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Yiiksek Lisans Tezi

Xanthium strumarium L. Bitkisinden Biyolojik Aktif Bilesiklerin

Izolasyonu, Yapilarmin Aydinlatilmasi ve

Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz inhibisyon Aktivitelerinin Incelenmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Bu tez ¢alismasinda Xanthium strumarium L. bitkisinin kimyasal bakimdan
incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla bitki metanol i¢inde 2 hafta bekletilmistir. Daha
sonra bitki ekstresi su ile seyreltilerek sirasi ile hekzan, diklorometan ve etil asetat ile
ekstrakte edilmistir. Elde edilen bu fraksiyonlarin ince tabaka kromatografileri yapilmis
ve diklorometan ve hekzan fraksiyonlarinin benzer bilesenler igermesinden dolay1
diklorometan ve hekzan fraksiyonlar1 birlestirilmistir. Maddelerin bu fraksiyonlardan
eldesinde ¢esitli kromatografik yontemlerden yararlanilmistir.

Xanthium strumarium L bitkisinin diklorometan ekstresinden dordii seskiterpen
lakton, biri flavonoid, biri steroid, biri fenolik bilesik, biri de fenil propanoid olmak
iizere toplam sekiz bilesik izole edilmistir. Bilesiklerin yap: tayininde IR, UV, *H-NMR,
3C-.NMR, DEPT, HMBC, COSY, ESI-MS gibi spektroskopik tekniklerden
yararlanilmistir. Bilesikler literatiir ile kiyaslanarak kesin sonuca varilmistir. Bulgular
ayrintili olarak agiklanmistir.

Izole edilen bilesikler (1-8) AChE ve BChE inhibisyon aktivitelerini tespit
etmek tizere taranmistir. AChE igin test edildiginde, xanthatin (1), tomentosin (2), 4-
okso-bedfordia acid (3), isoxanthanol (4) ve stigmasterol (5) siras1 ile 0.64, 0.90, 0.69,
0.50, and 0.42 mM’lik 1Csq degerleri gostermistir. BChE inhibisyonu 1Csp degerleri (1-
5) nolu bilesikler igin 2.17, 8.64, 4.16, 2.20, 5.88 mM olarak tespit edilmistir. Ancak,
fenolik bilesikler (6-8) her iki enzime karsi inhibisyon aktivitesi gostermemistir.
Standart inhibit6riin (galantamin) AChE ve BChE enzimlerine kars1 ICsg degerleri sirasi
ile 0.12 mM and 0.33 mM bulunmustur.

Yil : 2013
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Master Thesis

The Isolation and Structure Elucidation of

Bioactive Compounds from Xanthium strumarium L.
Trakya University Institute of Natural Sciences
Departmant of Chemistry

ABSTRACT

In this study, the chemically investigation of Xanthium Strumarium L. was
aimed. For this purpose, the plant material was soaked in MeOH for two weeks. Then
MeOH extract was diluted with water and fractionated with hexane, dichloromethane,
and ethyl acetate, respectively. Based on the results of TLC chromatography, CHCl;
and hexane extracts were found very similar. Therefore, these two extracts were
combined. Several chromatographic techniques have been used for the isolation of the
compounds from the extracts of hexane-dichloromethane, and ethyl acetate.

Purification of dichloromethane extract of Xanthium strumarium L. resulted
with the isolation of eight compounds including four sesquiterpene lactones, a sterol,
and three phenolic compounds. The structure determination of the compounds achieved
by spectral methods such as IR, UV, ‘*H-NMR, *C-NMR, DEPT, HMBC, COSY, ESI-
MS and also by comparing their spectral data to those of literature values. The results
were discussed.

The isolated compounds (1-8), were screened against AChE and BChE
inhibitory activity. When tested against the AChE, xanthatin (1), tomentosin (2), 4-0xo-
bedfordia acid (3), isoxanthanol (4) and stigmasterol (5) displayed 1Cs, values of 0.64,
0.90, 0.69, 0.50, and 0.42 mM, respectively. The 1Cs, values for BChE inhibition by
compounds (1-5) were 2.17, 8.64, 4.16, 2.20, 5.88 mM, respectively. However, phenolic
compounds 6-8 were not active against both enzyme. Standard inhibitor (galanthamine)
exhibited AChE and BChE inhibition with 1Csy value of 0.12 mM and 0.33 mM,

respectively.
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BOLUM 1

1. GIRIS

Dogal bilesikler, canli organizmalardan c¢esitli fiziksel, biyolojik ve kimyasal
yontemler kullanilarak elde edilen organik maddelerdir. Temel kaynaklar1 arasinda
bitkiler, deniz canlilari, mikroorganizmalar ve diger bazi hayvansal organizmalar en
onemli yeri almaktadir. Cesitli tekniklerle bu canlilarin {iretmis olduklar1 organik
maddeler izole edilmekte, yapilar1 aydinlatilmakta ve farkli amaglara yonelik olarak
kullanilmaktadir.

Dogal bilesiklerle ilgili yapilan ¢alismalarm tarihgesi aslinda ¢ok eski donemlere
dayanmaktadir. Ozellikle hastaliklarm tedavisinde bitkilerden faydalanma 5000 yillik
bir gegmise sahiptir. insanoglu dnce yakin ¢evresindeki yabani bitkileri tanimis, deneme
yanilma yontemi ile yiyebileceklerini ve yememesi gerekenleri, zehirli olanlar:
belirlemis daha sonra hastaliklar1 iyilestirmede yakin ¢evresindeki bitkilerden
yararlanmaya baglamustir.

Bilimin ilerlemesi ve eczacilik tekniklerine baglh olarak 19. ve 20. yiizyillarda
bitkilerin tedavi edici etken maddelerinin saflastiriimasi saglanmis ve bunlarin ¢ogu
sentetik yollarla elde edilmistir. Son zamanlarda sentetik ilaglarda meydana gelebilen
ciddi yan etkilerin yol ag¢tig1 tibbi ve ekonomik sorunlar ve sanayilesmis iilkelerdeki
cevre kirliliginin arttirdig1 ekolojik kirlilikler, tedavileri heniiz miimkiin olmayan pek
cok hastaligin olusturdugu tehdit, dogal olmasi ve yan etkilere yol agmadig1 diisiincesi
gibi pek cok faktore bagli olarak bitkilerle tedavi tekrar popililer hale gelmeye

baslamistir.



Tez galisma konumuz olan Xanthium tiirleri kurt diistiriicii, romatizmal agrilar,
siniizit, uzun siiren sitmalar ve yiiksek atesli hastaliklar, sinir sistemini yatistirici ve agri
kesici 0zelliklerinden dolay1 yiizyillardir halk arasinda kullanilmakta olan bir bitkidir.
Xanthium tiirlerinin farkli biyolojik etkilerinden dolay1 bu tiir tizerinde yapilan kimyasal
calismalar oldukca fazladir. Yapilan ¢alismalarda birgok biyoaktif 6zellik gosteren
bilesikler bulunmus ve bu bilesiklerin antitiimor, antibakteriyal, antifungal (mantar
onleyici), antitussif (okstiriik giderici), antienflamatuar (iltihap azaltici), antinosiseptif
(agr1 kesici), hipoglisemik (kan sekeri disiiriicti), antimitotik (hiicre ¢ogalmasini
durdurucu), antioksidant ve insektisit (bocek o6ldiiriicii) etkilerinin oldugu belirlenmistir
[1].

Xanthium bitkisi geleneksel Hint tibbinda (Ayurveda) hafiza giiglendirici olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle bitkinin bu 06zelligi g6z Oniine almarak Xanthium
tirlerinden biri olan Xanthium strumarium L. bitkisinin igerdigi bilesiklerin izole
edilmeleri, yapilarinin aydinlatilmasi, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
inhibisyon aktivitelerinin degerlendirilmesi ile Alzheimer hastaligindaki miimkiin tedavi
edici etkinliginin belirlenmesi amaciyla bu galisma planlanmistir.

Yirminci ylizyilda, bilim ve teknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak
diinya niifusundaki artis hizlanmis, 1900 yilinda 1,6 milyar olan diinya niifusu 1950’de
2,5 milyara ulagsmistir. Yasam siliresinin uzamasi daha c¢ok sayida bireyin
norodejeneratif hastaliklar yoniinden arastirilmasina yol agmistir. Alzheimer hastaligi
(AH) biitlin demans vakalarinin yarisindan fazlasindan sorumlu olan en yaygin
norodejeneratif hastaliktir. Ayrica, diinya nilifusunun yaslanmasiyla hastaligin
prevalansmin (yaygmligmin) daha da artacagi beklenmektedir. Bu yiizden hastaligin
tedavisinde daha etkin ve de daha az yan etkiye sahip yeni ilaglarin kesfedilmesi her

gecen giin 6nem kazanmaya devam etmektedir.



BOLUM 2

2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Bitkinin Tamim ve Yayihsi

2. 1. 1. Asteraceae (Compositae) Familyasmnin Ozellikleri

Papatyagiller olarakta bilinen Asteraceae familyas: ismini yildiz seklinde
cicekleri bulunan bir cins olan Aster tiirlinden alir. Bu bitkilerin ¢i¢cek durumunun
kompozit yapisi, taksonomistlerin bu familyayr Compositae olarak da anmasma yol
acmustir. Yapraklar basit veya bilesik, stipulsuz, alternat, rozet seklindedir. Cigekler bas
veya kapitulum durumlarindadir. Bunlarda bas bir¢ok kiiciik veya florat olarak
adlandirilan ¢igekler; konik, kiiresel ya da diizlesmis bir reseptakulum veya diskten
cikarlar. Biitiin kapitulum fillari olarak adlandirilan involukral brakteler tarafindan
sarilmistir. Bunlar bir veya birka¢ seri halinde olabilirler veya imbrikat dizilmis
olabilirler. Braktenin ikinci bir tipi de (chaffy) bulunabilir. Bu yap1 genel resaptakulum
tizerinde bireysel ¢igeklerin tabaninda bulunur. Brakteler mevcutsa, resaptakulum
chaffy‘dir; mevcut degilse ¢iplaktir. Reseptakulum (¢igek tablasi) tiiyler, dikenler ve
oyuklar tastyabilir. Kapitulumda bulunan gi¢ekler hermafrodit veya tek eseyli, (bitkiler
monoik veya dioik), aktinomorf veya zigomorf yalniz bir periyant serisi iyi gelismistir.
Kaliks pappus olarak adlandirilan tiiysii sekilde ya da tamamen eksiktir. Korolla 5’1i ve
simpetaldir. Korolla tubular c¢iceklerde aktinomorf, ligulat olanlarda zigomorfdur.

Androkeum 5 stamenlidir, (erkekorgan) onlarin anterleri (basgik) birlesik, filamentleri
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serbesttir (singenezik). Ginekeum 2 birlesik karpelli, tek odali, ovaryum alt durumludur.

Meyve akendir [2].

Asteraceae familyas1 bitkilerinin birgogu bahgelerde yetistirilen veya
cigekeilikte degerli olan siis bitkileridir. Yeryiiziinde 1000'e yakin cins ve 20 000 kadar
tiri bulunan c¢icekli bitkilerin en zengin familyalarindan biridir. Yurdumuzda
familyanin 133 kadar cinsi ve 1156’dan fazla tiirii yetismektedir [3]. Familya tiyeleri
Antartika bolgesi disinda, diinyada genis yayihs gosterir. Ozellikle Akdeniz Bolgesi,
Meksika ve Gliney Afrika gibi tropik ve subtropik yan kurak bolgelerde, Afrika, Giiney
Amerika ve Avustralya'nin ormanlik bdlgelerinde, kirlarda ve cali formasyonlarinda

temsil edilmektedir [4].

2. 1. 2. Xanthium L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Xanthium L. papatyagiller (Asteraceae) familyasindan, Amerika ve Asya'ya
Ozgii dikenli tohumlara sahip, halk arasinda “Pitrak dikeni” olarak bilinen otsu bitki
tiirlerinin ortak adidir.

Kaba, otsu, 50-120 c¢cm kadar biiyiiyebilen bir yillik bitkilerdir. Bazi tiirleri
dikenlidir ve yapraklar1 uzun, zayif dikenlere sahiptir. Cicekleri iki tiptedir. Biri kisa
saphidir ve yalnizca polen iiretirler. Digeri ise, yapraklarin dal ile birlestikleri yerlerde
olusur ve yalnizca tohum fiiretir. Ipeksi tiiylii tohumlar1 havada ugusan papatyagiller
familyasmin diger iiyelerinden farkli olarak pitrak tohumlar1 sert, dikenli, kiire ya da
oval sekilde, 8-20 mm uzunlugunda tek tohumludurlar. Tohumlar kati, ¢engelimsi
dikenlerle kaphdir [5].

Xanthium L. cinsinin 25 tiiri Amerika kokenlidir. Xanthium spinosum L. ve
Xanthium strumarium L. Avrupa, Kuzey Amerika ve Brezilya, Cin, Hindistan ve
Malezya’da, Xanthium canadens M. Kuzey Amerika ve Brezilya’da genis bir 6lgiide

dagilim gosterir [6].

2. 1. 3. Xanthium strumarium L. Tiiriiniin Ozellikleri

Bitkinin ismi olgunlagirken yesilden sar1 renge donen, oval sekildeki tohum
keselerine bakilarak tiiretilmistir. “Xanthium” sozciigli, Antik Yunan’da sar1 anlamima
gelen “Xantos” sozciigiinden gelir. Strumarium soézciigii ise “yastik benzeri sislik’

anlamindadir [7].
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Bitki oldukg¢a odunsu, dallanmis ve kuvvetli bir kazik koke sahiptir. Yapraklar,
genis alternate (almasli) dizilimli, agik ya da koyu yesil renkli, 3 yada 5 loblu, ¢ikintili
damarli, uzun sapl genellikle 5-15 cm uzunlugunda ve her iki yiizeyi de piiriizld,
tiggenimsi-yumurta ya da suborbikiiler sekilde ve zayif dikenlere sahiptir. Govde halkali
ya da ¢ok kiiclik damarli, cogunlukla rengi alacali mor ve yiizeyinde kiiciik beyaz tiiyler
bulunur. Cig¢ek baslar1 terminal durumlu, aksiler salkimli, beyaz ya da yesil renklidir
[8]. Cigekler bir evciklidir ve disi ¢igekler bitkinin ana ve yan dallari tizerinde erkek
cicegin altinda bulunurlar. Bitki tizerindeki erkek ve disi ¢igeklerin yerlesimi bitkinin
kendi kendine tozlagsmasini ve melezlesmesini kolaylastirir [9]. Erkek kapitulum, 1-
serili fillarili, ¢icek tablasi paleali, ¢ok c¢icekli, korolla yesilimsi, tubular, 5-disli,
filamentler monodelf ve serbest anterlidir. Disi kapitulum, oval ve 2-hiicreli (her bosluk
bir ¢icek igerir) , fillariler bitisik, sertlesmis ve igeride diiz ya da ¢engelli diken olarak
degismis ve korolla bulundurmaz. Meyveler oldukg¢a biiyiik (yaklasik 1-3.5 cm
uzunlugunda) , obovoid seklinde, ¢engeller veya ignemsi ¢ikintilar igerir ve hayvanlarin

tizerine yapisarak uzak mesafelere tasmir [10].

Sekil 2. 1. Xanthium strumarium L. bitKisi

Bitki tek yillik olup, meyvesini sezon sonunda doker [9, 11]. Bitki ¢imlenip,
gelisip reprodiiktif doneme gegtikten sonra meyveleri olusturur. Meyveler yumurta
sekilli, aken tipde ve iki odacikli olup, iki tohum tasir [12]. Bitki, Haziran-Temmuz

aylart arasinda ¢iceklenir ve Agustos-Eyliil aylarinda da olgunlasarak meyve verir.



Genellikle nemli ve sicak bolgelerde, corak arazilerde, yol kenarlarinda, piring ve misir

tarlalarmda ve nehirlerin kiyis1 boyunca yabani bir ot olarak kendiliginden ¢ikar [8].

Sekil 2. 2. Xanthium strumarium L. bitkisi

Halk arasinda Xanthium strumarium L.’nin tibbi bitki olarak kullanimi oldukc¢a
yaygindir. Bitkinin ekstrakti, 6zellikle de yaprak, kok ve meyve kisimlari; lokoderma,
bocek sokma ve zehirlenmeleri, epilepsi, migren, salivasyon, uzun siiren sitmalar,
tiiberkiiloz, alerjik rinit, siniizit, kurdesen, romatizma, romatizmal eklem agrilari,
peklik, diyare, sugigegi, clizam, deride kasinti, bel agrisi, bakteri ve c¢esitli mantar
enfeksiyonlar1 gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmigtir [1].

Bitki tedavi edici 6zelliginin yani sira toksik bilesikler icerir. Fazla miktarda
tilketen hayvanlarda zehirlenme ve dliimlere yol agtigi bilinmektedir. Bu yiizden otla
beslenen hayvanlar igin (s1gir, domuz, at, kiimes hayvanlar1 vb.) toksik bir bitkidir [13,
14, 15].

2. 1. 4. Xanthium Strumarium L. Tiiriiniin Biyolojik Aktivitesi
Xanthium strumarium L. bitkisi yapisinda xanthatin, deasetil xanthumin,
xanthanol, karboksi atraktilozid, kafeik asit ve tiirevleri, kuinik asit ve tiirevleri, yag

asitleri, flavonoid, C vitamini ve terpenler vb. birgok bilesik bulunur [16, 17, 18, 19].
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Yapilan arastirmalar sonucunda bitkinin antibakteriyel, antitimér, antikanser,
antifungal, antienflamatuvar (iltihap azaltict), antinosiseptif (agri1 kesici), antitussif
(Okstirtik giderici), hipoglisemik (kan sekeri diistiriicti), antimitotik( hiicre ¢ogalmasini
durdurucu), antitripanozomal (tripanozomlar1 Oldiiriicti), antimalaryal (sitma ilaci),
ditiretik (idrar soOktiiriicli), antioksidant, analjezik (agr1 kesici) ve insektisit (bocek
oldiiriicii) gibi gesitli biyolojik aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir [1].

Bitkide bulunan Xanthinin bilesigi antibakteriyal aktivitede rol oynar (Sekil 2.
3). Alkoldeki Xanthinin ¢ozeltisi gram-negatif bakterileri ve mantarlara karsi giiclii
antibakteriyal etki goOsterir. Gautam ve ekibi Dbitki ekstraktlarmi in vitro
antimycobacterium aktivitesi igin test etmis ve metanol-petrol eteri ekstraktinin
Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium smegmatis bakterilerine karst 6nemli

Olgtide aktivite gosterdiginin belirlemistir [20].

O OAc

Sekil 2. 3. Xanthinin bilesigi

Yapraklardan izole edilmis iki seskiterpen lakton xantholid 8-epi-xanthatin ve 8-
epi-xanthatin-54-epoksit’in insanlarda olusan tiimor hiicrelerinin biiyiimesini onemli
Olglide inhibe ettigi belirlenmistir [21, 22].

Fouche ve ekibi bitki ekstresinde in vitro antikanser aktivitesini inceleyerek,
antikanser aktiviteye sahip oldugunu belirlemistir [23].

Mendal ve ekibi, farelerle doza bagl olarak yapilan ¢alismada, bitkinin 6nemli
Olgtide antitussif aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [24, 25].

Bitki tohumunun metanol ekstresindeki kaffeoilkuinik asit gibi fenolik
bilesiklerin varligi antinosiseptif etkiye sebep olur (Sekil 2. 4.) Bir diger ¢aligmada,
etanol ekstrakti polaritelerine gore c¢oziicii ile fraksiyonlarma ayrilmistir. Farkli
fraksiyonlar arasinda, n-biitanol fraksiyonu kroton-yagi-uyarilmis kulak 6dem testinde

7
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yiiksek antienflamatuar aktivite gostermistir. Bitki ayrica vazorelaksasyon (damar
basinci diisiirticii) aktivitesine de sahiptir ve endotelyuma bagimli nitrik oksit vasitasiyla

damar diiz kaslarmi gevsetir [26, 27, 28].

