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OZET

Inula anatolica Boiss. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Calisma kapsaminda, Tiirkiye florasinda dogal olarak yetisen ve Asteraceae familyasinin endemik
iiyelerinden olan [Inula anatolica Boiss. tirliniin farmakognozik incelemeler yapilmasi
amaclanmaktadir. Calisma numunemiz olan 1. anatolica bitkisinin toprak {iistii ve altinin iki farkli
yontem (soxhlet ve ultrasonik) ile hazirlan etil asetatli, metanollii ve % 70 etanollii ekstrelerde fenolik
bilesiklerin belirlenmesi amactyla, laboratuvarimizda gelistirilen ters faz HPLC ydntemi kullanilarak
hem kalitatif hem de kantitatif analizler yapilmigtir. Analizler sonucunda ekstrelerde baslica klorojenik
asit, kafeik asit, ferulik asit ve Iuteolin bulunmus ve miktarlar1 belirlenmistir. Hazirlanan ekstrelerin
cesitli ¢oziicii sistemlerinde ITK analizleri yapilmis ve etkin madde gruplari belirlenmistir. ITK
analizinde en uygun ¢06ziicii sistemi secilmis ve sonuglar YPSK analizi ile desteklenmistir. Hazirlanan
ekstrelerin tripsin ve kimotripsin enzimlerini inhibe edici aktiviteleri in vitro deneylerle test edilmistir.
Ekstrelerin uygulanan konsantrasyonlarina bagli olarak enzimleri farkli oranlarda inhibe ettigi tespit
edilmigtir.

Anahtar Sozciikler: Fenolik bilesikler, Inula anatolica, ITK, kimotripsin, tripsin, YPSK.
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SUMMARY

Pharmacognostic Investigations on Inula anatolica Boiss.

In the current study, pharmacognostic examinations were conducted on Inula anatolica Boiss., a plant
species belonging to the Asteraceae family and recognized as endemic to the flora of Turkey. The
primary goal was to investigate the phenolic composition of extracts derived from the aerial and
underground parts of the plant by employing two extraction approaches, namely Soxhlet and ultrasonic
methods. Extracts prepared with ethyl acetate, methanol, and 70% ethanol were characterized both
qualitatively and quantitatively using a reverse-phase HPLC procedure optimized within our laboratory.
Chromatographic evaluation indicated that chlorogenic acid was the major compound, accompanied by
caffeic acid, ferulic acid, and luteolin, whose respective concentrations were determined. Furthermore,
thin-layer chromatography (TLC) analyses were performed using various solvent systems to classify
the principal groups of secondary metabolites, and the optimal solvent system was established based on
these profiles. The results obtained were further validated through RP-HPLC analysis. In addition, the
inhibitory potential of the prepared extracts against trypsin and chymotrypsin enzymes was examined
in vitro, revealing that the inhibition rate varied according to the concentration applied.

Keywords: Chymotrypsin, HPLC, Inula anatolica, phenolic compounds, TLC, trypsin.
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ONSOZ

Diinya ¢apinda genis dagilimi olan /mnula L. tiirleri antimikrobiyal, analjezik ve
antienflamatuvar etkilerinden dolay1 6zellikle sindirimde, solunum rahatsizliklarinda ve
diyabette halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Al-Dissi vd., 2001; de La Lustra vd.,
1993; Haoui vd., 2015; Zeggwagh vd., 2006). Inula tiirlerinden fitokimyasal analizlerle elde
edilen bilesiklerin pek cok biyolojik aktiviteden sorumlu oldugu goriilmiistiir. Ulkemizde de
yetisen Inula anatolica BOISS. tiirii ile ilgili fitokimyasal analizler ve aktivite caligmalarinin
azlig1 bizi bitki lizerinde ¢alismaya yonlendirmistir. /. anatolica’nin tripsin ve kimotripsin
enzimlerini inhibe edici 0Ozelliginin test edilmesi ilk kez bu tez ¢aligmasinda

gerceklestirilmistir. Ulagilan bulgular ile bilim diinyasina katkida bulunulmasi amaglanmistir.
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1. GIRIS

1.1. Asteraceae (Compositae) Familyasi

Asteraceae'nin (Compositae) orijinal adi ilk olarak 1792 yilinda Alman botanik¢i Paul
Dietrich Giseke tarafindan tanimlanmistir (Easmin vd., 2021). Diinya genelinde yaklasik 1000
cins ve 20.000 kadar tiir, iilkemizde ise yaklasik 130 cins ve 1100’ askin tiirle temsil edilen
bu familya, ¢icekli bitkiler arasinda tiir ¢esitliligi bakimindan en zengin gruplardan biridir. Bu
familyada yer alan bitkiler genellikle otsu formda olup baz tiirleri ¢cali veya agags1 yapidadir.
Yapraklar1 almasik dizilisli, karsilikli ya da tabanda toplanmis bi¢imdedir. Cigek durumu
“kapitulum” tipindedir ve taban kisminda braktelerden olusmus bir involukrum ile ¢evrilidir.
Cigekler tek ya da iki eseylidir; aktinomorf veya zigomorf yap1 gosterebilir. Kaliks kisminda
halka veya papus bi¢imli yapilar bulunabilir ya da tamamen yok olabilir. Korolla genellikle
simpetal yapidadir ve bes petalli tiip veya dil bigiminde uzanir. Stamen sayis1 bestir ve
singenezik yapi sergiler. Ovaryum alt konumlu olup, iki karpelli ve tek tohum taslag igerir.
Aken tipi meyve tasir. Dikenli taksonlar arasinda zehirsiz tiirlerin en yogun bulundugu

familyalardan biridir (DAVIS, 1982; Tanker vd., 2023).

Asteraceae familyasi, Tubuliflorae ve Liguliflorae olarak iki ana alt gruba ayrilmaktadir.
Tubuliflorae alt familyasina dahil tiirlerde kapitulum yapisindaki tiim ¢igekler veya merkezde
yer alanlar tiip bi¢iminde olup, ¢evredekiler dilsi formdadir. Farmakognozi alaninda kullanilan
pek cok bitki bu grupta yer almakta ve ¢ogunlukla siit borusu igermemektedir. Buna karsin,
Liguliflorae alt familyasina ait tiirlerde siit borusu bulunur ve kapitulumdaki ¢i¢eklerin tamami
dilsi yapidadir. Bu taksonun bitkilerinde ugucu yaglara ender olarak rastlanmaktadir (Tanker

vd., 2023).

Bu familyada en sik rastlanan bilesikler ugucu yag, iniilin ve latekstir. Ayrica laktonlar,
seskiterpenler, esterler, alkaloitler, kumarinler, saponozitler ve flavonoller de bulunmaktadir.
Igeriklerinde bulunan maddelerden dolay1 eczacilikta, gida sanayisinde ve lateksi kaynakli
diger sanayi alanlarinda kullanilmaktadir (Tanker vd., 2023). Siis bitkisi olarak kullanimlar1

da bulunmaktadir (Siislii vd., 2010).



1.2. Inula L. Cinsinin Botanik Ozellikleri

Genellikle cok bazen tek veya iki yillik bitkilerden olugmaktadir. Govde dik, yiikselici
ve dallanmis yapidadir. Bitkinin belirgin bir gévdesi bulunmaz. Yaprak kenarlar1 kimi zaman
disli, kimi zaman ise diiz yapidadir. Yapraklar genellikle sapli olup ¢cogunlukla gévde iizerinde
veya tabanda yer alir. Cigek basi (kapitulum) tek veya cok sayida olabilir; 1sinsal simetri
gsterir, heterogam ve diskoid tiptedir. involukrumu olusturan brakte yapraklari genellikle sik
dizili, otsu dokulu, ¢ok sirali ve nadiren zarimsi 6zellik tasir. Reseptakulum genellikle diiz,
ciplak ve seyrek olarak digbiikeydir. Disi ¢igekler az ya da ¢ok sayida olabilir; 1-2 sira halinde
dizilmis, tiip bicimli veya hafif egik formda, uclari li¢ disli ya da agik ligulat yapidadir.
Cigekler cogunlukla turuncu veya sari renklidir, nadiren disi ¢igekler goriillmez. Disk tipi tiipsii
cigeklerin u¢ kismi bes loblu ve sar1 renktedir. Meyveler (akenler) siitun bi¢imli ya da uca
dogru incelen, koseli veya boyuna ¢izgilidir. Papus kismi serbest ya da birlesik olabilir;
kalicidir, genellikle kaba tiiylii, dikenimsi veya kus tiiylinii andiran bir yapidadir (DAVIS,
1982).

1.2.1. Inula anatolica Boiss.’in Botanik Ozellikleri

Tiirkiye’de endemik birgok yillik, kazik kokli bir bitkidir. Taban yapraklari kalici ve
saplidir. Kapitulumlar rasem ¢i¢ek durumundadir. Orta ve Giineybat1 Anadolu’da; 400-1700
m arasit yiksekliklerdeki ugurumlarda ve kiregtasi kaya yariklarinda yetismektedir.
Cigeklenme donemi Haziran-Eyliil aylar1 arasindadir. Govde c¢ok sayida, tiiyliidiir; kisa
dallanmalar 10-20 cm yukaridan baslamaktadir. Boyu 1 metreye kadar uzayabilen, genellikle
30-60 cm arasinda degisen bir bitkidir. Yaprak yapisi oval ya da lanseloattir. Aken tipi meyve
tagir. Kapitulasi hafif yassi veya yuvarlak sekillidir (DAVIS, 1982; Paksoy, 2011).

1.2.2. Tiirkiye Florasinda Bulunan Inula Tiirleri

Inula acaulis Schott et Kotschy ex Boiss.
1 acaulis var acaulis
1. acaulis var caulescens
Inula anatolica Boiss.*
Inula aschersoniana Janka
Inula aucherana DC.

Inula britannica L.



Inula conyzae (Griess.) Meikle
Inula crithmoides L.
Inula discoidea Boiss.*
Inula ensifolia L.
Inula fragilis Boiss. & Hausskn.*
Inula germanica L.
Inula graveolens (Linnaeus) Desf.
Inula helenium L.
1. helenium L. subsp. orgyalis (Boiss.) Grierson
1. helenium L. subsp. pseudohelenium
1. helenium L. subsp. turcoracemosa
1 helenium L. subsp. vanensis Grierson*®
Inula heterolepis Boiss.
Inula inuloides (Fenzl) Grierson
Inula macrocephala Boiss. & Kotschy ex Boiss.*
Inula mariae Bordz.
Inula montbretiana DC.
Inula oculus-christi L.
Inula orientalis Lam.
Inula peacockiana (Aitch. & Hemsl.) Krovin
Inula salicina L.
Inula sarana Boiss.*
Inula sechmenii Hartvig & Strid*
Inula spiraeifolia L.
Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel
1. thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel subsp. australis
L thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel subsp. thapsoides
Inula tuzgoluensis M.Oztiirk & O.Cetin
Inula viscidula Boiss. & Kotschy

Inula viscosa (L.) Aiton

* Endemik tiirleri ifade etmektedir (DAVIS, 1982).



1.2.3. Inula anatolica Boiss.’in Taksonomik Konumu
Inula anatolica tiiriiniin TUBIVES e gore siiflandirmadaki yeri asagida verilmistir:

Alem : Plantae

Alt Alem : Tracheobionta
Boliim  : Magnoliophyta
Simif : Magnoliopsida
Alt Simf : Asteridae
Takim : Asterales
Familya : Asteraceae
Cins : Inula

Tiir : Inula anatolica BOISS.
1.3. Inula Tiirlerinin Fitokimyasal Icerigi

Inula cinsine ait tiirler iizerinde gerceklestirilen fitokimyasal calismalar, bu bitkilerde
terpen tiirevli bilesiklerin baskin oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle siklik yapiya sahip
seskiterpenlerin en yogun bulunan bilesik grubu oldugu ve ugucu yaglarin, flavonoitlerin,
misel olusturan bilesiklerin ve glikolipitlerin de varlig1 tespit edilmistir.

