kan glukozundaki degisimlerle tespit edilir.

1. Diyabet semptomlarina ek olarak randomize kan glukoz
konsantrasyonunun 200 mg/dl (11,1 mmol/]) in tizerinde olmasi,
2. Aclik kan glukoz konsantrasyonunun 126 mg/dl (7 mmol/l) nin
Uzerinde olmasi,
Hemoglobin A1C seviyesinin % 6,5 Utizerinde olmasi,
Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) sirasinda 2. saatteki kan
glukoz konsantrasyonunun 200 mg/dl (11,1 mmol/]) in tizerinde

olmasi diyabet teshisini dogrulamaktadir.

Ailede diyabet 6ykustnin bulunmasi, obezite (beden kititle indeksi-

BKI > 25 kg/m?), hareketsiz yasam, etnik kéken (Afrika kékenli, Asya



kokenli, Latin ve yerli Amerikallar, Pasifikliler), gebelik diyabeti
hikayesi veya 4 kilogramin tUzerinde bebek sahibi olmak,
hipertansiyon (kan basinci 290/140 mmHg), HDL kolesteroliin 35
mg/dl seviyesinin altinda, trigliseritin 250 mg/dl seviyesinin tizerinde
olmasi, polikistik over sendromu ve ailede kardiyovaskuler hastalik
oyktisinin bulunmas: tip 2 diyabete yakalanma olasiligini artiran

faktorlerdir (Powers, 2012).

1.1.3. Diyabetin Tedavisi

Diyabet tedavisinin temelini egitim, plazma glukozunun normale
cekilmesi, mikro ve makrovaskiler komplikasyonlarin ve
kardiyovasktler risk faktorlerinin kontrol altina alinmasi
olusturmaktadir. Diyabetin tipi ya da o6n planda etkili olan
mekanizma her ne olursa olsun, hastanin egitimi, diyet ve egzersiz
tedavinin degismez 6geleridir. Bu tedavilere her hastada tani anindan
itibaren baslanmalidir. Medikal tedaviler ise Onerilen tedavi
hedeflerine ulasmak TUzere hastalarin hiperglisemi dereceleri, ek
hastaliklari, aligkanliklar1 g6z o6ntnde bulundurularak duzenlenir

(Ayvaz ve Kan, 2010).

Diyabet tedavisinde kullanilan baslica preparat insulindir. Tip 1
diyabette kullaniminin yani sira bazen Tip 2 diyabette de

kullanilabilir.

A. Kisa Etkili Instilin Preparatlari: Regliler instlin kisa etkili,
cozunur, kristal yapida cinko instlindir. Genellikle subkutan,
acil durumlarda intra-ven6éz yolla uygulanir ve kan sekerini
dakikalar icinde dusurur. Intra-venéz yolla uygulanabilen tek

instlindir. Tamponlanmis formu instlin pompalarinda



kullanilir. Rekombinant insan insulini preparatlar:

bulunmaktadair.

B. Orta Etkili Instilin Preparatlari:

1. Semilente Instilin Stispansiyonlari: Instilinin c¢inko iyonuyla
asetat tamponu icinde amorfik olarak coktirtlmesiyle elde
edilir ve intraven6z uygulamaya uygun degildir.

2. Izofan Instilin Stspansiyonu: Nétral protamin Hagedorn
(NPH) olarak adlandirilir. Kristalize cinko insulinin nétr
pH’da pozitif yuklti polipeptit protamin ile birlesmesinden
olusan suUspansiyondur. Sadece subkutan uygulanir.
Diyabetik ketoasidoz ve hiperglisemiye bagh acillerde
kullanilmaz

3. Lente Instilin: %30 semilente instlin ile %70 ultralente
insulin karisimindan olusur. Emilim hizli etki stresi biraz
daha wuzundur. Orta etkili insulinler icinde en c¢ok
kullanilandir. Sadece subkutan yolla verilir.

4. Instlin Kombinasyonlari: %70 izofan+%30 regiiler instilin

veya her iki instilinin %50 oraninda karisimindan olusur.

C. Uzun Etkili Instlin Preparatlari: Kristalize cinko instilinin
asetat tamponu icerisinde yavas c6zlinen suUspansiyonudur.

Etkisi yavas ortaya cikar ve hipoglisemik etkisi uzun sturelidir.

Tip 2 diyabetin tedavisinde oral hipoglisemik ilaclar kullanilir.

A. Sulfonilire  Grubu (Instilin  Salgilatici  Ilaglar):  Etki
mekanizmalari sunlardir. 1) Pankreasin [ htcrelerinden
instlin saliniminin stimule edilmesi, 2) serum glukagon

seviyesinin azaltilmasi, 3) instlinin hedef doku ve reseptorlere



baglanmasinin artirilmasi. Primer ilaclar tolbutamit, gliburit ve
glipizittir. Asetohekzamit, klorpropamit, tolazamit, glimeprit ve
gliklazit de 0rnek  olarak  verilebilir. Oral yolla
uygulandiklarinda serum proteinlerine baglanirlar, karacigerde
metabolize edilirler, karaciger veya boébreklerden atilirlar.
Hepatik ve renal yetmezligi olanlarda hipoglisemiye neden
olabileceklerinden kontrendikedirler. Plasentadan gecerek fettis
pankreasinin tim insulinini tiketebilirler. Hamileler icin

sakincalidir.

. Biguanitler (Instilin Duyarlilastirici  Ilaclar):  Sulfoniltire
grubundan farki, insulin sekresyonunu uyarmamalaridir.
Hipoglisemi riski sulfonilire grubundan daha dusutktur.
Metformin tek basina veya sulfonilire grubu ile birlikte
kullanilabilir. Glukoneogenezi engelleyerek karacigerden kana
verilen glukoz miktarini azaltir. Hiperlipidemiyi 6nler. Hastalar
genellikle kilo kaybederler. Bazi uzmanlar yeni tani konan Tip 2
diyabetiklerin tedavisinde ilk ila¢c olarak tercih etmektedirler.
Oral yolla alindiktan sonra emilimi c¢ok iyidir, serum
proteinlerine baglanmaz ve metabolize edilmez, bdbreklerden
atilir. Gastrointestinal sistemde yan etki gosterirler. Nadiren
6lumle sonuclanan laktik asidoz gelistirebildiginden fenformin
kullanimdan kaldirilmistir. Uzun sureli kullanilmas: Biz
vitamininin emilimini bozabilir, renal ve hepatik yetmezligi

olanlarda kontrendikedir.

. Enzim Inhibitérleri: Akarboz, miglitol ve vogliboz a-glukozidaz
enzimini inhibe ederek, nisasta ve disakkaritlerin emilimini
azaltirlar.  Turkiye’de sadece akarboz  bulunmaktadir.
Pankreastan insulin salinimini ya da insuilinin periferik
dokulardaki etkilerini artirmadigindan hipoglisemiye yol

acmazlar. Postprandial (yemek sonrasi) glisemiyi duizenlerler.
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Oral hipoglisemiklerle ve insulinle birlikte kullanilabilirler.

Siskinlik, diyare ve abdominal kramplara neden olabilirler.

Inkretin mimetik ilaclar, inkretin hormonlar taklit ederek ya da
inkretinlerin degredasyonunu inhibe ederek etki gésterirler. Bu
yeni grup ajanlar icinde Glukagon-benzeri peptit 1 (GLP-1)
analoglar1 ve dipeptidil peptidaz IV (DPP-1V) inhibitérleri yer
almaktadir. Saksagliptin, sitagliptin, vildagliptin DPP-IV
enzimini inhibe ederler. Hipoglisemiye neden olmazlar. GLP-1’in

parcalanmasini engelleyerek inkretin etkiyi artirilar.

D. Tiazolidindionlar (Instilin Duyarlilastirici Ilaclar): Rosiglitazon
ve pioglitazon bu gruptaki ilaclardir. Instlin direncini
dusururler. Periferal 6dem, kilo alimi, kardiyovasktler riskler
gibi yan etkileri bulunmaktadir. Hepatik yetmezligi olanlarda

kontrendikedirler.

E. Non-Sulfoniltireler (Meglitinitler-instilin =~ Salgilatici  Ilaclar):
Repagilinit ve nateglinit bu grup ilaclardir. Instilin salinimini
artirirlar. Kisa strede etki ederler ve postprandial glisemiyi
dizenlerler. Renal veya hepatik yetmezligi olanlarda

kontrendikedirler.

Aciklananlar disinda, parenteral olarak kullanilan GLP-1 reseptor
agonistleri ve amilin agonistleri de diyabet tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Eksenatit ve liraglutit GLP-1 reseptor
agonistleridir. Instilini artinp glukagonu dustrerek ve mide
bosalmasini geciktirerek etki ederler. Hipoglisemiye ve kilo alimina
neden olmazlar. Pramlintit ise amilin agonistidir. Glukagonu azaltip
mide bosalmasini geciktirirek etki eder. Postprandial glisemiyi

duizenler, kilo kaybi saglarlar.
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[lac kullanimi disinda diyabet tedavisi sirasinda duistik kalorili ve
yagdan fakir beslenme, fiziksel aktivitede bulunma da instulin
salinimini artirict ve insulin direncini distrtct etki saglamaktadir

(Mycek ve ark., 1997; Ayvaz ve Kan, 2010; Powers, 2012).

1.1.4. Diyabetin Neden Oldugu Kronik Komplikasyonlar

Mikrovaskuiler Bozukluklar: Go6z hastaliklar1 (retinopati), makular

6dem, néropati, nefropati

Makrovasktuiler Bozukluklar: Koroner kalp hastaliklari, periferal arter

hastaliklari, serebrovaskuler hastaliklar

Digerleri:  Mide-bagirsak  hastaliklar1  (gastroparezi,  diyare),
genitolriner hastaliklar (Gropati, sekstiel disfonksiyon), deri
hastaliklari, enfeksiyonlar, katarakt, glokom, diseti rahatsizliklari,

duyma kaybi

(Powers, 2012)

1.2. Antidiyabetik Aktivite Arastirma Yontemleri

Diyabet cesitli hayvan turlerinde;
e Cerrahi,
e Farmakolojik,

e Genetik yontemlerle olusturulabilmektedir.

Ilk deneysel klasik diyabet modeli képeklerde pankreasin cikartilmasi
(pankreatektomi) ile olusturulmustur. Cerrahi yolla diyabet
olusturulurken pankreasin %90 1na yakin kismi cikarilmaktadair.

Farmakolojik yéntemler arasinda streptozotosin ve alloksan en cok

kullanilan diyabetojenik ajanlardir ve hastaligin bircok gérinimunu
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calismak tizere iyi birer modeldir. Iki ila¢c da parenteral, intravenéz,
intraperitonal veya subkutan olarak kullanilirlar. Birlikte verildikleri
tampon c¢ozelti ve pH’s1 kritik 6nem tasir. Verildikleri doza gbére deney
hayvanlarinda Tip 1 ve Tip 2’ye benzer sendromlar veya glukoz

intoleransi gérulur (Gur, 2010).

Yetiskin sicanlarda tek doz (40-60 mg/kg) damar ici yolla STZ
uygulamasi1 insuline bagimh diyabete, ergin olmayan sicanlara tek
doz periton ici veya damar ici yolla 100 mg/kg STZ uygulamas: ise
instilinden bagimsiz diyabete neden olmaktadir (Ontiirk ve Ozbek,
2007). Alloksanin toksik etkisi Ozellikle pankreas [ htucrelerine
o6zgudur. Glukozla uyarilan instlin salinimini inhibe eder; yuksek

dozlar ise B hiicre nekrozu yapar (irer ve Alper, 2004).

Genetik modeller, alloksan veya streptozotosin gibi kimyasal ilaclarin
meydana getirdigi istenmeyen yan etkiler olmaksizin ilacin etkisinin
degerlendirilmesine olanak saglar. Instilin direnci; obezite, dislipidemi
ve hipertansiyonla birlikte gelistiginden tip 2 diyabetin fizyopatolojik
mekanizmalarini c¢alismak icin genetik modeller ideal gibi
gorinmektedirler. Ob/Ob fareler ve spontan diyabetik Gato-Kakizaki
sicanlar Tip 2 modeli ¢calismak icin uygundurlar. NOD fareler 12-13.
haftalarda hiperglisemi gosterdiklerinden Tip 1 model icin

kullanilirlar (Gur, 2010).

Kimyasal ve dogal kaynakli ila¢ maddeleri icin inkretinler, PPAR-y
(peroksizom proliferatér aktivite reseptorler-y) gibi transkripsiyon

faktorleri 6nemli in vivo modellerdir.

Antidiyabetik aktivite arastirmalarinda in vivo modelleri tamamlayici
olarak insulin sekresyonu ve glukoz alimi ile ilgili in vitro calismalar
da yapilmaktadir. Pankreatik adacik hticreleri kullanilarak yapilan

deneylerde insulin salgilanmasinin farkli adimlarn  c¢alisilir.
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Pankreasin (3 htuicrelerinde sitoplazmik ATP/ADP oranindaki artma
sonucu voltaja bagimli Ca*2? kanallar1 aktive edilerek plazma
membraninin depolarizasyonu ile ATP-duyarli K* kanallan
kapatilmaktadir. Intraseliiler Ca*? konsantrasyonunun artmasi
insulin salgilanmasinin baslamasina neden olur. Bu yolaklar hem
kontrol hem de diyabetik sicanlar veya farelerde izole pankreatik [3
huicreleri ile calisilmaktadir. Instilin salan hiticre kulttirlerinde de
antidiyabetik aktivite deneyleri yapilmaktadir. Cok kullanilan htucre
kultarleri RIN, HIT, B-TC, MIN6 ve INS-1’dir (Fréde ve Medeiros,
2008; Gur, 2010).

Glukoz alim (up-take) inhibisyonunu degerlendirmek icin karaciger
perflizyonu gibi in vivo calismalar, gastrointestinal absorbsiyon
metotlar1 ve antioksidan enzim sistemleriyle karaciger glikojen duzeyi

tahmin edilmektedir.

Glukoz alimi icin yapilan in vitro calismalarda adipoz dokunun,
obezite ile Tip 2 diyabet arasinda anahtar oldugu dusunulmektedir.
Intraseltler lipit konsantrasyonu ve instilin direncinin artmasi hticre
hasarina neden olur ve lipotoksisite gelisir, obezite ve Tip 2 diyabet
ilerler. Instulin direnci ile iligkili yolaklar cesitli adiposit hticre

kudltarleri kullanilarak arastirilir.

Antidiyabetik aktivite akut veya kronik olarak tedaviden sonra deney
hayvanlarinda, beden agirligi, glinliik icilen su, yenilen yem miktari,
oral glukoz tolerans testi, aclik kan glukozu, serum lipit duzeyleri,
karaciger glikojeni, serum insulin duzeyi, glukozillenmis hemoglobin
diizeyi (HbA1c), karbonhidratlar1t metabolize eden enzim duizeyleri gibi
parametrelerle incelenir. Ilacin yara iyilesmesine etkileri ve
antioksidan 0zellikleri diyabetik ve diyabetik olmayan hayvanlarda

arastirilan diger parametrelerdir (Gur, 2010).
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1.3. Serbest Radikal ve Antioksidan

Oksijen insan yasami icin cok elzem olmasina karsin, normal
metabolizma sirasinda Uretilen bazi reaktif oksijen turleri viicuda
yogun bir zarar verme potansiyeline sahiptir. Cogunu serbest
radikallerin olusturdugu reaktif oksijen turleri normal oksijen
molekultyle karsilastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha yliksek
olan oksijen formlaridir. Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde
bir veya daha fazla cift olusturmamais elektron iceren ytksek enerjili,
stabil olmayan bilesiklerdir. Bu ciftlenmemis elektron serbest radikal-
lere buyuk bir reaktiflik kazandirarak protein, lipit, DNA ve nukleotit
koenzimler gibi bircok biyolojik materyale zarar vermelerine neden
olmaktadir. Bu zararin yaslanmay: tesvik ettigi ve ayrica kalp-damar
hastaliklari, cesitli kanser turleri, katarakt, bagisiklik sisteminde
zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklari gibi bircok hastaliga

sebep olduguna dair bilgiler bulunmaktadar.

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6énleyen, serbest
radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere
“antioksidan” adi verilir. Antioksidanlar mekanizmalarina gore,
birincil ve ikincil antioksidanlar olmak tuzere ikiye ayrilmaktadir.
Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek bun-
larin daha zararli formlara déntismelerini ve yeni serbest radikal
olusumunu Onleyen bilesiklerdir. Birincil antioksidan kategorisinde
yer alan suUperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve
katalaz gibi enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme
yetenegindedir. Bu enzimler genel olarak serbest radikallerin DNA,
proteinler ve lipitler gibi huicresel bilesenlere zarar vermesini
sinirlandirmak suretiyle bir hticresel boélgeden digerine gecisini de

onleyebilmektedirler. Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini
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yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran C vitamini, E
vitamini, Urik asit, bilurubin ve polifenoller gibi bilesiklerdir (Koca ve

Karadeniz, 2003).

1.3.1. Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

Reaksiyon mekanizmalarina goére antioksidan kapasite tayinleri

baslica iki gruba ayrilabilir:

1. Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)

2. Elektron transferine dayanan reaksiyonlar (ET)

Uctincti bir grup hem HAT hem de ET reaksiyon mekanizmalarini

icerir.

1.3.1.1. Hidrojen Transferine Dayanan Reaksiyonlar

1.3.1.1.1. Oksijen Radikal Absorbsiyon Kapasitesi Yontemi
(ORAC)

ORAC yontemi baslangicta Ghiselli ve arkadaslar1 (1995) ve Glazer
(1990) tarafindan calisilmistir. Daha sonra Cao ve arkadaslar: (1993)
tarafindan gelistirilmistir. ORAC peroksil radikalinin antioksidan
inhibisyonunu o6lger. Bu yontemde peroksil radikali floresans 6zellik
gosteren bir molektlle (prob) floresans olmayan bir Girtin olusturmak

lUzere reaksiyona girer.

Antioksidanin koruyucu etkisinin hesaplanmasi, floresans bozunma

egrisinin altindaki integre edilmis net alandan yapilir (AUC).
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[Alan antioksidan- Alan kor (antioksidan olmayan)]

Boylece peroksil radikalleri ile oksitlenen bir hedef molekultin bir
antioksidan tarafindan ne kadar korundugu, hedef molekulin
bozunmas: floresans takibi ile izlenerek bulunur (Buyuktuncel,

2013).

1.3.1.1.2. Toplam Radikal Tuzaklayici Antioksidan Parametre
Yontemi (TRAP)

Orijinal TRAP yo6ntemi Wayner ve arkadaslari (1985) tarafindan
gelistirilmistir ve insan plazmasinin antioksidan kapasitesinin
degerlendirilmesi icin kullanilmistir. Bu yéntem, bir azo bilesiginin
[AAPH= 2'-azobis(2-amidinopropan)hidroklorit] termal bozunmasiyla
induklenen kontrollti bir lipit peroksidasyon reaksiyonu esnasinda
oksijen tuketiminin 6l¢ctilmesi temeline dayanir. Wayner metodunda,
coziinmus oksijen tuketimi, lipit peroksidasyon hizinin bir
gostergesidir ve bundan dolay: plazmanin bu reaksiyonu engelleme
kabiliyetinin dolayli olarak o6l¢ctilmesidir (Badarinath ve ark., 2010;
Buyuktuncel, 2013).

1.3.1.1.3. Karotenoit (Krosin) Agartma Yontemi

Karotenoitlerin otooksidasyon yoluyla renkleri acilir. Oksidasyon 1s1k
veya 1s1 yoluyla veya peroksil radikalleri ile baslatilir. Bu renk
acilmasi1 radikallere hidrojen atomu veren klasik antioksidanlar
tarafindan Onlenebilir veya azaltilabilir. Hedef olarak (-karoten
siklikla kullanilmasina ragmen, p-karotenin 470 nm’de rengini
kaybetmesi, birka¢c yolla olabilir. Bu yuzden sonuclarin

yorumlanmasi zordur. Buna karsilik, ilk olarak Bors ve arkadaslar
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(1984) tarafindan oOnerilen krosinin yalnizca radikal oksidasyonu
yoluyla rengi acilir. Bu nedenle [3-karoten yerine tercih edilir (Huang

ve ark., 2005; Buyuktuncel, 2013).

1.3.1.2. Elektron Transferine Dayanan Reaksiyonlar (ET)

Spektrofotometrik ET-dayanan metotlar; bir reaksiyon karisiminda
iki bilesen icerir: Antioksidan ve oksidan. Oksidan antioksidandan
bir elektron alir ve bu oksidanda renk degisimine neden olur. Renk

degisiminin derecesi, antioksidan derisimiyle orantilidir.

1.3.1.2.1. Folin-Ciocalteu Yontemi (FC)

Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) molibdofosfotungstik heteropoliasittir.
FCR, fenolik olmayan pek cok bilesik tarafindan (Ornegin vitamin C,
aromatik aminler, Cu(l) gibi) indirgenebilecegi icin, fenolik bilesiklere
spesifik degildir. FC metodu gercekte bir Ornegin indirgeme
kapasitesini Olcer (Prior ve ark., 2005). Fenolik bilesikler FCR ile
yalniz bazik kosullar altinda reaksiyona girerler (Sodyum karbonat
cozeltisiyle pH 10’a ayarlanir). Fenolik bir protonun ayrilmasi, FCR’yi
indirgeme yetenegine sahip bir fenolat anyonun olusmasina neden
olur. Fenolat ve FCR arasinda olusan mavi bilesikler, fenolik
bilesiklerin yapisindan bagimsizdir. Bu ylzden metal merkez ve
fenolik bilesikler arasinda koordinasyon bilesigi olusma olasilig g6z
ard: edilir (Huang ve ark., 2005). Mavi renkli kompleks olusumu 765
nm’de spektrofotometrik olarak o6lculir. Standart olarak genellikle
gallik asit kullanilir ve sonuclar gallik asit esdegeri olarak (mg/L)

ifade edilir (Buyuktuncel, 2013).
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1.3.1.2.2. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Yontemi (TEAC)

TEAC yo6ntemi ilk olarak Miller ve Rice-Evans tarafindan 1993 yilinda
rapor edilmistir. Re ve arkadaslar1 (1999) bu metodu gelistirmislerdir.
Gelistirilmis yo6ntemde, 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik
asit) (ABTS)'in persulfatla oksidasyonuyla, ABTS** radikali
olusturulur. Bu radikal, toplam radikal stiptirme kapasitesini 6l¢cmek
icin kullanilir. Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan ABTS’nin
rengini kaybetmesi temeline dayanir. Molektllerin kararli serbest
radikali sUplUrme kabiliyeti, vitamin E’nin suda c¢6ztnebilen bir
analogu olan  Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit) ile karsilastirilmasi yapilir (Bayuktuncel, 2013).

1.3.1.2.3. Demir (III) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giic
Yontemi (FRAP)

FRAP yonteminin avantaji elektron-transfer reaksiyonu olmasidir.
Burada  Fe(Ill) tuzu, Ferriktripiridiltriazin, [Fe(IlI)(TPTZ)2Cls
(TPTZ=2,4,6- tripiridil s-triazin)], oksidan olarak kullanilir (Benzie ve
Strain, 1996). Fe(Ill) tuzu redoks potansiyeli (~70 V) ABTS*nin redoks
potansiyeli (0,68 V) ile benzerdir. Bu yuzden, TEAC ve FRAP
yontemleri arasinda pek fark yoktur. TEAC y6éntemi, nétral pH’da,
FRAP yontemi ise demirin ¢O0zUnurligini saglamak icin asidik
kosullarda (pH 3,6) gerceklestirilir. Distuk pH degerinde, Fe(lll)- TPTZ
kompleksi, Fe(ll) formuna indirgenir. Bu kompleks koyu mavi
renklidir ve absorpsiyon maksimumu 593 nm’dir. FRAP sonuclari,
analiz zamanina bagl olarak buiytik dl¢ctide degisebilir. Hizli reaksiyon
veren polifenoller, 4 dakika gibi kisa analiz zamanlarinda tayin
edilirler. Bununla birlikte, bazi polifenoller daha yavas reaksiyon

verirler ve tayin icin daha uzun analiz sUreleri gerektirirler (30



19

dakikadan birkac saate kadar). Pulido ve arkadaslari, kafeik asit,
tannik asit, ferulik asit, askorbik asit ve kersetin gibi polifenoller icin
absorbansin 593 nm’de yavas yavas arttigini saptamislardir (Pulido

ve ark., 2000).

1.3.1.2.4. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Siipiirme

Kapasitesi Yontemi

DPPH:" radikali, birkac¢ kararli organik azot radikalinden bir tanesidir.
Koyu menekse renktedir. Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar
tarafindan bir redoks reaksiyonuna bagli olarak suUpuridlmesi
temeline dayanir. Metanolik DPPH cé6zeltisinin koyu menekse rengi
acilir ve absorbanstaki azalma UV spektrofotometresiyle olcultir

(Buytktuncel, 2013).

1.3.1.2.5. Cu(II))nin Oksidan Olarak Kullanildiga Toplam
Antioksidan Potansiyel Yontemi (CUPRAC)

Bu yontem, bir numunedeki antioksidanlar tarafindan Cu(Il)’nin
Cu(l)’e indirgenmesi temeline dayanir. Apak ve arkadaslarinin (2004)
gelistirdigi bu yo6ntemde, 2,9-dimetil-1,10- fenantrolin (Neokuproin
veya Nc)'in Cu(ll) ile olusturdugu bakir(lI)-neokuproin kompleksinin
(Cu(Il)-Nc), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(])
neokuproin [Cu(I)-Nc] kelatina indirgenme yeteneginden yararlanarak

antioksidan kapasite hesaplanmaktadir (Bliyuktuncel, 2013).

Yukarida acgiklanan yontemler disinda, Hidroksil Radikali Stpurtct

Etki (HORAC), Lipit Peroksidasyonunun Inhibisyon Kapasitesi (LPIC),
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Oksijen Aliniminin Inhibisyonu (IOC) gibi spektrometrik yéntemler de
kullanilmaktadir (Badarinath ve ark., 2010; Pisoschi ve Negulescu,
2011).

Spektrometrik ydntemlerin yani sira kromatografik yontemler (Gaz
kromatografisi ve HPLC) ve elektrokimyasal yoéntemler (Siklik
voltametri, amperometrik yéntem, biamperometrik yéntem, biosensoér
yontem) de antioksidan kapasitenin tayininde kullanilmaktadir

(Pisoschi ve Negulescu, 2011).
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1.4. Botanik Bilgiler

Ik kez 1753 yilinda Linne’nin Species Plantarum isimli eserinde yer
alan (Connelly, P., 2009) ve Asteraceae familyasinda bulunan Bidens
L. cinsinin dunyada yaklasik olarak 280 turt yetismektedir.
(Korkmaz ve ark.,2011). Cinse ait turlerin cogunlugu Amerika
kitasinda yetismekte olup, Avrupa’da 4-5 turd bulunmaktadir
(Chalchat ve ark., 2009). Ulkemizde 4 tiir, 5 takson ile temsil
edilmektedir (Korkmaz ve ark., 2011).

Bidens cernua L.

B. cernua var. radiata

(Davis, 2000)

B. tripartita L.
(Davis, 1982)
B. frondosa L.

(Coskuncelebi ve ark., 2007)

B. bipinnata L. (Korkmaz ve ark., 2011)
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Bidens L. cinsinin sistematikteki yeri su sekildedir:

Alem : Plantae (Bitkiler)
Alt Alem : Tracheobionta (Damarl: Bitkiler)

Ust B6lim  : Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)

Bolum : Magnoliophyta (Cicekli Bitkiler)
Sinif : Magnoliopsida (Dikotiledonlar)
Alt Simaf : Asteridae

Takim : Asterales

Familya : Asteraceae

Cins : Bidens L.

(USDA Plants Database)

1.4.1. Asteraceae Familyasinin Ozellikleri

Asteraceae (diger adiyla Compositae familyasi) tyeleri, diinyada cok
genis bir alana yayilmistir ve Antartika disinda hemen hemen her
bolgede yetismektedir. Yerylizinde Asteraceae familyasi 23.000’den
fazla turle temsil edilmektedir. Bu say1 Angiospermler’in % 10una
denktir. Asteraceae familyasinin cografik orijinin bazi arastirmacilar
GlUney Amerikanin Kuzeyi, bazilar1 da And Daglarinin Kuzeyi
oldugunu dustinmektedirler. Bremer tarafindan yapilan
calismalarda, Asteraceae familyasinin orijininin Guney Amerika ve
Pasifik oldugu ileri stirtulmustir (Bremer ve Humphries, 1993; Kursat

ve Civelek, 2011).

Yurdumuzda 133 cins ve 1156dan fazla turi bulunmaktadir.
Bitkilerin ¢ogu otsu olmakla beraber, az sayida ¢ali ve agac formunda

olanlar vardir. Yapraklar alternan veya opozit dizilisli ya da hepsi
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tabandadir. Cicek durumu kapitulumdur; tabaninda braktelerden
meydana gelmis bir involukrum bulunur. Cicekler erdisi veya tek
eseyli, aktinomorf veya zigomorftur. Kapitulum dilsi (ligulat) ve tipst
(tubulat) ciceklerden olusmaktadir. Bazi turler yalnizca dilsi ya da
tipsu cicekleri tasiyabilmektedir. Ciceklerde kaliks, papus (semsiye
biciminde killar), halka veya pul bicimindedir bazen de koérelmistir.
Korolla 5 petalli, simpetal, tiip biciminde veya dil seklinde uzamaistir.
Stamenler 5 adet, birlesik anterli, serbest flamentlidir (singenezik).
Ovaryum alt durumlu, iki karpelden meydana gelmis tek ovulludur.
Meyva tipi akendir, tepesinde bazen bir papus veya kaliks artigi
bulunabilir. Familyada bulunan bitkilerin cogu Compositae tipi salgi
tiyd ve Ort tuyu tasir (Baytop, 1996; Tanker ve ark., 1998;
Wikipedia, 2013).

Asteraceae familyasi iki alt familyaya ayrilarak incelenir; Asteroideae
(Tubuliflorae) ve Cichorioideae (Liguliflorae). Asteroideae alt
familyasinda kapitulumdaki ciceklerin hepsi veya en azindan
ortadakiler tip seklinde, cevredekiler dilsidir. Cogunlukla stit (lateks)
borusu tasimazlar. Eczacilikta kullanilan ve drog veren bitkilerin
cogu bu taksondadir. Cichorioideae alt familyasinda kapitulumu
olusturan ciceklerin hepsi ligulattir. Bitkiler stit borusu tasir ve ender

olarak ucucu yag icerirler (Tanker ve ark., 1998).

1.4.2. Bidens L. Cins Ozellikleri

Hemen hemen tuysuz, dik tek (bazen c¢ok) yillik otsu bitkilerdir.
Yapraklar opozit, dentat, basit veya pinnatisekttir. Kapitulumdaki
butin cicekler ayni1 eseydedir (homogamus), kapitula diskoit (bazen
heterogamus ve radiattir), korimbus- panikulattir. Involukrum can
seklinde (kampanulat) veya hemisferik, involukrum brakteleri 2 sira

halindedir, dis kisimda bulunan brakteler yapragimsi ve az cok
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belirgin, i¢ kisimdakiler cok daha kisa ve zarimsidir. Reseptakulum
duz, palealidir. Korolla sar1 renktedir. Akenler 6nden arkaya yass1 ya
da zayifca koseli ve oblong seklindedir. Papus 2 veya 4 adet kalici

sert, geriye donuk ve kils1 aristalidir (Davis, 1975).

1.4.2.1. Bidens L. Cinsinin Tayin Anahtari

1. Yapraklar, basit-serrat; akenler 4 aristali...... B. cernua L.

a) Kapitula diskoit.......c.cooiiiiiiiiiiiiiiiii var. cernua
b) Kapitula radiat...........coceieiiiiiiiiiiiiinin... var. radiata DC.
1.Yapraklar, loblu veya pinnat; akenler 2 veya 4 aristali..B. cernua

L.
2. Alt yapraklar en az 3-Sloblu ...l B. tripartita L.
2. Tum yapraklar pinnat
3. Yapraklar 1 pinnat akenler yassi, 2 aristali ......... B. frondosa L.

3. Yapraklar 2-3 pinnat akenler 4 koéseli, 4 aristali..B. bipinnata L.

(Korkmaz ve ark., 2011)

1.4.2.2. Bidens Tiirlerinin Tirkiye’deki Yayilisi:

Bidens cernua; A3 Bolu, Bolu Dagi 900m, B5 Kayseri, B10 Agri,
Dogubeyazit-Igdir 1060m, C4 Konya/Antalya Geyikdag:i 610m (Davis
1982).