H
OR3
a. R, R?, R®: kaffeoil
2
HOOG OR b. R: H, R2, R®: kaffeoil
H -
OH OR c. RL,R® H, R? kaffeoil

Sekil 2. 4. Kaffeoilkuinik asit tiirevleri

Yoon ve ekibi bitkiden, xanthatin, xanthinosin ve 4-okso-bedfordia asit
bilesiklerini izole etmisler ve bu bilesiklerin aktive edilmis mikroglial BV-2

hiicrelerindeki nitrik oksit tiretiminin inhibitorii oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir (Sekil 2.
5) [29, 30].

(0] o o
z
e ile) HO
O o o

Sekil 2. 5. Xanthatin, Xanthinosin ve 4-okso-bedfordia asit bilesikleri

Bitkinin meyvelerinde bulunan fenolik bilesikler ve kafeik asitin
antihipoglisemik etkisi arastirilmistir. Buna gore; streptozotosin ile olusturulmus
diyabet ve insiilin direnci modellerindeki diyabetik siganlara kafeik asitin damardan
enjeksiyonundan sonra doza bagimli olarak plazma glikozunun azaldigi
gozlemlenmistir. Ayrica bitkideki karboksi atraktilozid bilesigi de hipoglisemik
aktiviteye sahiptir [31].

Bitkinin antimitotik etkisi memeli dokusundan izole edilen mikrotiibiiller
kullanilarak gozlemlenmistir. Elde edilen fraksiyonlar ayrilarak in vitro polimerizasyon
calismalarinda kullanilmistir. Ayrilan kimyasal bilesenlerin hemen hemen hepsi tiibiilin

polimerizasyonunda inhibisyon etkisi gostermistir [32].
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Quan ve ekibi bitkinin su ve metanol-su ekstraktinin, klorokine direngli
Plasmodium falciparum un ¢ogalmasmi Onleyerek antiplazmoidal aktiviteye sahip
oldugunu bulmuslardir. Bitkinin bu etkisinin Xanthinin bilesiginden kaynaklandigini
acikladilar [33].

Anjiotensin  doniistliriici  enzimi (ACE) i¢in yapilan inhibitor aktivitesi
calismalarinda bitki tohumunun n-biitanolde ¢oziinmiis ekstraktinin ACE enzimine kars1
inhibitor etkisi gosterdigi belirlenmistir [1].

Bir diger ¢alisma bitkinin antioksidant aktivitesinin belirlenebilmesi igin bitkinin
cesitli ekstreleri (hekzan, etil asetat, n-biitanol ve su) kullanilarak yapilmustir.
Ekstrelerin lipid peroksidasyon sistemindeki antioksidant aktivitesini belirlemek i¢in
fare beyin homojenat1 ve kirmizi kan hiicrelerinde antihemoliz analizi kullanilmistir.
Ayrica ekstrelerin  siiperoksit ve hidroksil radikallerini tutma kabiliyetini
belirleyebilmek i¢in in vitro ¢alismalar yapilmistir. Biitanol ekstresinde oldukga yiiksek
antioksidant aktivite belirlenmis ve bu aktivitenin ekstrede bulunan tannin ve flavonoid
gibi fenolik bilesiklerden ve ayrica polifenollerden olabilecegi diistiniilmiistiir. Ciinkii
bu bilesiklerin yapisindaki reaktif oksijen atomlarmmdan dolay1r antioksidant tutma
kabiliyeti ve hidroksil gruplarindan dolay ¢ift degerlikli katyonlar ile selat yapabilme
kabiliyeti vardir [34].

1980 yilinda Cole ve ekibi Giiney Giircistan’daki domuz zehirlenmelerinin
Xanthium strumarium L.’ un dikenlerinin i¢indeki tohumlarda bulunan ve toksik bir
madde olan karboksi atraktilozidden kaynaklandigini ispatladilar. Ayrica, karboksi
atraktilozid bitkide mitokondriyal ADP/ATP eslesmesini inhibe ederek “bitki biiyiime
inhibitorii”” 6zelligi gostertir.

Bitkinin yaprak ve meyvelerindeki, xanthatin ve hidroquinon bilesikleri de

kismen toksik etkiye sahiptir ve bocek 6ldiiriicii olarak bilinirler [35, 36].

2. 1. 5. Xanthium L. Tiirleri Uzerine Yapilan Cahsmalar

Xanthium L. tiirleri lizerine, 6zellikle Xanthium strumarium L. ile yapilan gesitli
biyolojik aktivite ¢aligmalarinin diginda ayrica farkli  Xanthium  tiirleri ile
gerceklestirilmis bircok fitokimyasal calismalar da mevcuttur.

Genel olarak Xanthium tiirlerinde en ¢ok bulunan bilesikler, bitkinin ikincil

metabolitleri olan seskiterpen laktonlardir.



Xanthium spinosum L. tiirliniin petrol eteri-metanol ekstraktmun kolon
kromatografisiyle fraksiyonlandirilip, daha sonra fraksiyonlarm HPLC ile ayrilmasiyla
yeni bir seskiterpen lakton olan 2-okso-4-O-asetil-diasetil xantanol (Sekil 2. 6) bilesigi
elde edilmistir [37].

OAc O
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Sekil 2. 6. 2-0kso-4-O-asetil-diasetil xantanol bilesigi

Xanthium catharticum tiriiyle yapilan bir c¢alismada bitkinin toprak istii
kismmin dikloro metan ekstresi ve koklerinin metanol ekstresinin Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus’a karsi zayif antibakteriyal aktivite ve Candida albicans’a kars1
antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir [38].

Xanthium sibiricum tiiriiniin meyvelerinin n-biitanol ekstresinin  kolon
kromatografisiyle fraksiyonlandirilip, ayrilan fraksiyonlara tekrar kolon kromatografisi
uygulanmasiyla yeni bir tiazidon olan ve “Xanthiazinone” olarak adlandirilan 7-(5-
hydroxy-2-pirolidinon-1-il-metil)-8,8-dimetil-4,8-dihidrobenzo  [1,4] tiazin-3,5-dion
bilesigi (Sekil 2. 7) elde edilmistir [39].

0
s
N r\l\
N
OH N o
0

Sekil 2. 7. Xanthiazinone bilesigi
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Xanthium cavanillesii tiiriiniin yapraklarinin kloroform ekstraktinin kolon
kromatografisiyle fraksiyonlarndirilip, fraksiyonlara preperatif-TLC uygulanmasiyla
yeni bir xanthanolid olan 4,5-epoksit-10H-xanthan-1(2),11(13)-dien-7,8-olid bilesigi
(Sekil 2. 8) elde edilmistir [40].

Sekil 2. 8. 4,5-epoksit-10H-xanthan-1(2),11(13)-dien-7,8-olid bilesigi

A. A. Ahmed Xanthium tiirleri ile yaptig1 ¢alismada yeni bir vomifoliol tiirevi
olan 4,5-dihidrovomifoliol bilesigini (Sekil 2. 9.) izole etmistir [41].

O
OH

X

O

Sekil 2. 9. 4,5-dihidrovomifoliol bilesigi

2. 2. Alzheimer Hastah@ Nedir?

Alzheimer hastaligi, bellekte ve 6grenme, konusma, akil yiiriitme, yargilama,
iletisim ve gilinliik yasam etkinliklerini siirdiirme yetilerinde kademeli olarak yikima ve
davranislarda degisikliklere yol agan ilerleyici bir beyin hastaligidir. Alzheimer
hastalig1, halk arasinda "bunama" diye adlandirilan demansin en sik nedenidir.

Alzheimer hastaligi admni, Alman doktor Alois Alzheimer'den almustir. Dr.
Alzheimer 1906 yilinda Tiibingen'de diizenlenen Giineybat:1 Alman Psikiyatristler
Konferansinda ilk kez bir demans vakasmin sunuldugu cok carpici bir ders vermistir.

Dr. Alzheimer bu konferansta Auguste D adli1 51 yasindaki kadm hastasini sunmustur.
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Dr. Alzheimer ilk muayene sirasinda bu hastada, ilerleyici zihinsel bozukluklar (hafiza,
kavrama, konusma ve yon bulma bozuklugu), isitsel haliisiinasyonlar, hezeyanlar ve
belirgin davranig bozukluklar1 saptamistir. Daha sonra bu hastayr 1906 yilinda 6lene
kadar yaklasik 5 yil boyunca izlemistir. Hastanin 6liimiinden sonra yapilan otopside
beyinde anormal kiimelesmeler (giiniimiizde amiloid plaklar olarak adlandirilmaktadir)
ve lif yumaklar1 (nérofibriler yumaklar) saptamustir. Bugiin beyindeki bu yumaklar ve
plaklar Alzheimer hastaliginin beyinde olusturdugu ana degisiklikler olarak kabul
edilmektedir. Bilim insanlar1 daha sonralar1 Alzheimer hastalarinin beyinlerinde bagka
degisiklikler de saptamustir. Beynin, bellek ve diger zihinsel yetiler agisindan biiytik
onem tasityan bolgelerindeki sinir hiicreleri 6lmekte ve sinir hiicreleri arasindaki
baglantilar bozulmaktadir. Ayrica sinir hiicreleri arasinda mesajlar1 tasiyan bazi

kimyasal maddelerin diizeyleri de azalmaktadir [42].

Normal Alznelmer
\ = Sulcus R L . S \ NOFObe’ﬂer il

( / 4 Gyrus
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Norm
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Sekil 2. 10. Saglikli bireyde ve Alzheimer hastasinda beyin yapisi

Alzheimer hastalig1 giliniimiizde milyonlarca kisiyi etkilemektedir. Alzheimer
hastaliginin yaslanmanin normal bir sonucu olmadiginin bilinmesi ¢ok Onemlidir.
Ciinkii, hastalig1 ortadan kaldiran bir tedavi olmamakla birlikte, hastaligin belirtilerini

azaltabilen ve hastanin yasam kalitesini iyilestirebilen tedaviler bulunmaktadir.
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Tablo 2. 1. Alzheimer hastaligi ile normalde goriilebilecek bellek bozukluklari

arasmdaki farklar.

Alzheimer hastahgi Normal olabilecek bellek bozukluklar
Yasanan bir olayin tiimii unutulur. Yasanan bir olayin bir pargasi unutulur.
Nadir olarak daha sonra hatirlanir Cogunlukla daha sonra hatirlanir.

Giderek yazili/sozli talimatlar izlenemez
) Yazili/sozli talimatlar izlenebilir.
hale gelir.

Giderek 6zbakim bozulur. Ozbakim stirdiiriiliir.

2. 2. 1. Asetilkolin Metabolizmasi ve Kolinesterazlar

Alzheimer hastalig1 beyindeki norotransmiterlerin azalmasi ile karakterizedir.
Hastalik temel olarak asetilkolin azalmasi, kolinesteraz metabolizmasindaki degisim ve
dejenerasyon ile iliskilidir.

Asetilkolin beynin bellek ile ilgili bolgelerinde onemli bir norotransmiterdir.
ACh (asetilkolin) kolinerjik néronlarin gévdesinde asetilkoenzim A (CoA)’ dan gelen
asetil ve kolinin kolin asetiltransferaz (ChAT) tarafindan birlestirilmesi ile olusur. Asetil
koenzim A glikoliz iirtiniidiir. Kolinin ise besinler ve hiicre membranindaki fosfolipidler
disindaki en 6nemli kaynagi ACh hidrolizi sonucu agiga ¢ikan ve yeniden asetilkolin
sentezinde kullanilan kolindir. Uretilen ACh presinaptik ndronlardaki vezikiillerde
depolanir ve bu vezikiiller nérona sinir uyaris1 geldiginde igerigini sinaptik bosluga
doker. Sinaptik bosluga dokiilen ACh molekiillerinin ¢ogu postsinaptik reseptorlere
baglanir. Reseptorlere baglanmayan ACh molekiilleri AChE tarafindan yikilir.
Postsinaptik norona baglanan ACh molekiilleri, sinir uyarismin diger ndrona
iletilmesinin ardindan reseptdrden ayrilir, AChE tarafindan yikilir ve agiga ¢ikan kolin

yeniden kullanilmak {izere presinaptik nérona gonderilir.

13




Presinaptik akson ACh reseptord

2Slnvr hucre&w ) ' CB

lyon kanali

Ak5|3f0n potanswell e
Mérotransmitter vezikdli

CH3
CH CH CH+
3\?‘\!*', - , CHa_ |

(13 O AChE CH l\
| i ? OH
CH3 ;
Asgetilkolin Asetat Kalin

Sekil 2. 11. Asetilkolin metabolizmasi

Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunmak iizere kolinerjik
ve kolinerjik olmayan dokularda genis bir dagilima sahip enzimlerdir. Substrat
Ozgiilliigiine, asir1 substrat varligindaki davranislarma ve inhibitorlere karsi
duyarhiliklarina gore iki smifa ayrilmiglardir. AChE veya gercek kolinesteraz (AChE:
E.C.3.1.1.7, asetilkolin asetilhidrolaz) ve biitirilkolinesteraz (BChE: E.C.3.1.1.8
acilkolin acilhidrolaz) spesifik olmayan kolinesteraz veya psddokolinesteraz olarak
bilinir. AChE beyin ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunurken, BChE ise
serum, pankreas, karaciger ve santral sinir sisteminde bulunur.

AChE tarafindan katalizlenen tepkime enzimatik olarak iki basamakta
gerceklesir. 11k basamakta enzim gii¢lii bir niikleofil rolii oynar. Ikinci basamakta ise
enzim 6zgil bir serin kalintisinin niikleofilik hidroksil grubu araciligtyla mitkemmel bir
pargalayict grup islevi goriir. AChE’ nin temel fonksiyonu kolinerjik ndrotransmisyonun
sonlandirilmasidir fakat asetilkolin ve diger kolin esterlerini hidroliz eden BChE’nin
gercek fizyolojik islevi bilinmemektedir.

Alzheimer hastaliginin baslamasi ile birlikte gerceklesen néron ve akson kaybi1

daha diisiik diizeylerde asetilkolin salintmina neden olur. Daha diisiik
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konsantrasyondaki norotransmiter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliligini saglamak
ve sonug olarak bilgilerin aktarimi daha giic bir hal alir. Bu durumu diizeltmek i¢in
uygulanacak yOntemlerden biri sinir hiicrelerine asetilkolin benzeri maddelerin
verilmesidir. Asetilkolin diizeyini arttirmak igin uygulanacak diger bir yontem ise
asetilkolini yikan AChE enziminin baskilanmasidir. Calismalar AChE inhibisyonuna
bagh asetilkolin diizeyi artiglarinin, Alzheimer hastaliginin erken evrelerindeki kognitif
defisiti iyilestirebilecegini gostermistir. Asetilkolinin sinaptik boslukta daha uzun
kalmasini saglama amaci, gliniimiizde hastaligin tedavisinde en sik uygulanan
stratejidir. Bu amaca yoOnelik olarak cogunlukla kolinesteraz enzim inhibitorleri

kullanilmaktadir [43].

2. 2. 2. Alzheimer Hastah@imin Tedavisi ve Kolinesteraz Inhibitorleri

Alzheimer hastaliginda kolinerjik kayip oldugu bilgisi 1970’lerden itibaren
tedavi icin bir umut 15181 haline gelmistir. Parkinson hastaliginda dopamin eksikliginin
giderilmesi ile hastaligin belirtilerinin tedavi edilir hale gelmesi ile parallellik kurulmus
ve Alzheimer hastalarinda da kolinerjik sistemin giiclendirilmesinin hastaligi tedavi
edebileceginden yola ¢ikilmistir. Ancak zamanla arastirmalar gostermistir ki Alzheimer
hastaliginin karmasik yapisi sadece kolinerjik eksikligi degil, hem belirgin hiicre
kaybmi, hem de diger beyin kimyasallarmin dengesinde kayda deger bir bozulmayi
icermektedir.

Kolinesteraz inhibitorleri 1990’larda Alzheimer hastaliginin tedavisi igin
kullanima sunulmustur. Etki mekanizmalar1 Asetilkolin ad1 verilen kimyasal habercinin
yikimmi azaltarak kolinerjik etkinligi arttirabilmelerine dayalidir. Ulkemizde bu
ilaglardan {i¢ tanesi bulunmaktadir: Donepezil ve Rivastigmine 1998’den beri,
Galantamine ise 2003’den beri recete edilebilmektedir. Diinyada ilk ¢ikan
antikolinesteraz olan Tacrine kullanim gii¢liigii ve yan etkileri nedeniyle iilkemizde
kullanima hi¢ sunulmamistir ve diger iilkelerde de artik pek kullanilmamaktadir. Bu
ilaclarin  hepsi asetilkolinin yikimmi engellerler. Asetilkolin dikkat ve bellek
stireclerinde ozellikle O6nemli rol oynayan bir kimyasal habercidir. Yikiminin
azalmasimnin, beyinde kullanilabilirligi artirmas1 ve yukarda sdzedilen zihinsel siirecleri

iyilestirmesi beklenir. Yapilan klinik ¢alismalarda erken ve orta evre Alzheimer
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hastalarinda bu ilaglarin zihinsel islevlerde kismen iyilestirici ya da zihinsel yikimi
yavaslatici etkisinin gorilldigi bildirilmistir [44] .

Diger bir ila¢ yaklasimi Alzheimer hastalarinin beyinlerinde artmis bir madde
olan glutamati azaltmaya yonelik olarak kullanilan Memantin’dir. Bu ila¢ kolinesteraz
inhibitorii olmayan ve Alzheimer hastali§1 tedavisi i¢in diinyada onaylanan ilk farkli
mekanizmali ilagtrr. Ulkemizde 2003 sonu piyasaya verilmistir. Bu ilag 1982°den beri
Almanya’da farkli norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Memantin,
glutamat adi verilen kimyasal habercinin aktivitesini diizenler. Glutamat, NMDA (N-
metil-D-aspartik asit) reseptorleri denilen hiicre algilayicilarint uyararak bilgi
isleyisinde ve bellek islevlerinde onemli rol oynadigi diisliniilen, uyarict etkili bir
maddedir. Asirt glutamat NMDA reseptorlerini asir1 uyaracak ve bu yiiklenmenin
sonucunda hiicreler yikima ugrayabilecektir (glutamat toksisitesi). Norodejeneratif
hastaliklarin (sinir hiicrelerinin yikimi ile seyreden) bir¢ogunda glutamatin bu olasi
zararl etkisi bir faktor olarak diistiniilmektedir. Memantin NMDA reseptorlerini kismen
bloke ederek glutamatin asir1 uyarict etkisini ve bundan kaynaklanan hiicre hasarmni
onleyebilir. Memantin’in etkisi hiicre hasarin1 6nlemeye yonelik oldugu i¢in daha ¢ok
orta ve ileri evre Alzheimer hastaliginda kullanimi 6nerilmektedir [44].

Klinik ¢aligmalar Memantin’in zihinsel islevleri iyilestirmekten ¢ok hastanin
bakima bagimlilik derecesini azalttigini ya da ilerleyisi yavaslatabildigini
diistindiirmektedir. Baz1 klinisyenler Memantin ve Kolinesteraz inhibitorlerini birlikte

kullanmaktadirlar. Ancak heniiz birlikte kullanimin klinik tstiinliigii kanitlanmamastir.

16



NH,

AN
~
N
Takrin
Galantamin
N\ O
O
—O0 N
Donepezil
e
N_CH3
CHj;
Rivastigmin
NH,
Memantin

Sekil 2. 12. Kolinesteraz inhibitorii olarak kullanilan molekiiller

2. 3. Terpenoid Bilesikleri
Bitkilerde yaygin olarak bulunan terpenoid bilesikler degisik yapisal 6zellikler
gosteren ve biyolojik Onemi olan bilesik smiflarindan birisidir. Tim canli

organizmalarda bulunduklarindan dolay1, ¢ok fazla arastiriimaktadirlar.
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Terpenler bitki dokularinda ¢ogunlukla serbest olarak, bazilar1 glikozitleri ya da
organik asit esterleri halinde, bazen de proteinlerle birlesmis olarak bulunmaktadirlar.
10 ya da 15 karbonlu olan ugucu terpenler bitkilerden su buhari destilasyonu ile, daha
fazla karbonlu ugucu olmayan terpenler ise ekstraksiyon yOntemiyle izole
edilmektedirler.