1.3.1. Seskiterpenler

1.3.1.1. Siklik Seskiterpenler

Bu bilesik grubunda 6desmanolitler, makrofilik asitler, elemanlar, guayanolitler,

psddoguayanolitler ve germakranolitler bulunmaktadir.
1.3.1.1.1. Odesmanolitler

Inula japonica Thunb. bitkisinin koklerinden izole edilen 12-asetoksi-15,2a-
dihidroksiddesma-4(15),11(13)-dien bilesiginin yapis1 'H ve *C NMR, HSQC, COSY ve
NOESY spektroskopik analizleri kullanilarak tespit edilmistir (Zhou vd., 2022).



Sirbistan’dan satin alinan Inula helenium L. bitkisinin kurutulmus koklerinden
clevenger apareyi ile ucucu yag distilasyonu yapilmis; elde edilen yagin bilesimi GC-MS ve
MPLC analiz teknikleriyle incelenmis ve diplofilin isimli bilesigin varlig1 tespit edilmistir

(Stojanovi¢-Radi¢ vd., 2012).

2009 yilinda Cin’den satin alian Inula helenium kokleri ile hazirlanan petrol eteri
ekstresinden izoalantolakton, 11a,13-dihidroizoalantolakton, 6desm-4,11(13)-dien-12,8b-olit,
4a,5a-epoksialantolakton, 4a,15-epoksialantolakton, makrofililakton, 11a-hidroksiodesm-5-
en-12,8b-olit, telekin, 3oa-hidroksiddesm-4,11-dien-12,8b-olit, 4,5-seko-6desm-11 (13)-en-
4,5-diokso-12,8b-olit bilesikleri yapisindaki bilesikler izole edildikten sonra, kimyasal yapilari
NMR, COSY ve gHMBC spektroskopik teknikleri yardimiyla tespit edilmistir (Jiang vd.,
2011).

Agustos 2007’de Cin’de toplanan [nula hupehensis L. bitkisinin toprak sti
kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstresinden 4a,6a-dihidroksiSa,11aH-6desm-12,84-olit, 3-
okso-60-hidroksi-6desm-4(5),11(13)-dien-12,85-olit bilesikleri izole edilmis ve bilesiklerin
yapist ESIMS ve HRESIMS yontemleri ile aydinlatilmistir (Qin vd., 2012).

Inula racemosa Hook. f. koklerinin ekstresinden elde edilen (4S,8S,10R)-12-
hidroksidédesm-5(6),7(11)-dien-12,8-olit ve  2a-hidroksiddesm-4,11(13)-dien-12,8f-olit
bilesiklerinin yapist UV ve IR spektrometreleri ve de ESIMS, HRESIMS yontemleri
kullanilarak aydinlatilmistir (Zhang vd., 2012).

Inula falconeri Hook. f. bitkisinin toprak {istii kistmlarindan granilin bilesigi, HPLC ve
kolon kromatografisi teknikleri uygulanarak saflastirilmis ve yapisal 6zellikleri spektroskopik

analizler araciligiyla belirlenmistir (Cheng vd., 2011).
Inula britannica var. chinensis tiirline ait ¢igeklerin etanol ekstresi silika jel kolon

kromatografisine tabi tutulmasi ile izole edilen 1,6-O-O-diasetilbritanilakton ve 1-O-

asetillbritanilakton bilesiklerinin yapilart NMR ile aydmlatilmistir (Rafi vd., 2005).

1.3.1.1.2. Makrofilik Asitler

Inula macrophylla Kar. & Kir. bitkisinin kabuklarindan izole edilen makrofilik asit A,

B, C, D bilesiklerinin yapisal karakterizasyonu; HREIMS, 'H NMR, *C NMR, DEPT ve



COSY spektroskopik analiz teknikleri kullanilarak tespit edilmistir (Su, Takaishi, Yabuuchi,
vd., 2000).

1.3.1.1.3. Elemanlar

1999 yilinda Tibet’ten toplanan /lnula helenium bitkisinin koklerinden 1,3,11(13)-
elematrien8,12-olit ve igalan bilesikleri izole edilip "H NMR, 3C NMR yéntemleri ile yapilari
aydinlatilmistir (Konishi vd., 2002).

Ozbekistan’dan satin alinan Inula macrophylla bitkisinin kabuklarindan makrofililakton

A, B, C, D bilesikleri elde edilmistir (Fu vd., 2001).

Inula macrophylla kabuklarindan izole edilen 3,4-epoksi-5 epielemasteriraktinolit, 3,4-
epoksi-5,10-epielemasteriraktinolit, (11S)-3,4 epoksielem-1-en-12,8f5-olit, 3,4-epoksi-13-
hidroksielema-1,7(11)-dien-12,8f-olit UV, IR, EIMS, HREIMS, NMR analiz teknikleri
kullanilarak tanimlanmistir (Su vd., 2001).

1.3.1.1.4. Guayanolitler

2010 yilinda Cin’den toplanan /nula hookeri C. B. Clarke ile yapilan ¢alismada kolon
kromatografisi kullanilarak izole edilen 5a,6a-epoksi-2a-asetoksi-4a-hidroksi-1p,7a-guay-
11(13)-en-12,8a-0lit, 14-asetoksi-15,5a,7aH-4p-hidroksi-guay-9(10),11(13)-dien-12,8a-olit,
gaylardin, 2a-asetoksi-inuviskolit bilegiklerinin yapilart HPLC, “C NMR ve Kiitle
spektrumlar1 kullanilarak aydimlatilmistir (Cheng, Li, vd., 2012).

Inula hupehensis bitkisinin toprak iistii kisimlarindan izole edilen 2a-asetoksi-4a,6a-
dihidroksi-14,5aH-guay-9(10),11(13)-dien-12,8a-olit, 8-epiiniiviskolid, 4-epi-izoiniiviskolit
bilesiklerinin yapilar1 'H ve 3C NMR, HRESIMS ile aydinlatilmistir (Qin vd., 2011).

Denizli, Honaz Dagi’ndan toplanan /nula anatolica Boiss. bitkisindeki 4a,5a-epoksi-
inuviskolit ve 10a,14H-1-epiinuviskolit bilesiklerinin yapilari 'H ve *C NMR, IR ile
aydmlatilmistir (Topcu ve Oksiiz, 1990).



1.3.1.1.5. Psodoguayanolitler

Inula sericophylla Franch. bitkisinden izole edilen ergolit ve aromatisin bilesiklerinin
yapilar1 IR, ESIMS, '"H NMR, 3C NMR yontemleri kullanilarak aydinlatilmistir (Cheng, Ye,
vd., 2012).

Inula helianthus-aquatica C. Y. Wu bitkisinin yapraklar1 ve ¢igeklerinden izole edilen
bigelovin bilesiginin kimyasal yapisi;; 'H NMR, *C NMR ve HRESIMS spektroskopik
analizleri yardimiyla tespit edilmistir (Zeng vd., 2009).

1.3.1.1.6. Germakranolitler

Inula hupehensis bitkisinden izole edilen 9p-hidroksidpatolit, 9p-asetoksidpatolit
bilesiklerinin kimyasal yapilari; '"H NMR, *C NMR, ESIMS ve HRESIMS spektroskopik
analizleriyle tespit edilmistir (Qin vd., 2012).

Inula cappa (Buch.-Ham.) DC’daki inulakapolit, inupatolit A, B ve C bilesiklerinin
yapilar1 1D, 2D NMR, HMQC, HMBC, 'H-'H COSY ve ROESY yoéntemleri kullanilarak
aydmlatilmigtir (Wang vd., 2012).

Ankara, Idris Dagindan toplanan Inula montbretiana DC. bitkisinin toprak {istii
kisimlarindan izole edilen 9f-{[(2’R)-2’-Metil-3’-oksobutanol]oksi} partenolit, 94-[(3’-
hidroksi-2’-metilbutanol)oksi]partenolit, ~ 9f-[(3’-Hidroksisovaleril)oksi|partenolit, ~ 9p-
{[(3°’R,4’S)-3",4’-epoksi-3’-metilpentanol]oksi}-partenolit, 95-{[(3’S,4’R)-3",4’-epoksi-3’-
metilpentanol]oksi}-partenolit bilesiklerinin yapilar1t UHPLC/ESI-QTOF-MSMS yo6ntemleri
kullanilarak aydinlatilmistir (Gokbulut vd., 2012).

Inula salsoloides (Turcz.) Ostenf. bitkisinin toprak ustii kisimlarindan izole edilen
Opatolit, 4a,56-epoksi-Opatolit, inulasalsolit, inulasalsolit B bilesiklerinin yapilart EIMS,
ESIMS ve HR-ESIMS yoéntemleri ile aydinlatilmistir (Hu vd., 2011).

1.3.2. Ksantanolitler

Agustos 2007’de Cin Halk Cumhuriyeti’nden toplanan [nula hupehensis bitkisinin

toprak {iisti kisimlarindan izole edilen tomentosin, 6a-hidroksi-tomentosin, 6f-hidroksi-



tomentosin ve inusoniyolit bilesiklerinin yapilar1 'H NMR, '3C NMR yontemleri ile

aydmlatilmistir (Qin vd., 2012).

1.3.3. Seskiterpen-Monoterpen Dimerleri

Inula japonica’daki japonikon A, B, C, D bilesiklerinin yapilart HRESIMS, 2D NMR
ve X-1ginlar1 yontemleri kullanilarak aydmlatilmigtir (Qin vd., 2009).

Inula macrophylla Dbitkisinin kabuklarindan elde edilen makrofilidimer A, B
bilesiklerinin yapilar1 'H NMR, *C NMR, COSY, NOESY ve X-igmlar1 kullanilarak
aydmlatilmigtir (Su, Takaishi, vd., 2000a).

Inula macrophylla bitkisinin kabuklarindan elde edilen makrofilol A, B bilesiklerinin
yapilart HREIMS, 2D NMR ve X-isinlar1 kullanilarak aydmlatilmstir (Su, Takaishi, vd., 2000b).

1.3.4. Alifatik Seskiterpenler

Inula salsoloides bitkisinin toprak lstii kisimlarindan izole edilen 5-asetoksi-12-
hidroksifarnesol ve 5-hidroksi-12-oksofarnesol bilesiklerinin yapilart MS ve 'H NMR
yontemleri ile aydinlatilmistir (Jeske vd., 1996).

Ispanya’dan toplanan Jnula viscosa (L.) Aiton bitkisinin toprak iistii kisimlarmdan izole edilen
(3E)-7-hidroksi-3,7-dimetil-1-(2-metilprop-1-en-1-il)nona-3,8-dien-1-il-2 metilpropanoat, (3E)-7-
hidroksi-3,7-dimetil-1-(2-metilprop-1-en-1-il)nona-3,8-dien ~ 1-il-2-metilbiitanoat ve (3E)-7-
hidroksi-3,7-dimetil-1-(2-metilprop-1-en-1-il)nona-3,8 dien-1-il-propanoat bilesiklerinin yapilari IR,
EIMS, 'H NMR ve *C NMR yéntemleri ile aydmlatilmstir (Sanz vd., 1991).

1.3.5. Ugucu Yaglar
2017 yilinda Bulgaristan’dan toplanan /nula germanica L. bitkisinden mikro hidrodistilasyon

ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 1,8-sineol, cis-karvil asetat bilesiklerinin yapilart GC-MS ile

aydmlatilmistir (Trendafilova vd., 2020).