B. cernua var. radiata; Bitlis (Adilcevaz) 1900m (Davis 2000).

A3 - Dtizce, Efteni G611, g6l kenari, taban suyu bulunan alan,
30.07.2005,
N40°45'375" E31°03'95" (Aksoy, 20006)
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B. tripartita; Al Balikesir Kus Cenneti, A2(E) istanbul Zekeriyakdy,
A3 Sakarya Karasu, A4 Ankara Kizilcahamam, A6 Samsun 8km bati,
A7 Trabzon Hamsikdy lkm kuzey 1200m, A8 Rize-Karadere 300m,
A9 Coruh, B4 Ankara Beynam Ormani 1200m, BS Kayseri, B6
Maras, B8 Bitlis, Kiritkkale Akkuyu 1100m (Davis 1982).

C6 Gaziantep: Sof Dag:1 (Ozuslu ve Tel, 2008).
Kirikkale, Karagtiney dagi, 1100 m,bozkir alanlar (D6nmez, 2002).

A3 - Duizce, Cicekli, Sehirli Yayla, acik cayirlik alan, dogu baki, 1530

m.,
03.08.2004, N40°37'750" E031°11'404" (Aksoy, 2006).

Afyon, Kumalar Dagi, Sincanli, Akéren kéyu 1050 m, cayirlik alanlar
(Akcicek, 2003).

Ankara, Kibris kéyu vadisi, Akcadere mevkii, dere kenar1 golgeli
yerler, 1000 m, Kas yaylasi, Anamur-Ermenek anayolu 28. Km, Cam

ormanlarinin i¢i 750 m, (Yildiztugay ve Kucukoduk, 2010)

B. frondosa; A8 Rize lyidere merkez kavsak, A8 Artvin sehir merkezi
yol kenari, A7 Trabzon Kanuni kamptisti 50-100m (Coskuncelebi ve
ark., 2007).

B. bipinnata; A6 Samsun Terme-Goélyazi1 yol kenarlarinda dogal
korunmus alanlarda 5Sm; Samsun Terme-Sakarli kéyud, yol kenarlar:

ve findik yetisen alanlarda 5 m (Korkmaz ve ark., 2011)
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1.4.2.3. Bidens Tiirlerinin Etnofarmakognozik Ozellikleri ve

Tedavide Kullanilisi

Meksika’da B. pilosa L. bitkisinin timu kullanilarak hazirlanan
dekoksiyon diyabet tedavisinde kullanilmaktadir (Alarcon-Aguilara
ve ark., 1998).

B. pilosa L. Kamerun'un gliney boélgelerinde halk arasinda cesitli kalp
rahatsizliklarinin tedavisinde ve GuUney Amerika’da yuksek kan

basincinin distrilmesinde ampirik olarak kullanilmaktadir (Dimo ve

ark., 1998).

B. pilosa var. radiata Schult. Bip halk tibbinda peptik tlseri de iceren
mide hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Alvarez ve ark.,

19909).

Etnobotanik calismalar B. pilosanin Kamerun’da yara tedavisinde,
Brezilya ve Venezuela’da kronik duodenal ulserde geleneksel olarak

kullanildigini géstermistir (Tan ve ark., 2000).

B. pilosa L. Afrika geleneksel tibbinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Guney Afrika Zulu’da antienflamatuvar 6zellligi
nedeniyle yapraklar cignenerek kullanilmaktadir. Bitkinin tim
kisimlar1 tedavide kullanilmaktadir. Calismalarda yapraklarin,
sarilik, dustk riski, konjuktivit, dis agrisi, Oksuruk, bagirsak
parazitleri ve ates tedavisinde kullanildigi bildirilmektedir. Cicekli
yapraklar agr1 tedavisinde, tim bitki kiritk ve havalede, cicekler ise
diyare, dizanteri, hazimsizlik ve besin zehirlenmesinde

kullanilmaktadir. Amazonlarda (Peru) sap hastaligi, anjina, diyabet,
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dizanteri, dismenore, 6dem, hepatit ve dropside (su toplanmasi)
kullanilmaktadir. Kamerun’da bitkinin yuksek tansiyona bagh

problemlerde kullanildig: bildirilmistir (Dimo ve ark., 2001).

B. pilosa L. geleneksel tipta diyabet kontroliinde, influenza ve
gastroenterit tedavisinde kullanilmaktadir. Biyolojik calismalar B.
pillosanin  antihiperglisemik, antitilserojenik, immunosupresif,
antienflamatuvar, vazodilatér, hipotansif, antimalaryal, antibakteriyel
ve hepatoprotektif etkilerinin yaninda antimikrobiyal, antiviral,
immunostimulan, dildretik, antikanser, sedatif ve antitussif

etkilerinin de oldugunu géstermistir (Chang ve ark., 2001).

B. parviflora Dbitkisi geleneksel Cin tibbinda, antipiretik,
antienflamatuvar ve antiromatizmal olarak kullanilmaktadir (Wang ve

ark., 2003).

B. pilosa L. yapraklarindan izole edilen bilesiklerin,
antienflamatuvar, immunosupresif, antibakteriyel, antimalaryal,
antihiperglisemik, etkilerinin oldugu goértilmustir (Chang ve ark.,

2004).

B. pilosa L. dinyanin farkli bélgelerinde diyabete karsi halk ilaci
olarak kullanilmistir (Hsu ve ark., 2009).

Malarya parazitlerinin sentetik ilaclara karsi direnc gelistirdigi
Brezilya’da Bidens tlirleri yaygin olarak bulunmaktadir. In vitro
calismalarda Bidens pilosanin kokleri ve toprak ustid kisimlarinin
Plasmodium falciparum’a karsi en giclil ve umut verici bitki oldugu

anlasilmistir (Connelly, P., 2009).
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Bidens cernua L. Asteraceae familyasina ait tek yillik bir bitki olup,
Avrupa ve Asya tulkelerinde akarsu, g6l ve bataklik kiyilarinda
yetismektedir. Bitkinin toprak tisttl kisimlar1 halk arasinda metabolik
hastaliklar, zayiflik, cilt hastaliklari, sebore, psoériasis, yara, timor
tedavisinde, ayrica diuretik ve sudorifik (terletici) olarak

kullanilmaktadir (Rybalchenko ve ark., 2010).

Duinya Saglik Orgtittintin 2010 yilinda B. tripartita L. (Herba Bidentis)
ile ilgili monografinda bitkinin antimalaryal, koleretik, antitilser ve

fotoprotektif etkilerinden s6z edilmektedir. (WHO Monographs, 2010).

Polonya halk tibbinda B. tripartita’dan antienflamatuvar ve immun
sistemi uyarici etkileri nedeni ile yararlanilmaktadir. Ayrica, cilt
hastaliklar1 ve hasarli kan damarlarinin tedavisinde kullanilmaktadir

(Tomczykowa ve ark., 2011).

Afrika geleneksel tibbinda B. pilosa L. enflamasyon, diyare, dizanteri,
kulak iltihabi, g6z iltihabi, bas agrisi, kas agrisi, malarya ve boécek

1isirmalarinda kullanilmaktadir (Chauhan ve ark., 2011).

Jamaika’da yetisen bir tlr olan Bidens reptans surgunlerinden
hazirlanan dekoksiyon menstrual rahatsizliklarda kullanilmaktadir.
Adet olamama durumunda 9 sabah cay seklinde icilmektedir

(Medicinal Plants of Jamaica).
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1.5. Bidens Tiirlerinden izole Edilen Kimyasal Bilesikler

Bidens turlerinden flavonoit, sterol, terpenoit, fenilpropanoit,
doymus-doymamig-aromatik hidrokarbonlar ve poliasetilenik yapida
bilesikler izole edilmistir. Bu Dbilesikler icinde flavonoit ve
poliasetilenik bilesikler genis yer kaplamakla birlikte kafein ve
asetiltiyofen gibi azot ve kukurt iceren bilesikler, disakkaritler ve a-
tokoferil kinon gibi cesitli bilesikler izole edilmistir. 2011 yilina kadar
sadece B. pilosa’da yaklasik 198 adet bilesik tespit edilmistir (Silva
ve ark., 2011).

1.5.1. Flavonoitler ve Poliasetilenik Bilesikler

Pagani ve Romussi'nin 1971 yilinda yayinladiklar1 bir calismada, B.
frondosa L. ciceklerinin sulu metanol ekstresinin poliamit kolonda
etil asetat ve su ile fraksiyonlanmasi sonucu tridekatetrain-
(4,6,8,10)-en-(2)-triol-(1,12,13) D-glukozit bilesigi izole edilmistir.
Bilesigin yapis1 IR, UV ve NMR ile tayin edilmistir (Pagani ve Romussi,
1971).

1992 yilinda yayinlanan bir calismada, B. campylothecanin toprak
Ustd kisimlar1 sirasiyla n-hekzan, kloroform ve metanol ile ekstre
edilmistir. Metanol ekstresi sefadeks LH-20 kolonda fraksiyonlanmais
ve poliasetilen glukozit iceren fraksiyon toplanmistir. Ters faz semi-
preparatif HPLC ile 4 adet poliasetilenik glukozit, 2-0O-8-D-
glukoziltrideka-3E,11E-dien-5,7,9-trin-1,2,13-triol (1), 2-0-B-D-
glukoziltrideka-3E,11E-dien-5,7,9-trin-1,2-diol (2), 2-0-B-D-
glukoziltrideka-3E,11Z-dien-5,7,9-trin-1,2-diol  (3) ve 2-0-8-D-
glukoziltrideka-11E-en-3,5,7,9-tetrain-1,2-diol (4) izole edilmistir.
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Bilesiklerin yapilar1 UV, MS, 'H-NMR, 13C-NMR ve COSY-NMR ile
tayin edilmistir (Bauer ve ark., 1992).

OH
H OGlu H
1: Ri= CH,0OH, R,=H
2: Ry;= CHjs, Ry=H
3: Ri=H, R,= CH3
H
\| - — — | H
H OH
OGlu H

Bauer ve ark., 1992

Pereira ve arkadaslarinin 1999 yilinda yayinladig: bir calismada, B.
pilosa L. bitkisinin yapraklarindan hazirlanan metanol ekstresinden
hareketle silika jel H kullanilan vakum sivi kromatografisi ile n-
hekzan, etil asetat ve metanol fraksiyonlar: elde edilmistir. RP18
kolon kromatografisi, izokratik preparatif HPLC gibi ydntemlerle
poliasetilenik yapida 2-O-3-D-glukoziltrideka-11 E-en-3,5,7,9-tetrain-
1,2-diol bilesigi izole edilmistir (Pereira ve ark., 1999).
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Pereira ve ark., 1999

Ortega ve arkadaslarinin bir calismasinda B. subalternans’in
metanollil ekstresinden maslinik asit, oleanolik asit, stigmasterol,
stigmasterol-3-O-3-D-glukozit ve B. aurea’nin metanollti ekstresinden
2’-hidroksi-4,4’-dimetoksikalkon elde edilmistir (Ortega ve ark.,
2000).

Bir diger calismada, B. parvifloranin tim kisimlarinin %60Tik
etanollil ekstresi hekzan, etil asetat, n-butanol ve su fraksiyonlarina
ayrilmis, n-butanol fraksiyonundan hareketle Sefadeks LH-20 kolon
kromatografisi, silika jel kolon kromatografisi ve preparatif HPLC gibi
yontemlerle poliasetilenik glukozit yapida bilesikler olan bidensineozit
A1, A2, B, C (1-4) ve 3-deoksibidensineozit B (5) bilesikleri izole
edilmis ve kimyasal yapilar1 3(R), 8(E)-8-deken-4,6-din-1,3-diol 1-O-3-
D-glukopiranozit (1), deka-3(R), 8(Z)8-deken-4,6-din-1,3-diol 1-O-B-D-
glukopiranozit (2), 3(R)-deka-4,6,8-trin-1,3-diol 1-O-3-D-
glukopiranozit (3), 3(R), 8(E)-8-deken-4,6-din-1,3,10-triol 1-O-B8-D-
glukopiranozit 4), 8(E)-8-deken-4,6-din-1,10-diol 1-O-B-D-
glukopiranozit (5) olarak H-NMR, 3C-NMR, UV, EI-MS gibi
spektrofotometrik yontemlerle tayin edilmistir (Wang ve ark., 2001).
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Wang ve ark., 2001

Chang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada B. pilosa var. radiata
tirine ait bitkinin tamami kaynar su ile 2 saat ekstre edildikten
sonra n-butanol ile partitisyon yapilmistir. Iki poliasetilenik bilesik, 2-
B-D-glukopiranoziloksi-1-hidroksi-5(E) —trideken-7,9,11-trin (1) ve 3-
B-D-glukupiranoziloksi-1-hidroksi-6(E)- tetradeken-8,10,12-tirin (2)
izole edilmistir. Ayrica butanol fraksiyonunun major bilesikleri 4,5-di-
O-kafeoilkinik asit (3), 3,5-di-O-kafeoilkinik asit (4) ve 3,4-di-O-
kafeoilkinik asitin (5) yapilar1t NMR ve MS yardimiyla aydinlatilmistir.
IH-NMR ve HPLC ile 1 ve 2 numarali bilesiklerin safsizliklarinin
sirasiyla % 95 ve >% 80 oldugu tespit edilmistir (Chang ve ark.,2004).
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2004 yilinda yayinlanan bir calismada Tayvan’dan toplanmis B.
pilosa var. radiata taze tim bitki % 70°lik etanol ile 7 glin boyunca
oda sicakliginda ekstre edilmistir. Elde edilen kuru ekstre su ile
stspande edildikten sonra etil asetat, n-butanol ve su ile
fraksiyonlarina ayrilmistir. Etil asetat fraksiyonundan hareketle silika
jel kolon kromatografisi ve semi-preparatif HPLC gibi y6ntemlerle
poliasetilen yapida 1,2-dihidroksitrideka-5,7,9,11-tetrain ve 1,3-
dihidroksi-6 (E)-tetradeken-8,10,12-trin bilesikleri izole edilmistir.
Bilesiklerin yapilar1 1H-NMR, 13C-NMR, EIMS ve IR gibi spektroskopik
yontemler ile aydinlatilmistir (Wu ve ark., 2004).

Tayvan’dan toplanan B. pilosa bitkisinin taze tim kisimlan
kullanilarak % 70’lik etanol ekstresi ve ekstreden hareketle n-
butanol, etil asetat ve su fraksiyonlar1 hazirlanmistir. NMR, HPLC,
LC-MS gibi spektroskopik ve kromatografik yéntemlerle yeni bir
bilesik olan, heptanil 2-O--ksilofuranozil- (1—6)-B-glukopiranozit (1)
ve fenolik yapida 8 bilesik; 3-O-rabinobiozit (2), kersetin 3-O-rutinozit
(3), klorojenik asit (4), 3,4-di-O-kafeoilkinik asit (5), 3,5-di-O-
kafeoilkinik asit (6), 4,5-di-O-kafeoilkinik asit (7), jasein (8),

sentaurein (9) izole edilmistir (Chiang ve ark., 2004).
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Chiang ve ark., 2004
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2007 yilinda yayinlanan bir calismada Tayvan’da toplanan taze B.
pilosa bitkisinin tamaminin kaynar su ekstresinden hareketle elde
edilen butanol alt fraksiyonu RP-18 silikajel kolona uygulanmaistir.
Kolondan degisen miktarlarda MeOH/Su gecirilerek flavonoit
yapisindaki sentaurein ve onun aglikonu olan sentaureidin izole

edilmistir (Chang ve ark., 2007).

Wang ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinladigi bir calismada, B.
parvifloranin tamami % 6071k etanol ile geri ceviren sogutucu altinda
ekstre edilmistir. Hekzan, etilasetat ve n-butanol ile fraksiyonlarina
ayrilmistir. Hekzan ve n-butanol fazlarindan silika jel kolon
kromatografisi, sefadeks LH-20 kolon kromatografisi ve HPLC gibi
yontemlerle 5 kalkon, 2 flavanon ve 2 auron yapisinda bilesik izole
edilmistir. izole edilen bilesikler 2'-hidroksi-3,4,4'-trimetoksi kalkon
(1), 4,2',4',6'-tetrametoksi dihidrokalkon (2), 3,4,2',4',6'-pentametoksi
dihidrokalkon (3), 7,3',4'-trihidroksi flavanon (4), 3',4'-dihidroksi
flavanon 7-O-B8-D-glukozit (5), 3,4,2'-trihidroksi kalkon 4'-O-S-D-
glukozit (6), 3-metoksi-4,2',3-trihidroksi kalkon 4'-O-B-D-glukozit (7),
sulfuretin 6-0O-8-D-glukozit (8) ve maritimetin 7-0O-B-D-glukozit (9) dir.
1-7 numarali bilesikler B. parvifloradan ilk kez izole edilmistir. 3
numarali bilesik yeni bir dihidrokalkondur. 1 ve 2 numarali bilesikler

ise dogal kaynaklardan ilk kez izole edilmistir (Wang ve ark., 2007).

Wolniak ve arkadaslarinin bir calismasinda, B. tripartita L.’nin bazi
flavonoit bilesiklerinin  bitkideki konsantrasyonu, herba ve
ciceklerden hazirlanan ekstreden hareketle UV ve HPLC analizleri ile
belirlenmistir. Buna gore ciceklerde, % 0,229 oraninda izookanin-7-
O-glukozit (flavanomarein), % 0,116 luteolin 7-O-glukozit (sinarozit)
ve % 0,047 luteolin, herbada ise % 0,157 flavanomarein, % 0,179
sinarozit, % 0,031 luteolin bulundugu tespit edilmistir. Ciceklerde
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bulunan flavonoit miktarinin herbada bulunan miktarin yarisi
oldugu, flavanomarein miktarinin ciceklerde, sinarozit miktarinin ise
bitkinin yesil kisimlarinda fazla oldugu anlasilmistir (Wolniak ve ark.,
2007).

OH
OH
OH
HO, N
O

Flavanomarein (izookanin-7-o-glukozit)
OH
o~ | >
HO o
OH @)
Sinarozit (luteolin-7-o0-glukozit)

OH

HO o
OH

Luteolin Wolniak ve ark., 2007
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Tayvan’da toplanan B. pilosa var. radiata bitkisinin yapraklarindan 3
adet poliasetilenik glukozit yapisinda bilesik elde edilmistir. Bitki toz
haline getirildikten sonra metanol ile oda sicakliginda 48 saat suireyle
iki kez ekstre edilerek vakum altinda yogunlastirilmistir. Daha sonra
Chiang ve arkadaslarinin (2007) calismalarindaki gibi ekstre su ile
stispande edilerek etil asetat ile partitisyonu yapilmistir. Elde edilen
etil asetat faz1 silika jel kolona wuygulanmis ve kolondan
diklorometan:metanol karisimi artan polaritede gecirilmistir. Elde
edilen 8 fraksiyondan 6 numarali fraksiyon (% 10 MeOH:CH2Cly)
preparatif HPLC kullanilarak sitopiloin olarak adlandirilan 2-B.D-
glukopiranoziloksioksi-1-hidroksi-trideka-5,7,9,11-tetrain (1) izole
edilmistir. Yine ayni ekstreden Ubillas ve arkadaslarinin (2000)
verdikleri y6nteme  dayanarak diger iki bilesik; 2-Bf.-D-
glukopiranoziloksioksi-1-hidroksi-5(E)-trideken-7,9,11-trin (2) ve 3-B-
D-glukopiranoziloksioksi-1-hidroksi-6(E)-tetradeken-8,10,12-trin  (3)
izole edilmistir. (Ubillas ve ark., 2000; Chiang ve ark., 2007; Chien ve
ark., 2009).
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HaC
14

; : \_&
OH

13 \ OGlu

A\ OGlu

OH

Ubillas ve ark., 2000; Chiang ve ark., 2007; Chien ve ark., 2009

B. parvifloranin kimyasal iceriginin arastirildign bir calismada

kurutulmus toz edilmis tim bitki % 601ik etanol ile geri ceviren

sogutucu altinda ekstre edilmistir. Elde edilen ekstre suda coztlerek
D101 recine kolonda su, % 30, % 50 ve % 95 EtOH ile eltie edilmistir.

Elde edilen fraksiyonlardan hareketle silika jel kolon kromotografisi,

preparatif HPLC ve Sefadeks LH 20 kolon kromotografisi gibi cesitli

kromatografik teknikler kullanilarak flavonoit yapisinda 15 bilesik;
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akasetin 7-O-(a-D-apio-furanosil) (I—6)-3-D-glukozit (1), luteolin 7-O-
B-D-neohesperozit (2),kersetin 3-O- B-D-rutinozit (3), luteolin 7-O-3-
D-glukozit (4), akasetin 7-O-pB-D-glukozit (5), kersitrin (6), 4-Metoksi-
3,2°,3-trihidroksikalkon 4’-O-B-D-glukozit (7), kersetin 3-O-B-D-
glukozit (9), Taksifolin (10), 2’-Hidroksi-3,4,4’,6-tetrametoksikalkon
(11), kemferol (12), luteolin (13), kersetin (14), sulfuretin (15),
3,4,2’ 4’-tetrahidroksikalkon (16) ve poliasetilen yapisinda bir adet
yeni bilesik; 8-(E)-deken-4,6-din-1,3,10-triol (8) izole edilmistir (Li ve
ark., 2008).
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: Ri=-a-D-apiofuranosil(1—6)-4-D-glukoz
R2= CH3, R3:R4:H

: Ry=-B-D-neohesperidoz, R,=R4=H, R;=OH

: Ri=R,=H, R3=0H, R,=-0-$-D-rutinoz

: Ry=-p-D-glukoz, R,= R;=H, R;=OH
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Li ve ark., 2008
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Awaadin 2009 yilinda yayinladigi bir calismada, B. bipinnata
bitkisinin toprak Ustl kisimlarindan % 90°lik etanol ile hazirlanan
ekstresinden hareketle 7 adet flavonoit yapisinda bilesik izole
edilmistir. Bu bilesikler; kemferol (1), kersetin (2), kersetin 3-O-3-D-
galaktopiranozito-(6-1)-O-B-D-ksilopiranozit (3), izoramnetin 3-O-3-
D-apio-D-furanozil (1-2)- B-D-galaktopiranozit (4), kemferol-3-O-a-L-
ramnozit-7-0O-B-D-ksilozit (1-2)-O-a-L-ramnozit (5), kemferol-3-
galaktoramnozit (6) ve kemferol 3,7-O-diramnozit (7) dir (Awaad,

20009).

Ry
OH 1: R=H, RZ:R3:R4:OH

O 2: R;=H=R,=R;=R,=OH
R4 ]
3: Ri= R;=R,=0OH R,=galaktoz, ksiloz
4: R;= OCHjs, Ry=galaktoz, apioz

Rs g R 5: R;=H, R,=ramnoz, R;=OH,
R,=ksiloz, ramnoz
6: R;=H, Ry=galaktoz, ramnoz, R;=R,=OH

7. Ri=H, R,=R,=ramnoz, R;=OH

Awaad, 2009

2009 yilinda yapilan bir calismada, Brezilya, Mato Grosso do Sul’den
toplanan B. sulphurea bitkisinin kurutulup toz edilmis toprak ustt
kisimlar1 oda sicakliginda etanol ile ekstre edilmistir. Ekstreden daha
sonra sivi-sivi partitisyonla hekzan, diklorometan, etil asetat ve
metanol fraksiyonlar1 hazirlanmistir. Etil asetat fraksiyonunda DOSY
NMR (Diffusion-ordered spectroscopy) ile HPLC, ktitle spektrometresi,
ve diger NMR teknikleri kullanilarak flavonoit glukozitleri: kersetin-3-

O-B-D-galaktopiranozit (1), kersetin-3-O-8-D-glukopiranozit (2),
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kersetin-3-O-a-D-ramnopiranozit (3) ve kersetin-3-O-a-L-
arabinofurasit (4) bilesiklerinin varligi tespit edilmistir (Rodrigues ve

ark., 2009).

@) (4)

Rodrigues ve ark., 2009
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2009 yilinda yapilan bir calismada Hindistan’da yetisen B. pilosa
bitkisinin yapraklarinin hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol
ekstreleri Soxhlet cihazinda hazirlanmistir. Hekzan ekstresi silika jel
kolona uygulanmis, hekzan ve hekzan-kloroform karisimi ile eltie
edilmistir. Hekzan-kloroform orani 50:50 olan 4-6 numaral
fraksiyondan renksiz bir bilesik olan 1,1-fenil-1,3,5-heptatrin izole

edilmistir (Kumari ve ark., 2009).

\ ) =

1,1- Fenil-1,3,5-heptatrin (PHT)

B. cernua L. Uzerindeki fitokimyasal calismalar bitkinin aromatik
hidrokarbon yapisindaki 1-fenilhepta-1,3,5-trin (PHT), seskiterpenler
(humulen-1,2-epoksit, a-selinen, sernuol), flavonoitler (kersetin,
izokersetin, butein, sulfuretin, maritimetin), butin, izookanin,
luteolin, butein glukopiranozitleri ve bunlarin turevlerini icerdigini

gostermistir (Rybalchenko ve ark., 2010).

2010 yilinda yapilan bir calismada Rusya ve Finlandiya’dan toplanan
B. tripartita bitkilerinde flavonoit, kumarin, tanen, polisakkarit,
aminoasit ve toplam fenol miktar tayini yapilmistir. Ayrica HPLC ile
bitkilerde bulunan katesin, klorojenik asit, askorbik asit, kafeik asit,
luteolin-7-0O-glukozit, kikorik asit, rosmarinik asit ve luteolinin
miktarlar1  karsilastirilmistir.  Finlandiya’dan  toplanan  bitki
orneklerinin flavonoit, tanen, polisakkaritler ve askorbik asit
yonunden zengin oldugu; Rusya’dan toplanan 6érneklerin ise kumarin
ve aminoasitler yoéntunden daha zengin oldugu goéralmustiur

(Pozharitskaya ve ark., 2010).
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B. pilosanin kimyasal iceriginin arastirildigi bir calismada
kurutulmus ve toz edilmis tim bitkiden hazirlanan % 95’lik etanol
ekstresi suda cozulerek sivi-sivi ekstraksiyonu ile petrol eteri, etil
asetat ve n-butanol fraksiyonlari elde edilmistir. Etil asetat
fraksiyonundan hareketle, silika jel kolon kromatografisi, semi-
preparatif HPLC ve sefadeks LH-20 kolon kromatografisi kullanilarak
13 adet flavonoit yapisinda bilesik izole edilmistir. Izole edilen
bilesikler, 2'-hidroksi-4,4'-dimetoksi-kalkon (1), izolikiritgenin (2),
3,2',4'-trihidroksi-4-metoksi-kalkon (3), likokalkon A (4), 4'-O-B-D-
glukopiranozil-2',3-dihidroksi-4-metoksi-kalkon (5), butein (6),
apigenin (7), luteolin (8), diosmetin (9), krisoeriol (10), 3,5,6,7,3',4',5'-
heptametoksi flavon (11), 7-O-B-D-glukopiranozil-5,3'-dihidroksi-
3,6,4'-trimetoksiflavon (12) ve sulfuretin (13) dir. Bu bilesiklerden 1-
5, 9 ve 11 numarali bilesikler Bidens cinsinden ilk defa elde edilmistir

(Tian ve ark., 2011).
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1: R;=Rs=0CHj; R,=0OH, R,=H

2: R;= R;=R3=0OH, R4,=H

3: Ri= R;= R,=0OH, R;=0CHj;

5: R;=0-Glukoz, R,=R;,=0OH, R;=0CH;

7: Ri= R3=R¢=0H, R,= Rs=R;=H

8: Ri= R¢=OH, R,= R3=R,=Rs=R;=0OH

10: R;= R3=Rs=0H, R,= R;=R;=H, Rs=OCHj3

11: R;= R;= R3=R4=Rs=R¢=R;=0CHj

12: R;=0-Glukoz, R,=R;=Rs=0OCHj; R;=Rs=OH, R;=H

H,CO

O OH
HO | CH,
CHj

4) Tian ve ark., 2011
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Lv ve Zhangn 2013 yilinda yayinladig: bir calismada B. tripartitanin
% 90’lik etanol ekstresi su ile stispande edilerek partitisyonla petrol
eteri (PE), etil asetat (EtOAc) ve n-butanol (n-BuOH) alt ekstreleri elde
edilmistir. EtOAc ekstresi silika jel kolona uygulanarak PE-EtOAc
cozuculeri ile gradient elisyonla 8 adet (A-H) fraksiyon elde
edilmistir. Elde edilen fraksiyonlardan 4 tanesi (C, D, E ve F) silika jel
ve sefadeks LH-20 kolonlariyla saflastirilarak, 14 adet (1-14) flavonoit
yapisinda ve 2 adet (15-16) poliasetilenik yapida olmak tizere 16 adet
bilesik izole edilmistir. Bilesiklerin yapilar1 IR, MS ve NMR gibi
spektroskopik yodntemlerle aydinlatilmistir. Izole edilen bilesikler
butein (1), 3,2’,4-trihidroksi-4-metoksikalkon (2), 4-O-B-D-
glukopiranozil-2’,3-dihidroksi-4-metoksikalkon (3), okanin (4), okanin
4’-O- B-D-glukopiranozit (5), okanin 4’-0-(6"-O-asetil- B-D-
glukopiranozit (6), bidenozit (7), luteolin (8), diosmetin (9), luteozit
(10), aksillarin (11), kersetagetin 3,6,3’-trimetil eter (12), sulfuretin
(13), 6,7,3",4-tetrahidroksiauron (14), 4’-O-B-D-glukopiraziloksi-1-
hidroksitrideka-3,5,9,11-pentain(15) ve (R),8(E)-8-deken-4,6-din-
3,10-dihidroksi-1-O- B-D-glukopiranozit (16) dir Bilesiklerden
aksillarin (11) Bidens cinsinden ilk defa izole edilmistir (Lv ve Zhang,

2013).
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OH O

1R'=R*=0OH,R?=H
2R"=0H, RZ2=H, R® = OCH,4
3 R' = Oglu, R =H, R® = OCHj,4
4R'=R?=R’= OH

OH O

8R'=R?=0OH
9 R' = OH, R? = OCHj3
10 R1 = Oglu, R2 = OH

HO OH

5R!'=R2=0H
6 R'= OH, R2= DAc
7R'=H, RZ2=0Ac

11 R =0OH
12 R = OCH;
OH
-
= i
Oglu
15
Oglu
HO A\ ==
OH
16

Lv ve Zhang, 2013
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1.5.2. Terpen Glukozitleri, Jasmolon Glukozitleri, Depsidonlar

Wang ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinladigi bir calismada, B.
parvilora Willd. Temmuz ayinda toplanarak tim bitki % 60’11k etanol
ile geri ceviren sogutucu altinda ekstre edilmis ve daha sonra hekzan,
etil asetat ve n-butanol fraksiyonlar1 hazirlanmistir. n-Butanol fazi
silika jel ve sefadeks LH-20 kolona uygulandiktan sonra HPLC ile
temizlenmistir. Sonucta bidensmentozit A [(1S,3S,4R)-3-hidroksi-p-
ment-6-on 3-O-B-D-glukopiranozit)] (1), bidensmentozit B [(3R, 4R)-3-
hidroksi-p-ment-1(2)-en-6-on 3-O-B-D-glukopiranozit] (2) ve (+) -
jasmolon glukoziti yapisinda olan yeni bir bilesik olan (4R)-hidroksi-
3-metil-2-(2 Z-pentenil)-siklopent-2-enon 4-O-B-D-glukopiranozit (3)
elde edilmistir (Wang ve ark., 2007).

CHj HaC
T O O
/ (R
GlcO
: Glco ; HsC OR
HsC CHj HsC CHg
1 2 3: Ri=glukozil
3a: R,=H
3b: R;=Benzoil

Wang ve ark., 2007
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2010 yilinda Kahire’den toplanan B. pilosa bitkisinin toprak ustu
kisimlarinda izole edilen Botryorhodines rhodina endofitik mantarinin
etil asetat ekstresi lipofilik bilesiklerden kurtarilarak sefadeks LH-20,
ters faz preparatif HPLC gibi yontemler kullanilarak depsidon
yapisindaki botriorhodin A (1), B (2), C (3), D (4) bilesikleri ve indol-3-
karboksilik asit (5) izole edilmistir (Abdou ve ark., 2010).