Terpenoid bilesiklerin ana iskeleti, bes karbonlu izopren (2-metil-1,3-butadien)
birimlerinin bag-kuyruk seklinde birlesmesiyle olusmustur (Sekil 2. 13). Yapisinda
izopren birimi bulunan bilesiklere izoprene benzeyen anlamima gelen izoprenoid veya

terpenoid adi verilmektedir.

F P
\_ X Z

Bag Kuyruk

Sekil 2. 13. izopren birimlerinin bas-kuyruk seklinde kondenzasyonu

2. 3. 1. Terpenoid Bilesiklerinin Biyosentezi

Mevalonik asit terpenlerin biyosentezinde 6nemli rol oynamaktadir. 3 mol asetik
asid’in kondenzasyonu ile olusan mevalonik asit H,O ve CO; kaybi ile izopren
birimlerini olusturmaktadir.

Mevalonik asit eldesinde baslangic maddesi olan asetil koenzimA
(CH3COSCoA) pek ¢ok dogal bilesigin biyosentezinde rastlanan bir madde olup
sekerlerin oksidatif degredasyonundan olusur ve sonunda CO;’e okside olur [45]. Asetil
koenzim A’nin dogal bilesiklerin olusumunda 6nemli rolii vardir. Asetil koenzim A
bir¢ok dogal bilesigin yapi1 tasidir. Mevalonik asit ise yalniz terpenlerin olusumunda rol
oynar. Mevalonik asit terpen biyozentezini diger metabolik yollardan ayiran bir
bilesiktir [46, 47]

Mevalonik asitin ATP (adenosintrifosfat) ile reaksiyonundan mevalonik asit-5-
pirofosfat olusur (Sekil 2. 14).
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Sekil 2. 14. Mevalonik asit-5-pirofosfat olusumu

Tersiyer OH grubunun fosforlanmas: bunu takiben dekarboksilasyonu ve
dehidrasyonu ile izopentil pirofosfat olusmaktadir (Sekil 2. 15).
H

CH, PP CH,

@) o
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COOH  CH,OPP COOH  CH,OPP )K OPP

Sekil 2. 15. izopentil pirofosfat olusumu

Izopentil pirofosfat, bir enzim yardimiyla izoprenoid biyosentezini
gerseklestirmektedir. izopentil pirofosfatm enzim ile izomerizasyonu sonucu dimetilallil

esteri olusmaktadir ( Sekil 2. 16) [47, 48].

_—
OPP OPP

Sekil 2. 16. Izopentil pirofosfatin izomerizasyonu

Bu iki izomerin kondenzasyonu sonucu geranil pirofosfat, geranil pirofosfat’in
dehidrasyonu sonucuda geraniol meydana gelmektedir. Bu madde monoterpenlerin

biyosentezinde rol oynamaktadir (Sekil 2. 17).
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Sekil 2. 17. Geranil pirofosfat ve geraniol olusumu

Geranil pirofosfat ile izopentenil pirofosfatin kondenzasyonu farnesil pirofosfati

vermektedir. Bu {irlin seskiterpenlerin biyosentezinde rol oynamaktadir (Sekil 2. 18).

CH,OPP
\/ X
—_—
=
CH,OPP
CH,OPP
Geranil Pirofosfat [zopentil Pirofosfat Farnesil Pirofosfat

Sekil 2. 18. Farnesil pirofosfat olusumu

Farnesil pirofosfatin tekrar izopentenil pirofosfat ile kondenzasyonu geranil-

geranil pirofosfat1 vermekte ve bu {iriin diterpenleri olusturmaktadir (Sekil 2. 19).
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Sekil 2. 19. Geranil-geranil pirofosfat olusumu

Izopentenil, geranil ve farnesil pirofosfat molekiillerinin birbirleriyle degisik
kondenzasyonlar1 sonucu daha yliksek yapili terpenoidler olusmaktadir. Asetil koenzim
A’dan baslayarak biyosentez yoluyla olusan maddeler Sekil 2. 20°de gosterilmektedir.

[zopentenil pirofosfat molekiillerinden iki, ii¢, dort, bes, alt1 ve sekiz izopentil
pirofosfat molekiiliiniin birlesmesi sonucunda, a¢ik zincirli ya da halkali terpenoid
bilesikleri meydana gelmektedir. Terpenoidlerin ana iskeletleri 5 karbonlu izopren
birimlerinden olustugundan siniflandirilmalar1 izopren birimlerinin sayisina gore
yapilmaktadir. “Izopren Kuralina” gore biitiin terpenik bilesiklerin karbon iskeletleri

izopren birimlerinin iki ya da daha fazlasinin birlesmesi ile olusmaktadir [49].
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Tablo 2. 2. Terpenoidlerin Siniflandirilmasi

Izopren Sayisi SINIFI C SAYISI
1 Hemiterpenler 5
2 Monoterpenler 10
3 Seskiterpenler 15
4 Diterpenler 20
5 Sesterterpenler 25
6 Triterpenler 30
Tetraterpenler

8 ) 40
(Karotenoidler)

n Politerpenler (5) n
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Sekil 2. 20. Terpenlerin olusumu
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2. 3. 2. Seskiterpenler

Seskiterpenler 15 karbon atomu igeren terpenlerdir. Ug izopren biriminin
birlesmesiyle olusurlar ve CisH24 molekiiler formiiliine sahiptirler. Terpenlerin en genis
smifint olustururlar. Giliniimiizde 1000’den fazla seskiterpen bilinmekte ve bunlar 100
farkli karbon iskeleti tasimaktadir [50]. Monoterpenlerden daha biiyiik molekiil
agirhigma sahiptirler ve bu yiizden yiiksek kaynama noktasina sahip olup daha az ugucu
ozellik gosterirler. Oksidasyona egilimleri mevcuttur fakat atmosferik oksijenle daha
yavas okside olurlar. Ayrica kuvvetli ve belirgin kokulara sahiptirler [51].

Bu bilesikler doymamislik igerirler ve asiklik, monosiklik, bisiklik ve trisiklik
olarak 4 gruba ayrilabilirler (Sekil 2. 21) [52].

Seskiterpenler biyogenezlerine gore tekrar smiflandirilmiglardir:

1. Bisabolan sinifi

2. Humulan smnifi

3. Germakran sinifi

4. Iresan sinifi

5. Farnesen sinifi olmayan ( orijini bilinmeyen)

Seskiterpen yapisinda siklik hidrokarbonlar, alkoller, ketonlar ya da laktonlar
gibi fonksiyonel gruplar da bulunabilir.

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar icinde seskiterpenlere de rastlanmaktadir ve
ucucu fraksiyonlarin farmakolojik o6zellikleri ¢ogunlukla bu bilesiklerden ileri
gelmektedir [53]. Bu bilesikler aromatik bitkilerin ve gidalarin aroma, koku ve
tatlarindan sorumlu olan maddelerdir. Bu yilizden gida, parfiimeri ve ilag sanayinde

seskiterpenlerin yeni tiirevleri, genis kullanim alanlar1 bulabilme potansiyeline sahiptir.
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Sekil 2. 21. Seskiterpenlerin siniflandirilmasi
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2. 3. 2. 1. Seskiterpenlerin Biyosentezi

Monoterpenlerin yapitasi olan geranil pirofosfat molekiilii, izopentenil pirofosfat
ile kondenzasyona ugrayarak seskiterpenleri olusturur (Sekil 2. 22). Iskelet yapilarinmn
olusumu sirasinda farnesil pirofosfatin trans-trans ve cis-farnesil katyonlarina
dontistiigli ve farnesil difosfatin siklizasyonu ile germakradien iskeleti olusturdugu

tespit edilmistir.
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Sekil 2. 22. Seskiterpenlerin olusumu
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2. 3. 2. 2. Seskiterpen Laktonlar

Seskiterpen laktonlar onemli biyolojik aktiviteleri olan fakat dogada sinirli
sayida bulunan bilesik gruplaridir. Ugucu 06zellik gostermezler. a-metilen y-lakton
yapist icerirler. Pek ¢ogu ayrica, o, doymamis karbonil ve epoksit grubu igermektedir.
Bu fonksiyonel gruplar biyolojik niikleofiller igin reaktif reseptor boliimleri oldugu igin
bu bilesikler i¢in, antimikrobiyal, antitlimoral aktivite gibi, ¢ok farkli biyolojik
aktiviteler rapor edilmistir. Bu gruptan bazi bilesikler ise memeliler ig¢in oldukca
toksiktir [54].

Seskiterpen laktonlar1 igerdikleri karbosiklik iskelet yapisina gore li¢ grupta
incelenir. On iyeli halka germacranolidler, birbirine baglanmis iki altili halka
eusmonolidler ve yedi iiyeli halkaya baglanmis bir besli halkadan olusan
guaianolidlerdir (Sekil 2. 23) [55].

e} @)

germacranolid O o

guaianolid

O
eusmonolid 0O

Sekil 2. 23. Seskiterpen laktonlarin siniflandirilmasi
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2. 3. 2. 3. Seskiterpen Laktonlarin Biyolojik Aktiviteleri

Seskiterpen laktonlarm boceklerin  bitkiyi yemesini engelleyen etkileri
kanitlanmistir. Bunlar, bitkinin tadini1 ve kokusunu bozarak etki etmektedir. H. annuus
L.'un ¢iceklerinin etil asetat ekstresinden boceklerin bitkiyi yemesini engelleyici etkide,
seskiterpen lakton yapisinda bilesikler bulunmustur. Bunlardan bazilar;; 4,5-

dihidronivosin A, argofilin B gibi bilesikler oldugu tespit edilmistir (Sekil 2. 24) [56].

O

O

HO
HO @)

0]
Argofilin B 4,5 Dihidronivosin A
Sekil 2. 24. Agrofilin B ve 4,5-Dihidronivosin A bilesikleri

Boceklere karsi, seskiterpen laktonlar {izerindeki toksikolojik caligmalar,
haserelerin kontroliinde bir arag olarak giiciiniin arastirilmasinda yogunlasmstir [56].

Son zamanlarda, bu sekilde etkili 1,10-epoksi igeren argofilin tipi germakranolit
seskiterpen lakton yapisinda 2 bilesik de bulunmustur. Bitkilerdeki kinkanatli boceklere
kars1 norotoksik etki eder, yumurtalar1 ortadan kaldirir [56].

Helianthus tiirlerinde genellikle sitotoksik etkili seskiterpen laktonlar, dzellikle
furanoheliangolitler ile antilosemik etkili germakranolitler (desasetilopaserin ve

desasetoksiopaserin gibi) izole edilmistir (Sekil 2. 25) [57].

R=0H Desasetilépereserin
R=H Desasetoksitpaserin

Sekil 2. 25. Desasetilopaserin ve Desasetoksidpaserin bilesikleri
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Bazi bitkilerde bulunan seskiterpen laktonlar alerjik kaynakli dermatitden
sorumludur. Bu bilesiklerin proteinlerle birleserek olusturduklari alerjen, lenfositlerin
hassasiyetine neden olur. Bu tepkimeye ise a-metilen y-lakton yapisi sebep olur.

Su anda seskiterpenoid laktonlarin ger¢ek bir terapétik kullaniliglart yoktur.
Buna karsin birka¢ drog halk tibbinda ve fitoterapide kullanilmaktadir. Bir¢ok lakton
ozellikle gram(+) bakterilere kars1 antibakteriyel ajandir. Mesela andiz otu laktonu tonik
ve haricen ise yara ve iilser tedavisinde kullanilmistir. Bunlarin diginda antiparazit,
antihelmintik, sitotoksik etkili bilesikler de vardir. Fakat toksisitelerinden dolay1 klinik

denemelere alimmamuslardir.

2. 3. 2. 4. Seskiterpenlerin Taninmalari

Seskiterpenler kolon kromotografisi, ince tabaka kromatografisi ve preparatif
ince tabaka kromatografisi gibi kromatografik yontemlerle ayrilarak elde edilirler.
Seskiterpenler genellikle kristal yapidadirlar.

Seskiterpenlerin taninmasinda spektroskopik yontemlerden yararlanilir.

Seskiterpenlerin iskeletleri uygun kromofor bdlge bulundurmaz ve higbir
karakteristik UV absorbsiyonu igermez. Eger seskiterpen molekiiliinde bir konjuge ¢ift
bag yada yan zincirde aromatik ester bulunursa, UV absorbsiyonu gosterebilir. UV’de
izole cifte bag halka i¢inde ise 220 nm civarinda, halka disinda ise 205-210 nm
civarinda bir maksimum verir. Konjugasyona bagli olarak bu bant uzun dalga boyuna
kayabilir.

IR‘de -OH gruplar1 3000-3500 cm™’de, -C=0O grubu 1710 cm™ dolaymnda
cikarlar.

'H-NMR spetrumunda 0.00-2.00 ppm arasinda metil pikleri; molekiiler
cevresine bagl olarak 1.5-4.00 ppm arasinda metilen pikleri; 4.50-6.50 ppm arasinda
doymamislik pikleri goriilmektedir.

Benzer sekilde tiim kimyasal kayma sinyalleri her karbon atomunun kimyasal
gevresinden ayirt edilebilir. Spektrum “*C-NMR’dan dolay1 0 ila 140 arasinda genis bir
bigimle gosterilir [58].
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2. 3. 3. Steroidler

Bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Steroid grubunun
icinde, steroller, vitamin D, mide ve safra asitleri, kalp glikozitleri, adrenal korteks
hormonlar1 ve cinsiyet hormonlari, karsinojik hidrokarbonlar, bazi saponinler yer
almaktadir. Steroidlerin temel yapisi siklopentanoperhidrofenantren halka sistemidir ve
genelde 29 karbon atomu ya da 27 karbon atomundan olusur (Sekil 2. 26). Bu halka,
dort halkanin birlesmesi ile olusmustur. Halka sistemi A halkasindan baslayarak numara

ve harflerle isaretlenir. Substitiientler genellikle C-3, C-7, C-12’de bulunur.

Sekil 2. 26. Siklopentanoperhidrofenantren

Bitkisel steroidler genellikle C-3’de hidroksil, C-5’de ¢ifte bag ve C-17’de yan
zincir tasirlar. Bu bilesiklerde halka {iyesi atomlar iki paralel diizlem igersinde
bulunurlar ve bunlara bagl gruplar arasinda da, aynen siklohekzan tiirevlerinde oldugu
gibi, cis ve trans durumlar meydana ¢ikmaktadir. Bu durumun belirlenmesi, C-10’daki
CHs grubu ile C-3’deki hidroksil grubuna bakilarak yapilir. C-3’teki hidroksil grubu, C-
10°daki metil grubu ile dik a¢1 yaparsa Cis yap1 mevcuttur ve bu konuma f sekli denir.
Eger C-10’daki metil ve C-3’teki hidroksil grubu paralel olursa trans yap1 ya da a sekli
s06z konusudur. Yan zincirin konfigiirasyonu steroidlerde genellikle B seklindedir. B ile
C halkalar1 ve C ile D halkalar1 genellikle trans baglanmistir [59]. Cok iyi bilinen bir

steroid olan kolestrolun formiilii asagida verilmektedir (Sekil 2. 27).
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HO
Sekil 2. 27. Kolestroliin yapis1

2. 3. 3. 1. Steroidlerin Taninmalari

Steroidler, bitkiden degisik polaritede ¢oziiciilerle ekstrakte edilirler. Genellikle
polar olmayan c¢oziiciiler kullanilir. Ancak steroid molekiiliiniin hidroksil ve karboksil
gibi gruplar igermesi veya steroid molekiiliine glikozit bagli olmasi durumunda alkol,
etilasetat gibi daha polar ¢6ziicliler kullanilir.

Steroidlerin yapilari spektroskopik ve kimyasal yontemlerle tayin edilmektedir.
UV spektroskopisi steroidler i¢in fazla bilgi vermez. Steroidlerin ¢ifte baglar1 genel
olarak izole durumdadir ve 200-210 nm de kuvvetli bir u¢ absorpsiyon gosterirler [60].

IR spektroskopisi, steroidlerdeki siibstitlientlerin agiklanmasinda 6nemli rol
oynar, hidroksil gruplar1 3000-3500 cm™ de, alifatik C-H baglar1 2850-2900 cm™’de
goriiliirler.

'H NMR spektrumunda, metil pikleri 0.00-1.5 ppm arasinda, metilen bantlar
1.0-2.5 ppm arasinda ¢ikar. Steroidlerde metilen pikleri ¢ok karmasik ve yaygimndirlar.
Bu nedenle metilen bantlari yerine metilen zarfi denilmektedir. Hidroksile komsu
hidrojenler 3.5-4.5 ppm’de ve doymamuslik bantlar1 5-6 ppm’de goriiliirler.

Kiitle spektrumunda en énemli bantlar, M*, [M-CHs]", hidroksil grubu varsa [M-
H,0]" parcalanma iiriinleridir. Diger parcalanma iiriinleri ise, [M-D halkasi+yan zincir],
[M-D halkasi+H]", [M-D halkasi+H-H,0]" bantlaridir [61].
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2. 4. Fenil Propanoidler
Fenil propanoidler fenolik bir ¢ekirdege bagli ii¢ karbonlu bir yan zincir
icerirler. En sik rastlanan tiirleri hidroksisinnamik asit tiirevleri, kumarinler ve

kromonlardir.

2.4.1. Hidroksisinnamik Asit Tiirevleri

En yaygin dort hidroksisinnamik asit Sekil 2. 28’de gosterilmistir. Bunlar p-
kumaroik (b) kafeik (c), ferulik (d) ve sinapik (f) asitlerdir. Diger daha az bulunan
hidroksisinnamik asitler, (Z) izomerinin siklizasyonu ile kumarin veren o-kumarik (a)
ve metilotik ve floretik asitlerdir. Metilotik ve floretik asitler, siras1 ile 0-kumarik ve p-

kumarik asidin, a, f-dihidro tiirevleridir. En az bulunan da ferulik asittir (e). [62]

a, R]_: OH, Rz, R3, R4= H

R, . _COOH
b, R3= OH, R]_’ Rz, R4= H
R3 R»] C, R3, R,= OH, R4, Ro=H
R d, R,=OMe, R:=OH, R1, R,=H

e, R2=OMG, R]_:OH, Rs, Rs=H

f, Rs= OH, R,, Rs= OMe, R.=H

Sekil 2. 28. Sinnamik asit tiirevleri

2. 4. 2. Fenil Propanoidlerin Biyosentezi

L-fenil alanin ve L-tirosin pek ¢ok dogal tiriinde oldugu gibi sinnamik asit
tirevlerinin de yapi1 taglaridir. Biyosentezde ilk basamak (E)-sinnamik asidi vermek
lizere yan zincirden amonyak grubunun elimine olmasidir. Fenilalanin amonyagin
ayrilmasi ile sinnamik asidi verirken, tirozin 4-kumarik asiti (p-kumarik asit) verir.
Hemen hemen tiim bitkilerde fenil alanini deamine edecek fenilalanin amonyak liyaz
(PAL) enzimi mevcuttur. Oysa tirozin igin ayni doniisim tirozin amonyak liyaz
enziminin smirli olmasi ve deaminasyonu gergeklestirememesinden 6tiirli pek miimkiin

degildir. Bu ylizden 4-kumarik asit sinnamik asidin dogrudan hidroksilasyonu ile
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olusur. Diger sinnamik asitler, ardi ardina devam eden hidroksilasyon ve metilasyon

reaksiyonlar1 sonucu olusur. (Sekil 2. 29) [63].