Kastamonu’nun Hanonii il¢esinden toplanan [nula ensifolia L. bitkisinin toprak iistii
kisimlarindan hidrodistilasyon yontemi ile izole edilen hekzadekonik asit, f-borbonen, muurola-4,

10(14)-dien-1-ol bilesiklerinin GC-MS yo6ntemleri ile yapilar1 aydilatilmistir (Sen vd., 2019).

2013 yilinda Sicilya’dan toplanan Inula crithmoides L. ve Hirvatistan’dan toplanan Inula
verbascifolia (Willd.) Hausskn. bitkilerindeki a-pinen, S-fellandren, germakren D, hekzadekanoik
asit bilesiklerinin yapilart GC-MS yontemleri ile analiz edilmistir (Fontana vd., 2014).

1.3.6. Diterpenler

2020 yilinda Cin’den toplanan /nula nervosa Wall. bitkisinin toprak {istii kisimlarindan elde
edilen maoksiokaiosid A'nin yapist NMR, HRESIMS spektroskopik analizleriyle tespit edilmistir (Li
vd., 2023).

Inula britannica bitkisinin ¢igeklerinden elde edilen (16R)-17-[(#-D-glukopiranosil)oksi]-ent-
kauran 19-oik asit ve (16R)-17-[(f5-D-glukopiranosil)oksi]-ent-kauran-19-oik asit-19-5-D
glukopiranozit bilesiklerinin yapilari IR, FABMS, 'H, *C NMR ile aydmlatilmistir (Shao vd., 1996).

1.3.7. Triterpenler

Inula  britannica’dan izole edilen 3pf,16f4-dihidroksilupeol-3-palmitat, 34,16p-
dihidroksilupeol-3 miristat, epi-fridelinol, f-amirin palmitat ve olean-13(18)-en-3-asetat

bilesikleri UV, IR, '"H NMR yontemleri ile aydimlatilmistir (Oksiiz ve Topcu, 1987).

1.3.8. Flavonoitler

2018’de Mugla’dan toplanan /nula anatolica bitkisinin toprak {stii kisimlarindan izole
edilen apigenin, luteolin, kersetin, hesperidin, kemferol bilesiklerinin yapilar1 LC-MS/MS
yontemleri ile aydinlatilmistir (Ceylan vd., 2021).

Inula viscosa bitkisinin ¢icekli toprak Ustli kisimlarindan hazirlanan ekstreden elde
edilen 7-O metilaromadendrin, sakuranetin bilesiklerinin yapilar1 'H, 3C NMR spektroskopik
analizleriyle tespit edilmistir (Hernandez vd., 2007).



Inula britannica bitkisinin ¢igekleri ile hazirlanan ekstreden spinasetin, kersetin, luteolin, 6-
metoksiluteolin ve izorhamnetin izole edilmis yapt aydmnlatmalar ise UV, IR, NMR, MS
yontemlerinin literatiir arastirilmasi ile yapilmistir (Geng vd., 2007).

Inula britannica bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan butanollii ekstreden patuletin, luteolin,
patulitrin, patuletin 7-O-(6"-izovaleril)glukozit, patuletin 7-O-(6"-izobutiril) glukozit, nepitrin,
kemferol, kemferol 3-glukozit, aksilarin, hispidulin 7-glukozit, izoramnetin 3-glukozit

bilesiklerinin yapilari '"H NMR, C NMR, IR yontemleri ile aydinlatilmustir (Park vd., 2000).

1.3.9. Glukolipitler

Inula viscosa bitkisinin toprak iistli kisimlarindan izole edilen inugalaktolipit A

bilesiginin yapis1 'H NMR, *C NMR yontemleri ile aydinlatilmistir (Manez vd., 1999).
1.3.10. Misel Olusturabilen Bilesikler

Cin’den toplanan /nula cappa bitkisinin kdklerinden izole edilen klorojenik asit bilesiginin

yapist NMR ve kiitle spektroskopisi yontemleri ile analiz edilmistir (Wu vd., 2010).
Almanya’da toplanan [nula helenium bitkisinin yapraklarindan izole edilen 1-
kafeolkinik asit, 3-kafeolkinik asit ve 4-kafeolkinik asit bilesiklerinin yapilar1 LC-MS

yontemleri ile analiz edilmistir (Jaiswal vd., 2011).

Romanya’dan toplanan Inula helenium bitkisinden izole edilen rozmarinik asit

bilesiginin yapis1 UV-VIS spektroskopi yontemleri ile analiz edilmistir (Spiridon vd., 2011).
1.4. Inula anatolica Boiss. Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar
1.4.1. Guayanolitler

Inula anatolica bitkisinden inuviskolit ve 4a,5a-epoksi-10a,14H-inuviskolit bilesikleri

izole edilmistir (TOPCU vd., 1992).
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1 2

Sekil 1.1. inuviskolit (1), 4a,5a-epoksi-10a,14H-inuviskolit (2)

1.4.2. Psodoguayanolitler

Inula anatolica bitkisinden 2-desoksi-4-epi-pulgelin bilesikleri izole edilmistir

(TOPCU vd., 1992).

Sekil 1.2. 2-desoksi-4-epi-pulcelin

1.4.3. Odesmanolitler

Inula anatolica bitkisinden ivalin bilesigi izole edilmistir (TOPCU vd., 1992).

HO/,' (@)

Sekil 1.3. ivalin

1.4.4. Aromatik Bilesikler

Inula anatolica bitkisinden tereftalik asit dimetil ester bilesigi izole edilmistir (TOPCU
vd., 1992).
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Sekil 1.4. Tereftalik asit dimetil ester

1.4.5. Fenolik Bilesikler

2018’de Mugla’dan toplanan /nula anatolica bitkisinin toprak {stii kisimlarindan izole
edilen klorojenik asit, kinik asit, vanilik asit bilesiklerinin yapilar1 LC-MS/MS yontemleri ile
aydinlatilmigtir (Ceylan vd., 2021).

OH O
F OH O
OH||_-

HO:O/\)J\O . OH OH
OHJ HO™
HO OH HO

Sekil 1.5. Klorojenik asit (1), kinik asit (2), vanilik asit (3)

1.4.6. Flavonoitler

2018’de Mugla’dan toplanan /nula anatolica bitkisinin toprak Ustii kisimlarindan izole
edilen apigenin, luteolin, kersetin, hesperidin, kemferol bilesiklerinin yapilart LC-MS/MS
yontemleri ile aydinlatilmigtir (Ceylan vd., 2021).
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Sekil 1.6. Apigenin (1), luteolin (2), kersetin (3), hesperidin (4), kemferol (5)

1.5. Inula Tirlerinin Geleneksel Kullanimi

Inula cappa bitkisi Cin’de geleneksel tipta detoksifikasyon, 6dem giderici, soguk
alginlig1 ve ates, bogaz agris1 ve sisligi ile romatizmal kaynakli agr1 ve sisliklerin tedavisinde

kullanilmaktadir (Wu vd., 2025).

Inula japonica bitkisinin toprak {stii kisimlart ve cicekleri Cin geleneksel tibbinda
oksiirigii hafifletmek, bronsit, inflamasyon, mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde, biriken

balgami gidermek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu vd., 2018; Wu vd., 2016).

Cin’de [Inula britannica ve Inula japonica bitkilerinin kurutulmus c¢igekleri
“Xuanfuhua” olarak bilinmektedir ve Cin geleneksel tibbinda bronsit, sindirim bozukluklar

ve inflamasyon tedavileri i¢in uzun siiredir kullanilmaktadir (Tang vd., 2021).

Inula viscosa bitkisi Ispanya geleneksel tibbinda gastroduodenal rahatsizliklarin
tedavisinde, Tiirkiye’de taze yapraklar1 halk arasinda yara iyi edici olarak, Urdiin geleneksel
tibbinda ditiretik, ekspektoran, antihelmintik etkileri ile, bronsit, tiiberkiilloz ve anemi
tedavilerinde, Fas’ta halk arasinda toprak iistii kisimlarinin dekoksiyonu diyabet,
hipertansiyon ve bobrek hastaliklarmin tedavisinde, Cezayir’de geleneksel tipta diyabet ve
bronsit gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Al-Dissi vd.,
2001; de La Lustra vd., 1993; Haoui vd., 2015; Zeggwagh vd., 2006).

Hindistan’da geleneksel kullanimda olan /nula racemosa bitkisi Ayurveda metinlerinde
dispne, gogiis agris1 ve oksiiriik tedavileri i¢in kullanildig: belirtilmistir (Kalachaveedu vd.,
2018). Bu bitkinin kokleri geleneksel Cin tibbinda mide fonksiyonlarimin diizenlenmesi,
boyun-omuz agrilarini hafifletmek, diisiigii 6nlemek amaglari ile kullanilmaktadir (Liu vd.,

2006).
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Inula britannica bitkisinin ¢igekleri Hindistan geleneksel tibbinda bronsit, inflamasyon,
intestinal rahatsizliklar ve balgam tedavisinde kullanilmaktadir. iran geleneksel tibbinda ise
yaprak ve ¢icekleri kaynatilarak ekspektoran etki, astim ve artrit tedavisi i¢in kullanilmaktadir

(Zarei vd., 2018).

Tiirkiye’de halk arasinda andizotu kokii olarak bilinen Inula helenium safra soktiiriici,
idrar arttirici, okstiriik kesici, gégiis yumusatici, kuvvet verici ve kurt diistiriicii etkileri ile;

Inula heterolepis ise basura kars1 ve istah acici olarak kullanilmaktadir (Baytop, 2021).
1.6. Inula Tiirlerinin Biyoaktivite Incelemeleri
1.6.1. Farmakolojik Etki Cahsmalar

Inula cinsine ait tiirlerin farmakolojik etkileri ve biyolojik aktiviteleri genellikle ihtiva
ettikleri seskiterpen laktonlari, ugucu yaglar ve flavonoitlere dayandirilmaktadir (Merah vd.,

2025; Sen vd., 2019)

1.6.1.1. Antimikrobiyal Etki

Ekim 2023’te Cezayir’den toplanan /nula viscosa bitkisinin kdklerinden elde edilen
ucucu yag ekstresinin Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica serovar Typhimurium
suslarina kargt ID degerleri sirasiyla 9 = 0,5 mm ve 10,5 £ 0,5 mm; standart madde
levofloksasinin ID degerleri de siras1 ile 25 + 0,4 mm ve 35 £ 1,5 mm olarak 6l¢iilerek ugucu

yag ekstrenin antimikrobiyal etkisinin oldugu gézlemlenmistir (Merah vd., 2025).

Fas’tan toplanan [nula viscosa bitkisinin etanollii yaprak ekstresinin Leishmania
amazonensis susuna uygulanmasi sonucu ICsq degeri 0,64 — 2,13 pM araliginda; referans ilag

miltefosinin ICsq degeri ise 3,11 uM olarak bulunmustur (Zeouk vd., 2020).

Suriye’den toplanan /nula cinsine ait bitkinin etanollii ekstresinin hidroksiapatit
nanopartikiillerine yliklenmesi ile yapilan bir calismada; dis ¢iiriiklerine sebep olan S. mutans,
S. aureus, P. aeruginosa, E. coli suslarina uygulanmasi sonucu inhibisyon zon ¢aplari sirasiyla
28 mm, 50 mm, 22 mm, 25 mm; kullanilan referans antibiyotiklerin inhibisyon zon ¢aplari ise

0 ile 32 mm araliginda bulunmustur (Hammal vd., 2024).
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2021 Mart ayinda Etiyopya’dan toplanan [Inula confertiflora A. Rich. bitkisinin
yapraklarindan izole edilen bilesiklerin disk difiizyon yontemi ile ZOI degerleri milimetre
cinsinden Ol¢ililmiis ve Escherichia coli i¢cin minimum 16 mm, maksimum 30 mm,
Staphylococcus aureus i¢in minimum 14 mm, maksimum 37 mm olarak bulunmustur. Standart
madde olarak kullanilan gentamisin ve siproflaksasin i¢in ZOI minimum degerleri sirasi ile 26

mm ve 30 mm olarak bulunmustur (Ahmed vd., 2024).