Abdou ve ark., 2010
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1.5.3. Terpenik ve Ucucu Bilesikler

2007 yilinda yayinlanan bir calismada B. pilosa var. radiatanin,
Okinawa’dan (Japonya) Temmuz ayinda toplanan bitkinin taze
yaprak, govde ve kokleri ayristirilarak sulu ekstrelerinden hareketle
hazirlanan asidik etil asetat fraksiyonlar1 kullanilmistir. Bitkinin
parcalarindan butliin hazirlanan ekstrelerde Folin-Ciocalteau ve
HPLC ile fenolik madde miktar tayini yapilmis, GC-MS ile pirokatesin,
salisilik asit, p-vinilgayakol, dimetoksifenol, 6jenol, 4-etil-1,2-
benzendiol, izo-vanilin, 2-hidroksi-6metilbenzaldehit, vanilin, vanilik
asit, p-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit ve kafeik asit bilesikleri tespit edilmistir. Vanilin ve izo-vanilin
hari¢c tim bilesiklerin koék ekstresinde bulundugu, dimetoksifenol,
ojenol, izo-vanilin ve vanilik asitin gévde ekstresinde bulunmadigi,
yaprak ekstresinde ise salisilik asit, dimetoksifenol ve vanilik asitin
bulunmadigi Dbelirlenmistir. Fenolik bilesiklerden dokuzunun;
pirokatesin, p-vinilgayakol, 4-etil-1,2-benzendiol, 2-hidroksi-6
metilbenzaldehit, p-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, ferulik
asit ve kafeik asitin B. pilosa bitkisinin tim kisimlarinda bulundugu
anlasilmistir. Tespit edilen bu bilesiklerden yalnizca alt1 tanesinin
(pirokatesin, vanilin, p-hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit ve kafeik asit) miktar tayini yapilmistir. Yaprak, govde ve kokler
karsilastirildiginda, koklerin pirokatesin ve p-kumarik asit miktari
hari¢c en yuksek fenolik bilesik icerigine sahip oldugu goértlmustur.
Bitkinin tim kisimlarinda fenolik maddeler icinde en yliksek oranda
kafeik asitin bulundugu anlasilmistir. Koklerde ferulik asitin
pirokatesinden fazla olmasmna karsin yaprak ve goévdede
pirokatesinden cok daha duisik oldugu, koéklerin en yuksek fenolik
bilesik miktarina sahip oldugu gérulmustir (Deba ve ark., 2007).
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Deba ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar1 bir calismada, B.
pilosanin taze yaprak ve ciceklerinden buhar distilasyonuyla elde
edilen ucucu yagin GC-MS analizi sonucu major bilesikler ve
yuzdeleri sirasiyla B-karyofillen (% 10,9 ve % 5,1), t-kadinen (% 7,82
ve % 6,13) olmak tUzere a-pinen, kamfen, [B-mirsen, [—pinen,
limonen, B-bizabolen gibi 44 bilesik tespit edilmistir (Deba ve ark.,
2008).

B-karyofillen 1-kadinen a-pinen

Ao

S

kamfen B-mirsen limonen
‘\“LL/\yl\ @v
B-bizabolen B—pinen

Deba ve ark., 2007
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B. pilosa var. minor ve B. alba bitkilerinin ucucu yaglari Uizerine
yapilan bir calismada, o6rnekler Temmuz ayinda Arjantin, San
Isidro’dan toplanmis, taze cicek, yaprak, goévde ve kokleri
ayristirilarak, Clevenger cihazi yardimiyla ucucu yaglari elde
edilmistir. Cicek ve yapraklardan 1 ml/kg, gévde ve kéklerden 0,2-0,3
ml/kg ucucu yag elde edilmistir. Ucucu yaglar GC-MS ve HPLC ile
analiz edilerek 43 bilesik tespit edilmistir. Kalitatif olarak her iki
tirden elde edilen yagin da benzer oldugu, bilinen terpenlerin (a-
pinen, B-karyofillen, germakren D) yani sira her iki ttirtin toprak st
kisimlarindan elde edilen yaglarda poliasetilenik yapida 3 bilesik; 1-
fenil-1,3,5-trin (% 30-50), 1-fenilhept-5-ena-1,3-din ve 7-fenilhept-
2-ena-4,6-dinil asetat tespit edilmistir. 7-Fenilhept-2-ena-4,6-dinil
asetat bilesigi, cicek ve yaprak ucucu yaginda bulunmadigi, koék
ucucu yaginda baskin oldugu gérilmustir. Ayrica B. alba kék ucucu
yaginda toplam yagin % 20’si oraninda 3 adet 6jenol tlrevi bilesik
belirlenmistir. Bu ¢ bilesikten ikisinin 6jenol izobutirat ve 1-
izobutiriloksi-6jenol izobutirat oldugu anlasilmistir (Priestap ve ark.,

2008).

Bir diger calismada, GuUney Sirbistan’dan toplanan B. cernua
bitkisinin c¢icekli toprak TUsti kisimlarindan Clevenger cihazi
kullanilarak su distilasyonu ile % 0,5 (h/a) verimle altin saris1 renkli
ve sudan hafif bir ucucu yag elde edilmistir. Ucucu yag GC ve GC-MS
ile analiz edilmis, 16 bilesik tespit edilmistir. Major bilesigin % 57,1
oranindaki 1-fenilhepta-1,3,5-trin oldugu gortlmustir. Tespit edilen
diger bilesikler, a-tuyon (% 0,2), a-pinen (% 0,9), sabinen (sadece
tespit edilmis), mirsen (% 0,1), p-simen (% 0,6), karvon (% 0,2), 7-epi-
seskituyen (% 0,1), a-humulen (% 0,2), selina-1,4-dien (% 0,2), a-
selinen (% 1,1), karyofillen oksit (% 3), salvial-4(14)-en-1-on (% 0,7),
humulen-1,2-epoksit (% 3,1), (E,E)-1,3,11-trideka-trin-5,7,9-trin (%
1,8), metilbenzotiyofen (% 0,8) dir. Ucucu yagdaki poliasetilenik
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bilesik oraninin % 58,9, monoterpen oraninin % 2’nin altinda,
seskiterpen oraninin % 8,4 ve oksijen tasiyan bilesik oraninin % 7

oldugu gérulmuisttr (Chalchat ve ark., 2009).

2011 yilinda Polonya’da yapilan bir calismada, B. tripartita L.’nin
koklerinden su distilasyonu ile elde edilen ucucu yag GC-MS ile
incelenmis ve toplam 106 bilesik aydinlatilmistir. Major bilesikler a-
pinen (% 135), B-bizabolen (% 9,3), p-simen (% 6), hekzanal (% 5,7),
linalool (% 4,6), p-simen-9-ol (% 3,4), p-elemen (% 2,6), 2-pentilfuran
(% 2,2) ve silfiperfol-6-en (% 2,1) bulunmustur. Bu bilesiklerin yani
sira pentanol, furfural, hekzanol, heptan-2-on, 2-butilfuran, a-tuyon,
benzaldehit, kamfen, verbenen, 6-metilhept-5-en-2-on, okt-1-en-3-ol,
sabinen, P-pinen, mirsen, 2-(pent-2-enil) furan, a-fellandren, 2-
propionilfuran, a-terpinen, limonen, (2)-p-osimen, (E)-okt-2-enal, (E )-
B-osimen, y-terpinen, trans-linalool oksit (furanoit), cis-linalool oksit,
p-simenen, terpinolen, nonanal, a-kamfolenal, trans-p-menta-2,8-
dien-1-ol, nopinon, (4E, 6Z)-allo-osimen, trans-pinokarveol, cis-
verbenol, trans-verbenol, pinokarvon, borneol, terpinen-4-ol, dilleter,
a-terpineol, mirtenol, verbenon, a-kamfolenol, trans-karveol, nerol,
karvon, geraniol, geranial, bornil asetat, karvakrol, (E,E)-deka-2,4-
dienal, o§jenol, 7aH-silfiperfol-5-en, 7pH-silfiperfol-5-en, oktil
butanoat, silfiperfol-6-en, B-damassenon, metildjenol, a-kopaen, cis-
B-elemen, p-karyofillen, geraniaseton, trans-a-bergamoten, (E)-f-
farnesen, a-humulen, a-iyonon, ar-kurkumen, selina-4,11-dien,
trans-B-bergamoten, (ZE)-a-farnesen, B-selinen, miristisin, (E,E)-a-
farnesen, a-selinen, elemisin, 1pB-H-presilfiperfolan-9a-ol, italisin eter,
(2)-nerolidol, (E)-nerolidol, karolan-1-ol, [-karyofillen epoksit,
humulen epoksit II, humula-1,6-dien-3-ol, silfiperfol-6-en-5-on,
alismol, §jenil butirat, 6dezim-11-en-4a-ol, a-bizabolol, pentadekenal,
6dezma-4,11-dien-2-ol, §jenil valerat, siperenal, siklokolorenon,

metildibenzotiyofen, 6,10,14-trimetipentadekan-2-on ve
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hekzadekanoik asit bilesiklerinin varlig: tespit edilmistir (Tomczykowa

ve ark., 2011).

Hindistan’dan toplanan B. pilosa bitkisinin yapraklarindan hekzan,
etil asetat ve metanol coézuculleriyle degisik yontemlerle hazirlanan
ekstrelerde PHT bilesigi HPLC, UV ve kutle spektroskopisi ile tespit
edilmistir (Trivedi ve ark., 2010).

1.5.4. Siikroz Esteri ve Lignan Yapisinda Bilesikler

2003 yilinda yayinlanan bir calismada, B. parviflora Willd. bitkisi
Temmuz ayinda toplanmis ve tim kisimlar1 % 60’lik etanol ile ekstre
edilmistir. Elde edilen ekstre n-hekzan, etil asetat ve n-butanol ile
fraksiyonlanmig, n-butanol fraksiyonundan hareketle silika jel,
sefadeks LH-20 ve semi-preparatif HPLC gibi kromatografik
yontemlerle 3 adet stikroz esteri yapisinda; (6-O-(E)-p-kumaroil)-3-D-
fruktofuranozil-(2—1)-a-D-glukopiranozit (1), (6-O-(E)-p-kumaroil)-3-
D-fruktofuranozil-(2—1)-(6-O-(E)-p-kumaroil)- a-D-glukopiranozit (2),
(la, 2a, 3B, 4B)-3,4-bis (4-hidroksi-fenil)-1,2-siklodikarboksilik asit
6,6'-stikroz ester (3) ve 1 adet lignan yapisinda; (la, 2a, 3a, 4a)-2,4-
bis(3,4-dihidroksifenil)-1,3-siklobutandikarboksilikasit dimetil ester
(4) yapisinda bilesikleri izole edilmistir. Bilesiklerin yapilar1 1TH-NMR,
I3C-NMR, FAB-MS, EI-MS gibi spektrometrik yontemlerle tespit
edilmistir (Wang ve ark., 2003).
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(Wang ve ark., 2003)

Wang ve arkadaslarinin 2003 yilindaki calismasinin devami
niteliginde olan 2006 yilindaki yayininda, B. parviflora’dan ayni
yontemle neolignan glukozit yapisinda 3-hidroksi-1-(4-hidroksi-3-
metoksifenil)-3-[5 E-(3-hidroksipropenil)-3metoksi-2-O-3-D-glukozil)
fenil|propan-1-on (1) ve  3-{3-[1,3-di-hidroksi-3-(4-hidroksi-3-
metoksifenil)propil]-4-hidroksi-5-metoksifenil}-allil-O-B-D-glukozit (2)
bilesikleri izole edilmistir (Wang ve ark., 2006).
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OCH,

OH

Wang ve ark., 2006

1.5.5. Makro-Mikro Element Icerigi ve Besleyiciligi

2011 yilinda yapilan bir calismada, B. pilosa bitkisinin yapraklarinda
magnezyum, kalsiyum, potasyum, fosfor, sodyum, demir, cinko,
bakir, mangan ve toplam Kjeldahl azot miktarlar1 arastirilmistir.
Na/K oraninin yuksek kan basincini 6nleyecek duizeyde oldugu,
demir oraninin yuksek oldugu, cinko oraninin ise yesil yaprakl
sebzelerle karsilastirildiginda pozitif dizeyde oldugu goérulmustir.
Ayni calismada, yapraklarin protein, yag, lif ve karbonhidrat
miktarlar1 da arastirilmis ve kalori bazinda degerlendirilebilir oldugu

gorulmustur (Adedapo ve ark., 2011).
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1.6. Bidens Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Bidens turleri tizerinde yapilmis biyolojik aktivite calismalar1 asagida

detaylariyla siniflandirilarak aciklanmistir.

1.6.1. Antidiyabetik Aktivite

B. pilosanin antihiperglisemik aktivitesinin arastirildigit  bir
calismada, bitkinin etanol:su (4:1) ekstresi 1000 mg/kg dozda, su ile
hazirlanmis dekoksiyonu 1000 mg/kg dozda ve bitkiden izole edilmis
olan  (2-B.D-glukopiranoziloksioksi-1-hidroksi-5(E)-trideken-7,9,11-
trin ve 3-B-D-glukopiranoziloksioksi-1-hidroksi-6(E)-tetradeken-
8,10,12-trin) poliasetilenik yapida iki bilesigin (3:2) oraninda karisimi
250 mg/kg ve 500 mg/kg dozlarda C57 BL/Ks-db/db (tip 2 diyabet
modeli olarak kullanilan genetigi degistirilmis obez fareler) farelere
oral olarak gavaj yardimiyla O, 8 ve 24. saatlerde uygulanmistir.
Referans madde olarak metformin 250 mg/kg dozda kullanilmistir.
Kan glukoz seviyeleri 3. ve 27. saatlerde o6lctlmustur. Sulu
dekoksiyon etkisiz bulunmustur. Sulu etanol ekstresi ve
poliasetilenik bilesiklerin karisimlarinda ise aktivite saptanmuistir.
Fakat bilesiklerin karisimlarinin farelerde anoreksiye neden oldugu

gortlmustir (Ubillas ve ark., 2000).

B. pilosa’nin da aralarinda bulundugu 4 Meksika bitkisinin normal
ve alloksanla diyabet olusturulmus fareler Ulizerindeki hipoglisemik
etkisinin arastirildigi bir calismada, sulu-etanolli ekstrenin 240
dakikada kan sekerini % 32,6 oraninda dustrdigu goézlenmistir

(Alarcon-Aguilar ve ark, 2002).

Dimo ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, B. pilosanin

kurutulmus yapraklarindan hazirlanmis metanol-diklorometan (1:1)
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ekstresinin yuksek fruktoz diyetindeki Wistar sicanlarinda olusan
hipertansiyonu dustruicu etkisi arastirilmistir. Wistar sicanlarina 3-6
hafta boyunca % 10 fruktoz ¢ozeltisi icirilmesi sonucu plazma instlin
ve kolesterol seviyesinin yani sira sistolik kan basincinin da arttigi
gozlenmistir. B. pilosa ekstresinin hipertansiyonun gelismesini ve kan
basincinin az da olsa yukselmesini engelledigi gérilmustiir. Ekstre
ayni zamanda fruktoz diyeti ytiziinden ylukselmis olan plazma instulin

seviyesini de distrmustir (Dimo ve ark., 2002).

Chang ve arkadaslar1 tarafindan B. pilosa var. radiata’nin tim
kisimlarindan hazirlanan sulu ekstreden hareketle elde edilen
butanol fraksiyonunun obez olmayan farelerde kan sekeri ve insulin
seviyesini duizenleyici etkisinin arastirildig: bir calismada, kan sekeri
ve insulin seviyesinin doza bagli olarak dtizenlendigi ve Th2
sitokinleri tarafindan ayarlanan IgE seviyesinin arttig ispatlanmistir.
Butanol fraksiyonun ve bu fraksiyondan izole edilen 2 poliasetilenik
yapida bilesigin diyabet baslangicini ThO hucrelerinin farklilasarak
Th1 hucrelerini olusturmasini ve ThO hucrelerinin Th2 htlicrelerine

déntistini artirarak engelledigi anlasilmistir (Chang ve ark., 2004).

Andrade-Cetto ve Heinrich’in 2005 yilinda yayinladigi derlemede,
Meksika’da yetisen B. aurea ve B. odoratanin toprak ustt
kisimlarindan  hazirlanan  inflizyonlarin  hipoglisemik  olarak
kullanildigi, B. leucantha ve B. pilosa’nin toprak tstt kisimlarindan
hazirlanan infizyonlarin ise alloksanla diyabet olusturulmus fareler
Uzerinde antidiyabetik etki gdsterdigi bildirilmistir (Andrade-Cetto ve
Heinrich, 2005).
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Toy CD4* T (ThO) hucreleri iki sekilde farklilasarak yardimci T
hucreleri olan tip I (Thl) ve tip II (Th2) hiicrelerine déntismektedir.
Th1l hucrelerinden salinan interferon gama (IFN-y) Thl aracili
otoimmun hastaliklardan olan obezitesiz diyabete, romatoit artrite ve
Crohn hastaligina neden olmaktadir. Daha 6nceki calismalarda B.
pilosa ekstresinin T huicrelerinin degisimini etkileyerek obez olmayan
farelerde antidiyabetik etki gosterdigi anlasildigindan 2007 yilinda
yapilan bir calismada, B. pilosa metanol ekstresinden hareketle izole
edilen sitopiloin isimli poliasetilenik bilesigin T huicreleri tizerindeki
etkisi incelenmistir. Sitopiloinin ThO htcrelerinin Th1l hucrelerine
dontisimind inhibe ettigi, IFN-y TUretimini baskiladigi, Th2
hicrelerine dontstimunu ise artirdigi gérilmuistir. Sonug¢ olarak;
sitopiloinin B. pilosa'nin diyabeti engellemedeki geleneksel

kullanimini destekledigi géortilmustur (Chiang ve ark., 2007).

B. pilosanin Tip 2 diyabet Ttuzerine etkisinin arastirildigi bir
calismada, tim bitkiden hazirlanan sulu ekstre ve glimeprit gtinde 1
kez 28 gln boyunca C57BL/KsJ-db/db farelerine oral olarak
verilmistir. Kandaki seker seviyesi, serum insulin seviyesi, glukozile
hemoglobulin A1C seviyesi, glukoz toleransi, pankreas adacik
hucrelerindeki yap:r ve antidiyabetik etki arastirilmistir. Ayrica B.
pilosa sulu ekstresinin sican pankreatik adacik hucrelerinin ve
streptozotosin ile diyabet olusturulmus farelerin insulin salgilama
mekanizmasi test edilmistir. 28 glin boyunca gtinde bir kez verilen
ekstrenin kan sekerini diisirdigd, serum insulin seviyesini artirdigi
gozlenmistir. Ayrica glukoz toleransini artirdigi, hemoglobulin A1C
seviyesini azalttign ve adacik hucrelerini korudugu belirlenmistir.
Sonuclar B. pilosa sulu ekstresinin insuilin salinimini ayarlayip,
adacik huicrelerini koruyarak tip 2 diyabeti iyilestirdigini gostermistir

(Hsu ve ark., 2009).
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B. pilosa var. radiata (BPR), B. pilosa var. pilosa (BPP), B. pilosa var.
minor (BPM) Tayvan’da halk arasinda diyabete kars:1 siklikla
kullanilan varyetelerdir. 2009 yilinda Ubillas ve arkadaslarinin (2000)
calismasinin devami niteliginde yapilan bir calismada, bitkilerin
metanol ekstrelerinin ve Bidens turlerinin major bilesiklerinden 3
poliasetilenik yapida bilesigin (sitopiloin, 2-B-D-
glukopiranoziloksioksi-1-hidroksi-5(E)-trideken-7,9,11-trin ve 3-f.D-
glukopiranoziloksioksi-1-hidroksi-6(E)-tetradeken-8,10,12-trin)

antidiyabetik etkisi diyabetik db/db fareler tizerinde karsilastirilmali
olarak arastirilmistir. Tek doz ve uzun doénem deneylerde BPR
ekstresi diger iki varyeteden daha yluksek glukoz dusurtct etki ve
instlin salinimini uyarici etki géstermistir. Sitopiloin maddesinin ise
diger iki saf maddeden daha etkili oldugu anlasilmistir. Ayrica BPR
ekstresi ve sitopiloin glukozillenmis hemoglobin yUlizdesini 6nemli

6lctide disurmustur (Chien ve ark., 2009).

1.6.2. Antioksidan Aktivite

Abajo ve arkadaslarinin 2004 yilinda yayinladiklari bir calismada
Kuba’dan toplanan  B. pilosanin toprak tustl  kisimlarindan
hazirlanan sulu ekstrenin antioksidan aktivitesi 2,2'-azobis(2-
amidinopropan)dihidroklorit (AAPH) radikalinin hemolizi indtkleyici
etkisine karsi koruyuculugunun arastirilmas: ile incelenmis olup
bitkinin sulu infizyonunun kuiciik dozlarda bile gicli antioksidan

etki gdsterdigi anlasilmistir (Abajo ve ark., 2004).

2004 yilinda yapilan bir c¢alismada, B. pilosanin taze tim
kisimlarindan hazirlanan % 70’lik etanolltl ekstresinden hareketle etil
asetat ve Dbutanol fraksiyonlar1 hazirlanmistir. Ekstrenin ve

fraksiyonlarin a-tokoferol ve kersetin ile kiyaslandiginda o6nemli
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6lcide DPPH radikal ve Nitroblue tetrazolium (NBT)/hipoksantin
stperoksit stipurtucu aktivite gosterdigi saptanmistir (Chiang ve ark,
2004).

Bir baska calismada, Gabal Elba’da (Misir) yabani olarak yetisen B.
bipinnata ile kultire alinmis B. bipinnata bitkilerinin antioksidan
etkileri DPPH radikalini stpurucu etkisi incelenerek
karsilastinilmistir. Calismada bitkilerin toprak tistii kisimlarindan 90°
etanol ile ayri ayr1 ekstre hazirlanmis, ayrica yabani ve Kkultlir
bitkisinin ekstreleri karistirilarak eter, kloroform, etil asetat ve n-
butanol ile fraksiyonlanmistir. Yabani ekstre % 88,80, kultiir ekstresi
% 95,54, eter fraksiyonu % 9,28, kloroform fraksiyonu % 12,40, etil
asetat fraksiyonu % 101,59 ve butanol fraksiyonu % 110,04

antioksidan aktivite gostermistir (Awaad ve ark, 2005).

Tayvan’dan toplanan B. pilosa var. radiata bitkisinin % 7071ik etanol
ve etanolietil asetat (1:1) ekstreleri hazirlanarak insan normal
eritrositlerinde oksidatif hasara karsi koruma gulicleri in vitro olarak
arastirilmistir. Ekstreler ile eritrositlerde sulu peroksil radikal [2,2'-
azobis(2-amidinopropan) dihidroklorit (AAPH)] ile induklenen
oksidatif hemoliz ve lipit/protein peroksidasyonu baskilanmis, ayrica
stperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin disusu, eritrositlerdeki ATP
ve sitozolik glutatyon (GSH) tuketilmesi engellenmistir. Sonuclar B.
pilosa’nin antioksidan 6zelliginin oldugunu goéstermistir (Yang ve ark.,
2000).

Wolniak ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinladiklar1 calismada B.
tripartita L. bitki ekstrelerinin ve flavonoitlerinin 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikalini supurtctu aktivitesi Elektron
Paramanyetik Rezonans Spektroskopisi (EPR) yardimiyla

Olculmustur. Bitkinin cicek ve herbasinin ayri ayri su, metanol-su ve
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aseton-su ekstreleri hazirlanmis, ekstreler dietileter, etil asetat ve n-
BuOH ile fraksiyonlara ayrilmis, bitkiden luteolin, sinarozit ve
flavanomarein bilesikleri izole edilmistir. Ekstrelerin, fraksiyonlarin
ve saf maddelerin DPPH radikali stiptirtici aktivitesi incelendiginde,
iki dakika sonunda cicekler icin sulu ekstre % 36, metanol-su % 68
(20 dakika sonunda % 95), aseton-su % 66, dietileter fraksiyonu %
97, etil asetat fraksiyonu % 98, n-BuOH fraksiyonu % 22 (20 dakika
sonunda % 36), herba icin sulu ekstre % 35, metanol-su % 34,
aseton-su % 56 (20 dakika sonunda % 82), dietileter fraksiyonu %
92, etil asetat fraksiyonu % 89, n-BuOH fraksiyonu % 65 (20 dakika
sonunda % 84), luteolin % 41, sinarozit % 25, flavanomarein % 32
oraninda etkili oldugu bulunmustur. Sonuclar incelendiginde; toplam
fenolik bilesik miktarinin toprak ustd kisimda ciceklerden fazla
olmasina ragmen cicek ekstrelerinin daha etkin oldugu anlasilmistir.
Bu durum sonucunda antioksidan aktivitenin sadece polifenol
miktarindan degil ekstrenin bilesiminden ve c¢o6zlicli, antioksidatif
sinerjizm gibi diger faktérlerden de etkilendigi diisinutlmustir. Sonuc¢
olarak, B. tripartita ekstreleri ilaclar ve yiyeceklerde koruyucu olarak

Umit vaat etmektedir. (Wolniak ve ark., 2007).

Deba ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, B. pilosa’nin taze
yaprak ve ciceklerinden buhar distilasyonuyla elde edilen ucucu
yagin bilesimi GC-MS analizi ile belirlenmis, ucucu yag ile yaprak ve
ciceklerin sulu ekstresinin antioksidan aktivitesi DPPH ve B-karoten
agartic1 yontemleriyle arastirilmis olup ekstre ve ucucu yagin linoleik
asitin oksidasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica ugucu yag 6
bakteri tirt (Bacillus subtilis, B. cereus, B. pumilus, Escherichia coli,
Pseudomonus ovalis, Micrococcus flavus) ve 3 mantar susu (Corticum
rolfsii f.sp., Fusarium oxysporum, F. solani) Uzerinde kayda deger

antibakteriyel ve antifungal etki géstermistir (Deba ve ark., 2008).
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Awaadin 2009 yilinda yayinladigi bir calismada, B. bipinnata
bitkisinin toprak tusti kisimlarinin % 90hk etanol ekstresi, bu
ekstreden hareketle hazirlanan eter, kloroform, etil asetat ve n-
butanol alt ekstreleri ile izole edilen 7 adet flavonoit yapisinda
bilesigin antioksidan aktivitesi, DPPH radikalini stplrme gucleri
incelenerek arastirilmistir. Kultir bitkisinin etanolll ekstresinin
butilhidroksi toluen (BHT) ile karsilastirildiginda, dogadan toplanan
bitkinin etanolli ekstresine gére daha ylksek antioksidan aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ekstreler ve fraksiyonlar karsilastirildiginda
antioksidan aktivite en yliksekten en dustige dogru n-butanol alt
ekstresi (110,04), etil asetat alt ekstresi (% 101,59), etanol ekstresi
(% 88,8), kloroform (% 12,4) ve eter alt ekstresi (% 9,28) seklinde
bulunmustur. Ekstreler ve saf maddeler arasinda en gtcla
antioksidan aktiviteyi propil gallat (% 100), BHT (% 113,12) ve a-
tokoferol (% 55,1) ile karsilastinldiginda kersetin 3-O-B-D-
galaktopiranozito-(6-1)-O-p-D-ksilopiranozit (% 132,76) ve
izoramnetin 3-O-B-D-apio-D-furanozil (1-2)-B-D-galaktopiranozit (%
116,60) gostermistir (Awaad, 2009).

B. pilosa bitkisinin antioksidan ve hepatoprotektif etkisinin
arastirildigi  bir calismada, bitkinin toprak Uusti kisimlarindan
hazirlanan etanol-su (9:1) ekstresi ¢6ztici ucurulduktan sonra silika
jel 60 ile doldurulmus kolona uygulanmis ve kloroform (CHClj), etil
asetat (EtOAc) ve metanol (MeOH) fraksiyonlar1 elde edilmistir.
Antioksidan aktivite fraksiyonlarin DPPH radikalini stipiirme guicy,
deoksiriboz oksidasyon inhibisyonu ve lipit peroksidasyon
inhibisyonu etkilerinin referans madde silimarin ile karsilastirilmasi
ile incelenmistir. En yuksek antioksidan aktiviteyi etil asetat
fraksiyonu (ICso~ 4,3-32,3 ug/ml) ve etanol-su ekstresi (ICso” 14,2-
98,0 ug/ml) goéstermistir. Etil asetat fraksiyonunun (3,6+0,2

GAE/mg) toplam c¢OzUnebilir polifenol miktarinin etanol-su



64

ekstresinden (2,1+0,2 GAE/mg) daha yuksek oldugu bulunmustur.
Iki ekstrenin de CCls ile karacigerinde hasar olusturulmus fareler
uzerindeki hepatoprotektif etkisi arastirilmistir. 10 giinltik 6n tedavi
sonuclari karacigerde lipit peroksidasyonunun, protein
karbonilasyonunun ve DNA parcalanmasinin % 60 oraninda
azaldigini géstermistir. Tedavinin plazmadaki ferrik indirgenmeyi yani
antioksidan guc¢ kaybini engelledigi, serum transaminaz ve laktat
dehidrogenaz enzim aktivitelerini artirdigi anlasilmistir. Sonuclar
hepatoprotektif ile birlikte serbest radikal suUpurtct aktiviteden
sorumlu olan Dbilesiklerin etil asetat fraksiyonuna gectigini

gostermistir (Kviecinski ve ark., 2011b).

Guney Afrika’dan Kasim 2006’da toplanan B. pilosa bitkisinin aseton,
metanol ve su ekstreleri, toz edilmis yapraklarin sirasiyla s6z konusu
cozliciilerle oda  sicakliginda  calkalanmasiyla  hazirlanarak
antioksidan etkisi DPPH radikali stUpurme glicti, ABTS radikali
stipuirme gucli ve toplam antioksidan aktivite FRAP metodu
arastirilarak incelenmistir. Toplam polifenol, flavonoit,
proantosiyanidin ve toplam flavonol miktar tayinleri yapilmistir.
Toplam polifenol, flavonoit ve proantosiyanidin miktarlarinin aseton
ekstresinde en yuksek, su ekstresinde en dustk oldugu, toplam
flavonol miktarinin ise metanol ekstresinde en yuksek, su
ekstresinde en dustk oldugu gortdlmustir. Standart olarak
kullanilan askorbik asitin DPPH radikali stpuriucid etkisi % 99,
BHT'in % 99,3 iken aseton ekstresinin %95,7, metanol ekstresinin %
94,2, su ekstresinin % 91,7 oldugu goértulmustir. ABTS radikali
stpuricu etkisi aseton ekstresi icin % 98,8, metanol ekstresi icin %
99,1, su ekstresi icin % 95,7, BHT icin ise % 99,3 olarak
bulunmustur. FRAP incelendiginde, aseton ekstresinin (2431,9)
metanol ve su ekstresinden, BHT (63,5), askorbik asit (632) ve
katesinden (972) daha yuksek oldugu, kersetinden (3107,3) ise daha
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dustk oldugu goérulmustir. Sonuclar antioksidan aktiviteyle toplam
fenol miktar1 arasinda pozitif iliski oldugunu géstermistir (Adedapo ve

ark., 2011).

2012 yilinda yapilan bir calismada, farkli lokalitelerden toplanan B.
pilosa bitkisinin koék, gévde ve cicekli yapraklari ayrilarak, toplam
flavonoit miktar1 ve toplam polifenol miktar1 belirlenmis ve
antioksidan aktiviteleri in vitro olarak arastirilmistir. Sulu etanolli
cicekli yaprak ekstresi en yuksek govde ekstresi ise en dustk
antioksidan aktiviteyi gostermistir. Antioksidan aktiviteyle toplam
flavonoit ve toplam fenolik bilesik miktar1 arasinda korelasyon oldugu
ve hareketli maserasyonla hazirlanan ekstrelerin antioksidan
aktivitesinin Soxhlet gibi diger yéntemlerle hazirlanan ekstrelerden

yuksek oldugu anlasilmistir (Cortes-Rojas ve ark., 2012).

1.6.3. Antienflamatuvar ve Antialerjik Aktivite

Jager ve arkadaslarinin 1996 yilinda yayinladiklari bir calismada,
aralarinda B. pilosanin da bulundugu Guney Afrika Zulu’da yetisen
bazi Dbitkilerin prostoglandin-sentezini inhibe edici aktiviteleri
arastirilmistir. B. pilosa yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin
siklooksijenazi % 22 oraninda, etanollti ekstrenin ise % 90 oraninda

inhibe ettigi gézlenmistir (Jager ve ark., 1996).

2006 yilinda yaymnlanan bir calismada, B. pilosa var. radiata
bitkisinin antienflamatuvar ve antialerjik etkileri arastirilmistir.
Bitkinin toprak tstd kisimlarindan in vitro deneyler icin (100°C’de 24
saat) sulu ekstre, in vivo deneyler icin % 0,025 karboksimetil seltiloz
sodyum ile stispansiyon hazirlanmistir. In vivo deneylerde 100, 250

ve 500 mg/kg dozda oral uygulama yapilmistir. DNP-askaris ile



66

immunizasyon olusturulmus farelerde IgE Uiretiminin ve sican periton
mast hiicrelerinde 48/80 bilesigi veya antijen-antibadi reaksiyonu ile
olusturulmus histamin salinimi inhibe oldugu goérulmustir. Oral
yolla wuygulanan suUspansiyon sican derisinde pasif kiitanoz
anafilaksis ve kimyasal mediatorler (histamin, P maddesi ve
seratonin) nedenli eksudasyonu baskilamistir. Sonuclar B. pilosa’nin
klinikte tip 1 alerjilerin 6nlenmesinde kullanilabilecegini géstermistir

(Horiuchi ve Seyema, 2006).