COOH COOH
NH, “
PAL
—_—
L-fenilalanin Sinnamik asit

Hidroksilasyon

NADPH
02
COOH COOH COOH COOH COOH COOH
NH, 7 = pZ P =
02 02
NADPH SAM NADPH SAM
—> — — — —>
T HO MeO MeO OH MeO OMe
OH OH OH OH OH

L-tirozin 4-kumarik asit
p-kumarik asit

| | |

Ferulik asit Sinapik asit

CH,OH CH,OH CH,0H
= = =
MeO MeO OMe
OH OH OH
4-hidroksisinnamil alkol Koniferil alkol Sinapil alkol

p-kumaril alkol

Sekil 2. 29. Fenil propanoidlerin sentezi
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2. 5. Flavonoid Bilesikleri

2. 5. 1. Flavonoidlerin Dogada Bulunusu ve Kullanimlar

Flavonoidler en yiiksek yapili bitkilerden basit yapili mantarlara kadar hemen
her bitki tlirlinde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Bakteri ve yosunlarin biiyiik bir
kisminda bulunmazlar. Boylece flavonoidler dogal olarak bulunan fenollerin en biiyiik
gruplarindan birini olustururlar. Ayrica sahip olduklar1 biyolojik etkinliklerinden dolay1
flavonoidler bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda en 6nemli bilesik siniflarindan
birisini olustururlar.

Flavonoidler dogada bir milyar yildan beri bulunmaktadirlar [64]. Bu uzun
zaman siirecinde bu bilesiklerin gelisen organizmalarla karsilikli etkilesmede
bulunduklar1 diisiiniilmektedir.

Limon kabugundan 1936 yilinda elde edilen flavon bilesiklerinin, P-vitamini ad1
altinda, kilcal damar gecirgenligi ve kirilganhigini diisiirmede kullanilmasi,
flavonoidlere verilen 6nemi arttirmistir. Bu nedenle flavonoidlere kars ilgi 1940’lardan
itibaren artmaya baslamistir [65]. 1970°1i yillarda flavonoidlerle yapilan ¢aligmalarin
boyutu daha da genislemis ve bu arastirmalarin sonucu olarak bugiin bitkilerden
4000’den fazla flavonoid izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir.

Bitkilerde rastlanan bu bilesikler, onceleri ¢iceklerin sari, kirmizi, turuncu,
lacivert ve benzeri renklerinden sorumlu olan pigmentler olarak biliniyorlardi.
Flavonoidlere genellikle bitkilerin ¢igek, yaprak, govde, kok, kabuk, dal, meyve gibi
tiim organlarinda rastlanmaktadir.

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitérii ve ayni zamanda 1sindan
koruma gibi bazi 6nemli 6zelliklere sahiptirler [66, 67]. Bunlardan baska flavonoidler,
bitkilerde enerjinin doniisiimiine ve biliylime hormonlarma etki ederler. Ayrica
solunumu ve fotosentezi diizenleme ve bulasici hastaliklara karst savunma
fonksiyonlarma sahiptirler [68]. Son arastirmalar flavonoidlerin bitkilerde azotun
tutulmasini diizenleyen bakteriyel genlerin aktiflestirilmesinde yer aldiklarin1 da
gostermigtir. Bu ise, flavonoidlerle genler arasinda belirgin bir iligki oldugunu
diistindiirmektedir [69, 70].

Son yillarda flavonoidlerin endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilmas1 amaciyla

yiirlitiilen arastirmalarin sayis1 artmaktadir. Bu bilesiklerin antioksidant ozellikleri,
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cesitli ilirlin ve malzemeleri boyama yetenekleri, metaller ile tepkimede bulunma ve
tabaklama maddelerinin (tanenlerin) bilesenine katilmalarindan dolayi, besin, tekstil,
deri, metaliirji, tip, ziraat gibi alanlarda kullanilma olasiliklar1 artmaktadir. Bazi
flavonoidler UV 1sinlardan koruma &zelliklerine sahip olmalari nedeni ile kozmetik
uriinlerde, Ozellikle kremlerde 6nemli katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Metal
iyonlar1 ile reaksiyon verme kapasitesine sahip olduklarindan analitik amagla uranyum,
zirkonyum, titan ve diger metallerin tayininde kullanilabilirler.

Flavonoidlerin askorbik asitle birlikte et ve et {riinlerinin proteolizini
hizlandirdig1 agiklanmistir. Bu nedenle flavonoidlerin et ve konserve endiistrisinde de
kullanim1 s6z konusudur [71].

Giiniimiizde bitkilerden izole edilen 4000’den fazla flavonoid 6zellikli bilesik
bilinmekte ve flavonoid igerigi bakimindan heniiz incelenmemis on binlerce bitki tiirii

bulunmaktadir.

2. 5. 2. Flavonoidlerin Tibbi ve Biyolojik Ozellikleri

Flavonoidlerin ilk olarak belirlenen biyolojik 6zelligi kilcal damar duvarlarina
olumlu etkileridir [65]. Bu bilesiklerin kilcal damar sistemine olumlu etkisi, genellikle
kan sizdirmanin 6nlenmesinde, kirilganlik ve gegirgenligin ortadan kalkmasinda kendini
gostermistir [72]. Flavonoidlerden flavon ve flavonoller, flavanonlar [73], katekinler
[74] ve 16koantosiyanidinlerin [75] kilcal damarlarin tedavisinde etkili olduklar1 tespit
edilmistir. Borkowski flavonoidlerin kan damarlarina olumlu etkisinin, spazmolitik
Ozelliklerinden ileri geldigini gostermistir [76].

Flavonoidlerin kanmn bilesenleri iizerine etkisi de agiklanmistir. Ornegin,
Hedusarum L. tiiriiniin toplam flavonoidlerinin eritropezi (eritrosit olusumu) tesvik
ettigi ve kanda lokositlerin (akyuvarlar) miktarini artirdign agiklanmistir [77]. 3-
metilflavonoidlerin kanmn forumlu elementlerine (bu elementler kan hiicrelerinin
agregasyon ve sedimentasyonunu Onlerler) etki gosterdikleri de belirtilmistir [78].
Flavonoidler kan damarlarina etkileri ile birlikte, zayif kardiyotonik (kalp
kuvvetlendirici) maddeler olarak da bilinirler. Bunlar kalp ritimlerinin kisalmasini
siirlama ve amplitiidiinii artirma 6zelligi gosterirler. Bagka bir arastirma sonucuna gore

kersetin, rutin ve bazi flavonoller zayif (hipodinamik) kalbi kuvvetlendirme, nabzi
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normallestirme &zelligine sahiptirler [72]. Bazi flavonoidlerin zayif hipotansif etki
gosterdikleri de aciklanmistir.

Flavonoidlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri de, karaciger fonksiyonuna olumlu
etkileridir [79]. Flavonoidlerin safra salgilamasin1 hizlandirdiklari, karacigerin
barbiturat ve arsenik [80] gibi bilesiklere kars1 detoksikasyonuna etki ettikleri
aciklanmistir. Flavonoidlerin detoksikasyon etkisinin nedenlerinden birinin, idrar
sokiicti 6zellikleri oldugu gosterilmistir [76]. Bazi flavonoidler bagirsaklarin ¢aligmasini
olumlu bir sekilde etkileyerek, hazim siirecine olumlu etki gosterirler.

Flavonoidlerin pratik kullanim amaci ile incelenmeleri 1970’11 yillarda daha da
hizlanmaya baslamistir. Gergeklestirilen genis capl arastirmalar sonucu flavonoidlerin
cok yonlii biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir. Ornegin,
bu tiir bilesiklerin antioksidant 6zellige [81, 82], antimikrobiyal [83], antiiilserojenik,
antiviral, hepatoprotektif, hipolidemik [84, 85, 86] ve iltihaba kars1 etkiye [87] sahip

olduklar1 agiklanmistir.

2. 5. 3. Flavonoidlerin Yap1 Ozellikleri ve Siiflandirilmasi

Flavonoidlerin  karbon iskeleti iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusur ve 15 karbon atomu igerir. Bu 15 karbon atomu C6-C3-C6
konfigiirasyonunda diizenlenmistir. (Sekil 2. 30). Ug karbonlu propan zincirinin iigiincii
bir halka olusturmasi, farkli sekiller almasi veya fenil gruplarmin farkli pozisyonlarda

baglanmas1 sonucu flavonoidlerin farkli siniflar1 olusur.

Sekil 2. 30. Genel flavonoid iskeleti
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Flavonoidler kimyasal bakimdan 2—fenilbenzopiran yapisi gosterirler [88].

(Sekil 2. 31).

Sekil 2. 31. 2-fenilbenzopiran yapisi

Flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, heterohalka ise C ile gosterilir.
A ve C halkalarindaki (benzopiran ¢ekirdeginde) karbon atomlar1 oksijen atomundan
baglayarak numaralandirilir. B halkasindaki atomlar ise (“) rakamlarla numaralandirilir.
Baz1 yazarlar flavonoid yapisindaki C-9 ve C-10 atomlarmi C-8a ve C-4a olarak da

gostermektedirler.

2. 5. 4. Flavonoidlerin Biyosentezi

Flavonoidler bitkilerin sekonder metabolitlerindendirler. Bitkilerin fotosentez
yoluyla olusturduklar1 ve hayati ihtiyaglarini karsiladiklar1 karbonhidrat, aminoasitler
gibi primer metabolitlerden tiirerler (Sekil 2. 32) [89].

Bitkiler tarafindan fotosentez yoluyla olusturulan biitiin karbonlarin yaklasik
olarak % 2’sinin flavonoidlere veya ilgili diger bilesiklere doniistiiriildiigii tahmin
edilmektedir.

Biyosentez arastirmalarinda elde edilen verilere gore flavonoidler, fenilalanin
gibi aminoasitlerin enzimatik deaminasyonundan olusan sinnamik asit tiirevlerinin,

asetil CoA molekiilleri ile kondenzasyonundan ya da malonil CoA kondenzasyonundan

olusurlar [63, 66].
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Malonil koenzim A’dan gelen kisim benzoil (A) halkasini, sinnamik asitinden

gelen kisim ise sinnamoil (B) halkasin1 meydana getirmektedir (Sekil 2.33) [90].

Benzoil Sinnamoil

(6]

Sekil 2. 33. Flavonoidlerin benzoil (A) ve sinnamoil (B) halkasi

Biyosentez esnasinda kalkon/flavon izomerizasyonu, oksidasyon, cevrilme,
alkilasyon ve glikozillenme gibi bir¢ok ara reaksiyonlar da yer alir. Vitamin aktivitesine
sahip flavon tiirleri genellikle biyoflavonoidler diye isimlendirilirler. Tibbi literatiirde
ve klinik terminolojide vitamin P deyimi flavonoidlere gore daha yaygin olarak

kullanilmaktadir [71].

2. 5. 5. Flavonoidlerin Taninmalan

Flavonoidler UV 1sikta floresans gostermektedirler. Ayrica fenolik yapilari
nedeniyle de NHj ile renk degistirirler. Bu 6zelliklerinden dolayi, ince tabaka ve kagit
kromatografisinde UV 151k (254 ve 366) ile incelenmektedirler. Hidroksil gruplarinin
bagli olduklar1 yerlere gore UV 1sikta, NH3z buharinda ve NA belirteciyle verdikleri
renkler degismektedir.

UV spektroskopisi, flavonoid bilesiklerin yapis1 hakkinda dnemli bilgiler veren
bir yontemdir. Bilesigin metanoldeki ¢o6zeltisine ayr1 ayrt NaOMe, susuz AlCls,
AICI3/HCI, susuz NaOAc ve NaOAc/H3BOj3 in metanoldeki ¢ozeltilerinden az miktarda
ilave edilerek alman spektrumlarda gdzlenen kaymalar, piklerin siddeti ve sekilleri
arasindaki farklar flavonoid bilesiginin ana iskeleti ve molekiildeki hidroksil gruplarinin

yerleri hakkinda fikir vermektedir [88].
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UV spektrumunda flavonoid bilesikleri biri uzun digeri kisa dalga boyunda
olmak {iizere iki absorpsiyon bant1 vermektedir. Uzun dalga boyunda olan, flavonoidin B
halkasinin (Sinnamoil) absorpsiyonu ile ilgilidir ve Bant I adin1 almaktadir. Kisa dalga
boyunda olan ise A halkasinin (Benzoil grubu) absorpsiyonu ile iliskilidir ve Bant II
adin1 almaktadir (Tablo 2. 3) [88].

Tablo 2. 3. Flavonoidlerin UV spektroskopisindeki absorpsiyon bandlari

Bant I (nm) Bant Il (nm)
Flavon 304-350 250-270
Flavonol 352-385 250-270
Flavonon 310-330 275-290
Kalkon 360-390 240-260
Auron 390-430 240-260
Antosiyanidin 475-560 275-280
Izoflavon 300-340 245-270

B halkasinda oksijen fonksiyonunun artmasi Bant I’in, A halkasinda 6 ve 8
konumunda oksijen fonksiyonunun bulunmasi Bant II'nin uzun dalga boyuna
kaymasina sebep olmaktadir. Her iki halkada da hidroksil grubunun bulunmamasi,
bantlarin siddetinin zayif olmasina neden olmaktadir. Izoflavonlarda Bant I, 245-270
nm ve Bant I, 300-340 nm de omuz seklinde izlenirken, C-6, C-7 dioksijene
izoflavonlar oldukca siddetli Bant I absorpsiyonu gosterirler.

NaOMe kuvvetli baz oldugundan, flavon ¢ekirdegindeki tiim OH gruplarini
iyonlagtirmaktadir. Ozellikle 4'-OH tasiyan flavonoidler Bant I'de 45-60 nm lik
batokromik kayma verdikleri icin bant siddeti artmaktadir. 7-OH flavon ve
flavonollerde 305-345 nm arasinda diisiik siddette bir bant gézlenmekte olup, bu Bant
[T olarak tanimlanmaktadir.

AICl;, A halkasindaki C-3 ve C-5 konumunda serbest hidroksil gruplar1 ve B
halkasindaki orto-dihidroksi gruplar ile ayr1 ayr1 kelat olusturmaktadir.
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B halkasindaki orto-dihidroksi gruplar1 ile olusan kelat, seyreltik HCI ilavesiyle
bozunur. Ayrica AICI3/HCI spektrumunda Bant I’de olusan batokromik kayma, metanol
ile alinan spektrumdaki Bant I’e gére 35-50 nm uzun dalga boyuna kayarsa 5-OH, 6-H
gruplarinin; 25-30 nm uzun dalga boyuna kayarsa 5-OH, 6-OH gruplarinin; 16-22 nm
kayarsa 5-OH, 6-OMe gruplarinin varligini gostermektedir.

NaOAc, NaOMe’ten daha zayif bir baz oldugundan, asit karakterdeki fenolik
hidroksilleri iyonize etmektedir. C-7 de serbest OH grubu varsa, Bant 1I’de 5-20 nm
uzun dalga boyuna kayma yapmaktadir. Eger C-6 veya C-8 de oksijen fonksiyonu varsa
flavonlarda 4-8 nm’lik bir kayma goézlenmekte ya da hi¢ gozlenmemektedir [85].
Flavonoid yapisinda 4'-OH, 7-OR grubunun bulunmasi durumunda Bant I, NaOMe
Bant I’ 1 ile ayn1 dalga boyunda ¢ikmaktadir.

Flavon ve flavonollerde B halkasinda orto-dihidroksi gruplar1 varsa bunlar
borikasit ile kelat olusturmaktadirlar. Bu durumda Bant I, NaOAc/H3BOj3 ile 12-30 nm
uzun dalga boyuna kaymaktadir. 3'-4"' serbest hidroksil grubu yoksa spektrum MeOH
spektrumu ile ayni ¢ikmaktadir [88].

Flavonoidlerin  *H-NMR  spektrumu aromatik halka protonlarm ve
stibstitiientlerin durumunu gdstermektedir. Flavonoidlerde, aromatik halka protonlari
5.00-8.00 ppm arasinda izlenirken, metoksi gruplar1 3.8-3.9 ppm civarinda singlet
olarak goriilmektedir. Eger bir seker grubu bagl ise monoglikozitlerde seker protonlar1
3.0-4.0 ppm arasinda gozlenmekte, sekerin anomerik protonu H-1' daha asag1 alanda
4.8-6.0 ppm de dublet olarak goriilmektedir.

Kiitle spektrumu, flavonoid aglikon ve glikozitlerin yapilar1 hakkinda onemli
bilgiler sunmaktadir. Flavonoid aglikonlarm ¢ogu siddetli molekiiler iyon piki [M]”
vermektedirler. Molekiiler iyon pikine ek olarak, flavon aglikonlar1 [M-H]* ve [M-CO]"
piklerini de gdstermektedirler. Metoksi flavon olmasi halinde ise [M-CH;z]* ve [M-CO-
CHa3]" pikleri gdzlenmektedir [66].

2. 6. Ayirma ve Saflastirma Metodlar
Uzerinde ¢alisilacak molekiil grubunu diger molekiillerden ayirip saf sekilde
elde etmeye yonelik bir seri islem uygulanir. Bu islemler, karisimdaki molekiil

gruplarinin genellikle ¢oziinme ozelliklerine, yogunluk, elektriksel yiik gibi fiziksel
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karakteristiklerine veya diger molekiillere ilgisine goére birbirlerinden ayrilmalarini
saglayan yontemleri kapsar.

Bitki kimyas1 ¢alismalarinda izlenen yontem asagidaki gibi 6zetlenebilir:

— Bitkilerin ¢gigeklenme doneminde toplanmasi ve teshisi.

— Bitkilerin golgede kurutulmasi ve toz edilmesi.

— Bitkilerin uygun ¢oziictilerle ekstraksiyonu.

—Hazirlanan ekstrelerden ¢esitli kromotografik (kolon, ince tabaka ve preperatif ince
tabaka) yontemlerle kimyasal organik maddelerin izolasyonu.

— Elde edilen maddelerin gesitli spektroskopik yontemlerle (IR,"H-NMR, *C-NMR,
MS) yapilarinin tayini.

— Gerek bitki ekstrelerinin gerekse ekstrelerden elde edilen saf maddelerin aktivite
(antibakteriyel, antiviral, antifungal, sitotoksik, anti tiimor v.b.) tayini.

2. 6. 1. Ekstraksiyon Teknikleri

Bitki orneklerinden bilesiklerin izolasyonu ¢ogunlukla secici ekstraksiyon
yontemiyle yapilir. Bu yontemle fenolik bilesikler, bitki 6rneginden farkli ¢oziiciilerle,
polaritenin artig sirasi ile ardarda ekstraksiyon yapilarak izole edilirler. Boyle bir
ekstraksiyon yapilirken, bitki Ornegini lipofil karakterli bilesiklerden (klorofil,
karotenoidler, steroller, yaglar, vakslar vb.) aritmak i¢in 6nce petrol eteri veya hekzanla
islem yapilmasi gerekir. Daha sonra bitki kalintis1 artan polaritede ¢oziiciilerle; dietil
eter, etil asetat, etanol veya metanol ve bunlarin farkli konsantrasyonlarla sulu
¢Ozeltileri ile ardarda ekstre edilir.

Bagka bir yontem ise soyle agiklanabilir: Bitki 6rnegi once apolar ¢oziici ile
muamele edilerek lipofil bilesiklerden arindirilir. Sonra ise, diisiik molekiil agirlikl
alkolle (metanol veya etanol) veya bunlarin sulu ¢ozeltileriyle birkag kez ekstre edilir
[71].

Elde edilen ekstrelerin 6n saflastirilmasi, bilesiklerin birbirinden ayrilmasi ve
bilesiklerin belli miktarda saf halde elde edilmesi icin, perperatif kagit, ince tabaka,

kolon kromatografisi ve HPLC kullanilir.
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2. 6. 2. Kromatografik Analiz Yontemleri

2. 6. 2. 1. Kagit Kromatografisi

Kromatografik incelemelerde kullanilan kagit tiiriiniin 6zelliginin biiyiik 6nemi
vardir. Bu nedenle kagit kromatografisi tekniginde 6zel safliga sahip, seliilloz filtre
kagid1 kullanilir.