1.6.1.2. Antioksidan Etki

Cezayir’den toplanan /nula conyza DC bitkisinin kloroformlu, etil asetathh ve n-
biitanollii ekstrelerinin antioksidan etkilerinin DPPH, ABTS ve pg-Karoten testleri ile
arastirildigi bir caligmada, etil asetathi ekstrenin sirasi ile ICsqo degerleri 19,74 + 0,39; 5,94 +
0,03; 1,17 + 0,01 pg/mL bulunarak diger ekstrelere gore cok yiiksek aktivite gostermistir.
Diger ekstrelerin ise ICso degerleri 180,53 + 0,82 ug/mL — 2,45 + 0,08 pug/mL araliginda
bulunmustur (Selma vd., 2025).

2019 Temmuz ayinda Filistin’den toplanan /nula viscosa bitkisinin yapraklarindan elde
edilen ugucu yagin DPPH testi ile yapilan arastirmasinda, elde edilen ugucu yagin ICsq degeri
13,5 + 0,44 pg/mL ve referans madde Trolox’un ICso degeri 3,23 + 0,92 pg/mL olarak
bulunmustur (Qneibi vd., 2021).

2018 yaz mevsiminde Tiirkiye’den toplanan 11 farkli /nula tiirii ile hazirlanan metanollii
ekstrelerin antioksidan aktiviteleri DPPH testi ile 6l¢iilmiis ve en yiiksek aktivitenin 188,22 +

2,94 mg TE/g ile Inula viscidula ekstresine ait oldugu gosterilmistir (Ceylan vd., 2021).

Bingol Karliova’dan 2017 yili temmuz ayinda toplanan /nula discoidea bitkisinin sulu
ve metanollii ekstrelerinin ABTS y6ntemi ile bulunan ICsq degerleri sirast ile 50,6 = 7,5 pg/mL
ve 51,5 + 8,8 pg/mL’dir. Referans madde olarak kullanilan BHA’nin ICs, degeri ise 69,4 +
10,5 ug/mL olarak bulunmustur (Bursal vd., 2021).

Tiirkiye’den toplanan [lnula viscosa, Inula helenium ssp. turcoracemosa ve Inula
montbretiana bitkilerinin sulu, metanollii ve etil asetatli ekstreleri arasinda DPPH testi ile
yapilan antioksidan testinde /nula viscosa sulu ¢icek ekstreleri ve Inula helenium metanollii

cigek ekstreleri en yiiksek antioksidan aktivite gosteren ekstreler olarak belirlenmistir. Biitiin
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ekstrelerin 1Cso degeri, referans madde olan Trolox’un ICs, degerinden yiiksek olarak

bulunmustur (Gokbulut vd., 2013).

1.6.1.3. Antinosiseptif Etki

Ekim 2023’te Cezayir’den toplanan /nula viscosa bitkisinin kdklerinden hazirlanan sulu
metanollii ekstresinin 400 ve 800 mg/kg dozlarinda sirasiyla % 79,90 ve % 88,35; ucucu
yagimin 10 mg/kg dozunda % 75,55; referans madde olarak kullanilan parasetamoliin ise 100
mg/kg dozunda % 70,25 antaljik etkilerinin gdzlemlenmesi ile bitkinin tasidig1 polifenoller,
flavonoitler ve terpenoitler gibi maddeler ile antaljik etki gosterdigi diislinilmiistiir (Merah

vd., 2025).

fran’dan 2016 Eyliil ayinda toplanan Inula britannica bitkisinin ¢iceklerinden elde
edilen ugucu yagin hayvanlarda agr esigini 6l¢mek icin kullanilan kuyruk vurusu testi (Tail
flick test) ile arastirildig1 bir ¢alismada, 100 mg/kg dozunda uygulanan ucucu yag kuyruk
¢ekilme gecikme siiresini (Tail Flick Latency — TFL) 2,3 + 0,58 saniyeden 6,1 + 0,58 saniyeye
yiikselterek antinosiseptif etki gdstermistir (Zarei vd., 2018).

Hindistan’da 2013 yilinda toplanan /nula cuspidata C.B Clarke bitkisinin kok ve gévde
ekstrelerinin arastirildigi bir ¢aligmada, Erkek Swiss Albino farelerine hot plate yontemi
(Sicak plaka testi) ile bitkinin metanollii ve kloroformlu ekstrelerinin uygulanmasi sonucunda,
bu ekstrelerin 200 mg/kg dozlarinda 90. dakikada siras1 ile 7,5 sn, 7,85 sn, 8,01 sn ve 8,39
saniyelik gecikme siireleri (latency period) ve referans madde tramadolun 10 mg/kg dozunda
0. dakikada gecikme siiresini 10,69 saniyeye ¢ikardigi, 90. dakikada 9,97 saniyeye diistirdiigii
gbzlenmistir. Bitkinin kloroformlu ekstrelerinin sadece 200 mg/kg dozunda 90. dakikada

anlaml etkileri gozlenmistir (Paliwal vd., 2017).

1.6.1.4. Antienflamatuvar Etki

2021’de Kore’den toplanan /nula japonica yapraklarinin % 30 etanollii ekstresinden
izole edilen inulajaponik asit C bilesiginin iNOS ve COX-2 ekspresyonunu baskilayarak cilt
yaslanmasiyla iligkili iltihabi yanitlar azalttig1 gosterilmistir (Son vd., 2025).

2019’da Cin’den toplanan Inula helenium bitkisinin koklerinden hazirlanan metanollii

ekstresinden izole edilen 3 seskiterpen bilesiginin antienflamatuvar etkileri i¢in yapilan
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deneyde ICsq degerleri 4 uM’1n altinda; referans madde olan indometazinin ise 57,21 uM
olarak bulunmustur. Bu durumda seskiterpen bilesiklerinin referans maddeye gore daha etkili

oldugu disiiniilmiistiir (Zheng vd., 2021).

1999 yilinda Ispanya’dan temin edilen Inula viscosa tiiriiniin toprak iistii kistmlarindan
elde edilen diklorometan ekstresinden ti¢ farkli flavanon bilesigi (sakuranetin, 3-asetil-7-O-
metilaromadendrin ve 7-O-metilaromadendrin) izole edilmistir. Lokotrien B4 lizerine yapilan
analizlerde, sakuranetin icin ICso degeri 9 pM, 3-asetil-7-O-metilaromadendrin i¢in 15 uM, 7-
O-metilaromadendrin i¢in 62 pM, referans bilesik apigenin i¢in ise 14 uM olarak

belirlenmistir (Hernandez vd., 2007).

1.6.1.5. Sitotoksik Etki

Mugla ilinden toplanan [nula viscosa ve Inula graveolens bitkileri ile hazirlanan
asetonlu, sulu ve metanollii ekstrelerin sitotoksik etkileri PC-3, Huh-7 ve Caco-2 kanser hiicre
hatlarinda incelenmistir. Arastirmanin sonucunda /nula viscosa 'nin biitiin ekstreleri 10,8 + 0,1
pg/mkL, 41,8 £ 2,6 pg/mL, 20,9 + 0,5 pg/mL ICsq degerleri ile Caco-2 hiicre hattinda diger
kanser hiicre hatlarina gore daha etkili bulunmustur. /nula graveolens 'in asetonlu ve metanollii
ekstreleri sirasiyla 10,3 = 0,1 ug/mL ve 20,6 £ 0,3 pug/mL ICso degerleri ile Caco-2 hiicre
hattinda; 67,2 + 7,7 ug/mL degeri ile Huh-7 hiicre hattinda diger kanser hiicre hatlarina gore
daha etkili bulunmustur (Anara vd., 2025).

Tiirkiye’nin Manisa ilinden 2016°da toplanan /nula viscosa bitkisinin kaynatilarak ve
infiizyon ile hazirlanan ekstrelerinin MCF-7 hiicrelerinde 1Cso degerleri sirasi ile 25,76 + 1,83
pg/ml, 18,76 + 1,64 pg/ml ve referans madde cis-platinin ICso degeri 8,34 + 0,54 pg/ml olarak
bulunmustur. Infiizyon ile hazirlanan ekstrenin, kaynatma ile hazirlanan ekstreye gére daha iyi

sitotoksik etki gosterdigi diigiiniilmiistiir (Hepokur vd., 2019).

Mayis 2011°de Cin’den satin alinan /nula japonica gigeklerinden elde edilen bilesiklerin
HL-60, SMMC-7721, A-549, MCF-7, SW-480 kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri
MTT testi ile kullanilarak arastirilmis elde edilen bilesiklerin 1Cso degerleri 1,57 — 10,34 uM
deger araliklarinda; referans madde cisplatinin ise 1,22 — 15,23 pM deger araliklarinda

bulunmustur (Wu vd., 2016).
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1.6.1.6. immunomodiilator Etki

2018 yilinda Cin’den toplanan Inula britannica bitkisinden izole edilen bilesiklerin
PMA ve ionomisin ile uyarilmis jurkat 16semik T hiicrelerinde 10 uM konsantrasyonda IL-2

ve IFN-Y ekspresyonlarini inhibe edici etkileri gozlenmistir (Zhang vd., 2025).

Escherichia coli’nin farelerde % 100 6liim olusturacak sekilde standartlastirildigr bir
calismada Inula cappa metanollii kok ekstresinin 300 mg/kg oral uygulanmasi ile 24 saat
icinde 6liim orant % 33,33; kontrol grubunda ise bu oran % 100 olarak bulunmustur. Bu
durum, ekstrenin monosit-makrofaj sisteminin etkinligini arttirdigimi géstermistir (Kalola vd.,

2017).

1.6.1.7. Noroprotektif Etki

2021 yilinda Ozbekistan’dan toplanan Inula macrophylla bitkisinden hazirlanan
etanollii ekstredeki seskiterpen bilesiklerinin LPS ile indiiklenmis BV2 hiicrelerinde 7,21 pM
ile 18,03 uM arasinda farkli ICso degerlerine sahip oldugu ve referans madde O-
diasetilbritannilakton’in 1Cs degerinin 3,98 uM oldugu bulunmustur (Ma vd., 2024).

2017 Ekim ayinda Cin’den toplanan Inula britannica bitkisinin ¢igeklerinin etanollii
ekstresinden izole edilen bazi seskiterpenoitler 5 uM konsantrasyonda H,O; ile hasar
olusturulmus PC-12 hiicrelerinde 6nemli derecede koruyucu etki gostermistir (Tang vd.,

2021).

2002 yilinda yapilan bir ¢alismada, /nula britannica bitkisinin ¢igeklerinden izole edilen
patuletin, nepetin ve axillarin bilesiklerinin glutamat ile zarar verilmis kortikal néron
hiicrelerine 1 uM, 10 uM, 50 puM dozlarinda anlamli diizeyde ndroprotektif etkiler
gostermiglerdir (Kim vd., 2002).

1.6.1.8. Antidiyabetik EtKi
Bingol Karliova’dan 2017 yili temmuz ayinda toplanan /nula discoidea bitkisinin

metanollil ekstresinin a-glukozidaz enzim inhibisyonu i¢in ICso degeri 40,76 mg/mL olarak

bulunmustur (Bursal vd., 2021).
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2018 yilinda Fas’tan toplanan [nula viscosa bitkisinin metanollii yaprak ekstresi
kloroformlu ve etil asetatli yaprak ekstrelerine gore en yiiksek a-glukozidaz inhibitor etkiyi
22,3 ug/mL ICso degeri ile gostermistir. Standart madde olan akarbozun ise ICso degeri 33
pg/mL olarak bulunmustur (Asraoui vd., 2021).