Miyako (Japonya) adasindan toplanan B. pilosa var. radiata
bitkisinin sellulozin enzimi ile muamele edilmis toprak ustd
kisimlarinin  antienflamatuvar ve  antialerjik etkisi oldugu

bulunmustur (Horiuchi ve Seyama, 2008).

B. tripartitanin antienflamatuvar aktivitesinin arastirildigi  bir
calismada, Rusya ve Finlandiya’dan toplanan bitkilerin toprak tsti
kisimlarinin sulu infizyonu 3 dozda (4 ml/kg, 10 ml/kg, 20 ml/kg)
sicanlarin ayaklarinda karragen ile olusturulmus o6dem uUzerinde
denenmistir. Referans madde olarak indometazin (5 mg/kg)
kullanilmistir. 20 ml/kg dozda uygulanan ekstrelerin etkisi anlamh
bulunmustur. Antienflamatuvar etkinin yaninda sicanlar Uzerinde
hot plate testi ve karragen ile indiklenmis hipertermi testi ile
ekstrelerin analjezik ve antipiretik etkileri tespit edilmistir. Etkilerin
doza bagimli olarak arttigi gortlmustiir. Uc aktivite bakimindan da
Rusya’dan toplanan bitkinin daha etkili oldugu bulunmustur

(Pozharitskaya ve ark., 2010).

2011 yilinda yapilan bir calismada, B. pilosa bitkisinin toprak usti
kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonu partitisyonla n-butanol ve su

fraksiyonlarina ayrilmis ve degisik yontemler kullanilarak
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antienflamatuvar etkisi arastirilmistir. 100 mg/kg dozundaki su
fraksiyonunun Wistar sicanlarinin pencesinde karragen ile
olusturulmus 6demi baskiladigi, eksuda hacmini ve karragen ile
olusturulmus akciger zar iltihabindaki toplam ve farklilasmis hticre

sayisini inhibe ettigi gérilmustir. (Chauhan ve ark., 2011).

Lermen ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklar1 bir calismada, B.
pilosa bitkisinin toprak Uustd kisimlarindan hazirlanan % 8071ik
hidroalkolik ekstrenin in vivo ve in vitro olarak 16kosit mobilizasyonu
Uzerine etkisi arastirilmistir. Ekstrenin potansiyel antienflamatuvar
oldugu go6rtulmus ve calisma bitkinin halk arasindaki kullanimini

desteklemistir (Lermen ve ark., 2012).

1.6.4. Yara lyilestirici Aktivite

2011 yilinda yapilan bir calismada, B. pilosa ve Ocimum suave
bitkilerinin yapraklarindan hazirlanan % 90Tik etanol ekstrelerinin
Wistar albino sicanlar TUzerinde eksizyon yara modeli yOntemi
kullanilarak yara iyilestirici etkisi arastirilmistir. Her biri 9 sicandan
olusan 4 grup hayvanda olusturulan yaralara O. suave ve B. pilosa
ekstreleri, neomisin sulfat ve distile su ile gtinde iki kez topikal olarak
uygulanmistir. Deney boyunca yaranin kuculme, epitelizasyon ve
tamamen iyilesme stUrecleri takip edilmistir. O. suave ve B. pilosa
ekstrelerinin yara tedavisinde neomisin sulfata alternatif olabilecegi

gorulmustur (Hassan ve ark., 2011).
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1.6.5. Mide-Bagirsak Uzerine Etkileri

Alarcon de la Lastra ve arkadaslarinin 1994 yilinda yayinladiklar: bir
calismada, Ispanya’dan toplanan B. aurea bitkisinin cicekli dal
uclarinin metanolli ekstresinden hareketle eter, su ve etil asetat
fraksiyonlar1 hazirlanmistir. Ekstre ve fraksiyonlarin antitilser
aktivitesi Wistar sicanlarinin midesinde stresle olusturulmus tulser
modeli Uzerinde test edilmistir. 250 ve 125 mg/kg dozda uygulanan
flavonoit tasiyan eter fraksiyonu mide hticreleri Gizerinde en yuksek

koruyucu etkiyi géstermistir (Alarcon de la Lastra ve ark., 1994).

B. pilosa var. radiata Schult. Bip’in halk tibbinda peptik ulseri de
iceren mide hastaliklarinin tedavisinde kullanilmasindan yola
cikilarak, Alvarez ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, bitkinin
toprak Ustd kisimlarindan hazirlanan % 70°lik metanol ekstresinin
(0,5-2 g/kg) sicanlarda, mide 6z suyunu, asit ve pepsin salinimini
azalttigi gorulmustir. Ekstre indometazin-nedenli gastrik lezyonlara
karst antitlser aktivite gostermistir. 2 g/kg dozda uygulanan
ekstrenin etanol ile olusturulmus gastrik hemorajik lezyonlar
lUzerinde 400 mg/kg dozda uygulanan suUkralfattan daha etkili
oldugu, ranitidinin ise etkisiz kaldig1 gérulmustir. Ekstrenin gastrik
sekresyonu azlatmasinin yani sira HPLC ile tespit edilen kersetin ve
diger flavonoitlerin varligi nedeniyle hiicre koruyucu etkisinin de

oldugu anlasilmistir (Alvarez ve ark., 1999).

Ortega ve arkadaslarinin 2000 yilinda yayinladiklar1 bir calismada,
oral absolti etanol ile olusturulmus gastrik lezyonlardaki hasar1 B.
aurea metanol ekstresinin % 20, B. aurea kloroform ekstresinin % 41,
B. subalternans metanol ekstresinin ise % 27 oraninda azalttigi

gorulmustur (Ortega ve ark., 2000).
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Etnobotanik calismalar B. pilosanin Kamerun’da yara tedavisinde,
Brezilya ve Venezuela’da kronik duodenal ulserde geleneksel olarak
kullanildigin1  gbéstermistir. B. pilosa yapraklarinin metanol,
siklohekzan ve metilen klortir ekstrelerinin antitilserojenik aktivitesi
erkek Wistar albino sicanlarda HCl/etanol, absolili etanol ile
olusturulmus gastrik lezyonlar Uzerinde arastirilmistir. Metanol ve
siklohekzan ekstreleri (% 41-% 46) ile karsilastirildiginda HCl/etanol
ile olusturulmus lezyonlarda metilen klortir ekstresi 750 mg/kg
dozda en yuksek etkiyi (%100) gostermistir. Absolll etanol ile
olusturulmus lezyonlara karsi ekstre 750 mg/kg dozda (% 9,8) dustuk
bir koruyucu etki gostermistir. In vivo ve in vitro olarak gastrik
sekresyonu ve mide suyunu azaltici etkisinin olmadigi anlasilmistir

(Tan ve ark., 2000).

B. odorata ve Alternanthera repens bitkilerinin gastrointestinal
bozukluklarda kullanimini arastirmak tizere 2008 yilinda bir calisma
yapilmistir. Bitkilerin toprak ustd kisimlarindan Soxhlet cihazinda
etanolli ve sulu ekstreler hazirlanarak farelerdeki letal dozlar1 ve
antidiyareik etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda, ekstrelerin
toksisitesinin diistk oldugu ve motiliteyi azalatarak antidiyareik etki
gosterdigi anlasilmistir. Sonuclar bu bitkilerin Meksika geleneksel
tibbindaki antidiyareik kullanimini dogrulamistir (Astudillo-Vazquez

ve ark., 2008).

2011 yilinda yapilan bir calismada, B. pilosa L. var. radiata bitkisinin
toprak Ustd kisimlarinin karboksimetil seltiloz ile hazirlanan
stspansiyonun HCI/EtOH, non-steroidal antienflamatuvar ila¢c ve
stres ile olusturulmus gastrik lezyonlar Uzerindeki etkisi
arastirilmistir. Oral olarak wuygulanan sUspansiyon gastrik

lezyonlarin ilerlemesini engellemistir. Antioksidan etkisi olan B.
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pilosa’nin, rutinin ve sukralfatin gastrik lezyonlardaki tiyobarbitiirik
asit reaktif madde (TBARS) seviyesinin yukselisini inhibe ettigi
gorulmustir. Sonug olarak B. pilosa’nin akut gastrik mukozal lezyon
olusumunu gastrik mukozadaki oksidatif stresi baskilayarak

engelledigi dustinulmusttr (Horiuchi ve ark., 2010).

1.6.6. Antibakteriyel, Antifungal ve Antiviral Aktivite

Khan ve arkadaslarinin 2001 yilinda yayinladigi bir calismada, B.
pilosa ile birlikte 3 farkl bitkinin daha antimikrobiyal aktivitesi disk
difizyon metodu ile arastirilmistir. Calismada, B. pilosa bitkisinin
kurtulmus tim kisimlarindan Soxhlet ile hazirlanan etanol ekstresi
ile petrol eteri, diklorometan ve etil asetat fraksiyonlarinin, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae gibi ¢cok sayida gram pozitif ve gram negatif bakterilere,
bir protozoon (tek htucreli canli) olan Trichomonas vaginalis ve
Aspergillus niger, Candida albicans gibi mantarlara karsi
antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Hicbir ekstre ve fraksiyon test
edilen mantarlara kars: bir etki gdstermezken, etanol ekstreleri ve
tim fraksiyonlar genis spektrumda antibakteriyel etki géstermistir

(Khan ve ark., 2001).

2007 yilinda yayinlanan B. pilosa var. radiatanin fungisidal
aktivitesinin arastirildigi bir calismada, Okinawa’dan (Japonya)
Temmuz ayinda toplanan bitkinin taze yaprak, goévde ve kokleri
ayristirilarak sulu ekstrelerinden hareketle hazirlanan asidik etil
asetat fraksiyonlar1 kullanilmistir. Bitkinin parcalarindan hazirlanan
butin ekstrelerin Corticum rolfsi f. sp., Fusarium solani ve F.
oxysporum mantarlarina kars: fungisidal etki gésterdigi ve en ytuksek

etkinin C. rolfsiye karsi oldugu goérilmustir. Gévde ve koéklerden
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hazirlanan ekstrelerin yapraklara gbére daha etkili oldugu B.
pilosanin fitopatojenlerin cogalmasini engelledigi ortaya cikmistir

(Deba ve ark., 2007).

Tomczykowa ve arkadaslarinin bir calismasinda, Agustos 2001°de
Polonya’dan toplanan B. tripartita bitkisinin cicekli toprak usti
kisimlarindan cicekler ve herba ayrilarak su distilasyonu ile ucucu
yag elde edilmistir. Ayrica herba ve ciceklerden cesitli ekstraksiyon
yontemleri ile ayr1 ayri1 su, metanol-su, aseton-su ve metanol
ekstrelerinden hareketle dietileter, etil asetat, n-butanol alt ekstreleri
hazirlanmistir. Ugucu yaglarin ve ekstrelerin Gram-pozitif bakteriler
olan Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 9391,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Gram-negatif bakteriler olan
Escherichia coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218 (B-laktamaz +),
Klebsiella pneumoniae ATCC 700633, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, mantar turlerinden Candida albicans ATCC 10231, C.
parapsilosis ATCC 22019, Aspergillus fumigatus ve A. terreus’a karsi
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri incelenmistir. Butanolli
ekstreler hari¢c, tim ekstre ve alt ekstreler Gram-pozitif bakterilere
kars1 antibakteriyel etki géstermistir. Dietileter herba ekstresi Gram-
pozitif bakterilere karsi en guiclu etkiyi gosterirken, gram negatiflere
kars1 yeterli etki géstermemistir. Dietileter cicek ekstresi de Gram-
pozitiflere kars1 benzer etki gosterirken, Gram-negatiflerden E. coli (8-
laktamaz +), ve K. pneumoniae’ye karsi zayif bakteriyostatik etki
gostermistir. Butlin ekstrelere karsi1 P. aeruginosa’nin en direncli sus
oldugu goérulmustir. Ciceklerden ve herbadan elde edilen ucucu
yaglarin ikisinin de Gram-pozitif bakterilere kars: etkili oldugu, cicek
ucucu yaginin, herba ucucu yagindan 4 kat etkili oldugu ve E. coli'ye
kars: hafif antibakteriyel etki gdsterdigi belirlenmistir. Her iki ugucu
yagin da K. pneumoniae ve P. aeruginosa’ya karsi inaktif oldugu

gorulmustir. Ekstre ve alt ekstrelerden hicbiri mantarlara kars: etki
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gostermemistir. Ucucu yaglarin ikisi de C. albicans ve C. parapilosis’e
karsi en yuksek, A. fumigatus’a karsi1 en dustk fungustatik etkiyi
gostermistir. Arastirma B. tripartita'nin mikrobiyal enfeksiyonlara
karsi kullanimini ve ila¢ ve koruyucu ajan olarak kullanilabilecegini

dogrulamistir (Tomczykowa ve ark., 2008).

Puebla’dan (Meksika) toplanan B. squarrosa bitkisinin gévde, yaprak
ve cicekleri ayrilarak, oda sicakliginda hekzan, etil asetat ve metanol
ekstreleri hazirlanmistir. Hekzan ekstrelerinde fototoksik bilesikler
olan poliasetilenler ve tiyofenlerin varligi, ince tabaka kromatografisi
ve ultraviyole spektrometresi ile tespit edilmistir. Ekstrelerin
antibakteriyel etkisi Bacillus subtilis ve Escherichia coliye karsi
halojen lamba kullanilarak test edilmistir. E. coli'ye karsi ciceklerden
hazirlanan hekzan ekstresi % 71,43 inhibisyonla en ytuksek aktiviteyi
gostermistir. B. subtilis’e kars: etil asetat ve metanol ekstresi benzer
seviyede etki gosterirken hekzan ekstresi en dusuk etkiyi géstermistir

(Perez-Amador ve ark., 2008).

2009 yilinda yapilan bir calismada, B. pilosa var. radiata bitkisinin
koklerinin sulu, metanolll ve asetonlu ekstrelerinin Gram-pozitif
bakteriler olan Staphylococcus aureus, S. epidermidus, Bacillus
cereus, Micrococcus kristinae, Streptococcus faecalis, ve Gram-negatif
bakteriler olan Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigelila
flexneri, Klebsiella pneumoniae ve Serratia marcescens’e karsi
antibakteriyel etkileri arastirilmistir. Metanol ekstresinin bulitin
gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi aktif oldugu, sulu
ekstrenin bakterilerden hicbirine karsi etki goéstermedigi, aseton
ekstresinin ise S. aereus, S. epidermidis, E. coli ve K. pneumoniae’ye
karst antibakteriyel etki gosterdigi bulunmustur. Bitkinin koku

lUzerinde yapilan bu calisma geleneksel tipta tiim bitkinin mikrobiyal
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enfeksiyonlara karsi kullanimini desteklemistir (Ashafa ve Afolayan,

20009).

B. pilosa var. radiata bitkisinin koéklerinden hazirlanan su, metanol
ve aseton ekstrelerinin Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium
notatum ve Candida albicans’a karst antifungal aktivitelerinin
arastirildigi bir calismada U¢ ekstrenin de A. flavus’a karsi cok zayif
A. nigere karsi iyi derecede aktivite goOsterdigi, P. notatum’un
buytumesini ise en dusuk konsantrasyonda (0,1 mg/ml) bile % 100
durdurdugu gortlmustir. C. albicans’a karsi ise metanol ekstresinin
10 mg/ml dozu hari¢c diger ekstreler ve dozlar1 antifungal etki

gostermemistir (Ashafa ve Afolayan, 2009).

2010 yilinda B. cernua L. bitkisinin antifungal etkisinin arastirildig:
bir calismada, bitkinin kurutulmus topraktistii kisimlarindan su
distilasyonu ile ucucu yag elde edilmis, ucucu yag sulu fazdan
koroform ile cekilmis ve susuz sodyum sulfatla kurutulmustur.
Kloroform ucurulduktan sonra ucucu yagdan kolon kromatografisi
yardimiyla aromatik hidrokarbon yapisindaki PHT izole edilmistir.
PHTnin antifungal etkisi mikrodilisyon yontemi ile Candida
tirlerinin 104 susu uzerinde (Candida albicans, C. krusei, C.
tropicalis, C. guilliermondii, C. parapisilosis, C. glabrata, C. rugosa,
C.inconspicua turlerinin suslari)) ve 16 Basidiomyces susu Uzerinde
(Cryptococcus neoformans, C. albidus, Trichosporon cutaneum,
Rohodotorula glutinis tiirlerinin suslari) arastirilmistir. PHT arastirilan
suslara karsi kaydadeger o6lctide antifungal etki goéstermis olup,
Candida turleri icin Minimum Inhibitér Konstrasyon (MIK) 12,5-50
ug/ml ve Basidiomycetes suslari icin MIK 12,5-100 ug/ml olarak
bulunmustur (Rybalchenko ve ark., 2010).
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Kahire’den (Misir) toplanan B. pilosa bitkisinin toprak ustd
kisimlarindan endofitik bir mantar olan Botryosphaeria rhodina izole
edilmistir. Mantarin etil asetat ekstresinin agar diftizyon testi
sonucunda Sporobolomyces cerevisiae, Candida albicans, Penicillium
notatum, Penicillium avellanea ve Aspergillus terreus suslarina karsi
anlamli antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur. Etil asetat
ekstresinden aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ile botriorhodin A,
B, C ve D izole edilmistir. Botriorhodin A ve B’nin patojenik mantarlar
olan A. terreus (MIK 26,03 uM ve 49,70 uM) ve Fusarium oxysporum’a
(MIK 191,60 uM ve 238,80 uM) karsi antifungal aktivite gdsterdigi
anlasilmistir (Abdou ve ark., 2010).

Adedapo ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigr bir calismada B.
pilosa bitkisinin yapraklarindan hazirlanan aseton, metanol ve su
ekstresinin gram pozitif bakterilerden Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Micrococcus kristinae, Streptococus pyrogens ile gram negatif
bakterilerden  Escherischia coli, Salmonella pooni, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae’ye
karsi1 antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Aseton ekstresi P.
aeruginosa ve K. pneumoniae hari¢c tim mikroorganizmalara karsi
aktif bulunmustur. Metanol ekstresi B. cereus, M. kristinae, S.
pyrogens, E. coli ve S. marcescens’e karsi etkili bulunmustur. Sulu
ekstre ise S. pyrogens haric tim gram pozitiflere ve gram
negatiflerden S. marcescens’e karsi antibakteriyel etki gostermistir

(Adedapo ve ark., 2011).

B. tripartita L.’nin koéklerinden elde edilen ucucu yagin bilesiminin ve
antifungal ve antibakteriyel aktivitelerinin arastirildig: bir calismada,
su distilasyonu ile elde edilen ucucu yag GC-MS ile incelenmis,

ucucu yagin 8 Gram-pozitif, 11 Gram-negatif bakteri ve 10 fungal sus
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Uzerinde antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri arastirilmistir.
Koklerden elde edilen ugucu yagin kuvvetli antifungal etki gosterdigi

belirlenmistir (Tomczykowa ve ark., 2011).

2012°de Japonya’da yapilan bir calismada, B. pilosanin Herpes
simplex virtistiine (HSV) kars: etkisi arastirilmistir. Bitkinin toprak
usttl kisimlar1 kaynar su ile ekstre edilmis ve puskurtmeli kurutucu
(spray dryer) ile kurutularak kahverengi bir toz elde edilmistir. Elde
edilen ekstre HSV-1 ve HSV-2 virtGislerine karsi in vivo ve in vitro
olarak test edilmis ve her ikisine karsi virtusidal etki gOsterdigi
saptanmistir. Calismalar B. pilosa ekstresinin virisiin hiicre icine
girisini engelledigini ve hucre icindeki viral replikasyonu etkileyerek

biyolojik sentezini inhibe ettigini géstermistir (Nakama ve ark., 2012).

1.6.7. Antihipertansif Aktivite

2001 yilinda yaymnlanan bir calismada, B. pilosa bitkisinin
yapraklarinin sulu ekstresinin (150-350 mg/kg) ve metilen klorur
ekstresinin (150-300 mg/kg) fruktoz-nedenli hipertansif sicanlar
Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Wistar erkek sicanlarin yiyecek ve
swv1 tiketimi, sistolik kan basinci, plazma glukoz, instlin, kolesterol,
trigliserit ve kreatinin seviyeleri o6l¢ctilmustir. Alt1 hafta boyunca
fruktoz ile beslenme, sicanlarda hipertansiyon ve hiperinsilinemiye
neden olmus, plazma trigliserit seviyesini yukseltmistir. Ekstreler
sicanlara gastrik enttibasyonla uygulanmistir. Su ve metilen klortir
ekstresinin yuksek kan basincini ve hipertrigliseridemiyi tersine
cevirdigi, fakat plazma insulin ve glukoz seviyesini etkilemedigi
gorulmustur. Ekstrelerin yuksek dozlarinin plazma kreatinin
seviyesini duslUrdigi, plazma kolestrol seviyesinde ise artisa neden

oldugu goézlenmistir. Sonuclar B. pilosa ekstrelerinin hipotansif
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etkisinin insulin duyarlhilig ile iliskili olmadigini géstermistir (Dimo ve

ark., 2001).

B. pilosa yapraklarinin noétr ekstresinin hipotansif ve kardiyak
etkilerinin arastirildig bir calismada, kurutulmus yapraklar metanol-
metilen klordr (1:1) karisimi ile 48 saat slUireyle maserasyondan sonra
NaOH ve HCI ile no6tralize edilerek ekstre hazirlanmistir. Ekstre 10,
20 ve 30 mg/kg dozlarda intravenéz olarak normotansif, spontan
(kendiliginden) hipertansif ve tuz-nedenli hipertansif sicanlara
uygulanmistir. B. pilosa ekstresi sistolik kan basincini normotansif
sicanlarda % 18,26, % 42,5, % 30, spontan hipertansif sicanlarda %
25,77, % 38,96, % 28,64, tuz-nedenli hipertansif sicanlarda ise % 27,
% 34,13, % 18,73 oranlarinda dustUrmustir. Kalp atim hizini ise 20
ve 30 mg/kg dozda sirasiyla % 23,68 ve % 61,18 oraninda
azaltmistir. Kalbin kasilma gicti ise sadece 30 mg/kg dozda
etkilenmistir. Sonuclar, B. pilosanin hipotansif etkisinin birinci
nedeninin kalbin pompalama etkinliginden, ikinci nedeninin ise

vazodilatasyondan ileri geldigini géstermistir (Dimo ve ark., 2003).

B. pilosa Dbitkisinin uzun sureli antihipertansif etkisinin
vazodilatasyondan kaynaklandigi dustnulmektedir. Bu hipotezi
degerlendirmek icin 2005 yilinda yayinlanan bir calismada, bitkinin
yapraklari metanol:metilen klortir (1:1) karisiminda 48 saat sUreyle
masere edilmis, NaOH ve HCI kullanilarak nétral B. pilosa ekstresi
hazirlanmistir (NBp). Ekstre in vitro olarak KCl veya norepinefrin ile
kasilmis izole sican aortu TUzerinde denenmistir. NBp (0,25-1,5
mg/ml) KCI ile kasilmis aort tizerinde konsantrasyona baglh olarak
artan (% 25-% 105) gevseme gostermistir. Norepinefrine bagh
kasilmalar tizerinde 1,5 mg/ml konsantrasyonda uygulanan ekstre %

88 gevseme meydana getirmistir. Indometazin veya pirilamin
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maleatin distk dozlardaki varligi bitki ekstresiyle saglanan gevseme
yanitini inhibe etmistir. Bitki ekstresi dinlenme halindeki aortun
tonusunu dusturmus, KCl nedenli kasilimi 1,5 mg/ml dozda % 90
oraninda, CaClz nedenli kasilimi 0,75 mg/ml dozda % 95 oraninda
baskilamistir. Sonuclar B. pilosanin nétral ekstresinin vazodilator
etkisinin oldugunu ve bir kalsiyum antagonisti gibi davrandigini

gostermistir (Nguelefack ve ark., 2005).

1.6.8. Antipiretik Aktivite

Sundararajan ve arkadaslarinin yaptiklar: bir calismada, B. pilosa L.
bitkisinin tamami n-hekzan, kloroform ve metanol ile ekstre edilerek
E1l, E2, E3 seklinde kodlanmistir. Ekstreler etil asetat, aseton ve su
kullanilarak kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmistir (F1, F2, F3).
Buttin ekstre ve fraksiyonlarin antipiretik aktivitesinin arastirildigi
calismada E3 en iyi antipiretik aktiviteyi gOstermistir. Antipiretik
aktivite icin referans olarak parasetamol kullanilmistir. Bitkinin
metanol ekstresinde de tavsan pirojen testinde kiyaslanabilir

antipiretik aktivite gérilmustiur (Sundararajan ve ark., 2006).

1.6.9. Immiinomodulator Aktivite

2004 yilinda Abajo ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan bir
calismada, B. pilosa’nin toprak Ustd kisimlarinin sulu inflizyonunun
immunomodulatér  etkisi arastirilmistir. Inflizyon  kandaki
(Escherichia coli ve Salmonella abortus equi‘den elde edilmis
lipopolisakkaritle uyarilmis ve wuyarimamis) sitokin Uretimini
artirmistir. Ayrica eritrositleri klorpromazinin fototoksik etkisinden

korudugu goértlmustur. B. pilosanin immun parametreleri
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duzenleme etkisi, kronik viral enfeksiyon, tiberktloz, AIDS ve kanser
gibi cesitli hastaliklarda kullaniminin klinik olarak anlamh

olabilecegini duistindUirmustir (Abajo ve ark., 2004).

B. pilosa Asya, Amerika ve Afrika’da halk arasinda bakteriyel
enfeksiyonlara karsi veya immunomodulatér olarak kullanilmaktadar.
Chiang ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 bir calismada, B.
pilosanin sulu ekstresinin, n-butanol fraksiyonunun ve izole edilen
flavonoit yapisindaki iki bilesigin (sentaurein ve aglikonu
sentaureidin) interferon gama (IFN-y) saliniminin uyarilmasi
Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Pozitif kontrol olarak
Fitohemaglutinin (PHA-1 ug/ml) kullanilmistir. Sulu ekstre (500
ug/ml) ve butanol fraksiyonu (500 ug/ml), sentaurein (100 ug/ml ) ve
sentaureidin (2 ug/ml) IFN-y diizenleyici aktiviteyi artirmistir (Chiang
ve ark., 2007).

1.6.10. Antikanser ve Antitiimor Aktivite

2001 yilinda yayinlanan bir calismada B. pilosa L. var. minor (Blume)
Sherff ve Houttuynia cordata Thunb. bitkilerinin tamamindan sicak
su ile hazirlanan ekstrelerinin L1210, U937, K562, Raji ve P3HRI1
huicrelerine karsi antilésemik etkisi 5-floro urasil ile kiyaslanarak
incelenmistir. B. pilosa var. minor ekstresinin bu bes lésemi
huicresine karsit ICso degerleri 145 ve 586 ug/ml araliginda
bulunmustur. B. pilosanin l6semi hucrelerine karsi etkisinin H.
cordata’dan daha yuksek oldugu gézlenmistir. Sonuclar B. pilosa’nin
lé6semi  tedavisinde  tibbi  bitki  olarak  kullanilabilecegini

dustundurmustur (Chang ve ark., 2001).
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Sundararajan ve arkadaslarinin yayinladiklar1 bir calismada,
antipiretik aktivitenin yaninda antikanser aktivite de incelenmistir. B.
pilosa bitkisinin tamamindan hazirlanan hekzan ekstresi en yuksek
antikanser aktiviteyi gostermistir. Bitkinin metanol ekstresinde de
He-la huicrelerine karsi in vitro olarak kayda deger sitotoksik aktivite

goérulmustur (Sundararajan ve ark., 2006).

B. pilosa bitkisi Brezilya geleneksel tibbinda kansere ait durumlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. 2008 yilinda yayinlanan bir calismada
bu tUrtn toprak Utistl kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin antitimor
etkisi arastirilmistir. Sulu-etanolli (6:4) ekstre ve etanol-su (9:1)
ekstresinden hareketle hazirlanan kloroform, etil asetat ve metanol
ekstrelerinin sitotoksik aktivitesi, deniz (tuzlu su) karidesi testi,
hemolitik analiz, neutral red uptake (NRU) ve tetrazolyum tuzu
deneyleri ile incelenmisgtir. Antiproliferatif etki ise ekstre ve
fraksiyonlarin Ehrlich asit timoért tasiyan Balb/c farelerine tUmor
olusumundan 24 saat sonra baslayarak 9 giin boyunca intraperitonal
olarak 150 ve 300 mg/kg dozda uygulanmasiyla incelenmistir.
Sonucta kloroform ekstresinin en yiksek antitimoér ve sitotoksik
etkiyi gdsterdigi, Ehrlich asit timéra tasiyan farelerin yasam suiresini
uzattigl, serum laktat dehidrogenaz aktivitesini ve timoér sivisinin
glutatyon (GSH) seviyesini dustrdigu belirlenmistir (Kviecinski ve

ark., 2008).

Kumari ve arkadaslarinin calismasinda, Hindistan’dan toplanan B.
pilosa bitkisinin yapraklari Soxhlet cihazinda hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol ile ekstre edilmistir. Ekstreler ve hekzan
ekstresinden izole edilen PHT bilesiginin insan oral (KB), karaciger

(HepG), kolon (CaCO2) ve gogus (MCF-7) htcre dizilerine kars:
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antikanser etkisi invitro yoéntemle arastirilmistir. Hekzan ekstresi ve

PHT’nin Gimit vaat edici oldugu bulunmustur (Kumari ve ark., 2009).

B. pilosa bitkisinin toprak Ustd kisimlarindan izole edilen endofitik
bir mantar olan Botryosphaeria rhodinanin etil asetat ekstresi cesitli
kanser htucrelerine karsi guclii sitotoksik ve antiproliferatif etki
gostermistir. Etil asetat ekstresinden izole edilen botriorhodin A ve B’
nin He-la hticre serilerine karsi ortadan zayifa degisen sitotoksik

etki gdsterdigi saptanmistir (Abdou ve ark., 2010).

2011 yilinda yapilan bir calismada, B. pilosanin toprak Tusta
kisimlarindan hazirlanan etanol-su (9:1) ekstresi ve stiper kritik sivi
ekstresi antitiimér aktivite acisindan incelenmistir. Iki ekstrenin de
doza bagli olarak MCF-7 hucrelerini 6ldtirdigt ve super kritik sivi
ekstresinin daha yuksek sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Stuper kritik sivi ekstresinin 24 saatteki ICso degeri 437 (428-440)
ug/l bulunmus ve 48 saat icinde bu deger 291 (282-299) ug/lye
diismustlr. In vitro olarak etanol-su ekstresi 160 pg/l dozda, stiper
kritik sivi ekstre ise 40 ug/l dozda DNA yarilmasini baslatmistir.
Stiper kritik sivi ekstredeki poliasetilenik bilesikler ITK ile tespit
edilmistir. Antitimoér aktivitenin arastirilmasi icin Ehrlich asit
timort tasiyan fareler kullanilmistir. Hayvanlar normal, negatif
kontrol, pozitif kontrol (doksorubisin 0,06 mg/kg), etanol-su ekstresi
test ve suUper kritik sivi ekstre test grubu olmak Uzere S gruba
ayrilmistir. Dokuz gunlik tedaviden sonra hayvanlar rastgele
secilerek vicut agirligi,, abdomen cevresi, asidik sivi ve tUmor
hicrelerinin hacmi, yasayan ve yasamayan timoérli hucre sayisi,
ortalama hayatta kalis suresi ve artan hayat suresi faktoérleri
acisindan degerlendirilmistir. 1ki ekstre de antitimér aktivite

gostermis olup, suUper kritik sivi ekstrenin asidik sivi ve tUmor
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huicrelerinin hacmini daha fazla indirgemesine bagli olarak daha
yuksek ortalama hayatta kalis stresi (17 gun) ve artan hayat
suresine (% 31) sebep oldugu tespit edilmistir. Sonuclar B. pilosa’da
bulunan poliasetilenik bilesiklerin stiper kritik teknoloji kullanilarak
yeni antikanser ilaclarin gelistirilmesinde lider olarak rol

oynayabilecegini géstermistir (Kviecinski ve ark., 2011a).