Yiiksek kaliteli kromatografik kagit tiirlerinden biri Whatman No:4’diir. Bu
kagit tiirii saflifina ve aymrma yetenegine gére Whatman No:1’e yakindir. Ancak
Whatman No:1’e gore yogunlugu fazladir ve bu nedenle ylizeyine daha fazla miktar
karisim uygulanabilir. Ayn1 zamanda bu kagit tiiriinde ayrilma diger tiirlere gére daha
cabuk ve etkili olur.

Kagit kromatografisi ile analizlenen karigimin bilesenlerine ayrilmasina etki
eden faktorlerden birisi de ¢Oziicl sisteminin 6zellikleridir.

Renkli bilesikler kagit kromatografisi ile karisgimdan ayrildiktan sonra,
kromatogramda belirgin lekeler halinde goriiniirler. Renksiz bilesiklerin ¢ogu
kromatogramda floresans yapar veya floresansi bastirirlar. Bilesenler bahsedilen
yontemlerle teshis edilemezse, bu bilesiklerle renkli kompleks olusturan reaktifler
kagida puskiirtiiliir veya kagit reaktif ¢ozeltisine daldirilir. Kromatogram kurutularak
lekeler agiga ¢ikartilir.

Kromatograma once UV 1sinda ve sonra NH3 buharlar1 ile muamele edildikten
sonra tekrar UV 1s1@inda bakilmasi lekelerin yerlerinin belirlenmesini saglar.
Flavonoidlerin ¢ogunlugu UV 1s1gin etkisinde floresans yapar veya floresansi
absorblarlar. UV 1s1ginda flavon ve flavonol glizkozitlerin lekeleri mor renkte goriiniir,
kromatogram NHj; buharlarma tutulduktan sonra sari1 veya sarimsi yesil renge

doniisiirler.

2. 6. 2. 2. ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi, yapilis teknigine gére kagit kromatografisine benzer.
Bu kromatografi tiiriinde sabit faz olarak silikajel (SiO3), aliminyumoksit (Al,03), toz
seliiloz gibi maddeler kullanilir. Burada etkin mekanizma adsorbsiyondur. TLC de 6zel
olarak hazirlanmis cam, aliiminyum veya plastik levhalar kullanilir. Bu levhalarin tizeri

silikajel, aliimina gibi bir adsorbanla kaplanir. Bu plakalar hazir olarak satilabildigi gibi
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laboratuarda da hazirlanabilir. Cam levhalarin boyutlar1 5x20 cm ile 20x20 cm arasinda
degisir. Adsorblayict tabakanin kalinligi yapilacak analizin cinsine gore degisir, bu
kalinlik 0.25-2 mm arasindadir. Plakalar kullanilmadan dnce 120 °C’deki etiivde 2 saat
kurutularak aktiflestirilir ve hemen kullanilir.

Orneklerin plakalara uygulanmasi ve gelistirme kagit kromatografisinde oldugu
gibidir. Ince tabaka kromatografisinde gelistirme asagidan yukariya dogru yapilir.
Plakanin tanka yerlestirilmesinden 6nce tank atmosferinin ¢dziicii buhariyla doymus
olmasma dikkat edilir. Ayrilan maddelerin lekelerinin belirlenmesi ve kullanilan

reaktifler kagit kromatografisinde oldugu gibidir.

2. 6. 2. 3. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Silikajel kapli aliiminyum plaklar miktar1 az olan fraksiyonlar1 aymrmak igin
kullanir. Karigim halde bulunan fraksiyonlar miktarlarina gore (1 plaga ortalama 15-20
mg) plaklara tatbik edilirler ve uygun ¢oziicii sistemleri ile bilesenlerine ayrilirlar. Her
farklh fraksiyon i¢in gerektiginde farkli denemeler yapilarak her birinin en iyi ayrildigi
sistem bulunur. UV (254 nm) 1s1k altinda maddelere ait bantlar isaretlenir ve kazinarak
erlenlere aktarilir. Uygun ¢oziicii ile erlende 15-30 dakika bekletilen maddeler

stiziilerek alinir ve ¢oziiciileri ugurularak saflastirilirlar.

2. 6. 2. 4. Kolon Kromatografisi

Bitkilerden elde edilen ekstrelerin 6n saflastirilmasi, bilesenlerin birbirinden
ayrilmasi ve ayni zamanda bilesiklerin mg miktarlarda saf halde elde edilmesi i¢in
kolon kromatografisi kullanilir. Kolon kromatografisinde, seliiloz, iyon degistirici
recineler, silikajel, poliamid ve sefadeks gibi adsorbanlar kullanilir. Kolon
kromatografisinde kullanilan baz1 adsorbanlarin 6zellikleri asagida verilmistir.

Silikajel: Silikajel kolonlar diisiik polariteli aglikon flavonoidleri, az sayida
hidroksil grubu tasiyan fenolik bilesikleri aywrmak i¢in daha uygundur. Kolonu
konsantre HCI ile yikamak silikajelin yapisinda bulunan eser miktardaki Fe iyonlarini
uzaklastirir. Aksi takdirde bu iyonlar hidroksillenmis aglikon flavonoidlerin kolona
tutunmasina neden olur. Diisiik polariteye sahip ¢oziiciilerin kullanilmasi tavsiye edilir.
Benzen: kloroform (1:1) oranindan CHClz’a ve artan oranda EtOAc’a gidilir. En
yaygin olarak kullanilan silikajel adsorban Kieselgel 60, 70-230 mesh (Merck) tir [91].
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Seliiloz: Seliiloz kolonlar 6zellikle flavanoidler olmak tiizere tiim fenolik
birlesik smniflarn1 ve bunlarin glikozidlerini aywrmak i¢in yararli bir adsorbandir.
Solvent kullanimma bagli olarak adsorbsiyon ve partisyon kromatografisi
uygulanabilir. Seliilloz kolonun sinirli ayirma kapasitesini arttrmak icin silika jel-
seliiloz (1:1;w/w) karisimi  kullanilabilir [92]. Selilloz kolondan eliisyon kagit
kromatografisinde uygulanan ¢dzelti sistemleri ile yiiriitiilebilir. Ya da farkli oranlarda
metanol ve su igeren ¢oziici sistemleri kullanilir. Seliilloz adsorbanlarin en yaygin
olanlar1 mikrokristal seliiloz (Merck, Macheray ve Nagel) ve Whatman CF-11 dir.

Poliamid: Poliamid kolonlar da fenolik bilesiklerin  diger bitki
metabolitlerinden ayrilmasinda kullanilan diger bir secenektir. Polikaprolaktam,
polihekzametilen diamidoadipinat, polivinilpirolidon gibi poliamid regineler kullanilir.
Poliamid adsorbanlarin diger adsorbanlar karsisindaki bazi {stiinliikleri yiiksek
adsorban yetenegi ve eliisyonda basit ¢oziicli sistemlerinin kullanilmasidir. Genellikle
ilk sirada su, sonra su-alkol karisimlar1 ve sonunda saf alkoller kullanilir. Bu kolonlarin
tek dezavantaji kolon kullanimdan 6nce yikanmaz ise ¢oziinebilir poliamid fraksiyona
bulasabilir. Poliamid kolonlar kullanimdan sonra da yikanarak tekrar kullanilmasi
saglanabilir [93].

Flavonoidlerin poliamid absorbanlardan eliisyonu igin su, etil veya metil alkol,
aseton, formamid veya dimetil formamid gibi polar ¢oziiciiler kullanilir. Izoflavon,
flavon, flavonol glikozidler poliamid kolondan etanol veya metanoliin artan orandaki
¢ozeltileri ile eliie olurlar. Metoksi aglikonlar kloroform-etilasetat (3:1) , kloroform-
metanol-n-biitanol-aseton (20:10:5:1), kloroform-metanol (3:1) ¢oziicii sistemleri
yardimiyla eliisyon edilebilirler [94].

Poliamid kolonlar ikinci asama saflagtrmada da kullanilabildikleri gibi ilk
basamakta fraksiyonlandirma amaci ile de kullanilabilir [95].

Poliamid absorbanlarin kullanisl ticari tiirleri sunlardir: Polyclar AT, Polupenco
66D ve Poliamid (Woelm).

Sefadeks jel: Genellikle sefadeks LH-20 kullanilir fakat LH-60 ve G-25
sefadekslerin  kullanimi da yaygindir. Kolon kromatografisi, TLC veya kagit
kromatografisi yoluyla izole edilen maddeler genellikle adsorbandan kaynaklanan
Kirlilikleri de tasirlar. Fakat sefadeks LH-20 kolonlar eliisyon sirasinda kirlilik

tasimazlar bu yiizden son saflastirma islemleri i¢in uygundurlar [96]. Eliisyon genellikle
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metanol ile gerceklestirilir. Fakat etanol-su veya metanol-su ¢oziicii sistemleri de
flavonol glikozidleri izole etmek i¢in kullanilir [97].

Sefadeks LH-20 sadece organik ¢oziiciilerle de ¢alisma imkani verdigi i¢in suda
¢coziinmeyen maddelerin ayrilmasi i¢in uygundur. LH harfleri bu jelin hem lipofil hem

de hidrofil ¢ozeltilerde sismesini gosteren bir simgedir.

2. 6. 2. 5. HPLC (Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi)

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansli
stvi  kromatografisi (HPLC) yonteminde, sabit faz olarak kullanilan parcacik
boyutlarmin 6nemli 6lgiide kiigiiltiilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz
yiizey alan1 biiylir ve boylece kolonun etkinligi arttirilmig olur. Cok siki olarak
doldurulmus kolondan hareketli fazmn belirli bir hizla gecgebilmesi i¢in bir basing
uygulamas1  gerekir. Bu yilksek basinglarin  kullamildigt  HPLC, element
tiirlendirilmesinde en yaygin bi¢imde uygulanan kromatografi tiiriidiir.

HPLC giinimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi,
bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini i¢eren alanlarda ayirma ve analiz i¢in
vazgecilmez bir arag olarak kabul edilmektedir. Bilhassa diger kromatografik tekniklere
uygun olmayan bilegiklerin ayrilmasi ve analizi i¢in uygundur.

HPLC’nin sivi  kromatografisinin diger tiirlerden {istiinliikleri sunlardir.
HPLC kolonu rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir. Bdylece kolonlarda
gergeklestirilen aymrma, eski yontemlerle elde edilenlerden ¢ok daha gesitlidir. Bu teknik
kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik daha yiiksektir. Nicel

analiz amaglar1 i¢in de kullanilabilir. Analiz siiresi ¢cok daha kisadir.

2. 7. Yap1 Ac¢iklama Metodlari

2. 7. 1. Ultraviyole Spektroskopisi

Ultraviyole spektroskopisi fenolik yapilarin belirlenmesi ve yapi 6zellikleri
hakkinda onemli bilgiler verir. Tiim fenolik bilesikler UV bolgede 230-290 nm’de bir
veya daha fazla karakteristik absorbsiyon gosterirler. Bir baz etkisi ile iyonlasmaya

bagli olarak absorbansta 15-50 nm’lik genis bir batokromik kayma gosterirler. Bu tiir
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Olctimler, ilk taramalar sirasinda bilinmeyen bitki iceriginin fenolik dogasinin
belirlenmesinde dnemlidirler.

Basit fenoller ve fenolik asitler 230-290 nm arasinda bir veya iki gii¢lii band
gosterirler. Hidroksi sinnamik asitler 310-332 nm’de keskin bir absorbsiyon piki
verirler. Fakat flavonoidler hem 255-285 nm araliginda hem de 310-390 araliginda
olmak {tizere iki band verirler. 6 ve 8-hidroksiflavonoller, kalkon ve auronlar 380-430
nm araliginda goriiniir bolgeye dogru kayan adsorbiyon bandi verirler. Antosiyaninler
500 nm {izerinde bir band ile karaterize olurlar. Kinon pigmentleri de diger fenolik
bilesiklerden ultraviyole bolgedeki karmasik spektral bandlar1 ve uzun dalga boyunda
zay1f absorbsiyon pikleri ile ayrilirlar.

Flavonoid yapilarinda bulunan hidroksil gruplarmnin pozisyonunu belirlemek igin
molekiilin kromofor sistemine degisik reaktiflerin etkisinden genis bir sekilde
yararlanilir. Bu amagla NaOMe, NaOAc, NaOAc/H3BO,, AICIl;, AICI/HCI gibi

iyonlastirict ve kompleks olusturucu reaktifler kullanilir [93].

2. 7. 2. infrared Spektroskopisi

Infrared spektroskopisi, goriiniir ve mikrodalga bolgeleri arasindaki infrared
bolgede, elektromanyetik dalganin molekiiller ya da kimyasal gruplar tarafindan
sogurulmasimi inceler. Bu yontemle, bir organik bilesigin yapisinin buna bagli olarak,
kimyasal 6zelliklerinin aydmlatilmasi, yap1 tayini, bag titresimleri ve ayrica hidrojen
baglarinin bulunmasi, bag uzunluklari ve bag agilarinin bulunmasi miimkiindiir. Infrared
spektroskopisi teknigi, belirli dalga boylarinda 6rnek hiicresine giren ve ¢ikan 1ginlarin
siddetlerinin karsilastirilmas1 ve dalga boylarina gore grafige gecirilmesi prensibine
dayanir. Infrared 151k sogurulmasi durumunda bir molekiiliin titresim ve dénme enerji
diizeylerinde degisiklikler meydana gelir.

Non-polar fenolik bilesikler infrared spektral Olclimleri icin genellikle
Kloroformda ¢oziiliirler. Pek ¢ok diger fenolik bilesigin KBr ile karistirilarak diskleri
hazirlanir ve Olgtim yapilir. Aslinda IR spektroskopisi fenolik bilesiklerin
karakterizasyonunda yaygm bir sekilde kullanilmaz. Ancak karbonil grubu tasiyan
fenolik bilesikler i¢in faydalidir. Ciinkii karbonil absorbsiyon bandinin durumundan

serbest bir hidroksil grubuna bagli olup olmadig: anlasilir [98].
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2. 7. 3. 'H-NMR Spektroskopisi

'H-NMR spektroskopisi i¢in 5-10 mg ornek gereklidir. Coziiciiniin segimi
bilesigin polaritesine bagl olmalidir.

CDClI; disiik polariteli bilesikler igin ideal ¢oziiciidiir. Genellikle CsDsN,
DMSO-dg, CD30OD, D,0O gibi ¢oziiciiler polar fenolik bilesikleri ¢6zmek igin daha
uygundur.

'H-NMR spektrumu fenolik bilesiklerin aromatik halka protonlarin1 ve
stibstitiientlerin durumunu gosterir. Aromatik halka protonlart 5.00- 8.00 ppm arasinda
gozlenirler. Orto etkilesimlerde J=8-9 Hz, meta etkilesimlerde J=2-3 Hz’dir. Metoksi

gruplar1 3.8-3.9 ppm civarinda singlet olarak goriiliir.

2.7. 4. ®*C-NMR Spektroskopisi

3C-NMR spektroskopisi, 6zellikle glikozidlerde, sekerlerin siras1 ve baglanma
noktalar1 ya da glikozil grubundaki agil gruplarinin cinsi ve yerlerini incelemede
yararhdir. 250 ppm’lik genis bir alanda karbon sinyalleri gozlenir. Genellikle diger
veriler yeterli bilgi vermediginde kullanilir.

Spektrumda; Sp3 karbonlar1 ortalarda 76.8-67.1 ppm arasinda, oksijene baglh
olmayan sz karbonlar1 daha asagida bir alanda ¢ikarlar. Oksijene komsu sp3 karbonlar1
ise 101.5-100.7 ppm arasinda ¢ikarlar.

Fenolik bilesiklerin cogunlugu aromatik halkalarimda OH, OCH3, OCH,0O, CHs,
izoprenil ve seker fonksiyonlar1 igerir. Fenolik bilesiklerin ¢ekirdegine bu tiir farkli
stistitiientlerin baglanmasi yeni karbon rezonanslarinin ortaya ¢ikmasma neden olur.
Sonugta siibstitlientin sayisma bagli olarak aromatik kuarterner karbon sinyallerinin
sayisinda artma olur. O-glukozillenme baglandig1 karbon sinyalinin 2 ppm civarinda
yukari, orto ve Ozellikle para pozisyonlarinda bulunan karbon sinyallerinin ise asagi
alana 1-4 ppm kaymasina neden olur. C-glikozillenme ise aglikona baglandig1 karbon
atomu sinyalinin 10 ppm asagi alana kaymasina neden oldugu halde diger atomlarin

sinyallerini etkilemez.
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2. 7. 5. Sivi Kromatografisi - Kiitle Spektroskopisi (LC-MS)

Kiitle spektroskopisi, ugucu olmayan bilesenler igeren numunelerin analizi i¢in
stvi kromatografisi ile birlestirilmistir. GC’den farkli olarak burada hareketli faz sividir
ve bu siv1 faz analit molekiillerini iginde bulunduklar1 ¢ozelti fazindan, belli uzunluk ve
captaki kolon yardimu ile ayirir.

Iyonlastirma kaynagi olarak kullamlan yontemlerden biri, elektrosprey
iyonlastirmadir (ESI). ESI, atmosfer basincinda ve oda sicakliginda gerceklesir.
Numune c¢ozeltisi, paslanmaz ¢elikten igne seklinde bir kapiler ile dakikada birkag
mikrolitre hiz saglanarak pompalanir. Igneye, etrafindaki silindirik elektroda gore
birkag kilovolt potansiyel uygulanir. Olusan ¢ok kiigiik ve elektrik yiiklii damlaciklar,
daha sonra bir ¢6ziicli giderme kapilerinden gecer. Burada ¢oziicii buharlasir ve elektrik
yiikleri analit molekiillerine tutunur. Coziicii buharlasip damlaciklar kiiciiliirken yiik

yogunlugu artar ve iyonlar, gaz fazina desorbe olur [99].
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BOLUM 3

3. MATERYAL VE METOD

3. 1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Hekzan (Teknik)
Aseton (Teknik)
Metanol (Teknik)

Metilenkloriir (Teknik)

Etilasetat (Teknik)

Su (Grade)

Sefadeks LH-20

Silikajel (Kiesel G, E. Merck Type 60)
Poliamid (Fluka)

Ce(S04)2.4H,0

BChE

AChE

Asetiltiyokolin iyodiir

Biitiriltiyokolin klorir

DTNB (5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit)
Sodyum fosfat tamponu (pH:8)

Galantamin
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3. 2. Kullanilan Yontemler

3. 2. 1. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi gerek ekstrelerin fraksiyonlandirilarak ayrilmasi gerekse
saflastirilmasi asamasinda kullanildi. Adsorban olarak Merck silika jel (70-230 mesh),
Sefadeks LH-20 (Merck), poliamid (Fluka) dolgu maddeleri kullanildi. Silika jel
adsorban hekzan ile sisirildikten sonra dibine az miktarda pamuk yerlestirilmis cam
kolona yerlestirildi. Poliamid adsorban ise kolona kuru olarak tatbik edildi.

Ekstreler, miktarina uygun adsorbanla karistirildi ve ¢Oziiciisii tamamen
ucurulduktan sonra kolonun iist kismia yerlestirildi. Sefadeks LH-20 dolgu maddesi ise
su i¢inde bekletilerek kolona konuldu ve ekstreler ise sivi olarak tatbik edildi.

3. 2. 2. ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar miktarlarina gore silikajel
kaph hazir aliiminyum plakalara (DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 Merck) tatbik
edilerek uygun c¢oziicii sistemlerinde yiiriitiildii. Kolonda saflastirilan maddelerin
kontrolii ve preperatif-TLC yontemi ile kolondan alinan fraksiyonlarin ayrilip

saflastirilmasinda kullanildi.