Tiirkiye’de ¢esitli illerden toplanan 5 farkli /nula cinsinin ( 1. helenium, I. montbretiana,
I peacockiana, I. thapsoides, I. viscosa) metanollii ekstrelerinin 3000 pg/mL konsantrasyonu
% 32,36 ile % 88,69 arasinda ve referans madde olan akarbozun 100 pg/mL konsantrasyonu

% 98,67 oraninda a-glukozidaz enzim inhibisyonu gostermistir (Orhan vd., 2017).
Bu tez ¢alismasinda ise [nula anatolica’nin farkli ekstraksiyon yontemleri ile elde

edilen ekstrelerinin ters faz YPSK ve ITK yontemleri ile analizlerinin gergeklestirilmesi,

kimotripsin ve tripsin enzim inhibitor aktivitelerinin dlgiilmesi amaglanmigtir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arastirmada Kullanilan Bitki Numunesi

20 Haziran 2024 Tarihinde Isparta ili Merkez ilgesi Ciinlir Mahallesi’nden, 1005 m
rakimdan toplanan Inula anatolica drnekleri caligma materyali olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen bitki drnekleri herbaryum &rnegi halinde AUEF Herbaryumu’nda (AEF: 31159) kayit
altina alinmigtir. Kurutma isleminin ardindan bitkinin toprak {iistii ve toprak alt1 kisimlar
ogiitillerek toz haline getirilmis; bu materyal enzim aktivitesi ve kromatografik analizlerde

kullanilmustir.

Sekil 2.1. Inula anatolica (Isparta ili, Cliniir Mahallesi)
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2.2. Biyoaktif Bilesiklerin Fitokimyasal Degerlendirmesi
2.2.1. Ekstraksiyon Isleminin Gerceklestirilmesi

1. anatolica bitkisinin uygun kosullarda kurutulup toz edilen toprak iistii ve toprak alti
kisimlar1 ayr1 ayr tam tartilmistir. Tartilan kisimlarin metanol, etil asetat, % 70 etanol
¢oziiciileri ile soxhlet apareyi ve ultrasonik su banyosu kullanilarak ekstraksiyon iglemleri
gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon iglemleri sonunda her ekstre beherlere siizge¢ kagidi ile

stiziilmiis ve kurumaya birakilmistir.

Sekil 2.2. Soxhlet ekstraksiyonu
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Sekil 2.4. . anatolica’nin toprak iistli ve toprak alt1 kisimlarindan hazirlanan % 70 etanollil, etil asetatl
ve metanollii ekstreler

2.2.2. Inula anatolica’nin ince Tabaka Kromatografisi ile incelenmesi

ITK da Silikagel 60 Fass (Merck, 1.05554 20x20) kullamlmistir. 1. anatolica bitkisinin
toprak alti ve iistiiniin metanollii, etil asetatli, % 70 etanollii 5 farkli ekstresi belirtilen ITK
plaklarina tatbik edilmistir. Ekstrelerin igerigindeki bilesik gruplarinin incelemesi farkli
¢Oziicii sistemleri kullanilarak UV lamba altinda farkli nm’lerde ve Natural Product Reaktifi

(NP reagent) piiskiirtiilerek yapilmistir.
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Coziicti Sistemi 1 : Toluen: Etil asetat: Formik asit: Metanol (40:32:8:1)
Coziicli Sistemi 2 : Hekzan: Etil asetat (48:32)
Coziicli Sistemi 3 : Etil asetat: Metanol: Formik asit: Su (64,5:3,9:3,9:7,7)

2.2.3. Inula anatolica Boiss. Tiiriinde Fenolik ve Flavonoit I¢erigin YPSK
(RP-HPLC) ile Belirlenmesi

1. anatolica bitkisinin toprak alt1 ve {istiiniin metanollii ve % 70 etanollii 5 farkli ekstre
YPSK’ya uygulanarak igeriklerindeki bilesikler teshis edilmistir. Analiz kosullar1 2.2.3.1.’de

verilmistir.

YPSK analizlerinde mobil faz olarak yiliksek saflikta su, metanol ve asetonitril
coziicliler kullanilmis; ¢ozeltiler degaz isleminden gecirildikten sonra cihaza yiiklenmistir.
Numuneler enjeksiyon dncesinde 0,45 pm gozenek capina sahip mikro filtrelerle siiziilerek

viallere aktarilmigtir.

Analiz siirecinde, bitkinin kok ve toprak {istii kisimlarindan hazirlanan metanolli, % 70
etanollii bes farkli ekstre, referans olarak segilen fenolik standartlarla karsilastirilmistir. Bu
karsilagtirma, bilesiklerin retansiyon zamanlar1 ve UV spektral ozellikleri dikkate alinarak
yapilmis; boylece Orneklerde bulunan fenolik bilesenlerin tanimlanmasi saglanmistir. Tiim

enjeksiyon iglemleri, analiz giivenilirligini artirmak amaciyla ii¢ kez tekrarlanmistir.

Fenolik bilesiklerin YPSK ydntemiyle nitel ve nicel olarak incelenmesi amaciyla, bitkide
bulunma olasilig1 yiiksek baz1 fenolik standartlar referans olarak degerlendirilmistir. Bu kapsamda
rutin, kersetin, luteolin, kemferol, kafeik asit, ferulik asit, klorojenik asit, apigenin, rozmarinik asit

standartlar1 analizde kullanilmigtir.
2.2.3.1. HPLC Uygulama Kosullar:

YPSK Sistemi: Agilent 1260 serisi

Kolon Tipi: ACE C18 (150 X 4,60 mm id; 5 u)

Dedektor Tipi: Fotodiyot Dizisi Dedektor (PDA) UV/VIS (200-400 nm)
Akis Hizi: Dakikada 1 mL

Enjeksiyon Hacmi: 10 pl

Dalga Boyu: 330 nm ve 360 nm
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Coziicii Sistemi:
Coziicli A: su: % 0,1 trifloroasetik asit

Coziicli B: asetonitril: % 0,1 trifloroasetik asit

Cizelge 2.1. YPSK analizinde uygulanan gradyan sistemi

Siire (dakika) Coziicii A (%) Coziicii B (%)
0 85 15
20 80 20
30 75 25
38 70 30
40 85 15

2.2.3.2. Fenolik Bilesiklerin ve Flavonoitlerin Miktar Tayinleri

Fenolik bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda yapilan enjeksiyonlarindan elde edilen
pik alanlari, olusturulan dogrusal denklemde kullanilarak konsantrasyon degerleri
hesaplanmigstir. Elde edilen bu veriler dogrultusunda, /. anatolica bitkisinin toprak iistii ve alti
boliimlerinden hazirlanan metanollii, % 70 etanollii ekstrelerde belirlenen bilesiklerin oranlari

tespit edilmistir.

2.2.3.3. Standart Maddeler icin Dogru Denklemlerinin Hesaplanmasi

Klorojenik Asit icin Kalibrasyon Denkleminin Belirlenmesi

0,5 mg/mL derisimde klorojenik asit (Sigma-C3878) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stoktan
yararlanilarak farkli derisimlerde ¢ozeltiler elde edilmis ve her birinden 10 pL’lik 6rnekler
iicer kez sisteme enjekte edilmistir. Cihazdan alinan ortalama pik alan degerleri, ilgili
konsantrasyonlarla iligkilendirilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Boylece, analizi
yapilacak bilesik i¢in dogrusal denklem ve R? katsayis1 belirlenmistir. Elde edilen dogrusal
denklem yardimiyla oOrneklerdeki klorojenik asit miktar1 hesaplanmig, analizler 330

nanometrede yiiritiilmiistiir.

Kafeik Asit icin Kalibrasyon Denkleminin Belirlenmesi

0,52 mg/mL derisimde kafeik asit (Sigma-C0625) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stoktan
yararlanilarak farkli derisimlerde ¢ozeltiler elde edilmis ve her birinden 10 pul’lik 6rnekler

icer kez sisteme enjekte edilmistir. Cihazdan alinan ortalama pik alan degerleri, ilgili
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konsantrasyonlarla iligkilendirilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Boylece, analizi
yapilacak bilesik i¢in dogrusal denklem ve R? katsayis1 belirlenmistir. Elde edilen dogrusal
denklem yardimiyla 6rneklerdeki kafeik asit miktar1 hesaplanmais, analizler 330 nanometrede

ylritilmistiir.

Ferulik Asit icin Kalibrasyon Denkleminin Belirlenmesi

0,4 mg/mL derisimde ferulik asit (Sigma-128708) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stoktan
yararlanilarak farkli derisimlerde c¢ozeltiler elde edilmis ve her birinden 10 puL’lik 6rnekler
iicer kez sisteme enjekte edilmistir. Cihazdan alinan ortalama pik alan degerleri, ilgili
konsantrasyonlarla iligkilendirilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Boylece, analizi
yapilacak bilesik i¢in dogrusal denklem ve R? katsayisi belirlenmistir. Elde edilen dogrusal
denklem yardimiyla 6rneklerdeki ferulik asit miktar1 hesaplanmis, analizler 330 nanometrede

yliritilmistiir.

Luteolin icin Kalibrasyon Denkleminin Belirlenmesi

0,15 mg/mL derisimde luteolin (Sigma-L9283) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stoktan
yararlanilarak farkli derisimlerde ¢ozeltiler elde edilmis ve her birinden 10 pL’lik 6rnekler
iicer kez sisteme enjekte edilmistir. Cihazdan alinan ortalama pik alan degerleri, ilgili
konsantrasyonlarla iligkilendirilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Boylece, analizi
yapilacak bilesik i¢in dogrusal denklem ve R? katsayisi belirlenmistir. Elde edilen dogrusal
denklem (y=mx+n) yardimiyla orneklerdeki luteolin miktar1 hesaplanmis, analizler 360 nm

dalga boyunda yiiriitiilmiistiir.

2.2.3.4. LOD- LOQ Degerlendirilmesi

Klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, luteolin standartlarinin LOD hesaplamasinda
sinyal/giiriiltii oran1 (S/N) 3, LOQ hesaplamasinda ise 10 olarak belirlenmistir. Her bir standart
icin LOQ diizeyinde dokuz tekrarli enjeksiyon gerceklestirilmis ve bu enjeksiyonlardan elde
edilen pik alanlarmin % RSD degerleri belirlenmistir. % RSD, standart sapmanin ortalama

degere oraninin yiizdesi olarak ifade edilmistir, % RSD = (SD/Mean) x 100.
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2.3. Aktivite Testleri
2.3.1. Kimotripsin Enzim Inhibitor Aktivite

L anatolica’nin toprak lstii ve alt1 kisimlarindan ultrasonik su banyosu ve soxhlet
apareyi kullanilarak hazirlanan etil asetatli, metanollii ve % 70 etanollii ekstreleri kimotripsin

enzim inhibitdr aktivite testinde kullanilmistir.