1.6.11. Antimalaryal Aktivite

B. pilosa Brezilya’da halk arasinda malarya atesi ve karaciger
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. 1997 yilinda yayinlanan
bir calismada, aralarinda B. pilosa, B. frondosa, B. tripartita, B.
ferulaefolia, B. bipinnata, B. maximovicziana, B. campylotheca, B.
bitternata ve B. parvifloranin da oldugu 41 farkli tirtiin antimalaryal
etkisi arastinlmistir. B. pilosa’nin tim kisimlarindan hazirlanan
etanol ekstreleri ile govde, yaprak ve koklerden hazirlanan eter,
etanol ekstreleri ve kloroform, n-butanol fraksiyonlar1 50 pg/ml dozda
Plasmodium falciparumun gelisimini invitro olarak % 90 inhibe
etmistir. Fareler Uzerindeki invivo calismalarda, fraksiyonlarin P.
berghei kaynakli parazitemiyi (kanda parazit bulunmasi) kismi olarak
azalttig1 gézlemlenmistir. Calismalarda kullanilan 9 Bidens tUrinden
7’sinin etanol ekstrelerinin parazitlerin gelisimini % 65 ila % 91
oraninda durdurdugu tespit edilmistir. HPLC calismalar1 Bidens
tirlerinin fenil asetilen bilesiklerini ve flavonoitleri icerdigini
gostermistir. B. pilosa koklerininden hazirlanan  kloroform
fraksiyonunun in vitro calismalarda parazit blylimesini % 86 inhibe
ettigi ve bu fraksiyonun major bilesiginin 1-fenil-1,3-din-5-en-7-ol-
asetat oldugu belirlenmistir. Sonuclar alifatik asetilen yapisinda
bilesikleri iceren Bidens tlrlerinin cok etkili oldugunu, hi¢ asetilenik

bilesik icermeyen B. parvifloranin inaktif oldugunu ve 3 adet asetilen
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iceren B. bitternatanin ise alt sinirda aktif oldugunu goéstermistir

(Brandao ve ark., 1997).

Brezilya’da antimalaryal olarak kullanilan B. pilosa bitkisinin
koklerinden perkolasyonla hazirlanan % 80’lik etanol ekstresinin
Plasmodium falciparum’a karsi in vitro olarak aktif oldugu, bu etkinin
poliasetilenler ve flavonoitlerden kaynaklandigi daha o6nceki
calismalarda go6sterilmistir. Oliveira ve arkadaslarinin 2004 yilinda
yayinladigi bir calismada, bu ekstre eter ve eter:metanol (1:1)
cbzlculeri kullanilarak kolon kromatografisi yardimiyla
poliasetilenler ve flavonoitlerden zengin fraksiyonlar elde edilmistir.
Ekstre ve fraksiyonlar HPLC/DAD analizi ve in vivo testler ile
degerlendirilmistir. Etanol ekstresi HPLC ile incelendiginde kersetin-
3-3'-dimetoksi-7-O-ramnoglukopiranoz ve asetilen 1-fenil-1,3-din-5-
en-7-ol-asetat piklerinin varlig1 tespit edilmistir. Eter fraksiyonunda
flavonoitler bulunmamuistir, eter:metanol karisiminda ise
poliasetilenler tespit edilmistir. Etanol ekstresi in vivo testlerin 5.
gunuinde % 36, 7. ginunde % 29 oraninda parazitemiyi azaltmistir.
Eter:metanol fraksiyonu parazitemiyi 5. glinde % 36 azaltirken, 7.
gunde etkisiz bulunmustur. Etanol ekstresi uygulanan hayvanlarin
fraksiyonlarin uygulandigi hayvanlara gére hayatta kalma oraninin
daha yuksek oldugu goértlmustir. Sonuclar etanol ekstresinin in vivo
aktivitesinin poliasetilenler ve flavonoitlerden kaynaklandigini

gostermistir (Oliveira ve ark., 2004).

2004 yilinda Brezilya’da yapilan bir calismada, yabani ve kultire
alinmis B. pilosa bitkilerinin kéklerinden hazirlanan etanol ekstreleri
P. bergheiye karsi in vivo ve P. falciparum’a karsi in vitro olarak test
edilmistir. Humuslu topraklarda kultire alinmis olan bitkiler etkili
bulunmustur. Fakat en yliksek antimalaryal etki yabani bitkilerin

ekstresinde gérilmustiir. Ayni calismada ITK analizleri sonucu biitiin
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ekstrelerde degisik miktarlarda flavonoit yapisinda bilesikler
bulundugu anlasilmis olup etkinin bu bilesiklerden ileri geldigi
dustunulmustir (Andrade-Neto ve ark., 2004).

Bir baska calismada, B. pilosa bitkisinin yapraklar: soxhlet cihazinda
hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol ile ekstre edilmistir.
Ekstreler ve hekzan ekstresinden izole edilen fenil-1,3,5-heptatrin
bilesiginin antimalaryal etkisi Plasmodium falciparum’a (NF54 zincir)
kars1 in vitro olarak test edilmistir. Hekzan ekstresi ve fenil-1,3,5-
heptatrinin timit vaat edici oldugu bulunmustur (Kumari ve ark.,

20009).

1.6.12. Karaciger Uzerine Etkileri

Zhong ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinladigi bir calismada, B.
bipinnatanin toplam flavonoitlerinin farelerde CCls ile meydana
getirilmis  karaciger @ hasarina karst  hepatoprotektif etkisi
arastirilmistir. Bitkinin kurutulmus toprak ustt kisimlar1 % 8071ik
etanolle ekstre edilip cesitli islemlerden sonra flavonoit iceren ve TFB
olarak adlandirilan ekstre hazirlanmistir. TFBnin 50, 100 ve 200
mg/kg dozlarda 7 glin boyunca oral olarak uygulanmasiyla
yukselmis olan serum transaminazlari alanin aminotransferaz ve
aspartat aminotransferazi dustrdugi, CCliin karacigerde neden
oldugu morfolojik degisimleri azalttigi, lipit peroksidasyonunu inhibe
ettigi ve antioksidan enzimler olan SOD ve GSHPx artirdig:
gortlmustir. Calismanin sonucu B. bipinnata’da bulunan
flavonoitlerin 6nemli 6l¢ctide hepatoprotektif oldugunu ve bu etkinin
antioksidan o6zelliklerinden kaynaklandigini goéstermistir (Zhong ve

ark., 2007).
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2009 yilinda yaymnlanan bir calismada, B. pilosa bitkisinin
yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin genc¢ sicanlarin koledok
kanali hasara ugratilarak meydana getirilmis kolestatik karaciger
hastalig1 tizerindeki etkisi 10 hayvandan olusan 4 grup Uzerinde 21
gunlik calismayla arastirilmistir. Ekstrenin karaciger fonksiyonlarini
korudugu, karaciger htucrelerinde nekrozu ve fibrozisi azalttig
gorulmustir. B. pilosa sulu ekstresinin kronik obstruktif kolestaz
nedenli karaciger hasarina kars: fitoterap6tik olarak kullanilabilecegi

distnulmustir (Suzigan ve ark., 2009).

1.6.13. Diiiretik Aktivite

B. odorata’nin topraktsti kisimlar1 Meksika halk tibbinda boébrek
hastaliklarinin  tedavisinde  kullanilmaktadir. Eylil  ayinda
Meksika’dan toplanan B. odorata bitkisinin toprak usti kisimlari
gblgede kurutularak toz edilmis ve distile su ile ekstre edilmistir.
Ditiretik etki 41 ve 166 mg/kg dozda sulu ekstrenin 2 mg/kg dozdaki
furosemite karsi disi sicanlara oral yoldan verilerek test edilmesiyle
arastirilmistir. Sulu ekstrenin her iki dozu ve furosemit idrarla
sodyum, potasyum ve su atilimini kaydadeger 6lctide artirmistir. Bu
artisin doza bagimli oldugu, ekstrenin ytiksek dozunun sodyum ve su
athhmini furosemitten daha fazla artirdigi, potasyum atilimini ise
furosemite gbére daha az artirdigi goérulmustir. Sonuclar B.
odorata’nin sulu ekstresinin ditretik kullanimini dogrulamistir

(Camargo ve ark., 2004).

1.6.14. Diger Etkiler

1980 yilinda yilinda yayinlanan bir calismada aralarinda B. pilosa

bitkisinin de bulundugu 44 bitkinin etanol ekstrelerinin Escherichia
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coli, Saccharomyces cerevisiae ve Candida albicans’a karsi antibiyotik
ve fototoksik etkileri arastirilmistir. B. pilosanin aken, cicek, yaprak
ve kok ekstrelerinin C. albicans’a karsi fototoksik ve antibiyotik
aktivitesinin bulundugu, gévde ekstresinin ise herhangi bir aktivite

gostermedigi belirlenmistir (Wat ve ark., 1980).

B. pilosa L. Kamerun'un gliney boélgelerinde halk arasinda cesitli kalp
rahatsizliklarinin tedavisinde ve glney Amerika’da yuksek kan
basincinin dusuridlmesinde ampirik olarak kullanilmaktadir. Dimo ve
arkadaslarinin 1998 yilinda yayinladiklar: bir calismada, B. pilosanin
gluneste kurutulmus yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin, sican
aort seritlerinde KCI ve norepinefrin ile olusturulmus kasilmalara
kars1 etkisi degerlendirilmistir. Ekstrenin (8 mg/ml) her iki kasilma
tipini de doza bagli olarak gevsettigi, norepinefrin-nedenli
kasilmalarda ise daha dikkate deger etki goOsterdigi belirtilmistir.
Sonuclar gevsetici etkinin ekstraseltilar Ca*?’nin huicre icine akisinin

blokaji ile oldugunu distindirmustir (Dimo ve ark., 1998).

1999 yilinda yayinlanan, B. pilosa yapraklarinin metanol ekstresi ve
bu ekstreden hareketle izole edilen poliasetilenik yapida bir bilesigin
(2-O-B-D-glukoziltrideka-11E-en-3,5,7,9-tetrain-1,2-diol)

immunosupresif etkisinin in vivo ve in vitro yéntemlerle arastirildigi
bir calismada, ekstrenin immunosupresif etkisinin bulundugu ve bu
etkinin icerdigi poliasetilenik bilesikten kaynaklandigi belirlenmistir

(Pereira ve ark., 1999).

B. parviflora bitkisinden izole edilen poliasetilenik glukozit yapisinda
S bilesigin (bidensineozit A;, A2, B, C, 3-deoksibidensineozit B)
antihistaminik etkisinin arastirildigi bir calismada, bilesiklerin
lipopolisakkaritlerle ve interferon-y ile aktive edilmis fare

makrojajlarinda (RAW 264,7) nitrik oksit (NO) Giretimini ve sican mast
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huicrelerinde antijen-antibadi reaksiyonu ile uyarilmis histamin

salinimini inhibe ettigi gbézlenmistir (Wang ve ark., 2001).

Wang ve arkadaslarinin 2003 yilinda yayinladigi bir calismada, B.
parviflora bitkisinden izole edilen 3 stUkroz esteri ve 1 adet lignan
yapisinda bilesigin sican mast hucrelerinin antijen-antibadi
reaksiyonu sonucu olusan histamin salinimini ve fare RAW 264.7
makrofaj benzeri hucrelerinin PGE2 duretimini inhibe ettigi

bildirilmistir (Wang ve ark., 2003).

2004 yilinda yayinlanan bir calismada, B. pilosa var. radiata
bitkisinin taze tim kisimlarindan hazirlanan % 70’lik etanol ekstresi,
etil asetat ve n-butanol fraksiyonlar1 ve izole edilen iki poliasetilenik
bilesigin antianjiyogenik etkisi anti-hticre proliferasyon, anti-tip
formasyon ve hucre migrasyon deney yontemleri kullanilarak
arastirilmistir. Etil asetat fraksiyonunun HUVEC (human umbilical
vein endothelium cells) htucrelerine karsi kaydadeger anti-hticre
proliferasyon ve  anti-tip formasyon  aktivitesi  gosterdigi
belirlenmigtir. Etil asetat fraksiyonundan Dbiyolojik aktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama ile izole edilen poliasetilen yapida 1,2-
dihidroksitrideka-5,7,9,11-tetrain (1) ve 1,3-dihidroksi-6 (E)-
tetradeken-8,10,12-trin (2) bilesiklerinin HUVEC proliferasyonuna
kars1 yuksek oranda spesifik ve ciddi 6l¢tide (ICso degerleri sirasiyla
2,5 ve 0,375 ug/ml) aktivite gdsterdigi saptanmistir. 1 numaral
bilesigin HUVEC tip formasyonunun o6nlenmesinde daha gucla
oldugu gortulmustir. Etil asetat fraksiyonunun ve izole edilen
bilesiklerin guicli anti-anjiyogenik aktivite gosterdigi belirlenmistir

(Wu ve ark., 2004).

2006 yilinda Wang ve arkadaslarinin yayinladigi bir calismada B.
parviflora bitkisinin tim kisimlarinin ekstre edilmesiyle izole edilen

iki adet neolignan glukozit yapisinda bilesigin peritonal mast
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hiuicrelerinden antijen-antibadi reaksiyonuyla indiklenmis histamin

salinimin inhibe ettigi gézlemlenmistir (Wang ve ark., 2006).

Wang ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinladigi bir calismada, B.
parviflora bitkisinin tim kisimlar1 kullanilarak % 601ik etanolle
hazirlanan ekstreden ve hekzan, etilasetat, n-butanol
fraksiyonlarindan hareketle kalkon, flavanon ve auron yapisinda 9
adet bilesik izole edilmistir. Izole edilen bilesiklerin antihistaminik
etkileri, sicanlarin peritonal eksuda hucrelerinden antijen-antibadi
reaksiyonu ile indiiklenmis histamin saliniminin inhibe etme yetenegi
ve lipopolisakkarit ve fare rekombinant interferon-y ile aktive edilmis
fare (murine) makrofaj benzeri huicre serileri RAW 264.7’nin NO
Uretimini inhibe etme yetenegi incelenerek arastirilmistir. Kalkon ve
auron glukozitlerinin antihistaminik etkisinin aglikon hallerinden
daha  kuvvetli oldugu ve flavonoitlerin antialerjik veya
antienflamatuvar ilaclarda kullanimiyla ilgili sonraki calismalar icin

umut vaad ettigi bulunmustur (Wang ve ark., 2007).

Deba ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinladig: calismada, fungisidal
aktivitenin yaninda, B. pilosa var. radiata herbisidal aktivitesi de
arastirilmistir. Raphanus sativus ve Echinochloa crus-galli bitkileri
indikatdér olarak kullanilmistir. Ekstrelerin indikatér bitkilerin
buyltmesini guc¢li sekilde engelledigi ortaya cikmistir (Deba ve ark.,
2007).

2008 yilinda yayinlanan bir calismada, B. pilosa yapraklarinin sulu
ve etanolll ekstreleri, in vivo ve in vitro olarak erigkin olmayan disi
sicanlarin rahim kaslar1 tizerindeki etkileri arastirilmistir. Etanollt
ekstre sulu ekstrenin biraz Uzerinde toksik etki gdstermekle birlikte
her iki ekstre de zayif toksisite gOstermistir. Sulu ekstrenin zayif
toksisite goOstermesi, Ostrojenik ve oksitoksik etki gdstermesi,

geleneksel kullanimini dogrulamakla birlikte dogumu kolaylastirmak
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icin uterotonik preparatlarda kullanilabilecegini dustndirmustir

(Frida ve ark., 2008).

1.7. Toksisite Calismalar:

2011 yilinda yayinlanan bir calismada B. pilosa yaprak ekstresinin
(BPLE) akut ve sub-kronik toksisitesi arastirilmistir. Fitokimyasal
analizlerle sekonder metabolitlerin varligi tespit edilmistir. Calismada
B. pilosa yapraklarinin dekoksiyonu kullanilmistir. Akut toksisite
deneyleri sirasinda Wistar sicanlarindan olusan her bir gruba
BPLEnin tek dozu (500-10,000 mg/kg) ve distile su oral olarak
uygulanmistir. Sub-kronik toksisite deneylerinde ise BPLE (200-800
mg/kg) ve distile su oral yolla 28 glin boyunca uygulanmaistir.
Toksisite isaretleri incelenmis, hayvanlarin, kan ve organlar
biyokimyasal ve histolojik calismalar icin toplanmistir. Ekstrede
tanen, flavonoit, terpen ve kardiyak glukozitlerin varhig tespit
edilmistir. Deneyler sirasinda sicanlarda o6lim goézlenmemistir.
Kontrol grubu, 400 mg/kg ve 800 mg/kg uygulanan gruplar arasinda
ortalama vicut agirhigi artisinda dtsts, kontrol ve 400 mg/kg
uygulanan gruplar karsilastirildiginda kalbin relatif organ agirhiginda
artis goérulmustir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 800 mg/kg
dozluk grupta serum alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransfreaz (AST) ve gama glutamil transpeptidaz (GGT)
seviyelerinde ve 200 mg/kg, 400 mg/kg, 800 mg/kg dozluk gruplarda
kardiyak kreatin kinaz (CK-MB) seviyelerinde artis go6zlenmistir.
Karaciger, bébrek ve kalp dokulari incelendiginde normal durumda
olduklar1 degisim meydana gelmedigi goérulmusttir. Calisma
sonucunda B. pilosa yaprak ekstresinin gtivenlik seviyesinin yuksek

oldugu anlasilmistir (Ezeonwumelu ve ark., 2011).
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1.8. Kontrendikasyonlari

Bairwa ve arkadaslarinin B. pilosa ile ilgili 2010 yilinda yayinladigi
derlemede bu bitkiye ait bazi kontrendikasyonlardan bahsedilmistir.
Bunlar;

1. Kobaylarda zayif uterus uyarici etki gézlendiginden hamilelikte
kullanilmamalidar.

2. Kumarin turevi bilesikler icerdiginden kan inceltici 6zelligi
sahiptir. Varfarin gibi ilaclarla birlikte kullanilirken hasta
dikkatle takip edilmelidir.

3. Bitkinin kan sekerini diistirtici etkisi bulunmaktadir. Diyabet
icin kullanimi1 kan sekeri seviyesi duizenli araliklarla kontrol
edilerek doktor kontroltinde olmalidir.

4. Antihipertansif etkisi nedeniyle hipotansif ila¢ kullanan

hastalar bitkiyi kullanmadan 6énce doktora danigsmalidir.

(Bairwa ve ark., 2010)

Yukarida verilen bilgiler degerlendirildiginde, diinyada bazi Bidens
tirleri Uzerinde kimyasal icerik ve biyolojik aktivite calismalarinin
yapilmis oldugu ancak; Turkiye’de yetisen Bidens cernua var.
radiata, B. tripartita ve B. frondosa taksonlari Gizerinde bu konularla
ilgili yapilmis herhangi bir calisma bulunmadigr goéralmustir.
Ulkemizde yetisen bu taksonlarin ekstreleri tizerinde antidiyabetik,
antioksidan ve asetilkolinesteraz inhibitor aktivitelerin belirlenmesi,
ekstrelerin HPLC profillerinin olusturulmasi, s6z konusu bitkilerin
toprak Ustd kisminda bulunan bazi kimyasal bilesiklerin kalitatif ve
kantitatif olarak tespit edilmesiyle bilim dulinyasina yeni veriler

kazandirilmasi amacglanmaistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec:

2.1.1. Bitkisel Gerec

Bu calismada asagida isimleri ve toplandigi lokaliteler belirtilen
bitkilerin goélgede elekler Uzerinde kurutulmus cicekli toprak ustt

kisimlar toz edilerek kullanilmistir.

1. Bidens cernua var. radiata 21.08.2011 tarihinde Dtuzce-
Golyaka Efteni Golu (A3) Kus gozlem evi iskelesi gdl kenari
bataklik sazlik alandan ve Goélyaka Efteni G6lu kiyis1 bataklik
bolgelerden toplandi. Doc¢. Dr. Ayse Mine GENCLER OZKAN
tarafindan teshisi yapildi.

2. B. tripartita 20.08.2011 tarihinde Duizce - Yenicaga parkta gol
kenarindan ve 06.08.2011 tarihinde Afyon-Eber golti, Eber
koyu sazhgi ile Oguzhiyldgi arasindaki su yataginin
kenarindan toplandi. Prof. Dr. Mehmet KOYUNCU ve Dog. Dr.
Ayse Mine GENCLER OZKAN tarafindan teshisi yapildi.

3. B. frondosa 01.09.2011 tarihinde Trabzon-Dereboyu caddesine
yakin yol kenarindan toplandi. Do¢. Dr. Ayse Mine GENCLER
OZKAN tarafindan teshisi yapildi.

B. frondosa L. Turkiye Flora kitabinda (Flora of Turkey and the East
Agean Islands) bulunmamakta olup, Kamil Coskuncelebi (Karadeniz
Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Faktiltesi-Trabzon) ve arkadaslari
tarafindan 2007 yilinda tespit edilmis olup yeni bir kayit olarak

yayimnlanmistir.
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Tez Lkonusu olarak sectigimiz Uc¢ tlrin Oornekleri preslenip
kurutulduktan sonra, Ankara Universitesi, Eczacilik Faktiltesi
Herbaryumuna (AEF) kaldirilmistir. Herbaryum kayitlar1 asagida

belirtilen numaralarla yapilmistir.

Bidens cernua var. radiata : 25995
B. tripartita (Duzce) : 25996
B. tripartita (Afyon) : 25994

B. frondosa : 25993

Calismalarimizda miktarinin fazla olmasi nedeniyle Duzce-
Yenicaga’dan toplanan B. tripartita kullanilmistir. Afyon’dan toplanan
tirtin sadece teshisi yapilmistir. Tim tirler Ulkti Gékcen ICOZ ve
Kutluhan ICOZ tarafindan toplanmastir.
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Sekil 2.1. B. cernua var. radiata genel géorinus
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Sekil 2.2. B. cernua var. radiata ¢icek ve yapraklari
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Sekil 2.3. B. cernua var. radiata herbaryum 6rnegi (genel)
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Sekil 2.4. B. cernua var. radiata herbaryum 6rnegi (cicek ve yaprak)
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Sekil 2.5. B. tripartita genel gérinus
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Sekil 2.6. B. tripartita ¢icek ve yapraklar
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Sekil 2.7. B. tripartita herbaryum 6rnegi (Afyon)
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Sekil 2.8. B. tripartita herbaryum 6rnegi (Dulizce)
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Sekil 2.10. B. frondosa cicek ve yapraklar
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Sekil 2.11. B. frondosa herbaryum 6rnegi (genel)
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Sekil 2.12. B. frondosa herbaryum 6rnegi (cicek ve yaprak)

2.2. Yontem:

2.2.1. On Ekstraksiyon

Toplanan materyallerin kimyasal icerik bakimindan
karsilastirilabilmesi icin sulu ve etanolli ekstreleri hazirlanmistir.
Bu amacla her bir takson icin 10’ar g toz bitki 200 ml su ve 200 ml %
8071ik etanol ile 2’ser kez 2 saat boyunca calkalanmisg, stzulmus,
stizUntiler Dbirlestirilmis, rotavaporda yogunlastirilmis, derin
dondurucuda bekletildikten sonra liyofilizatérde kurutulmustur.

Asagidaki yontemle ekstre icerikleri karsilastirilmistir.
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2.2.2. Ekstre Iceriklerinin Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile

Karsilastirilmasi

Kucuk o6lcekte hazirlanan ekstrelerden Etil asetat:MeOH:Formik
asit:Su- 100:11:11:27; CHCI3:MeOH:Su-61:32:7; oranlarindaki solvan
sistemleri ile ITK incelemeleri yapilmis ve etanollii ekstrelerin sulu
ekstre icerisinde bulunan tiim maddeleri icerdigi ve madde cesitliligi
bakimindan daha zengin oldugunun Dbelirlenmesi nedeniyle,
antidiyabetik aktivitenin etanollii ekstreler tizerinden yurutilmesine

karar verilmistir.

2.2.3. Aktivite Tayinleri icin Ekstre Hazirlanis:

2.2.3.1. Sulu Ekstrelerin Hazirlanisi:

25’%er g bitki Uizerine 400 ml su eklenerek 2’ser kez 2 saat boyunca
calkalandi. Sure sonunda ekstre suizgec kagidindan sutzuldu.
Stzuntuler birlestirildi ve rotavaporda S50°C’nin altindaki sicaklikta
yogunlastirildi. Derin dondurucuda bekletildikten sonra liyofilizatérde

kurutuldu.

2.2.3.1.1. Sulu Ekstrelerin % Verimleri:

Bidens cernua var. radiata : % 18,1766
B. tripartita : %19,2089

B. frondosa : %19,4908
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2.2.3.2. Etanollii Ekstrelerin Hazirlanisi:

Antidiyabetik aktivitenin tayini icin 3 taksondan 100’er g bitki
Uzerine 1,5 1t % 801lik etanol eklendi, 24 saat calkalayicida
calkalandi. Tulbentten stiztildii. Artiklarin Uzerine 11t daha % 807ik
etanol eklendi ve 24 saat daha calkalandi, tulbentten stzuldu.
Stzuntuler etanol tamamen ucuncuya kadar rotavaporda 50°C’ de
yogunlastirildi. Kalan sulu kisim darasi alinmis kaplara konup
donduruldu ve liyofilize edildi. Kuru ekstrelerin tartimlari alindi ve

verimleri hesapland..

2.2.3.2.1. Etanollii Ekstrelerin % Verimleri:

Bidens cernua var. radiata : % 22, 2848
B. tripartita : % 15,6326

B. frondosa : % 17,5721

Etanollu ekstrelerin antidiyabetik aktivite sonuclari
degerlendirildiginde B. tripartita taksonunun hem akut hem de
subakut denemelerde olumlu netice géstermesi sebebiyle bu taksona
ait etanollll ekstrenin ¢ozlcl-¢cozliicu ekstraksiyonu ile alt ekstrelere
ayrilmasina karar verilmistir. Bu amacla asagidaki ekstraksiyon ve

fraksiyonlama metodlar1 uygulanmaistir.
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2.2.4. B. tripartita Etanol Ekstresinin Fraksiyonlanmasi

302,2518 g bitki tizerine 3000 ml % 8071ik etanol eklendi, 24 saat
calkalandi, stiztildd, 2000 ml daha etanol eklenerek 24 saat daha
calkalandi, stiztildi. Stzuntuler rotavaporda S0°C’de yogunlastirildai.
Artik, su ile behere aktarildi. Liyofilize edildi. 45,6901 g ekstre elde
edildi. 40,6372 g ekstre 500 ml suda c¢coézuldu. 1 I'lik ayirma hunisine
alindi. 9 kez 500 ml (toplam 4500 ml) kloroform ile calkalandi. Alt
fazlar toplandi. Rotavaporda yogunlastirildi, kloroformla darasi
alinmis behere aktarilarak, ceker ocak altinda kurutuldu. Kalan sulu
faz tizerine 11 kez 500 ml EtOAc (toplam 5500 ml) ilave edildi. EtOAc
fazi 250 mllik darasi alinmis balonda biriktirildi. Kuruluga kadar
ucuruldu. Son olarak da sulu faz tizerine 7 kez 500 ml (toplam 3500
ml) su ile doyurulmus n-butanol ilave edilerek calkalandi. Ust fazlar
250 mllik daras1 alinmis balonda biriktirildi, kuruluga kadar
ucuruldu. Tamamen kuruduktan sonra 2 kez metanol eklenerek
rotavaporda tekrar kurutularak n-butanol tamamen uzaklastirildi.
Kalan su fazi yogunlastirilarak liyofilize edildi. Kloroform, EtOAc ve n-
butanol fazlar1 vakumlu desikatorde bekletildi. Tartimlar alindi,

verimler hesaplandi.

Kloroform fraksiyonu: 5,9323 g % Verim=14,5982
EtOAc fraksiyonu: 7,7396 g % Verim= 19,046
n-Butanol fraksiyonu: 6,3156 g % Verim= 15,5414

Su fraksiyonu: 17,9709 g % Verim= 44,2228
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K B.tripartita toprak tstii kisimlarindan \

hazirlanan kurutulmus etanollii ekstre
40,6372 g

+

500 ml distile su

+
K Kloroform (9x500 ml) /
Yogunlagtirma
|
Kloroformlu Faz 7 1 N
P Artik
5,9323 g (Verim= % 14,5982)
+
EtOAcC (11 x 500 ml)
\\ J
Yogunlagtirma IJ
Vz N
4 Artik N
EtOAc Faz1
+
7,7396 g  (Verim= % 19,046)
su ile doy. n-BuOH (7 x 500 ml)
\ J
Yogunlastirma
|
N\
N-BuOH Fazi Yogunlastirma
6,3156 g (verim: %15,5414) 1
A

Kalan Su Faz1

17,9709 g (verim: %44.2228)
\

Sekil 2.13. B. tripartita toprak Ustd kisimlarinin etanollti ekstresinin
¢cozlict-¢ozlicu ekstraksiyonu ile fraksiyonlanmasi
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2.2.4.1. Ekstre ve Fraksiyonlarin Hazirlanmasinda Kullanilan
Coziiciiler

Kloroform: Riedel-de Haen Puriss UN 1888

Atabay 98007
Etilasetat: Riedel-de Haen Puriss 27227 UN 11173

Merck [ 923468 Li Chrosol fir die Chromatographie
n-Butanol: Riedel-de Haen A.G. 24124

Su: Bidistile su

2.3. Biyolojik Aktivite Calismalar:

2.3.1. Antidiyabetik Aktivite Tayini

Deney Hayvanlari:

Aktivite calismalarinda Gazi Universitesi, Deney Hayvanlan
Arastirma Merkezinden (GUDAM) temin edilen Wistar albino erkek
sicanlar kullanilmistir. Deney hayvanlarinda hormonal degisiklikler
kan glukoz duzeyini etkilediginden erkek hayvanlar tercih edilmistir.
Hayvanlar standart laboratuvar sartlarinda (24°C sicaklik, 12 saat
151k, 12 saat karanlik) barindirilmis ve deneyden 12 saat 6nce ag¢

birakilarak sadece su verilmistir.

Deney Numunelerinin Hazirlanisi:

Numuneler stispansiyon yapici madde ( % 0,5 karboksi metil seltiloz

cozeltisi) ile hazirlanmistir.
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Deney Numunesinin Uygulanmasi:

Hazirlanan numuneler deney hayvanlarina gastrik gavaj yardimiyla

oral olarak uygulanmistir (1 ml/ 100 g).

Kan Glukoz Konsantrasyonlarinin Olctilmesi

Belirli araliklarla toplanan kan Ornekleri glukoz-oksidaz metoduna
gore Olcim yapan “Glucometer Elite” Cihaz ve stripleri kullanilarak

Olculmustir. Sonuclar mg/dl olacak sekilde kaydedilmistir.

Referans Ilac:

Tip 2 diyabete karsi etki arastiracagimiz icin oral antidiyabetikler
icinde en cok kullanilanlardan biri olan tolbutamit (100 mg/kg)

kullanilmistir.

2.3.1.1. Normoglisemik Hayvanlar Uzerinde Calisma:

Deneyden 12 saat o6nce ac¢ birakilan, standart laboratuvar
kosullarinda barindirilan deney hayvanlarinin aclhik kan glukoz
seviyeleri o6lctildikten sonra 6’sarli gruplara ayrilarak ekstre ve
referans madde wuygulandi. Kontrol grubuna sadece ekstre

hazirlanirken kullanilan ¢6zict uygulanmistir.

Kan o6rnekleri baslangicta (0. dakika), 30., 60., 120. ve 240.
dakikalarda hayvanlarin kuyruk ucundan toplanmis ve kan glukoz

konsantrasyonlar: mg/dl olarak tespit edilmistir.
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2.3.1.2. Glukoz-Hiperglisemik Hayvanlar Uzerinde Calisma (Oral
Glukoz Tolerans Testi-OGTT):

12 saat a¢ birakilan hayvanlara aclik kan glukoz konsantrasyonlari
6lctildikten sonra ekstre uygulanmistir. Ekstre uygulanmasini takip
eden 30. dakikada sicanlara oral olarak 2 g/kg dozda glukoz
yuklemesi yapilmistir. Glukoz uygulandiktan 30, 90 ve 210 dakika

sonra kan 6rneklerinde glukoz konsantrasyonu tespit edilmistir.

2.3.1.3. Diyabetik Hayvanlar Uzerinde Caligmalar

Deneysel Divabetin Olusturulmasi:

Deneysel diyabet olusturmak amaciyla intraperitonal olarak 60
mg/kg dozda streptozotosin uygulanmistir. Streptozotosin 1siyla
bozuldugu i¢in derin dondurucuda saklanmis ve uygulamanin hemen
oncesinde buz banyosu icinde hazirlanmistir. Uygulamadan 7 gun
sonra Olculen kan glukoz seviyeleri 250 mg/dl tizerinde olan

hayvanlar diyabetik kabul edilmis ve deney gruplarina alinmistir.