3. 2. 3. Enzim Inhibisyon Aktivitesi Cahsmalar
3. 2. 3. 1. Ellman Metodu

Asetil ve biitirilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri Ellman tarafindan gelistirilmis
olan spektrofotometrik metodun uygulanmasiyla 6l¢iilmiistiir [100]. Elektrik baligindan
elde edilen AChE ve at serumundan elde edilen BChE enzim kaynagi olarak,
asetiltiyokolin iyodiir ve biitiriltiyokolin kloriir ise reaksiyonun substratlar1 olarak
kullanilmistir. DTNB (5,5°-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit) kolinesteraz aktivitesinin
Olgiilmesi i¢in kullanilmistir. Kontrol ve test bilesiklerini ¢6zmek amaci ile etanol
¢oziicii olarak kullanilmustir. 150 pL 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH:8) farkli
konsantrasyonlarda 10 pL etanolde ¢oziinmiis 6rnek ¢ozeltisi ve 20 uL AChE (5.32x10°
¥ U) veya BChE (6,85x10° U) ¢ozeltileri karistirilmis ve 25 °C de 15 dakika inkiibe
edilmigtir. Reaksiyon 10 pL asetiltiyokolin iyodiir (0.7 mM) veya biitiriltiyokolin kloriir
(0.2 mM) eklenmesiyle reaksiyon baslatilmistir. Bu substratlarin hidrolizi ile olusan

tiyokolin ve DTNB’nin reaksiyonu sonucu sar1 renkli 5-tiyo -2-nitrobenzoat anyonunun
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olusumu 412 nm dalga boyunda absorbansin 6lgiilmesi ile spektrofotometrik olarak
gbzlenmistir (Sekil 3. 1).

96 kuyucuklu mikroplaka okuyucuda (Thermo Scientific Multiskan Go)
spektrofotometrik dl¢iimler gergeklestirilmistir. AChE ve BChE inhibisyon yiizdeleri
(E-S)/E x 100 formiili kullanilarak hesaplanmistir. Bu formiilde E: test bilesigi
olmaksizin enzimin aktivitesi ve S: test bilesigi ile enzimin aktivitesini ifade etmektedir.

Deneyler ii¢ kez tekrarlanmis olup galantamin referans bilesigi olarak kullanilmistir.

O
)]\ I' +/  AChE I +/
N— T N— +CH;COOH
S/\/ \ S/\/ \

Asetiltiyokolin iyodiir Tiyokolin iyodiir

NO,
HOOC S< /©i NO, NO,
s COOH —>
RS+ HS "
ON s COOH HS COOH

Tiyokolin DTNB

Sekil 3. 1. EImann metodu

3. 2. 3. 2. Enzim Inhibisyon Deneyi Reaktifleri

Fosfat Tamponu (pH:8): 8.75 g sodyum fosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0) 950 mL
destile suda ¢ozildii. 1IN NaOH ¢o6zeltisiyle pH 8’e ayarlandi ve hacmi destile suyla 1 L
ye tamamlandi.

5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi: 16 g DTNB ve 7.5 g NaHCO3’1n
4 mL fosfat tamponunda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

Substrat (Asetiltiyokolin iyodiir ve Biitiriltiyokolin kloriir): 16 mg asetiltiyokolin
iyodiir veya biitiriltiyokolin kloriiriin 4 mL destile suda ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Enzim (Asetilkolin esteraz ve Biitirilkolin esteraz): 0.2 mg enzimin 4 mL fosfat

tamponunda ¢ozililmesiyle hazirlandi.
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3. 3. Belirtecler

3. 3. 1. Kromatografi islemlerinde Kullamlan Belirtecler

Serik Siilfat Belirteci: 2 g Ce(SO4)2.4H,0 100ml %10’luk H,SO4 iginde ¢oziilmesi ile
hazirlandi. Belirteg piskiirtiildiikten sonra kromatografi plagi 100°C’de 5-10 dakika
lekeler olusuncaya kadar bekletildi.

3. 3. 2. UV Spektrumu Kayma Belirtecleri

Sodyum metoksit (NaOMe) Belirteci: 2.5 g temizlenmis metalik sodyum kiigiik
parcaciklar halinde 100 ml saf metanole dikkatlice ilave edilerek hazirlandi.
Aliiminyum Kloriir (AICl;) Belirteci: 5 g susuz aliminyum (III) kloriir 100 ml saf
metanolde ¢oziilerek hazirlandi.

Hidroklorik Asit (HCI) Cozeltisi: 50 ml saf derisik HCI’in 100 ml destile su ile
karigtirilmasiyla hazirlandi.

Sodyum Asetat (NaOAc) Belirteci: Toz halinde susuz saf sodyum asetat kullanildi.
Borik Asit (H3sBOs3) : Toz halinde susuz saf borik asit kullanildi.

3. 4. Kullanilan Cihazlar

NMR Spektrometresi: *H NMR ve *C-NMR spektrumlar1 Varian Oxford 300 MHz
cihazinda alinmistir. Coziicii olarak CDCl3; ve CD30D kullanilmaistir.

Kiitle Spektroskopisi: Kiitle spektrometresi Ol¢timlerinde Zivak Technologies,
Tandem Gold LC-MS kullanilmistir.

HPLC: Shimadzu Prominence LC-8A preperatif geri-dongiili HPLC (C-18 kolon)
kullanilmstir.

Infrared Spektrofotometresi: Mattson 1000 FTIR Spektrometresi ve Shimadzu IR
470 Infared Spektrometresi kullanilmistir.

Ultraviyole Spektrofotometresi: Spektrumlar Shimadzu UV-160A cihazinda alind1.

3. 5. Coziiciiler
Ekstraksiyon iglemlerinde, kolon kromatografisinde ve 6n ayirma islemlerinde
teknik ¢oziiciiler tekrar destile edildikten sonra kullanilmis, madde saflastirilmasinda

Merck ¢oziicliler, spektral analizler i¢in spektroskopik ¢oziiciiler kullanilmistir.
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BOLUM 4

4. DENEYSEL KISIM

4. 1. Bitkinin Ekstre Edilmesi

Xanthium strumarium L. (Astreceae) bitkisi 26 Eylil 2011’de Trakya
Universitesi Balkan Yerleskesi’nden (A1/E, Edirne, Merkez) Pinar Alpaslan ve Yrd.
Dog. Dr. Ozlem Demirkiran tarafindan toplandi. Bitkinin tanimlanmasi Trakya
Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik Ana Bilim Dali 6gretim iiyesi Yrd. Dog. Dr.
Mehmet AYBEKE tarafindan yapildi (EDTU Herbaryumu, No: 894). Bitki golgede
kurutulup, toprak {istli ve kok kisimlar1 ayrilarak toprak iistli kismi ¢aligilmak iizere ufak
parcalar halinde kesildi.

2.5 kg kuru bitki oda sartlarinda, biiyiik cam kavanozlarda haftada bir siiziilmek
kosuluyla ii¢ hafta maserasyon yontemi ile ekstrakte edildi. Coziicli rotaevaporatorde
buharlastirildiktan sonra elde edilen 325 g ham ekstre su ile seyreltilip sirasi ile hegzan,
diklorometan ve etil asetat ile ekstraksiyonlar1 gergeklestirildi.

Bu fazlar rotaevaporatérde yogunlastirilarak hegzan, diklorometan, etil asetat ve
su fazina ait ekstreler elde edildi. Biyolojik aktivite i¢in her fazdan numune alindi. Elde
edilen ekstrelerin miktarlar1 asagidaki gibidir:

Hegzan fazi: 97.21 g

Diklorometan fazi: 10 g

Etil asetat faz1: 2.5 ¢

Su fazi: 215.42 g

Daha sonra her bir ekstreye ince tabaka kromatografisi uygulandi. Yapilan TLC
gozlemlerine dayanarak hegzan ve diklorometan ekstrelerindeki lekeler birbirine
benzedigi i¢in bu ekstrelerin birlestirilerek ¢alisilmasina karar verildi. Etil asetat
ekstersinde, UV 1s1k altinda mor, serik siilfat belirteci ile yakildiginda sar1 renk veren

bilesenlerin flavonoidler olabilecegi sonucuna varildi. Su fazinda gézlenen kahve-siyah
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lekeler genellikle herhangi bir biyolojik aktivite gostermeyen sekerli bilesikler

olabileceginden dolayi su fazinin ¢alisilmasi planlanmadi.

Xanthium Strumarium
(2.5 kg kurutulup, égiitiilmiis)

Metanol ile oda sicakhiginda maserasyon
(3 hafta, haftada 1 kez metanol siiziiliip ucuruldu)

Siizme ve
Evaporasyon

l |

Bitki (MeOH) Ekstresi Posa

Sekil 4. 1. Ana ekstrenin eldesi

56



Diklorometan ile
ekstraksiyon

Bitki Ekstresi

Suile
seyreltme

Hegzan ile
ekstraksiyon

v

Sulu Faz

Sulu Faz

Hegzan Faz

Sulu Faz

Etil asetat ile
ekstraksiyon

Diklorometan Fazi

Sulu Faz

Etil asetat Fazi

Sekil 4. 2. Hegzan, diklorometan, etil asetat ve su fazlarmnin eldesi
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4. 2. Kromatografik Yontemlerle Ayirma ve Saflastirma Islemleri

4. 2. 1. Dikloro metan ve Hegzan Ekstresindeki Bilesiklerin izolasyonu ve
Saflastirilmasi

Hegzan ve diklorometan fraksiyonlar1 birlestirilerek silika jel kolon
kromatografisi uygulandi. Hegzan ve artan oranda diklorometan ilavesi ve daha sonra
metanol ilavesi ile kolon fraksiyonlandirilarak 415 tiipe toplandi. Her bir tiipiin i¢erigine
TLC uyguland1 ve birbiririne benzeyen kisimlar birlestirilerek ondokuz alt fraksiyon
elde edildi. 7. fraksiyondaki tiiplerde ignemsi Kristaller olustugu gozlendi ve kristallerin
bir kismi hegzan-diklorometan karisimi ile yikanarak, bir kismi da 1:2 diklorometan:
hekzan karisimindan yeniden kristallendirme islemiyle ayrilarak 1 numarali Xanthatin
bilesigi elde edildi. 19 alt fraksiyona TLC uygulandiktan sonra XS-6, XS-8, XS-10, XS-
13, XS-14, XS-15 ve XS-16 fraksiyonlarina tekrar kolon kromatografisi uygulanmasina
karar verildi. XS-8 fraksiyonu silikajel kolona tatbik edilerek hegzan ve artan oranda
etil asetat ¢oziicii sistemi ile elue edildi. Kolonun incelenen TLC’sine gore fraksiyonlar
birlestirilip ondort alt fraksiyona toplandi. Toplanan fraksiyonlara preperatif TLC
uygulanarak ikinci fraksiyondan 3 numarali bilesik 4-okso-bedfordia asit ve 11.
fraksiyondan 4 numarali isoxanthanol bilesigi elde edildi. XS-6 fraksiyonuda silikajel
kolona tabi tutuldu. Kolondan elde edilen 12. tiipte bir miiddet sonra bir bilesigin
kristallendigi gozlemlendi. UV aktif olmayan kristallere yapilan spektral analizler
sonucunda bilesigin yapisi 5 numarali stigmasterol olarak belirlendi. XS-13, XS-14 ve
XS-15 fraksiyonlar1 da silikajel kolona yiiklenerek hegzan ve artan oranda etil asetat ve
daha sonra etil asetat ve artan oranda metanol karigimi ile fraksiyonlandirildilar.
Fraksiyonlarin TLC’leri incelenerek preperatif TLC ve bazi fraksiyonlara HPLC
uygulandi. Birbirine ¢ok yakin maddelerin ayrilamadigi ya da ayrilan maddelerin
miktarmin ¢ok az olmasindan dolayr spektral olarak bir bulguya rastlanamadi. XS-16
fraksiyonu da silikajel kolonda elue edildi. Fraksiyonlarm TLC ile incelenmesiyle 12.
tipteki maddenin saf oldugu disiiniilerek basta NMR olmak {izere spektroskopik
incelemeleri yapildi ve 12. tiipteki maddenin 2 numarali tomentosin bilesigine ait

oldugu tespit edildi.
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4. 2. 1. 1. Dikloro metan ve Hegzan Ekstresinden Elde Edilen Bilesiklerin Fiziksel
ve Spektral Ozellikleri

1 Numarah Bilesik: 4-okso-1(5),2,11(13)-Xanthatrien-12,8-olid; Xanthatin

14

8
lITe)

13

Sekil 4. 3. Xanthatin

Xanthatin birlestirilmis hegzan ve dikloro metan ekstraktinin silikajel kolona
tatbik edilip hegzan-diklorometan ¢oziicii sistemi ile eliie edilmesi sonucunda renksiz
ignemsi kristaller halinde elde edildi (100 mg). UV 1sik altinda mor renkli gézlenen

bilesik serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiktan sonra turuncu renk verdi.
E.N.:76 °C
UV Amax (nm) CH,Cl,: 294

IR vmax (KBr) cm™: 1765, 1650, 1605, 1362, 1288, 1200, 1183, 995, 965
ESI-MS m/z: 269.1 [M+Na]*
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Tablo 4. 1. Xanthatin bilesigi i¢in "H-NMR (300 MHz, CDCls), DEPT ve **C-NMR (75
MHz, CDCl3) degerleri

No 'H-NMR BC-NMR DEPT
1 — 144.9 —

2 7.08, d (J=15.6 Hz) 148.8 —CH
3 6.21, d (J=15.6 Hz) 124.8 —CH
4 _ 198.9 —

5 6.30, dd (J=9.0 ve 2.7 Hz) 138.5 —CH
6a | 2.82,ddd (J=11.7, 9.0 ve 2.7 Hz) 27.3 —CH,
6p 2.22-2.30, m 27.3 —CH,
7 2.52-2.61, m 47.6 —CH
8 4.31, ddd (J=12.3, 9.9 ve 2.7 Hz) 81.7 —CH
9¢ | 1.86,ddd (J=16.0, 12.6 ve 3.9 Hz) 36.7 —CH;
o 2.37-2.42, m 36.7 —CH;
10 2.33-2.36, m 29.2 —CH
11 — 170.0 —
12 — 139.3 —
s | em i ws | on
14 1.16, d (J=7.2 Hz) 19.0 —CHjs
15 2.31,s 28.1 —CHjs

60



2 Numarah Bilesik: 4-okso-1(5), 11(13) xanthatrien-12,8 olid; Tomentosin

Sekil 4. 4. Tomentosin

Tomentosin XS-16 fraksiyonunun silikajel kolonda hegzan ve artan oranda etil
asetat ¢oziicli sistemi ile yikanmasi sonucunda renksiz yagimsi sekilde edildi (50 mg).
UV 151k altinda mor renkli gozlenen bilesik serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiktan
sonra kahverengi renk verdi.

UV Amax (M) CH,Cly: 245.5

IR vmax (CHCIs) cm™: 1775, 1710, 1590, 1210, 1083, 950

ESI-MS m/z: 271.1 [M+Na]"

61



Tablo 4. 2. Tomentosin bilesigi i¢in *H-NMR (300 MHz, CDCls), DEPT ve *C-NMR
(75 MHz, CDCl3) degerleri

No 'H-NMR BC-NMR DEPT
1 — 139.9 —

2 2.44-2.55, m 34.6 —CH,
3 2.44-2.55 m 42.9 —CH,
4 — 208.4 —

5 5.53, dd (J=8.4 ve 1.5 Hz) 118.8 —CH
6a 2.20-2.34, m 26.1 —CH,
6p 2.02, m 26.1 —CH,
7 2.44-2.55, m 48.4 —CH
8 4.22, ddd (J=12.0, 7.2 ve 4.8 Hz) 82.3 —CH
9q 1.7, ddd (J=12.0 ve 4.2 Hz) 37.2 —CH;
9B 2.20-2.34, m 37.2 —CH;
10 2.20-2.34, m 34.2 —CH
11 — 170.4 —
12 — 146.5 —
5| ceitem e | on
14 1.13,d (7.5 Hz) 18.7 —CHjs
15 2.16, s 30.2 —CHjs
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3 Numarah Bilesik: 4-okso-bedfordia asit

Sekil 4. 5. 4-okso-bedfordia asit

4-okso-bedfordia asit XS-8 fraksiyonunun silikajel kolonda hegzan ve artan
oranda etil asetat ¢oziicii sistemi ile fraksiyonlandirilip, 2. fraksiyona preperatif TLC
uygulanmasi sonucunda renksiz yagimsi sekilde edildi (20 mg). UV 1sik altinda mor
renkli gozlenen bilesik serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiktan sonra sarimsi
kahverengi renk verdi.

UV Amax (M) CH,Cl,: 291.5

IR vmax (CHCI3) cm™: 3500,1712, 1630, 1307, 1200, 1030, 975

ESI-MS m/z: 273.1 [M+Na]"
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Tablo 4. 3. 4-okso-bedfordia asit bilesigi igin *H-NMR (300 MHz, CDCls), DEPT ve
3C-NMR (75 MHz, CDCls) degerleri

I\CI:o 'H-NMR BC-NMR DEPT
— 147.4 —
2 2.18-2.23, m 33.6 —CH,
3 2.52-2.56, m 42.9 —CH,
4 — 209.3 —
5 5.43, dd, (J=6.3 vel.2 Hz) 124.7 —CH
6 1.64-1.7,m 32.8 —CH,
7 2.48,m 39.6 —CH
8 1.77-1.82, m 31.7 —CH,
9 2.18-2.23, m 34.0 —CH,
10 2.28-2.33, m 37.3 —CH
11 — 172.6 —
12 — 146.6 —
5| el we | on
14 1.12, d (J=7.5 Hz) 16.9 —CHs
15 2.10, s 30.2 —CHs
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4 Numarah Bilesik: 2-asetoksi,4-hidroksi 1(5), 11(13)-xanthadien-12,8 olid;
Isoxanthanol

Sekil 4. 6. Isoxanthanol

Isoxanthanol XS-8 fraksiyonunun silikajel kolonda hegzan ve artan oranda etil
asetat ¢oziicii sistemi ile fraksiyonlandirilip, 11. fraksiyona preperatif TLC uygulanmasi
sonucunda renksiz yagimsi sekilde edildi (20 mg). UV 1sik altinda mor renkli gézlenen
bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiktan sonra kahverengi renk verdi.