96 kuyucuklu bir mikroplak kuyucuklarina sirasi ile 60 pL Tris-HCI] tamponu (pH 7,6
50 Mm), 10 puL numune ¢ozeltileri (Etil asetatli, metanollii ve % 70 etanollii ekstreler),
kimotripsin ¢ozeltisi (Tip II, sigir pankreasindan, Sigma-Aldrich, 36 U/mL) eklenmistir. 15
dakika 37°C 6n inkiibasyondan sonra, tiim kuyucuklara 30 uL, 1,3 mM substrat ¢ozeltisi (N-
stiksinil fenilalanin-p-nitroanilid) eklenmistir. 60 dakika 37°C’de inkiibasyondan sonra, 410
nm’de absorbans dl¢iilmiistii. FMSF standart inhibitor olarak kullanilmistir. Tiim deneyler ti¢
tekrar halinde yapilmistir. ICso degerleri GraphPad Prism 6 yazilimi kullanilarak
hesaplanmustir. Inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil kullamlarak hesaplanmistir: inhibisyon
yiizdesi (%), Inhibisyon yiizdesi (%) = (Axonto-Admek) / Axonrol X 100 denklemi ile

hesaplanmustir.
2.3.2. Tripsin Enzim Inhibitér Aktivite

1. anatolica’nin toprak stii ve alt1 kisimlarindan ultrasonik su banyosu, soxhlet apareyi
kullanilarak hazirlanan etil asetatli, metanollii ve % 70 etanollii ekstreleri tripsin enzim

inhibitor aktivite testinde kullanilmistir.

96 kuyucuklu bir mikroplagin kuyucuklarina sirasi ile 65 uL. 50 mM Tris-HCI tamponu
(pH 7,6), 15 uL su, 10 uL numune ¢ozeltileri (Etil asetatli, metanollii ve % 70 etanolli
ekstreler) ve 10 uL tripsin enzim ¢dzeltisi (Tip-I, sigir pankreasindan, Sigma-Aldrich, 1 mM
HCl iginde) eklenmistir. 15 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan tiim kuyucuklara 50
puL 1 mg/mL substrat ¢ozeltisi [BAPNA, % 10 DMSO i¢inde] eklenmistir. Agiga ¢ikan p-
nitroanilin’in absorbanst 405 nm’de Olgiilmistii. FMSF referans inhibitér olarak
kullanilmigtir. Tiim deneyler ii¢ tekrar halinde gerceklestirilmistir. ICso degerleri GraphPad
Prism 6 yazilimi kullanilarak hesaplanmustir. Inhibisyon yiizdesi (%), Inhibisyon yiizdesi (%)
= (Axkontrol- Admek) / Akontrol X 100 denklemi ile hesaplanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Inula anatolica Boiss. Ekstreleri

L anatolica bitkisinin farkli ¢oziiciiler, farkli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen

ekstrelerinin verimleri 3.1.1 ve 3.1.2°de verilmistir.

3.1.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

L anatolica bitkisinin toprak iistii ve alti kisimlarinin farkli ¢oziiciilerdeki soxhlet

ekstraksiyonu verimleri yiizde (%) seklinde Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. I anatolica bitkisinin soxhlet ekstraksiyonu verimleri

Bitki Ekstreleri % Verim (% a/a)
Inula anatolica toprak alt1 % 70 etanol % 5,5538
Inula anatolica toprak alt1 etil asetat % 4,5940
Inula anatolica toprak alti metanol % 11,3515
Inula anatolica toprak iistii % 70 etanol % 17,8552
Inula anatolica toprak iistil etil asetat % 8,5642
Inula anatolica toprak iistii metanol % 17,7458

3.1.2. Ultrasonik Ekstraksiyon

1. anatolica bitkisinin toprak Ustli ve alt1 kisimlariin farkli ¢oziiciilerdeki ultrasonik

ekstraksiyon verimleri ylizde (%) seklinde Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. . anatolica bitkisinin ultrasonik ekstraksiyon verimleri

Bitki Ekstreleri % Verim (% a/a)
Inula anatolica toprak alti % 70 etanol % 5,9255
Inula anatolica toprak alti etil asetat % 3,4575
Inula anatolica toprak alti metanol % 4,7447
Inula anatolica toprak iistii % 70 etanol % 12,4087
Inula anatolica toprak iistii etil asetat % 5,9676
Inula anatolica toprak iistii metanol % 10,8342
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3.2. 1. anatolica’min ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile incelenmesi

Hazirlanan ekstre 6rneginden 2,19 mg alinarak bir vial igerisine aktarilmis ve 1 mL
metanolde ¢oziindiriilmiistii. Numune ile standart cozeltiler, 2.2.2 numarali boéliimde
tanimlanan farkli ¢oziicii sistemlerinde ITK analizine tabi tutulmus, elde edilen

kromatogramlar Sekil 3.1-3.6’da gosterilmistir.

9 E1 E2 E3 E4 E5

Sekil 3.1. I anatolica’nin toprak {istii ve altinin farkl ¢oziiciilerdeki ekstreleri ve standart bilesiklerin Toluen:
Etil asetat: Formik asit: Metanol (40:32:8:1) ¢6ziicii sisteminde 366 nm’de Natural Product
Reaktifi piiskiirtmeden 6nceki ITK kromatogrami - (1: Rutin, 2: Kersetin, 3: Luteolin, 4: Kemferol,
5: Kafeik asit, 6: Klorojenik asit, 7: Ferulik asit, 8: Apigenin, 9 : Rozmarinik asit E1: Toprak alt1
% 70 etanollii ultrasonik ekstre, E2: Toprak alt1 etil asetath ultrasonik ekstre, E3: Toprak iistii etil
asetatl soxhlet ekstresi, E4: Toprak alti metanollii soxhlet ekstresi, ES: Toprak alti metanolli
ultrasonik ekstre)
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Sekil 3.2. I. anatolica’nin toprak {istii ve altmin farkl ¢6ziiciilerdeki ekstreleri ve standart bilesiklerin Toluen:

Sekil 3.3.

Etil asetat: Formik asit: Metanol (40:32:8:1) ¢oziicii sisteminde 366 nm’de Natural Product
Reaktifi piiskiirttiikten sonraki ITK kromatogrami - (1: Rutin, 2: Kersetin, 3: Luteolin, 4:
Kemferol, 5: Kafeik asit, 6: Klorojenik asit, 7: Ferulik asit, 8: Apigenin, 9 : Rozmarinik asit E1:
Toprak alt1 % 70 etanollii ultrasonik ekstre, E2: Toprak alt1 etil asetatli ultrasonik ekstre, E3: Toprak
iistii etil asetatl soxhlet ekstresi, E4: Toprak alti metanollii soxhlet ekstresi, ES: Toprak alti
metanollii ultrasonik ekstre)

E2 E3 E4 ES5

1 anatolica’nin toprak iistii ve altinin farkl ¢oziiciilerdeki ekstreleri ve standart bilesiklerin
Hekzan: Etil asetat (48:32) ¢oziicii sisteminde 366 nm’de Natural Product Reaktifi
piiskiirtmeden 6nceki ITK kromatogrami - (1: Rutin, 2: Kersetin, 3: Luteolin, 4: Kemferol,
5: Kafeik asit, 6: Klorojenik asit, 7: Ferulik asit, 8: Apigenin, 9 : Rozmarinik asit E1: Toprak
alt1 % 70 etanollii ultrasonik ekstre, E2: Toprak alt1 etil asetatli ultrasonik ekstre, E3: Toprak
iistii etil asetath soxhlet ekstresi, E4: Toprak alti metanollii soxhlet ekstresi, ES: Toprak altt
metanollii ultrasonik ekstre)
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Sekil 3.4. 1. anatolica’nim toprak iistii ve altinin farkli ¢oziiciilerdeki ekstreleri ve standart bilesiklerin

Hekzan: Etil asetat (48:32) ¢oziicii sisteminde 366 nm’de Natural Product Reaktifi
piiskiirttiikten sonraki ITK kromatogrami - (1: Rutin, 2: Kersetin, 3: Luteolin, 4: Kemferol,
5: Kafeik asit, 6: Klorojenik asit, 7: Ferulik asit, 8: Apigenin, 9 : Rozmarinik asit E1: Toprak
alt1 % 70 etanollii ultrasonik ekstre, E2: Toprak alt1 etil asetatli ultrasonik ekstre, E3: Toprak
iistii etil asetatl soxhlet ekstresi, E4: Toprak alti metanollii soxhlet ekstresi, ES: Toprak alt:
metanollii ultrasonik ekstre)

Sekil 3.5. 1. anatolica’nin toprak tistii ve altinin farkl ¢oziiciilerdeki ekstreleri ve standart bilesiklerin

Etil asetat: Metanol: Formik asit: Su (64,5:3,9:3,9:7,7) ¢6ziicii sisteminde 366 nm’de Natural
Product Reaktifi piiskiirtmeden onceki ITK kromatogrami - (1: Rutin, 2: Kersetin, 3:
Luteolin, 4: Kemferol, 5: Kafeik asit, 6: Klorojenik asit, 7: Ferulik asit, 8: Apigenin, 9 :
Rozmarinik asit E1: Toprak alt1 % 70 etanollii ultrasonik ekstre, E2: Toprak alt1 etil asetatl
ultrasonik ekstre, E3: Toprak {istii etil asetatli soxhlet ekstresi, E4: Toprak alti metanollii
soxhlet ekstresi, ES: Toprak alti metanollii ultrasonik ekstre)

30



Sekil 3.6. 1. anatolica’nin toprak iistii ve altinin farkli ¢oziiciilerdeki ekstreleri ve standart bilesiklerin
Etil asetat: Metanol: Formik asit: Su (64,5:3,9:3,9:7,7) ¢6ziicii sisteminde 366 nm’de Natural
Product Reaktifi piiskiirttiikten sonraki ITK kromatogrami - (1: Rutin, 2: Kersetin, 3:
Luteolin, 4: Kemferol, 5: Kafeik asit, 6: Klorojenik asit, 7: Ferulik asit, 8: Apigenin, 9 :
Rozmarinik asit E1: Toprak alt1 % 70 etanollii ultrasonik ekstre, E2: Toprak alt1 etil asetatl
ultrasonik ekstre, E3: Toprak iistii etil asetatli soxhlet ekstresi, E4: Toprak alti metanollii
soxhlet ekstresi, ES: Toprak alti metanollii ultrasonik ekstre)

3.3. I. anatolica’nin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Analizleri

Fenolik  bilesiklerin  analizi  genellikle ters fazli YPSK  ydntemiyle
gerceklestirilmektedir. Bu yontemde, farkli tipteki kolonlarda polar karakterli ¢oziictiler
(6rnegin asetonitril, su, metanol) igeren sistemler kullanilmaktadir. Piklerin daha belirgin ve
kararli sekilde elde edilebilmesi i¢in, sisteme o-fosforik asit, TFA gibi asidik bilesikler

eklenmekte veya uygun tampon ¢ozeltiler tercih edilmektedir.