Akut Antidivabetik Etkinin Tesbiti:

Deneysel diyabet olusturulmus sicanlar deneyden 6nce en az 8 saat
a¢ birakilmistir. Sadece su icmelerine izin verilen hayvanlarin aclik
kan sekerleri deneyden hemen o6nce O6lctilmustir. Antidiyabetik
etkinin tespiti icin sicanlara ekstre verildikten sonraki 30., 60., 120.
ve 240. dakikalarda kan o6rnekleri hayvanlarin kuyruk uclarindan

toplanmustir.
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Subakut Antidivabetik Etkinin Tespit Edilmesi:

Ekstreler 7 glin boyunca deneysel diyabet olusturulmus sicanlara
oral yolla verilmistir. Hayvanlarin kanlar1 1, 4 ve 8. gunlerde
toplanmis ve kan glukoz degisimleri incelenmistir. Diger taraftan
ekstre uygulamasi esnasinda sicanlarin viicut agirhiklarinda meydana

gelen degisiklilikler de 1., 4., ve 8. glinlerde kaydedilmistir.

2.3.1.4. Etanolli Ekstreler Uzerinde Antidiyabetik Aktivite

Calismalar:

Uc¢ taksonun (B. cernua var. radiata, B. tripartita, B. frondosa)
etanollti ekstreleri 250 mg/kg ve 500 mg/kg dozda normoglisemik,
glukoz hiper glisemik (OGTT) ve streptozotosin-nedenli diyabetik
(akut, subakut) sicanlara oral olarak uygulanmistir. Uygulama
esnasinda her U¢ deney modeli icinde gruplar asagidaki sekilde

olusturulmustur.

Normoglisemik (Saglikli Hayvanlar)

1.Grup..cec e, Negatif kontrol (sadece ¢6zlicti uygulanmaistir)
2.GIrUpP..ieeeiiiiiieiean, Pozitif kontrol (Tolbutamit 100 mg/kg)
3.Grup..cccveviiiiiinenne. B. cernua ekstresi (250 mg/kg)

4. .GrUP.ceeeeieeeiieneieaienene, B. cernua ekstresi (500 mg/kg)
S5.Grup..ccceeeviiiiiiinenne, B. tripartita ekstresi (250 mg/kg)
O.GTUP..coeeieiieiiiiiienn B. tripartita ekstresi (500 mg/kg)

7.GIUP. i, B. frondosa ekstresi (250 mg/kg)

B8.Grup..ccevvveniiiiieenene, B. frondosa ekstresi (500 mg/kg)
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Glukozhiperglisemik (OGTT) (Saghkli Hayvanlar)

1.Grup.....c.cee.... Negatif kontrol+2 g/kg glukoz

2.Grup....cceceunees Pozitif kontrol (Tolbutamit 100mg/kg) +2g/kg glukoz
3.Grup....cceeee.. B. cernua ekstresi (250 mg/kg) +2 g/kg glukoz
4.Grup...ccoeevveen. B. cernua ekstresi (500 mg/kg) +2 g/kg glukoz
5.Grup......eeeeee B. tripartita ekstresi (250 mg/kg) +2 g/kg glukoz
6.Grup........c.... B. tripartita ekstresi (500 mg/kg) +2 g/kg glukoz
7.GTup.....ceeevn.e. B. frondosa ekstresi (250 mg/kg) +2 g/kg glukoz
8.Grup.....ceceun... B. frondosa ekstresi (500 mg/kg) +2 g/kg glukoz

Akut Divabetik (Streptozotosin ile divabet yvapilmis hayvanlar)

1.Grup..ceee e Negatif kontrol (sadece ¢6zlicti uygulanmistir)
2.GIrUpP..cieeiiiiiieiean Pozitif kontrol (Tolbutamit 100 mg/kg)
S.Grup.cceeeieeiiiiieeen, B. cernua ekstresi (250 mg/kg)

4.GIUP. e, B. cernua ekstresi (500 mg/kg)

S.GIUP. e, B. tripartita ekstresi (250 mg/kg)

6.GIrUpP.. i B. tripartita ekstresi (500 mg/kg)

7.GIrUDP- i, B. frondosa ekstresi (250 mg/kg)

8.GIrup..cceviviiiiiinennen, B. frondosa ekstresi (500 mg/kg)
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Subakut Divabetik (Streptozotosin ile divabet vapilmis hayvanlar)

Bu deneyde 7 giin boyunca giinde 1 kez asagidaki dozlarda uygulama

yapilmistir.

1.Grup..ceee e Negatif kontrol (sadece ¢6zlicti uygulanmaistir)
2.GIrUpP.ce e, Pozitif kontrol (Tolbutamit 100 mg/kg)
3.Grup.cceeeeeeiiieeen B. cernua ekstresi (250 mg/kg)

4.GIUP. e, B. cernua ekstresi (500 mg/kg)
S.GIUP..cieiiiiiiieiea B. tripartita ekstresi (250 mg/kg)
0.GTUP...eeeeeeiiiniieaens B. tripartita ekstresi (500 mg/kg)

7.GIUP e B. frondosa ekstresi (250 mg/kg)
8.Grup..ceeieiiiiiieiene, B. frondosa ekstresi (500 mg/kg)

Hayvanlarin kanlar1 1., 4. ve 8. gunlerde toplanmis ve kan glukoz
degisimleri incelenmistir. Diger taraftan ekstre uygulamasi esnasinda
sicanlarin viicut agirliklarinda meydana gelen degisiklilikler de 1., 4.,

ve 8. giinlerde kaydedilmistir.

2.3.1.5. B. tripartita’nin Fraksiyonlar1 Uzerinde Antidiyabetik

Aktivite Calismalar:

B. tripartitanin etanollti ekstresinin ¢6zlicli-¢c6zlicti ekstraksiyonu ile
fraksiyonlanmas1 sonucunda elde edilen 4 fraksiyonun antidiyabetik
aktivite deneylerinde asagidaki grup ve dozlar kullanilmistir. Doz

hesabi fraksiyonlarin % verimleri dikkate alinarak hesaplanmistir.
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2.3.1.5.1. Fraksiyonlar icin Doz Hesab:

Kloroform fr.: % 14,5982 EtOAc fr.: % 19,046
n-BuOH fr.: % 15,5414 k-su fr.: % 44,2228

Verimler toplami: % 93,4

Total ekstrede yltiksek etkili doz 500 mg/kg (Fraksiyonlama yapildig:
icin doz 2 ile ¢arpildi =1000 mg/kg)

93,4 14,6 (Her fraksiyon icin ayni oranti kuruldu)

1000 mg/kg X

Dozlar (mg/kg):

Kloroform = 156,3169>>156 EtOAc= 203,9186>>204

n-BuOH= 166,3961>> 166 k-su=473,4775>>473

Hayvan Agirligina gore;

Her grupta 6 hayvan olacak sekilde deney tasarlandi, ortalama
hayvan agirligt 200 g olarak kabul edildi. Her gruptaki hayvan

sayisinin bir fazlasi kadar tartim yapildi.

200 x 7= 1400 g toplam hayvan agirlhigi (her grup icin)
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1000 g 156 mg Kloroform= 218,4 mg EtOAc= 285,6 mg

1400 g X n-BuOH= 232,5 mg k-su = 666,2 mg

Hayvanlarin her 100 g1 icin 1 ml ekstre uygulanacag kabul
edildiginde 1400 g hayvan icin 14 ml ekstre uygulanmalidir.

Tam fraksiyonlar 14’er ml karboksimetil seltloz (% 0,37ik)
cozeltisinde c¢ozulerek uygulanmistir. Hayvan agirliklari ekstre
verilmeden o©nce tartilmis ve 14 mlden ne kadar cekilecegi

belirlenmistir. Her fraksiyon yari dozda da c¢alisilmistir.

Normoglisemik (Saglikli Hayvanlar)

1.Grup..ceee e Negatif kontrol (sadece ¢6zlicti uygulanmistir)
2.GrUp..ccevviiiiiicenenn, Pozitif kontrol (Tolbutamit 100 mg/kg)
S.Grup.cceeeeeeieieieen Kloroform fr. 78 mg/kg

4.GIUD. e, Kloroform fr. 156 mg/kg

S.GTUP. it Etil asetat fr. 102 mg/kg
0.GTUP...eviieiiiieincaens Etil asetat fr. 204 mg/kg
7.GrUDP.iveeeeeieeeannnne, n-Butanol fr. 83 mg/kg
8.Grup..ccevieiiiiiieien, n-Butanol fr.166 mg/kg

1O € 5y b | o JO Kalan su fr. 236 mg/kg

10.Grup..ceeeeeeiieeenn Kalan su fr. 473 mg/kg
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Glukozhiperglisemik (OGTT) (Saghkli Hayvanlar)

1.Grup..ceeeeeeeiiien, Negatif kontrol (sadece ¢6zlicti uygulanmistir)

2.GIUP. i, Pozitif kontrol (Tolbutamit 100 mg/kg)+2 g/kg glukoz
3.Grup..ceeeieeiiiienns Kloroform fr. 78 mg/kg+2 g/kg glukoz
4.Grup..ceeeeieiinianenene. Kloroform fr. 156 mg/kg+2 g/kg glukoz
S.GIup.cceiiiieiien, Etil asetat fr. 102 mg/kg+2 g/kg glukoz
6.GIrup...ceeveneniiiennns Etila setat fr. 204 mg/kg+2 g/kg glukoz
7.GIrUP.cuieeieeiieienenn, n-Butanol fr. 83 mg/kg+2 g/kg glukoz
8.Grup..cceveeeiiiiennns n-Butanol fr. 166 mg/kg+2 g/kg glukoz
9.Grup..ccevveiniiiiennns Kalan su fr. 236 mg/kg+2 g/kg glukoz
10.Grup...cceveeneninnenen. Kalan su fr. 473 mg/kg+2 g/kg glukoz

Akut Divabetik (Streptozotosin ile divabet yvapilmis hayvanlar)

1.Grup..eeeeeviieiein Negatif kontrol (sadece ¢6zlicti uygulanmaistir)
2.GIUP..eieiiiiiieieee Pozitif kontrol (Tolbutamit 100 mg/kg)
S.GIrup.ceeeieeiieieeeen, Kloroform fr. 78 mg/kg

4.GIUDP- e, Kloroform fr. 156 mg/kg

S.GIUP- e Etil asetat fr. 102 mg/kg

6.GIUD. i, Etil asetat fr. 204 mg/kg

7.GIUD. i, n-Butanol 83 mg/kg
8.GIruUpP...cevviviiniiiiinian n-Butanol fr.166 mg/kg

9.GIUP. . eeuieiiiiieieieieanes Kalan su fr.236 mg/kg

10.Grup..ccveeeeeiiieennne. Kalan su fr.473 mg/kg
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Subakut Divabetik (Streptozotosin ile divabet vapilmis hayvanlar)

Bu deneyde 7 giin boyunca giinde 1 kez asagidaki dozlarda uygulama

yapimistir.

1.Grup..ceee e Negatif kontrol (sadece ¢6zlicti uygulanmistir)
2.GIrUpP.ccvevieiii Pozitif kontrol (Tolbutamit 100 mg/kg)
3.Grup.cecevieeeiiiieeen, Kloroform fr. 78 mg/kg

4. .GrUP.ceeeeeeeeieneaieaaenene, Kloroform fr. 156 mg/kg

S.GIUP. e, Etilasetat fr. 102 mg/kg
0.GTUP..coeieiiiiiiieea Etilasetat fr. 204 mg/kg

7.GIrUDP. e, n-Butanol fr. 83 mg/kg
8.Grup....ccevvvvviniiinninnns n-Butanol fr. 166 mg/kg

O.GTUP. . eeeeeniieieieanenes Kalan su fr. 236 mg/kg
10.Grup..ccceveeeiieienns Kalan su fr. 473 mg/kg

Hayvanlarin kanlar1 1., 4. ve 8. glnlerde toplanmis ve kan glukoz
degisimleri incelenmistir. Diger taraftan ekstre uygulamasi esnasinda
sicanlarin vicut agirliklarinda meydana gelen degisiklilikler de 1., 4.,

ve 8. giinlerde kaydedilmistir.

2.3.1.6. Antidiyabetik Aktivite Calismalarinin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Deney sonuclarinin degerlendirilmesinde Instat-2 bilgisayar programi
kullanmilmistir. Programda tek yoénli ANOVA ve Student-Newman-
Keuls secilerek gruplarin toplam, ortalama, standart sapma ve

standart hata degerleri hesaplanmistir.
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Antidiyabetik aktivite deneylerinde her numune grubu kendi zaman

birimindeki kontrol ve referans grubu ile karsilastirilmistir.
Istatistiksel olarak belirginlik: * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001

Kan glukoz konsantrasyonlarinda, % degisim incelenirken asagidaki

formul kullanilmistir:

% Inhibisyon = Numune Grubunun Degeri X 100 _ |

Kontrol Grubunun Degeri
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Sekil 2.14. Antidiyabetik aktivite deneylerinde kullanilan hayvanlar
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Sekil 2.15. Deney hayvanlarina STZ uygulanmasi
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2.4. Antioksidan Aktivite Tayini

Antioksidan aktivitenin tayini i¢in toprak Utisttl kisimdan hazirlanan
sulu, etanollil ekstrelerin ve alt fraksiyonlarin DPPH serbest radikali

stpurucu aktivitesi ve metal-selasyon aktivitesi incelenmistir.

2.4.1. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite:

Ekstrelerin 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH-Sigma Aldrich Chemie)
radikaline karsi, koyu-viyole renkten acgik-sari renge déntstimun
UV/goérunur boélgede 515 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olctilmesiyle tayin edilmistir. Calismada uygulanan yonteme gore; 6 x
10> M DPPH solisyonu o6lcimlerden 6nce hazirlanan ve ekstre
solisyonlarindan 77 ul alinarak, tizerlerine 3’er ml DPPH soltisyonu
ilave edilmistir. Daha sonra ekstre ve DPPH soltisyonlari, karanlikta,
oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek inktibe edilmistir. Kér olarak
metanol kullanilarak tiim soliisyonlarin absorbanslari 515 nm’de UV
spektrofotometrede (Unico 4802 UV /Vis Double Beam
Spectrophotometer, USA) okunmustur (Miliauskas ve ark., 2004).
Tam ekstreler icin deney Ui¢ paralelli olarak uygulanmis ve kersetin

referans madde olarak kullanilmistir

% inhibisyon ise su formule gére hesaplanmistir:

% Inhibisyon = [(As-Aa)/Ag] x 100

Agp= DPPH stok soliisyonunun absorbansi, Aa= Ornek soltisyonunun

absorbansi
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2.4.2. Metal (Demir) iyonu Selasyon Etkisi :

Dinish ve arkadaslarinin (1994) yoéntemi uygulanmistir. Deneyde
kullanilmak tizere 2 mM demir-II-klortr ile 5 mM ferrozin cozeltisi de
hazirlanmistir. Yonteme gore; her bir 6érnekten ve kontrol ¢ozeltisini
hazirlamak icin ¢6zliciden (etanol) 200 ul mikropipet ile alinarak
deney tlplerine konulup, tizerlerine 50 ul demir-II-klorir ve ardindan
200 ul ferrozin cozeltisi eklenmistir. Daha sonra, son miktar 4000 ul
olacak sekilde etanol ilave edilmistir, karisstm 10 dakika oda
sicakliginda bekletilerek stire sonunda absorbans 562 nm dalga
boyunda spektrofotometrede O6lctilmustar. Orneklerin %
inhibisyonlar: asagida verilen formule gére hesaplanmistir. Her 6rnek
3 paralel olarak calisiimistir ve sonuclar 3 deneyden elde edilen %

inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir.

% Inhibisyon = [( A1 - A2) / A1] x 100

A1 = Kontrol ¢6zeltisinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi
Az = Ornek c¢ézeltilerinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi

2.5. Asetilkolinesteraz Enzim Inhibitor Aktivite Tayini

Toprak Ustl kisimdan hazirlanan sulu, etanolli ekstrelerin ve alt

fraksiyonlarin AChE inhibisyonu asagidaki gibi incelenmistir.

Ellman ve arkadaslar1 (1961) tarafindan bulunan spektrofotometrik
yontemle yapilmistir. 140 pyl 0,1 mM fosfat tamponu (pH 8), 20 ul 5,5-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB-Sigma, ABD ) ¢ozeltisi, 20 pl test
cozeltisi ve 20 pl AChE enzimi (Elektirikli yilan baligt AChE1 Sigma,
EC 3.1.1.7), 96 kuyucuklu mikroplaga eklenerek 25°C lik ettivde 15
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dakika stureyle inktibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, 10 ul
asetiltiyokolin iodur (ATCI-Sigma ABD) eklenmesiyle reaksiyon
baslamis ve olusan sari rengin absorbansi 412 nm dalga boyunda
ELISA mikroplak okuyucuda élctilmustir. Kér olarak fosfat tamponu
(pPH 8) icinde etanol kullanilmistir. Tim soltisyonlar icin deney 3
paralelli olarak yapilmis ve referans madde olarak galantamin

(Reminyl®) kullanilmistir.

%AChE aktivitesi ise su formule gére hesaplanmaistir:

% AChE aktivitesi= (E-S)/E x 100

E= Numune icermeyen enzim c¢dzeltisinin absorbansi

S= Numune ve enzim ¢o6zeltisi karisiminin absorbansi

2.6. HPLC, Siv1 Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometresi
Analizleri (HPLC-LC/MS ve UV Analizleri)

Ekstre ve fraksiyonlar ile standartlarin HPLC kromatogramlar:
karsilastirilmis ve ultraviyole spektrumlar: cakistirilmistir. Ekstre ve
fraksiyonlarda var oldugu tahmin edilen maddeler (klorojenik asit,
sinarozit, luteolin ve kafeik asit) ekstre ve fraksiyonlara ilave edilmis
ve suUphelenilen piklerin miktarlarinin artip artmadigina bakilarak
varliklar1 dogrulanmistir. B. tripartita etanol ekstresinde ve EtOAc
fraksiyonunda klorojenik asit, luteolin-7-O-glukozit (sinarozit) ve
luteolin varligi, B. cernua var. radiata, B. frondosa etanol
ekstrelerinde ve n-BuOH fraksiyonunda ise klorojenik asit, luteolin-7-
O-glukozit (sinarozit) varligr saptanmistir. Etil asetat fraksiyonunda
kafeik asit varligindan stphelenilmis ve fraksiyon icine kafeik asit
standart1 eklenerek yapilan analizde pik yuksekliginde degisim

gozlenmemis ve kafeik asitin bulunmadigi anlasilmistir.
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2.6.1. HPLC Analiz Kosullari

Cihaz : Agilent 1200 Series

Kolon : ACE 5y, C18 (150 mm x 4,6)
Enjeksiyon Hacmi :20 pl

Akis Hiz : 1 ml/dk

Dedektor : G1315D DAD dedektoér

Taranan Dalga Boylari : 210 nm, 254 nm, 280 nm, 350 nm
Mobil Faz : Asetonitril: % 0,03 TFA’L su

Cizelge 2.1. HPLC Cézlicu akis grafigi

Zaman Asetonitril (%) %0,03 TFA-Su(%)
(Dakika)
0 10 90
30 30 70

2.6.2. LC-MS Analiz Kosullar1

Cihaz : Agilent Technologies LC/MSDVL
Kolon : ACE 5 u, C18 (150 mm * 4,6)
Enjeksiyon Hacmi :20 ul

Akis Hiz : 1 ml/dk

Dedektoér : G1956 A Mass dedektor

Mobil Faz : Asetonitril:% 0,03 TFA-su
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2.6.3. Kullanilan Coziiciiler

Asetonitril: Sigma Aldrich Chromasol V gradient grade for HPLC %
99,9
Metanol: Sigma Aldrich Chromasol V gradient grade for HPLC % 99,9

Bidistile su

2.6.4. Analiz ve Standart Numunelerinin Hazirlanmasi

Bidens taksonlarinin sulu ve EtOH ekstrelerinden, EtOAc ve n-BuOH
fraksiyonlarindan 10’ar mg tartildi. Sulu ekstreler, etanollti ekstreler
ve n-BuOH fraksiyonu MeOH:Su (1:1), EtOAc fraksiyonu ise metanol
ile 10 mlye tamamland: (1 mg/ml). Hazirlanan stok coézeltiler 0,45

ul’lik filtrelerden stiztildd.

2.6.4.1. Ekstre ve Fraksiyonlarda HPLC ve Sivi Kromatografisi-
Kiitle Spektroskopisi ile Taranan Bilesikler ve Molekiil Agirliklar:

Klorojenik asit 354,31 g/mol
Luteolin-7-o0-glukozit (Sinarozit) 448,38 g/mol
Luteolin 286,241 g/mol
Kafeik asit 180,16 g/mol
Rutin 610,53 g/mol
Flavanomarein 450,4 g/mol
Katesin 290,273 g/mol
Kemferol 286,241 g/mol

Kersetin 302,24 g/mol
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Hiperozit 464,39 g/mol
Rosmarinik asit 360,32 g/mol
Kilorik asit 474,38 g/mol
Askorbik asit 176, 126 g/mol

2.7. Miktar Tayini icin Kalibrasyon Egrilerinin Olusturulmasi

2.7.1. Analitik Yontem Validasyonu

2.7.1.1. Dogrusallik

Konsantrasyona karsi analit cevabinin dogru orantili olarak artmasi
ve cizilen grafikte cevap noktalarinin diiz bir c¢izgi Uzerinde yer
almasidir. Korelasyon (r) ve/veya determinasyon (tanimlayicilik) (r2)
katsayis1 dogrusalligi veren parametrelerdir. Dogrusallik “r” ve “r2”
degerleri 1’e ne kadar yakinsa (0,999) ve analitin cevap degerleri

cizilen dogru lizerinde yer aliyorsa, saglanmis demektir.

y=mx-+n

Y= Alan [ hesaplanan |

X = Konsantrasyon [ mg / mL]

m = Regresyon dogrusunun egimi

n = Dogrunun Y-eksenini kestigi nokta r2 = Korelasyon katsayisi
Kabul Kriterleri; 2 > 0,995, dogrunun y-eksenini kestigi nokta

dogrunun egim degerinin + % 2.0 araliginda olmalidir.
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2.7.1.2. Kesinlik

Gelistirilen yontemin calisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin
O6lcistidiir. Bir numuneye ayni yoéntem birden fazla sayida
uygulandigi zaman analit icin bulunan sonuclarin birbirine
yakinliginin Olcisudduir. Sonuclar bagil standart sapma (% BSS)
olarak ifade edilir. Deney sonuclarinin % BSS s1 teorik degerlerin %

S’inden daha fazla sapma gostermemelidir.

2.7.1.2.1. Tayin Edilebilir En Diisiik Limit (Teshis Siniri-TS)
(Limit of Detection- LOD)

Analizi yapilan 6rnegin belirdigi fakat nicel sinirlar icerisine
girmedigi en alt konsantrasyondur. Yapilan deneylerden elde edilen

verilerin Sinyal/Gurdltl orani 3 olarak alinir.

Kalibrasyon egrisi olusturmak icin kullanilan konsantrasyonlardan
en disidgu olan 0,01 mg/mllik kromatogramda tespit edilen gurulti

sinyalinin 3 kat1 alinarak hesaplandi.

2.7.1.2.2. Hesaplanabilir En Diisiik Limit (Tayin Alt Siniri-TAS)
(Limit of Quantitation- LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir dtizeyde kesin ve dogru
miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik smirlar1 icerisinde
olmayan fakat kalibrasyon egrisinin en alt konsantrasyonunu
olusturan veya onun da altinda olabilen konsantrasyon duizeyidir.
Yapilan deneylerden elde edilen verilerin Sinyal/Gurulti orani 9

olarak alinir.
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Tayin edilebilir en disuk limitin 3 kat1 alinarak hesaplandi.
Kabul Kriterleri;

Analiz sonuclar1 aralarindaki BSS maksimum % S olmalidir.

2.8. Miktar Tayini ve Analitik Yontem Validasyonu Icin Numune

Diliisyonlarinin Hazirlanisi

Analizi yapilacak standart maddelerin uygun c¢ozuctlerle 0,01
mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,4 mg/ml,

0,5 mg/ml’lik konsantrasyondaki c¢ozeltileri hazirlanmistir.

Kalibrasyon egrisini olusturmak icin standart maddelerin HPLC’de
3’er kez analizi yapilmis, pik altinda kalan alanlarin ortalamasi

konsantrasyona kars: grafige gecirilmistir.

LOD ve LOQ hesabi icin her bir standart maddenin en dusuk
konsantrasyonu olan 0,01 mg/ml’lik diliisyonun analizindeki girtlti
piki kullanilmistir. % BSS hesab icin 9 kez HPLC analizi yapilmis ve

pik alanlarinin en az 7 tanesi kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Arastirmamizdan elde edilen bulgular 2 ana baslik altinda verilmistir.
Ik béliimde biyolojik aktivite calismalarindan elde edilen bulgular,
antidiyabetik, asetilkolinesteraz inhibitér aktivite ve antioksidan
aktivite bulgular1 sirasiyla sunulmustur. ikinci béliimde ise aktif
ekstre ve fraksiyonlarin kromatografik analizlerinden elde edilen

sonuclar verilmistir.

3.1. Aktivite Bulgulan

3.1.1. Antidiyabetik Aktivite Bulgular

Bidens turlerinin etanollti ekstreleriyle yapilan akut antidiyabetik
aktivite denemelerinde tim turler etkili bulunmustur. Ayni sartlarda
referans madde olarak kullanilan tolbutamit kan glukoz
konsantrasyonlar1 Utzerinde % 20 civarinda bir azalma saglarken
Bidens taksonlarinin ekstreleri % 30 civarinda azalma meydana
getirmistir (Cizelge 3.1.). Dolayisiyla tim turlere ait ekstrelerin

subakut denemelerinin yapilmasina karar verilmistir.



Cizelge 3.1. Bidens tlrlerinin diyabetik sicanlarin kan glukoz konsantrasyonlar: tizerine akut etkisi

Kan Glukoz Konsantrasyonu (mg/dl) + Standart Hata

Deney Grubu (% Inhibisyon)
ve
Dozu
Baslangi¢ 30. dakika 60. dakika 120. dakika 240. dakika
Kontrol 335,44+ 19,53 303,4+ 13,01 294,6 £ 16,6 265,8 £ 18,60 204,4 £ 15,42
Tolbutamit 300,8 + 17,68 253,7+11,18* 235,6 £ 15,4* 222,0+7,4* 210,0+£9,78
100 mg/kg (16,4) (20,0) (16,5)
B. cernua var. 311,8+13,92 223,0 +19,28** 191,8 + 12,6*** 169,8 + 16,50*** 138,2 + 8,19**
radiata 250 mg/kg (26,5) (34,9) (36,11) (32,4)
B. cernua var. 313,00+ 16,13 246,0 + 6,10* 2242 +£10,2* 185,0 + 14,7*** 156,2 + 12,26*
radiata 500 mg/kg (18,9) (23,9) (40,5) (23,6)
B. tripartita 308,8 + 16.68 260,8 + 4,64* 249,2 +13,09* 206,0 = 12,20** 158,8 £16,21**
250 mg/kg (14,0) (15,4) (22,5) (22,3)
B. tripartita 307,6 £ 16,97 2294 + 8,69** 214,0 £ 19,40** 178,8 £ 12,43*** 152,6 £ 8,37*
500 mg/kg (24,3) (27,3) (32,7) (25,3)
B. frondosa 296,6 + 29,40 204,6 + 8,88*** 192,0 £ 12,02*** 177,0 £ 8,13*** 121,2 +£7,00%**
250 mg/kg (32,5) (34.,8) (33,4) (40,7)
B. frondosa 293,0 £ 14,79 228,0 £17,53** 230,0 + 8,02* 171,8 £ 8,60%** 118,4 £ 12,51***
500 mg/kg (24,8) (21,9) (35,3) (42,1)

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

0€T
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Akut denemelerde elde edilen umut verici sonuclar Uzerine; tGim
etanolll ekstreler subakut olarak denenmis ve sonuclar Cizelge
3.2.de gosterilmistir. Tim dozlarda % 15 civarinda bir etki tespit
edilmis iken, B. tripartita’'nin 500 mg/kg dozunda % 40 civarinda bir
etki bulunmustur. Bu sonuclardan sonra B. tripartitanin ¢6zicu-
cozucu ekstraksiyonu ile fraksiyonlarina ayrilmasina ve elde edilecek

fraksiyonlarin aktivite deneylerinin yapilmasina karar verilmistir.



Cizelge 3.2. Bidens turlerinin diyabetik sicanlarin kan glukoz konsantrasyonlar: tizerine subakut etkisi

Kan Glukoz Konsantrasyonu (mg/dl) + Standart Hata

Deney Grubu ve Dozu (% Inhibisyon)
1. Giin 4. Giin 8. Giin
Kontrol 335,4+ 19,53 391,5+ 17,44 328,7+ 12,63
Tolbutamit 300,8 + 17,68 336,5 + 15,64* 266,3 + 8,73*
(14,0) (18,9)
B. cernua var. radiata 250 mg/kg 311,8+13,92 327,8 £21,89* 280,0 + 8,02*
(16,3) (14.8)
B. cernua var. radiata 500 mg/kg 313,00+ 16,13 344,2 +7,89 349,0 £ 12,7
B. tripartita 250 mg/kg 308,8 + 16,68 342,4+ 10,45 282,6 + 8,25*
(14,0)
B. tripartita 500 mg/kg 307,6 £ 16,97 252,3 + 18,44*** 195,3 + 24,93***
(35,9) (40,6)
B. frondosa 250 mg/kg 296,6 + 29,40 3172 £ 6,68* 309,6 19,32
(18,9)
B. frondosa 500 mg/kg 293,0 + 14,79 330,4 +9,49* 276,0+ 4,58*
(15,6) (16,0)

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

el
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Ekstrelerin sicanlara subakut uygulanmasi esnasinda hayvanlarin
vicut agirliklarinda meydana gelen degisimler kayit altina alinmis ve
Cizelge 3.3. de gosterilmistir. Cizelge incelendiginde goértulecektir ki,
ekstre verilen deney gruplarindaki hayvanlarin viicut agirliklarinda %
10’a yakin bir artis goérulirken kontrol grubundaki agirlik artis1 %
3’te kalmistir. Ilgin¢ bir sekilde tolbutamit grubundaki hayvanlar 8.
ginun sonunda % 4 civarinda kilo kaybina ugramistir. Kan glukoz
konsantrasyonlar: izerindeki azaltici etkiye paralel olarak 500 mg/kg
dozda B. tripartita uygulanan deney hayvanlarinda goértlen kilo artisi

en yuksek oranda (% 14,5) bulunmustur.



Cizelge 3.3. Subakut uygulamada diyabetik hayvanlarin viicut agirligi degisimleri tablosu

Deney Grubu ve Dozu

Subakut Uygulamada Diyabetik Hayvanlarin Agirhklar:

(% degisim)

1. Giin 4. Giin 8. Giin

Kontrol 180,16+11,64 193,03+11,35 185,67+13,608
(+7.1) (+3.1)

Tolbutamit 194,17+10,09 200,8349,5 186,5+10,84
(+3’4) (_3’9)

B. cernua var. radiata 250 mg/kg 195,6+9,33 210£10,44 214,2+10,97
(+7,4) (+9,5)

B. cernua var. radiata 500 mg/kg 170,8+11,31 173,2+11,70 186+12,29
(+1.4) (+8,9)

B. tripartita 250 mg/kg 183+11,99 189,8+ 13,1 196,2+13,91
(+3.7) (7.2)

B. tripartita 500 mg/kg 169,6+17,76 176,2+30,2 194,33+30,25
(+3.9) (+14,5)

B. frondosa 250 mg/kg 181,4+6,62 190,8+6,51 198,6+7,24
(+5.2) (+9,5)

B. frondosa 500 mg/kg 158,8+11,75 170+13,97 166,7+20,74
(+7.,1) (+5,0)

VeT
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Bidens turlerine ait etanolltl ekstrelerin normal sicanlarin kan glukoz
Uzerindeki etkisi Cizelge 3.4. de detaylariyla gosterilmistir. Referans
ilac olan tolbutamit tiim deney suiresince yapilan 6l¢ctimlerde kuvvetli
hipoglisemik etki gostermistir (% 26-45,2). Cizelge incelendiginde
ekstrelerin ytuksek dozlarinin (500 mg/kg) anlamli hipoglisemik etki
meydana getirdigi gorulecektir. Bu ekstrelerden B. tripartita S00
mg/kg dozda en yuksek hipoglisemik etkiyi ortaya cikarmistir (%
25,8). Bu etki deney suresince azalarak devam etmistir. Dérdiinct
saatin sonunda yapilan ©6lcimde % 15,41tk hipoglisemik etki
gozlenmistir. Tolbutamitte etki zayif baslamis, 4. saatin sonunda
maksimum seviyeye ulasmistir. B. tripartita ekstresinde ise bunun
aksine etki kuvvetli baslamis, 4.saatin sonunda zayiflamistir. Diger
Bidens ekstrelerinin % 11,5-17,5 arasinda degisen zayif hipoglisemik

etkileri gézlenmistir.