UV Amax (M) CH,Cl,: 248

IR vmax (CHCI3) cm™: 3400, 1772, 1740, 1610, 1345, 1210, 1110, 980

ESI-MS m/z: 331.2 [M+Na]"
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Tablo 4. 4. Isoxanthanol bilesigi icin *H-NMR (300 MHz, CDCls), DEPT ve *C-NMR
(75 MHz, CDCl3) degerleri

C No 'H-NMR BC-NMR DEPT
1 — 146.2 —
2 5.39, dd, (J=10.5 ve 3.3 Hz) 78.0 —CH
3 1.57,m 43.6 —CH;
4 3.71, m 64.0 —CH
5 5.93, dd, (J=9.6 ve 5.7 Hz) 126.1 —CH
6a 2.45-2.54, m 25.4 —CH;
6p 2.16, m 25.4 —CH;
7 2.45-2.54, m 48.2 —CH
8 4.29, ddd (J=10.2, 9.3 ve 2.5 Hz) 82.3 —CH
9q 1.69-1.88, m 37.0 —CH;
9p 2.32,m 37.0 —CH;
10 2.8,m 30.1 —CH
11 — 171.5 —
12 — 139.4 —
. c.46.d (133 9 1188 -~
14 1.15,d (7.2 Hz) 19.5 —CHs
15 1.22,s 23.5 —CHs
16 — 1715 —
17 2.10, s 21.4 —CHs
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5 Numarah Bilesik : (E)-17-(5-Etil-6-metilhept-3-en-2-il)-10,13-dimetil 2, 3, 4, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17-tetradekahidro-1H-siklopenta [a] fenantren-3-ol;
Stigmasterol

HO

Sekil 4. 7. Stigmasterol

Stigmasterol XS-6 fraksiyonunun silikajel kolonda hegzan ve artan oranda
etilasetat ¢oziicii sistemi ile yikanmasi sonucunda renksiz kati halde elde edildi (120
mg). UV 1sik altinda (254 ve 366 nm) absorbansi gozlenemedi. Serik siilfat belirteci
puskiirtiiliip yakildiktan sonra bordo-kirmizi renk verdi. E.N.: 169-170 °C

UV Amax (M) CHCl,: 260

IR vmax (CHCI3) cm™: 3434, 2924, 1639, 1457, 1375, 1179

ESI-MS: m/z 413.4 [M+H]"

'H-NMR (CDCls, 6, 300 MHz, ppm) : 5.36 (1H, br. s, H-6), 5.15 (1H, m, H-22),
5.03 (1H, m, H-23)ppm de, 3.53 ppm de (1H, m, H-3), 1.0 (3H, s, Me-19), 0.92 (3H, d,
J = 5.7 Hz, Me-27), 0.82 (3H, t, J = 6.3 Hz, Me-29), 0.69 (3H, d, J =5.7 Hz, Me-26),
1.05-2.20 (36H, m, metilen protonlar1).
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4. 2. 2. Etilasetat Ekstresindeki Bilesiklerin Izolasyonu ve Saflastiriimasi

Etilasetat fraksiyonu poliamid kolona yiiklenerek artan oranda metanol ilavesi
ile diklorometan-metanol ¢6ziicti sistemi ve daha sonra %50 su-metanol, %100 su
¢oziicii sistemi ile yikandi. Yapilan fraksiyonlandirma isleminden 80 alt fraksiyon elde
edildi. Fraksiyonlarmm TLC’leri incelenerek saf olabilecekler belirlendi. 38 numarali
fraksiyonun metanol ile yikanmasi sonucunda sar1 toz formunda 6 numarali axillarin
bilesigi elde edildi. 42 numarali fraksiyonda goézlenen sari-turuncu renkli Kristallerin
spektral degerleri incelenerek 7 numarali p-hidroksi benzoik asit oldugu tespit
edilmistir. TLC’de 69-72 numara araligindaki fraksiyonlar temiz ve tek leke
oldugundan spektral olarak incelenmesi yapilmis ve 8 numarali 1,5-di-O-kaffeoil kuinik

asit bilesigi oldugu belirlenmistir.
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4. 2. 2. 1. Etilasetat Ekstresinden Elde Edilen Bilesiklerin Fiziksel ve Spektral
Ozellikleri

6 Numarah Bilesik: Axillarin; 3,6-dimetoksi-5,7,3’,4’-tetrahidroksiflavon

Sekil 4. 8. Axillarin

Axillarin bilesigi etil asetat ekstraktinin poliamid kolona tatbik edilip
diklorometan ve artan oranda metanol ilavesi ile eliie edilmesi sonucu sar1 renkli toz
halinde elde edildi (110 mg). UV 1sik altinda mor renkli gézlenen bilesik serif siilfat
belirteci piiskiirtiiliip yakildiktan sonra sar1 renk verdi.

UV Amax (nm) MeOH: 224.5, 260.5, 373.5

NaOMe: 411.0

AICl;: 211.0, 267.0, 387.5

AICI;+HCI: 212.0, 361.0, 362.2

NaOAc: 206.5, 272.5, 403.5

NaOAc+H3;BO3: 212.5, 264.0, 380.0

IR vmax (nujol) cm™: 3400, 1660, 1615, 1545, 1394, 1332, 1156, 1090, 959, 758
ESI-MS m/z : 341.2 [M+Na]"
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Tablo 4. 5. Axillarin bilesigi igin "H-NMR (300 MHz, CD30D) ve "*C-NMR (75 MHz,
CD3;0D) degerleri

C No 'H-NMR BC.NMR
2 — 156.9
3 — 138.0
4 — 179.7
5 — 167.1
6 — 132.0
7 — 158.0
8 6.49, s 93.7
8a — 152.5
4a — 106.9
r — 121.1
2 7.61,d (J=2.1 Hz) 115.2
3 — 146.3
e — 148.5
5 6.89, d (J=8.4 Hz) 115.0
6 7.52, dd (J=8.4 ve 2.1 Hz) 121.5

3-OMe 3.77,s 59.3

6-OMe 3.87, s 59.7
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7 Numarah Bilesik: 4-hidroksibenzoik asit; p-hidroksibenzoik asit

Sekil 4. 9. 4-hidroksibenzoik asit

4-hidroksibenzoik asit bilesigi etil asetat ekstraktmin poliamid kolona tatbik
edilip diklorometan ve artan oranda metanol ilavesi ile eliie edilmesi sonucu elde edildi
(40 mg). Serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiktan sonra kahverengi renk verdi.
UV Amax (nm) MeOH: 342, 253.5, 205.5, 253.5, 205.5
IR vmax (KBr) cm™: 3405, 2854,1660, 1635, 1445, 1293, 1085, 930.
ESI-MS m/z : 161.0 [M+Na']*

Tablo 4. 6. 4-hidroksibenzoik asit bilesigi icin "H-NMR (300 MHz, CDs;0D) ve *C-
NMR (75 MHz, CDs0OD) degerleri

C No 'H-NMR BC.NMR
1 — 121.1
2 7.87,d,(J=9.0Hz) |  131.8
3 6.81,d, (J=9.0Hz) |  115.0
4 — 162.0
5 6.81,d, (J=9.0Hz) |  115.0
6 7.87,d, (J=9.0Hz) |  131.8
—COOH — 169.0
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8 Numarah Bilesik: Sinarin; 1,5-Di-O-kaffeoilkuinik asit

Sekil 4. 10. Sinarin

Sinarin bilesigi etil asetat eckstraktinin poliamid kolona tatbik edilip
diklorometan ve artan oranda metanol ilavesi ile eliie edilmesi sonucu elde edildi (80
mQ). Serik siilfat belirteci puiskiirtiiliip yakildiktan sonra gri-kahve renk verdi.

UV Amax (nm) MeOH: 210.0, 261.0, 310.0, 376.0

IR vmax (KBr) cm™: 3424, 1674, 1635, 1510, 1435, 1278, 1176, 1081, 1033, 978
ESI-MS m/z: 539.1 [M+Na']"
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Tablo 4. 7. Sinarin bilesigi icin *"H-NMR (300 MHz, CD;0D) ve **C-NMR (75 MHz,
CD30D) degerleri

C No 'H-NMR BC-NMR
1,1’ — 126.6
2,2’ 7.05, d, (J=1.2 Hz) 115.3
3,3° — 146.1
4,4’ — 148.4
5,5 6.77, d (J=7.8 Hz) 113.9
6,6’ 6.95, dd (J=7.8 ve 1.2 Hz) 121.9
7,7’ 7.57, d (J=15.6 Hz) 145.6
8 6.26, d (J=15.6 Hz) 115.3
8’ 6.30, d (J=15.6 Hz) 115.3
9 — 166.9
9’ — 167.6
17 — 86.3
2% 2.10, m 30.2
3” 4.28, br dd, (J=3.0 Hz) 68.5
47 3.77, dd, (J=8.1 ve 3.0 Hz) 71.3
5% 5.39, td (J=8.1 ve 3.4 Hz) 70.3
6’ 2.51, m 35.8
77 — 174.0

73



BOLUM 5

5. SONUCLAR VE TARTISMA

5. 1. Kimyasal Bulgular

5. 1. 1. 1 numaral bilesik: 4-okso-1(5), 2, 11(13)- xanthatrien-12, 8-olide;
Xanthatin

14

8
"'””/O

13

Xanthatin

Xanthatin bilesigi daha once ¢esitli Xanthium tiirlerinden izole edilmistir. Bocek

savar Ozelliginin yani1 sira antibakteriyal, antifungal etkileri vardir [1].

IR spektrumunda 1765 cm™ de lakton grubuna ait karboksil band1, 1680 cm™ de

karboksil band1 ve 1605-965 cm™ de doymamislik bantlar1 gézlenmistir.

Bilesigin DCM ile almman UV spektrumunda maksimum absorbsiyon bandi 294

nm’de gbzlemlenmistir.

Bilesik ESI-MS kiitle spektroskopisinde CisHi1g03; kapali formiiliine karsilik

gelen molekiiler iyon pikini m/z 269.1 [M+Na']" olarak vermistir.
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Bilesigin 'H-NMR spektrumunda yedili halkadaki vinilik proton (H-5) 6.30
ppm’de (dd, J=9.0 ve 2.7 Hz, 1H), alifatik protonlardan oksimetin protonu (H-8) 4.31
(ddd, J=12.3, 9.9 ve 2.7 Hz, 1H), H-60 2.82 ppm (ddd, J=11.7, 9.0 ve 2.7 Hz, 1H), H-6/
2.22-2.30 ppm (m, 1H), H-7 2.52-2.61 ppm (m, 1H), H-9a 1.86 ppm (ddd, J=16.0, 12.6
ve 3.9 Hz, 1H), H-94 2.37-2.42 (m, 1H), H-10 2.33-2.36 ppm (m, 1H) ve halkaya bagli
metil grubu protonlart (H-14) 1.16 ppm’de (d, J=7.2 Hz, 3H) g6zlenmistir. Karbonile o,
p-doymamis konumda olan olefinik protonlardan g konumda olan hidrojen (H-2)
karbonilin rezonansla elektron ¢ekmesinden dolay1 asagi alanda 7.08 ppm’de dublet
sinyal verirken o konumda olan hidrojen (H-3) 6.21 ppm’de dublet sinyal vermistir ve
15.6 Hz’lik yarilma sabiti bunlarin trans konumda oldugunu kanitlar sekildedir.
Karbonil grubuna bagli metil protonlar1 (H-15) 2.31 ppm’de (s, 3H) sinyal vermistir.
Lakton halkasina bagh vinilik metilen protonlarinin (H-13) 6.21 ve 5.51 ppm’de 3.0
Hz’lik geminal yarilma degeriyle dublet sinyal verdigi gozlendi.

Bilesigin DEPT spekturumu alimmis ve 6 metin karbonu, 3 metilen karbonu, 2
tane metil karbonu piki ¢ikmustir. *C-NMR spektrumunda «,-doymamis karbonil
grubu 198.9 ppm’de gézlenirken lakton kisminm karbonili 170.0 ppm’de pik vermistir.
Lakton halkasina baglh vinilik grup karbonlar1 139.3 (C-12) ve 119.3 (C-13) ppm’de
gbzlemlenmislerdir. Karbonil grubuna o, konumda bulunan trans olefinik karbonlardan
C-3 (a) 124.8 ppm’de sinyal verirken C-2 (f) 148.8 ppm’de ve karbonil grubunun diger
tarafindan bagli olan metil karbonu 28.1 (C-15) ppm’de sinyal vermistir. Yedili
halkadaki olefinik karbonlar 144.9 (C-1) ve 138.5 (C-5) ppm’de, lakton halkasinin
oksijenine bagli metin karbonu 81.7 (C-8) ppm’de ve halkaya bagh diger karbonlar ise
476 (C-7), 36.7 (C-9), 29.2 (C-10), 27.3 (C-6) ve 19.0 (C-14) ppm’de
gozlemlenmiglerdir.

HMBC spektrumunda 6nemli eslesmeler H-15 (CHgs), H-2 ve H-3 protonlar ile
C-4 karbonili arasinda gozlemlendi. Ayrica H-5, H-10 ve H-3 protonlar1 C-2 karbonu
ile, H-14, H-10, H-5 ve H-6 protonlari C-1 karbonu ile eslesme gostermistir. Lakton

halkasinin karbonil grubu ile H-13 vinilik protonlar: arasinda da eslesme goézlenmistir.
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Sekil 5. 1. Xanthatin bilesigine ait HMBC korelasyonlar1

COSY spektrumunda trans olefinik protonlar arasinda, H-6 protonlar1 ile H-5
protonu arasinda, H-9 protonlar1 ile H-8 protonu arasinda, H-7 ve H-8 protonlari
arasinda, H-14 ile H-10 protonlar1 arasinda eslesmeler goriilmiistiir.

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes

oldugu belirlendiginden  bilesigin  Xanthatin ~ oldugu  dogrulanmistir  [29].

76



oedomsuung

LL

FREQUENCY PPM HEIGHT INDEX FREOUENCY PPM HEIGHT

2133.887 7.114 13.0 37 758.546 2.529 4.2
2117.779 7.061 14.7 38 726.916 2.423 6.4
1898.416 6.329 7.3 39 723.987 2.414 7.0
1895.194 6.318. 8.0 40 722.816 2.410 7.4
1889.337 6.299 8.4 41 720.180 2.401 6.8 |
1885.822 6.287 . 8.0 42 713.736 2.380 9.0
1876.157 6.255 2.5 43 711.101 2.371 10.1 |
1870.593 6.236 15.5 44 709.929 2.367 9.5
1864.735 6.217 25.0 45 707.000 2.357 9.8
1861.221 6.205 25.8 46 701.436 2.339 9.1
1854.778 6.184 13.7 a7 695.578 2.319 148.5
1655.915 5.521 24.3 48 691.771 2.306 7.0
1652.987 5.511 23.4 49 687.378 2.292 8.7
1648.886 5.497 2.5 50 682.985 2.277 5.2
1306.223 4.355 4.8 51 678.299 2.261 3.6
1303.587 4.346 5.0 52 675.077 2.251 5.7
1296.265 4.322 6.0 s3 670.977 2.237 6.8
1293.922 4.314 9.3 =54 666.876 2.223 4.8
1291.579 4.306 5.7 s5 662.190 2.208 2.4
1284.257 4.282 5.6 56 658.383 2.195 4.1
1281.621 4.273 5.1 57 655.161 2.184 3.5
860,760 2.870 5.3 s8 §73.156 1.911 6.1
858.124 2.861 5.2 59 569.349 1.898 6.2
851.681 2.839 5.6 60 557.048 1.857 7.6
849.045 2.831 5.8 61 548.262 1.828 4.7
844.066 2.814 6.7 62 544.162 1.814 4.3
841.430 2.805 6.7 63 354.086 1.180 52.4
834.987 2.784 5.8
832.351 2.775 5.9
782.855 2.610 3.6
779.926 2.600 3.s
776.119 2.588 2.9
771.140 2.571 5.5
768.504 2.562 4.9
764.697 2.549 3.0
761.182 2.538 4.1 x
i ‘ | 1"
] vw | ‘J
’l"\‘*\‘f‘ i 4
E S I SRS " B N S—
7 6 5 4 3 2 8

Sekil 5. 2. Xanthatin bilesigine ait "H-NMR (300 MHz, CDCls) spektrumu
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Spectrum 1A
BP: 269,1 (1,039e+8=100%), od1001.xms 2.929 min, Scan: 207, 150.0:280.0>, RIC: 3,287e+8
100%- 269.1 g
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] ]
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Sekil 5. 7. Xanthatin bilesigine ait ESI-MS spektrumu



5. 1. 2. 2 Numarah Bilesik 4-okso-1(5), 11(13) xanthatrien-12,8 olid; Tomentosin

Tomentosin

Bilesigin DCM ile alinan UV spektrumunda maksimum absorbsiyon bandi
245.5 nm’ de gozlemlenmistir.

IR spektrumunda 1775cm™ de lakton grubuna ait karboksil bandi, 1710 cm™ de
karboksil band1 gézlenmistir.

Bilesik ESI-MS kiitle spektroskopisinde Ci5H2003; kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 271.1 [M+Na']" olarak vermistir.

'H-NMR spektrumunda onceki yapiya gore spektrumda iki dublet pikinin
eksikligi ve olefinik hidrojen H-5’in 5.53 ppm’de (dd, J=8.4 ve 1.5 Hz, 1H) daha
yiiksek alanda sinyal vermesi yapida konjugasyonu saglayan 2-3 konjuge ¢ift bagin
bulunmadigini disiindirmiistiir. Ayrica spekturumda 2.44-2.55 ppm araliginda 4H
integraline sahip multiplet sinyal gozlenerek H-2 ve H-3 metilen protonlarmin varligma
karar verilmistir. 3H integraline sahip iki metil grubunun protonlarindan karbonil
grubuna bagli olan (H-15) 2.16 ppm’de ve yedili halkaya bagli olan (H-14) 1.13 ppm’de
singlet sinyal vermistir. Yedili halkadaki oksi metin protonu (H-8) 4.22 ppm’de (ddd,
J=12.0, 7.2 ve 4.8 Hz, 1H) ve diger alifatik protonlar H-64 2. 02 ppm (m, 1H), H-7
2.44-2.55 ppm (m, 1H), H-9« 1.7 ppm (ddd, J=12.0 ve 4.2 Hz, 1H) ve H-6a, H-95 ve
H-10 protonlar1 2.20-2.34 ppm araliginda multiplet olarak ortismiiglerdir. Lakton
halkasina baglh ekzosiklik ¢ift bag protonlar1 (H-13) 6.15 (d, J=3.3 Hz, 1H) ve 5.44 ppm
(d, J=3.3 Hz, 1H) degerlerinde gdzlemlenmistir.
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Bilesigin DEPT spekturumu almmis, 4 tane metin karbonu, 5 tane metilen
karbonu ve 2 tane metil karbonu piki ¢ikmustir. *C-NMR spektrumunda lakton
karbonili 170.4 ppm’de ve keton karbonili 208.4 ppm’de sinyal vermistir. Karbonile
komsu C-2 karbonunun 42.9 ppm, C-3 karbonunun 34.6 ppm’de ve olefinik
karbonlardan olan C-5 konjugasyon olmamasindan dolay1 118.8 ppm degerinde 1 nolu
bilesige kiyasla daha yiiksek manyetik alanda sinyal vermistir. Karbonile bagli metil
karbonu (C-15) 30.2 ppm, yedili halkadaki C-1 139.9 ppm, oksimetin protonu (C-8)
82.3 ppm, C-7 48.4 ppm, C-9 37.2 ppm, C-10 34.2 ppm, C-6 26.1 ppm, metil grubu
karbonu (C-14) 18.7 ppm’de gozlenmistir. Lakton halkasma bagl vinilik karbonlar (C-
12) 146.5 ve (C-13) 121.8 ppm’de gozlenmistir.

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes

olmas1 yapinin Tomentosin oldugu goriisiinii desteklemistir. [101, 102].
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Sekil 5. 8. Tomentosin bilesigine ait "H-NMR (300 MHz, CDCl5) spektrumu
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Sekil 5. 9. Tomentosin bilesigine ait **C-NMR (75 MHz, CDCls) spektrumu



L8

R ——

L L e s

Mwwmww WWWWWWW S s ,WMWWWWM T —

200 180 160 140 120 100 80 60

Sekil 5. 10. Tomentosin bilesigine ait DEPT (75 MHz, CDCl3) spektrumu



88

Spectrum 1A

BP: 271,1 (4,808e+8=100%), od1-parcalanma002.xms

2.536 min, Scan: 451, 180.0:280.0>, RIC: 1.010e+9
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Sekil 5. 11. Tomentosin bilesigine ait ESI-MS spektrumu



5. 1. 3. 3 Numarah Bilesik: 4-okso-bedfordia asit

4-okso-bedfordia asit

Bilesigin DCM ile alinan UV spektrumunda maksimum absorbsiyon bandi
291.5 nm’ de gozlemlenmistir.

IR spektrumunda karboksilli asidin 1715 cm™ de karboksil ve 3500 cm™ de O-H
gerilmeleri, 1710 cm™de karbonil band: gézlenmistir.

Bilesik ESI-MS kiitle spektroskopisinde Ci5H2,03; kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 273.1 [M+Na]" olarak vermistir.