Bu galismada, 1. anatolica bitkisinin toprak tiistii ve altinin metanolli, % 70 etanollii
ekstreleri, fenolik bilesiklerin varligini belirlemek amaciyla YPSK ile analiz edilmistir.
Analizlerde ekstrelerin ve standart referans maddelerin retansiyon siireleri ile UV spektrumlari
karsilastirilarak bitkideki fenolik bilesikler tanimlanmstir. Ekstrelerde major bilesikler olarak

saptanan klorojenik asit, ferulik asit, luteolin ve kafeik asit i¢in analizler ger¢eklestirilmistir.
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3.3.1. Standart Bilesiklerin Dogru Denklemleri

Klorojenik asit kalibrasyonuna ait veriler Cizelge 3.3’te, bu verilerden elde edilen dogrusal
denklem ve istatistiksel parametreler (R?, LOD, LOQ) Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Klorojenik asit kalibrasyon 6l¢iim sonuglar1

X (mg/ml) y (pik alani ortalamasi, n=3)
0,005 97,67
0,0125 248,59
0,025 557,12
0,05 1146,62
0,25 5446,42
0,5 11064,33

Cizelge 3.4. Klorojenik asit standardma iligkin dogrusal regresyon denklemi ve istatistiksel

parametreler
Bilesik Dogru Denklemi R? LOD (mg/ml) LOQ (mg/ml)
Klorojenik asit y=22083x-6,4807 0,9999 0,00011212 0,00037

Kafeik asit kalibrasyonuna ait veriler Cizelge 3.5’te, bu verilerden elde edilen dogrusal
denklem ve istatistiksel parametreler (R?, LOD, LOQ) Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.5. Kafeik asit kalibrasyon 6l¢iim sonuglari

X (mg/ml) y (pik alani ortalamasi, n=3)
0,0052 285,36
0,013 707,31
0,026 1413,94
0,052 2955,06
0,26 15330,2
0,52 29370,4

Cizelge 3.6. Kafeik asit standardina iliskin dogrusal regresyon denklemi ve istatistiksel parametreler

Bilesik Dogru Denklemi R? LOD (mg/ml) LOQ(mg/ml)
Kafeik asit y=56891x+30,81 0,9996 0,00002091 0,000069

Luteolin kalibrasyonuna ait veriler Cizelge 3.7’de, bu verilerden elde edilen dogrusal
denklem ve istatistiksel parametreler (R?, LOD, LOQ) Cizelge 3.8 de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Luteolin kalibrasyon 6l¢iim sonuglari

X (mg/ml) y (pik alan1 ortalamasi, n=3)
0,0015 31,1
0,0075 204,83
0,015 406,5
0,075 1960,57
0,15 3731,33

Cizelge 3.8. Luteolin standardina iliskin dogrusal regresyon denklemi ve istatistiksel parametreler

Bilesik Dogru Denklemi R? LOD (mg/ml) LOQ (mg/ml)
Luteolin y=26111x+4,4994 0,9999 0,00001048 0,0000346

Ferulik asit kalibrasyonuna ait veriler Cizelge 3.9’da, bu verilerden elde edilen dogrusal
denklem ve istatistiksel parametreler (R?, LOD, LOQ) Cizelge 3.10’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Ferulik asit kalibrasyon 6l¢iim sonuglari

X (mg/ml) y (pik alan1 ortalamasi, n=3)
0,004 292
0,01 740
0,02 1458
0,04 2904
0,2 14561
0,4 28900

Cizelge 3.10. Ferulik asit standardina iliskin dogrusal regresyon denklemi ve istatistiksel parametreler

Bilesik Dogru Denklemi R? LOD(mg/ml) LOQ(mg/ml)
Ferulik asit y=72293x+21.616 0,9999 0,00003303 0,000109

Cizelge 3.11. Standartlara iligkin istatistiksel parametreler

Klorojenik asit Kafeik asit Luteolin Ferulik asit
Alan ortalamasi, n=9 7,35 5,13 7,34 8,35
SD 0,1309 0,0997 0,0758 0,034197
% RSD 1,7809 1,9409 1,0326 0,409498

Cizelge 3.12. Ekstrelerde Flavonoitlerin ve Fenolik Bilesiklerin Miktarlar1 (%)

Bitki Ekstreleri Klorojenik Asit  Ferulik Asit  Kafeik Asit Luteolin
Toprak alt1 metanollii soxhlet ekstresi 1,4813 0,0239 - -
Toprak iistii metanollii ultrasonik 0,6389 - - 0,4603
ekstre
Toprak alt1 % 70 etanollii ultrasonik 2,3695 0,1515 0,0002 -
ekstre
Toprak alt1 metanollii ultrasonik 0,8690 0,0124 - -
ekstre
Toprak iistii etanollii soxhlet ekstresi 1,2526 0,0068 0,0386 -
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3.3.2. I. anatolica Boiss.’in YPSK Analizinden Elde Edilen

Kromatogramlar
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Sekil 3.7. Baz1 standart bilesiklerin 330 nm’de YPSK kromatogrami (Sol taraftan sag tarafa sirasiyla
gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, rutin, luteolin 7-glukozit, rozmarinik asit,
kersetin, luteolin, apigenin, kemferol)
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Sekil 3.8. I. anatolica toprak alti metanollii soxhlet ekstresinin 330 nanometrede YPSK kromatogrami
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Sekil 3.9. 1. anatolica toprak alti metanollii ultrasonik ekstresinin 330 nanometrede YPSK kromatogrami
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Sekil 3.10. . anatolica toprak alti % 70 etanollii ultrasonik ekstresinin 330 nanometrede YPSK
kromatogrami
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Sekil 3.11. I anatolica toprak tistii metanollii ultrasonik ekstresinin 330 nanometrede YPSK kromatogranu
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Sekil 3.12. I anatolica toprak tistii % 70 etanollii soxhlet ekstresinin 330 nanometrede YPSK kromatogrami
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Sekil 3.13. Bazi standart bilesiklerin 360 nm’de YPSK kromatogrami (Sol taraftan sag tarafa sirasiyla
gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, rutin, luteolin 7-glukozit, rozmarinik asit,
kersetin, luteolin, apigenin, kemferol)
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Sekil 3.14. I. anatolica toprak {iisti metanolli ultrasonik ekstresinin 360 nanometrede YPSK

kromatogrami
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Sekil 3.15. Standart klorojenik asit ve I anatolica toprak alti metanollii ultrasonik ekstresindeki

klorojenik asitin ¢akistirilmig UV spektrumlari
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*DAD1,3.947 (7.5 mMAU, - ) Ref=3.700 & 4.480 of INULATALTULTMETANOLZ2.
*DAD1,4.265 (68.5 mMAU, - ) Ref=3.878 & 5.365 of STDMIX2.D

Norm.
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Sekil 3.16. Standart kafeik asit ve /. anatolica toprak alti metanollii ultrasonik ekstresindeki kafeik asitin
cakistirtlmis UV spektrumlari

*DAD1,8.024 (14.0 mAU, - ) Ref=7.450 & 8.930 of INULATALTULTETANOLZ2.[
*DAD1,8.058 (49.8 mMAU, - ) Ref=7.625 & 8.998 of STDMIX2.D
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Sekil 3.17. Standart ferulik asit ve 1. anatolica toprak altt metanollii ultrasonik ekstresindeki ferulik
asitin ¢akistirilmig UV spektrumlari
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*DAD1,28.121 (1.5 MAU, - ) Ref=27.315 & 28.515 of INULATUSTULTMEOH 3.
*DAD1,28.023 (8.2 MAU, -) Ref=27.036 & 29.989 of STDMIX2.D
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Sekil 3.18. Standart luteolin ve I. anatolica toprak iistii metanollii ultrasonik ekstresindeki luteolinin
cakistirtlmis UV spektrumlari

3.4. Enzim Inhibitor Etki Deneyleri
3.4.1. Kimotripsin Enzim Inhibitor Etki Deneyi

Inula anatolica’nin toprak Ustii ve altinin iki farkli yontem (soxhlet ve ultrasonik) ile
hazirlanan etil asetatli, metanollii ve % 70 etanollii ekstreleri 2 farkli konsantrasyonda (200 pg/mL

ve 400 pg/mL) test edilmis ve aktivite, inhibitér madde FMSF ile karsilastirlmistir (Cizelge 3.12 ve
Cizelge 3.13). Referans madde olarak FMSF kullamlmustir.

Cizelge 3.13. I. anatolica igin Kimotripsin Enzim Inhibitdr Aktivite Testi (200 pg/mL)

Inula anatolica Toprak Alt1 Kismi

Bitki Ekstreleri Ekstraksiyon Yontemi % Inhibisyon + Standart Sapma
% 70 etanollii Ultrasonik 32,76 £ 0,44
% 70 etanollii Soxhlet 21,14+ 0,84

Etil asetatli Ultrasonik 19,58 £0,99
Etil asetatli Soxhlet 10,35+ 1,50
Metanollii Ultrasonik 34,71+ 0,39
Metanollii Soxhlet 16,99 + 1,10

Inula anatolica Toprak Ustii Kism

% 70 etanollii Ultrasonik 29,91 £ 1,05
% 70 etanollii Soxhlet 22,29 + 1,54
Etil asetath Ultrasonik 27,60 + 1,05
Etil asetath Soxhlet 31,38+ 0,93
Metanollii Ultrasonik 30,81+ 0,75
Metanollii Soxhlet 27,27+ 1,56
FMSF - 99,31 +£0,02

(ICs0: 16.33 £ 0.31 uM)
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Cizelge 3.14. I. anatolica igin Kimotripsin Enzim Inhibitor Aktivite Testi (400 ug/mL)

Inula anatolica Toprak Alt1 Kismi

Bitki Ekstreleri Ekstraksiyon Yontemi % Inhibisyon + Standart Sapma
% 70 etanollii Ultrasonik 48,16 + 1,87
% 70 etanollii Soxhlet 34,96 + 0,29

Etil asetatli Ultrasonik 36,74 + 0,36
Etil asetatli Soxhlet 3491 + 1,84
Metanollii Ultrasonik 46,38 + 1,84
Metanollii Soxhlet 30,81 + 1,65
Inula anatolica Toprak Ustii Kismi
% 70 etanolli Ultrasonik 36,15+ 1,33
% 70 etanollii Soxhlet 44,01 + 1,64
Etil asetatli Ultrasonik 49,03 £+ 1,65
Etil asetatli Soxhlet 46,99 + 1,28
Metanollii Ultrasonik 41,35+ 1
Metanolli Soxhlet 48,03 + 0,20
FMSF - 99,31 +£0,02

(ICs0: 16.33 £ 0.31 uM)

3.4.2. Tripsin Enzim Inhibitér Etki Deneyi

Inula anatolica’nin toprak tstli ve altinin iki farkli yontem (soxhlet ve ultrasonik) ile
hazirlanan etil asetatli, metanollii ve % 70 etanollii ekstreleri 2 farkli konsantrasyonda (200
pg/mL ve 400 pg/mL) test edilmis ve aktivite, inhibitér madde FMSF ile karsilagtirilmistir
(Cizelge 3.14 ve Cizelge 3.15). Referans madde olarak FMSF kullanilmastir.

Cizelge 3.15. I. anatolica igin Tripsin Enzim Inhibitor Aktivite Testi (200 ug/mL)

Inula anatolica Toprak Alt1 Kismi

Bitki Ekstreleri Ekstraksiyon Yontemi % Inhibisyon + Standart Sapma
% 70 etanollii Ultrasonik 11,27+ 1,11
% 70 etanollii Soxhlet 32,54+ 0,08

Etil asetatli Ultrasonik 54,62 + 0,34
Etil asetatli Soxhlet 33,38+ 0,41
Metanollii Ultrasonik 40,31 + 0,28
Metanollii Soxhlet 42,26+ 0,29

Inula anatolica Toprak Ustii Kism

% 70 etanollii Ultrasonik 14,38 + 1,09
% 70 etanollii Soxhlet 36,96 + 0,29
Etil asetatli Ultrasonik 24,26 £ 0,21
Etil asetatli Soxhlet 18,54+ 1,72
Metanollii Ultrasonik 10,78 + 1,56
Metanollii Soxhlet 5,29+ 0,18
FMSF - 98,67 + 0,64

(ICs0: 67.56 + 2.82 uM)
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Cizelge 3.16. I. anatolica igin Tripsin Enzim Inhibitér Aktivite Testi (400 ug/mL)

Inula anatolica Toprak Alt1 Kismi

Bitki Ekstreleri Ekstraksiyon Yontemi % Inhibisyon + Standart Sapma
% 70 etanollii Ultrasonik 31,32+ 1,41
% 70 etanollii Soxhlet 42,17+ 1,42

Etil asetatli Ultrasonik 65,93 +0,27
Etil asetatli Soxhlet 45,12 + 1,64
Metanollii Ultrasonik 50,61 +0,21
Metanollii Soxhlet 51,64 + 0,53

Inula anatolica Toprak Ustii Kismi

% 70 etanollii Ultrasonik 23,01 £0,58
% 70 etanollii Soxhlet 45,23 + 0,89
Etil asetatli Ultrasonik 32,22 +0,16
Etil asetatlt Soxhlet 26,36 + 1,13
Metanolli Ultrasonik 18,21 +£0,29
Metanollii Soxhlet 20,84+ 1,14
FMSF - 98,67 + 0,64

(ICs0: 67.56 + 2.82 uM)
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4. TARTISMA

Inula cinsine ait tiirler Akdeniz havzasi ve Avrupa, Asya, Afrika kitalarina yayilmistir.
Inula tirleri, halk hekimliginde soguk alginligi, diyabet, mikrobiyal enfeksiyonlar,
hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklarin tedavilerinde kullanilmaktadir. Giliniimiize kadar
yapilan calismalar da geleneksel kullanimi destekler niteliktedir ve Inula tiirleri lizerine
yapilan ¢aligsmalar giin gectik¢e daha da artmaktadir. /nula tiirleri lizerine yapilan fitokimyasal
arastirmalarda da ana bilesik grubunun siklik seskiterpenler, flavonoitler ve ugucu yaglar
oldugu gosterilmistir. Asteraceae familyasina dahil olan /nula cinsi, Tiirkiye florasinda 34

taksonla yer alir ve 8’1 endemiktir.