Cizelge 3.4. Bidens tlrlerine ait etanollii ekstrelerin normoglisemik sicanlar tizerindeki etkisi

Kan Glukoz Konsantrasyonu (mg/dl) + Standart Hata

Deney Grubu (% Inhibisyon)
ve
Dozu
Baslangi¢ 30. dakika 60. dakika 120. dakika 240. dakika
Kontrol 88,0+4,98 110,19+5,57 103,74+5,60 99,78+4,77 109,9+3,56
Tolbutamit 88,0+4,93 81,4+1,69*** 68,2+4,06*** 57,5+3,48*** 60,26+4,33***
100 mg/kg (26,1) (34,3) (42,4) (45,2)
B. cernua var. 84,7+2,42 96,7+4,56 99,3+3,05 94,3+3,89 90,7+4,38*
radiata 250 mg/kg (17,5)
B. cernua var. 79,6+1,45 94,1+1,60 87,1+3,18* 83,2+2,06* 97,243 47*
radiata 500 mg/kg (16) (16,6) (11,5)
B. tripartita 88,7+3,56 95,2+3,51 88,7+1,52* 83,2+1,05* 97,242,18*
250 mg/kg (14,5) (16,6) (11,5)
B. tripartita 82,2+1,30 81,8+3,28*** 85,5+4,17* 79,3+1,98** 93,0+4,13*
500 mg/kg (25,8) (17,5) (20,5) (15,4)
B. frondosa 86,6+3,32 100,8+5,85 91,3+2,85 96,8+4,56 97,34+3,77*
250 mg/kg (11,5)
B.frondosa 85,2+4,24 96,1+3,04 94,5+2,98 89,8+4,76 96,0+2,88*
500mg/kg (11,9)

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

9¢e1
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Bidens turlerine ait etanolli ekstrelerin oral glukoz tolerans testi
(OGTT) sonucglarn Cizelge 3.5. de go6sterilmistir. Normoglisemik
sicanlar Uzerinde oldugu gibi tolbutamit burada da deneyin
baslangicindan itibaren artarak devam eden kuvvetli hipoglisemik
etki meydana getirmistir. Bidens ekstreleri glukoz yuklemesi
yapiuldiktan sonraki ilk O6lciimde anlamli hipoglisemik etki ortaya
cikarmiglardir (% 11,5-23,1). 60. dakikada ortaya cikan hipoglisemik
etki B. cernua ve B. tripartita’ da 4. saatin sonunda da devam
etmektedir. B. frondosa’da 120. dakikada go6zlemlenen kuvvetli

hipoglisemik etki daha sonra kaybolmustur.



Cizelge 3.5. Bidens tlrlerine ait etanollii ekstrelerin glukoz hiperglisemik (OGTT) sicanlar tizerindeki etkisi

Kan Glukoz Konsantrasyonu (mg/dl) = Standart Hata

(23,8)

Deney Grubu .
ve (% Inhibisyon)
Dozu 30. dakika 60. dakika 120. dakika 240. dakika
Baslangig +29/kg glukoz
Kontrol 85,0+4,75 88,0+3,94 134,2+3,11 118,2+5,31 95,6+5,08
Tolbutamit 100 mg/kg 86,5+4,30 64,6+4,33** 80,9+7,51*** 52,844,76%** 44,2+6,90***
(26,6) (39,7) (55,3) (53,8)
B. cernua var. 96,0+2,94 101,8+4,19 136,5+7,78 116,6+5,61 85,842,29
radiata 250 mg/kg
B. cernua var. 82,2+4,06 85,3+4,29 103,2+4,62** 99,7+2,69 77,2+3,06**
radiata 500 mg/kg (23,2) 19.2)
B. tripartita 250 mg/kg 83,242,93 90,0+3,90 118,845,17* 104,2+5,72 81,0+3,31*
(11,5) (15,3)
B. tripartita 500 mg/kg 76,7+1,98 81,5+1,73 117,74+3,57* 104,5+2,05 75,542,22%*
(11,5) (21)
B. frondosa 250 mg/kg 97,3+£3,37 82,7+2,40 126,8+4,80* 111,245,117 84,842,77
(12,2)
B.frondosa 500 mg/kg 85,0+3,80 87,5+5,31 136,5+6,70 90,1+7,80*** 89,0+3,74

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

8€T
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B. tripartita’dan c¢6zucu-¢cozlici ekstraksiyonu ile elde edilen
fraksiyonlarin normal hayvanlarin kan glukoz seviyeleri Uzerinde
herhangi bir hipoglisemik etkisi goérilmemistir. Ekstre halinde
gozlemlenen etki ekstre fraksiyonlarina ayrilinca kaybolmustur

(Cizelge 3.6.).



Cizelge 3.6. B. tripartita alt fraksiyonlarinin normoglisemik sicanlar tizerindeki etkisi

Deney Grubu

Kan Glukoz Konsantrasyonu (mg/dl) = Standart Hata

(% inhibisyon)

ve
Dozu Baslangi¢ 30. dakika 60. dakika 120. dakika 240. dakika
Kontrol 70,67+5,24 70,00+1,40 63,50+1,65 63,5+2,56 58,33+4,67
Tolbutamit 68,00+1,81 55,17+4,74** 45,17+3,54*** 42,67+4,86*** 53,00+7,49
100 mg/kg (21,2) (28,9) (32,8)
Kloroform fr. 67,33£0,62 74,67+£2,70 69,83+3,10 64,67+2,23 80,67+8,25
78 mg/kg
Kloroform fr. 73,50+3,77 76,50+2,81 72,33£1,28 69,33+3,06 76,17+3,28
156 mg/kg
Etil asetat fr. 71,67+3,11 76,17+2,99 72,50+2,51 68,83+3,67 70,17+2,30
102 mg/kg
Etil asetat fr. 69,33+3,99 73,50+2,88 74,33+3,41 64,00+2,34 70,33+3,58
204 mg/kg
n-Butanol fr. 74,83+1,49 88,1743,25 81,67+2,69 71,17+£1,33 80,50+2,66
83 mg/kg
n-Butanol fr. 66,50+1,98 76,33+2,54 70,00+1,39 63,83+3,28 71,50+5,40
166 mg/kg
Kalan su fr. 72,50+1,84 80,67+1,31 77,00+1,57 69,17+1,78 72,17+£3,77
236 mg/kg
Kalan su fr. 71,33+1,84 87,83+2,48 83,67+2,20 71,17£2,14 77,00+3,37
473 mg/kg

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

ovt
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B. tripartita’dan c¢ozucu-¢cozici ekstraksiyonu ile elde edilen
fraksiyonlarin OGTT sonuclann (Cizelge 3.7.) incelendiginde
tolbutamitin 4. saatin sonuna kadar artan bir hipoglisemik etki
gosterdigi, kloroform, etil asetat ve kalan su fazlarinin 120. ve 240.
dakikada hem yuksek hem dustik dozlarinin, n-butanol
fraksiyonunun ise sadece ylksek dozunun anlamli etki gésterdigi
gorulmustur. Cizelgenin geneline bakildiginda ise tim fraksiyonlarin
yuksek dozlarinin glukoz yuklenmis sicanlar Utizerinde hipoglisemik
etki goOsterdigi gordlmektedir. Bu etki etil asetat ve n-butanol
fraksiyonlarinda daha sureklidir (60., 120. ve 240. dakikalar). Ana
ekstrede gorilen hipoglisemik etkinin fraksiyonlarin tamamina

dagildig tespit edilmistir.



Cizelge 3.7. B. tripartita alt fraksiyonlarinin glukoz hiperglisemik (OGTT) sicanlar tizerindeki etkisi

Kan Glukoz Konsantrasyonu (mg/dl) + Standart Hata

De”eyvgr“b“ (% inhibisyon)
Dozu Baslangic 30. dakika 60. dakika 120. dakika 240. dakika
Kontrol 85,40+5,15 93,2+4,14 138,8+2,68 134,3+3,49 105,10+5,09
Tolbutamit 86,0+2,11 66,6+2,93%** 83,10:+3,23*** 78,50+3,58*** 59,804, 77***
100 mg/kg (28,5) (40,1) (41,5) (43,1)
Kloroform fr. 85,00:1,98 81,67+3,53 142,5+9,96 119,67+2,98** 88,33+4,28*
78 mg/kg (10,9) (15,9)
Kloroform fr. 85,00+4,01 84,17+2,68 137,33+5,09 119,8342,99%* 91,33+4,33*
156 mg/kg (10,9) (13,1)
Etil asetat fr. 90,00+4,57 87,83+4,06 140,17+4,88 103,50+4,16*** 82,50+5,25%*
102 mg/kg (22,9) (21,5)
Etil asetat fr. 90,67+4,95 81,83+3,22 117,83+4,37** 113,67+4,32** 85,50+3,39**
204 mg/kg (15,1) (15,4) (18,6)
n-Butanol fr. 84,17+4,93 86,83+5,65 163,17+12,86 124,67+6,18 86,17+3,32**
83 mg/kg (18)
n-Butanol fr. 83,17+2,68 85,50+2,91 114,50£5,50%* 118,67+2,99** 84,33+2,72**
166 mg/kg (17,5) (11,6) (19,8)
Kalan su fr. 93,83+3,83 88,50+2,98 137,50+7,46 117,17+3,61** 87,67+3,77*
236 mg/kg (12,8) (16,6)
Kalan su fr. 85,17+2,02 86,33+3,27 154,17+8,45 119,8342,44** 83,17+1,85**
473 mg/kg (10,9) (20,9)

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

[474"
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STZ ile diyabet yapilmis sicanlar tUzerinde B. tripartita alt
fraksiyonlarinin ortaya koydugu antidiyabetik etki Cizelge 3.8. de
gorulmektedir. Kalan su fraksiyonu disindaki fraksiyonlarin ytksek
dozlarinda anlamli antihiperglisemik etki belirlenmistir. n-Butanol
fraksiyonu 166 mg/kg dozda en yluksek antidiyabetik etkiyi meydana
getirmistir. Bu etki 4. saatin sonunda en ust duzeye cikmistir (%
47,3). Etki goérulen baska bir fraksiyon ise etil asetatin yuksek
dozudur. % 10,6 ile baslayan antidiyabetik etki 4. saat dlcimunde %
29,1’e cikmistir. Kloroform fraksiyonu ise zayif hipoglisemik etki

meydana getirmistir (% 9,4-21,5).



Cizelge 3.8. B. tripartita alt fraksiyonlarinin diyabetik sicanlar tizerindeki akut etkisi

Kan Glukoz Konsantrasyonu (mg/dl) + Standart Hata

Dene{/eG rubu (% Inhibisyon)

Dozu Baslangic 30. dakika 60. dakika 120. dakika 240. dakika
Kontrol 388,0+5,40 377,7+6,75 351,542,50 327,0+15,0 300,0+6,5
Tolbutamit 381,0+4,25 369,0+14,65 341,0+£10,50 331,0+14,0 265,0+13,0*

100mg/kg (11,7
Kloroform fr. 376,0+8,6 375,5+7,2 363,24+6,4 355,6+11,5 336,8+13,4
78 mg/kg
Kloroform fr. 391,0+13,9 328,8+13,6 312,6+12,90* 294,6+16,70 235,4+11,21**
156 mg/kg (11,1) (9,4) (21,5)
Etil asetat fr. 388,0+3,9 395,0+5,8 363,0+9,5 345,0+10,4 314,3+11,2
102 mg/kg
Etil asetat fr. 371,8+15,59 337,8+16,0 338,6+15,0 272,4+18,0* 212,649,07***
204 mg/kg (10,6) (16,7) (29,1)
n-Butanol fr. 380,0+10,5 412,0+6,8 374,0+6,5 395,0+7,8 268,0+7,6
83 mg/kg
n-Butanol fr. 375,0£15,0 338,4+19,0 293,245,0%** 255,249 4** 158,2+5,89***
166 mg/kg (10,4) (16,6) (21,9) (47,3)
Kalan su fr. 380,0+6,7 380,0+7,2 342,0+8,5 334,0+8,9 290,0+10,5
236 mg/kg
Kalan su fr. 378,0+14,0 415,5+15,7 354,0+18,0 325,5+12,0 273,5+19,5
473 mg/kg

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

744"
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STZ ile diyabet olusturulmus sicanlara subakut uygulanan
fraksiyonlarin ortaya cikardigi antidiyabetik etki Cizelge 3.9. da
gorulmektedir. Akut deneyde etkili bulunan ytksek dozlarin subakut
uygulamada kan glukoz duzeyleri Uzerine etkisi incelendiginde
kloroform ve kalan su fraksiyonlarinin etkisiz oldugu, etil asetat ve n-
butanol fraksiyonlarinin ise kontrol grubuyla karsilastirildiginda ilk
ginden itibaren etkili oldugu 8. giinde ise her iki fraksiyonun da
anlamli antidiyabetik etki go6sterdigi goérulmustir. Subakut
antidiyabetik etki etil asetat fraksiyonunun uygulandigi grupta 8.
gun Olctimunde tespit edilmistir (% 13,9). Aynm1 sartlarda n-butanol

fraksiyonu % 10-12,5 oraninda bir etki ortaya cikarmistir.

Cizelge 3.9. B. tripartita alt fraksiyonlarinin diyabetik sicanlar tizerindeki
subakut etkisi

Kan Glukoz Konsantrasyonu (mg/dl) + Standart Hata
Deney Grubu (% Inhibisyon)
ve
Dozu 1. Giin 4. Giin 8. Giin
Kontrol 388,5+5,4 424,5+20,0 372,0+10,09
Tolbutamit 381,0+4,25 456,0+16,0 447,0+19,0
100 mg/kg
Kloroform fr. 391,0+13,9 385,0+18,0 379,6+15,0
156 mg/kg
Etil asetat fr. 371,8+15,59 396,0+17,5 320,2+17,0*
204 mg/kg (6,71) (13,9)
n-Butanol fr. 375,0£15,0 371,5+15,4* 333,0+8,5*
166 mg/kg
(12,5) (10,5)
Kalan su fr. 378,0+14,0 425,0+16,0 392,5+14,9
473 mg/kg

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
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Fraksiyonlar ile yapilan subakut uygulama esnasinda diyabetik
sicanlarin vicut agirliklarindaki degisimler de kayit altina alinmastir.
Cizelge 3.10. da goruldtigt tizere n-butanol ve kalan su fraksiyonlari
uygulanan hayvanlarin vicut agirliklarinda baslangica goére bir
azalma gorulirken kontrol, tolbutamit, kloroform ve etil asetat
gruplarinda vicut agirligi artmistir. Bu artis kontrol ve tolbutamit
gruplarinda ust seviyededir (% 9,5). En buylk azalma ise n-butanol

grubunda gérulmustir (% 3,2).

Cizelge 3.10. B. tripartita alt fraksiyonlarinin diyabetik sicanlarin vicut
agirhig tizerindeki subakut etkisi

Viicut Agirhklar + Standart Hata
Deney Grubu (% Degisim)
ve
Dozu 1. Giin 4. Giin 8. Giin

Kontrol 173,5+11,0 182,6+6,0 190,3+4,2

(+5,2) (+9.5)
Tolbutamit 170,0+6,2 179,2+5,4 186,0+4,4

100 mg/kg (+5,4) (+9,4)
Kloroform fr. 176,0+7,1 181,0+3,6 185,0+5,2

156 mg/kg (+3,12) (+5,1)
Etil asetat fr. 173,0+2,4 176,1+3,4 176,3+4,6

204 mg/kg (+1,8) (+1,8)
n-Butanol fr. 172,543,2 167,0+4,1 168,1+3,8

166 mg/kg (-3.2) (-3,2)
Kalan su fr. 170,042,4 173,0+5,2 169,244 .4

473 mg/kg (+1,76) (-0,5)
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3.2. Asetilkolinesteraz Enzim Inhibitor Aktivite Bulgular:

Test edilen ekstrelerden hicbirinde asetilkolinesteraz inhibitér aktivite
gorulmemistir. Test edilen konsantrasyonlar ve sonuclar Cizelge 3.11.

de gosterilmistir.

Cizelge 3.11. Bidens turlerine ait etanolli ve sulu ekstrelerin
asetilkolinesteraz enzim inhibitdr aktivite sonuclari

Deney grubu Asetilkolinesteraz Enzim Inhibisyonu
ve (%Inhibisyon+Standart sapma)
Konsantrasyonu 5 yo/m| 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

B. cernua EtOH - - - -
var. radiata

Su - - - -

B. frondosa | EtOH - - - i

Su - - - -
B.tripartita | EtOH - 4,29+1,59 - -

Su - - - -
Galantamin (Referans) 93,93+0,07 TE

-: Inhibisyon gézlenmedi, TE: Test edilmedi
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3.3. Antioksidan Aktivite Bulgular:

Yapilan antioksidan aktivite calismalarinda test edilen ekstreler
referans bilesikler olan kersetin ve EDTA’ya gore daha zayif etki
gostermislerdir. Ekstreler icerisinde B. tripartita tUrine ait etanollti
ekstre, 2000 pg/ml konsantrasyonda en yuksek radikal stupurtict
etkiye yol acmistir. Bu sonuc¢ antidiyabetik aktivite bulgulariyla bir
korelasyon gostermektedir (Cizelge 3.12.-3.13.). Bundan sonraki
antioksidan aktivite calismalar1 B. tripartita alt fraksiyonlar: tizerinde

yurtutilmustir.

Cizelge 3.12. Bidens turlerine ait etanolli ve sulu ekstrelerin DPPH radikal
sUplricu aktivite sonuclari

DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Etki
Deney Grubu
ve (%SiipiirmetStandart sapma)
Konsantrasyonu
250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml 2000 pg/ml
B. cernua EtOH 13,21+2,48 22,3545,62 40,86+0,07 63,12+2,64
var. radiata
Su 5,07+0,20 4,64+1,21 14,02+0,27 26,15+4,71
B. frondosa | EtOH 6,01£1,14 9,09+1,74 20,36+0,40 53,72+2,19
Su - - - 10,98+2,70
B. tripartita | EtOH 7,39+0,40 18,94+2,54 33,76+1,94 66,51+4,84
Su - 3,84+0,60 8,71+0,94 21,00+1,19
Kersetin (Referans) 90,13+0,31 TE

-: Etki gozlenmedi, TE: Test edilmedi
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Analizi yapilan ekstreler icinde B. tripartita sulu ekstresi kaydadeger
aktivite (Cizelge 3.13.) gbstermistir.

Cizelge 3.13. Bidens turlerine ait etanolll ve sulu ekstrelerin metal-

selasyon kapasiteleri

Metal Selasyon Etki (%Selasyon+Standart sapma)
Deney Grubu
ve 250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml 2000 pg/ml
Konsantrasyonu
B. cernua EtOH - - - 20,26+2,18
var. radiata
Su 12,37+0,34 - - 33,91+1,19
B. frondosa | EtOH 7,87+0,34 7,14+2,16 10,12+0,39 28,86+0,66
Su 20,48+3,09 7,21+1,37 11,23+0,20 8,10+3,46
B. tripartita | EtOH - - - 10,58+3,87
Su - - 12,13+0,29 51,06+1,93
EDTA (Referans) 96,21+0,13

-1 Etki gozlenmedi

Test edilen konsantrasyonlarda, B. tripartitanin etil asetat (%
88,99+0,07) ve n-BuOH (% 85,25+£0,55) alt

konsantrasyon-bagimli olarak en yuksek radikal supuricu etkiyi

fraksiyonlar:

gostermistir. Kalan su alt fraksiyonu da % S50’nin Uzerinde olmak
lzere (% 58,20+2,59) dikkate deger radikal sUpurtcu etkiye yol
acmistir (Cizelge 3.14.).




Cizelge 3.14. B. tripartita alt fraksiyonlarinin DPPH radikal stiptrticti aktivite ve metal selasyon kapasiteleri

DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Etki
(% Siipiirme=£S.S.*)

Metal Selasyon Etki (% Selasyon£S.S.*)

250 pug/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml | 2000 pg/ml | 250 ug/ml | 500 pg/ml | 1000 pg/ml | 2000 pg/ml
I Kloroform 7,48+2,34 14,50+1,61 | 22,61+1,34 | 38,38+0,53 | 598+1,73 | 7,93+1,73 | 4,83+0,21 x*
E Etil asetat 60,11+1,06 | 82,35+0,13 87,524+0,33 88,99+0,07 - - - -
% n-BuOH 24,72+3,17 | 40,06+1,46 | 67,51£2,53 | 85,25+0,55 - - - -
g Kalan su 11,48+0,48 | 18,79+2,77 | 30,73+3,09 | 58,20+2,59 - - - 14,7943,93
Referans | Kersetin 90,95+0,18 ol
EDTA 61,87+4,69 flokal

*Standart sapma, ** Etki gozlenmedi, ***Test edilmedi

0sT
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3.4. Teshis ve Miktar Tayini Bulgular:1

Teshis ve miktar tayini bulgulari sirasiyla standart maddelerimize ait
HPLC kromatogramlari, arastirmamiza konu olan Bidens turlerinin
etanolli ve sulu ekstrelerinin HPLC analizlerinden elde edilen
kromatogramlar, B. tripartita  fraksiyonlarina ait HPLC
kromatogramlar: ve Kutle Spektrometresi (SIM-Pozitif Mod) bulgulari

verilmistir.

Analiz sartlarinda referans maddeler icin alikonma zamanlari
klorojenik asit: 6,770 dak., luteolin-7-O-glukozit (sinarozit): 16,777
dak., luteolin: 29,586 dakika olarak bulunmustur (3ekil 3.1.-3.3.).

Referans maddelerin etanollii ekstreler ve fraksiyonlar icerisindeki
teshisleri ve miktar tayinleri retansiyon zamanlari, ktlitle spektrumlar:
karsilastirilarak yapilmistir. Bu bulgulara ait kromatogramlar Sekil
3.4.-3.14. de verilmistir. Kutle spektrumlarinda tespit edilen ve
referans madde ile oOrtisen piklere ait kutle parcalanmalar1 Sekil
3.15.-3.22. de verilmistir. Referans maddelere ait UV spektrumlari,
ekstreler ve fraksiyonlar icerisindeki tespit edilen maddelere ait
piklerin UV spektrumlar ile cakistirilmis ve sonuclar dogrulanmastir.
Bu analizlere ait, spektrumlar Sekil 2.23.-3.37.’de verilmistir. Ekstre
ve fraksiyonlarimizda tespit edilen klorojenik asit, luteolin-7-O-
glukozit (sinarozit) ve luteolin miktarlar1 Cizelge 3.15."de mg/ml
cinsinden turlerin icerdigi toplam madde miktarlar:1 ise % verimleri
hesaba katilarak agirhik/agirilk cinsinden  Cizelge 3.16.da

gosterilmistir.

Analitik validasyon ile ilgili bulgular Cizelge 3.17.-3.20. ve
kalibrasyon grafikleri Sekil 3.38.” de sunulmustur.
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1 DADR D, 51g=210,8 Ret=360,100 (GOKCENWGOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02-28 15-35-20MKLOROJENIK ASIT.[)
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Sekil 3.1. Klorojenik asit HPLC kromatogrami
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[ DAD1D, Sig=210,2 Ref=360,100 (6OKCEN\GOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02-28 15-35-200SINARDZIT.D)
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Sekil 3.2. Luteolin-7-O-glukozit (Sinarozit) HPLC kromatogrami

[ DADR1 D, $ig=210,8 Ref=3260,100 (¢OKCEMWEOKCEN_INJPROG_STANDART 2012-02-04 15-32-0MLUTEOLIN_VEMNI.[)
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Sekil 3.3. Luteolin HPLC kromatogrami
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[ DAD1 D, Sig=210.8 Ref=360,100 (6OKCENVGOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02-28 15-35-200TRIPARTITA ETOH.D)
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Sekil 3.4. B. tripartita etanol ekstresi HPLC kromatogrami

[ DAD1 D, Sig=210,8 Ref=360,100 (6OKCENVGOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02-28 15-35-200CERNUA ETOH.D)
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Sekil 3.5. B. cernua var. radiata etanol ekstresi HPLC kromatogrami

[ DAD1 D, Sig=210,2 Ref=360,100 (GOKCENVGOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02-28 15-35-20\FRONDOSA ETOH.D)
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Sekil 3.6. B. frondosa etanol ekstresi HPLC kromatogrami
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3 DaD1 D, Sig=210,8 Ref=260,100 (GOKCEMGOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02-28 15-25. 20 TRIPARTITA SULU.DLY
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Sekil 3.7. B. tripartita sulu ekstresi HPLC kromatogramai

[ DAD1 D, Sig=210,8 Ref=360,100 (GOKCEMGOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02.28 15-35-200CERNUA SULULD)
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Sekil 3.8. B. cernua var. radiata sulu ekstresi HPLC kromatogrami
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Sekil 3.9. B. frondosa sulu ekstresi HPLC kromatogrami
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[ DAD1 D, Sig=210.8 Ref=360,100 (6OKCEN\GOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02-28 15-35-200E TOAC FR.D)
mAU
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Sekil 3.10. EtOAc fraksiyonu HPLC kromatogramai

[ DAD1 D, Sig=210,8 Ref=360,100 (GOKCENVGOKCEN_STD_EKSTRELER 2013-02-28 15-35-20\NBUTANOL FR.D)
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Sekil 3.11. n-BuOH fraksiyonu HPLC kromatogramai
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1 MSDA TIC, MS File (CACHEMZZANDATAMV OKCEMGOKCEN MS 1 2012-02-27 15-28-1208T ETOH MS.D) MM-ES, SIM, Frag: 70
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Sekil 3.12. B. tripartita etanol ekstresi LC-MS SIM tarama

I MEDA TIC, MS File (CACHEMZZVIADATAVG OKCEMGDRCEN M3 4 2013-02-27 15-39-12\ETOAC MS.D) MM-ES, SIM, Frag: 70
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Sekil 3.13. EtOAc fraksiyonu LC-MS SIM tarama

1 MSD1 TIC, MS File (CACHEM32AN\DATAVG OKCENVGOKCEN MS 1 2013-02-27 15-39-12\N-BUDH MS.D) MM-ES, SIM, Frag: 70
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Sekil 3.14. n-BuOH fraksiyonu LC-MS SIM tarama
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M5S0 SPC, time=6.724 of CACHEMIZVIDATAVGOKCEMGOKCEN MS 1 2013-02-27 15-38-128T ETOH M5.0r MM-ES, SIM, Frag: 70
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Sekil 3.15. B. tripartita etanol ekstresi klorojenik asit ktitle parcalanmasi
M+! (Pozitif MOD)
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Sekil 3.16. B. tripartita etanol ekstresi luteolin-7-O-glukozit (sinarozit)
ktitle parcalanmasi M*! (Pozitif MOD)
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"MER EPC, time=22674 of CACHEMIZVINDATAVG OKCENVE QIKCEN MES 1 2012-02-27 15-20-128T ETOH M2.D MM-ES, 2IM, Frag: 7
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Sekil 3.17. B. tripartita etanol ekstresi luteolin kiitle parcalanmasi M-+l
(Pozitif MOD)

"MEL1 SPC, time=6.774 of CACHEMZEZVINDATAVG OKCENNWG OKCEN MS 1 2013-02-27 15-30-12\N-BUOH ME.D Mb-ES, SIM, Frag: 70
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Sekil 3.18. n-BuOH fraksiyonu klorojenik asit kutle parcalanmasi M*!
(Pozitif MOD)
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*MSD1 SPC, time=16764 of CACHEM3ZV\DATAVGOKCENG OKCEN M3 1 2012-02-27 15-20-123N-BUOH MS.0 MM-ES, SIM, Frag: 70
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Sekil 3.19. n-BuOH fraksiyonu luteolin-7-O-glikozit (sinarozit) kiitle

parcalanmasi M+*! (Pozitif MOD)

FMEDA SPC, time=6.724 of CACHEMZ2VIDATAGOKCEMNGOKCEN MS 1 2013-02-27 15-30-12ETOAC MS.D MWM-ES, SIM, Frag: 70
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Sekil 3.20. EtOAc fraksiyonu klorojenik

(Pozitif MOD)

asit kutle parcalanmasi M+*!
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"MS0 SPC, ime=16.7 14 of CACHEMZZA TDAT AVGOKCENWG OKCEN MS 1 2013-02-27 15-30-12\ETUAC MS.0 MM-ES, SIM, Frag: 70
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Sekil 3.21. EtOAc fraksiyonu Iuteolin-7-O-glukozit (sinarozit) kiitle
parcalanmasi M+*! (Pozitif MOD)
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Sekil 3.22. EtOAc fraksiyonu Luteolin kiitle parcalanmasi M+! (Pozitif MOD)



161

[ *DAD1,6.771 (233 mAU, - ) Ref=6.201 & 7.144 of KLOROJENIK ASIT.D
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Sekil 3.23. Klorojenik asit UV spektrumu

[ *DAD1, 16.748 (72.0 mAU, - ) Ref=16.268 & 17.268 of SINAROZIT.D
mALl ]
70

60 -

50 -

30 4
20

10 4

T —T7
200 225 250 275 300 3258 350 375

NIy

Sekil 3.24. Luteolin-7-O-glukozit (Sinarozit) UV spektrumu
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Sekil 3.25. Luteolin UV spektrumu
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Sekil 3.26. B. tripartita etanol ekstresinde Rt: 6,765teki pikin ve
Klorojenik asitin UV’lerinin cakistirilmasi
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[ "DAD1, 16.781 (79.94 mAl, - ) Ref=16.268 & 17.268 of SINARDZIT.D
—— TDAD1,16.746 (127 mAl, - ) Ref=15.326 & 17.806 of TRIPARTITA ETOH.D
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Sekil 3.27. B. tripartita etanol ekstresinde Rt: 16,766’daki pikin ve
sinarozit UV’lerinin cakistirilmasi
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Sekil 3.28. B. tripartita etanol ekstresinde Rt: 28,686’daki pikin ve luteolin
UV’lerinin cakistirilmasi
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Sekil 3.29. EtOAc fraksiyonunda Rt: 6,747°deki pikin ve klorojenik asit
UV’lerinin ¢akistirilmasi
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Sekil 3.30. EtOAc fraksiyonunda Rt: 16,752’deki pikin ve sinarozit
UV’lerinin cakistirilmasi
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[ "DADA1, 28.616 (2714 mAl, - ) Ref=26.723 & 29.523 of LUTEOLIN_YENL.D
—— TDAD1, 28651 (228 mAU, - ) Ref=18.064 & 29.304 of ETOAC FR.D
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Sekil 3.31. EtOAc fraksiyonunda Rt: 28,661’deki pikin ve luteolin
UV’lerinin ¢akistirilmasi
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Sekil 3.32. n-BuOH fraksiyonunda Rt: 6,755’deki pikin ve klorojenik asit
UV’lerinin cakistirilmasi
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Sekil 3.33. n-BuOH fraksiyonunda Rt: 16,780’deki pikin ve sinarozit
UV’lerinin ¢akistirilmasi

[ *DAD1,6.738 (203 mAU, - ) Ref=6.201 & 7.144 of KLOROJENIK ASIT.D
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Sekil 3.34. B. cernua var. radiata etanol ekstresinde Rt: 6,760’daki pikin
ve klorojenik asit UV’lerinin cakistirilmasi
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[ "DADA1, 16.748 (72.0 mAl, - ) Ref=16.268 & 17.268 of SINARDZIT.D
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Sekil 3.35. B. cernua var. radiata etanol ekstresinde Rt: 16,757°deki pikin

ve sinarozit UVerinin cakistirilmasi
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Sekil 3.36. B. frondosa etanol ekstresinde
klorojenik asit UV’lerinin cakistirilmasi

Rt: 6,770°deki pikin ve
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Sekil 3.37. B. frondosa etanol ekstresinde Rt: 16,780’deki pikin ve
sinarozit UV’lerinin cakistirilmasi
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Cizelge 3.15. Etanollti ekstreler ve fraksiyonlarda klorojenik asit, sinarozit
ve luteolin miktarlari

Ekstre Klorojenik Asit Sinarozit Luteolin
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
B. tripartita EtOH Eks. 0,05160 0,0407 0,0209
B. t EtOAC Fr. 0,1063 0,1087 0,0758
B. t n-BuOH Fr. 0,0451 0,0033 -
B. cernua EtOH EKks. 0,0347 0,0295 -
B. frondosa EtOH Eks. 0,0128 0,0062 -

B.t: B. tripartita, -: Teshis edilemedi

Cizelge 3.16. Bidens turlerinin icerdikleri % klorojenik asit, sinarozit ve
luteolin miktarlar: (% a/a)

Bitki adi % Klorojenik Asit | % Sinarozit % Luteolin
B. tripartita 0,8066 0,6363 0,3267
B. cernua var. radiata 0,7733 0,6574 -
B. frondosa 0,2249 0,1089 -
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3.5. Yontem Validasyon Bulgular1
Validasyon bulgulart dogrusallik (Cizelge 3.17.) , kesinlik (Cizelge

3.18.) ve TS-LOD (Cizelge 3.19.), TAS-LOQ (Cizelge 3.20.)

hesaplamalar: seklinde verilmistir.