'H-NMR spektrumu genel olarak 2 nolu bilesigin spektrumuna benzemektedir.
En Onemli fark diger iki Xantholid yapilarinda karakteristik olarak 4 ppm civarinda
sinyal veren oksimetin protonu pikinin bu bilesigin spektrumunda gozlenmemesi
olmustur. H-8 protonlar1 1.77-1.82 ppm civarinda (m, 2H) sinyal vermistir. Karbonil
grubuna bagli metil protonlar1 (H-15) 2.10 ppm'de ve yedili halkaya bagli metil
protonlarmin (H-14) 1.12 ppm’de singlet sinyal verdigi gézlenmistir. Bilesigin asit
kismima komsu vinilik protonlar (H-13) 6.13 ppm (d, J=1.2 Hz, 1H) ve 5.60 ppm’de (d,
J=1.2 Hz, 1H) sinyal vermistir.

Yedili halkadaki alifatik protonlarin karbonlarini belirleyebilmek icin HMQC
spektrumundan faydalanilmigtir. Buna gére 32.8 ppm’deki karbonun (C-6) 1,64-1.7
ppm arasindaki protonlari, 39.6 ppm’deki karbonun (C-7) 2.48 ppm’deki protonu, 31.7
ppm’deki (C-8) karbonunun 1.77-1.82 ppm arasindaki protonlari, 34.0 ppm’deki
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karbonun (C-9) 2.18-2.23 ppm arasindaki protonlari ve 37.3 ppm’deki karbonun (C-10)
2.28-2.33 ppm arasindaki protonlar1 tasidig1 belirlenmistir.

Bilesigin DEPT spekturumu alinmig, 3 tane metin karbonu, 6 tane metilen
karbonu ve 2 tane metil grubu karbonu piki belirlenmistir. Metin karbonlar1 124.7 (C-5),
39.6 (C-7) ve 37.3 (C-10) ppm, metilen karbonlar1 122.8 (C-13), 42.9 (C-3), 39.6 (C-7),
34.0 (C-9), 33.6 (C-2), 31.7 (C-8) ppm, metil karbonlarinin ise 30.2 (C-15) ve 16.9 (C-
14) ppm degerlerinde sinyal verdigi gozlemlenmistir. DEPT spektrumuna ek olarak **C-
NMR spekturumunda 147.4 (C-1) ve 146.6 (C-12) ppm’de kuarterner olefinik
karbonlar, 172.6 (C-11) ppm de karboksilli asit karbonu ve 209.3 (C-4) ppm degerinde
keton karbonil piki belirlenmistir.

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes
oldugu goriildiigiinden bilesigin 4-okso-bedfordia asit oldugu goriisiine varilmistir [101,
103]

90



|
l'\}
; l
I, |
= |
| lr—-
‘\ | |
(I
\ LI
| RILN
l“ \'v_‘:l.“"\_‘ ‘v.»\‘\_._v . g S S N
T o 7" == I ax U [T = Bl
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0

Sekil 5. 12. 4-0kso-bedfordia asit bilesigine ait "H-NMR (300 MHz, CDCls) spektrumu
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Sekil 5. 13. 4-okso-bedfordia asit bilesigine ait **C-NMR (75 MHz, CDCls) spektrumu
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Spectrum 1A
BP: 273,1 (1,230e+8=100%), 0d3.xms 2.622 min, Scan: 421, 200.0:280.0>, RIC: 3,941e+8
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Sekil 5. 15. 4-okso-bedfordia asit bilesigine ait ESI-MS spektrumu



5. 1. 4. 4 Numarah Bilesik -asetoksi,4-hidroksi 1(5), 11(13)-xanthadien-12,8 olid;
Isoxanthanol

-|II||||O
T

Isoxanthanol

Bilesigin DCM ile alinan UV spektrumunda maksimum absorbsiyon bandi1 248
nm’ de gozlemlenmistir.

IR spektrumunda 3400 cm™ de O-H gerilmeleri, 1772 cm™ de laktona ait
karbonil band1, 1740 cm™ de asetil grubu karbonil band1 gdzlenmistir.

Bilesik ESI-MS kiitle spektroskopisinde Ci7H2403; kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 331.2 [M+Na]" olarak vermistir.

'H-NMR spektrumunda yedili halkadaki olefinik proton (H-5) 5.93 (dd, J=9.6 ve
5.7 Hz, 1H) ppm’ de ve lakton halkasina bagli vinilik protonlar (H-13) 6.17 ve 5.46
ppm de J=3.3 Hz’lik geminal yarilma degeriyle dublet sinyaller vermistir. Karakteristik
oksi metin protonu (H-8) 4.29 (ddd, J=10.2, 9.3 ve 2.5 Hz, 1H), hidroksil grubunu
tagtyan karbondaki H-4 protonu 3.71 (1H, m), asetil grubunu tasiyan karbondaki (H-2)
protonu ise 5.39 (dd, J=10.5 ve 3.3 Hz, 1H) ppm de gozlemlenmistir. Asetil metili 2.1
(s, 3H) ppm’de, bilesikteki diger metil gruplar1 (H-15) 1.22 (d, J=6.3 Hz, 3H) ve (H-14)
1.15 (d, J=7.2 Hz, 3H) ppm de dublet sinyal vermislerdir. Bilesikteki alifatik protonlar
1.52-2.54 ppm araliginda multiplet olarak Ortlismiiglerdir.

Bilesigin DEPT spekturumu alinmis, 6 metin karbonu, 4 metilen karbonu ve 3
metil grubu karbonu piki belirlenmistir. Metin karbonlar1 126.1 (C-5), 82.3 (C-8), 78.0
(C-2), 64.0 (C-4), 48.2 (C-7) ve 30.1 (C-10) ppm, metilen karbonlar1 118.9 (C-13), 43.6
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(C-3),, 37.0 (C-9), 25.4 (C-6) ppm, metil karbonlar1 ise 23.5 (C-15), 21.4 (C-17) ve
19.5 (C-14) ppm degerlerinde sinyal vermislerdir. DEPT spektrumuna ek olarak **C-
NMR spekturumunda 146.2 (C-1) ve 139.4 (C-12) ppm’de kuarterner olefinik karbonlar
ve 171.5 ppm de asetil ve lakton karbonil karbonu pik vermistir.

HMBC spektrumunda asetil protonlar1 (H-17) ile karbonil karbonu arasinda, C-
16°daki metil protonlarinin ise C-3 ve C-4 karbonlar: ile 6nemli eslesmeler gosterdigi
tespit edilmigtir.

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes

oldugu belirlendiginden bilesigin isoxanthanol oldugu dogrulanmistir [103].
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Sekil 5. 18. Isoxanthanol bilesigine ait DEPT (75 MHz, CDCls) spektrumu



Spectrum 1A
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Sekil 5. 19. Isoxanthanol bilesigine ait ESI-MS spektrumu



5. 1. 5. 5 Numarah Bilesik (E)-17-(5-Etil-6-metilhept-3-en-2-il)-10,13-dimetil 2, 3, 4,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17-tetradekahidro-1H-siklopenta [a] fenantren-3-
ol; Stigmasterol

Stigmasterol

Bilesigin DCM ile alinan UV spektrumunda maksimum absorbsiyon bandi 260
nm’ de gozlemlenmistir.

IR spektrumunda 3434 cm™ de hidroksil grubu, 1639 cm™ de doymamuslik, 1179
cm™ de (C-O) bantlari izlenmistir.

Bilesik ESI-MS kiitle spektroskopisinde CoysHssO kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 413.4 [M+H]" olarak vermistir.

'H-NMR spektrumunda olefinik protonlar 5.36 (br s, H-6, 1H), 5.15 (m, H-22,
1H) ve 5.03 (m, H-23, 1H) ppm’de ve H-3 protonu elektronegatif oksijenden dolay1
3.53 ppm’de (m, 1H) g6zlenmistir. Metil hidrojenleri sirasiyla 1.0 (s, Me-19, 3H), 0.92
(d, J=5.7 Hz, Me-27, 3H), 0.82 (t, J=6.3 Hz, Me-29, 3H), 0.69 (d, J=5.7 Hz, Me-26,
3H) pmm’de ve metilen protonlar1 1.05-2.20 ppm araliginda (m, 36H) gézlenmistir.

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes

oldugu belirlendiginden bilesigin  stigmasterol oldugu dogrulanmistir [104].
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Sekil 5. 20. Stigmasterol bilesigine ait "H-NMR (300 MHz, CDCls) spektrumu
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Spectrum 1A
BP: 365,2 (1,115e+7=100%), od-5persembe11.xms
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Sekil 5. 21. Stigmasterol bilesigine ait ESI-MS spektrumu



5. 1. 6. 6 Numarah Bilesik Axillarin; 3,6-dimetoksi-5,7,3°,4’-tetrahidroksiflavon

Axillarin

Bilesigin IR spektrumu 3400 cm™de fenolik hidroksil grubunun gerilmeleri,
1660 cm™*de karbonil grubuna ait gerilmeleri gosterdi.

Bilesigin MeOH ile alinan UV spektrumunda band I’in NaOMe ilavesi ile 38 nm
batokromik kayma gdstermesi 4’-OH oldugunu kanitlamaktadir. Bilesgin MeOH+AICl;
ile alinan spektrumunda band I’in HCl ilavesi ile 387.5 nm den 361.0 nm ye kaymasi 3’
ve 4’-OH oldugunu kanitlamaktadir. NaOAc+H3BOj3 spektrumunda band I’in MeOH
spektrumuna goére batokromik kayma gostermesi B halkasindaki o-hidroksi sistemin
varligin1 agiklamaktadir. MeOH spektrumunun NaOAc ilavesi ile band II’deki 12 nm
lik kayma serbest 7-OH varhiginin gostergesidir.

Bilesik ESI-MS kiitle spektroskopisinde C17H140s kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 341.2 [M+Na]" olarak vermistir.

Bilesigin 'H-NMR spektrumunda 6-7 ppm araliginda dort proton sinyali
gbzlenmistir. B halkasma ait ii¢ proton sinyali 7.61 ppm’de (d, J=2.1 Hz, H-2’), 7.52
ppm’de (dd, J=8.4 ve 2.1 Hz, H-6’) ve 6.89 ppm’de (d, J=8.4 Hz, H-5") bir ABX
sistemi olusturmakta idi. A halkasina ait aromatik proton sinyali (H-8") 6.49 ppm’de
singlet olarak gbzlendi. Ayrica 3.87 ve 3.77 ppm degerlerinde metoksi gruplar1 singlet
olarak gozlenmistir.

HSQC spektrumunda B halkasinda 115.2 (C-2’), 121.5 (C-6") ve 115.0 (C-5°)
ppm’deki karbonlara sirasiyla 7.61 (H-2%), 7.52 (H-6’) ve 6.89 (H-5") ppm’deki
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protonlarin, A halkasindaki 6.49 (H-8) ppm deki protonun ise 93.7 (C-8) ppm deki
karbona bagli oldugu belirlenmistir. Metoksi gruplarinin karbonlar1 59.7 (C-6-OMe) ve
59.3 ( C-3- OMe) ppm de ve bunlara bagli protonlar sirasiyla 3.87 ve 3.77 ppm de tespit
edilmistir.

HMBC spektrumunda 6nemli eslesmeler H-2° ve H-6" daki protonlar ile C-2
karbonu arasinda, H-8 protonu ile karbonil karbonu arasinda, A halkasina bagli metoksi
grubu protonlar1 ile C-6 arasinda ve C halkasina bagli olan metoksi protonlar1 ile C-3

arasinda gozlemlenmistir.

Sekil 5. 22. Axillarin bilesigine ait HMBC korelasyonlar1

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes

oldugu belirlendiginden  bilesigin  axillarin ~ oldugu  dogrulanmistir  [105].
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Spectrum 1A

BP: 303,2 (1,243e+7=100%), od-6persembe11.xms

2.754 min, Scan: 439, 285.0:345.0>, RIC: 7,227e+7
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Sekil 5. 26. Axillarin bilesigine ait ESI-MS spektrumu



5. 1. 7. 7 Numarah Bilesik: 4-hidroksibenzoik asit; p-hidroksibenzoik asit

4-hidroksibenzoik asit

Bilesigin IR spektrumunda 3405 cm™ de OH gerilmesi, 2854 cm™ de karboksilli
aside ait OH gerilmeleri, 1660 cm™ de karboksilli asit karboniline ait gerilmeler
gbzlenmistir.

MeOH ile alinan UV spektrumunda maksimum absorbsiyon bandi 342 nm’de
gbzlenmistir.

Bilesik ESI-MS kiitle spektroskopisinde C7HgO3 kapali formiiliine karsilik gelen
molekiiler iyon pikini m/z 161.0 [M+Na]" olarak vermistir.

Bilesigin BC-NMR spektrumunda sadece bes karbon piki gozlenmistir.
Bunlardan karbonile komsu C-1 karbonu 121.1, hidroksil bagli C-4 karbonu 162.0,
karbonil karbonu 169.0, C-2 ve C-6 karbonlar1 131.8 ve C-3 ve C-5 karbonlar1 115.0
ppm’de sinyal vermistir.

'H-NMR spektrumunda ise iki tane 9.0 Hz’lik yarilma sabiti ile 7.87 ve 6.81
ppm’de gozlenen dubletler aromatik hidrojenlerin birbiri ile orto pozisyonda oldugunu
gostermektedir.

HMBC spektrumunda 7.87 (H-2 ve H-6) ve 6.81 (H-3 ve H-5) ppm’deki
protonlar C-1 (121.1) karbonu, karbonil karbonu (169.0) ve C-4 (162.0) karbonlar1 ile
eslesmeler gostermistir.

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerden bilesigin 4-hidroksibenzoik asit

oldugu goriisiine varilmistur.
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Sekil 5. 28. 4-hidroksibenzoik asit bilesigine ait **C-NMR (75 MHz, CD3s0D) spektrumu
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Sekil 5. 29. 4-hidroksibenzoik asit bilesigine ait HMBC spektrumu
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Spectrum 1A
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Sekil 5. 30. 4-hidroksibenzoik asit bilesigine ait ESI-MS spektrumu



5. 1. 8. 8 Numarah Bilesik Sinarin; 1,5 di-O-kaffeoilkuinik asit

Sinarin

Bilesigin IR spektrumunda 3420 cm™ (OH), 1685 cm™ (C=0), 1638 cm™ (C=C)
ve 1510 cm™ aromatik halkaya ait gerilim bandlar1 gézlemlenmistir.

Bilesigin MeOH ile aliman UV spektrumunda maksimum absorbsiyon bandi 376
nm’de gozlenmistir.

Bilesik ESI-MS kiitle spektroskopisinde CpsH24012 kapali formiiliine karsilik
gelen molekiiler iyon pikini m/z 539.1 [M+Na]" olarak vermistir.

'H-NMR spektrumunda 7.57 (2H), 6.30 (1H) ve 6.26 (1H) ppm degerlerinde
15.9 Hz’lik dublet sinyallerin gézlenmesi molekiiliin yapisinda iki adet trans a,f-
doymamis karbonil fonksiyonelligini ve 7.05 (d), 6.95 (dd) ve 6.77 (dd) ppm’de
gozlenen aromatik ABX sistemine ait {i¢ sinyal grubunun her birinin iki hidrojen
integraline sahip olmasi yapida iki tane kafeik asit grubu bulundugunu gostermistir. Iki

kafeik asit grubunun alfa protonlar1 digindaki tiim protonlarinin ortiistiigii gézlemlendi.
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Bilesige ait kuinik asit protonlarindan CH2-6’" 2.51 ppm ve CHy-2’’ 2.10 ppm’de
multiplet, H-5"* protonu 5.39 ppm’de (td, J=8.1 ve 3.4 Hz, 1H), H-4*’ protonu 3.77
ppm’de (dd, J=8.1 ve 3.0 Hz, 1H), H-3" protonu 4.28 ppm’de (br dd, J=3.0, 1H)
gozlemlendiler.

B3C-NMR spektrumunda kuinik asite 1°” konumdan bagh kafeik asidin karbonili
166.9 ppm’de, 5’ konumundan bagh kafeoil kabonili 167.6 ppm’de ve kuinik asit
karbonili 174.0 ppm’de pik vermistir. Aromatik halkaya ait CH karbonlar1 146.1 (C-3,
C-37), 121.9 (C-6, C-6) ve 115.3 (C-2, C-2’) ppm’de trans olefinik CH karbonlar1 ise
145.6 (C-7, C-7°) ve 1153 (C-8, C-8’) ppm’de gozlemlenmislerdir. Kuinik asid
karbonlar1 da 86.3 (C-1"), 30.2 (C-2"’), 68.5 (C-3”"), 71.3 (C-4”"), 70.3 (C-5""), 35.8
(C-6") ppm’de gozlemlenmislerdir.

HMBC spektrumunda 6nemli eslesmeler H-5" protonu ile kafeoil karbonili
arasinda, C-2”’ ve C-6"" daki metilen protonlari ile kuinik asidin karbonili arasinda ve a,
[-doymamus ¢ift bag protonlar1 (H-7, H-8) ile C-9, (H-7°, H-8’) ile C-9” karbonilleri
arasinda gozlemlenmistir.

COSY spektrumunda trans olefinik protonlar arasinda, H-3"’ ve H-2"’ protonlar1
arasinda, H-3’ ve H-4’ protonlar1 arasinda, H-4’ ve H-5’" protonlar1 arasinda
eslesmeler goriilmiistiir.

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes

oldugu  goriildiigiinden  bilesigin  sinarin  oldugu  dogrulanmustir ~ [106].
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Sekil 5. 31. Sinarin bilesigine ait "H-NMR (300 MHz, CD;0D) spektrumu
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Sekil 5. 32. Sinarin bilesigine ait HMBC spektrumu
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Spectrum 1A
BP: 515.3 (3,411e+8=100%), od-8persembe11.xms 2.090 min, Scan: 316, 480.0:570.0>(-), RIC: 5.184e+8, BC
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Sekil 5. 33. Sinarin bilesigine ait ESI-MS spektumu



5. 2. izole Edilen Bilesiklerin Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz inhibisyon
Aktiviteleri

Bilesiklerin AChE ve BChE enzim aktivitelerini belirleyebilmek i¢in Alzheimer
ilac1 olarak kullanilan Galantamin bilesigi referans madde olarak kullanmustir.

Yapilan AChE inhibisyon aktivite testleri sonucunda xanthatin (1), 4-okso-
bedfordia asit (3) ve isoxanthanol (4) ve stigmasterol (5) bilesiklerinin galantamin ile
kiyaslandiginda iyi bir aktiviteye sahip oldugu, tomentosin (2) bilesiginin ise orta
derecede inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Axillarin (6), p-hidroksi benzoik
asit (7) ve sinarin (8) bilesiklerinin ise aktivite gostermedigi tespit edilmistir. (Tablo
5.1)

BChE inhibisyon aktivite testleri sonucunda sadece 2 numarali bilesik olan
tomentosinin iyi bir aktiviteye sahip oldugu, xanthatin (1), 4-okso-bedfordia asit (3) ve
isoxanthanol (4) ve stigmasterol (5) bilesiklerinin ise orta derecede inhibisyon aktivitesi
gosterdigi ve axillarin (6), p-hidroksi benzoik asit (7), sinarin (8) bilesiklerinin ise aktif
olmadig1 belirlenmistir (Tablo 5.1).

AChE ve BChE inhibisyon aktiviteleri ile yapilar arasinda iliski kurmak
gerekirse seskiterpen lakton bilesiklerinin fenolik bilesiklere kiyasla ¢ok daha giiclii

AChE ve BChE inhibitorleri olduklar: sonucuna varilmaktadir.

Tablo 5. 1. izole edilen bilesiklerin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon

aktiviteleri
Ornekler  AChE ICs (MM) BChE ICso (MM)
1 0.64 2.17
2 0.90 0.86
3 0.69 4.16
4 0.50 2.20
5 0.42 5.88
6 Aktif degil Aktif degil
7 Aktif degil Aktif degil
8 Aktif degil Aktif degil
Galantamin® 0.12 0.33
% Standart bilesik
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