Bu calismada, Anadolu’nun endemik bitki tiirlerinden /nula anatolica’ya ait 6rnekler
iizerinde, kimyasal bilesenlerin belirlenmesine yonelik ITK ve YPSK analizleri ile tripsin ve
kimotripsin enzim inhibitér aktiviteleri incelenmistir. /. anatolica bitkisinin toprak istii ve
altindan hazirlanan etil asetatl, metanollii, % 70 etanollil ekstrelerin ters faz YPSK yontemi,
ITK ile yapisindaki fenolik bilesiklerin analizlerinin ve goriintiileme c¢alismalarinin
gerceklestirilmesi, kimotripsin ve tripsin enzim inhibitor aktivite testleri yapilmasi
amaglanmigtir. Bitki 6rnegimizin klorojenik asit basta olmak tizere 6nemli flavonoitler ve
fenolik asitler i¢in kalitatif ve kantitatif olarak incelenecek olmasi ¢aligmamizin 6zgiinligiinii
belirlemektedir. /. anatolica’nin kimotripsin ve tripsin enzim inhibitor aktivite testleri i¢in

bugiine kadar yapilmig herhangi bir arastirmaya rastlanmamaistir.

Bu calismada Isparta ilinden toplanan bitki Ornegimizin toprak lstii ve toprak alti
kisimlarinin etil asetatli, metanollii ve % 70 etanollii ekstreleri iki farkli yontem (soxhlet ve
ultrasonik) ile hazirlanarak bu ekstrelerin yiizde verimleri hesaplanmistir. Hesaplanan bu
verimlere gore en yiiksek verimin % 17,8552 ile I. anatolica toprak iistii % 70 etanollii soxhlet
ekstraksiyonunda; en disiik verimin ise % 3,4575 ile I anatolica toprak alti etil asetatll
ultrasonik  ekstraksiyonunda oldugu gosterilmistir. Yapmig oldugumuz literatiir
aragtirmalarinda . viscosa’da ultrasonik ve soxhlet ekstraksiyonlarinin verimlerinin
karsilastirildig: bir ¢alismada soxhlet ekstraksiyonunda % 26.05, ultrasonik ekstraksiyonunda
ise % 24.72 verim elde edildigi gosterilmistir (Cavdar ve Avsar, 2024). Yapmis oldugumuz
literatiir aragtirmalarinda /. anatolica bitkisine ait farkli ¢oziicii ve ekstraksiyon yontemleri ile

verimlerin aragtirildigi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.
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Bu calismada I anatolica bitkisinden hazirlanan ekstrelerin ITK’da farkli ¢oziicii
sistemleri kullanarak iceriklerindeki baz1 fenolik bilesiklerin teshisi yapilmistir. Kullanilan
¢Oziicii sistemleri icerisinde Etil asetat: Metanol: Formik asit: Su (64,5:3,9:3,9:7,7) ¢oziicii
sisteminde bilesikler daha iyi gdzlenmistir. Elde edilen kromatogramlarda klorojenik asit,
kafeik asit, luteolin ve ferulik asitin varlig1 da gézlenmistir. Hazirlanan bu ekstreler arasindan
metanollii ve % 70 etanollii ekstrelerinde gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit,
rutin, rozmarinik asit, kemferol, kersetin, luteolin, luteolin 7-glukozit, apigenin bilesiklerinin
analizleri gelistirdigimiz ters faz YPSK yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu yontem ile
klorojenik asit, kafeik asit, luteolin ve ferulik asitin ekstrelerde bulundugu ve klorojenik asitin
major bilesik oldugu goézlenmistir. Calismamiz /. anatolica’da bulunan major bilesikleri ve
diger fenolik bilesiklerin de varligi dogrulamaktadir (Ceylan vd., 2021). Caligmamizda
bugiine kadar yayinlanmis ¢aligmalardakine benzer olarak major fenolik bilesik klorojenik asit

olarak bulunmustur (Jung vd., 2025; Silinsin ve Bursal, 2018).

Memelilerde pankreasta iiretilen tripsin ve kimotripsin enzimleri, proteinlerin
polipeptitlere ve ardindan amino asitlere parcalayan enzimlerdir (Gunbatan vd., 2024). Tripsin
ve Kimotripsin gibi serin proteaz enzimlerinin agir1 salgilanmasi timor olusumuna,
inflamasyona, kistik fibrozise, pankreatite ve insiilin direncine sebep olabilir (Famutimi vd.,
2024). Bu enzimlerin inhibe edilmesi bazi hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemlidir. Bu ¢alismada
I anatolica’nin tripsin ve kimotripsin enzimlerini inhibe edici etkisi arastirilmig ve bu amagla
I anatolica bitkisinin ekstrelerinden 200 pg/mL ve 400 pg/mL konsantrasyonlar hazirlanmis
ve % inhibisyon degerleri bulunmustur. Kimotripsin enzim inhibisyon aktivite testinde en
yiiksek % inhibisyon degeri % 49,03 £ 1,65 ile 1. anatolica toprak iistii etil asetatli ultrasonik
ekstrenin 400 pg/mL konsantrasyonunda; en diisiik % inhibisyon degeri % 10,35 £ 1,50 ile L.
anatolica toprak alt1 etil asetath soxhlet ekstresinin 200 pg/mL konsantrasyonunda
bulunmustur. Tripsin enzim inhibisyon aktivite testinde en yliksek % inhibisyon degeri %
65,93 £ 0,27 ile I anatolica toprak alt1 etil asetatl ultrasonik ekstresinin 400 pg/mL
konsantrasyonunda; en diisiik % inhibisyon degeri % 5,29 + 0,18 ile /. anatolica toprak Ustii
metanollii soxhlet ekstresinin 200 pug/mL konsantrasyonunda bulunmustur. Kafeik asit ve
ferulik asitin tripsin inhibisyon etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, % inhibisyon degerleri
sirastyla % 84 £+ 2,3 ve % 60 + 1,3 olarak bulunmustur. Referans madde FMSF’nin ise % 87
+ 1,2 olarak bulunmustur (Shahwar vd., 2012). Kersetin, luteolin, kemferol ve apigenin ile
yapilan bir ¢aligmada ise, tripsin inhibitdr degerleri sirasiyla % 46,4, % 32,6, % 26,8 ve %
17,7 olarak bulunmustur (Li vd., 2014). 1. anatolica’ya ait bugiine kadar tripsin ve kimotripsin

enzim inhibitor aktivite deneylerine rastlanmamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Literatlir arastirmamiza gore fitokimyasal ve aktivite ¢alismalarinin /nula anatolica
disinda diger Inula tiirleri {izerinde cogunlukla yapildig1 saptanmustir. Ozellikle iilkemiz igin
endemik olan bu bitki iizerinde hem yurt iginde hem de yurt digsinda az sayida ¢alismanin

yapilmis olmasi bizi bu bitki ile ¢alismaya yonlendirmistir.

Bu c¢alismada 1. anatolica ve diger Inula tirlerine ait fitokimyasal ve aktivite
calismalari, derleme makaleleri kapsamli olarak arastirilmis ve elde edilen veriler

Ozetlenmistir.

Calismamizda ilk olarak Isparta ilinden toplanan /. anatolica bitkisinin toprak {istii ve
altinin etil asetatli, metanollii, % 70 etanollii ekstreleri soxhlet ve ultrasonik yontem ile

hazirlanmis ve verimleri en yiiksek % 17,8552 ve en diisiik % 3,4575 olarak hesaplanmistir.

Fitokimyasal calismalar kapsaminda; I. anatolica toprak {istli ve altinin etil asetatls,
metanollii, % 70 etanollii ekstrelerinin YPSK ile kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmstir.
Fenolik maddelerin varlig1 degerlendirilerek; ekstrelerde YPSK analizi sonucu klorojenik asit
% 2,3695 ile toprak alt1 % 70 etanollii ultrasonik ekstrede en yliksek degerde bulunmus olup,
kafeik asit ve ferulik asit ise sirasiyla % 0,0002 ve % 0,1515 degerlerinde bulunmustur.
Luteolin varlig1 ise sadece toprak iistii metanollii ultrasonik ekstrede % 0,4603 olarak
bulunmus, diger ekstrelerde gdzlenmemistir. ITK ile bu maddelerin goriintiileme (screening)
calismasi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalarimiz sonucunda literatiir ile uyumlu sonuglar elde

edilmistir.

1l anatolica’nin  kimotripsin ve tripsin enzim inhibitér aktivite testleri
degerlendirilmistir. Bitkinin toprak iistii ve altinin etil asetatli, metanolli ve % 70 etanollii
ekstreleri ile in vitro aktivite testleri gergeklestirilmistir. % inhibisyon degerleri hesaplanmigtir.
Sonuglarimiza gore kimotripsin igin % inhibisyon degerleri % 10,35 + 1,50 ve % 49,03 + 1,65
arasinda; tripsin i¢in % inhibisyon degerleri % 65,93 + 0,27 ve % 5,29 £ 0,18 arasinda
bulunmustur. Bugiine kadar /. anatolica ile ¢alisilmis tripsin ve kimotripsin enzim inhibisyonu
ile ilgili bir veri olmamasi, ¢alismamizin 6zgilinliiglinii ortaya koymakta; elde edilen %

inhibisyon degerleri ise I. anatolica’min bu enzimler i¢cin potansiyel inhibitdr etkisini
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gostererek, kimotripsin ve tripsin gibi serin proteaz enzimleriyle iliskili metabolik hastaliklarin

tedavisinde dogal inhibitér kaynagi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anadolu’nun endemik bitkisi 1. anatolica tiiriine yonelik literatiir taramasinda, bu bitki
iizerine yapilan ¢aligmalarin oldukg¢a sinirlt oldugu; ancak icerdigi sekonder metabolitlerin
antioksidan, antienflamatuvar, antimikrobiyal, sitotoksik ve antidiyabetik etkileriyle
arastirmacilarin ilgisini ¢ektigi goriilmektedir. Halk arasinda da cesitli amaglarla kullanimi
bilinen bu bitki {izerine yapilacak kapsamli ¢calismalarin artirilmasi, heniiz ortaya ¢ikarilmamis
yeni farmakolojik etkilerinin aydinlatilmasina katki saglayacaktir. Bu tez kapsaminda elde
edilen verilerin ise gelecekte yiiriitilecek arastirmalara bilimsel bir temel olusturacagi

diisiiniilmektedir.
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