Cizelge 3.17. Dogrusallik sonuclar:

Standart A Kalibrasyon r2 Egim Kesisim | LOQ LOD
Denklemi (%BSS) | (%BSS) | (ug/ml) | (ug/ml)
Klorojenik | 210 | y=6892,2x- 0,9991 0,358 2,822 | 3,1158 1,0386
asit 31,614
Sinarozit | 210 | y=20236,62x | 0,9999 0,057 1,249 | 2,7725 0,924
-15,2951
Luteolin | 210 | y=28020x- 0,9998 0,218 6,177 3,072 1,024
46,072
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Sekil 3.38. Referans maddeler icin kalibrasyon denklemleri ve grafikleri
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Cizelge 3.18. Yontem validasyonu icin kesinlik degerleri ve % Bagil
Standart Sapmalari (% BSS)

Standart A Pik Alam %BSS
(Ortalama)
Klorojenik asit 210 35,02857 3,421
Sinarozit 210 40,69286 0,585
Luteolin 210 39,73714 0,850

Cizelge 3.19. Tayin Edilebilir En Dlistik Limit (Teshis Siniri-TS) (LOD)

Standart A LOD (ug/ml) %BSS
Klorojenik asit 210 1,0386 3,047

Sinarozit 210 0,924 3,003

Luteolin 210 1,024 1,858

Cizelge 3.20. Hesaplanabilir En Dustik Limit (Tayin Alt Siniri-TAS) (LOQ)

Standart A LOQ (ng/ml) %BSS
Klorojenik asit 210 3,1158 3,421

Sinarozit 210 2,7725 0,585

Luteolin 210 3,072 0,849
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4. TARTISMA

Diyabet diinyada her gecen giin daha fazla sayida insani olumsuz
etkileyen, kalitim ve cevresel faktorlere bagli olarak ortaya cikan bir
hastaliktir. Diyabetik hastalarda hiperglisemi, karbonhidrat, lipit ve
protein metabolizmasinda bozukluklar meydana gelir. Diyabette
oksidatif stres de bircok mekanizmaya bagli olarak artar. Oksidatif
stresin artisitna neden olan mekanizmalar tam = olarak
aydinlatilamamistir. Ancak diyabetik hastalardaki ytksek glukoz
dliizeyinin, oksidatif hasara neden olan sUperoksit gibi serbest
radikallerin olusumunu arttirmada en etkili neden oldugu

bilinmektedir

Bidens cinsi Asteraceae familyasina ait dinyada genis yayilis
gosteren tek (ya da cok) yillik otsu bitkilerdir. Dlinyanin bircok
ulkesinde halk arasinda farkli amaclarla kullanilmaktadir. Bidens
tirleri geleneksel tipta enflamasyon, romatizma, diyabet, enterit,
faranjit gibi pek cok hastalikta kullanilmaktadir. Bidens turlerinin
diyabete kars: kullanimiyla ilgili halk ilaci kayitlarina dayandirilarak
yapilan arastirmalarda antidiyabetik etkileri bulunmustur (Chang ve
ark., 2001; Andrade-Cetto ve Heinrich,2005; Hsu ve ark., 2009;
Rybalchenko ve ark., 2010). Baz1 Bidens turleri tizerinde kimyasal
icerik ve biyolojik aktivite calismalari yapilmis olmasina ragmen,
Turkiye’de yetisen Bidens cernua var. radiata, B. tripartita ve B.
frondosa taksonlar1 tzerinde bu konularla ilgili tilkemizde yapilmis

herhangi bir calismaya rastlanmamastir.
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Arastirma plani1 yapilirken Bidens cinsine ait Turkiye’de 3 tur 4
takson bulundugu biliniyordu. Calisma yuratultirken tilkemizde yeni
bir Bidens turunun varlhigs Korkmaz ve arkadaslar: (2011) tarafindan
tespit edilmistir. Yeni bulunan B. bipinnata ile birlikte Turkiye’de

yetisen tur sayisi 4 tir S taksona ulagmistir.

Calismamizda B. cernua var. radiata, B. tripartita ve B. frondosa
taksonlarinin kurutulmus toprak tistii kisimlarindan % 80’1lik etanol
ile hazirlanan ekstreler kullanilmistir. Etanolli ekstrelerin ilk 6nce
streptozotosin ile diyabet olusturulmus Wistar albino erkek sicanlar
lUzerindeki akut antidiyabetik etkisi arastirilmis ve tim taksonlar
etkili bulunmustur. Referans madde olarak kullanilan tolbutamit kan
glukoz konsantrasyonlar1 Uzerinde % 20 civarinda bir azalma
saglarken Bidens taksonlarinin ekstreleri % 30 civarinda azalma
meydana getirmistir (Cizelge 3.1.). Akut denemelerde elde edilen
umut verici sonuclar tUzerine tUm ekstreler subakut olarak
denenmistir. Tum dozlarda % 15 civarinda bir etki tespit edilmis
iken B. tripartitanin 500 mg/kg dozunda % 40 civarinda bir etki
bulunmustur (Cizelge 3.2.). Ekstrelerin sicanlara subakut
uygulanmasi esnasinda ise hayvanlarin vicut agirliklarinda meydana
gelen degisimler kayit altina alinmistir (Cizelge 3.3.). Ekstre verilen
deney gruplarindaki hayvanlarin viicut agirliklarinda % 10’a yakin
bir artis gérulirken kontrol grubundaki agirlik artis1 % 3’te kalmistir.
Ilginc bir sekilde tolbutamit grubundaki hayvanlar 8. giiniin sonunda
% 4 civarinda kilo kaybina ugramistir. Kan glukoz konsantrasyonlari
Uzerindeki azaltic1 etkiye paralel olarak 500 mg/kg dozda B. tripartita
uygulanan deney hayvanlarinda gériilen kilo artis1 en yiksek oranda
(% 14,5) bulunmustur. Etanolli ekstrelerin normoglisemik hayvanlar
uzerindeki calismalar1 incelendiginde, 500 mg/kg dozlar1 anlaml
hipoglisemik etki meydana getirmistir. Bu ekstrelerden B. tripartita %
25,8 ile en yuksek hipoglisemik etkiyi ortaya cikarmistir. Bu etki

deney suresince azalarak devam etmistir. Dérdlinct saatin sonunda
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yapilan oOlcimde % 15,41dk hipoglisemik etki goézlenmistir.
Tolbutamitte etki zayif baslamis, 4. saatin sonunda maksimum
seviyeye ulasmistir. B. tripartita ekstresinde ise bunun aksine etki
kuvvetli baslamis 4. saatin sonunda =zayiflamistir. Diger Bidens
ekstrelerinin % 11,5-17,5 arasinda degisen zayif hipoglisemik etkileri
oldugu goézlenmistir. Bidens turlerine ait etanolli ekstrelerin oral
glukoz tolerans testi (OGTT) sonucglar1 (Cizelge 3.5.) incelendiginde,
normoglisemik sicanlar tizerinde oldugu gibi tolbutamitin, burada da
baslangictan itibaren artarak devam eden kuvvetli hipoglisemik etki
meydana getirdigi géortilmus olup, Bidens ekstreleri glukoz ytklemesi
yapildiktan sonraki ilk 6lcimde anlamli hipoglisemik etki (% 11,5-
23,1) ortaya cikarmistir. 60. dakikada ortaya cikan hipoglisemik etki
B. cernua ve B. tripartita’ da 4. saatin sonunda da devam etmektedir.
B. frondosa’da 120. dakikada gdzlemlenen kuvvetli hipoglisemik etki

daha sonra kaybolmustur.

Uc taksonun antioksidan aktiviteleri toprak tstii kistmlarindan
hazirlanan etanollti ve sulu ekstrelerin DPPH radikali stipirme ve
metal (demir) iyonu selasyon glici arastirilarak incelenmistir. DPPH
radikali sUpUrtict aktivite calismalarinda test edilen ekstreler
referans bilesikler olan kersetin ve EDTA’ya gore daha zayif etki
gostermistir. Ekstreler icerisinde B. tripartita taksonuna ait etanollti
ekstre (2000 ug/kg dozda % 66,51+4,84) en yluksek radikal stiptrict
etkiyi meydana getirmistir. Bu sonu¢ antidiyabetik aktivite
bulgulariyla bir korelasyon gdstermistir. B. tripartita sulu ekstresi ise

en yuksek metal iyonu selasyon aktivitesi gbstermistir.
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Sonuclarin degerlendirilmesiyle B. tripartitanin etanol ekstresi
cozlicu-¢cozucu ekstraksiyonu ile kloroform, etil asetat, n-butanol ve
kalan-su fraksiyonlarina ayrilmis antidiyabetik ve antioksidan

aktivite deneylerine fraksiyonlar tizerinde devam edilmistir.

Elde edilen fraksiyonlarin normal hayvanlarin kan glukoz seviyeleri
Uzerinde herhangi bir hipoglisemik etkisi gdrtilmemistir. Ekstre
halinde go6zlemlenen etki ekstre fraksiyonlarina ayrilinca

kaybolmustur (Cizelge 3.6.).

Fraksiyonlarin OGTT sonuclari Cizelge 3.7.de gosterilmistir.
Tolbutamit 4. saatin sonuna kadar artan bir hipoglisemik etki
gostermis, kloroform, etil asetat ve kalan su fazlarinin ytksek ve
dusuk dozlar1 120. ve 240. dakikada, n-butanol fraksiyonunun ise
sadece yuksek dozu 240. dakikada anlamli etki gdstermistir.
Cizelgenin geneline bakildiginda ise tim fraksiyonlarin yuksek
dozlarinin glukoz yuklenmis sicanlar Uzerinde hipoglisemik etki
gosterdigi gorulmustir. Bu etki etil asetat ve n-butanol
fraksiyonlarinda daha sureklidir (60., 120. ve 240. dakikalar). Ana
ekstrede gorilen hipoglisemik etkinin fraksiyonlarin tamamina

dagildig tespit edilmistir.

STZ ile diyabet yapilmis sicanlar Uzerinde fraksiyonlarin ortaya
koydugu antidiyabetik etki sonuclar1 incelendiginde (Cizelge 3.8.),
kalan-su fraksiyonu disindaki fraksiyonlarin yuksek dozlarinda
anlamli antihiperglisemik etki belirlenmistir. n-Butanol fraksiyonu
166 mg/kg dozda en yuksek antidiyabetik etkiyi meydana getirmistir.
Bu etki 4. saatin sonunda en ust duzeye cikmistir (% 47,3). Etil
asetat fraksiyonun ytiksek dozu (204 mg/kg) % 10,6 ile baslayan ve
4. saatte % 29,1’e yukselen antidiyabetik etki gdstermistir. Kloroform
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fraksiyonu ise zayif hipoglisemik etki meydana getirmistir (% 9,4-

21,5).

Fraksiyonlarin antioksidan aktivite sonuclar1 degerlendirildiginde,
test edilen konsantrasyonlarda, B. tripartita’nin etil asetat (%
88,99+0,07) ve n-BuOH (% 85,25%0,55) fraksiyonlar1 konsantrasyon-
bagimli olarak en yiksek radikal stiptiriici etkiyi gostermistir. Kalan-
su fraksiyonu da % S50’nin Uzerinde olmak uzere (% 58,20+2,59)
dikkate deger DPPH radikal supuricu etkiye yol acmistir (Cizelge

3.9.). Fraksiyonlar metal-selasyon etkisi géstermemistir.

Biyolojik aktivite calismalarindan sonra, B. tripartita etanol ekstresi
ve bu ekstreden hareketle hazirlanan fraksiyonlar basta olmak tizere
B. cernua var. radiata ve B. frondosa etanol ekstrelerinin kimyasal

icerigini belirlemek amaciyla HPLC ve LC-MS analizleri yapilmaistir.

HPLC ve LC-MS analizleri sonucunda B. tripartita etanol ekstresinde
klorojenik asit (% 0,8066), luteolin-7-O-glukozit (% 0,6363) ve
luteolin (% 0,3267) varhig tespit edilmistir. B. cernua var. radiata ve
B. frondosa etanol ekstrelerinin ise klorojenik asit ve luteolin-7-O-
glikozit bilesiklerini icerdigi fakat luteolin icermedigi gértulmustur.
Klorojenik asit miktarinin U¢ bitkide de tespit edilen diger
bilesiklerden yuksek oldugu, klorojenik asitin B. tripartita etanol
ekstresinde, luteolin-7-O-glukozitin ise B. cernua var. radiata

ekstresinde daha fazla bulundugu gérulmustur.
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Elde edilen sonuclar literatir sonuclarn ile kiyaslandiginda, farkl
arastiricilar tarafindan daha o©Once cesitli Bidens turlerinin

antidiyabetik etkisinin incelendigi géorulmustur.

Bu arastirmalarin birinde Meksika’da yetisen Bidens aurea ve B.
odoratamin toprak ustl kisimlarindan hazirlanan inflizyonlarin
hipoglisemik olarak kullanildigi, B. leucantha ve B. pilosa’nin toprak
Ustdl kisimlarindan hazirlanan inflizyonlarin ise alloksanla diyabet
olusturulmus fareler Ttzerinde antidiyabetik etki go6sterdigi
bildirilmistir (Andrade-Cetto ve Heinrich, 2005). Ayrica Alarcon-
Aguilar ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir calismada, B. pilosa’nin
da aralarinda bulundugu doért Meksika bitkisinin normal ve
alloksanla diyabet olusturulmus fareler tizerinde hipoglisemik etkisi

belirlenmistir (Alarcon-Aguilar ve ark., 2002).

B. pilosanin Tip 2 diyabet uzerine etkisinin arastirildigi bir
calismada, bitkinin sulu ekstresinin instlin salinnmini ayarlayip,
pankreas [ hucrelerini onararak Tip 2 diyabeti iyilestirdigi

belirlenmistir (Hsu ve ark., 2009).

Chang ve arkadaslarn tarafindan B. pilosa var. radiata butanol
fraksiyonunun obez olmayan farelerde kan sekeri ve insulin
seviyesini duizenleyici etkisinin arastirildigl bir calismada, kan sekeri
ve insulin seviyesinin doza bagli olarak dtizenlendigi anlasilmistir
(Chang ve ark., 2004). Daha sonra yapilan arastirmalarda, B. pilosa
varyetelerinde bulunan poliasetilenik yapidaki bilesiklerin instlin

salinimini artirarak etki gosterdigi bildirilmistir (Chien ve ark., 2009).
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B. pilosanin antihiperglisemik aktivitesinin arastirildigi bir baska
calismada, bitkinin etanol:su (4:1) ekstresi 1000 mg/kg dozda, su ile
hazirlanmis dekoksiyonu 1000 mg/kg dozda ve bitkiden izole edilmis
olan iki poliasetilenik yapida Dbilesik farelere oral olarak
uygulanmistir. Sulu dekoksiyon etkisiz bulunmustur. Etanol ekstresi
ve poliasetilenik bilesiklerin karisimlarinda ise kaydadeger aktivite

tespit edilmistir. (Ubillas ve ark., 2000).

HPLC ve LC-MS calismalarimizda aktif ekstre ve fraksiyonlar
icerisinde tespit edilen fenolik yapidaki bilesiklerin [klorojenik asit,
luteolin-7-0-glukozit (sinarozit) ve luteolin| diyabet tizerindeki etkileri
ile ilgili literattrler incelendiginde; Matsui ve arkadaslarinin (2002) ve
Kim ve arkadaslarinin (2000) calismalarinda luteolinin a-glukozidaz
ve o-amilaz enzimlerini inhibe ederek antidiyabetik etki gosterdigi
tespit edilmistir. Bunun yani sira luteolinin diyabete bagli nefropatiyi
onledigi ve diyabetin neden oldugu kognitif bozukluklar:
duizeltebilecegi gosterilmistir (Wang ve ark., 2011; Liu ve ark., 2013).
Luteolin-7-0O-glukozit ile ilgili yapilmis bir arastirmada ise 4 mg/kg
dozda 7 glin boyunca yapilan intraperitonal uygulamada anlamli bir

antidiyabetik etki gérilmustur (Rauter ve ark., 2010).

Aktif ekstre ve fraksiyonlarimiz icindeki ana maddelerden biri olan
klorojenik asitin streptozotosin nedenli diyabette 10 mg/kg dozda
oral uygulama sonucu anlamh iyilesme go6sterdigi bildirilmistir
(Andrade-Cetto ve Wiedenfeld., 2001). Diger taraftan kuvvetli
antidiyabetik etkisi tespit edilen Morus alba yapraklarindan ana
madde olarak izole edilen bilesiklerden birisinin klorojenik asit
oldugu goéruilmus ve antidiyabetik etkinin klorojenik asite bagh

olabilecegi belirtilmistir (Hunyadi ve ark., 2012).



180

Arastirmamizdan elde edilen sonuclar ile daha énce farkli arastiricilar
tarafindan elde edilen bulgular birbirini destekler niteliktedir.
Ozellikle 6nemli o6lctide antidiyabetik etki gosteren ekstre ve
fraksiyonlardaki tespit edilen bazi ana maddelerin (klorojenik asit,
luteolin-7-0O-glukozit ve luteolin) kan glukozunu dtstrtcu etkilerinin
daha o6nce belirlenmis olmasi arastirmamizin sonuclarini daha da

degerli kilmaktadar.

Asetilkolinesteraz inhibitér ve antioksidan etki yéntiinden arastirilan
ulkemizdeki Bidens turlerinin hicbirisi asetilkolinesteraz enzimini
inhibe etmemistir. Antioksidan Ozellikleri incelendiginde, calisilan
tim turler referans bilesikler olan kersetin ve EDTA’dan daha zayif

etki gbstermislerdir.

Bidens turleri lizerinde yapilan antioksidan aktivite calismalar: ile
ilgili literattirler incelendiginde, B. pilosa, B. bipinnata ve B.
tripartita’nin antioksidan 6zelliklerinin daha 6nce farkli antioksidan
mekanizmalar kullanilarak farkli arastiricilar tarafindan calisildig:
gortlmustir. Arastirmamizda tUzerinde detayli calisilmis olan B.
tripartitanin daha oOnceki calismalarda 6nemli 6l¢ctide antioksidan
etki ortaya cikardigi bildirilmistir (Chiang ve ark, 2004; Abajo ve ark.,
2004; Awaad ve ark, 2005).

Wolniak ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinladiklari calismada, B.
tripartita cicek ve herbasinin ayri ayri su, metanol-su ve aseton-su
ekstreleri hazirlanmis, ekstreler dietileter, etil asetat ve n-BuOH ile
fraksiyonlara ayrilmis, bitkide bulunan luteolin, sinarozit ve
flavanomarein bilesiklerinin DPPH radikali suUpuridct aktivitesi
arastirilmistir. Sonuclar incelendiginde hem cicek hem herbaya ait
etil asetat fraksiyonunun en yuksek antioksidan aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir. Fenolik bilesik miktarinin toprak tistii kisimda
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ciceklerden fazla olmasina ragmen cicek ekstrelerinin daha etkin
oldugu goérulmustiir. Bu nedenle antioksidan aktivitenin sadece
polifenol miktarindan degil ekstrenin bilesiminde bulunan diger
yapidaki maddelerden ve antioksidatif sinerjizm gibi diger

faktoérlerden de etkilendigi distinulmustir. (Wolniak ve ark., 2007).

Bu bulgular calismamizdan elde edilen antioksidan aktivite

sonuclarini desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ik kez 1753 yilinda Linne’nin Species Plantarum isimli eserinde yer
alan ve Asteraceae familyasinda bulunan Bidens L. cinsi tilkemizde 4
tar, 5 takson ile temsil edilmektedir (Connelly, P., 2009; Korkmaz ve
ark., 2011).

Ulkemizde yetismekte olan Bidens taksonlari Uzerinde yapilmis
herhangi bir biyolojik aktivite calismas: bulunmamaktadir. Bu
arastirma Turkiye’de yetisen Bidens taksonlar: tizerinde yapilmis ilk

calisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Calisma kapsaminda 2011 yilindan o6nce ulkemizde varligi tespit
edilmis olan B. cernua var. radiata, B. tripartita ve B. frondosa
taksonlarinin, toprak dustil kisimlarindan hazirlanan etanollti
ekstrelerin iki farkli dozda (250 ve 500 mg/kg) antidiyabetik,
asetilkolinesteraz inhibitér ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir.
Biyoaktivite ile yoOnlendirilen fraksiyonlama (BAYF) teknigi
uygulanarak yuksek aktivite gosteren B. tripartita ekstresi ¢6zucu-
cozlicii ekstraksiyonu ile kloroform, etil asetat, n-butanol ve su
fraksiyonlarina ayrilmistir. Elde edilen bu doért farklh fraksiyonun da
aktivite calismalar iki farkli dozda ayri ayr yurttilmusttr. Etanollti
ekstreler Uzerinde yapilmis olan asetilkolinesteraz inhibitér
aktivitesinin bulunmadigi géruldiginden, fraksiyonlar tizerinde
sadece  antidiyabetik ve  antioksidan = aktivite  calismalari

gerceklestirilmistir.

Antidiyabetik aktivite calismalar1 3 farkli deney modeli Uizerinde

yuaratilmustir. Normoglisemik sicanlar, glukoz hiperglisemik
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sicanlar ve streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulmus sicanlar
kullanilarak test edilen ekstre ve fraksiyonlarin antidiyabetik etkileri
ayni sartlarda kontrol grubu ve referans madde (tolbutamit 100

mg/kg) grubu ile karsilastirilmistir.

Antidiyabetik etkileri karsilastirildiginda B. tripartita etanol ekstresi
diger ekstrelere goére daha yuksek akut ve subakut aktivite
gostermistir. Ozellikle subakut deney modelinde 500 mg/kg dozda
uygulanan B. tripartita etanolll ekstresinin % 40 civarinda aktivite
gostermesi  istatistiksel olarak c¢ok anlamli  bulunmustur.
Normoglisemik ve glukoz hiperglisemik (OGTT) sicanlar Utzerindeki
etkileri incelendiginde, B. tripartita etanol ekstresi her iki dozda (250

ve 500 mg/kg) anlaml bir hipoglisemi meydana getirmistir.

Antioksidan aktivite sonuclar1 incelendiginde, B. tripartita’dan
hazirlanan etanolli ekstre 2000 ug/kg dozda, en yuksek radikal
stipuriucu etkiye yol acmistir. Bu sonuc¢ antidiyabetik aktivite

bulgulariyla bir korelasyon géstermektedir.

Bu sonuclar 1s18inda, B. tripartita etanol ekstresi icerisindeki aktif
bilesenleri tespit etmek amaciyla c¢o6zlicl-¢co6zicli fraksiyonlanma
islemleri yapilmistir. Elde edilen fraksiyonlar tizerinde yuUrttilen
antidiyabetik aktivite calismalarinda ise n-buOH ve etil asetat
fraksiyonlarinin yuksek oranda hipoglisemik etki gosterdigi
belirlenmistir. Diger taraftan B. tripartita’nin etilasetat ve n-BuOH alt
fraksiyonlar1 konsantrasyon-bagimli olarak en yuksek radikal
stpuricu etkiyi gbéstermistir.

Etki gosteren ekstre ve fraksiyonlar tizerinde yapilan kromatografik
calismalarda (HPLC, LC-MS), test edilen 6rneklerin icerisindeki ana
maddelerin teshis ve miktar tayinleri yapilmistir. Aktif ekstre ve

fraksiyonlar icerisinde yluksek oranda klorojenik asit, luteolin-7-O-
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glukozit (sinarozit) ve luteolin varligi belirlenmis ve miktarlar: tayin

edilmistir.

Literatiir arastirmalarindan da gorulecegi Uzere; dinyada Bidens
tarleri Uzerinde antidiyabetik aktivite acisindan bircok arastirma
yapimis olmasina ragmen, ulkemizde yetisen Bidens turlerinin
antidiyabetik etkileri ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamastir.
Bu arastirma bu konuda yapilmis ilk kapsamli calismadir. B. cernua
var. radiata, B. frondosa ve B. tripartita taksonlarinin antidiyabetik

etkisi ilk kez bu arastirmayla ortaya konmustur.

Dluinyanin cesitli bolgelerinde yetisen B. tripartita ve B. bipinnata
lUzerinde daha 6nce yapilan calismalar incelendiginde, B. tripartita’nin
toprak Ustil kisimlarinin sulu inflizyonunun antienflamatuvar,
analjezik ve antipiretik, koklerinden elde edilen ugucu yagin ise
antifungal etki gosterdigi; B bipinnata toprak ustt kisimlarinin
etanol ekstresinin ve bu ekstreden hazirlanan etil asetat ve n-buOH
fraksiyonlarinin ise kuvvetli antioksidan etki gbésterdigi saptanmistir
(Pozharitskaya ve ark., 2010; Tomczykowa ve ark., 2011; Awaad ve
ark, 2005). Bu calismalar g6z 6ntine alindiginda, B. tripartita basta
olmak Uizere yeni tespit edilen B. bipinnata ve Turkiye’de yetisen diger

tirlerin de s6z konusu aktivitelerinin arastirilmasi anlamli olacaktir.

Tez kapsaminda yurutilen aktivite ve kromatografik calismalardan
elde edilen tim bulgular bir butin olarak incelendiginde diinyanin
farkl tilkelerinde yaygin kullanimi olan, Turkiye’de ilk kez tarafimizca
calisilan Bidens taksonlarinin halk ilaci kayitlarinda bulunmamasina
ragmen diyabet arastirmalari icin énemli bir dogal kaynak olabilecegi
anlasilmistir. Diyabetik kisilerde géruilen oksidatif strese bagh ortaya
cikan doku hasarlarinin 6nlenebilmesi hem antidiyabetik hem de

antioksidan etki g6steren madde/maddeler ile muUmkundur. B.
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tripartita kuvvetli antidiyabetik etkisinin yaninda antioksidan aktivite
de gbstermis, diyabet tedavisinde ve diyabetin komplikasyonlarinin
onlenmesinde o6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir. B.
tripartita iceriginin daha detayl calismalarla acikliga kavusturulmasi
buyik o6nem arz etmektedir. Bu arastirmada yer almayan fakat
ulkemizde yetistigi yeni tespit edilen B. bipinnata’nin da dogadan
toplanip aktivite ve kromatografik calismalarinin yapilmasi yeni ve
o6nemli bulgularin elde edilmesini saglayacaktir. Bu sayede tilkemizde
yetisen tim Bidens turlerinin antidiyabetik ve antioksidan etkileri

arastirilmis olacaktir.

Bu turlere ait ekstrelerin hem akut hem de subakut toksisite
testlerinin yapilmasi1 ve fitoterapide kullanilacak standart ekstre
haline getirilmesi ekonomik degeri olan yan etkileri az yeni dogal

tedavi kaynaklarinin ortaya ¢cikmasi acisindan énemlidir.



186

OZET

Tiirkiye’de Yetisen Bazi Bidens L. Taksonlar1 Uzerinde Farmakognozik

Arastirmalar

Asteraceae familyasinda yer alan Bidens L. cinsinin diinyada yaklasik
olarak 280 turti bulunmaktadir. Ulkemizde ise 4 tir, 5 takson
yetismektedir. Bidens tlrleri diinyada halk arasinda diyabet, enflamasyon,
romatizma, enterit, faranjit, malarya, metabolik hastaliklar, zayiflik, cilt
hastaliklari, sebore, psoriasis, yara, timor tedavisinde, ayrica ditiretik ve
sudorifik (terletici) olarak kullanilmaktadir. @ Bu calismada Turkiye'de
yetismekte olan bazi Bidens taksonlarindan (B. cernua var. radiata, B.
tripartita, B. frondosa) hazirlanan etanollti (% 80) ekstrelerin Tip 2 diyabet
lUzerindeki etkisi, antioksidan O6zellikleri ve Alzheimer hastaliginin
tedavisinde 6nemli bir enzim olan asetilkolinesteraz Uzerindeki etkileri in

vivo ve in vitro yontemler kullanilarak arastirilmistir.

Antidiyabetik aktivite normoglisemik sicanlar, glikoz hiperglisemik sicanlar
ve streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulmus sicanlar kullanilarak
olculmustir. B. tripartita ekstresi diger ekstrelere gore daha ytuksek akut ve
subakut aktivite gdstermistir. Ozellikle subakut deney modelinde 500
mg/kg dozda uygulanan B. tripartita ekstresinin %40 civarinda aktivite
gOstermesi istatistiksel olarak cok anlamli bulunmustur. Normoglisemik ve
glikoz hiperglisemik (OGTT) sicanlar tizerindeki etkileri incelendiginde, B.
tripartita ekstresi her iki dozda (250 ve 500 mg/kg) anlaml bir hipoglisemi
meydana getirmistir ve alt fraksiyonlarina ayrilmistir. Etil asetat ve n-

butanol fraksiyonlar: ytiksek aktivite gdstermistir.

Asetilkolinesteraz inhibitér etki yéninden arastirilan tlkemizdeki Bidens

tlrlerinin hicbirisi asetilkolinesteraz enziminin calismasini durdurmamaistir.

Antioksidan aktivite deneyleri ekstrelerin DPPH radikali stipurici ve metal

(demir) iyonu selasyon etkisi olctilerek belirlenmis, B. tripartita ekstresi ve
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bu ekstreye ait etil asetat ve n-butanol fraksiyonlar: yltiksek antioksidan etki

gbstermistir.

Etki gosteren ekstre ve fraksiyonlar tuzerinde yapilan kromatografik
calismalarda klorojenik asit, luteolin-7-O-glukozit (sinarozit) ve luteolin

varligi belirlenmis ve miktarlari tayin edilmistir.

Bu arastirma ulkemizde yetismekte olan B. cernua var. radiata, B. tripartita

ve B. frondosa taksonlar: tizerinde yurutilen ilk ve tek kapsamli calismadir.

Anahtar Sozciikler: Antidiyabetik, Antioksidan, Asetilkolinesteraz,

Asteraceae, Bidens, Bidens tripartita
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SUMMARY

Pharmacognostical Investigations on Some Bidens L. Taxons Growing

in Turkey

The genus Bidens L. belonging to the Asteraceae family comprises
approximately 280 species spread over the whole world. In the flora of
Turkey, 4 species and 5 taxas are growing. Several Bidens species are used
as folk remedy by people in the treatment of diabetes, inflammation,
arthritis, pharyngitis, malaria, enteritis, metabolic disorders, dermal
diseases, seborrhea, psoriasis, wound and tumors. Moreover, they are used
as diuretic and sudorific. In this study, antidiabetic, antioxidant and
acetylcholinesterase, an important enzyme in the treatment of Alzheimer
disease, inhibitory effect of the ethanol (% 80) extracts of some Bidens taxa
(B. cernua var. radiata, B. tripartita, B. frondosa) growing in Turkey were

investigated using in vivo and in vitro methods.

B. tripartita extract (500 mg/kg) showed a significant inhibition (40 %) on
blood glucose at the subacute experiments. Data obtained from
normoglisemic and glucose loaded animals indicated that B. tripartita
extract revealed significant hypoglycaemic effect at the dose of 250 and 500
mg/kg. Then, it was fractioned by the solvent-solvent extraction. Ethyl

acetate and n-buthanol fractions showed potent hypoglycaemic activity.

None of the Bidens species investigated in this project showed

acethylcholinesterase inhibitory effect.

Antioxidant activities of the extracts were tested by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and ferrous ion-chelating methods. B. tripartita
ethanol extract, ethyl acetate and n-butanol fractions showed high

antioxidant activity.
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Chemical characterization of the active extracts was determined using
chromatographic techniques. Chlorogenic acid, luteoline and luteolin-7-O-
glycoside were detected as the main compounds and their quantitative

analyses were also performed in the active extract.

This is the first and unique comprehensive study conducted on Bidens

species (B. cernua var. radiata, B. tripartita, B. frondosa) growing in Turkey.

Key Words: Acetylcholinesterase, Antidiabetic, Antioxidant, Asteraceae,

Bidens, Bidens tripartita
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